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(57)【要約】
　発明は抗ＦＧＦＲ４抗体及びその使用方法を提供する
。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　抗ＦＧＦＲ４抗体が≦１ｎＭの親和性でヒトＦＧＦＲ４に結合する、ＦＧＦＲ４に結合
する単離された抗体。
【請求項２】
　抗ＦＧＦＲ４抗体が≦１ｎＭの親和性でヒト、マウス及びカニクイザルＦＧＦＲ４に結
合する請求項１に記載の単離された抗体。
【請求項３】
　抗ＦＧＦＲ４抗体が≦０．０５ｎＭの親和性でヒトＦＧＦＲ４に結合する請求項２に記
載の単離された抗体。
【請求項４】
　抗ＦＧＦＲ４抗体が図１２Ｄに示すアミノ酸配列を有するマウスＣ３タンパク質に実質
的に結合しない請求項１－３の何れか一項に記載の単離された抗体。
【請求項５】
　抗ＦＧＦＲ４抗体がＧ１６５Ａ変異を含んでなるヒトＦＧＦＲ４に実質的に結合しない
請求項１－４の何れか一項に記載の単離された抗体。
【請求項６】
　抗ＦＧＦＲ４抗体がアミノ酸番号１５０～１７０の成熟ヒトＦＧＦＲ４アミノ酸配列を
含んでなるか、から基本的に成るか又はから成る配列と少なくとも７０％、８０％、９０
％、９５％、９８％の配列同一性又は類似性を有するポリペプチドに結合する請求項１－
５の何れか一項に記載の単離された抗体。
【請求項７】
　抗ＦＧＦＲ４抗体がアミノ酸番号１５０～１７０の成熟ヒトＦＧＦＲ４アミノ酸配列を
含んでなるか、から基本的になるか又はからなるポリペプチドに結合する請求項６に記載
の単離された抗体。
【請求項８】
　抗ＦＧＦＲ４がＦＧＦＲ４活性のアンタゴニストである請求項１－７の何れか一項に記
載の抗体。
【請求項９】
　ＦＧＦＲ４活性がＦＧＦ誘導細胞増殖、ＦＧＦＲ４へのＦＧＦ結合、ＦＧＦ１９に曝露
された細胞におけるＣＹＰ７α７発現のＧＦ１９－媒介阻害、又はＦＧＦ１９－誘導コロ
ニー形成である請求項８に記載の抗体。
【請求項１０】
　ＦＧＦＲ４に対するＦＧＦ１及び／又はＦＧＦ１９結合が阻害される請求項９に記載の
抗体。　
【請求項１１】
　ＦＧＦＲ４に対するＦＧＦ１結合の阻害のＩＣ５０が約０．１０ｎＭであり、ＦＧＦＲ
４に対するＦＧＦ１９結合の阻害のＩＣ５０が約０．１０ｎＭである請求項１０に記載の
抗体。
【請求項１２】
　モノクローナル抗体である請求項１－１１の何れか一項に記載の抗体。
【請求項１３】
　ヒト、ヒト化、又はキメラ抗体である請求項１－１１の何れか一項に記載の抗体。
【請求項１４】
　ＦＧＦＲ４に結合する抗体断片である請求項１－１１の何れか一項に記載の抗体。
【請求項１５】
　抗体が(ａ)配列番号：３のアミノ酸配列を含んでなるＨＶＲ－Ｈ３、(ｂ)配列番号：６
のアミノ酸配列を含んでなるＨＶＲ－Ｌ３、及び(ｃ)配列番号：２のアミノ酸配列を含ん
でなるＨＶＲ－Ｈ２を含む請求項１－１４の何れか一項に記載の抗体。　
【請求項１６】
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　抗体が(ａ)配列番号：１のアミノ酸配列を含んでなるＨＶＲ－Ｈ１(ｂ)配列番号：２の
アミノ酸配列を含んでなるＨＶＲ－Ｈ２、及び(ｃ)配列番号：３のアミノ酸配列を含んで
なるＨＶＲ－Ｈ３を含む請求項１－１４の何れか一項に記載の抗体。　
【請求項１７】
　(ａ)配列番号：４のアミノ酸配列を含んでなるＨＶＲ－Ｌ１；(ｂ)配列番号：５のアミ
ノ酸配列を含んでなるＨＶＲ－Ｌ２；及び(ｃ)配列番号：６のアミノ酸配列を含んでなる
ＨＶＲ－Ｌ３をさらに含んでなる請求項１６に記載の抗体。　
【請求項１８】
　(ａ)配列番号：４のアミノ酸配列を含んでなるＨＶＲ－Ｌ１；(ｂ)配列番号：５のアミ
ノ酸配列を含んでなるＨＶＲ－Ｌ２；及び(ｃ)配列番号：６のアミノ酸配列を含んでなる
ＨＶＲ－Ｌ３を含んでなる請求項１－１４の何れか一項に記載の抗体。
【請求項１９】
　配列番号：９、１０、１１及び／又は１２の軽鎖可変ドメインフレームワーク配列を更
に含んでなる請求項１－１８の何れか一項に記載の抗体。
【請求項２０】
　配列番号：１３、１４、１５及び／又は１６の重鎖可変ドメインフレームワーク配列を
更に含んでなる請求項１－１９の何れか一項に記載の抗体。
【請求項２１】
　(ａ)配列番号：７のアミノ酸配列に少なくとも９５％の配列同一性を有するＶＨ配列；
(ｂ)配列番号：８のアミノ酸配列に少なくとも９５％の配列同一性を有するＶＬ配列；又
は(ｃ)(ａ)のＶＨ配列及び(ｂ)のＶＬ配列を含んでなる請求項１－２０の何れか一項に記
載の抗体。
【請求項２２】
　配列番号：７のＶＨ配列を含んでなる請求項２１に記載の抗体。
【請求項２３】
　配列番号：８のＶＶＬ配列を含んでなる請求項２１に記載の抗体。
【請求項２４】
　配列番号：７のＶＨ配列及び配列番号：８のＶＬ配列を含んでなる抗体。
【請求項２５】
　完全長ＩｇＧ１抗体である請求項１－２４の何れか一項に記載の抗体。
【請求項２６】
　請求項１－２４の何れか一項に記載の抗体をコードする単離された核酸。
【請求項２７】
　請求項２６に記載の核酸を含んでなる宿主細胞。
【請求項２８】
　抗体が生産されるように請求項２７に記載の宿主細胞を培養することを含んでなる抗体
の生産方法。
【請求項２９】
　宿主細胞から抗体を回収することを更に含んでなる請求項２８に記載の方法。
【請求項３０】
　請求項１－２４の何れか一項に記載の抗体及び細胞傷害性剤を含んでなるイムノコンジ
ュゲート。
【請求項３１】
　請求項１－２４の何れか一項に記載の抗体及び薬学的に許容可能な担体を含んでなる薬
学的製剤。　
【請求項３２】
　更なる治療剤をさらに含んでなる請求項１６に記載の薬学的製剤。
【請求項３３】
　医薬としての使用のための請求項１－２４の何れか一項に記載の抗体。
【請求項３４】
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　癌の治療における使用のための請求項１－２４の何れか一項に記載の抗体。
【請求項３５】
　細胞増殖の阻害における使用のための請求項１－２４の何れか一項に記載の抗体。
【請求項３６】
　医薬の製造における請求項１－２４の何れか一項に記載の抗体の使用。　　
【請求項３７】
　医薬が癌の治療のためである請求項３６に記載の使用。
【請求項３８】
　医薬が細胞増殖の阻害のためである請求項３６に記載の使用。
【請求項３９】
　癌を有する個体を治療する方法において、個体に有効量の請求項１－２４の何れか一項
に記載の抗体を投与することを含んでなる方法。　
【請求項４０】
　個体に更なる治療剤を投与することを更に含んでなる請求項３９に記載の方法。
【請求項４１】
　個体における細胞増殖を阻害する方法において、細胞増殖を阻害するために個体に有効
量の請求項１－２４の何れか一項に記載の抗体を投与することを含んでなる方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
(関連出願の相互参照)
　この出願は、２０１１年４月７日に出願された米国特許出願番号６１／４７３，１０６
の優先権を主張するものであり、その内容を出典明記によってここに援用する。
(配列表)
　本出願はＥＦＳ-Ｗｅｂを通してＡＳＣＩＩフォーマットにおいて提出されている配列
表を含み、その全体を出典明記によってここに援用する。２０１２年３月２２日に作成さ
れた前記ＡＳＣＩＩコピーは、名称P4524R1WO.txtであり、サイズは３７，０２０である
。
【０００２】
(発明の分野)
　本発明は抗ＦＧＦＲ４抗体、及びその使用方法に関する。
【背景技術】
【０００３】
　線維芽細胞増殖因子(ＦＧＦ)は多様な生物学的活性を伴うポリペプチドに構造的に関連
する２２のファミリーを含む；これらのシグナル伝達分子の多くはそれらの同族の受容体
(ＦＧＦＲ；ＦＧＦＲ１-４と命名される)、受容体チロシンキナーゼのファミリーに結合
し活性化させることによって機能する。これらの受容体-リガンド相互作用は、受容体二
量体化及び自己リン酸化、膜結合型及び細胞質アクセサリータンパク質との複合体の形成
、及び複数のシグナル伝達カスケードの開始をもたらす。ＦＧＦＲ-ＦＧＦシグナル伝達
系は、細胞機能／プロセス、例えば増殖、分化、遊走、形態形成、及び血管新生を制御す
ることにより、発生及び組織修復において重要な役割を果たす。
【０００４】
　ＦＧＦＲにおける変更(すなわち過剰発現、変異、トランスロケーション、及びトラン
ケーション)は、骨髄腫　乳房、胃、結腸、膀胱、膵臓、及び肝細胞癌を含む多くのヒト
癌に伴われる。肝細胞癌(ＨＣＣ)は、癌に関連した死亡の主要な世界的原因の一つであり
、年あたり５０万を超す死亡者をだす。癌におけるＦＧＦＲ４の役割は十分に解明されな
いままであり、幾つかの発見はこの受容体がＨＣＣ発生及び／又は進行において重要な役
割を果たしうることを示唆する。ＦＧＦＲ４はヒト肝細胞に存在する主なＦＧＦＲアイソ
フォームである；我々はまた肝臓組織が最も高い転写レベルのＦＧＦＲ４を有することを
既に報告した(Lin et al., 2007)。肝癌(並びに幾つかのタイプのヒト腫瘍)において過剰
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に発現されているＦＧＦＲ４に加えて、幾つかのミスセンス遺伝子変化がＨＣＣ患者サン
プルにおいて観察されている；特に、ＦＧＦＲ４における高頻度のＧ３８８Ｒ一塩基多型
(頭頸部癌では低減された生存率、並びに結腸、軟部組織、前立腺、及び乳癌では悪性表
現型を伴う)が同定された。更に、マウスにおけるＦＧＦ１９(すなわちＦＧＦＲ４－特異
的リガンド)の異所性発現が肝細胞増殖、肝細胞異形成、及び新生物形成を促進すること
が既に実証されている。
【０００５】
　治療剤として開発に最適である臨床特性を有する薬剤に対するニーズがいまだあること
が明らかである。ここに記載の発明はこのニーズを満たし、また他の利点を提供する。こ
こに引用される全ての参照文献は、特許出願及び刊行物を含め、その全体が出典明記によ
り援用される。
【発明の概要】
【０００６】
　発明は抗ＦＧＦＲ４抗体及びその使用方法を提供する。
【０００７】
　一態様では、発明は、ＦＧＦＲ４に結合する単離された抗体であって、≦１ｎＭの親和
性でヒトＦＧＦＲ４に結合する抗ＦＧＦＲ４抗体を提供する。幾つかの実施態様では、抗
ＦＧＦＲ４抗体は≦１ｎＭの親和性でヒト、マウス及びカニクイザルＦＧＦＲ４に結合す
る。幾つかの実施態様では、抗ＦＧＦＲ４抗体は≦０．０５ｎＭの親和性でヒトＦＧＦＲ
４に結合する。
【０００８】
　幾つかの実施態様では、抗ＦＧＦＲ４抗体は図１２Ｄに示すアミノ酸配列を有するマウ
スＣ３タンパク質に実質的に結合しない。
【０００９】
　幾つかの実施態様では、抗ＦＧＦＲ４抗体は変性ＦＧＦＲ４に結合する。幾つかの実施
態様では、抗ＦＧＦＲ４抗体は変性、還元ＦＧＦＲ４に結合する。幾つかの実施態様では
、ＦＧＦＲ４に対する抗ＦＧＦＲ４抗体の結合はウエスタンブロットを使用して検出され
る。
【００１０】
　幾つかの実施態様では、抗ＦＧＦＲ４抗体はＧ１６５Ａ変異を含んでなるヒトＦＧＦＲ
４に有意に結合しない。幾つかの実施態様では、抗ＦＧＦＲ４抗体はアミノ酸番号１５０
～１７０の成熟ヒトＦＧＦＲ４アミノ酸配列を含んでなるか、から基本的に成るか又はか
ら成る配列と少なくとも７０％、８０％、９０％、９５％、９８％の配列同一性又は類似
性を有するポリペプチドに結合する。幾つかの実施態様では、抗ＦＧＦＲ４抗体はアミノ
酸番号１５０～１７０の成熟ヒトＦＧＦＲ４アミノ酸配列を含んでなるか、から基本的に
なるか又はからなるポリペプチドに結合する。
【００１１】
　幾つかの実施態様では、抗ＦＧＦＲ４はＦＧＦＲ４活性のアンタゴニストである。幾つ
かの実施態様では、ＦＧＦＲ４活性はＦＧＦ誘導細胞増殖、ＦＧＦＲ４へのＦＧＦ結合、
ＦＧＦ１９に曝露された細胞におけるＣＹＰ７α７発現のＧＦ１９－媒介阻害、又はＦＧ
Ｆ１９－誘導コロニー形成である。幾つかの実施態様では、ＦＧＦＲ４に対するＦＧＦ１
及び／又はＦＧＦ１９結合が阻害される。幾つかの実施態様では、ＦＧＦＲ４に対するＦ
ＧＦ１結合の阻害のＩＣ５０は約０．１０ｎＭであり、ＦＧＦＲ４に対するＦＧＦ１９結
合の阻害のＩＣ５０は約０．１０ｎＭである。
【００１２】
　幾つかの実施態様では、抗ＦＧＦＲ４抗体モノクローナル抗体である。
【００１３】
　幾つかの実施態様では、抗ＦＧＦＲ４抗体はヒト、ヒト化、キメラ抗体である。
【００１４】
　幾つかの実施態様では、抗ＦＧＦＲ４抗体はＦＧＦＲ４に結合する抗体断片である。
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【００１５】
　幾つかの実施態様では、抗体は(ａ)配列番号：３のアミノ酸配列を含んでなるＨＶＲ－
Ｈ３、(ｂ)配列番号：６のアミノ酸配列を含んでなるＨＶＲ－Ｌ３、及び(ｃ)配列番号：
２のアミノ酸配列を含んでなるＨＶＲ－Ｈ２を含む。　
【００１６】
　幾つかの実施態様では、抗体は(ａ)配列番号：１のアミノ酸配列を含んでなるＨＶＲ－
Ｈ１、(ｂ)配列番号：２のアミノ酸配列を含んでなるＨＶＲ－Ｈ２、及び(ｃ)配列番号：
３のアミノ酸配列を含んでなるＨＶＲ－Ｈ３を含む。幾つかの実施態様では、抗体は(ａ)
配列番号：４のアミノ酸配列を含んでなるＨＶＲ－Ｌ１、(ｂ)配列番号：５のアミノ酸配
列を含んでなるＨＶＲ－Ｌ２、及び(ｃ)配列番号：６のアミノ酸配列を含んでなるＨＶＲ
－Ｌ３を更に含む。　
【００１７】
　幾つかの実施態様では、抗体は(ａ)配列番号：４のアミノ酸配列を含んでなるＨＶＲ－
Ｌ１、(ｂ)配列番号：５のアミノ酸配列を含んでなるＨＶＲ－Ｌ２、及び(ｃ)配列番号：
６のアミノ酸配列を含んでなるＨＶＲ－Ｌ３を含む。幾つかの実施態様では、抗体は配列
番号：９、１０、１１及び／又は１２の軽鎖可変ドメインフレームワーク配列を更に含む
。
【００１８】
　幾つかの実施態様では、抗体は配列番号：１３、１４、１５及び／又は１６の重鎖可変
ドメインフレームワーク配列を更に含む。
【００１９】
　幾つかの実施態様では、抗体は、(ａ)配列番号：７のアミノ酸配列に少なくとも９５％
の配列同一性を有するＶＨ配列；(ｂ)配列番号：８のアミノ酸配列に少なくとも９５％の
配列同一性を有するＶＬ配列；又は(ｃ)(ａ)のＶＨ配列及び(ｂ)のＶＬ配列を含む。幾つ
かの実施態様では、抗体は配列番号：７のＶＨ配列を含む。幾つかの実施態様では、抗体
は配列番号：８のＶＬ配列を含む。
【００２０】
　幾つかの実施態様では、抗体は配列番号：７のＶＨ配列及び配列番号：８のＶＬ配列を
含む。
【００２１】
　幾つかの実施態様では、抗体は完全長ＩｇＧ１抗体である。
【００２２】
　発明はまた、ここに記載の何れかの抗体をコードする単離された核酸を提供する。
【００２３】
　発明はまた、ここに記載の何れかの核酸を含んでなる宿主細胞を提供する。
【００２４】
　発明はまた、抗体が生産されるようにここに記載の宿主細胞を培養することを含んでな
る抗体の生産方法を提供する。幾つかの実施態様では、方法は宿主細胞から抗体を回収す
ることを更に含む。
【００２５】
　発明はまた、ここに記載の何れかの抗体及び細胞傷害剤を含んでなるイムノコンジュゲ
ートを提供する。
【００２６】
　発明はまた、ここに記載の何れかの抗体及び薬学的に許容可能な担体を含んでなる薬学
的製剤を提供する。幾つかの実施態様では、薬学的製剤は更なる治療剤を更に含む。
【００２７】
　発明はまた、医薬としての使用のためのここに記載の何れかの抗体を提供する。
【００２８】
　幾つかの実施態様では、抗体は癌の治療における使用のためである。
【００２９】
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　幾つかの実施態様では、抗体は細胞増殖の阻害における使用のためである。
【００３０】
　幾つかの実施態様では、抗体は医薬の製造における使用のためである。　
【００３１】
　幾つかの実施態様では、医薬は癌の治療のためである。
【００３２】
　幾つかの実施態様では、医薬は細胞増殖の阻害のためである。
【００３３】
　発明はまた、癌を有する個体を治療する方法において、個体に有効量のここに記載の何
れかの抗体を投与することを含んでなる方法を提供する。幾つかの実施態様では、方法は
個体に更なる治療剤を投与することを更に含む。
【００３４】
　発明はまた、個体における細胞増殖を阻害する方法において、細胞増殖を阻害するため
に個体に有効量のここに記載の何れかの抗体を投与することを含んでなる方法を提供する
。
【００３５】
　幾つかの実施多様では、癌は、乳房、肺、膵臓、脳、腎臓、卵巣、胃、白血病、子宮内
膜、結腸、前立腺、下垂体、乳房線維腺腫、頭頸部、軟部組織、神経芽細胞腫、メラノー
マ、子宮内膜、精巣、胆管細胞癌、胆嚢及び／又は肝臓の癌である。
【００３６】
　ある実施態様はでは、癌はＦＧＦＲ４発現(例えば過剰発現)、増幅、又は活性化を呈す
る。ある実施態様はでは、癌はＦＧＦＲ４増幅を呈する。
【図面の簡単な説明】
【００３７】
【図１】ＦＧＦＲ４はＦＧＦ１９－媒介肝腫瘍形成に必要である。Ａ、年齢１０ヶ月のＦ
ＧＦ１９－ＴＧ：ＦＧＦＲ４－ＷＴマウスの肝臓表面から突出する複数の大きい隆起腫瘍
(矢印)(左パネル)。年齢１０ヶ月のＦＧＦ１９－ＴＧ：ＦＧＦＲ４－ＫＯマウスからの肝
臓(右パネル)。Ｂ、ＦＧＦＲ４－ＫＯ又はＦＧＦＲ４－ＷＴマウスで交配された雌(左パ
ネル)及び雄(右パネル)ＦＧＦ１９－ＴＧ又は野生型マウスにおけるＢｒｄＵ取り込み。
Ｃ、ＤＥＮで処置された年齢４ヶ月のＦＧＦ１９－ＴＧ：ＦＧＦＲ４－ＷＴマウスの肝臓
の表面上の複数の大きい隆起腫瘍(矢印)。Ｄ、肉眼及び組織学的検査で決定されるＤＥＮ
で処置された雄及び雌ＦＧＦ１９－ＴＧマウスにおける肝腫瘍の有病率。Ｅ、ＤＥＮで処
置されたＦＧＦ１９－ＴＧ又は野生型雌(左パネル)及び雄(右パネル)マウスからの肝重量
。アステリスク(＊)は、肝臓の重量はＤＥＮで処置された雄ＦＧＦ１９－ＴＧマウスにつ
いては７ヶ月の時点から測定不可能であることを示し、なぜなら６ヶ月の年齢を超すと何
れも生存しなかったからである。Ｆ、ＤＥＮで処置されたＦＧＦ１９－ＴＧ又は野生型雌
(左パネル)及び雄(右パネル)ＦＧＦＲ４－ＫＯマウスの肝重量。
【図２】ＦＧＦＲ４へのＬＤ１結合。Ａ、ＬＤ１はヒト(ｈ)、マウス(ｍ)、及びカニクイ
ザル(ｃ)ＦＧＦＲ４に結合するが、ｈＦＧＦＲ１、ｈＦＧＦＲ２、又はｈＦＧＦＲ３に結
合しない。固定化ＦＧＦＲ－Ｆｃキメラタンパク質へのＬＤ１の結合を固相結合アッセイ
で決定した。Ｂ、表面プラズモン共鳴で決定されるマウスカニクイザル、及びヒトＦＧＦ
Ｒ４へのＬＤ１結合の親和性。Ｃ、ＦＡＣＳで測定される安定してトランスフェクトされ
たＨＥＫ２９３細胞の細胞表面に発現されたｈＦＧＦＲ４へのＬＤ１の結合(ＲＦＵ＝相
対蛍光単位)。Ｄ、固相結合アッセイで決定される点変異を持つ固定化ｈＦＧＦＲ４－Ｆ
ｌａｇキメラタンパク質へのＬＤ１の結合。Ｅ、ウエスタンブロットで決定される点変異
を持つｈＦＧＦＲ４－Ｆｌａｇキメラタンパク質へのＬＤ１の結合。変異タンパク質を電
気泳動し、ＬＤ１、抗ＦＧＦＲ４(８Ｇ１１)、及び抗Ｆｌａｇ抗体を使用して逐次的に免
疫ブロットした。Ｆ、ＦＧＦ１９(灰色)に結合したＦＧＦＲ４(黒及び白)上のＧ１６５(
黒)の位置を示す二量体モデル。
【図３】ＬＤ１はＦＧＦＲ４活性を阻害する。Ａ、ＬＤ１はＦＧＦ１及びＦＧＦ１９への
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ＦＧＦＲ４結合を阻害し、固相結合アッセイで決定される。Ｂ、ＬＤ１はＦＧＦＲ４／Ｒ
１を安定に発現するＢａＦ３細胞のＦＧＦ１－刺激増殖を阻害する。Ｃ、ＬＤ１はＦＧＦ
Ｒ４を安定に発現するＬ６細胞におけるＦＧＦＲ４シグナル伝達を阻害する。Ｄ、ＬＤ１
を使用したＦＡＣＳ分析で決定される肝腫瘍細胞株のサブセットにおけるＦＧＦＲ４タン
パク質の細胞表面発現。
【図４】ＬＤ１は肝癌細胞株におけるＦＧＦＲ４生物学的活性を阻害する。Ａ、ＬＤ１は
ＨＥＰ３Ｂ細胞におけるＦＧＦＲ４シグナル伝達を阻害し、ウエスタンブロットで評価さ
れる。Ｂ、ＬＤ１はＨＥＰ３Ｂ細胞におけるＦＧＦＲ４－制御化ＣＹＰ７α１発現を阻害
する。ＣＹＰ７α１レベルは未処置細胞におけるレベルに対する倍発現として表される。
Ｃ、ＬＤ１は肝癌細胞株のパネルにおいてＦＧＦＲ４－制御化ｃ－Ｆｏｓ発現を阻害する
。結果は未処置細胞におけるｃ－Ｆｏｓレベルに対する倍発現として表される。Ｄ、ＦＧ
ＦＲ４ｓｈＲＮＡドキシサイクリン－誘導ベクターで安定にトランスフェクトされたＪＨ
Ｈ５細胞におけるＦＧＦＲ４発現の抑制によるコロニー形成の阻害。Ｅ、ＬＤ１はＨＣＣ
細胞株コロニー形成を阻害する。Ｆ、ＬＤ１－阻害化肝癌細胞株コロニー形成の数え上げ
。値は添加ＬＤ１の非存在において数え上げられたコロニーの数のパーセントとして表さ
れる。
【図５】ＬＤ１のインビボ効果。Ａ、ＬＤ１はマウス肝臓におけるＦＧＦ１９－制御化ｃ
－Ｆｏｓ発現を阻害する。結果は非処置マウスの肝臓におけるｃ－Ｆｏｓレベルに対する
倍発現として表される。Ｂ、ＬＤ１(３０ｍｇ／ｋｇ；週に２回)はインビボでＨＵＨ７異
種移植腫瘍増殖を阻害する。Ｃ、図５ＢからのＨＵＨ－７異種移植腫瘍におけるＦＧＦＲ
４、ＣＹＰ７α１、ｃ－Ｆｏｓ、及びｅｇｒ－１のｍＲＮＡ発現におけるＬＤ１の効果。
Ｄ、コントロール抗体で処置されたＤＥＮ－促進化ＦＧＦ１９－ＴＧ：ＦＧＦＲ４－ＷＴ
マウスの肝臓表面から突出した複数の大きい隆起腫瘍(矢印)(上パネル)。ＬＤ１で処置さ
れたＤＥＮ－促進化ＦＧＦ１９－ＴＧ：ＦＧＦＲ４－ＷＴマウスの肝臓(下パネル)。Ｅ、
コントロール抗体、ＬＤ１、又は１Ａ６(抗ＦＧＦ１９抗体)で処置されたＤＥＮ－促進化
ＦＧＦ１９－ＴＧ：ＦＧＦＲ４－ＷＴマウスの肝重量。
【図６】ＦＧＦＲ４発現は癌において調節解除される。Ａ、箱ひげプロットはＢｉｏＥｘ
ｐｒｅｓｓデータベースのｍＲＮＡ分析で決定されるヒト腫瘍及び正常組織におけるＦＧ
ＦＲ４発現を示す。中心線は中央値を示す；箱は第一及び第三四分位間の四分位範囲を表
す。「ひげ」は四分位間から極値の位置まで延在する。Ｂ、乳房(Ｘ１００拡大率)及び膵
臓(Ｘ１００拡大率)腺癌、及び肝細胞癌(Ｘ２００拡大率及びＸ４００拡大率)のサンプル
におけるＦＧＦＲ４免疫染色。Ｃ、ｑＲＴ－ＰＣＲで決定されるヒト正常肝及び肝腫瘍の
パネルにおけるＦＧＦＲ４ｍＲＮＡ発現。各サンプルの値をサンプルＮ１において観察さ
れるレベルに対する倍発現として表す。
【図７】肝癌細胞株におけるＦＧＦＲの発現。Ａ、ｑＲＴ－ＰＣＲで決定される肝腫瘍細
胞株のパネルにおけるＦＧＦＲ４ｍＲＮＡ発現。値はＪＨＨ４細胞株におけるＦＧＦＲ１
レベルに対する倍発現として表される。Ｂ、ウエスタンブロットで決定される図Ｓ１Ａに
おける同じパネルの細胞株におけるＦＧＦＲ４タンパク質発現。
【図８】ＬＤ１はＨＵＨ７細胞におけるＦＧＦＲ４生物学的活性を阻害する。ＬＤ１はＨ
ＵＨ７細胞におけるＦＧＦＲ４－制御化ＣＹＰ７α１発現を阻害する。ＣＹＰ７α１レベ
ルは未処置細胞におけるレベルに対する倍発現として表される。
【図９】ＬＤ１のインビボ効果。ＬＤ１(３０ｍｇ／ｋｇ)はインビボでのＨＵＨ７異種移
植腫瘍増殖を阻害する。ＬＤ１の抗腫瘍効果を隔週モダリティにおいて評価した。
【図１０】抗ＦＧＦＲ４のマウス及びヒト化変異体の可変ドメイン配列。マウスＬＤ１及
びヒト化変異体ｈＬＤ１のアミノ酸配列。ｖＢ及びｈＬＤ１．ｖ２２をトラスツズマブに
おいて使用される(Ａ)ヒトカッパＩ(ｈｕＫＩ)及び(Ｂ)ヒトＶＨサブグループＩＩＩ(ｈ
ｕＩＩＩ)可変ドメインフレームワークとアラインする。差異をドットボックスにおいて
ハイライトし、位置をＫａｂａｔに従って番号付けする。マウスＬＤ１からヒト可変カッ
パＩ及びサブグループＩＩＩコンセンサスフレームワークに移植された超可変領域を配列
、構造及び接触ＣＤＲ定義の組合せに基づいて選択し(MacCallum RM et al.. J of Molec



(9) JP 2014-516511 A 2014.7.17

10

20

30

40

50

 Biol (1996); 262:732-45)、ボックスで囲む。軽鎖における３つの副尺位置を変更し、
ヒト化の間親和性を回復した；これらの位置が曝露される表面であると予測された。
【図１１】抗ＦＧＦＲ４抗体変異体の薬物動態及び分布。(Ａ)ＦＧＦＲ４　ＥＬＩＳＡを
使用したＦＧＦＲ４へのｃｈＬＤ１及びｈＬＤ１．ｖＢの結合の比較。(Ｂ)ＣＲＬｎｕ／
ｎｕマウスにおけるＨＵＨ７ヒト肝細胞癌異種移植モデルにおけるｃｈＬＤ１、ｈＬＤ１
．ｖＢ及びビヒクルの１６日目の腫瘍体積の比較。抗体を週に２回３０ｍｇ／ｋｇで投与
した(１０マウス／グループ)。ｃｈＬＤ１のみがＰＢＳコントロールと比較して腫瘍増殖
の低減に有効であり(ｐ値＝０．０１４)、ｈＬＤ１．ｖＢは有意には有効ではなかった(
ｐ値＝０．４８６)。(Ｃ)ｃｈＬＤ１及びｈＬＤ１．ｖＢＮＣＲｎｕｄｅマウスの薬物動
態を１又は２０ｍｇ／ｋｇＩＶで投与し、サンプルをＦＧＦＲ４　ＥＬＩＳＡを使用して
分析した。類似な結果がＩｇＧ ＥＬＩＳＡを使用して得られた(示さず)。(Ｄ)ＮＣＲｎ
ｕｄｅマウスにおける１２５Ｉ－ｃｈＬＤ１及び１２５Ｉ－ｈＬＤ１．ｖＢの組織分布。
マウスに１２５Ｉ－ｃｈＬＤ１又は１２５Ｉ－ｈＬＤ１．ｖＢを投与し、組織の投与量／
グラムのパーセント(％ＩＤ／ｇ)を方法に記載のように投与の２時間後に決定した。
【図１２】ｈＬＤ１．ｖＢ及びマウスＣ３ｄ間の相互作用の同定。(Ａ)ＰＢＳ／ＢＳＡ又
はＮＣＲｎｕｄｅマウス、ラット、ヒト及びカニクイザル血漿における４８時間のインキ
ュベーション後のｃｈＬＤ１(斜線バー)及びｈＬＤ１．ｖＢ(白色バー)の検出。パーセン
ト回収をＦＧＦＲ４ ＥＬＩＳＡを使用して決定した。(Ｂ)１２５Ｉ－ｃｈＬＤ１(中実線
)及び１２５Ｉ－ｈＬＤ１．ｖＢ(点線)の血漿結合分析。トレースはオフセットである；
ドットは１５０ｋＤａピークの位置を示す。抗体を０及び４８時間マウス血漿においてイ
ンキュベートし、その後サイズ排除ＨＰＬＣを使用して分析した。ＰＢＳ／ＢＳＡにおけ
るインキュベーションでは、ヒト血漿又はカニクイザル血漿であり、図１５を参照のこと
。全インキュベーションはＩｇＧに対応する予測された１５０ｋＤａでピークを生じた。
高分子量ピークはｈＬＤ１．ｖＢを含有するマウス血漿サンプルにおいてのみ観察された
。最初の時間点はおよそ２７０及びおよそ５５０ｋＤａで更なるピークを示したが、４８
時間では２７０ｋＤａピークのみが観察された。高分子量ピークはｈＬＤ１．ｖＢ／マウ
ス血漿インキュベーションがｐＨ４で実施された場合には観察されず、これらの高分子量
ピークの存在がｐＨ依存であることを示す(図１５)。(Ｃ)マウス血漿の免疫沈降。ｃｈＬ
Ｄ１及びｈＬＤ１．ｖＢを３７°Ｃで２４時間マウス血漿においてインキュベートし、サ
イズ排除ＨＰＬＣで分析した。次いでプロテインＧビーズを画分に加え、その後ＳＤＳ－
ＰＡＧＥ分析をした。およそ３７ｋＤａでのバンドがｈＬＤ１．ｖＢ／マウス血漿サンプ
ル(レーン３)に存在する２７０ｋＤａピークに対応する画分において検出されたが、カニ
クイザル又はヒト血漿又はＰＢＳ／ＢＳＡからのサンプルでは検出されなかった(図１５)
。このバンドはマウス血漿のみ(レーン４)又はｃｈＬＤ１でインキュベートされたマウス
血漿(レーン２)において観察されなかった。タンパク質分子量マーカーをレーン１におい
て実行した。(Ｄ)ｈＬＤ１．ｖＢでの免疫沈降から得られたマウスＣ３のＭＳ／ＭＳ配列
包括度。マウスＣ３の配列を示し(配列番号：３８)、Ｃ３ｄをコードする領域に下線をひ
く。同定されたペプチドは以下の通りである：ＤＶＰＡＡＤＬＳＤＱＶＰＤＴＤＳＥＴＲ
ＩＩＬＱＧＳＰＶＶＱＭＡＥＤＡＶＤＧＥＲ(配列番号：１７)ＲＱＥＡＬＥＬＩＫＫＧＹ
ＴＱＱＬＡＦＫ(配列番号：１８)ＡＡＦＮＮＲＰＰＳＴＷＬＴＡＹＶＶＫ(配列番号：１
９)ＡＡＮＬＩＡＩＤＳＨＶＬＣＧＡＶＫ(配列番号：２０)ＱＫＰＤＧＶＦＱＥＤＧＰＶ
ＩＨＱＥＭＩＧＧＦＲ(配列番号：２１)ＥＡＤＶＳＬＴＡＦＶＬＩＡＬＱＥＡＲＤＩＣＥ
ＧＱＶＮＳＬＰＧＳＩＮＫＡＧＥＹＩＥＡＳＹＭＮＬＱＲＰＹＴＶＡＩＡＧＹＡＬＡＬＭ
ＮＫ(配列番号：２２)ＷＥＥＰＤＱＱＬＹＮＶＥＡＴＳＹ(配列番号：２３)ＹＹＧＧＧＹ
ＧＳＴＱＡＴＦＭＶＦＱＡＬＡＱＹＱＴＤＶＰＤＨＫ(配列番号：２４)ＧＴＬＳＶＶＡＶ
ＹＨＡＫ(配列番号：２５)ＤＬＥＬＬＡＳＧＶＤＲ(配列番号：２６)ＮＴＬＩＩＹＬＥＫ
(配列番号：２７)．
【図１３】Ｃ３ｄ結合を欠く親和性成熟抗ＦＧＦＲ４変異体。(Ａ)ＦＧＦＲ４ＥＬＩＳＡ
を使用した評価より前にＮＣＲｎｕｄｅ、Ｃ３野生型(ｗｔ)及びＣ３ｋｏマウス血清にお
いて１６時間インキュベートされたｃｈＬＤ１、ｈＬＤ１．ｖＢ及びｈＬＤ１．ｖ２２の



