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(57)【要約】
　Ｂ７Ｈ６のＮＫｐ３０との相互作用を阻害できる抗体を含む、Ｂ７ファミリーメンバー
Ｂ７Ｈ６と特異的に結合するモノクローナル抗体が開示される。また、治療薬とコンジュ
ゲートしている抗Ｂ７Ｈ６モノクローナル抗体を含む抗Ｂ７Ｈ６抗体－薬物コンジュゲー
トも開示される。抗Ｂ７Ｈ６抗体および抗体－薬物コンジュゲートは、Ｂ７Ｈ６発現細胞
に対して治療的効果を発揮するための方法においても、ならびにＢ７Ｈ６またはＢ７Ｈ６
発現細胞の検出のための診断方法においても有用である。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ヒトＢ７Ｈ６の細胞外ドメイン（配列番号２のアミノ酸残基２５～２６６）との結合に
ついて、
　ａ）クローン名称番号４Ｅ５．５（受託番号ＣＮＣＭ　Ｉ－４２４２）のハイブリドー
マ；
　ｂ）クローン名称番号９Ｇ９．２（受託番号ＣＮＣＭ　Ｉ－４２４３）のハイブリドー
マ；
　ｃ）クローン名称番号１０Ｅ２．９（受託番号ＣＮＣＭ　Ｉ－４２４４）のハイブリド
ーマ；および
　ｄ）クローン名称番号１７Ｂ１．３（受託番号ＣＮＣＭ　Ｉ－４２４５）のハイブリド
ーマ
からなる群から選択されるハイブリドーマによって産生される抗体と競合する、単離され
たモノクローナル抗体。
【請求項２】
　マウス抗体、キメラ抗体、ヒト化抗体およびヒト抗体からなる群から選択される、請求
項１に記載の抗体。
【請求項３】
　ａ）クローン名称番号４Ｅ５．５（受託番号ＣＮＣＭ　Ｉ－４２４２）のハイブリドー
マによって産生される抗体またはその抗原結合断片；
　ｂ）クローン名称番号９Ｇ９．２（受託番号ＣＮＣＭ　Ｉ－４２４３）のハイブリドー
マによって産生される抗体またはその抗原結合断片；
　ｃ）クローン名称番号１０Ｅ２．９（受託番号ＣＮＣＭ　Ｉ－４２４４）のハイブリド
ーマによって産生される抗体またはその抗原結合断片；および
　ｄ）クローン名称番号１７Ｂ１．３（受託番号ＣＮＣＭ　Ｉ－４２４５）のハイブリド
ーマによって産生される抗体またはその抗原結合断片
からなる群から選択されるマウス抗体である、請求項１に記載の抗体。
【請求項４】
　ａ）クローン名称番号４Ｅ５．５（受託番号ＣＮＣＭ　Ｉ－４２４２）のハイブリドー
マによって産生される抗体；
　ｂ）クローン名称番号９Ｇ９．２（受託番号ＣＮＣＭ　Ｉ－４２４３）のハイブリドー
マによって産生される抗体；
　ｃ）クローン名称番号１０Ｅ２．９（受託番号ＣＮＣＭ　Ｉ－４２４４）のハイブリド
ーマによって産生される抗体；および
　ｄ）クローン名称番号１７Ｂ１．３（受託番号ＣＮＣＭ　Ｉ－４２４５）のハイブリド
ーマによって産生される抗体
からなる群から選択される抗体に由来するヒト化抗体である、請求項１に記載の抗体。
【請求項５】
　ヒトＢ７Ｈ６細胞外ドメインとの結合について、（ａ）または（ｄ）の抗体と競合し、
ヒトＢ７Ｈ６のヒトＮＫｐ３０との相互作用を阻害する、請求項１に記載の抗体。
【請求項６】
　一本鎖抗体である、請求項１、４および５のいずれか一項に記載の抗体。
【請求項７】
　ＡＤＣＣ活性およびＣＤＣ活性のうち少なくとも１種を有するＦｃ領域を含む、請求項
１、２、４および５のいずれか一項に記載の抗体。
【請求項８】
　Ｆｃ領域が、一本鎖Ｆｃ（ｓｃＦｃ）である、請求項７に記載の抗体。
【請求項９】
　請求項１から８のいずれか一項に記載の抗体と、その抗体による結合を検出するための
手段とを含む診断キット。
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【請求項１０】
　請求項１から８のいずれか一項に記載の抗体と、医薬上許容される担体とを含む組成物
。
【請求項１１】
　ヒトＢ７Ｈ６の細胞外ドメイン（配列番号２のアミノ酸残基２５～２６６）との結合に
ついて、
　ａ）クローン名称番号４Ｅ５．５（受託番号ＣＮＣＭ　Ｉ－４２４２）のハイブリドー
マ；
　ｂ）クローン名称番号９Ｇ９．２（受託番号ＣＮＣＭ　Ｉ－４２４３）のハイブリドー
マ；
　ｃ）クローン名称番号１０Ｅ２．９（受託番号ＣＮＣＭ　Ｉ－４２４４）のハイブリド
ーマ；および
　ｄ）クローン名称番号１７Ｂ１．３（受託番号ＣＮＣＭ　Ｉ－４２４５）のハイブリド
ーマ
からなる群から選択されるハイブリドーマによって産生される抗体と競合するモノクロー
ナル抗体を含む抗体－薬物コンジュゲートであって、
　抗体が、細胞毒性薬剤とコンジュゲートしている、抗体－薬物コンジュゲート。
【請求項１２】
　抗体が、マウス抗体、キメラ抗体、ヒト化抗体およびヒト抗体からなる群から選択され
る、請求項１１に記載の抗体－薬物コンジュゲート。
【請求項１３】
　抗体が、
　ａ）クローン名称番号４Ｅ５．５（受託番号ＣＮＣＭ　Ｉ－４２４２）のハイブリドー
マによって産生される抗体；
　ｂ）クローン名称番号９Ｇ９．２（受託番号ＣＮＣＭ　Ｉ－４２４３）のハイブリドー
マによって産生される抗体；
　ｃ）クローン名称番号１０Ｅ２．９（受託番号ＣＮＣＭ　Ｉ－４２４４）のハイブリド
ーマによって産生される抗体；および
　ｄ）クローン名称番号１７Ｂ１．３（受託番号ＣＮＣＭ　Ｉ－４２４５）のハイブリド
ーマによって産生される抗体
からなる群から選択される抗体に由来するヒト化抗体である、請求項１１に記載の抗体－
薬物コンジュゲート。
【請求項１４】
　抗体が、一本鎖抗体である、請求項１１または１３に記載の抗体－薬物コンジュゲート
。
【請求項１５】
　抗体が、ＡＤＣＣ活性およびＣＤＣ活性のうち少なくとも１種を有するＦｃ領域を含む
、請求項１１または１３に記載の抗体－薬物コンジュゲート。
【請求項１６】
　Ｆｃ領域が、一本鎖Ｆｃ（ｓｃＦｃ）である、請求項１５に記載の抗体－薬物コンジュ
ゲート。
【請求項１７】
　細胞毒性薬剤が、抗チューブリン剤、ＤＮＡ副溝結合剤、ＤＮＡ副溝アルキル化剤、デ
ュオカルマイシンおよびピューロマイシンからなる群から選択される、請求項１１から１
６のいずれかに記載の抗体－薬物コンジュゲート。
【請求項１８】
　抗チューブリン剤が、ドラスタチン、ビンカアルカロイド、ポドフィラトキシン、タキ
サン、バッカチン誘導体、クリプトフィシン、マイタンシノイドおよびコンブレタスタチ
ンからなる群から選択される、請求項１７に記載の抗体－薬物コンジュゲート。
【請求項１９】
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　抗体が、リンカーを介して細胞毒性薬剤とコンジュゲートしている、請求項１１から１
６のいずれかに記載の抗体－薬物コンジュゲート。
【請求項２０】
　リンカーが、細胞内条件下で切断可能である、請求項１９に記載の抗体－薬物コンジュ
ゲート。
【請求項２１】
　切断可能なリンカーが、細胞内プロテアーゼによって切断可能なペプチドリンカーであ
る、請求項２０に記載の抗体－薬物コンジュゲート。
【請求項２２】
　請求項１１から２１のいずれか一項に記載の抗体－薬物コンジュゲートと、医薬上許容
される担体とを含む組成物。
【請求項２３】
　ヒトＢ７Ｈ６を発現する細胞に対するヒトナチュラルキラー（ＮＫ）細胞活性を低下さ
せる方法であって、
　ヒトＢ７Ｈ６の細胞外ドメイン（配列番号２のアミノ酸残基２５～２６６）との結合に
ついて、
　ａ）クローン名称番号４Ｅ５．５（受託番号ＣＮＣＭ　Ｉ－４２４２）のハイブリドー
マ；および
　ｂ）クローン名称番号１７Ｂ１．３（受託番号ＣＮＣＭ　Ｉ－４２４５）のハイブリド
ーマ
からなる群から選択されるハイブリドーマによって産生される抗体と競合するモノクロー
ナル抗体の有効量と、ヒトＢ７Ｈ６を発現する細胞とをヒトＮＫ細胞の存在下で接触させ
ることを含み、
　前記抗体が、ヒトＢ７Ｈ６のヒトＮＫｐ３０との相互作用を阻害する、方法。
【請求項２４】
　対象において、骨髄細胞（ＢＭＣ）同種移植片拒絶を治療する方法であって、
　ヒトＢ７Ｈ６の細胞外ドメイン（配列番号２のアミノ酸残基２５～２６６）との結合に
ついて、
　ａ）クローン名称番号４Ｅ５．５（受託番号ＣＮＣＭ　Ｉ－４２４２）のハイブリドー
マ；および
　ｂ）クローン名称番号１７Ｂ１．３（受託番号ＣＮＣＭ　Ｉ－４２４５）のハイブリド
ーマ
からなる群から選択されるハイブリドーマによって産生される抗体と競合するモノクロー
ナル抗体を、ＮＫ細胞活性を阻害し、それによって急性ＢＭＣ同種移植片拒絶を治療する
のに有効な量で対象に投与することを含み、
　前記抗体が、ヒトＢ７Ｈ６のヒトＮＫｐ３０との相互作用を阻害する、方法。
【請求項２５】
　抗体が、ヒトまたはヒト化モノクローナル抗体である、請求項２３または２４に記載の
方法。
【請求項２６】
　抗体が、
　ａ）クローン名称番号４Ｅ５．５（受託番号ＣＮＣＭ　Ｉ－４２４２）のハイブリドー
マによって産生される抗体；および
　ｂ）クローン名称番号１７Ｂ１．３（受託番号ＣＮＣＭ　Ｉ－４２４５）のハイブリド
ーマによって産生される抗体
からなる群から選択される抗体に由来するヒト化抗体である、請求項２３または２４に記
載の方法。
【請求項２７】
　抗体が、一本鎖抗体である、請求項２３または２４に記載の方法。
【請求項２８】
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　前記Ｂ７Ｈ６発現細胞を含む細胞集団内のＢ７Ｈ６発現細胞を枯渇させるか、その成長
を阻害する方法であって、
　前記Ｂ７Ｈ６発現細胞を、有効量の抗体－薬物コンジュゲートと接触させることを含み
、
　前記抗体－薬物コンジュゲートが、ヒトＢ７Ｈ６の細胞外ドメイン（配列番号２のアミ
ノ酸残基２５～２６６）との結合について、
　ａ）クローン名称番号４Ｅ５．５（受託番号ＣＮＣＭ　Ｉ－４２４２）のハイブリドー
マ；
　ｂ）クローン名称番号９Ｇ９．２（受託番号ＣＮＣＭ　Ｉ－４２４３）のハイブリドー
マ；
　ｃ）クローン名称番号１０Ｅ２．９（受託番号ＣＮＣＭ　Ｉ－４２４４）のハイブリド
ーマ；および
　ｄ）クローン名称番号１７Ｂ１．３（受託番号ＣＮＣＭ　Ｉ－４２４５）のハイブリド
ーマ
からなる群から選択されるハイブリドーマによって産生される抗体と競合するモノクロー
ナル抗体を含み、
　前記抗体が、細胞毒性薬剤とコンジュゲートしている、方法。
【請求項２９】
　対象においてＢ７Ｈ６を発現する癌を治療する方法であって、
　対象に、有効量の抗体－薬物コンジュゲートを投与することを含み、
　前記抗体－薬物コンジュゲートが、ヒトＢ７Ｈ６の細胞外ドメイン（配列番号２のアミ
ノ酸残基２５～２６６）との結合について、
　ａ）クローン名称番号４Ｅ５．５（受託番号ＣＮＣＭ　Ｉ－４２４２）のハイブリドー
マ；
　ｂ）クローン名称番号９Ｇ９．２（受託番号ＣＮＣＭ　Ｉ－４２４３）のハイブリドー
マ；
　ｃ）クローン名称番号１０Ｅ２．９（受託番号ＣＮＣＭ　Ｉ－４２４４）のハイブリド
ーマ；および
　ｄ）クローン名称番号１７Ｂ１．３（受託番号ＣＮＣＭ　Ｉ－４２４５）のハイブリド
ーマ
からなる群から選択されるハイブリドーマによって産生される抗体と競合するモノクロー
ナル抗体を含み、
　前記抗体が、細胞毒性薬剤とコンジュゲートしている、方法。
【請求項３０】
　Ｂ７Ｈ６を発現する癌が、結腸、肝臓、子宮頸部、肺、膵臓または前立腺の癌である、
請求項２９に記載の方法。
【請求項３１】
　Ｂ７Ｈ６を発現する癌が、原血球性白血病、Ｂ細胞リンパ腫、Ｔ細胞リンパ腫、単球性
リンパ腫、赤白血病、バーキットリンパ腫、慢性骨髄性白血病または急性リンパ芽球性白
血病である、請求項２９に記載の方法。
【請求項３２】
　抗体が、ヒトまたはヒト化抗体である、請求項２８から３１のいずれか一項に記載の方
法。
【請求項３３】
　抗体が、
　ａ）クローン名称番号４Ｅ５．５（受託番号ＣＮＣＭ　Ｉ－４２４２）のハイブリドー
マによって産生される抗体；
　ｂ）クローン名称番号９Ｇ９．２（受託番号ＣＮＣＭ　Ｉ－４２４３）のハイブリドー
マによって産生される抗体；
　ｃ）クローン名称番号１０Ｅ２．９（受託番号ＣＮＣＭ　Ｉ－４２４４）のハイブリド
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ーマによって産生される抗体；および
　ｄ）クローン名称番号１７Ｂ１．３（受託番号ＣＮＣＭ　Ｉ－４２４５）のハイブリド
ーマによって産生される抗体
からなる群から選択される抗体に由来するヒト化抗体である、請求項２８から３１のいず
れか一項に記載の方法。
【請求項３４】
　抗体が、一本鎖抗体である、請求項２８から３１のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３５】
　Ｂ７Ｈ６発現細胞に対する抗体依存性細胞毒性（ＡＤＣＣ）を誘導する方法であって、
　前記Ｂ７Ｈ６発現細胞を、ヒトＢ７Ｈ６の細胞外ドメイン（配列番号２のアミノ酸残基
２５～２６６）との結合について、
　ａ）クローン名称番号４Ｅ５．５（受託番号ＣＮＣＭ　Ｉ－４２４２）のハイブリドー
マ；
　ｂ）クローン名称番号９Ｇ９．２（受託番号ＣＮＣＭ　Ｉ－４２４３）のハイブリドー
マ；
　ｃ）クローン名称番号１０Ｅ２．９（受託番号ＣＮＣＭ　Ｉ－４２４４）のハイブリド
ーマ；および
　ｄ）クローン名称番号１７Ｂ１．３（受託番号ＣＮＣＭ　Ｉ－４２４５）のハイブリド
ーマ
からなる群から選択されるハイブリドーマによって産生される抗体と競合するモノクロー
ナル抗体の有効量と接触させることを含み、
　前記接触が、ＡＤＣＣ活性を有するＦｃ受容体を発現するＮＫ細胞またはＣＤ８＋Ｔ細
胞の存在下で行われ、前記抗体が、前記Ｆｃ受容体と結合できるＦｃ領域を含む、方法。
【請求項３６】
　Ｂ７Ｈ６発現細胞に対する補体依存性細胞毒性（ＣＤＣ）を誘導する方法であって、
　前記Ｂ７Ｈ６発現細胞を、ヒトＢ７Ｈ６の細胞外ドメイン（配列番号２のアミノ酸残基
２５～２６６）との結合について、
　ａ）クローン名称番号４Ｅ５．５（受託番号ＣＮＣＭ　Ｉ－４２４２）のハイブリドー
マ；
　ｂ）クローン名称番号９Ｇ９．２（受託番号ＣＮＣＭ　Ｉ－４２４３）のハイブリドー
マ；
　ｃ）クローン名称番号１０Ｅ２．９（受託番号ＣＮＣＭ　Ｉ－４２４４）のハイブリド
ーマ；および
　ｄ）クローン名称番号１７Ｂ１．３（受託番号ＣＮＣＭ　Ｉ－４２４５）のハイブリド
ーマ
からなる群から選択されるハイブリドーマによって産生される抗体と競合するモノクロー
ナル抗体の有効量と接触させることを含み、
　前記接触が、補体の存在下で行われ、前記抗体が、ＣＤＣ活性を有するＦｃ領域を含む
、方法。
【請求項３７】
　対象においてＢ７Ｈ６を発現する癌を治療する方法であって、
　対象に、ヒトＢ７Ｈ６の細胞外ドメイン（配列番号２のアミノ酸残基２５～２６６）と
の結合について、
　ａ）クローン名称番号４Ｅ５．５（受託番号ＣＮＣＭ　Ｉ－４２４２）のハイブリドー
マ；
　ｂ）クローン名称番号９Ｇ９．２（受託番号ＣＮＣＭ　Ｉ－４２４３）のハイブリドー
マ；
　ｃ）クローン名称番号１０Ｅ２．９（受託番号ＣＮＣＭ　Ｉ－４２４４）のハイブリド
ーマ；および
　ｄ）クローン名称番号１７Ｂ１．３（受託番号ＣＮＣＭ　Ｉ－４２４５）のハイブリド
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ーマ
からなる群から選択されるハイブリドーマによって産生される抗体と競合するモノクロー
ナル抗体の有効量を投与することを含み、
　前記抗体が、ＡＤＣＣ活性およびＣＤＣ活性のうち少なくとも１種を有するＦｃ領域を
含む、方法。
【請求項３８】
　抗体が、ヒトまたはヒト化抗体である、請求項３５から３７のいずれか一項に記載の方
法。
【請求項３９】
　抗体が、
　ａ）クローン名称番号４Ｅ５．５（受託番号ＣＮＣＭ　Ｉ－４２４２）のハイブリドー
マによって産生される抗体；
　ｂ）クローン名称番号９Ｇ９．２（受託番号ＣＮＣＭ　Ｉ－４２４３）のハイブリドー
マによって産生される抗体；
　ｃ）クローン名称番号１０Ｅ２．９（受託番号ＣＮＣＭ　Ｉ－４２４４）のハイブリド
ーマによって産生される抗体；および
　ｄ）クローン名称番号１７Ｂ１．３（受託番号ＣＮＣＭ　Ｉ－４２４５）のハイブリド
ーマによって産生される抗体
からなる群から選択される抗体に由来するヒト化抗体である、請求項３５から３７のいず
れか一項に記載の方法。
【請求項４０】
　抗体が、一本鎖抗体である、請求項３５から３７のいずれか一項に記載の方法。
【請求項４１】
　Ｆｃ領域が、一本鎖Ｆｃ（ｓｃＦｃ）である、請求項３５から３７のいずれか一項に記
載の方法。
【請求項４２】
　Ｂ７Ｈ６発現細胞が、癌細胞である、請求項３５または３６に記載の方法。
【請求項４３】
　癌細胞が、結腸癌細胞、肝臓癌細胞、子宮頸癌細胞、肺癌細胞、膵臓癌細胞または前立
腺癌細胞である、請求項４２に記載の方法。
【請求項４４】
　癌細胞が、原血球性白血病細胞、Ｂ細胞リンパ腫細胞、Ｔ細胞リンパ腫細胞、単球性リ
ンパ腫細胞、赤白血病細胞、バーキットリンパ腫細胞、慢性骨髄性白血病細胞または急性
リンパ芽球性白血病細胞である、請求項４２に記載の方法。
【請求項４５】
　Ｂ７Ｈ６を発現する癌が、結腸、肝臓、子宮頸部、肺、膵臓または前立腺の癌である、
請求項３７に記載の方法。
【請求項４６】
　Ｂ７Ｈ６を発現する癌が、原血球性白血病、Ｂ細胞リンパ腫、Ｔ細胞リンパ腫、単球性
リンパ腫、赤白血病、バーキットリンパ腫、慢性骨髄性白血病または急性リンパ芽球性白
血病である、請求項３７に記載の方法。
【請求項４７】
　Ｂ７Ｈ６の細胞性発現を検出する方法であって、
　（１）試験されるヒト細胞を含む生物学的試料を、ヒトＢ７Ｈ６の細胞外ドメイン（配
列番号２のアミノ酸残基２５～２６６）との結合について、
　ａ）クローン名称番号４Ｅ５．５（受託番号ＣＮＣＭ　Ｉ－４２４２）のハイブリドー
マ；
　ｂ）クローン名称番号９Ｇ９．２（受託番号ＣＮＣＭ　Ｉ－４２４３）のハイブリドー
マ；
　ｃ）クローン名称番号１０Ｅ２．９（受託番号ＣＮＣＭ　Ｉ－４２４４）のハイブリド
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ーマ；および
　ｄ）クローン名称番号１７Ｂ１．３（受託番号ＣＮＣＭ　Ｉ－４２４５）のハイブリド
ーマ
からなる群から選択されるハイブリドーマによって産生される抗体と競合するモノクロー
ナル抗体と接触させること、および
　（２）前記抗体の結合を検出し、前記抗体の結合が細胞上のＢ７Ｈ６の存在を示し、そ
れによって、細胞がＢ７Ｈ６を発現するかどうかを検出すること
を含む、方法。
【請求項４８】
　生物学的試料が、無傷のヒト細胞を含む、請求項４７に記載の方法。
【請求項４９】
　生物学的試料が、試験される細胞の膜画分を含む、請求項４７に記載の方法。
【請求項５０】
　抗体を、放射性同位元素、蛍光標識、化学発光標識、酵素標識および生物発光標識から
なる群から選択される検出可能な標識を用いて標識する、請求項４７から４９のいずれか
一項に記載の方法。
【請求項５１】
　Ｂ７Ｈ６を発現する癌を有する疑いのある対象を診断する方法であって、
　（１）検出可能な標識とコンジュゲートしているモノクローナル抗体であって、ヒトＢ
７Ｈ６の細胞外ドメイン（配列番号２のアミノ酸残基２５～２６６）との結合について、
　ａ）クローン名称番号４Ｅ５．５（受託番号ＣＮＣＭ　Ｉ－４２４２）のハイブリドー
マ；
　ｂ）クローン名称番号９Ｇ９．２（受託番号ＣＮＣＭ　Ｉ－４２４３）のハイブリドー
マ；
　ｃ）クローン名称番号１０Ｅ２．９（受託番号ＣＮＣＭ　Ｉ－４２４４）のハイブリド
ーマ；および
　ｄ）クローン名称番号１７Ｂ１．３（受託番号ＣＮＣＭ　Ｉ－４２４５）のハイブリド
ーマからなる群から選択されるハイブリドーマによって産生される抗体と競合するモノク
ローナル抗体を、前記対象に投与すること、および
　（２）前記対象内の前記抗体の分布を検出すること
を含む、方法。
【請求項５２】
　癌が、結腸、肝臓、子宮頸部、肺、膵臓または前立腺の癌である、請求項５１に記載の
方法。
【請求項５３】
　ａ）クローン名称番号４Ｅ５．５（受託番号ＣＮＣＭ　Ｉ－４２４２）のハイブリドー
マ；
　ｂ）クローン名称番号９Ｇ９．２（受託番号ＣＮＣＭ　Ｉ－４２４３）のハイブリドー
マ；
　ｃ）クローン名称番号１０Ｅ２．９（受託番号ＣＮＣＭ　Ｉ－４２４４）のハイブリド
ーマ；および
　ｄ）クローン名称番号１７Ｂ１．３（受託番号ＣＮＣＭ　Ｉ－４２４５）のハイブリド
ーマ
からなる群から選択される抗体産生細胞。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連出願の相互参照
　本出願は、その開示内容が参照によりその全文で本明細書に組み込まれる２００９年１
２月９日に出願された米国仮出願出願番号第６１／２８５，０１８号の利益を主張する。



