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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ムチンタンパク質に結合することができるヒト化抗体またはその断片もしくは誘導体で
あって、Ｋａｂａｔ番号付けによるアミノ酸２８位にプロリン残基を含む重鎖可変領域の
少なくとも一部を含み；ここで
該抗体またはその断片もしくは誘導体は、
　（ａ）グリコシル化ＭＵＣ１腫瘍エピトープに特異的に結合する、および
　（ｂ）配列番号１６のアミノ酸配列を含む重鎖可変領域および配列番号２８のアミノ酸
配列を含む軽鎖可変領域を含む、
抗体またはその断片もしくは誘導体。
【請求項２】
　前記抗体の断片もしくは誘導体は、
（ｉ）重鎖および軽鎖各々の可変領域および第一の定常ドメインからなる一価の断片であ
るＦａｂ断片、
（ｉｉ）ヒンジ領域でジスルフィド架橋によって連結される２つのＦａｂ断片を含む二価
の断片であるＦ（ａｂ）２断片、
（ｉｉｉ）抗体の単一の腕の重鎖および軽鎖可変領域からなるＦｖ断片、
（ｉｖ）単一のポリペプチド鎖からなるＦｖ断片であるｓｃＦｖ断片、
（ｖ）共有結合で一緒に連結される２つのＦｖ断片からなる（Ｆｖ）２断片、ならびに
（ｖｉ）重鎖および軽鎖可変領域の結合が分子間だけで起こることができるが分子内では
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起こらない方法で共有結合によって一緒に連結される、重鎖可変領域および軽鎖可変領域
からなるマルチボディ
からなる群から選択される、請求項１に記載の抗体またはその断片もしくは誘導体。
【請求項３】
　以下の特性：
（ａ）グリコシル化パターンは、ヒトグリコシル化パターンである、
（ｂ）グリコシル化パターンは、その特異的なエピトープに対する該抗体の結合親和性、
その下流受容体のうちの一つ以上に対する該抗体の結合親和性、該抗体の補体依存性細胞
傷害（ＣＤＣ）、および／または該抗体の抗体依存性細胞媒介細胞傷害（ＡＤＣＣ）を増
強する、ならびに／あるいは
（ｃ）グリコシル化パターンは、Ｋ５６２、ＫＧ１、ＭＵＴＺ－３、ＮＭ－Ｆ９［ＤＳＭ
　ＡＣＣ２６０６］、ＮＭ－Ｄ４［ＤＳＭ　ＡＣＣ２６０５］、ＮＭ－Ｈ９Ｄ８［ＤＳＭ
　ＡＣＣ２８０６］、ＮＭ－Ｈ９Ｄ８－Ｅ６［ＤＳＭ　ＡＣＣ２８０７］、ＮＭ　Ｈ９Ｄ
８－Ｅ６Ｑ１２［ＤＳＭ　ＡＣＣ２８５６］およびＧＴ－２Ｘ［ＤＳＭ　ＡＣＣ２８５８
］からなる群から選択される細胞系において前記抗体またはその断片もしくは誘導体が発
現されるときに得られる通りのグリコシル化パターンである、
のうちの一つ以上を有するグリコシル化パターンを有する、請求項１または２に記載の抗
体またはその断片もしくは誘導体。
【請求項４】
　ＩｇＧ、ＩｇＭ、ＩｇＡ、ＩｇＥおよびＩｇＤからなる群から選択されるアイソタイプ
を有する、請求項１～３のいずれか一項に記載の抗体またはその断片もしくは誘導体。
【請求項５】
　さらなる作用物質に結合された、請求項１～４のいずれか一項に記載の抗体またはその
断片もしくは誘導体からなる、コンジュゲート。
【請求項６】
　前記さらなる作用物質が、抗体または抗体の断片、酵素、相互作用ドメイン、安定化ド
メイン、シグナル伝達配列、検出可能な標識、蛍光色素、毒素、触媒抗体、細胞溶解性成
分、免疫調節薬、免疫エフェクター、ＭＨＣクラスＩまたはクラスＩＩ抗原、放射性標識
化のためのキレート化剤、放射性同位体、リポソーム、膜貫通ドメイン、ウイルス、細胞
、癌細胞を死滅させることが可能な作用物質、細胞傷害剤、放射性核種および細胞毒から
なる群より選択される、請求項５に記載のコンジュゲート。
【請求項７】
　請求項１～４のいずれか一項に記載の抗体またはその断片もしくは誘導体をコードする
核酸。
【請求項８】
　請求項７に記載の核酸および該核酸に作動可能に連結しているプロモーターを含む発現
カセットまたはベクター。
【請求項９】
　請求項７に記載の核酸または請求項８に記載の発現カセットもしくはベクターを含む宿
主細胞。
【請求項１０】
　請求項１～４のいずれか一項に記載の抗体またはその断片もしくは誘導体、請求項５も
しくは６に記載のコンジュゲート、請求項７に記載の核酸、請求項８に記載の発現カセッ
トまたはベクター、あるいは請求項９に記載の宿主細胞を含む組成物。
【請求項１１】
　溶媒、希釈剤および賦形剤からなる群より選択される１つ以上の成分をさらに含む医薬
組成物である、請求項１０に記載の組成物。
【請求項１２】
　医療に使用するための、請求項１～４のいずれか一項に記載の抗体またはその断片もし
くは誘導体または請求項５もしくは６に記載のコンジュゲートを含む組成物、あるいは請
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求項１０または１１に記載の組成物。
【請求項１３】
　癌の治療、予後診断、診断および／またはモニタリングで用いるための、請求項１～４
のいずれか一項に記載の抗体またはその断片もしくは誘導体または請求項５もしくは６に
記載のコンジュゲートを含む組成物、あるいは請求項１０または１１に記載の組成物。
【請求項１４】
　前記癌が、白血病、セミノーマ、黒色腫、奇形腫、リンパ腫、神経芽細胞腫、神経膠腫
、直腸癌、子宮体癌、腎臓癌、副腎癌、甲状腺癌、血液癌、皮膚癌、脳の癌、子宮頸癌、
腸癌、肝癌、結腸癌、胃癌、腸癌、頭頚部癌、胃腸癌、リンパ節癌、食道癌、結腸直腸癌
、膵臓癌、耳、鼻および咽喉（ＥＮＴ）癌、乳癌、前立腺癌、子宮癌、卵巣癌および肺癌
からなる群より選択される、請求項１３に記載の組成物。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、抗体の分野に関する。詳細には、改善された抗原結合性および／または認識
を示す改善された抗ムチン抗体、ならびに抗ムチン抗体の抗原結合性および／または認識
を改善する方法が提供される。具体的な実施形態では、本発明は、癌の治療に役立つ改善
された抗ＭＵＣ１抗体を対象とする。
【背景技術】
【０００２】
　今日、抗体は医療および研究の分野で広く使われている作用物質である。医療では、そ
れらは多くの異なる分野で用途を有する。例えば、疾患の診断および／または予後診断、
または例えば特定のホルモンの存在または濃度などの特定の身体パラメータの判定を可能
にする、特定のマーカーを検出するための標識物質として抗体は用いられる。
【０００３】
　さらに、抗体は、癌、心血管疾患、炎症性疾患、黄斑部変性、移植拒絶、多発性硬化症
およびウイルス感染症などの様々な疾患の治療および予防で療法剤としても用いられる。
これらの療法では、抗体は、例えば受容体またはメッセンジャー分子をブロックし、それ
によってそれらの疾患関連の機能を阻害することによって、または患者の免疫系の構成要
素を動員および活性化することによってそれ自体で治療活性を有することができる。ある
いは、治療活性を有する別の作用物質に抗体を結合することができる。詳細には、癌およ
び感染症の治療では、前記さらなる作用物質は細胞殺傷活性を有し、例えば放射性同位体
または細胞毒であってよい。別の適用では、患者の循環に適する抗体を移すことによって
患者を受動免疫化するために抗体を用いることができる。
【０００４】
　哺乳動物、例えばマウス、ラット、ウサギ、ヤギ、ヒツジまたはウマに抗原を注入する
ことによって、特異的抗体が生成される。これらの動物から単離された血液は、血清中の
前記抗原に対するポリクローナル抗体を含む。抗原の単一のエピトープに特異的である抗
体を得るために、抗体を分泌するリンパ球が動物から単離され、それらを癌細胞系と融合
することによって不死化されて、ハイブリドーマ細胞になる。単一のハイブリドーマ細胞
が次に希釈クローニングによって単離され、すべてが同じモノクローナル抗体を産生する
細胞クローンを生成する。
【０００５】
　しかし、治療的な適用では、これらのモノクローナル抗体は、それらが動物生物体に由
来し、それらのアミノ酸配列がヒト抗体と異なる問題点を有する。ヒト免疫系は、したが
ってこれらの動物抗体を異物と認識して、循環からそれらを速やかに除去する。さらに、
全身性の炎症作用が引き起こされることがある。この問題点への解決法は、ヒト抗体の対
応する部分によるモノクローナル抗体の特定の定常部分の置換である。重鎖および軽鎖定
常領域だけが置換される場合にはキメラ抗体が得られ、重鎖および軽鎖可変領域のフレー
ムワーク領域のさらなる置換はいわゆるヒト化抗体をもたらす。
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【０００６】
　研究では、精製された抗体が多くの適用で用いられる。それらは、特にタンパク質など
の生体分子を同定し、位置を見つけるために最も一般的に用いられる。生体分子は、例え
ばそれらの存在、濃度、完全性またはサイズを判定するために、それらが単離された後に
検出されてもよい。他方、例えばそれらの存在または場所を判定するために、それらは細
胞または組織試料で検出されてもよい。さらに、抗体は、特定の生体物質、特にタンパク
質の単離手順で用いられ、そこでは、抗体は対象の生体物質を、それを含む試料から特異
的に分離する。
【０００７】
　すべてのこれらの適用で、抗原の密接した結合および特異的認識が、用いられる抗体に
とって極めて重要である。それによって、治療的適用でより高い活性およびより少ない交
差反応性、特により有害でない副作用が得られる。しかし、モノクローナル抗体のヒト化
の過程で、多くの場合操作された抗体の親和性および特異性は低下する。
【０００８】
　抗体の興味深く重要な群は、ムチンタンパク質に対するものである。ムチンは、脊椎動
物で多くの上皮組織によって生成される、高分子量のかなりグリコシル化されたタンパク
質のファミリーである。それらは、原形質膜での保持を有利にする疎水性の膜貫通ドメイ
ンの存在のために膜に結合しているムチンタンパク質、および粘膜表面に分泌されるか、
分泌されて唾液の成分になるムチンに細分化することができる。ヒトムチンタンパク質フ
ァミリーは、少なくともファミリーメンバーＭＵＣ１、ＭＵＣ２、ＭＵＣ３Ａ、ＭＵＣ３
Ｂ、ＭＵＣ４、ＭＵＣ５ＡＣ、ＭＵＣ５Ｂ、ＭＵＣ６、ＭＵＣ７、ＭＵＣ８、ＭＵＣ１２
、ＭＵＣ１３、ＭＵＣ１５、ＭＵＣ１６、ＭＵＣ１７、ＭＵＣ１９およびＭＵＣ２０から
なり、そこで、ＭＵＣ１、ＭＵＣ３Ａ（アイソフォーム１）、ＭＵＣ３ＢおよびＭＵＣ４
は膜に結合している。
【０００９】
　ムチン生成の増加は、膵臓、肺、乳房、卵巣、結腸などの癌を含む、多くの腺癌で起こ
る。ムチンは、喘息、気管支炎、慢性閉塞性肺疾患または嚢胞性線維症などの肺疾患でも
過剰発現される。２つの膜ムチン、ＭＵＣ１およびＭＵＣ４は、疾患過程におけるそれら
の病理学的関連に関して広く研究されてきた。さらに、ムチンは診断マーカーとしてそれ
らの可能性についても調査されている。
【００１０】
　ムチンタンパク質、特にＭＵＣ１に対するいくつかの抗体が、当技術分野で公知である
。それらの一部は、医療適用のために既に承認されている。しかし、それらの抗原親和性
および／または特異性を増強することができるならば、それらの使用をまだ改善すること
ができよう。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１１】
　これを考慮すれば、好ましくは増強された抗原結合性および／または認識特性を有する
改善された抗ムチン抗体、ならびに既知の抗体、特に治療的なＭＵＣ１抗体の抗原結合性
および／または認識を改善するのに適する方法を提供する必要性が当技術分野にある。
【課題を解決するための手段】
【００１２】
　本発明者らは、プロリン残基が、Ｋａｂａｔ番号付けによる抗体の重鎖可変領域の２８
位に存在する場合、ムチンタンパク質に対する抗体の抗原結合特性は良好であることを見
出した。
【００１３】
　したがって第一の態様では、本発明は、ムチンタンパク質に結合することができる抗体
またはその断片もしくは誘導体であって、Ｋａｂａｔ番号付けによるアミノ酸２８位にプ
ロリン残基を含む重鎖可変領域の少なくとも一部を含む抗体またはその断片もしくは誘導
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体を対象とする。
【００１４】
　第二の態様では、本発明は、本発明による抗体またはその断片もしくは誘導体をコード
する核酸を提供する。さらに、第三の態様では、本発明による核酸および前記核酸に作動
可能に連結しているプロモーターを含む発現カセットまたはベクター、第四の態様では、
本発明による核酸または発現カセットもしくはベクターを含む宿主細胞が提供される。
【００１５】
　第五の態様では、本発明は、本発明による抗体またはその断片もしくは誘導体、本発明
による核酸、本発明による発現カセットまたはベクター、あるいは本発明による宿主細胞
を含む組成物を対象とする。
【００１６】
　第六の態様により、本発明は、医療、特に癌の治療、予後診断、診断および／またはモ
ニタリングで使用するための、本発明による抗体またはその断片もしくは誘導体、核酸、
発現カセットまたはベクター、宿主細胞または組成物を提供し、癌は、結腸、胃、肝臓、
膵臓、腎臓、血液、肺および卵巣の癌からなる群から好ましくは選択される。
【００１７】
　第七の態様では、本発明は、ムチンタンパク質に結合することができ、重鎖可変領域を
含む抗体またはその断片もしくは誘導体の抗原結合性および／または認識を改善するため
の方法であって、Ｋａｂａｔ番号付けによる重鎖可変領域の２８位にプロリン残基を提供
するステップを含む方法を対象とする。
【００１８】
　第八の態様では、本発明は、
　（ａ）ＭＵＣ１に結合することができる抗体またはその断片もしくは誘導体であって、
Ｋａｂａｔ番号付けによるアミノ酸２８位にプロリン残基を含まない重鎖可変領域を含む
抗体またはその断片もしくは誘導体をコードする核酸配列を含む核酸を提供するステップ
と、
　（ｂ）前記重鎖可変領域のＫａｂａｔ番号付けによるアミノ酸番号２８をコードするコ
ドンに、前記コドンがプロリン残基をコードするように変異を導入するステップと
を含む、本発明による核酸を調製するための方法を対象とする。
【００１９】
　本発明の他の目的、特徴、利点および態様は、以下の説明および添付の請求項から当業
者に明らかになる。しかし、以下の説明、添付の請求項および具体的実施例は、本出願の
好ましい実施形態を示し、例示だけのために提供されていることを理解されたい。開示さ
れる発明の精神および範囲内の様々な変更および改変は、以下のものを読むことによって
当業者に容易に明らかとなる。
　特定の実施形態では、例えば以下が提供される：
（項目１）
　ムチンタンパク質に結合することができる抗体またはその断片もしくは誘導体であって
、Ｋａｂａｔ番号付けによるアミノ酸２８位にプロリン残基を含む重鎖可変領域の少なく
とも一部を含む抗体またはその断片もしくは誘導体。
（項目２）
　項目１に記載の抗体であって、該抗体は、以下の特性：
　（ａ）該抗体は、グリコシル化ＭＵＣ１腫瘍エピトープに特異的に結合する、および
　（ｂ）該抗体は、配列番号１６のアミノ酸配列を含む重鎖可変領域および配列番号２８
のアミノ酸配列を含む軽鎖可変領域を含む
を有するか、あるいは該抗体は、特性（ａ）および（ｂ）を有する該抗体の機能的断片ま
たは誘導体であり、ここで、該機能的断片または誘導体は、配列番号１６および配列番号
２８のアミノ酸配列を含む抗体と交差特異性を示す、抗体。
（項目３）
　項目１に記載の抗体またはその断片もしくは誘導体であって、該抗体またはその断片も
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しくは誘導体は、以下の特性：
　（ａ）該抗体またはその断片もしくは誘導体のエピトープへの特異的結合が、該エピト
ープのコンフォメーションおよび／またはグリコシル化パターンに依存する、
　（ｂ）該抗体またはその断片もしくは誘導体は、トレオニン残基で、Ｎ－アセチルガラ
クトサミン（Ｔｎ）またはガラクトースβ１－３Ｎ－アセチルガラクトサミン（ＴＦ）に
よって好ましくはグリコシル化されている、アミノ酸配列ＰＤＴＲを含むペプチドに特異
的に結合することができる、
　（ｃ）該抗体またはその断片もしくは誘導体は、ＭＵＣ１、特に腫瘍由来のＭＵＣ１の
グリコシル化細胞外タンデムリピートの少なくとも一部に特異的に結合することができる
、
　（ｄ）該抗体またはその断片もしくは誘導体は、同一の長さおよび同一のペプチド配列
の非グリコシル化ペプチドへの結合と比較して結合強度が少なくとも２０倍増加するよう
に、グリコシル化ＭＵＣ１腫瘍エピトープに特異的に結合する、
　（ｅ）該抗体またはその断片もしくは誘導体は、操作、好ましくはヒト化されている、
　（ｆ）該抗体またはその断片もしくは誘導体は、
　　　　（ｉ）配列番号１のアミノ酸配列を有するＣＤＲ１、
　　　　（ｉｉ）配列番号３のアミノ酸配列を有するＣＤＲ２、および
　　　　（ｉｉｉ）配列番号５のアミノ酸配列を有するＣＤＲ３
からなる群より選択される、少なくとも１つ、好ましくは少なくとも２つの相補性決定領
域を含む、
　（ｇ）該抗体またはその断片もしくは誘導体は、以下：
　　　　（ｉ）可変重鎖ＶＨのＦＲＨ１、ＦＲＨ２、ＦＲＨ３およびＦＲＨ４が、アミノ
酸位置がＫａｂａｔによる記数法に対応する以下のアミノ酸配列：
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を有し、
　　　　（ｉｉ）かつ任意選択で、軽鎖可変領域ＶＬのＦＲＬ１、ＦＲＬ２、ＦＲＬ３お
よびＦＲＬ４が、アミノ酸位置がＫａｂａｔによる記数法に対応する以下のアミノ酸配列
：
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【化１０－４】

