
JP 2019-513836 A 2019.5.30

10

(57)【要約】
　記載した本発明は、ヒトチロシンキナーゼ受容体ＦＬ
Ｔ３／ＦＬＫ２受容体タンパク質およびＴ細胞上に発現
するＣＤ３受容体タンパク質に結合する二重特異性抗体
を含有する組成物、ならびに患者の造血幹細胞／造血前
駆細胞（ＨＳＣ／ＨＰ）を除去するための医薬の調製に
おける二重特異性抗体を含有する組成物の使用を提供す
る。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　造血細胞移植のためにそれを必要とする患者を前処置またはコンディショニングする方
法であって、
　ヒトＦＬＴ３とヒトＣＤ３の両方に結合する組換え単鎖二重特異性抗体を用意するステ
ップ、および
　二重特異性抗体を含む治療量の医薬組成物を患者に投与するステップ
を含み、
　治療量が、
　ＣＤ４５、ＣＤ３、ＦＬＴ３、ＣＤ１９、ＣＤ３３の１つまたは複数を発現する細胞集
団の末梢血レベルを少なくとも９０％低減する、および
　患者を前処置またはコンディショニングするプロトコールの毒性を低減する
のに有効である、方法。
【請求項２】
　ＦＬＴ３を結合する二重特異性抗体の抗原結合部分の重鎖のアミノ酸配列が配列番号１
であり、ＦＬＴ３を結合する二重特異性抗体の抗原結合部分の軽鎖のアミノ酸配列が配列
番号２である、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　二重特異性抗体が、ヒトＣＤ３のサブユニットと反応するモノクローナル抗体を含む、
請求項１に記載の方法。
【請求項４】
　二重特異性抗体またはその抗原結合部分が、免疫グロブリンＧ（ＩｇＧ）、ＩｇＭ、Ｉ
ｇＥ、ＩｇＡ、およびＩｇＤアイソタイプからなる群から選択されるアイソタイプを含む
、請求項１に記載の方法。
【請求項５】
　前記有効量が、０．０１ｍｇ／ｋｇ～１０ｍｇ／ｋｇ、より良くは０．０５ｍｇ／ｋｇ
～２ｍｇ／ｋｇ、より良くは０．１ｍｇ／ｋｇ～０．５ｍｇ／ｋｇ、より良くは０．１ｍ
ｇ／ｋｇ～０．３ｍｇ／ｋｇ、より良くは０．１ｍｇ／ｋｇを含む、請求項１に記載の方
法。
【請求項６】
　それを必要とする患者が、急性骨髄性白血病（ＡＭＬ）、急性リンパ性白血病（ＡＬＬ
）、慢性骨髄性白血病（ＣＬＬ）、ＣＭＬ、末梢Ｔ細胞リンパ腫、濾胞性リンパ腫、びま
ん性大細胞型Ｂ細胞リンパ腫、ホジキンリンパ腫、非ホジキンリンパ腫、神経芽細胞種、
非悪性の遺伝性および後天性骨髄障害、多発性骨髄腫、またはＳＣＩＤを患っている、請
求項１に記載の方法。
【請求項７】
　非悪性の遺伝性および後天性骨髄障害が、鎌状赤血球貧血、ベータサラセミアメジャー
、難治性Ｄｉａｍｏｎｄ－Ｂｌａｃｋｆａｎ貧血、骨髄異形成症候群、特発性重症再生不
良性貧血、発作性夜間ヘモグロビン尿症、赤芽球癆、ファンコニ貧血、無巨核球性および
先天性血小板減少症から選択される、請求項１に記載の方法。
【請求項８】
　組成物が抗腫瘍剤をさらに含む、請求項１に記載の方法。
【請求項９】
　二重特異性抗体がヒト化抗体である、請求項１に記載の方法。
【請求項１０】
　ヒトＦＬＴ３とヒトＣＤ３の両方に結合する組換え単鎖二重特異性抗体を調製する方法
であって、Ｆｌｔ３モノクローナル抗体のＦａｂ抗原結合断片のＣ末端をＩｇＧ１のＣＨ
２ドメインに接続するステップ、およびヒトＣＤ３のサブユニットと反応するモノクロー
ナル抗体（ＵＣＨＴ１）の単鎖可変断片（ＳｃＦｖ）をＩｇＧ１のＣＨ２ドメインに接続
するステップを含む方法。
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【請求項１１】
　ヒトＦＬＴ３とヒトＣＤ３の両方に結合する組換え単鎖二重特異性抗体であって、Ｉｇ
Ｇ１のＣＨ２ドメインに接続されている、Ｆｌｔ３モノクローナル抗体のＦａｂ抗原結合
断片のＣ末端、およびＩｇＧ１のＣＨ２ドメインに接続されている、ヒトＣＤ３のサブユ
ニットと反応するモノクローナル抗体（ＵＣＨＴ１）の単鎖可変断片（ＳｃＦｖ）を含む
組換え単鎖二重特異性抗体。
【請求項１２】
　Ｆａｂ抗原結合断片の重鎖結合ドメインのアミノ酸配列が配列番号１（Ｈ３１１３）で
あり、Ｆａｂ抗原結合断片の軽鎖結合ドメインのアミノ酸配列が配列番号２（Ｌ３１３３
）である、請求項１１に記載の組換え単鎖二重特異性抗体。
【請求項１３】
　ヒトＦＬＴ３／ＦＬＫ２受容体タンパク質に結合する抗体またはその断片の抗原結合部
分の軽鎖のアミノ酸配列が配列番号５であり、ヒトＦＬＴ３／ＦＬＫ２受容体タンパク質
に結合する抗体またはその断片の抗原結合部分の重鎖のアミノ酸配列が配列番号７である
、モノクローナル抗体またはその抗原結合断片。
【請求項１４】
　抗体またはその抗原結合断片の有効濃度の最大半量（ＥＣ50）が、１ｎｇ／ｍＬ（６．
２５ｐＭ）から２，０００ｎｇ／ｍＬ（１２．５ｎＭ）の間である、請求項１３に記載の
モノクローナル抗体またはその抗原結合断片。
【請求項１５】
　抗体またはその抗原結合断片の有効濃度の最大半量（ＥＣ50）が、１０ｎｇ／ｍＬ（６
２．５ｐＭ）から２００ｎｇ／ｍＬ（１．２５ｎＭ）の間である、請求項１４に記載のモ
ノクローナル抗体またはその抗原結合断片。
【請求項１６】
　細胞上のヒトＦＬＴ３／ＦＬＫ２受容体タンパク質に結合するＦＬＴ３抗体が、細胞が
結合抗体または抗原結合断片を内部移行させるのに有効である、請求項１３に記載のモノ
クローナル抗体またはその抗原結合断片。
【請求項１７】
　ヒトＦＬＴ３／ＦＬＫ２受容体タンパク質に結合する抗体またはその断片の抗原結合部
分の軽鎖のアミノ酸配列が配列番号９であり、ヒトＦＬＴ３／ＦＬＫ２受容体タンパク質
に結合する抗体またはその断片の抗原結合部分の重鎖のアミノ酸配列が配列番号１１であ
る、モノクローナル抗体またはその抗原結合断片。
【請求項１８】
　抗体またはその断片の有効濃度の最大半量（ＥＣ50）が、１ｎｇ／ｍＬ（６．２５ｐＭ
）と２，０００ｎｇ／ｍＬ（１２．５ｎＭ）の間である、請求項１７に記載のモノクロー
ナル抗体またはその抗原結合断片。
【請求項１９】
　抗体またはその抗原結合断片の有効濃度の最大半量（ＥＣ50）が、１０ｎｇ／ｍＬ（６
２．５ｐＭ）と２００ｎｇ／ｍＬ（１．２５ｎＭ）の間である、請求項１８に記載のモノ
クローナル抗体またはその抗原結合断片。
【請求項２０】
　細胞上のヒトＦＬＴ３／ＦＬＫ２受容体タンパク質に結合するＦＬＴ３抗体が、細胞が
結合抗体または抗原結合断片を内部移行させるのに有効である、請求項１７に記載のモノ
クローナル抗体またはその抗原結合断片。
【請求項２１】
　ヒトＦＬＴ３／ＦＬＫ２受容体タンパク質に結合する抗体またはその断片の抗原結合部
分の軽鎖のアミノ酸配列が配列番号１３であり、ヒトＦＬＴ３／ＦＬＫ２受容体タンパク
質に結合する抗体またはその断片の抗原結合部分の重鎖のアミノ酸配列が配列番号１５で
ある、モノクローナル抗体またはその抗原結合断片。
【請求項２２】
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　抗体またはその抗原結合断片の有効濃度の最大半量（ＥＣ50）が、１ｎｇ／ｍＬ（６．
２５ｐＭ）と２，０００ｎｇ／ｍＬ（１２．５ｎＭ）の間である、請求項２１に記載のモ
ノクローナル抗体またはその抗原結合断片。
【請求項２３】
　抗体またはその抗原結合断片の有効濃度の最大半量（ＥＣ50）が、１０ｎｇ／ｍＬ（６
２．５ｐＭ）と２００ｎｇ／ｍＬ（１．２５ｎＭ）の間である、請求項２２に記載のモノ
クローナル抗体またはその抗原結合断片。
【請求項２４】
　細胞上のヒトＦＬＴ３／ＦＬＫ２受容体タンパク質に結合するＦＬＴ３抗体が、細胞が
結合抗体または抗原結合断片を内部移行させるのに有効である、請求項２１に記載のモノ
クローナル抗体またはその抗原結合断片。
【請求項２５】
　ヒトＦＬＴ３／ＦＬＫ２受容体タンパク質に結合する抗体またはその断片の抗原結合部
分の軽鎖のアミノ酸配列が配列番号１７であり、ヒトＦＬＴ３／ＦＬＫ２受容体タンパク
質に結合する抗体またはその断片の抗原結合部分の重鎖のアミノ酸配列が配列番号１９で
ある、モノクローナル抗体またはその抗原結合断片。
【請求項２６】
　抗体またはその抗原結合断片の有効濃度の最大半量（ＥＣ50）が、１ｎｇ／ｍＬ（６．
２５ｐＭ）と２，０００ｎｇ／ｍＬ（１２．５ｎＭ）の間である、請求項２５に記載のモ
ノクローナル抗体またはその抗原結合断片。
【請求項２７】
　抗体またはその抗原結合断片の有効濃度の最大半量（ＥＣ50）が、１０ｎｇ／ｍＬ（６
２．５ｐＭ）と２００ｎｇ／ｍＬ（１．２５ｎＭ）の間である、請求項２６に記載のモノ
クローナル抗体またはその抗原結合断片。
【請求項２８】
　細胞上のヒトＦＬＴ３／ＦＬＫ２受容体タンパク質に結合するＦＬＴ３抗体が、細胞が
結合抗体または抗原結合断片を内部移行させるのに有効である、請求項２５に記載のモノ
クローナル抗体またはその抗原結合断片。