(9) JP 2013-513380 A 2013.4.22

10

20

30

40

50

【０００２】
　本発明は、抗体、特に、Ｂ７Ｈ６と表される腫瘍細胞リガンドと結合するモノクローナ
ル抗体に関する。本発明はまた、抗体の使用にも関する。
【背景技術】
【０００３】
Ｂ７ファミリー
　正および負の共刺激シグナルは、リンパ球活性の調節において重要な役割を果たし、こ
れらのシグナルを媒介する分子は、免疫調節薬の有効な標的であるとわかっている。例え
ば、ＣＤ２８、原型Ｔ細胞共刺激分子は、抗原提示細胞（ＡＰＣ）の表面上のＢ７－１ま
たはＢ７－２と相互作用する際に、Ｔ細胞受容体（ＴｃＲ）結合に応じてＴ細胞増殖およ
び分化を促進するシグナルを放出するが、ＣＤ２８相同体細胞毒性Ｔリンパ球抗原－４（
ＣＴＬＡ－４）は、Ｔ細胞増殖およびエフェクター機能の阻害を媒介する。（Chambers e
t al., Ann. Rev. Immunol., 19:565-594, 2001; Egen et al., Nature Immunol., 3:611
-618, 2002参照のこと。）
【０００４】
　Ｂ７ファミリーに対して相同性を有するいくつかの分子が、発見されており（Abbas et
 al., Nat. Med., 5:1345-6, 1999; Coyle et al., Nat. Immunol., 2: 203-9, 2001; Ca
rreno et al., Annu. Rev. Immunol., 20: 29-53, 2002; Liang et al., Curr. Opin. Im
munol., 14: 384-90, 2002）、リンパ球活性化におけるそれらの役割は解明され始めたと
ころである。これらの新規共刺激対抗受容体として、Ｂ７ｈ２、ＰＤ－Ｌ１、ＰＤ－Ｌ２
、Ｂ７－Ｈ３およびＢ７－Ｈ４が挙げられる。
【０００５】
　公知のＢ７ファミリーメンバーの発現は、主として抗原提示細胞に制限されている。研
究によって、Ｂ７ファミリーメンバーは、リンパ球で同族（cognate）受容体と相互作用
して、細胞媒介性免疫応答の調節において重要な役割を果たす正または負の共刺激シグナ
ルを提供するリンパ球系細胞上の対抗（counter）受容体であると示されている。
【０００６】
ＮＫ細胞およびＮＫｐ３０
　ナチュラルキラー（ＮＫ）細胞は、免疫系において活性なリンパ球のサブセットであり
、ヒト末梢血中の単核細胞の平均約１５％に相当する。ＮＫ細胞は、致死的に放射線照射
したマウスが同種株または親株骨髄細胞（ＢＭＣ）の同種移植片を拒絶できたという知見
によって、１９７１年に最初に機能的に説明された。（Cudowicz and Bennett, J. Exp. 
Med. 134:83-102, 1971; Cudowicz and Bennett, J. Exp. Med. 135:1513-1528, 1971参
照のこと。）ＣｕｄｏｗｉｃｚおよびＢｅｎｎｅｔｔは、放射線照射されたＦ１ハイブリ
ッドＨ－２－ヘテロ接合体マウス（Ａ×Ｂ）が、親のＨ－２－ホモ接合体ＢＭＣ（Ａまた
はＢ）を拒絶できたことを観察した。この知見は、移植抗原は共優性に遺伝すると考えら
れ、子孫は、親の主要組織適合遺伝子複合体（ＭＨＣ）決定基に対して絶対的に寛容性で
あるという移植の古典的法則と矛盾するものであった。（Cudowicz and Bennett、J. Exp
. Med. 134:83-102, 1971参照のこと。）この事象に関与する細胞は、放射線抵抗性であ
り、リンパ球系細胞と同一であることがわかり、これは、後に、１９７５年に、インビト
ロ（in vitro）で、ＭＨＣに制限されない方法で腫瘍の自発的死滅を媒介するその能力を
特性決定された。（Herberman and Ortaldo, Science, 214:24-30, 1981; Ortaldo and H
erberman, Annu. Rev. Immunol. 2:359-394, 1984; Trinchieri，Adv. Immunol. 47:187-
376, 1989; Murphy et al., J. Natl. Cancer Inst. 85:1475-1482, 1993参照のこと。）
ＮＫ細胞単独で、骨髄移植片拒絶の特異性を媒介し得るというさらなる証拠は、１９８７
年に、Ｔ細胞およびＢ細胞を発生させることができない重症複合免疫不全症（ＳＣＩＤ）
のマウスが通常のＮＫ細胞機能を有するということが観察されたときに現れた。（Murphy
 et al., J. Exp. Med. 165:1212-1217, 1987参照のこと。）
【０００７】
　ＮＫ細胞は、現在、自然免疫の重要な武器に相当し、腫瘍およびウイルスに感染した細
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胞に対する免疫監視において主な役割を果たすと理解されている。しかし、ＮＫ細胞は、
活性化されない限り、十分な数で存在する場合であっても、その通常の機能の実施におい
て無力である。実際、ＮＫ細胞活性の低下が、癌および感染性疾患と関連している［Yama
zaki et al., Oncology Reports 9:359-363, 2002; Rosenberg et al., Cancer Research
 51:5074-5079 (suppl.), 1991; Britteenden et al., Cancer 77:1226-1243, 1996;米国
特許第５，０８２，８３３号および同第４，８８３，６６２号参照のこと。］逆に、上記
のように、ＮＫ細胞活性は、ＢＭＣ同種移植片の急性拒絶を媒介する。したがって、ＮＫ
細胞活性のレベルは、免疫関連障害において重要な役割を果たすと思われる。
【０００８】
　ＮＫ細胞活性は、通常、ＭＨＣクラスＩ分子と、阻害性および活性化受容体との間の相
互作用によって調節される。（例えば、Barao and Murphy, BB&MT 9:727-741, 2003参照
のこと。）「自己喪失」仮説は、元々、ＭＨＣクラスＩ分子を欠く腫瘍細胞は、ＮＫ細胞
による死滅に対して感受性であるという知見に基づいたものである。（Ljunggren and Ka
rre, Immunol. Today 11:237-244, 1990; Ohlen et al., J. Immunol. 145:52-58, 1990
参照のこと。）研究者は、ヒトＮＫ細胞は、クラスＩ欠損エプスタインバーウイルス形質
転換Ｂリンパ芽球様細胞株を溶解することをさらに観察した。（Storkus et al., Proc. 
Natl. Acad. Sci. USA 86:2361-2364, 1989。）また、クラスＩ遺伝子をクラスＩ欠損標
的細胞にトランスフェクトすることが、これらの細胞をＮＫ細胞媒介性溶解に対して部分
的または完全に抵抗性にすることもわかった。（Storkus et al.、 前掲; Shimizu and D
eMars, Eur. J. Immunol., 19:447-451, 1989参照のこと。）しかし、ＭＨＣクラスＩは
、ＮＫ細胞媒介性細胞毒性から保護するために、常に必要であるわけではなく、ＭＨＣク
ラスＩによる認識が、ＮＫ細胞による細胞溶解を常に防ぐわけではない。（Barao and Mu
rphy、前掲。）近年、種々のＭＨＣクラスＩ特異的阻害性および活性化受容体ならびに非
ＭＨＣクラスＩ特異的活性化受容体が同定された。これらの受容体は、例えば、同種間Ｂ
ＭＴおよび癌療法などの治療アプローチと関連している。（同文献を参照のこと。）
【０００９】
　ＭＨＣクラスＩ欠損または陰性標的に対するＮＫ細胞の細胞毒性を媒介できる非ＭＨＣ
クラスＩ特異的活性化受容体は、一部は、天然細胞毒性受容体（ＮＣＲ）として知られる
ＮＫ細胞特異的免疫グロブリン様分子の異種ファミリーによって表される。（例えば、Mo
retta et al., Annu. Rev. Immunol. 19:197-223, 2001; Diefenbach and Raulet，Immun
ol. Rev., 181:170-184, 2001参照のこと。）（例えば、腫瘍細胞またはウイルス感染細
胞上の）ＭＨＣクラスＩ発現の不在下では、ＮＫ細胞上のこれらの活性化受容体の連結（
ligation）が標的細胞死滅を引き起こす。１つのこのような活性化受容体として、ＮＫｐ
３０があり、これは、成熟ナチュラルキラー（ＮＫ）細胞で選択的に、構成的に発現され
、とりわけ、ＣＤ３ζとの結合によってシグナル伝達する（Barao and Murphy、前掲参照
のこと）。ＮＫｐ３０が結合する標細細胞リガンドは、これまでに同定されていない。
【００１０】
　このＮＫ細胞による自然認識のシステムは、同種間骨髄移植（ＢＭＴ）、癌療法または
その他のＮＫ細胞関連障害の治療において臨床適用のための潜在的に強力なツールに相当
する。（例えば、Barao and Murphy、前掲参照のこと。）例えば、ＮＫｐ３０の刺激性活
性化または阻害性活性化は、ＮＫ細胞活性を調節し、ＮＫ細胞活性と関連している疾患ま
たは障害を治療するために有用であろう。特に、ＮＫｐ３０を誘発することによるＮＫ細
胞活性の増強は、癌および感染性疾患などの不十分なＮＫ細胞活性を特徴とする疾患また
は障害の治療にとって有用であろうが、ＮＫｐ３０を遮断することによるＮＫ細胞活性の
阻害は、例えば、ＢＭＣ同種移植片拒絶などのＮＫ細胞媒介性障害の治療にとって有用で
あろう。
【００１１】
　Ｂ７ファミリーの最新のメンバーであるＢ７Ｈ６が最近見出され、ＮＫｐ３０の対抗受
容体、すなわち、活性化性（activatory）受容体としてヒトの天然の細胞毒性に関与する
成熟ナチュラルキラー（ＮＫ）細胞上に選択的に発現される受容体として特性決定された
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［Brandt et al., J. Exp. Med., 206(7): 1495-1503, 2009］。Ｂ７Ｈ６は、正常ヒト組
織では検出されなかったが、ヒト腫瘍細胞上では発現された。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１２】
　したがって、当技術分野では、Ｂ７Ｈ６のＮＫｐ３０との相互作用を阻害できる抗体を
同定する必要がある。共刺激シグナルおよび免疫応答を調節するその能力に基づいて、こ
のような抗体には治療の潜在力がある。さらに、Ｂ７Ｈ６タンパク質と結合する抗体は、
細胞毒性薬剤とコンジュゲートしており、Ｂ７Ｈ６を発現する細胞を標的とするよう使用
される場合には有用であろう。これらおよびその他の使用は非常に望ましいものである。
本発明は、本明細書における教示から当業者に明らかなはずのこれらおよびその他の使用
のための組成物および方法を提供する。
【課題を解決するための手段】
【００１３】
　本発明の一の態様は、ヒトＢ７Ｈ６の細胞外ドメイン（配列番号２のアミノ酸残基２５
～２６６）と特異的に結合する、単離されたモノクローナル抗体を提供する。一実施形態
では、抗体は、ヒトＢ７Ｈ６の細胞外ドメイン（配列番号２のアミノ酸残基２５～２６６
）との結合について、クローン名称４Ｅ５．５（受託番号ＣＮＣＭ　Ｉ－４２４２）のハ
イブリドーマによって産生される抗体と競合する。別の実施形態では、抗体は、ヒトＢ７
Ｈ６の細胞外ドメイン（配列番号２のアミノ酸残基２５～２６６）との結合について、ク
ローン名称９Ｇ９．２（受託番号ＣＮＣＭ　Ｉ－４２４３）のハイブリドーマによって産
生される抗体と競合する。別の実施形態では、抗体は、ヒトＢ７Ｈ６の細胞外ドメイン（
配列番号２のアミノ酸残基２５～２６６）との結合について、クローン名称１０Ｅ２．９
（受託番号ＣＮＣＭ　Ｉ－４２４４）のハイブリドーマによって産生される抗体と競合す
る。別の実施形態では、抗体は、ヒトＢ７Ｈ６の細胞外ドメイン（配列番号２のアミノ酸
残基２５～２６６）との結合について、クローン名称１７Ｂ１．３（受託番号ＣＮＣＭ　
Ｉ－４２４５）のハイブリドーマによって産生される抗体と競合する。
【００１４】
　特定の実施形態では、上記の抗Ｂ７Ｈ６モノクローナル抗体は、マウス抗体、キメラ抗
体、ヒト化抗体またはヒト抗体である。いくつかの実施形態では、該抗体は、ヒトＢ７Ｈ
６細胞外ドメインとの結合について競合し、ヒトＢ７Ｈ６とＮＫｐ３０との相互作用を阻
害する。該阻害は、完全な遮断である場合も、部分的な遮断である場合もあり、相互作用
を中和する場合も、低減する場合もある。適した抗体としてさらに、一本鎖抗体が挙げら
れる。具体化されるその他のバリエーションとして、ＡＤＣＣ活性およびＣＤＣ活性のう
ち少なくとも１種を有するＦｃ領域を含む抗体が挙げられる。いくつかのこのようなバリ
エーションにおいて、Ｆｃ領域は、一本鎖Ｆｃ（ｓｃＦｃ）である。ヒトＢ７Ｈ６と結合
する具体化されるモノクローナル抗体の各々が、抗体と、医薬上許容される媒体とを含む
組成物として適している。このような抗体は、抗体による結合を検出する診断キットに適
している。
【００１５】
　別の態様では、本発明は、ヒトＢ７Ｈ６の細胞外ドメイン（アミノ酸残基２５～２６６
配列番号２）と特異的に結合するモノクローナル抗体を含む抗体－薬物コンジュゲートを
提供し、ここで、抗体は細胞毒性薬剤とコンジュゲートしている。いくつかの実施形態で
は、抗体－薬物コンジュゲートの抗体部分は、ヒトＢ７Ｈ６の細胞外ドメイン（配列番号
２のアミノ酸残基２５～２６６）との結合について、クローン名称４Ｅ５．５（受託番号
ＣＮＣＭ　Ｉ－４２４２）のハイブリドーマによって産生される抗体；クローン名称９Ｇ
９．２（受託番号ＣＮＣＭ　Ｉ－４２４３）のハイブリドーマによって産生される抗体；
クローン名称１０Ｅ２．９（受託番号ＣＮＣＭ　Ｉ－４２４４）ハイブリドーマによって
産生される抗体；またはクローン名称１７Ｂ１．３（受託番号ＣＮＣＭ　Ｉ－４２４５）
のハイブリドーマによって産生される抗体と競合する抗体である。モノクローナル抗体は
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、例えば、マウス抗体、キメラ抗体、ヒト化抗体またはヒト抗体であり得る。適した抗体
として、さらに一本鎖抗体が挙げられる。特定のバリエーションでは、抗体は、ＡＤＣＣ
活性およびＣＤＣ活性のうち少なくとも１種を有するＦｃ領域を含む。いくつかのこのよ
うなバリエーションでは、Ｆｃ領域は、一本鎖Ｆｃ（ｓｃＦｃ）である。細胞毒性薬剤は
、例えば、抗チューブリン剤、ＤＮＡ副溝結合剤、ＤＮＡ副溝アルキル化剤、デュオカル
マイシンまたはピューロマイシンであり得る。適した抗チューブリン剤として、例えば、
ドラスタチン、ビンカ（vinc）アルカロイド、ポドフィラトキシン（podophyllatoxin）
、タキサン、バッカチン誘導体、クリプトフィシン（cryptophysin）、マイタンシノイド
またはコンブレタスタチンが挙げられる。特定の実施形態では、抗体は、リンカーを介し
て薬物とコンジュゲートしており、いくつかの場合には、リンカーは、細胞内条件下で切
断可能である。適した切断可能なリンカーとして、細胞内プロテアーゼによって切断可能
なものを含むペプチドリンカーが挙げられる。具体化される抗体－薬物コンジュゲートの
いずれも、抗体－薬物コンジュゲートと、医薬上許容される媒体とを含む組成物として適
している。
【００１６】
　別の関連態様では、本発明は、ヒトＢ７Ｈ６とヒトＮＫｐ３０との相互作用を阻害する
ことによって、ヒトＢ７Ｈ６を発現する細胞に対する、ナチュラルキラー（ＮＫ）細胞活
性を低下させる方法を提供する。このような方法は、一般に、ヒトＢ７Ｈ６の細胞外ドメ
インとの結合について、クローン名称４Ｅ５．５（受託番号ＣＮＣＭ　Ｉ－４２４２）の
ハイブリドーマによって産生される抗体またはクローン名称１７Ｂ１．３（受託番号ＣＮ
ＣＭ　Ｉ－４２４５）のハイブリドーマによって産生される抗体と競合するモノクローナ
ル抗体の有効量と、ヒトＢ７Ｈ６を発現する細胞とをヒトＮＫ細胞の存在下で接触させる
ことを含み、ここで、該抗体は、ヒトＢ７Ｈ６のヒトＮＫｐ３０との相互作用を阻害する
。
【００１７】
　別の関連態様では、本発明は、ヒトＢ７Ｈ６のヒトＮＫｐ３０との相互作用を阻害する
ことによって、対象において、骨髄細胞（ＢＭＣ）同種移植片拒絶を治療する方法を提供
する。このような方法は、一般に、ヒトＢ７Ｈ６の細胞外ドメインとの結合について、ク
ローン名称４Ｅ５．５（受託番号ＣＮＣＭ　Ｉ－４２４２）のハイブリドーマによって産
生される抗体またはクローン名称１７Ｂ１．３（受託番号ＣＮＣＭ　Ｉ－４２４５）のハ
イブリドーマによって産生される抗体と競合するモノクローナル抗体を、ＮＫ細胞活性を
阻害し、それによって急性ＢＭＣ同種移植片拒絶を治療するのに有効な量で対象に投与す
ることを含み、ここで、該抗体は、ヒトＢ７Ｈ６のヒトＮＫｐ３０との相互作用を阻害す
る。
【００１８】
　ヒトＮＫ細胞活性を低下させる方法およびＢＭＣ同種移植片拒絶を治療する方法は両方
とも、抗体がヒトまたはヒト化モノクローナル抗体である特定の実施形態を含む。これら
の方法はまた、抗体が一本鎖抗体である実施形態を含む。
【００１９】
　その他の関連態様では、本発明は、抗体－薬物コンジュゲートを使用して、細胞集団内
のＢ７Ｈ６発現細胞を枯渇させるか、その成長を阻害する方法を提供する。方法は、一般
に、Ｂ７Ｈ６発現細胞を、（ａ）ヒトＢ７Ｈ６の細胞外ドメイン（配列番号２のアミノ酸
残基２５～２６６）との結合について、クローン名称４Ｅ５．５（受託番号ＣＮＣＭ　Ｉ
－４２４２）のハイブリドーマによって産生される抗体；クローン名称９Ｇ９．２（受託
番号ＣＮＣＭ　Ｉ－４２４３）のハイブリドーマによって産生される抗体；クローン名称
１０Ｅ２．９（受託番号ＣＮＣＭ　Ｉ－４２４４）のハイブリドーマによって産生される
抗体；またはクローン名称１７Ｂ１．３（受託番号ＣＮＣＭ　Ｉ－４２４５）のハイブリ
ドーマによって産生される抗体と競合する抗体と、（ｂ）抗体とコンジュゲートしている
細胞毒性薬剤とを含む、抗体－薬物コンジュゲートの有効量と接触させることを含む。
【００２０】
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　別の関連態様は、抗体－薬物コンジュゲートを使用して対象においてＢ７Ｈ６を発現す
る癌を治療する方法を提供する。この方法は、一般に、（ａ）ヒトＢ７Ｈ６の細胞外ドメ
イン（配列番号２のアミノ酸残基２５～２６６）との結合について、クローン名称４Ｅ５
．５（受託番号ＣＮＣＭ　Ｉ－４２４２）のハイブリドーマによって産生される抗体；ク
ローン名称９Ｇ９．２（受託番号ＣＮＣＭ　Ｉ－４２４３）のハイブリドーマによって産
生される抗体；クローン名称１０Ｅ２．９（受託番号ＣＮＣＭ　Ｉ－４２４４）のハイブ
リドーマによって産生される抗体；またはクローン名称１７Ｂ１．３（受託番号ＣＮＣＭ
　Ｉ－４２４５）のハイブリドーマによって産生される抗体と競合する抗体と、（ｂ）抗
体とコンジュゲートしている細胞毒性薬剤とを含む抗体－薬物コンジュゲートの有効量を
対象に投与することを含む。癌が、結腸、肝臓、子宮頸部、肺、膵臓または前立腺の癌で
ある実施形態が含まれる。その他の治療に適したＢ７Ｈ６を発現する癌として、原血球性
白血病、Ｂ細胞リンパ腫、単球性リンパ腫、赤白血病、バーキットリンパ腫および慢性骨
髄性白血病が挙げられる。
【００２１】
　細胞集団内のＢ７Ｈ６発現細胞を枯渇させるか、その成長を阻害する方法および／また
は対象においてＢ７Ｈ６を発現する癌を治療する方法の両方において、ヒトまたはヒト化
モノクローナル抗体は、抗体－薬物コンジュゲートを含む抗体にとって適している。また
、これら両方法のための抗体－薬物コンジュゲートを含む抗体に一本鎖抗体を使用するこ
とも適している。
【００２２】
　その他の関連態様では、Ｂ７Ｈ６発現細胞に対する抗体依存性細胞毒性（ＡＤＣＣ）を
誘導する方法を提供する。これらの方法は、一般に、Ｂ７Ｈ６発現細胞を、ヒトＢ７Ｈ６
の細胞外ドメイン（配列番号２のアミノ酸残基２５～２６６）との結合について、クロー
ン名称４Ｅ５．５（受託番号ＣＮＣＭ　Ｉ－４２４２）のハイブリドーマによって産生さ
れる抗体；クローン名称９Ｇ９．２（受託番号ＣＮＣＭ　Ｉ－４２４３）のハイブリドー
マによって産生される抗体；クローン名称１０Ｅ２．９（受託番号ＣＮＣＭ　Ｉ－４２４
４）のハイブリドーマによって産生される抗体；またはクローン名称１７Ｂ１．３（受託
番号ＣＮＣＭ　Ｉ－４２４５）のハイブリドーマによって産生される抗体と競合する抗体
の有効量と接触させることを含み、ここで、該接触は、ＡＤＣＣ活性を有するＦｃ受容体
を発現するＮＫまたはＣＤ８＋Ｔ細胞の存在下で行われ、該抗体は、Ｆｃ領域と結合でき
るＦｃ領域を含む。
【００２３】
　その他の関連態様では、Ｂ７Ｈ６発現細胞に対する補体依存性細胞毒性（ＣＤＣ）を誘
導する方法を提供する。これらの方法は、一般に、Ｂ７Ｈ６発現細胞を、ヒトＢ７Ｈ６の
細胞外ドメイン（配列番号２のアミノ酸残基２５～２６６）との結合について、クローン
名称４Ｅ５．５（受託番号ＣＮＣＭ　Ｉ－４２４２）のハイブリドーマによって産生され
る抗体；クローン名称９Ｇ９．２（受託番号ＣＮＣＭ　Ｉ－４２４３）のハイブリドーマ
によって産生される抗体；クローン名称１０Ｅ２．９（受託番号ＣＮＣＭ　Ｉ－４２４４
）のハイブリドーマによって産生される抗体；またはクローン名称１７Ｂ１．３（受託番
号ＣＮＣＭ　Ｉ－４２４５）のハイブリドーマによって産生される抗体と競合する抗体の
有効量と接触させることを含み、ここで、該接触は補体の存在下で行われ、該抗体はＣＤ
Ｃ活性を有するＦｃ領域を含む。
【００２４】
　Ｂ７Ｈ６発現細胞に対するＡＤＣＣを誘導する方法および／またはＢ７Ｈ６発現細胞に
対するＣＤＣを誘導する方法の両方において、実施形態は、ヒトまたはヒト化抗体を含む
。また、一本鎖抗体も含まれる。別のバリエーションは、一本鎖Ｆｃ（ｓｃＦｃ）である
Ｆｃ領域を含む。いずれかの方法について、いくつかの実施形態では、Ｂ７Ｈ６を発現す
る癌は、癌細胞である。癌細胞は、例えば、結腸癌細胞、肝臓癌細胞、子宮頸癌細胞、肺
癌細胞、膵臓癌細胞、前立腺癌細胞、原血球性白血病細胞、Ｂ細胞リンパ腫細胞、単球性
リンパ腫細胞、赤白血病細胞、バーキットリンパ腫細胞または慢性骨髄性白血病細胞であ
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り得る。
【００２５】
　別の関連態様は、Ｂ７Ｈ６を発現する癌を治療する方法を提供する。該方法は、一般に
、対象に、ヒトＢ７Ｈ６の細胞外ドメイン（配列番号２のアミノ酸残基２５～２６６）と
の結合について、クローン名称４Ｅ５．５（受託番号ＣＮＣＭ　Ｉ－４２４２）のハイブ
リドーマによって産生される抗体；クローン名称９Ｇ９．２（受託番号ＣＮＣＭ　Ｉ－４
２４３）のハイブリドーマによって産生される抗体；クローン名称１０Ｅ２．９（受託番
号ＣＮＣＭ　Ｉ－４２４４）のハイブリドーマによって産生される抗体；またはクローン
名称１７Ｂ１．３（受託番号ＣＮＣＭ　Ｉ－４２４５）のハイブリドーマによって産生さ
れる抗体と競合するモノクローナル抗体の有効量を投与することを含み、ここで、抗体は
、ＡＤＣＣ活性およびＣＤＣ活性のうち少なくとも１種を有するＦｃ領域を含む。適した
モノクローナル抗体として、ヒト抗体、ヒト化抗体および一本鎖抗体が挙げられる。特定
のバリエーションでは、Ｆｃ領域は、一本鎖Ｆｃ（ｓｃＦｃ）である。治療に適している
Ｂ７Ｈ６を発現する癌として、例えば、結腸、肝臓、子宮頸部、肺、膵臓または前立腺の
癌が挙げられる。その他の適したＢ７Ｈ６を発現する癌として、例えば、原血球性白血病
、Ｂ細胞リンパ腫、単球性リンパ腫、赤白血病、バーキットリンパ腫および慢性骨髄性白
血病が挙げられる。
【００２６】
　別の関連態様は、細胞性発現Ｂ７Ｈ６を検出する方法を提供し、ここで、抗体の結合が
、細胞上のＢ７Ｈ６の存在を示す。一般に、この方法は、（１）試験されるヒト細胞を含
む生物学的試料を、ヒトＢ７Ｈ６の細胞外ドメイン（配列番号２のアミノ酸残基２５～２
６６）との結合について、クローン名称４Ｅ５．５（受託番号ＣＮＣＭ　Ｉ－４２４２）
のハイブリドーマによって産生される抗体；クローン名称９Ｇ９．２（受託番号ＣＮＣＭ
　Ｉ－４２４３）のハイブリドーマによって産生される抗体；クローン名称１０Ｅ２．９
（受託番号ＣＮＣＭ　Ｉ－４２４４）のハイブリドーマによって産生される抗体；または
クローン名称１７Ｂ１．３（受託番号ＣＮＣＭ　Ｉ－４２４５）のハイブリドーマによっ
て産生される抗体と競合するモノクローナル抗体と接触させることと、（２）抗体の結合
を検出することとを含み、ここで、結合は、細胞上のＢ７Ｈ６の存在を示し、細胞がＢ７
Ｈ６を発現するかどうかを検出する。いくつかの実施形態では、生物学的試料は、無傷の
ヒト細胞または試験される細胞の膜画分である。特定の実施形態では、抗体を検出可能な
標識で標識する。適した標識として、放射性同位体、蛍光標識、化学発光標識、酵素標識
または生物発光標識が挙げられる。
【００２７】
　関連態様では、本発明は、Ｂ７Ｈ６を発現する癌を有する疑いのある対象を診断する方
法を提供する。この方法は、一般に、ヒトＢ７Ｈ６の細胞外ドメイン（配列番号２のアミ
ノ酸残基２５～２６６）との結合について、クローン名称４Ｅ５．５（受託番号ＣＮＣＭ
　Ｉ－４２４２）のハイブリドーマによって産生される抗体；クローン名称９Ｇ９．２（
受託番号ＣＮＣＭ　Ｉ－４２４３）のハイブリドーマによって産生される抗体；クローン
名称１０Ｅ２．９（受託番号ＣＮＣＭ　Ｉ－４２４４）のハイブリドーマによって産生さ
れる抗体；またはクローン名称１７Ｂ１．３（受託番号ＣＮＣＭ　Ｉ－４２４５）のハイ
ブリドーマによって産生される抗体と競合する、検出可能な標識とコンジュゲートしてい
るモノクローナル抗体を対象に投与することと、（２）対象内の該抗体の分布を検出する
こととを含む。適した適用として、結腸、肝臓、子宮頸部、肺、膵臓または前立腺の癌の
診断が挙げられる。
【００２８】
　別の態様では、本発明はまた、クローン名称４Ｅ５．５（受託番号ＣＮＣＭ　Ｉ－４２
４２）のハイブリドーマ；クローン名称９Ｇ９．２（受託番号ＣＮＣＭ　Ｉ－４２４３）
のハイブリドーマ；クローン名称１０Ｅ２．９（受託番号ＣＮＣＭ　Ｉ－４２４４）のハ
イブリドーマ；またはクローン名称１７Ｂ１．３（受託番号ＣＮＣＭ　Ｉ－４２４５）の
ハイブリドーマからなる群から選択される抗体産生細胞を提供する。
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【発明を実施するための形態】
【００２９】
発明の詳細な記載
Ｉ．概説
　本発明は、細胞表面タンパク質のＢ７ファミリーのメンバーと結合する抗Ｂ７Ｈ６抗体
、特に、抗ヒトＢ７Ｈ６モノクローナル抗体の同定および特性決定に関する。
【００３０】
　Ｂ７Ｈ６ポリペプチドは、最初に、ＮＫｐ３０の対抗受容体、成熟ナチュラルキラー（
ＮＫ）細胞で選択的に発現され、活性化性受容体としてヒト天然細胞毒性に関与している
受容体として同定された（その全文が出典明示により本明細書に組み込まれる米国特許出
願公開第２００９／０２２０５０２号を参照のこと）。ヒトＢ７Ｈ６をコードする例示的
ヌクレオチド配列は、配列番号１によって提供され、コードされるポリペプチドは配列番
号２に示される。配列番号２のＢ７Ｈ６ポリペプチドは、およそ２４２個のアミノ酸残基
（配列番号２の残基２５～２６６）の細胞外ドメイン、およそ１８個のアミノ酸残基（配
列番号２の残基２６７～２８４）の膜貫通ドメインおよびおよそ１５８個のアミノ酸残基
（配列番号２の残基２８５～４５４）の細胞内ドメインを含む。Ｂ７Ｈ６はまた、およそ
１１７個のアミノ酸残基のＩｇＶドメイン（配列番号２の残基２５～１４１）およびおよ
そ９７個のアミノ酸残基のＩｇＣドメイン（配列番号２の残基１４２～２３８）も有する
。ＩＴＩＭモチーフ（ＳａＹｔｐＬ、配列番号２のアミノ酸残基２９３～２９８）；ＳＨ
２結合モチーフ（ＹｑｌＱ、配列番号２のアミノ酸残基２２９～３３２）；およびＳＨ３
結合モチーフ（ＰｄａＰｉｌＰｖｓＰ、配列番号２のアミノ酸残基４１８～４２７）を含
む、Ｂ７Ｈ６の細胞内ドメイン内にいくつかの可能性あるシグナル伝達モチーフもある。
【００３１】
　本発明は、ヒトＢ７Ｈ６タンパク質に対するマウスモノクローナル抗体の産生およびそ
れらの抗体の特性の特性決定から生じるものである。アイソタイプＩｇＧ１を有するヒト
Ｂ７Ｈ６に対する５種のマウスモノクローナル抗体をハイブリドーマから産生した。抗体
を４Ｅ５．５、５Ｅ１．４、９Ｇ９．２、１０Ｅ２．９および１７Ｂ１．３と名づけた。
競合アッセイによって、特定の抗体によって異なるエピトープが認識されることが示され
た。抗Ｂ７Ｈ６ｍＡｂのうち２種、１７Ｂ１．３および４Ｅ５．５は、ＮＫｐ３０Ｆｃ結
合およびＤＯＭＳＰ３０活性化の阻害によって示されるように、ＮＫｐ３０：Ｂ７Ｈ６相
互作用を部分的に遮断する。これらの研究は構造を機能と関連付けており、実施例に記載
されている。種々のモノクローナル抗体が、生化学的アッセイおよび診断アッセイにおい
て有用な試薬であり、ならびに治療的価値を有すると示されている。
【００３２】
　したがって、本発明は、ｍＡｂ４Ｅ５．５、５Ｅ１．４、９Ｇ９．２、１０Ｅ２．９お
よび／または１７Ｂ１．３と同一または同様の特異性および特徴を有するヒトＢ７Ｈ６細
胞表面タンパク質と結合するモノクローナル抗体を含む。本明細書に記載されるように、
マウス抗ヒトＢ７Ｈ６モノクローナル抗体を産生し、競合実験において異なるエピトープ
と結合することを示した。したがって、本発明の一態様は、Ｂ７Ｈ６との結合について、
これらの抗体と競合できる抗体（例えば、ｍＡｂ４Ｅ５．５、９Ｇ９．２、１０Ｅ２．９
および１７Ｂ１．３から選択される抗体と同一のＢ７Ｈ６エピトープと結合できる抗体）
を提供する。さらに、いくつかの抗体は、Ｂ７Ｈ６－ＮＫｐ３０相互作用を達成すると示
した。したがって、いくつかの実施形態では、本発明の抗ヒトＢ７Ｈ６モノクローナル抗
体は、ＮＫｐ３０のＢ７Ｈ６媒介性活性化を阻害する。
【００３３】
　本発明は、非ヒト抗Ｂ７Ｈ６抗体由来のヒト化抗体（例えば、マウス抗体に由来するヒ
ト化抗体）、中和抗体、ヒトモノクローナル抗体およびそれらの抗原結合断片をさらに提
供する。例示的抗体断片として、Ｆ（ａｂ’）２、Ｆ（ａｂ）２、Ｆａｂ’、Ｆａｂ、Ｆ
ｖ、ｓｃＦｖおよび最小認識単位が挙げられる。中和抗体は、Ｂ７Ｈ６と結合し、その結
果、ＮＫｐ３０とのその相互作用は、阻害または遮断される。例えば、急性骨髄細胞（Ｂ
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ＭＣ）同種移植片拒絶などにおいて、ＮＫ細胞媒介性応答を阻害するために使用するため
の、ヒトＢ７Ｈ６の細胞外ドメインとの結合について競合するモノクローナル抗体は、本
発明の範囲内にあり、ここで、抗体は、ＮＫ細胞活性を遮断し、ＢＭＣ同種移植片拒絶を
治療するのに有効な量で投与される。
【００３４】
　本発明に従う抗Ｂ７Ｈ６抗体は、Ｂ７Ｈ６発現細胞、特に、Ｂ７Ｈ６を発現する癌細胞
に細胞毒性薬剤を標的とするために使用してもよい。このような抗ヒトＢ７Ｈ６モノクロ
ーナル抗体－薬物コンジュゲートは、Ｂ７Ｈ６を発現する癌を有する対象などの対象に投
与された場合に、Ｂ７Ｈ６発現細胞に対して臨床上有益な効果をもたらす。抗体は、一般
に、単独で投与されるが、その他の治療薬と組み合わせて投与される場合もある。通常の
実施形態では、抗ヒトＢ７Ｈ６モノクローナル抗体は、細胞毒性薬剤とコンジュゲートさ
れており、その結果、得られた抗体－薬物コンジュゲートは、細胞によって取り込まれる
か、インターナライズされる場合に、Ｂ７Ｈ６発現細胞（例えば、Ｂ７Ｈ６を発現する癌
細胞）に対して細胞毒性または細胞分裂阻害効果を発揮する。
【００３５】
　したがって、いくつかの態様では、本発明は、抗ヒトＢ７Ｈ６モノクローナル抗体－薬
物コンジュゲートを含む。抗体部分は、本明細書に記載される同一または同様の特異性お
よび特徴を有するヒトＢ７Ｈ６細胞表面タンパク質と結合し、薬物コンジュゲート部分は
、治療薬となる。抗ヒトＢ７Ｈ６抗体－薬物コンジュゲートは、Ｂ７Ｈ６を発現する癌を
有する対象に投与された場合に、Ｂ７Ｈ６発現細胞に対して臨床上有益な効果を発揮する
。通常、薬物コンジュゲート部分は、細胞毒性薬剤となり、Ｂ７Ｈ６発現細胞に対して細
胞毒性または細胞分裂阻害効果を発揮する。これらの抗体－薬物コンジュゲートについて
、抗体部分は、Ｂ７Ｈ６上の特定のエピトープを認識する。特定のバリエーションでは、
抗ヒトＢ７Ｈ６モノクローナル抗体－薬物コンジュゲートは、Ｂ７Ｈ６－ＮＫｐ３０相互
作用に影響を及ぼす。例えば、いくつかの実施形態では、本発明に従う抗ヒトＢ７Ｈ６モ
ノクローナル抗体－薬物コンジュゲートは、ＮＫｐ３０の活性化を阻害する。
【００３６】
　その他の実施形態では、抗ヒトＢ７Ｈ６モノクローナル抗体は、Ｂ７Ｈ６発現細胞に対
する抗体依存性細胞毒性（ＡＤＣＣ）または補体依存性細胞毒性（ＣＤＣ）を誘導するた
めに使用されるエフェクター機能を有するＦｃ領域を含む。本発明は、ＡＤＣＣの誘導に
おいて使用するためのＡＤＣＣ活性を有するＦｃ領域を含む抗ヒトＢ７Ｈ６モノクローナ
ル抗体を含む。この用途のために、一般に、Ｂ７Ｈ６発現細胞を、細胞溶解性活性を有す
るＦｃ受容体を発現する細胞溶解性免疫エフェクター細胞の存在下で、Ｆｃ領域を含む抗
ヒトＢ７Ｈ６モノクローナル抗体の有効量と接触させる。細胞溶解性Ｆｃ受容体（例えば
、ＦｃγＲＩＩＩαまたはＣＤ１６）を発現する免疫エフェクター細胞は、例えば、ＮＫ
細胞ならびに特定のＣＤ８＋Ｔ細胞を含む。ＣＤＣ活性を有するＦｃ領域を含む抗ヒトＢ
７Ｈ６モノクローナル抗体がＣＤＣの誘導に有用である実施形態では、一般に、Ｂ７Ｈ６
発現細胞を、補体の存在下で、ＣＤＣ活性を有するＦｃ領域を含む抗ヒトＢ７Ｈ６モノク
ローナル抗体の有効量と接触させる。本明細書において特許請求される抗体および方法を
使用する死滅のために標的とされ得るＢ７Ｈ６発現細胞として、いくつか例を挙げると、
例えば、結腸癌細胞、肝臓癌細胞、子宮頸癌細胞、肺癌細胞、膵臓癌細胞、前立腺癌細胞
、原血球性白血病細胞、Ｂ細胞リンパ腫細胞、単球性リンパ腫細胞、赤白血病細胞、バー
キットリンパ腫細胞および慢性骨髄性白血病細胞などの例えば、癌細胞が挙げられる。
【００３７】
　本発明のこれらおよびその他の態様は、以下の詳細な説明を参照すると明らかとなる。
さらに、種々の参考文献が以下に特定されており、その全文が出典明示により本明細書に
組み込まれる。
【００３８】
ＩＩ．定義
　別に定義されない限り、本明細書において使用されるすべての技術および科学用語は、
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記載される方法および組成物に関する当業者によって一般に理解されるものと同一の意味
を有する。本明細書において、以下の用語および語句は、別に明記されない限り、それに
帰する意味を有する。
【００３９】
　本明細書において、「ａ」、「ａｎ」および「ｔｈｅ」は、文脈が明確に他を示すので
ない限り、複数の指示物を含む。
【００４０】
　「ポリペプチド」は、天然に生成したものであろうと、合成によって製造されたもので
あろうと、ペプチド結合によって連結しているアミノ酸残基のポリマーである。約１０個
未満のアミノ酸残基のポリペプチドは、一般に、「ペプチド」と呼ばれる。
【００４１】
　「タンパク質」は、１つまたは複数のポリペプチド鎖を含む高分子である。タンパク質
はまた、炭水化物基などの非ペプチド構成要素を含む場合もある。炭水化物およびその他
の非ペプチド置換基が、タンパク質が産生される細胞によってタンパク質に付加されてい
る場合もあり、細胞の種類に応じて変わる。本明細書において、タンパク質は、そのアミ
ノ酸骨格構造の点で定義される。炭水化物基などの置換基は、一般に、特定されないが、
それにもかかわらず、存在する場合もある。
【００４２】
　「単離されたポリペプチド」とは、夾雑する細胞構成成分、例えば、炭水化物、脂質ま
たは自然界においてポリペプチドに結合しているその他のタンパク質性不純物を本質的に
含まないポリペプチドである。通常、単離されたポリペプチドの調製物は、高度に精製さ
れた形態の、すなわち、少なくとも約８０％純粋な、少なくとも約９０％純粋な、少なく
とも約９５％純粋な、９５％超純粋な、例えば、９６％、９７％もしくは９８％以上純粋
な、または９９％超純粋なポリペプチドを含有する。特定のタンパク質調製物が、単離さ
れたポリペプチドを含有することを示す１つの方法は、タンパク質調製物のドデシル硫酸
ナトリウム（ＳＤＳ）-ポリアクリルアミドゲル電気泳動およびゲルのクマシーブリリア
ントブルー染色後の単一バンドの出現によってである。しかし、用語「単離された」とは
、二量体などの代替の物理的形態、または代替としてグリコシル化された形態もしくは誘
導体化された形態の同一のポリペプチドの存在を排除しない。
【００４３】
　本明細書において、用語「アミノ末端」および「カルボキシル末端」は、ポリペプチド
内の位置を示すために使用される。文脈が許す場合には、これらの用語は、ポリペプチド
の特定の配列または部分に関して、近接または相対位置を示すために使用される。例えば
、ポリペプチド内の参照配列に対してカルボキシル末端に位置する特定の配列は、参照配
列のカルボキシル末端に近接して位置しているが、必ずしも、完全ポリペプチドのカルボ
キシル末端にあるわけではない。
【００４４】
　用語「発現」とは、遺伝子産物の生合成を指す。例えば、構造遺伝子の場合には、発現
は、構造遺伝子のｍＲＮＡへの転写およびｍＲＮＡの１種または複数のポリペプチドへの
翻訳を伴う。
【００４５】
　本明細書において、用語「免疫調節物質」は、サイトカイン、幹細胞増殖因子、リンホ
トキシン、共刺激分子、造血因子などおよびこれらの分子の合成類似体を包含する。
【００４６】
　本明細書において、用語「抗体」とは、免疫グロブリンポリペプチドおよび免疫グロブ
リンポリペプチド、すなわち、免疫グロブリンファミリーのポリペプチドの免疫学的に活
性な部分または特異的抗原と免疫特異的に結合する抗原結合部位（例えば、Ｂ７Ｈ６の細
胞外ドメイン）を含有するそれらの断片を指す。
【００４７】
　「抗イディオタイプ抗体」とは、免疫グロブリンの可変領域ドメインと結合する抗体で
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ある。これに関連して、抗イディオタイプ抗体は、抗ヒトＢ７Ｈ６モノクローナル抗体の
可変領域と結合し、したがって、抗イディオタイプ抗体は、Ｂ７Ｈ６のエピトープを摸倣
する。
【００４８】
　「抗体断片」とは、Ｆ（ａｂ’）２、Ｆ（ａｂ）２、Ｆａｂ’、Ｆａｂなどといった抗
体の一部である。抗体断片は、構造にかかわらず、無傷の抗体によって認識される同一抗
原と結合する。例えば、抗Ｂ７Ｈ６モノクローナル抗体断片は、Ｂ７Ｈ６のエピトープと
結合する。
【００４９】
　用語「抗体」とは、例えば、キメラ抗体、ヒト化抗体、重鎖および軽鎖の可変領域から
なる「Ｆｖ」断片、軽鎖可変領域からなるポリペプチド、軽鎖および重鎖可変領域がペプ
チドリンカーによって連結している組換え一本鎖抗体（「ｓｃＦｖタンパク質」）、超可
変領域を摸倣するアミノ酸残基からなる最小認識単位などといった遺伝子操作された無傷
の抗体または断片ならびに合成抗原結合ペプチドおよびポリペプチドも包含する。
【００５０】
　「キメラ抗体」とは、げっ歯類抗体に由来する可変ドメインと相補性決定領域とを含有
するが、抗体分子の残部はヒト抗体に由来する組換えタンパク質である。
【００５１】
　「ヒト化抗体」とは、モノクローナル抗体の非ヒト（例えば、マウス）相補性決定領域
が、非ヒト免疫グロブリンの重鎖および軽鎖可変鎖からヒト可変ドメインに移植されてい
る組換えタンパク質である。非ヒト（例えば、マウス）抗体に由来する、ヒトにおいて治
療的に使用するためのヒト化抗体、例えば、ヒトタンパク質と結合するか、またはそれを
中和するものの構築は、当業者の技能の範囲内にある。
【００５２】
　本明細書において、用語「Ｆｃ断片」、「Ｆｃ領域」または「Ｆｃドメイン」とは、同
義語であり、細胞上の抗体受容体および補体のＣ１ｑ成分との結合に関与する抗体の一部
を指す。Ｆｃは、タンパク質結晶を容易に形成する抗体の断片である「結晶性断片」の略
である。タンパク質分解消化によって最初に記載された、別個のタンパク質断片が、免疫
グロブリンタンパク質の全体的一般構造を規定する場合もある。文献において最初に規定
されたように、Ｆｃ断片は、ジスルフィド結合している重鎖ヒンジ領域、ＣＨ２およびＣ