(10) JP 2014-516511 A 2014.7.17

10

20

30

40

50

ＦＧＦＲ４結合の検出。サンプルをＰＢＳ／０．５％ＢＳＡにおいてインキュベートされ
た同一のサンプルに対して正規化した。(Ｂ)ｈＬＤ１．ｖ２２によるマウスＣ３ｄ免疫沈
降の欠如。ｃｈＬＤ１(レーン２)、ｈＬＤ１．ｖＢ(レーン３)及びｈＬＤ１．ｖ２２(レ
ーン４)を使用したＮＣＲｎｕｄｅマウス血漿からの免疫沈降をＳＤＳ－ＰＡＧＥで分析
した。‾３７ｋＤａでのバンドはｈＬＤ１．ｖＢ／マウス血漿サンプルにおいてのみ検出
された。タンパク質分子量マーカーをレーン１において実行した。
【図１４】Ｃ３ｄ結合の欠如は薬物動態及び効果を回復させる。(Ａ)Ｃ３ｗｔ及びＣ３ｋ
ｏマウスにおけるｃｈＬＤ１及びｈＬＤ１．ｖＢの薬物動態分析。抗体を２０ｍｇ／ｋｇ
で静脈内に投与した；血液におけるそれらの濃度をＦＧＦＲ４ＥＬＩＳＡを使用してモニ
タした。Ｃ３ｋマウスにおけるｈＬＤ１．ｖＢのクリアランスはＣ３ｋｏ及びＣ３ｗｔマ
ウス双方におけるｃｈＬＤ１のものと類似する。(Ｂ)ＮＣＲｎｕｄｅマウスにおけるｃｈ
ＬＤ１ｈＬＤ１．ｖＢ及びｈＬＤ１．ｖ２２の薬物動態分析。抗体を２０ｍｇ／ｋｇで静
脈内に投与した；血液におけるそれらの濃度をＦＧＦＲ４ ＥＬＩＳＡを使用してモニタ
した。ｈＬＤ１．ｖ２２のクリアランスはｃｈＬＤ１のものに類似する。(Ｃ)ＣＲＬｎｕ
／ｎｕマウスにおけるＨＵＨ７ ヒトＨＣＣ異種移植モデルにおけるｃｈＬＤ１ ｈＬＤ１
．ｖＢ及びｈＬＤ１．ｖ２２の比較。抗体を毎週３０ｍｇ／ｋｇで投与し(１０マウス／
グループ)、腫瘍体積を４週間モニタした。２１日目にｃｈＬＤ１及びｈＬＤ１．ｖ２２(
それぞれｐ値＝７ｘ１０－７及び３ｘ１０－５)はＰＢＳコントロール(中空四角)と比較
して腫瘍増殖の低減に効果的であったが、ｈＬＤ１．ｖＢはわずかのみ効果的だった(ｐ
値＝０．０１１)。
【図１５】インビトロ(Ａ－Ｂ)及びインビボ試験(Ｃ)サンプルからの血漿における放射標
識ｃｈＬＤ１及びｈＬＤ１．ｖＢのサイズ排除ＨＰＬＣ分析。１２５Ｉ－ｈＬＤ１．ｖＢ
(Ａ)及び１２５Ｉ－ｃｈＬＤ１(Ｂ)をＰＢＳ／ＢＳＡ又はマウス、ヒト及びカニクイザル
血漿に加え、０又は４８時間にサイズ排除ＨＰＬＣで分析した。全トレースはＩｇＧの予
測された１５０ｋＤａ(右のピーク)でピークを呈した。およそ２７０(真ん中のピーク)及
びおよそ５５０ｋＤａ(左のピーク)での高分子量ピークがｈＬＤ１．ｖＢを含有する最初
のマウス血漿サンプルにおいてのみ観察された；４８時間では更なる２７０ｋＤａピーク
のみが観察された。これらの高分子量ピークはｐＨ４．０のマウス血漿においてｈＬＤ１
．ｖＢで観察され、高分子量ピークの生成がｐＨ依存であることを示す。高分子量ピーク
はカニクイザル又はヒト血漿又はｃｈＬＤ１が加えられたいかなる血漿において観察され
なかった；(Ｃ)インビボマウス血漿サンプル。マウスに、ｃｈＬＤ１については１２．５
２μＣｉ／μｇ及びｈＬＤ１．ｖＢについては９．９９μＣｉ／ｕｇの比活性を有する～
０．１ｍｇ／ｋｇの抗体を投与した。血清サンプルを０．２５、２、５、２４、７２及び
１２０時間で収集した。全トレースはＩｇＧの予測された１５０ｋＤａ(右のピーク)でピ
ークを呈した。～２７０(真ん中のピーク)及び～５５０ｋＤａ(左のピーク)での高分子量
ピークはｈＬＤ１．ｖＢ血清サンプルにおいてのみ観察された。高分子量ピークはｃｈＬ
Ｄ１では観察されなかった。
【図１６】免疫沈降及びＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析。抗体を３７°Ｃで２４時間血漿において
インキュベートし、次いでサイズ排除ＨＰＬＣで分画化した。プロテインＧビーズを高分
子量ピークを有するサイズ排除ＨＰＬＣ分画に加えた。プルダウンサンプルをＳＤＳ－Ｐ
ＡＧＥで分析した。(Ａ)インビトロラット血漿；(Ｂ)インビトロカニクイザル血漿；(Ｃ)
インビトロヒト血漿。～３７ｋＤａのタンパク質がｈＬＤ１．ｖＢでインキュベートされ
たラットサンプルにおいて検出されたが、カニクイザル及びヒトサンプルでは検出されな
かった(それらのそれぞれのゲルのレーン４)。いかなるブランク血漿(各ゲルのレーン２)
又はｃｈＬＤ１サンプル(各ゲルのレーン３)においても～３７ｋＤａタンパク質ではバン
ドは観察されなかった。タンパク質分子量マーカーをレーン１において実行した。(Ｄ)イ
ンビボマウス血漿。マウスに「方法」に記載のようにｈＬＤ１．ｖＢ又はｃｈＬＤ１を投
与した。次いでプロテイン－Ｇビーズを２時間の投与後時点から収集された血清サンプル
に加え、ＳＤＳ－ＰＡＧＥで分析した。～３７ｋＤａでのバンドはｈＬＤ１．ｖＢ(レー
ン３)において検出されたが、ｃｈＬＤ１血清サンプル(レーン２)では検出されなかった
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。タンパク質分子量マーカーをレーン１において実行した。
【図１７】Ｃ３ｗｔ血清、Ｃ３ｋｏマウス血清、及びＰＢＳ／ＢＳＡに加えられたｃｈＬ
Ｄ１及びｈＬＤ１．ｖＢのＥＬＩＳＡ検出。抗体を血清又はＰＢＳ／ＢＳＡにおいて一晩
インキュベートし、次いでＥＬＩＳＡで分析した。ＰＢＳ／ＢＳＡと比較して、ｈＬＤ１
．ｖＢはＣ３ｋｏマウス血清において十分に回収されたが、Ｃ３ｗｔマウス血清では回収
されなかった。ｃｈＬＤ１は全マトリックスから十分に回収された。
【図１８】GenBank Accession No. AAB25788の例示的なヒトＦＧＦＲ４アミノ酸配列を示
す。
【発明を実施するための形態】
【００３８】
(発明の実施態様の詳細な説明)
Ｉ．(定義)
　ここでの目的のための「アクセプターヒトフレームワーク」は、下に定義するようにヒ
ト免疫グロブリンフレームワーク又はヒトコンセンサスフレームワークから得られる軽鎖
可変ドメイン(ＶＬ)フレームワーク又は重鎖可変ドメイン(ＶＨ)フレームワークのアミノ
酸配列を含むフレームワークである。ヒト免疫グロブリンフレームワーク又はヒトコンセ
ンサスフレームワーク「から得られる」アクセプターヒトフレームワークは、その同じア
ミノ酸配列を含むか、又はアミノ酸配列変化を含んでいてもよい。幾つかの実施態様では
、アミノ酸変化の数は、１０以下、９以下、８以下、７以下、６以下、５以下、４以下、
３以下又は２以下である。幾つかの実施態様では、ＶＬアクセプターヒトフレームワーク
は、ＶＬヒト免疫グロブリンフレームワーク配列又はヒトコンセンサスフレームワーク配
列と配列が同一である。
【００３９】
　「親和性」は、分子(例えば抗体)の単一の結合部位とその結合パートナー(例えば抗原)
との間の非共有相互作用の合計の強度を意味する。特に示さない限り、ここで使用される
場合、「結合親和性」は、結合対のメンバー(例えば、抗体と抗原)間の１：１の相互作用
を反映する固有の結合親和性を意味する。分子ＸのそのパートナーＹに対する親和性は、
一般に、解離定数(Ｋｄ)により表すことができる。親和性は、ここに開示されたものを含
む、当該分野で知られている一般的な方法により測定することができる。結合親和性を測
定するための、特定の例証及び例示的実施態様を以下に記載する。
【００４０】
　「親和性成熟」抗体は、一又は複数の超可変領域(ＨＶＲ)における一又は複数の変化を
有する抗体であって、このような変化を持たない親抗体と比較され、このような変化は抗
原に対する抗体の親和性における改善をもたらす。
【００４１】
　抗血管新生剤は血管の発生をある程度、阻止又は干渉する化合物を指す。抗血管新生剤
は、例えば血管新生の促進に関与する増殖因子又は増殖因子受容体に結合する小分子又は
抗体でありうる。一実施態様では、抗血管新生剤は血管内皮増殖因子(ＶＥＧＦ)、例えば
ベバシズマブ(ＡＶＡＳＴＩＮ(登録商標))に結合する抗体である。
【００４２】
　「抗ＦＧＦＲ４抗体」及び「ＦＧＦＲ４に結合する抗体」なる用語は、抗体がＦＧＦＲ
４を標的にする診断及び／又は治療剤として有用であるような、十分な親和性でＦＧＦＲ
４に結合できる抗体を指す。一実施態様では、無関係な非ＦＧＦＲ４タンパク質への抗Ｆ
ＧＦＲ４抗体の結合の程度は、ＦＧＦＲ４への抗体の結合の約１０％未満であり、例えば
ラジオイムノアッセイ(ＲＩＡ)で測定される。ある実施態様では、ＦＧＦＲ４に結合する
抗体は、≦１μＭ、≦１００ｎＭ、≦１０ｎＭ、≦１ｎＭ、≦０．１ｎＭ、≦０．０１ｎ
Ｍ、又は≦０．００１ｎＭ(例えば１０－８Ｍ以下、例えば１０－８Ｍ～１０－１３Ｍ、
例えば１０－９Ｍ～１０－１３Ｍ)の解離定数(Ｋｄ)を有する。ある実施態様では、抗Ｆ
ＧＦＲ４抗体は異なる種からのＦＧＦＲ４間で保存されているＦＧＦＲ４のエピトープに
結合する。
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【００４３】
　「抗体」なる用語はここでは、最も広い意味において使用され、様々な抗体構造を包含
し、限定するものではないがモノクローナル抗体、ポリクローナル抗体、多重特異性抗体
(例えば二重特異性抗体)、及び所望の抗原結合活性を呈する限り抗体断片を含む。
「抗体断片」は、インタクトな抗体が結合する抗原に結合するインタクトな抗体の一部を
含むインタクトな抗体以外の分子を指す。抗体断片の例は、限定するものではないがＦｖ
，Ｆａｂ、Ｆａｂ’、Ｆａｂ’－ＳＨ、Ｆ(ａｂ’)２；ダイアボディ；線状抗体；単鎖抗
体分子(例えばｓｃＦｖ)；及び抗体断片から形成される多重特異性抗体を含む。
【００４４】
　参照抗体と「同じエピトープに結合する抗体」は、参照抗体のその抗原への結合を競合
アッセイにおいて５０％以上阻止する抗体を指し、逆に、参照抗体は抗体のその抗原への
結合を競合アッセイにおいて５０％以上阻止する。例示的な競合アッセイがここに提供さ
れている。
【００４５】
　「ＦＧＦＲ４」なる用語は、ここで使用される場合、別段に記載される場合を除き、霊
長類(例えばヒト)及びげっ歯類(例えばマウス及びラット)などの哺乳類を含む何れかの脊
椎動物供給源からの何れかの天然ＦＧＦＲ４を指す。用語は「完全長」、非プロセシング
ＦＧＦＲ４並びに細胞におけるプロセシングから生じるＦＧＦＲ４の何れかの形態を包含
する。用語はまたＦＧＦＲ４の天然に生じる変異体、例えばスプライスバリアント又は対
立遺伝子多型を包含する。例示的なヒトＦＧＦＲ４のアミノ酸配列を図１８に示す。
【００４６】
　「ＦＧＦＲ４活性化」は、ＦＧＦＲ４受容体の活性化、又はリン酸化を指す。一般的に
、ＦＧＦＲ４活性化はシグナル伝達(例えばＦＧＦＲ４又は基質ポリペプチドにおけるチ
ロシン残基をリン酸化するＦＧＦＲ４受容体の細胞内キナーゼドメインによって引き起こ
される)をもたらす。ＦＧＦＲ４活性化は興味のＦＧＦＲ４受容体へのＦＧＦＲ４リガン
ド(Ｇａｓ６)結合によって媒介されうる。ＦＧＦＲ４へのＧａｓ６結合はＦＧＦＲ４のキ
ナーゼドメインを活性化し得、これによって、ＦＧＦＲ４におけるチロシン残基のリン酸
化及び／又は更なる基質ポリペプチドにおけるチロシン残基のリン酸化がもたらされる。
【００４７】
　「癌」又は「癌性」なる用語は典型的には無秩序な細胞成長／増殖によって特徴づけら
れる哺乳類における生理的状態を指すか又は説明する。癌の例は、限定するものではない
が、細胞腫、リンパ腫(例えばホジキン及び非ホジキンリンパ腫)、芽細胞腫、肉腫、及び
白血病を含む。このような癌のより特定の例は、扁平上皮癌、小細胞肺癌、非小細胞肺癌
、肺の腺癌、肺の扁平上皮癌、腹膜の癌、肝細胞癌、胃腸癌、膵癌、神経膠腫、子宮頸癌
、卵巣癌、肝臓癌、膀胱癌、肝細胞腫、乳癌、結腸癌、結腸直腸癌、子宮内膜又は子宮癌
、唾液腺癌、腎臓癌、肝臓癌、前立腺癌、外陰癌、甲状腺癌、肝細胞癌、白血病及び他の
リンパ増殖性障害、及び様々なタイプの頭頸部癌を含む。
【００４８】
　「細胞増殖性疾患」および「増殖性疾患」なる用語は、ある程度の異常な細胞増殖と関
係している疾患を指す。一実施態様では、細胞増殖性疾患は癌である。
【００４９】
　「化学療法剤」は、癌の治療に有用な化学的化合物である。化学療法剤の例には、チオ
テパ及びシクロホスファミド(CYTOXAN(商標登録))のようなアルキル化剤；ブスルファン
、インプロスルファン及びピポスルファンのようなスルホン酸アルキル類；ベンゾドーパ
(benzodopa)、カルボコン、メツレドーパ(meturedopa)、及びウレドーパ(uredopa)のよう
なアジリジン類；アルトレートアミン(altretamine)、トリエチレンメラミン、トリエチ
レンホスホラミド、トリエチレンチオホスホラミド(triethiylenethiophosphoramide)及
びトリメチローロメラミン(trimethylolomelamine)を含むエチレンイミン類及びメチラメ
ラミン類；アセトゲニン(特にブラタシン及びブラタシノン)；デルタ－９－テトラヒドロ
カンナビノール(ドロナビロール、MARINOL(登録商標))；β－ラパコン；ラパコール；コ
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ルヒチン；ベツリン酸；カンプトテシン(合成アナログトポテカン(HYCAMTIN(登録商標)、
ＣＰＴ－１１(イリノテカン、CAMPTOSAR(登録商標))、アセチルカンプトテシン、スコポ
レチン、及び９－アミノカンプトテシンを含む)；ブリオスタチン；カリスタチン；ＣＣ-
１０６５(そのアドゼレシン、カルゼレシン及びビゼレシン合成アナログを含む)；ポドフ
ィロトキシン；ポドフィリン酸；テニポシド；クリプトフィシン(特にクリプトフィシン
１及びクリプトフィシン８)；ドラスタチン；ドゥオカルマイシン(合成アナログ、ＫＷ-
２１８９及びＣＢ１-ＴＭ１を含む)；エリュテロビン；パンクラチスタチン；サルコジク
チン；スポンジスタチン；クロランブシル、クロルナファジン(chlornaphazine)、チョロ
ホスファミド(cholophosphamide)、エストラムスチン、イフォスファミド、メクロレタミ
ン、メクロレタミンオキシドヒドロクロリド、メルファラン、ノベンビチン(novembichin
)、フェネステリン(phenesterine)、プレドニムスチン(prednimustine)、トロフォスファ
ミド(trofosfamide)、ウラシルマスタードなどのナイトロジェンマスタード；カルムスチ
ン、クロロゾトシン(chlorozotocin)、フォテムスチン(fotemustine)、ロムスチン、ニム
スチン、ラニムスチンなどのニトロスレアス(nitrosureas)；抗生物質、例えばエネジイ
ン抗生物質(例えば、カリケアマイシン(calicheamicin)、特にカリケアマイシンγ１Ｉ及
びカリケアマイシンωＩ１(例えばNicolaou et al., Angew. Chem Intl. Ed. Engl., 33:
 183-186 (1994)参照)；ＣＤＰ３２３、経口α-４インテグリンインヒビター；ダイネマ
イシン(dynemicin)Ａを含むダイネマイシン；エスペラマイシン；並びにネオカルチノス
タチン発色団及び関連する色素タンパクエネジイン抗生物質発色団)、アクラシノマイシ
ン類(aclacinomysins)、アクチノマイシン、オースラマイシン(authramycin)、アザセリ
ン、ブレオマイシン、カクチノマイシン(cactinomycin)、カラビシン(carabicin)、カル
ミノマイシン、カルジノフィリン(carzinophilin)、クロモマイシン類、ダクチノマイシ
ン、ダウノルビシン、デトルビシン(detorbicin)、６-ジアゾ-５-オキソ-Ｌ-ノルロイシ
ン、ドキソルビシン(ADRIAMYCIN(登録商標)、モルホリノ-ドキソルビシン、シアノモルホ
リノ-ドキソルビシン、２-ピロリノ-ドキソルビシン、ドキソルビシンＨＣｌリポソーム
注射(ＤＯＸＩＬ(登録商標))、リポソームドキソルビシンＴＬＣ Ｄ－９９(ＭＹＯＣＥＴ
(登録商標))、ペグ化リポソームドキソルビシン(ＣＡＥＬＹＸ(登録商標))及びデオキシ
ドキソルビシンを含む)、エピルビシン、エソルビシン、イダルビシン、マーセロマイシ
ン(marcellomycin)、マイトマイシンＣのようなマイトマイシン、マイコフェノール酸(my
cophenolic acid)、ノガラマイシン(nogalamycin)、オリボマイシン(olivomycins)、ペプ
ロマイシン、ポトフィロマイシン(potfiromycin)、ピューロマイシン、ケラマイシン(que
lamycin)、ロドルビシン(rodorubicin)、ストレプトニグリン、ストレプトゾシン、ツベ
ルシジン(tubercidin)、ウベニメクス、ジノスタチン(zinostatin)、ゾルビシン(zorubic
in)；代謝拮抗剤、例えばメトトレキセート、ゲムシタビン(ＧＥＭＺＡＲ(登録商標))、
テガフール(ＵＦＴＯＲＡＬ(登録商標))、カペシタビン(ＸＥＬＯＤＡ(登録商標))、エポ
チロン及び５-フルオロウラシル(５-ＦＵ)；葉酸アナログ、例えばデノプテリン(denopte
rin)、メトトレキセート、プテロプテリン(pteropterin)、トリメトレキセート(trimetre
xate)；プリンアナログ、例えばフルダラビン(fludarabine)、６-メルカプトプリン、チ
アミプリン、チオグアニン；ピリミジンアナログ、例えばアンシタビン、アザシチジン(a
zacitidine)、６-アザウリジン(azauridine)、カルモフール、シタラビン、ジデオキシウ
リジン、ドキシフルリジン、エノシタビン(enocitabine)、フロキシウリジン(floxuridin
e)；アンドロゲン類、例えばカルステロン(calusterone)、プロピオン酸ドロモスタノロ
ン、エピチオスタノール、メピチオスタン、テストラクトン(testolactone)；抗副腎剤、
例えばアミノグルテチミド、ミトタン、トリロスタン；葉酸リプレニッシャー(replenish
er)、例えばフロリン酸(frolinic acid)；アセグラトン；アルドホスファミドグリコシド
；アミノレブリン酸；エニルウラシル；アムサクリン(amsacrine)；ベストラブシル(best
rabucil)；ビサントレン(bisantrene)；エダトラキセート(edatraxate)；デフォファミン
(defofamine)；デメコルシン(demecolcine)；ジアジコン(diaziquone)；エルフォルニチ
ン(elfornithine)；酢酸エリプチニウム(elliptinium)；エポチロン(epothilone)；エト
グルシド(etoglucid)；硝酸ガリウム；ヒドロキシ尿素；レンチナン；ロニダミン(lonida
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inine)；メイタンシノイド(maytansinoid)類、例えばメイタンシン(maytansine)及びアン
サミトシン(ansamitocine)；ミトグアゾン(mitoguazone)；ミトキサントロン；モピダモ
ール(mopidanmol)；ニトラクリン(nitracrine)；ペントスタチン；フェナメット(phename
t)；ピラルビシン；ロソキサントロン；２-エチルヒドラジド；プロカルバジン；ＰＳＫ(
登録商標)多糖複合体(JHS Natural Products, Eugene, OR)；ラゾキサン(razoxane)；リ
ゾキシン；シゾフィラン；スピロゲルマニウム(spirogermanium)；テニュアゾン酸(tenua
zonic acid)；トリアジコン(triaziquone)；２,２',２''-トリクロロトリエチルアミン；
トリコテセン類(特にＴ-２毒素、ベラクリン(verracurin)Ａ、ロリジン(roridine)Ａ及び
アングイジン(anguidine))；ウレタン；ビンデシン(ＥＬＩＤＩＳＩＮＥ(登録商標)、Ｆ
ＩＬＤＥＳＩＮ(登録商標))；ダカルバジン；マンノムスチン(mannomustine)；ミトブロ
ニトール；ミトラクトール(mitolactol)；ピポブロマン(pipobroman)；ガシトシン(gacyt
osine)；アラビノシド(「Ａｒａ-Ｃ」)；チオテパ；タキソイド、例えばパクリタキセル(
ＴＡＸＯＬ(登録商標))、パクリタキセルのアルブミン操作ナノ粒子製剤(ＡＢＲＡＸＡＮ
ＥＴＭ)およびドセタキセル(ＴＡＸＯＴＥＲＥ(登録商標))；クロランブシル；６-チオグ
アニン；メルカプトプリン；メトトレキセート；プラチナ薬剤、例えばシスプラチン、オ
キサリプラチン(例えばＥＬＯＸＡＴＩＮ(登録商標))及びカルボプラチン；チューブリン
重合が微小管を形成するのを妨げるビンカ、例えばビンブラスチン(ＶＥＬＢＡＮ(登録商
標))、ビンクリスチン(ＯＮＣＯＶＩＮ(登録商標))、ビンデシン(ＥＬＤＩＳＩＮＥ(登録
商標)、ＦＩＬＤＥＳＩＮ(登録商標))およびビノレルビン(ＮＡＶＥＬＢＩＮＥ(登録商標
))；エトポシド(ＶＰ-１６)；イホスファミド；マイトキサントロン；ロイコボリン；ノ
バントロン(novantrone)；エダトレキセート；ダウノマイシン；アミノプテリン；イバン
ドロナート(ibandronate)；トポイソメラーゼ阻害剤ＲＦＳ２０００；ジフルオロメチロ
ールニチン(ＤＭＦＯ)；レチノイン酸などのレチノイド、例えばベキサロテン(ＴＡＲＧ
ＲＥＴＩＮ(登録商標))；ビスホスホネート、例えばクロドロネート(例えばＢＯＮＥＦＯ
Ｓ(登録商標)又はＯＳＴＡＣ(登録商標))、エチドロン酸(ＤＩＤＲＯＣＡＬ(登録商標))
、ＮＥ－５８０９５、ゾレドロン酸／ゾレドロネート(ＺＯＭＥＴＡ(登録商標))、アレン
ドロネート(ＦＯＳＡＭＡＸ(登録商標))、パミドロン酸(ＡＲＥＤＩＡ(登録商標))、チル
ドロネート(ＳＫＥＬＩＤ(登録商標))、又はリセドロネート(ＡＣＴＯＮＥＬ(登録商標))
；トロキサシタビン(１,３-ジオキソランヌクレオシドシトシン類似体)；アンチセンスオ
リゴヌクレオチド、特に異常な細胞増殖に関係するシグナル伝達経路における遺伝子の発
現を阻害するもの、例えばＰＫＣ－α、Ｒａｆ、Ｈ－Ｒａｓおよび上皮増殖因子レセプタ
ー(ＥＧＦ-Ｒ)；ワクチン、例えばＴＨＥＲＡＴＯＰＥ(登録商標)ワクチンおよび遺伝子
治療ワクチン、例えばＡＬＬＯＶＥＣＴＩＮ(登録商標)ワクチン、ＬＥＵＶＥＣＴＩＮ(
登録商標)ワクチンおよびＶＡＸＩＤ(登録商標)ワクチン；トポイソメラーゼ１インヒビ
ター(例えばＬＵＲＴＯＴＥＣＡＮ(登録商標))；ｒｍＲＨ(例えばＡＢＡＲＥＬＩＸ(登録
商標))；ＢＡＹ４３９００６(ソラフェニブ；Bayer)；ＳＵ-１１２４８(スニチニブ、Ｓ
ＵＴＥＮＴ(登録商標)、Pfizer)；ペリホシン、ＣＯＸ-２インヒビター(例えばセレコキ
シブ又はエトリコキシブ)、プロテオゾームインヒビター(例えばＰＳ３４１)；ボルテゾ
ミブ(ＶＥＬＣＡＤＥ(登録商標))；ＣＣＩ-７７９；ティピファニブ(Ｒ１１５７７)；オ
ラフェニブ(orafenib)、ＡＢＴ５１０；ＢＣＬ-２インヒビター、例えばオブリメルセン
ナトリウム(ＧＥＮＡＳＥＮＳＥ(登録商標))；ピクサントロン；ＥＧＦＲインヒビター(
下の定義を参照)；チロシンキナーゼインヒビター(下の定義を参照)；セリン-スレオニン
キナーゼインヒビター、例えばラパマイシン(シロリムス、ＲＡＰＡＭＵＮＥ(登録商標))
；ファルネシルトランスフェラーゼインヒビター、例えばロナファーニブ(ＳＣＨ６６３
６、ＳＡＲＡＳＡＲＴＭ)；及び上述したものの薬学的に許容可能な塩類、酸類又は誘導
体、並びに、上記のうちの２つ以上の組み合わせ、例えば、ＣＨＯＰ(シクロホスファミ
ド、ドキソルビシン、ビンクリスチン、及びプレドニゾロンの併用療法の略称)、及びＦ
ＯＬＦＯＸ(５－ＦＵ及びロイコボリンと組み合わせたオキサリプラチン(ＥＬＯＸＡＴＩ
ＮＴＭ)を用いる治療計画の略称)、及び上記何れかの薬学的に許容可能な塩類、酸類又は
誘導体類；並びに上記の２以上の組合せが含まれる。
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【００５０】
　ここに定義される化学療法剤は、癌の増殖を促進しうるホルモンの効果を制御、低減、
阻止、又は阻害するように作用する「抗ホルモン剤」又は「内分泌治療剤」を含む。それ
らはホルモン自体であり得、例えば限定するものではないが：混合アゴニスト／アンタゴ
ニストプロファイルを伴う抗エストロゲン、例えばタモキシフェン(ＮＯＬＶＡＤＥＸ(登
録商標))、４－ヒドロキシタモキシフェン、トレミフェン(ＦＡＲＥＳＴＯＮ(登録商標))
、イドキシフェン、ドロロキシフェン、ラロキシフェン(ＥＶＩＳＴＡ(登録商標))、トリ
オキシフェン、ケオキシフェン、及び選択的エストロゲン受容体モジュレーター(ＳＥＲ
Ｍ)、例えばＳＥＲＭ３；アゴニスト特性をもたない純抗エストロゲン、例えばフルベス
トラント(ＦＡＳＬＯＤＥＸ(登録商標))、及びＥＭ８００(このような薬剤はエストロゲ
ン受容体(ＥＲ)二量体化を阻止、ＤＮＡ結合を阻害、ＥＲターンオーバーを増加、及び／
又はＥＲレベルを抑制しうる)；アロマターゼ阻害剤、例えばステロイド性アロマターゼ
阻害剤、例えばホルメスタン及びエキセメスタン(ＡＲＯＭＡＳＩＮＲ)、及び非ステロイ
ド性アロマターゼ阻害剤、例えばアナストラゾール(ＡＲＩＭＩＤＥＸＲ)、レトロゾール
(ＦＥＭＡＲＡ(登録商標))及びアミノグルテチミド、及び他のアロマターゼ阻害剤、例え
ばボロゾール(ＲＩＶＩＳＯＲ(登録商標))、酢酸メゲストロール(ＭＥＧＡＳＥ(登録商標
))、ファドロゾール、及び４(５)-イミダゾール；黄体形成ホルモン放出ホルモンアゴニ
スト、例えばリュープロリド(ＬＵＰＲＯＮ(登録商標)及びＥＬＩＧＡＲＤ(登録商標))、
ゴセレリン、ブセレリン、及びトリプテレリン；性ステロイド、例えばプロゲスチン、例
えば酢酸メゲストロール及び酢酸メドロキシプロゲステロン、エストロゲン、例えばジエ
チルスチルベストロール及びプレマリン、及びアンドロゲン／レチノイド、例えばフルオ
キシメステロン、全てのトランスレチノイン酸及びフェンレチニド；オナプリストン；抗
プロゲステロン；エストロゲン受容体ダウンレギュレーター(ＥＲＤ)；抗アンドロゲン、
例えばフルタミド、ニルタミド及びビカルタミド；及び上記の何れかの薬学的に許容可能
な塩、酸又は誘導体；並びに上記の二つ以上の組合せを含む。
【００５１】
　「キメラ」抗体なる用語は抗体であって、重及び／又は軽鎖の一部が特定の供給源又は
種に由来し、重及び／又は軽鎖の残りが異なる供給源又は種に由来する抗体を指す。
【００５２】
　抗体の「クラス」は、それの重鎖が持つ定常ドメイン又は定常領域のタイプを指す。５
つの主要クラスの抗体：ＩｇＡ、ＩｇＤ、ＩｇＥ、ＩｇＧ、及びＩｇＭがあり、これらの
内幾つかはサブクラス(アイソタイプ)、例えばＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、ＩｇＧ４