【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、「二重特異性抗体を使用して患者の造血幹細胞／造血前駆細胞（ＨＳＣ／Ｈ
Ｐ）を除去する方法」と題され、その内容が参照によりその全体を本明細書に組み込まれ
る、米国特許仮出願第６２／３１７，９０６（２０１６年、４月４日出願）の優先権の利
益を主張する。
　記載した本発明は一般に、造血細胞移植、治療抗体調製、およびそれらの使用に関する
。
【背景技術】
【０００２】
　造血幹細胞
　造血幹細胞は、全ての血液細胞の共通の祖先である。多能性細胞として、造血幹細胞は
複数の細胞系列に分化できるが、全ての系列が３つの胚葉に由来するわけではない。造血
幹細胞分化は、造血の２つの主要な分枝であるリンパ球および骨髄球性細胞系列を生じる
（Kondo, M. "Lymphoid and myeloid lineage commitment in multipotent hematopoieti
c progenitors," Immunol. Rev. 2010 Nov; 238(1): 37-46）。リンパ球系細胞は、Ｔ、
Ｂ、およびナチュラルキラー（ＮＫ）細胞を含む。骨髄球系列は、巨核球、および赤血球
（ＭｅｇＥ）、ならびに骨髄球系列に属する顆粒球（好中球、好酸球、および好塩基球）
、単球、マクロファージおよび肥満細胞（ＧＭ）の異なるサブセットを含む（Id. citing
 Kondo M, et al. Biology of hematopoietic stem cells and progenitors: implicatio
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ns for clinical application. Ann. Rev Immunol. 2003;21:759-806、Weissman IL. Tra
nslating stem and progenitor cell biology to the clinic: barriers and opportunit
ies. Science (New York, NY. 2000 Feb 25;287(5457):1442-6；Iwaskaki, H. and Akash
i, K. "Myeloid lineage commitment from the hematopoietic stem cell," Immunity 26
(6) June 2007, 726-40も参照）。
　ＨＳＣは、自己再生能および血液系列への分化能を示し、すなわち幹細胞が分裂する場
合、平均して娘細胞の５０％が細胞系列に分化決定されるが、残りの５０％は分化しない
。各分裂幹細胞が、１つの新しい幹細胞と１つの分化細胞を生成するように、このプロセ
スは、非対称細胞分裂によって同じ数の幹細胞を維持する。対照的に、対称分裂では、幹
細胞は同一の幹細胞を１００％生成する（Gordon, M. Stem cells and haemopoiesis. In
: Hoffbrand, V., Catovsky, D., Tuddenham, E.G., 5th ed. Blackwell Publishing, (2
005): Differential niche and Wnt requirements during acute myeloid leukemia, pp.
 1-12. New York）。
【０００３】
　リンパ球および骨髄球系列は、前駆細胞レベルで分離可能である。リンパ球性共通前駆
細胞（ＣＬＰ）は生理的条件下で目立った骨髄球の可能性なく、リンパ球の全ての型に分
化できるが（Kondo M, Scherer DC, Miyamoto T, King AG, Akashi K, Sugamura K, et a
l. Cell-fate conversion of lymphoid-committed progenitors by instructive actions
 of cytokines. Nature. 2000 Sep 21;407(6802):383-6）、実験条件によって、いくつか
の骨髄球関連遺伝子がＣＬＰで検出されることもある（Delogu A, Schebesta A, Sun Q, 
Aschenbrenner K, Perlot T, Busslinger M. Gene repression by Pax5 in B cells is e
ssential for blood cell homeostasis and is reversed in plasma cells. Immunity. 2
006 Mar;24(3):269-81）。
　同様に、骨髄球性共通前駆細胞（ＣＭＰ）は、Ｂ細胞の可能性なくまたは非常に低いレ
ベルで骨髄球性細胞の全てのクラスを生じ得る（Akashi K, Traver D, Miyamoto T, Weis
sman IL. A clonogenic common myeloid progenitor that gives rise to all myeloid l
ineages. Nature. 2000 Mar 9;404(6774):193-7）。別の細胞型、樹状細胞（ＤＣ）は、
ＣＬＰまたはＣＭＰのいずれからも生じ得るため、リンパ球または骨髄球系列のいずれに
も明確にグループ分けされない（Manz MG, Traver D, Miyamoto T, Weissman IL, Akashi
 K. Dendritic cell potentials of early lymphoid and myeloid progenitors. Blood. 
2001 Jun 1;97(11):3333-41、Traver D, Akashi K, Manz M, Merad M, Miyamoto T, Engl
eman EG, et al. Development of CD8alpha-positive dendritic cells from a common m
yeloid progenitor. Science (New York, NY. 2000 Dec 15;290(5499):2152-4）。ＣＭＰ
は、巨核球－赤血球（ＭｅｇＥ）前駆細胞、および顆粒球－単球（ＧＭ）前駆細胞に増殖
および分化でき、巨核球、赤血球、顆粒球、単球およびその他をさらに生じる（Iwasaki 
H, Akashi K. Myeloid lineage commitment from the hematopoietic stem cell. Immuni
ty. 2007;26:726-740）。
【０００４】
　転写因子の発現レベルの差は、分化する細胞の系列所属を決定するようである。転写因
子ＰＵ．１およびＧＡＴＡ－１は、それぞれ骨髄および赤血球／巨核球系列分化に関係し
ている（Gordon, M. Stem cells and haemopoiesis. In: Hoffbrand, V., Catovsky, D.,
 Tuddenham, E.G., 5th ed. Blackwell Publishing, (2005): Differential niche and W
nt requirements during acute myeloid leukemia, pp. 1-12. New York.）。
【０００５】
　ＨＳＣの特徴
　ＨＳＣは、未分化であり、小リンパ球に似ている。ＨＳＣの大部分は細胞周期のＧ０期
で静止状態にあり、細胞周期依存的な薬物の作用から保護されている。幹細胞の静止状態
は、形質転換増殖因子－β（ＴＧＦ－β）によって維持される。ＴＧＦ－βの活性は、細
胞増殖を制御し、サイクリン依存性キナーゼ阻害因子ｐ２１を標的化する腫瘍抑制遺伝子
であるｐ－５３によって媒介される（Gordon, M. Stem cells and haemopoiesis. In: Ho
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ffbrand, V., Catovsky, D., Tuddenham, E.G., 5th ed. Blackwell Publishing, (2005)
: Differential niche and Wnt requirements during acute myeloid leukemia, pp. 1-1
2. New York.）。ＨＳＣの静止状態は、幹細胞コンパートメントを保護し、長期間に渡り
幹細胞プールを持続するだけでなく、複製関連変異の蓄積を最小限にするのにも重要であ
る。ＨＳＣ静止状態を維持する多くの内因性転写因子は白血病と関連することが見出され
ている。例えば、ＦｏｘＯｓと骨髄球／リンパ球の融合、または混合系列の白血病をもた
らす染色体転座が、急性骨髄性白血病で報告されている（例えば、Sergio Paulo Bydlows
ki and Felipe de Lara Janz (2012).  Hematopoietic Stem Cell in Acute Myeloid Leu
kemia Development, Advances in Hematopoietic Stem Cell Research, Dr. Rosana Pela
yo (Ed.), ISBN: 978-953-307-930-1参照）。
　正常なＨＳＣの大半は、ＣＤ３４＋／ＣＤ３８－／ＣＤ９０＋骨髄細胞画分中に存在し
、いくつかのＨＳＣはＣＤ３４－／Ｌｉｎ－細胞中でも観察される。ＣＤ３４＋／ＣＤ３
８＋細胞画分は、短期再増殖活性を備えているいくつかのＨＳＣを含有する。他の認識さ
れたマーカーは、ＣＤ４およびＣＤ８などの最終分化マーカーの欠如を伴うチロシンキナ
ーゼ受容体ｃ－ｋｉｔ（ＣＤ１１７）を含む（Rossi et al., Methods in Molecular Bio
logy (2011) 750(2): 47-59）。
【０００６】
　ＨＳＣの分類
　造血幹細胞プールは３つの主な群に細分化できる：（１）４～６週間のみ、分化細胞の
クローンを生成できる短期ＨＳＣ；（２）消衰する前、６～８カ月間分化細胞の子孫を継
続できる中期ＨＳＣ；および（３）いつまでも造血を維持できる長期ＨＳＣ。（Testa U.
 Annals of Hematology (2011) 90(3): 245-271）。
　造血
　造血は、幹細胞および前駆細胞の運命の特定を調節する成分からなり、ならびに必要な
因子を供給することによってそれらの発生を維持する特殊な制御性微小環境（「ニッチ」
）によって支持される、ＨＳＣが成熟血液細胞に分化する高度に協調されたプロセスであ
る。本明細書で使用する場合、用語「骨髄（ＢＭ）ニッチ」は、多様な系列の血液細胞の
生存、成長、および分化に必須の役割を果たす要素（例えば、骨芽細胞、破骨細胞、骨髄
内皮細胞、間質細胞、脂肪細胞、および細胞外マトリックスタンパク質（ＥＣＭ））から
構成される非常に組織化された構造を指す。骨髄ニッチは、ＨＳＣが増殖、成熟ならびに
骨髄球およびリンパ球前駆細胞を生じるのに重要な生後の微小環境である。
【０００７】
　骨髄（ＢＭ）は、全ての動物の骨の髄腔に存在する。骨髄は、その両方が他の細胞型へ
と分化できることが分かっている造血細胞（成熟血液細胞の先駆細胞）および間質細胞（
広範な結合組織細胞の先駆細胞）を含む様々な先駆細胞および成熟細胞型からなる。骨髄
の単核画分は、間質細胞、造血先駆細胞、および内皮先駆細胞を含有する。
　赤脾髄および白脾髄を含む明確な全体構造を有する脾臓などの二次リンパ器官とは違い
、ＢＭは骨芽細胞を含有する骨内膜以外にはっきりとした構造特性を持たない。骨内膜領
域は石灰化した硬い骨と接触し、ＨＳＣ活性の維持に必要な特別な微小環境を提供する（
Kondo M, Immunology Reviews (2010) 238(1): 37-46；Sergio Paulo Bydlowski and Fel
ipe de Lara Janz (2012).  Hematopoietic Stem Cell in Acute Myeloid Leukemia Deve
lopment, Advances in Hematopoietic Stem Cell Research, Dr. Rosana Pelayo (Ed.), 
ISBN: 978-953-307-930-1）。
【０００８】
　ニッチ内で、ＨＳＣは、線維芽細胞、内皮細胞、および細網細胞、脂肪細胞、骨芽細胞
、および間葉系幹細胞（ＭＳＣ）を含むいくつかの供給源から生じる支持および増殖シグ
ナルを受けると考えられている。ニッチの主な機能は、栄養素、酸素、パラクラインおよ
びオートクラインシグナルの局所変化を統合し、体循環からのシグナルに応答するＨＳＣ
静止状態、輸送、および／または増殖を変更することである（Broner, F. & Carson, M C
. Topics in bone biology. Springer. 2009; 4: pp. 2-4. New York, USA.）。
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　本当のＭＳＣの性質は誤解されたままであるが、ＣＸＣケモカインリガンド１２（ＣＸ
ＣＬ１２）発現ＣＤ１４６ＭＳＣは、類洞側表面に存在し、類洞壁構造の構成に寄与し、
アンジオポエチン－１（Ａｎｇ－１）を産生し、骨内膜性ニッチを形成する骨芽細胞を生
成することができる、自己再生前駆体であることが近年報告された（Konopleva, MY, & J
ordan, CT, Biology and Therapeutic Targeting (2011) 9(5): 591-599）。これらのＣ
ＸＣＬ１２細網細胞は、必須であるが異なる維持シグナルが提供される骨芽細胞と血管ニ
ッチの間を往復するＨＳＣの輸送経路として働き得る。
【０００９】
　骨髄ＭＳＣによって産生されるサイトカインおよびケモカインは、局所産生の変動に次
いで、およびサイトカイン結合グリコサミノグリカンの効果によって特定のニッチに濃縮
する。このうち、ＣＸＣＬ１２／間質細胞由来因子－１アルファは、ＨＳＣのホーミング
を正に制御するが、形質転換増殖因子ＦＭＳ様チロシンキナーゼ３（Ｆｌｔ３）リガンド
およびＡｎｇ－１は静止因子として作用する（例えば、Sergio Paulo Bydlowski and Fel
ipe de Lara Janz (2012).  Hematopoietic Stem Cell in Acute Myeloid Leukemia Deve
lopment, Advances in Hematopoietic Stem Cell Research, Dr. Rosana Pelayo (Ed.), 
ISBN: 978-953-307-930-1参照）。ＣＸＣＬ１２－ＣＸＣＲ４シグナル伝達は、個体発生
ならびにコロニー形成前駆細胞の生存および増殖中のＨＳＣのＢＭへのホーミングに関与
する。末梢血へのＨＳＣのＣＸＣＲ４－選択的アンタゴニスト誘導性動員は、造血器官で
のＨＳＣの保持におけるＣＸＣＬ１２の役割をさらに示す。
　ＢＭ生着は、ＢＭＳＣ産生複合体細胞外マトリックスによる、続く細胞間相互作用を含
む。したがって、血管細胞接着分子－１（ＶＣＡＭ－１）またはフィブロネクチンは、Ｂ
Ｍ由来ＭＳＣへの接着に重要である。このように、造血幹細胞増殖動態の調節は、正しい
造血細胞産生の制御に決定的に重要である。これらの調節メカニズムは、幹細胞に内因性
もしくは外因性、または両方の組合せとして分類され得る（例えば、Sergio Paulo Bydlo
wski and Felipe de Lara Janz (2012).  Hematopoietic Stem Cell in Acute Myeloid L
eukemia Development, Advances in Hematopoietic Stem Cell Research, Dr. Rosana Pe
layo (Ed.), ISBN: 978-953-307-930-1参照）。
【００１０】
　ＨＳＣ自己再生および分化は、造血微小環境における細胞間相互作用またはＳＣＦ（幹
細胞因子）とその受容体ｃ－ｋｉｔ、Ｆｌｔ－３リガンド、ＴＧＦ－β、ＴＮＦ－α、お
よびその他などのサイトカインなど、外部因子（外因性調節）によって調節され得る。サ
イトカインは、複数のシグナル伝達経路の活性化によって様々な造血細胞機能を制御する
。細胞増殖および分化に関連する主要な経路は、Ｊａｎｕｓキナーゼ（Ｊａｋ）／シグナ
ル伝達兼転写活性因子（ＳＴＡＴ）、マイトジェン活性化タンパク質（ＭＡＰ）キナーゼ
、およびホスファチジルイノシトール（ＰＩ）３－キナーゼ経路である（Sergio Paulo B
ydlowski and Felipe de Lara Janz (2012).  Hematopoietic Stem Cell in Acute Myelo
id Leukemia Development, Advances in Hematopoietic Stem Cell Research, Dr. Rosan
a Pelayo (Ed.), ISBN: 978-953-307-930-1）。
　さらに、他の転写因子、例えば幹細胞白血病（ＳＣＬ）造血転写因子；ＧＡＴＡ－２な
どの発現；ならびに細胞周期調節に含まれる遺伝子産物、例えば、サイクリン依存性キナ
ーゼ阻害因子（ＣＫＩ）ｐ１６、ｐ２１、およびｐ２７は、最初期からの造血細胞発生に
必須であることが示されている（内因性調節）（Sergio Paulo Bydlowski and Felipe de
 Lara Janz (2012).  Hematopoietic Stem Cell in Acute Myeloid Leukemia Developmen
t, Advances in Hematopoietic Stem Cell Research, Dr. Rosana Pelayo (Ed.), ISBN: 
978-953-307-930-1）。
【００１１】
　Ｎｏｔｃｈ－ｌ－Ｊａｇｇｅｄ経路は、細胞内シグナル伝達および細胞周期調節を伴う
細胞外シグナルを組込む働きをし得る。Ｎｏｔｃｈ－１は、そのリガンドに結合する造血
幹細胞膜の表面受容体である。Ｊａｇｇｅｄは間質細胞上にある。これは、Ｎｏｔｃｈ－
１の細胞質部分の切断をもたらし、それは次いで転写因子として作用し得る（Gordon, M.
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 Stem cells and haemopoiesis. In: Hoffbrand, V., Catovsky, D., Tuddenham, E.G., 
5th ed. Blackwell Publishing, (2005): Differential niche and Wnt requirements du
ring acute myeloid leukemia, pp. 1-12. New York.）。
　骨髄（ＢＭ）／造血幹細胞（ＨＳＣ）移植を使用して処置される障害
　骨髄（ＢＭ）／造血幹細胞（ＨＳＣ）移植を使用して処置される障害としては、限定は
されないが、急性骨髄性白血病（ＡＭＬ）、急性リンパ性白血病（ＡＬＬ）、慢性リンパ
性白血病（ＣＬＬ）、慢性骨髄性白血病（ＣＭＬ）、末梢Ｔ細胞リンパ腫、濾胞性リンパ
腫、びまん性大細胞型Ｂ細胞リンパ腫、ホジキンリンパ腫、非ホジキンリンパ腫、神経芽
細胞腫、非悪性の遺伝性および後天性骨髄障害（例えば、鎌状赤血球貧血、ベータサラセ
ミアメジャー、難治性Ｄｉａｍｏｎｄ－Ｂｌａｃｋｆａｎ貧血、骨髄異形成症候群、特発
性重症再生不良性貧血、発作性夜間ヘモグロビン尿症、赤芽球癆、ファンコニ貧血、無巨
核球性または先天性血小板減少症）、多発性骨髄腫、ならびに重症複合免疫不全症（ＳＣ
ＩＤ）が挙げられる。
【００１２】
　造血器悪性腫瘍
　ほとんどの造血器悪性腫瘍は、がん幹細胞として公知の、腫瘍維持を担当するサブセッ
トのみを有する、機能的に異質の細胞を含む。がん幹細胞は、自己再生、生存延長、およ
びより分化した特徴を有する細胞を生じる能力を含む正常組織幹細胞と似ている質を保持
するためそう呼ばれる（Jones RJ and Armstrong SA, Biol Blood Marrow Transplant. 2
008 Jan; 14 (Supplement 1): 12-16）。
　造血幹細胞の形質転換イベントは、限定はされないが、腫瘍原生のヒットと関連する分
化の程度により慢性骨髄性白血病、骨髄異形成症候群、急性骨髄性白血病、およびおそら
く急性リンパ性白血病さえも含むいくつかの異なる悪性腫瘍を産生し得る（Jones RJ and
 Armstrong SA, Biol Blood Marrow Transplant. 2008 Jan; 14 (Supplement 1): 12-16
）。
　がん幹細胞の概念は、特定の組織の腫瘍が、起源の組織で見出される細胞の不均質性を
再現しようと「試みる」ように見えることが多く、したがって、多様な細胞型を生じる幹
細胞様である細胞が腫瘍中にあるという考えに基づく。この仮説の基本試験は、腫瘍細胞
が、腫瘍を再生する能力を有するものと、この能力を持たないものに分けられるかどうか
である。この細胞の階層は、ほとんどの細胞が白血病の発生を開始できないが、いくつか
のＡＭＬが免疫不全マウスにおいて白血病を発症することができる特有の免疫表現型を有
する細胞を保持する急性骨髄性白血病において最もはっきりと実証されている。さらに、
白血病を発症する細胞は、腫瘍発症活性を失い、したがって元々の腫瘍で見出された細胞
の不均質性を再現する細胞も生じる（Lapidot T et al., Nature. 1994; 367: 645-648; 
Bonnet D et al., Nat Med. 1997; 3: 730-737）。
【００１３】
　急性骨髄性白血病
　急性骨髄性白血病（ＡＭＬ）は、骨髄における未成熟前駆細胞の蓄積を伴う骨髄球系列
における分化の停止を特徴とするクローン性障害であり、造血不全をもたらす（Pollyea 
DA et al., British Journal of Haematology (2011) 152(5): 523-542）。白血病性芽球
の出現には幅広い患者間の不均質性がある。急性骨髄性白血病（ＡＭＬ）における白血病
を引き起こす細胞の発見は、大多数のＡＭＬ芽球が増殖せず、ごく少数のみが新しいコロ
ニーを形成できるという発見から開始された（Testa U, Annals of Hematology (2011) 9
0(3): 245-271）。ＡＭＬの全症例に共通する特性は、骨髄において２０％を超える芽球
細胞の蓄積をもたらす異常分化の停止である（Gilliland, DG and Tallman MS, Cancer C
ell (2002) 1(5): 417-420）。
　８０％を超える骨髄性白血病が、少なくとも１つの染色体再編と関連し（Pandolfi PP,
 Oncogene (2001) 20(40): 5726-5735）、１００を超える異なる染色体転座がクローニン
グされている（Gilliland, DG and Tallman MS, Cancer Cell (2002) 1(5): 417-420）。
これらの転座は、造血系列の発生に重要な役割を果たすことが示されている転写因子をコ
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ードする遺伝子を頻繁に含む。したがって、転写装置の変更は、分化の停止をもたらす共
通のメカニズムであるようである（Pandolfi PP, Oncogene (2001) 20(40): 5726-5735; 
Tenen DG, Nature Reviews of Cancer (2003) 3(2): 89-101）。
【００１４】
　臨床的検討および実験動物モデルは、少なくとも２つの遺伝的変更が急性白血病の臨床
症状に必要であることを示している。Gilliland & Tallman (Cancer Cell (2002) 1(5): 
417-420)によって提唱されたモデルによると、分化の終結を誘導するクラスＩ活性化変異
とクラスＩＩ変異間の協力はＡＭＬを生じる。受容体チロシンキナーゼ遺伝子ＦＬＴ３お
よびＫＩＴ、ＲＡＳファミリーメンバーの変異などのクラスＩ変異、ならびにニューロフ
ィブロミン１の機能の喪失は、典型的にはシグナル伝達経路の活性化の停止の結果として
造血前駆細胞に増殖および／または生存の利点を付与する。クラスＩＩ変異は、転写因子
または活性化補助因子による干渉によって分化の停止をもたらす（Frankfurt O et al., 
Current Opinion in Oncology (2007) 19(6): 635-649）。
【００１５】
　白血病幹細胞（ＬＳＣ）は、ＣＤ３４、ＣＤ３８、ＨＬＡ－ＤＲ、およびＣＤ７１など
ＨＳＣで以前に同定された多くの細胞表面マーカーを共有するようであるが、いくつかの
グループは、２つの集団で差次的に発現される表面マーカーを報告した。
　例えば、ＣＤ９０またはＴｈｙ－１は、ＬＳＣコンパートメントに特異的な可能性があ
るとして記載されている。最も初期の幹細胞が前駆細胞段階へ発達する場合、Ｔｈｙ－１
は、正常な造血では下方制御される。（Hope KJ et al., Archives of Medical Research
 (2003) 34(6): 507-514）。
　白血病性前駆細胞上でのＣＸＣＬ１２（間質細胞由来因子－１アルファ）とその受容体
ＣＸＣＲ４の間の相互作用は、それらの骨髄微小環境へのホーミングに寄与する。ＣＸＣ
Ｒ４レベルは、ＡＭＬの患者由来の白血病細胞において著しく上昇し、ＣＸＣＲ４発現は
転帰不良と関連する（Konopleva MY and Jordan CT, Biology and Therapeutic Targetin
g (2011) 29(5): 591-599）。
【００１６】
　初期のヒトＡＭＬ幹細胞における核因子カッパβ（ＮＦ－ｋβ）経路の恒常的活性化は
、一般にＮＦ－ｋβがＬＳＣおよびＡＭＬ細胞型の全体的な生存に重要な役割を果たすと
いう証拠を提供した。（Konopleva MY and Jordan CT, Biology and Therapeutic Target
ing (2011) 29(5): 591-599）。
　クラスＩＩＩチロシンキナーゼ受容体ファミリーのメンバー、ＦＬＴ３は、正常な造血
前駆細胞および白血病芽細胞で発現し、細胞の増殖、分化、および生存に重要な役割を果
たす。ＦＬＴ３リガンドによるＦＬＴ３受容体の活性化は、受容体の二量体化およびリン
酸化、ならびにＪａｎｕｓキナーゼ（ＪＡＫ）２シグナル伝達因子（ＪＡＫ２）、シグナ
ル伝達兼転写活性因子（ＳＴＡＴ）５、およびマイトジェン活性化タンパク質キナーゼ（
ＭＡＰＫ）経路を含む下流のシグナル伝達経路の活性化をもたらす。ＡＭＬの患者のおよ
そ４０％で見出されるＦＬＴ３遺伝子の変異は、その自己リン酸化および恒常的な活性化
を促進し、リガンド非依存的な増殖をもたらすと考えられている（Frankfurt O et al., 
Current Opinion in Oncology (2007) 19(6): 635-649）。
【００１７】
　リンパ性悪性腫瘍
　ほとんどの組織における自己再生能は、細胞が分化の正常な段階を発達する際に失われ
る；例えば、造血幹細胞のレベルを超えた骨髄球系列血液細胞はもはや自己再生能を保持
していない。自己再生の分化関連喪失の顕著な例外はリンパ球システムであり、ここでは
自己再生能は、生涯免疫記憶を維持するためにメモリーリンパ球段階まで保存される（Fe
aron DT et al., Science. 2001; 293: 248-250；Luckey CJ et al., Proc Natl Acad Sc
i U S A. 2006; 103: 3304-3309）。体細胞高頻度変異は、Ｂ細胞悪性腫瘍が生じる分化
の段階のマーカーとして役立つ。一般に、体細胞高頻度変異の存在は、胚中心または胚中
心形成後のＢ細胞に生じている場合に腫瘍を同定するが、変異がない場合は胚中心形成前