Ｈ３ドメインからなる。しかし、より最近、この用語は、ＣＨ３、ＣＨ２と、第２のこの
ような鎖とジスルフィド結合二量体を形成するのに十分なヒンジの少なくとも一部とから
なる一本鎖に適用された。免疫グロブリン構造および機能の概説については、Putnam, Th
e Plasma Proteins, Vol. V (Academic Press, Inc., 1987), pp. 49-140およびPadlan, 
Mol. Immunol. 31:169-217, 1994を参照のこと。本明細書において、用語Ｆｃは、天然に
存在する配列の変異体を包含する。
【００５３】
　本明細書において、用語「一本鎖Ｆｃ」、「一本鎖Ｆｃドメイン」および「ｓｃＦｃ」
は、同義語であり、２つのＦｃモノマーが二量体形成して、Ｆｃ受容体と結合できる機能
的、二量体Ｆｃドメインを形成できるよう、柔軟性（flexible）リンカーによって連結し
ている２つのＦｃドメインモノマーを含むポリペプチド融合物を指す。一本鎖Ｆｃポリペ
プチドは、「Single Chain Fc, Methods of Making, and Methods of Treatment」と題さ
れた国際ＰＣＴ特許出願公開第ＷＯ０８／０１３１２４２号にさらに記載され、その開示
内容は、参照によりその全文が本明細書に組み込まれる。
【００５４】
　本明細書において、用語「ＡＤＣＣ活性を有するＦｃ領域」とは、Ｆｃ受容体を発現す
る細胞溶解性免疫エフェクター細胞（例えば、ＮＫ細胞またはＣＤ８＋Ｔ細胞）上の細胞
溶解性Ｆｃ受容体（例えば、ＦｃγＲＩＩＩα）の結合を介して抗体依存性細胞毒性（Ａ
ＤＣＣ）を媒介できるＦｃドメインを指す。
【００５５】
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　用語「補体」とは、抗原結合抗体とともに、細胞を溶解する能力を示す正常血清中の構
成要素を総称する。補体は、協力して、順序だって作用し、その効果を発揮する血清タン
パク質の群からなる。
【００５６】
　本明細書において、用語「古典的な補体経路」および「古典的な補体系」とは、同義語
であり、補体の活性化のための特定の経路を指す。古典的経路は、開始のために抗原－抗
体複合体を必要とし、Ｃ１からＣ９と表される９種の主要タンパク質構成要素の順序だっ
た活性化を伴う。活性化プロセス中のいくつかの工程では、生成物は、その後の工程を触
媒する酵素である。このカスケードは、比較的小さい初期シグナルによる多量の補体の増
幅および活性化を提供する。
【００５７】
　本明細書において、用語「ＣＤＣ活性を有するＦｃ領域」とは、Ｃ１ｑ補体タンパク質
の結合および古典的補体系の活性化を介して補体依存性細胞毒性（ＣＤＣ）を媒介できる
Ｆｃドメインを指す。
【００５８】
　本明細書において、用語「薬剤」とは、要素、化合物または例えば、医薬品、治療用化
合物もしくは薬理学的化合物を包含するその他の分子実体を意味する。薬剤は、天然であ
っても、合成であっても、その組合せであってもよい。「治療薬」は、単独または別の薬
剤と組み合わせてのいずれかで（例えば、プロドラッグと組み合わせたプロドラッグ変換
酵素）、細胞または組織に対して（例えば、Ｂ７Ｈ６を発現する癌細胞などのＢ７Ｈ６を
発現する細胞または組織に対して）治療的（例えば、有益な）効果を発揮する薬剤である
。本発明の特定の態様では、「治療薬」とは、治療にとって有用であるコンジュゲートを
生成するよう抗体とコンジュゲートしている薬剤である。治療薬の例として、薬物、毒素
、免疫調節物質、キレート剤、ホウ素化合物、光活性薬または色素および放射性同位体が
挙げられる。いくつかのバリエーションでは、抗体とコンジュゲートさせるための治療薬
は、細胞毒性または細胞分裂阻害効果を発揮する薬剤である。
【００５９】
　細胞に対する薬剤の効果に関して「細胞毒性効果」とは、細胞を死滅させることを意味
する。「細胞分裂阻害効果」とは、細胞増殖の阻害を意味する。「細胞毒性薬剤」とは、
細胞に対して細胞毒性または細胞分裂阻害効果を有し、それによって、細胞集団内の細胞
をそれぞれ枯渇させるか、またはその成長を阻害する薬剤を意味する。
【００６０】
　「検出可能な標識」とは、抗体部分とコンジュゲートさせて、診断にとって有用な分子
を生成できる分子または原子である。検出可能な標識の例として、キレート剤、光活性薬
、放射性同位体、蛍光剤、常磁性イオンまたはその他のマーカー部分が挙げられる。
【００６１】
　本明細書において、用語「親和性タグ」とは、第２のポリペプチドと結合させて、第２
のポリペプチドの精製もしくは検出を提供または基質との第２のポリペプチドの結合のた
めの部位を提供できるポリペプチドセグメントを示すよう使用される。原則として（In p
rincipal）、抗体もしくはその他の特定の結合剤を利用可能である任意のペプチドまたは
タンパク質を、親和性タグとして使用できる。親和性タグとして、ポリヒスチジントラク
ト、プロテインＡ（Nilsson et al., EMBO J. 4:1075, 1985; Nilsson et al., Methods 
Enzymol. 198:3, 1991）、グルタチオンＳトランスフェラーゼ（Smith and Johnson, Gen
e 67:31, 1988）、Ｇｌｕ－Ｇｌｕ親和性タグ（Grussenmeyer et al., Proc. Natl. Acad
. Sci. USA 82:7952, 1985）、サブスタンスＰ、ＦＬＡＧペプチド（Hopp et al., Biote
chnology 6:1204, 1988）、ストレプトアビジン結合ペプチドまたはその他の抗原性エピ
トープもしくは結合ドメインが挙げられる。全般的には、Ford et al., Protein Express
ion and Purification 2:95, 1991を参照のこと。親和性タグをコードするＤＮＡ分子は
、商業的供給業者（例えば、Pharmacia Biotech、Piscataway、NJ）から入手可能である
。
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【００６２】
　「裸の抗体」とは、治療薬とコンジュゲートしていない、抗体断片とは対照的な全抗体
である。裸の抗体は、ポリクローナルおよびモノクローナル抗体の両方ならびにキメラお
よびヒト化抗体などの特定の組換え抗体を包含する。
【００６３】
　用語「モノクローナル抗体」とは、それが製造される方法ではなく、任意の真核細胞も
しくは原核細胞クローンまたはファージクローンを包含する単細胞クローンに由来する抗
体を指す。したがって、本明細書において、用語「モノクローナル抗体」とは、ハイブリ
ドーマ技術によって製造された抗体に制限されない。
【００６４】
　「イムノコンジュゲート」とは、抗体の治療薬または検出可能な標識とのコンジュゲー
トである。
【００６５】
　用語「エピトープ」とは、免疫グロブリン（immunoglobin）またはＴ細胞受容体との特
異的結合が可能な任意のタンパク質決定基を指す。エピトープ決定基は、通常、アミノ酸
または糖側鎖などの分子の化学的に活性な表面集団（surface groupings）からなり、通
常、特定の三次元構造特徴ならびに特定の電荷特徴を有する。さらに詳しくは、本明細書
において、用語「Ｂ７Ｈ６エピトープ」とは、動物、好ましくは、哺乳類、最も好ましく
は、マウスまたはヒトにおいて抗原活性または免疫原活性を有するＢ７Ｈ６ポリペプチド
の一部を指す。免疫原活性を有するエピトープは、動物において抗体反応を誘発するＢ７
Ｈ６ポリペプチドの一部である。抗原活性を有するエピトープは、当技術分野で周知の任
意の方法によって、例えば、イムノアッセイによって決定される、抗体が免疫特異的に結
合するＢ７Ｈ６ポリペプチドの一部である。抗原性エピトープは、必ずしも免疫原性であ
るわけではない。「不連続エピトープ」は、Ｂ７Ｈ６タンパク質の一次配列における少な
くとも２つの別個の領域から形成される立体構造的エピトープである。立体構造的エピト
ープは、変性溶媒の存在下では（例えば、ウエスタンブロット分析において）特異的に結
合する能力を失う。
【００６６】
　本明細書において、「ＮＫ細胞活性」とは、ＮＫ細胞細胞溶解性活性を指す。このよう
な活性を検出および／またはモニタリングするために、それだけには限らないが、本明細
書に提供される実施例に記載されるアッセイを包含する当業者に周知の多数のアッセイが
ある。
【００６７】
　本明細書において、語句「Ｂ７Ｈ６およびＮＫｐ３０の相互作用」とは、Ｂ７Ｈ６受容
体および／またはＮＫｐ３０の刺激ならびに関連細胞内シグナル伝達をもたらす、機能的
Ｂ７Ｈ６受容体の、ＮＫ細胞上のＮＫｐ３０との直接的な物理的相互作用（例えば、結合
）および／またはその他の間接的な相互作用を指す。
【００６８】
　本明細書において、用語「遮断抗体」とは、Ｂ７Ｈ６およびＮＫｐ３０の相互作用を干
渉する（すなわち、阻害する）抗体および／または例えば、細胞溶解性活性によって測定
される、Ｂ７Ｈ６のＮＫ細胞活性を誘発する能力を干渉する抗体を指す。阻害は、完全で
ある必要はなく、「部分的」、すなわち、対照または標準に対する相対測定値としての活
性の減少または低減であってもよい。
【００６９】
　本明細書において、語句「Ｂ７Ｈ６発現細胞の存在を特徴とする疾患または障害」とは
、少なくとも幾分かは、Ｂ７Ｈ６を発現する病原性細胞を伴う任意の疾患または障害を指
す。このような病原性細胞として、例えば、特定の腫瘍細胞が挙げられる。したがって、
Ｂ７Ｈ６発現細胞の存在を特徴とする通常の疾患または障害として、特定の癌が挙げられ
る。このような疾患および障害は、本明細書にさらに記載されるようなＢ７Ｈ６発現細胞
を標的とするための特定の治療法に特に適している。
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【００７０】
　用語「ＮＫｐ３０を発現する細胞によって媒介される疾患または障害」および「ＮＫｐ
３０を発現する細胞の活性の増大と関連している疾患または障害」は、本明細書において
同義的に使用され、少なくとも幾分かは、ＮＫｐ３０を発現する細胞の細胞溶解性活性に
よって媒介される病理を有する任意の疾患または障害を指す。いくつかのバリエーション
では、ＮＫｐ３０を発現する細胞によって媒介される疾患または障害として、少なくとも
幾分かは、ＮＫ細胞細胞溶解性活性によって媒介される病理を有する「ＮＫ細胞媒介性疾
患または障害」がある。このような疾患または障害の一例として、骨髄細胞（ＢＭＣ）同
種移植片の急性拒絶がある。このような疾患または障害は、本明細書にさらに記載される
ようなＮＫ細胞活性を阻害するための特定の治療法に特に適している。
【００７１】
　本明細書に記載される、対象に、遮断性抗Ｂ７Ｈ６抗体を投与することによる、ＮＫｐ
３０を発現する細胞によって媒介される疾患もしくは障害の治療との関連で、または本明
細書に記載される、対象に、抗Ｂ７Ｈ６抗体もしくは抗体－薬物コンジュゲートを投与す
ることによる、Ｂ７Ｈ６発現細胞の存在を特徴とする疾患もしくは障害の治療との関連で
、用語「有効量」とは、対象において疾患または障害の１種または複数の臨床症状または
診断症状の発生を阻害するか、またはそれを寛解させるのに十分であるこのような分子の
量を指す。「有効な投与計画」で本発明の方法に従って、有効量の薬剤を投与する。用語
「有効な投与計画」とは、疾患または障害の治療または予防を達成するのに適当な投与さ
れる薬剤の量の組合せおよび投与頻度を指す。
【００７２】
　標準分析法の不正確さのために、分子量およびポリマーの長さは、近似値であると理解
される。このような値が、「約」Ｘまたは「およそ」Ｘとして表される場合には、Ｘとい
う示される値は、±１０％まで正確であると理解されよう。
【００７３】
ＩＩＩ．Ｂ７Ｈ６タンパク質に対する抗体
　一態様では、本発明は、ヒトＢ７Ｈ６のエピトープと（例えば、配列番号２の残基２５
～２６６に示されるアミノ酸配列に由来するポリペプチドセグメントと）特異的に結合す
る抗ヒトＢ７Ｈ６モノクローナル抗体を提供する。いくつかのバリエーションでは、提供
される抗ヒトＢ７Ｈ６モノクローナル抗体は、Ｂ７Ｈ６－ＮＫｐ３０相互作用を阻害でき
る。阻害は、Ｂ７Ｈ６－ＮＫｐ３０相互作用の完全な遮断である必要はなく、対照または
標準に対する相対測定値としての活性の減少または低減であってもよい。特定の実施形態
では、本発明に従うモノクローナル抗ヒトＢ７Ｈ６抗体は、ヒトＢ７Ｈ６抗原との結合に
ついて、４Ｅ５．５（受託番号ＣＮＣＭ　Ｉ－４２４２）、９Ｇ９．２（受託番号ＣＮＣ
Ｍ　Ｉ－４２４３）、１０Ｅ２．９（受託番号ＣＮＣＭ　Ｉ－４２４４）または１７Ｂ１
．３（受託番号ＣＮＣＭ　Ｉ－４２４５）から選択されるハイブリドーマによって産生さ
れる抗体と競合できる。これら４種のハイブリドーマは、Ｉｎｓｔｉｔｕｔ　Ｎａｔｉｏ
ｎａｌ　Ｄｅ　Ｌａ　Ｓａｎｔｅ　ｅｔ　Ｄｅ　Ｌａ　Ｒｅｃｈｅｒｃｈｅ　Ｍeｄｉｃ
ａｌｅ（ＩＮＳＥＲＭ）の名前で、２００９年１１月１８日にｔｈｅ　Ｃｏｌｌｅｃｔｉ
ｏｎ　Ｎａｔｉｏｎａｌｅ　ｄｅ　Ｃｕｌｔｕｒｅｓ　ｄｅ　Ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓ
ｍｅｓ　（ＣＮＣＭ、Ｉｎｓｔｉｔｕｔ　Ｐａｓｔｅｕｒ；Ｐａｒｉｓ、Ｆｒａｎｃｅ）
に寄託された。
【００７４】
　５種のマウス抗ヒトＢ７Ｈ６モノクローナル抗体が同定および特性決定された。これら
は、本明細書に記載されている。抗体の特性決定によって、これらのモノクローナル抗体
のうち特定のものは、競合結合アッセイによって示され、本明細書に開示されるＢ７Ｈ６
タンパク質上の異なるエピトープを認識することが実証された。抗体の特性決定によって
、抗体のうち２種は、Ｂ７Ｈ６－ＮＫｐ３０相互作用を少なくとも部分的に遮断すること
がさらに実証された。
【００７５】
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　特許請求される発明の範囲内に入る抗体を同定するために、エピトープビニング（epit
ope binning）を使用してもよい。エピトープビニングとは、競合結合アッセイを使用し
て、Ｂ７Ｈ６タンパク質と同時に結合できるか、結合できない抗体の対を同定し、それに
よって、タンパク質上の同一または重複するエピトープと結合する抗体の対を同定するこ
とを指す。エピトープビニング実験は、抗原的に別個のエピトープが存在するという証拠
を提供する。エピトープを同定するか、またはＢ７Ｈ６タンパク質分子の特定のアミノ酸
配列もしくは位置に「マッピング」するには、さらなるデータが必要である。
【００７６】
　結合の競合は、任意の対の抗体または断片について評価できる。例えば、適当な検出試
薬を使用して、任意の供給源に由来する抗体または結合断片の結合特異性を、本明細書に
開示されるモノクローナル抗体の結合特異性と比較できる。エピトープビニングは、「単
離された抗体」を用いて実施しても、細胞培養上清を用いて実施してもよい。ビニングは
、さらに開発されるべきクローンの選択を導くために、第１ラウンドのクローン上清を用
いて実施することが多い。比較される抗体は、実質的に同種の抗原結合ドメインであるべ
きである。「二重特異性」または「二官能性」抗体の場合には、２種の異なる結合部位の
結合特異性を、独立に評価するか、ビニングする必要がある。
【００７７】
　本発明の抗体は、当技術分野で公知の任意の方法によって特異的結合についてアッセイ
してもよい。エピトープビニングのために、多数の異なる競合結合アッセイ形式（単数ま
たは複数）を使用してよい。使用できるイムノアッセイとして、それだけには限らないが
、ウエスタンブロット、ラジオイムノアッセイ、ＥＬＩＳＡ、「サンドイッチ」イムノア
ッセイ、免疫沈降アッセイ、沈降素アッセイ、ゲル拡散沈降素アッセイ、免疫放射線測定
法、蛍光イムノアッセイ、プロテインＡイムノアッセイおよび補体固定アッセイのような
技術を使用する競合アッセイ系が挙げられる。このようなアッセイは、日常的なものであ
り、当技術分野で周知である（例えば、Ausubel et al.，eds, 1994 Current Protocols 
in Molecular Biology, Vol. 1, John Wiley & sons, Inc., New York参照のこと）。さ
らに、Antibodies, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Ed Harlow 
and David Lane, 1988に記載されるものなどの日常的な交差遮断アッセイを実施してもよ
い。
【００７８】
　ＢＩＡＣＯＲＥ（登録商標）（ＧＥ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ、Ｐｉｓｃａａｔａｗａｙ
、ＮＪ）は、モノクローナル抗体のエピトープビニングパネルに日常的に使用される種々
の表面プラズモン共鳴アッセイ形式の１つにすぎない。その他の参考文献、例えば、The 
Epitope Mapping Protocols, Methods in Molecular Biology, Vol. 66, Glenn Morris e
d. Humana Press, 1996には、抗体と結合するために使用でき、抗体のＢ７Ｈ６リガンド
との結合特異性に関して匹敵する情報を提供すると期待される代替法が記載されている。
ＢＩＡＣＯＲＥ（登録商標）システムを使用する場合には、エピトープビニング実験は、
可溶性の、天然または組換え抗原を用いて実施する。エピトープビニング研究は、ＢＩＡ
ＣＯＲＥ１０００（登録商標）システム（ＧＥ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ、Ｐｉｓｃａｔａ
ｗａｙ、ＮＪ）で実施してもよい。ｒｕｎメソッドをプログラムするためにＢＩＡｌｏｇ
ｕｅ（登録商標）ｖ．１．２ソフトウェアを使用してもよい。例えば、Ｂ７Ｈ６に対して
作製したマウスモノクローナル抗体をビニングするために、ポリクローナルヤギ抗マウス
ＩｇＧ　Ｆｃ抗体（Ｊａｃｋｓｏｎ　ＩｍｍｕｎｏＲｅｓｅａｒｃｈ　Ｌａｂｏｒａｔｏ
ｒｉｅｓ、Ｗｅｓｔ　Ｇｒｏｖｅ、ＰＡ）を、ＢＩＡＣＯＲＥ（登録商標）ＣＭ５センサ
ーチップに共有結合によって固定し、試験シリーズの一次モノクローナル抗体をチップに
結合（捕獲）するために使用してもよい。次いで、チップ上の非占有のＦｃ結合部位をポ
リクローナルＩｇＧ　Ｆｃ断片（Ｊａｃｋｓｏｎ　ＩｍｍｕｎｏＲｅｓｅａｒｃｈ　Ｌａ
ｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ）を使用してブロックする。続いて、Ｂ７Ｈ６タンパク質を注入し
、捕獲された一次モノクローナル抗体と特異的に結合することを可能にする。ＢＩＡＣＯ
ＲＥ（登録商標）機器は、センサーチップと結合しているタンパク質の質量を測定し、一



(23) JP 2013-513380 A 2013.4.22

10

20

30

40

50

次抗体およびＢ７Ｈ６抗原両方の結合は各サイクルについて確認してもよい。チップに一
次抗体および抗原を結合した後、可溶性二次抗体を注入し、予め結合している抗原との結
合を可能にする。二次モノクローナル抗体は、一次モノクローナル抗体と同時にＢ７Ｈ６
抗原と結合でき、その結合は、ＢＩＡＣＯＲＥ（登録商標）によって検出される。しかし
、二次モノクローナル抗体が一次モノクローナル抗体と同時にＢ７Ｈ６抗原と結合できな
い場合には、追加の結合は検出されない。各モノクローナル抗体を、自身に対して陰性対
照として試験して、バックグラウンド（結合なし）シグナルのレベルを確立する。
【００７９】
　抗体をビニングするために非標識競合ＥＬＩＳＡ形式（ＬＦＣ－ＥＬＩＳＡ）を使用し
てもよい。この方法は、Nagata et al., J. Immunol. Methods 292:141-155, 2004によっ
て記載されており、ビオチン化Ｂ７Ｈ６を利用する。Ｂ７Ｈ６に対して作製したマウスモ
ノクローナル抗体のビニングの実施例のために、ＥＬＩＳＡ　Ｂ（ＰＢＳ、０．１％　Ｔ
ｗｅｅｎ２０、１％　ＢＳＡ）に希釈した１μｇ／ｍＬのヤギ抗マウスＩｇＧ　Ｆｃ－γ
特異的抗体（Ｊａｃｋｓｏｎ　ＩｍｍｕｎｏＲｅｓｅａｒｃｈ）を用いて１００μＬ／ウ
ェルでマイクロタイタープレートをコーティングする。このコーティング抗体を周囲温度
で３時間結合させた後、各ｍＡｂ含有コンディショニング培地を、ＥＬＩＳＡ　Ｂに希釈
し、０．５μｇ／ｍＬのおよそのｍＡｂ濃度とし、４℃で一晩ヤギ抗マウスＩｇＧでコー
ティングされたプレートと結合させる（ｍＡｂ番号１）。並行して、第２のセットのコン
ディショニング培地（ｍＡｂ番号２）を、ポリスチレン試験管中でＥＬＩＳＡ　Ｂにおよ
そ０．５μｇ／ｍＬ　ｍＡｂに希釈し、５０ｎｇ／ｍＬのビオチン化Ｂ７Ｈ６抗原と混合
し、４℃で一晩インキュベートする。ｍＡｂ番号１をコーティング抗体とともにインキュ
ベートした後、プレートを無関係の抗体を用いてブロッキングして、プレート上の非占有
結合部位を飽和させる。ｍＡｂ番号２－ビオチン－Ｂ７Ｈ６混合物をプレートに加え、結
合させる。アッセイにおける（非競合）のための対照として、固定化されたｍＡｂ番号１
を含有するウェルに５０ｎｇ／ｍＬのビオチン化Ｂ７Ｈ６を直接（ｍＡｂ番号２とともに
プレインキュベートすることなく）加える。ビオチン化Ｂ７Ｈ６－ｍＡｂ番号２複合体と
ともにインキュベートした後、プレートにストレプトアビジン－ＨＲＰ（Ｐｉｅｒｃｅ、
Ｒｏｃｋｆｏｒｄ、Ｉｌｌ．）を０．５μｇ／ｍＬで加える。プレートをＴＭＢ基質（Ｂ
ｉｏＦＸ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ、Ｏｗｉｎｇｓ　Ｍｉｌｌｓ、Ｍｄ．）を用いて発
色させ、４５０ｎｍでの個々のウェルの吸光度をプレートリーダー（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
　Ｄｅｖｉｃｅｓ　ＳＰＥＣＴＲＡＭＡＸ　３４０、Ｓｕｎｎｙｖａｌｅ、Ｃａｌｉｆ．
）を用いて測定する。ｍＡｂ番号１が、ｍＡｂ番号２とは異なるエピトープと結合する場
合には、ビオチン－Ｂ７Ｈ６－ｍＡｂ番号２複合体は、プレートと結合し、高い吸光度読
み取り値をもたらす。ｍＡｂ番号１が、ｍＡｂ番号２と同一のエピトープと結合する場合
には、ビオチン－Ｂ７Ｈ６－ＭＡｂ番号２複合体は、プレートと結合せず、低い吸光度読
み取り値をもたらす。
【００８０】
　いくつかの実施形態では、本発明の抗ヒトＢ７Ｈ６モノクローナル抗体は、Ｂ７Ｈ６の
ヒトＮＫｐ３０との相互作用を阻害でき、このような抗体は、例えば、Ｂ７Ｈ６－および
／またはＮＫｐ３０－媒介性細胞内シグナル伝達ならびに関連エフェクター機能（例えば
、ＮＫｐ３０媒介性細胞溶解性活性）を包含する、例えば、Ｂ７Ｈ６のＮＫｐ３０との相
互作用と関連している細胞事象またはその他の生理学的事象を阻害するために有用である
。
【００８１】
　Ｂ７Ｈ６に対する抗体は、例えば、Ｂ７Ｈ６発現ベクターの生成物または天然供給源か
ら単離されたＢ７Ｈ６を抗原として使用して得ることができる。特に有用な抗ヒトＢ７Ｈ
６モノクローナル抗体は、Ｂ７Ｈ６と「特異的に結合する」。抗体は、以下の２つの特性
：（１）抗体が、閾値レベルの結合活性でＢ７Ｈ６と結合する、および（２）抗体が、Ｂ
７Ｈ６と関連しているポリペプチドと大きく交差反応しない、のうち少なくとも１つを示
す場合に、特異的に結合していると考えられる。
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【００８２】
　第１の特徴に関しては、抗体は、１０６Ｍ－１以上の、好ましくは、１０７Ｍ－１以上
の、より好ましくは、１０８Ｍ－１以上の、最も好ましくは、１０９Ｍ－１以上の結合親
和性（Ｋａ）でＢ７Ｈ６ポリペプチド、ペプチドまたはエピトープと結合する場合に特異
的に結合する。抗体の結合親和性は、例えば、スキャッチャード解析法（Scatchard, Ann
. NY Acad. Sci. 51:660, 1949）によって当業者によって容易に決定できる。第２の特徴
に関しては、抗体は、例えば、標準ウエスタンブロット解析を使用してＢ７Ｈ６を検出す
るが、現在知られているポリペプチドを検出しない場合には、関連ポリペプチド分子と大
きく交差反応しない。既知関連ポリペプチドの例として、既知Ｂ７ファミリーメンバーが
挙げられる。
【００８３】
　抗ヒトＢ７Ｈ６モノクローナル抗体は、抗原性Ｂ７Ｈ６エピトープ保有ペプチドおよび
ポリペプチドを使用して製造できる。抗原性エピトープ保有ペプチドおよびポリペプチド
は、通常、配列番号２のアミノ酸配列内に含有される少なくとも９個または１５個～約３
０個のアミノ酸の配列を含有する。しかし、３０個～５０個のアミノ酸または最大Ｂ７Ｈ
６ポリペプチドの全アミノ酸配列を含めた任意の長さを含有する、本発明のアミノ酸配列
の大きな部分を含むペプチドまたはポリペプチドも、Ｂ７Ｈ６と結合する抗体を誘導する
のに有用である。エピトープ保有ペプチドのアミノ酸配列が、水性溶媒における実質的な
溶解度を提供するよう（すなわち、配列が比較的親水性の残基を含み、一方で、疎水性残
基は通常避けられる）選択されることが望ましい。さらに、プロリン残基を含有するアミ
ノ酸配列も、抗体製造にとって望ましいものであり得る。
【００８４】
　Ｂ７Ｈ６中の潜在的抗原性部位は、ＬＡＳＥＲＧＥＮＥ（ＤＮＡＳＴＡＲ；Ｍａｄｉｓ
ｏｎ、ＷＩ）のＰＲＯＴＥＡＮプログラム（バージョン３．１４）によって実施される、
Ｊａｍｅｓｏｎ－Ｗｏｌｆ法、Jameson and Wolf（CABIOS 4:181, 1988）を使用して同定
できる。この分析においてデフォルトパラメータを使用してもよい。
【００８５】
　Ｊａｍｅｓｏｎ－Ｗｏｌｆ法は、タンパク質構造予測のための６つの主要なサブルーチ
ンを組み合わせることによって潜在的抗原決定基を予測する。例えば、Ｈｏｐｐ－Ｗｏｏ
ｄｓ法（Hopp et al., Proc. Nat'l Acad. Sci. USA 78:3824, 1981参照のこと）をまず
使用して、最大の局所親水性の区域に相当するアミノ酸配列を同定してもよい（パラメー
タ：平均７残基）。第２の工程では、Ｅｍｉｎｉ法（Emini et al., J. Virology 55:836
, 1985参照のこと）を使用して、表面の可能性［パラメータ：表面決定閾値（０．６）＝
１］を算出してもよい。第３に、Ｋａｒｐｌｕｓ－Ｓｃｈｕｌｔｚ法、Karplus and Schu
ltz（Naturwissenschaften 72:212, 1985）を使用して、骨格鎖の柔軟性［パラメータ：
柔軟性閾値（０．２）＝１］を予測してもよい。分析の第４および第５の工程では、Ｃｈ
ｏｕ－Ｆａｓｍａｎの方法［Prediction of Protein Structure and the Principles of 
Protein Conformation 549-586（Fasman, ed., Plenum Press 1990）中のChou, 「Predic
tion of Protein Structural Classes from Amino Acid Composition」参照のことおよび
Ｇａｒｎｉｅｒ-Ｒｏｂｓｏｎの方法（Garnier et al., J. Mol. Biol. 120:97, 1978参
照のこと）を使用して、データに二次構造予測を適用してもよい（Ｃｈｏｕ－Ｆａｓｍａ
ｎパラメータ：コンホメーション表＝６４タンパク質；α領域閾値＝１０３；β領域閾値
＝１０５；Ｇａｒｎｉｅｒ－Ｒｏｂｓｏｎパラメータ：αおよびβ決定定数＝０）。第６
のサブルーチンでは、柔軟性パラメータおよびハイドロパシー／溶媒露出係数を組み合わ
せて、「抗原性指数」と呼ばれる表面輪郭形状値を決定してもよい。最後に、抗原性指数
に、例えば、内部領域に対する表面領域の移動度に由来するさらなる自由エネルギーを説
明するためにそれぞれのピーク値の２０、４０、６０または８０％を加えることによって
主要な表面ピークを広げるピーク広がり関数を適用してもよい。しかし、この算出は、通
常、ヘリックス領域中に存在する任意の主要なピークには適用されないが、これは、ヘリ
ックス領域があまり柔軟性でない傾向があるためである。
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【００８６】
　モノクローナル抗体を作製する方法は、一般に知られている。例えば、特定の抗原に対
するげっ歯類モノクローナル抗体は、当業者に公知の方法によって得ることができる［例
えば、Kohler et al., Nature 256:495, 1975; Coligan et al. (eds.), Current Protoc
ols in Immunology, Vol. 1 2.5.1-2.6.7 (John Wiley & Sons 1991) [「Coligan」]; DN
A Cloning 2: Expression Systems, 2nd Edition 93 (Glover et al., eds., Oxford Uni
versity Press 1995中のPicksley et al., 「Production of monoclonal antibodies aga
inst proteins expressed in E. coli」参照のこと］。特定のバリエーションでは、モノ
クローナル抗体は、Ｂ７Ｈ６遺伝子産物（例えば、配列番号２残基２５～２６６を含むか
、またはからなるポリペプチド）を含む組成物を用いてマウスに注射することと、血清サ
ンプルを採取することによって抗体産生の存在を確認することと、Ｂリンパ球を得るため
に脾臓を採取することと、Ｂリンパ球を骨髄腫細胞と融合して、ハイブリドーマを製造す
ることと、ハイブリドーマをクローニングすることと、抗原に対する抗体を産生する陽性
クローンを選択することと、抗原に対する抗体を産生するクローンを培養することと、ハ
イブリドーマ培養物から抗体を単離することとによって得られる。
【００８７】
　抗ヒトＢ７Ｈ６モノクローナル抗体はまた、ヒトモノクローナル抗体またはそれに由来
する抗体である場合もある。ヒトモノクローナル抗体は、例えば、抗原投与に応じて特異
的なヒト抗体を産生するよう操作されたトランスジェニックマウスから得ることができる
。この技術では、ヒト重鎖および軽鎖遺伝子座の要素が、内因性重鎖および軽鎖遺伝子座
の標的とされる破壊を含有する胚幹細胞株に由来するマウスの系統に導入される。トラン
スジェニックマウスは、ヒト抗原に特異的なヒト抗体を合成でき、これらのマウスを使用
してヒト抗体を分泌するハイブリドーマを製造できる。トランスジェニックマウスからヒ
ト抗体を得る方法は、例えば、Green et al., Nature Genet. 7:13, 1994; Lonberg et a
l., Nature 368:856, 1994;およびTaylor et al., Int. Immun. 6:579, 1994によって記
載されている。
【００８８】
　モノクローナル抗体を作製または選択するための代替技術として、例えば、Ｂ７Ｈ６タ
ンパク質またはペプチドに対するリンパ球のインビトロ曝露およびファージまたは同様の
ベクターにおける抗体ディスプレイライブラリーからの抗体の選択（例えば、固定化また
は標識したＢ７Ｈ６タンパク質またはペプチドの使用による）が挙げられる。このような
抗体ディスプレイライブラリーを作製およびスクリーニングするための技術は、当技術分
野で公知である（例えば、米国特許第５，５８０，７１７号；同第５，８８５，７９３号
；同第５，９６９，１０８号；および同第６，０４０，１３６号を参照のこと）。
【００８９】
　モノクローナル抗体は、種々の十分に確立された技術によって細胞培養物から単離およ
び精製してもよい。このような単離技術として、例えば、プロテインＡセファロースを用
いるアフィニティークロマトグラフィー、サイズ排除クロマトグラフィーおよびイオン交
換クロマトグラフィーが挙げられる［例えば、2.7.1-2.7.12頁および2.9.1-2.9.3頁のCol
igan; Methods in Molecular Biology (Vol. 10) 79-104 (The Humana Press, Inc. 1992
)中のBaines et al., 「Purification of Immunoglobulin G (IgG)」参照のこと］。
【００９０】
　モノクローナル抗体のアミノ酸配列は、組換えＤＮＡ技術の適用によって変えてもよい
。したがって、抗体を、所望の特徴を得るよう再設計してもよい。改変された抗体は、例
えば、その非改変形態に対して改善された安定性および／または治療効力を提供し得る。
可能性あるバリエーションは多数あり、例えば、可変領域または定常領域のたった１個ま
たは数個のアミノ酸の変更から完全な再設計までに及ぶ。定常領域の変更は、一般に、補
体結合、膜との相互作用およびその他のエフェクター機能などの特徴を改善または変更す
るために行われる。通常、可変領域の変更は、抗原結合特徴を改善するため、可変領域安
定性を改善するため、または免疫原性の危険を低減するために行われる。ファージディス
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プレイ技術も使用してもよい。例えば、Huse et al., Science 246:1275-1281, 1989; La
dner et al., 米国特許第５，５７１，６９８号参照のこと。
【００９１】
　いくつかの実施形態では、抗ヒトＢ７Ｈ６モノクローナル抗体は、無傷の（全）抗体の
抗原－結合ドメインを含む抗体断片である。このような抗体断片は、例えば、抗体のタン
パク質分解性加水分解によって得ることができる。抗体断片は、従来法による全抗体のペ
プシンまたはパパイン消化によって得てもよい。例示として、抗体断片を、ペプシンを用
いる抗体の酵素的切断によって製造し、Ｆ（ａｂ’）２と示される５Ｓ断片を提供しても
よい。この断片を、チオール還元剤を使用してさらに切断し、３．５Ｓ　Ｆａｂ’一価断
片を製造してもよい。所望により、ジスルフィド結合の切断に起因するスルフヒドリル基
のブロッキング基を使用して切断反応を実施してもよい。代替として、ペプシンを使用す
る酵素的切断によって、２つの一価Ｆａｂ断片およびＦｃ断片を直接的に生成する。これ
らの方法は、例えば、Ｇｏｌｄｅｎｂｅｒｇの米国特許第４，３３１，６４７号; Nisono
ff et al., Arch Biochem. Biophys. 89:230, 1960; Porter, Biochem. J. 73:119, 1959
; Edelman et al., in Methods in Enzymology (Vol. 1) 422 (Academic Press 1967);な
らびに2.8.1-2.8.10頁および2.10.-2.10.4頁のColiganに記載されている。
【００９２】
　断片が、無傷の抗体によって認識される抗原と結合する限り、重鎖を分離して一価軽鎖
－重鎖断片を形成すること、断片のさらなる切断またはその他の酵素的、化学的もしくは
遺伝的技術などの抗体を切断するその他の方法も使用してよい。
【００９３】
　例えば、Ｆｖ断片は、ＶＨおよびＶＬ鎖の結合を含む。この結合は、Inbar et al., Pr
oc. Nat'l Acad. Sci. USA 69:2659, 1972によって記載されるように非共有結合であり得
る。あるいは、可変鎖は、分子間ジスルフィド結合によって連結している場合も、グルタ
ルアルデヒドなどの化学物質によって架橋している場合もある（例えば、Sandhu, Crit. 
Rev. Biotech. 12:437, 1992参照のこと）。
【００９４】
　Ｆｖ断片は、ペプチドリンカーによって連結しているＶＨおよびＶＬ鎖を含み得る。こ
れらの一本鎖抗原結合タンパク質（ｓｃＦｖ）は、オリゴヌクレオチドによって連結して
いるＶＨおよびＶＬドメインをコードするＤＮＡ配列を含む構造遺伝子を構築することに
よって調製する。構造遺伝子を、発現ベクターに挿入し、これを続いて、イー・コリ（E.
 coli.）などの宿主細胞に導入する。組換え宿主細胞は、２つのＶドメインを架橋するリ
ンカーペプチドを有する単一のポリペプチド鎖を合成する。ｓｃＦｖを製造する方法は、
例えば、Whitlow et al., Methods: A Companion to Methods in Enzymology 2:97, 1991
によって記載されている。（Bird et al., Science 242:423, 1988; Ladner et al.の米
国特許第４，９４６，７７８号; Pack et al., Bio/Technology 11:1271, 1993およびSan
dhu, 前掲も参照のこと。）例示として、ｓｃＦｖは、Ｂ７Ｈ６（例えば、固定化または
標識されたＢ７Ｈ６タンパク質またはペプチド）との特異的結合について、ｓｃＦｖのラ
イブラリー（例えば、ｓｃＦｖをディスプレイしたファージ）をスクリーニングすること
によって得ることができる。
【００９５】
　抗体断片の別の形態として、単一の相補性決定領域（ＣＤＲ）のペプチドコーディング
がある。ＣＤＲペプチド（「最小認識単位」）は、対象とする抗体のＣＤＲをコードする
遺伝子を構築することによって得ることができる。このような遺伝子は、例えば、ポリメ
ラーゼ連鎖反応を使用して、抗体産生細胞のＲＮＡから可変領域を合成することによって
調製する［例えば、Larrick et al., Methods: A Companion to Methods in Enzymology 
2:106, 1991; Monoclonal Antibodies: Production, Engineering and Clinical Applica
tion 166 (Ritter et al., eds., Cambridge University Press 1995)中のCourtenay-Luc
k, 「Genetic Manipulation of Monoclonal Antibodies」;およびMonoclonal Antibodies
: Principles and Applications 137 (Birch et al., eds., Wiley-Liss, Inc. 1995)中
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のWard et al., 「Genetic Manipulation and Expression of Antibodies参照のこと］。
【００９６】
　あるいは、抗ヒトＢ７Ｈ６モノクローナル抗体は、非ヒト抗Ｂ７Ｈ６抗体に由来する「
ヒト化」モノクローナル抗体であってもよい。ヒト化モノクローナル抗体は、非ヒト（例
えば、マウス）相補性決定領域を非ヒト免疫グロブリンの重鎖および軽鎖可変鎖からヒト
可変ドメインへ移植することによって製造する。次いで、非ヒト対応物のフレームワーク
領域において、ヒト抗体の通常の残基が置換される。ヒト化モノクローナル抗体の使用に
よってマウス定常領域の免疫原性と関連する潜在的問題が取り除かれる。マウス免疫グロ
ブリン可変ドメインをクローニングするための一般技術は、例えば、Orlandi et al., Pr
oc. Nat'l Acad. Sci. USA 86:3833, 1989によって記載されている。ヒト化モノクローナ
ル抗体を製造する技術は、例えば、Jones et al., Nature 321:522, 1986; Carter et al
., Proc. Nat'l Acad. Sci. USA 89:4285, 1992; Sandhu, Crit. Rev. Biotech. 12:437,
 1992; Singer et al., J. Immun. 150:2844, 1993; Sudhir (ed.), Antibody Engineeri
ng Protocols (Humana Press, Inc. 1995); Protein Engineering: Principles and Prac
tice 399-434 (Cleland et al.,eds.,John Wiley & Sons, Inc. 1996) 中のKelley, 「En
gineering Therapeutic Antibodies」;およびQueen et alの米国特許第５，６９３，７６
２号によって記載されている。
【００９７】
　特定のバリエーションでは、抗ヒトＢ７Ｈ６モノクローナル抗体は、免疫グロブリン（
Ｉｇ）重鎖のＣＨ２およびＣＨ３ドメインを含むＦｃ領域と、通常は、Ｉｇヒンジ領域の
一部とを含む。Ｆｃは、ＩｇＧの高度に望ましい特性のうち２つ：エフェクター機能の動
員および長い血清半減期に関与している。抗体が結合する標的細胞を死滅させる能力は、
ＦｃのそれぞれＦｃ受容体および補体タンパク質、Ｃ１ｑとの結合による免疫エフェクタ
ー経路（ＡＤＣＣ）および補体経路（ＣＤＣ）の活性化から生じる。結合は、下部のヒン
ジ領域および上部のＣＨ２ドメイン中に主に局在する残基によって媒介される。（例えば
、Wines et al., J. Immunol. 164:5313, 2000; Woof and Burton, Nature Reviews 4:1,
 2004参照のこと。）ＩｇＧによって実証される血清における長い半減期は、ＣＨ２およ
びＣＨ３ドメイン中のアミノ酸と、新生児型Ｆｃ受容体、ＦｃＲｎ間のｐＨ依存性相互作
用によって媒介される。（例えば、Getie and Ward, Immunology Today 18:592, 1997; P
etkova et al., Int. Immunol. 18:1759, 2006参照のこと。）
【００９８】
　したがって、Ｆｃ領域を含む抗ヒトＢ７Ｈ６モノクローナル抗体の特定の実施形態では
、Ｆｃ領域は、ＡＤＣＣおよび／またはＣＤＣ活性を有する。このような抗体は、例えば
、癌細胞またはウイルス感染した細胞などのＢ７Ｈ６を発現する標的細胞の死滅を媒介す
るために特に有用である。その他の実施形態では、抗ヒトＢ７Ｈ６モノクローナル抗体は
、１つまたは複数のエフェクター機能を欠く（例えば、ＡＤＣＣおよび／またはＣＤＣ活
性を欠く）Ｆｃ領域を含む。エフェクター機能を欠くか、または実質的に減少したエフェ
クター機能を有するＦｃ領域は、例えば、Ｆｃ領域が、細胞溶解性Ｆｃ受容体および／ま
たはＣ１ｑ補体タンパク質と結合しない、または実質的に減少した結合を有するように、
天然のＦｃ領域配列に１個または複数のアミノ酸置換を導入することによって得ることが
できる。エフェクター機能を欠くか、または実質的に減少したエフェクター機能を有する
種々の改変されたＦｃ領域は、当技術分野で公知である。エフェクター機能を欠くか、ま
たは実質的に減少したエフェクター機能を有する特に適したＦｃ領域として、例えば、米
国特許出願公開第２００９／０２２０５０２号に記載される変異体Ｆｃ領域が挙げられる
。
【００９９】
　Ｆｃ領域を含む特定の実施形態では、Ｆｃ領域は、柔軟性（flexible）リンカーによっ
て連結された２つのＦｃドメインモノマーを含む一本鎖Ｆｃ（ｓｃＦｃ）であり、その結
果、２つのＦｃモノマーが二量体を形成して、機能的、二量体Ｆｃドメインを形成できる
。例えば、ｓｃＦｃを含む抗ヒトＢ７Ｈ６モノクローナル抗体のいくつかのバリエーショ
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ンでは、抗体は、ｓｃＦｖ部分がＢ７Ｈ６と特異的に結合し、ｓｃＦｃ部分と融合してい
る一本鎖Ｆｖ（ｓｃＦｖ）を含む。ｓｃＦｃと、もう１つの抗原－結合ドメイン（例えば
、ｓｃＦｖ）とを含む融合ポリペプチドを包含する一本鎖Ｆｃポリペプチドは、「Single
 Chain Fc, Methods of Making, and Methods of Treatment」と題された国際ＰＣＴ特許
出願公開第ＷＯ０８／０１３１２４２号にさらに記載されており、その開示内容は参照に
よりその全文が本明細書に組み込まれる。
【０１００】
　さらに、本発明の抗ヒトＢ７Ｈ６モノクローナル抗体または抗体断片は、当技術分野に
おける、本明細書に記載される方法を使用してＰＥＧ化することができる。
【０１０１】
　抗ヒトＢ７Ｈ６モノクローナル抗体は、検出可能な標識とコンジュゲートして、抗Ｂ７
Ｈ６イムノコンジュゲートを形成してもよい。適した検出可能な標識として、例えば、放
射性同位元素、蛍光標識、化学発光標識、酵素標識、生物発光標識またはコロイド金が挙
げられる。このような検出可能に標識されたイムノコンジュゲートを作製および検出する
方法は、当業者に周知であり、以下により詳細に記載する。
【０１０２】
　検出可能な標識は、オートラジオグラフィーによって検出される放射性同位元素であり
得る。本発明の目的上、特に有用である同位元素として、３Ｈ、１２５Ｉ、１３１Ｉ、３