、ＩｇＡ１、及びＩｇＡ２に更に分けられ得る。異なるクラスの免疫グロブリンに対応す
る重鎖定常ドメインはそれぞれα、δ、ε、γ、及びμと呼ばれる。
【００５３】
　「細胞分裂阻害剤」なる用語は、インビトロ又はインビボで細胞の増殖を停止させる化
合物又は組成物を指す。従って、細胞分裂阻害剤はＳ期における細胞のパーセンテージを
有意に低減されるものでありうる。細胞分裂阻害剤の更なる例は、Ｇ０／Ｇ１停止又はＭ
－期停止を誘導することによって細胞周期進行を阻止する薬剤を含む。ヒト化抗Ｈｅｒ２
抗体トラスツズマブ(ＨＥＲＣＥＰＴＩＮ(登録商標))はＧ０／Ｇ１停止を誘導する細胞分
裂阻害剤の例である。古典的Ｍ－期ブロッカーは、ビンカ(ビンクリスチン及びビンブラ
スチン)、タキサン、及びトポイソメラーゼＩＩ阻害剤、例えばドキソルビシン、エピル
ビシン、ダウノルビシン、エトポシド、及びブレオマイシンを含む。Ｇ１を停止させる特
定の薬剤はＳ－期停止にも波及し得、例えばＤＮＡアルキル化剤、例えばタモキシフェン
、プレドニゾン、ダカルバジン, メクロレタミン, シスプラチン, メトトレキサート、５
-フルオロウラシル、及びａｒａ-Ｃがある。更なる情報は、Mendelsohn and Israel, eds
., The Molecular Basis of Cancer, Chapter 1, entitled "Cell cycle regulation, on
cogenes, and antineoplastic drugs" by Murakami et al. (W.B. Saunders, Philadelph
ia, 1995), e.g., p. 13に見出される。タキサン(パクリタキセル及びドセタキセル)は、
双方ともイチイ(yew tree)に由来する抗癌剤である。ヨーロッパイチイに由来するドセタ
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キセル(TAXOTERER, Rhone-Poulenc Rorer)は、パクリタキセル(ＴＡＸＯＬ(登録商標), B
ristol-Myers Squibb)の半合成類似体である。パクリタキセル及びドセタキセルはチュー
ブリン二量体から微小管の組立てを促進し、脱重合を防ぐことによって微小管を安定化さ
せ、細胞における有糸分裂の阻害をもたらす。
【００５４】
　ここで用いられる「細胞傷害剤」なる用語は、細胞の機能を阻害又は抑制し、及び／又
は細胞死又は破壊を生じせしめる物質を意味する。細胞傷害剤は、限定するものではない
が、放射性同位体(例えば、Ａｔ２１１、Ｉ１３１、Ｉ１２５、Ｙ９０、Ｒｅ１８６、Ｒ
ｅ１８８、Ｓｍ１５３、Ｂｉ２１２、Ｐ３２、Ｐｂ２１２及びＬｕの放射性同位体)、化
学療法剤又は薬物(例えばメトトレキセート、アドリアマイシン、ビンカアルカロイド類(
ビンクリスチン、ビンブラスチン、エトポシド)、ドキソルビシン、メルファラン、マイ
トマイシンＣ、クロラムブシル、ダウノルビシン又は他の挿入剤、増殖阻害剤；酵素及び
その断片、例えば核溶解性酵素、抗生物質、毒素、例えばその断片及び／又は変異体を含
む小分子毒素又は細菌、糸状菌、植物又は動物起源の酵素的に活性な毒素、並びに下記に
開示する種々の抗腫瘍又は抗癌剤を含む。
【００５５】
　「ＦＧＦＲ４発現、増幅、又は活性化を呈する」癌又は生物学的サンプルは、診断テス
トにおいて、ＦＧＦＲ４を発現する(過剰発現を含む)、増幅ＦＧＦＲ４遺伝子を有する、
及び／又は他にＦＧＦＲ４の活性化又はリン酸化を呈するものである。
【００５６】
　「エフェクター機能」は、抗体のＦｃ領域に起因するそれらの生物学的活性を指し、抗
体アイソタイプによって異なる。抗体エフェクター機能の例は：Ｃ１ｑ結合及び補体依存
性細胞傷害(ＣＤＣ)；Ｆｃ受容体結合；抗体依存性細胞傷害(ＡＤＣＣ)；食作用；細胞表
面受容体(例えばＢ細胞受容体)のダウンレギュレーション；及びＢ細胞活性化を含む。
【００５７】
　「有効量」の薬剤、例えば薬学的製剤は、所望の治療的又は予防的結果を達成するため
に、必要な投与量及び期間での有効な量を指す。
【００５８】
　ここでは「Ｆｃ領域」なる用語は、少なくとも定常領域の一部を有する免疫グロブリン
重鎖のＣ-末端領域を定義するために使用される。用語は、天然配列Ｆｃ領域及び変異体
Ｆｃ領域を含む。一実施態様では、ヒトＩｇＧ重鎖Ｆｃ領域はＣｙｓ２２６から、又はＰ
ｒｏ２３０から、重鎖のカルボキシル末端まで伸展する。しかしながら、Ｆｃ領域のＣ-
末端リジン(Ｌｙｓ４４７)は存在する場合もあればしない場合もある。ここで別段に示さ
ない限り、Ｆｃ領域又は定常領域におけるアミノ酸残基の番号付けは、Kabat et al., Se
quences of Proteins of Immunological Interest, 5th Ed. Public Health Service, Na
tional Institutes of Health, Bethesda, MD, 1991に記載されるＥＵインデックスとも
呼ばれるＥＵ番号付けシステムに従う。
【００５９】
　「フレームワーク」又は「ＦＲ」は、超可変領域(ＨＶＲ)残基以外の可変ドメイン残基
を指す。可変ドメインのＦＲは、４つのＦＲドメイン：ＦＲ１、ＦＲ２、ＦＲ３、及びＦ
Ｒ４から一般的に成る。従って、ＨＶＲ及びＦＲ配列は一般的に次の配列ＶＨ(又はＶＬ)
：ＦＲ１-Ｈ１(Ｌ１)-ＦＲ２-Ｈ２(Ｌ２)-ＦＲ３-Ｈ３(Ｌ３)-ＦＲ４において見られる。
【００６０】
　「完全長抗体」、「インタクトな抗体」、及び「全体抗体」なる用語は、ここでは互換
的に使用され、天然抗体構造に実質的に類似した構造を有するか、又はここに定義される
Fc領域を有する重鎖を有する抗体を指す。
【００６１】
　「宿主細胞」、「宿主細胞株」、及び「宿主細胞培養物」なる用語は互換的に使用され
、外因性核酸が導入された細胞を指し、このような細胞の子孫を含む。宿主細胞は「形質
転換体」及び「形質転換細胞」を含み、これは継代の回数に関係なく一次形質転換細胞及
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びそれに由来する子孫を含む。子孫は核酸内容において親細胞と完全に同一でなくてもよ
く、変異を含みうる。最初に形質転換された細胞についてスクリーニング又は選択された
のと同じ機能又は生物学的活性を有する変異体子孫がここに含まれる。
【００６２】
　「ヒト抗体」は、ヒト又はヒト細胞から生産されるか又はヒト抗体レパートリー又は他
のヒト抗体-コード配列を利用する非ヒト供給源から得られる抗体のものに対応するアミ
ノ酸配列を持つものである。ヒト抗体のこの定義は非ヒト抗原結合残基を含んでなるヒト
化抗体を特異的に除外する。
【００６３】
　「ヒトコンセンサスフレームワーク」は、ヒト免疫グロブリンＶＬ又はＶＨフレームワ
ーク配列の選別において最も一般的に生じるアミノ酸残基を表すフレームワークである。
一般に、ヒト免疫グロブリンＶＬ又はＶＨ配列は、可変ドメイン配列のサブグループから
選別する。一般に、配列のサブグループはKabat et al., Sequences of Proteins of Imm
unological Interest, Fifth Edition, NIH Publication 91-3242, Bethesda MD (1991),
 vols. 1-3におけるようなサブグループである。一実施態様では、ＶＬについて、サブグ
ループはKabat等におけるようなサブグループκＩである。一実施態様では、ＶＨについ
て、サブグループは上掲のKabat等におけるようなサブグループＩＩＩである。
【００６４】
　「ヒト化」抗体は、非ヒトＨＶＲからのアミノ酸残基及びヒト　ＦＲからのアミノ酸残
基を含んでなるキメラ抗体を指す。ある実施態様では、ヒト化抗体は実質的には全ての少
なくとも一つ、典型的には２つの可変ドメインを含み、全て又は実質的には全てのＨＶＲ
　(例えばＣＤＲ)は非ヒト抗体のものに態様し、全て又は又は実質的には全てのＦＲはヒ
ト抗体のものに対応する。ヒト化抗体は場合によっては、ヒト抗体由来の抗体定常領域の
少なくとも一部を含みうる。抗体の「ヒト化形態」、例えば非ヒト抗体は、ヒト化を経た
抗体を指す。
【００６５】
　「超可変領域」又は「ＨＶＲ」なる用語は、ここで使用される場合、配列において超可
変であるか及び／又は構造的に定義されたループ(「超可変ループ」)を形成する抗体可変
ドメインの領域の各々を指す。一般的に、天然の４鎖抗体は６つのＨＶＲ；３つはＶＨ(
Ｈ１、Ｈ２、Ｈ３)であり、３つはＶＬ(Ｌ１、Ｌ２、Ｌ３)を含む。ＨＶＲは一般的に超
可変ループから及び／又は「相補性決定領域」(ＣＤＲ)からのアミノ酸残基を含み、後者
は最も高い配列可変性のものであるか及び／又は抗原認識に関与する。例示的な超可変ル
ープは、アミノ酸残基２６－３２(Ｌ１)、５０－５２(Ｌ２)、９１－９６(Ｌ３)、２６－
３２(Ｈ１)、５３－５５(Ｈ２)、及び９６－１０１(Ｈ３)で生じる。(Chothia and Lesk,
 J. Mol. Biol. 196:901-917 (1987))。例示的なＣＤＲ(ＣＤＲ－Ｌ１、ＣＤＲ－Ｌ２、
ＣＤＲ－Ｌ３、ＣＤＲ－Ｈ１、ＣＤＲ－Ｈ２、及びＣＤＲ－Ｈ３)はアミノ酸残基Ｌ１の
２４－３４、Ｌ２の５０－５６、Ｌ３の８９－９７、Ｈ１の３１－３５Ｂ、Ｈ２の５０－
６５、及びＨ３の９５－１０２で生じる。(Kabat et al., Sequences of Proteins of Im
munological Interest, 5th Ed. Public Health Service, National Institutes of Heal
th, Bethesda, MD (1991))。ＶＨにおけるＣＤＲ１を除き、ＣＤＲは一般的に超可変ルー
プからのアミノ酸残基を含む。ＣＤＲはまた「特異性決定領域」又は「ＳＤＲ」を含み、
これは抗原に接触する残基である。ＳＤＲはabbreviated-ＣＤＲ、又はａ－ＣＤＲと呼ば
れるＣＤＲの領域内に含まれる。例示的なａ－ＣＤＲ(ａ－ＣＤＲ－Ｌ１、ａ－ＣＤＲ－
Ｌ２、ａ－ＣＤＲ－Ｌ３、ａ－ＣＤＲ－Ｈ１、ａ－ＣＤＲ－Ｈ２、及びａ－ＣＤＲ－Ｈ３
)はアミノ酸残基３１－３４(Ｌ１)、５０－５５(Ｌ２)、８９－９６(Ｌ３)、３１－３５
Ｂ(Ｈ１)、５０－５８(Ｈ２)、及び９５－１０２(Ｈ３)で生じる。(Almagro and Fransso
n, Front. Biosci.　13:1619-1633 (2008)を参照)。別段の記載がある場合を除き、ＨＶ
Ｒ残基及び可変ドメインにおける他の残基(例えばＦＲ残基)はここでは上掲のKabat et a
l.に従って番号付けされる。
【００６６】
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　「イムノコンジュゲート」は、限定するものではないが細胞傷害剤を含む一又は複数の
異種性分子にコンジュゲートされた抗体である。
【００６７】
　「個体」又は「被験体」は哺乳類である。哺乳類は、限定するものではないが、家畜動
物(例えばウシ、ヒツジ、ネコ、イヌ、及びウマ)、霊長類(例えばヒト及び非ヒト霊長類
、例えばサル)、ウサギ、及びげっ歯類(例えばマウス及びラット)を含む。ある実施態様
では、個体又は被験体はヒトである。
【００６８】
「細胞成長又は増殖を阻害する」とは、細胞の成長又は増殖を少なくとも１０％、２０％
、３０％、４０％、５０％、６０％、７０％、８０％、９０％、９５％、又は１００％低
下させることを意味し、細胞死の誘導を含む。
【００６９】
　「単離された」抗体は、その自然環境の構成要素から切り離されたものである。
幾つかの実施態様では、例えば、抗体は95%を超えるまたは99%まで純度を純化される。そ
して、電気泳動的である(例えばSDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動、等電点電気泳動(
IEF)、キャピラリー電気泳動法)かまたはクロマトグラフィである(例えばイオン交換また
は逆位相HPLC)。抗体純度の評価のための方法の再調査のために、Flatman et al., J. Ch
romatogr. B 848:79-87 (2007)を参照のこと。
【００７０】
　「単離された」核酸は、その自然環境の構成要素から切り離された核酸分子に関連する
。単離された核酸は通常核酸分子を含む細胞に含まれる核酸分子を含む、しかし、核酸分
子は外部染色体的にまたはその自然染色体場所と異なる染色体場所である。
【００７１】
　「抗ＦＧＦＲ４ 抗体をコード化している単離された核酸」は抗体重鎖および軽鎖(また
はそれの断片)をコード化している一つ以上の核酸分子に関連する。そして、宿主細胞の
一つ以上の場所に存在するこの種の核酸分子及び、この種の核酸分子を単一のベクトルま
たは別々のベクトルに含む。
【００７２】
　本願明細書において使われるように、本発明の抗体に関する「全くかほとんど結合しな
い」なるフレーズは抗体が締め具の生物学上意味がある量を示さないことを意味しない。
従来技術において理解されるように、活性の量は量的にまたは質的に、参照相対物及び本
発明の抗体の間の比較がされることができるくらい長く決定されることができる。活性は
測定されることができるかまたは従来技術において公知のいかなる分析もまたはテクニッ
クに従って検出されることができる。そして、例えば、本願明細書において記載されてい
るそれらを含む。その参照相対物及び本発明の抗体のための活性の量は、平行したか別々
の実行において決定されることができる。
【００７３】
　「モノクローナル抗体」なる用語は本願明細書において使用する、すなわち、実質的に
均一な抗体の人口から得られた抗体に照会する、人口から成る個々の抗体は同一でおよび
／または例えば、可能な異型抗体を除いて、同じエピトープを結合する。そして、自然に
起こっている突然変異を含むかまたは単クローン抗体準備の製造の間、起こる。そして、
この種の異型が一般に軽微な総計に存在する。ポリクロナール抗体試薬(概して、異なる
決定要素(エピトープ)に向けられる異なる抗体を含む)とは対照的に、単クローン抗体準
備の各々の単クローン抗体を、テスト上の単一の決定要素にあてる。このように、修飾子
「モノクローナル抗体」は、抗体の実質的に均一な人口から得られるとして抗体の特徴を
示して、いかなる特定の方法にもよって抗体の生産を必要とするものとして解釈されるこ
とになっていない。例えば、ヒト免疫グロブリン遺伝子座、この種の方法および他の典型
的な方法の遺伝子導入実験動物を含んでいる全部または一部を本願明細書において記載さ
れている単クローン抗体を作ることのために利用しているハイブリードーマ法、組換えＤ
ＮＡ方法、バクテリオファージ-表示方法および方法を含むがこれに限らず、本発明によ
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れば使用される単クローン抗体は、種々の技術によって作られることができる。
【００７４】
　「裸の抗体」は、異形の部分(例えば細胞毒の部分)または放射標識に接合されない抗体
に関連する。裸の抗体は、製薬製剤に存在してもよい。
【００７５】
　「天然の抗体」は、構造を変化させることに関する自然に起こっている免疫グロブリン
分子に関連する。例えば、自国のＩｇＧ抗体は約１５０，０００のダルトンのヘテロ四分
割のグリコプロテインである。そして、ジスルフィド保税倉庫留め置きである２つの同一
のＨ鎖及び２つの同一のＬ鎖から成る。Ｎ－からＣ末端まで、各々のＨ鎖は可変部(ＶＨ)
を有する。そして、また、可変的な重い領域またはＨ鎖可変ドメインと呼ばれている。そ
して、３つの不変領域(ＣＨ１、ＣＨ２およびＣＨ３)が続く。同様に、Ｎ－からＣ末端ま
で、各々のＬ鎖は可変部(ＶＬ)を有する。そして、また、可変的な明るい領域またはＬ鎖
可変ドメインと呼ばれている。そして、恒常的な明るい(ＣＬ)領域が続く。抗体のＬ鎖は
、２つのタイプ(その不変領域のアミノ酸配列に基づいて、ラムダ(λ)及びカッパ(κ)と
呼ばれている)のうちの１つに割り当てられることができる。
【００７６】
　「パッケージ挿入物」なる用語は、慣習的に、治療的な製品(この種の治療的な製品の
使用法に関して徴候、使用、投薬量、管理、複合治療、禁忌および／または警告に関する
情報を含む)の市販パッケージに含まれる指示に関連するために用いる。
【００７７】
　参照ポリペプチド配列に関する「パーセント(％)アミノ酸配列同一性」とは、配列を整
列させ、最大のパーセント配列同一性を達成するために必要ならば間隙を導入し、如何な
る保存的置換も配列同一性の一部と考えないとした後の、参照ポリペプチド配列のアミノ
酸残基と同一である候補配列中のアミノ酸残基のパーセントとして定義される。パーセン
トアミノ酸配列同一性を決定する目的のためのアラインメントは、当業者の技量の範囲に
ある種々の方法、例えばＢＬＡＳＴ、ＢＬＡＳＴ-２、ＡＬＩＧＮ、又はＭｅｇａｌｉｇ
ｎ(ＤＮＡＳＴＡＲ)ソフトウエアのような公に入手可能なコンピュータソフトウエアを使
用することにより達成可能である。当業者であれば、比較される配列の完全長に対して最
大のアラインメントを達成するために必要な任意のアルゴリズムを含む、配列のアライン
メントのための適切なパラメータを決定することができる。しかし、ここでの目的のため
には、％アミノ酸配列同一性値は、配列比較コンピュータプログラムＡＬＩＧＮ-２を使
用することによって得られる。ＡＬＩＧＮ-２配列比較コンピュータプログラムはジェネ
ンテック社によって著作され、そのソースコードは米国著作権庁(ワシントン D.C.，2055
9)に使用者用書類と共に提出され、米国著作権登録番号ＴＸＵ５１００８７の下で登録さ
れている。ＡＬＩＧＮ-２プログラムはジェネンテック社(サウスサンフランシスコ, カリ
フォルニア)から公的に入手可能であり、又はソースコードからコンパイルされうる。Ａ
ＬＩＧＮ-２プログラムは、ＵＮＩＸ(登録商標)オペレーティングシステム、好ましくは
デジタルＵＮＩＸ(登録商標)Ｖ４．０Ｄでの使用のためにコンパイルされなければならな
い。全ての配列比較パラメータは、ＡＬＩＧＮ-２プログラムによって設定され、変動し
ない。
【００７８】
　アミノ酸配列比較にＡＬＩＧＮ-２が用いられる状況では、与えられたアミノ酸配列Ａ
の、与えられたアミノ酸配列Ｂへの、それとの、又はそれに対する％アミノ酸配列同一性
(あるいは、与えられたアミノ酸配列Ｂへの、それとの、又はそれに対するある程度の％
アミノ酸配列同一性を持つ又は含む与えられたアミノ酸配列Ａと言うこともできる)は次
のように計算される：
　　　分率Ｘ／Ｙの１００倍
ここで、Ｘは配列アラインメントプログラムＡＬＩＧＮ-２のＡ及びＢのプログラムアラ
インメントによって同一であると一致したスコアのアミノ酸残基の数であり、ＹはＢの全
アミノ酸残基数である。アミノ酸配列Ａの長さがアミノ酸配列Ｂの長さと等しくない場合
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、ＡのＢに対する％アミノ酸配列同一性は、ＢのＡに対する％アミノ酸配列同一性とは異
なることが理解されるであろう。特に断らない限りは、ここで使用される全ての％アミノ
酸配列同一性値は、ＡＬＩＧＮ-２コンピュータプログラムを用いて直ぐ上の段落に記載
されるようにして得られる。
【００７９】
　「薬学的製剤」なる用語は、有効成分の生物学的活性度ができるようにするために、効
果的であるためにその中で含むような形である、そして、製剤が投与される主題に容認で
きないほど有毒である付加的な構成要素を含まない準備に関連する。
【００８０】
　有効成分以外の、「薬学的に許容可能な担体」は製薬製剤の成分に関連する。そして、
それは被験体に対する非毒性である。薬学的に受け入れられるキャリアは、バッファ、賦
形剤、スタビライザまたは防腐剤を含むが、これに限定されるものではない。
【００８１】
　ここで使用しているように、「治療」(及びそれの文法のバリエーション(例えば「治療
」または「治療する」))は、治療されている個人の自然のコースを変える試みへの臨床介
入に関連して、予防のために臨床病理学のコースの間、実行されることができる。処理の
望ましい効果は疾患の発生または再発を予防することを含むが、これに限定されるもので
はない。そして、症状(疾患のいかなる直接的または間接的な病理学的結果もの減少)の緩
和が転移を予防する。そして、緩解または改良された予後及び、疾病状態の疾患進行、改
善または一時的緩和の率を低下させる。幾つかの実施態様では、本発明の抗体は、疾患の
発現を遅延させるかまたは疾患の進行を減速するために用いる。
【００８２】
　「腫瘍」なる用語は、全ての前癌でガン細胞および組織及び、悪性であるか良性である
にせよ、増殖及び全ての新生物形成細胞発育に関連する。本願明細書において関連される
ように、条件「癌」、「癌性」、「細胞増殖障害」、「増殖性障害」及び「腫瘍」は排他
的でない。
【００８３】
　「可変領域」又は「可変ドメイン」なる用語は、抗体をテストに結合することに関係し
ている重い抗体またはＬ鎖の領域に関連する。3つの高度変異部(HVRs)及び4つの保全され
たフレームワーク地方(FRs)から成る各々の領域については、天然の抗体のＬ鎖(VL及びVH
、それぞれ)及びＨ鎖の可変ドメインは、一般に類似した構造を有する。(Kindt et al. K
uby Immunology, 6th ed., W.H. Freeman and Co., page 91 (2007)を参照)単一のVHまた
はVL領域は、テスト結合性特異性を与えるのに十分でもよい。さらにまた、特定のテスト
を結合する抗体は、それぞれ、補完的なVLまたはVH領域のライブラリを放送するためにテ
ストを結合する抗体からVHまたはVL領域を使用して分離されることができる。Portolano 
et al., J. Immunol. 150:880-887 (1993); Clarkson et al., Nature 352:624-628 (199
1)を参照。
【００８４】
　本願明細書において使われるように、「ベクトル」なる用語ははそれが連結される他の
核酸を伝播することができる核酸分子に関連する。項は、それが導かれた宿主細胞のゲノ
ムに組み込まれるベクトルと同様に、自己再生する核酸構造としてベクトルを含む。特定
のベクトルは、それらが有効に連結される核酸の表現度を導くことができる。この種のベ
クトルは、本明細書において、「発現ベクトルと称される。」
【００８５】
　「ＶＨサブグループＩＩＩコンセンサスフレームワーク」は、Kabat et al.の可変重サ
ブグループＩＩＩのアミノ酸配列から得られるコンセンサス配列を含む。一実施態様では
、ＶＨ　サブグループＩＩＩコンセンサスフレームワーアミノ酸配列は、次の配列：ＥＶ
ＱＬＶＥＳＧＧＧＬＶＱＰＧＧＳＬＲＬＳＣＡＡＳ(配列番号：１３)－Ｈ１－ＷＶＲＱＡ
ＰＧＫＧＬＥＷＶ(配列番号：１４)－Ｈ２－ＲＦＴＩＳＲＤＮＳＫＮＴＬＹＬＱＭＮＳＬ
ＲＡＥＤＴＡＶＹＹＣ(配列番号：１５)－Ｈ３－ＷＧＱＧＴＬＶＴＶＳＳ(配列番号：１
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６)の各々の少なくとも一部又は全てを含む。
【００８６】
　「ＶＬサブグループＩコンセンサスフレームワーク」は、Kabat et alの可変軽カッパ
サブグループＩにおけるアミノ酸配列から得られるコンセンサス配列を含む。一実施態様
では、ＶＨサブグループＩコンセンサスフレームワーアミノ酸配列は次の配列：
ＤＩＱＭＴＱＳＰＳＳＬＳＡＳＶＧＤＲＶＴＩＴＣ(配列番号：２８)－Ｌ１－ＷＹＱＱＫ
ＰＧＫＡＰＫＬＬＩＹ(配列番号：２９)－Ｌ２－ＧＶＰＳＲＦＳＧＳＧＳＧＴＤＦＴＬＴ
ＩＳＳＬＱＰＥＤＦＡＴＹＹＣ(配列番号：３０)－Ｌ３－ＦＧＱＧＴＫＶＥＩＫ(配列番
号：３１)の各々の一部又は全てを含む。
【００８７】
　「消耗性」障害なる用語は(例えば消耗性症候群、悪液質、サルコペニア)は、望まない
及び／又は不健康な体重の減少又は体細胞量の減少を指す。高齢者並びにＡＩＤＳ及び癌
患者では、消耗性疾患は、脂肪及び除脂肪区画の双方を含む望まない体重の減少をもたら
しうる。消耗性疾患は、疾病及び／又は老化過程に関連する不十分な食品の摂取及び／又
は代謝性変化から生じうる。癌患者及びＡＩＤＳ患者、並びに広範囲の手術後又は慢性感
染症、免疫疾患、甲状腺機能亢進症、クローン病、心因性疾患、慢性心不全又は他の重症
な外傷を有する患者はしばしば、悪液質、代謝性及び時に摂食障害とも呼ばれる消耗性障
害を患う。悪液質はまた代謝亢進及び異化亢進によって特徴づけられる。悪液質及び消耗
性疾患は消耗性状態を指すのにしばしば互換的に用いられるが、除脂肪体重、特に体細胞
量の減少として消耗症候群から悪液質を区別する少なくとも一体の研究がある (Mayer, 1
999, J. Nutr. 129(1S Suppl.):256S-259S)。加齢個体に影響するまた別のこのような障
害であるサルコペニアは、筋量の減少によって典型的に特徴づけられる。上記の末期消耗
性疾患は悪液質又はサルコペニアを患っている個体において発生しうる。
【００８８】
ＩＩ．組成物及び方法
　一態様では、発明は一部には、様々なＦＧＦＲ４結合剤(例えば抗体及びその断片)の同
定に基づく。ある実施態様では、ＦＧＦＲ４に結合する抗体が提供される。発明の抗体は
、例えば癌、肝臓疾患、及び消耗の診断又は治療に有用である。
【００８９】
Ａ．例示的な抗ＦＧＦＲ４抗体
一態様では、発明はＦＧＦＲ４に結合する単離された抗体を提供する。
【００９０】
　ある実施態様では、抗ＦＧＦＲ４抗体は≦１ｎＭの親和性でヒトＦＧＦＲ４に結合する
。幾つかの実施態様では、抗ＦＧＦＲ４抗体は≦０．０５ｎＭの親和性でヒトＦＧＦＲ４
に結合する。
【００９１】
　ある実施態様では、抗ＦＧＦＲ４抗体は≦１ｎＭの親和性でマウスＦＧＦＲ４に結合す
る。
【００９２】
　ある実施態様では、抗ＦＧＦＲ４抗体は≦１ｎＭの親和性でカニクイザルＦＧＦＲ４に
結合する。
【００９３】
　ある実施態様では、抗ＦＧＦＲ４抗体は≦１ｎＭの親和性でヒト、マウス及びカニクイ
ザルＦＧＦＲ４に結合する。
【００９４】
　ある実施態様では、抗ＦＧＦＲ４抗体はヒトＦＧＦＲ１、ヒトＦＧＦＲ２及び／又はヒ
トＦＧＦＲ３に実質的に結合しない。ある実施態様では、抗ＦＧＦＲ４抗体はヒトＦＧＦ
Ｒ１、ヒトＦＧＦＲ２及び／又はヒトＦＧＦＲ３にほとんどあるいは全く結合を示さない
。
【００９５】
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　ある実施態様では、抗ＦＧＦＲ４抗体はマウスＣ３タンパク質(幾つかの実施態様では
、図１２Ｄに示すアミノ酸配列を有するマウスＣ３タンパク質)に実質的に結合しない。
ある実施態様では、抗ＦＧＦＲ４抗体はマウスＣ３タンパク質(幾つかの実施態様では、
図１２Ｄに示すアミノ酸配列を有するマウスＣ３タンパク質)にほとんどあるいは全く結
合を示さない。
【００９６】
　ある実施態様では、抗ＦＧＦＲ４抗体はヒト化抗ＦＧＦＲ４抗体であり、ヒトＦＧＦＲ
４への抗体の一価の親和性は、それぞれ配列番号：８及び７に記載される軽鎖及び重鎖可
変配列を含んでなるマウス抗体の一価の親和性と実質的に同じである。幾つかの実施態様
では、抗ＦＧＦＲ４抗体はヒト化及び親和性成熟抗体である。
【００９７】
　ある実施態様では抗ＦＧＦＲ４抗体はＦＧＦＲ４活性のアンタゴニストである。
【００９８】
　ある実施態様では、抗ＦＧＦＲ４抗体はＦＧＦＲ４へのＦＧＦ結合を阻害する。幾つか
の実施態様では、ＦＧＦＲ４へのＦＧＦ１及び／又はＦＧＦ１９結合が阻害される。幾つ
かの実施態様では、ＦＧＦＲ４へのＦＧＦ１結合の阻害のＩＣ５０は約０．１０ｎＭであ
る。幾つかの実施態様では、ＦＧＦＲ４へのＦＧＦ１９結合の阻害のＩＣ５０は約０．１
０ｎＭである。
【００９９】
　ある実施態様では、抗ＦＧＦＲ４抗体は細胞増殖を阻害する。幾つかの実施態様では、
増殖はＦＧＦ－誘導細胞増殖である。幾つかの実施態様では、細胞増殖はＢＡＦ３／ＦＧ
ＦＲ４トランスジェニック細胞増殖である。
【０１００】
　ある実施態様では、抗ＦＧＦＲ４抗体はＦＧＦＲ４を発現する細胞のＦＧＦ(例えばＦ
ＧＦ１)刺激増殖を阻害する。幾つかの実施態様では、細胞はＨＵＨ７細胞である。
ある実施態様では、抗ＦＧＦＲ４抗体は、ＦＧＦ１９に曝露された細胞におけるＣＹＰ７
α７発現のＦＧＦ１９－媒介阻害を阻害する。
【０１０１】
　ある実施態様では、抗ＦＧＦＲ４抗体は、ＦＧＦ１９に曝露された細胞におけるＦＧＦ
Ｒ４、ＭＡＰＫ、ＦＲＳ２及び／又はＥＲＫ２のＦＧＦ１９－誘導リン酸化を阻害する。
【０１０２】
　ある実施態様では、抗ＦＧＦＲ４抗体はＦＧＦ１９－誘導コロニー形成を阻害する。幾
つかの実施態様では、コロニー形成はＨＣＣ細胞株コロニー形成である。幾つかの実施態
様では、ＨＣＣ細胞株はＪＨＨ５である。
【０１０３】
　ある実施態様では、抗ＦＧＦＲ４抗体は変性ＦＧＦＲ４に結合する。幾つかの実施態様
では、抗ＦＧＦＲ４抗体は還元、変性ＦＧＦＲ４に結合する。幾つかの実施態様では、還
元、変性ＦＧＦＲ４の結合はウエスタンブロットを使用してアッセイされる。
【０１０４】
　ある実施態様では、抗ＦＧＦＲ４抗体は細胞表面で発現されたＦＧＦＲ４に結合する。
幾つかの実施態様では、細胞はＨＵＨ７又はＪＨＨ５細胞である。
【０１０５】
　ある実施態様では、抗ＦＧＦＲ４抗体はＧ１６５Ａ変異を含んでなるヒトＦＧＦＲ４に
実質的に結合しない。ある実施態様では、抗ＦＧＦＲ４抗体はＧ１６５Ａ変異を含んでな
るヒトＦＧＦＲ４にほとんどあるいは全く結合しない。
【０１０６】
　ある実施態様では、抗ＦＧＦＲ４抗体は、アミノ酸番号１５０～１７０の成熟ヒトＦＧ
ＦＲ４アミノ酸配列を含んでなる、から基本的に成る又はから成るポリペプチドに結合す
る。ある実施態様では、抗ＦＧＦＲ４抗体はアミノ酸番号１４５～１８０の成熟ヒトＦＧ
ＦＲ４アミノ酸配列を含んでなる、から基本的に成る又はから成るポリペプチドに結合す
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る。
【０１０７】
　ある実施態様では、抗ＦＧＦＲ４抗体はアミノ酸番号１５０～１７０の成熟ヒトＦＧＦ
Ｒ４アミノ酸配列を含んでなる、から基本的に成る又はから成る配列と少なくとも７０％
，８０％，９０％，９５％，９８％の配列同一性又は類似性を有するポリペプチドに結合
する。ある実施態様では、抗ＦＧＦＲ４抗体はアミノ酸番号１４５－１８０の成熟ヒトＦ
ＧＦＲ４アミノ酸配列を含んでなる、から基本的に成る又はから成る配列と少なくとも７
０％，８０％，９０％，９５％，９８％の配列同一性又は類似性を有するポリペプチドに
結合する。
【０１０８】
　ある実施態様では、抗ＦＧＦＲ４抗体はＦＧＦＲ４二量体化を阻害する。
【０１０９】
　ある実施態様では、抗ＦＧＦＲ４抗体はＦＧＦＲ４二量体化界面で結合する。