を有する、
抗体フレームワーク領域から選択される抗体フレームワーク領域を含む、
　（ｈ）該抗体またはその断片もしくは誘導体は、配列番号７、特に配列番号８のアミノ
酸配列を含むフレームワーク領域１を含む、
　（ｉ）該抗体またはその断片もしくは誘導体は、配列番号１５、好ましくは配列番号１
６のアミノ酸配列を含む抗体の重鎖可変領域を含む、
　（ｊ）該抗体またはその断片もしくは誘導体は、配列番号２７、好ましくは配列番号２
８のアミノ酸配列を含む抗体の軽鎖可変領域を含む、
　（ｋ）該抗体またはその断片もしくは誘導体は、配列番号１６のアミノ酸配列を含む重
鎖可変領域および配列番号２８のアミノ酸配列を含む軽鎖可変領域を含むか、またはその
機能的断片もしくは誘導体である、
　（ｌ）該抗体またはその断片もしくは誘導体は、重鎖可変領域として配列番号２９のア
ミノ酸配列を含み、軽鎖可変領域として配列番号３０のアミノ酸配列を含む抗体Ｐａｎｋ
ｏｍａｂと交差特異性を示す、ならびに／あるいは
　（ｍ）該抗体またはその断片もしくは誘導体は、重鎖可変領域として配列番号１６のア
ミノ酸配列を含み、軽鎖可変領域として配列番号２８のアミノ酸配列を含む抗体と交差特
異性を示す
のうちの１つまたは複数を有する、抗体またはその断片もしくは誘導体。
（項目４）
　項目１～３のいずれか一項に記載の抗体またはその断片もしくは誘導体をコードする核
酸。
（項目５）
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　項目４に記載の核酸および該核酸に作動可能に連結しているプロモーターを含む発現カ
セットまたはベクター。
（項目６）
　項目４に記載の核酸または項目５に記載の発現カセットもしくはベクターを含む宿主細
胞。
（項目７）
　項目１～３のいずれか一項に記載の抗体またはその断片もしくは誘導体、項目４に記載
の核酸、項目５に記載の発現カセットまたはベクター、あるいは項目６に記載の宿主細胞
を含む組成物。
（項目８）
　溶媒、希釈剤および賦形剤からなる群より選択される１つ以上の成分を好ましくはさら
に含む医薬組成物である、項目７に記載の組成物。
（項目９）
　医薬に使用するための、項目１～３のいずれか一項に記載の抗体またはその断片もしく
は誘導体、項目４に記載の核酸、項目５に記載の発現カセットまたはベクター、項目６に
記載の宿主細胞、あるいは項目７または８に記載の組成物。
（項目１０）
　癌、好ましくは結腸、胃、肝臓、膵臓、腎臓、血液、肺および卵巣の癌からなる群より
選択される癌の治療、予後診断、診断および／またはモニタリングで用いるための、項目
１～３のいずれか一項に記載の抗体またはその断片もしくは誘導体、項目４に記載の核酸
、項目５に記載の発現カセットまたはベクター、項目６に記載の宿主細胞、あるいは項目
７または８に記載の組成物。
（項目１１）
　ムチンタンパク質に結合することができ、重鎖可変領域の少なくとも一部を含む抗体ま
たはその断片もしくは誘導体の抗原結合および／または抗原認識を改善するための方法で
あって、Ｋａｂａｔ番号付けによる該重鎖可変領域の２８位にプロリン残基を提供するス
テップを含む、方法。
（項目１２）
　以下の特性：
　（ａ）２８位のアミノ酸残基が、前記抗体またはその断片もしくは誘導体をコードする
核酸に変異を導入することによって得られ、該アミノ酸残基をコードするコドンに該変異
が導入される、ならびに／あるいは
　（ｂ）前記抗原結合および／または抗原認識を改善することには、該抗体またはその断
片もしくは誘導体の、その抗原への親和性を増強することおよび／または該抗体またはそ
の断片もしくは誘導体の、その抗原への特異性を増加させることが含まれる
のうちの少なくとも１つまたは複数を有する、項目１１に記載の方法。
（項目１３）
　前記抗体またはその断片もしくは誘導体が、以下の特性：
　（ａ）該抗体またはその断片もしくは誘導体のエピトープへの特異的結合が、該エピト
ープのコンフォメーションおよび／またはグリコシル化パターンに依存する、
　（ｂ）該抗体またはその断片もしくは誘導体は、トレオニン残基で、Ｎ－アセチルガラ
クトサミン（Ｔｎ）またはガラクトースβ１－３Ｎ－アセチルガラクトサミン（ＴＦ）に
よって好ましくはグリコシル化されている、アミノ酸配列ＰＤＴＲを含むペプチドに特異
的に結合することができる、
　（ｃ）該抗体またはその断片もしくは誘導体は、ＭＵＣ１、特に腫瘍由来のＭＵＣ１の
グリコシル化細胞外タンデムリピートの少なくとも一部に特異的に結合することができる
、
　（ｄ）該抗体またはその断片もしくは誘導体は、同一の長さおよび同一のペプチド配列
の非グリコシル化ペプチドへの結合と比較して結合強度が少なくとも２０倍増加するよう
に、グリコシル化ＭＵＣ１腫瘍エピトープに特異的に結合する、
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　（ｅ）該抗体またはその断片もしくは誘導体は、操作、好ましくはヒト化されている、
　（ｆ）該抗体またはその断片もしくは誘導体は、以下：
　　　　（ｉ）配列番号１のアミノ酸配列を有するＣＤＲ１、
　　　　（ｉｉ）配列番号３のアミノ酸配列を有するＣＤＲ２、および
　　　　（ｉｉｉ）配列番号５のアミノ酸配列を有するＣＤＲ３
からなる群より選択される、少なくとも１つの相補性決定領域を含む、
　（ｇ）該抗体またはその断片もしくは誘導体は、以下：
　　　　（ｉ）可変重鎖ＶＨのＦＲＨ１、ＦＲＨ２、ＦＲＨ３およびＦＲＨ４が、アミノ
酸位置がＫａｂａｔによる記数法に対応する以下のアミノ酸配列：
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を有し、
　　　　（ｉｉ）かつ任意選択で、軽鎖可変領域ＶＬのＦＲＬ１、ＦＲＬ２、ＦＲＬ３お
よびＦＲＬ４が、アミノ酸位置がＫａｂａｔによる記数法に対応する以下のアミノ酸配列
：