５Ｓおよび１４Ｃがある。
【０１０３】
　抗Ｂ７Ｈ６イムノコンジュゲートはまた、蛍光化合物を用いて標識することができる。
蛍光標識された抗体の存在は、イムノコンジュゲートを適切な波長の光に対して曝露する
ことおよび得られた蛍光を検出することによって調べられる。蛍光標識性化合物として、
フルオレセインイソチオシアネート、ローダミン、フィコエリトリン（phycoerytherin）
、フィコシアニン、アロフィコシアニン、ｏ－フタルデヒドおよびフルオレサミンが挙げ
られる。
【０１０４】
　あるいは、抗Ｂ７Ｈ６イムノコンジュゲートは、抗体を化学発光化合物とカップリング
することによって検出可能に標識することができる。化学発光タグのついたイムノコンジ
ュゲートの存在は、化学反応の過程の間に生じる発光の存在を検出することによって調べ
られる。化学発光標識性化合物の例として、ルミノール、イソルミノール、芳香族アクリ
ジニウムエステル、イミダゾール、アクリジニウム塩およびシュウ酸エステルが挙げられ
る。
【０１０５】
　同様に、生物発光化合物を使用して、本発明の抗Ｂ７Ｈ６イムノコンジュゲートを標識
することができる。生物発光は、触媒タンパク質が化学発光反応の効率を高める生物学的
系に見られる化学発光の１種である。生物発光タンパク質の存在は、発光の存在を検出す
ることによって調べられる。標識にとって有用である生物発光化合物として、ルシフェリ
ン、ルシフェラーゼおよびエクオリンが挙げられる。
【０１０６】
　あるいは、抗Ｂ７Ｈ６イムノコンジュゲートは、抗ヒトＢ７Ｈ６モノクローナル抗体を
酵素と連結することによって検出可能に標識することができる。抗Ｂ７Ｈ６－酵素コンジ
ュゲートを適当な基質の存在下でインキュベートする場合には、酵素部分が基質と反応し
て、例えば、分光光度的、蛍光分析的または視覚的手段によって検出され得る化学部分を
生成する。多重特異性イムノコンジュゲートを検出可能に標識するために使用できる酵素
の例として、β－ガラクトシダーゼ、グルコースオキシダーゼ、ペルオキシダーゼおよび
アルカリ性ホスファターゼが挙げられる。
【０１０７】
　当業者ならば、本発明に従って使用できるその他の適した標識を承知しているであろう
。マーカー部分の抗ヒトＢ７Ｈ６モノクローナル抗体との結合は、当技術分野で公知の標
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準技術を使用して達成してもよい。これに関する通常の方法論は、Kennedy et al., Clin
. Chim. Acta 70:1, 1976; Schurs et al., Clin. Chim. Acta 81:1, 1977; Shih et al.
, Int'l J. Cancer 46:1101, 1990; Stein et al., Cancer Res. 50:1330, 1990;およびC
oligan、前掲によって記載されている。
【０１０８】
　さらに、アビジン、ストレプトアビジンおよびビオチンとコンジュゲートされている抗
ヒトＢ７Ｈ６モノクローナル抗体を使用することによって免疫化学的検出の便利さおよび
万能性を増強できる。［例えば、Wilchek et al, (eds.), 「Avidin-Biotin Technology
」, Methods In Enzymology (Vol. 184) (Academic Press 1990); Methods In Molecular
 Biology (Vol. 10) 149-162 (Manson, ed., The Humana Press, Inc. 1992)中のBayer e
t al., 「Immunochemical Applications of Avidin-Biotin Technology」参照のこと。］
【０１０９】
　イムノアッセイを実施する方法は、十分に確立されている。［例えば、Monoclonal Ant
ibodies: Production, Engineering, and Clinical Application 180-208 (Ritter and L
adyman, eds., Cambridge University Press 1995)中のCook and Self, 「Monoclonal An
tibodies in Diagnostic Immunoassays」; Monoclonal Antibodies: Principles and App
lications 107-120 (Birch and Lennox, eds., Wiley-Liss, Inc. 1995)中のPerry, 「Th
e Role of Monoclonal Antibodies in the Advancement of Immunoassay Technology」; 
Diamandis, Immunoassay (Academic Press, Inc. 1996)参照のこと。］
【０１１０】
ＩＶ．抗Ｂ７Ｈ６モノクローナル抗体－薬物コンジュゲート
　別の態様では、本発明は、抗ヒトＢ７Ｈ６モノクローナル抗体－薬物コンジュゲートを
提供する。本明細書において、「抗ヒトＢ７Ｈ６モノクローナル抗体－薬物コンジュゲー
ト」とは、治療薬とコンジュゲートしている抗ヒトＢ７Ｈ６モノクローナル抗体（ＩＩＩ
節、前掲に記載される）を指す。このような抗ヒトＢ７Ｈ６モノクローナル抗体－薬物コ
ンジュゲートは、対象、例えば、Ｂ７Ｈ６を発現する癌を有する対象などに投与した場合
に、通常、単独だけでなくその他の治療薬と組み合わせて投与した場合にも、Ｂ７Ｈ６発
現細胞に対して臨床上有益な効果をもたらす。
【０１１１】
　通常の実施形態では、抗ヒトＢ７Ｈ６モノクローナル抗体を、細胞毒性薬剤とコンジュ
ゲートし、その結果、得られた抗体－薬物コンジュゲートが、細胞によって取り込まれる
か、インターナライズされた場合に、Ｂ７Ｈ６発現細胞（例えば、Ｂ７Ｈ６を発現する癌
細胞）に対して細胞毒性または細胞分裂阻害効果を発揮する。抗体とのコンジュゲーショ
ンにとって特に適した部分として、化学療法薬、プロドラッグ変換酵素、放射性同位元素
もしくは化合物または毒素がある。例えば、抗ヒトＢ７Ｈ６モノクローナル抗体を化学療
法薬（以下参照）または毒素（例えば、細胞分裂阻害または細胞破壊剤、例えば、アブリ
ン、リシンＡ、シュードモナス外毒素またはジフテリア毒素など）などの細胞毒性薬剤と
コンジュゲートしてもよい。抗ヒトＢ７Ｈ６モノクローナル抗体とコンジュゲートするの
に有用なさらなる薬剤の例を以下に提供する。
【０１１２】
　その他の実施形態では、抗ヒトＢ７Ｈ６モノクローナル抗体をプロドラッグ変換酵素と
コンジュゲートする。プロドラッグ変換酵素は組換えによって抗体と融合することができ
、または公知の方法を使用して、それと化学的にコンジュゲートすることができる。例示
的プロドラッグ変換酵素として、カルボキシペプチダーゼＧ２、β－グルクロニダーゼ、
ペニシリン－Ｖ－アミダーゼ、ペニシリン－Ｇ－アミダーゼ、β－ラクタマーゼ、β－グ
ルコシダーゼ、ニトロレダクターゼおよびカルボキシペプチダーゼＡがある。
【０１１３】
　治療薬をタンパク質と、特に、抗体とコンジュゲートする技術は、周知である。［例え
ば、Monoclonal Antibodies And Cancer Therapy (Reisfeld et al. eds., Alan R. Liss
, Inc., 1985)中のArnon et al., 「Monoclonal Antibodies For Immunotargeting Of Dr
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ugs In Cancer Therapy」; Controlled Drug Delivery (Robinson et al. eds., Marcel 
Deiker, Inc., 2nd ed. 1987)中のHellstrom et al., 「Antibodies For Drug Delivery
」; Monoclonal Antibodies '84: Biological And Clinical Applications (Pinchera et
 al. eds., 1985)中のThorpe, 「Antibody Carriers Of Cytotoxic Agents In Cancer Th
erapy: A Review」; Monoclonal Antibodies For Cancer Detection And Therapy (Baldw
in et al. eds., Academic Press, 1985)中の「Analysis, Results, and Future Prospec
tive of the Therapeutic Use of Radiolabeled Antibody In Cancer Therapy」;およびT
horpe et al., 1982, Immunol. Rev. 62:119-58参照のこと。例えば、ＰＣＴ公開ＷＯ８
９／１２６２４も参照のこと。］
【０１１４】
　本明細書に記載される方法に従う特定のバリエーションでは、抗ヒトＢ７Ｈ６モノクロ
ーナル抗体－薬物コンジュゲートは、インターナライズされ、Ｂ７Ｈ６発現細胞内に蓄積
し、ここで、抗体－薬物コンジュゲートが、治療的効果（例えば、細胞毒性または細胞分
裂阻害効果）を発揮する。蓄積および蓄積速度を調べる方法は、例えば、「Drug Conjuga
tes and Their Use for Treating Cancer, an Autoimmune Disease or an Infectious Di
sease」と題されたＷＯ２００４／０１０９５７に見られる。
【０１１５】
　通常の実施形態では、治療薬（例えば、薬物またはプロドラッグ変換酵素）とコンジュ
ゲートしている抗ヒトＢ７Ｈ６モノクローナル抗体を使用する場合には、薬剤は、治療さ
れるＢ７Ｈ６発現細胞（例えば、Ｂ７Ｈ６を発現する癌の細胞）によってインターナライ
ズされる場合に、優先的に活性である。その他の実施形態では、抗ヒトＢ７Ｈ６モノクロ
ーナル抗体－薬物コンジュゲートは、インターナライズされず、薬物は、細胞膜と結合す
ることによって、治療的効果（例えば、Ｂ７Ｈ６発現細胞の枯渇またはその成長の阻害）
を発揮するのに有効である。
【０１１６】
　Ｂ７Ｈ６発現細胞（例えば、Ｂ７Ｈ６を発現する癌細胞）の外部での治療薬の活性を最
小にするために、治療薬は通常、抗体から切断されない限りは（例えば、加水分解によっ
て、または切断物質によって）治療薬の活性を低下させる方法で、コンジュゲートされる
。このような実施形態では、治療薬を、Ｂ７Ｈ６発現細胞の細胞内環境において切断に対
して感受性であるが、細胞外環境に対して実質的に感受性ではない切断可能なリンカーを
用いて抗体と結合し、その結果、コンジュゲートは、Ｂ７Ｈ６発現細胞によって［例えば
、エンドソームにおいて、または例えば、ｐＨ感受性もしくはプロテアーゼ感受性によっ
て、リソソーム環境において、またはカベオラ（caveolea）において］インターナライズ
される場合に抗体から切断される。［IV(A)節、下記参照のこと。］
【０１１７】
　さらに、特定の実施形態では、抗体－薬物コンジュゲートは、細胞膜に対して帯電して
いる治療薬を含み、それによって、細胞によってひと度インターナライズされると薬剤の
細胞膜を通過する能力がさらに最小化される。本明細書において、「帯電している薬剤」
とは、（ａ）薬剤の一方の領域が、細胞膜に対して電荷を有するよう極性化しているか、
（ｂ）細胞膜に対して正味の電荷を有する薬剤を意味する。
【０１１８】
　Ａ．リンカー
　通常、Ｂ７Ｈ６抗体－薬物コンジュゲートは、治療薬および抗ヒトＢ７Ｈ６モノクロー
ナル抗体の間にリンカー領域を含む。上記のように、特定の実施形態では、リンカーは、
細胞内条件下で切断可能であり、その結果、リンカーの切断によって細胞内環境において
抗体から治療薬が遊離される。
【０１１９】
　例えば、いくつかの実施形態では、リンカーは、細胞内環境中（例えば、リソソームま
たはエンドソームまたはカベオラ内）に存在する切断物質によって切断可能である。リン
カーは、例えば、それだけには限らないが、リソソームプロテアーゼまたはエンドソーム
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プロテアーゼを包含する細胞内ペプチダーゼまたはプロテアーゼ酵素によって切断される
ペプチジルリンカーであり得る。通常、ペプチジルリンカーは、少なくとも２個のアミノ
酸の長さまたは少なくとも３個のアミノ酸の長さである。切断物質として、カテプシンＢ
およびＤならびにプラスミンを挙げることができ、そのすべてはジペプチド薬物誘導体を
加水分解し、標的細胞内に活性薬物を放出すると知られている（例えば、Dubowchik and 
Walker, Pharm. Therapeutics 83:67-123, 1999参照のこと）。最も典型的なものは、Ｂ
７Ｈ６発現細胞中に存在する酵素によって切断可能であるペプチジルリンカーである。例
えば、癌性組織において高度に発現されているチオール依存性プロテアーゼカテプシン－
Ｂによって切断可能であるペプチジルリンカーを使用してもよい（例えば、Ｐｈｅ－Ｌｅ
ｕまたはＧｌｙ－Ｐｈｅ－Ｌｅｕ－Ｇｌｙリンカー）。その他のこのようなリンカーは、
例えば、米国特許第６，２１４，３４５号に記載されている。特定の実施形態では、細胞
内プロテアーゼによって切断可能であるペプチジルリンカーは、Ｖａｌ－Ｃｉｔ（バリン
－シトルリン）リンカーまたはＰｈｅ－Ｌｙｓ（フェニルアラニン－リシン）リンカーで
ある（例えば、Ｖａｌ－Ｃｉｔリンカーを用いるドキソルビシンの合成を記載する米国特
許第６，２１４，３４５号を参照のこと）。治療薬の細胞内タンパク質分解放出を使用す
ることの１つの利点は、コンジュゲートしている場合には、薬剤が、通常、減弱されてい
ることおよびコンジュゲートの血清安定性が通常高いことである。
【０１２０】
　その他の実施形態では、切断可能なリンカーは、ｐＨ感受性、すなわち、特定のｐＨ値
で加水分解に対して感受性である。通常、ｐＨ感受性リンカーは、酸性条件下で加水分解
可能である。例えば、リソソームにおいて加水分解可能である酸不安定性リンカー（例え
ば、ヒドラゾン、セミカルバゾン、チオセミカルバゾン、シス－アコニチックアミド、オ
ルトエステル、アセタール、ケタール、など）を使用してもよい。（例えば、米国特許第
５，１２２，３６８号；同第５，８２４，８０５号；同第５，６２２，９２９号; Dubowc
hik and Walker, Pharm. Therapeutics 83:67-123, 1999; Neville et al., Biol. Chem.
 264:14653-14661, 1989参照のこと。）このようなリンカーは、血液中などの中性ｐＨ条
件下で比較的安定であるが、ｐＨ５．５または５．０未満、すなわち、リソソームのおよ
そのｐＨでは不安定である。特定の実施形態では、加水分解可能リンカーは、チオエーテ
ルリンカー［例えば、アシルヒドラゾン結合によって治療薬と結合しているチオエーテル
（例えば、米国特許第５，６２２，９２９号参照のこと）など］である。
【０１２１】
　さらにその他の実施形態では、リンカーは、還元条件下で切断可能である（例えば、ジ
スルフィドリンカー）。例えば、ＳＡＴＡ（Ｎ－スクシンイミジル－Ｓ－アセチルチオア
セテート）、ＳＰＤＰ［Ｎ－スクシンイミジル－３－（２－ピリジルジチオ）プロピオネ
ート］、ＳＰＤＢ［Ｎ－スクシンイミジル－３－（２－ピリジルジチオ）ブチレート］お
よびＳＭＰＴ［Ｎ－スクシンイミジル－オキシカルボニル－α－メチル－α－（２－ピリ
ジル－ジチオ）トルエン］、ＳＰＤＢおよびＳＭＰＴを使用して形成できるものを包含す
る、種々のジスルフィドリンカーが当技術分野で公知である。［例えば、Thorpe et al.,
 Cancer Res. 47:5924-5931, 1987; Wawrzynczak et al., In Immunoconjugates: Antibo
dy Conjugates in Radioimagery and Therapy of Cancer (C. W. Vogel ed., Oxford U. 
Press, 1987参照のこと。米国特許第４，８８０，９３５も参照のこと。］
【０１２２】
　さらにその他のバリエーションでは、リンカーは、マロネートリンカー（Johnson et a
l., Anticancer Res. 15:1387-93, 1995）、マレイミドベンゾイルリンカー（Lau et al.
, Bioorg-Med-Chem. 3:1299-1304, 1995）または３’－Ｎ－アミド類似体（Lau et al., 
Bioorg-Med-Chem. 3:1305-12, 1995）である。
【０１２３】
　通常、リンカーは、細胞外環境に対して実質的に感受性ではない。本明細書において、
「細胞外環境に対して実質的に感受性ではない」とは、リンカーとの関連で、抗体－薬物
コンジュゲートが、細胞外環境中（例えば、血漿中）に存在している場合には、抗体－薬
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物コンジュゲートのサンプル中のわずか約２０％、通常、わずか約１５％、より通常は、
わずか約１０％、さらにより通常は、わずか約５％、わずか約３％またはわずか約１％の
リンカーしか切断されないことを意味する。リンカーが、細胞外環境に対して実質的に感
受性ではないかどうかは、例えば、（ａ）抗体－薬物コンジュゲート（「抗体－薬物コン
ジュゲートサンプル」）および（ｂ）当モル量の非コンジュゲート抗体または治療薬（「
対照サンプル」）の両方を、所定の期間（例えば、２、４、８、１６または２４時間）血
漿とともに独立にインキュベートすることと、次いで、例えば、高性能液体クロマトグラ
フィーによって測定される、抗体－薬物コンジュゲートサンプル中に存在する非コンジュ
ゲート抗体または治療薬の量を、対照サンプル中に存在するものと比較することとによっ
て調べることができる。
【０１２４】
　いくつかのバリエーションでは、リンカーは、細胞のインターナリゼーションを促進す
る。特定の実施形態では、リンカーは、治療薬とコンジュゲートしている場合に（すなわ
ち、抗体－薬物コンジュゲートのリンカー－治療薬部分の環境において）、細胞のインタ
ーナリゼーションを促進する。さらにその他の実施形態では、リンカーは、治療薬および
抗Ｂ７Ｈ６抗体の両方とコンジュゲートしている場合に（すなわち、抗体－薬物コンジュ
ゲートの環境において）、細胞のインターナリゼーションを促進する。
【０１２５】
　本組成物および方法とともに使用できる種々のリンカーは、例えば、「Drug Conjugate
s and Their Use for Treating Cancer, an Autoimmune Disease or an Infectious Dise
ase」と題されたＷＯ２００４／０１０９５７に記載されている。
【０１２６】
　Ｂ．治療薬
　本発明に従って、Ｂ７Ｈ６発現細胞に対して治療的効果を発揮する任意の薬剤を、抗ヒ
トＢ７Ｈ６モノクローナル抗体とのコンジュゲーションのための治療薬として使用してよ
い。特定の実施形態では、Ｂ７Ｈ６を発現する癌の治療などのための治療薬は、細胞毒性
薬剤である。
【０１２７】
　有用なクラスの細胞毒性薬剤として、例えば、抗チューブリン剤、アウリスタチン、Ｄ
ＮＡ副溝結合剤、ＤＮＡ複製阻害剤、アルキル化剤［例えば、シスプラチン、一（白金）
錯体、ビス（白金）錯体および三核白金錯体などの白金錯体ならびにカルボプラチン］、
アントラサイクリン、抗生物質、葉酸代謝拮抗剤、代謝拮抗剤、化学療法増感剤、デュオ
カルマイシン、エトポシド、フッ素化ピリミジン、イオノフォア、レキシトロプシン、ニ
トロソウレア、プラチノール、予備形成化合物、プリン代謝拮抗剤、ピューロマイシン、
放射線照射増感剤、ステロイド、タキサン、トポイソメラーゼ阻害剤、ビンカアルカロイ
ドなどが挙げられる。
【０１２８】
　個々の細胞毒性薬剤として、例えば、アンドロゲン、アントラマイシン（ＡＭＣ）、ア
スパラギナーゼ、５－アザシチジン、アザチオプリン、ブレオマイシン、ブスルファン、
ブチオニンスルホキシミン、カンプトセシン、カルボプラチン、カルムスチン（ＢＳＮＵ
）、ＣＣ－１０６５（Li et al., Cancer Res. 42:999-1004, 1982）、クロラムブシル、
シスプラチン、コルヒチン、シクロホスファミド、シタラビン、シチジンアラビノシド、
サイトカラシンＢ、ダカルバジン、ダクチノマイシン（以前は、アクチノマイシン）、ダ
ウノルビシン、デカルバジン、ドセタキセル、ドキソルビシン、エストロゲン、５－フル
オロデオキシウリジン（fluordeoxyuridine）、リン酸エトポシド（ＶＰ－１６）、５－
フルオロウラシル、グラミシジンＤ、ヒドロキシ尿素、イダルビシン、イフォスファミド
、イリノテカン、ロムスチン（ＣＣＮＵ）、メクロレタミン、メルファラン、６－メルカ
プトプリン、メトトレキサート、ミトラマイシン、マイトマイシンＣ、ミトキサントロン
、ニトロイミダゾール、パクリタキセル、プリカマイシン、プロカルビジン、ストレプト
ゾトシン、テノポシド（ＶＭ－２６）、６－チオグアニン、チオテパ、トポテカン、ビン
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ブラスチン、ビンクリスチンおよびビノレルビンが挙げられる。
【０１２９】
　特に適した細胞毒性薬剤として、例えば、ドラスタチン（例えば、アウリスタチンＥ、
ＡＦＰ、ＭＭＡＦ、ＭＭＡＥ）、ＤＮＡ副溝結合剤（例えば、エネジインおよびレキシト
ロプシン）、デュオカルマイシン、タキサン（例えば、パクリタキセルおよびドセタキセ
ル）、ピューロマイシン、ビンカアルカロイド、ＣＣ－１０６５、ＳＮ－３８（７－エチ
ル－１０－ヒドロキシ－カンプトテシン（camptothein））、トポテカン、モルホリノ－
ドキソルビシン、リゾキシン、シアノモルホリノ－ドキソルビシン、エキノマイシン、コ
ンブレタスタチン、ネトロプシン、エポチロンＡおよびＢ、エストラムスチン、クリプト
フィシン（cryptophysins）、セマドチン、マイタンシノイド、ディスコデルモリド、エ
リュテロビンならびにミトキサントロンが挙げられる。
【０１３０】
　特定の実施形態では、細胞毒性薬剤は、従来の化学療法薬、例えば、ドキソルビシン、
パクリタキセル、メルファラン、ビンカアルカロイド、メトトレキサート、マイトマイシ
ンＣまたはエトポシドなどである。さらに、ＣＣ－１０６５類似体、カリケアマイシン、
マイタンシン、ドラスタチン１０の類似体、リゾキシンおよびパリトキシンなどの強力な
薬剤を、抗Ｂ７Ｈ６発現抗体と連結してもよい。
【０１３１】
　特定のバリエーションでは、細胞毒性または細胞分裂阻害剤は、アウリスタチンＥ（ド
ラスタチン－１０としても当技術分野で知られている）またはその誘導体である。通常、
アウリスタチンＥ誘導体は、例えば、アウリスタチンＥとケト酸の間に形成されるエステ
ルである。例えば、アウリスタチンＥは、パラアセチル安息香酸またはベンゾイル吉草酸
と反応して、それぞれ、ＡＥＢおよびＡＥＶＢを生成し得る。その他の通常のアウリスタ
チン誘導体として、ＡＦＰ（ジメチルバリン－バリン－ドライソロイン－ドラプロイン－
フェニルアラニン－ｐ－フェニレンジアミン）、ＭＭＡＦ（ドバリン（dovaline）－バリ
ン－ドライソロニン（dolaisoleunine）－ドラプロイン－フェニルアラニン）およびＭＡ
Ｅ（モノメチルアウリスタチンＥ）が挙げられる。アウリスタチンＥおよびその誘導体の
合成および構造は、米国特許出願公開第２００３００８３２６３号；国際特許公報ＷＯ２
００２／０８８１７２およびＷＯ２００４／０１０９５７；ならびに米国特許第６，８８
４，８６９号；同第６，３２３，３１５号；同第６，２３９，１０４号；同第６，０３４
，０６５号；同第５，７８０，５８８号；同第５，６６５，８６０号；同第５，６６３，
１４９号；同第５，６３５，４８３号；同第５，５９９，９０２号；同第５，５５４，７
２５号；同第５，５３０，０９７号；同第５，５２１，２８４号；同第５，５０４，１９
１号；同第５，４１０，０２４号；同第５，１３８，０３６号；同第５，０７６，９７３
号；同第４，９８６，９８８号；同第４，９７８，７４４号；同第４，８７９，２７８号
；同第４，８１６，４４４号；および同第４，４８６，４１４号に記載されている。
【０１３２】
　その他のバリエーションでは、細胞毒性薬剤は、ＤＮＡ副溝結合剤である。（例えば、
米国特許第６，１３０，２３７号参照のこと。）例えば、特定の実施形態では、副溝結合
剤は、ＣＢＩ化合物である。その他の実施形態では、副溝結合剤は、エネジイン（例えば
、カリケアマイシン）である。
【０１３３】
　特定の実施形態では、抗体－薬物コンジュゲートは、抗チューブリン剤を含む。抗チュ
ーブリン剤の例として、例えば、タキサン［例えば、タキソール（登録商標）（パクリタ
キセル）、タキソテール（登録商標）（ドセタキセル）］、Ｔ６７（Ｔｕｌａｒｉｋ）、
ビンカアルカロイド（vinca alkyloids）（例えば、ビンクリスチン、ビンブラスチン、
ビンデシンおよびビノレルビン）およびドラスタチン（例えば、アウリスタチンＥ、ＡＦ
Ｐ、ＭＭＡＦ、ＭＭＡＥ、ＡＥＢ、ＡＥＶＢ）が挙げられる。その他の抗チューブリン剤
として、例えば、バッカチン誘導体、タキサン類似体（例えば、エポチロンＡおよびＢ）
、ノコダゾール、コルヒチンおよびコルセミド（colcimid）、エストラムスチン、クリプ
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トフィシン、セマドチン、マイタンシノイド、コンブレタスタチン、ディスコデルモリド
ならびにエリュテロビンが挙げられる。いくつかの実施形態では、細胞毒性薬剤は、マイ
タンシノイド、別の群の抗チューブリン剤である。例えば、特定の実施形態では、マイタ
ンシノイドは、マイタンシンまたはＤＭ－１である（ImmunoGen, Inc.; Chari et al., C
ancer Res. 52:127-131, 1992も参照のこと）。
【０１３４】
　その他の実施形態では、細胞毒性薬剤は、代謝拮抗物質である。代謝拮抗物質は、例え
ば、プリンアンタゴニスト（例えば、アゾチオプリンまたはミコフェノール酸モフェチル
）、ジヒドロ葉酸レダクターゼ阻害剤（例えば、メトトレキサート）、アシクロビル、ガ
ンシクロビル（gangcyclovir）、ジドブジン、ビダラビン、リバビリン（ribavarin）、
アジドチミジン、シチジンアラビノシド、アマンタジン、ジデオキシウリジン、ヨードデ
オキシウリジン、ホスカルネット（poscarnet）またはトリフルリジンであり得る。
【０１３５】
　Ｃ．抗Ｂ７Ｈ６抗体－薬物コンジュゲートの形成
　抗ヒトＢ７Ｈ６モノクローナル抗体－薬物コンジュゲートの作成は、当業者に公知の任
意の技術によって達成できる。手短には、抗ヒトＢ７Ｈ６モノクローナル抗体－薬物コン
ジュゲートは、抗ヒトＢ７Ｈ６モノクローナル抗体と、薬物と、所望により、薬物と抗体
を連結するリンカーとを含む。薬物を抗体と共有結合するために、いくつかの異なる反応
が利用可能である。これは、リジンのアミン基、グルタミン酸およびアスパラギン酸の遊
離カルボン酸基、システインのスルフヒドリル基および芳香族アミノ酸の種々の部分を包
含する、抗体分子のアミノ酸残基の反応によって達成されることが多い。最もよく使用さ
れる非特異的共有結合方法の１つは、化合物のカルボキシ（またはアミノ）基を抗体のア
ミノ（またはカルボキシ）基と連結するためのカルボジイミド反応である。さらに、化合
物のアミノ基を抗体分子のアミノ基と連結するために、ジアルデヒドまたはイミドエステ
ルなどの二官能性物質が使用されてきた。また、シッフ塩基反応も薬物の抗体との結合に
利用可能である。この方法は、グリコールまたはヒドロキシ基を含有する薬物の過ヨウ素
酸酸化、したがって、アルデヒドの形成を伴い、次いで、これを抗体分子と反応させるこ
とを伴う。結合は、抗体分子のアミノ基とシッフ塩基を形成することを介して起こる。イ
ソチオシアネートも、薬物を抗体と共有結合するためのカップリング剤として使用してよ
い。その他の技術も当業者に公知であり、本発明の範囲内にある。このような技術の限定
されない例は、例えば、米国特許第５，６６５，３５８号；同第５，６４３，５７３号；
および同第５，５５６，６２３号に記載されている。
【０１３６】
　いくつかの実施形態では、リンカーの前駆体である中間体を、適当な条件下で薬物と反
応させる。特定の実施形態では、薬物および／または中間体上の反応性基が使用される。
続いて、薬物および中間体間の反応の生成物または誘導体化薬物を、適当な条件下で抗ヒ
トＢ７Ｈ６モノクローナル抗体と反応させる。
【０１３７】
　Ｄ．細胞毒性または細胞分裂阻害活性のアッセイ
　特定の実施形態では、抗ヒトＢ７Ｈ６モノクローナル抗体－薬物コンジュゲートは、細
胞毒性薬剤とコンジュゲートしている抗ヒトＢ７Ｈ６モノクローナル抗体を含み、その結
果、抗体－薬物コンジュゲートがＢ７Ｈ６発現細胞（例えば、Ｂ７Ｈ６を発現する癌細胞
）に対して細胞毒性または細胞分裂阻害効果を発揮する。抗ヒトＢ７Ｈ６モノクローナル
抗体－薬物コンジュゲートの細胞毒性または細胞分裂阻害効果についてアッセイできるＢ
７Ｈ６発現細胞は、例えば、下記、表５に列挙されるものなどの培養細胞株であり得る。
抗ヒトＢ７Ｈ６モノクローナル抗体－薬物コンジュゲートが、Ｂ７Ｈ６発現細胞に対して
細胞毒性または細胞分裂阻害を発揮すると確認されれば、その治療的価値を適当な動物モ
デルにおいて確認してもよい。好ましい実施形態では、細胞毒性薬剤を含む抗ヒトＢ７Ｈ
６モノクローナル抗体－薬物コンジュゲートを使用して、Ｂ７Ｈ６を発現する癌を治療す
る。本発明の抗体－薬物コンジュゲートの治療効力を評価するために使用してもよい種々
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の癌の例示的動物モデルを、下記、Ｖ（Ｂ）節に、および実施例Ｘに記載する。
【０１３８】
　薬剤が、細胞に対して細胞分裂阻害または細胞毒性効果を発揮するかどうかを調べる方
法は、一般に、当技術分野で公知である。このような方法の例示的例を以下に記載する。
Ｂ７Ｈ６発現細胞に対するこれらの効果のいずれかを決定することは、抗ヒトＢ７Ｈ６モ
ノクローナル抗体－薬物コンジュゲートが、少なくとも幾分かは、例えば、Ｂ７Ｈ６を発
現する癌などのＢ７Ｈ６発現細胞の異常な成長または活性化によって媒介される病理を有
する疾患または障害の治療または予防において有用であることを示す。
【０１３９】
　抗ヒトＢ７Ｈ６モノクローナル抗体－薬物コンジュゲートが、Ｂ７Ｈ６発現細胞に対し
て細胞分裂阻害効果を発揮するかどうかを調べるために、チミジン取り込みアッセイを使
用してもよい。例えば、５，０００個細胞／９６ウェルプレートのウェルの密度のＢ７Ｈ
６発現細胞を、７２時間培養し、７２時間の期間の最後の８時間の間、０．５μＣｉの３