【０１１０】
　ある実施態様では、抗ＦＧＦＲ４抗体は腫瘍増殖を阻害する。幾つかの実施態様では、
腫瘍増殖は肝臓腫瘍増殖である。
【０１１１】
　一態様では、発明は、(ａ)ＮＨＷＭＮのアミノ酸配列(配列番号：１)を含んでなるＨＶ
Ｒ－Ｈ１；(ｂ)ＭＩＬＰＶＤＳＥＴＴＬＥＱＫＦＫＤのアミノ酸配列(配列番号：２)を含
んでなるＨＶＲ－Ｈ２；(ｃ)ＧＤＩＳＬＦＤＹのアミノ酸配列(配列番号：３)を含んでな
るＨＶＲ－Ｈ３；(ｄ)ＲＴＳＱＤＩＳＮＦＬＮのアミノ酸配列(配列番号：４)を含んでな
るＨＶＲ－Ｌ１；(ｅ)ＹＴＳＲＬＨＳのアミノ酸配列(配列番号：５)を含んでなるＨＶＲ
－Ｌ２；及び(ｆ)ＱＱＧＮＡＬＰＹＴのアミノ酸配列(配列番号：６)を含んでなるＨＶＲ
－Ｌ３から選択される少なくとも１、２、３、４、５、６のＨＶＲを含んでなる抗ＦＧＦ
Ｒ４抗体を提供する。
【０１１２】
　一態様では、発明は(ａ)配列番号：１のアミノ酸配列を含んでなるＨＶＲ－Ｈ１；(ｂ)
配列番号：２のアミノ酸配列を含んでなるＨＶＲ－Ｈ２；及び(ｃ)配列番号：３のアミノ
酸配列を含んでなるＨＶＲ－Ｈ３から選択される少なくとも１、少なくとも２、又は全３
つのＶＨ ＨＶＲ配列を含んでなる抗体を提供する。一実施態様では、抗体は、配列番号
：３のアミノ酸配列を含んでなるＨＶＲ－Ｈ３を含む。別の実施態様では、抗体は、配列
番号：３のアミノ酸配列を含んでなるＨＶＲ－Ｈ３及び配列番号：６のアミノ酸配列を含
んでなるＨＶＲ－Ｌ３を含む。更なる実施態様では、抗体は、配列番号：３のアミノ酸配
列を含んでなるＨＶＲ－Ｈ３、配列番号：６のアミノ酸配列を含んでなるＨＶＲ－Ｌ３、
及び配列番号：２のアミノ酸配列を含んでなるＨＶＲ－Ｈ２を含む。更なる実施態様では
、抗体は、(ａ)配列番号：１のアミノ酸配列を含んでなるＨＶＲ－Ｈ１；(ｂ)配列番号：
２のアミノ酸配列を含んでなるＨＶＲ－Ｈ２；及び(ｃ)配列番号：３のアミノ酸配列を含
んでなるＨＶＲ－Ｈ３を含む。
【０１１３】
　別の態様では、発明は、(ａ)配列番号：４のアミノ酸配列を含んでなるＨＶＲ－Ｌ１；
(ｂ)配列番号：５のアミノ酸配列を含んでなるＨＶＲ－Ｌ２；及び(ｃ)配列番号：６のア
ミノ酸配列を含んでなるＨＶＲ－Ｌ３から選択される少なくとも１、少なくとも２、又は
全３のＶＬ ＨＶＲ配列を含んでなる抗体を提供する。
【０１１４】
　一実施態様では、抗体は、(ａ)配列番号：４のアミノ酸配列を含んでなるＨＶＲ－Ｌ１
；(ｂ)配列番号：５のアミノ酸配列を含んでなるＨＶＲ－Ｌ２；及び(ｃ)配列番号：６の
アミノ酸配列を含んでなるＨＶＲ－Ｌ３を含む。
【０１１５】
　別の態様では、発明の抗体は、(ａ)(ｉ)配列番号：１のアミノ酸配列を含んでなるＨＶ
Ｒ－Ｈ１、(ｉｉ)配列番号：２のアミノ酸配列を含んでなるＨＶＲ－Ｈ２、及び(ｉｉｉ)
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配列番号：３から選択されるアミノ酸配列を含んでなるＨＶＲ－Ｈ３から選択される少な
くとも１、少なくとも２、又は全３つのＶＨ ＨＶＲ配列を含んでなるＶＨドメイン；及
び(ｂ)(ｉ)配列番号：４のアミノ酸配列を含んでなるＨＶＲ－Ｌ１、(ｉｉ)配列番号：５
のアミノ酸配列を含んでなるＨＶＲ－Ｌ２、及び(ｃ)配列番号：６のアミノ酸配列を含ん
でなるＨＶＲ－Ｌ３から選択される少なくとも１、少なくとも２、又は全３つのＶＬ Ｈ
ＶＲ配列を含んでなるＶＬドメインを含む。
【０１１６】
　別の態様では、発明は、(ａ)配列番号：１のアミノ酸配列を含んでなるＨＶＲ－Ｈ１；
(ｂ)配列番号：２のアミノ酸配列を含んでなるＨＶＲ－Ｈ２；(ｃ)配列番号：３のアミノ
酸配列を含んでなるＨＶＲ－Ｈ３；(ｄ)配列番号：４のアミノ酸配列を含んでなるＨＶＲ
－Ｌ１；(ｅ)配列番号：５のアミノ酸配列を含んでなるＨＶＲ－Ｌ２；及び(ｆ)　配列番
号：６から選択されるアミノ酸配列を含んでなるＨＶＲ－Ｌ３を含んでなる抗体を提供す
る。
【０１１７】
　別の態様では、抗ＦＧＦＲ４抗体は、ＥＶＱＬＶＥＳＧＧＧＬＶＱＰＧＧＳＬＲＬＳＣ
ＡＡＳＧＹＴＦＴＮＨＷＭＮＷＶＲＱＡＰＧＫＧＬＥＷＶＧＭＩＬＰＶＤＳＥＴＴＬＥＱ
ＫＦＫＤＲＦＴＩＳＡＤＴＳＫＮＴＡＹＬＱＭＮＳＬＲＡＥＤＴＡＶＹＹＣＴＲＧＤＩＳ
ＬＦＤＹＷＧＱＧＴＬＶＴＶＳＳ　(配列番号：７)のアミノ酸配列に少なくとも９０％、
９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、９９％、又は１０
０％の配列同一性を有する重鎖可変ドメイン(ＶＨ)配列を含む。
【０１１８】
　ある実施態様では、少なくとも９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９
６％、９７％、９８％、又は９９％同一性を有するＶＨ配列は、参照配列と比較して置換
(例えば、保存的置換)、挿入、又は欠失を有するが、その配列を含んでなる抗ＦＧＦＲ４
抗体はＦＧＦＲ４に結合する能力を保つ。ある実施態様では、合計で１～１０アミノ酸が
配列番号：７において置換、挿入及び／又は欠失されている。ある実施態様では、置換、
挿入又は欠失はＨＶＲ外の領域　において(すなわちＦＲにおいて)生じる。場合によって
は、抗ＦＧＦＲ４抗体は、配列番号：７におけるＶＨ配列を含み、その配列の翻訳後修飾
を含む。特定の実施態様では、(ａ)配列番号：１のアミノ酸配列を含んでなるＨＶＲ－Ｈ
１、(ｂ)配列番号：２のアミノ酸配列を含んでなるＨＶＲ－Ｈ２、及び(ｃ)配列番号：３
のアミノ酸配列を含んでなるＨＶＲ－Ｈ３から選択される１、２、又は３のＨＶＲを含む
。
【０１１９】
　別の態様では、抗ＦＧＦＲ４抗体であって、ＤＩＱＭＴＱＳＰＳＳＬＳＡＳＶＧＤＲＶ
ＴＩＴＣＲＴＳＱＤＩＳＮＦＬＮＷＹＱＱＫＰＧＫＡＦＫＩＬＩＳＹＴＳＲＬＨＳＧＶＰ
ＳＲＦＳＧＳＧＳＧＴＤＦＴＬＴＩＳＳＬＱＰＥＤＦＡＴＹＹＣＱＱＧＮＡＬＰＹＴＦＧ
ＱＧＴＫＶＥＩＫＲ(配列番号：８)のアミノ酸配列に少なくとも９０％、９１％、９２％
、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、９９％、又は１００％の配列同一
性を有する軽鎖可変ドメイン(ＶＬ)を含む抗体が提供される。
【０１２０】
　ある実施態様では、少なくとも９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９
６％、９７％、９８％、又は９９％の同一性を有するＶＬ配列は、参照配列と比較して置
換(例えば、保存的置換)、挿入、又は欠失を有するが、その配列を含んでなる抗ＦＧＦＲ
４抗体はＦＧＦＲ４に結合する能力を保つ。ある実施態様では、合計で１～１０アミノ酸
が配列番号：８において置換、挿入及び／又は欠失されている。ある実施態様では、置換
、挿入又は欠失はＨＶＲ外の領域において(すなわちＦＲにおいて)生じる。場合によって
は、抗ＦＧＦＲ４抗体は、配列番号：８におけるＶＬ配列を含み、その配列の翻訳後修飾
を含む。特定の実施態様では、ＶＬは(ａ)配列番号：４のアミノ酸配列を含んでなるＨＶ
Ｒ－Ｌ１；(ｂ)配列番号：５のアミノ酸配列を含んでなるＨＶＲ－Ｌ２；及び(ｃ)配列番
号：６のアミノ酸配列を含んでなるＨＶＲ－Ｌ３から選択される１、２又は３のＨＶＲを
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含む。
【０１２１】
　別の態様では、抗ＦＧＦＲ４抗体であって、上記の実施態様の何れかに記載のＶＨ、及
び上記の実施態様の何れかに記載のＶＬを含む抗体が提供される。一実施態様では、抗体
はそれぞれ配列番号：７及び配列番号：８におけるＶＨ及びＶＬ配列を含み、これらの配
列の翻訳後修飾を含む。
【０１２２】
　何れかの上記の実施態様では、抗ＦＧＦＲ４抗体はヒト化である。一実施態様では、抗
ＦＧＦＲ４抗体は上記の実施態様の何れかに記載のＨＶＲを含み、更にアクセプターヒト
フレームワーク、例えばヒト免疫グロブリンフレームワーク又はヒトコンセンサスフレー
ムワークを含む。発明の抗体は、何れかの好適なフレームワーク可変ドメイン配列を含む
が、ＦＧＦＲ４への結合活性が実質的に保たれているとする。例えば、幾つかの実施態様
では、発明の抗体はヒトサブグループＩＩＩ重鎖フレームワークコンセンサス配列を含む
。これらの抗体の一実施態様では、フレームワークコンセンサス配列は位置７１、７３、
及び／又は７８に置換を含む。これらの抗体の幾つかの実施態様では、位置７１はＡであ
り、７３はＴであり及び／又は７８はＡである。一実施態様では、これらの抗体は、ｈｕ
ＭＡｂ４Ｄ５-８の重鎖可変ドメインフレームワーク配列を含む(HERCEPTIN(登録商標), G
enentech, Inc., South San Francisco, CA, USA) (also referred to in U.S. Patent N
os. 6,407,213 & 5,821,337, and Lee et al., J. Mol. Biol. (2004), 340(5):1073-109
3)。一実施態様では、フレームワーク配列は次のアクセプターヒトフレームワーク：ＤＩ
ＱＭＴＱＳＰＳＳＬＳＡＳＶＧＤＲＶＴＩＴＣ(配列番号：９)－Ｌ１－ＷＹＱＱＫＰＧＫ
ＡＦＫＩＬＩＳ(配列番号：１０)－Ｌ２－ＧＶＰＳＲＦＳＧＳＧＳＧＴＤＦＴＬＴＩＳＳ
ＬＱＰＥＤＦＡＴＹＹＣ(配列番号：１１)－Ｌ３－ＦＧＱＧＴＫＶＥＩＫ(配列番号：１
２)を含む。
【０１２３】
　更なる態様では、発明はここに提供される抗ＦＧＦＲ４抗体と同じエピトープに結合す
る抗ＦＧＦＲ４抗体が提供される。例えば、ある実施態様では、配列番号：７のＶＨ配列
及び配列番号：８のＶＬ配列を含んでなる抗ＦＧＦＲ４抗体と同じエピトープに結合する
抗体が提供される。ある実施態様では、図１８に示す配列(配列番号：３９)のアミノ酸１
４５－１８０から成るＦＧＦＲ４の断片内のエピトープに結合する抗体が提供される。
【０１２４】
　更なる態様では、発明は、配列番号：７のＶＨ配列及び配列番号：８のＶＬ配列を含ん
でなる抗ＦＧＦＲ４抗体と、ヒトＦＧＦＲ４への結合について競合する抗ＦＧＦＲ４抗体
を提供する。
発明の更なる態様では、上記実施態様の何れかによる抗ＦＧＦＲ４抗体はモノクローナル
抗体であり、キメラ、ヒト化又はヒト抗体を含む。一実施態様では、抗ＦＧＦＲ４抗体は
抗体断片、例えばＦｖ、Ｆａｂ、Ｆａｂ’、ｓｃＦｖ、ダイアボディ、又はＦ(ａｂ’)２
断片である。別の実施態様では、抗体は完全長抗体、例えばインタクトなＩｇＧ１抗体又
はここに定義される他の抗体クラス又はアイソタイプである。
【０１２５】
　更なる態様では、上記実施態様の何れかによる抗体は、下のセクション１－７に記載さ
れる何れかの特性を単独で又は組合せにおいて組み込みうる。
【０１２６】
１．抗体親和性
　ある実施態様では、ここに提供される抗体は≦１μＭ、≦１００ｎＭ、≦１０ｎＭ、≦
１ｎＭ、≦０．１ｎＭ、≦０．０１ｎＭ、又は≦０．００１ｎＭ(例えば１０－８Ｍ以下
、例えば１０－８Ｍから１０－１３Ｍ、例えば１０－９Ｍから１０－１３Ｍ)の解離定数(
Ｋｄ)を有している。
【０１２７】
　一実施態様では、Ｋｄは、次のアッセイによって記載されるように、対象の抗体のＦａ
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ｂ型とその抗原を用いて実施される放射標識抗原結合アッセイ(ＲＩＡ)によって測定され
る。抗原に対するＦａｂの溶液結合親和性は、一連の力価の非標識抗原の存在下で、最小
濃度の(１２５Ｉ)標識抗原でＦａｂを均衡にし、ついで抗Ｆａｂ抗体被覆プレートで結合
抗原を捕獲することによって測定する(例えばChen等, J. Mol. Biol. 293:865-881(1999)
を参照)。アッセイ条件を確率するために、ＭＩＣＲＯＴＩＴＥＲ(登録商標)マルチウェ
ルプレート(Thermo Scientific)を５μｇ／ｍｌの５０ｍＭ炭酸ナトリウム(ｐＨ９．６)
中の捕獲抗Ｆａｂ抗体(Cappel Labs)で一晩被覆し、その後ＰＢＳ中の２％(ｗ／ｖ)のウ
シ血清アルブミンで室温(およそ２３℃)で２から５時間、ブロックする。非吸着プレート
(Nunc #269620)において、１００ｐＭ又は２６ｐＭの［１２５Ｉ］抗原を段階希釈した対
象のＦａｂと混合する(例えば、Presta等, Cancer Res. 57: 4593-4599(1997)における抗
ＶＥＧＦ抗体Ｆａｂ-１２の評価と一致する)。ついで対象のＦａｂを一晩インキュベート
する；しかし、インキュベーションは平衡状態に達したことを確認するまでより長い時間
(例えば約６５時間)継続する場合がある。その後、混合物を捕獲プレートに移し、室温で
(例えば１時間)インキュベートする。ついで、溶液を取り除き、プレートをＰＢＳ中の０
．１％ポリソルベート２０(Ｔｗｅｅｎ-２０(登録商標))で８回洗浄した。プレートが乾
燥したら、１５０μｌ／ウェルの閃光物質(MicroScint-20ＴＭ；Packard)を加え、プレー
トをＴＯＰＣＯＵＮＴＴＭγカウンター(Packard)で１０分間計数する。最大結合の２０
％か又はそれ以下を与える各Ｆａｂの濃度を選択して競合結合測定に用いる。
【０１２８】
　他の実施態様によれば、～１０反応単位(ＲＵ)の固定した抗原ＣＭ５チップで２５℃の
ＢＩＡｃｏｒｅ(登録商標)-２０００又はＢＩＡｃｏｒｅ(登録商標)-３０００(BIAcore, 
Inc., Piscataway, NJ)を使用して表面プラズモン共鳴アッセイを行ってＫｄを測定する
。簡単に言うと、カルボキシメチル化デキストランバイオセンサーチップ(CM5, BIAcore 
Inc.)を、提供者の指示書に従ってＮ-エチル-Ｎ'-(３-ジメチルアミノプロピル)-カルボ
ジイミド塩酸塩(ＥＤＣ)及びＮ-ヒドロキシスクシンイミド(ＮＨＳ)で活性化する。抗原
を１０ｍＭの酢酸ナトリウム(ｐＨ４．８)で５μｇ／ｍｌ(～０．２μＭ)に希釈した後、
結合したタンパク質の反応単位(ＲＵ)がおよそ１０になるように５μｌ／分の流量で注入
する。抗原の注入後、未反応群をブロックするために１Ｍのエタノールアミンを注入する
。動力学的な測定では、２倍の段階希釈したＦａｂ(０．７８ｎＭから５００ｎＭ)を２５
℃、およそ２５μｌ／分の流量で０．０５％ポリソルベート２０(Ｔｗｅｅｎ-２０ＴＭ)
界面活性剤(ＰＢＳＴ)を含むＰＢＳに注入する。会合及び解離のセンサーグラムを同時に
フィットさせることによる単純一対一ラングミュア結合モデル(simple one-to-one Langm
uir binding model)(BIAcore Evaluationソフトウェアバージョン3.2)を用いて、会合速
度(ｋｏｎ)と解離速度(ｋｏｆｆ)を算出する。平衡解離定数(Ｋｄ)をｋｏｆｆ／ｋｏｎ比
として算出する。例えば、Chen等, J. Mol Biol 293:865-881(1999)を参照のこと。上記
の表面プラスモン共鳴アッセイにより結合速度が１０６Ｍ－１Ｓ－１を上回る場合、分光
計、例えば、ストップフロー具備分光光度計(stop-flow equipped spectrophometer)(Avi
v Instruments)又は撹拌キュベットを備えた8000シリーズSLM-Aminco分光光度計(ThermoS
pectronic)で測定される、漸増濃度の抗原の存在下で、ＰＢＳ(ｐＨ７．２)、２５℃の、
２０ｎＭの抗抗原抗体(Ｆａｂ型)の蛍光放出強度(励起＝２９５ｎｍ；放出＝３４０ｎｍ
、バンドパス＝１６ｎｍ)の増加又は減少を測定する蛍光消光技術を用いて結合速度を測
定することができる。
【０１２９】
２．抗体断片
　ある実施態様では、ここに提供される抗体は抗体断片である。抗体断片は、限定しない
が、Ｆａｂ、Ｆａｂ'、Ｆａｂ'－ＳＨ、Ｆ(ａｂ')２、Ｆｖ、及びｓｃＦｖ断片、及び以
下に記載の他の断片を含む。所定の抗体断片の概説については、Hudson等 Nat. Med. 9:1
29-134 (2003)を参照のこと。ｓｃＦｖ断片の概説については、例えばPluckthun, The Ph
armacology of Monoclonal Antibodies, vol. 113, Rosenburg及びMoore編,(Springer-Ve
rlag, New York), pp. 269-315 (1994)を参照のこと；また国際公開第９３／１６１８５
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号；及び米国特許第５５７１８９４号及び第５５８７４５８号を参照のこと。サルベージ
レセプター結合エピトープ残基を含みインビボ半減期が増加したＦａｂ及びＦ(ａｂ')２
断片の検討については、米国特許第５８６９０４６号を参照のこと。
【０１３０】
　ダイアボディは、二価又は二重特異性でありうる二つの抗原結合部位を有する抗体断片
である。例えば、欧州特許出願公開第４０４０９７号；国際公開第１９９３／０１１６１
号；Hudson等, Nat. Med. 9:129-134 (2003)；及びHollinger等 Proc. Natl. Acad. Sci.
 USA 90: 6444-6448 (1993)を参照のこと。トリアボディ及びテトラボディはまたHudson
等, Nat. Med. 9:129-134 (2003)に記載されている。
【０１３１】
　単一ドメイン抗体は抗体の重鎖可変ドメインの全て又は一部又は軽鎖可変ドメインの全
て又は一部を含む抗体断片である。ある実施態様では、単一ドメイン抗体はヒト単一ドメ
イン抗体である(Domantis, Inc., Waltham, MA；例えば米国特許第６２４８５１６Ｂ１号
を参照)。
【０１３２】
　抗体断片は、限定しないが、ここに記載されるようにインタクトな抗体のタンパク質消
化並びに組換え宿主細胞(例えば大腸菌又はファージ)による生産を含む様々な技術によっ
て作製されうる。
【０１３３】
３．キメラ及びヒト化抗体
　ある実施態様では、ここで提供される抗体はキメラ抗体である。あるキメラ抗体は、例
えば米国特許第４８１６５６７号；及びMorrison等, PNAS USA, 81:6851-6855 (1984)に
記載されている。一例では、キメラ抗体は非ヒト可変領域(例えば、マウス、ラット、ハ
ムスター、ウサギ、又は非ヒト霊長類、例えばサル由来の可変領域)とヒト定常領域を含
む。更なる例では、キメラ抗体はクラス又はサブクラスが親抗体のものとは変化せられた
「クラススイッチ」抗体である。キメラ抗体はその抗原結合断片を含む。
【０１３４】
　ある種の実施態様では、キメラ抗体はヒト化抗体である。典型的には、非ヒト抗体は、
親非ヒト抗体の特異性及び親和性を保持しながら、ヒトに対する免疫原性を低下させるた
めにヒト化される。一般的に、ヒト化抗体は、ＨＶＲ、例えばＣＤＲ(又はその一部)が非
ヒト抗体由来であり、ＦＲ(又はその一部)がヒト抗体配列由来である一又は複数の可変ド
メインを含む。場合によっては、ヒト化抗体は、ヒト定常領域の少なくとも一部を含むで
あろう。幾つかの実施態様では、ヒト化抗体における幾つかのＦＲ残基は、非ヒト抗体(
例えば、ＨＶＲ残基が誘導される抗体)からの対応する残基で置換され、例えば抗体特異
性又は親和性が回復又は改善される。
【０１３５】
　ヒト化抗体及びそれらを作製する方法は、例えばAlmagro 及び Fransson, Front. Bios
ci. 13:1619-1633 (2008)に概説されており、更に例えば、Riechmann等, Nature 332:323
-329 (1988)；Queen等, PNAS USA 86:10029-10033 (1989)；米国特許第５８２１３３７号
、同７５２７７９１号、同６９８２３２１号、及び同７０８７４０９号；Kashmiri等, Me
thods 36:25-34 (2005)(ＳＤＲ(ａ-ＣＤＲ)グラフトを記載)；Padlan, Mol. Immunol. 28
:489-498 (1991)(「リサーフェシング(resurfacing)」を記載)；Dall'Acqua等, Methods 
36:43-60 (2005) (「ＦＲシャッフリング」を記載)；及びOsbourn等, Methods 36:61-68 
(2005) 及び Klimka等, Br. J. Cancer, 83:252-260 (2000)(ＦＲシャッフリングに対す
る「案内選別(guided selection)」アプローチ法を記載)に記載されている。
【０１３６】
　ヒト化に使用されうるヒトフレームワーク領域には、限定されるものではないが、「ベ
ストフィット法」を使用して選択されるフレームワーク領域(例えば、Sims等 J. Immunol
. 151:2296 (1993)を参照)；軽鎖又は重鎖可変ドメインの特定のサブグループのヒト抗体
のコンセンサス配列から誘導されるフレームワーク領域(例えば、Carter等 PNAS USA, 89
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:4285 (1992)；及び Presta等 J. Immunol., 151:2623 (1993))；ヒト成熟(体細胞的に変
異された)フレームワーク領域又はヒト生殖系列フレームワーク領域(例えば、Almagro及
びFransson, Front. Biosci. 13:1619-1633 (2008)を参照)；及びＦＲライブラリーのス
クリーニング由来のフレームワーク領域(例えば、Baca等, J. Biol. Chem. 272:10678-10
684 (1997) 及び Rosok等, J. Biol. Chem. 271:22611-22618 (1996)を参照)が含まれる
。
【０１３７】
４．ヒト抗体
　ある実施態様では、ここで提供される抗体はヒト抗体である。ヒト抗体は、当該技術分
野で知られている様々な技術を使用して産生せしめることができる。ヒト抗体は、一般的
に、van Dijk及びvan de Winkel, Curr. Opin. Pharmacol. 5: 368-74 (2001)及びLonber
g, Curr. Opin. Immunol. 20:450-459 (2008)に記載されている。
【０１３８】
　ヒト抗体は、抗原投与に反応してインタクトなヒト抗体又はヒト可変領域を有するイン
タクトな抗体を産生するように修飾されたトランスジェニック動物に免疫源を投与するこ
とによって調製することができる。このような動物は、ヒト免疫グロブリン座位の全て又
は一部を典型的には含み、内在性免疫グロブリン座位を置き換えるか、又は染色体外、又
は動物の染色体内にランダムに組み込まれて存在する。このようなトランスジェニックマ
ウスにおいて、内在性免疫グロブリン座位は、一般的に不活性化される。トランスジェニ
ック動物からヒト抗体を得る方法の概説は、Lonberg, Nat. Biotech. 23:1117-1125 (200
5)を参照のこと。また、ＸＥＮＯＭＯＵＳＥＴＭ技術を記載する米国特許第６０７５１８
１号及び同６１５０５８４号；ＨＵＭＡＢ(登録商標)技術を記載した米国特許第５７７０
４２９号；Ｋ－Ｍ ＭＯＵＳＥ(登録商標)技術を記載した米国特許第７０４１８７０号；
ＶＥＬＯＣＩＭＯＵＳＥ(登録商標)技術を記載した米国特許出願公開第２００７／００６
１９００号を参照。このような動物により産生されるインタクトな抗体からのヒト可変領
域は、例えば異なるヒト定常領域と組合せることにより、更に修飾することができる。
【０１３９】
　また、ヒト抗体は、ハイブリドーマベース法により作製することもできる。ヒトモノク
ローナル抗体の生産のためのヒトミエローマ及びマウス-ヒトヘテロミエローマ細胞株が
記載されている。(例えば、Kozbor J. Immunol., 133: 3001 (1984)；Brodeur等, Monocl
onal Antibody Production Techniques and Applications, pp. 51-63 (Marcel Dekker, 
Inc., New York, 1987)；及びBoerner等, J. Immunol., 147: 86 (1991)を参照)。ヒトＢ
細胞ハイブリドーマ技術を介して産生されるヒト抗体は、Li等, PNAS. USA, 103:3557-35
62 (2006)にまた記載されている。付加的な方法には、例えば米国特許第７１８９８２６
号(ハイブリドーマ細胞株からのモノクローナルヒトＩｇＭ抗体の生産を記載)、及びNi, 
Xiandai Mianyixue, 26(4):265-268 (2006)(ヒト-ヒトハイブリドーマを記載)に記載され
ている。また、ヒトハイブリドーマ技術(トリオーマ技術)は、Vollmers 及びBrandlein, 
Histology and Histopathology, 20(3):927-937 (2005) 及び Vollmers及びBrandlein, M
ethods and Findings in Experimental and Clinical Pharmacology, 27(3):185-91 (200
5)にも記載されている。
【０１４０】
　ヒト抗体は、ヒト由来ファージディスプレイライブラリーから選択されるＦｖクローン
可変ドメイン配列を単離することにより産生せしめることもできる。ついで、このような
可変ドメイン配列は、所望のヒト定常ドメインと組合せられうる。抗体ライブラリーから
ヒト抗体を選択するための技術を以下に記載する。
【０１４１】
５．ライブラリー由来抗体
　本発明の抗体は、所望の活性を有する抗体についてコンビナトリアルライブラリーをス
クリーニングすることにより単離することができる。例えば、ファージディスプレイライ
ブラリーを作製し、所望の結合特性を有する抗体について、そのようなライブラリーをス
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クリーニングするための様々な方法が当該技術分野で知られている。このような方法は、
例えばHoogenboom等 Methods in Molecular Biology 178:1-37 (O'Brien等編, Human Pre
ss, Totowa, NJ, 2001)において概説され、更に例えばMcCafferty等, Nature 348:552-55
4；Clackson等, Nature 352: 624-628 (1991)；Marks等, J. Mol. Biol. 222: 581-597 (
1992)；Marks及びBradbury, Methods in Molecular Biology 248:161-175(Lo編, Human P
ress, Totowa, NJ, 2003)；Sidhu等, J. Mol. Biol. 338(2): 299-310 (2004)；Lee等, J
. Mol. Biol. 340(5): 1073-1093 (2004)；Fellouse, PNAS USA 101(34): 12467-12472 (
2004)；及びLee等, J. Immunol. Methods 284(1-2): 119-132(2004)に記載されている。
【０１４２】
　ある種のファージディスプレイ法では、ＶＨ及びＶＬ遺伝子のレパートリーが、ポリメ
ラーゼ連鎖反応(ＰＣＲ)により別々にクローニングされ、ファージライブラリーにおいて
ランダムに組換えられ、これがついで、Winter等, Ann. Rev. Immunol., 12: 433-455 (1
994)に記載されているように、抗原-結合ファージについてスクリーニングされうる。フ
ァージは、典型的には、単鎖Ｆｖ(ｓｃＦｖ)断片又はＦａｂ断片として、抗体断片をディ
スプレイする。免疫化されたソースからのライブラリーにより、ハイブリドーマを構築す
る必要なく、免疫原に対して高親和性の抗体が提供される。あるいは、天然レパートリー
を、Griffiths等, EMBO J, 12: 725-734 (1993)に記載されているように、免疫化をする
ことなく、広範囲の非自己、更には自己抗原に対するヒト抗体の単一供給源を提供するた
めに(例えばヒトから)クローニングすることができる。最後に、ナイーブライブラリーは
、幹細胞から再配置されていないＶ遺伝子セグメントをクローニングし、ランダム配列を
含むＰＣＲプライマーを使用することで合成的に作製することができ、高頻度可変ＣＤＲ
３領域をコードし、Hoogenboom 及び Winter, J. Mol. Biol., 227: 381-388 (1992)によ
り記載されているような、再配置をインビトロで達成することができる。ヒト抗体ファー
ジライブラリーを記載する特許文献には、例えば米国特許第５７５０３７３号、及び米国
特許出願第２００５／００７９５７４号、同２００５／０１１９４５５号、同２００５／
０２６６０００号、同２００７／０１１７１２６号、同２００７／０１６０５９８号、同
２００７／０２３７７６４号、同２００７／０２９２９３６号、及び同２００９／０００
２３６０号が含まれる。
【０１４３】
　ヒト抗体ライブラリーから単離される抗体又は抗体断片は、ここでのヒト抗体又はヒト
抗体断片と考えられる。
【０１４４】
６．多重特異性抗体
　ある実施態様では、ここで提供される抗体は多重特異性抗体、例えば二重特異性抗体で
ある。多重特異性抗体は、少なくとも二つの異なる部位に対して結合特異性を有するモノ
クローナル抗体である。ある種の実施態様では、結合特異性の一つはＦＧＦＲ４に対して
であり、他方は任意の他の抗原に対してである。ある実施態様では、二重特異性抗体は、
ＦＧＦＲ４の二つの異なるエピトープに結合しうる。また二重特異性抗体はＦＧＦＲ４を
発現する細胞に細胞傷害剤を局在化させるために使用することができる。二重特異性抗体
は、完全長抗体又は抗体断片として調製することができる。
【０１４５】
　多重特異性抗体を作製するための技術には、限定されるものではないが、異なる特異性
を有する二つの免疫グロブリン重鎖-軽鎖対の組換え同時発現(Milstein及びCuello, Natu
re 305: 537 (1983)を参照)、国際公開第９３／０８８２９号、及びTraunecker等, EMBO 
J. 10: 3655 (1991))、及び「ノブ-イン-ホール」技術(例えば、米国特許第５７３１１６
８号を参照)が含まれる。また、多重特異性抗体は、抗体ヘテロ二量体分子を作製するた
めの静電気操縦効果の設計(国際公開第２００９／０８９００４Ａ１号)；２又はそれ以上
の抗体又は断片の架橋(例えば、米国特許第４６７６９８０号、及びBrennan等, Science,
 229: 81 (1985)を参照)；二重特性抗体の産生のためのロイシンジッパーの使用(例えば
、Kostelny等, J. Immunol., 148(5):1547-1553 (1992))；二重特異性抗体断片を作製す