(10) JP 2019-513836 A 2019.5.30

10

20

30

40

50

のＢ細胞を同定する。骨髄性悪性腫瘍とは対照的であるが、系列の保存された自己再生能
と一致して、免疫グロブリン（Ｉｇ）変異パターンは、Ｂ細胞悪性腫瘍がＢ細胞分化の段
階を通して細胞から生じ得ることを示している（Lapidot T et al., Nature. 1994; 367:
 645-648；Bonnet D and Dick JE, Nat Med. 1997; 3: 730-737；Jones RJ et al., J Na
tl Cancer Inst. 2004; 96: 583-585）。
【００１８】
　多発性骨髄腫（ＭＭ）は通常、形質細胞バルクから生じる疾患の多くの臨床結果を有す
る悪性形質細胞の疾患であると考えられている。しかし、正常な形質細胞は最終分化され
、自己再生能を欠損し、３０年に渡り、マウスおよびヒトＭＭ由来細胞の少数のみがクロ
ーン原生であることが明らかである。これらの稀なクローン原生細胞は「腫瘍幹細胞」と
呼ばれている（Park CH et al., J Natl Cancer Inst. 1971; 46: 411-422；Hamburger A
W and Salmon SE, Science. 1977; 197: 461-463）。ＭＭ形質細胞は、メモリーＢ細胞に
似ている自己再生がん幹細胞の小集団から生じる。これらのクローン形質Ｂ細胞はほとん
どの患者で循環するだけでなく、多くの標準的な抗ＭＭ剤に耐性でもあり、したがってほ
とんどの疾患再発の要因であるようである（Matsui WH et al., Blood. 2004; 103: 2332
-2336；Kukreja A et al., J Exp Med. 2006; 203: 1859-1865；Jones RJ and Armstrong
 SA, Biol Blood Marrow Transplant. 2008 Jan; 14 (Supplement 1): 12-16）。
　ホジキンリンパ腫（ＨＬ）の特徴である、リード・シュテルンベルク（ＲＳ）細胞は、
形質細胞以外の血液細胞のみであり、場合によりＣＤ１３８を発現する（Carbone A et a
l., Blood. 1998; 92: 2220-2228）。ＨＬ細胞株は、残りの細胞上には存在するＲＳマー
カーであるＣＤ１５およびＣＤ３０を欠損する細胞の小集団を含むが、メモリーＢ細胞の
表現型と一致するマーカーを発現することが示されている（Newcom SR et al., Int J Ce
ll Cloning. 1988; 6: 417-431；Jones RJ et al., Blood. 2006; 108: 470）。表現型メ
モリーＢ細胞のこの小さい亜集団は、ＨＬ細胞株内の全てのクローン原生能を保持した。
初期疾患の者を含む、ほとんどのＨＬ患者は、患者のＲＳ細胞として、同じクローンのＩ
ｇ遺伝子再配置を有する循環メモリーＢ細胞を持つ（Jones RJ et al., Blood. 2006; 10
8: 470；Jones RJ and Armstrong SA, Biol Blood Marrow Transplant. 2008 Jan; 14 (S
upplement 1): 12-16）。これらのデータは、これらのクローン形質のメモリーＢ細胞は
ＨＬ幹細胞を表すようであることを示している。
【００１９】
　造血幹細胞（ＨＳＣ）は、血液系悪性腫瘍および非悪性疾患の処置のための骨髄移植に
使用される（Warner et al, Oncogene (2004) 23(43): 7164-7177）。骨髄切除患者にお
いて、どの細胞成分がドナーの造血および免疫系の生着を担当するか研究者らが発見する
まで、骨髄（ＢＭ）は何年もの間、未分画の細胞プールとして移植されてきた（例えば、
Sergio Paulo Bydlowski and Felipe de Lara Janz (2012). Hematopoietic Stem Cell i
n Acute Myeloid Leukemia Development, Advances in Hematopoietic Stem Cell Resear
ch, Dr. Rosana Pelayo (Ed.), ISBN: 978-953-307-930-1参照）。
　骨髄／造血幹細胞（ＢＭ／ＨＳＣ）移植のための患者の前処置またはコンディショニン
グは、手順の重要な要素である。それは２つの主な目的を果たす：（１）移植した細胞を
レシピエントに生着させる、患者の十分な免疫抑制を提供するおよび移植したＨＳＣのた
めの骨髄の十分なニッチ空間を明らかにする；ならびに（２）悪性腫瘍の源の根絶を助け
ることが多い。
【００２０】
　患者のコンディショニングは、放射線ありまたはなしで化学療法剤のカクテルの最大投
与可能量を投与することによって従来行われてきた。カクテルの成分は、毒性が重複しな
いように選択されることが多い。現在使用されている全ての前処置レジメンは毒性であり
、生命を脅かし得る重度の副作用がある。これらの副作用は、粘膜炎、吐き気、および嘔
吐、脱毛、下痢、発疹、末梢神経障害、不妊、肺毒性、および肝毒性である。これらの副
作用の多くは、年配および病気の患者で特に危険であり、患者が移植を受けるかどうか決
定する決定的な要素となることが多い。
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　したがって、これらの毒性なく、骨髄／造血幹細胞（ＢＭ／ＨＳＣ）移植に適するよう
に患者を前処置またはコンディショニングする必要がある。記載した本発明は、ヒトチロ
シンキナーゼ受容体ＦＬＴ３／ＦＬＫ２受容体タンパク質およびＴ細胞上に発現したＣＤ
３受容体タンパク質に結合する二重特異性抗体を使用して患者の造血幹細胞／造血前駆細
胞（ＨＳＣ／ＨＰ）を除去する組成物および方法を提供する。
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【００２１】
　一態様によると、記載した本発明は、造血細胞移植のためにそれを必要とする患者を前
処置またはコンディショニング（調整、調節）する方法であって、ヒトＦＬＴ３とヒトＣ
Ｄ３の両方に結合する組換え単鎖二重特異性抗体を用意するステップ、および二重特異性
抗体を含む治療量の医薬組成物を患者に投与するステップを含み、治療量が、ＣＤ４５、
ＣＤ３、ＦＬＴ３、ＣＤ１９、ＣＤ３３の１つまたは複数を発現する細胞集団の末梢血レ
ベルを少なくとも９０％低減する、および患者を前処置またはコンディショニングするプ
ロトコールの毒性を低減するのに有効である方法を提供する。
　一実施形態によると、ＦＬＴ３を結合する二重特異性抗体の抗原結合部分の重鎖のアミ
ノ酸配列は配列番号１であり、ＦＬＴ３を結合する二重特異性抗体の抗原結合部分の軽鎖
のアミノ酸配列は配列番号２である。別の実施形態によると、二重特異性抗体は、ヒトＣ
Ｄ３のサブユニットと反応するモノクローナル抗体を含む。別の実施形態によると、二重
特異性抗体またはその抗原結合部分は、免疫グロブリンＧ（ＩｇＧ）、ＩｇＭ、ＩｇＥ、
ＩｇＡ、およびＩｇＤアイソタイプからなる群から選択されるアイソタイプを含む。
　一実施形態によると、有効量は、０．０１ｍｇ／ｋｇ～１０ｍｇ／ｋｇ、より良くは０
．０５ｍｇ／ｋｇ～２ｍｇ／ｋｇ、より良くは０．１ｍｇ／ｋｇ～０．５ｍｇ／ｋｇ、よ
り良くは０．１ｍｇ／ｋｇ～０．３ｍｇ／ｋｇ、より良くは０．１ｍｇ／ｋｇを含む。
　一実施形態によると、それを必要とする患者は、急性骨髄性白血病（ＡＭＬ）、急性リ
ンパ性白血病（ＡＬＬ）、慢性骨髄性白血病（ＣＬＬ）、ＣＭＬ、末梢Ｔ細胞リンパ腫、
濾胞性リンパ腫、びまん性大細胞型Ｂ細胞リンパ腫、ホジキンリンパ腫、非ホジキンリン
パ腫、神経芽細胞腫、非悪性の遺伝性および後天性骨髄障害、多発性骨髄腫、またはＳＣ
ＩＤを患っている。別の実施形態によると、非悪性の遺伝性および後天性骨髄障害は、鎌
状赤血球貧血、ベータサラセミアメジャー、難治性Ｄｉａｍｏｎｄ－Ｂｌａｃｋｆａｎ貧
血、骨髄異形成症候群、特発性重症再生不良性貧血、発作性夜間ヘモグロビン尿症、赤芽
球癆、ファンコニ貧血、無巨核球性および先天性血小板減少症から選択される。
【００２２】
　一実施形態によると、組成物は抗腫瘍剤をさらに含む。
　一実施形態によると、二重特異性抗体はヒト化抗体である。
　別の態様によると、記載した本発明は、ヒトＦＬＴ３とヒトＣＤ３の両方に結合する組
換え単鎖二重特異性抗体を調製する方法であって、Ｆｌｔ３モノクローナル抗体のＦａｂ
抗原結合断片のＣ末端をＩｇＧ１のＣＨ２ドメインに接続するステップ、およびヒトＣＤ
３のサブユニットと反応するモノクローナル抗体（ＵＣＨＴ１）の単鎖可変断片（ＳｃＦ
ｖ）をＩｇＧ１のＣＨ２ドメインに接続するステップを含む方法を提供する。
　別の態様によると、記載した本発明は、ヒトＦＬＴ３とヒトＣＤ３の両方に結合する組
換え単鎖二重特異性抗体であって、ＩｇＧ１のＣＨ２ドメインに接続されているＦｌｔ３
モノクローナル抗体のＦａｂ抗原結合断片のＣ末端、およびＩｇＧ１のＣＨ２ドメインに
接続されているヒトＣＤ３のサブユニットと反応するモノクローナル抗体（ＵＣＨＴ１）
の単鎖可変断片（ＳｃＦｖ）を含む、組換え単鎖二重特異性抗体を用意する。
【００２３】
　一実施形態によると、Ｆａｂ抗原結合断片の重鎖結合ドメインのアミノ酸配列は配列番
号１（Ｈ３１１３）であり、Ｆａｂ抗原結合断片の軽鎖結合ドメインのアミノ酸配列は配
列番号２（Ｌ３１３３）である。
　別の態様によると、記載した本発明は、ヒトＦＬＴ３／ＦＬＫ２受容体タンパク質に結
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合する抗体またはその断片の抗原結合部分の軽鎖のアミノ酸配列が配列番号５であり、ヒ
トＦＬＴ３／ＦＬＫ２受容体タンパク質に結合する抗体またはその断片の抗原結合部分の
重鎖のアミノ酸配列が配列番号７である、モノクローナル抗体またはその抗原結合断片を
用意する。
　別の態様によると、記載した本発明は、ヒトＦＬＴ３／ＦＬＫ２受容体タンパク質に結
合する抗体またはその断片の抗原結合部分の軽鎖のアミノ酸配列が配列番号９であり、ヒ
トＦＬＴ３／ＦＬＫ２受容体タンパク質に結合する抗体またはその断片の抗原結合部分の
重鎖のアミノ酸配列が配列番号１１である、モノクローナル抗体またはその抗原結合断片
を用意する。
【００２４】
　別の態様によると、記載した本発明は、ヒトＦＬＴ３／ＦＬＫ２受容体タンパク質に結
合する抗体またはその断片の抗原結合部分の軽鎖のアミノ酸配列が配列番号１３であり、
ヒトＦＬＴ３／ＦＬＫ２受容体タンパク質に結合する抗体またはその断片の抗原結合部分
の重鎖のアミノ酸配列が配列番号１５である、モノクローナル抗体またはその抗原結合断
片を用意する。
　別の態様によると、記載した本発明は、ヒトＦＬＴ３／ＦＬＫ２受容体タンパク質に結
合する抗体またはその断片の抗原結合部分の軽鎖のアミノ酸配列が配列番号１７であり、
ヒトＦＬＴ３／ＦＬＫ２受容体タンパク質に結合する抗体またはその断片の抗原結合部分
の重鎖のアミノ酸配列が配列番号１９である、モノクローナル抗体またはその抗原結合断
片を用意する。
　別の実施形態によると、抗体またはその断片の有効濃度の最大半量（ＥＣ50）は、１ｎ
ｇ／ｍＬ（６．２５ｐＭ）と２，０００ｎｇ／ｍＬ（１２．５ｎＭ）の間である。別の実
施形態によると、抗体またはその抗原結合断片の有効濃度の最大半量（ＥＣ50）は、１０
ｎｇ／ｍＬ（６２．５ｐＭ）と２００ｎｇ／ｍＬ（１．２５ｎＭ）の間である。別の実施
形態によると、細胞上のヒトＦＬＴ３／ＦＬＫ２受容体タンパク質に結合するＦＬＴ３抗
体は、細胞が結合抗体または抗原結合断片を内部移行させるのに有効である。
【図面の簡単な説明】
【００２５】
【図１】図１Ａおよび図１Ｂは、フェニルアラニン、チロシン、およびトリプトファンな
どのアミノ酸の固有蛍光を示す図である。図１Ｃは、合成抗体の純度の測定を示す図であ
る。
【図２】ＨＳＣ／ＨＰによって発現されるＦＬＴ３／ＦＬＫ２およびＴ細胞によって発現
されるＣＤ３に結合する二重特異性抗体の投与が、ヒト化免疫力低下マウスの末梢血にお
けるキメラ化のレベルを低減することを示す図である。図２Ａは、ＣＤ３－ＦＬＴ３二重
特異性抗体の適用前（対照；上列）および３週間後のヒト化ＮＯＧマウスの末梢血のフロ
ーサイトメトリー分析の例を示す図である。左から右へ：ヒトｈＣＤ４５＋細胞（全ＣＤ
４５＋細胞の％）、ヒトｈＣＤ３＋細胞（全ｈＣＤ４５＋細胞の％；Ｔ細胞）、ヒトｈＣ
Ｄ１９＋細胞（全ｈＣＤ４５＋細胞の％；Ｂ細胞）、ヒトｈＣＤ３３＋細胞（全ｈＣＤ４
５＋細胞の％；骨髄球性細胞）の量の分析。図２Ｂは、ヒト化マウス（ｎ＝２７）の末梢
血におけるキメラ化のレベルへの二重特異性抗体投与の効果を示す図である。図２Ｃは、
末梢血（ｎ＝２７）におけるＴ細胞（全ｈＣＤ４５＋細胞中のｈＣＤ３＋細胞の％）、Ｂ
細胞（全ｈＣＤ４５＋細胞中のｈＣＤ１９＋細胞の％）、および骨髄球系列（全ｈＣＤ４
５＋細胞中のｈＣＤ３３＋細胞の％）のレベルへの二重特異性抗体投与の効果を示す図で
ある。図２Ｄは、ヒトｈＣＤ３＋細胞（ｎ＝３）の量が低減したヒト化免疫力低下マウス
（Ｃにおいてアスタリスクで標識した）における二重特異性抗体適用の効果の低減を示す
図である。
【図３】クローン的に増殖したハイブリドーマからの培養上澄み液のスクリーニングを示
す図である。図３Ａは、９つの陽性ハイブリドーマクローンの上澄み液のフローサイトメ
トリー分析から得た蛍光強度のヒストグラムである。上澄み液は、ＲＥＨ細胞（初回再発
時のＡＬＬの１５歳の少女の末梢血から確立したヒトＢ細胞先駆白血病細胞）によって発
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現されるＦＬＴ３／ＦＬＫ２に対する免疫反応性を示す。図３Ｂは、図３Ａのヒストグラ
ムの中央蛍光強度（ＭＦＩ）を示す表である。９つのクローン全てが、ヒトＦＬＴ３／Ｆ
ＬＫ２受容体タンパク質を発現するＲＥＨ細胞と反応する。
【図４】増殖したハイブリドーマから精製したモノクローナル抗体のスクリーニングを示
す図である。図４Ａは、９つの陽性ハイブリドーマクローンから精製したモノクローナル
抗体のフローサイトメトリー分析から得た蛍光強度ヒストグラムである。上澄み液は、Ｓ
Ｐ２／０細胞によって発現されるヒトＦＬＴ３／ＦＬＫ２受容体タンパク質への免疫反応
性を示す。モノクローナル抗体は、ヒトＦＬＴ３／ＦＬ２受容体タンパク質を発現しない
野生型ＳＰ２／０細胞と非反応性であった。図４Ｂは、図４Ａのヒストグラムの中央蛍光
強度（ＭＦＩ）を示す表である。９つのクローン全てが、ヒトＦＬＴ３／ＦＬＫ２受容体
タンパク質を発現するＳＰ２／０細胞と反応し、野生型ＳＰ２／０細胞とは反応しなかっ
た。
【図５】フローサイトメトリーを使用する有効濃度（ＥＣ）曲線によって決定される抗ヒ
トＦＬＴ３／ＦＬＫ２抗体の親和性を示す図である。図５Ａは、抗体クローンＡｂ２～８
１。図５Ｂは、抗体クローンＡｂ１～２３ＤＡ。図５Ｃは、抗体クローンＡｂ３～１６Ｈ
Ａ。図５Ｄは、抗体クローンＡｂ０～３０Ａ。図５Ｅは、抗体クローンＡｂ１～１８Ｎｅ
ｗ。
【図６】抗ＦＬＴ３／ＦＬＫ２抗体内部移行の時間経過を示す図である。モノクローナル
マウス抗ヒトＣＤ１３５抗体の平均蛍光強度（ＭＦＩ）は二次Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　
４８８で検出し、生存Ｒｅｈ細胞集団を時間に対してプロットした。内部移行アッセイは
、氷上に４℃で１０、３０、６０、および１２０分間保たれた対照細胞と並行して、３７
℃で実施した。各抗体（クローン１２３Ｄ、Ａ２８１Ａ、３３０Ａ、および３１６ＨＡ）
のＭＦＩの増減率は、１０分でのＭＦＩを１００％に設定して、４℃および３７℃におい
てトリプリケートで２時間にわたり、時間に対してグラフ化した。
【発明を実施するための形態】
【００２６】
　用語
　用語「活性化」または「リンパ球活性化」は、ＲＮＡ、タンパク質およびＤＮＡの合成
ならびにリンホカインの産生をもたらす特異的抗原、非特異的マイトジェン、または同種
異系細胞によるリンパ球の刺激を指し；それは様々なエフェクターおよびメモリー細胞の
増殖および分化に続く。例えば、成熟Ｂ細胞は、その細胞表面免疫グロブリンＩｇ）によ
って認識されるエピトープを発現する抗原との遭遇によって活性化され得る。活性化プロ
セスは、抗原による膜Ｉｇ分子の架橋に依存する直接的なもの（架橋依存的Ｂ細胞活性化
）またはヘルパーＴ細胞との密接な相互作用によって最も効率的に起こる間接的なもの（
「同種のヘルププロセス」）であり得る。Ｔ細胞活性化は、ＴＣＲ／ＣＤ３複合体のその
同種リガンドとの相互作用に依存し、ペプチドはクラスＩまたはクラスＩＩ　ＭＨＣ分子
の溝に結合される。受容体会合によって開始される分子イベントは複雑である。最も初期
のステップは、いくつかのシグナル伝達経路を調節する基質のセットのチロシンリン酸化
をもたらすチロシンキナーゼの活性化であるようである。これらは、ＴＣＲをｒａｓ経路
に連結するアダプタータンパク質のセット、チロシンリン酸化がその触媒活性を増大し、
イノシトールリン脂質代謝経路に会合し、細胞内遊離カルシウム濃度の上昇およびプロテ
インキナーゼＣの活性化をもたらすホスホリパーゼＣγ１、ならびに細胞の成長および分
化を調節する一連の他の酵素を含む。Ｔ細胞の完全な応答性は、受容体会合に加えて、ア
クセサリー細胞由来共刺激活性、例えば、抗原提示細胞（ＡＰＣ）上のＣＤ８０および／
またはＣＤ８６によるＴ細胞上のＣＤ２８の会合を必要とする。活性化Ｂリンパ球の可溶
性生成物は免疫グロブリン（抗体）である。活性化Ｔリンパ球の可溶性生成物はリンホカ
インである。
【００２７】
　抗体：
　抗体は、その分子が、それらの標的上の小さい化学基に相補的なそれらの表面の小さい
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領域を持つ血清タンパク質である。これらの相補的な領域（抗体結合部位または抗原結合
部位と呼ばれる）は、抗体分子あたり少なくとも２つあり、抗体分子のいくつかの型では
、１０、８、またはいくつかの種では多くても１２あり、抗原上のそれらの相当する相補
的な領域（抗原決定基またはエピトープ）と反応し、多価抗原のいくつかの分子を共に連
結し、格子を形成する。
　完全抗体分子の基本構造単位は、４つのポリペプチド鎖、２つの同一の軽（Ｌ）鎖（そ
れぞれ約２２０アミノ酸を含有する）および２つの同一の重（Ｈ）鎖（それぞれ通常約４
４０アミノ酸を含有する）からなる。２つの重鎖および２つの軽鎖は非共有および共有（
ジスルフィド）結合の組合せによって一緒に維持される。分子は２つの同一の半分から構
成され、それぞれ軽鎖のＮ末端領域および重鎖のＮ末端領域から構成される同一の抗原結
合部位を有する。軽鎖と重鎖の両方は通常協力して抗原結合表面を形成する。
【００２８】
　ヒト抗体は、２種類の軽鎖、κおよびλを示す；免疫グロブリンの個々の分子は通常１
つのみまたはその他である。正常な血清では、６０％の分子がκ決定因子を有し、３０％
がλを有することが見出されてきた。多くの他の種が、２種類の軽鎖を示すことが見出さ
れているが、それらの割合は多様である。例えば、マウスおよびラットでは、λ鎖を含む
が全体の数パーセントに過ぎず；イヌおよびネコでは、κ鎖は非常に少なく；ウマはκ鎖
を持たないようであり；ウサギは株およびｂ－遺伝子座アロタイプに依存して５～４０％
のλを有し；トリの軽鎖は、κよりもλにより相同性である。
　哺乳動物では、抗体の５つのクラス、ＩｇＡ、ＩｇＤ、ＩｇＥ、ＩｇＧ、およびＩｇＭ
があり、それぞれその自身の重鎖のクラス－α（ＩｇＡ）、δ（ＩｇＤ）、ε（ＩｇＥ）
、γ（ＩｇＧ）、およびμ（ＩｇＭ）を有する。さらに、それぞれγ１、γ２、γ３、お
よびγ４重鎖を有するＩｇＧ免疫グロブリン（ＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、ＩｇＧ４
）の４つのサブクラスがある。その分泌形態では、ＩｇＭは、全部で１０の抗原結合部位
を付与する５つの４鎖単位から構成される５量体である。各５量体は、２つの隣接する尾
部領域間に共有結合的に挿入される１コピーのＪ鎖を含有する。
【００２９】
　５つの免疫グロブリンクラスは全て、広範な電気泳動移動度を示し、均一ではないとい
う点で他の血清タンパク質と異なる。この不均一性、例えば互いに正味荷電が異なる個々
のＩｇＧ分子は、免疫グロブリンの内在特性である。
　「抗原決定基」または「エピトープ」は、分子の抗原決定部位である。一連の抗原決定
基／エピトープは基本的に直鎖である。らせん状ポリマーまたはタンパク質などの規則的
な構造では、抗原決定基／エピトープは基本的に互いに近づくことができる分子の異なる
部分のアミノ酸側鎖を含む構造の表面内または上の限られた領域またはパッチである。こ
れらは構造決定因子である。
　鍵と鍵穴の関係とたとえられることが多い相補性の原理は、２つの反応分子が互いに非
常に近く接近でき、実際に１つの分子の突出する構成原子または原子群が、他方の相補的
な凹みまたは陥没に適合できるほど近い場合にのみ効果的に作用できる比較的弱い結合力
（疎水および水素結合、ファンデルワールス力、ならびにイオン性相互作用）を含む。抗
原－抗体相互作用は高い特異性を示し、多くのレベルで明らかである。分子レベルまで下
げると、「特異性」は抗体の抗原への結合部位が、無関係の抗原の抗原決定基に全く似て
いない相補性を有することを意味する。２つの異なる抗原の抗原決定基が何らかの構造類
似性を有する場合でさえも、１つの決定基の他方のいくつかの抗体の結合部位へのある程
度の適合が起こり、この現象は交差反応を生じる。交差反応は、抗原－抗体反応の相補性
または特異性を理解するうえで非常に重要である。免疫学的特異性または相補性は、抗原
