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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ヒトＢ細胞の表面で発現されるヒトＣＤ４０抗原に特異的に結合し得るヒトモノクロー
ナル抗体またはその抗原結合フラグメントであって、
　該モノクローナル抗体または抗原結合フラグメントが、アゴニスト活性を有さず、これ
によって、該モノクローナル抗体または抗原結合フラグメントが、該Ｂ細胞の表面上で発
現されるＣＤ４０抗原に結合する場合、該Ｂ細胞の増殖が阻害され、
　ここで、該モノクローナル抗体が、配列番号１７に示されるアミノ酸配列を含む軽鎖と
、配列番号１３に示されるアミノ酸配列を含む重鎖と、を含む、
ヒトモノクローナル抗体またはその抗原結合フラグメント。
【請求項２】
　ヒトＢ細胞の表面で発現されるヒトＣＤ４０抗原に特異的に結合し得るヒトモノクロー
ナル抗体またはその抗原結合フラグメントであって、
　該モノクローナル抗体または抗原結合フラグメントが、アゴニスト活性を有さず、これ
によって、該モノクローナル抗体または抗原結合フラグメントが、該Ｂ細胞の表面上で発
現されるＣＤ４０抗原に結合する場合、該Ｂ細胞の増殖が阻害され、
　ここで、該モノクローナル抗体が、配列番号７に示されるポリヌクレオチドを含む核酸
によってコードされる軽鎖と、配列番号８に示されるポリヌクレオチドを含む核酸によっ
てコードされる重鎖と、を含む、
ヒトモノクローナル抗体またはその抗原結合フラグメント。
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【請求項３】
　請求項１～２のうちのいずれか１項に記載のヒトモノクローナル抗体またはその抗原結
合フラグメントを含む、薬学的組成物。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
（発明の背景）
（発明の分野）
本発明は、ＣＤ４０に結合し得るヒト抗体、この抗体を使用する方法、およびヒトにおけ
る抗体により媒介される疾患の処置に関する。
【０００２】
（関連分野の説明）
ＣＤ４０抗原は、Ｂ細胞および他の細胞（樹状細胞を含む）の細胞表面上に発現される糖
タンパク質である。Ｂ細胞の分化の際に、この分子はプレＢ細胞に最初に発現され、次い
で、Ｂ細胞がプラスマ細胞になった場合に細胞表面から見えなくなる。ＣＤ４０分子と抗
ＣＤ４０抗体との架橋は、Ｂ細胞に対する種々の効果を媒介する。ＣＤ４０抗原は、ヒト
神経発育因子（ＮＧＦ）レセプターおよび腫瘍壊死因子α（ＴＮＦ－α）レセプターに関
連することが知られており、これにより、ＣＤ４０がＢ細胞の活性化において重要な機能
を有するリガンドに対するレセプターであることが示唆される。
【０００３】
ＣＤ４０は、免疫応答の重要なエレメントである。抗原提示細胞のＣＤ４０の、そのリガ
ンド（ＣＤ４０ＬまたはＣＤ１５４と呼ばれる）による係合は、サイトカインの産生およ
び同時刺激分子のアップレギュレーションを引き起こし、Ｔリンパ球を効果的に活性化す
る。Ｂリンパ球のＣＤ４０の係合は、Ｂ細胞に対する同時刺激シグナルを提供し、抗体産
生を駆動する。従って、ＣＤ４０の係合および活性化のブロックは、抗体および細胞媒介
性の免疫応答を抑制する可能性を有する。抗ＣＤ４０アンタゴニスト抗体は、自己免疫疾
患（例えば、全身性エリテマトーデス、乾癬、多発性硬化症、炎症性腸疾患（クローン病
）、および慢性関節リウマチ）を処置するために使用され得る。このような抗体はまた、
自己免疫応答を抑制することにより、器官および組織移植片の拒絶反応を予防するため、
悪性Ｂリンパ球に、ＣＤ４０により提供される活性化シグナルを与えないことによりリン
パ腫を処置するため、および特異的な様式でＣＤ４０保有細胞に毒素を送達するために使
用され得る。
【０００４】
これまでに、活性化シグナルを提供することなくＣＤ４０に結合するマウスモノクローナ
ル抗体（例えば、５Ｄ１２）が開示されている。これらの抗体は、インビボおよびインビ
トロでの免疫応答を阻害する能力を有する。しかし、マウス抗体は、ヒト疾患を処置する
ために使用され得ない。なぜならば、これらは、ヒト抗マウス抗体を惹起し、その処置の
効果を妨げるからである。従って、匹敵する特異性であるが、ヒトアミノ酸配列で構成さ
れる抗体に対する必要性が、当該分野に存在する。
【０００５】
（発明の簡単な要旨）
本発明の主な目的は、ヒトＢ細胞の表面に位置するヒトＣＤ４０抗原に結合し得るヒトモ
ノクローナル抗体を提供することである。この抗体のＣＤ４０抗原への結合は、Ｂ細胞の
増殖または分化を防止する。
【０００６】
本発明のさらなる目的は、患者における抗体媒介性の疾患を予防または処置する方法を提
供することである。この方法は、このような処置が必要な患者に、ＣＤ４０保有細胞（例
えば、ヒトＢ細胞またはヒト樹状細胞）の表面に位置するヒトＣＤ４０抗原に結合し得る
、薬学的に受容可能な賦形剤中の治療有効量のヒトモノクローナル抗体を投与する工程を
包含する。この抗体のＣＤ４０抗原への結合は、この細胞の増殖または分化を防止する。
【０００７】
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本発明の別の目的は、患者におけるＩｇＥ媒介性疾患（例えば、アレルギー)を予防また
は処置する方法を提供することである。この方法は、このような処置が必要な患者に、ヒ
トＢ細胞の表面に位置するヒトＣＤ４０抗原に結合し得る、薬学的に受容可能な賦形剤中
の治療有効量のヒトモノクローナル抗体を投与する工程を包含する。この抗体のＣＤ４０
抗原への結合は、Ｂ細胞の増殖または分化を防止する。
【０００８】
本発明のさらに別の目的は、患者における自己免疫疾患（抗体媒介性疾患を含む）を予防
または処置する方法を提供することである。この方法は、このような処置が必要な患者に
、ヒトＢ細胞の表面に位置するヒトＣＤ４０抗原に結合し得る、薬学的に受容可能な賦形
剤中の治療有効量のヒトモノクローナル抗体を投与する工程を包含する。この抗体のＣＤ
４０抗原への結合は、Ｂ細胞の増殖または分化を防止する。本発明による処置について考
慮される特定の自己免疫疾患として、全身性エリスマトーデス（ＳＬＥ）、原発性胆汁性
肝硬変（ＰＢＣ）、および特発性血小板減少性紫斑病（ＩＴＰ）が挙げられる。
【０００９】
本発明の別の目的は、腫瘍細胞（非ホジキンリンパ腫を含む）の増殖を阻害する方法を提
供することである。
【００１０】
上記目的のより好ましい実施形態において、モノクローナル抗体は、１５Ｂ８、２０Ｃ４
、１３Ｅ４、１２Ｄ９、または９Ｆ７である。
【００１１】
（発明の詳細な説明）
抗体は、いくつかの領域から構築され、重要な領域は、相補性決定領域、すなわちＣＤＲ
である。句「相補性決定領域」は、ネイティブの免疫ブロブリン結合部位の天然のＦｖ領
域の結合親和性および特異性を一緒に規定するアミノ酸配列をいう。例えば、Ｃｈｏｔｈ
ｉａら、Ｊ，Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．１９６：９０１－９１７（１９８７）；Ｋａｂａｔら、
Ｕ．Ｓ．　Ｄｅｐｔ．　ｏｆ　Ｈｅａｌｔｈ　ａｎｄ　Ｈｕｍａｎ　Ｓｅｒｖｉｃｅｓ　
ＮＩＨ発行番号９１－３２４２（１９９１）を参照のこと。句「定常領域」は、エフェク
ター機能に与える抗体分子の部分をいう。ヒト疾患の治療における使用のための非免疫原
性抗体を生成することに関するこれまでの研究において、マウス定常領域は、ヒト定常領
域により置換されていた。本発明のヒト化抗体の定常領域は、ヒト免疫グログリンから獲
得された。しかし、これらのヒト化抗体はなお、ヒトにおいて望ましくない、そして潜在
的に危険な免疫応答を惹起し、親和性を喪失していた。
【００１２】
本発明のヒトモノクローナル抗ＣＤ４０抗体は、先行技術のモノクローナル抗体の欠点に
取り組んでいる。従って、本発明のヒトモノクローナル抗体は、好ましくは、ヒト免疫グ
ロブリン遺伝子座を含むよう操作されたトランスジェニック動物を用いて生成される。例
えば、ＷＯ９８／２４８９３は、ヒトＩｇ遺伝子座を有するトランスジェニック動物を開
示している。この動物は、内因性の重鎖および軽鎖の遺伝子座の不活性化に起因して、機
能的な内因性の免疫グロブリンを生成しない。ＷＯ９１／１０７４１はまた、免疫原に対
する免疫応答をマウントし得るトランスジェニック非霊長類哺乳動物宿主を開示している