(30) JP 2014-516511 A 2014.7.17

10

20
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1993)を参照)；及び単鎖Ｆｖ(ｓＦｖ)二量体の使用(例えば、Gruber等, J. Immunol., 15
2:5368 (1994)を参照)；及びTutt等 J. Immunol. 147: 60 (1991)に記載されているよう
な三重特異性抗体の調製により、作製することができる。
【０１４６】
　「オクトパス抗体」を含む３又はそれ以上の機能的抗原結合部位を有する操作抗体もこ
こに含まれる(例えば、米国特許出願公開第２００６／００２５５７６Ａ１号を参照)。
【０１４７】
　また、ここでの抗体又は断片は、ＦＧＦＲ４並びに他の異なる抗原に結合する抗原結合
部位を含む「二重作用ＦＡｂ」又は「ＤＡＦ」も含む(例えば、米国特許出願公開第２０
０８／００６９８２０号を参照)。
【０１４８】
７．抗体変異体
　ある実施態様では、ここに提供される抗体のアミノ酸配列変異体が考えられる。例えば
、抗体の結合親和性及び／又は他の生物学的性質を改善させることが望ましい場合がある
。抗体のアミノ酸配列変異体は、抗体をコードするヌクレオチド配列中に適切な修飾を導
入して、又はペプチド合成により調製されうる。そのような修飾は、抗体のアミノ酸配列
内の残基の、例えば、欠失、及び／又は挿入及び／又は置換を含む。最終コンストラクト
が所望の特性、例えば抗原結合性を有している限り、欠失、挿入、及び置換をどのように
組合せて、最終コンストラクトに到達してもよい。
【０１４９】
ａ)置換、挿入、及び欠失変異体
　ある実施態様では、一又は複数のアミノ酸置換を有する抗体変異体が提供される。置換
突然変異誘発のために関心ある部位はＨＶＲ及びＦＲを含む。保存的置換は、「保存的置
換」と題して表１に示す。より実質的な変化は「例示的置換」との項目で表１に提供され
、アミノ酸側鎖クラスを基準にして以下に更に記載される。アミノ酸置換は関心ある抗体
に導入され得、生成物が所望の活性、例えば保持された／改善された抗原結合性、低減し
た免疫原性、改善されたＡＤＣＣ又はＣＤＣについて、スクリーニングされる。
【０１５０】
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【０１５１】
　アミノ酸は共通の側鎖特性に基づいて群に分けることができる：
(１)疎水性：ノルロイシン、Ｍｅｔ、Ａｌａ、Ｖａｌ、Ｌｅｕ、Ｉｌｅ；
(２)中性親水性：Ｃｙｓ、Ｓｅｒ、Ｔｈｒ、Ａｓｎ、Ｇｌｎ；
(３)酸性：Ａｓｐ、Ｇｌｕ；
(４)塩基性：Ｈｉｓ、Ｌｙｓ、Ａｒｇ；
(５)鎖配向に影響を及ぼす残基：Ｇｌｙ、Ｐｒｏ；
(６)芳香族：Ｔｒｐ、Ｔｙｒ、Ｐｈｅ。
【０１５２】
　非保存的置換は、これらのクラスの一つのメンバーを他のクラスに交換することを必要
とするであろう。
【０１５３】
　一タイプの置換変異体は、親抗体(例えばヒト化又はヒト抗体)の一又は複数の高頻度可
変領域残基を置換することを含む。一般的に、更なる研究のために選択される得られた変
異体は、親抗体に対して所定の生物学的性質(例えば親和性の増加、免疫原性の減少)に修
飾(例えば改善)を有するか、及び／又は親抗体の実質的に保持された所定の生物学的性質
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を有しているであろう。例示的な置換変異体は、親和性成熟抗体であり、これは、例えば
ここに記載されたもののようなファージディスプレイベースの親和性成熟技術を使用して
簡便に産生せしめることができる。簡潔に言えば、一又は複数のＨＶＲ残基を変異させ、
変異体抗体をファージにディスプレイさせ、特定の生物学的活性(例えば、結合親和性)に
ついてスクリーニングされる。
【０１５４】
　改変(例えば置換)は、例えば抗体親和性を改善するために、ＨＶＲにおいてなされうる
。このような改変はＨＶＲ「ホットスポット」、つまり体細胞成熟プロセス中に高頻度で
変異を受けるコドンによってコードされる残基(例えばChowdhury, Methods Mol. Biol. 2
07:179-196 (2008)を参照)、及び／又はＳＤＲｓ(ａ－ＣＤＲｓ)においてなされる場合が
あり、得られる変異体ＶＨ又はＶＬが結合親和性について試験される。二次ライブラリー
を構築しそれから再選択することによる親和性成熟は、例えばHoogenboom等 Methods in 
Molecular Biology 178:1-37 (O’Brien等編, Human Press, Totowa, NJ, (2001))に記載
されている。親和性成熟の幾つかの実施態様では、様々な方法(例えばエラープローンＰ
ＣＲ、鎖シャッフリング、又はオリゴヌクレオチド特異的突然変異誘発)の何れかによっ
て成熟のために選択された可変遺伝子中に多様性が導入される。ついで、二次抗体が作製
される。ついで、ライブラリーがスクリーニングされ、所望の親和性を有する任意の抗体
変異体が同定される。多様性を導入する他の方法は、幾つかのＨＶＲ残基(例えば一度に
４－６残基)が無作為化されるＨＶＲ指向性アプローチを含む。抗原結合に関与するＨＶ
Ｒ残基が、例えばアラニンスキャン突然変異誘発又はモデリングを使用して、特に同定さ
れうる。特にＣＤＲ－Ｈ３及びＣＤＲ－Ｌ３がしばしば標的とされる。
【０１５５】
　ある実施態様では、置換、挿入、又は欠失は、そのような改変が抗原に結合する抗体の
能力を実質的に低下させない限り、一又は複数のＨＶＲ内で生じうる。例えば、結合親和
性を実質的に減少させない保存的改変(例えばここで提供される保存的置換)をＨＶＲにお
いてなすことができる。そのような改変はＨＶＲ「ホットスポット」又はＳＤＲの外側で
ありうる。上に提供された変異ＶＨ及びＶＬ配列の所定の実施態様では、何れかの各ＨＶ
Ｒが改変されず、又は一、二又は三のアミノ酸置換を含む。
【０１５６】
　突然変異誘発の標的とされうる抗体の残基又は領域を同定するための有用な方法は、Cu
nningham及びWells (1989) Science 244:1081-1085 (1989)によって記載されている「ア
ラニンスキャンニング突然変異誘発法」と呼ばれる。この方法において、残基又は標的残
基の群(例えば、ａｒｇ、ａｓｐ、ｈｉｓ、ｌｙｓ、及びｇｌｕなどの荷電残基)が同定さ
れ、中性の又は負に荷電したアミノ酸(例えばアラニン又はポリアラニン)で置換され、抗
体の抗原との相互作用に影響があるかどうかが決定される。最初の置換に対して機能的感
受性を示しているアミノ酸位置に更なる置換を導入することができる。あるいは、又は付
加的に、抗原-抗体複合体の結晶構造が抗体と抗原間の接触点を同定する。そのような接
触残基及び近傍の残基は置換のための候補として標的にされるか又は削除されうる。変異
体は、それらが所望の性質を含むかどうかを決定するためにスクリーニングされうる。
【０１５７】
　アミノ酸配列挿入は、長さが１残基から百以上の残基を含むポリペプチドまで及ぶアミ
ノ末端及び／又はカルボキシ末端融合体、並びに単一又は複数のアミノ酸残基の配列内挿
入を含む。末端挿入の例は、Ｎ末端メチオニル残基を有する抗体を含む。抗体分子の他の
挿入変異体は、抗体の血清半減期を増加させる酵素(例えばＡＤＥＰＴ)又はポリペプチド
への抗体のＮ又はＣ末端の融合を含む。
【０１５８】
ｂ)グリコシル化変異体
　ある実施態様では、ここで提供される抗体は、抗体がグリコシル化される度合いを増大
又は減少させるように改変される。抗体へのグリコシル化部位の付加又は欠失は、アミノ
酸配列を、一又は複数のグリコシル化部位が作られ又は除去されるように改変させること
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によって、簡便に達成されうる。
【０１５９】
　抗体がＦｃ領域を含む場合、そこに結合される炭水化物が改変されうる。哺乳動物細胞
により産生される天然抗体は、典型的には、Ｆｃ領域のＣＨ２ドメインのＡｓｎ２９７に
対してＮ結合により一般的に結合する分枝状で二分岐のオリゴ糖を含む。例えば、Wright
等 TIBTECH 15:26-32 (1997)を参照。オリゴ糖は様々な炭水化物、例えばマンノース、Ｎ
-アセチルグルコサミン(ＧｌｃＮＡｃ)、ガラクトース、及びシアル酸を含み得、並びに
フコースが二分岐オリゴ糖構造の「幹」のＧｌｃＮＡｃに結合される。幾つかの実施態様
では、本発明の抗体におけるオリゴ糖の修飾が、ある改善された特性を有する抗体変異体
を生じせしめるために、なされうる。
【０１６０】
　一実施態様では、Ｆｃ領域に(直接又は間接的に)結合したフコースを欠く炭水化物構造
を有する抗体変異体が提供される。例えば、かかる抗体におけるフコースの量は、１％か
ら８０％、１％から６５％、５％から６５％、又は２０％から４０％でありうる。フコー
スの量は、例えば国際公開第２００８／０７７５４６号に記載されているように、ＭＡＬ
ＤＩ－ＴＯＦ質量分析法によって測定して、Ａｓｎ２９７(例えば複合のハイブリッド及
び高マンノース構造)に結合した全ての糖構造の合計に対してＡｓｎ２９７の糖鎖内のフ
コースの平均量を計算することによって決定される。Ａｓｎ２９７はＦｃ領域内の約２９
７位(Ｆｃ領域のＥｕ番号付け)に位置したアスパラギン残基を意味する；しかしながら、
Ａｓｎ２９７は、抗体中のマイナーな配列変異のために、２９７位から約±３アミノ酸上
流又は下流に、つまり２９４位と３００位の間に位置している場合がありうる。そのよう
なフコシル化変異体は改善されたＡＤＣＣ機能を有しうる。例えば、米国特許出願公開第
２００３／０１５７１０８号(Presta, L.)；米国特許出願公開第２００４／００９３６２
１号(Kyowa Hakko Kogyo Co., Ltd)を参照。「脱フコシル化された」又は「フコース欠損
」抗体変異体に関連した刊行物の例には、米国特許出願公開第２００３／０１５７１０８
号；国際公開第２０００／６１７３９号；国際公開第２００１／２９２４６号；米国特許
出願公開第２００３／０１１５６１４号；米国特許出願公開第２００２／０１６４３２８
号；米国特許出願公開第２００４／００９３６２１号；米国特許出願公開第２００４／０
１３２１４０号；米国特許出願公開第２００４／０１１０７０４号；米国特許出願公開第
２００４／０１１０２８２号；米国特許出願公開第２００４／０１０９８６５号；国際公
開第２００３／０８５１１９号；国際公開第２００３／０８４５７０号；国際公開第２０
０５／０３５５８６号；国際公開第２００５／０３５７７８号；国際公開第２００５／０
５３７４２号；国際公開第２００２／０３１１４０号；Okazaki等 J. Mol. Biol. 336:12
39-1249(2004)；Yamane-Ohnuki等 Biotech. Bioeng. 87: 614 (2004)が含まれる。脱フコ
シル化抗体を生産可能な細胞株の例には、タンパク質フコシル化に欠けているＬｅｃ１３
ＣＨＯ細胞(Ripka等 Arch. Biochem. Biophys. 249:533-545 (1986)；米国特許出願公開
第２００３／０１５７１０８Ａ１号, Presta, L；及び国際公開第２００４／０５６３１
２Ａ１号, Adams等，特に実施例１１)、及びノックアウト細胞株、例えばアルファ-１,６
-フコシルトランスフェラーゼ遺伝子、ＦＵＴ８、ノックアウトＣＨＯ細胞(例えば、Yama
ne-Ohnuki等 Biotech. Bioeng. 87: 614 (2004)；Kanda, Y等, Biotechnol. Bioeng., 94
(4):680-688 (2006)；及び国際公開第２００３／０８５１０７号を参照)が含まれる。
【０１６１】
　例えば抗体のＦｃ領域に結合した二分オリゴ糖がＧｌｃＮＡｃにより二分される二分オ
リゴ糖を有する抗体変異体が更に提供される。そのような抗体変異体は、フコシル化が低
減され、及び／又はＡＤＣＣ機能が改善されている場合がある。そのような抗体変異体の
例は、例えば国際公開第２００３／０１１８７８号(Jean-Mairet等)；米国特許第６６０
２６８４号(Umana等)；及び米国特許出願公開第２００５／０１２３５４６号(Umana等)に
記載されている。Ｆｃ領域に結合したオリゴ糖に少なくとも一のガラクトース残基を有す
る抗体変異体も提供される。このような抗体変異体は、改善されたＣＤＣ機能を有してい
る場合がある。このような抗体変異体は、例えば国際公開第１９９７／３００８７号(Pat
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el等)；国際公開第１９９８／５８９６４号(Raju, S.)；及び国際公開第１９９９／２２
７６４号(Raju, S.)に記載されている。
【０１６２】
ｃ)Ｆｃ領域変異体
　ある実施態様では、一又は複数のアミノ酸修飾が、ここに提供される抗体のＦｃ領域に
導入され、それによりＦｃ領域変異体を産生せしめてもよい。Ｆｃ領域変異体は、一又は
複数のアミノ酸位置にアミノ酸修飾(例えば、置換)を含んでなるヒトＦｃ領域配列(例え
ば、ヒトＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、又はＩｇＧ４Ｆｃ領域)を含みうる。
【０１６３】
　ある実施態様では、本発明は、幾つかであるが全てではないエフェクター機能を持つ抗
体変異体を考察し、これは、抗体を、インビボでの抗体の半減期は重要であるが、あるエ
フェクター機能(例えば、補体及びＡＤＣＣ)は不要か又は有害である用途のために望まし
い候補とする。ＣＤＣ及び／又はＡＤＣＣ活性の減少／喪失を確認するために、インビト
ロ及び／又はインビボ細胞傷害性アッセイが実施されうる。例えば、Ｆｃレセプター(Ｆ
ｃＲ)結合アッセイは、抗体がＦｃγＲ結合を欠く(よってＡＤＣＣ活性を欠くと思われる
)が、ＦｃＲｎ結合能力を保持していることを確かめるために実施されうる。ＡＤＣＣを
媒介する一次細胞であるＮＫ細胞はＦｃγＲＩＩＩのみを発現するのに対し、単球はＦｃ
γＩ、ＦｃγＩＩ及びＦｃγＩＩＩを発現する。造血細胞上のＦｃＲ発現は、Ravetch及
びKinet, Annu. Rev. Immunol 9:457-492(1991)の４６４頁の表３に要約されている。対
象とする分子のＡＤＣＣ活性を評価するための非限定的なインビトロアッセイが米国特許
第５５００３６２号(例えばHellstrom, I.等 Proc. Nat’l Acad. Sci. USA 83:7059-706
3 (1986)を参照)及びHellstrom, I等, Proc. Nat’l Acad. Sci. USA 82:1499-1502 (198
5)；５８２１３３７(Bruggemann, M.等, J. Exp. Med. 166:1351-1361 (1987)を参照)に
記載されている。別法では、非放射性アッセイ法が用いられ得る(例えば、フローサイト
メトリーのためのＡＣＴＩ(商標)非放射性細胞傷害性アッセイ(CellTechnology, Inc. Mo
untain View, CA；及びＣｙｔｏ Ｔｏｘ９６(登録商標)非放射性細胞傷害性アッセイ(Pro
mega, Madison, WI)を参照)。このようなアッセイのために有用なエフェクター細胞は、
末梢血単核細胞(ＰＢＭＣ)及びナチュラルキラー(ＮＫ)細胞を含む。あるいは、又は付加
的に、対象とする分子のＡＤＣＣ活性は、例えばClynes等PNAS(USA)95:652-656(1998)に
記載されているような動物モデルにおいてインビボで評価されうる。Ｃｌｑ結合アッセイ
が、抗体がＣｌｑに結合できず、よってＣＤＣ活性を欠くことを確認するためにまた実施
されうる。例えば、国際公開第２００６／０２９８７９号及び国際公開第２００５／１０
０４０２号におけるＣ１ｑ及びＣ３ｃ結合ＥＬＩＳＡを参照。補体活性化を評価するため
に、ＣＤＣアッセイを実施することができる(例えばGazzano-Santoro等, J. Immunol. Me
thods 202:163 (1996)；Cragg, M.S.等, Blood 101:1045-1052 (2003)；及びCragg, M.S.
 and M.J. Glennie, Blood 103:2738-2743 (2004)を参照)。ＦｃＲｎ結合及びインビボク
リアランス／半減期定量も当該技術分野で知られている方法を使用して実施することがま
たできる(例えば、Petkova, S.B.等, Int’l. Immunol. 18(12):1759-1769 (2006)を参照
)。
【０１６４】
　減少したエフェクター機能を有する抗体は、Ｆｃ領域残基２３８、２６５、２６９、２
７０、２９７、３２７及び３２９の一又は複数の置換を有するものを含む(米国特許第６
７３７０５６号)。このようなＦｃ変異体は、二又はそれ以上のアミノ酸位２６５、２６
９、２７０、２９７及び３２７に置換を有するＦｃ変異体を含み、アラニンへの残基２６
５及び２９７の置換を有するいわゆる「ＤＡＮＡ」Ｆｃ変異体を含む(米国特許第７３３
２５８１号)。
【０１６５】
　ＦｃＲへの改良又は減少された結合を有するある種の抗体変異体が記載されている(例
えば米国特許第６７３７０５６号；国際公開第２００４／０５６３１２号、及びShields
等, J. Biol. Chem. 9(2): 6591-6604 (2001)を参照)。
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【０１６６】
　ある実施態様では、抗体変異体は、ＡＤＣＣを改善する一又は複数のアミノ酸置換、例
えば、Ｆｃ領域の位置２９８、３３３、及び／又は３３４での置換(残基のＥＵ番号付け)
を有するＦｃ領域を含む。
【０１６７】
　幾つかの実施態様では、例えば米国特許第６１９４５５１号、国際公開第９９／５１６
４２号、及びIdusogie等 J. Immunol. 164: 4178-4184 (2000)に記載されているように、
改変された(つまり、改善され又は減少した)Ｃｌｑ結合及び／又は補体依存性細胞傷害性
(ＣＤＣ)を生じる改変がＦｃ領域に改変がなされる。
【０１６８】
　増加した半減期及び胎児への母性ＩｇＧｓの移動に関与する新生児Ｆｃレセプター(Ｆ
ｃＲｎ)(Guyer等, J. Immunol. 117:587 (1976)及びKim等, J. Immunol. 24:249 (1994))
への改善された結合性を有する抗体が、米国特許出願公開第２００５／００１４９３４Ａ
１(Hinton等)に記載されている。その抗体は、ＦｃＲｎへのＦｃ領域の結合を改善する一
又は複数の置換をそこに有するＦｃ領域を含む。このようなＦｃ変異体は、Ｆｃ領域残基
：２３８、２５６、２６５、２７２、２８６、３０３、３０５、３０７、３１１、３１２
、３１７、３４０、３５６、３６０、３６２、３７６、３７８、３８０、３８２、４１３
、４２４又は４３４の一又は複数での置換、例えばＦｃ領域残基４３４の置換を有するも
のを含む(米国特許第７３７１８２６号)。
【０１６９】
　Ｆｃ領域変異体の他の例に関しては、Duncan及びWinter, Nature 322:738-40 (1988)；
米国特許第５６４８２６０号；米国特許第５６２４８２１号；及び国際公開第９４／２９
３５１号も参照のこと。
【０１７０】
ｄ)システイン操作抗体変異体
　ある実施態様では、システイン操作抗体、例えば抗体の一又は複数の残基がシステイン
残基で置換される「ｔｈｉｏＭＡｂｓ」を作ることが望ましいことがある。特定の実施態
様では、置換される残基が抗体の接近可能な部位で生じる。これらの残基をシステインと
置換することによって、反応性チオール基が抗体の接近可能な部位に位置させられ、抗体
を他の部分、例えば薬剤部分又はリンカー薬剤部分に結合させ、ここで更に記載されるよ
うに免疫コンジュゲートを作るために使用されうる。ある実施態様では、以下の残基の任
意の一又は複数がシステインと置換されうる：軽鎖のＶ２０５(カバット番号付け)；重鎖
のＡ１１８(ＥＵ番号付け)；及び重鎖Ｆｃ領域のＳ４００(ＥＵ番号付け)。システイン操
作抗体は、例えば米国特許第７５２１５４１号に記載されるようにして、産生されうる。
【０１７１】
ｅ)抗体誘導体
　ある実施態様では、ここに提供される抗体は、当該技術分野において知られ直ぐに利用
できる更なる非タンパク質性部分を含むように更に修飾することができる。抗体の誘導体
化に適した部分は、限定しないが、水溶性ポリマーを含む。水溶性ポリマーの非限定的な
例には、限定されるものではないが、ポリエチレングリコール(ＰＥＧ)、エチレングリコ
ール／プロピレングリコールのコポリマー、カルボキシメチルセルロース、デキストラン
、ポリビニルアルコール、ポリビニルピロリドン、ポリ-１,３-ジオキソラン、ポリ-１,
３,６-トリオキサン、エチレン／無水マレイン酸コポリマー、ポリアミノ酸(ホモポリマ
ーかランダムコポリマー)、及びデキストラン又はポリ(ｎ-ビニルピロリドン)ポリエチレ
ングリコール、プロピレングリコールホモポリマー、プロリプロピレンオキシド／エチレ
ンオキシドコポリマー、ポリオキシエチレン化ポリオール(例えばグリセロール)、ポリビ
ニルアルコール、及びそれらの混合物が含まれる。ポリエチレングリコールプロピオンア
ルデヒドは水中におけるその安定性のために製造の際に有利でありうる。ポリマーは任意
の分子量であってよく、分枝状でも非分枝状でもよい。抗体に結合するポリマーの数は変
化してもよく、一を超えるポリマーが結合する場合、それらは同じでも異なった分子でも
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よい。一般に、誘導体化に使用されるポリマーの数及び／又はタイプは、限定されるもの
ではないが、抗体誘導体が定まった条件下での治療に使用されるかどうか等を含む、改善
される抗体の特定の性質又は機能を含む考慮事項に基づいて決定することができる。
【０１７２】
　他の実施態様では、放射線への暴露によって選択的に加熱されうる非タンパク質様部分
及び抗体のコンジュゲートが提供される。一実施態様では、非タンパク質様部分はカーボ
ンナノチューブである(Kam等 , Proc. Natl. Acad. Sci. USA 102: 11600-11605 (2005))
。放射線は任意の波長のものであってよく、限定するものではないが、通常の細胞に害を
与えないが、抗体-非タンパク質様部分に近位の細胞が死滅させられる温度まで非タンパ
ク質様部分を加熱する波長が含まれる。
【０１７３】
Ｂ．組換え方法及び組成物
　抗体は、例えば米国特許第４８１６５６７号に記載されているように、組換え法及び構
成物を使用して製造することができる。一実施態様では、ここに記載される抗ＦＧＦＲ４
抗体をコードする単離核酸が提供される。このような核酸は、ＶＬを含んでなるアミノ酸
配列及び／又は抗体のＶＨを含んでなるアミノ酸配列(例えば、抗体の軽及び／重鎖)をコ
ードしてもよい。更なる実施態様では、このような核酸を含んでなる一又は複数のベクタ
ー(例えば、発現ベクター)が提供される。更なる実施態様では、このような核酸を含んで
なる宿主細胞が提供される。このような一実施態様では、宿主細胞は、(１)抗体のＶＬを
含んでなるアミノ酸配列及び抗体のＶＨを含んでなるアミノ酸配列をコードする核酸を含
んでなるベクター、又は(２)抗体のＶＬを含んでなるアミノ酸配列をコードする核酸を含
んでなる第一ベクター、及び抗体のＶＨを含んでなるアミノ酸配列をコードする核酸を含
んでなる第２ベクターを含む(例えば、これらによって形質転換される)。一実施態様では
、宿主細胞は真核生物、例えばチャイニーズハムスター卵巣(ＣＨＯ)細胞又はリンパ球系
細胞(例えばＹ０、ＮＳ０、Ｓｐ２０細胞)である。一実施態様では、抗ＦＧＦＲ４抗体の
作製方法が提供され、該方法は、上に提供された抗体をコードする核酸を含む宿主細胞を
、抗体の発現に適した条件下で、培養し、場合によっては宿主細胞(又は宿主細胞培養培
地)から抗体を回収することを含む。
【０１７４】
　抗ＦＧＦＲ４抗体の組換え生産では、例えば上述のような抗体をコードする核酸が単離
され、宿主細胞での更なるクローニング及び／又は発現のために一又は複数のベクターに
挿入される。このような核酸は、直ちに単離され、一般的な手順を使用して(例えば、抗
体の重鎖及び軽鎖をコードする遺伝子に特異的に結合可能であるオリゴヌクレオチドプロ
ーブを使用することによって)配列決定されうる。
【０１７５】
　抗体をコードするベクターのクローニング又は発現のために適した宿主細胞は、ここに
記載される原核細胞又は真核細胞である。例えば、抗体は、特にグリコシル化及びＦｃエ
フェクター機能が必要でない場合に、細菌で生産されうる。細菌での抗体断片及びポリペ
プチドの発現については、米国特許第５６４８２３７号、米国特許第５７８９１９９号、
及び米国特許第５８４０５２３号を参照のこと。(また大腸菌中での抗体断片の発現を記
述しているCharlton, Methods in Molecular Biology, Vol. 248 (B.K.C. Lo, ed., Huma
na Press, Totowa, NJ, 2003), pp. 245-254を参照)。発現後、抗体は、可溶性画分中の
細菌細胞ペーストから単離され得、更に精製されうる。
【０１７６】
　原核生物に加えて、糸状菌又は酵母などの真核微生物が、抗体をコードするベクターの
ための適切なクローニング又は発現宿主であり、そのグリコシル化経路が「ヒト化」され
た菌及び酵母株を含み、部分的に又は完全にヒト化したグリコシル化パターンを持つ抗体
の生産を生じる。Gerngross, Nat. Biotech. 22:1409-1414 (2004),及びLi等, Nat. Biot
ech. 24:210-215 (2006)を参照。
【０１７７】
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　グリコシル化抗体の発現のために適した宿主細胞は、多細胞生物(無脊椎動物及び脊椎
動物)からもまた誘導される。無脊椎動物細胞の例は、植物及び昆虫の細胞を含む。特に
ヨウトガ細胞のトランスフェクションのために、昆虫細胞と併用されうる多くのバキュロ
ウィルス株が同定されている。
【０１７８】
　植物細胞培養もまた宿主として利用することができる。例えば米国特許第５９５９１７
７号、同第６０４０４９８号、同第６４２０５４８号、同第７１２５９７８号、及び同第
６４１７４２９号(遺伝子導入植物において抗体を生産するためのＰＬＡＮＴＩＢＯＤＩ
ＥＳＴＭ技術を記述)を参照。
【０１７９】
　脊椎動物細胞をまた宿主として使用することができる。例えば、懸濁状態で増殖するよ
う適合化された哺乳動物細胞株が有用な場合がある。有用な哺乳動物細胞株の他の例は、
ＳＶ４０(ＣＯＳ－７)によって形質転換されたサル腎臓ＣＶ１株；ヒト胚腎臓株(Graham
等, J. Gen Virol. 36:59 (1977)に記載された２９３又は２９３細胞)；ベビーハムスタ
ー腎細胞(ＢＨＫ)；マウスセルトリ細胞(例えばMather, Biol. Reprod. 23:243-251 (198
0)に記載されるＴＭ４細胞)；サル腎細胞(ＣＶ１)；アフリカミドリザル腎細胞(ＶＥＲＯ
－７６)；ヒト子宮頸癌細胞(ＨＥＬＡ)；イヌ腎細胞(ＭＤＣＫ)；バッファローラット肝
細胞(ＢＲＬ３Ａ)；ヒト肺細胞(Ｗ１３８)；ヒト肝細胞(ＨｅｐＧ２)；マウス乳腺腫瘍(
ＭＭＴ０６０５６２)；Mather等, Annals N.Y. Acad. Sci. 383:44-68 (1982)に記載され
るＴＲＩ細胞；ＭＲＣ　５細胞；及びＦＳ４細胞である。他の有用な哺乳動物宿主細胞株
は、ＤＨＦＲ－ＣＨＯ細胞を含むチャイニーズハムスター卵巣(ＣＨＯ)細胞(Urlaub等, P
roc. Natl. Acad. Sci. USA 77:4216 (1980))；及びＹ０、ＮＳ０、及びＳｐ２／０等の
ミエローマ細胞株である。抗体生産のために適した哺乳類動物宿主細胞株の概説として、
例えばYazaki及びWu, Methods in Molecular Biology, Vol. 248 (B.K.C. Lo, ed., Huma
na Press, Totowa, NJ), pp255-268 (2003)を参照のこと。
【０１８０】
Ｃ．アッセイ
　ここに提供されている抗ＦＧＦＲ４抗体は、当分野で知られている様々なアッセイによ
ってそれらの物理的／化学的特性及び／又は生物学的活性について同定、スクリーニング
、又は特徴付けされうる。
１．結合アッセイ及び他のアッセイ
　一態様では、発明の抗体は、知られている方法、例えばＥＬＩＳＡ、ウエスタンブロッ
トなどによってその抗原結合活性について試験される。
　別の態様では、競合アッセイが、ＦＧＦＲ４への結合について抗体ＬＤ１と競合する抗
体を同定するために使用されうる。ある実施態様では、このような競合抗体は抗体ＬＤ１
に結合される同じエピトープ(例えば線形又は立体構造エピトープ)に結合する。抗体が結
合するエピトープのマッピングのための詳細な例示的方法は、Morris (1996) “Epitope 
Mapping Protocols,” in Methods in Molecular Biology vol. 66 (Humana Press, Toto
wa, NJ)に提供されている。
　例示的な競合アッセイでは、固定化ＦＧＦＲ４が、ＦＧＦＲ４(例えば抗体　ＬＤ１)に
結合する第一標識抗体及びＦＧＦＲ４への結合について第一抗体と競合するその能力につ
いて試験されている第二標識抗体を含んでなる溶液中においてインキュベートされる。第
二抗体はハイブリドーマ上清中に存在しうる。コントロールとして、固定化ＦＧＦＲ４が
、第一標識抗体を含むが第二非標識抗体を含まない溶液中においてインキュベートされる
。ＦＧＦＲ４への第一抗体の結合が可能な条件下でのインキュベーション後、過剰な非結
合抗体が取り除かれ、固定化ＦＧＦＲ４に伴う標識の量が測定される。固定化ＦＧＦＲ４
に伴う標識の量がコントロールサンプルと比較して試験サンプルにおいて実質的に低減さ
れている場合、それは第二抗体がＦＧＦＲ４への結合について第一抗体と競合しているこ
とを示す。Harlow and Lane (1988) Antibodies:　A Laboratory Manual ch.14 (Cold Sp
ring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY)を参照のこと。
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【０１８１】
２．活性アッセイ
　一態様では、アッセイは、生物学的な活性を有する抗ＦＧＦＲ４抗体を同定するために
提供される。生物学的な活性には、例えば:FGFR4を発現する細胞(例えばHUH7細胞)のFGF 
(例えばFGF1)刺激増殖、FGF19に曝露された細胞におけるCYP7α7発現のFGF19-媒介阻害、
FGF19に曝露された細胞におけるFGFR4、MAPK、FRS2及び／又はERK2のFGF19-誘発リン酸化
、及びFGF19-誘発コロニー形成(幾つかの実施態様では、HCC細胞株コロニー形成)の阻害
を含みうる。
　インビボ及び／又はインビトロにおいてこのような生物学的活性を有する抗体もまた提
供される。
【０１８２】
　ある実施態様では、発明の抗体がこのような生物学的活性について検査される。このよ
うな生物学的活性を検査するためのアッセイがここに記載されている。
　ある実施態様では、発明の抗体は、インビトロでの細胞成長又は増殖を阻害する能力に
ついて試験される。細胞成長又は増殖の阻害のためのアッセイは当分野で周知である。本
明細中に記載の「細胞殺傷」アッセイにて例示した細胞増殖のためのあるアッセイは、細
胞生存度を測定する。このようなあるアッセイは、Promega (Madison, WI)から市販され
ているCellTiter-GloTM発光細胞生存率アッセイである。このアッセイは、代謝活性のあ
る細胞の指標であるＡＴＰの存在の量に基づいて生細胞数を決定する。Crouch等 (1993) 
J. Immunol. Meth. 160:81-88、米国特許第6602677号を参照。アッセイは、自動ハイスル
ープットスクリーニング(ＨＴＳ)に用いられるように96-又は３８４-ウェルフォーマット
で行ってもよい。Cree等 (1995) AntiCancer Drugs 6:398-404を参照。アッセイ手順は、
単一の試薬(ＣｅｌｌＴｉｔｅｒ-Ｇｌｏ(登録商標)試薬)を直接培養細胞に加えることを
伴う。この結果細胞溶解が生じ、ルシフェラーゼ反応によって生産される発光シグナルが
生成される。この発光シグナルは、培養物中に存在する生細胞の数に直接比例している、
ＡＴＰの存在の量に比例する。データは、ルミノメーター又はＣＣＤカメラ画像デバイス
によって記録することができる。発光の結果は相対的な光の単位(ＲＬＵ)として表す。
【０１８３】
　細胞増殖についての他のアッセイは「ＭＴＴ」アッセイであり、これは、ミトコンドリ
アレダクターゼによる３-(４,５-ジメチルチアゾール-２-イル)-２,５-ジフェニルテトラ
ゾリウムブロマイドのホルマザンへの酸化を測定する比色アッセイである。CellTiter-Gl
oTMアッセイのように、このアッセイは、細胞培養物に存在する代謝活性のある細胞の数
を表す。例としてMosmann (1983) J. Immunol. Meth. 65:55-63及びZhang等 (2005) Canc
er Res. 65: 3877-3882を参照。
【０１８４】
　上記いずれかのインビトロアッセイに用いるための細胞には、天然でＦＧＦＲ４を発現
する又はＦＧＦＲ４を発現するように操作された細胞ないしは細胞株が含まれる。このよ
うな細胞には、同じ細胞起源の正常細胞と比べてＦＧＦＲ４を過剰発現する腫瘍細胞が含
まれる。また、このような細胞には、ＦＧＦＲ４を発現する細胞株(腫瘍細胞株を含む)や
、正常にＦＧＦＲ４を発現しないがＦＧＦＲ４をコードする核酸を形質移入してある細胞
株が含まれる。上記いずれかのインビトロアッセイに用いるための本明細書中に挙げる例
示的な細胞株には、ＨＣＣ細胞株ＨＵＨ７が含まれる。
【０１８５】
　一態様では、抗ＦＧＦＲ４抗体は、インビボでの細胞成長又は増殖を阻害する能力につ
いて試験される。ある実施態様では、抗ＦＧＦＲ４抗体は、インビボでの腫瘍成長を阻害
する能力について試験される。異種移植片モデルなどのインビボモデルシステムが前記の
試験のために用いられうる。例示的な異種移植片システムでは、好適に免疫を低下させた
非ヒト動物、例えば胸腺「ヌード」マウスにヒト腫瘍細胞が導入される。本発明の抗体は
動物に投与される。抗体の腫瘍成長を阻害するか又は減少させる能力が測定される。上記
の異種移植片システムのある実施態様では、ヒト腫瘍細胞はヒト患者の腫瘍細胞である。
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このような異種移植片モデルはOncotest GmbH (Frieberg, Germany)から市販されている
。ある実施態様では、ヒト腫瘍細胞は、ＨＵＨ７ ＨＣＣ腫瘍細胞株などのヒト腫瘍細胞
株由来の細胞である。ある実施態様では、皮下投与や、哺乳動物の脂肪体などの好適な部
位に移植することによって好適に免疫を低下させた非ヒト動物にヒト腫瘍細胞を導入する
。ある実施態様では、ヒト腫瘍細胞は、乳房脂肪パッドなどの好適な部位に皮下注射によ
って又は移植によって好適に免疫抑制された非ヒト動物に導入される。ある実施態様では
、異種移植モデルは例えばここにおいて、またnicholes et al, Am J Pathol 160:2295-2
307に記載されるようにＦＧＦ１９を過剰発現するトランスジェニックマウスである。
【０１８６】
　上記アッセイの何れかは、抗ＦＧＦＲ４抗体の代わりに又は加えて、発明のイムノコン
ジュゲートを使用して実施されてもよいことが理解される。
【０１８７】
　上記アッセイの何れかは、抗ＦＧＦＲ４抗体及び更なる治療剤、例えば化学療法剤を使
用して実施されうることが理解される。
【０１８８】
Ｄ．免疫コンジュゲート
　本発明は、また、例えば化学療法剤又は薬物、増殖阻害剤、毒素(例えばタンパク質毒
素、酵素的に活性な細菌、真菌、植物、又は動物由来の毒素、又はその断片)、又は放射
性同位体のような一又は複数の細胞傷害性薬剤とここでコンジュゲートされる抗体を含む
免疫コンジュゲートを提供する。
【０１８９】
　一実施態様では、免疫コンジュゲートは、限定しないが、メイタンシノイド(米国特許
第５２０８０２０号、第５４１６０６４号及び欧州特許第０４２５２３５Ｂ１号を参照)
；アウリスタチン、例えばモノメチルアウリスタチン薬剤部分ＤＥ及びＤＦ(ＭＭＡＥ及
びＭＭＡＦ)(米国特許第５６３５４８３号及び同第５７８０５８８号及び同第７４９８２
９８号を参照)；ドラスタチン；カリケアマイシン又はその誘導体(米国特許第５７１２３
７４号、同第５７１４５８６号、同第５７３９１１６号、同第５７６７２８５号、同第５
７７０７０１号、同第５７７０７１０号、同第５７７３００１号、及び同第５８７７２９
６号；Hinman等, Cancer Res. 53:3336-3342 (1993)；及びLode等, Cancer Res. 58:2925
-2928 (1998)を参照)；アントラサイクリン、例えばダウノマイシン又はドキソルビシン(
Kratz等, Current Med. Chem. 13:477-523 (2006)；Jeffrey等, Bioorganic & Med. Chem
. Letters 16:358-362 (2006)；Torgov等, Bioconj. Chem. 16:717-721 (2005)；Nagy等,
 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97:829-834 (2000)；Dubowchik等, Bioorg. & Med. Chem.
 Letters 12:1529-1532 (2002)；King等, J. Med. Chem. 45:4336-4343 (2002)；及び米
国特許第６６３０５７９号を参照)；メトトレキセート；ビンデシン；タキサン、例えば
ドセタキセル、パクリタキセル、ラロタキセル、テセタキセル、及びオルタタキセル；ト
リコテシン及びＣＣ１０６５を含む一又は複数の薬物に抗体がコンジュゲートされる抗体
薬剤コンジュゲート(ＡＤＣ)である。
【０１９０】
　他の実施態様では、免疫コンジュゲートは、限定しないが、ジフテリアＡ鎖、ジフテリ
ア毒素の非結合活性断片、(緑膿菌からの)外毒素Ａ鎖、リシンＡ鎖、アブリンＡ鎖、モデ
クシン(modeccin)Ａ鎖、アルファ-サルシン、アレウリテス・フォーディ(Aleurites ford
ii)タンパク質、ジアンチン(dianthin)タンパク質、フィトラカ・アメリカーナ(Phytolac
a americana)タンパク質(ＰＡＰＩ、ＰＡＰＩＩ、及びＰＡＰ-Ｓ)、モモルディカ・チャ
ランチア(momordica charantia)阻害剤、クルシン(curcin)、クロチン(crotin)、サパオ
ナリア・オフィシナリス(sapaonaria officinalis)阻害剤、ゲロニン(gelonin)、ミトゲ
リン(mitogellin)、レストリクトシン(restrictocin)、フェノマイシン(phenomycin)、エ
ノマイシン(enomycin)及びトリコテセン(tricothecene)を含む、酵素的に活性な毒素又は
その断片にコンジュゲートされたここに記載された抗体を含む。
【０１９１】
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　他の実施態様では、免疫コンジュゲートは放射性コンジュゲートを形成するために放射
性原子にコンジュゲートされるここに記載の抗体を含む。様々な放射性同位元素が放射性
コンジュゲートの生産のために利用可能である。例は、Ａｔ２１１、Ｉ１３１、Ｉ１２５