Ｈ－チミジンに対して曝露してもよく、培養細胞への３Ｈ－チミジンの取り込みを、抗体
－薬物コンジュゲートの存在下および不在下で測定する。
【０１４０】
　細胞毒性を調べるために、壊死またはアポトーシス（プログラム細胞死）を測定しても
よい。壊死は、通常、細胞膜の透過性の増大、細胞の膨潤および細胞膜の破壊によって達
成される。アポトーシスは、通常、膜の小疱形成、細胞質の縮合および内因性エンドヌク
レアーゼの活性化を特徴とする。
【０１４１】
　細胞生存力は、細胞において、ニュートラルレッド、トリパンブルーまたはアラマーブ
ルー（登録商標）（Ｔｒｅｋ　Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ　Ｓｙｓｔｅｍｓ、Ｃｌｅｖｅｌａ
ｎｄ、ＯＨ）などの色素の取り込みを調べることによって測定してもよい。例えば、Page
 et al., Intl. J. of Oncology 3:473-476, 1993も参照のこと。このようなアッセイで
は、細胞を、色素を含有する培地中でインキュベートし、細胞を洗浄し、色素の細胞取り
込みを反映する残存する色素を分光光度的に測定する。細胞毒性（cytoxicity）を測定す
るために、タンパク質結合性色素スルホローダミンＢ（ＳＲＢ）を使用してもよい（Skeh
an et al., J. Nat'l Cancer Inst. 82:1107-12, 1990）。
【０１４２】
　あるいは、生存細胞を検出するが、死滅細胞を検出しないことによる哺乳類細胞生存お
よび増殖の定量的熱量測定アッセイにおいて、ＭＴＴなどのテトラゾリウム塩を使用する
（例えば、Mosmann, J. Immunol. Methods 65:55-63, 1983参照のこと）。
【０１４３】
　アポトーシスは、例えば、ＤＮＡ断片化を測定することによって定量化できる。ＤＮＡ
断片化の定量的インビトロ決定のための市販の測光法が利用可能である。ＴＵＮＥＬ（断
片化されたＤＮＡにおける標識されたヌクレオチドの組み込みを検出する）およびＥＬＩ
ＳＡベースのアッセイを包含する、このようなアッセイの例がBiochemica, 1999, no. 2,
 pp. 34-37 (Roche Molecular Biochemicals)に記載されている。
【０１４４】
　アポトーシスはまた、細胞における形態変化を測定することによって決定してもよい。
例えば、壊死と同様に、特定の色素（例えば、蛍光色素、例えば、アクリシンオレンジま
たは臭化エチジウムなど）の取り込みを測定することによって細胞膜の完全性の喪失を決
定できる。アポトーシス細胞数を測定する方法は、これまでに、Duke and Cohen, Curren
t Protocols In Immunology (Coligan et al. eds., 1992, pp. 3.17.1-3.17.16)によっ
て記載されている。また、細胞をＤＮＡ色素（例えば、アクリシンオレンジ、臭化エチジ
ウムまたはヨウ化プロピジウム）を用いて標識し、細胞をクロマチン縮合および内側核膜
に沿った辺縁趨向について観察してもよい。アポトーシスを調べるために測定できるその
他の形態変化として、例えば、細胞質縮合、膜の小疱形成の増加および細胞の縮みが挙げ
られる。
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【０１４５】
　アポトーシス細胞の存在は、培養物の付着しているコンパートメントおよび「浮遊して
いる」コンパートメントの両方において測定できる。例えば、両コンパートメントは、上
清を採取することと、付着している細胞をトリプシン処理することと、遠心分離洗浄工程
（例えば、１０分、２０００ｒｐｍ）後に調製物を組み合わせることと、アポトーシスを
検出することと（例えば、ＤＮＡ断片化を測定することによって）によって収集できる。
（例えば、Piazza et al., Cancer Research 55:3110-16, 1995参照のこと。）
【０１４６】
Ｖ．使用方法
　Ａ．全般
　別の態様では、本発明は、例えば、ナチュラルキラー（ＮＫ）細胞およびＴ細胞（例え
ば、ＣＤ８＋Ｔ細胞）を包含する、ＮＫｐ３０を発現する細胞の活性（例えば、細胞溶解
性活性）を調節する方法を提供する。このような方法は、例えば、ＮＫｐ３０を発現する
細胞の活性の増大と関連している疾患または障害を治療するための方法を包含する。適し
た抗体として、Ｂ７Ｈ６との結合について、（ｉ）クローン４Ｅ５．５（受託番号ＣＮＣ
Ｍ　Ｉ－４２４２）のハイブリドーマ；（ｉｉ）クローン９Ｇ９．２（受託番号ＣＮＣＭ
　Ｉ－４２４３）のハイブリドーマ；（ｉｉｉ）クローン１０Ｅ２．９（受託番号ＣＮＣ
Ｍ　Ｉ－４２４４）のハイブリドーマ；および（ｉｖ）クローン１７Ｂ１．３（受託番号
ＣＮＣＭ　Ｉ－４２４５）のハイブリドーマからなる群から選択されるハイブリドーマに
よって産生される抗体と競合できる抗体が挙げられる。特定のバリエーションでは、抗体
は、上記の（ｉ）～（ｉｖ）から選択されるハイブリドーマによって産生される抗体に由
来するキメラまたはヒト化抗体である。
【０１４７】
　いくつかの実施形態では、本発明の抗体は、Ｂ７Ｈ６のＮＫｐ３０との相互作用の干渉
において使用するためのものである。このような実施形態において使用するために、方法
は、機能的Ｂ７Ｈ６を発現する細胞を、ＮＫｐ３０を発現する細胞の存在下で、有効量の
抗ヒトＢ７Ｈ６モノクローナル抗体またはＢ７Ｈ６のＮＫｐ３０との相互作用を干渉でき
るその他の薬剤と接触させることを含む。適した抗体として、Ｂ７Ｈ６との結合について
、（ｉ）クローン４Ｅ５．５（受託番号ＣＮＣＭ　Ｉ－４２４２）のハイブリドーマまた
は（ｉｉ）クローン１７Ｂ１．３（受託番号ＣＮＣＭ　Ｉ－４２４５）のハイブリドーマ
から選択されるハイブリドーマによって産生される抗体と競合できる抗体が挙げられる。
特定のバリエーションでは、抗体は、上記の（ｉ）および（ｉｉ）から選択されるハイブ
リドーマによって産生される抗体に由来するキメラまたはヒト化抗体である。このような
方法は、インビトロで実施しても、エキソビボ（ex vivo）で実施しても、インビボ（in 
vivo）で実施してもよい。特定の好ましいバリエーションでは、ＮＫｐ３０を発現する細
胞は、ＮＫ細胞であり、ＮＫ細胞活性を調節する使用または方法は、例えば、ＮＫ細胞活
性の増大と関連している疾患または障害の治療においてとなろう。その他のバリエーショ
ンでは、ＮＫｐ３０を発現する細胞は、ＮＫｐ３０を発現するＴ細胞（例えば、ＣＤ８＋

Ｔ細胞）であり、ＮＫｐ３０を発現するＴ細胞活性を調節する使用または方法は、例えば
、ＮＫｐ３０を発現するＴ細胞の活性の増大と関連している疾患または障害の治療のため
であろう。ＣＤ８＋Ｔ細胞を包含する特定のＴ細胞が、ＮＫｐ３０を発現するとわかって
いる。（例えば、Srivastava and Srivastava, Leuk. Res. 30:37-46, 2006参照のこと。
）
【０１４８】
　上記で示したように、特定のバリエーションでは、本発明の抗体は、ＮＫ細胞活性と関
連している疾患または障害の治療において使用するためのものである。例えば、いくつか
の実施形態では、抗体を使用する方法は、ＮＫ細胞媒介性疾患または障害［例えば、ＮＫ
細胞媒介性同種移植片拒絶、例えば、ＮＫ細胞媒介性骨髄細胞（ＢＭＣ）同種移植片拒絶
など］を患っている対象またはそれを発症するリスクが高い対象に、Ｂ７Ｈ６のＮＫｐ３
０との相互作用を干渉できる、有効量の抗ヒトＢ７Ｈ６モノクローナル抗体を投与するこ
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とを包含する。ＮＫ細胞媒介性骨髄同種移植片拒絶を抑制するために使用される抗ヒトＢ
７Ｈ６モノクローナル抗体を含む方法が、本発明において具体化される。骨髄移植（ＢＭ
Ｔ）は、種々の血液系腫瘍の治療のための認容される治療方法になった。しかし、同種間
ＢＭＴの有効性は、例えば、移植の拒絶などの特定の障害によって制限される。ＮＫ細胞
が、骨髄同種移植片の生着にとって障壁であることおよびそれらが単独で、マウスにおい
てＢＭＣ拒絶の特異性を媒介し得るということの十分な証拠がある。（例えば、Murphy e
t al., J. Exp. Med. 165:1212-1217, 1987; Murphy et al., J. Exp. Med. 166:1499-15
09, 1987; Murphy et al., J. Immunol. 144:3305-3311, 1990; Murphy et al., Eur. J.
 Immunol. 20:1729-1734, 1990; Murphy et al., Immunol. Rev. 181:279-289, 2001参照
のこと。）臨床上、細胞減少性前処置を行っていない、Ｔ細胞の枯渇した、ＨＬＡ不適合
ＢＭＴを受けたＳＣＩＤを有する患者において観察される同種移植抵抗性は、ドナーに由
来するＮＫ細胞の高い活性に起因する。（O'Reilly et al., Vox. Sang. 51:81-86, 1986
参照のこと。）したがって、同種移植片に対するＮＫ細胞の細胞溶解性活性を阻害し、そ
れによって、ＢＭＣ同種移植片拒絶を治療または予防するために、ＢＭＴの際に、本明細
書に記載される、Ｂ７Ｈ６の細胞外ドメインに対する、Ｂ７Ｈ６のＮＫｐ３０との相互作
用を阻害できる抗体を使用してもよい。
【０１４９】
　さらにその他の実施形態では、例えば、Ｂ７Ｈ６発現細胞の存在を特徴とする疾患また
は障害の治療などのために、抗ヒトＢ７Ｈ６モノクローナル抗体を使用して、Ｂ７Ｈ６発
現細胞に対する抗体依存性細胞毒性（ＡＤＣＣ）または補体依存性細胞毒性（ＣＤＣ）を
誘導する。例えば、いくつかの実施形態では、抗ヒトＢ７Ｈ６モノクローナル抗体を使用
して、Ｂ７Ｈ６を発現する癌細胞に対する抗体依存性細胞毒性（ＡＤＣＣ）または補体依
存性細胞毒性（ＣＤＣ）を誘導する。抗体治療は、癌治療において特に成功してきたが、
これは、特定の腫瘍が、独特な抗原、系列特異的抗原または正常な細胞に対して過剰な量
で存在する抗原のいずれかを示すからである。実験的証拠によって、Ｂ７Ｈ６は、正常組
織と比較して、結腸、肝臓、子宮頸部、肺、膵臓および前立腺の癌に由来する細胞株なら
びに原血球性白血病、Ｂ細胞リンパ腫、単球性リンパ腫、赤白血病、バーキットリンパ腫
または慢性骨髄性白血病などの種々の血液の癌に由来するものを包含する多数の腫瘍由来
細胞株によって高度に発現されることが実証されている。この証拠は、Ｂ７Ｈ６が、新規
腫瘍特異的または腫瘍関連抗原であるということおよび抗ヒトＢ７Ｈ６モノクローナル抗
体を、抗腫瘍治療薬として使用してもよいということを示す。モノクローナル抗体治療の
抗腫瘍活性と関連する機序の１つとして、抗体依存性細胞毒性（ＡＤＣＣ）がある。ＡＤ
ＣＣでは、モノクローナル抗体が、標的細胞（例えば、癌細胞）と結合し、モノクローナ
ル抗体の受容体を発現する特異的エフェクター細胞（例えば、ＮＫ細胞、ＣＤ８＋Ｔ細胞
、単球、顆粒球）が、モノクローナル抗体／標的細胞複合体と結合し、その結果、標的細
胞が死滅する。
【０１５０】
　したがって、いくつかの実施形態では、エフェクター機能を有するＦｃ領域を含む抗ヒ
トＢ７Ｈ６モノクローナル抗体を使用して、Ｂ７Ｈ６発現細胞に対する抗体依存性細胞毒
性（ＡＤＣＣ）または補体依存性細胞毒性（ＣＤＣ）を誘導する。ＡＤＣＣを誘導する方
法は、一般に、Ｂ７Ｈ６発現細胞を、ＡＤＣＣ活性を有するＦｃ領域を含む有効量の抗ヒ
トＢ７Ｈ６モノクローナル抗体と接触させることを含み、ここで、接触させる工程は、細
胞溶解性活性を有するＦｃ受容体を発現する細胞溶解性免疫エフェクター細胞の存在下で
行う。細胞溶解性Ｆｃ受容体（例えば、ＦｃγＲＩＩＩαまたはＣＤ１６）を発現する免
疫エフェクター細胞として、例えば、ＮＫ細胞ならびに特定のＣＤ８＋Ｔ細胞が挙げられ
る。ＣＤＣを誘導する方法は、一般に、Ｂ７Ｈ６発現細胞を、ＣＤＣ活性を有するＦｃ領
域を含む有効量の抗ヒトＢ７Ｈ６モノクローナル抗体と接触させることを含み、ここで、
接触させる工程は、補体の存在下で行う。このような方法を使用して死滅させるために標
的とされ得るＢ７Ｈ６発現細胞として、いくつか例を挙げると、例えば、癌細胞、例えば
、結腸癌細胞、肝臓癌細胞、子宮頸癌細胞、肺癌細胞、膵臓癌細胞、前立腺癌細胞、原血
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球性白血病細胞、Ｂ細胞リンパ腫細胞、単球性リンパ腫細胞、赤白血病細胞、バーキット
リンパ腫細胞および慢性骨髄性白血病細胞などが挙げられる。適した抗体として、Ｂ７Ｈ
６との結合について、（ｉ）クローン４Ｅ５．５（受託番号ＣＮＣＭ　Ｉ－４２４２）の
ハイブリドーマ；（ｉｉ）クローン９Ｇ９．２（受託番号ＣＮＣＭ　Ｉ－４２４３）のハ
イブリドーマ；（ｉｉｉ）クローン１０Ｅ２．９（受託番号ＣＮＣＭ　Ｉ－４２４４）の
ハイブリドーマ；および（ｉｖ）クローン１７Ｂ１．３（受託番号ＣＮＣＭ　Ｉ－４２４
５）のハイブリドーマからなる群から選択されるハイブリドーマによって産生される抗体
と競合できる抗体が挙げられる。いくつかの実施形態では、抗体は、Ｂ７Ｈ６との結合に
ついて、上記の（ｉｉ）～（ｉｉｉ）から選択されるハイブリドーマによって産生される
抗体と競合できる。特定のバリエーションでは、抗体は、上記の（ｉ）～（ｉｖ）から選
択されるか、または上記の（ｉｉ）～（ｉｉｉ）から選択されるハイブリドーマによって
産生される抗体に由来するキメラまたはヒト化抗体である。
【０１５１】
　関連実施形態では、本明細書に記載されるエフェクター機能を有するＦｃ領域を含む抗
ヒトＢ７Ｈ６モノクローナル抗体を使用して、対象においてＢ７Ｈ６を発現する癌を治療
する。このような方法は、一般に、対象に、ＡＤＣＣ活性および／またはＣＤＣ活性を有
するＦｃ領域を含む、有効量の抗ヒトＢ７Ｈ６モノクローナル抗体を投与することを含む
。このような方法を使用する治療に特に適しているＢ７Ｈ６を発現する癌として、例えば
、結腸、肝臓、子宮頸部、肺、膵臓または前立腺の癌ならびに例えば、原血球性白血病、
Ｂ細胞リンパ腫、単球性リンパ腫、赤白血病、バーキットリンパ腫または慢性骨髄性白血
病などの血液の癌が挙げられる。
【０１５２】
　さらにその他の実施形態では、抗ヒトＢ７Ｈ６モノクローナル抗体－薬物コンジュゲー
ト（ＩＶ節、前掲参照のこと）を使用して、Ｂ７Ｈ６発現細胞に治療薬を送達し、ここで
、薬剤が治療的効果を発揮する。このような方法は、Ｂ７Ｈ６発現細胞の存在を特徴とす
る疾患または障害の治療にとって特に有用である。抗ヒトＢ７Ｈ６モノクローナル抗体－
薬物コンジュゲートを利用する特定の好ましいバリエーションでは、治療薬は、Ｂ７Ｈ６
を発現する癌細胞などのＢ７Ｈ６発現細胞に対して細胞毒性または細胞分裂阻害効果を発
揮する細胞毒性薬剤である。上記に示されるように、実験的証拠によって、Ｂ７Ｈ６は、
正常組織と比較して、結腸、肝臓、子宮頸部、肺、膵臓および前立腺の癌に由来する細胞
株ならびに原血球性白血病、Ｂ細胞リンパ腫、単球性リンパ腫、赤白血病、バーキットリ
ンパ腫または慢性骨髄性白血病などの種々の血液の癌に由来するものを包含する多数の腫
瘍由来細胞株によって高度に発現されることが実証されている。この証拠は、Ｂ７Ｈ６が
、癌治療において治療効力を有するターゲッティング物質、特に、腫瘍細胞を枯渇させる
か、その成長を阻害することができる細胞毒性薬剤にとって有用な、新規腫瘍特異的また
は腫瘍関連抗原であるということを示す。したがって、いくつかの実施形態では、細胞毒
性薬剤とコンジュゲートしている抗ヒトＢ７Ｈ６モノクローナル抗体を含む抗ヒトＢ７Ｈ
６モノクローナル抗体－薬物コンジュゲートを使用して、Ｂ７Ｈ６を発現する癌を治療す
る。適した抗体－薬物コンジュゲートとして、Ｂ７Ｈ６との結合について、（ｉ）クロー
ン４Ｅ５．５（受託番号ＣＮＣＭ　Ｉ－４２４２）のハイブリドーマ；（ｉｉ）クローン
９Ｇ９．２（受託番号ＣＮＣＭ　Ｉ－４２４３）のハイブリドーマ；（ｉｉｉ）クローン
１０Ｅ２．９（受託番号ＣＮＣＭ　Ｉ－４２４４）のハイブリドーマ；および（ｉｖ）ク
ローン１７Ｂ１．３（受託番号ＣＮＣＭ　Ｉ－４２４５）のハイブリドーマからなる群か
ら選択されるハイブリドーマによって産生される抗体と競合できる抗体を含むものが挙げ
られる。いくつかの実施形態では、抗体を含む抗体－薬物コンジュゲートは、Ｂ７Ｈ６と
の結合について、上記の（ｉｉ）～（ｉｉｉ）から選択されるハイブリドーマによって産
生される抗体と競合できる。特定のバリエーションでは、抗体－薬物コンジュゲートは、
上記の（ｉ）～（ｉｖ）から選択されるか、または上記の（ｉｉ）～（ｉｉｉ）から選択
されるハイブリドーマによって産生される抗体に由来するキメラまたはヒト化抗体を含む
。
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【０１５３】
　本明細書に記載される治療方法の各実施形態では、抗ヒトＢ７Ｈ６モノクローナル抗体
または抗ヒトＢ７Ｈ６モノクローナル抗体－薬物コンジュゲートは、治療が試みられる疾
患または障害の管理と関連する従来の方法論と一致する方法で送達される。本明細書にお
ける開示内容に従って、このような治療を必要とする対象に、有効量の抗体または抗体－
薬物コンジュゲートを、疾患または障害を予防または治療するのに十分な時間および条件
下で投与する。
【０１５４】
　本明細書に記載される抗ヒトＢ７Ｈ６モノクローナル抗体または抗体－薬物コンジュゲ
ートを投与するための対象として、ＮＫｐ３０を発現する細胞によって媒介されるか、ま
たはＢ７Ｈ６発現細胞の存在を特徴とする疾患または障害を発症する通常のリスクよりも
高い患者ならびに既存の疾患または障害を提示する患者が挙げられる。対象が疾患または
障害をまだ患っていない特定の実施形態では、使用は、スクリーニングまたは診断のため
である。その他の特定の実施形態では、対象は、治療が試みられる疾患または障害を有す
ると診断されている。さらに、対象を、治療の経過の間、疾患または障害における任意の
変化について（例えば、疾患または障害の臨床症状の増大または減少について）モニタリ
ングできる。
【０１５５】
　予防的適用において、医薬組成物（医薬）を、特定の疾患に対して感受性であるか、ま
たはそうでなければ特定の疾患のリスクがある患者に、疾患の発生のリスクを排除もしく
は低減するか、または疾患の発生を遅延するのに十分な量で投与する。治療的適用では、
組成物を、このような疾患の疑いのある、またはこのような疾患をすでに患っている患者
に、疾患またはその合併症の症状を治癒するか、または少なくとも部分的に停止するのに
十分な量で投与する。これを達成するのに適切な量が、治療上または医薬上有効な用量ま
たは量と呼ばれる。予防的および治療的両方の投与計画において、抗体または抗体－薬物
コンジュゲートは、普通、十分な反応（例えば、適当なＮＫ細胞活性の誘発または不適当
なＮＫ細胞活性の阻害）が達成されるまで数回の投与量で投与される。通常、反応をモニ
タリングし、所望の反応が消え始める場合には、反復投与量を与える。
【０１５６】
　用途が、ＮＫｐ３０を発現する細胞によって媒介されるか、またはＢ７Ｈ６発現細胞の
存在を特徴とする疾患または障害をまだ患っていない対象におけるリスクの上昇について
の診断またはスクリーニングである本発明のバリエーションのために、対象から生物学的
試料を採取し、正常もしくは健常な対象から得た生物学的試料または所定のベースレベル
と比較する。癌を発症するリスクは、対象サンプルにおいて、正常もしくは健常対象から
得た比較できる生物学的試料において見られるものまたはベースレベルよりも高レベルを
検出することによって決定する。本発明の抗体組成物を検出する方法は、Ｖ．Ｃ節に記載
されている。
【０１５７】
　本発明の組成物および方法を使用して、骨髄移植後の種々の時間で、または抗癌薬物も
しくは治療を与えられた後の種々の時間で対象から得た生物学的試料において治療の進行
をモニタリングできる。対象から得た生物学的試料において検出されるＢ７Ｈ６レベルを
、治療に先立って（Ｔ１）検出し、第２の時間（Ｔ２）；治療後に採取した同一対象から
得た生物学的試料と比較する。高レベルのＢ７Ｈ６は、一般に、疾患の進行を示し、低い
Ｂ７Ｈ６は、退縮を示す。
【０１５８】
　本発明の方法に従ってスクリーニングまたは治療のための対象患者を同定するために、
認容されたスクリーニング法を使用して、ＮＫｐ３０を発現する細胞によって媒介される
か、もしくはＢ７Ｈ６発現細胞の存在を特徴とする特定の疾患もしくは障害と関連してい
るリスク因子を調べてもよく、または対象において同定された既存の障害の状態を調べて
もよい。このような方法は、例えば、個体が、特定の疾患と診断されている親類を有する
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かどうかを調べることを含み得る。スクリーニング法はまた、例えば、遺伝性成分を有す
ると知られている特定の疾患についての家族の状態を調べるための従来の精密検査も含み
得る［例えば、ＢＭＴの場合には、臨床研究によって、特定のＨＬＡ－Ｃ対立遺伝子の存
在が、ＢＭ同種移植片拒絶のリスクの増大と相関することがわかっており（Scott et al.
, Blood 92:4864-4871, 1998参照のこと）、種々の癌もまた、特定の遺伝性成分を有する
と知られている］。癌の遺伝性成分として、例えば、形質転換している複数の遺伝子（例
えば、Ｒａｓ、Ｒａｆ、ＥＧＦＲ、ｃＭｅｔ他）における突然変異、特定のＨＬＡの存在
もしくは不在およびキラー細胞抑制受容体（ＫＩＲ）分子または癌細胞がＮＫ細胞および
Ｔ細胞のような細胞の免疫抑制を直接的にもしくは間接的に調節できる機序（例えば、Lj
unggren and Malmberg, Nature Rev. Immunol. 7:329-339, 2007; Boyton and Altmann, 
Clin. Exp. Immunol. 149:1-8, 2007参照のこと）が挙げられる。このような目的で、ヌ
クレオチドプローブを日常的に使用して、対象とする特定の疾患と関連している遺伝子マ
ーカー保持する個体を同定してもよい。さらに、特定の疾患のマーカーを同定するのに有
用であるさまざまな免疫学的方法が、当技術分野で公知である。例えば、モノクローナル
抗体プローブを使用して、特定の腫瘍と関連している抗原を検出する種々のＥＬＩＳＡイ
ムノアッセイ法が利用可能であり、当技術分野で周知である。スクリーニングは、既知の
患者の症候学、年齢因子、関連リスク因子などによって示されるように実施してよい。こ
れらの方法によって、臨床医が、治療のために本明細書に記載される方法を必要とする患
者を日常的に選択することが可能となる。これらの方法に従って、ＮＫ細胞活性の調節は
、独立した治療プログラムとして実施しても、または治療計画に付属するか、もしくは治
療計画とその他の治療を調整するフォローアップとして実施してもよい。
【０１５９】
　Ｂ．癌治療
　　１．癌の種類
　本明細書における研究によって記載され、示されるように、Ｂ７Ｈ６抗体を使用して、
ＦｃのＦｃ受容体および補体タンパク質、Ｃ１ｑとの結合を介してＡＤＣＣまたはＣＤＣ
経路を活性化することによってＢ７Ｈ６発現細胞の死滅を指示してもよい。さらにその他
のバリエーションでは、抗ヒトＢ７Ｈ６モノクローナル抗体とコンジュゲートしている細
胞毒性薬剤を含む抗ヒトＢ７Ｈ６モノクローナル抗体－薬物コンジュゲートを使用して、
Ｂ７Ｈ６を発現する癌細胞に細胞毒性薬剤を送達してもよく、ここで、細胞毒性薬剤が癌
細胞を枯渇させるか、またはその成長を阻害することによって治療的効果を発揮する。
【０１６０】
　以下の表４は、主に標的によってまとめられた、本発明に従った治療に適している一部
の癌を列挙する。
表４：例示的癌の種類のリスト
1.　　　　　　頭頸部癌
　　　　　　　a.　　脳
　　　　　　　b.　　口腔
　　　　　　　c.　　中咽頭(Orophyarynx)
　　　　　　　d.　　上咽頭
　　　　　　　e.　　下咽頭
　　　　　　　f.　　鼻腔および副鼻腔
　　　　　　　g.　　喉頭
　　　　　　　h.　　口唇

2.　　　　　　肺癌
　　　　　　　a.　　非小細胞癌
　　　　　　　b.　　小細胞癌

3.　　　　　　消化管癌
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　　　　　　　a.　　結腸直腸癌
　　　　　　　b.　　胃癌
　　　　　　　c. 　　食道癌
　　　　　　　d.　　肛門癌
　　　　　　　e.　　肝外胆管癌
　　　　　　　f.　　ファーター膨大部の癌
　　　　　　　g.　　消化管間葉性腫瘍（ＧＩＳＴ）

4.　　　　　　肝臓癌
　　　　　　　a.　　肝臓細胞腺腫
　　　　　　　b.　　肝細胞癌

5.　　　　　　乳癌

6.　　　　　　婦人科癌
　　　　　　　a.　　子宮頸癌
　　　　　　　b.　　卵巣癌
　　　　　　　c.　　膣癌
　　　　　　　d.　　外陰部癌
　　　　　　　e.　　妊娠性絨毛性腫瘍
　　　　　　　f.　　子宮癌

7.　　　　　　尿路癌
　　　　　　　a.　　腎癌癌腫
　　　　　　　b.　　前立腺癌
　　　　　　　c.　　膀胱癌
　　　　　　　d.　　陰茎癌
　　　　　　　e.　　尿道癌

8.　　　　　　膀胱癌

9.　　　　　　神経性腫瘍
　　　　　　　a.　　星状細胞腫および膠芽腫
　　　　　　　b.　　原発性ＣＮＳリンパ腫
　　　　　　　c.　　髄芽細胞腫
　　　　　　　d.　　生殖細胞腫瘍
　　　　　　　e.　　網膜芽細胞腫

10.　　　　　　内分泌腫瘍
　　　　　　　a.　　甲状腺癌
　　　　　　　b.　　膵臓癌
1)　　　　　　膵島細胞腫瘍
　　　　　　　　　　　　　a)　　　　　　インスリノーマ
　　　　　　　　　　　　　b)　　　　　　グルカゴノーマ
　　　　　　　c.　　クロム親和性細胞腫
　　　　　　　d.　　副腎癌
　　　　　　　e.　　カルチノイド腫瘍
　　　　　　　f.　　副甲状腺癌腫
　　　　　　　g.　　松果体腫瘍
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11.　　　　　　皮膚癌
　　　　　　　a.　　悪性黒色腫
　　　　　　　b.　　扁平上皮癌
　　　　　　　c.　　基底細胞癌
　　　　　　　d.　　カポジ肉腫