。この抗体は、霊長類の定常領域および／または可変領域を有し、そして内因性の免疫グ
ロブリンをコードする遺伝子座は置換されているかまたは不活性化されている。ＷＯ９４
／０２６０２は、不活性化された内因性Ｉｇ遺伝子座および機能的なヒトＩｇ遺伝子座を
有する非ヒト哺乳動物宿主を開示している。米国特許第５，９３９，５９８号は、トラン
スジェニックマウスを作製する方法を開示しており、このマウスは、内因性の重鎖を欠損
しており、そして１つ以上の異種性定常領域を含む外因性免疫グロブリン遺伝子座を発現
する。
【００１３】
上記のトランスジェニック動物を使用して、ＣＤ４０の場合、選択された抗原性分子に対
する免疫応答が生成され得、そして抗体産生細胞がこの動物から取り出され得、そしてヒ
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トモノクローナル抗体を分泌するハイブリドーマを生成するために使用され得る。免疫化
プロトコル、アジュバントなどは当該分野で公知であり、そして例えば、ＷＯ９６／３３
７３５に記載されるようなトランスジェニックマウスの免疫において使用される。このモ
ノクローナル抗体は、対応するタンパク質の生物学的活性または生理学的効果を阻害また
は中和する能力について試験され得る。
【００１４】
本明細書中で使用される場合、用語「抗体」は、ポリクローナル抗体、モノクローナル抗
体、単鎖抗体、およびそれらのフラグメント（例えば、Ｆａｂフラグメント、Ｆ（ａｂ’
）２フラグメント、Ｆｖフラグメント、および親抗体の抗原結合機能を保持する他のフラ
グメント）をいう。
【００１５】
本明細書中で使用される場合、用語「モノクローナル抗体」は、同質の抗体集団を有する
抗体組成物をいう。この用語は、抗体の種または起源に関して限定されないし、作製され
る様式によっても限定されないことが意図される。この用語は、免疫グロブリン全体およ
びフラグメント（例えば、Ｆａｂフラグメント、Ｆ（ａｂ’）２フラグメント、Ｆｖフラ
グメント、および抗体の抗原結合機能を保持する他のフラグメント）を含む。任意の哺乳
動物種のモノクローナル抗体が、本発明において使用され得る。しかし、実際には、抗体
は、代表的に、モノクローナル抗体を生成するのに必要とされるハイブリッド細胞株また
はハイブリドーマを作製する際に使用するためのラットまたはマウスの細胞株の利用可能
性に起因して、ラットまたはマウス起源の抗体である。
【００１６】
本明細書中で使用される場合、用語「単鎖抗体」は、結合する抗体の結合ドメイン（重鎖
および軽鎖の両方）を決定し、その結合機能の保存を可能にする連結部位を供給すること
により調製される抗体をいう。これにより、本質的に、抗原に結合するのに必要とされる
可変ドメインの部分のみを有する根本的に短縮された抗体が形成される。単鎖抗体の決定
および構築は、Ｌａｄｎｅｒらに対する米国特許第４，９４６，７７８号に記載されてい
る。
【００１７】
本明細書中で使用される場合、用語「ＣＤ４０抗原エピトープ」は、本発明の抗ＣＤ４０
モノクローナル抗体と免疫反応し得る分子（ＣＤ４０抗原自身を除く）をいう。ＣＤ４０
抗原エピトープは、タンパク質、タンパク質フラグメント、ペプチド、炭水化物、脂質、
および他の分子を含み得るが、本発明の目的のためには、最も一般的には、タンパク質、
短いオリゴペプチド、オリゴペプチド模倣物（すなわち、ＣＤ４０抗原の抗体結合特性を
模倣する有機化合物）、またはそれらの組み合わせである。適切なオリゴペプチド模倣物
は、とりわけ、ＰＣＴ出願ＵＳ９１／０４２８２に記載されている。
【００１８】
本発明の抗体は、ヒト免疫グロブリン遺伝子座を有するトランスジェニックマウスにより
産生され、そしてヒト細胞（特に、Ｂ細胞）の表面上のヒトＣＤ４０抗原に結合する。こ
れらの抗体は、ポリクローナル抗体、モノクローナル抗体、単鎖抗体、およびそれらのフ
ラグメントであり得る。
【００１９】
モノクローナル抗体１５Ｂ８、２０Ｃ４、１３Ｅ４、１２Ｄ９、および９Ｆ７が、実施例
において記載されるように調製される。本発明の他の抗体は、ヒト免疫グロブリン遺伝子
座についてトランスジェニックなマウスを用いて同様に調製され得るか、または当該分野
で公知の他の方法および／もしくは本明細書中に記載される他の方法により調製され得る
。
【００２０】
ポリクローナル血清は、従来の方法により調製され得る。一般的に、ＣＤ４０抗原を含む
溶液が、適切な動物（本発明においては、トランスジェニック動物、好ましくは、ヒト免
疫グロブリン遺伝子座を有するマウス）を免疫するために最初に使用される。好ましい実
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施形態において、ＣＤ４０を発現するＳｆ９細胞が、免疫原として使用される。免疫はま
た、生理食塩水（好ましくは、フロイント完全アジュバントのようなアジュバント）中で
抗原含有溶液を混合または乳化し、そしてこの混合物またはエマルジョンを非経口注入（
一般的には、皮下注入または筋肉内注入）することにより実施され得る。５０～２００μ
ｇ／注入の用量が、代表的に、十分である。免疫は、一般的に、生理食塩水中のタンパク
質（好ましくは、フロイント不完全アジュバントを用いて）の１回以上の注入により、２
～６週後にブーストされる。当該分野で公知の方法を用いたインビトロでの免疫によって
、抗体が代替的に生成され得、これは、本発明の目的に関して、インビボでの免疫に相当
するとみなされる。
【００２１】
ポリクローナル抗血清は、免疫した動物の血液をガラスまたはプラスチック容器に注ぎ、
この血液を２５℃にて１時間インキュベートし、その後４℃にて２～１８時間インキュベ
ートすることにより獲得される。血清は、遠心分離（例えば、１，０００×ｇで１０分間
）により回収される。約２０～５０ｍｌ／血液が、ウサギから獲得され得る。
【００２２】
モノクローナル抗体は、ＫｏｈｌｅｒおよびＭｉｌｓｔｅｉｎ、Ｎａｔｕｒｅ　２５６：
４９５－９６（１９７５）の方法またはその改良版を用いて調製され得る。代表的に、マ
ウスは、上記のように免疫される。しかし、血清を抽出するために動物を出血させずに、
脾臓（および必要に応じていくつかの大リンパ節）が取り出され、そして単一細胞に分離
される。所望の場合、脾臓細胞は、タンパク質抗原でコーティングされたプレートまたは
ウェルに細胞懸濁物を適用することにより（非特異的接着細胞の除去後に）スクリーニン
グされ得る。この抗原に対して特異的な膜結合免疫グロブリンを発現するＢ細胞は、プレ
ートに結合し、そして懸濁物の残りと共に洗い流されない。次いで、得られるＢ細胞また
は全ての分離された脾臓細胞は、黒色腫細胞と融合してハイブリドーマを形成するために
誘導され、そして選択培地（例えば、ヒポキサンチン、アミノプテリン、チミジン培地、
「ＨＡＴ」）で培養される。得られるハイブリドーマは、限界希釈によりプレーティング
され、そして所望の免疫細胞表面抗原に特異的に結合する（そして関連しない抗原に結合
しない）抗体の産生についてアッセイされる。次いで、選択されたＭＡｂ分泌ハイブリド
ーマは、インビトロ（例えば、組織培養ボトルまたは中空繊維リアクターにおいて）また
はインビボ（マウスにおける腹水として）のいずれかで培養される。
【００２３】
ハイブリドーマの使用の代替として、抗体は、米国特許第５，５４５，４０３号、同第５
，５４５，４０５号および同第５，９９８，１４４号（これらは本明細書中で参考として
援用される）に開示されるように、ＣＨＯ細胞株のような細胞株において産生され得る。
簡単に述べると、この細胞株は、軽鎖および重鎖をそれぞれ発現し得るベクターによりト
ランスフェクトされる。別々のベクター上の２つのタンパク質をトランスフェクトするこ
とにより、キメラ抗体が生成され得る。別の利点は、抗体の正確なグリコシル化である。
【００２４】
好ましくは、ＣＤ４０に対する十分なヒト抗体が、トランスジェニックマウスを免疫する
ことにより獲得される。１つのこのようなマウスは、Ｘｅｎｏｍｏｕｓｅと称され、そし
て米国特許第６，０７５，１８１号；同第６，０９１，００１号；および同第６，１１４
，５９８号において開示されている（これらは全て、本明細書中で参考として援用される
）。本明細書に開示される抗体を生成するために、ヒトＩｇＧ２重鎖遺伝子座およびヒト
Ｋ軽鎖遺伝子座についてトランスジェニックなマウスを、ヒトＣＤ４０を発現するＳｆ９
細胞により免疫した。マウスはまた、他のアイソタイプについてもトランスジェニックで