(21) JP 5922018 B2 2016.5.24

10

20

30

40

【化１２－１】



(22) JP 5922018 B2 2016.5.24

10

20

30

40

【化１２－２】



(23) JP 5922018 B2 2016.5.24

10

20

30

40

【化１２－３】



(24) JP 5922018 B2 2016.5.24

10

20

30

40

50

【化１２－４】

を有する、
抗体フレームワーク領域から選択される抗体フレームワーク領域を含む、
　（ｈ）該抗体またはその断片もしくは誘導体は、配列番号３３または３４のアミノ酸配
列を含むフレームワーク領域１を含む、
　（ｉ）該抗体またはその断片もしくは誘導体は、配列番号３８または２９のアミノ酸配
列を含む抗体の重鎖可変領域を含む、
　（ｊ）該抗体またはその断片もしくは誘導体は、配列番号２７または３０のアミノ酸配
列を含む抗体の重鎖可変領域を含む、
　（ｋ）該抗体またはその断片もしくは誘導体は、配列番号３８のアミノ酸配列を含む重
鎖可変領域および配列番号２７のアミノ酸配列を含む軽鎖可変領域を含むか、またはその
機能的断片もしくは誘導体である、
　（ｌ）該抗体またはその断片もしくは誘導体は、配列番号２９のアミノ酸配列（重鎖可
変領域）および配列番号３０のアミノ酸配列（軽鎖可変領域）を含む抗体Ｐａｎｋｏｍａ
ｂと交差特異性を示す、ならびに／あるいは
　（ｍ）該抗体またはその断片もしくは誘導体は、重鎖可変領域として配列番号１６のア
ミノ酸配列を含み、軽鎖可変領域として配列番号２８のアミノ酸配列を含む抗体と交差特
異性を示す
のうちの１つまたは複数を有する、項目１１または１２に記載の方法。
（項目１４）
　項目４に記載の核酸を調製するための方法であって、該方法は：
　（ａ）ＭＵＣ１に結合することができる抗体またはその断片もしくは誘導体であって、
Ｋａｂａｔ番号付けによるアミノ酸２８位にプロリン残基を含まない重鎖可変領域を含む
抗体またはその断片もしくは誘導体をコードする核酸配列を含む核酸を提供するステップ
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と、
　（ｂ）該重鎖可変領域のＫａｂａｔ番号付けによるアミノ酸番号２８をコードするコド
ンに、該コドンがプロリン残基をコードするように変異を導入するステップと
を含む、方法。
（項目１５）
　以下の特性：
　（ａ）ヒトグリコシル化パターンである、
　（ｂ）前記抗体の活性、特にその特異的エピトープへの該抗体の結合親和性、Ｆｃ受容
体などのその下流受容体の１つまたは複数への該抗体の結合親和性、該抗体の補体依存性
細胞傷害（ＣＤＣ）および／または該抗体の抗体依存性細胞媒介細胞傷害（ＡＤＣＣ）を
増強する、ならびに／あるいは
　（ｃ）該抗体またはその断片もしくは誘導体をＫ５６２、ＫＧ１、ＭＵＴＺ－３、ＮＭ
－Ｆ９［ＤＳＭ　ＡＣＣ２６０６］、ＮＭ－Ｄ４［ＤＳＭ　ＡＣＣ２６０５］、ＮＭ－Ｈ
９Ｄ８［ＤＳＭ　ＡＣＣ２８０６］、ＮＭ－Ｈ９Ｄ８－Ｅ６［ＤＳＭ　ＡＣＣ２８０７］
、ＮＭ　Ｈ９Ｄ８－Ｅ６Ｑ１２［ＤＳＭ　ＡＣＣ２８５６］およびＧＴ－２Ｘ［ＤＳＭ　
ＡＣＣ２８５８］からなる群より選択される細胞系で発現させたときに得られるグリコシ
ル化パターンである
のうちの１つまたは複数を有するグリコシル化パターンを有する、項目１～３のいずれか
一項に記載の抗体またはその断片もしくは誘導体。
【００２０】
　定義：
　本明細書で用いるように、以下の表現は、それらが用いられる文脈が別途示す場合を除
き、好ましくは下に示す意味を一般に有するものとする。
【００２１】
　本明細書で用いる表現「含む」は、その文字通りの意味のほかに、表現「から事実上な
る」および「からなる」も含み、かつ具体的に指している。したがって、表現「含む」は
、具体的に記載される要素を「含む」対象がさらなる要素を含まない実施形態に加えて、
具体的に記載される要素を「含む」対象がさらなる要素を包含することができ、および／
または実際に包含する実施形態を指す。同様に、表現「有する」は、表現「含む」のよう
に、表現「から事実上なる」および「からなる」も含み、かつ具体的に指していると理解
すべきである。
【００２２】
　用語「抗体」は、ジスルフィド結合によって連結される少なくとも２つの重鎖および２
つの軽鎖を含むタンパク質を特に指す。用語「抗体」には、天然に存在する抗体だけでな
く、抗体のすべての組換え体、例えば原核生物で発現される抗体、非グリコシル化抗体、
ヒト化抗体およびキメラ抗体が含まれる。各重鎖は、重鎖可変領域（ＶＨ）および重鎖定
常領域（ＣＨ）を含む。各軽鎖は、軽鎖可変領域（ＶＬ）および軽鎖定常領域（ＣＬ）を
含む。重鎖定常領域は、３つの、またはＩｇＭ型またはＩｇＥ型の抗体の場合は４つの重
鎖定常ドメイン（ＣＨ１、ＣＨ２、ＣＨ３およびＣＨ４）を含み、そこで、第一の定常ド
メインＣＨ１は可変領域に隣接し、ヒンジ領域によって第二の定常ドメインＣＨ２に連結
させることができる。軽鎖定常領域は、１つの定常ドメインだけからなる。可変領域は、
より保存されているフレームワーク領域（ＦＲ）と呼ばれる領域が間にある、相補性決定
領域（ＣＤＲ）と呼ばれる超可変領域にさらに細分化することができ、そこでは、各可変
領域は３つのＣＤＲおよび４つのＦＲを含む。重鎖および軽鎖の可変領域は、抗原と相互
作用する結合性ドメインを含む。抗体の定常領域は、免疫系の様々な細胞（例えば、エフ
ェクター細胞）および古典的補体系の第一成分（Ｃ１ｑ）を含む宿主組織または因子への
免疫グロブリンの結合を媒介することができる。しかし、本発明による用語「抗体」には
、重鎖抗体、すなわち１つまたは複数、特に２つの重鎖だけで構成される抗体、およびナ
ノボディ、すなわち単一の単量体可変ドメインだけで構成される抗体などの普通でない抗
体も含まれる。
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【００２３】
　重鎖および軽鎖可変領域のアミノ酸位置を示すために、本明細書ではＫａｂａｔ番号付
け方式が用いられる（Ｋａｂａｔ，　Ｅ．Ａ．ら（１９９１年）Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｏ
ｆ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ｏｆ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｉｎｔｅｒｅｓｔ、５版、
ＮＩＨ　Ｐｕｂｌｉｃａｔｉｏｎ番号９１－３２４２）。前記方式によると、重鎖は、３
５Ａ、３５Ｂ、５２Ａ～５２Ｃ、８２Ａ～８２Ｃおよび１００Ａ～１００Ｋの位置を含む
０位から１１３位までのアミノ酸位置を含む。Ｋａｂａｔ番号付けによると、重鎖可変領
域のＣＤＲは、３１位～３５Ｂ位（ＣＤＲ１）、５０位～６５位（ＣＤＲ２）および９５
位～１０２位（ＣＤＲ３）に位置する。残りのアミノ酸位置は、フレームワーク領域ＦＲ
１～ＦＲ４を形成する。軽鎖可変領域は、２７Ａ～２７Ｆ、９５Ａ～９５Ｆおよび１０６
Ａの位置を含む０～１０９位を含む。ＣＤＲは、２４位～３４位（ＣＤＲ１）、５０位～
５６位（ＣＤＲ２）および８９位～９７位（ＣＤＲ３）に位置する。抗体の特定の遺伝子
の最初の形成によって、これらの位置のすべてが所与の重鎖可変領域または軽鎖可変領域
に存在する必要があるわけではない。重鎖または軽鎖可変領域のアミノ酸位置が本明細書
で指摘されている場合には、特に明記しない限り、それはＫａｂａｔ番号付けによる位置
に参照されている。
【００２４】
　抗体の「断片または誘導体」は、特に前記抗体に由来するタンパク質または糖タンパク
質であり、同じ抗原、特に抗体と同じエピトープに結合することができる。したがって、
本明細書の抗体の断片または誘導体は、一般に機能的断片または誘導体を指す。特に好ま
しい実施形態では、抗体の断片または誘導体は、重鎖可変領域を含む。抗体の抗原結合性
機能は、完全長抗体の断片またはその誘導体に発揮させることができることが示された。
抗体の断片または誘導体の例には、（ｉ）Ｆａｂ断片、重鎖および軽鎖各々の可変領域お
よび第一の定常ドメインからなる一価の断片、（ｉｉ）Ｆ（ａｂ）２断片、ヒンジ領域で
ジスルフィド架橋によって連結される２つのＦａｂ断片を含む二価の断片、（ｉｉｉ）可
変領域および重鎖の第一の定常ドメインＣＨ１からなるＦｄ断片、（ｉｖ）抗体の単一の
腕の重鎖および軽鎖可変領域からなるＦｖ断片、（ｖ）ｓｃＦｖ断片、単一のポリペプチ
ド鎖からなるＦｖ断片、（ｖｉ）共有結合で一緒に連結される２つのＦｖ断片からなる（
Ｆｖ）２断片、（ｖｉｉ）重鎖可変ドメイン、ならびに（ｖｉｉｉ）重鎖および軽鎖可変
領域の結合が分子間だけで起こることができるが分子内では起こらない方法で共有結合に
よって一緒に連結される、重鎖可変領域および軽鎖可変領域からなるマルチボディが含ま
れる。これらの抗体断片および誘導体は、当業者に公知である従来の技術を用いて得られ
る。
【００２５】
　例えば標的アミノ酸配列がその全長にわたって参照アミノ酸配列の対応する部分と少な
くとも６０％、好ましくは少なくとも７０％、少なくとも７５％、より好ましくは少なく
とも８０％、少なくとも８５％、少なくとも９０％、少なくとも９３％、少なくとも９５
％または少なくとも９７％の相同性または同一性を共有する場合、その標的アミノ酸配列
はその参照アミノ酸配列に「由来する」。例えば、ヒト化抗体のフレームワーク領域が特
定のヒト抗体の可変領域に由来する場合、そのヒト化抗体のフレームワーク領域のアミノ
酸は、その全長にわたってそのヒト抗体の対応するフレームワーク領域と少なくとも６０
％、好ましくは少なくとも７０％、少なくとも７５％、より好ましくは少なくとも８０％
、少なくとも８５％、少なくとも９０％、少なくとも９３％、少なくとも９５％または少
なくとも９７％の相同性または同一性を共有する。「対応する部分」または「対応するフ
レームワーク領域」は、例えば、標的抗体の重鎖可変領域のフレームワーク領域１（ＦＲ
Ｈ１）は参照抗体の重鎖可変領域のフレームワーク領域１に対応することを意味する。例
えばＦＲＨ２、ＦＲＨ３、ＦＲＨ４、ＦＲＬ１、ＦＲＬ２、ＦＲＬ３およびＦＲＬ４につ
いても同じである。特定の実施形態では、参照アミノ酸配列に「由来する」標的アミノ酸
配列は、その全長にわたって参照アミノ酸配列の対応する部分と１００％相同であるか、
または特に１００％同一である。
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【００２６】
　好ましくは、「特異的結合」は、抗体などの作用物質が、別の標的への結合と比較して
それが特異的であるエピトープなどの標的により強く結合することを意味する。作用物質
が第二の標的のための解離定数より低い解離定数（Ｋｄ）で第一の標的に結合する場合、
その作用物質は第二の標的と比較して第一の標的により強く結合する。好ましくは、作用
物質が特異的に結合する標的の解離定数は、作用物質が特異的に結合しない標的の解離定
数より２倍を超えて、好ましくは５倍を超えて、より好ましくは１０倍を超えて、さらに
より好ましくは２０倍、５０倍、１００倍、２００倍、５００倍、または１０００倍を超
えて低い。
【００２７】
　本明細書で用いるように、用語「タンパク質」は、アミノ酸の分子鎖または複数のアミ
ノ酸鎖の複合体を指す。タンパク質は天然に存在するアミノ酸だけでなく人工アミノ酸の
いずれかを含むことができ、生物起源または合成起源であってよい。タンパク質は、例え
ばグリコシル化、アミド化、カルボキシル化および／またはリン酸化によって、天然に（
翻訳後修飾）または合成的に改変されてもよい。タンパク質は少なくとも２つのアミノ酸
を含むが、いかなる特定の長さである必要がない。この用語は、いかなるサイズ制限も含
まない。本出願では、用語「タンパク質」、「ポリペプチド」および「ペプチド」は、互
換的に用いられる。好ましくは、タンパク質は少なくとも１０アミノ酸、好ましくは少な
くとも５０アミノ酸、少なくとも１００アミノ酸、最も好ましくは少なくとも１００アミ
ノ酸を含む。
【００２８】
　用語「核酸」は、一本鎖および二本鎖の核酸およびリボ核酸、ならびにデオキシリボ核
酸を含む。それは、天然に存在する、ならびに合成のヌクレオチドを含むことができ、例
えばメチル化、５’および／または３’キャッピングによって、天然または合成的に改変
されてもよい。
【００２９】
　用語「コンジュゲート」は、各化合物の特性の少なくともいくつかがコンジュゲートで
保持されるように連結される、２つ以上の化合物を特に意味する。連結は、共有または非
共有結合によって達成することができる。好ましくは、コンジュゲートの化合物は、共有
結合を通して連結される。コンジュゲートの異なる化合物は、化合物の原子間の１つ以上
の共有結合を通して互いに直接に結合されてよい。あるいは、化合物はリンカー分子を通
して互いに結合されてよく、そこにおいてリンカーは化合物の原子に共有結合する。コン
ジュゲートが２つを超える化合物で構成される場合、これらの化合物は、例えば、１つの
化合物が次の化合物に結合する鎖構造で連結されてよく、またはいくつかの化合物が各々
１つの中心化合物に結合されてもよい。
【００３０】
　用語「発現カセット」は、そこに導入されるコード核酸配列の発現を可能にすることお
よび調節することができる核酸構築物を特に指す。発現カセットは、遺伝子の転写または
ｍＲＮＡの翻訳を調節するプロモーター、リボソーム結合部位、エンハンサーおよび他の
制御エレメントを含むことができる。発現カセットの正確な構造は、種または細胞型の機
能によって異なってもよいが、ＴＡＴＡボックス、キャッピング配列、ＣＡＡＴ配列など
の、それぞれ転写および翻訳の開始に関与する５’非転写ならびに５’および３’非翻訳
配列を一般に含む。より具体的には、５’非転写発現制御配列は、作動可能に連結された
核酸の転写制御のためのプロモーター配列を含むプロモーター領域を含む。発現カセット
は、エンハンサー配列または上流の活性化因子配列を含むこともできる。
【００３１】
　本発明によると、用語「プロモーター」は、発現される核酸配列の上流（５’）に位置
し、ＲＮＡポリメラーゼに認識および結合部位を提供することによって配列の発現を制御
する核酸配列を指す。「プロモーター」は、遺伝子の転写の調節に関与するさらなる因子
のための、さらなる認識および結合部位を含むことができる。プロモーターは、原核生物
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または真核生物の遺伝子の転写を制御することができる。さらに、プロモーターは「誘導
可能」であってよく、すなわち誘導剤に応じて転写を開始することができ、または転写が
誘導剤によって制御されない場合は「構成的」であってよい。誘導剤が存在しない場合、
誘導可能なプロモーターの支配下にある遺伝子は発現されないか、またはわずかな程度で
発現されるだけである。誘導剤の存在下では、遺伝子はスイッチオンされるか、または転
写レベルが増加する。これは、一般に特異的転写因子の結合によって媒介される。
【００３２】
　用語「ベクター」は、本明細書でその最も一般的な意味で用いられ、前記核酸が、例え
ば原核生物および／または真核生物の細胞に導入され、および適当な場合は、ゲノムに組
み込まれることを可能にする核酸のための任意の仲介媒体を含む。この種のベクターは、
好ましくは細胞で複製および／または発現される。ベクターは、プラスミド、ファージミ