12.　　　　　　骨癌
　　　　　　　a.　　骨芽細胞腫
　　　　　　　b.　　骨軟骨腫
　　　　　　　c.　　骨肉腫

13.　　　　　　結合組織腫瘍
a.　　　　　　軟骨芽細胞腫
b.　　　　　　軟骨腫

14.　　　　　　造血器悪性腫瘍
　　　　　　　a.　　非ホジキンリンパ腫
　　　　　　　　　　　1)Ｂ細胞リンパ腫
　　　　　　　　　　　2)Ｔ細胞リンパ腫
　　　　　　　　　　　3)未分化リンパ腫
　　　　　　　b.　　白血病
　　　　　　　　　　　1)慢性骨髄性白血病
　　　　　　　　　　　2)ヘアリー細胞白血病
　　　　　　　　　　　3)慢性リンパ性白血病
　　　　　　　　　　　4)慢性骨髄単球性白血病
　　　　　　　　　　　5)急性骨髄性白血病
　　　　　　　　　　　6)急性リンパ芽球性白血病
c.　　　　　　骨髄増殖性疾患
　　　　　　　　　　　1)多発性骨髄腫
　　　　　　　　　　　2)本態性血小板血症
　　　　　　　　　　　3)骨髄化生を伴う骨髄線維症
　　　　　　　　　　　4)好酸球増加症候群
　　　　　　　　　　　5)慢性好酸球性白血病
　　　　　　　　　　　6)真性赤血球増加症
d.　　　　　　ホジキンリンパ腫

15.　　　　　　小児癌
　　　　　　　a.　　白血病およびリンパ腫
　　　　　　　b.　　脳癌
　　　　　　　c.　　神経芽腫
　　　　　　　d.　　ウィルムス腫瘍（腎芽細胞腫）
　　　　　　　e.　　横紋筋肉腫(Phabdomyosarcoma)
　　　　　　　f.　　網膜芽細胞腫

16.　　　　　　免疫療法的に感受性の癌
　　　　　　　a.　　黒色腫
　　　　　　　b.　　腎臓癌
　　　　　　　c.　　白血病、リンパ腫および骨髄腫
　　　　　　　d.　　乳癌
　　　　　　　e.　　前立腺癌
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　　　　　　　f.　　結腸直腸癌
　　　　　　　g.　　子宮頸癌
　　　　　　　h.　　卵巣癌
　　　　　　　i.　　肺癌
【０１６１】
　腫瘍応答に対する本発明に従った抗Ｂ７Ｈ６抗体または抗体－薬物コンジュゲートの効
果を評価するために、関連動物モデルの一部を含む上記で列挙される癌の一部を、以下に
さらに詳細に論じる。
【０１６２】
　　ａ．慢性骨髄性白血病
　慢性骨髄性白血病（ＣＭＬ）は、大部分は成人に影響を及ぼす稀な種類の癌である。顆
粒球（白血球の主な種類）の癌である。ＣＭＬでは、多数の顆粒球が産生され、それらが
未熟で、適切に機能できない時点で血液中に放出される。未熟な白血球は、芽細胞として
知られている。その他の種類の血液細胞の産生も混乱する。普通、白血球は自身を、秩序
正しい、制御された方法で修復し、再生するが、慢性骨髄性白血病では、このプロセスが
制御されず、細胞が分裂し続け、異常に成熟する。この疾患は、通常、極めてゆっくりと
発達し、慢性骨髄性白血病と考えられる。
【０１６３】
　ＣＭＬがゆっくりと進行するので、その初期段階で検出することは困難である。別の理
由のために血液検査が行われた場合にのみ発見されることもある。ＣＭＬの症状は漠然と
しており、非特異的であり、骨髄中の異常な白血球数の増大および正常血液細胞数の減少
によって引き起こされ、膨満感または腹部の左側の柔らかいしこりをもたらすことが多い
。ＣＭＬでは、脾臓が肥大し得る。脾臓の膨潤は、胃に対して圧迫を引き起こし、消化不
良および食欲不振につながり、貧血をもたらし得る。血液中の血小板数の減少のために、
容易に出血したり、あざができたりすることに気づく人もいる。ＣＭＬと関連している「
点状出血」とは、小さい血液のような点が、脚または口中に通常見られる挫傷の特定の種
類である。女性では、生理が極めて重くなったことに気づく場合もある。しかし、これら
の症状および徴候は稀である。慢性骨髄性白血病は、任意の年齢で起こり得るが、中年お
よび高齢の人に影響を及ぼすことがより多く、小児では稀である。（National Cancer In
stitute, 「NIH Publication No. 08-3775」 Rockville, MD, Sept. 2008)。腫瘍応答に
対する抗ヒトＢ７Ｈ６モノクローナル抗体または抗体－薬物コンジュゲートの効果は、例
えば、免疫不全マウスに移植されたヒトＣＭＬ細胞を使用するヒト腫瘍異種移植片モデル
において評価できる（例えば、Ren, Leukemia and Lymphoma 8:1549-1561, 2002; Van Et
ten, Blood Cells Mol. Dis. 27:201-205, 2001; Wong and Witte, Oncogene 20:5644-56
59, 2001参照のこと）。
【０１６４】
　　ｂ．多発性骨髄腫
　多発性骨髄腫は、形質細胞と呼ばれる特定の白血球に影響を及ぼす癌の種類である。形
質細胞に関する癌では、細胞はすべて異常であり、同一であり、骨髄腫細胞と呼ばれる。
骨髄腫細胞は、骨髄中および骨の硬い外側中に集まる傾向がある。１つの骨だけに集まり
、単一の塊すなわち形質細胞腫と呼ばれる腫瘍を形成することもある。しかし、ほとんど
の場合には、骨髄腫細胞は、多数の骨に集まり、多数の腫瘍を形成し、その他の問題を引
き起こすことが多い。これが起こる場合には、この疾患は、多発性骨髄腫と呼ばれる。
【０１６５】
　多発性骨髄腫を有する人は、異常に多数の同一の形質細胞を有するので、過剰な量の１
種の抗体も有する。これらの骨髄腫細胞および抗体は、いくつかの深刻な医学的問題を引
き起こし得、これとして以下が挙げられる：（１）骨髄腫細胞数が増大するにつれ、骨に
損傷を与え、骨を弱め、疼痛および時には骨折を引き起こす。（２）骨が損傷を受けると
、血液中にカルシウムが放出される。これは高カルシウム血症につながり得る。高カルシ
ウム血症は、食欲の喪失、悪心、口渇、疲労、筋力低下、不穏状態および錯乱を引き起こ
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し得る。（３）骨髄腫細胞は、骨髄が正常な形質細胞および免疫系にとって重要なその他
の白血球を形成するのを妨げる。患者は、感染および疾患に対してより感受性であり得る
。（４）癌細胞はまた、新規赤血球の成長を妨げ、貧血を引き起こす場合もある。（５）
多発性骨髄腫患者は、その腎臓に深刻な問題を有し得る。過剰な抗体タンパク質およびカ
ルシウムは、腎臓が血液を適切に濾過し清澄化するのを妨げ得る。症状は、疾患の進行度
に応じて変わる。疾患の初期段階では、症状は全くないこともある。症状が生じる場合に
は、患者は、多くは背骨または肋骨に骨の疼痛を有することが多い。患者はまた、骨折、
脱力感、疲労、体重減少または反復性感染症を有し得る。疾患が進行している場合には、
症状として、悪心、嘔吐、便秘、排尿の問題および脱力感または脚の痺れ感を挙げること
ができる（National Cancer Institute, 「NIH Publication No. 08-1575」 Rockville、
MD, Sept. 2008)。腫瘍応答に対する抗Ｂ７Ｈ６抗体または抗体－薬物コンジュゲートの
効果は、Miyakawa et al., Biochem. Biophys. Res. Commun. 313:258-62, 2004に記載さ
れるものなどの免疫不全マウスにおけるヒト腫瘍異種移植片モデルにおいて評価できる。
【０１６６】
　　ｃ．非ホジキンリンパ腫
　２つの主要な種類のリンパ腫がある。ホジキン病および非ホジキンリンパ腫。約２０種
の異なる種類の非ホジキンリンパ腫がある。ホジキン病のほとんどの症例において、生検
でリードシュテルンベルク細胞として知られる特定の細胞が見られる。この細胞は、その
他のリンパ腫においては普通見られず、その結果、ホジキンリンパ腫および非ホジキンリ
ンパ腫のための異なる治療となる。
【０１６７】
　非ホジキンリンパ腫の最初の徴候は、頚部、腋窩または鼠径部におけるリンパ節の無痛
性の膨潤であることが多い。その他の症状として以下のいずれかを含み得る：寝汗または
原因不明の発熱；食欲不振、原因不明の体重減少および極度の疲労；小児では、咳または
息切れを発生する場合もある。患者が、腹痛もしくは小児の腹部におけるしこりまたは全
身の皮膚の持続性のそう痒を訴える場合もある（National Cancer Institute, 「NIH Pub
lication No. 07-1567」 Rockville, MD, Sept. 2007）。腫瘍応答に対する抗ヒトＢ７Ｈ
６モノクローナル抗体または抗体－薬物コンジュゲートの効果は、Ansell et al., Leuke
mia 18:616-23, 2004に記載されるものと同様の非ホジキンリンパ腫異種移植片モデルに
おいて評価できる。
【０１６８】
　最も使用されている非ホジキンリンパ腫の分類は、ＲＥＡＬ分類体系である（Ottensme
ier, Chemico-Biological Interactions 135-136:653-664, 2001。）リンパ腫の分類のた
めに、特異的免疫学的マーカーが同定されている。例えば、濾胞性リンパ腫マーカーとし
て、ＣＤ２０＋、ＣＤ３－、ＣＤ１０＋、ＣＤ５－が挙げられ；小リンパ球性リンパ腫マ
ーカーとして、ＣＤ２０＋、ＣＤ３－、ＣＤ１０－、ＣＤ５＋、ＣＤ２３＋が挙げられ；
辺縁帯Ｂ細胞リンパ腫マーカーとして、ＣＤ２０＋、ＣＤ３－、ＣＤ１０－、ＣＤ２３－
が挙げられ；びまん性大Ｂ細胞リンパ腫マーカーとして、ＣＤ２０＋、ＣＤ３－が挙げら
れ；マントル細胞リンパ腫マーカーとして、ＣＤ２０＋、ＣＤ３－、ＣＤ１０－、ＣＤ５
＋、ＣＤ２３＋が挙げられ；末梢Ｔ細胞リンパ腫マーカーとして、ＣＤ２０－、ＣＤ３＋
が挙げられ；縦隔原発大細胞型Ｂ細胞リンパ腫マーカーとして、ＣＤ２０＋、ＣＤ３－が
挙げられ、リンパ芽球性リンパ腫マーカーとして、ＣＤ２０－、ＣＤ３＋、Ｔｄｔ＋が挙
げられ、バーキットリンパ腫マーカーとして、ＣＤ２０＋、ＣＤ３－、ＣＤ１０＋、ＣＤ
５－が挙げられる（Decision Resourses, Non-Hodgkins Lymphoma, Waltham, MA., Feb. 
2002）。
【０１６９】
　国際ワーキングフォーミュレーション（International Working Formulation）による
非ホジキンリンパ腫（ＮＨＬ）の臨床的分類は、疾患をサブタイプに分ける：（１）小リ
ンパ性を包含し、慢性リンパ性白血病（ＳＣ）；濾胞性の、主に小分割細胞（ＦＳＣ）型
；濾胞性の、混合小分割および大細胞型（ＦＭ）と一致する低悪性度（low grade）（低
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悪性度（indolent））疾患；（２）濾胞性の、主に大細胞型（ＦＬ）；びまん性の、小分
割細胞型（ＤＳＣ）；びまん性の混合小細胞および大細胞型（ＤＭ）；びまん性の、大分
割または非分割細胞型（ＤＬ）を包含する中悪性度疾患ならびに（３）免疫芽球性の、大
細胞型（ＩＢＬ）；リンパ芽球性の、脳回状または非脳回状細胞型（ＬＬ）；および非分
割小細胞型、バーキットまたは非バーキット（SNC; The Non-Hodgkin's Lymphoma Pathol
ogic Classification Project, Cancer 49:2112-35, 1982）を包含する高悪性度疾患。Ｎ
ＨＬの患者を病期分類するためにＡｎｎ　Ａｒｂｏｒステージ分類システムがよく使用さ
れる。ステージＩは、単一のリンパ節領域の関与または単一のリンパ節外臓器もしくは部
位の局在化した関与を意味する。ステージＩＩは、横隔膜の同じ側の２以上のリンパ節領
域の関与または横隔膜の同じ側の節外（extranoldal）部位もしくは臓器と、１つもしく
は複数のリンパ節領域の局在化した関与を意味する。ステージＩＩＩは、節外臓器または
部位の局在化した関与をおそらく伴う、横隔膜の両側のリンパ節領域の関与を意味する。
ステージＩＶは、リンパ節の関与を伴うか伴わない、１つまたは複数の別個の節外臓器の
びまん性または播種性の関与を意味する（「Lymphoid neoplasms」, In American Joint 
Committee on Cancer.: AJCC Cancer Staging Manual 6th ed. New York, NY: Springer,
 2002, pp. 393-406）。リツキシマブは、低悪性度および濾胞性リンパ腫の治療において
有効であるとわかっている（Boye et al., Annals of Oncol. 14:520-535, 2003）。
【０１７０】
　　ｄ．子宮頸癌
　子宮頸部は、膣に通じる子宮の頸部である。子宮頸癌はまた、子宮頸癌腫とも呼ばれ、
子宮頸部の表面上の異常な細胞から発生し、女性を襲う最もよくある癌の１種である。子
宮頸癌は、普通、子宮頸部の表面の細胞における異形成、前癌病変より始まる。これらの
異常な細胞が、浸潤性癌に進行し得る。癌が現れると、４つのステージを通って進行し得
る。ステージは、癌の広がり度によって定義される。癌が広がるほど、治療がより広範囲
である可能性が高い。２つの主な種類の子宮頸癌がある：（１）扁平上皮種（類表皮癌）
：これは、最もよくある種類であり、子宮頸癌の約８０％～８５％を占める。この癌は、
性行為感染症によって引き起こされ得る。１種のこのような性病として、性器疣贅を引き
起こすヒトパピローマウイルスがある。癌性腫瘍は、子宮頸部上および子宮頸部中に増殖
する。癌は、一般に、子宮頸部の表面で始まり、パパニコロースメアによって初期段階で
診断され得る。（２）腺癌：この種の子宮頸癌は、子宮頸部の管中の子宮頸管腺中の組織
から発生する。初期疾患は、普通、症状を全く引き起こさない。癌は、普通、パパニコロ
ースメアおよび婦人科内診によって検出され得る。疾患の後期ステージは、月経期間の間
、性交後または閉経後などの予想外の時点での異常な膣出血または血痕のある分泌物を引
き起こす。異常な膣分泌物は、濁ったまたは血性のものである場合も、悪臭を有する粘液
を含有する場合もある。進行したステージの癌は、疼痛を引き起こし得る（National Can
cer Institute, 「NIH Publication No. 08-2407」 Rockville, MD, Sept. 2008）。腫瘍
応答に対する抗ヒトＢ７Ｈ６モノクローナル抗体または抗体－薬物コンジュゲートの効果
は、Downs et al., Gynecol. Oncol. 98:203-10, 2005およびLi et al., Int. J. Gyneco
l. Cancer 15:301-7, 2005に記載されるものと同様のヒト腫瘍異種移植片モデルにおいて
評価できる。
【０１７１】
　　ｅ．頭頸部腫瘍
　頭頸部のほとんどの癌は、癌腫（特に、扁平上皮癌）と呼ばれる種類のものである。頭
頸部の癌腫は、口、鼻、喉もしくは耳の内層または舌を覆う表面層を形成する細胞で始ま
る。しかし、頭頸部の癌は、その他の種類の細胞から発生する場合もある。リンパ腫は、
リンパ系の細胞から発生する。肉腫は、筋肉、軟骨または血管を構成する支持細胞から発
生する。黒色腫は、眼および皮膚に色を与えるメラニン細胞と呼ばれる細胞から始まる。
頭頸部癌の症状は、どこにあるかに応じて変わる。例えば、舌の癌は、発語を幾分か不明
瞭にし得る。最もよくある症状は、数週間内には治癒しない頭頸部における潰瘍または痛
む区域；嚥下困難または咀嚼もしくは嚥下時の疼痛；持続性の雑音のある呼吸、不明瞭な
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発語またはしわがれた声などの呼吸または発語の問題；口中の麻痺感；持続性の鼻づまり
または鼻血；持続性の耳痛、耳鳴りまたは難聴；口または首中の膨潤またはしこり；顔面
または上顎における疼痛であり；煙草を吸うか、噛む人では、口の内層または舌の上に前
癌病変が生じ得る。これらは、持続性の舌の白斑（白板症）または赤斑（紅板症）として
現れる場合もある。それらは、普通、無痛性であるが、時には、痛むものである場合もあ
り、出血することもある（National Cancer Institute, 「NIH Publication No. 09-1574
」 Rockville, MD, Sept. 2009）。腫瘍応答に対する抗ヒトＢ７Ｈ６モノクローナル抗体
または抗体－薬物コンジュゲートの効果は、Kuriakose et al., Head Neck 22:57-63, 20
00; Cao et al., Clin. Cancer Res. 5:1925-34, 1999; Braakhuis et al., Cancer Res.
 51:211-4, 1991;およびBaker, Laryngoscope 95:43-56, 1985に記載されるものと同様の
ヒト頭頸部腫瘍異種移植片モデルにおいて評価できる。
【０１７２】
　　ｆ．脳癌
　脳組織において始まる腫瘍は、脳の原発腫瘍として知られており、それらが始まる細胞
の種類または脳の部分に従って名づけられる。最もよくある原発性脳腫瘍は、グリア細胞
で始まり、神経膠腫と呼ばれる。多数の種類の神経膠腫がある：（１）星状細胞腫－この
腫瘍は、星状細胞と呼ばれる星型グリア細胞から生じる。成人では、星状細胞腫は、ほと
んどの場合、大脳中に生じる。小児では、脳幹、大脳および小脳中に生じる。グレードＩ
ＩＩ星状細胞腫は、未分化星状細胞腫と呼ばれることもある。グレードＩＶ星状細胞腫は
、普通、多形性膠芽腫と呼ばれる。（２）脳幹膠腫－この腫瘍は、脳の最下部中に生じる
。脳幹膠腫は、ほとんどの場合、低年齢小児および中年成人において診断される。（３）
上衣腫－この腫瘍は、脳室または脊髄の中心管の内側を覆う細胞から生じ、小児および若
年成人において最もよく見られる。（４）乏突起膠腫－この稀な腫瘍は、神経を覆い、保
護する脂肪性物質を構成する細胞から生じる。これらの腫瘍は、普通、大脳中に生じる。
それらはゆっくりと増殖し、普通、周りの脳組織中には広がらない。それらは中年成人に
おいて最もよく見られる。脳腫瘍の症状は、腫瘍の大きさ、種類および位置に応じて変わ
る。症状は、腫瘍が、神経を圧迫するか、または脳の特定の区域に損傷を与える場合に引
き起こされ得る。それらはまた、脳が膨潤するか、液体が頭蓋内で増大する場合にも引き
起こされ得る。脳腫瘍の最もよくある症状として、頭痛（普通、朝により激しい）；悪心
または嘔吐；発語、視力または聴力の変化；平衡または歩行の問題；気分、人格または集
中力の変化；記憶の問題；筋肉の痙攣（jerking）または攣縮［発作または痙攣（convuls
ions）］;および腕または脚の痺れ感または刺痛が挙げられる（National Cancer Institu
te,「NIH Publication No. 09-1558」 Rockville, MD, May 2009）。腫瘍応答に対する抗
ヒトＢ７Ｈ６モノクローナル抗体または抗体－薬物コンジュゲートの効果は、Bello et a
l., Clin.Cancer Res. 8:3539-48,2002に記載されるものと同様のヒト神経膠腫異種移植
片モデルにおいて評価できる。
【０１７３】
　　ｇ．甲状腺癌
　乳頭状および濾胞性甲状腺癌は、すべての甲状腺癌の８０～９０パーセントを占める。
両種類とも、甲状腺の濾胞中で始まる。ほとんどの乳頭状および濾胞性甲状腺癌がゆっく
りと増殖する傾向がある。それらが早期に検出される場合には、ほとんどは成功裏に治療
され得る。髄様甲状腺癌は、甲状腺癌の症例の５～１０パーセントを占め、濾胞ではなく
、Ｃ細胞中で生じる。未分化甲状腺癌は、極めて稀な種類の甲状腺癌であり（症例の１～
２パーセントにすぎない）、濾胞中で生じる。癌細胞は高度に異常であり、認識すること
が困難である。この種の癌は、普通、癌細胞が迅速に増殖し、広がる傾向があるので、制
御することは極めて困難である。初期甲状腺癌は、症状を引き起こさないことが多い。し
かし、癌が増殖するにつれ、症状として、以下を挙げることができる：喉仏の付近の頸部
前面のしこりもしくは小結節；しわがれ声もしくは正常な声での発語困難；特に、頸部の
腫れたリンパ節；嚥下もしくは呼吸の困難；または咽頭もしくは頸部における疼痛（Nati
onal Cancer Institute, 「NIH Publication No. 07-4994」 Rockville, MD, Sept. 2007
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）。腫瘍応答に対する抗ヒトＢ７Ｈ６モノクローナル抗体または抗体－薬物コンジュゲー
トの効果は、Quidville et al., Endocrinology 145:2561-71, 2004に記載されるものと
同様のヒト腫瘍異種移植片モデルにおいて評価できる。
【０１７４】
　　ｈ．肝臓癌
　２つの異なる種類の原発性肝臓癌がある。最もよくある種類は、肝細胞腫または肝細胞
癌（ＨＣＣ）と呼ばれ、肝臓の主な細胞（肝細胞）から生じる。この種類は、普通、肝臓
に限定されるが、時折、その他の臓器に広がる。また、線維層板型肝細胞腫と呼ばれる、
より稀な、肝細胞腫の無関係のサブタイプがあり、これはより若い人において生じ得る。
もう１つの種類の原発性肝臓癌は、胆管の細胞で始まり、胆管癌腫または胆管癌と呼ばれ
る。肝細胞腫を発症するほとんどの人が、普通、肝臓の硬変と呼ばれる状態を有している
。これは、肝臓全体の微細な瘢痕であり、これは、感染および長期間にわたる大量のアル
コール摂取を包含する種々の原因による。しかし、肝臓の硬変を有する人の少数のみが、
原発性肝臓癌を発症する。Ｂ型肝炎またはＣ型肝炎ウイルスのいずれかの感染は、肝臓癌
につながる場合があり、硬変を引き起こし得、肝細胞腫を発症するリスクが増大する。身
体中に過剰の鉄の沈着を引き起こすヘモクロマトーシスと呼ばれる稀な状態を有する人は
、肝細胞腫を発症するより高い機会を有する。抗ヒトＢ７Ｈ６モノクローナル抗体または
抗体－薬物コンジュゲートを使用して、肝細胞癌を治療、予防してもよく、その進行を阻
害し、その発症を遅延してもよく、および／あるいはその重篤度を低減するか、または肝
細胞癌と関連している状態もしくは症状の少なくとも１種を阻害してもよい。肝細胞癌は
、肝炎（例えば、Ａ型肝炎、Ｂ型肝炎、Ｃ型肝炎およびＤ型肝炎）感染と関連している場
合も、そうではない場合もある。腫瘍応答に対する抗ヒトＢ７Ｈ６モノクローナル抗体ま
たは抗体－薬物コンジュゲートの効果は、Zhou et al., Clin. Cancer Res. 9:6030-7, 2
003およびHuynh et al., J. Cell Mol. Med. 2008 (E-Publication 10.1111/j.1582-4934
.2008.00364., 2008, Blackwell Synergy)に記載されるものと同様のヒト腫瘍異種移植片
モデルにおいて評価できる。
【０１７５】
　　ｉ．肺癌
　腫瘍応答に対する抗ヒトＢ７Ｈ６モノクローナル抗体または抗体－薬物コンジュゲート
の効果は、ヒト小／非小細胞肺癌腫異種移植片モデルにおいて評価できる。手短には、ヒ
ト腫瘍を、免疫不全（immunodecicient）マウスに移植し、これらのマウスを、抗ヒトＢ
７Ｈ６モノクローナル抗体または抗体－薬物コンジュゲートを、単独でまたはその他の薬
剤と組み合わせて用いて治療する。治療の有効性は、腫瘍成長を評価することによって実
証できる（Nemati et al., Clin Cancer Res. 6:2075-86, 2000およびHu et al., Clin. 
Cancer Res. 10:7662-70, 2004）。
【０１７６】
　２．固形腫瘍に対するエンドポイントおよび抗腫瘍活性
　各プロトコールが、腫瘍応答評価を異なって定義し得るが、ＲＥＣＩＳＴ［固形癌の効
果判定基準（Response evalution Criteria in solid tumors）］判定基準が、Ｎａｔｉ
ｏｎａｌ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅによって腫瘍応答の評価のために推奨され
るガイドラインであると現在考えられている（Therasse et al., J. Natl. Cancer Inst.
 92:205-216, 2000参照のこと）。ＲＥＣＩＳＴ判定基準によれば、腫瘍応答とは、すべ
ての測定可能な病変または転移の低減または排除を意味する。疾患は、一般に、従来の技
術を用いて≧２０ｍｍまたはスパイラルＣＴスキャンを用いて≧１０ｍｍとして少なくと
も一次元で正確に測定できる病変を含む場合に測定可能であると考えられ、医学的写真も
しくはＸ線、コンピューター断層撮影（ＣＴ）、磁気共鳴画像法（ＭＲＩ）または臨床検
査（病変が表在性である場合には）によって周縁部が明確に定められる。測定可能でない
疾患とは、疾患が従来の技術を用いて＜２０ｍｍまたはスパイラルＣＴスキャンを用いて
＜１０ｍｍの病変、真に測定可能でない病変（正確に測定するには小さすぎる）を含むこ
とを意味する。測定可能でない疾患として、胸腔浸出液、腹水および間接的な証拠によっ
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て実証される疾患が挙げられる。
【０１７７】
　固形腫瘍応答を評価するために、他覚状態の判定基準がプロトコールにとって必要であ
る。代表的な判定基準として、以下が挙げられる：（１）すべての測定可能な疾患の完全
な消失；新規病変なし；疾患関連症状なし；測定可能でない疾患の証拠なしとして定義さ
れる、完全奏功（ＣＲ）；（２）標的病変の最長直径の合計の３０％減少として定義され
る部分奏功（ＰＲ）；（３）標的病変の最長直径の合計の２０％増加または任意の新規病
変の出現として定義される、進行性疾患（ＰＤ）；（４）ＣＲ、ＰＲまたはＰＤに適格で
ないと定義される、安定または応答なし。（Therasse et al., 前掲参照のこと。）
【０１７８】
　腫瘍学の技術分野内で認められているさらなるエンドポイントとして、全生存（ＯＳ）
、無病生存率（ＤＦＳ）、客観的奏効率（ＯＲＲ）、腫瘍増殖停止時間（ＴＴＰ）および
無進行生存（ＰＦＳ）が挙げられる（Guidance for Industry: Clinical Trial Endpoint
s for the Approval of Cancer Drugs and Biologics, April 2005, Center for Drug Ev
aluation and Research, FDA, Rockville, MD参照のこと）。
【０１７９】
　３．組合せ癌療法
　これまでに論じたように、特定の実施形態では、抗ヒトＢ７Ｈ６モノクローナル抗体ま
たは抗体－薬物コンジュゲートを、疾患または障害の治療のための第２の薬剤と組み合わ
せて使用する。癌を治療するために使用する場合には、本発明の抗ヒトＢ７Ｈ６モノクロ
ーナル抗体または抗体－薬物コンジュゲートを、従来の癌療法、例えば、手術、放射線療
法、化学療法またはそれらの組合せなどと組み合わせて使用してもよい。特定の態様では
、本発明に従う抗Ｂ７Ｈ６抗体または抗体－薬物コンジュゲートとの組合せ癌療法にとっ
て有用なその他の治療薬として、血管新生抑制薬が挙げられる。いくつかのその他の態様
では、併用療法にとって有用なその他の治療薬として、腫瘍成長に関与している特定の因
子、例えば、ＥＧＦＲ、ＥｒｂＢ２（Ｈｅｒ２）、ＥｒｂＢ３、ＥｒｂＢ４またはＴＮＦ
などのアンタゴニストが挙げられる。いくつかの態様では、本発明に従う抗体または抗体
－薬物コンジュゲートをサイトカイン（例えば、腫瘍に対する免疫応答を刺激するサイト
カイン）と同時投与する。癌の治療に特に適している例示的併用療法を、以下にさらに詳
細に記載する。
【０１８０】
　　ａ．腫瘍関連抗原を標的とする抗体
　先に記載したように、抗体治療は、癌治療において特に成功してきたが、これは、特定
の腫瘍が、独特な抗原、系列特異的抗原または正常な細胞に対して過剰な量で存在する抗
原のいずれかを示すからである。モノクローナル抗体治療の抗腫瘍活性と関連している機
序の１つが、抗体依存性細胞毒性（ＡＤＣＣ）である。ＡＤＣＣでは、モノクローナル抗
体が、標的細胞（例えば、癌細胞）と結合し、モノクローナル抗体の受容体を発現する特
異的エフェクター細胞（例えば、ＮＫ細胞、単球、顆粒球）が、モノクローナル抗体／標
的細胞複合体と結合し、その結果、標的細胞が死滅する。したがって、本発明の特定のバ
リエーションでは、癌に対して有効性を有する抗ヒトＢ７Ｈ６モノクローナル抗体または
抗体－薬物コンジュゲートを、第２の腫瘍関連抗原（すなわち、Ｂ７Ｈ６以外の腫瘍関連
抗原）に対するモノクローナル抗体と同時投与する。ＭＡｂの用量およびスケジュールは
、同時投与される特定の抗体に帰する薬物動態および毒物動態特性に基づき、抗ヒトＢ７
Ｈ６モノクローナル抗体または抗体－薬物コンジュゲートの投与と関連し得る任意の毒性
を最小にしながら、これらの効果を最適化しなくてはならない。
【０１８１】
　本明細書に記載される抗Ｂ７Ｈ６モノクローナル抗体または抗体－薬物コンジュゲート
および腫瘍関連抗原に対する第２のモノクローナル抗体を用いる併用療法は、一次治療が
失敗した場合に示されることがあり、二次治療として考慮され得る。本発明はまた、新規
に診断され、これまでに抗癌剤を用いて治療されていない患者集団（「新規患者」）およ
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びこれまでに任意のモノクローナル抗体治療を受けていない患者（「未処置患者」）にお
いて、一次治療として組合せを使用して提供する。
【０１８２】
　本明細書に記載される抗Ｂ７Ｈ６抗体または抗体－薬物コンジュゲートはまた、腫瘍細
胞の任意の直接抗体媒介性ＡＤＣＣまたはＣＤＣの不在下で、腫瘍関連抗原に対するモノ
クローナル抗体との併用療法において有用である。例えば、免疫系において阻害シグナル
を遮断する抗体は、免疫応答の増強につながり得る。例として、（１）細胞毒性Ｔリンパ
球関連抗原４（ＣＴＬＡ－４）、プログラム死－１（ＰＤ－１）、ＢおよびＴリンパ球ア
テニュエータ（ＢＴＬＡ）などの阻害機能を有するＢ７Ｒファミリーの分子に対する抗体
；（２）ＩＬ－１０、ＴＧＦβのような阻害性サイトカインに対する抗体ならびに（３）
抗ＣＤ２５またはＣＴＬＡ－４のような抑制細胞を枯渇させるか、またはその機能を阻害
する抗体が挙げられる。例えば、抗ＣＴＬＡ４　ＭＡｂは、マウスおよびヒトの両方にお
いて、免疫抑制的調節性Ｔ細胞（Ｔｒｅｇ）の機能を抑制するか、またはＴ細胞上のＣＴ
ＬＡ－４の、ＡＰＣもしくは腫瘍細胞上のＢ７－１もしくはＢ７－２分子との結合によっ
て伝達される阻害シグナルを阻害する。
【０１８３】
　表６は、承認されたか、または本発明に従う併用療法が可能であるかについて試験され
ているモノクローナル抗体の包括的リストである。
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【表１】