中の少量の不純物／夾雑物の検出を可能にする。
【００３０】
　「モノクローナル抗体」（ｍＡｂ）は、免疫したドナー由来のマウス脾臓細胞とマウス
骨髄腫細胞株との融合によって生成され、選択培地中で成長する確立されたマウスハイブ
リドーマクローンを産生できる。「ハイブリドーマ細胞」は抗体分泌Ｂ細胞と骨髄腫細胞
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のｉｎ　ｖｉｔｒｏでの融合から生じる不死化ハイブリッド細胞である。培養抗原特異的
Ｂ細胞の最初の活性化を指す「Ｉｎ　ｖｉｔｒｏ免疫」は、マウスモノクロ－ナル抗体を
産生する別のよく確立された手段である。
　末梢血リンパ球由来の免疫グロブリン重鎖（ＶＨ）および軽鎖（ＶκおよびＶλ）バリ
アブル遺伝子の多様なライブラリーもポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）増幅によって増幅
できる。重鎖および軽鎖可変ドメインがポリペプチドスペーサーによって連結される単一
のポリペプチド鎖をコードする遺伝子（単鎖ＦｖまたはｓｃＦｖ）は、ＰＣＲを使用して
無作為に重鎖および軽鎖Ｖ遺伝子を組み合わせることによって作成できる。次いで、コン
ビナトリアルライブラリーは、ファージのチップにおけるマイナーコートタンパク質への
融合によって、糸状バクテリオファージの表面上に提示するためにクローニングできる。
【００３１】
　ガイド選択の技術は、ヒト免疫グロブリンＶ遺伝子のげっ歯類免疫グロブリンＶ遺伝子
とのシャッフリングに基づく。本方法は、（ｉ）ヒトλ軽鎖のレパートリーを目的の抗原
と反応性のマウスモノクローナル抗体の重鎖可変領域（ＶＨ）ドメインとシャッフリング
するステップ；（ｉｉ）抗原上の半ヒトＦａｂを選択するステップ、（ｉｉｉ）二度目の
シャッフルにおいてヒト重鎖のライブラリーのための「ドッキングドメイン」として選択
したλ軽鎖遺伝子を使用してヒト軽鎖遺伝子を有するＦａｂ断片クローンを単離するステ
ップ；（ｖ）遺伝子を含有する哺乳動物細胞発現ベクターをエレクトロポレーションによ
ってマウス骨髄腫細胞にトランスフェクトするステップ；および（ｖｉ）マウス骨髄にお
ける完全ＩｇＧ１、λ抗体分子として抗原と反応性のＦａｂのＶ遺伝子を発現するステッ
プを必要とする。
　本明細書で使用する場合、用語「抗体依存性細胞媒介性細胞傷害（ＡＤＣＣ）」は、細
胞の表面に結合する抗体がナチュラルキラー（ＮＫ）細胞上のＦｃ受容体と相互作用する
場合に引き起こされる。ＮＫ細胞は、ＩｇＧ１およびＩｇＧ３サブクラスを認識する受容
体ＦｃγＲＩＩＩ（ＣＤ１６）を発現する。死滅メカニズムは、パーフォリンおよびグラ
ンザイムを含有する細胞質顆粒の放出を含む、細胞傷害性Ｔ細胞のものと類似している（
以下を参照）。
【００３２】
　ＣＤ３（ＴＣＲ複合体）は４つの異なる鎖から構成されるタンパク質複合体である。哺
乳動物では、複合体は、Ｔ細胞受容体（ＴＣＲ）およびζ鎖と関連してＴリンパ球の活性
化シグナルを生成するＣＤ３γ鎖、ＣＤ３δ鎖、および２つのＣＤ３ε鎖を含有する。Ｔ
ＣＲ、ζ鎖およびＣＤ３分子は共にＴＣＲ複合体を構成する。ＣＤ３分子の細胞内尾部は
、ＴＣＲのシグナル伝達能に必須である、免疫受容体活性化チロシンモチーフ（ＩＴＡＭ
）として公知の保存モチーフを含有する。ＩＴＡＭのリン酸化時、ＣＤ３鎖は、Ｔ細胞の
シグナル伝達カスケードに含まれるキナーゼ、ＺＡＰ７０（ゼータ関連タンパク質）を結
合できる。
　本明細書で使用する用語「造血細胞移植」（ＨＣＴ）は、血液および骨髄移植（ＢＭＴ
）、患者の造血システムを再構築するための細胞（造血幹細胞；また造血前駆細胞とも呼
ばれる）の注入を含む手順を指す。
　用語「リンパ球」は、体全体に渡りリンパ組織で形成される小さい白血球を指し、正常
な成人では循環血液中の全白血球数の約２２～２８％を占め、疾患に対する体の防御に大
きな役割を果たす。個々のリンパ球は特定化され、構造的に関連する抗原の限定されたセ
ットに応答するように分化決定される。この分化決定は、免疫システムの所与の抗原との
最初の接触より前に存在し、抗原上の決定基（エピトープ）に特異的な受容体のリンパ球
表面膜上の提示によって発現される。各リンパ球は受容体の集団を持ち、その全てが同一
の結合部位を有する。リンパ球の１セットまたはクローンは、その受容体の結合領域の構
造が別のクローンとは異なり、したがってそれが認識できるエピトープが異なる。リンパ
球は、それらの受容体の特異性だけではなく、それらの機能も互いに異なる。
【００３３】
　リンパ球の２つの広範なクラスが認識される：抗体分泌細胞の先駆細胞であるＢリンパ
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球（Ｂ細胞）、およびＴリンパ球（Ｔ細胞）。
　Ｂリンパ球
　Ｂリンパ球は、骨髄の造血細胞由来である。成熟Ｂ細胞は、その細胞表面によって認識
されるエピトープを発現する抗原によって活性化され得る。活性化プロセスは、抗原によ
る膜Ｉｇ分子の架橋に依存する直接的なもの（架橋依存的Ｂ細胞活性化）、または同種の
援助と呼ばれるプロセスにおいて、ヘルパーＴ細胞による相互作用を介する間接的なもの
であり得る。多くの生理学的状況において、受容体架橋刺激と同種の援助が共同してより
活発なＢ細胞応答を生み出す（Paul, W. E., "Chapter 1: The immune system: an intro
duction," Fundamental Immunology, 4th Edition, Ed. Paul, W. E., Lippicott-Raven 
Publishers, Philadelphia (1999)）。
【００３４】
　架橋依存的Ｂ細胞活性化は、各Ｂ細胞が同一の可変領域を有するＩｇ分子を発現するた
め、抗原が細胞表面受容体の結合部位に相補的な複数コピーのエピトープを発現すること
を必要とする。そのような要求は、微生物の莢膜多糖類またはウイルスエンベロープタン
パク質など、反復エピトープを有する他の抗原によって満たされる。架橋依存的Ｂ細胞活
性化は、これらの微生物に対して開始される主要な防御免疫応答である（Paul, W. E., "
Chapter 1: The immune system: an introduction," Fundamental Immunology, 4th Edit
ion, Ed. Paul, W. E., Lippicott-Raven Publishers, Philadelphia (1999)）。
　同種の援助により、Ｂ細胞は受容体と架橋できない抗原に対する応答を開始し、同時に
、それらが弱い架橋イベントによって刺激される場合、不活性化からＢ細胞を救出する共
刺激シグナルを提供する。同種の援助は、Ｂ細胞の膜免疫グロブリン（Ｉｇ）、抗原のエ
ンドサイトーシス、および細胞のエンドソーム／リソソームコンパートメント内でのペプ
チドへのその断片化による抗原の結合に依存する。生じたペプチドのいくつかは、クラス
ＩＩ主要組織適合複合体（ＭＨＣ）分子として公知の細胞表面タンパク質の特定のセット
の溝にロードされる。生じたクラスＩＩ／ペプチド複合体は細胞表面に発現され、ＣＤ４
＋Ｔ細胞として表されるＴ細胞のセットの抗原特異的受容体のリガンドとして作用する。
ＣＤ４＋Ｔ細胞はそれらの表面上にＢ細胞のクラスＩＩ／ペプチド複合体に特異的な受容
体を持つ。Ｂ細胞活性化は、そのＴ細胞受容体（ＴＣＲ）によるＴ細胞の結合に依存する
だけでなく、この相互作用もＴ細胞上の活性化リガンド（ＣＤ４０リガンド）をＢ細胞上
のその受容体（ＣＤ４０）に結合させ、Ｂ細胞活性化のシグナル伝達を可能にする。さら
に、ヘルパーＴ細胞は、Ｂ細胞上のサイトカイン受容体への結合によって、刺激したＢ細
胞の成長および分化を制御するいくつかのサイトカインを分泌する（Paul, W. E., "Chap
ter 1: The immune system: an introduction," Fundamental Immunology, 4th Edition,
 Ed. Paul, W. E., Lippicott-Raven Publishers, Philadelphia (1999)）。
【００３５】
　抗体産生のための同種の援助の間、ＣＤ４０リガンドは活性化ＣＤ４＋ヘルパーＴ細胞
上に一過的に発現され、それは抗原特異的Ｂ細胞上のＣＤ４０に結合し、それにより二次
共刺激シグナルを伝達する。後者のシグナルは、Ｂ細胞の成長および分化、ならびに抗原
と遭遇した胚中心のＢ細胞のアポトーシスを防ぐことによるメモリーＢ細胞の生成に必須
である。Ｂ細胞とＴ細胞の両方におけるＣＤ４０リガンドの高発現は、ヒトＳＬＥ患者に
おける病原性自己抗体産生に関係する。（Desai-Mehta, A. et al., "Hyperexpression o
f CD40 ligand by B and T cells in human lupus and its role in pathogenic autoant
ibody production, " J. Clin. Invest., 97(9): 2063-2073 (1996)）。
【００３６】
　Ｔリンパ球
　造血組織の先駆細胞由来のＴリンパ球は、胸腺で分化し、次いで末梢リンパ組織および
リンパ球の再循環プールに播種される。Ｔリンパ球またはＴ細胞は、広範な免疫機能を媒
介する。これらは、Ｂ細胞が抗体産生細胞へと発生するのを援助する能力、単球／マクロ
ファージの殺菌作用を増大する能力、特定の型の免疫応答の阻害、標的細胞の死滅、およ
び炎症応答の動員を含む。これらの効果は、特異的細胞表面分子の発現およびサイトカイ
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ンの分泌に依存する。（Paul, W. E., "Chapter 1: The immune system: an introductio
n," Fundamental Immunology, 4th Edition, Ed. Paul, W. E., Lippicott-Raven Publis
hers, Philadelphia (1999)）。
【００３７】
　Ｔ細胞は、それらの抗原認識のメカニズムがＢ細胞とは異なる。Ｂ細胞の受容体である
免疫グロブリンは、可溶性分子または特定の表面上の個々のエピトープに結合する。Ｂ細
胞受容体は天然分子の表面上に発現したエピトープを参照する。抗体およびＢ細胞受容体
は、細胞外液中の微生物に結合、および保護するように進化した。対照的に、Ｔ細胞は他
の細胞表面上の抗原を認識し、相互作用することによってそれらの機能を媒介し、これら
の抗原提示細胞（ＡＰＣ）の挙動を変更する。Ｔ細胞を活性化できる末梢リンパ器官の抗
原提示細胞の３つの主な型がある：樹状細胞、マクロファージ、およびＢ細胞。これらの
うちで最も効力があるのは樹状細胞であり、その唯一の機能はＴ細胞に外来抗原を提示す
ることである。未成熟な樹状細胞は、皮膚、腸、および呼吸器を含む体中の組織に局在す
る。未成熟な樹状細胞がこれらの部位で侵入した病原菌に遭遇する場合、病原体およびそ
の産物をエンドサイトーシスし、局所リンパ節または腸関連リンパ器官へとリンパを介し
てそれらを運ぶ。病原体との遭遇は、抗原捕捉細胞からＴ細胞を活性化できる抗原提示細
胞（ＡＰＣ）へと、樹状細胞の成熟を誘導する。ＡＰＣは、エフェクター細胞になるよう
にＴ細胞を活性化する役割を持つ３つの型のタンパク質分子をそれらの表面上に提示する
：（１）外来抗原をＴ細胞受容体に提示するＭＨＣタンパク質；（２）Ｔ細胞表面上の相
補的な受容体に結合する共刺激タンパク質；および（３）活性化されるのに十分長い期間
、Ｔ細胞が抗原提示細胞（ＡＰＣ）に結合するようにする細胞間接着分子。（"Chapter 2
4: The adaptive immune system," Molecular Biology of the Cell, Alberts, B. et al
., Garland Science, NY, 2002）。
【００３８】
　Ｔ細胞は、それらが発現する細胞表面受容体に基づき２つの異なるクラスに細分される
。大半のＴ細胞は、□および□鎖からなるＴ細胞受容体（ＴＣＲ）を発現する。Ｔ細胞の
小さい群は、□および□鎖で作成される受容体を発現する。□／□Ｔ細胞の中には、２つ
の重要なサブ系列がある：共受容体分子ＣＤ４を発現するもの（ＣＤ４＋Ｔ細胞）；およ
びＣＤ８を発現するもの（ＣＤ８＋Ｔ細胞）。これらの細胞は、それらが抗原を認識する
方法ならびにそれらのエフェクターおよび制御機能が異なる。
　ＣＤ４＋Ｔ細胞は、免疫系の主要な制御細胞である。それらの制御機能は、Ｔ細胞が活
性化される時に発現が誘導されるＣＤ４０リガンドなど、それらの細胞表面分子の発現、
および活性化されるときにそれらが分泌する多様なサイトカインの両方に依存する。
　Ｔ細胞は重要なエフェクター機能も媒介し、そのいくつかはそれらが分泌するサイトカ
インのパターンによって決定される。サイトカインは、標的細胞に直接毒性であり、強力
な炎症メカニズムを動員し得る。
　さらに、Ｔ細胞、特にＣＤ８＋Ｔ細胞は、ＣＴＬによって認識される抗原を発現する標
的細胞を効率的に溶解可能な細胞障害性Ｔリンパ球（ＣＴＬ）に発生できる。（Paul, W.
 E., "Chapter 1: The immune system: an introduction," Fundamental Immunology, 4t
h Edition, Ed. Paul, W. E., Lippicott-Raven Publishers, Philadelphia (1999)）。
【００３９】
　Ｔ細胞受容体（ＴＣＲ）は、クラスＩＩまたはクラスＩ　ＭＨＣタンパク質の、特定の
溝に結合する抗原のタンパク質分解に由来するペプチドからなる複合体を認識する。ＣＤ
４＋Ｔ細胞はペプチド／クラスＩＩ複合体のみを認識するが、ＣＤ８＋Ｔ細胞はペプチド
／クラスＩ複合体を認識する。（Paul, W. E., "Chapter 1: The immune system: an int
roduction," Fundamental Immunology, 4th Edition, Ed. Paul, W. E., Lippicott-Rave
n Publishers, Philadelphia (1999)）。
　ＴＣＲのリガンド（すなわちペプチド／ＭＨＣタンパク質複合体）は、抗原提示細胞（
ＡＰＣ）内で創製される。一般に、クラスＩＩ　ＭＨＣ分子は、エンドサイトーシスプロ
セスによってＡＰＣにより取り込まれたタンパク質由来のペプチドに結合する。これらの
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ペプチドをロードしたクラスＩＩ分子は、次いで細胞の表面上で発現され、そこでは発現
された細胞表面複合体を認識することができるＴＣＲによってＣＤ４＋Ｔ細胞に結合され
得る。したがって、ＣＤ４＋Ｔ細胞は細胞外の原因に由来する抗原と反応するように特定
化される。（Paul, W. E., "Chapter 1: The immune system: an introduction," Fundam
ental Immunology, 4th Edition, Ed. Paul, W. E., Lippicott-Raven Publishers, Phil
adelphia (1999)）。
【００４０】
　反対に、クラスＩ　ＭＨＣ分子は、ウイルスタンパク質など内部で合成されたタンパク
質由来のペプチドを主にロードする。これらのペプチドは、プロテオソームによるタンパ
ク質分解によって細胞質タンパク質から産生され、粗面小胞体に移動される。一般に９ア
ミノ酸長のそのようなペプチドは、クラスＩ　ＭＨＣ分子に結合され、細胞表面に運ばれ
、ここでそれらは適切な受容体を発現するＣＤ８＋Ｔ細胞によって認識され得る。これは
Ｔ細胞系、特にＣＤ８＋Ｔ細胞に、その完全形態にあるこれらのタンパク質が細胞表面上
に発現されないまたは分泌されない場合でさえも、生物の残りの細胞のもの（例えば、ウ
イルス抗原）または変異抗原（活性がん遺伝子産物など）と異なる、またはそれよりはる
かに多くの量が産生されるタンパク質を発現する細胞を検出する能力を付与する。（Paul
, W. E., "Chapter 1: The immune system: an introduction," Fundamental Immunology
, 4th Edition, Ed. Paul, W. E., Lippicott-Raven Publishers, Philadelphia (1999)
）。
　Ｔ細胞は、ヘルパーＴ細胞；細胞性免疫の誘導に関与するＴ細胞；サプレッサーＴ細胞
；および細胞障害性Ｔ細胞としてのそれらの機能に基づいても分類され得る。
【００４１】
　ヘルパーＴ細胞
　ヘルパーＴ細胞は、Ｂ細胞を刺激してタンパク質および他のＴ細胞依存的抗原に応答す
る抗体を作成するＴ細胞である。Ｔ細胞依存的抗原は、個々のエピトープが１度または限
られた回数だけ出現し、Ｂ細胞の膜免疫グロブリン（Ｉｇ）と架橋できないまたは効率的
に架橋できない免疫原である。Ｂ細胞はそれらの膜Ｉｇによって抗原を結合し、複合体は
エンドサイトーシスを受ける。エンドソームおよびリソソームコンパートメント内で、抗
原はタンパク質分解酵素によってペプチドに断片化され、生成されたペプチドの１つまた
は複数はクラスＩＩ　ＭＨＣ分子にロードされ、この小胞コンパートメントによって運搬
される。生じたペプチド／クラスＩＩ　ＭＨＣ複合体は、次いでＢ細胞表面膜に輸送され
る。ペプチド／クラスＩＩ分子複合体に特異的な受容体を有するＴ細胞は、Ｂ細胞表面上
のこの複合体を認識する。（Paul, W. E., "Chapter 1: The immune system: an introdu
ction," Fundamental Immunology, 4th Edition, Ed. Paul, W. E., Lippicott-Raven Pu
blishers, Philadelphia (1999)）。
【００４２】
　Ｂ細胞活性化は、そのＴＣＲによるＴ細胞の結合およびＴ細胞ＣＤ４０リガンド（ＣＤ
４０Ｌ）とＢ細胞上のＣＤ４０との相互作用の両方に依存する。Ｔ細胞は、恒常的にＣＤ
４０Ｌを発現しない。むしろ、ＣＤ４０Ｌ発現は、Ｔ細胞のＴＣＲによって認識される同
種の抗原とＣＤ８０またはＣＤ８６の両方を発現するＡＰＣとの相互作用の結果として誘
導される。ＣＤ８０／ＣＤ８６は通常活性化されたＢ細胞によって発現されるが、休止Ｂ
細胞によっては発現されず、活性化されたＢ細胞およびＴ細胞を含むヘルパー相互作用は
、効率的な抗体産生をもたらし得る。しかし、多くの場合、Ｔ細胞上のＣＤ４０Ｌの最初
の誘導は、樹状細胞など、ＣＤ８０／８６を恒常的に発現するＡＰＣの表面上の抗原のそ
れらの認識に依存する。そのような活性化されたヘルパーＴ細胞は、次いで効率的にＢ細
胞と相互作用し、Ｂ細胞を援助する。Ｂ細胞上の膜Ｉｇの架橋は、効率的でないにしても
、ＣＤ４０Ｌ／ＣＤ４０相互作用と共同して様々なＢ細胞活性化をもたらす。増殖、Ｉｇ
分泌、および（発現されるＩｇクラスの）クラススイッチを含む、Ｂ細胞応答の続くイベ
ントは、Ｔ細胞由来サイトカインの作用に依存するまたは増強される。（Paul, W. E., "
Chapter 1: The immune system: an introduction," Fundamental Immunology, 4th Edit
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ion, Ed. Paul, W. E., Lippicott-Raven Publishers, Philadelphia (1999)）。
【００４３】
　ＣＤ４＋Ｔ細胞は、サイトカインＩＬ－４、ＩＬ－５、ＩＬ－６、およびＩＬ－１０を
主に分泌する細胞（ＴＨ２細胞）またはＩＬ－２、ＩＦＮ－□、およびリンホトキシンを
主に産生する細胞（ＴＨ１細胞）に分化する傾向がある。ＴＨ２細胞は、抗体産生細胞へ
のＢ細胞の発生を援助するのに非常に有効であるが、ＴＨ１細胞は、単球およびマクロフ
ァージの殺菌作用の増強、ならびに結果として増加した細胞内の小胞コンパートメントに
おける微生物溶解の効率を含む、細胞免疫応答の有効な誘導因子である。ＴＨ２細胞の表
現型（すなわちＩＬ－４、ＩＬ－５、ＩＬ－６、およびＩＬ－１０）を有するＣＤ４＋Ｔ
細胞は効率的なヘルパー細胞であるが、ＴＨ１細胞もヘルパーの能力を有する。（Paul, 
W. E., "Chapter 1: The immune system: an introduction," Fundamental Immunology, 
4th Edition, Ed. Paul, W. E., Lippicott-Raven Publishers, Philadelphia (1999)）
。
　細胞性免疫の誘導に関与するＴ細胞
　Ｔ細胞は、細胞内微生物を破壊する単球およびマクロファージの能力を増強するために
も作用し得る。特に、ヘルパーＴ細胞によって産生されるインターフェロン－ガンマ（Ｉ
ＦＮ－□）は、いくつかのメカニズムを増強し、それにより単核貪食細胞は、一酸化窒素
の生成および腫瘍壊死因子（ＴＮＦ）産生の誘導を含む細胞内細菌および寄生体を破壊す
る。ＴＨ１細胞は、ＩＦＮ－□を産生するため、殺菌作用の増強に有効である。反対に、
ＴＨ２細胞によって産生される２つの主なサイトカイン、ＩＬ－４およびＩＬ－１０は、
これらの作用を遮断する。（Paul, W. E., "Chapter 1: The immune system: an introdu
ction," Fundamental Immunology, 4th Edition, Ed. Paul, W. E., Lippicott-Raven Pu