、Ｙ９０、Ｒｅ１８６、Ｒｅ１８８、Ｓｍ１５３、Ｂｉ２１２、Ｐ３２、Ｐｂ２１２及び
Ｌｕの放射性同位元素を含む。放射性コンジュゲートが検出に使用される場合、それはシ
ンチグラフィー研究用の放射性原子、例えばＴｃ９９ｍ又はＩ１２３、又は核磁気共鳴(
ＮＭＲ)イメージング(磁気共鳴イメージング、ｍｒｉとしても知られている)用のスピン
標識、例えばまたヨウ素-１２３、ヨウ素-１３１、インジウム-１１１、フッ素-１９、炭
素-１３、窒素-１５、酸素-１７、ガドリニウム、マンガン又は鉄を含みうる。
【０１９２】
　抗体と細胞傷害剤のコンジュゲートは、様々な二官能性タンパク質カップリング剤、例
えばＮ-スクシンイミジル-３-(２-ピリジルジチオ)プロピオネート(ＳＰＤＰ)、スクシン
イミジル-４-(Ｎ-マレイミドメチル)シクロヘキサン-１-カルボキシレート(ＳＭＣＣ)、
イミノチオラン(ＩＴ)、イミドエステル類の二官能性誘導体(例えばジメチルアジピミダ
ートＨＣｌ)、活性エステル類(例えば、スベリン酸ジスクシンイミジル)、アルデヒド類(
例えば、グルタルアルデヒド)、ビスアジド化合物(例えば、ビス(ｐ-アジドベンゾイル)
ヘキサンジアミン)、ビス-ジアゾニウム誘導体(例えば、ビス-(ｐ-ジアゾニウムベンゾイ
ル)エチレンジアミン)、ジイソシアネート(例えば、トリエン-２,６-ジイソシアネート)
、及び二活性フッ素化合物(例えば、１,５-ジフルオロ-２,４-ジニトロベンゼン)を使用
して作製することができる。例えば、リシン免疫毒素は、Vitetta等, Science 238:1098(
1987)に記載されているようにして調製することができる。炭素-１４標識１-イソチオシ
アナトベンジル-３-メチルジエチレン-トリアミン五酢酸(ＭＸ-ＤＴＰＡ)が抗体に放射性
ヌクレオチドをコンジュゲートするためのキレート剤の例である。国際公開第９４／１１
０２６号を参照のこと。リンカーは細胞中の細胞傷害剤の放出を容易にするための「切断
可能リンカー」でありうる。例えば、酸不安定性リンカー、ペプチダーゼ過敏性リンカー
、光不安定性リンカー、ジメチルリンカー又はジスルフィド含有リンカーが使用され得る
(Chari等, Cancer Research, 52：127-131(1992)；米国特許第５２０８０２０号)。
【０１９３】
　ここでの免疫コンジュゲート又はＡＤＣは、限定するものではないが、(例えば、Pierc
e Biotechnology, Inc., Rockford, IL., U.S.Aより)市販されているＢＭＰＳ、ＥＭＣＳ
、ＧＭＢＳ、ＨＢＶＳ、ＬＣ－ＳＭＣＣ、ＭＢＳ、ＭＰＢＨ、ＳＢＡＰ、ＳＩＡ、ＳＩＡ
Ｂ、ＳＭＣＣ、ＳＭＰＢ、ＳＭＰＨ、スルホ－ＥＭＣＳ、スルホ－ＧＭＢＳ、スルホ－Ｋ
ＭＵＳ、スルホ－ＭＢＳ、スルホ－ＳＩＡＢ、スルホ－ＳＭＣＣ、及びスルホ－ＳＭＰＢ
、及びＳＶＳＢ(スクシンイミジル-(４-ビニルスルホン)安息香酸塩)を含む架橋剤を用い
て調製されるコンジュゲートが明示的に考えられる。
【０１９４】
Ｅ．診断及び検出のための方法及び組成物
　ある実施態様では、ここに提供される何れかの抗ＦＧＦＲ４抗体は、生物学的サンプル
中におけるＦＧＦＲ４の存在の検出に有用である。「検出」なる用語は、ここで使用され
る場合、定量的又は定性的検出を包含する。ある実施態様では、生物学的サンプルは、細
胞又は組織、例えば乳房、膵臓、食道、肺及び／又は脳を含む。
　一実施態様では、診断又は検出の方法における使用のための抗ＦＧＦＲ４抗体が提供さ
れる。更なる態様では、生物学的サンプル中におけるＦＧＦＲ４の存在の検出の方法が提
供される。ある実施態様では、方法は、ＦＧＦＲ４への抗ＦＧＦＲ４抗体の結合が可能な
条件下で生物学的サンプルをここに記載の抗ＦＧＦＲ４抗体と接触させる工程、複合体が
抗ＦＧＦＲ４抗体及びＦＧＦＲ４間で形成されているかを検出する工程を含む。一実施態
様では、抗ＦＧＦＲ４抗体は、抗ＦＧＦＲ４抗体による治療に適格である被験体を選択す
るために、例えばＦＧＦＲ４が患者の選択のバイオマーカーである場合に、使用される。
　発明の抗体を使用して診断されうる例示的な障害は、癌(例えば乳房、肺、膵臓、脳、
腎臓、卵巣、胃、白血病、子宮内膜、結腸、前立腺、下垂体、乳房線維腺腫、頭頸部、軟
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部組織、神経芽細胞腫、メラノーマ、子宮内膜、精巣、胆管細胞癌、胆嚢及び肝臓の癌)
を含む。
　ある実施態様では、標識化抗ＦＧＦＲ４抗体が提供される。標識は、限定するものでは
ないが、直接検出される標識又は部分(例えば蛍光、発色団、高電子密度、化学発光、及
び放射性標識)、並びに例えば酵素反応又は分子相互作用を通して間接的に検出される酵
素又はリガンドなどの部分を含む。例示的な標識は、限定するものではないが、放射性同
位体３２Ｐ、１４Ｃ、１２５Ｉ、３Ｈ、及び１３１Ｉ、フルオロフォア、例えば希土類キ
レート又はフルオレセイン及びその誘導体、ローダミン及びその誘導体、ダンシル、ウン
ベリフェロン、ルシフェラーゼ、例えばホタルルシフェラーゼ及び細菌ルシフェラーゼ(
米国特許番号４、７３７、４５６)、ルシフェリン、２、３－ジヒドロフタルアジネジオ
ン、西洋ワサビペルオキシダーゼ(ＨＲＰ)、アルカリホスファターゼ、β－ガラクトシダ
ーゼ、グルコアミラーゼ、リゾチーム、サッカライドオキシダーゼ、例えばグルコースオ
キシダーゼ、ガラクトースオキシダーゼ、及びグルコース－６－リン酸脱水素酵素、複素
環オキシダーゼ、例えばウリカーゼ及びキサンチンオキシダーゼ、(ＨＲＰ等の色素前駆
体を酸化するために過酸化水素を伴う酵素にカップリングされる)、ラクトペルオキシダ
ーゼ、又はミクロペルオキシダーゼ、ビオチン／アビジン、スピン標識、バクテリオファ
ージ標識、安定フリーラジカルなどを含む。
【０１９５】
Ｆ．薬学的製剤
　ここに記載される抗ＦＧＦＲ４抗体の薬学的製剤は、所望の純度を有するこのような抗
体を一又は複数の任意の薬学的に許容可能な担体と混合することによって凍結乾燥製剤又
は水溶液の形態において調製される(Remington's Pharmaceutical Sciences 16版, Osol,
 A.編(1980))。薬学的に許容可能な担体は一般的に、用いられる用量及び濃度でレシピエ
ントに非毒性であり、リン酸、クエン酸、及び他の有機酸などのバッファー；アスコルビ
ン酸及びメチオニンを含む抗酸化剤；保存料(オクタデシルジメチルベンジルアンモニウ
ムクロライド；ヘキサメトニウムクロライド；ベンズアルコニウムクロライド；ベンゼト
ニウムクロライド；フェノール；ブチル又はベンジルアルコール；メチル又はプロピルパ
ラベン等のアルキルパラベン；カテコール；レゾルシノール；シクロヘキサノール；３-
ペンタノール；及びｍ-クレゾールなど)；低分子量(約１０残基未満)ポリペプチド；血清
アルブミン、ゼラチン、又は免疫グロブリン等のタンパク質；ポリビニルピロリドン等の
親水性ポリマー；グリシン、グルタミン、アスパラギン、ヒスチジン、アルギニン、又は
リジン等のアミノ酸；グルコース、マンノース、又はデキストリンを含む単糖類、二糖類
、及び他の炭水化物；ＥＤＴＡ等のキレート剤；スクロース、マンニトール、トレハロー
ス又はソルビトールなどの糖；ナトリウムなどの塩形成対イオン；金属錯体(例えば、Ｚ
ｎ-タンパク質錯体)及び／又はポリエチレングリコール(ＰＥＧ)等の非イオン性界面活性
剤を含む。ここでの 例示的な薬学的に許容可能な担体は、insterstitial drug分散剤、
例えば可溶性中性活性ヒアルロニダーゼ糖タンパク質(sHASEGP)、例えばヒト可溶性ＰH-
２０ヒアルロニダーゼ糖タンパク質、例えばｒＨｕＰＨ２０(HYLENEX(登録商標, Baxter 
International, Inc.)を含む。特定の例示的なｓＨＡＳＥＧＰ及びその使用は、ｒＨｕＰ
Ｈ２０を含み、米国特許公開番号２００５／０２６０１８６及び２００６／０１０４９６
８に記載されている。一態様では、ｓＨＡＳＥＧＰは一又は複数のグリコサミノグリカナ
ーゼ、例えばコンドロイチナーゼと組み合わせられる。
　例示的な凍結乾燥抗体製剤は米国特許番号６，２６７，９５８に記載されている。水性
抗体製剤は米国特許番号６，１７１，５８６及びＷＯ２００６／０４４９０８に記載され
るものを含み、後者の製剤はヒスチジンアセテートバッファーを含む。
【０１９６】
　ここでの製剤はまた、治療されている特定の徴候の必要に応じて２以上の活性成分を含
み得、好ましくは互いに悪影響を及ぼさない相補的活性を有するものである。例えば、Ｅ
ＧＦＲアンタゴニスト(例えばエルロチニブ)、抗血管新生剤(例えばＶＥＧＦアンタゴニ
スト、例えば抗ＶＥＧＦ抗体)又は化学療法剤(例えばタキソイド又は白金剤)を更に提供
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することが望まれうる。このような活性成分は、意図される目的に有効な量において組合
せで適切に存在する。
【０１９７】
　活性成分は、例えばコアセルべーション技術又は界面重合により調製したマイクロカプ
セル、例えば、それぞれコロイド状ドラッグデリバリーシステム(例えば、リポソーム、
アルブミンミクロスフィア、マイクロエマルジョン、ナノ粒子及びナノカプセル)又はマ
クロエマルジョンの、ヒドロキシメチルセルロース又はゼラチン-マイクロカプセル及び
ポリ(メチルメタクリレート)マイクロカプセル中に捕捉することもできる。このような技
術は、Remington's Pharmaceutical Sciences 16版, Osol, A. Ed. (1980)に開示されて
いる。
【０１９８】
　徐放製剤を調製してもよい。徐放製剤の好適な例は、抗体を含む固形疎水性ポリマーの
半透過性基質を含み、該基質は、成形品、例えばフィルム、又はマイクロカプセルの形で
ある。徐放性基質の例は、ポリエステル、ヒドロゲル(例えば、ポリ(２-ヒドロキシエチ
ル-メタクリレート)、又はポリ(ビニルアルコール))、ポリ乳酸(米国特許第３７７３９１
９号)、Ｌ-グルタミン酸及びγエチル-Ｌ-グルタメートの共重合体、非分解性エチレン-
酢酸ビニル、分解性乳酸-グリコール酸共重合体、例えばＬＵＰＲＯＮ ＤＥＰＯＴＴＭ(
乳酸-グリコール酸共重合体及び酢酸ロイプロリドからなる注射可能なミクロスフィア)、
及びポリ-Ｄ-(-)-３-ヒドロキシ酪酸を含む。
　インビボ投与に使用される製剤は一般的に無菌である。無菌性は、例えば滅菌濾過膜を
通す濾過によって容易に達成されうる。
【０１９９】
Ｇ．治療方法及び組成物
　ここに提供される抗ＦＧＦＲ４抗体の何れかは治療方法において使用されうる。
一態様では、医薬としての使用のための抗ＦＧＦＲ４抗体が提供される。更なる態様では
、癌の治療における使用のための抗ＦＧＦＲ４抗体が提供される。更なる実施態様では、
肝疾患(例えば硬変)の治療における使用のための抗ＦＧＦＲ４抗体が提供される。更なる
実施態様では、消耗性障害の治療における使用のための抗ＦＧＦＲ４抗体が提供される。
ある実施態様では、治療の方法における使用のための抗ＦＧＦＲ４抗体が提供される。あ
る実施態様では、発明は、個体に有効量の抗ＦＧＦＲ４抗体を投与することを含んでなる
、癌を有する個体の治療方法における使用のための抗ＦＧＦＲ４抗体を提供する。ある実
施態様では、発明は、個体に有効量の抗ＦＧＦＲ４抗体を投与することを含んでなる、肝
障害(例えば硬変)を有する個体の治療方法における使用のための抗ＦＧＦＲ４抗体を提供
する。一つのこのような実施態様では、方法は、個体に有効量の少なくとも１つの更なる
治療剤、例えば下記のものを投与することを更に含む。更なる実施態様では、発明は、細
胞増殖の阻害における使用のための抗ＦＧＦＲ４抗体を提供する。ある実施態様では、発
明は、細胞増殖を阻害するために有効量の抗ＦＧＦＲ４抗体を個体に投与することを含ん
でなる、個体における細胞増殖を阻害する方法における使用のための抗ＦＧＦＲ４抗体を
提供する。上記実施態様の何れかによる「個体」は、好ましくはヒトである。
【０２００】
　更なる態様では、発明は医薬の製造又は調製における抗ＦＧＦＲ４抗体の使用を提供す
る。一実施態様では、医薬は癌の治療のためである。更なる実施態様では、医薬は、癌を
有する個体に有効量の医薬を投与することを含んでなる癌の治療方法における使用のため
である。一実施態様では、医薬は肝障害(例えば硬変、非アルコール性脂肪性肝疾患、胆
汁性肝硬変、硬化性胆管炎、進行性家族性肝内胆汁うっ滞症)の治療のためである。更な
る実施態様では、医薬は、有効量の医薬を肝障害を有する個体に投与することを含んでな
る肝障害(例えば硬変、非アルコール性脂肪性肝疾患、胆汁性肝硬変、硬化性胆管炎、進
行性家族性肝内胆汁うっ滞症)の治療方法における使用のためである。一つのこのような
実施態様では、方法は、個体に有効量の少なくとも一つの更なる治療剤、例えば下記のも
のを投与することを更に含む。更なる実施態様では、医薬は細胞増殖を阻害するためであ
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る。更なる実施態様では、医薬は、細胞増殖を阻害するために有効量の医薬を個体に投与
することを含んでなる、個体における細胞増殖を阻害する方法における使用のためである
。上記実施態様の何れかによる「個体」はヒトでありうる。
【０２０１】
　更なる態様では、発明は、癌を治療するための方法を提供する。一実施態様では、方法
は、このような癌を有する個体に有効量の抗ＦＧＦＲ４抗体を投与することを含む。一つ
のこのような実施態様では、方法は、個体に有効量の少なくとも一つの更なる治療剤、例
えば下記のものを投与することを更に含む。上記実施態様の何れかによる「個体」はヒト
でありうる。
【０２０２】
　更なる態様では、発明は、肝障害(例えば硬変、非アルコール性脂肪性肝疾患、胆汁性
肝硬変、硬化性胆管炎、進行性家族性肝内胆汁うっ滞症)を治療するための方法を提供す
る。一実施態様では、方法は、このような肝障害を有する個体に有効量の抗ＦＧＦＲ４抗
体を投与することを含む。一つのこのような実施態様では、方法は、個体に有効量の少な
くとも一つの更なる治療剤、例えば下記のものを投与することを更に含む。上記実施態様
の何れかによる「個体」はヒトでありうる。　
【０２０３】
　更なる態様では、発明は、消耗性障害を治療するための方法を提供する。一実施態様で
は、方法は、このような消耗性障害を有する個体に有効量の抗ＦＧＦＲ４抗体を投与する
ことを含む。一つのこのような実施態様では、方法は、個体に有効量の少なくとも一つの
更なる治療剤、例えば下記のものを投与することを更に含む。上記実施態様の何れかによ
る「個体」はヒトでありうる。
【０２０４】
　更なる態様では、発明は個体における細胞増殖を阻害するための方法を提供する。一実
施態様では、方法は、細胞増殖を阻害するために個体に有効量の抗ＦＧＦＲ４抗体を投与
することを含む。一実施態様では、「個体」はヒトである。
【０２０５】
　更なる態様では、発明は、例えば上記治療方法の何れかにおける使用のための、ここに
提供される抗ＦＧＦＲ４抗体の何れかを含んでなる薬学的製剤を提供する。一実施態様で
は、　薬学的製剤は、ここに提供される抗ＦＧＦＲ４抗体の何れか及び薬学的に許容可能
な担体を含む。別の実施態様では、薬学的製剤は、ここに提供される抗ＦＧＦＲ４抗体の
何れか及び少なくとも一つの更なる治療剤、例えば下記のものを含む。
【０２０６】
　発明の抗体は治療において、単独で又は他の薬剤との組合せにおいて使用されうる。例
えば、発明の抗体は少なくとも一つの更なる治療剤と共投与されうる。ある実施態様では
、更なる治療剤は化学療法剤である。ある実施態様では、更なる治療剤は抗血管新生剤で
ある。
【０２０７】
この種の複合治療は上記が、別々の管理及び、合同の管理(2つ以上の治療薬が同じである
か別々の製剤に含まれる所で)を含む点に注意した。その場合には、同時に、本発明の抗
体の管理はあとに続いている及び／又は、付加的な治療薬の管理および／またはアジュバ
ントの前に起こることができる。本発明の抗体が、また、放射線療法と結合して用いられ
ることができる。
【０２０８】
本発明(いかなる付加的な治療薬及びも)の抗体はいかなる適当手段にもよって投与される
ことができる。そして、非経口投与薬を含む。そして、必要に応じて局所療法(病巣内管
理)のための鼻くう(及び)及び、肺内である。非経口的注入は、筋肉内であるか、静脈内
であるか、動脈内であるか、腹腔内であるか、皮下の管理を含む。例えば管理が簡単であ
るか慢性的かどうか一つにはに依存して、注射(例えば静脈内であるか皮下の注射)、投薬
が、いかなる適切なルートにもよってあることができる。さまざまな時間-位置、食物塊
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管理およびパルス注入の上の一つであるか多数の経営陣を含むがこれに限らずさまざまな
投薬スケジュールは、本願明細書において考察される。
【０２０９】
　本発明の抗体は、医学的実用性に合わせた様式で調製し、１回分に分けて、投与される
。ここで考慮する要因は、治療する特定の疾患、治療する特定の哺乳動物、個々の患者の
臨床状態、疾患の原因、薬剤の運搬部位、投与の方法、投与の日程計画、及び医師が知る
他の因子を含む。必要ではないが場合によっては、問題の疾患を予防するか又は治療する
ために一般に用いられる一つ以上の作用剤と抗体とを調製する。そのような他の作用剤の
有効量は、製剤中の抗体の量、疾患の型又は治療、及び上記の他の因子に依存する。これ
らは、一般的に、ここに記載されるものと同じ用量及び投与経路で、又はここに記載され
る用量の１～９９％で、或いは経験的／臨床的に適切と判断される任意の用量及任意の投
与経路で、用いられる。
【０２１０】
　疾患の予防又は治療のために、本発明の抗体の好適な用量は(単独で用いる場合、又は
一又は複数の他の付加的な治療剤と組み合わせて用いる場合)、治療する疾患のタイプ、
抗体のタイプ、疾患の重症度及び経過、抗体を予防目的で投与するか治療目的で投与する
か、以前の治療法、患者の病歴及び抗体への応答性、及び担当医師の判断に依存するであ
ろう。抗体は一時的又は一連の治療にわたって適切に患者に投与される。疾患のタイプ及
び重症度に応じて、約１μｇ／ｋｇ～１５ｍｇ／ｋｇ(例えば０．１ｍｇ／ｋｇ～１０ｍ
ｇ／ｋｇ)の抗体を、例えば一以上の分割投与又は連続注入による患者投与の初期候補用
量とすることができる。ある典型的な１日量は、上記の要因に応じて、約１μｇ／ｋｇ～
１００ｍｇ／ｋｇ以上の範囲であろう。症状に応じて、数日間以上にわたる繰り返し投与
は、通常、所望の疾患症状の抑制が得られるまで持続する。このような用量は、間欠的に
、例えば週ごと又は３週ごとに投与してもよい(例えば患者に約２～約２０、例えば約６
用量の抗体が投与される)。初期のより高い負荷投与量の後、一以上のより低い用量を投
与してもよい。しかしながら、他の投与計画が有効かもしれない。この治療の進行は、従
来技術及びアッセイにより容易にモニターすることができる。
【０２１１】
　上記製剤又は治療方法の何れも、抗ＦＧＦＲ４抗体の代わりに又は加えて発明のイムノ
コンジュゲートを使用して実施されてもよいことが理解される。
【０２１２】
Ｈ．製造品
　本発明の他の態様では、上記の疾患の治療、予防及び／又は診断に有用な物質を含む製
造品が提供される。該製造品は容器と該容器上又は該容器に付随するラベル又はパッケー
ジ挿入物を具備する。好適な容器には、例えば、ビン、バイアル、シリンジ等々が含まれ
る。容器は、様々な材料、例えばガラス又はプラスチックから形成されうる。容器は、症
状を治療、予防及び／又は診断するために有効な組成物単独又は他の組成物と組み合わせ
る組成物を収容し、滅菌アクセスポートを有しうる(例えば、容器は皮下注射針が貫通可
能なストッパーを有するバイアル又は静脈内投与溶液バッグでありうる)。組成物中の少
なくとも一つの活性剤は本発明の抗体である。ラベル又はパッケージ挿入物は、組成物が
選択された症状の治療に使用されることを示す。更に、製造品は、(a)本発明の抗体を含
有する組成物を中に収容する第一の容器；と(b)更なる細胞障害剤又はそれ以外の治療薬
を含有する組成物を中に収容する第二の容器とを含みうる。本発明のこの実施態様におけ
る製造品は、組成物を特定の症状の治療に使用することができることを示しているパッケ
ージ挿入物を更に含む。あるいは、もしくは付加的に、製造品は、薬学的に許容されるバ
ッファー、例えば注射用の静菌水(ＢＷＦＩ)、リン酸緩衝生理食塩水、リンガー液及びデ
キストロース溶液を含む第二の(又は第三の)容器を更に具備してもよい。更に、他のバッ
ファー、希釈剤、フィルター、針、及びシリンジを含む、商業上及び使用者の見地から望
ましい他の材料を含んでもよい。
【０２１３】
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　上記製造品の何れも、抗ＦＧＦＲ４抗体の代わりに又は加えて発明のイムノコンジュゲ
ートを含んでいてもよいことが理解される。
【０２１４】
ＩＩＩ．実施例
Ａ．抗ＦＧＦＲ４抗体での治療は肝細胞癌を阻害する
材料及び方法
インシリコ発現分析。　発現分析では、箱ひげプロットをBioExpressＴＭデータベース(G
ene Logic, Gaithersburg, MD)から抽出した正規化遺伝子発現データを用いてFGFR4につ
いて生成した。正常及び癌組織におけるFGFR4発現の分布をプローブ204579_atに伴うシグ
ナルを使用して評価した。
【０２１５】
　免疫組織化学。ホルマリン固定パラフィン包埋組織切片をTrilogy (Cell Marque, Rock
lin, CA)を使用して抗原回復のために処理し、次いで10 μg/ml 抗FGFR4抗体 (8G11; Gen
entech, South San Francisco, CA)でインキュベートした。免疫染色をビオチン化二次抗
体、 ABC-HRP試薬(Vector Laboratories, Burlingame, CA)、及び金属増感DAB比色ペルオ
キシダーゼ基質(Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL)を使用して達成した。
【０２１６】
　半定量的RT-PCR。全RNAをRNeasyキット(Qiagen, Valencia, CA)を使用して抽出した。
特異的プライマー及び蛍光発生プローブを使用し、遺伝子発現 を増幅し定量化した。遺
伝子特異的シグナルをRPL19ハウスキーピング遺伝子に正規化した。全てのTaqMan qRT-PC
R試薬をApplied Biosystems (Foster City, CA)から購入した。最小限の三つ組セットの
データを各条件について分析した。データを平均±SEMとして示す。
【０２１７】
　免疫沈降及び免疫ブロット。培養細胞又は凍結組織の溶解物をコンプリートEDTA-フリ
ープロテアーゼインヒビターカクテル(Roche, Indianapolis, IN)、ホスファターゼイン
ヒビターカクテル1及び2 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO)、2 mMフッ化ナトリウム、及
び2 mMオルトバナジウム酸ナトリウムで補充されたRIPA溶解バッファー(Millipore, Bill
erica, MA)で調製した。等量のタンパク質がBCAアッセイ(Thermo Fisher Scientific)に
よって決定され、FGFR4 (8G11; Genentech)、FGFR3 (Santa Cruz Biotechnology, Santa 
Cruz, CA)、FGFR2 (GeneTex, Irvine, CA)及びFGFR1 (Santa Cruz Biotechnology)に対す
る抗体を使用して免疫ブロット分析によって分析した。ヒト肝臓溶解物では、免疫ブロッ
ト分析を前述のようにFGFR4の免疫沈降によって実施した。
【０２１８】
　FGFR4モノクローナル抗体の生成。FGFR4ヌルマウスを組換えヒト及びマウスFGFR4-Fcキ
メラタンパク質(Genentech)で免疫化した。脾臓を8週間に収集し、ハイブリドーマを生成
した。培養上清を集め、免疫原に対して固相抗体結合アッセイによってスクリーニングし
た。陽性細胞株を、ヒト及びマウス FGFR4に対するFGF1及びFGF19結合を阻害する有効性
について固相受容体結合アッセイを使用して更にスクリーニングした。
【０２１９】
　LD1の分子クローニング。全RNAをRNeasy Mini kit (Qiagen)を使用してmuLD1を生産す
るハイブリドーマ細胞から抽出した。可変軽及び可変重ドメインを逆転写-PCR (RT-PCR)
を使用して増幅した。順方向プライマーは可変軽及び可変重領域のNH2-末端アミノ酸配列
に特異的であった。それぞれ軽鎖及び重鎖逆方向プライマーを、種にわたって高度に保存
されている定常軽及び定常重ドメイン1における領域にアニールするように設計した。増
幅された可変軽鎖をヒトκ定常ドメインを有する哺乳類発現ベクターにクローン化した。
増幅可変重鎖を完全長ヒトIgG1定常ドメインをコードする哺乳類発現ベクターに挿入した
。キメラ抗体を前述のように一過性に発現させた。実施例(図1-9を含む)のこのパートAに
記載される実験はキメラLD1を使用した。
【０２２０】
　固相抗体結合アッセイ。Maxisorp96ウェルプレートを50 μlの2 μg/ml 抗ヒト免疫グ
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ロブリンFc断片特異的(Jackson ImmunoResearch Laboratories, West Grove, PA)又は抗F
LAG抗体 (Sigma-Aldrich)で4oCで一晩コートした。非特異的結合部位を1時間200 μl PBS
/3%ウシ血清アルブミン(BSA)で飽和させ、FGFRs-IgG (Genentech and R&D Systems, Minn
eapolis, MN)又はFLAGタグ-FGFR4 (FGFR4ΔTM-FLAG)を1時間、PBS/0.3% BSAにおいてイン
キュベートした。プレート洗浄し、PBS/0.3% BSAにおいて抗FGFR4抗体で1時間インキュベ
ートした。結合抗体をHRP-コンジュゲート抗IgG (Jackson ImmunoResearch Laboratories
)及びTMBペルオキシダーゼ発色基質(KPL, Gaithersburg, MD)を使用して検出した。
【０２２１】
　フローサイトメトリー分析。フローサイトメトリー分析のための細胞を5mMのEDTAを含
有するPBSで再懸濁させ、2%熱失活ウシ胎仔血清(FBS)を含有するPBSで洗浄した。続く全
ての工程を氷上で実施した。細胞 (1x106)を30分間一次抗体(LD1又はアイソタイプコント
ロール)でインキュベートし、その後、フィコエリトリン(PE)- コンジュゲート抗ヒトIgG
抗体(Jackson ImmunoResearch)でインキュベーションした。細胞をFACScanフローサイト
メーター(BD Biosciences, San Jose, CA)で分析した。
【０２２２】
　DNAコンストラクト。ヒトFGFR4 (hFGFR4) cDNAを前述のようにクローン化した。FGFR4
の細胞外ドメインをまた発現ベクター pCMV-Tag4A (Stratagene, La Jolla, CA)にサブク
ローニングし、C-末端でのFLAGタグ(FGFR4DTM-Flag)でFGFR4の分泌形態を得た。一塩基変
異をQuikChange XL Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene)を使用してFGFR4DTM-F
lagコンストラクトに導入した。我々はまた、ヒトFGFR1の細胞質ドメイン (FGFR1のアミ
ノ酸残基K398 - R820)に融合されたヒトFGFR4の細胞外及び膜貫通ドメイン(アミノ酸残基
M1-G392 of FGFR4)を有するヒトFGFR4-FGFR1キメラコンストラクト(hFGFR4/R1)を生成し
た。FGFR4 (太線)をFGFR1 (プレイン)に連結したアミノ酸配列は・・・AVLLLLAGLYRGKMKS
G・(配列番号: 32)・・である。hFGFR4 cDNA又はhFGFR4/R1 cDNAをpQCXIPレトロウイルス
バイシストロニック発現ベクター (Clontech Laboratories, Mountain View, CA)にライ
ゲートした。
【０２２３】
　FGFR4DTM-Flag-条件培地。HEK293細胞を野生型又は変異体FGFR4DTM-Flagコンストラク
又は対応するエンプティベクターでトランスフェクトし、72～96時間、無血清PS25培地に
おいて維持した。得られた培地を濾過し、HEPES pH 7.2 (最終濃度40mM)及びプロテアー
ゼインヒビターを補充し、使用まで4°Cで保管した。
【０２２４】
　細胞培養及び安定細胞株。HEK293、HEPG2、及びHEP3B細胞をAmerican Type Culture Co
llection (ATCC, Manassas, VA)から入手し、10% FBS及び2 mM L-グルタミンで補充され
たF-12:DMEM mix (50:50)において維持した。HUH7及びPLC/PRF/5細胞をDMEM高グルコース
、10% FBSにおいて培養した。JHH4、JHH5、及びJHH7細胞をJapanese Cancer Research Re
sources Bank (Tokyo, Japan)から購入し、10% FBS及び2 mM L-グルタミンで補充されたW
illiams Medium Eにおいて維持した。SNU449細胞をATCCを入手し、10% FBS及び2 mM L-グ
ルタミンを含有するRPMI 1640において維持した。BaF3細胞を10% FBS、1 ng/ml IL-3、及
び2 mM L-グルタミンで補充されたRPMI 1640 (Life Technologies, Carlsbad, CA)におい
て維持した。L6細胞をATCCから入手し、10% FBSで補充されたDMEM高グルコースにおいて
維持した。BaF3及びL6細胞の培養物を製造者の指示に従ってエンプティ、hFGFR4、又はhF
GFR4/R1レトロウイルス発現ベクターで感染させ、10～12間、2.5 μg/mLピューロマイシ
ン(Life Technologies)を含有する培地において選択した。選択したプールから、５thパ
ーセンタイルの最も高く発現する細胞を抗FGFR4抗体(8G11; Genentech)を使用してFluore
scence Activated Cell Sorting (FACS)で単離した。高レベルのFGFR4、高レベルのFGFR4
/R1を発現する細胞、及びエンプティベクターで安定にトランスフェクトされたコントロ
ール細胞の得られたプールを、2.5 μg/mLピューロマイシンを含有する完全培地において
維持した。
【０２２５】
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　分裂促進アッセイ。BaF3/コントロール、BaF3/FGFR4、及びBaF3/FGFR4/R1細胞を２回洗
浄し、10% FBS、2 mM L-グルタミン、及び2 μg/mlヘパリンで補充されたRPMI 1640にお
いて96-ウェルプレート(22,500細胞/ウェル)に播種した。FGFを各ウェルに加え、細胞を7
2時間、37°Cでインキュベートした。相対細胞密度を製造者の指示に従ってCellTiter-Gl
o (Promega, Madison, WI)を使用して測定した。
【０２２６】
　FGF経路活性化の抗FGFR4抗体阻害。細胞をLD1又はアイソタイプコントロール抗体の有
無において24時間血清飢餓にした。次いでそれらを5 ng/ml FGF1 (FGF acidic, R&D Syst
ems)及び10 μg/mlヘパリンで5分間刺激した。細胞を、コンプリートEDTA-フリープロテ
アーゼインヒビターカクテル(Roche)、ホスファターゼインヒビターカクテル1及び2 (Sig
ma-Aldrich)、2 mMフッ化ナトリウム、及び2 mMオルトバナジウム酸ナトリウムで補充さ
れたRIPA溶解バッファー(Millipore)で溶解させた。等量のタンパク質をホスホ-ERK1/2、
ホスホ-FRS2、ERK1/2 (Cell Signaling Technology, Danvers, MA)、及びFRS2 (Millipor
e)に対する抗体を使用して免疫ブロットで分析した。
【０２２７】
　クローン形成アッセイ。HUH7 (5,000細胞/well)、PLC/PRF/5 (2,000細胞/ウェル)、JHH
5 (500細胞/ウェル)、又はJHH5/hFGFR4 shRNA (500細胞/ウェル)細胞を、三つ組において
6ウェルプレートにおいて2 ml培地/ウェルにおいて播種した。播種の３時間後、HUH7及び
PLC/PRF/5細胞を抗FGFR4抗体(chLD1; Genentech)の有無で処理した。抗体を実験の間(14
日) 週に2回かえた。JHH5及びJHH5/hFGFR4 shRNA細胞では、2 mg/mlドキシサイクリンの
有無での処理を播種の３時間後に開始し、実験の間週に３回かえた。細胞をPBSで洗浄し
、0.5%クリスタルバイオレット溶液で染色した。コロニーをMetaMorphソフトウェア(Mole
cular Devices, Sunnyvale, CA)を使用してカウントした。
【０２２８】
　インビボ実験。全動物のプロトコルはInstitutional Animal Care and Use Committee
に承認された。年齢5～6週である雌nu/nuマウスをCharles River Laboratories Internat
ional (Wilmington, MA)から得た。マウスは、餌が注射の12時間まで自由に標準的な餌及
び水を与えられた。マウスは腹腔内(IP)注射(10 mg/kg)のコントロール又は抗FGFR4 (chL
D1)抗体を与えられた。１８時間後、マウスはビヒクル(PBS)又は1mg/kg FGF19静脈内(IV)
を受けた。30分後、全グループからのマウスは剖検され、組織サンプルが収集され、液体
窒素において凍結され、-70oCに保管した。凍結組織からの全RNAをRNeasyキット(Qiagen)
を使用して調製した。3～5匹の動物のグループを各条件について分析した。データを平均
±SEMとして表し、スチューデントt検定によって分析した。
【０２２９】
　異種移植実験では、年齢6-～8-週のnu/nuの雌マウス (Charles River Laboratories In
ternational)を5x106細胞 (200ul/マウス)及びMatrigel (BD Biosciences)で皮下に播種
した。7日後、等量(~150mm3)の腫瘍を有するマウスをグループ(n=10)にランダム化し、週
に２回IPで処置した。腫瘍を電子キャリパー(Fowler Sylvac Ultra-Cal Mark III; Fred 
V. Fowler Company, Newton, MA)で測定し、腫瘍体積を式:(W2 x L)/2を使用して算出し
、ここでW及びLはそれぞれ小直径及び大直径である。データを平均腫瘍体積±SEMとして
表し、スチューデントt検定によって分析した。
【０２３０】
　FGF19トランスジェニックマウスを前述のように生産した。FGFR4ヌル変異体(FGFR4-KO)
動物は前に方向したように構築され、Material Transfer Agreement (University of Tex
as Southwestern Medical Center, Dallas, TX)のもと、W. L. McKeehanによって提供さ
れた。FGF19を過剰発現し、且つFGFR4受容体を欠くマウス(FGF19-TG:FGFR4-KO)を、ヤン
グアダルトFGF19-TGの雄とヤングアダルトFGFR4-KOの雌とを交配させることによって作っ
た。双方の遺伝子工学イベントの存在をテイルDNAについてPCRによって離乳時に確認した
。
【０２３１】
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結果
　FGFR4は、FGF19トランスジェニック・マウスの肝臓癌形成に、有用である。トランスジ
ェニック・マウスのFGF19の外因の表示は、以前、10ヵ月歳までにHCCが生じることを示し
た(18)。FGFR4がこのFGF19によって媒介される腫瘍形成に関係しているかどうか判断する
ために、我々は、FGF19をFGFR4ノックアウト(FGFR4-KO)マウスまたはFGFR4野生型(FGFR4-
WT)マウスを有するトランスジェニック(FGF19-TG)マウスに育てた。肝臓発癌が組織の総
及びを実行することによって評価された及び、マウスはさまざまな時間位置で検死を行わ
れた。新生物発生前の肝細胞性の増殖(すなわちBrdU編入)を測定することによる及び検査
(18)。FGF19-TGのHCCの発現：FGFR4-WTマウスは、先に述べたものとしていた。FGF19-TG
に対する反対：FGFR4-WTマウス(FGF19-TG)：FGFR4-KOマウスは、この実験(図1A)の間に、
いつでも肝細胞性の新形成の著しいか組織の証拠を進展させなかった。また、新生物発生
前の肝細胞性の増殖は、FGFR4-WT遺伝子型を有したFGF19-TGマウスにおいてかなり上昇し
たが、FGF19-TGに明らかでなかった：FGFR4-KO腹子(図1B)。雌のFGF19-TGマウスの腫瘍開
発のひどさ及び前に報告されたより高い頻度と整合した(18)、BrdU編入は、FGF19-TGにお
いて増加した：対応する男性(図1Bの左右のパネルを比較する)と比較したFGFR4-WT女性。
我々も、FGF19-TGマウスのHCCの発現上のジエチル・ニトロソアミン(DEN)(有力な肝臓発
癌物質)の効果を評価した。DENの管理は、FGF19-TGのHCCの発現を加速した：FGFR4-WTマ
ウス。新生物発生前で腫瘍性の病変 ― 変えられた(塩基親和の)肝の焦点、中心周囲の肝
細胞形成異常症、よく区別された肝細胞性の腫瘍および積極的な肝細胞癌 ― の全ての範
囲は、全てのDEN-既治療FGF19-TGから、肝臓に示した：非DEN既治療FGF19-TGの10ヵ月の
年齢と比較した4ヵ月の年齢(図1D)までのFGFR4-WT動物：FGFR4-WTマウス。ほとんどすべ
てのFGF19-TGからの肝臓の基本的な形態学の特徴：全ての時間位置のFGFR4-WTマウスは、
多数の葉(図1C)上のHCCのはなはだしく明白な小結節であった。腫瘍の負担は、肝臓重量
を計量することによって評価された。FGF19-TGの全ての時間位置で、次第に増加する相対
的な肝臓重量：DEN(図1E)を有するFGFR4-WTマウス既治療。面白いことに、肝臓重量の増
加は、女性(6ヵ月の2.7倍)において、男性(6ヵ月の1.8倍)(図1Eの左右のパネルを比較す
る)においてより発音された。男性の誰も過去6ヵ月の年齢(図1E)を生き残らなかった点に
留意する必要がある。肝臓癌形成はFGF19-TGにおいて述べた：DENを有するFGFR4-WTマウ
ス既治療はFGFR4-KOマウスのFGFR4表現の除去によって廃止された。したがって、FGF19-T
Gの相対的な肝臓重量：FGFR4-KOマウスは、成人期(図1F)の間に一定のままだった。これ
らの結果は、FGFR4表現がマウスのFGF19を促進された肝臓癌形成のために必要なことを示
唆する。
【０２３２】
　抗-FGFR4中和モノクローン抗体の生成。ターゲッティングFGFR4がHCCの治療的な影響を
有することができたかどうか評価するために、我々は、人間のFGFR4及び組み換えマウス
をもつFGFR4-KOマウスに予防接種をすることによって、FGFR4に特有の単クローン抗体を
生成した。結果として生じるクローン(LD1に指定される)のうちの1台は、マウス、カニク
イザルおよび人間のFGFR4(図2A)にその締め具の特異性のために選ばれた。この抗体は、
マウスまたは人間FGFR1、FGFR2またはFGFR3(図2A)と結合しなかった。表面プラスモン共
鳴分析で、相当する親和性(図2B)を有するマウス、カニクイザルおよび人間のFGFR4行き
のそのLD1がみられた。我々は、FGFR4行きのLD1が細胞表面で現れるかどうか評価するた
めに、フローサイトメトリを使用した。LD1を人間のFGFR4によって安定してトランスフェ
クションするHEK293細胞に具体的に結合することは、加えられる(図2C)抗体量と比例して