あり得る。
【００２５】
Ｓｆ９（Ｓｐｏｄｏｐｔｅｒａ　ｆｒｕｇｉｐｅｒｄａ）細胞の生成は、本明細書中で参
考として援用される、ｄｅ　Ｂｏｅｒ、米国特許第６，００４，５５２号に開示される。
簡単に述べると、ヒトＣＤ４０をコードする配列を、ｄｅ　Ｂｏｅｒにより記載されるよ
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うな転移ベクターを用いて、バキュロウイルス中に組み換えた。このプラスミドを、野生
型バキュロウイルスＤＮＡと共にＳｆ９細胞中に同時トランスフェクトした。組換えバキ
ュロウイルス感染Ｓｆ９細胞を同定し、クローン精製した。
【００２６】
ＣＤ４０を発現する５×１０６個のＳｆ９細胞を、第０日および第１４日に、マウスに腹
腔内（ＩＰ）注入した。最後の注入を少なくとも５週間後に実施し、そして脾臓および胸
腺細胞を取り出し、そして細胞融合のために使用した。細胞融合を、ｄｅ　Ｂｏｅｒに記
載されるように実施した。ハイブリドーマ抗体を、実施例に記載されるようにしてスクリ
ーニングした。５つのハイブリドーマを、ＣＤ４０リガンド（ＣＤ４０Ｌ）および抗Ｉｇ
Ｍにより誘導されたヒト末梢血Ｂ細胞の増殖を阻害するそれらの能力、および抗ＣＤ３不
活性化されたヒト末梢血Ｔ細胞により刺激されたヒト末梢血Ｂ細胞によるＩｇＭの産生を
阻害するそれらの能力に基づき、さらなる研究のために選択した。
【００２７】
最適な阻害活性を示す５つのハイブリドーマを、１５Ｂ８．８．６（１５Ｂ８）、２０Ｃ
４．１．６（２０Ｃ４）、１３Ｅ４．１２．１１（１３Ｅ４）、１２Ｄ９．９．１０（１
２Ｄ９）、９Ｆ７．９．１１．１（９Ｆ７）、および１５Ｂ８．７．２と命名した。これ
らのハイブリドーマのいずれも、休止しているヒト末梢血Ｂ細胞における増殖を誘導する
有意な能力を示さなかった。
【００２８】
これらのハイブリドーマの抗体の相対的な結合特性を、フローサイトメトリーにより試験
した（実施例に詳細記載される）。簡単に述べると、比較された抗体は、同一または親密
に関連するエピトープを認識するそれらの能力にもかかわらず、親和性における差異を示
した。例えば、ＭＡｂ　１５Ｂ８は、ヒトＣＤ２０＋末梢血リンパ球へのＭＡｂ　２０Ｃ
４の結合をブロックしたが、ＭＡｂ　２０Ｃ４は、ＣＤ２０＋リンパ球へのＭＡｂ　１５
Ｂ８の結合をブロックしなかった。ハイブリドーマの示差的なＣＤ４０結合を、表４（実
施例４）に示す。
【００２９】
試験した４つのハイブリドーマ（１５Ｂ８、２０Ｃ４、１２Ｄ９、および９Ｆ７）は、３
つの種（ヒト；アカゲザル；およびカニクイザル）由来の末梢血細胞を染色するモノクロ
ーナル抗体を産生した（図７）。
【００３０】
このモクローナル抗体をコードするポリヌクレオチド配列を決定するために、このハイブ
リドーマからｍＲＮＡを調製し、そして標準的な手順を用いて、このｍＲＮＡに対してＲ
Ｔ－ＰＣＲを実施した。ＰＣＲ産物をゲル上で分析し、配列決定し、そして翻訳した。こ
のポリヌクレオチド配列およびアミノ酸配列を、表７、実施例１１に示されるように配列
番号１～１８において提供する。
【００３１】
５つのモノクローナル抗体（９Ｆ７、１５Ｂ８、１２Ｄ９、２０Ｃ４、および１３Ｅ４）
のアミノ酸配列を、図５（軽鎖）および図６（重鎖）に示されるように、マウス抗ＣＤ４
０モノクローナル抗体５Ｈ７のアミノ酸配列と比較した。
【００３２】
５つの開示されるモノクローナル抗体を用いて獲得された結果は、これらの抗体ならびに
それらのフラグメントおよびキメラ形態が拮抗特性を有し、それによりこれらが多くの臨
床適用（自己免疫疾患の処置、移植反応および拒絶の処置を含む）に適切であり、遺伝子
療法およびタンパク質療法のためのアジュバント療法として適切であり、そして腫瘍細胞
（非ホジキンリンパ腫細胞を含む）の増殖を阻害する上で適切であることを示す。さらな
る用途として、ＣＤ４０を発現する悪性細胞により媒介される任意の疾患の処置、および
ＣＤ４０を発現する細胞の増殖、活性化、または調節に関連する疾患を処置するための使
用が挙げられる。５つのＭＡｂの活性を、表１に要約する。
【００３３】
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【表１】

＊１μｇ／ｍｌの抗体からの代表的なデータを示した。
【００３４】
本発明は、本明細書中に記載される５つのモノクローナル抗体だけでなく、これらとは異
なるがＣＤＲを保持する抗体；および１つ以上のアミノ酸付加、欠失、または置換を有す
る抗体もまた包含する。ここで、この活性は、Ｂ細胞増殖および／または抗体分泌を阻害
することにより測定される。本発明はまた、例えば、ＷＯ９８／５２９７６、「Ｍｅｔｈ
ｏｄ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｎｏｎ－Ｉｍｍｕｎｏｇｅｎｉｃ
　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ」（これは、本明細書中に参考として援用される）に記載されるよう
にして生成され得る脱免疫抗体（ｄｅ－ｉｍｍｕｎｉｚｅｄ　ａｎｔｉｂｏｄｙ）を包含
する。本発明のモノクローナル抗体またはそのフラグメントを含む融合タンパク質もまた
、本発明の範囲内に含まれる。この融合タンパク質は、当該分野で公知のように、合成さ
れ得るかまたは対応するポリヌクレオチドベクターから発現され得る。
【００３５】
本発明の抗体は、例えば、特許公報番号ＥＰ０９８３３０３Ａ１、ＷＯ００／３４３１７
、およびＷＯ９８／５２９７６（これらは、本明細書中で参考として援用される）に記載
される方法を用いて生成される、配列のバリエーションを有し得る。例えば、ＣＤＲ内の
配列は、抗体がＭＨＣクラスＩＩに結合しそして望ましくないヘルパーＴ細胞応答を誘導
し得る原因となることが示されている。保存的置換は、その抗体が結合活性を保持してい
るが、望ましくないＴ細胞応答を誘導する能力を失わせることを可能にする。任意のこの
ような保存的置換または非保存的置換は、当該分野で認識されている方法を用いてなされ
得、そして得られる抗体は本発明の範囲内に含まれる。
【００３６】
本発明は、好ましいモノクローナル抗体の軽鎖および重鎖のアミノ酸配列（配列番号１～
１８）を提供する。この配列は、図５および６に示されるように、整列される。これらの
整列は、この抗体の所望の生物学的活性を喪失することなく置換するのにより適した特定
のアミノ酸位置を示す。慣用的な方法のみを用いて、当業者は、これらの配列の改変体を
コードするプラスミドを構築し得る。この改変抗体は、本明細書中に記載される方法を用
いて、アンタゴニスト活性、親和性、特異性、およびアゴニスト活性について慣用的に試
験され得る。
【００３７】
上記の方法のいずれか、または本明細書中に開示されない他の方法のいずれかによって産
生される抗体は、以下の生物学的活性の少なくとも１つを有する場合、本発明の範囲内で
ある：Ｔ細胞によって刺激されたヒト末梢Ｂ細胞による免疫グロブリン分泌の阻害；Ｊｕ
ｒｋａｔ　Ｔ細胞によって刺激されたヒト末梢Ｂ細胞の増殖の阻害；およびＣＤ４０－Ｌ
発現細胞によって刺激されたヒト末梢Ｂ細胞の増殖阻害。これらのアッセイは、本明細書
中の実施例に記載されるように実行され得る。
【００３８】
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これらの抗体はまた、当該分野で公知の標準的なアッセイ（例えば、Ｂｉａｃｏｒｅ）を
使用して測定されるように、適切なコントロールと比較して、少なくとも１０－５Ｍ、好
ましくは少なくとも１０－６～１０－７Ｍ、より好ましくは少なくとも１０－８Ｍ、そし
て最も好ましくは少なくとも１０－９Ｍ（例えば、１０－１０Ｍ）の単一部位結合親和性
（ＫＤ）を示す。１０－１１Ｍ、１０－１３Ｍ、１０－１５Ｍ、１０－１７Ｍおよび１０
－１９Ｍの結合親和性もまた達成され得る。これらのアッセイは自動化され、そして当該
分野において公知の標準的な技術を使用してもアッセイされ得る、ＭＡｂの特異性および
交差反応性の測定を可能にする。Ｂｉａｃｏｒｅアッセイの詳細は、Ｂｉａｃｏｒｅの「
ＢＩＡａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ　ｈａｎｄｂｏｏｋ」に提供される。ＷＯ０１／２７１
６０に記載される方法をまた使用して、結合親和性を調節し得る。
【００３９】
所望の場合、抗体（ポリクローナルであれ、モノクローナルであれ）は、従来技術を使用