ド、バクテリオファージまたはウイルスゲノムを含む。本明細書で用いる用語「プラスミ
ド」は、染色体ＤＮＡとは独立に複製することができる染色体外遺伝子物質の構築物、通
常環状ＤＮＡ二重鎖に一般に関する。
【００３３】
　本発明によると、用語「宿主細胞」は、外因性核酸で形質転換またはトランスフェクト
させることができる任意の細胞に関する。本発明によると、用語「宿主細胞」は、原核生
物（例えばＥ．ｃｏｌｉ）または真核生物の細胞（例えば哺乳動物の細胞、特にヒト細胞
、酵母細胞および昆虫細胞）を含む。ヒト、マウス、ハムスター、ブタ、ヤギまたは霊長
類の細胞などの哺乳動物の細胞が特に好ましい。細胞は、複数の組織型に由来することが
でき、一次細胞および細胞系を含むことができる。核酸は、単一コピー、または２つ以上
のコピーの形で宿主細胞に存在してもよく、一実施形態では宿主細胞で発現される。
【００３４】
　本発明によると、用語「患者」は、ヒト、ヒト以外の霊長類または別の動物、特に哺乳
動物、例えばウシ、ウマ、ブタ、ヒツジ、ヤギ、イヌ、ネコ、またはマウスおよびラット
などの齧歯動物を意味する。特に好ましい実施形態では、患者はヒトである。
【００３５】
　本発明によると、用語「癌」は、白血病、セミノーマ、黒色腫、奇形腫、リンパ腫、神
経芽細胞腫、神経膠腫、直腸癌、子宮体癌、腎臓癌、副腎癌、甲状腺癌、血液癌、皮膚癌
、脳の癌、子宮頸癌、腸癌、肝癌、結腸癌、胃癌、腸癌、頭頚部癌、胃腸癌、リンパ節癌
、食道癌、結腸直腸癌、膵臓癌、耳、鼻および咽喉（ＥＮＴ）癌、乳癌、前立腺癌、子宮
癌、卵巣癌および肺癌およびそれらの転移を特に含む。その例は、肺癌腫、乳房癌腫、前
立腺癌腫、結腸癌腫、腎細胞癌、子宮頸部の癌腫または上記の癌型もしくは腫瘍の転移で
ある。本発明によると、用語癌は癌転移も含む。
【００３６】
　「腫瘍」は、誤調節された細胞増殖によって形成される細胞または組織の群を意味する
。腫瘍は、構造組織および正常な組織との機能的協調の部分的または完全な欠如を示すこ
とができ、良性または悪性であってよい、周囲と異なる組織塊を通常形成することができ
る。
【００３７】
　「転移」は、その元の部位から体の別の部分への癌細胞の拡散を意味する。転移の形成
は非常に複雑な過程であり、原発性腫瘍からの癌細胞の脱離、体循環への侵入、および体
の他の場所の正常な組織の中で定着、生育することを通常含む。腫瘍細胞が転移する場合
、新しい腫瘍は二次性または転移性腫瘍と呼ばれ、その細胞は元の腫瘍でのそれらに通常
似ている。これは、例えば乳癌が肺に転移する場合、二次性腫瘍は異常な肺細胞ではなく
、異常な乳房細胞で形成されることを意味する。肺での腫瘍は、その結果肺癌ではなく、
転移性乳癌と呼ばれる。
【００３８】
　用語「医薬組成物」は、ヒトまたは動物への投与に適する組成物、すなわち薬学的に許
容される成分を含む組成物を特に指す。好ましくは、医薬組成物は、担体、希釈剤または
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医薬用の賦形剤、例えば緩衝液、保存剤および張性調整剤と一緒に、活性化合物またはそ
の塩もしくはプロドラッグを含む。
【００３９】
　本発明は、重鎖可変領域（ＶＨ）の、Ｋａｂａｔ番号付けによるアミノ酸２８位にプロ
リン残基を含む抗ムチン抗体が、良好な抗原結合特性を示すとの知見に基づく。重鎖可変
領域のアミノ酸２８位は、相補性決定領域１（ＣＤＲ１）の近くの、第一のフレームワー
ク領域（ＦＲ１）に位置する。通常、ヒト抗体では、トレオニンまたはセリン残基がこの
位置にある。例えば、ＮＣＢＩのデータベースに記載される抗体の２２９ヒト生殖細胞系
配列のすべては、重鎖可変領域の２８位にトレオニンまたはセリン残基を含む。特にモノ
クローナル抗体のヒト化では、重鎖可変領域の２８位ではトレオニンまたはセリン残基を
用いるように当技術分野で一般に教示される。
【００４０】
　得られたデータに基づき、ＶＨの２８位のプロリンは、ＣＤＲ１の構造特性に有益に影
響するようである。特に、前記プロリン残基は、見かけ上、ＣＤＲ１がＭＵＣ１抗原の構
造に最も適合する三次元構造を採用することを可能にする。それによって、抗体の特性を
改善することができる。
【００４１】
　これらの知見を考慮し、第一の態様では、本発明は、ムチンタンパク質に結合すること
ができ、Ｋａｂａｔ番号付けによるアミノ酸２８位にプロリン残基を含む重鎖可変領域の
少なくとも一部を含む抗体またはその断片もしくは誘導体を提供する。
【００４２】
　好ましい実施形態では、本発明による抗体またはその断片もしくは誘導体に含まれる重
鎖可変領域の一部は、少なくとも５０アミノ酸、好ましくは少なくとも７０アミノ酸、少
なくとも９０アミノ酸、少なくとも１００アミノ酸または少なくとも１１０のアミノ酸の
長さを有する。より好ましくは、重鎖可変領域の一部は、フレームワーク領域１の全体お
よび少なくとも１つ、好ましくは２つまたは３つすべてのＣＤＲを少なくとも含む。最も
好ましくは、本発明による抗体またはその断片もしくは誘導体は、Ｋａｂａｔ番号付けに
よるアミノ酸２８位にプロリン残基を含む完全な重鎖可変領域を含む。
【００４３】
　本発明による抗体またはその断片もしくは誘導体は、ＭＵＣ１、ＭＵＣ２、ＭＵＣ３Ａ
、ＭＵＣ３Ｂ、ＭＵＣ４、ＭＵＣ５ＡＣ、ＭＵＣ５Ｂ、ＭＵＣ６、ＭＵＣ７、ＭＵＣ８、
ＭＵＣ１２、ＭＵＣ１３、ＭＵＣ１５、ＭＵＣ１６、ＭＵＣ１７、ＭＵＣ１９および／ま
たはＭＵＣ２０などのムチンファミリータンパク質の１つまたは複数に特異的に結合する
ことができてよい。好ましくは、本発明による抗体またはその断片もしくは誘導体は、膜
結合ムチンＭＵＣ１、ＭＵＣ３Ａ（アイソフォーム１）、ＭＵＣ３ＢおよびＭＵＣ４の１
つまたは複数、最も好ましくはＭＵＣ１に特異的に結合することができる。好ましい実施
形態では、それは腫瘍関連ＭＵＣ１に特異的に結合するが、正常な非腫瘍細胞のＭＵＣ１
には結合しないかまたはずっと低い程度で結合する。特に、本発明による抗体またはその
断片もしくは誘導体は、特にタンデムリピートが、トレオニン残基において、Ｎ－アセチ
ルガラクトサミン（Ｔｎ）、シアリルα２－６Ｎ－アセチルガラクトサミン（ｓＴｎ）、
ガラクトースβ１－３Ｎ－アセチルガラクトサミン（ＴＦ）またはガラクトースβ１－３
（シアリルα２－６）Ｎ－アセチルガラクトサミン（ｓＴＦ）、好ましくはＴｎまたはＴ
Ｆによってグリコシル化される場合、ＭＵＣ１の細胞外ドメイン、好ましくはそのタンデ
ムリピートに、最も好ましくはコンフォメーション依存的および／またはグリコシル化依
存的方法で結合する。好ましくは、炭水化物部分はα－Ｏ－グリコシド結合によってトレ
オニン残基に結合している。
【００４４】
　本発明による特に好ましい抗ムチン抗体は、ペプチド部分を含むエピトープに特異的に
結合することができる抗体である。エピトープは、好ましくはグリコシル化されたペプチ
ド部分であり、抗体の特異的結合は、好ましくはエピトープのグリコシル化に、特にエピ
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トープの特異的グリコシル化パターンに依存する。すなわち、好ましい実施形態では、炭
水化物部分を担持していないエピトープと比較して、抗体が結合する特異的エピトープが
炭水化物部分を担持している場合、その抗原に対する抗体の結合親和性はより高い。別の
好ましい実施形態では、別の炭水化物部分を担持しているか全く担持していないエピトー
プと比較して、ムチンタンパク質上のエピトープが特異的炭水化物部分を担持している場
合、親和性はより高い。この場合、エピトープが別の炭水化物部分を担持している場合の
抗原に対する親和性は、非グリコシル化エピトープを有する抗原に対してよりもさらに低
くなることがある。これらの実施形態では、抗体が結合するエピトープは、ペプチド部分
ならびに炭水化物部分を含むことができる。すなわち、抗体はペプチド部分および炭水化
物部分に結合する。
【００４５】
　しかし、抗体は代わりにペプチド部分だけに結合することができる。この実施形態では
、ペプチドエピトープに結合している炭水化物部分は、抗体によって結合されない。しか
し、それでも、それがエピトープのペプチド部分の三次元構造に影響するという点で、炭
水化物部分は抗体の結合性に対して影響を及ぼすことができる。ここで、エピトープの柔
軟性および三次元構造は、炭水化物部分がそれに結合するかどうかに、および好ましくは
どの炭水化物部分が結合するかに依存する。その結果、好ましくは、炭水化物部分、特に
特異的炭水化物部分がエピトープに結合している場合に採用される三次元構造を有するエ
ピトープに抗体は結合する。上の実施形態では、エピトープに結合するときに抗体の結合
の増強をもたらす特異的炭水化物部分は、好ましくはＮ－アセチルガラクトサミン（Ｔｎ
）、シアリルα２－６Ｎ－アセチルガラクトサミン（ｓＴｎ）、ガラクトースβ１－３Ｎ
－アセチルガラクトサミン（ＴＦ）またはガラクトースβ１－３（シアリルα２－６）Ｎ
－アセチルガラクトサミン（ｓＴＦ）、好ましくはＴｎまたはＴＦである。好ましくは、
炭水化物部分はα－Ｏ－グリコシド結合によってペプチド部分に結合している。
【００４６】
　したがって、さらなる実施形態では、そのエピトープに対する抗体の特異的結合は、エ
ピトープのコンフォメーションに依存する。上に述べたように、エピトープのコンフォメ
ーションは、エピトープのグリコシル化パターンに依存することがある。しかし、コンフ
ォメーションは、エピトープが提示される状況、例えばエピトープを含むタンパク質の全
体的三次元構造によって決まることもある。本質的には、エピトープに対する抗体の結合
がコンフォメーション依存性である場合、エピトープは異なる三次元コンフォメーション
を採用することができ、エピトープのコンフォメーションの１つまたは複数に対する抗体
の結合親和性はエピトープの他のコンフォメーションに対してよりも高い。詳細には、エ
ピトープが特異的コンフォメーション（複数可）を示す場合だけに、抗体はエピトープに
結合することができる。
【００４７】
　特に好ましい実施形態では、抗体は、アミノ酸配列ＰＤＴＲ（配列番号４９）、または
より好ましくはＰＤＴＲＰ（配列番号５０）を含むエピトープに特異的に結合することが
できる。上に述べたように、このエピトープへの結合は好ましくはグリコシル化依存性で
あり、そこでは、詳細には、炭水化物部分が配列ＰＤＴＲまたはＰＤＴＲＰそれぞれのト
レオニン残基に結合する場合に結合が増強される。好ましくは、エピトープがトレオニン
残基において、Ｎ－アセチルガラクトサミン（Ｔｎ）、シアリルα２－６Ｎ－アセチルガ
ラクトサミン（ｓＴｎ）、ガラクトースβ１－３Ｎ－アセチルガラクトサミン（ＴＦ）お
よびガラクトースβ１－３（シアリルα２－６）Ｎ－アセチルガラクトサミン（ｓＴＦ）
からなる群より選択される炭水化物部分、好ましくはＴｎまたはＴＦによってグリコシル
化される場合に結合は増強される。好ましくは、炭水化物部分はα－Ｏ－グリコシド結合
によってトレオニン残基に結合している。一部の実施形態では、結合のグリコシル化依存
は、特に上で指摘される特異的炭水化物部分によってグリコシル化されるときにエピトー
プが採用する特異的コンフォメーションによる。この場合、抗体は炭水化物部分に必ずし
も結合しなければならないわけでなく、エピトープのペプチド部分にだけ結合することが
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でき、その場合、この結合の親和性はエピトープのコンフォメーションに依存する。好ま
しくは、エピトープは、ムチンタンパク質、特にＭＵＣ１の細胞外のタンデムリピートに
含まれる。詳細には、本発明による抗体は、腫瘍関連ムチンエピトープ、特にエピトープ
ＴＡ－ＭＵＣ１などの腫瘍関連ＭＵＣ１エピトープに結合することができる（Ｋａｒｓｔ
ｅｎ，　Ｕ．ら（２００４年）Ｇｌｙｃｏｂｉｏｌｏｇｙ１４巻、６８１～６９２頁およ
びＤａｎｉｅｌｃｚｙｋ，　Ａ．ら（２００６年）Ｃａｎｃｅｒ　Ｉｍｍｕｎｏｌ．　Ｉ
ｍｍｕｎｏｔｈｅｒ．５５巻、１３３７～１３４７頁を参照）。好ましくは、腫瘍関連Ｍ
ＵＣ１エピトープを発現する細胞への本発明による抗体の結合は、正常な非腫瘍ＭＵＣ１
を発現する細胞への結合よりも強い。好ましくは、前記結合は、少なくとも１．５倍強い
か、好ましくは少なくとも２倍強いか、少なくとも５倍強いか、少なくとも１０倍強いか
、または少なくとも１００倍強い。
【００４８】
　腫瘍関連ムチンエピトープ、特にＭＵＣ１腫瘍エピトープは、好ましくはムチンタンパ
ク質、特にＭＵＣ１のエピトープを指し、それは、腫瘍細胞に存在するが正常細胞に存在
せず、および／または腫瘍細胞に存在する場合にだけ宿主の循環中の抗体によってアクセ
ス可能であるが、正常細胞に存在する場合はアクセスできない。詳細には、ＭＵＣ１腫瘍
エピトープは、好ましくは、ＭＵＣ１タンデムリピートの少なくとも１つのＰＤＴＲＰ配
列を含み、ＰＤＴＲＰ配列のトレオニンにおいてＮ－アセチルガラクトサミン（Ｔｎ）ま
たはガラクトースβ１－３Ｎ－アセチルガラクトサミン（ＴＦ）によって、好ましくはα
－Ｏ－グリコシド結合を通してグリコシル化されているエピトープである。腫瘍特異的Ｍ
ＵＣ１結合については、抗体またはその断片もしくは誘導体は、同一の長さおよび同一の
ペプチド配列の非グリコシル化ペプチドへの結合と比較すると、結合力価が少なくとも２
倍、好ましくは４倍または１０倍、最も好ましくは２０倍増加するように、グリコシル化
ＭＵＣ１腫瘍エピトープに好ましくは特異的に結合する。結合力価は、例えばＥＬＩＳＡ
を用いて測定することができ、その場合、標的エピトープは固定化され、本発明による抗
体またはその断片もしくは誘導体の結合は、酵素結合、特にペルオキシダーゼ結合二次抗
体および適する検出試薬を用いて検出される。例示的な結合アッセイは、国際公開第２０
０４／０６５４２３号に、例えば実施例５．１に記載されている。
【００４９】
　さらに、抗体は、配列番号２９のアミノ酸配列の重鎖可変領域および配列番号３０のア
ミノ酸配列の軽鎖可変領域を含む参照抗体ＰａｎｋｏＭａｂのそれらに類似した抗原結合
特性を示すことができる。詳細には、本発明による抗体は、ＰａｎｋｏＭａｂと同じ抗原
、好ましくは同じエピトープに特異的に結合することができ、好ましくは前記抗原または
エピトープそれぞれに同等の親和性で結合することができる。すなわち、好ましくは、抗
体は、ＰａｎｋｏＭａｂのそれより多くとも１００倍高い、より好ましくは多くとも１０
倍高い解離定数を有する親和性、最も好ましくは解離定数がＰａｎｋｏＭａｂのそれと同
じであるかまたはより低い親和性で抗原またはエピトープに結合する。さらに、抗体は、
好ましくは参照抗体ＰａｎｋｏＭａｂと交差特異性を示す。詳細には、十分に高い濃度で
存在する場合、抗体はＭＵＣ１へのＰａｎｋｏＭａｂの結合をブロックすることができる
。本発明による抗体が抗原ＭＵＣ１に既に結合しているときにＭＵＣ１へのＰａｎｋｏＭ
ａｂの結合が妨害される場合に、これが可能なことがある。
【００５０】
　ＰａｎｋｏＭａｂの結合の阻害は、例えば、立体障害、すなわち本発明による抗体が、
ＭＵＣ１に正しく結合するためにＰａｎｋｏＭａｂが必要とする空間の部分を占めること
、またはコンフォメーション障害、すなわち本発明による抗体の結合のために、Ｐａｎｋ
ｏＭａｂのエピトープがＰａｎｋｏＭａｂの結合にとって好ましくないコンフォメーショ
ンを採用することによることがある。
【００５１】
　好ましい一実施形態によると、抗体は、
　（ａ）グリコシル化ＭＵＣ１腫瘍エピトープに特異的に結合する特性、ならびに