いた。LD1の締め具が、空のベクトルによって安定してトランスフェクションするHEK293
電池を制御するためになかった。一緒に、これらのデータは、細胞表面で表されるときに
、LD1が特にマウス、カニクイザルおよび人間のFGFR4と結合して、更に人間の受容体を認
識することを証明する。
【０２３３】
　LD1のためのFGFR4エピトープをマップするために、我々は、人間のFGFR1、FGFR2、FGFR
3およびFGFR4及びマウスのアミノ酸配列を比較した。8つのアミノ酸は、FGFR1-3オルト・
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ログのそれらの差違及び、FGFR4オルト・ログとのそれらの類似点に基づいて選ばれた。F
GFR4のこれらのアミノ酸は、人間のFGFR4の8つの異なる変異体構造物を生成するために、
FGFR3の等価な位置に存在するアミノ酸によって置換された。これらの構造物は、表され
て、固相結合実験を使用することを結合しているLD1のために評価された。LD1は、大部分
の変異体構造物及び等しくよく野生型FGFR4と結合した;G165Aは、結合しているLD1が危う
くされた(図2D)唯一のFGFR4変異体であった。LD1は、陰性対照野生型FGFR3(図2D)と、結
合しなかった。我々も、LD1をイムノブロット分析を使用している変異体構造物に結合す
ることを試験した。全ての先に述べたタンパク質構造物は、減少して、変性して、電気泳
動にかけられて、ニトロセルロースにelectro-transferredされた。ニトロセルロース膜
はLD1によって順次暖められた。そして、抗-FGFR4抗体が異なるエピトープ(8G11)または
抗-FLAG抗体を認識した。LD1がG165A変異体(図2E)を除いて等しくよく全ての構造物を検
出すると共に、8G11及び抗-FLAG抗体は全てのFGFR4変異体構造物及び野生型FGFR4を検出
した。タンパク質バンドは、管制レーン(図2E)の抗体の何れかによって検出されなかった
。我々は、G165(図2F)の位置を視覚化するためにFGF19の2つの分子に結合されるFGFR4ダ
イマーの三次元モデルを生成した。G165は、2台のFGFR4装置との接触の間際に、FGFR4-FG
F19複合体の中央に局所化される。一緒に、これらの結果は、G165が人間のFGFR4を有する
LD1の相互作用のために決定的であることを示す。LD1を還元して変性するFGFR4にも結合
することは、エピトープが三成分の確認に依存しないことを示唆する。
【０２３４】
　次に、我々は、LD1がFGF1およびFGF19を固相受容体-結合実験を使用しているFGFR4に結
合することをブロックすることができるかどうか検査した。結合しているFGFのLD1抑制は
、服用に依存して、FGF19(図3A)のための0.003nM、0.102の±及びFGF1のための0.006nM、
0.093の±のIC50に着いた。LD1が細胞表面で表されるFGFR4の機能を阻害することができ
たかどうか評価するために、我々は、最初に、それがFGFR1(BaF3/FGFR4/R1)の細胞内の領
域及びFGFR4の細胞外の領域のためにコード化する空想的な構造物によって安定してトラ
ンスフェクションするBaF3ネズミ・プロB細胞系を利用した。何れかFGFRs.を表さない、
野生型BaF3細胞系は、インターロイキン３(IL-3)である-依存している細胞系ヘパリン及
びFGFによって刺激されるときに、FGFRsによってトランスフェクションするBaF3細胞はIL
-3がない場合、増殖する。この構造物のトランスフェクションは、我々がBaF3細胞の成長
を支えるためにFGFsをIL-3と置換することができた。5nM FGF1がある場合には、LD1は、5
.4nM(図3B)、17.4の±のIC50を有するBaF3/FGFR4/R1細胞の激増を阻害した。
【０２３５】
　我々も、FGFシグナリング上のLD1の効果を評価するためにFGFR4(L6/FGFR4)を表してい
るベクトルによって安定してトランスフェクションするL6ネズミ骨格筋細胞系を使用した
。LD1が服用に依存する方法(図3C)のこれらの二次伝達物質のリガンドによって誘発され
たリン酸化を阻害すると共に、FGF1およびヘパリンのFGFR経路を起動するL6/FGFR4細胞培
養への追加は細胞外の信号を調整されたキナーゼ1/2(ERK1/2)及びFGFR基質2(FRS2)のリン
酸化によってデモをした。面白いことに、LD1の追加も、これらの細胞(図3C)の全体のFRS
2内容の増加を誘発した。
【０２３６】
　我々がLD1を結合することを評価したフローサイトメトリを使用することは、HCC細胞系
のサブセットの細胞表面で、FGFR4の表示を確認した。LD1は、JHH5細胞(図3D)及び、最も
高くより小さい範囲でHUH7行きのPLC/PRF/5及びと結合した。制御抗体をこれらの細胞の
表面に結合することは、ごくわずかだった(図3D)。さらにまた、BaF3細胞(それらがFGFR4
を表さないので、陰性対照として使われた)の表面に対する制御抗体及びLD1を結合するこ
とは、また、ごくわずかだった(図3D)。
【０２３７】
　LD1は、肝癌細胞系のFGFR4機能を阻害する。LD1の阻害力は、内因性のFGFR(すなわちFG
FR1-4)表現(図7)の各種レベルを有する肝癌細胞系を使用して特徴づけられた。HEP3B細胞
において、LD1がFRS2(図4A)のFGF19を刺激されたリン酸化を阻害すると共に、FGF19の追
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加はERK1/2及びFRS2のリン酸化を起動させた。そして、L6/FGFR4細胞に対するその効果と
同様だった。LD1は、しかしながら、ERK1/2(図4A)のリン酸化をこれといって変えなかっ
た。
【０２３８】
　チトクロームP450 7α1(CYP7α1)の表示およびc-Fosは、肝細胞線のFGF19によって調整
される(16, 22)。我々は、LD1がこのFGF19によって媒介される遺伝子変調を禁止すること
ができるかどうか検査した。HEB3B細胞において、FGF19の追加は、81%(図4B)、CYP7α1の
表示を減らした。LD1の追加は、CYP7α1(図4B)の基礎表示の67%を復元した。加算FGF19の
非存在下で、LD1は、2倍(図4B)、CYP7α1表現を増やした。FGF19の追加がHUH7細胞のCYP7
α1の表示に影響を及ぼさなかったにもかかわらず、LD1の追加は、FGF19の存在または欠
如の2.9-および3.5倍この遺伝子の表現度を増やして、それぞれHEP3B細胞(図8)に記載の
類似した効果を有した。陰性対照抗体の追加は、HEP3BかHUH7細胞(8及び図4B、それぞれ)
のCYP7α1の表示に、影響を及ぼさなかった。面白いことに、LD1の追加は、HEP3BおよびH
UH7細胞の外因的に加算FGFR4リガンドの非存在下で、CYP7α1表現のアップレギュレーシ
ョンにつながる。これは、LD1が基礎活性がおそらくFGFR4リガンド・オートクリン/パラ
分泌ループによって維持したFGFR4を阻害することを示す。
【０２３９】
　更にFGFR4の基礎活性上のLD1の効果を評価するために、我々は、外因的に加算FGFR4リ
ガンドの非存在下でc-Fosの表示を測定した。FGFR4経路の活性化は、以前、c-Fosの表示
を増やすことを示した(16)。LD1の追加は、PLC/PRF/5つのセル線の75%、JHH5、JHH7およ
びHUH7細胞系及びの50%、c-Fosの基礎表示を減少させた;制御抗体の追加は、基礎c-Fos表
現(図4C)に、影響を及ぼさなかった。これらの結果は、FGFR4の基礎活性を阻害するため
に、LD1の能力を示す。
【０２４０】
　LD1は、コロニー形成を阻害する。我々は、最初にコロニー形成をドキシサイクリン誘
導性のFGFR4特定のshRNAまたは制御shRNAによって安定してトランスフェクションするJHH
5細胞で測定した。非存在下でコロニーを形成するために制御構造物によってトランスフ
ェクションするJHH5細胞の能力またはドキシサイクリンの存在の違いがなかったにもかか
わらず、ドキシサイクリンのshRNAが造るFGFR4によってトランスフェクションするJHH5細
胞への追加はドキシサイクリン(図4D)の非存在下で細胞と比較して、76%コロニー形成を
阻害した。この結果は、FGFR4が肝癌細胞系のコロニー形成に関係していることを示唆す
る。
【０２４１】
　次に、我々は、肝癌細胞系のパネルによってコロニー形成を阻害するために、LD1の能
力を試験した。LD1のJHH5、HUH7およびPLC/PRF/5セルの培養組織への追加は、26%、50%お
よび82%の最大の抑制に達して、それぞれコロニー形成(図4F)の服用に依存する減少を引
き起こした。HUH7細胞培養及びPLC/PRF/5の代表例は、図4Eに示される。制御抗体の追加
は、コロニー形成(図4F及び4E)に影響を及ぼさなかった。これらの結果は、LD1が肝癌細
胞系のFGFR4によって媒介されるコロニー形成を阻害することを示す。
【０２４２】
　LD1は、活発な活性のFGFR4を阻害する。我々は、LD1または制御抗体を注射されるマウ
スの肝臓のFGF19を起動するc-Fos誘導を測定することによって、LD1の生体内での有効性
を評価した。肝臓のc-Fos誘導がFGF19刺激に影響されるので、我々はFGF19へのc-Fos反応
をモニタするほうを選択した(16)。C-Fos表現は、53倍、リン酸緩衝生理食塩水(PBS)(図5
A)を有するマウス既治療の肝臓と比較して、FGF19を有するマウス既治療の肝臓において
より高かった。LD1の管理は、18時間、FGF19の注射の前に、3.5倍(図5A)、c-Fos誘導を減
らした。LD1も、6倍(図5A)、単純なマウスのc-Fos表現の基礎レベルを減らした。制御抗
体の注入は、未処置のマウス(図5A)と比較して、c-Fosの基礎であるかFGF19を刺激された
表示を変えなかった。これらのデータは、FGF19を刺激されたFGFR4活性及び基礎ものを阻
害することで、LD1の生体内での有効性を示す。
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【０２４３】
　LD1は、生体内で腫瘍成長を阻害する。腫瘍成長を阻害することで、LD1の生体内での有
効性を調べるために、我々は、最初にHUH7肝癌細胞系異種移植片モデルを利用した。定着
腫瘍(ほぼ150のmm3)を支えているマウスは、30mg/kgのLD1、30mg/kgの制御抗体またはPBS
を有する一回分を盛られた週刊誌であった。13日後に、PBSか制御抗体を有するマウス既
治療のHUH7腫瘍は、720のmm3(図5B)の平均サイズに増大した。しかしながら、LD1を有す
るマウス既治療のHUH7腫瘍は、28のmm3、制御抗体と比較した腫瘍成長の96%の抑制または
PBS(図5B)の平均サイズに増大した。繰り返された実験において、二回週につき30mg/kgの
LD1の管理によって、完全な腫瘍成長阻害(図9)が生じた。剖検で、FGFR4を調整された遺
伝子及びFGFR4の表示上のLD1の効果が評価された及び、腫瘍は切除された。LD1の管理は
、HUH7異種移植片腫瘍(図5C)のFGFR4表現に影響を及ぼさなかった。しかしながら、LD1は
、PBS既治療マウス(図5C)の腫瘍において測定されるCYP7α1の発現レベルと比較して、3
倍CYP7α1の表示を増やした。LD1も、PBS治療をうけているマウス(図5C)と比較して、17-
および6倍、それぞれ、egr-1及びc-Fosの表示を減らした。
【０２４４】
　更にLD1の生体内での有効性を評価するために、我々は、FGF19-TGマウスモデルを使用
した。FGF19-TGマウスは、腫瘍形成を加速するために15日の年齢でDENで扱われて、それ
から4週間目でランダムに3つの一団に分類された。その他の2つのグループがLD1か毎週の
基礎上の抗-FGF19抗体(1A6)を受けた及び、1つのグループは制御抗体を受けた。1A6は、
以前、FGF19-TGマウスの腫瘍形成を予防することを示した(23)。肝臓が分析のために切除
された及び、6ヵ月後に、マウスは検死を行われた。制御抗体を有するマウス既治療の肝
臓は、多数の葉(図5D)に、はなはだしく明白な大きな小結節があった。しかしながら、LD
1(図5D)または1A6を有するマウス既治療の肝臓には、新形成の証拠がなかった。このパラ
メータが以前強くFGF19-TGモデルのパーセント腫瘍ボリュームと相関することを示したの
で、我々も腫瘍の負担を評価するために肝臓重量を計量した(18, 23)。LD1または1A6を有
するマウス既治療からの肝臓の重量は、制御抗体(図5E)を有するマウス既治療から、肝臓
の重量より有意に低かった(p = 0.035及びp = 0.052、それぞれ)。LD1を有するマウス既
治療および1A6を有するマウス既治療間の肝臓重量の違いは、重要でなかった(図5E)(p = 
0.439)。一緒に、これらのデータは、症状発現前のモデルの肝細胞癌を阻害することで、
明らかにLD1の生体内での有効性を示す。
【０２４５】
　FGFR4表現は、癌において変えられる。我々は、BioExpressデータベース(遺伝子Logic
、会社、Gaithersburg、MD、米国)を分析することによって、種々の人間の通常の及びガ
ン組織のFGFR4表現を評価した。FGFR4表現は、大部分の種類の癌において非常に可変的で
ある。正常組織と比較して、FGFR4表現は、肝臓において高架鉄道で、結腸直腸で、胃で
、食道、小腸癌だった(図6A)及び、しかし、腎臓、肺、リンパ性において減弱して、及び
精巣癌。免疫組織化学(IHC)を使用して、我々は、肺、胸部、膵臓、及び卵巣の腺癌、肺
扁平上皮癌、肝細胞癌、甲状腺癌、及び正常はい、膵臓および甲状腺のサンプルのパネル
のFGFR4を局所化した。FGFR4の検出は、通常で腫瘍性の上皮細胞(代表例は、図6Bに示さ
れる)の膜で細胞質の染色を引き起こした。正常組織と比較して、染色のより高い等級は
、通常、腫瘍サンプルで見つかった。抗-FGFR4による著しい標識に適度な膵臓(41%の標本
において)、胸部(46%)、肺(31%)、卵巣(41%)、コロン(90%)、肝臓(33%)および甲状腺(11%
)(ref. 23及び表2)からの腫瘍において明らかだった。
【０２４６】
表２：正常及び癌組織におけるＦＧＦＲ４発現。ＦＧＦＲ４免疫染色の病理組織学的評価
によって決定される正常及び癌組織におけるにおけるＦＧＦＲ４発現の蔓延
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【０２４７】
　人間のHCCのFGFR4の広範囲にわたる表示は、また、以前ｉｎ　ｓｉｔｕハイブリッド形
成によって確認された(23)。HCC及びFGFR4の関連がすでに提案されたので、我々は定量的
リアルタイムPCR法(qRT-PCR)を使用している11の正常肝及び更に23の主要な人間の肝腫瘍
のFGFR4表現を評価することに決めた。各々のサンプルのFGFR4の表示は、第1の正常肝サ
ンプル(N1)のこの受容体の表示に正常化された。FGFR4の平均レベルは正常肝(0.90-±0.0
4-折り目)と比較して肝腫瘍(1.22-±0.05-折り目)において適度に増加した、しかし、そ
の人口が全体として考慮される(図6C)ときに、違いは統計的有意差(p = 0.23)に着かなか
った。しかしながら、FGFR4表現は、腫瘍のサブセットが、かなりより高かった(2倍以上)
(7/23;30%).これらの結果は、FGFR4表現が数種類の癌において規制撤廃されることを示す
。肝腫瘍のサブセットのFGFR4の発現増加は、それが肝癌の治療の魅力的な目標を診断選
択された患者集団において代表することができることを示唆する。
【０２４８】
　この研究において、抗体を機能させなくなっているFGFR4を有するその処理が抗腫瘍利
点を提供することができる及び、我々はFGFR4が肝細胞癌に参加するという証拠を提供す
る。肝臓腫瘍形成のFGFR4の関与を評価するために、我々は、遺伝子工学によるマウスモ
デルを使用した。FGF19の外因の表示は、肝細胞増殖、肝細胞性の形成異常症およびマウ
スのHCCの発現を促進することを示した。加えて、我々その他は、KlothoβがFGF19の肝臓
-比活性のために必要なことを証明した(16,19,24)。FGFR4及びKLBが肝臓において最も高
く表されるので、我々はFGFR4経路の規制緩和がFGF19によって媒介される肝臓腫瘍形成の
原因となると仮定した。この仮説を検証するために、我々は、FGFR4-KOマウスを有するFG
F19-TGマウスを育てた。肝細胞性の新形成及び新生物発生前の肝細胞性の増殖は、FGFR4-
WT背景をもつFGF19-TGマウスだけで発見された。より生きている腫瘍形成は、FGFR4-KOマ
ウスにおいて廃止された。我々は、有力な肝癌誘発物質(ジエチル・ニトロソアミン)を投
与することによって、更にマウスに疑問を呈した。DENを有する処理はFGFR4-WT背景をも
つFGF19-TGマウスのHCCの発現を加速したのに、肝臓新形成の証拠はFGFR4-KOマウスで発
見されなかった。はっきりした結論は、FGFR4がFGF19を促進された肝臓腫瘍形成のために
必要であるということである。
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【０２４９】
　一緒に、これらのデータは、FGFR4、肝臓腫瘍形成および肝癌進行の関連を提案する。
従って、その抑制が肝癌患者に治療的な利点を提供することができる及び、FGFR4は潜在
的治療的な目標である。このために、我々は、抗-FGFR4中和抗体(LD1)を呈した。LD1は、
FGFR4と結合して、生体外でリガンド締め具、経路活性化、遺伝子形質発現の調節、細胞
増殖およびコロニー形成を阻害する。LD1がFGFR4と結合するサイトは、FGFR4オルト・ロ
グの間で類似であるが、FGFR1-3オルト・ログにおいて異なるサイトでポイントミューテ
ーションを支えているFGFR4構造物を有するLD1の相互作用を評価することによって局所化
された;FGFR4のこれらのアミノ酸残基は、FGFR3の等価な位置に存在するアミノ酸残基に
よって置換された。LD1は、FGFR4がG165A変異体を除いて造る変異体の全て及び、野生型F
GFR4と結合した。FGFR4の位置165のアラニンによるグリシンの置換は、ほとんど、結合し
ているLD1を廃止した。FGFRs間のこの領域の高いアイデンティティと結合されるFGFR4の
ためのLD1の洗練された特異性は、結合しているLD1のためのこの残りの重要性を強調する
。FGFR4のグリシン165は、FGFR1のアラニン171に対応する。面白いことに、アラニン171
は、FGFR1ダイマー・インタフェースで最も近い方法の残りである(25)。ダイマーの軸全
体に、1つの受容体のアラニン171の側鎖は、隣接した受容体のアラニン171と恐怖病に連
絡をとる。FGFRsのこの領域のシーケンスの保護は、受容体-受容体インタフェースを形成
しているこの領域と整合している(26, 27)。このように、LD1をFGFRのこの等価な領域に
結合することは、受容体二量体化を崩壊させてありそうである。リガンドによって誘発さ
れた受容体二量体化は、FGFRsの活性化にとって重要である。従って、FGFR4二量体化の抑
制は、LD1のための潜在的作用機構である。類似した作用機構は、他の治療的な抗体のた
めにすでに記載されていた(28)。
【０２５０】
　我々は、生体内で、LD1が遮断の腫瘍成長によってFGFR4及びの下流に遺伝子の変調を禁
止することによって肝癌異種移植片腫瘍に従って行動することを示した。加えて、LD1の
管理は、FGF19-TGマウスのHCCsの形成および開発を禁止した。
【０２５１】
　これらのデータは、FGFR4が癌進行及び腫瘍形成を促進することに関係していることを
証明する。特に、我々の結果は、FGFR4が肝細胞癌において重要な役割を果たすことがで
きることを示唆する。証拠のいくつかの境界は、この仮説をサポートする。FGFR4は、人
間の肝細胞に存在する支配的なFGFRの等形である(15)。我々は肝臓組織がKLB反訳記録レ
ベル及び最も高いFGFR4を有すると前に報告した。そして、その両方はこのシグナリング
複合体によってリガンドを刺激された活性にとって重要である(16)。さらにまた、マウス
のFGF19(すなわちFGFR4に特有のリガンド)の異所性の表示は、肝細胞増殖、肝細胞性の形
成異常症および新形成を促進する(18)FGF19によって誘発された肝細胞及び、増殖は、FGF
R4によって独自に調停されることが報告された(24)。最近の報告は、FGFR4もアルファ胎
仔タンパク質分泌、増殖および抗-アポトーシスを調整することによって有意にHCC進行に
関与することを示唆する(17)。FGFR4表現は、また、化学療法に対する抵抗を促進するこ
とを示した(29)。1つのグループがマウスのFGFR4のための保護役割(HCCプロモーティング
作用よりむしろ)を報告した点に留意する必要がある(30)。リガンド、同じくFGFRsのレベ
ルおよび共同受容体発現の集中及び識別を含む前後関係の要因が腫瘍形成のFGFR4の役割
を調整するかもしれないかもしれない。例えば、我々はFGFR4表現が主要な肝腫瘍のサブ
セットにおいてかなり増加するとわかった。そして、FGFR4が肝癌の治療の魅力的な目標
を診断選択された患者集団において代表することができることを示唆した。HCC進行及び
肝臓腫瘍形成のFGFR4の関与に対して蓄積している証拠を与えられて、我々は、抗-FGFR4
中和抗体を含む治療的な介入が肝癌の治療において有益にしそうであると思っている。
【０２５２】
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and McKeehan, W.L. 2000. Elevated cholesterol metabolism and bile acid synthesis
 in mice lacking membrane tyrosine kinase receptor FGFR4. J Biol Chem 275:15482-
15489.
【０２５３】
Ｂ．的外れに非常に特定のFGF受容体4に対して抗体の人間化の間、除去される識別された
及びを結合する
方法及び材料
　FGFR4はSulfo-NHS-LC-ビオチンを使用してビオチン化された(入る;ネコ21335)。
　キメラLD1の生成－本願明細書において記載されてるように、人間のFGF受容体4(FGFR4)
の細胞外の領域は、記載されているにつれて、及びが純化したCHO細胞を中で表したbalb/
cマウスに予防接種をするために用いた。クローンがタンパク質ベースのＥＬＩＳＡのFGF
R4と結合しているFGF19を遮断する能力のために放送されるときに、LD1を表しているハイ
ブリドーマは識別された。
【０２５４】
　ネズミのLD1可変ドメインは、標準分析法を使用しているハイブリドーマ細胞を生じて
いるLD1から抽出される完全リボゾームリボ核酸からクローンをつくられた。可変的な重
い(VH)領域及び可変照明(VL)は、VH地方及びVLのＮ末端アミノ酸配列に特有の前方のプラ
イマ及び恒常的な重い領域1(CH1)及び恒常的な光(CL)に変性復帰プライマを有するRT-PCR
を使用して増幅された。これらの可変ドメインは、それから、Ｈ鎖恒常部及びそれぞれの
人間の光を含んだベクトルへのクローンをつくられたin-frameであった。
【０２５５】
　LD1の親和性成熟及びヒト化－LD1のHypervariableな領域は、人間のVHサブグループIII
(huIII)可変ドメイン・フレームワーク及び私(huKI)がtrastuzumabにおいて使用した人間
のカッパに移植された。フレームワーク変化の最小限の組合せが識別された非常に完全に
回復するFGFR4結合能であるまで、フレームワーク修理はマウス副尺位置の追加によるFGF
R4結合能を最適化するために用いた。
【０２５６】
　hLD1.vB(バクテリオファージ上の一価性のＦａｂ-P3融合として示される)は、柔らかい
機会的分布戦略を使用して熟成する親和性であった。ネズミの高度変異部シーケンスへの
偏りが毒入りのオリゴヌクレオチド合成戦略を使用して維持されたように、シーケンス多
様性は別に各々の高度変異部にもたらされた。各々の多様化された位置のために、野生型
アミノ酸をコード化しているコードンは、各々の位置で平均50パーセントの突然変異率に
結果としてなっているヌクレオチドの70-10-10-10の混成によって有害にされた。
【０２５７】
　hLD1.vB多様化されたバクテリオファージ・ライブラリは、可溶性の選択方法を使用し
てパンされた。この方法は溶液のビオチン化されたFGFR4の低い集中を有する短い結合期
間に依存した。そして、固定された中性アビジン上のFGFR4にバクテリオファージ-跳躍の
短い5分の捕獲が続いた。過剰なラベルのないFGFR4(100nMを超える)は、増加した外れた
率選択厳しさのための捕獲ステップの前に加えられた。縛られたバクテリオファージは30
分の間の100mMのHClを有する井戸を暖めることによって抜き取られた。そして、M13/KO7
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ヘルパーファージ及び1Mのトリス、pH 8および増幅された使用しているXL1-Blue電池で効
力を消された。バクテリオファージ抗体はノーカット免疫グロブリンGに再フォーマット
された。そして、一過性に哺乳動物細胞において表されて、Protein Aクロマトグラフィ
によって純化された。
【０２５８】
　親和性の決定－親和性の決定は、BIAcoreTM-2000を使用している表面プラスモン共鳴に
よって実行された。
PBSTのFGFR4(0.48-1000nM)の連続2倍の希釈剤が30のμl/最小限度の流速で、注入された
及び、hLD1.vB免疫グロブリンGのほぼ50のRUはCM5センサチップ上の10mMのSodium Acetat
e pH 4.8において固定された。各々のサンプルは、10分の解離及び4分の関連によって分
析された。各々の注射の後、チップは、10mMのグリシンpH 1.7を使用して再生した。結合
反応は、RUを類似した密度で固定される無関係な免疫グロブリンGを有する流れセルから
減算することによって修正された。Languirがkoff及びkonの同時合わせることの中でモデ
ル化する1:1が、キネティクス分析のために使われた。
【０２５９】
　異種移植片実験－全動物プロトコルは、Genentech’s Institutional Animal Careおよ
びUse委員会の承認を得た。7週間目の雌のnu/nu(裸の品種相似係数)マウスは、チャール
ズ川Laboratoriesインターナショナル(コード088の重圧となる)から得られた。マウスは
、特定病原体感染防止条件状況の下で維持された。HUH7細胞(5つのx 106;日本Health科学
Research Resourcesバンク(ネコJCRB0403))HBSS/Matrigelの0.2mL量のマウスの横腹に、
皮下に植設した(1:1にv/v;BD Biosciences(ネコ354234))。腫瘍ボリュームが公式を使用
して算出された及び、腫瘍はカリパス副木で毎週二回測定された：V = 0.5 x L x W2(Lお
よびWが腫瘍の長さおよび幅である)、それぞれ。平均腫瘍ボリュームが145のmm3に着くと
きに、マウスは車両(PBS)、30mg/kgのchLD1、30mg/kgのhLD1.vBまたは30mg/kgのhLD1.v22
の0.2mLの腹こう内投与によって１週間に１回既治療及びグループ(n = 15)にランダム化
された。処理後の、腫瘍体積は、上記の通りに計量された。パーセント腫瘍成長阻害(% T
GI)は以下の公式を使用して算出された、制御車両のDay 21の平均腫瘍ボリュームはどのC
 =で試験処理を与えられる各々のグループのマウスからT =及びDay 21上の平均体積を分
類する：100が×印を付ける((CT)/C)%TGI =。ログランク検定がJMPソフトウェアをもつグ
ループの腫瘍を２倍にしている違いを評価するために用いた及び、データが分析されて、
Version 6.0(SAS研究所;ケアリー(NC))。データは、平均腫瘍ボリューム±SEMとして示さ
れる。
【０２６０】
　マウスの薬物動態学的研究－NCRヌードマウスは、Taconic(ネコNCRNU)によって供給さ
れた。C3ノックアウト・マウスは、少なくとも10世代のためのC57BL/6マウスに戻し交配
された。子供たちは、野生型の統制及びC3ノックアウト・マウスを生産するために交差し
た。この研究において、それぞれ、それらは、C3 wtマウス及びC3 koと称する。
【０２６１】
　15.5および38.3gの間で体重があっているマウスは、尾静脈を経て抗-FGFR4抗体の1、5
または20mg/kgの体重点滴大量瞬時投与量を施された。選択された時間に分離される血清
及び心臓棒(時間につきn=3マウスは、ポイントする)が最高28日のポスト服用を示す又は
、血液サンプルはレトロ軌道裁切りを経て集められた。血清サンプルは、格納された-80
°CＥＬＩＳＡを使用している抗-FGFR4抗体血清中濃度のために検定される。
【０２６２】
　抗-FGFR4抗体血清中濃度-時間側面は、WinNonlin Enterprise Version 5.2.1(Pharsigh
t社)を使用しているPKパラメータを推定するために用いた。単一の集中?時間側面が各々
のグループのために決定されたので、各々のPKパラメータの発作の標準誤差(SE)とともに
、各々のPKパラメータの1つの評価は得られて、報告される。各々のグループのために管
理される名目服用が、モデリングのために使われた。
【０２６３】
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　放射性ヨウ素化－抗体は、間接的なヨード情報追加方法を使用してradioiodinatedされ
た。放射性同位元素で識別されたタンパク質は、NAP5TM柱を使用して精製された(GE Heal
thcareライフSciences,cat。17-0853-01)予めPBSにおいて釣り合わせられた。生体外実験
において使用する分子の比活性は、hLD1.vBのための15.05mCi/mg及びchLD1のための14.38
mCi/mgであった。生体内での研究において使用する分子の比活性は、hLD1.vBのための9.9
9mCi/mg及びchLD1のための12.52mCi/mgであった。放射性ヨウ素化後の、radioiodinated
された、抗体は、ラベルのない抗体と結合している相当するテストを保持している完全な
及びとして、サイズ排除高圧液体クロマトグラフィ(HPLC)、ドデシル硫酸ナトリウム・ポ
リアクリルアミドゲル電気泳動(SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動)およびＥＬＩＳＡ
によって特徴づけられた。
【０２６４】
　インビトロインキュベーション－200mg/mlの終濃度おいて血清においてFor潜伏、抗体
は、NCR裸像(C3 koまたはC3 wtマウス血清)に加えられたPBS + 0.5%及びBSAアリクォット
(100のμl)は、作られて、穏やかな回転を有する37°Cで暖められた。サンプルは、及び
が保存した0、4、8、24、48および96hで、ドライアイスへ転送された-ＥＬＩＳＡ分析ま
で70°C。
【０２６５】
　プラズマの潜伏のために、抗体がカニクイザル(人間)に加えられたことネズミ(バイオ
開発LLC(ネコ)。CYNPLLIHP、HMLLIHP、そして、それぞれ、RATPLLIHP)、0.5% PBS +及びN
CRヌードマウス・プラズマ(Taconic、ネコNCRNU-E)及び5つの×106のCPM/mlの終濃度の20
0mg/mlの±125I-抗体の終濃度でBSA。アリクォット(100のμl)は、作られて、穏やかな回
転を有する37°Cで暖められた。0、24および48hでサンプルが及びが保存したドライアイ
スへ転送されたこと-サイズ-除外HPLC(ラベルのない抗体がサンプルをとる125I-抗体+)に
よる分析まで70°CまたはSDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動(ラベルのない抗体サンプ
ル)が続くタンパク質-G摘出を受ける。
【０２６６】
　組織分布試験－雌NCRヌードマウスは、20mg/kgで300mCi/kgの±ラベルのないhLD1.vBで
、20mg/kgまたは125I-hLD1.vBで300mCi/kgの±ラベルのないchLD1で、125I-chLD1の点滴
大量瞬時投与量を受信した。血液は、2、5、24、72および120hのポスト服用及び15分に集
められて、血清のために処理された。血清は、凍られた-サイズ-除外HPLCによって分析さ
れるまで、タンパク質-G摘出を受ける及びがSDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動分離に
よってあとに続いて70°C。総放射性カウントは、また、ウォーレス1480ウィザード3”を
使用して得られた(EC&Gウォーレス(ネコ)。1480-011).肝臓(肺)心臓が2、72集められた及
び腎臓凍られる120時間のポスト服用及び及び-全体の放射能のための分析まで70°C。全
ての動物は、IACUCガイドラインに従って慣らされた。
【０２６７】
　IgG及びFGFR4 ELISA－特定の免疫グロブリンG及び免疫グロブリンGは、FGFR4 ＥＬＩＳ
Ａを使用して測定された。FGFR4はミクロタイタープレートに固定されたと、捕獲免疫グ
ロブリンGが2つのヤギ抗-huIgG Fcがワサビペルオキシダーゼ(HRP、ジャクソン、cat# 10
9-036～098)に接合したF(ab’)によって検出された及び、0.35MのNaCl(1x PBS pH 7.4、0
.5%のBSA、0.05%のTween-20、0.25%のChaps、5mMのＥＤＴＡ、0.2%のBgG、0.35MのNaCl、
15ppmのProclin)がそうであったMagic Buffer +において希釈されるサンプル及びLD1標準
(chLD1、hLD1.vBまたはhLD1.v22)が付け加えた。
【０２６８】
　全抗体は、2つのウサギ抗-huIgG Fc(ジャクソン、cat# 309-006～008)及びが2つのヤギ
抗-huIgG FcがHRP(ジャクソン、cat# 109-036～098)に接合したF(ab’)によって検出した
F(ab’)でおおわれているミクロタイタープレート上の希釈されたサンプルを暖めること
によってHuman Fc ＥＬＩＳＡを使用して決定された。1MのH3PO4が反応を止めるために加
えられた及び、TMBペルオキシダーゼ基質溶液が発色現像(コケ、cat# TMBE-1000)のため
に用いられた。プレートは、450/620ナノメートルでマイクロプレート読者(Biotek EL311
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または等価物)に読み込まれた。
【０２６９】
　サイズ-除外HPLC－Size-除外HPLCは3000桁、Phenomenexa BioSep-SEC-Sを使用している
PBSにおいて実行された(7.8mm 300´、5mmの柱‖(トランス(ネコ)。00H-2146-KO)pH 7.0
及びpH 4.0から始まっているサンプルによって。pH 7.0のサンプルは、PBSにおいて希釈
された;pH 4.0のサンプルは、200mMのCitric Acid(pH 3.0)を有するpHを低下させること
によって発生した。移動比は30分の間の0.5ml/分であった。そして、isocraticだった。
アナログ／ディジタル変換器が25,000のunits/mVに課されたChemStationは、2秒、幅をピ
ークまで上げる、4nMを切り開く(Agilent Technologies;35900Eネコ)。放射能は、raytes
tなラモーナ90と検出された(raytestな米国社;ウィルミントン(NC))標準のAgilent 1100 
HPLCモジュール・システム(サンタクララ、CA)と同一線上に。
【０２７０】
　タンパク質-Gビード抽出及びSDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動分離－X-100(1%(v/v
)の終濃度)トリトンProtein-Gビードの加算が続くサイズ-除外HPLCから集められる分数ま
で加えた(GE Lifesciences Inc(ネコ)。17-0885-01).サンプルが穏やかな回転を有する4
°Cで終夜暖められてそれからビードが1% PBS +を有する4回洗われた及び、トリトンX-10
0。サンプルの半分がNuPageR Sample Reducing Agen(ネコ。NP0004)tを使用して減少した
及び、各々のサンプルは分割された。ビードは、NuPAGER ４倍速LDS Sample Buffer(pH 8
.4)(ネコ。NP00007)±NuPAGER Sample Reducing代理人を有する既治療であって、5分の間
の99°Cに孵化した;それから、NuPAGER 1x MOPS SDS Runningバッファ(ネコ。NP0001)を
有するNuPAGER 4-12%のBis-トリス・ゲル類(ネコ。NP0321BOX)に適用される。ゲル類は、
クーマシーBlue R250染料で染色された。全てのNuPAGER試薬は、インビトロゲン(株式会
社)から得られた..
【０２７１】
　質量分析及びバイオ情報科学分析－SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動から削除され
るサンプルズは、前述したように治療された。簡潔には、以下の急速なin-solutionマイ
クロ波によって援助されたトリプシン性消化ペプチドは、逆相クロマトグラフィによって
切り離されて、2kVのスプレー電圧を有するナノ・スプレー・イオン化源に直接抜き取ら
れて、LTQ XL-Orbitrapマススペクトロメータ(サーモ・ウオクイキテン)を使用して分析
された。前駆体イオンは、60,000の解像度でFTMSにおいて分析された。MS/MSは、トップ1
0の最も大量のイオンが断片化のために従属したそれによってデータ従属するモードで作
動される計測器を有するLTQにおいて実行された。データは、Mascot Search Algorithm(
マトリックスSciences)を使用してまたはデノボ解釈によって検索された。　
【０２７２】
　Mascotデータを検索するために：検索基準は、最高3つのミス裂開を有する可変変更態
様として、Y及び20ppmの最大限のMS耐性、Lys上のGlyGlyを有する0.5のDaのMS/MS耐性、M
ethionineのOxidation、Cys上の+57のDaおよびSTのPhosphorylationを含んだ。データは
、SwissprotデータベースのMammalianサブセットに対して検索された。
【０２７３】
結果
　LD1の特徴描写及び人間化。人間のキメラ抗体LD1(chLD1)は、人間のFGFR4を結合して、
他のFGFリガンド及びFGF19によってシグナリングを遮断して、HUH7人間肝セルロース者癌
(HCC)異種移植片モデルの腫瘍成長を抑制することを示した。trastuzumab(図10)において
使用する人間のVHサブグループIII(huIII)可変ドメイン・フレームワーク及び私(huKI)は
、LD1、可変照明およびchLD1の重い領域の人間化ぶりのステップとして、人間のカッパに
合わせられた。chLD1からの高度変異部は、直接的なCDR-移植片(hLD1.vA)を生成するため
に、これらの人間の可変枠に移植された。chLD1と比較してとき、FGFR4を結合するための
表面プラスモン共鳴によって、hLD1.vAの親和性は約5倍の(図示せず)によって減少した。
結合及びを改良する手段がLCの3つの重要なマウス副尺位置の識別に至ったので、可変照
明および重い領域のさまざまな副尺位置のマウス・シーケンスの置換は調査された：P44F
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、L46IおよびY49S。これらの変化は、chLD1(表3)と同等のFGFR4が好きだったhLD1.vBに取
り入れられた。
【０２７４】
表３．抗ＦＧＦＲ４抗体変異体の結合キネティクス。固定化抗体変異体へのヒトＦＧＦＲ
４結合の会合及び解離を表面プラズモン共鳴を使用して測定した。