して標識され得る。適切な標識としては、発蛍光団、発色団、放射性原子（特に３２Ｐお
よび１２５Ｉ）、高電子密度試薬、酵素、および特異的結合パートナーを有するリガンド
が挙げられる。酵素は、代表的にはその活性によって検出される。例えば、西洋ワサビペ
ルオキシダーゼは、通常３，３’，５，５’－テトラメチルベンジジン（ＴＭＢ）を、分
光光度計で定量可能な青色色素に変換する能力によって検出される。「特異的結合パート
ナー」とは、例えば、抗原およびその抗原に特異的なモノクローナル抗体の場合のような
、高い特異性でリガンド分子に結合し得るタンパク質をいう。他の特異的結合パートナー
としては、ビオチンおよびアビジンもしくはストレプトアビジン、ＩｇＧおよびプロテイ
ンＡ、ならびに当該分野で公知の多数のレセプター－リガンド対が挙げられる。上の記載
は、種々の標識を別個のクラスに分類することを意味せず、同じ標識がいくつかの異なる
様式で作用し得ることが、理解されるべきである。例えば、１２５Ｉは、放射性標識また
は高電子密度試薬として作用し得る。ＨＲＰは、酵素またはＭＡｂに対して抗原として作
用し得る。さらに、所望の効果のために種々の標識を組み合わせ得る。例えば、ＭＡｂお
よびアビジンはまた、本発明の実行において標識を必要とする：従って、ＭＡｂをビオチ
ンで標識し得、そしてその存在を、１２５Ｉで標識したアビジン、またはＨＲＰで標識し
た抗ビオチンＭＡｂを用いて検出し得る。他の置換および可能性は当業者に容易に明らか
であり、本発明の範囲内の等価物とみなされる。
【００４０】
本発明における使用のための抗体は、任意の適切な技術を用いることによって産生され得
る。例えば、ＷＯ０１／２７１６０は、抗体アクセプターの可変領域フレームワークに対
する結合親和性をドナーＣＤＲに付与する方法を開示する。この方法をまた使用して、可
変領域または抗体の結合親和性を最適化（例えば、結合親和性を増強）し得る。１以上の
ＣＤＲを有するヒト化抗体を生成する方法は、米国特許第６，１８０，３７０号に記載さ
れる。ヒトに対する投与のために最適化された抗体を生成する方法は、ＷＯ００／３４３
１７に開示され、これは、免疫原性が低いか、または非免疫原性にされたタンパク質の生
成を記載する。米国特許第５，５１４，５４８号は、標的リガンドに高い親和性で結合す
るリガンド結合タンパク質（例えば、抗体）の選択のための方法を開示する。米国特許第
５，８７７，３９７号は、異種抗体を産生し得るトランスジェニック非ヒト動物を開示し
た。これら全ての特許および特許出願は、本明細書中に参考として援用される。
【００４１】
（処方物および投与方法）
本発明の抗体は、抗体媒介性疾患（例えば、アレルギー、ＳＬＥ、ＰＢＣ、ＩＴＰ、多発
性硬化症、疥癬、クローン病、移植片拒絶およびＢ細胞リンパ腫）を予防または処置する
ために、治療的に有効な濃度で投与される。この目的を達成するために、抗体を、当該分
野で公知の種々の受容可能な賦形剤を使用して処方し得る。代表的には、抗体は、静脈内
または腹腔内のいずれかで、注射によって投与される。この投与を達成するための方法は
、当業者に公知である。局所的または経口的に投与され得るか、あるいは粘膜を介して透
過し得る組成物を得ることもまた可能であり得る。
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【００４２】
患者への投与の前に、処方剤（ｆｏｒｍｕｌａｎｔ）が抗体に添加され得る。液体処方物
が好ましい。例えば、これらの処方物は、オイル、ポリマー、ビタミン、炭水化物、アミ
ノ酸、塩、緩衝液、アルブミン、界面活性剤または充填剤を含み得る。好ましくは、炭水
化物としては、糖または糖アルコール（例えば、単糖、二糖または多糖）あるいは水溶性
グルカンが挙げられる。糖またはグルカンとしては、フルクトース、デキストロース、ラ
クトース、グルコース、マンノース、ソルボース、キシロース、マルトース、スクロース
、デキストラン、プルラン、デキストリン、αシクロデキストリンおよびβシクロデキス
トリン、可溶性デンプン、ヒドロキシエチル（ｈｙｄｒｏｘｅｔｈｙｌ）デンプンならび
にカルボキシメチルセルロースまたはこれらの混合物が挙げられ得る。スクロースが最も
好ましい。「糖アルコール」は、－ＯＨ基を有するＣ４～Ｃ８の炭化水素として規定され
、ガラクチトール、イノシトール、マンニトール、キシリトール、ソルビトール、グリセ
ロールおよびアラビトールが挙げられる。マンニトールが最も好ましい。上記のこれらの
糖または糖アルコールは、個々にかまたは組み合わせて使用され得る。この糖または糖ア
ルコールが、水性調製物中に可溶である限り、使用される量に固定された制限はない。好
ましくは、糖または糖アルコールの濃度は、１．０ｗ／ｖ％と７．０ｗ／ｖ％との間、よ
り好ましくは２．０ｗ／ｖ％と６．０ｗ／ｖ％との間である。好ましいアミノ酸としては
、左旋性（Ｌ）形態のカルニチン、アルギニンおよびベタインが挙げられるが、他のアミ
ノ酸もまた加えられ得る。好ましいポリマーとしては、２，０００と３，０００との間の
平均分子量を有するポリビニルピロリドン（ＰＶＰ）または３，０００と５，０００との
間の平均分子量を有するポリエチレングリコール（ＰＥＧ）が挙げられる。凍結乾燥前ま
たは再構成後に溶液中のｐＨ変化を最小化するために、組成物中に緩衝剤を使用すること
もまた好ましい。大部分の任意の生理学的緩衝剤が使用され得るが、クエン酸塩（ｔｉｔ
ｒａｔｅ）、リン酸塩、コハク酸塩およびグルタミン酸塩の緩衝剤またはこれらの混合物
が好ましい。クエン酸緩衝剤が最も好ましい。好ましくは、その濃度は、０．０１モル濃
度～０．３モル濃度である。処方物に添加され得る界面活性剤は、ＥＰ第２７０，７９９
号および同第２６８，１１０号に示される。
【００４３】
さらに、抗体は、ポリマーへの共有結合的結合体化によって化学的に修飾されて、例えば
、その循環半減期を増大し得る。好ましいポリマーおよびポリマーをペプチドに結合させ
る方法は、米国特許第４，７６６，１０６号；同第４，１７９，３３７号；同第４，４９
５，２８５号および同第４，６０９，５４６号（これらは全て、その全体が本明細書中に
参考として援用される）に示される。好ましいポリマーは、ポリオキシエチレン化ポリオ
ールおよびポリエチレングリコール（ＰＥＧ）である。ＰＥＧは、室温で水溶性であり、
そして一般式：Ｒ（Ｏ－ＣＨ２－ＣＨ２）ｎＯ－Ｒを有し、ここでＲは、水素またはアル
キル基もしくはアルカノール基のような保護基であり得る。好ましくは、この保護基は、
１～８個の炭素原子を有し、より好ましくはメチルである。記号ｎは、正の整数であり、
好ましくは１と１，０００との間、より好ましくは２と５００との間である。ＰＥＧは、
１０００と４０，０００との間、より好ましくは２０００と２０，０００との間、より好
ましくは３，０００と１２，０００との間の平均分子量を有する。好ましくは、ＰＥＧは
、少なくとも１つのヒドロキシ基を有し、より好ましくは、これは末端ヒドロキシ基であ
る。このヒドロキシ基が、好ましくは活性化されて、インヒビター上の遊離アミノ基と反
応する。しかし、この反応性基の型および量は、本発明の共有結合的に結合体化したＰＥ
Ｇ／抗体を達成するために変えられ得る。
【００４４】
水溶性ポリオキシエチレン化ポリオールもまた、本発明において有用であることが理解さ
れる。これらには、ポリオキシエチレン化ソルビトール、ポリオキシエチレン化グルコー
ス、ポリオキシエチレン化グリセロール（ＰＯＧ）などが挙げられ、ＰＯＧが好ましい。
１つの理由は、ポリオキシエチレン化グリセロールのグリセロール骨格が、例えば、動物
およびヒトにおいて天然に存在する、モノグリセリド、ジグリセリド、トリグリセリド中
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と同じ骨格であるからである。従って、この分枝は、体内において必ずしも外来因子とし
て見られない。ＰＯＧは、ＰＥＧと同じ範囲の好ましい分子量を有する。ＰＯＧの構造は
、Ｋｎａｕｆら、Ｊ．Ｂｉｏ．Ｃｈｅｍ．２６３：１５０６４－１５０７０（１９８８）
に示され、そしてＰＯＧ／ＩＬ－２結合体の考察は、米国特許第４，７６６，１０６号に
見出される（これら両方は、その全体が本明細書中で参考として援用される）。
【００４５】
循環半減期を増大させるための別の薬物送達システムは、リポソームである。リポソーム
送達システムを調製するための方法は、Ｇａｂｉｚｏｎら、Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓｅａｃ
ｈ　４２：４７３４（１９８２）；Ｃａｆｉｓｏ、Ｂｉｏｃｈｅｍ　Ｂｉｏｓｐｈｙｓ　
Ａｃｔａ　６４９：１２９（１９８１）；およびＳｚｏｋａ、Ａｎｎ　Ｒｅｖ　Ｂｉｏｐ
ｈｙｓ　Ｅｎｇ　９：４６７（１９８０）において考察される。他の薬物送達システムが
、当該分野で公知であり、例えば、Ｐｏｚｎａｎｓｋｙら、Ｄｒｕｇ　Ｄｅｌｉｖｅｒｙ
　Ｓｙｓｔｅｍｓ（Ｒ．Ｌ．Ｊｕｌｉａｎｏ編、Ｏｘｆｏｒｄ、Ｎ．Ｙ．、１９８０）、
２５３－３１５頁；Ｍ．Ｌ．Ｐｏｚｎａｓｋｙ、Ｐｈａｒｍ　Ｒｅｖｓ　３６：２７７（
１９８４）に記載されている。
【００４６】
液体薬学的組成物を調製した後、分解を防止し、そして滅菌を保つために、凍結乾燥する
ことが好ましい。液体組成物を凍結乾燥するための方法は、当業者に公知である。使用の
直前に、この組成物は、さらなる成分を含み得る滅菌希釈剤（例えば、リンガー溶液、蒸
留水、または滅菌生理食塩水）で再構成され得る。再構成の際に、この組成物は、好まし
くは、当業者に公知の方法を使用して被験体に投与される。
【００４７】
上記のように、本発明の抗体および組成物は、ヒト患者を処置して、抗体媒介性の疾患（
例えば、アレルギー、ＳＬＥ、ＰＢＣおよびＩＴＰ）を予防または処置するために使用さ
れ得る。好ましい投与経路は、非経口である。非経口投与において、本発明の組成物は、
薬学的に受容可能な非経口ビヒクルと組み合わせて、注射可能な単位投薬形態（例えば、
溶液、懸濁液または乳濁液）で処方される。このようなビヒクルは、本質的に非毒性であ
り、かつ非治療剤である。このようなビヒクルの例は、生理食塩水、リンガー溶液、デキ
ストロース溶液およびハンクス溶液である。非水性ビヒクル（例えば、不揮発油およびオ
レイン酸エチル）もまた使用され得る。好ましいビヒクルは、生理食塩水中５％のデキス
トロースである。このビヒクルは、少量の添加剤（例えば、緩衝液および保存料を含む、
等張性および化学的安定性を増強する物質）を含み得る。
【００４８】
投薬量および投与の様式は、個体に依存する。一般に、この組成物は、１μｇ／ｋｇと２
０ｍｇ／ｋｇとの間、より好ましくは２０μｇ／ｋｇと１０ｍｇ／ｋｇの間、最も好まし
くは１ｍｇ／ｋｇと７ｍｇ／ｋｇとの間の用量で抗体が与えられるように、投与される。
適切には、これは、注入またはボーラス投与で与えられ、ボーラス投与後４～６時間にわ
たって、循環レベルを１０～２０倍増大させる。連続的な注入はまた、ボーラス投与後に
用いられ得る。この場合、抗体は、５μｇ／ｋｇ／分と２０μｇ／ｋｇ／分との間、より
好ましくは７μｇ／ｋｇ／分と１５μｇ／ｋｇ／分との間の用量で注入され得る。適切な
処置レジメンは、ＷＯ００／２７４２８およびＷＯ００／２７４３３（これらは、本明細
書中で参考として援用される）に開示されている。
【００４９】
（非ホジキンリンパ腫治療のための、抗ＣＤ４０抗体治療の使用）
非ホジキンリンパ腫（ＮＨＬ）は、脾臓、胸腺およびリンパ節の成分に由来する（Ｊａｎ
ｄｌ　Ｊ．Ｈ．、Ｎｏｎ－Ｈｏｄｇｋｉｎ’ｓ　ｌｙｍｐｈｏｍａｓ、Ｊａｎｄｌ　ＪＨ
（編）：Ｂｌｏｏｄ、Ｔｅｘｔｂｏｏｋ　ｏｆ　Ｈｅｍａｔｏｌｏｇｙ、Ｂｏｓｔｏｎ、
ＭＡ、Ｌｉｔｔｌｅ　Ｂｒｏｗｎ、１９９６、８５３－８８７頁）。これは、元々Ｂ細胞
およびＴ細胞に由来するリンパ球悪性疾患の一群からなる。低悪性度のＮＨＬを有する患
者は、通常、放射線療法および化学療法に応答性ではない。この低い応答率および高い再
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発の可能性は、９年未満の患者生存期間の中央値に寄与する。
【００５０】
ＣＤ４０による生存／増殖シグナルの不均衡およびＦａｓによる不活発なデス（ｄｅａｔ
ｈ）シグナルは、低悪性度のＢ系統悪性疾患（慢性リンパ球白血病（ＣＬＬ）およびＮＨ
Ｌを含む）の病因において重要な役割を果たす（Ｇｈｉａ　Ｐ．、Ａｄｖ．Ｃａｎｃｅｒ
　Ｒｅｓ．、２０００、７９：１５７－７３）。低悪性度ＮＨＬにおける研究は、疾患の
発症が、Ｆａｓ経路を介したアポトーシスの減少およびＣＤ４０を介した生存シグナルの
増大の結果としての、リンパ腫細胞の蓄積に起因することを示唆する（Ｇｈｉａ　Ｐ．、
Ａｄｖ．Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．、２０００、７９：１５７－７３）。このことは、化学
療法または放射線療法（これは、活発に増殖している細胞を特異的に標的化する）に対す
るリンパ腫細胞の非感受性を説明し得る。
【００５１】
本発明はさらに、新規ＮＨＬ治療に関し、これは、ＣＤ４０に対する抗体を使用して、Ｎ
ＨＬ細胞への生存シグナルをブロックすることを包含する。この戦略は、発行された科学
文献中の多数の観察によって支持される。ＣＤ４０は、Ｂ細胞の発生を通じて、Ｂ細胞表
面で発現される。研究によって、ＣＤ４０が、悪性Ｂ細胞への生存シグナルを提供し、イ
ンビトロでの増殖を刺激することを実証した（Ｒｏｍａｎｏ　Ｍ．Ｆ．ら、Ｌｅｕｋ　Ｌ
ｙｍｐｈｏｍａ、２０００年１月、３６（３－４）：２５５－６２；Ｆｕｒｍａｎ　Ｒ．
Ｒ．、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．、２０００年２月１５日、１６４（４）：２２００－６；Ｋ
ｉｔａｄａ　Ｓ．、Ｂｒ．Ｊ．Ｈａｅｍａｔｏｌ．、１９９９年９月、１０６（４）：９
９５－１００４；Ｒｏｍａｎｏ　Ｍ．Ｆ．、Ｂｌｏｏｄ、１９９８年８月１日、９２（３
）：９９０－５；Ｊａｃｏｂ　Ａ．、Ｌｅｕｋ．Ｒｅｓ．、１９９８年４月、２２（４）
：３７９－８２；Ｗａｎｇ　Ｄ．、Ｂｒ．Ｊ．Ｈａｅｍａｔｏｌ．、１９９７年５月、９
７（２）：４０９－１７；Ｐｌａｎｋｅｎ　Ｅ．Ｖ．、Ｌｅｕｋｅｍｉａ、１９９６年３
月、１０（３）：４８８－９３；Ｇｒｅｉｎｅｒ　Ａ．、Ａｍ．Ｊ．Ｐａｔｈｏｌ．、１
９９７年５月、１５０（５）：１５８３－９３）。インビボのＣＤ４０シグナル伝達のた
めのＣＤ４０Ｌを提供する微小環境が存在するという、患者からの証拠が存在する：ＣＤ
４０は、Ｂ系統のＮＨＬを有する患者の８６％において、リンパ腫細胞上に発現される（
Ｕｃｋｕｎ　Ｆ．Ｍ．、Ｂｌｏｏｄ、１９９０年１２月１５日、７６（１２）：２４４９
－５６）。同じＢ細胞リンパ腫細胞におけるＣＤ４０／ＣＤ４０Ｌの同時発現の発見は、
ＮＨＬ患者におけるオートクライン増殖シグナルループの可能性を提起する（Ｃｌｏｄｉ
　Ｋ．、Ｂｒ．Ｊ．Ｈａｅｍａｔｏｌ．、１９９８年１０月、１０３（１）：２７０－５
）。ＮＨＬ患者の血清における可溶性ＣＤ４０Ｌの有意な増加もまた存在する（Ｙｏｕｎ
ｅｓ　Ａ．、Ｂｒ．Ｊ．Ｈａｅｍａｔｏｌ．、１９９８年１月、１００（１）：１３５－
４１）。可溶性ＣＤ４０Ｌは、初代ＮＨＬリンパ腫細胞培養物において、リンパ腫細胞の
増殖を誘導し得る（Ａｎｄｅｒｓｅｎ　Ｎ．Ｓ．、Ｂｌｏｏｄ、２０００年９月１５日、
９６（６）：２２１９－２５；Ｂｕｓｋｅ　Ｃ．、Ｌｅｕｋｅｍｉａ、１９９７年１１月
、１１（１１）：１８６２－７）。ＣＤ４０Ｌの発現は、低悪性度ＭＡＬＴリンパ腫にお
いて、腫瘍周辺領域において増大する（Ｃａｒｂｏｎｅ　Ａ．、Ａｍ．Ｊ．Ｐａｔｈｏｌ
．、１９９５年１０月、１４７（４）：９１２－２２；Ｇｒｅｉｎｅｒ　Ａ．、Ｄｅｖ．
Ｉｍｍｕｏｌ．、１９９８、６（３－４）：１８７－９５）。Ｂ細胞系統の腫瘍上で発現
される高レベルのＣＤ４０、およびこれらの悪性細胞への生存シグナルとしてのその機能
を考慮して、アンタゴニストの抗ＣＤ４０抗体は、ＮＨＬにおいて治療的価値を有し得る
。
【００５２】
１５Ｂ８（ヒトＩｇＧ２重鎖遺伝子座およびヒトＫ軽鎖遺伝子座を有するトランスジェニ
ックマウス（Ｘｅｎｏｍｏｕｓｅ、Ａｂｇｅｎｉｘ）の免疫によって生成されるヒトＩｇ
Ｇ２サブタイプの抗ヒトＣＤ４０モノクローナル抗体）を使用した。臨床前ＮＨＬインビ
トロモデルにおける１５Ｂ８の潜在的な効力を実証するために、１５Ｂ８を、ｒｉｔｕｘ
ｉｍａｂ処置したＮＨＬ患者または未処置のＮＨＬ患者のいずれかから得た悪性Ｂ細胞（
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ＮＨＬ細胞）を使用して試験した。ｒｉｔｕｘｉｍａｂは、再発性または抵抗性の、低悪
性度または小胞性のＮＨＬの処置のための、抗ＣＤ２０モノクローナル抗体である。
【００５３】
初代リンパ腫細胞は、標準的な培養倍地中で増殖せず、培養物中で数日後にアポトーシス