(32) JP 5922018 B2 2016.5.24

10

20

30

40

50

　（ｂ）配列番号１６のアミノ酸配列を含む重鎖可変領域および配列番号２８のアミノ酸
配列を含む軽鎖可変領域を含む特性、
を有する、あるいは特性（ａ）および（ｂ）を有する抗体の機能的断片または誘導体であ
り、前記機能的断片または誘導体は、配列番号１６および配列番号２８のアミノ酸配列を
含む抗体と交差特異性を示す。
【００５２】
　本発明による抗体ならびにその抗原および／またはエピトープ結合特性に関する上記実
施形態は、本発明によるその断片または誘導体に同様に適用することができる。
【００５３】
　本発明による抗体は、好ましくはモノクローナル抗体である。さらに、抗体は、好まし
くはヒト、マウス、ヤギ、霊長類またはラクダの抗体であるか、それに由来する。それは
、キメラ抗体またはヒト化抗体であってよい。それは、任意のアイソタイプまたはそのサ
ブクラス、特にＩｇＧ、ＩｇＭ、ＩｇＡ、ＩｇＥまたはＩｇＤアイソタイプ、またはＩｇ
Ｇ１などのそのサブクラスの抗体であってよい。好ましくは、本発明による抗体の断片ま
たは誘導体は、Ｆａｂ断片、Ｆ（ａｂ）２断片、Ｆｄ断片、Ｆｖ断片、ｓｃＦｖ断片、（
Ｆｖ）２断片およびマルチボディからなる群より選択される。抗体またはその断片もしく
は誘導体は、１アミノ酸分子だけを含む一本鎖の構築物、または好ましくは例えばジスル
フィド結合によって互いに共有結合で連結される複数のアミノ酸分子を含む多重鎖構築物
であってよい。
【００５４】
　特定の実施形態では、本発明による抗体またはその断片もしくは誘導体は、その中に含
まれる重鎖可変領域（ＶＨ）が、残りのＶＨの少なくとも一部と異なる抗体に由来する少
なくとも１つのＣＤＲを含むような方法で操作される。例えば、ＶＨは、１つの抗体、例
えばマウス、ラクダ、ヤギまたは霊長類の抗体に由来する少なくとも１つのＣＤＲ、好ま
しくは２つまたは３つのＣＤＲ、および別の抗体または抗体群、好ましくは別種の抗体、
特にヒト抗体に由来する少なくとも１つのＦＲ、好ましくは２つ、３つまたは４つのＦＲ
を含む。この実施形態では、抗体またはその断片もしくは誘導体は、軽鎖可変領域（ＶＬ
）をさらに含むことができる。詳細には、ＶＬは、ＶＨの１つ以上のＣＤＲが由来する抗
体に由来することができるか、あるいはＶＬは、１つ、２つまたは３つのＣＤＲがＶＨの
１つ以上のＣＤＲと同じ抗体に由来し、１つ、２つ、３つまたは好ましくは４つすべての
ＦＲがＶＨの１つ以上のＦＲと同じ種、特に同じ抗体または抗体群に由来する構築物であ
ってよい。さらに、抗体またはその断片もしくは誘導体は、好ましくは可変領域のＦＲと
同じ種、特に同じ抗体または抗体群に由来する１つ、２つ、３つまたは４つの重鎖定常領
域（ＣＨ）および／または１つの軽鎖定常領域（ＣＬ）をさらに含むことができる。好ま
しい実施形態では、可変領域および定常領域のＦＲは、１つの特定の抗体に由来しないが
、特定の抗体群、例えばヒト抗体群に由来するコンセンサス配列または別の好ましい配列
を表すアミノ酸配列を有する。
【００５５】
　別の実施形態では、本発明による抗体またはその断片もしくは誘導体はキメラであり、
１つの抗体に由来する１つ以上の重鎖および任意選択で軽鎖の可変領域、ならびに別の抗
体に由来する１つ以上の重鎖および任意選択で軽鎖の定常領域を含む。好ましくは、２つ
の異なる抗体は異なる種のものであり、例えば可変領域はマウス抗体に由来し、定常領域
はヒト抗体に由来する。
【００５６】
　本発明による抗体またはその断片もしくは誘導体は、好ましくはグリコシル化される。
好ましい実施形態では、それは、人体によって生成される天然に存在する抗体でも見られ
るグリコシル化パターンである、ヒトグリコシル化パターンを有する。さらに、好ましく
は、抗体またはその断片もしくは誘導体は、その１つ以上の活性を調整、特に増強するグ
リコシル化パターンを含むことができる。例えば、グリコシル化パターンは、その特異的
なエピトープに対する抗体、断片もしくは誘導体の親和性を、および／またはＦｃ受容体
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、特にＦｃガンマ、ＦｃアルファもしくはＦｃイプシロン受容体などのその下流受容体に
対するその親和性を増強することができる。さらに、または代わりに、グリコシル化パタ
ーンは、その補体依存性細胞傷害（ＣＤＣ）および／またはその抗体依存性細胞媒介細胞
傷害（ＡＤＣＣ）を増強することができる。この目的のために、抗体またはその断片もし
くは誘導体のグリコシル化パターンは、例えば所望のグリコシル化パターンを生成するこ
とが可能な特定の細胞系を用いることによって操作または最適化されてもよい。そのよう
な細胞系は、例えばＫ５６２、ＫＧ１、ＭＵＴＺ－３、ＮＭ－Ｆ９［ＤＳＭ　ＡＣＣ２６
０６］、ＮＭ－Ｄ４［ＤＳＭ　ＡＣＣ２６０５］、ＮＭ－Ｈ９Ｄ８［ＤＳＭ　ＡＣＣ２８
０６］、ＮＭ－Ｈ９Ｄ８－Ｅ６［ＤＳＭ　ＡＣＣ２８０７］、ＮＭ　Ｈ９Ｄ８－Ｅ６Ｑ１
２［ＤＳＭ　ＡＣＣ２８５６］およびＧＴ－２Ｘ［ＤＳＭ　ＡＣＣ２８５８］である。し
たがって、抗体またはその断片もしくは誘導体は、好ましくはこれらの細胞系の１つで発
現されるときに提供されるグリコシル化パターンを有する。
【００５７】
　本発明による抗体またはその断片もしくは誘導体は、好ましくは医療で、特に疾患、特
に本明細書に記載される疾患、好ましくは癌の療法、診断、予後診断および／またはモニ
タリングで有用である。
【００５８】
　好ましくは、本発明による抗体またはその断片もしくは誘導体に含まれる重鎖可変領域
は、配列番号１または２のアミノ酸配列を有するＣＤＲ１、配列番号３または４のアミノ
酸配列を有するＣＤＲ２および配列番号５または６のアミノ酸配列を有するＣＤＲ３から
なる群より選択される少なくとも１つのＣＤＲ、好ましくは配列番号１のアミノ酸配列を
有するＣＤＲ１を少なくとも含む。詳細には、それは、ＣＤＲ１が配列番号１のアミノ酸
配列を有し、ＣＤＲ２が配列番号３のアミノ酸配列を有し、ＣＤＲ３が配列番号５のアミ
ノ酸配列を有する一組のＣＤＲ、またはＣＤＲ１が配列番号２のアミノ酸配列を有し、Ｃ
ＤＲ２が配列番号４のアミノ酸配列を有し、ＣＤＲ３が配列番号６のアミノ酸配列を有す
る一組のＣＤＲを含むことができる。
【００５９】
　一実施形態によると、好ましくは、本発明による抗体またはその断片もしくは誘導体は
、配列番号７、特に配列番号８のアミノ酸配列を有するＦＲ１、配列番号９、特に配列番
号１０のアミノ酸配列を有するＦＲ２、配列番号１１、特に配列番号１２のアミノ酸配列
を有するＦＲ３、および配列番号１３、特に配列番号１４のアミノ酸配列を有するＦＲ４
からなる群より選択される少なくとも１つのフレームワーク領域を有する重鎖可変領域を
含む。配列番号８のアミノ酸配列を有するＦＲ１の存在が、特に好ましい。したがって、
重鎖可変領域は、好ましくは配列番号１５、特に配列番号１６のアミノ酸配列を含む。
【００６０】
　さらなる実施形態では、本発明による抗体またはその断片もしくは誘導体は、上記のセ
グメントまたは配列の１つまたは複数を含む抗体に由来する。
【００６１】
　本発明による抗体またはその断片もしくは誘導体は、配列番号１７または１８のアミノ
酸配列を有するＣＤＲ１、配列番号１９または２０のアミノ酸配列を有するＣＤＲ２およ
び配列番号２１または２２のアミノ酸配列を有するＣＤＲ３からなる群より選択される少
なくとも１つのさらなる相補性決定領域をさらに含むことができ、そこにおいて、前記少
なくとも１つのさらなる相補性決定領域は、好ましくは軽鎖可変領域に存在する。詳細に
は、抗体またはその断片もしくは誘導体は、重鎖可変領域のＣＤＲが配列番号１、３およ
び５のアミノ酸配列を有し、軽鎖可変領域のＣＤＲが配列番号１７、１９および２１のア
ミノ酸配列を有する一組のＣＤＲ、または重鎖可変領域のＣＤＲが配列番号２、４および
６のアミノ酸配列を有し、軽鎖可変領域のＣＤＲが配列番号１８、２０および２２のアミ
ノ酸配列を有する一組のＣＤＲを好ましくは含む。前記軽鎖可変領域は、好ましくは配列
番号２７、特に配列番号２８のアミノ酸配列を含む。特定の好ましい実施形態では、本発
明による抗体は、配列番号１６のアミノ酸配列を含むＶＨおよび配列番号２８のアミノ酸
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配列を含むＶＬ、またはその機能的変異体もしくは誘導体を含む。
【００６２】
　一実施形態によると、抗体は、
（ｉ）重鎖可変領域ＶＨのＦＲＨ１、ＦＲＨ２、ＦＲＨ３およびＦＲＨ４が以下のアミノ
酸配列：
【００６３】
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【化１－１】