blishers, Philadelphia (1999)）。
【００４４】
　サプレッサーまたは制御性Ｔ（Ｔｒｅｇ）細胞
　免疫応答の開始と下方制御の間の調節されたバランスは免疫恒常性の維持に重要である
。アポトーシスとＴ細胞アネルギー（抗原遭遇後にＴ細胞が内因的に機能的に不活性化さ
れる耐性機構（Scwartz, R. H., "T cell anergy," Annu. Rev. Immunol., 21: 305-334 
(2003)）の両方とも、免疫応答の下方制御に寄与する重要なメカニズムである。第三のメ
カニズムは、サプレッサーまたは制御性ＣＤ４＋Ｔ（Ｔｒｅｇ）細胞による、活性化され
たＴ細胞の能動抑制によって提供される。（Reviewed in Kronenberg, M. et al., "Regu
lation of immunity by self-reactive T cells," Nature 435: 598-604 (2005)）。ＩＬ
－２受容体アルファ（ＩＬ－２Ｒ□）鎖（ＣＤ４＋ＣＤ２５＋）を恒常的に発現するＣＤ
４＋Ｔｒｅｇは、アネルギー性および抑制性である自然発生のＴ細胞サブセットである。
（Taams, L. S. et l., "Human anergic/suppressive CD4+CD25+ T cells: a highly dif
ferentiated and apoptosis-prone population," Eur. J. Immunol., 31: 1122-1131 (20
01)）。ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔｒｅｇの枯渇はマウスの全身性自己免疫疾患をもたらす。
さらに、これらのＴｒｅｇの移植は、自己免疫疾患の発生を防ぐ。ヒトＣＤ４＋ＣＤ２５
＋Ｔｒｅｇは、そのマウスの対応物と類似して、胸腺で生成され、細胞間接触依存的なメ
カニズムによって、レスポンダーＴ細胞の増殖を抑制する能力、ＩＬ－２を産生できない
こと、およびｉｎ　ｖｉｔｒｏでのアネルギー表現型によって特徴付けられる。ヒトＣＤ
４＋ＣＤ２５＋Ｔ細胞は、ＣＤ２５発現のレベルによって、抑制性（ＣＤ２５高）および
非抑制性（ＣＤ２５低）細胞に分けられ得る。転写因子のフォークヘッドファミリーのメ
ンバー、ＦＯＸＰ３は、マウスおよびヒトＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔｒｅｇに発現されること
が示されており、ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔｒｅｇ発生を調節するマスター遺伝子のようであ
る。（Battaglia, M. et al., "Rapamycin promotes expansion of functional CD4+CD25
+Foxp3+ regulator T cells of both healthy subjects and type 1 diabetic patients,
" J. Immunol., 177: 8338-8347 (200)）。
【００４５】
　細胞障害性Ｔリンパ球（ＣＴＬ）
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　標的細胞内で産生されたタンパク質由来のペプチドを認識するＣＤ８＋Ｔ細胞は細胞傷
害特性を有し、標的細胞の溶解をもたらす。ＣＴＬ誘導溶解のメカニズムは、標的細胞の
膜に挿入され細胞の溶解を促進し得る分子であるパーフォリンのＣＴＬによる産生を含む
。パーフォリン媒介溶解は、グランザイムと呼ばれる活性化ＣＴＬによって産生された一
連の酵素によって増強される。多くの活性なＣＴＬは、それらの表面に大量のｆａｓリガ
ンドも発現する。ＣＴＬの表面上のｆａｓリガンドの、標的細胞の表面上のｆａｓとの相
互作用は、標的細胞のアポトーシスを開始し、これらの細胞の死をもたらす。ＣＴＬ媒介
溶解は、ウイルス感染細胞の破壊のための主なメカニズムであるようである。
【００４６】
　プライミング
　本明細書で使用する場合、用語「プライミングされていない細胞」（バージン（virgin
）、ナイーブ（naive）、または未経験細胞とも呼ばれる）は、特定の特異性の抗原受容
体（Ｔ細胞ではＴＣＲ、Ｂ細胞ではＢＣＲ）を生成したが、抗原に遭遇していないＴ細胞
およびＢ細胞を指す。本明細書で使用する場合、用語「プライミング」は、それによりＴ
細胞およびＢ細胞先駆細胞が、それらが特異的である抗原に遭遇するプロセスを指す。
【００４７】
　例えば、ヘルパーＴ細胞およびＢ細胞が相互作用し、特定の抗体を産生する前、抗原特
異的Ｔ細胞先駆細胞はプライミングされなければならない。プライミングはいくつかのス
テップを含む：抗原取り込み、プロセシング、および抗原提示細胞によるクラスＩＩ　Ｍ
ＨＣ分子に結合する細胞表面発現、リンパ組織におけるヘルパーＴ細胞先駆細胞の再循環
および抗原特異的トラップ、ならびにＴ細胞増殖および分化。Janeway, CA, Jr., "The p
riming of helper T cells, Semin. Immunol. 1(1): 13-20 (1989)。ヘルパーＴ細胞はＣ
Ｄ４を発現するが、全てのＣＤ４Ｔ細胞がヘルパー細胞ではない。同文献。ヘルパーＴ細
胞のクローン増殖のために必要なシグナルは他のＣＤ４Ｔ細胞に必要とされるものとは異
なる。ヘルパーＴ細胞のプライミングに重要な抗原提示細胞は、マクロファージのようで
あり；およびヘルパーＴ細胞の成長に重要な第二のシグナルはマクロファージ産物インタ
ーロイキン１（ＩＬ－１）である。同文献。プライミングされたＴ細胞および／またはＢ
細胞が第二の共刺激シグナルを受ける場合、それらは活性化されたＴ細胞またはＢ細胞に
なる。
【００４８】
　本明細書で使用する場合、用語「移植」は、個体の一部から別の部分への細胞、組織、
または器官の除去および移動を指す。
　一態様によると、記載した本発明は、ヒトＦｌｔ３およびヒトＣＤ３の両方に結合する
組換え二重特異性抗体を用意する。いくつかの実施形態によると、Ｆｌｔ３抗体はＦＬＴ
３／ＦＬＫ２受容体タンパク質に結合する。いくつかの実施形態によると、ＦＬＴ３／Ｆ
ＬＫ２受容体タンパク質は哺乳動物タンパク質である。いくつかの実施形態によると、Ｆ
ＬＴ３／ＦＬＫ２受容体タンパク質はヒトである。いくつかの実施形態によると、ＦＬＴ
３／ＦＬＫ２受容体タンパク質は天然である。いくつかの実施形態によると、ＦＬＴ３／
ＦＬＫ２受容体タンパク質は改変形態である。いくつかの実施形態によると、ＦＬＴ３／
ＦＬＫ２受容体タンパク質は変性された形態である。いくつかの実施形態によると、ＦＬ
Ｔ３／ＦＬＫ２受容体タンパク質は非改変形態である。いくつかの実施形態によると、Ｆ
ｌｔ３抗体は、モノクローナル抗体、ポリクローナル抗体、抗体断片および合成抗体模倣
物からなる群から選択される。いくつかの実施形態によると、Ｆｌｔ３抗体はモノクロー
ナル抗体である。いくつかの実施形態によると、ＦＬｔ３モノクローナル抗体は、合成抗
体および工学的に改変した抗体からなる群から選択される。いくつかの実施形態によると
、合成抗体は組換え抗体である。いくつかの実施形態によると、組換え抗体は単鎖可変断
片（ｓｃＦｖ）抗体である。いくつかの実施形態によると、単鎖抗体はＩｇＧ１のＣＨ２
ドメインに接続されているＦｌｔ３抗体のＦａｂ断片のＣ末端を含む。いくつかの実施形
態によると、ＩｇＧ１のＣＨ２ドメインは、ヒトＣＤ３のサブユニットと反応する抗体の
単鎖可変断片（ＳｃＦｖ）に接続されている。いくつかの実施形態によると、単鎖可変断
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片はモノクローナル抗体である。いくつかの実施形態によると、ヒトＣＤ３のサブユニッ
トはＵＣＨＴ１である。いくつかの実施形態によると、工学的に改変した抗体はキメラ抗
体である。いくつかの実施形態によると、工学的に改変した抗体はヒト化抗体である。
【００４９】
　いくつかの実施形態によると、ＦＬＴ３抗体のＦｌｔ３への結合は、ＦＬＴ３リガンド
のＦＬＴ３／ＦＬＫ２受容体タンパク質への結合を遮断するのに有効である。いくつかの
実施形態によると、ＦＬＴ３抗体の細胞上のＦｌｔ３への結合は、細胞の結合した抗体を
内部移行させるのに有効である。
　いくつかの実施形態によると、Ｆｌｔ３抗体は、有効濃度の最大半量（ＥＣ50）が、約
１ｎｇ／ｍＬ（６．２５ｐＭ）と約２，０００ｎｇ／ｍＬ（１２．５ｎＭ）の間である。
いくつかの実施形態によると、Ｆｌｔ３抗体は、有効濃度の最大半量（ＥＣ50）が、約１
０ｎｇ／ｍＬ（６２．５ｐＭ）と約２００ｎｇ／ｍＬ（１．２５ｎＭ）の間である。いく
つかの実施形態によると、ヒトＦｌｔ３とヒトＣＤ３の両方に結合する二重特異性抗体は
、造血幹細胞（ＨＰＣ）、初期の造血前駆細胞（ＨＰ）、およびがん細胞の１つまたは複
数を除去するのに有効である。いくつかの実施形態によると、ＨＰＣ、ＨＰ、およびがん
細胞の１つまたは複数はＦＬＴ３を発現する。いくつかの実施形態によると、それを必要
とする対象はＢＭ／ＨＰＣＰＣ移植を受けるまたは受けていると認定される患者である。
がん細胞の例としては、限定はされないが、急性骨髄性白血病（ＡＭＬ）の芽細胞、急性
リンパ性白血病（ＡＬＬ）、慢性骨髄性白血病の急性転化期（ＢＣ－ＣＭＬ）、および慢
性リンパ性白血病（ＣＬＬ）が挙げられる。いくつかの実施形態によると、二重特異性抗
体は、骨髄（ＢＭ）／造血幹細胞（ＨＳＣ）移植を受ける患者をコンディショニングする
のに有効である。いくつかの実施形態によると、ＨＳＣ／ＨＰ移植は血液系悪性腫瘍また
は過剰増殖性障害、例えば急性骨髄性白血病（ＡＭＬ）、急性リンパ性白血病（ＡＬＬ）
、慢性リンパ性白血病（ＣＬＬ）、慢性骨髄性白血病（ＣＭＬ）、末梢Ｔ細胞リンパ腫、
濾胞性リンパ腫、びまん性大細胞型Ｂ細胞リンパ腫、ホジキンリンパ腫、非ホジキンリン
パ腫、神経芽細胞腫、非悪性の遺伝性および後天性骨髄障害（例えば、鎌状赤血球貧血、
ベータサラセミアメジャー、難治性Ｄｉａｍｏｎｄ－Ｂｌａｃｋｆａｎ貧血、骨髄異形成
症候群、特発性重症再生不良性貧血、発作性夜間ヘモグロビン尿症、赤芽球癆、ファンコ
ニ貧血、無巨核球性または先天性血小板減少症）、多発性骨髄腫、または重症複合免疫不
全症（ＳＣＩＤ）を処置するためである。
【００５０】
　別の態様によると、ヒトＦＬＴ３とヒトＣＤ３の両方に結合する組換え単鎖二重特異性
抗体を調製する方法は、Ｆｌｔ３モノクローナル抗体のＦａｂ断片のＣ末端をＩｇＧ１の
ＣＨ２ドメインに接続するステップ、およびヒトＣＤ３のサブユニットと反応するモノク
ローナル抗体（ＵＣＨＴ１）の単鎖可変断片（ＳｃＦｖ）をＩｇＧ１のＣＨ２ドメインに
接続するステップを含む。
　別の態様によると、記載した本発明は、それを必要とする患者の造血幹細胞／造血前駆
細胞（ＨＳＣ／ＨＰ）を除去する方法を提供する。いくつかの実施形態によると、本方法
は、ＨＳＣ／ＨＰおよびＴ細胞に特異的に結合する二重特異性抗体を前記患者に投与する
ステップを含む。特に、二重特異性抗体は、ＨＳＣ／ＨＰによって発現されるヒトＦＬＴ
３およびＴ細胞によって発現されるヒトＣＤ３に結合する。抗体の同時結合は、Ｔ細胞を
リダイレクトし、患者のＨＳＣ／ＨＰを特異的に除去する。
【００５１】
　本方法は、患者への有効量の特定の抗体の投与も提供する。有効量は０．０１ｍｇ／ｋ
ｇ～１０ｍｇ／ｋｇ、より良くは０．０５ｍｇ／ｋｇ～２ｍｇ／ｋｇ、より良くは０．１
ｍｇ／ｋｇ～０．５ｍｇ／ｋｇ、より良くは０．１ｍｇ／ｋｇ～０．３ｍｇ／ｋｇ、より
良くは０．１ｍｇ／ｋｇである。
　いくつかの実施形態によると、霊長類およびヒトＣＤ３に結合する二重特異性抗体はヒ
ト化抗体である。
　いくつかの実施形態によると、二重特異性抗体またはその抗原結合部分はＦＬＴ３抗体
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のアミノ酸配列を含む。
【００５２】
　いくつかの実施形態によると、二重特異性抗体またはその抗原結合部分はＣＤ３抗体の
アミノ酸配列を含む。
　いくつかの実施形態によると、二重特異性抗体またはその抗原結合部分は、免疫グロブ
リンＧ（ＩｇＧ）、ＩｇＭ、ＩｇＥ、ＩｇＡ、またはＩｇＤアイソタイプからなる群から
選択されるアイソタイプを含む。
　別の態様によると、本発明は、それを必要とする患者のＨＳＣ／ＨＰを除去する方法も
提供し、ここでＨＳＣ／ＨＰはＦＬＴ３を発現する。本方法は、ＨＳＣ／ＨＰの除去を必
要とする患者を選択するステップならびにＨＳＣ／ＨＰによって発現されるヒトＦＬＴ３
およびＴ細胞によって発現されるヒトＣＤ３に特異的に結合する二重特異性抗体を含む治
療有効量の医薬組成物を患者に投与するステップを含み、ここでは二重特異性抗体がＴ細
胞をリダイレクトし、患者のＨＳＣ／ＨＰを死滅させる。
　ＨＳＣ／ＨＰを除去する必要がある患者は、急性骨髄性白血病（ＡＭＬ）、急性リンパ
性白血病（ＡＬＬ）、慢性リンパ性白血病（ＣＬＬ）、慢性骨髄性白血病（ＣＭＬ）、末
梢Ｔ細胞リンパ腫、濾胞性リンパ腫、びまん性大細胞型Ｂ細胞リンパ腫、ホジキンリンパ
腫、非ホジキンリンパ腫、神経芽細胞腫、非悪性の遺伝性および後天性骨髄障害（例えば
、鎌状赤血球貧血、ベータサラセミアメジャー、難治性Ｄｉａｍｏｎｄ－Ｂｌａｃｋｆａ
ｎ貧血、骨髄異形成症候群、特発性重症再生不良性貧血、発作性夜間ヘモグロビン尿症、
赤芽球癆、ファンコニ貧血、無巨核球性または先天性血小板減少症）などの非血液系悪性
腫瘍、多発性骨髄腫、重症複合免疫不全症（ＳＣＩＤ）、ならびに骨髄（ＢＭ）／造血幹
細胞（ＨＳＣ）移植を使用して処置される他の障害を患っている患者である。
【００５３】
　医薬組成物は、抗体および薬学的に許容される担体、希釈剤、または賦形剤を含む。担
体は、例えば、水、生理食塩水、リン酸緩衝生理食塩水、デキストロース、グリセロール
、エタノールなどの１つまたは複数、およびそれらの組合せから選択される。薬学的に許
容される担体は、結合タンパク質の有効期間または有効性を増強する湿潤剤もしくは乳化
剤、保存剤、または緩衝剤などの少量の補助剤をさらに含み得る。医薬組成物は、当技術
分野で周知のように、投与後の活性成分の速い、持続した、または遅延した放出を提供す
るように製剤化され得る（Mishra, M. K. (2016). Handbook of encapsulation and cont
rolled release. Boca Raton, CRC Press, Taylor & Francis Group, CRC Press is an i
mprint of the Taylor & Francis Group, an Informa business、その全体が参照により
本明細書に組み込まれる）。
　医薬組成物は、Ｔ細胞または抗腫瘍剤などの別の成分をさらに含み得る。抗体と併せて
投与される抗腫瘍剤は、腫瘍または悪性腫瘍細胞を破壊または損傷する任意の薬剤を含む
。
【００５４】
　抗腫瘍剤は、当業者に公知であり、アントラサイクリン（例えばダウノマイシンおよび
ドキソルビシン）、オーリスタチン、メトトレキサート（ＭＴＸ）、ビンデシン、ネオカ
ルチノスタチン、シスプラチン、クロラムブシル、シトシンアラビノシド、５－フルオロ
ウリジン、メルファラン、リシン、およびカリチアマイシンを含む好適な抗悪性腫瘍剤か
らなる群から選択され、ドキソルビシン、ブレオマイシン、ビンブラスチン、およびダカ
ルバジン（ＡＢＶＤ）などとの多剤併用療法、ＢＥＡＣＯＰＰまたは増大したＢＥＳＣＯ
ＰＰ（ブレオマイシン、エトポシド、ドキソルビシン、シクロフォスファミド、ビンクリ
スチン、プロカルバジン、およびプレドニゾン）、ならびにＳｔａｎｆｏｒｄ　Ｖ療法（
ドキソルビシン、ビンブラスチン、メクロレタミン、ビンクリスチン、ブレオマイシン、
エトポシド、およびプレドニゾン）を含む。抗腫瘍剤はまた、免疫療法（例えば、抗ＣＤ
２０抗体リツキシマブ）、免疫毒素（例えば、ブレンツキシマブベドチン（ＳＧＮ－３５
）は、抗チューブリン剤モノメチルオーリスタチンＥ（ＭＭＡＥ）に連結するＣＤ－３０
に対する抗体を含む免疫毒素である）、養子免疫治療（細胞障害性Ｔリンパ球）、プログ
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ラム死１（ＰＤ－１）遮断（例えば、ニボルマブ、ペンブロリズマブ）であってよい。
【００５５】
　別の態様によると、本発明は、Ｔ細胞をリダイレクトし、ｉｎ　ｖｉｖｏの動物モデル
においてＨＳＣ／ＨＰを死滅させる二重特異性抗体を試験する方法をさらに提供し、ここ
で前記動物モデルはキメラマウス－ヒト造血系の免疫無防備状態のヒト化マウスであり、
前記ヒト化マウスはヒトＨＳＣ／ＨＰの移植またはヒト出生後血管芽細胞の前記骨髄破壊
された免疫無防備状態のマウスへの移植によって創製される。
　本発明の二重特異性抗体は、その全体が参照により本明細書に組み込まれるDurben et 
al. (Molecular Therapy, vol. 23, no. 4 April 2015)に記載の方法に従って合成されて
いる。
　使用したＦＬＴ３抗体配列は、その全体が参照により本明細書にも組み込まれるGrosse
-Hovest et alの米国特許第９，０２３，９９６号に記載されている。
　本発明は、その好ましい実施形態と併せて記載されるが、当業者は他の実施形態も本発
明の趣旨から逸脱することなく行われ得ることに気づくと理解される。
　値の範囲が提供される場合、文脈が他にはっきりと示さない限り、下限の単位の１０分
の１まで、その範囲の上下限の間、および任意の他の言及した介在値、または言及した範
囲の介在値が本発明に包含されることが理解される。より小さな範囲に独立して含まれ得
るこれらのより小さな範囲の上下限も本発明に包含され、言及した範囲の任意の特別に除
外した限界を対象とする。言及した範囲が１つまたは両方の限界を含む場合、これらの含
まれる限界の両方ともを除外する範囲も本発明に含まれる。
【００５６】
　他に定義しない限り、本明細書で使用した全ての技術および科学用語は、本発明が属す
る当業者によって一般に理解されるのと同じ意味を有する。本明細書に記載のものと類似
または等価の任意の方法および材料も記載した本発明の実施または試験に使用され得るが
、例示的な方法および材料を記載している。本明細書に述べた全ての刊行物は参照により
本明細書に組み込まれて開示され、刊行物が引用されるものと関連して方法および／また
は材料を記載する。
　本明細書に使用される場合および添付の請求項において、単数形「１つ（ａ）」、「お
よび（ａｎｄ）」および「その（ｔｈｅ）」は、文脈が他にはっきりと示さない限り複数
の参照を含む。
【実施例】
【００５７】
　以下の実施例は、記載した本発明の作成および使用方法の完全な開示および記載を当業
者に提供するために記載され、本発明者らが彼らの発明と見なす範囲を限定することを意
図せず、彼らは以下の実験が実施した実験全てまたは実施した実験のみを表すことを意図
しない。使用した数値（例えば量、温度など）に関する正確性を確実にする努力がなされ
ているが、いくつかの実験エラーおよび逸脱は説明されるべきである。他に示さない限り
。部は質量部であり、分子量は質量平均分子量であり、温度はセ氏であり、圧力は大気圧
または大気圧付近である。
　本発明をより詳しく示すために以下の例をあげる。
【００５８】
（例１）
　抗体合成説明
　背景情報
　Ｆａｂｓｃは組換え二重特異性抗体フォーマットである。ＦＬＴ３（４Ｇ８クローンを
使用）およびＣＤ３（ＵＣＨＴ１抗体配列を使用し、ｈｕｘＣＤ３ｖ１とも呼ばれる）を
標的化する二重特異性抗体のためのＦａｂｓｃフォーマットは以下である：Ｆｌｔ３　ｍ
ＡｂのＦａｂ断片のＣ末端は、ＩｇＧ１のＣＨ２ドメイン、続いてＵＣＨＴ１のＳｃＦｖ
に接続される。
　４Ｇ８クローンおよびＵＣＨＴ１の配列は、それぞれその全体が参照により本明細書に
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組み込まれる米国特許第９，０２３，９９６Ｂ２号および米国特許第６，０５４，２９７
号から得た。
　実験の範囲
　背景に記載したフォーマットに基づく４Ｇ８およびＵＣＨＴ１可変重鎖および軽鎖配列
の遺伝子合成。
　ＩｇＧ発現ベクターの分子構築。
　ＨＥＫ２９３細胞における０．１リットルプレミアム一過性産生。
　カスタム精製（ＫａｐｐａＳｅｌｅｃｔおよびプロテインＬカラムならびにｐＨ２．３
での溶出）。
　ＳＥ－ＨＰＬＣによるタンパク質凝集分析。
　輸送可能な標的
　０．１リットル産生から精製した全てのタンパク質。
　分析証明書、ＣＥ－ＳＤＳ分析、ＳＥ－ＨＰＬＣ分析報告書を含む試験報告書。
　発現および精製後に得られた収量に依存して、産生した抗体が以下の解析ステップに使
用されるかどうか顧客が決定する：
　ＳＥ－ＨＰＬＣ（０．１ｍｇ）による試験純度、モノマー含量、および凝集。
　様々な濃度の抗原を使用する結合および解離ならびにＦｏｒｅＢｉｏ　Ｏｃｔｅｔ　Ｑ
Ｋｅ（０．２ｍｇ）によるｋＤの算出。
【００５９】
　結果
　Ｆａｂｓｃ抗体は高発現哺乳動物ベクターシステムにクローニングされ、少量（０．１
リットル）プレミアム一過性産生をＨＥＫ２９３細胞で完了した。タンパク質は、プロテ
インＬ精製によって精製され、２０．１７ｍｇのタンパク質が得られた。収量が報告され
、顧客はＳＥ－ＨＰＬＣが行われるべきであることを確認した。抗体はＳＥ－ＨＰＬＣに
よって９２％非凝集モノマーであることが決定された。
　ベクター構築および一過性産生
　発現ベクターの分子構築
　ＤＮＡ　Ｓｔｕｄｉｏ遺伝子を合成し、プログラムされた配列を高発現哺乳動物ベクタ
ーの１つへクローニングした。完全構築物はトランスフェクションに進む前に配列を確認
した。
【表１】