に陥るので、腫瘍細胞を、Ｂ細胞増殖因子であるインターロイキン－４（ＩＬ－４）の存
在下または非存在下で、照射したＣＤ４０リガンド（ＣＤ４０Ｌ）トランスフェクトフィ
ーダー細胞（Ａｒｐｉｎ，Ｃ．、Ｓｃｉｅｎｃｅ、１９９５、２６８：７２０－７２２）
と同時培養した。次いで、示された濃度（０．０１μｇ／ｍｌ～１０μｇ／ｍｌ）の抗体
（アゴニストの抗ＣＤ４０　ＭＳ８１、またはアンタゴニストの抗ＣＤ４０　１５Ｂ８あ
るいはアイソタイプコントロールのｈｕＩｇＧ２）を、培地に添加した。３７℃での４８
時間のインキュベーション後、培養細胞を３Ｈ－チミジンで１８時間パルスした。次いで
、この細胞を収集し、そして３Ｈ－チミジン取り込み量について分析した（Ｓｃｈｕｌｔ
ｚ，Ｊ．Ｌ．、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ、１９９５、９２：８２
００－８２０４）。全てのサンプル条件は、３連であった。
【００５４】
これらのＮＨＬ細胞初代培養物アッセイにおいて、１５Ｂ８単独もＩＬ－４との組み合わ
せも、ＮＨＬ細胞のインビトロでの増殖を刺激しなかった。対照的に、アゴニストの抗Ｃ
Ｄ４０　ＭＳ８１は、同じ条件下でＮＨＬ細胞の増殖を誘導した。１５Ｂ８は、インビト
ロにおいて、ＣＤ４０Ｌによって刺激されるＮＨＬ細胞の増殖（Ｐ＝０．０５）ならびに
ＣＤ４０ＬおよびＩＬ－４によって刺激されるＮＨＬ細胞の増殖（Ｐ＜０．０５）の統計
的に有意な阻害を示した。それぞれ、１～１０μｇ／ｍｌまたは０．１～１０μｇ／ｍｌ
の濃度範囲で、１５Ｂ８は、ＣＤ４０ＬまたはＣＤ４０ＬおよびＩＬ－４によって刺激さ
れるＮＨＬ細胞の増殖の、統計的に有意な用量に関連する阻害を示した（Ｐ＜０．００５
）。
【００５５】
リンパ腫について開発された治療剤中のヒト抗原特異的なＭａｂの評価のために現在使用
される、２種類の臨床前モデルが存在する。１つのモデルは、異種移植マウスのインビボ
モデルであり、ここで、ＥＢＶ形質転換リンパ腫細胞株（例えば、Ｄａｕｄｉ（バーキッ
トリンパ腫）細胞またはＲａｊｉ（バーキットリンパ腫）細胞）が、ＳＣＩＤ／ヌードマ
ウスに異種移植される。しかし、これらのモデルにおいて、結果は、特定の不死細胞株（
これは、１つのＥＢＶ形質転換細胞に由来する）に対する影響を反映するだけである。バ
ーキットリンパ腫細胞は、リンパ芽球細胞であることが公知である（Ａｍｂｉｎｄｅｒ　
Ｒ．Ｆ．、Ｃａｎｃｅｒ　Ｔｒｅａｔ．Ｒｅｓ．、１９９９、９９：２７－４５；Ｑｕｉ
ｎｔａｎｉｌｌａ－Ｍａｒｔｉｎｅｚ　Ｌ．、Ｌｅｕｋ．Ｌｙｍｐｈｏｍａ、１９９８年
６月、３０（１－２）：１１１－２１；Ｋｌｅｉｎ　Ｇ．、Ａｃｔａ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏ
ｌ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｈｕｎｇ．、１９９６、４３（２－３）：９７－１０５）が、一方
、ＮＨＬ患者由来のリンパ腫細胞は、成熟Ｂ細胞段階であると考えられる（Ｇｈｉａ　Ｐ
．、Ａｄｖ．Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．、２０００、７９：１５７－７３）。Ｂ細胞のＥＢ
Ｖ形質転換は、ＣＤ４０シグナル伝達経路中の多くの構成要素の変化を生じる（Ｕｃｈｉ
ｄａ　Ｊ．、Ｓｃｉｅｎｃｅ、１９９９年１０月８日、２８６（５４３８）：３００－３
；Ｆａｒｒｅｌｌ　Ｐ．Ｊ．、Ｂｉｏｍｅｄ．Ｐｈａｒｍａｃｏｔｈｅｒ．、１９９７、
５１（６－７）：２５８－６７）。ＮＨＬ細胞および正常Ｂ細胞におけるＣＤ４０シグナ
ル伝達とは対照的に、ＣＤ４０シグナル伝達は、ＥＢＶ形質転換バーキットリンパ腫細胞
株における増殖停止を導く（Ｆｕｋｕｄａ　Ｍ．、Ｖｉｒａｌ　Ｉｍｍｕｎｏｌ．、２０
００、１３（２）：２１５－２９；Ｂａｋｅｒ　Ｍ．Ｐ．、Ｂｌｏｏｄ、１９９８年１０
月１５日、９２（８）：２８３０－４３）。従って、異種移植モデルにおけるアンタゴニ
スト抗ＣＤ４０　ＭＡｂ（１５Ｂ８）の試験の結果は、ＮＨＬ患者による抗体（１５Ｂ８
）に対する応答を予測することはできない。
【００５６】
他のモデルは、ＮＨＬ患者由来のリンパ球細胞のインビトロ増殖阻害アッセイであり、こ
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れを、本明細書中で使用した。その利点は、この結果が、ＮＨＬ患者由来のリンパ腫細胞
の、試験される薬剤（１５Ｂ８）に対する感受性を予測することである。しかし、その結
果は、規定された条件下でのインビトロの研究から得られる。以前に公開された研究は、
ラット抗マウスＣＤ４０（これは、インビトロでＡＤＣＣおよびＣＤＤを誘導できない）
が、２つの同質遺伝的なマウスＢリンパ腫モデル（ＢＣＬ１およびＡ３１）において良好
な効力を示したことを報告した（Ｔｕｔｔ　Ａ．Ｌ．、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．、１９９８
年９月１５日、１６１（６）：３１７６－８５）。抗マウスＣＤ４０に関する抗腫瘍効果
は、試験された抗Ｉｄよりも時間的にゆっくりと生じた。抗マウスＣＤ４０は、試験され
たマウスモデルにおいて抗Ｉｄのようなシグナル伝達を指向しない、表面ＣＤ４０発現に
依存する、重要な増殖シグナルをブロックすることによって、作動し得る。この研究は、
抗ＣＤ４０によるＣＤ４０／ＣＤ４０Ｌシグナル伝達のブロックが、インビボで有効であ
り得ることを示唆する。１５Ｂ８は、ヒトＩｇＧ２サブタイプであるので、試験した場合
、インビトロでＦｃγレセプターに結合せず、ＡＤＣＣおよびＣＤＣをインビトロで誘導
できなかった。１５Ｂ８は、ラット抗マウスＣＤ４０に対して類似の特性のものである。
このデータは、１５Ｂ８が、ＮＨＬ患者、特にＲｉｔｕｘａｎ耐性患者にとって有益であ
るという仮説を支持する。
【００５７】
ここで、本発明は、特定の有利な実施形態を示す以下の実施例を参照して示される。しか
し、これらの実施形態は、例示であり、いかようにも本発明を限定するとは解釈されるべ
きでないことに、留意すべきである。
【００５８】
（実施例）
（一般的方法）
（免疫グロブリン定量のためのＥＬＩＳＡアッセイ）
ヒトＩｇＭおよびＩｇＧの濃度を、ＥＬＩＳＡによって推定した。９６ウェルのＥＬＩＳ
Ａプレートを、０．０５Ｍの炭酸塩緩衝液（ｐＨ９．６）中の２μｇ／ｍｌのヤギ抗ヒト
ＩｇＧ　ＭＡｂ（Ｔｈｅ　Ｊａｃｋｓｏｎ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ、Ｂａｒ　Ｈａｒｂｏ
ｒ、Ｍａｒｉｎｅ）または２μｇ／ｍｌのヤギ抗ヒトＩｇＭ　ＭＡｂ　４１０２（Ｂｉｏ
Ｓｏｕｒｃｅ　Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ、Ｃａｌｉｆ．）を用いて、４℃にて１６時
間インキュベートすることによってコーティングした。プレートをＰＢＳ－０．０５％　
Ｔｗｅｅｎ－２０（ＰＢＳ－Ｔｗｅｅｎ）で３回洗浄し、そしてＢＳＡで１時間飽和させ
た。２回の洗浄後、プレートを、異なる希釈の試験サンプルと共に、３７℃で２時間イン
キュベートした。３回の洗浄後、結合したＩｇＧを、１μｇ／ｍｌのペルオキシダーゼ標
識したヤギ抗ヒトＩｇＧ　ＭＡｂまたはヤギ抗ヒトＩｇＭ　ＭＡｂと共に、３７℃で２時
間インキュベートすることによって検出した。プレートを４回洗浄し、そして結合したペ
ルオキシダーゼ活性を、Ｏ－フェニレンジアミンを基質として添加することによって検出
した。ヒトＩｇＧまたはＩｇＭ標準（Ｃａｌｔａｑ、Ｂｕｒｌｉｎｇａｍｅ、ＣＡ）を使
用して、各アッセイについての標準曲線を確立した。
【００５９】
（ヒト末梢血からの末梢血単核細胞（ＰＢＭＣ）の単離）
５０ｍｌのポリエチレンチューブあたり、２０ｍｌのＦｉｃｏｌｌ－Ｐａｑｕｅ溶液（低
内毒素、Ｐｈｒｍａｃｉａ）を、３０分間、３つのチューブに添加し、その後血液を添加
した。このＦｉｃｏｌｌ－Ｐａｑｕｅ溶液を室温まで温めた。１：１０希釈の３Ｌの漂白
剤を調製し、これを使用して血液を含有する全てのチューブおよびピペットを洗浄した。
血液を、Ｆｉｃｏｌｌ層を乱さずに、１．５ｍｌ血液／１ｍｌのＦｉｃｏｌｌ－Ｐａｑｕ
ｅで、Ｆｉｃｏｌｌ－Ｐａｑｕｅ溶液の上部に層にした。これらのチューブを、室温にて
１７００ｒｐｍで３０分間遠心分離し、ブレーキをかけて遠心分離をオフにした。上層（