【０２７５】
　驚くべきことに、類似したFGFR4結合能(図11A)にもかかわらず、hLD1.vBは、ｎｕ／ｎ
ｕマウス(図11B)のHUH7人間HCC異種移植片モデルのchLD1と比較して、抗-腫瘍有効性を減
弱させた。9日後に、PBSを有するマウス既治療のHUH7腫瘍は、ほぼ700のmm3の平均量に増
大した。chLD1処置群において、平均HUH7腫瘍ボリュームはほぼ400のmm3であった。そし
て、PBS治療をうけている動物の腫瘍と比較して腫瘍成長の43%の抑制を表した。しかしな
がら、hLD1.vBを有するマウス既治療の平均腫瘍ボリュームはほぼ600のmm3であった。そ
して、PBS治療をうけている動物の腫瘍と比較して腫瘍成長の14%の抑制を表した。
【０２７６】
　胸腺欠損なNCRヌードマウスにおいて行われるhLD1.vB及びchLD1の薬物動態学的評価は1
mg/kgの点滴(132のmL/day/kg及び140、それぞれ)でchLD1およびhLD1.vBのための急速クリ
アランスを現した。そして、目標がクリアランス機構を調停したことを示唆した。このク
リアランス機構は、20mg/kgの高用量でchLD1のために飽和するように見えた。これで観察
されたクリアランスの一回分を盛ること(11.7mL/day/kg;11C図)マウス(P.タイル個人連通
及びref. 17)の典型的ヒト化抗体のために観察される目標から独立したクリアランスの範
囲(6-12mL/day/kg)においてあった。しかしながら、hLD1.vBは、急速にクリアされ続けた
(34.2のmL/day/kg;11C図)。これは、hLD1.vBのための付加的なクリアランス機構がマウス
異種移植片モデルの効力の見かけの欠如の原因となることがありえることを示唆した。
【０２７７】
　PKの発見と整合して、125I-hLD1.vB及び125I-chLD1を使用している生体分布研究でかな
り異なる配布側面図(図11D)が現れた。125I-hLD1.vBの限定量だけが2時間(~80対35%のID/
g)だけ等価量で肝臓で見つかると共に、125I-chLD1は特に急速に及びを肝細胞上のFGFR4
の高い表示による肝臓に配布した。対照的に、これらの抗体の観察された配布は、競争し
ている相互作用が生体内で、全体の放射能の損失に至った抗体安定性の損失に対して肝臓
にhLD1.vBの配布を予防したことを示唆している血液において逆転した。
【０２７８】
　C3干渉の識別。hLD1.vB及びchLD1の間で観察される生体内での違いを調停する努力にお
いて、我々は、それらの機能に影響を及ぼすかもしれない潜在的外れた目標プラズマまた
は組織相互作用と同様に、プラズマの抗体安定性を評価した。37°Cの48時間のマウス、
ネズミ、サルまたは人血しょうのhLD1.vBがFGFR4結合活性および完全な人間の免疫グロブ
リンG集中の評価によってあとに続いた又は、プラズマ安定性はchLD1を暖めることによっ
て評価された。全体のchLD1またはhLD1.vB集中ＥＬＩＳＡが変えなかった(図示せず)免疫
グロブリンGで測定されるにつれて、FGFR4 ＥＬＩＳＡによって検出されるhLD1.vBの回復
がPBS/BSA(図12A)の制御潜伏と比較してネズミ・プラズマ及びマウスにおいてかなり還元
してい(~30%によって)て。対照的に、試験されるいかなる状態ものchLD1 FGFR4結合活性
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の損失が、なかった。hLD1.vB回復の重要な減少は、特に齧歯目のプラズマから、損失が
低下、しかし、よりたぶん齧歯目のプラズマの干渉する複合体の形成によらないことを示
唆した。マウス・プラズマを有するhLD1.vBの相互作用がより高分子量複合体の生成に結
果としてなるかもしれないので、hLD1.vB及びヨード化されたchLD1はまた、プラズマにお
いて暖められて、サイズ-除外HPLCを使用して分析された。高分子量ピークは、125I-chLD
1でなく125I-hLD1.vBを含んでいるマウス・プラズマ・サンプルだけにおいて、検出され
た。150kDaの予想される抗体ピークに加えて、およそ550kDaがそうであったおよそ270の
及びに対応するピークがまず最初に検出され(図12B)て、しかしながら48h、150および270
kDaのピークだけは、残った;550kDaのピークは、もはや観察されなかった。これらのより
高分子量ピークは、人血しょうまたはPBS/BSAを含んでいるhLD1.vB及びカニクイザルにお
いてまたはchLD1(図15)を含んでいるいかなるサンプルにもおいて検出されなかった。面
白いことに、これらの高分子量ピークの存在は、直接FGFR4 ＥＬＩＳＡで得られた抗体回
復データと相関した。更に、分析がpH 4.0(図15)で実行されるときに、これらのピークの
存在は減弱した。そして、更にマウス血清を有するhLD1.vB従属する相互作用を支えた。
【０２７９】
　マウス・プラズマの免疫沈降は、chLD1(図12C)でなく、hLD1.vBを使用して、選択的に
下げられた1ca. 37kDaのタンパク質を現した。サイズ-除外HPLCから所見と整合して、こ
の37kDaのタンパク質バンドはカニクイザルでないおよび人血しょうサンプル(図16A-C)以
外のネズミにおいて観察された。さらにまた、タンパク質は、hLD1.vB(図16D)によって薬
をのむマウスから、プラズマにおいて検出された。37kDaのマウス血漿タンパクに由来す
るトリプシン性ペプチドのMS/MS分析は、このバンドをマウス補足C3(図12D)に由来すると
確認した。C3の直接の参加は、C3ノックアウト(ko)マウス(図17)からプラズマにおいて暖
められるhLD1.vBの完全な回復で支えられた。
【０２８０】
　結合しているC3のRe-評価及び親和性成熟。chLD1およびhLD1.vBは、補完的な決定地方(
CDRs)及び同じ人間の恒常部を共有して、このようにそれらの可変ドメイン・フレームワ
ークだけによって異なる。更に、hLD1.vBを人間らしくするために使用する光およびＨ鎖
可変ドメイン・フレームワークは、相同の非常に高い程度をマウス血清タンパクを有する
相互作用を呈することが報告されなかったtrastuzumabを含んでいるいくつかのヒト化抗
体と共有する。このように、マウスC3を有するhLD1.vBの外れた目標相互作用は、たぶん
人間の可変ドメイン・フレームワークを有するマウスLD1 CDRsの特定の組合せから生じた
。
【０２８１】
　我々は、hLD1.vB(バクテリオファージに表示されるＦａｂフラグメントの親和性成熟か
ら生じた)のCDRシーケンスのいくつかの変化が結合しているマウスC3の付随する損失を有
するFGFR4のための改良された親和性につながることができると結論した。免疫グロブリ
ンG及びがSDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動分析に連結する免疫沈降分析を使用して
いるマウスC3を有する潜在的相互作用に関しては同様にFGFR4結合能を検査したので、バ
クテリオファージ選択された異型は表された。hLD1.vB(H52L、S53VおよびD60E、図10)と
比較したCDR-H2の3つのアミノ酸変化によって、1つの異型(hLD1.v22)は、FGFR4(表3)のた
めの改良された結合能および締め具の損失がC3(図13B)を補足することを示した。
【０２８２】
　マウス補足C3が生体内にhLD1.v22及びhLD1.vBのクリアランスを変えた程度は、20mg/kg
でC3 koマウスをC3 wtマウスと比較している薬物動態学的研究において評価された。NCR
マウスにおいて以前に観察されるにつれて、hLD1.vBはC3 wtマウス(29のmL/day/kg)の循
環から急速にクリアされた;しかしながら、chLD1およびhLD1.vBは、C3 koマウス(表4及び
図14A)の相似薬物動態学的輪郭(8.7の9.3のmL/day/kgのクリアランス、それぞれ)を有し
た。
【０２８３】
表４．２０ｍｇ／ｋｇＩＶで投与される抗ＦＧＦ．Ｒ４変異体の薬物動態パラメーター
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【０２８４】
　これらのデータは、組織配布データと整合していて、生体内マウス補足C3を有する特定
の相互作用がhLD1.vBの急速クリアランスに至ることを確認する。hLD1.v22がC3と結合し
ない及びhLD1.vBのクリアランスがC3 koマウスにおいて大幅に改善されているので、我々
はhLD1.v22がNCRヌードマウスのchLD1に類似した薬物動態学的側面を有することを予期し
た。図14B(我々の前の所見と整合した間hLD1.v22がNCRヌードマウス(11.8の11.3のmL/day
/kgそれぞれ)において同様の及びchLD1のクリアランス)に示すように、hLD1.vBは、急速
にクリアされる(46.7のmL/day/kg)。
【０２８５】
　HUH7 HCC異種移植片モデルの腫瘍成長を阻害するhLD1.v22の能力は、hLD1.vB及びchLD1
と比較して評価された。21日後に、PBSを有するマウス既治療のHUH7腫瘍は、ほぼ2,100の
mm3(図14C)の平均量に増大した。PBS-処置群の15匹の動物の中で、3は、腫瘍ボリューム
限度(ほぼ2,500のmm3)による研究の端の前に安楽死した。hLD1.vB処置群において、平均H
UH7腫瘍ボリュームはほぼ1,200のmm3であった。そして、PBS治療をうけている動物の腫瘍
と比較して腫瘍成長の43%の抑制を表した。しかしながら、hLD1.v22を有するマウス既治
療の平均腫瘍ボリュームは、ほぼ530のmm3であった。この結果は、平均HUH7腫瘍ボリュー
ムがほぼ350のmm3であったchLD1既治療マウスと同等だった。hLD1.v22およびchLD1処置群
のために、これは、腫瘍サイズの83%の減少及び、それぞれ、75%がPBS車両治療群と比較
されることを表す。グループのダブリングタイムがhLD1.vB(12.2日)、hLD1.v22(15.8日)
またはchLD1(17.1日)で扱った腫瘍は、かなりPBS-処置群(8.2日)のそれより大きい。加え
て、hLD1.v22またはchLD1-処置群の腫瘍ダブリングタイムは、hLD1.vB処置群のためのそ
れよりかなり長かった。hLD1.v22およびchLD1の類似した生体内でのパフォーマンスは、h
LD1.vBに匹敵して、マウス補足C3を有する特定の外れた目標相互作用によって下部の露出
に結果としてなっているさらなる一掃が生じていたことを強く意味して、hLD1.vBの有効
性を減らした。
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【０２８６】
　このように、抗-FGFR4抗体hLD1.v22の生成は、次の工程を有した：1)人間のIgG1不変領
域及びLD1のVH領域及び、ネズミのVLを含んでいる人間のキメラLD1(chLD1)の生成;2)chLD
1から、直接のHCR移植片をつくって、人間のVHサブグループIII可変ドメイン及び私が接
ぎ木をする人間のVLカッパへの6つのネズミのHVRsの移植片が、抗体hLD1.vA.を生成する
抗体hLD1.vAは、ChLD1未満の5倍について、FGFR4を結合した;3)、Ｌ鎖突然変異P44F、L46
IおよびY49Sの導入は、抗体hLD1.vBに結果としてなった。抗体hLD1.vBは抗体chLD1がそう
したより弱く人間のFGFR4を約2倍で縛った、しかし、hLD1.vBが生体内で腫瘍有効性(chLD
1と比較して生体内急速クリアランス)を減らして、マウス補体タンパク質C3を結合すると
わかった;4)、親和性成熟は実行された、そして、FGFR4に結合能を改良されるHVR H2(H52
L、S53V、D60E)に対する3つの変化の加算はマウス補足c3タンパク質に締め具を除去した
。結果として生じるヒト化および親和性成熟された抗体(抗体hLD1.v22)は、chLD1に相当
する生体内での有効性、pKおよび組織配布を有した。さらにまた、人間の異種移植片腫瘍
研究の癌を阻害する際の実施例のために、抗体hLD1.v22は、親のようなchLD1抗体として
少なくとも相当する生物学的活性度を有するために決定された。
【０２８７】
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