【００６０】
　小規模一過性トランスフェクション
　ＨＥＫ２９３細胞をトランスフェクションの１日前に振盪フラスコに播種し、無血清合
成培地を使用して成長させた。ＤＮＡ発現構築物は、一過性トランスフェクションの標準
的な操作手順を使用して０．１リットルの浮遊ＨＥＫ２９３細胞に一過的にトランスフェ
クトした。２０時間後、細胞を採取し、生存能力および生存細胞数を得て、力価を測定し
た（Ｏｃｔｅｔ　ＱＫｅ，ＦｏｒｔｅＢｉｏ）。５日目に培養物を回収し、さらなる読み
取りを行った。
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　プロテインＬアフィニティー精製
　Ｆａｂｓｃ用馴化培地を回収し、遠心分離および濾過により一過性トランスフェクショ
ン産生工程から浄化した。上澄み液をプロテインＬカラムに通し、低ｐＨ緩衝液によって
溶出した。分割する前に、０．２μｍの膜フィルターを使用する濾過を行った。精製およ
び濾過後、タンパク質濃度をＯＤ２８０および吸光係数から算出した。収量および分割量
の要約は表１を参照。ＣＥ－ＳＤＳ分析を実施し（ＬａｂＣｈｉｐ　ＧＸＩＩ、Ｐｅｒｋ
ｉｎ　Ｅｌｍｅｒ）、電気泳動図をプロットし、図１Ａおよび図１Ｂに示す。
【００６１】
　ＳＥ－ＨＰＬＣ分析
　５μＬの精製抗体を、０．２ｍＬ／分の流速で２５分間、ＭＡｂＰａｃ　ＳＥＣ－１、
５μｍ、４×３００ｍｍカラムに注入した。タンパク質は、９２％その非凝集形態で、期
待時間溶出した。ＳＥ－ＨＰＬＣのクロマトグラムおよび仕様を図１Ｃに概説する。
　凝集レベルの要約については表１を参照。
【表２】