血漿）を可能な限り多く除去し、溶液の第二層を除去するのを回避するために、減圧を最
小にした。第二層（これは、Ｂリンパ球およびＴリンパ球を含む）を、滅菌パスツールピ
ペットを用いて収集し、そして２本の５０ｍｌポリスチレンチューブに配置した。収集物
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を、添加物を含まない冷ＲＰＭＩ（３倍容積）をもちいて希釈し、そしてチューブを１０
００ＲＰＭで１０分間遠心分離した。媒体を吸引によって除去し、そして両方の５０ｍｌ
チューブからの細胞を、合計１０ｍｌの冷ＲＰＭＩ（添加剤を含む）中に再懸濁し、そし
て１５ｍｌのチューブに移した。細胞を、血球計を用いて計数し、次いで、１０００ＲＰ
Ｍで１０分間遠心分離した。媒体を除去し、細胞を４ｍｌのＲＰＭＩ中に再懸濁した。こ
の画分は、ＰＢＭＣを含んだ。
【００６０】
（ＰＢＭＣからのＢ細胞の単離）
１００μｌのＤｙｎａｂｅａｄｓ（抗ｈＣＤ１９）を、５ｍｌのプラスチックチューブに
配置した。３ｍｌの滅菌ＰＢＳをこのビーズに添加し、混合し、磁性ホルダに配置し、次
いで２分間静置させた。溶液を、パスツールピペットを使用して除去し、３ｍｌの滅菌Ｐ
ＢＳを添加し、混合し、そして磁性ホルダに配置し、次いで２分間静置させた。滅菌ＰＢ
Ｓを用いるこの手順を、もう一度繰り返して、合計３回洗浄した。ＰＢＭＣをこのビーズ
に添加し、そして混合しながら４℃で３０分間インキュベートした。ＰＢＭＣおよびビー
ズを含むチューブを、磁性ホルダに２分間配置し、次いで溶液を磁性ホルダ中の新たな５
ｍｌチューブに移した。２分後、溶液を、新たな１５ｍｌチューブに移した。この工程を
もう４回繰り返し、最初の４回の溶液を１５ｍｌチューブに収集し、１０００ＲＰＭで５
分間遠心分離した。この工程によって、Ｔ細胞分離のためのペレットを生成した。
【００６１】
１００μｌのＲＰＭＩ（添加剤を含む）を添加してビーズを収集し、そして溶液を０．７
ｍｌのチューブに移した。１０μｌのＤｙｎａｌ　ＤｅｔａｃｈａＢｅａｄｓを、室温に
て懸濁液に添加し、そしてそれを４５分間回転させた。懸濁液を新たな５ｍｌチューブに
移し、そして３ｍｌのＲＰＭＩ（添加剤を含む）を添加した。チューブを、２分間磁性ホ
ルダに配置した。溶液を、ホルダ内の新たな５ｍｌチューブに移し（２分間）、次いで１
５ｍｌチューブに移した。上記の工程をもう３回繰り返し、溶液を１５ｍｌチューブに収
集した。１５ｍｌチューブを１０００ＲＰＭで１０分間遠心分離し、この細胞を１０ｍｌ
のＲＭＰＩに再懸濁した。洗浄をもう２回繰り返し、合計３回洗浄した。細胞を、最後の
遠心分離前に計数した。この工程によって、Ｂ細胞の精製を完了した。細胞を、９０％Ｆ
ＣＳおよび１０％ＤＭＳＯ中に保存し、そして－８０℃で冷凍した。
【００６２】
（Ｔ細胞の単離）
ヒトＴ細胞Ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ　Ｃｏｌｕｍｎ（Ｒ＆Ｄ　ｓｙｓｔｅｍｓ、抗ｈＣＤ３
カラムキット）を、２ｍｌの１０×カラム洗浄緩衝液および１８ｍｌの滅菌希釈水を混合
することによって、２０ｍｌの１×カラム洗浄緩衝液を使用して、調製した。このカラム
を７０％エタノールで浄化し、そして１５ｍｌチューブの上部に置いた。カラムの上部キ
ャップを最初に外して、カラムの底に気泡が入ることを回避した。次に、底のキャップを
外して、先端を７０％エタノールで洗浄した。カラム内の液体を、１５ｍｌチューブ内に
排出させた。カラムの緩衝液が、白色フィルタのレベルまで排出された後、新たな滅菌１
５ｍｌチューブを、カラムの下に配置した。Ｂ細胞を枯渇させたＰＢＭＣ画分を、１ｍｌ
の緩衝液中に懸濁し、そしてカラムの上部に添加した。細胞を、カラムを用いて室温にて
１０分間インキュベートさせた。Ｔ細胞を、各々２ｍｌの１×カラム洗浄緩衝液の４アリ
コートを用いて、カラムから溶出させた。収集したＴ細胞を、１０００ＲＰＭで５分間遠
心分離した。上清を除去し、細胞を１０ｍｌのＲＰＭＩ中に再懸濁した。細胞を計数し、
そしてもう１回遠心分離した。上清を除去し、Ｔ細胞の精製を完了した。細胞を、９０％
ＦＣＳおよび１０％ＤＭＳＯ中に保存し、そして－８０℃で冷凍した。
【００６３】
上記の手順について、ＲＰＭＩ組成物は、１０％ＦＣＳ（５６度にて４５分間不活化した
）、１％Ｐｅｎ／Ｓｔｒｅｐ（１００ｕ／ｍｌのペニシリン、０．１μｇ／ｍｌのストレ
プトマイシン）、１％　グルタミン酸、１％ピルビン酸ナトリウム（ｓｏｄｉｕｍ　ｐｕ
ｒａｖａｔｅ）、５０μＭ　２－ＭＥを含んだ。
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【００６４】
（フローサイトメトリーアッセイ）
Ｒａｍｏｓ細胞（１０６細胞／サンプル）を、１００μｌの一次抗体（ＰＢＳ－ＢＳＡ中
１０μｇ／ｍｌ）中で、４℃で２０分間インキュベートした。ＰＢＳ－ＢＳＡまたはＨＢ
ＳＳ－ＢＳＡで３回洗浄した後、細胞を、ヤギ抗（ヒトＩｇＧ）抗体（Ｃａｌｔａｑ）の
ＦＩＴＣ標識Ｆ（ａｂ’）２フラグメント１００μｌ中で、４℃で２０分間インキュベー
トした。ＰＢＳ－ＢＳＡで３回およびＰＢＳで１回洗浄した後、細胞を、０．５ｍｌのＰ
ＢＳ中に再懸濁した。分析を、ＦＡＣＳＣＡＮ　Ｖ（Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ
、Ｓａｎ　Ｊｏｓｅ、Ｃａｌｉｆ．）を用いて実行した。
【００６５】
（ハイブリドーマクローンの生成）
先にｄｅ　Ｂｏｅｒら、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｍｅｔｈ．１１３：１４３（１９８８）に
よって記載されたように、５０％ポリエチレングリコールを用いて、免疫したマウス由来
の脾細胞を、ＳＰ２／０またはＰ３×６３Ａｇ８．６５３マウス骨髄腫細胞と１０：１の
比率で融合した。この融合細胞を、ヒポキサンチン（０．１ｍＭ）、アミノプテリン（０
．０１ｍＭ）、チミジン（０．０１６ｍＭ）および０．５ｎｇ／ｍｌのｈＩＬ－６（Ｇｅ
ｎｚｙｍｅ，Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ，Ｍａｓｓ．）を補充した完全ＩＭＤＭ培地中に再懸濁
した。次いで、この融合細胞を、９６ウェル組織培養プレートのウェル間に分配して、各
ウェルを、平均して１増殖ハイブリドーマに維持した。
【００６６】
１０～１４日後に、ハイブリドーマ集団の上清を特異的抗体生成についてスクリーニング
した。ハイブリドーマクローンによる特異的抗体生成のスクリーニングのために、各ウェ
ルからの上清をプールし、そして最初に抗ＣＤ４０活性特異性について、ＥＬＩＳＡによ
って試験した。次いで、この陽性物を、ＦＡＣＳアッセイについて上に記載したように、
ＥＢＶで形質転換したＢ細胞の蛍光細胞染色のために使用した。陽性ハイブリドーマ細胞
を、０．５ｎｇ／ｍｌ　ｈＩＬ－６を含むＩＭＤＭ／ＦＢＳ中の限界希釈によって２回ク
ローン化した。
【００６７】
（実施例１）
（Ｓｆ９細胞におけるヒトＣＤ４０の発現）
ＣＤ４０をコードする組換えウイルスオートグラファ（Ａｕｔｏｇｒａｐｈａ）カリフォ
ルニカバキュロウイルス（ＡｃＮＰＶ）に感染させたＳｆ９昆虫細胞を、２４ウェルプレ
ートにおいて４８時間培養した。組織培養培地を除去した後、このプレートを、１％　Ｂ
ＳＡを含むＰＢＳ（ＰＢＳ－ＢＳＡ）中の０．２５ｍｌの抗体と共に、室温（ＲＴ）にて
４５分間インキュベートした。ＰＢＳ－ＢＳＡを用いて３回洗浄した後、このプレートを
、ＰＢＳ－ＢＳＡ中の西洋わさびペルオキシダーゼに結合体化したヤギ抗（マウス全Ｉｇ
）免疫グロブリン（Ｚｙｍｅｄ，Ｓｏｕｔｈ　Ｓａｎ　Ｆｒａｎｃｉｓｃｏ，Ｃａｌｉｆ
．）の１／２５０希釈（２５０μｌ）と共に、室温にて３５分間インキュベートした。結
合していないペルオキシダーゼ活性を、ＰＢＳ－ＢＳＡで５回洗浄して除去した。結合し
たペルオキシダーゼ活性を、１０ｍｌのエタノール（１０ｍＭ酢酸ナトリウム、１０ｍＭ
　ＥＤＴＡ緩衝液（ｐＨ５．０）を含有する）中に、２ｍｇ／ｍｌの３，３'，５，５'－
テトラメチルベンジジン（０．５ｍｌ）を希釈し、そして０．０３％（ｖ／ｖ）Ｈ２Ｏ２

を添加することによって調製したアッセイ混合物の添加によって明らかにした。この反応
を、１Ｍ　Ｈ２ＳＯ４（１００μｌ）の添加によって１０分後に停止させた。
【００６８】
（実施例２）
(ヒト免疫グロブリントランスジェニックマウスにおいて惹起された抗体）