【０１８４】
　ｂ．チロシンキナーゼ阻害剤
　いくつかの実施形態では、本明細書に記載される抗ヒトＢ７Ｈ６モノクローナル抗体ま
たは抗体－薬物コンジュゲートを、チロシンキナーゼ阻害剤と組み合わせて使用する。チ
ロシンキナーゼは、アデノシン三リン酸から標的タンパク質へのγリン酸基の転移を触媒
する酵素である。チロシンキナーゼは、受容体および非受容体タンパク質チロシンキナー
ゼとして分類できる。それらは、増殖受容体を介した活性化を包含する、さまざまな正常
な細胞プロセスにおいて重要な役割を果たし、種々の細胞種の増殖、生存および成長に影
響を及ぼす。さらに、それらは、腫瘍細胞増殖を促進し、抗アポトーシス効果を誘導し、
血管新生および転移を促進すると考えられている。増殖因子を介した活性化に加えて、体
細胞突然変異を介したプロテインキナーゼ活性化が、腫瘍発生の一般的な機序である。同
定された突然変異の一部は、Ｂ－Ｒａｆキナーゼ、ＦＬｔ３キナーゼ、ＢＣＲ－ＡＢＬキ
ナーゼ、ｃ－ＫＩＴキナーゼ、上皮成長因子（ＥＧＦＲ）およびＰＤＧＦＲ経路中のもの
である。Ｈｅｒ２、ＶＥＧＦＲおよびｃ－Ｍｅｔは、癌の進行および腫瘍発生に関与して
いるその他の重要な受容体チロシンキナーゼ（ＲＴＫ）経路である。多数の細胞プロセス
がチロシンキナーゼによって開始されるので、それらは阻害剤の重要な標的と同定されて
いる。
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【０１８５】
　チロシンキナーゼ阻害剤（ＴＫＩ）は、受容体および非受容体チロシンキナーゼ両方の
触媒チロシンキナーゼドメインとの結合について、アデノシン三リン酸（ＡＴＰ）と競合
する、細胞内で作用する小分子である。この競合結合が、下流のシグナル伝達の開始を遮
断し、成長、生存および血管新生のようなこれらのシグナル伝達事象と関連しているエフ
ェクター機能につながる。構造および計算論的アプローチを使用して、多数の医薬化学コ
ンビナトリアルライブラリーから、チロシンキナーゼを阻害するいくつかの化合物を同定
した。
【０１８６】
　ほとんどのＴＫＩは、腫瘍細胞の直接阻害によってか、または血管新生の阻害によって
腫瘍の成長を阻害すると考えられる。さらに、特定のＴＫＩは、ソラフェニブおよびスニ
チニブを包含するＶＥＧＦファミリー受容体によるシグナル伝達に影響を及ぼす。いくつ
かの場合には、ＴＫＩは、樹状細胞およびＮＫ細胞のようなその他の自然免疫細胞の機能
を活性化するとわかっている。これは、イマチニブについて、動物モデルにおいて最近報
告された。イマチニブは、樹状細胞およびＮＫ細胞によるキラー活性を増強するとわかっ
ているＴＫＩである（総説については、Smyth et al., NEJM 354:2282, 2006を参照のこ
と）。
【０１８７】
　ＢＡＹ４３－９００６［ソラフェニブ、ネクサバール（登録商標）］およびＳＵ１１２
４８［スニチニブ、スーテント（登録商標）］は、転移性腎細胞癌（ＲＣＣ）において使
用するために最近承認された２種のこのようなＴＫＩである。いくつかのその他のＴＫＩ
が、種々の種類の癌の治療のための開発の後期および初期段階にある。その他のＴＫＩと
して、それだけには限らないが、イマチニブメシル酸塩［グリベック（登録商標）、Ｎｏ
ｖａｒｔｉｓ］；ゲフィチニブ［イレッサ（登録商標）、ＡｓｔｒａＺｅｎｅｃａ］；エ
ルロチニブ塩酸塩［タルセバ（登録商標）、Ｇｅｎｅｎｔｅｃｈ］；バンデタニブ［ザク
ティマ（登録商標）、ＡｓｔｒａＺｅｎｅｃａ］、ティピファニブ［ザルネストラ（登録
商標）、Ｊａｎｓｓｅｎ－Ｃｉｌａｇ］；ダサチニブ［スプリセル（登録商標）、Ｂｒｉ
ｓｔｏｌ　Ｍｙｅｒｓ　Ｓｑｕｉｂｂ］；ロナファーニブ［サラサル（Sarasar）（登録
商標）、Ｓｃｈｅｒｉｎｇ　Ｐｌｏｕｇｈ］；バタラニブコハク酸塩（Ｎｏｖａｒｔｉｓ
、Ｓｃｈｅｒｉｎｇ　ＡＧ）；ラパチニブ［タイケルブ（登録商標）、ＧｌａｘｏＳｍｉ
ｔｈＫｌｉｎｅ］；ニロチニブ（Ｎｏｖａｒｔｉｓ）；レスタウルチニブ（Ｃｅｐｈａｌ
ｏｎ）；パゾパニブ塩酸塩（ＧｌａｘｏＳｍｉｔｈＫｌｉｎｅ）；アキシチニブ（Ｐｆｉ
ｚｅｒ）；カネルチニブ二塩酸塩（Ｐｆｉｚｅｒ）；ペリチニブ（Pelitinib）（Ｎａｔ
ｉｏｎａｌ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ、Ｗｙｅｔｈ）；タンデュチニブ（Ｍｉ
ｌｌｅｎｎｉｕｍ）；ボスチニブ（Ｗｙｅｔｈ）；セマキサニブ（Ｓｕｇｅｎ、Ｔａｉｈ
ｏ）；ＡＺＤ－２１７１（ＡｓｔｒａＺｅｎｅｃａ）；ＶＸ－６８０（Ｍｅｒｃｋ、Ｖｅ
ｒｔｅｘ）；ＥＸＥＬ－０９９９（Ｅｘｅｌｉｘｉｓ）；ＡＲＲＹ－１４２８８６（Ａｒ
ｒａｙ　ＢｉｏＰｈａｒｍａ、ＡｓｔｒａＺｅｎｅｃａ）；ＰＤ－０３２５９０１（Ｐｆ
ｉｚｅｒ）；ＡＭＧ－７０６（Ａｍｇｅｎ）；ＢＩＢＦ－１１２０（Ｂｏｅｈｒｉｎｇｅ
ｒ　Ｉｎｇｅｌｈｅｉｍ）；ＳＵ－６６６８（Ｔａｉｈｏ）；ＣＰ－５４７６３２（ＯＳ
Ｉ）；（ＡＥＥ－７８８（Ｎｏｖａｒｔｉｓ）；ＢＭＳ－５８２６６４（Ｂｒｉｓｔｏｌ
－Ｍｙｅｒｓ　Ｓｑｕｉｂｂ）；ＪＮＫ－４０１（Ｃｅｌｇｅｎｅ）；Ｒ－７８８（Ｒｉ
ｇｅｌ）；ＡＺＤ－１１５２ＨＱＰＡ（ＡｓｔｒａＺｅｎｅｃａ）；ＮＭ－３（Ｇｅｎｚ
ｙｍｅ　Ｏｎｃｏｌｏｇｙ）；ＣＰ－８６８５９６（Ｐｆｉｚｅｒ）；ＢＭＳ－５９９６
２６（Ｂｒｉｓｔｏｌ－Ｍｙｅｒｓ　Ｓｑｕｉｂｂ）；ＰＴＣ－２９９（ＰＴＣ　Ｔｈｅ
ｒａｐｅｕｔｉｃｓ）；ＡＢＴ－８６９（Ａｂｂｏｔｔ）；ＥＸＥＬ－２８８０（Ｅｘｅ
ｌｉｘｉｓ）；ＡＧ－０２４３２２（Ｐｆｉｚｅｒ）；ＸＬ－８２０（Ｅｘｅｌｉｘｉｓ
）；ＯＳＩ－９３０（ＯＳＩ）；ＸＬ－１８４（Ｅｘｅｌｉｘｉｓ）；ＫＲＮ－９５１（
キリンビール）；ＣＰ－７２４７１４（ＯＳＩ）；Ｅ－７０８０（エーザイ）；ＨＫＩ－
２７２（Ｗｙｅｔｈ）；ＣＨＩＲ－２５８（Ｃｈｉｒｏｎ）；ＺＫ－３０４７０９（Ｓｃ
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ｈｅｒｉｎｇ　ＡＧ）；ＥＸＥＬ－７６４７（Ｅｘｅｌｉｘｉｓ）；ＢＡＹ－５７－９３
５２（Ｂａｙｅｒ）；ＢＩＢＷ－２９９２（Ｂｏｅｈｒｉｎｇｅｒ　Ｉｎｇｅｌｈｅｉｍ
）；ＡＶ－４１２（ＡＶＥＯ）；ＹＮ－９６８Ｄ１（Ａｄｖｅｎｃｈｅｎ　Ｌａｂｏｒａ
ｔｏｒｉｅｓ）；Ｍｉｄｏｓｔａｕｒｉｎ（Ｎｏｖａｒｔｉｓ）；Ｐｅｒｉｆｏｓｉｎｅ
（ＡＥｔｅｒｎａ　Ｚｅｎｔａｒｉｓ、Ｋｅｒｙｘ、Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｃａｎｃｅｒ　
Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ）；ＡＧ－０２４３２２（Ｐｆｉｚｅｒ）；ＡＺＤ－１１５２（Ａｓ
ｔｒａＺｅｎｅｃａ）；ＯＮ－０１９１０Ｎａ（Ｏｎｃｏｎｏｖａ）；およびＡＺＤ－０
５３０（ＡｓｔｒａＺｅｎｅｃａ）が挙げられる。
【０１８８】
　ｃ．化学療法の組合せ
　特定の実施形態では、抗ヒトＢ７Ｈ６モノクローナル抗体または抗体－薬物コンジュゲ
ートを、１種または複数の化学療法薬と組み合わせて投与する。化学療法薬は、例えば、
ＤＮＡまたはＲＮＡのいずれかに影響を及ぼすことおよび細胞周期複製を干渉することに
よって、異なる作用様式を有する。ＤＮＡレベルか、またはＲＮＡレベルに作用する化学
療法薬の例として、代謝拮抗剤（アザチオプリン、シタラビン、リン酸フルダラビン、フ
ルダラビン、ゲムシタビン、シタラビン、クラドリビン、カペシタビン６－メルカプトプ
リン、６－チオグアニン、メトトレキサート、５－フルオロウラシルおよびヒドロキシ尿
素（hyroxyurea）;アルキル化剤（メルファラン、ブスルファン、シスプラチン、カルボ
プラチン、シクロホスファミド、イフォスファミド、ダカルバジン（Dacarabazine）、プ
ロカルバジン、クロラムブシル、チオテパ、ロムスチン、テモゾロミド（Temozolamide）
など）;有糸分裂阻害薬（ビノレルビン、ビンクリスチン、ビンブラスチン、ドセタキセ
ル、パクリタキセルなど）；トポイソメラーゼ阻害剤（ドキソルビシン（Doxorubincin）
、アムサクリン、イリノテカン、ダウノルビシン、エピルビシン、マイトマイシン、ミト
キサントロン、イダルビシン、テニポシド、エトポシド、トポテカンなど）；抗生物質（
アクチノマイシンおよびブレオマイシンなど）；アスパラギナーゼ；アントラサイクリン
またはタキサンがある。
【０１８９】
　　ｄ．放射線療法の組合せ
　いくつかのバリエーションでは、抗ヒトＢ７Ｈ６モノクローナル抗体または抗体－薬物
コンジュゲートを、放射線療法と組み合わせて投与する。特定の腫瘍は、放射線照射また
は放射性医薬品を用いて治療できる。放射線療法は、一般に、切除不能な腫瘍もしくは手
術不可能な腫瘍および／または腫瘍転移を治療するために使用される。放射線療法は、通
常、３つの方法で送達される。外部照射は、身体から少し離れて施し、γ線（６０Ｃｏ）
およびＸ線を包含する。近接照射療法は、供給源、例えば、６０Ｃｏ、１３７Ｃｓ、１９

２Ｉｒまたは１２５Ｉを標的組織とともに、または接触させて使用する。
【０１９０】
　ｅ．ホルモン剤の組合せ
　いくつかの実施形態では、抗ヒトＢ７Ｈ６モノクローナル抗体または抗体－薬物コンジ
ュゲートを、ホルモンまたは抗ホルモンと組み合わせて投与する。特定の癌は、ホルモン
依存性と関連しており、これとして、例えば、卵巣癌、乳癌および前立腺癌が挙げられる
。ホルモン依存性癌治療は、抗アンドロゲンまたは抗エストロゲン化合物の使用を含み得
る。癌療法に使用されるホルモンおよび抗ホルモンとして、リン酸エストラムスチン、リ
ン酸ポリエストラジオール、エストラジオール、アナストロゾール、エキセメスタン、レ
トロゾール、タモキシフェン、酢酸メゲストロール、酢酸メドロキシプロゲステロン、オ
クトレオチド、酢酸シプロテロン、ビカルタミド（Bicaltumide）、フルタミド、トリプ
トレリン（Tritorelin）、ロイプロレリン、ブセレリンおよびゴセレリンが挙げられる。
【０１９１】
　投与のために、抗ヒトＢ７Ｈ６モノクローナル抗体または抗体－薬物コンジュゲートを
医薬組成物として製剤する。抗ヒトＢ７Ｈ６モノクローナル抗体または抗体－薬物コンジ
ュゲートを含む医薬組成物は、医薬上有用な組成物を調製するための公知の方法に従って
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製剤でき、それによって、治療的分子を混合物中で医薬上許容される担体と組み合わせる
。組成物は、その投与がレシピエント患者によって許容され得る場合に、「医薬上許容さ
れる担体」であるといわれる。滅菌リン酸緩衝生理食塩水が、医薬上許容される担体の１
つの例である。その他の適した担体は、当業者に周知である。（例えば、Gennaro (ed.),
 Remington's Pharmaceutical Sciences (Mack Publishing Company, 19th ed. 1995)参
照のこと。）製剤は、１種または複数の賦形剤、保存料、可溶化剤、緩衝剤、バイアル表
面でのタンパク質の損失を防ぐためのアルブミンなどをさらに含み得る。
【０１９２】
　抗ヒトＢ７Ｈ６モノクローナル抗体または抗体－薬物コンジュゲートを含む医薬組成物
を、対象に有効量で投与する。本発明の方法によれば、抗体または抗体－薬物コンジュゲ
ートを、例えば、筋肉内、皮下、静脈内、心房内、関節内、非経口、鼻腔内、肺内、経皮
、胸膜内、くも膜下腔内および経口経路の投与を包含する種々の投与様式によって対象に
投与してもよい。予防および治療目的上、抗体または抗体－薬物コンジュゲートを、単回
ボーラスデリバリーで、長期間にわたる持続性デリバリー（例えば、持続性経皮デリバリ
ー）によって、または反復投与プロトコールで（例えば、１時間ごとに、毎日または週単
位で）で対象に投与してもよい。
【０１９３】
　これに関連して、有効な投与量の決定は、通常、動物モデル研究とそれに続くヒト臨床
試験に基づき、モデル対象において対象疾患または障害の発生または重篤度を大幅に低減
する有効な投与量および投与プロトコールを決定することによって導かれる。本発明の組
成物の有効な用量は、投与の手段、標的部位、患者の生理学的状態、患者がヒトであるか
、動物であるか、投与されるその他の医薬、治療が予防的であるか、治療的であるか、な
らびに組成物自体の特定の活性および個体において所望の応答を誘発するその能力を包含
する多数の異なる因子に応じて変わる。普通、患者はヒトであるが、一部の疾患では、患
者は、非ヒト哺乳類であり得る。通常、投与計画は、最適な治療応答を提供するよう、す
なわち、安全性および有効性を最適化するよう調整される。したがって、治療上または予
防上有効な量はまた、任意の望ましくない副作用を、ＮＫｐ３０媒介性ＮＫ細胞活性を調
節するという有益な効果が上回るものである。抗ヒトＢ７Ｈ６モノクローナル抗体または
抗体－薬物コンジュゲートの投与には、投与量は、通常、約０．１μｇ～１００ｍｇ／対
象の体重１ｋｇまたは１μｇ／対象の体重１ｋｇ～約５０ｍｇ／対象の体重１ｋｇ、より
普通は、１０μｇ～５ｍｇ／対象の体重１ｋｇの範囲である。より特定の実施形態では、
有効量の薬剤は、約１μｇ／ｋｇから約２０ｍｇ／ｋｇの間、約１０μｇ／ｋｇから約１
０ｍｇ／ｋｇの間または約０．１ｍｇ／ｋｇから約５ｍｇ／ｋｇの間である。この範囲内
の投与量は、単回または例えば、１日あたり複数回の投与、毎日、毎週、隔週もしくは毎
月の投与を包含する複数回投与によって達成され得る。例えば、特定のバリエーションで
は、投与計画は、最初の投与と、それに続く、毎週または隔週間隔の複数回のその後の投
与とからなる。別の投与計画は、最初の投与と、それに続く、毎月または隔月間隔の複数
回の、その後の投与とからなる。あるいは、投与は、ＮＫ細胞活性のモニタリングおよび
／または疾患もしくは障害臨床症状によって示されるように不規則にであってもよい。
【０１９４】
　医薬組成物の投与量は、標的部位で所望の濃度を維持するよう主治医によって変えられ
る場合もある。例えば、静脈内デリバリー様式が選択される場合には、標的組織での血流
中の薬剤の局所濃度は、対象の状態、予測される測定される応答に応じて、１リットルあ
たり約１～５０ナノモルの組成物の間、時には、１リットルあたり約１．０ナノモルから
１リットルあたり１０、１５または２５ナノモルの間であり得る。デリバリー様式、例え
ば、経皮デリバリー対粘膜表面へのデリバリーに基づいて、より高濃度またはより低濃度
を選択してもよい。投与量はまた、投与される製剤、例えば、点鼻薬対散剤、徐放性経口
または注射される粒子、経皮製剤などの放出速度に基づいて調整されなければならない。
同じ血清濃度レベルを達成するために、例えば、５ナノモルの放出速度を有する（標準条
件下で）持続放出粒子は、１０ナノモルの放出速度を有する粒子の投与量の約２倍投与す
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る。
【０１９５】
　抗ヒトＢ７Ｈ６モノクローナル抗体または抗体－薬物コンジュゲート組成物を含む医薬
組成物は、液体形態で提供しても、エアゾールで提供しても、固体形態で提供してもよい
。液体形態は、注射用溶液、エアゾール、液滴、トポロジカル溶液（topological soluti
ons）および経口懸濁液によって例示される。例示的固体形態として、カプセル剤、錠剤
および放出制御形態が挙げられる。後者の形態は、ミニ浸透圧ポンプおよび埋め込み錠に
よって例示される。［例えば、Bremer et al., Pharm. Biotechnol. 10:239, 1997; Drug
 Delivery Systems 95-123 (Ranade and Hollinger, eds., CRC Press 1995)中のRanade,
 「Implants in Drug Delivery」;  Protein Delivery: Physical Systems 239-254 (San
ders and Hendren, eds., Plenum Press 1997)中のBremer et al., 「Protein Delivery 
with Infusion Pumps」; Protein Delivery: Physical Systems 93-117 (Sanders and He
ndren, eds., Plenum Press 1997)中のYewey et al., 「Delivery of Proteins from a C
ontrolled Release Injectable Implant」参照のこと。］その他の固体形態として、クリ
ーム剤、ペースト剤、その他のトポロジカル適用などが挙げられる。
【０１９６】
　リポソームは、対象に治療的組成物を、例えば、静脈内に、腹膜内に、くも膜下腔内に
、筋肉内に、皮下に、または経口投与、吸入もしくは鼻腔内投与によって送達する１つの
手段を提供する。リポソームは、水性コンパートメントを囲む１または複数の脂質二重層
からなる微細な小胞である。［全般的に、Bakker-Woudenberg et al., Eur. J. Clin. Mi
crobiol. Infect. Dis. 12 (Suppl. 1):S61, 1993; Kim, Drugs 46:618, 1993; Drug Del
ivery Systems 3-24 (Ranade and Hollinger, eds., CRC Press 1995)中のRanade, 「Sit
e-Specific Drug Delivery Using Liposomes as Carriers」参照のこと。］リポソームは
、組成が細胞膜と同様であり、結果として、リポソームは安全に投与でき、生分解性であ
る。調製方法に応じて、リポソームは、単層である場合も、多層である場合もあり、リポ
ソームは大きさが変わり得、０．０２μｍ～１０μｍ超の範囲の直径を有する。種々の薬
剤をリポソーム：二層中の疎水性薬剤区分および内部の水性空間（単数および複数）内の
親水性薬剤区分中にカプセル封入してもよい。［例えば、Machy et al., Liposomes In C
ell Biology And Pharmacology (John Libbey 1987); Ostro et al., American J. Hosp.
 Pharm. 46:1576, 1989参照のこと。］さらに、リポソームの大きさ、二層の数、脂質組
成ならびにリポソームの電荷および表面の特徴を変更することによって、カプセル封入さ
れた薬剤の治療的有効性を制御することが可能である。
【０１９７】
　リポソームは実質的にいかなる種類の細胞にも吸着し、次いで、カプセル封入された薬
剤をゆっくりと放出することができる。あるいは、吸収されたリポソームは、食作用性で
ある細胞によって貪食され得る。エンドサイトーシスに、リポソーム脂質のリソソーム内
分解およびカプセル封入された薬剤の放出が続く（Scherphof et al., Ann. N.Y. Acad. 
Sci. 446:368, 1985参照のこと）。静脈内投与後、小さいリポソーム（０．１～１．０μ
ｍ）は、通常、主に肝臓および脾臓中に局在する細網内皮系の細胞によって取り込まれ、
他方、３．０μｍより大きいリポソームは肺中に沈着する。細網内皮系の細胞による小さ
いリポソームのこの選択的取り込みは、化学療法薬をマクロファージに、および肝臓の腫
瘍に送達するために使用されてきた。
【０１９８】
　細網内皮系は、リポソーム粒子の大量投与での飽和または薬理学的手段による選択的マ
クロファージ不活性化を包含するいくつかの方法によって回避され得る（Claassen et al
., Biochim. Biophys. Acta 802:428, 1984参照のこと）。さらに、糖脂質またはポリエ
チレングリコールで誘導体化したリン脂質をリポソーム膜中に組み込むことが、細網内皮
系による取り込みの大幅な減少をもたらすことがわかった（Allen et al., Biochim. Bio
phys. Acta 1068:133, 1991; Allen et al., Biochim. Biophys. Acta 1150:9, 1993）。
【０１９９】
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　リポソームはまた、リン脂質組成を変更することによって、またはリポソーム中に受容
体もしくは対抗受容体を挿入することによって、特定の細胞または臓器を標的とするよう
調製できる。例えば、高含量の非イオン性界面活性剤を用いて調製されたリポソームが、
肝臓を標的とするために使用されている。（例えば、Hayakawa et alの日本特許第０４－
２４４，０１８号; Kato et al., Biol. Pharm. Bull. 16:960, 1993参照のこと。）これ
らの製剤は、メタノール中で、ダイズホスファチジルコリン（phospatidylcholine）と、
α－トコフェロールと、エトキシ化硬化ヒマシ油（ＨＣＯ－６０）とを混合することと、
真空下で混合物を濃縮することと、次いで、混合物を水を用いて再構成することとによっ
て調製された。ダイズ由来ステアリルグルコシド混合物（ＳＧ）およびコレステロール（
Ｃｈ）を用いるジパルミトイルホスファチジルコリン（ＤＰＰＣ）のリポソーム製剤も、
肝臓を標的とするとわかっている。（Shimizu et al., Biol. Pharm. Bull. 20:881, 199
7参照のこと。）
【０２００】
　あるいは、抗体、抗体断片、炭水化物、ビタミンおよび輸送タンパク質などの種々のタ
ーゲッティング対抗受容体を、リポソームの表面に結合してもよい。例えば、肝臓にター
ゲッティングするために、もっぱら肝臓細胞の表面で発現されるアシアロ糖タンパク質（
ガラクトース）受容体を標的とするよう、リポソームを分岐型ガラクトシル脂質誘導体を
用いて改変してもよい。（Kato and Sugiyama, Crit. Rev. Ther. Drug Carrier Syst. 1
4:287, 1997; Murahashi et al., Biol. Pharm. Bull. 20:259, 1997参照のこと。）組織
ターゲッティングへのより一般的なアプローチでは、標的細胞を、標的細胞によって発現
される対抗受容体に特異的なビオチン化抗体を用いて予備標識する。（Harasym et al., 
Adv.Drug Deliv. Rev. 32:99, 1998参照のこと。）遊離抗体の血漿消失後、ストレプトア
ビジンがコンジュゲートしているリポソームを投与する。別のアプローチでは、ターゲッ
ティング抗体を、リポソームと直接結合する。（Harasym et al., 前掲参照のこと。）
【０２０１】
　タンパク質マイクロカプセル化の標準技術を使用して、抗体または抗体－薬物コンジュ
ゲートをリポソーム内にカプセル封入してもよい。［例えば、Anderson et al., Infect.
 Immun. 31:1099, 1981; Anderson et al., Cancer Res. 50:1853, 1990; Cohen et al.,
 Biochim. Biophys. Acta 1063:95, 1991; Liposome Technology (Vol. III) 317 (Grego
riadis, ed., CRC Press, 2nd ed. 1993)中のAlving et al. 「Preparation and Use of 
Liposomes in Immunological Studies」; Wassef et al., Meth. Enzymol. 149:124, 198
7参照のこと。］上記のように、治療上有用なリポソームは、種々の構成要素を含有し得
る。例えば、リポソームは、ポリ（エチレングリコール）の脂質誘導体を含み得る。（Al
len et al., Biochim. Biophys. Acta 1150:9, 1993参照のこと。）
【０２０２】
　高い全身レベルの治療的タンパク質を維持するよう、分解性ポリマーマイクロスフェア
が設計されている。マイクロスフェアは、ポリ（ラクチド－コ－グリコリド）（ＰＬＧ）
、ポリ酸無水物、ポリ（オルトエステル）などの分解性ポリマー、タンパク質がポリマー
中に封入されている非生物分解性の酢酸エチルビニルポリマーから調製される。［例えば
、Gombotz and Pettit, Bioconjugate Chem. 6:332, 1995; Drug Delivery Systems 51-9
3 (Ranade and Hollinger, eds., CRC Press 1995)中のRanade, 「Role of Polymers in 
Drug Delivery」; Protein Delivery: Physical Systems 45-92 (Sanders and Hendren, 
eds., Plenum Press 1997)中のRoskos and Maskiewicz, 「Degradable Controlled Relea
se Systems Useful for Protein Delivery」; Bartus et al., Science 281:1161, 1998;
 Putney and Burke, Nature Biotechnology 16:153, 1998; Putney, Curr. Opin. Chem. 
Biol. 2:548, 1998参照のこと。］ポリエチレングリコール（PEG）でコーティングされた
ナノスフェアも、治療的タンパク質の静脈内投与のための担体を提供し得る。（例えば、
Gref et al., Pharm. Biotechnol. 10:167, 1997参照のこと。）
【０２０３】
　その他の投与形は、例えば、Ansel and Popovich, Pharmaceutical Dosage Forms and 
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Drug Delivery Systems (Lea & Febiger, 5th ed. 1990); Gennaro (ed.), Remington's 
Pharmaceutical Sciences (Mack Publishing Company, 19th ed. 1995)およびRanade and
 Hollinger, Drug Delivery Systems (CRC Press 1996)によって示されるように、当業者
によって考案され得る。
【０２０４】
　本明細書に記載される医薬組成物はまた、併用療法との関連で使用してもよい。本明細
書において、用語「併用療法」とは、対象が、少なくとも１種の治療上有効な用量の抗ヒ
トＢ７Ｈ６モノクローナル抗体または抗体－薬物コンジュゲートを、疾患または障害を治
療するための第２の薬剤と組み合わせて投与されることを示す。抗Ｂ７Ｈ６抗体または抗
体－薬物コンジュゲートおよび第２の薬剤は、一緒に同時投与してもよく（例えば、両薬
剤を含む単一組成物として、または同じもしくは実質的に同じ部位に別個の組成物として
同時に）、あるいは、別個に投与してもよい（例えば、異なる時間で、および／または異
なる投与部位で）。
【０２０５】
　医薬組成物は、本明細書に記載される治療的ポリペプチドまたはポリヌクレオチドを含
む容器を含むキットとして供給されてもよい。治療的分子は、例えば、単回もしくは複数
回用量のための注射用溶液の形態で、または注射の前に再構成される滅菌散剤として提供
され得る。あるいは、このようなキットは、治療的ポリペプチドまたはポリヌクレオチド
を投与するためのドライパウダー分散器、液体エアゾール発生器または噴霧器を含み得る
。このようなキットは、医薬組成物の適応症および使用法に関する書面情報をさらに含み
得る。例えば、このような情報は、Ｂ７Ｈ６に対する既知過敏症の患者では抗Ｂ７Ｈ６組
成物は禁忌となるという記載を含み得る。
【０２０６】
　Ｃ．Ｂ７Ｈ６発現を検出する方法
　本明細書に記載される抗体はまた、診断的用途を含む、Ｂ７Ｈ６の発現を検出する方法
において用途がある。Ｂ７Ｈ６発現の検出は、複数の理由で重要であり得る。例えば、癌
検出において、細胞または組織中のＢ７Ｈ６発現を使用してもよい。検出は、癌のスクリ
ーニング、診断または予後の一部として使用され得る。この検出方法を使用して、対象か
ら得た生物学的試料中のＢ７Ｈ６発現のレベルを、癌の重篤度もしくはステージを調べる
ことまたは治療をモニタリングすることの一部として標準または参照と比較してもよい。
この検出方法は、１回行ってもよく、または治療の間、対象の進行をモニタリングするた
めのモニタリングなどの用途のために複数回使用して、癌が再発しているかどうかを示し
てもよい。
【０２０７】
　特定の実施形態では、Ｂ７Ｈ６の細胞性発現を検出する方法は、試験される生物学的試
料を、抗Ｂ７Ｈ６モノクローナル抗体と接触させることと、次いで、抗体の結合を検出す
ることとを含む。抗体の結合は、細胞上のＢ７Ｈ６の存在を示す。抗体およびＢ７Ｈ６は
、抗体－抗原複合体を形成し、複合体が形成する条件は、使用される生物学的試料および
方法に応じて変わり、決定は当業者によって容易に行われる。適した抗体として、ヒトＢ
７Ｈ６の細胞外ドメインとの結合について、（ｉ）クローン４Ｅ５．５（受託番号ＣＮＣ
Ｍ　Ｉ－４２４２）のハイブリドーマ；（ｉｉ）クローン９Ｇ９．２（受託番号ＣＮＣＭ
　Ｉ－４２４３）のハイブリドーマ；（ｉｉｉ）クローン１０Ｅ２．９（受託番号ＣＮＣ
Ｍ　Ｉ－４２４４）のハイブリドーマ；および（ｉｖ）クローン１７Ｂ１．３（受託番号
ＣＮＣＭ　Ｉ－４２４５）のハイブリドーマからなる群から選択されるハイブリドーマに
よって産生される抗体と競合する抗体が挙げられる。
【０２０８】
　生物学的試料は、試験される無傷のヒト細胞または細胞の膜画分を含み得る。例えば、
特許請求される方法を用いて試験される細胞は、Ｂ７Ｈ６を発現する疑いのある細胞およ
び対象において癌と関連している細胞、例えば、いくつか例を挙げると、結腸癌細胞、肝
臓癌細胞、子宮頸癌細胞、肺癌細胞、膵臓癌細胞、前立腺癌細胞、原血球性白血病細胞、