【００６２】
　企画概要
　Ｆａｂｓｃ抗体をＬａｋｅＰｈａｒｍａの高発現哺乳動物ベクターシステムにクローニ
ングし、小規模（０．１リットル）プレミアム一過性産生をＨＥＫ２９３細胞で完了した
。タンパク質は、プロテインＬ精製によって精製し、２０．１７ｍｇのタンパク質を得て
、１９．０７ｍｇが送達された。抗体は、ＳＥ－ＨＰＬＣによって９２％非凝集であるこ
とが決定された。収量および分割量の要約は表１を参照。
【００６３】
　タンパク質精製結果
　プロセス概要および仕様
　プロテインＬアフィニティークロマトグラフィー
　０．２μｍ滅菌濾過
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【表４】

【００６４】
　方法

【表５】



(27) JP 2019-513836 A 2019.5.30

10

20

30

40

50

【表６】

【００６５】
（例２）
　骨髄／造血幹細胞（ＢＭ／ＨＳＣ）移植のための患者の前処置またはコンディショニン
グ
　骨髄／造血幹細胞（ＢＭ／ＨＳＣ）移植のための患者の前処置またはコンディショニン
グは手順の重要な要素である。それは２つの主な目的を果たす：（１）患者の十分な免疫
抑制を提供し、移植したＨＳＣのための骨髄の十分なニッチ空間を明らかにする。これは
移植した細胞をレシピエントに生着させる；（２）悪性腫瘍の源の根絶を助けることが多
い。
　患者のコンディショニングは、放射線ありまたはなしで化学療法剤のカクテルの最大投
与可能量を投与することによって従来行われてきた。カクテルの成分は、毒性が重複しな
いように選択されることが多い。現在使用されている全ての前処置レジメンは毒性であり
、生命を脅かし得る重度の副作用がある。これらの副作用は、粘膜炎、吐き気、および嘔
吐、脱毛、下痢、発疹、末梢神経障害、不妊、肺毒性、および肝毒性である。これらの副
作用の多くは、年配および病気の患者で特に危険であり、患者が移植を受けるかどうか決
定する決定的な要素となることが多い。
【００６６】
　ＢＭ／ＨＳＣ移植を受ける患者のコンディショニングのための化学療法剤の使用を除去
するため、本発明者らはリダイレクトＴ細胞殺傷を使用する造血幹細胞／造血前駆細胞（
ＨＳＣ／ＨＰ）の選択的除去の方法を開発した。この方法は、ＨＳＣ／ＨＰの表面上の標
的（ＦＬＴ３）およびＴ細胞の表面上の標的（ＣＤ３）にも結合し、ＨＳＣ／ＨＰに対し
てＴ細胞を動員する二重特異性抗体の使用に基づく。
　開発した本方法が、ＨＳＣ／ＨＰを除去するために有用である原理の証明として、本発
明者らは、急性骨髄性白血病（ＡＭＬ）患者の始原末梢血単球における白血病芽の殺傷の
ために設計された二重特異性（ＦＬＴ３×ＣＤ３）抗体を試験した（Durben, Schmiedel 
et al. 2015）。
【００６７】
　免疫無防備状態のＮＯＧ（ＮＯＤ．Ｃｇ－Ｐｒｋｄｃｓｃｉｄ　Ｉｌ２ｒｇｔｍ１Ｓｕ
ｇ／ＪｉｃＴａｃ）マウスの雌（４～６週齢）を、臍帯血（ＣＢ）由来のヒトＣＤ３４＋
ＨＳＣ／ＨＰの移植に使用した。ＣＢの単核球画分は、Ｆｉｃｏｌｌ－Ｐａｑｕｅ（ＧＥ
　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ　Ｌｉｆｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ）を使用して、密度勾配遠心分離
によって分離した。簡単にいうと、抗凝集体で処置したＣＢは、１：１の比でリン酸緩衝
生理食塩水（ＰＢＳ）と混合し、５０ｍｌの円錐遠心分離チューブ内でＦｉｃｏｌｌ－Ｐ
ａｑｕｅ（１０ｍｌ）の層上に置いた（混合物の３５ｍｌ）。次いで、チューブを、４０
０×ｇの速さでスピンした。単球リンパ球層を注意深く取り除き、その層から得た細胞は
ＰＢＳで２回洗浄した。
　ＣＤ３４＋ＨＳＣ／ＨＰは、血小板減少によるネガティブセレクションによって単離し
た（Ｓｔｅｍｃｅｌｌ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）。望まない細胞は、ＣＤ２、ＣＤ３
、ＣＤ１１ｂ、ＣＤ１１ｃ、ＣＤ１４、ＣＤ１６、ＣＤ１９、ＣＤ２４、ＣＤ５６、ＣＤ
６１、ＣＤ６６ｂ、グリコフォリンＡ、およびデキストラン被覆マグネット粒子を認識す



(28) JP 2019-513836 A 2019.5.30

10

20

30

40

50

る四量体抗体複合体による除去の標的となった。標識細胞は、カラムを使用せずにＥａｓ
ｙＳｅｐ（登録商標）マグネットを使用して分離された。
【００６８】
　ＣＤ３４＋ＨＳＣ／ＨＰは、骨髄機能を廃絶したＮＯＧマウスへの移植のため、２００
μｌ当たり１０，０００～５０，０００個の細胞でＰＢＳに再懸濁した。
　マウスは移植２４時間前に腹腔内注射によってブスルファン（１０ｍｇ／ｋｇ）を使用
して骨髄機能を廃絶した。ＣＤ３４+ＨＳＣ／ＨＰは、２００μｌの細胞懸濁液（ｎ＝５
２）の尾静脈注射によって移植した。移植の１８週後、移植したマウスの末梢血を、ヒト
ＣＤ４５+細胞の存在に関して試験した。さらなる実験のため、４０％≦キメラ化のレベ
ル（全ＣＤ４５+細胞のうちヒトＣＤ４５+細胞≧４０％の％）のマウスを選択した（ｎ＝
２７；図１Ａ、Ｂ）。キメラ化のレベルは、末梢血において試験し、以下のように算出し
た。
【数１】