【００６４】
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【００６５】
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【化１－３】

【００６６】
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を有し、アミノ酸位置がＫａｂａｔによる記数法に対応し、
（ｉｉ）任意選択で、軽鎖可変領域ＶＬのＦＲＬ１、ＦＲＬ２、ＦＲＬ３およびＦＲＬ４
が以下のアミノ酸配列：
【００６７】
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【化２－１】

【００６８】
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【化２－２】

【００６９】
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【化２－３】

【００７０】
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【化２－４】

を有し、アミノ酸位置がＫａｂａｔによる記数法に対応する
抗体フレームワーク領域を含む。
【００７１】
　特定の実施形態では、本発明による抗体またはその断片もしくは誘導体は、重鎖可変領
域のＫａｂａｔ番号付けによるアミノ酸２８位にプロリン残基を本来含まない抗体に由来
する。詳細には、Ｋａｂａｔ番号付けによるアミノ酸２８位を含む、本発明による抗体ま
たはその断片もしくは誘導体の重鎖可変領域のＦＲ１は、ＶＨの２８位にプロリン残基を
含まない抗体に由来する。さらに、残りのＦＲの１つまたは複数、および／またはＶＨの
１つ、２つまたは３つのＣＤＲ、特にＣＤＲ１も、好ましくはＶＨの２８位にプロリン残
基を含まない抗体に由来する。本発明による抗体またはその断片もしくは誘導体を得るた
めに、ＶＨの２８位のアミノ酸はプロリン残基で次に置換される。
【００７２】
　好ましくは、特異的抗原への本発明による抗体またはその断片もしくは誘導体の親和性
は、それが由来する抗体またはその断片もしくは誘導体、特に、それが重鎖可変領域（複
数可）のＫａｂａｔ番号付けによるアミノ酸２８位にプロリン残基を含まないこと以外は
本発明による抗体またはその断片もしくは誘導体と同一である抗体またはその断片もしく
は誘導体の親和性と少なくとも同じくらい高い。すなわち、好ましくは、本発明による抗
体またはその断片もしくは誘導体は、前記他の抗体またはその断片もしくは誘導体のそれ
と同じであるかより低い解離定数、好ましくは少なくとも２倍低いか、少なくとも３倍低
いか、少なくとも５倍低いか、より好ましくは少なくとも１０倍低い解離定数を有する親
和性で抗原またはエピトープに結合する。
【００７３】
　特定の一実施形態では、本発明による抗体またはその断片もしくは誘導体は、Ｐａｎｋ
ｏＭａｂ（配列番号２９の重鎖可変領域、配列番号３０の軽鎖可変領域）に由来する。Ｐ
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ａｎｋｏＭａｂは、ＭＵＣ１のタンデムリピート中のグリコシル化された細胞外エピトー
プに対するマウスモノクローナル抗体である（Ｄａｎｉｅｌｃｚｙｋ，　Ａ．ら（２００
６年）Ｃａｎｃｅｒ　Ｉｍｍｕｎｏｌ．　Ｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒ．５５巻、１３３７～１
３４７頁）。
【００７４】
　さらに、本発明による抗体は、配列番号３１のアミノ酸配列を含む少なくとも１つの重
鎖、および任意選択で配列番号３２のアミノ酸配列を含む少なくとも１つの軽鎖を含むこ
とができ、またはその断片もしくは誘導体である。好ましくは、それは、それぞれ配列番
号３１および３２のアミノ酸配列を含む一組の重鎖および軽鎖を含む。前記抗体またはそ
の断片もしくは誘導体は、一本鎖のＦｖ断片であってもよい。
【００７５】
　特定の実施形態では、本発明による操作された抗体またはその断片もしくは誘導体はさ
らなる作用物質に結合されて、コンジュゲートを形成する。好ましくは、さらなる作用物
質は、疾患、特に癌の療法、診断、予後診断および／またはモニタリングで有用である。
例えば、さらなる作用物質は、抗体または抗体の断片、特に異なる種および／または異な
る特異性のもの、酵素、相互作用ドメイン、安定化ドメイン、シグナル伝達配列、検出可
能な標識、蛍光色素、毒素、触媒抗体、細胞溶解性成分、免疫調節薬、免疫エフェクター
、ＭＨＣクラスＩまたはクラスＩＩ抗原、放射性標識化のためのキレート化剤、放射性同
位体、リポソーム、膜貫通ドメイン、ウイルスおよび細胞からなる群より選択することが
できる。それは共有結合で、特に融合もしくは化学的結合によって、または非共有結合で
抗体またはその断片もしくは誘導体に結合されてもよい。特定の好ましいさらなる作用物
質は、癌細胞を死滅させることが可能な作用物質である。
【００７６】
　さらなる態様では、本発明は、本発明による抗体またはその断片もしくは誘導体をコー
ドする核酸を提供する。本発明による核酸の核酸配列は、本発明による抗体またはその断
片もしくは誘導体をコードするために適する任意のヌクレオチド配列を有することができ
る。しかし、好ましくは、核酸配列は、本発明による核酸が発現される宿主細胞または生
物体の特異的なコドン利用に少なくとも部分的に適合している。本発明による核酸は、二
本鎖または一本鎖のＤＮＡまたはＲＮＡ、好ましくはｃＤＮＡなどの二本鎖ＤＮＡ、また
はｍＲＮＡなどの一本鎖ＲＮＡであってよい。それは１つの連続的な核酸分子であるか、
またはそれは、本発明による抗体またはその断片もしくは誘導体の異なる部分をそれぞれ
コードするいくつかの核酸分子で構成されてもよい。
【００７７】
　本発明による抗体またはその断片もしくは誘導体が一本鎖の構築物である場合には、好
ましくは、本発明による核酸は、抗体全体またはその断片もしくは誘導体をコードするコ
ード領域を含む単一の核酸分子である。本発明による抗体またはその断片もしくは誘導体
が複数のアミノ酸鎖で構成される場合には、本発明による核酸は、例えば、分離されたア
ミノ酸鎖を生成するために、ＩＲＥＳエレメントなどの調節エレメントによって好ましく
は分離されている、抗体またはその断片もしくは誘導体のアミノ酸鎖の１つをそれぞれコ
ードするいくつかのコード領域を含む単一の核酸分子であるか、あるいは、本発明による
核酸は、各核酸分子が、抗体またはその断片もしくは誘導体のアミノ酸鎖の１つをそれぞ
れコードする１つ以上のコード領域を含む、いくつかの核酸分子で構成されてもよい。本
発明による抗体またはその断片もしくは誘導体をコードするコード領域に加えて、本発明
による核酸は、例えば、他のタンパク質をコードすること、コード領域（複数可）の転写
および／または翻訳に影響すること、核酸の安定性または他の物理的もしくは化学的特性
に影響することができるか、あるいはいかなる機能も有することができないさらなる核酸
配列または他の改変体を含むこともできる。
【００７８】
　さらなる態様では、本発明は、本発明による核酸および前記核酸に作動可能に連結され
るプロモーターを含む発現カセットまたはベクターを提供する。さらに、発現カセットま
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たはベクターは、さらなるエレメント、特に本発明による核酸の転写および／または翻訳
、発現カセットまたはベクターの増幅および／または複製、宿主細胞のゲノムへの発現カ
セットまたはベクターの組込み、ならびに／または宿主細胞での発現カセットまたはベク
ターのコピー数に影響することおよび／または調節することが可能であるエレメントを含
むことができる。抗体を発現するためのそれぞれの発現カセットを含む適切な発現カセッ
トおよびベクターは当技術分野で周知であり、したがってここではさらなる説明を必要と
しない。
【００７９】
　さらに、本発明は、本発明による核酸または本発明による発現カセットもしくはベクタ
ーを含む宿主細胞を提供する。本発明による宿主細胞は、任意の宿主細胞であってよい。
それは、単離細胞または組織に含まれる細胞であってよい。好ましくは、宿主細胞は培養
細胞、特に一次細胞または樹立細胞系の細胞、好ましくは腫瘍由来細胞である。好ましく
は、それはＥ．ｃｏｌｉなどの細菌細胞、Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ属、特にＳ．ｃｅ
ｒｅｖｉｓｉａｅの細胞などの酵母細胞、Ｓｆ９細胞などの昆虫細胞、または哺乳動物細
胞、特に腫瘍由来ヒト細胞などのヒト細胞、ＣＨＯなどのハムスター細胞もしくは霊長類
細胞である。本発明の好ましい一実施形態では、宿主細胞はヒト骨髄性白血病細胞に由来
する。好ましくは、それは以下の細胞または細胞系から選択される。Ｋ５６２、ＫＧ１、
ＭＵＴＺ－３、ＮＭ－Ｆ９［ＤＳＭ　ＡＣＣ２６０６］、ＮＭ－Ｄ４［ＤＳＭ　ＡＣＣ２
６０５］またはそれに由来する細胞もしくは細胞系、またはそれらの前記細胞の少なくと
も１つを含む細胞もしくは細胞系の混合物。宿主細胞は、ＮＭ－Ｆ９［ＤＳＭ　ＡＣＣ２
６０６］、ＮＭ－Ｄ４［ＤＳＭ　ＡＣＣ２６０５］、ＮＭ－Ｈ９Ｄ８［ＤＳＭ　ＡＣＣ２
８０６］、ＮＭ－Ｈ９Ｄ８－Ｅ６［ＤＳＭ　ＡＣＣ２８０７］、ＮＭ　Ｈ９Ｄ８－Ｅ６Ｑ
１２［ＤＳＭ　ＡＣＣ２８５６］、ＧＴ－２Ｘ［ＤＳＭ　ＡＣＣ２８５８］および前記宿
主細胞の任意の１つに由来する細胞もしくは細胞系、またはそれらの前記細胞の少なくと
も１つを含む細胞もしくは細胞系の混合物からなる群から好ましくは選択される。これら
の細胞系は、ＤＳＭＺ－Ｄｅｕｔｓｃｈｅ　Ｓａｍｍｌｕｎｇ　ｖｏｎ　Ｍｉｋｒｏｏｒ
ｇａｎｉｓｍｅｎ　ｕｎｄ　Ｚｅｌｌｋｕｌｔｕｒｅｎ、Ｍａｓｃｈｅｒｏｄｅｒ　Ｗｅ
ｇ　１ｂ／Ｉｎｈｏｆｆｅｎｓｔｒａｓｓｅ　７Ｂ、３８１２４　Ｂｒａｕｎｓｃｈｗｅ
ｉｇ（ＤＥ）に、上に示す受託番号の下に寄託された。好ましい実施形態では、宿主細胞
は特異的なグリコシル化パターンを有する糖タンパク質、特に抗体の発現のために最適化
される。好ましくは、発現カセットまたはベクターの本発明による核酸のコード領域、お
よび／またはプロモーターおよびさらなるエレメントでのコドン利用は、用いられる宿主
細胞の種類に適合し、およびより好ましくはそのために最適化される。好ましくは、本発
明による抗体またはその断片もしくは誘導体は、上記の宿主細胞または細胞系によって生
成される。
【００８０】
　別の態様では、本発明は、本発明による抗体またはその断片もしくは誘導体、本発明に
よる核酸、本発明による発現カセットもしくはベクター、または本発明による宿主細胞を
含む組成物を提供する。組成物は、これらの成分の複数を含むこともできる。さらに、組
成物は、溶媒、希釈液および賦形剤からなる群より選択される１つ以上のさらなる成分を
含むことができる。好ましくは、組成物は医薬組成物である。この実施形態では、組成物
の成分のすべてが好ましくは薬学的に許容される。組成物は、固体または流体の組成物、
特に、好ましくは水性の溶液、乳濁液または懸濁液または凍結乾燥粉末であってよい。
【００８１】
　さらなる態様では、本発明は、医療用の本発明による抗体またはその断片もしくは誘導
体、本発明による核酸、本発明による発現カセットもしくはベクター、本発明による宿主
細胞、または本発明による組成物を提供する。好ましくは、医療での使用は、例えば癌、
ウイルスおよび細菌の感染症などの感染症、自己免疫疾患、心臓血管疾患、炎症性疾患、
黄斑部変性、移植拒絶および多発性硬化症などの疾患の治療、予後診断、診断および／ま
たはモニタリングでの使用である。好ましい実施形態では、疾患は癌である。好ましくは
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、癌は、結腸、胃、肝臓、膵臓、腎臓、血液、肺および卵巣の癌ならびにそれらに起因す
る転移からなる群より選択される。
【００８２】
　癌などの異常な細胞増殖と関連する疾患の治療での使用のために、本発明による抗体ま
たはその断片もしくは誘導体は前記のさらなる作用物質に結合されてもよく、そこにおい
て、さらなる作用物質は好ましくは放射性核種または細胞毒などの細胞傷害剤である。さ
らに、抗体またはその断片もしくは誘導体は、患者の免疫応答を活性化するその能力、特
にＡＤＣＣ（抗体依存性細胞媒介細胞傷害）および／またはＣＤＣ（補体依存性細胞傷害
）を活性化する能力を増強するように操作されてもよい。例えば、これは、抗体、特に定
常領域のアミノ酸配列および／またはグリコシル化パターンを最適化することによって達
成することができる。
【００８３】
　疾患の診断、予後診断および／またはモニタリングでの検出剤としての使用のために、
好ましくは、本発明による抗体またはその断片もしくは誘導体は、検出可能なシグナルを
生成することが可能である標識物質に結合される。詳細には、前記標識物質は、放射性核
種、蛍光団または酵素であってよい。
【００８４】
　別の態様では、本発明は、ムチンタンパク質に結合することができ、重鎖可変領域を含
む抗体またはその断片もしくは誘導体の抗原結合および／または抗原認識を改善するため
の方法であって、重鎖可変領域の、Ｋａｂａｔ番号付けによる２８位にプロリン残基を提
供するステップを含む方法を提供する。
【００８５】
　好ましい実施形態では、２８位のプロリン残基は、抗体またはその断片もしくは誘導体
をコードする核酸の配列を改変することによって得られる。詳細には、核酸配列は、前記
アミノ酸残基をコードするコドンに変異を導入することによって改変される。置換される
予定のアミノ酸残基に従い、プロリン残基をコードするコドンが得られるように、前記コ
ドンの１ヌクレオチドだけ、２ヌクレオチドまたは３ヌクレオチドのすべてが置換される
。汎用遺伝子コードによると、コドンＣＣＡ、ＣＣＧ、ＣＣＣ、ＣＣＵおよびＣＣＴは、