(57) JP 2013-513380 A 2013.4.22

10

20

30

40

50

Ｂ細胞リンパ腫細胞、単球性リンパ腫細胞、赤白血病細胞、バーキットリンパ腫細胞およ
び慢性骨髄性白血病細胞などを包含する。
【０２０９】
　Ｂ７Ｈ６発現細胞の存在を示すための抗体による結合の検出は、当技術分野で公知の任
意の方法による特異的結合についてのアッセイを含む。周知である多数の異なる結合アッ
セイ形式がある。例えば、結合アッセイ系は、ほんのいくつか例を挙げると、ウエスタン
ブロット、ラジオイムノアッセイ、ＥＬＩＳＡ、「サンドイッチ」イムノアッセイ、免疫
沈降アッセイ、沈降素アッセイ、ゲル拡散法沈降素アッセイ、免疫放射線測定法、蛍光イ
ムノアッセイ、プロテインＡイムノアッセイ、補体固定アッセイのような技術を使用する
直接的なものであっても、間接的なものであってもよい。このようなアッセイは、日常的
なものであり、当技術分野で周知である。検出を増強するために、抗体を、放射性同位元
素、蛍光標識、化学発光標識、酵素標識または生物発光標識などの検出可能な標識を用い
て標識する。標識を抗体にコンジュゲートする方法は、当技術分野で公知であり、任意の
適当な方法を使用してよい。
【０２１０】
　本発明は、Ｂ７Ｈ６を発現する癌の種類を有する疑いのある対象を診断する方法をさら
に提供する。この方法は、対象、一般に、ヒト（しかし、非ヒト霊長類、イヌ、ネコ、ブ
タなどといった別の哺乳類であってもよい）に、上記のものなどの検出可能な標識（labl
e）とコンジュゲートしている抗Ｂ７Ｈ６モノクローナル抗体を投与することを含む。適
した抗体として、ヒトＢ７Ｈ６の細胞外ドメイン（配列番号２のアミノ酸残基２５～２６
６）との結合について、（ｉ）クローン名称番号４Ｅ５．５のハイブリドーマ；（ｉｉ）
クローン名称番号９Ｇ９．２のハイブリドーマ；（ｉｉｉ）クローン名称番号１０Ｅ２．
９のハイブリドーマ；および（ｉｖ）クローン名称番号１７Ｂ１．３のハイブリドーマか
ら選択されるハイブリドーマによって産生される抗体と競合する抗体が挙げられる。いく
つかの実施形態では、抗体は、Ｂ７Ｈ６の細胞外ドメインとの結合について、上記の（ｉ
ｉ）～（ｉｉｉ）から選択されたハイブリドーマによって産生される抗体と競合する。特
定のバリエーションでは、抗体は、上記の（ｉ）～（ｉｖ）から選択されるか、または上
記の（ｉｉ）～（ｉｉｉ）から選択されるハイブリドーマによって産生される抗体に由来
するキメラまたはヒト化抗体である。抗体の投与後、対象内の抗体の分布を検出する。任
意の特定の標識の分布を検出する方法は、当業者に公知であり、任意の適当な方法を使用
してよい。いくつかの限定されない例として、コンピューター断層撮影法（ＣＴ）、ポジ
トロン断層撮影法（ＰＥＴ）、磁気共鳴画像法（ＭＲＩ）、蛍光、化学発光および超音波
検査が挙げられる。
【０２１１】
　以下の限定されない例によって、本発明をさらに例示する。
【実施例】
【０２１２】
［実施例１］
マウス抗ヒトＢ７Ｈ６モノクローナル抗体の製造および選択
Ａ．免疫化
　Ｂａｌｂ／ｃマウスを、以下のプロトコールに従って免疫誘導した：
【０２１３】
　Ｄ０：１００μｇの可溶性Ｂ７Ｈ６［Ｃ末端マウスＦｃ融合物を有するヒトＢ７Ｈ６の
細胞外ドメイン（ｈＢ７Ｈ６／ｍＦｃ２；配列番号３の残基２５～５００で示される成熟
形態）］のｉ．ｖ．注射
【０２１４】
　Ｄ１５：１００μｇの可溶性Ｂ７Ｈ６のｉ．ｖ．注射
【０２１５】
　Ｄ２５：１００μｇの可溶性Ｂ７Ｈ６を用いるブーストｉ．ｐ．
【０２１６】
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　３回目の免疫誘導の３日後に、脾臓を採取した。脾細胞を単離し、骨髄腫細胞と融合し
、４０枚の９６ウェルプレート中に播種した。３週間培養した後、３８４０種のハイブリ
ドーマの上清を、抗ヒトＢ７Ｈ６モノクローナル抗体の存在についてスクリーニングした
。
【０２１７】
Ｂ．ハイブリドーマの第１のスクリーニング
　抗ヒトＢ７Ｈ６モノクローナル抗体を産生するハイブリドーマを選択するために、Ｂ７
Ｈ１を発現するＰ８１５細胞およびＢ７Ｈ６を発現するＰ８１５細胞を、３８４０種のハ
イブリドーマの上清を用いて染色した。ハイブリドーマ上の染色は、Ｃｙ５がコンジュゲ
ートしている抗マウスＩｇを使用するＦＡＣＳ分析によって明らかにした。２種のＰ８１
５トランスフェクタントを区別するために、Ｐ８１５Ｂ７－Ｈ１細胞をまずＣＦＳＥを用
いて染色した。結果は、３８４０種のハイブリドーマ上清のうち１１４種が、Ｂ７Ｈ１を
発現するＰ８１５細胞に対するＢ７Ｈ６を発現するＰ８１５細胞の染色について陽性であ
ると示し、それによって、対応するハイブリドーマによる抗Ｂ７Ｈ６　ｍＡｂの産生が示
された。
【０２１８】
Ｃ．ハイブリドーマの第２のスクリーニング
　第２のスクリーニングを実施して、遮断抗体を選択した。これらのハイブリドーマを同
定するために、１１４種の上清の各々の、Ｐ８１５．Ｂ７Ｈ６細胞とのＮＫｐ３０Ｆｃ結
合を遮断する能力を評価した。選択されたハイブリドーマを並行して調べ、Ｐ８１５．Ｂ
７Ｈ６を染色することによってそれらが依然として抗Ｂ７Ｈ６　ｍＡｂを産生しているこ
とを確認した。さらに、Ｂ７Ｈ６を発現するＰ８１５細胞とのＮＫｐ３０結合の結合を阻
害するとこれまでにわかっている抗Ｂ７Ｈ６ポリクローナル抗体（ｐＡｂ）を、正の対照
として使用した。
【０２１９】
　結果は、Ｐ８１５．Ｂ７－Ｈ６細胞はＮＫｐ３０Ｆｃによって染色され、抗Ｂ７Ｈ６　
ｐＡｂは、１０μｇ／ｍｌでインキュベートした場合には染色を阻害することを示した。
１１４種の上清を、結果に従って４群に分けた：（１）ＮＫｐ３０Ｆｃ結合を遮断した抗
Ｂ７Ｈ６　ｍＡｂを産生するハイブリドーマ（１／１１４）；（２）ＮＫｐ３０Ｆｃ結合
を遮断しなかった抗Ｂ７Ｈ６　ｍＡｂを産生するハイブリドーマ（２７／１１４）；（３
）ＮＫｐ３０Ｆｃ結合を部分的に遮断した抗Ｂ７Ｈ６　ｍＡｂを産生するハイブリドーマ
（１／１１４）；（４）もはや抗Ｂ７Ｈ６　ｍＡｂを産生しなかったハイブリドーマ（８
５／１１４）。結論として、２９種のハイブリドーマが、抗Ｂ７Ｈ６　ｍＡｂを効率的に
産生し、そのうち２種のみが、ｍＡｂを遮断できた。抗Ｂ７Ｈ６　ｍＡｂを産生する２９
種のハイブリドーマをクローニングした。
【０２２０】
Ｄ．ハイブリドーマのクローニング
　２９種の選択されたハイブリドーマをクローニングした後、１１種のハイブリドーマは
増殖せず、５種のハイブリドーマは、陰性クローンをのみをもたらし、１３種が陽性クロ
ーンを生成した。フラスコ中で増幅した結果、依然として抗Ｂ７Ｈ６　ｍＡｂを産生する
、５種の異なるハイブリドーマに由来する９種のクローンのみが得られた。以下のクロー
ンを特性決定し、すべてがマウスＩｇＧ１と同定された：４Ｅ５．５、５Ｅ１．４、９Ｇ
９．２、１０Ｅ２．９および１７Ｂ１．３。
【０２２１】
　Ｂ７Ｈ６に対するモノクローナル抗体を発現するハイブリドーマを、ブタペスト条約の
下での最初の寄託物として、Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ　Ｎａｔｉｏｎａｌｅ　ｄｅ　Ｃｕｌ
ｔｕｒｅｓ　ｄｅ　Ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｅｓ（ＣＮＣＭ、Ｉｎｓｔｉｔｕｔ　Ｐ
ａｓｔｅｕｒ；Ｐａｒｉｓ、Ｆｒａｎｃｅ）特許寄託機関に寄託し、以下のＣＮＣＭ寄託
機関受託番号が与えられた：クローン４Ｅ５．５（受託番号ＣＮＣＭ　Ｉ－４２４２、２
００９年１１月１８日に寄託された）；クローン９Ｇ９．２（受託番号ＣＮＣＭ　Ｉ－４
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２４３、２００９年１１月１８日に寄託された）；クローン１０Ｅ２．９（受託番号ＣＮ
ＣＭ　Ｉ－４２４４、２００９年１１月１８日に寄託された）；およびクローン１７Ｂ１
．３（受託番号ＣＮＣＭ　Ｉ－４２４５、２００９年１１月１８日に寄託された）。
【０２２２】
［実施例２］
マウス抗ヒトＢ７Ｈ６モノクローナル抗体の特性決定
Ａ．腫瘍細胞株に対するマウス抗ヒトＢ７Ｈ６モノクローナル抗体の反応性
　抗ヒト－Ｂ６Ｈ７　ｍＡｂ（４Ｅ５．５、５Ｅ１．４、９Ｇ９．２、１０Ｅ２．９およ
び１７Ｂ１．３）の各々を、以下の腫瘍細胞株：ＨＥＫ－２９３、ＨｅＬａ　ＥＶ２、Ｋ
５６２およびＲａｊｉの染色について抗Ｂ７－Ｈ６ポリクローナル抗体に対して比較した
。Ｐ８１５．Ｂ７Ｈ６細胞およびＰ８１５．Ｂ７－Ｈ１細胞を、それぞれ、陽性対照およ
び陰性対照として使用した。５種のｍＡｂの各々は、腫瘍細胞株の各々での染色について
陽性であり、各ｍＡｂの染色強度プロフィールにおいて幾分かの変動があった。例えば、
１７Ｂ１．３は、ｐＡｂと同一強度でＰ８１５．Ｂ７－Ｈ６を染色したが、同一の有効性
でＲａｊｉ細胞は染色しなかった。また、１７Ｂ１．３を用いたＨＥＫ－２９３およびＨ
ｅＬａ　ＥＶ２細胞の染色は、ｐＡｂを用いた場合よりもわずかに低い強度であり、４Ｅ
５．５を用いたＫ５６２の染色は、ｐＡｂを用いた場合よりもわずかに少なかった。
【０２２３】
Ｃ．競合アッセイによるエピトープ分化
　４Ｅ５．５、５Ｅ１．４、９Ｇ９．２、１０Ｅ２．９および１７Ｂ１．３　ｍＡｂが、
異なるエピトープ標的とするかどうかを規定するために、ｍＡｂ間の競合アッセイを行っ
た。蛍光色素（Ａｌｅｘａ６４７、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ）と直接コンジュ
ゲートしている唯一のクローンは、９Ｇ９．２であった。したがって、その他の精製され
た抗Ｂ７Ｈ６　ｍＡｂとともにインキュベートした後、９Ｇ９．２－Ａｌｅｘａ６４７の
ＨＥＫ２９３細胞との結合の評価においてこの抗体を使用した。ＨＥＫ－２９３細胞をま
ず、３０μｇ／ｍｌの精製したｍＡｂとともにインキュベートし、次いで、１０μｇ／ｍ
ｌの９Ｇ９．２Ａｌｅｘａ６４７とともにインキュベートした。次いで、ＨＥＫ－２９３
の９Ｇ９．２－Ａｌｅｘａ６４７での染色を、ＦＡＣＳ（登録商標）（ＢＤ　Ｓｃｉｅｎ
ｃｅｓ，Ｉｎｃ．、Ｆｒａｎｋｌｉｎ　Ｌａｋｅｓ、ＮＪ）によって評価した。この分析
の結果は、ＨＥＫ－２９３細胞をｍＡｂ１０Ｅ２．９、４Ｅ５．５または９Ｇ９．２とと
もにプレインキュベーションすることで、９Ｇ９．２－Ａｌｅｘａ６４７での染色の強度
が実質的に減少したことを示した。１０Ｅ２．９、４Ｅ５．５または９Ｇ９．２とともに
プレインキュベーションすることで、９Ｇ９．２－Ａｌｅｘａ６４７での染色強度が実質
的に減少したが、５Ｅ１．４とともにプレインキュベーションすることは、染色強度がわ
ずかしか減少しなかった。１７Ｂ１．３とともにプレインキュベーションすることでは、
９Ｇ９．２－Ａｌｅｘａ６４７染色に対して有意な効果はなかった。これらの結果は、１
０Ｅ２．９、４Ｅ５．５および９Ｇ９．２が、重複する（実質的に同一または同様ではな
い場合には）エピトープを標的とすることを示す。対照的に、１７Ｂ１．３および９Ｇ９
．２（および恐らくは、５Ｅ１．４および９Ｇ９．２）は重複していないエピトープを認
識した。
【０２２４】
Ｄ．マウス抗ヒトＢ７Ｈ６モノクローナル抗体は、ＮＫｐ３０Ｆｃ結合を部分的に遮断す
る
　ＮＫｐ３０Ｆｃ結合を幾分か遮断するｍＡｂを同定するために、競合アッセイを実施し
た。ＮＫｐ３０Ｆｃは、Ｃ末端Ｆｃ融合物を有するヒトＮＫｐ３０の細胞外ドメインから
なるヒトＮＫｐ３０の可溶性形態である。Ｂ７Ｈ６ポリクローナル抗体、ｍＩｇＧ１、対
照ならびに精製した４Ｅ５．５、５Ｅ１．４、９Ｇ９．２、１０Ｅ２．９および１７Ｂ１
．３抗Ｂ７－Ｈ６ｍＡｂとともにインキュベートした後の、ＮＫｐ３０ＦｃのＨＥＫ２９
３細胞との結合を評価した。ＨＥＫ－２９３細胞をまず、洗浄した３０μｇ／ｍｌの精製
したｍＡｂとともにインキュベートし、次いで、予備形成された複合体ＮＫｐ３０Ｆｃ（
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５μｇ／ｍｌ）／ＰＥがコンジュゲートしている抗ｈｕＩｇ（５μｇ／ｍｌ、Ｊａｃｋｓ
ｏｎ　ＩｍｍｕｎｏＲｅｓｅａｒｃｈ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ、Ｗｅｓｔ　Ｇｒｏｖ
ｅ、ＰＡ）とともにインキュベートした。蛍光染色を、ＦｌｏｗＪｏソフトウェア（Ｔｒ
ｅｅ　Ｓｔａｒ，Ｉｎｃ．　Ａｓｈｌａｎｄ、ＯＲ）を使用してＢＤ　ＦＡＣＳＣａｌｉ
ｂｕｒ（商標）（ＢＤ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ　Ｉｎｃ．）で分析した。結果は、４Ｅ５．５
および１７Ｂ１．３が、ＮＫｐ３０Ｆｃ結合を部分的に遮断することを示した。
【０２２５】
Ｅ．マウス抗ヒトＢ７Ｈ６モノクローナル抗体は、ＤＯＭＳＰ３０活性化を部分的に遮断
する
　１７Ｂ１．３および４Ｅ５．５が、ｍＡｂを遮断していたことを確認するために、リポ
ーター細胞ＤＯＭＳＰ３０を用いる機能的アッセイを実施した。ＤＯＭＳＰ３０細胞をリ
ポーター細胞系として使用して、Ｂ７Ｈ６が、ＮＫｐ３０によって直接的にシグナル伝達
を誘導できたかどうかを評価した。（ＤＯＭＳＰ３０細胞については、Schleinitz et al
. Arthritis Rheum. 58:32156-3223, 2008参照のこと）。ＤＯＭＳＰ３０の活性化は、刺
激の２４時間後のＩＬ－２産生によってか、刺激の４時間後のＣＤ６９アップレギュレー
ションのいずれかによって検出され得る。ＤＯＭＳＰ３０細胞を、抗ＮＫｐ３０、抗ＮＫ
ｐ４６、抗Ｂ７Ｈ６ポリクローナル抗体、マウスＩｇＧ１または抗ヒトＢ７Ｈ６モノクロ
ーナル抗体４Ｅ５．５、５Ｅ１．４、９Ｇ９．２、１０Ｅ２．９および１７Ｂ１．３（１
０μｇ／ｍｌの）のうちの１種の存在下または不在下で、ＨｅＬａ　ＥＶ２またはＨｅＬ
ａ　ＰＦ細胞株のいずれかとともに共培養した。４時間共培養した後、ＣＤ６９＋ＤＯＭ
ＳＰ３０細胞の数（パーセント）を測定した。
【０２２６】
　結果は、抗ＮＫｐ３０がＤＯＭＳＰ３０活性化を完全に遮断することならびに４Ｅ５．
５および１７Ｂ１．３が、ＤＯＭＳＰ３０活性化を部分的に阻害することを示した。手短
には、抗体共培養を行った、以下のＣＤ６９＋パーセンテージ：抗ＮＫＰ３０を用いて１
０％未満；抗Ｂ７Ｈ６　ｐＡｂを用いて約２０％；ならびにｍＡｂ　４Ｅ５．５および１
７Ｂ１．３の各々を用いて約４５％と比較して、抗体の不在下で、ＤＯＭＳＰ３０細胞の
約７５％はＣＤ６９＋であった。対照的に、抗ＮＫｐ４６ならびにｍＡｂ　９Ｇ９．２、
１０Ｅ２．９および５Ｅ１．４の各々は、ＤＯＭＳＰ３０活性化に対して効果を示さなか
った。
【０２２７】
Ｆ．マウス抗ヒトＢ７Ｈ６モノクローナル抗体１７Ｂ１．３は、ブロッティング抗体であ
る
　抗Ｂ７Ｈ６　ｍＡｂのブロッティング抗体として作用する能力を、３種の異なる細胞株
：Ｂ７Ｈ６を発現しないＫＨＹＧ－１ならびに各々Ｂ７Ｈ６を発現するＰ８１５．Ｂ７－
Ｈ６およびＨＥＫ２９３から得たタンパク質抽出物を用いる免疫ブロット法実験を実施す
ることによって試験した。抗Ｂ７Ｈ６　ｐＡｂを、陽性対照として使用した。細胞を回収
し、冷ＰＢＳ　１×で洗浄し、２０．１０６個細胞ｍＬ－１の濃度で溶解バッファー（１
０ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ　ｐＨ７．６；１５０ｍＭ　ＮａＣｌ；１％　Ｔｒｉｔｏｎ　
Ｘ；１×プロテアーゼ阻害剤（Ｒｏｃｈｅ　Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｓｃｉｅｎｃｅ、Ｉｎｄｉ
ａｎａｐｏｌｉｓ、ＩＮ）に懸濁し、氷上で３０分間静置した。次いで、溶解物を１３２
００ｒｐｍ、４℃で、１０分間遠心分離した。上清を回収し、タンパク質濃度をＰｉｅｒ
ｃｅ製のＢＣＡキットを用いて測定し、１．５ｍｇ／ｍｌに調整した。３０μＬの各細胞
溶解物を、１０μＬの４×ローディングバッファーと混合し、９５℃で１０分間加熱した
。次いで、それらをプレキャストゲル（Ｔｈｅｒｍｏ　ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ製の、２～
２０％の正確なタンパク質ゲル）にロードし、１１０Ｖで流す。電気泳動した後、ｉＢｌ
ｏｔ　Ｇｅｌ　Ｔｒａｎｓｆｅｒ　Ｓｔａｃｋ　Ｎｉｔｒｏｃｅｌｌｕｌｏｓｅ，　Ｒｅ
ｇｕｌａｒ　ｋｉｔ　（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ、Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ、ＣＡ）を使用して
メンブレン上にサンプルをトランスファーした。メンブレンを１×　ＴＢＳＴ（１００ｍ
Ｍ　Ｔｒｉｓ　ＨＣｌ　ｐＨ＝７．５＋０，９　％　ＨＣｌ＋０，０５％　Ｔｗｅｅｎ）
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＋５％ミルク中、室温で１時間飽和させ、次いで、１Ｘ　ＴＢＳＴ＋５％ミルク中、２μ
ｇ．ｍＬ－１の各抗Ｂ７Ｈ６　ｍＡｂとともに４℃で一晩インキュベートした。メンブレ
ンを、１×　ＴＢＳＴ中で１０分間、２回洗浄し、１×　ＴＢＳＴ＋５％ミルクで希釈さ
れた、西洋ワサビペルオキシダーゼにカップリングされたヒツジ抗マウスＩｇＧ抗体とと
もに室温で１時間インキュゲートした。次いで、メンブレンをＴＢＳＴ中で２０分間、４
回洗浄し、これによってＥＣＬキットを用いて明らかにした（ＧＥ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒ
ｅ、Ｐｉｓｃａｔａｗａｙ、ＮＪ）。
【０２２８】
　５種のｍＡｂの中でも、ｍＡｂ　１０Ｅ２．９（１０μｇ／ｍｌ）のみが、試験された
条件下で免疫ブロット法ｍＡｂとして実施できた。これらの結果は、ｍＡｂ　４Ｅ５．５
、５Ｅ１．４、９Ｇ９．２および１７Ｂ１．３のＢ７Ｈ６エピトープは、直線ではない可
能性があり、代わりにＢ７Ｈ６ポリペプチドの不連続領域を含む可能性が高いことを示唆
する。
【０２２９】
Ｇ．５種の抗ヒトＢ７Ｈ６モノクローナル抗体のうち３種が、免疫沈降にとって効率的で
ある
　４Ｅ５．５、５Ｅ１．４、９Ｇ９．２、１０Ｅ２．９および１７Ｂ１．３が、免疫沈降
にとって効率的であるかどうかを評価するために、Ｐ８１５．Ｂ７－Ｈ６タンパク質抽出
物を調製し、種々のｍＡｂを用いて免疫沈降を実施した。免疫沈降物をＳＤＳゲルで流し
、抗Ｂ７Ｈ６ポリクローナル抗体およびＨＲＰがコンジュゲートしている抗マウスＩｇを
使用してＢ７Ｈ６の存在を観察した。結果は、４Ｅ５．５、９Ｇ９．２および１０Ｅ２．
９は、Ｐ８１５．Ｂ７－Ｈ６タンパク質抽出物からＢ７Ｈ６を免疫沈降させるのに対し、
５Ｅ１．４および１７Ｂ１．３は免疫沈降させないことを示した。
【０２３０】
［実施例３］
腫瘍成長に対する抗Ｂ７Ｈ６抗体または抗体－薬物コンジュゲートの有効性を評価するた
めのＢｘＰＣ３膵臓癌腫モデル
　抗ヒトＢ７Ｈ６モノクローナル抗体または抗ヒトＢ７Ｈ６モノクローナル抗体－薬物コ
ンジュゲートが、マウスにおいて腫瘍成長に対して活性を有するかどうかを試験するため
に、０日目に、マウスの群にＢｘＰＣ３膵臓腫瘍をｓ．ｃ注射する。１５０～２００ｍｍ
３に腫瘍が増殖すると、次いで、マウスの群（ｎ＝１０／ｇｐ）マウスに、１ｍｇ／Ｋｇ
～３０ｍｇ／Ｋｇの対照試薬、抗Ｂ７Ｈ６抗体または抗Ｂ７Ｈ６抗体－薬物コンジュゲー
ト１Ｘ～３Ｘ／１週間を３週間注射する。腫瘍容量は、３Ｘ／１週間で５週間モニタリン
グする。対照試薬を注射されたマウスと比較して、抗Ｂ７Ｈ６抗体または抗体－薬物コン
ジュゲートを注射されたマウスにおける有意に小さい腫瘍は、腫瘍成長の阻害にとっての
アンタゴニストの有効性を示す。
【０２３１】
　研究設計：０日目に、８～１０週齢の雌のＣ．Ｂ－１７ＳＣＩＤマウス（Ｃｈａｒｌｅ
ｓ　Ｒｉｖｅｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ）に、２×１０６個ＢｘＰＣ－３細胞を用い
て右脇腹にｓ．ｃ．注射する。１５０～２００ｍｍ３の腫瘍の大きさで出発し、１ｍｇ／
Ｋｇ～３０ｍｇ／Ｋｇの対照試薬、抗Ｂ７Ｈ６抗体または抗Ｂ７Ｈ６抗体－薬物コンジュ
ゲート１Ｘ～３Ｘ／週を用いて、マウスの群（ｎ＝１０／群）に３週間ｉ．ｐ．注射する
。腫瘍成長を、ノギス測定を使用して、３Ｘ／週で５週間モニタリングする。腫瘍容量を
、式１／２＊（Ｂ）２＊Ｌ（ｍｍ３）を使用して算出する。
【０２３２】
［実施例４］
抗ヒトＢ７Ｈ６モノクローナル抗体または抗体－薬物コンジュゲートを使用する、インビ
ボでのヒト肝細胞癌細胞成長の阻害
　インビボでのヒト肝細胞癌細胞に対する抗ヒトＢ７Ｈ６モノクローナル抗体または抗体
－薬物コンジュゲートの抗腫瘍活性を評価するために、０日目に、ＢＡＬＢ／ｃヌードマ
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ウスの群に、ＨｕＨ７またはＣ３Ａ肝細胞癌細胞のいずれかを注射する。５～３３日目に
、腫瘍を保有するマウスの群（ｎ＝１０／群）に、５～７５μｇの抗ヒトＢ７Ｈ６モノク
ローナル抗体または抗体－薬物コンジュゲートを、１日おきの（ＥＯＤ）ｉ．ｐまたは腫
瘍周囲の注射によって与える。腫瘍容量を、３Ｘ／週で６週間モニタリングする。抗ヒト
Ｂ７Ｈ６モノクローナル抗体または抗体－薬物コンジュゲートによる腫瘍成長の阻害は、
それぞれのタンパク質が、インビボでヒト肝細胞（heptocellular）癌腫に対して阻害効
果を有することを示す。
【０２３３】
　研究設計：０日目に、８週齢の雌のＢＡＬＢ／ｃヌードマウス（Ｃｈａｒｌｅｓ　Ｒｉ
ｖｅｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ）に、６×１０６個ＨｕＨ７またはＣ３Ａ細胞を用い
て右脇腹にｓ．ｃ．注射する。５～３３日目に、５μｇ～７５μｇの抗ヒトＢ７Ｈ６モノ
クローナル抗体または抗体－薬物コンジュゲートを用いて、マウスの群（ｎ＝１０／群）
にｉ．ｐ．または腫瘍周囲に注射する。注射は２００μｌの総容量で与える。腫瘍成長を
、ノギス測定を使用して、３Ｘ／週で６週間モニタリングする。腫瘍容量を、式１／２＊
（Ｂ）２＊Ｌ（ｍｍ３）を使用して算出した。
【０２３４】
［実施例５］
抗ヒトＢ７Ｈ６モノクローナル抗体または抗体－薬物コンジュゲートを使用する、インビ
ボでのヒト前立腺癌腫細胞成長の阻害
　インビボでのヒト前立腺癌腫細胞に対する抗ヒトＢ７Ｈ６モノクローナル抗体または抗
体－薬物コンジュゲートの抗腫瘍活性を評価するために、０日目に、ＢＡＬＢ／ｃヌード
マウスの群に、ＰＣ－３またはＤＵ－１４５前立腺癌腫細胞のいずれかを注射する。５～
３３日目に、腫瘍を保有するマウスの群（ｎ＝１０／群）に、５～７５μｇの抗ヒトＢ７
Ｈ６モノクローナル抗体または抗体－薬物コンジュゲートを、１日おきの（ＥＯＤ）ｉ．
ｐ．または腫瘍周囲の注射によって与える。腫瘍容量を、３Ｘ／週で６週間モニタリング
する。抗ヒトＢ７Ｈ６モノクローナル抗体または抗体－薬物コンジュゲートによる腫瘍成
長（容量または重量）の阻害は、それぞれのタンパク質が、インビボでヒト前立腺癌腫に
対して阻害効果を有することを示す。
【０２３５】
　研究設計：０日目に、８週齢の雌のＢＡＬＢ／ｃヌードマウス（Ｃｈａｒｌｅｓ　Ｒｉ
ｖｅｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ）に、１０×１０６個のＰＣ－３または６×１０６個
のＤＵ－１４５細胞を用いて右脇腹に、または前立腺葉において同所性にｓ．ｃ．注射す
る。５～３３日目に、５～７５μｇの抗ヒトＢ７Ｈ６モノクローナル抗体または抗体－薬
物コンジュゲートを用いて、マウスの群（ｎ＝１０／群）にｉ．ｐ．または腫瘍周囲に注
射する（ｓ．ｃモデルのみ）。注射は２００μｌの総容量で与える。ｓ．ｃ．腫瘍につい
ては、腫瘍成長をノギス測定を使用して、３Ｘ／週で６週間モニタリングする。腫瘍容量
を、式１／２＊（Ｂ）２＊Ｌ（ｍｍ３）を使用して算出する。同所性腫瘍については、マ
ウスを研究の最後に屠殺し、腫瘍を秤量して、腫瘍量評価を可能にする。
【０２３６】
［実施例６］
抗ヒトＢ７Ｈ６モノクローナル抗体または抗体－薬物コンジュゲートを使用する、インビ
ボでのヒト結腸癌腫細胞の阻害
　インビボでのヒト結腸癌腫細胞に対する抗ヒトＢ７Ｈ６モノクローナル抗体または抗体
－薬物コンジュゲートの抗腫瘍活性を評価するために、０日目に、ＢＡＬＢ／ｃヌードマ
ウスの群に、ＤＬＤ－１またはＨＣＴ－１１６結腸癌腫細胞のいずれかを注射する。５～
３３日目に、腫瘍を保有するマウスの群（ｎ＝１０／群）に、５～７５μｇの抗ヒトＢ７
Ｈ６モノクローナル抗体または抗体－薬物コンジュゲートを、１日おきの（ＥＯＤ）ｉ．
ｐまたは腫瘍周囲の注射によって与える。腫瘍容量を、３Ｘ／週で６週間モニタリングす
る。抗ヒトＢ７Ｈ６モノクローナル抗体または抗体－薬物コンジュゲートによる腫瘍成長
（容量または重量）の阻害は、それぞれのタンパク質が、インビボでヒト結腸癌腫に対し
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て阻害効果を有することを示唆する。
【０２３７】
　研究設計：０日目に、８週齢の雌のＢＡＬＢ／ｃヌードマウス（Ｃｈａｒｌｅｓ　Ｒｉ
ｖｅｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ）に、６×１０６個のＤＬＤ－１またはＨＣＴ－１１
６細胞を用いて、右脇腹に、または結腸壁において同所性にｓ．ｃ．注射する。５～３３
日目に、５～７５μｇの抗ヒトＢ７Ｈ６モノクローナル抗体または抗体－薬物コンジュゲ
ートを用いて、マウスの群（ｎ＝１０／群）にｉ．ｐ．または腫瘍周囲に注射する（ｓ．
ｃモデルのみ）。注射は２００μｌの総容量で与える。ｓ．ｃ腫瘍については、腫瘍成長
をノギス測定を使用して、３Ｘ／週で６週間モニタリングする。腫瘍容量を、式１／２＊
（Ｂ）２＊Ｌ（ｍｍ３）を使用して算出する。同所性腫瘍については、マウスを研究の最
後に屠殺し、腫瘍を秤量して、腫瘍量評価を可能にする。
【０２３８】
［実施例７］
抗ヒトＢ７Ｈ６モノクローナル抗体または抗体－薬物コンジュゲートを使用する、インビ
ボでのヒト膵臓癌腫細胞の阻害
　インビボでのヒト膵臓癌腫細胞に対する抗ヒトＢ７Ｈ６モノクローナル抗体または抗体
－薬物コンジュゲートの抗腫瘍活性を評価するために、０日目に、ＢＡＬＢ／ｃヌードマ
ウスの群に、ＢｘＰＣ－３またはＨＰＡＦ－ＩＩ膵臓癌腫細胞のいずれかを注射する。５
～３３日目に、腫瘍を保有するマウスの群（ｎ＝１０／群）に、５～７５μｇの抗ヒトＢ
７Ｈ６モノクローナル抗体または抗体－薬物コンジュゲートを、１日おきの（ＥＯＤ）ｉ
．ｐまたは腫瘍周囲の注射によって与える。腫瘍容量を、３Ｘ／週で６週間モニタリング
する。抗ヒトＢ７Ｈ６モノクローナル抗体または抗体－薬物コンジュゲートによる腫瘍成
長（容量または重量）の阻害は、それぞれのタンパク質が、インビボでヒト膵臓癌腫に対
して阻害効果を有することを示唆する。
【０２３９】
　研究設計：０日目に、８週齢の雌のＢＡＬＢ／ｃヌードマウス（Ｃｈａｒｌｅｓ　Ｒｉ
ｖｅｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ）に、６×１０６個のＢｘＰＣ－３またはＨＰＡＦ－
ＩＩ細胞を用いて、右脇腹に、または膵臓葉において同所性にｓ．ｃ．注射する。５～３
３日目に、５～７５μｇの抗ヒトＢ７Ｈ６モノクローナル抗体または抗体－薬物コンジュ
ゲートを用いて、マウスの群（ｎ＝１０／群）にｉ．ｐ．または腫瘍周囲に注射する（ｓ
．ｃモデルのみ）。注射は２００μｌの総容量で与える。ｓ．ｃ腫瘍については、腫瘍成
長をノギス測定を使用して、３Ｘ／週で６週間モニタリングする。腫瘍容量を、式１／２
＊（Ｂ）２＊Ｌ（ｍｍ３）を使用して算出した。同所性腫瘍については、マウスを研究の
最後に屠殺し、腫瘍を秤量して、腫瘍量評価を可能にする。
【０２４０】
［実施例８］
抗ヒトＢ７Ｈ６モノクローナル抗体または抗体－薬物コンジュゲートを使用する、インビ
ボでのＢ細胞リンパ腫の阻害
　ヒトＢリンパ腫細胞株を、増殖培地に継代することによってインビトロで維持する。細
胞をＰＢＳで十分に洗浄して、培養構成要素を除去する。
【０２４１】
　ＳＣＩＤマウスに、（通常）１×１０６個のヒトリンパ腫細胞を用い、１００マイクロ
リットル容量で尾静脈を介して注射する。注射される最適細胞数は、所望の動態学と一致
して腫瘍の受け取りをもたらすようパイロット研究において経験的に決定する。抗ヒトＢ
７Ｈ６モノクローナル抗体または抗体－薬物コンジュゲート治療を、ＡＬＺＥＴ（登録商
標）浸透圧ミニポンプ（ＡＬＺＥＴ、Ｃｕｐｅｒｔｉｎｏ、ＣＡ）の皮下移植または抗ヒ
トＢ７Ｈ６モノクローナル抗体もしくは抗体－薬物コンジュゲートもしくは媒体の毎日の
ｉ．ｐ．注射のいずれかによって翌日始める。マウスを、生存およびかなりの罹患につい
てモニタリングする。その初期体重の２０％超を失っているマウスならびに後肢麻痺など
の相当な罹患を示すマウスを屠殺する。使用されるリンパ腫細胞株に応じて、未処理マウ
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スは、通常、３～６週で死亡する。ＩｇＧまたはＩｇＭを分泌するＢ細胞リンパ腫につい
ては、毎週血液採取することおよびＥＬＩＳＡによって血清ヒト免疫グロブリンレベルを
測定することによって、疾患進行もモニタリングできる。
【０２４２】
抗ヒトＢ７Ｈ６モノクローナル抗体または抗体－薬物コンジュゲート用量反応／ＩＭ－９
モデル
　マウスに、１×１０６個のＩＭ－９細胞を注射し、翌日、２８日浸透圧ミニポンプを移
植する。ポンプに、以下の濃度：１日あたり０、０．１２、１．２または１２マイクログ
ラムの抗ヒトＢ７Ｈ６モノクローナル抗体または抗体－薬物コンジュゲートを送達するよ
う充填し、用量群あたり８匹のマウスを用いる。増大した用量の抗体または抗体－薬物コ
ンジュゲートを用いると腫瘍細胞株からのマウスの保護が増大することは、抗ヒトＢ７Ｈ
６モノクローナル抗体または抗体－薬物コンジュゲートの効果が、用量依存的であること
を示す。実験の最後で生存するマウスは、疾患の徴候およびその血清中に検出可能なヒト
ＩｇＧを有さない。
【０２４３】
　これらのデータは、ＳＣＩＤマウスリンパ腫モデルにおける抗ヒトＢ７Ｈ６モノクロー
ナル抗体または抗体－薬物コンジュゲートの有効性が、インビボでリンパ腫細胞株の成長
を阻害する能力と相関性があることを実証する。
【０２４４】
［実施例９］
抗ヒトＢ７Ｈ６モノクローナル抗体または抗体－薬物コンジュゲートを使用する、インビ
ボでのＢ細胞由来腫瘍の阻害
　ミニ浸透圧ポンプを介した一定注入による抗ヒトＢ７Ｈ６モノクローナル抗体または抗
体－薬物コンジュゲートの投与は、ポンプ中に含有される抗ヒトＢ７Ｈ６モノクローナル
抗体または抗体－薬物コンジュゲートの濃度に比例して定常状態血清濃度をもたらす。２
ｍｇ／ｍｌまたは０．２ｍｇ／ｍｌの濃度のリン酸緩衝生理食塩水（ｐＨ６．０）中に含
有される抗ヒトＢ７Ｈ６モノクローナル抗体または抗体－薬物コンジュゲート０．２２ｍ
ｌを、Ａｌｚｅｔミニ浸透圧ポンプ（モデル２００４；Ａｌｚａ　ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏ
ｎ　Ｐａｌｏ　Ａｌｔｏ、ＣＡ）に滅菌条件下で充填する。ポンプは、背部皮膚の１ｃｍ
の切開部を通して、マウスに皮下移植し、無菌創縫合で皮膚を閉じる。これらのポンプは
、２８日間にわたって、その内容物を１時間あたり０．２５μｌの速度で送達するよう設
計されている。この投与方法は、腫瘍細胞を注射されたマウスにおいて生存の大幅な増大
をもたらす（下記）。
【０２４５】
　インビボでのＢ細胞由来腫瘍に対する抗ヒトＢ７Ｈ６モノクローナル抗体または抗体薬
物コンジュゲートの効果
　抗ヒトＢ７Ｈ６モノクローナル抗体または抗体－薬物コンジュゲートの効果を、本明細
書に記載されるマウス腫瘍異種移植片モデルを使用してインビボで試験する。試験される
異種移植片モデルは、ヒトリンパ芽球様細胞株ＩＭ－９である。Ｃ．Ｂ－１７ＳＣＩＤマ
ウス（雌Ｃ．Ｂ－１７／ＩｃｒＨｓｄ－ｓｃｉｄ；Ｈａｒｌａｎ、Ｉｎｄｉａｎａｐｏｌ
ｉｓ、Ｉｎｄｉａｎａ）を４群に分ける。０日目に、ＩＭ－９細胞を培養物から採取し、
すべてのマウスに、尾静脈を介して静脈内に注射する（マウスあたり、約１，０００，０
００個細胞）。１日目に、試験物または対照物を含有するミニ浸透圧ポンプを、マウスに
皮下移植する。群１～３のマウス（群あたりｎ＝９）には、抗ヒトＢ７Ｈ６モノクローナ
ル抗体または抗体－薬物コンジュゲートを送達する：群１は、２．０ｍｇ／ｍＬの抗ヒト
Ｂ７Ｈ６モノクローナル抗体または抗体－薬物コンジュゲートを含有し、１日あたり１２
μｇを送達し；群２は、０．２０ｍｇ／ｍＬを含有し、１日あたり１．２μｇを送達し；
群３は、０．０２ｍｇ／ｍＬを含有し、１日あたり０．１２μｇを送達する。群４のマウ
ス（ｎ＝９）は対照であり、媒体（ＰＢＳ　ｐＨ６．０）で処理する。
【０２４６】
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　媒体で処理されたマウスと比較して、治療群（例えば、１２μｇ／日または１．２μｇ
／日のいずれか）の生存の増大は、抗ヒトＢ７Ｈ６モノクローナル抗体または抗体－薬物
コンジュゲートが、インビボでＢ細胞腫瘍細胞の効果を低減することを示す。
【０２４７】
　上記から、例示目的で、本明細書に本発明の特定の実施形態が記載されているが、本発
明の趣旨および範囲を逸脱することなく、種々の改変を行ってもよいことが理解されよう
。したがって、本発明は、添付の特許請求の範囲を除き、制限されない。本明細書に引用
されるすべての刊行物、特許および特許出願は、あらゆる目的のために、出展明示により
その全文が本明細書に組み込まれる。
【配列表】
2013513380000001.app
【手続補正書】
【提出日】平成24年8月13日(2012.8.13)
【手続補正１】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】配列表
【補正方法】変更
【補正の内容】
【配列表】
2013513380000001.app
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