【００６９】
　選択したマウスの末梢血は、ヒトＢ細胞（ｈＣＤ１９+）、ヒトＴ細胞（ｈＣＤ３+）、
および骨髄球系列に属するヒト細胞（ｈＣＤ３３+）の存在についても試験した。大半の
マウスは、３つの系列全ての強い発生を示した（図１Ａ、Ｂ）。何匹かのマウス（ｎ＝３
）はＣＤ３+細胞の発生を欠損していた（図１Ｂ星印、Ｄ）。これらのＴ細胞欠損マウス
は実験内で内部対照群として使用した。
【００７０】
　インサートのタンパク質配列
　Ｆａｂｓｃ　ＨＣ　［Ｈ３１１３］（配列番号１）：
MEWSWVFLFFLSVTTGVHSQVQLQQPGAELVKPGASLKLSCKSSGYTFTSYWMHWVRQRPGHGLEWIGEIDPSDSYKDYN
QKFKDKATLTVDRSSNTAYMHLSSLTSDDSAVYYCARAITTTPFDFWGQGTTLTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTA
ALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSC
DKTHTSPPSPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVGVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYQSTYR
VVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKQLPSPIEKTISKAKGGGGAGGGGEVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGYSFTGY
TMNWVRQAPGKGLEWVALINPYKGVTTYADSVKGRFTISVDKSKNTAYLQMNSLRAEDTAVYYCARSGYYGDSDWYFDVW
GQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDIRNYLNWYQQKPGKAPKLLIYYTSRLE
SGVPSRFSGSGSGTDYTLTISSLQPEDFATYYCQQGNTLPWTFGQGTKVEIKR*
　Ｆａｂｓｃ　ＬＣ　［Ｈ３１１３］（配列番号２）：
METDTLLLWVLLLWVPGSTGDIVLTQSPATLSVTPGDSVSLSCRASQSISNNLHWYQQKSHESPRLLIKYASQSISGIPS
RFSGSGSGTDFTLSINSVETEDFGVYFCQQSNTWPYTFGGGTKLEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFY
PREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC*
　シグナルペプチド
　可変重
　可変軽
　インサートのＤＮＡ配列
　Ｆａｂｓｃ　ＨＣ　［Ｈ３１１３］（配列番号３）：
ATGGAATGGAGCTGGGTCTTTCTCTTCTTCCTGTCAGTAACGACTGGTGTCCACTCCCAGGTGCAGCTGCAGCAGCCTGG
TGCCGAGCTCGTGAAACCTGGCGCCTCCCTGAAGCTGTCCTGCAAGTCCTCCGGCTACACCTTCACCAGCTACTGGATGC
ACTGGGTGCGACAGAGGCCTGGCCACGGACTGGAATGGATCGGCGAGATCGACCCCTCCGACTCCTACAAGGACTACAAC
CAGAAGTTCAAGGACAAGGCCACCCTGACCGTGGACAGATCCTCCAACACCGCCTACATGCACCTGTCCTCCCTGACCTC
CGACGACTCCGCCGTGTACTACTGCGCCAGAGCCATCACAACCACCCCCTTCGATTTCTGGGGCCAGGGCACCACACTGA
CAGTGTCCTCCGCTTCCACCAAGGGCCCCTCCGTGTTTCCTCTGGCCCCTTCCAGCAAGTCCACCTCTGGCGGAACAGCC
GCTCTGGGCTGCCTCGTGAAGGACTACTTCCCCGAGCCTGTGACCGTGTCCTGGAACTCTGGCGCTCTGACATCCGGCGT
GCACACCTTCCCTGCTGTGCTGCAGTCTAGCGGCCTGTACTCCCTGTCCAGCGTCGTGACCGTGCCTTCCAGCTCTCTGG
GCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAACCACAAGCCTTCCAACACCAAGGTGGACAAGAAGGTGGAACCCAAGTCCTGC
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GACAAGACCCACACCAGCCCTCCAAGCCCTGCTCCTCCTGTGGCTGGCCCTAGCGTGTTCCTGTTCCCTCCAAAGCCCAA
GGATACCCTGATGATCTCCCGGACCCCCGAAGTGACCTGCGTGGTCGTGGGAGTGTCTCACGAGGACCCTGAAGTGAAGT
TCAATTGGTACGTGGACGGCGTGGAAGTGCACAACGCCAAGACCAAGCCTAGAGAGGAACAGTACCAGTCCACCTACCGG
GTGGTGTCCGTGCTGACCGTGCTGCACCAGGATTGGCTGAACGGCAAAGAGTACAAGTGCAAGGTGTCCAACAAGCAGCT
GCCCAGCCCCATCGAAAAGACCATCTCCAAGGCTAAGGGCGGAGGCGGAGCTGGTGGTGGCGGAGAAGTGCAGCTGGTGG
AATCTGGCGGCGGACTGGTGCAGCCTGGCGGATCTCTGAGACTGTCTTGTGCCGCCAGCGGCTACTCTTTCACCGGCTAT
ACCATGAATTGGGTGCGCCAGGCCCCTGGAAAGGGCCTGGAATGGGTGGCCCTGATCAACCCCTACAAGGGCGTGACCAC
CTACGCCGACTCCGTGAAGGGCCGGTTCACCATCTCCGTGGACAAGTCCAAGAATACCGCTTACCTGCAGATGAACTCCC
TGCGGGCCGAGGACACCGCTGTGTATTACTGTGCTAGATCCGGCTACTACGGCGACAGCGATTGGTACTTCGACGTGTGG
GGACAGGGAACCCTCGTGACTGTGTCATCAGGCGGCGGTGGTTCTGGCGGAGGGGGATCTGGGGGCGGTGGATCCGATAT
CCAGATGACCCAGTCCCCCAGCTCCCTGTCTGCCTCTGTGGGCGACAGAGTGACCATCACCTGTCGGGCCTCTCAGGACA
TCCGGAACTACCTGAACTGGTATCAGCAGAAGCCCGGCAAGGCCCCCAAGCTGCTGATCTACTACACCTCCCGGCTGGAA
AGCGGCGTGCCCTCCAGATTCTCCGGCTCTGGCTCTGGAACCGACTATACCCTGACCATCTCTAGCCTGCAGCCCGAGGA
CTTCGCCACCTACTACTGCCAGCAGGGCAACACCCTGCCCTGGACCTTTGGCCAGGGAACAAAGGTGGAAATCAAGCGGT
GA
　Ｆａｂｓｃ　ＬＣ　［Ｌ３１１３］（配列番号４）：
ATGGAGACCGACACCCTGCTGCTCTGGGTGCTGCTGCTCTGGGTGCCCGGCTCCACCGGAGACATCGTGCTGACCCAGTC
TCCCGCCACCCTGTCTGTGACCCCTGGCGACTCTGTGTCCCTGTCCTGCAGAGCCTCCCAGTCCATCTCCAACAACCTGC
ACTGGTATCAGCAGAAGTCCCACGAGAGCCCTCGGCTGCTGATTAAGTACGCCAGCCAGTCTATCTCCGGCATCCCCTCC
AGATTCTCCGGCTCTGGCTCTGGCACCGACTTCACCCTGTCCATCAACTCCGTGGAAACCGAGGACTTCGGCGTGTACTT
CTGCCAGCAGTCCAACACCTGGCCCTACACCTTTGGCGGAGGCACCAAGCTGGAAATCAAGCGGACCGTGGCCGCCCCCA
GCGTGTTCATCTTCCCTCCCAGCGACGAGCAGCTGAAGTCTGGCACCGCCAGCGTGGTGTGCCTGCTGAACAACTTCTAC
CCCCGCGAGGCCAAGGTGCAGTGGAAGGTGGACAACGCCCTGCAGAGCGGCAACAGCCAGGAGAGCGTGACCGAGCAGGA
CTCCAAGGACAGCACCTACAGCCTGAGCAGCACCCTGACCCTGAGCAAGGCCGACTACGAGAAGCACAAGGTGTACGCCT
GCGAGGTGACCCACCAGGGACTGTCTAGCCCCGTGACCAAGAGCTTCAACCGGGGCGAGTGCTAA
【００７１】
（例３）
　Ｆｌｔ３／ＦＬＫ２ヒト受容体タンパク質に対するモノクローナル抗体の精製および特
徴付け
　マウス骨髄腫細胞株ＳＰ２／０由来の細胞を、ヒトＦＴ３／ＦＬＫ２受容体タンパク質
の完全コード配列およびピューロマイシン耐性の選択マーカーを発現するレンチウイルス
によって形質導入した。形質導入細胞は、ｉｎ　ｖｉｔｒｏでピューロマイシンの存在下
で選択した。ヒトＦＬＴ３／ＦＬＫ２タンパク質細胞（ＳＰ２／０－Ｈｕ－ＦＬＴ３）の
発現を選択および確認した細胞を抗原として使用した。
【００７２】
　８週齢のＢａｌｂ／ｃマウスは、ＦＬＴ３／ＦＬＫ２タンパク質に特異的な抗体を精製
するため、５日ごとに腹腔内注射によって１０７　ＳＰ２／０－Ｈｕ－ＦＬＴ３細胞で３
回免疫した。抗体の発生は、フローサイトメトリーを使用してＦＬＴ３／ＦＬＫ２抗原の
結合について、免疫したマウスの血清をスクリーニングすることによって試験した。
【００７３】
　最初の免疫からおよそ３週間後、免疫したマウスの脾臓を回収し、脾細胞の単離に使用
した。本発明者らは、単離した脾細胞をＳＰ２／０細胞と融合し、ハイブリット表現型（
ハイブリドーマ）を選択した。ハイブリドーマはｉｎ　ｖｉｔｒｏで培養し、ハイブリド
ーマの培養液からの上澄み液を、フローサイトメトリーによって抗ＦＬＴ３／ＦＬＫ２抗
体の存在についてスクリーニングした（図３）。９つのハイブリドーマクローンが、抗Ｈ
ＬＴ３／ＦＬＫ２抗体の産生を実証した。これらのハイブリドーマクローンはモノクロー
ナル抗体の単離のために増殖させた。単離したモノクローナル抗ＦＬＴ３／ＦＬＫ２抗体
を精製し、それらの選択性について試験した（図４）。
【００７４】
（例４）
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　ヒトＦＬＴ３／ＦＬＫ２受容体タンパク質に対するモノクローナル抗体の特異性の特徴
付け
　モノクローナル抗体の特異性は、ＦＬＴ３／ＦＬＫ２抗原に対するそれらの親和性を評
価することによって決定した。抗ヒトＦＬＴ３／ＦＬＫ２抗体の親和性を明らかにするた
め、フローサイトメトリーを使用して有効濃度（ＥＣ）曲線を構築した。９つのモノクロ
ーナル抗体クローンを使用して、ヒトＦＬＴ３／ＦＬＫ２を内因的に発現するヒトＲＥＨ
細胞を染色した。クローンの濃度は１ｎｇ／ｍｌ（６．２５ｐＭ）～１０，０００ｎｇ／
ｍｌ（６２．５ｎＭ）の範囲であった。約７０ｎｇ／ｍｌ（４３７．５ｐＭ）～１５６６
ｎｇ／ｍｌ（９．７９ｎＭ）の範囲のＥＣ50を有する５つのクローン（図５）を、シーク
エンスのために選択した。クローンのシークエンスにより、クローン１～２３ＤＡおよび
１～１８は同じアミノ酸配列を有することが明らかになった。クローンの配列を以下に示
す。
【００７５】
　ＭＨＣ１６９２－１～２３ＤＡ配列：
　ＦＡＳＴＡフォーマットのアミノ酸配列（ＭＨＣ１６９２ＬＣ．２＼；Ｍ１３Ｆ）－軽
鎖（配列番号５）
> MHC1692LC.2＼;M13F
DIQMTQSPSSLSASLGERVSLTCRASQEISGYLSWLQQKPDGTIKRLIYAASTLHSGVPKRFSGSRSGSDYSLTISRLES
EDVADYYCLQYASYPFTFGSGTKLEIR
　ＦＡＳＴＡフォーマットのヌクレオチド配列（ＭＨＣ１６９２ＬＣ．２＼；Ｍ１３Ｆ）
－軽鎖（配列番号６）
> MHC1692LC.2＼;M13F
GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCTTATCTGCCTCTCTGGGAGAAAGAGTCAGTCTCACTTGTCGGGCAAGTCA
GGAAATTAGTGGTTACTTAAGCTGGCTTCAGCAGAAACCAGATGGAACTATTAAACGCCTGATCTACGCCGCATCCACTT
TACATTCTGGTGTCCCAAAAAGGTTCAGTGGCAGTAGGTCTGGGTCAGATTACTCTCTCACCATCAGCAGGCTTGAGTCT
GAAGATGTTGCAGACTATTACTGTCTACAATATGCTAGTTATCCATTCACGTTCGGCTCGGGGACAAAGTTGGAAATAAG
A
【００７６】
　ＦＡＳＴＡフォーマットのアミノ酸配列（ＭＨＣ１６９２ＨＣ．１＼；Ｍ１３Ｆ）－重
鎖（配列番号７）
> MHC1692HC.1＼;M13F
QVTLKESGPGILQPSQTLSLTCSFSGFSLSTSTMGVGWIRQPSGKGLEWLLHILWNDSKYYNPALKSRLTISKDTYNKQV
FLKIANVDTADTATYYCARIVYYSTYVGYFDVWGAGTTVTVSS
　ＦＡＳＴＡフォーマットのヌクレオチド配列（ＭＨＣ１６９２ＨＣ．１＼；Ｍ１３Ｆ）
－重鎖（配列番号８）
> MHC1692HC.1＼;M13F
CAGGTTACTCTGAAAGAGTCTGGCCCTGGGATATTGCAGCCCTCCCAGACCCTCAGTCTGACTTGTTCTTTCTCTGGGTT
TTCTCTGAGCACTTCTACTATGGGTGTAGGCTGGATTCGTCAGCCTTCAGGGAAGGGTCTGGAGTGGCTGTTACACATTT
TGTGGAATGATAGTAAGTATTATAACCCAGCCCTGAAGAGCCGGCTCACAATCTCCAAGGATACCTACAACAAGCAGGTA
TTCCTCAAGATCGCCAATGTGGACACTGCAGATACTGCCACATACTACTGTGCTCGAATAGTTTACTACTCTACCTACGT
CGGGTACTTCGATGTCTGGGGCGCAGGGACCACGGTCACCGTCTCCTCA
　ＭＨＣ１６９３－３～１６ＨＡ配列：
　ＦＡＳＴＡフォーマットのアミノ酸配列（ＭＨＣ１６９３ＬＣ．１＼；Ｍ１３Ｆ）－軽
鎖（配列番号９）
> MHC1693LC.1＼;M13F
DIVLTQSPASLAVSLGQRATISCRASESVDNYGISFMNWFQQKPGQSPKLLIYAVSNQGSGVPARFSGSGSGTDFSLNIH
PMEEDDTAMYFCQQSKEVPWTFGGGTKLEIK
【００７７】
　ＦＡＳＴＡフォーマットのヌクレオチド配列（ＭＨＣ１６９３ＬＣ．１＼；Ｍ１３Ｆ）
－軽鎖（配列番号１０）
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> MHC1693LC.1＼;M13F
GACATTGTGCTGACCCAATCTCCAGCTTCTTTGGCTGTGTCTCTAGGGCAGAGGGCCACCATCTCCTGCAGAGCCAGCGA
AAGTGTTGATAATTATGGCATTAGTTTTATGAACTGGTTCCAACAGAAACCAGGACAGTCACCCAAACTCCTCATCTATG
CTGTATCCAACCAAGGATCCGGGGTCCCTGCCAGGTTTAGTGGCAGTGGGTCTGGGACAGACTTCAGCCTCAACATCCAT
CCTATGGAGGAGGATGATACTGCAATGTATTTCTGTCAGCAAAGTAAGGAGGTTCCGTGGACGTTCGGTGGAGGCACCAA
GCTGGAAATCAAA
　ＦＡＳＴＡフォーマットのアミノ酸配列（ＭＨＣ１６９３ＨＣ．３＼；Ｍ１３Ｆ）－重
鎖（配列番号１１）
> MHC1693HC.3＼;M13F
EVQLQQSGAELVRPGALVKLSCKGSGFNIKDYYIHWVKQRPEQGLEWIGRIDPENDITMYDPKFQGKASITADTSSNTAY
LQLSSLTSEDTAVYYCARNGNFFAYWGQGTLVTVSA
【００７８】
　ＦＡＳＴＡフォーマットのヌクレオチド配列（ＭＨＣ１６９３ＨＣ．３＼；Ｍ１３Ｆ）
－重鎖（配列番号１２）
> MHC1693HC.3＼;M13F
GAGGTTCAGCTGCAGCAGTCTGGGGCTGAGCTTGTGAGGCCAGGGGCCTTAGTCAAGTTGTCCTGCAAAGGTTCTGGCTT
CAACATTAAAGACTACTATATACACTGGGTGAAGCAGAGGCCTGAACAGGGCCTGGAGTGGATTGGAAGGATTGATCCTG
AGAATGATATTACTATGTATGACCCGAAGTTCCAGGGCAAGGCCAGTATAACAGCAGACACATCCTCCAACACAGCCTAC
CTGCAGCTCAGCAGCCTGACATCTGAGGACACTGCCGTCTATTACTGTGCTAGAAATGGTAATTTCTTTGCTTACTGGGG
CCAAGGGACTCTGGTCACTGTCTCTGCA
　ＭＨＣ１６９５－３～３ＯＡ配列：
　ＦＡＳＴＡフォーマットのアミノ酸配列（ＭＨＣ１６９５ＬＣ．８＼；Ｍ１３Ｆ）－軽
鎖（配列番号１３）
> MHC1695LC.8＼;M13F
DIQMTQSPSSLSASLGERVSLTCRASQEISGYLSWLQQKPDGTIKRLIYAASTLNSGVPRRFSGSRSGSDYSLTISSLES
EDFADYYCLQYASYPFTFGSGTKLEIK
【００７９】
　ＦＡＳＴＡフォーマットのヌクレオチド配列（ＭＨＣ１６９５ＬＣ．８＼；Ｍ１３Ｆ）
－軽鎖（配列番号１４）
> MHC1695LC.8＼;M13F
GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCTTATCTGCCTCTCTGGGAGAAAGAGTCAGTCTCACTTGTCGGGCAAGTCA
GGAAATTAGTGGTTACTTAAGCTGGCTTCAGCAGAAACCAGATGGAACTATTAAACGCCTGATCTACGCCGCATCCACTT
TAAATTCTGGTGTCCCAAGAAGGTTCAGTGGCAGTAGGTCTGGGTCAGATTATTCTCTCACCATCAGCAGCCTTGAGTCT
GAAGATTTTGCAGACTATTACTGTCTACAATATGCTAGTTATCCATTCACGTTCGGCTCGGGGACAAAGTTGGAAATAAA
A
　ＦＡＳＴＡフォーマットのアミノ酸配列（ＭＨＣ１６９５ＨＣ．３＼；Ｍ１３Ｆ）－重
鎖（配列番号１５）
> MHC1695HC.3＼;M13F
QVTLKESGPGILQPSQTLSLTCSFSGFSLSTSHMGVGWIRQPSGKGLEWLLHILWNDSVYYNPALKSRLTISKDTYNKQV
FLKIANVDTADTATYYCARIVYYGISYVGYFDVWGAGTTVTVSS
　ＦＡＳＴＡフォーマットのヌクレオチド配列（ＭＨＣ１６９５ＨＣ．３＼；Ｍ１３Ｆ）
－重鎖（配列番号１６）
> MHC1695HC.3＼;M13F
CAGGTTACTCTGAAAGAGTCTGGCCCTGGGATATTGCAGCCCTCCCAGACCCTCAGTCTGACTTGTTCTTTCTCTGGGTT
TTCACTGAGCACTTCTCACATGGGTGTAGGCTGGATTCGTCAGCCTTCAGGGAAGGGTCTGGAGTGGCTGTTACACATTT
TGTGGAATGATAGTGTGTACTATAACCCAGCCCTGAAGAGCCGGCTCACAATCTCCAAGGATACCTACAACAAGCAGGTA
TTCCTCAAGATCGCCAATGTGGACACTGCAGATACTGCCACATACTACTGTGCTCGAATAGTTTACTACGGTATTAGTTA
CGTCGGGTACTTCGATGTCTGGGGCGCAGGGACCACGGTCACCGTCTCCTCA
【００８０】
　ＭＨＣ１６９６－２～８ＩＡ配列：



(32) JP 2019-513836 A 2019.5.30

10

20

30

40

50

　ＦＡＳＴＡフォーマットのアミノ酸配列（ＭＨＣ１６９６ＬＣ．３＼；Ｍ１３Ｆ）－軽
鎖（配列番号１７）
> MHC1696LC.3＼;M13F
DTVLTQSPATLSVTPGDSVSLSCRASQSISNNLHWYQQKSHESPRLLIKYGFQSISGIPSRFSGSGSGTDFTLRINSVET
EDFGMYFCQQTNSWPLTFGAGTKLELK
　ＦＡＳＴＡフォーマットのヌクレオチド配列（ＭＨＣ１６９６ＬＣ．３＼；Ｍ１３Ｆ）
－軽鎖（配列番号１８）
> MHC1696LC.3＼;M13F
GATACTGTGCTAACTCAATCTCCAGCCACCCTGTCTGTGACTCCAGGAGATAGCGTCAGTCTTTCCTGCAGGGCCAGCCA
AAGTATTAGCAACAACCTACACTGGTATCAACAAAAATCACATGAGTCTCCAAGGCTTCTCATCAAGTATGGTTTCCAGT
CCATCTCTGGGATCCCCTCCAGGTTCAGTGGCAGTGGATCAGGGACAGATTTCACTCTCAGAATCAACAGTGTGGAGACT
GAAGATTTTGGAATGTATTTCTGTCAACAGACTAACAGCTGGCCGCTCACGTTCGGTGCTGGGACCAAGCTGGAGCTGAA
A
【００８１】
　ＦＡＳＴＡフォーマットのアミノ酸配列（ＭＨＣ１６９６ＨＣ．２＼；Ｍ１３Ｆ）－重
鎖（配列番号１９）
> MHC1696HC.2＼;M13F
EIQLQQSGPELVKPGASVKVSCKASGYSFIDYNMYWVKQSHGKSLEWIGYINPYNGGTSNNQKFKDKATLTVDKSSSTAF
MHLNSLTSEDSAVYYCARGTTGDYWGQGTTLTVSS
　ＦＡＳＴＡフォーマットのヌクレオチド配列（ＭＨＣ１６９６ＨＣ．２＼；Ｍ１３Ｆ）
－重鎖（配列番号２０）
> MHC1696HC.2＼;M13F
GAGATCCAGCTGCAGCAGTCTGGACCTGAACTGGTGAAGCCTGGGGCTTCAGTGAAGGTATCCTGCAAGGCTTCTGGTTA
CTCATTCATTGACTACAACATGTACTGGGTGAAGCAGAGCCATGGAAAGAGCCTTGAGTGGATTGGATATATTAATCCTT
ACAATGGTGGTACTAGCAACAACCAGAAGTTCAAGGACAAGGCCACATTGACTGTTGACAAGTCCTCCAGCACAGCCTTC
ATGCATCTCAACAGCCTGACATCTGAGGACTCTGCAGTCTATTACTGTGCAAGAGGTACTACGGGTGACTACTGGGGCCA
AGGCACCACTCTCACAGTCTCCTCA
【００８２】
（例５）
　ヒトＦＬＴ３／ＦＬＫ２受容体タンパク質に対するモノクローナル抗体の内部移行の特
徴付け
　ＦＬＴ３／ＦＬＫ２（例３）に対するモノクローナル抗体の内部移行は、内部移行アッ
セイによって定量した。
　簡単に言うと、染色緩衝液（２％仔牛血清－ＢＣＳを含む１×リン酸緩衝生理食塩水（
ＰＢＳ））中の抗体２８１Ａ、３３０Ａ、３１６ＨＡ、および１２３ＤＡについて、抗体
の２Ｘ（４μｇ／ｍｌ）作用ストックを氷上で調製した。抗ヒトＣＤ１３５（ＦＬＴ３／
ＦＬＫ２）抗体（ＢｉｏＬｅｇｅｎｄ　♯３１３３０２、クローンＢＶ１０Ａ４Ｈ２）の
４μｇ／ｍｌストックおよび４μｇ／ｍｌアイソタイプ対照（ＢｉｏＬｅｇｅｎｄ　♯４
００１０２、クローンＭＯＰＣ－２１）を、それぞれ陽性および陰性ＣＤ１３５染色対照
として調製した。ＣＤ１３５を発現するヒト細胞株、Ｒｅｈ細胞を洗浄し、２×１０6個
の細胞／ｍｌの濃度で染色緩衝液中に再懸濁した。一次抗体は、最終濃度２μｇ／ｍｌに
なるように等量の細胞と１：１で添加した。細胞は、洗浄を容易にするため１５ｍＬの遠
心チューブで染色した。次に、細胞を３０分間氷上でインキュベートし、次いで５ｍｌの
ＰＢＳで３回洗浄し、未結合の一次抗体を除去した。染色した細胞は、完全培地中（グル
タミンおよび２％ＢＣＳを含有するＲＰＭＩ１６４０）に再懸濁し、平行９６ウェルプレ
ートにウェルあたり１００μｌで、各時点につき別々のプレートでトリプリケートのウェ
ルに分けた。プレートの１つ目のセットを３７℃、５％ＣＯ2のインキュベーターに移し
、プレートの２つ目のセットを４℃に保った。インキュベーション時間は１０分、３０分
、１時間、２時間、３時間、および４時間であった。インキュベーション後、プレートを
１×ＰＢＳで洗浄した。次いで細胞を暗所中氷上で３０分間、１：８００希釈の抗マウス
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ＩｇＧ　Ａｌｅｘａ　４８８二次抗体（Ｊａｃｋｓｏｎ　Ｉｍｍｕｎｏ　♯１１５５４５
１６４）によって染色した。未染色細胞および二次抗体のみで染色した細胞を含有するト
リプリケートの対照ウェルも調製した。二次抗体とのインキュベーション後、細胞は２％
ＢＣＳを含有する１×ＰＢＳで最後に洗浄し、ＦＡＣＳの直前に７ＡＡＤで染色した。
【００８３】
　染色した細胞は、Ｂｅｃｋｍａｎ　Ｃｏｕｌｔｅｒ　Ｃｙｔｏｆｌｅｘのフローサイト
メトリーにより、試料流速６０μｌ／分で分析した。各ウェルにつき１０，０００イベン
トを捕らえ、ＦＣＳファイルはＦｌｏＪｏソフトウェア、バージョン１０を使用して評価
した。平均蛍光強度（ＭＦＩ）はＡｌｅｘａ４８８で生存細胞集団について算出し、各抗
体のＭＦＩの変化を４℃および３７℃で時間に対してグラフ化した。
【００８４】
　図６に示すように、全てのクローンは内部移行を示し、クローン３３０Ａおよび１２３
ＤＡは最も速い内部移行を示した（図６）。理論に制限されることなく、抗ＦＬＴ３／Ｆ
ＬＫ２抗体（クローン３３０Ａ、１２３ＤＡ、３１６ＨＡおよび２８１Ａ）の内部移行特
性は、標的細胞内に薬物／毒素を送達するビヒクル（例えば、抗体－薬物コンジュゲート
－ＡＤＣ）としてそれらを有効にすると仮定される。
【００８５】
　本発明はその特定の実施形態を参照して記載されているが、様々な変更を行うことが可
能であり、等価物が本発明の趣旨および範囲を逸脱することなく置き換えられ得ることは
当業者に理解される。さらに、多くの改変を行い、特定の状況、材料、物質の組成、プロ
セス、１つまたは複数のプロセスステップを本発明の目的の趣旨および範囲に採用するこ
とができる。全てのそのような改変は本明細書に添付した請求項の範囲内である。

【図１Ａ】 【図１Ｂ】
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【図２Ｂ】

【図２Ｃ】

【図２Ｄ】
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