アミノ酸プロリンをコードする。したがって、抗体またはその断片もしくは誘導体をコー
ドする核酸は、ＶＨのアミノ酸番号２８をコードするコドンが、ＣＣＡ、ＣＣＧ、ＣＣＣ
、ＣＣＵおよびＣＣＴからなる群より選択される核酸配列を有するように、改変、特に変
異させるべきである。その結果、ＶＨの２８位のアミノ酸がプロリン残基によって置換さ
れる抗体またはその断片もしくは誘導体は、適する発現系で前記改変された核酸を発現さ
せることによって得られる。
【００８６】
　抗体またはその断片もしくは誘導体をコードする核酸中のＶＨのアミノ酸残基２８のコ
ドンは、プロリンをコードするコドンを得るために、当技術分野で公知である任意の方法
によって改変されてもよい。詳細には、それは，特異的またはランダムな変異、ならびに
親和性成熟などの定方向変異によって改変されてもよい。例えば、抗体またはその断片も
しくは誘導体をコードし、所望の変異を運ぶ核酸の一部に相補的なオリゴヌクレオチドプ
ライマーが、前記核酸を増幅するための反応、特にＰＣＲに基づく増幅反応で用いられて
もよい。
【００８７】
　しかし、タンパク質にプロリン残基を提供するための他のいかなる公知の方法も用いる
ことができる。詳細には、改変されたアミノ酸配列を有するタンパク質の化学合成、また
はタンパク質の化学修飾を用いることができる。
【００８８】
　ＶＨの２８位にプロリン残基を提供することによって、抗体またはその断片もしくは誘
導体の抗原結合および／または抗原認識特性は改善される。抗体またはその断片もしくは
誘導体の抗原結合および／または抗原認識を改善することには、その抗原への親和性を増
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強することおよび／またはその抗原への特異性を増加させることが特に含まれる。詳細に
は、抗体またはその断片もしくは誘導体は、ＶＨの２８位にプロリン残基を提供した後に
、ＶＨのアミノ酸２８位にプロリン残基を有していない同一の抗体またはその断片もしく
は誘導体と比較して、改善された抗原結合および／または抗原認識特性を有する。
【００８９】
　この点で、好ましくは、親和性を増強することは、その特異的抗原またはエピトープへ
の抗体の結合の解離定数の低下を指す。好ましくは、解離定数は、少なくとも１．２倍、
より好ましくは少なくとも１．３倍、少なくとも１．５倍、少なくとも１．７倍、少なく
とも２倍、少なくとも３倍、少なくとも５倍、少なくとも１０倍、最も好ましくは少なく
とも５０倍または少なくとも１００倍低下される。この点で、好ましくは、特異性を増加
させることは、特異的抗原またはエピトープとともに通常存在する他の任意の分子に対す
るその親和性と比較した、その特異的抗原またはエピトープに対する抗原の親和性の差の
増加を指す。好ましくは、これらの２つの親和性の解離定数の差は、少なくとも１．２倍
、より好ましくは少なくとも１．３倍、少なくとも１．５倍、少なくとも１．７倍、少な
くとも２倍、少なくとも３倍、少なくとも５倍、少なくとも１０倍、最も好ましくは少な
くとも５０倍または少なくとも１００倍増加される。
【００９０】
　好ましくは、抗体またはその断片もしくは誘導体によって認識されるムチン抗原は、腫
瘍関連抗原、すなわち正常組織から腫瘍組織を区別するためにおよび／または腫瘍組織を
療法剤の特異標的とするためのマーカーとして用いることができる抗原である。ＶＨの２
８位にプロリン残基を提供することによって、抗体またはその断片もしくは誘導体の医療
での有用性は、好ましくは例えば腫瘍組織および正常組織を区別する能力を増強すること
によって、および／または所望の薬効を達成するために必要な抗体または抗体含有コンジ
ュゲートの濃度を下げることによって改善することができる。
【００９１】
　その抗原結合および／または認識が本発明による方法によって改善されるべき抗体また
はその断片もしくは誘導体は、少なくとも１つの重鎖可変領域のＫａｂａｔ番号付けによ
る２８位にプロリン残基を含むないものでありうる。さらに、本発明による抗体またはそ
の断片もしくは誘導体に関して上で記載される実施形態または特徴は、その抗原結合およ
び／または認識が本発明による方法によって改善されるべき抗体またはその断片もしくは
誘導体にも、単独でまたは様々な可能な組合せで適用される。詳細には、その抗原結合お
よび／または認識が改善されるべき抗体またはその断片もしくは誘導体は、上記のアミノ
酸配列またはアミノ酸配列の組合せのいずれかを有することができるが、そこでは、少な
くとも１つの重鎖可変領域のＫａｂａｔ番号付けによる２８位のアミノ酸残基は、プロリ
ン以外のアミノ酸残基である。
【００９２】
　好ましくは、その抗原結合および／または認識が本発明による方法によって改善される
べき抗体またはその断片もしくは誘導体は、ＭＵＣ１、特にＭＵＣ１の細胞外タンデムリ
ピート上のエピトープに、好ましくはコンフォメーション依存的および／またはグリコシ
ル化依存的に特異的に結合することができる。エピトープまたは抗原の具体的な実施形態
が、本発明による抗原または断片または誘導体に関して上に記載されている。特に好まし
い実施形態では、その抗原結合および／または認識が本発明による方法によって改善され
るべき抗体またはその断片もしくは誘導体の重鎖可変領域は、
（ｉ）配列番号１を有するＣＤＲ１、配列番号３を有するＣＤＲ２、および配列番号５を
有するＣＤＲ３からなる群のＣＤＲの１つまたは複数、好ましくはすべて、または配列番
号２を有するＣＤＲ１、配列番号４を有するＣＤＲ２および配列番号６を有するＣＤＲ３
からなる群のＣＤＲの１つまたは複数、好ましくはすべて、特に好ましくは少なくとも配
列番号１を有するＣＤＲ１、ならびに／あるいは
（ｉｉ）配列番号３３または３４を有するＦＲ１、配列番号９または３５を有するＦＲ２
、配列番号１１または３６を有するＦＲ３、配列番号１３または３７を有するＦＲ４から
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なる群のＦＲの１つまたは複数、好ましくはすべて、特に好ましくは少なくとも配列番号
３３を有するＦＲ１を含む。
【００９３】
　好ましくは、重鎖可変領域は、配列番号３８または２９のアミノ酸配列を含む。さらに
、その抗原結合および／または認識が改善されるべき抗体は、配列番号３９のアミノ酸配
列を含む１つ以上の重鎖、および／または配列番号３２のアミノ酸配列を含む１つ以上の
軽鎖を含むことができる。好ましくは、それは、それぞれ配列番号３９および３２のアミ
ノ酸配列を含む少なくとも一対の重鎖および軽鎖を含むか、または上記の機能的断片もし
くは誘導体である。代わりに、一本鎖のＦｖ断片が、本発明による方法で用いられてもよ
い。特に好ましい実施形態では、ＰａｎｋｏＭａｂまたはそれから誘導される抗体もしく
は断片、あるいはＰａｎｋｏＭａｂと交差特異性を示す抗体またはその断片が、本発明に
よる方法で用いられる。
【００９４】
　本発明による抗体またはその断片もしくは誘導体は、本発明による抗体またはその断片
もしくは誘導体の抗原結合および／または認識を改善するための方法によって入手するこ
と、または調製することができる。
【００９５】
　さらに、本発明は、本発明による核酸を調製するための方法であって、
（ａ）重鎖可変領域のＫａｂａｔ番号付けによるアミノ酸２８位にプロリン残基を含まな
い、抗体またはその断片もしくは誘導体の核酸配列を含む核酸を提供するステップと、
（ｂ）重鎖可変領域のＫａｂａｔ番号付けによるアミノ酸番号２８をコードするコドンに
、前記コドンがプロリン残基をコードするように変異を導入するステップとを含む方法を
提供する。
【００９６】
　変異は、このために適当な任意の方法によって導入されてよい。種々の適する方法が、
当技術分野で公知である。例えば、変異は、最初の核酸のランダムまたは定方向変異によ
って、例えばＰＣＲに基づく方法で変異を運ぶオリゴヌクレオチドプライマーを用いるこ
とによって導入されてもよい。代わりに、変異を含む核酸またはその部分は、適当な場合
、化学的に合成し、核酸の残りの部分に連結することができる。
【００９７】
　さらに、本発明による操作された抗体またはその断片もしくは誘導体を調製するための
方法は、本発明による核酸を調製するための上記の方法に基づくことができる。本発明に
よる操作された抗体またはその断片もしくは誘導体を調製するための前記方法は、本発明
による核酸を調製するための方法のステップ（ａ）および（ｂ）を含み、さらに、ステッ
プ（ｂ）で得られる核酸を発現系で発現させ、それによって前記核酸によってコードされ
る本発明による抗体またはその断片もしくは誘導体を生成するステップを含む。
【００９８】
　適当な発現系は、無細胞発現系または上記の宿主細胞に基づく発現系であってよい。詳
細には、哺乳動物の宿主細胞の使用、特にヒト宿主細胞、好ましくは上で開示される宿主
細胞の使用が好ましい。好ましくは、抗体またはその断片もしくは誘導体を発現させるた
めに用いられる宿主細胞は、宿主細胞によって発現される抗体のグリコシル化パターンに
関して最適化される。
【００９９】
　本発明の他の態様、特に本発明による抗体、本発明による核酸、本発明による発現カセ
ット、ベクターまたは宿主細胞、または本発明による抗体またはその断片もしくは誘導体
の抗原結合および／または認識を改善するための方法に関して開示される特徴は、単独で
、または組合せによって、本発明による核酸を調製するための方法に適用されてもよい。
【図面の簡単な説明】
【０１００】
【図１】図１は、ＰａｎｋｏＭａｂのＭＵＣ１エピトープを含むグリコシル化（２５６．
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１）および非グリコシル化（２５８．１）３０量体ポリペプチド、ならびに２、４または
５個のＭＵＣ１タンデムリピート（それぞれＴＲ２、ＴＲ４およびＴＲ５）を含む異なる
グリコシル化ポリペプチドへの、キメラマウス／ヒトおよびいくつかのヒト化されたＰａ
ｎｋｏＭａｂ由来の抗体の結合を示す。ＢＳＡへの結合は対照として用いられた。実験は
、力価の調整の後、抗体を含有する細胞上清の異なる希釈溶液で実行した（グラフの左側
に示す）。
【図２－１】図２は、ＰａｎｋｏＭａｂのＭＵＣ１エピトープを含む（Ａ）非グリコシル
化（２５８．１）および（Ｂ）グリコシル化（２５６．１）３０量体ポリペプチドへの、
キメラマウス／ヒトおよびいくつかのヒト化されたＰａｎｋｏＭａｂ由来の抗体の結合を
示す。対照（ブランク）として、一次抗体を用いなかった。さらなる対照として、サッカ
ライド環を切断し、したがってポリペプチド２５６．１のグリコシル化を破壊する過ヨウ
素酸塩（ＰＯを有する）による３０量体ポリペプチドの処理の後にも実験を実行した。
【図２－２】図２は、ＰａｎｋｏＭａｂのＭＵＣ１エピトープを含む（Ａ）非グリコシル
化（２５８．１）および（Ｂ）グリコシル化（２５６．１）３０量体ポリペプチドへの、
キメラマウス／ヒトおよびいくつかのヒト化されたＰａｎｋｏＭａｂ由来の抗体の結合を
示す。対照（ブランク）として、一次抗体を用いなかった。さらなる対照として、サッカ
ライド環を切断し、したがってポリペプチド２５６．１のグリコシル化を破壊する過ヨウ
素酸塩（ＰＯを有する）による３０量体ポリペプチドの処理の後にも実験を実行した。
【図３】図３は、ＰａｎｋｏＭａｂのＭＵＣ１エピトープを含むグリコシル化３０量体標
的ペプチド２５６．１への、ＶＨ１６ｍ／ＶＬ６．１抗体（重鎖可変領域の２８位にプロ
リン残基を有する）およびＶＨ１６／ＶＬ６．１抗体（重鎖可変領域の２８位にトレオニ
ン残基を有する）の結合の直接比較を示す。
【発明を実施するための形態】
【０１０１】
　（実施例１）
　ＰａｎｋｏＭａｂのマウス重鎖および軽鎖可変領域のヒト化
　ＰａｎｋｏＭａｂは、ヒトＭＵＣ１の細胞外タンデムリピート中のグリコシル化された
、腫瘍関連エピトープに対するモノクローナル抗体である。マウス抗体ＰａｎｋｏＭａｂ
の調製の後（Ｄａｎｉｅｌｃｚｙｋ，　Ａ．ら（２００６年）Ｃａｎｃｅｒ　Ｉｍｍｕｎ
ｏｌ．　Ｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒ．５５巻、１３３７～１３４７頁）、重鎖および軽鎖可変
領域（ＶＨおよびＶＬ）をコードする核酸配列を、それぞれヒト定常γ１領域（ＣＨ）お
よびヒト定常κ領域（ＣＬ）のゲノム配列に連結した。このクローニング手順の詳細な説
明のために、それは国際公開第２００４／０６５４２３　Ａ２号、特に実施例３に参照さ
れる。
【０１０２】
　これらのキメラクローン（重鎖：配列番号４０、軽鎖：配列番号４１）に基づいて、ヒ
ト化ＰａｎｋｏＭａｂ抗体が構築された。この目的のために、対応するヒトフレームワー
ク領域を生成するために、ＶＨおよびＶＬのマウスフレームワーク領域の核酸配列に、点
変異を導入した。標的ヒトフレームワーク領域は、ヒト生殖細胞系抗体ライブラリーから
選択された。詳細には、最も関連するフレームワーク領域が、それらの全体的な配列類似
性およびそれらのＣＤＲループ分類に従ってライブラリーから選択された。次に、異常ア
ミノ酸を同定するために、重鎖および軽鎖可変領域のためのヒトコンセンサス配列が用い
られた。ヒト化可変軽鎖（１０変異体）および可変重鎖（１５変異体）の異なる可変配列
のセットを設計するために、得られた全データを考慮した。変異体は、重要な位置のマウ
ス配列への復帰変異、および／または希アミノ酸、すなわちヒトフレームワーク領域のそ
れらの特異的な位置でむしろ珍しいアミノ酸のそれらの一般的な対応物への変異を含む。
異なる構築物の発現に続いて、ヒト化抗体変異体を２５６．１特異的ＥＬＩＳＡでスクリ
ーニングし、最良の結合剤を選択した。
【０１０３】
　上記の方法によって、以下のヒト化抗体の重鎖および軽鎖可変領域が得られ、さらに特
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徴づけされた。
【０１０４】
【表１】

ｍＶＨおよびｍＶＬは、それぞれマウスの重鎖および軽鎖可変領域を表し、それらはヒト
化のための基礎として用いられた。
【０１０５】
　（実施例２）
　グリコシル化および非グリコシル化エピトープに対するヒト化ＰａｎｋｏＭａｂ変異体
の親和性
　異なる組合せでこれらの重鎖および軽鎖可変領域を含むＩｇＧ抗体を用いて、Ｐａｎｋ
ｏＭａｂ（ペプチド２５８．１：ＡＰＰＡＨＧＶＴＳＡＰＤＴＲＰＡＰＧＳＴＡＰＰＡＨ
ＧＶＴＳＡ、配列番号５１）のエピトープを含む３０量体ポリペプチドによる２つの結合
アッセイを実施し、そこで、１つのアッセイでは、ペプチドはＮ－アセチルガラクトサミ
ンで中央のトレオニンがグリコシル化され（ペプチド２５６．１：ＡＰＰＡＨＧＶＴＳＡ
ＰＤＴ［ＧａｌＮＡｃα］ＲＰＡＰＧＳＴＡＰＰＡＨＧＶＴＳＡ）、他のアッセイではペ
プチドはグリコシル化されなかった。さらに、２、４または５個のタンデムリピート（Ｔ
Ｒ２、ＴＲ４およびＴＲ５：それぞれ配列番号５２、５３および５４）を含む複数のＴＮ
－グリコシル化ＭＵＣ１タンデムリピートによる結合アッセイを実施した。
【０１０６】
　これらのアッセイの結果を、図１および２に示す。これらのアッセイを用いて、２８位
に普通でないプロリン残基を有する重鎖可変領域ＶＨ１６ｍを含む抗体が、重鎖可変領域
の２８位にプロリン残基を有していないそれらよりも、グリコシル化エピトープを含むポ
リペプチドに対して高い親和性を有することを実証することができた。
【０１０７】
　かつてプロリン（重鎖可変領域ＶＨ１６ｍ、軽鎖可変領域ＶＬ６．１）であって、かつ
てトレオニン（重鎖可変領域ＶＨ１６、軽鎖可変領域ＶＬ６．１）であった、重鎖可変領
域の２８位のアミノ酸残基で異なるだけである２つのヒト化抗ＭＵＣ１抗体の直接比較は
、このアミノ酸置換がグリコシル化エピトープを含む標的ペプチド２５６．１への結合の
改善の原因であることを実証する（図３を参照）。
【０１０８】
　寄託された生体物質の識別
　細胞系ＤＳＭ　ＡＣＣ２６０６およびＤＳＭ　ＡＣＣ２６０５は、ＤＳＭＺ－Ｄｅｕｔ
ｓｃｈｅ　Ｓａｍｍｌｕｎｇ　ｖｏｎ　Ｍｉｋｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｅｎ　ｕｎｄ　Ｚｅ
ｌｌｋｕｌｔｕｒｅｎ　ＧｍｂＨ、Ｍａｓｃｈｅｒｏｄｅｒ　Ｗｅｇ　１ｂ、３８１２４
　Ｂｒａｕｎｓｃｈｗｅｉｇ（ＤＥ）に、Ｎｅｍｏｄ　Ｂｉｏｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓ
　ＧｍｂＨ　＆　Ｃｏ．ＫＧ、Ｒｏｂｅｒｔ－Ｒｏｅｓｓｌｅ－Ｓｔｒ．１０、１３１２
５　Ｂｅｒｌｉｎ（ＤＥ）によって寄託された。それらはＮｅｍｏｄ　Ｂｉｏｔｈｅｒａ
ｐｅｕｔｉｃｓ　ＧｍｂＨ　＆　Ｃｏ．ＫＧからＧｌｙｃｏｔｏｐｅ　ＧｍｂＨに割り当
てられたので、Ｇｌｙｃｏｔｏｐｅはこれらの生体物質を指す権利がある。



(50) JP 5922018 B2 2016.5.24

10

【０１０９】
　細胞系ＤＳＭ　ＡＣＣ２８０６、ＤＳＭ　ＡＣＣ２８０７、ＤＳＭ　ＡＣＣ２８５６お
よびＤＳＭ　ＡＣＣ２８５８は、ＤＳＭＺ－Ｄｅｕｔｓｃｈｅ　Ｓａｍｍｌｕｎｇ　ｖｏ
ｎ　Ｍｉｋｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｅｎ　ｕｎｄ　Ｚｅｌｌｋｕｌｔｕｒｅｎ　ＧｍｂＨ、
Ｉｎｈｏｆｆｅｎｓｔｒａｓｓｅ　７Ｂ、３８１２４　Ｂｒａｕｎｓｃｈｗｅｉｇ（ＤＥ
）に、Ｇｌｙｃｏｔｏｐｅ　ＧｍｂＨ、Ｒｏｂｅｒｔ－Ｒｏｅｓｓｌｅ－Ｓｔｒ．１０、
１３１２５　Ｂｅｒｌｉｎ（ＤＥ）によって寄託された。
【０１１０】
【表２】

【０１１１】
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【化３－１】

　受託番号ＤＳＭ　ＡＣＣ２６０６のための様式ＰＣＴ／ＲＯ／１３４による追加の指示
：
　出願人は、これにより、それぞれの規定を有する国に対し、本出願で言及する寄託物の
試料の提供が、独立した、指名された専門家へのみ許可されることを要請する（該当する
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場合、特にオーストラリア、カナダ、クロアチア、デンマーク、フィンランド、ドイツ、
アイスランド、ノルウェー、シンガポール、スペイン、スウェーデン、英国、ヨーロッパ
における、「専門家の解決」の要請）。
【０１１２】
　ヨーロッパについては、出願人はしたがって、規則３３（１）（２）ＥＰＣに規定され
るように、特許の許可への言及の発表まで、または出願が拒絶されるか、取り下げられる
か、取り下げられるとみなされる場合には出願日から２０年の間、試料を要請する者によ
って指名される専門家への試料の付与によってだけ、寄託生体物質の試料が入手できるよ
うにされることを要請する（規則３２ＥＰＣ）。
【０１１３】
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【化３－２】

【０１１４】
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【化４－１】

　受託番号ＤＳＭ　ＡＣＣ２６０５のための様式ＰＣＴ／ＲＯ／１３４による追加の指示
：
　出願人は、これにより、それぞれの規定を有する国に対し、本出願で言及する寄託物の
試料の提供が、独立した、指名された専門家へのみ許可されることを要請する（該当する
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場合、特にオーストラリア、カナダ、クロアチア、デンマーク、フィンランド、ドイツ、
アイスランド、ノルウェー、シンガポール、スペイン、スウェーデン、英国、ヨーロッパ
における、「専門家の解決」の要請）。
【０１１５】
　ヨーロッパについては、出願人はしたがって、規則３３（１）（２）ＥＰＣに規定され
るように、特許の許可への言及の発表まで、または出願が拒絶されるか、取り下げられる
か、取り下げられるとみなされる場合には出願日から２０年の間、試料を要請する者によ
って指名される専門家への試料の付与によってだけ、寄託生体物質の試料が入手できるよ
うにされることを要請する（規則３２ＥＰＣ）。
【０１１６】
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【化４－２】

【０１１７】



(57) JP 5922018 B2 2016.5.24

10

20

30

40

50

【化５－１】

　受託番号ＤＳＭ　ＡＣＣ２８０６のための様式ＰＣＴ／ＲＯ／１３４による追加の指示
：
　出願人は、これにより、それぞれの規定を有する国に対し、本出願で言及する寄託物の
試料の提供が、独立した、指名された専門家へのみ許可されることを要請する（該当する
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場合、特にオーストラリア、カナダ、クロアチア、デンマーク、フィンランド、ドイツ、
アイスランド、ノルウェー、シンガポール、スペイン、スウェーデン、英国、ヨーロッパ
における、「専門家の解決」の要請）。
【０１１８】
　ヨーロッパについては、出願人はしたがって、規則３３（１）（２）ＥＰＣに規定され
るように、特許の許可への言及の発表まで、または出願が拒絶されるか、取り下げられる
か、取り下げられるとみなされる場合には出願日から２０年の間、試料を要請する者によ
って指名される専門家への試料の付与によってだけ、寄託生体物質の試料が入手できるよ
うにされることを要請する（規則３２ＥＰＣ）。
【０１１９】



(59) JP 5922018 B2 2016.5.24

10

20

30

40

【化５－２】

【０１２０】
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【化６－１】

　受託番号ＤＳＭ　ＡＣＣ２８０７のための様式ＰＣＴ／ＲＯ／１３４による追加の指示
：
　出願人は、これにより、それぞれの規定を有する国に対し、本出願で言及する寄託物の
試料の提供が、独立した、指名された専門家へのみ許可されることを要請する（該当する
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場合、特にオーストラリア、カナダ、クロアチア、デンマーク、フィンランド、ドイツ、
アイスランド、ノルウェー、シンガポール、スペイン、スウェーデン、英国、ヨーロッパ
における、「専門家の解決」の要請）。
【０１２１】
　ヨーロッパについては、出願人はしたがって、規則３３（１）（２）ＥＰＣに規定され
るように、特許の許可への言及の発表まで、または出願が拒絶されるか、取り下げられる
か、取り下げられるとみなされる場合には出願日から２０年の間、試料を要請する者によ
って指名される専門家への試料の付与によってだけ、寄託生体物質の試料が入手できるよ
うにされることを要請する（規則３２ＥＰＣ）。
【０１２２】



(62) JP 5922018 B2 2016.5.24

10

20

30

40

【化６－２】

【０１２３】
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【化７－１】

　受託番号ＤＳＭ　ＡＣＣ２８５６のための様式ＰＣＴ／ＲＯ／１３４による追加の指示
：
　出願人は、これにより、それぞれの規定を有する国に対し、本出願で言及する寄託物の
試料の提供が、独立した、指名された専門家へのみ許可されることを要請する（該当する
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場合、特にオーストラリア、カナダ、クロアチア、デンマーク、フィンランド、ドイツ、
アイスランド、ノルウェー、シンガポール、スペイン、スウェーデン、英国、ヨーロッパ
における、「専門家の解決」の要請）。
【０１２４】
　ヨーロッパについては、出願人はしたがって、規則３３（１）（２）ＥＰＣに規定され
るように、特許の許可への言及の発表まで、または出願が拒絶されるか、取り下げられる
か、取り下げられるとみなされる場合には出願日から２０年の間、試料を要請する者によ
って指名される専門家への試料の付与によってだけ、寄託生体物質の試料が入手できるよ
うにされることを要請する（規則３２ＥＰＣ）。
【０１２５】
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【化７－２】

【０１２６】
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【化８－１】

　受託番号ＤＳＭ　ＡＣＣ２８５８のための様式ＰＣＴ／ＲＯ／１３４による追加の指示
：
　出願人は、これにより、それぞれの規定を有する国に対し、本出願で言及する寄託物の
試料の提供が、独立した、指名された専門家へのみ許可されることを要請する（該当する
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場合、特にオーストラリア、カナダ、クロアチア、デンマーク、フィンランド、ドイツ、
アイスランド、ノルウェー、シンガポール、スペイン、スウェーデン、英国、ヨーロッパ
における、「専門家の解決」の要請）。
【０１２７】
　ヨーロッパについては、出願人はしたがって、規則３３（１）（２）ＥＰＣに規定され
るように、特許の許可への言及の発表まで、または出願が拒絶されるか、取り下げられる
か、取り下げられるとみなされる場合には出願日から２０年の間、試料を要請する者によ
って指名される専門家への試料の付与によってだけ、寄託生体物質の試料が入手できるよ
うにされることを要請する（規則３２ＥＰＣ）。
【０１２８】
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