ヒトＩｇＧ２重鎖遺伝子座およびヒトＫ軽鎖遺伝子座に対するトランスジェニックマウス
を、ヒトＣＤ４０を発現するＳｆ９細胞で免疫した。免疫の方法を、ｄｅ　Ｂｏｅｒ、米
国特許第６，００４，５５２号に記載されるように実行した。要するに、マウスを、Ａｃ
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ＣＤ４０ウイルスに感染させたＳｆ９細胞（５×１０６個）を用いて、０日目および１４
日目に腹腔内注射した。２１日目に、１００μｌの血清を特異的抗体の存在について試験
するために獲得した。少なくとも２週間の静置期間後、このマウスに、ＡｃＣＤ４０ウイ
ルスに感染させた５×１０６細胞を用いる最後の注射を受けさせた。この最後の注射の３
日後に、脾細胞を細胞融合のために使用した。
【００６９】
マウスを、ＥＬＩＳＡにおいて、組換え体ＣＤ４０とのマウスの血清反応性に基づく融合
について選択した。免疫したマウス由来の脾細胞を、ＫｏｈｌｅｒおよびＭｉｌｓｔｅｉ
ｎ、Ｎａｔｕｒｅ　２５６：４９５－９６（１９７５）の方法（改変を伴う）によって、
マウス骨髄腫細胞（ＮＳ／Ｏ）に融合した。ＨＡＴ選択培地におけるハイブリドーマの増
殖を、ＥＬＩＳＡにおいて、ＣＤ４０に結合するこれらの能力に基づくさらなる特徴付け
のために選択した。非トランスフェクトＳｆ９細胞溶解物に結合した抗体または抗マウス
軽鎖抗体を生成したハイブリドーマを、考察からはずした。Ｓｆ９細胞溶解物に結合しな
かったＣＤ４０結合抗体または抗マウス軽鎖抗体を生成したハイブリドーマを、サブクロ
ーン化した。サブクローンを、さらなる特徴付けのための抗体を生成するために使用した
。ハイブリドーマ抗体をまた、それらの表面上でヒトＣＤ４０を発現するＲａｍｏｓリン
パ腫細胞を染色する能力について試験した。ＥＬＩＳＡによって測定した場合の、最大半
減のＣＤ４０結合を示す抗体の濃度を以下の表２に示す。
【００７０】
（表２）
（ＥＬＩＳＡによる最大半減ＣＤ４０結合を示す抗ＣＤ４０抗体の濃度）
【００７１】
【表２】

次いで、ハイブリドーマ抗体を、抗ＣＤ２８活性化ヒト末梢血Ｔ細胞で刺激したヒト末梢
血Ｂ細胞によるＩｇＭの生成を阻害する能力について選択した（図１）。ハイブリドーマ
抗体を、ＣＤ４０Ｌおよび抗ＩｇＭによって誘導されるヒト末梢血Ｂ細胞の増殖を阻害す
る能力について、さらにスクリーニングした（図２）。ハイブリドーマをまた、休止して
いるヒト末梢血Ｂ細胞における増殖を誘導する能力についてスクリーニングした（図３）
。いくつかのハイブリドーマ（例えば、３６Ｃ４－Ｇ２）は、著しい刺激性活性を示した
。従って、ＣＤ４０に結合し得る場合でさえ、全てヒト抗体が所望の阻害効果を提示する
とは限らない。４つのハイブリドーマを、最適阻害活性を有する約３６個から選択した。
【００７２】
（実施例３）
（選択したハイブリドーマの結合特性）
４つのハイブリドーマを、上記の実施例２に記載のように、Ｂ細胞活性化に関するこれら
の阻害効果に基づいて選択した。これらの結合特性を、センサー表面上に捕捉された抗Ｃ
Ｄ４０抗体を有する移動相として可溶性組換えＣＤ４０を用いるＢＩＡｃｏｒｅ評価によ
って決定した。阻害抗体は、表３に示すように、本明細書中に記載される使用にとって適
切な種々の結合親和性を示した。
【００７３】
（表３）
【００７４】
【表３】
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＊＊固定相＝抗体、移動相＝ｓＣＤ４０
（実施例４）
（ＣＤ４０に結合する可変ハイブリドーマ）
選択したモノクローナル抗体の相対的な結合特性を、フローサイトメトリーによって試験
した。全血を、ＦＩＴＣ－結合体化１５Ｂ８および抗ＣＤ２０－ＰＥＣｙ５の０．１μｇ
を添加した、種々の濃度の非標識ハイブリドーマ抗体と共に３０分間インキュベートした
。次いで、ＲＢＣを溶解し、白血球集団を固定し、そして分析のための標本を獲得した。
【００７５】
これらの研究は、非標識１５Ｂ８が、ヒト末梢血由来のＣＤ２０＋リンパ球への非標識２
０Ｃ４の結合をブロックすることを示す（表４）。対照的に、非標識２０Ｃ４は、この細
胞集団への標識１５Ｂ８の結合を弱くブロックするだけであった。従って、２つの抗体は
、同様かまたは密接に関連したエピトープを認識するが、Ｂｉａｃｏｒｅ分析において示
される親和性の差異はまた、低親和性抗体のより弱い競合能力に反映される。標識ＭＡｂ
を、ヒト、Ｒｈｅｓｕｓ（Ｍａｃａｃａ　ｍｕｌａｔｔａ）およびカニクイザル（Ｍａｃ
ａｃａ　ｆａｓｃｉｃｕｌａｒｉｓ）マカーク由来の末梢血細胞を染色するために使用し
た。全３種を、１５Ｂ８、２０Ｃ４、１２Ｄ９および９Ｆ７のＭＡｂによって染色した（
図７）。
【００７６】
（表４）
【００７７】
【表４】
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＊ＭＦＩ：平均の蛍光強度
（実施例５）
（ヒト末梢Ｂ細胞による免疫グロブリン分泌の阻害）
プレートを、抗ヒトＣＤ３（２μｇ／ｍｌ、ＵＣＨＴｉ、ＮＥ／ＬＥ、Ｐｈａｒｍｉｎｇ
ｅｎ）を用いて、４℃にて一晩コートした。この予めコートしたプレートを、ＰＢＳを用
いて３回洗浄した。Ｔ細胞を、３０００Ｒａｄで放射線照射した。このＢ細胞を、１ｍｌ
あたり１０４個で、ＲＰＭＩ（＋）に再懸濁した。１００μｌのＢ細胞を、このウェル中
に添加し、次いで抗ＣＤ４０抗体をウェル中に添加した。このＴ細胞を、１ｍｌあたり１
０５個で、ＲＰＭＩ（＋）に再懸濁した。ヒト組換え体ＩＬ２（Ｃｈｉｒｏｎ、－２０℃
で保蔵した１０ｕ／μｌの水溶液）を、細胞懸濁液に２００ｕ／ｍｌまで添加した。１０
０μｌの懸濁液を各ウェルに入れ、Ｂ細胞および抗体と十分に混合した。ＲＰＭＩ（＋）
をウェルに添加し、計２００μｌにした。ＥＬＩＳＡのために細胞を遠心沈殿させた後、
このプレートを、培地の回収前の８日間、３７℃にてインキュベートした。その結果を、
以下の表５に示す。
【００７８】
（表５）
（Ｔ細胞刺激Ｂ細胞によるＩｇＭ分泌に関するモノクローナル抗体の効果）
【００７９】
【表５】

この結果は、本発明に記載の抗体の存在下において、Ｔ細胞刺激ヒト末梢血Ｂ細胞による
免疫グロブリン(ＩｇＭ)の分泌が減少することを示す。
【００８０】
（実施例６）
（Ｊｕｒｋａｔ刺激したヒト末梢Ｂ細胞の増殖の阻害）
Ｂ細胞を、上記のように精製した。１０４個の精製したＢ細胞、１０５個の照射（３００
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０　Ｒａｄ）したＪｕｒｋａｔ細胞、試験されるべき抗体を、抗ＣＤ３でコートした９６
ウェルプレートに添加した。このプレートを３７℃にて４日間にわたってインキュベート
し、最後の１８時間の間に３Ｈ－チミジンを用いて細胞を標識した。この細胞を収集し、
そして計数した。この結果を以下の表６に示す。
【００８１】
（表６）
（Ｊｕｒｋａｔ細胞刺激したＢ細胞増殖に対する抗体の効果）
【００８２】
【表６】

この結果は、本発明の抗体の存在下において、Ｊｕｒｋａｔ細胞によって刺激されるＢ細
胞増殖が阻害されることを示す。
【００８３】
（実施例７）
（ＣＤ４０Ｌ刺激したヒト末梢Ｂ細胞の増殖の阻害）
Ｂ細胞を上記のように精製した。１０４個の精製したＢ細胞、２×１０４個のホルムアル
デヒド固定したＣＨＯ－ＣＤ４０Ｌ細胞、および試験されるべき抗体を、抗ＣＤ３コート
した９６ウェルプレートに添加した。このプレートを３７℃にて４日間にわたってインキ
ュベートし、最後の１８時間の間に３Ｈ－チミジンを用いて細胞を標識した。この細胞を
収集し、そして計数した。この結果を以下の図１に示す。
【００８４】
（実施例８）
（Ｂ細胞増殖の刺激）
Ｂ細胞（１ウェルあたり、１×１０４個）を、Ｕ底９６ウェルマイクロタイタープレート
において、１０％胎仔ウシ血清を補充したＲＰＭＩ（２００μｌ）中で培養した。Ｂ細胞
を、固定した抗（ＩｇＭ）抗体（５μｇ／ｍｌ、Ｓｉｇｍａ）の添加によって刺激した。
種々の濃度のＭＡｂを、初めに微少培養物に添加し、そして増殖を１８時間のパルス後、
３Ｈ－チミジンの取り込みを測定することによって４日目に評価した。この結果を図２に
示す。
【００８５】
（実施例９）
（抗ＩｇＭによって刺激されたヒト末梢Ｂ細胞の増殖に対する抗ＣＤ４０抗体の効果）
１０４個の精製したＢ細胞、抗ＩｇＭビーズ（５μｇ／ｍｌ、Ｓｉｇｍａ）、および試験
されるべき抗体を、９６ウェルプレートに添加した。このプレートを３７℃にて４日間に
わたってインキュベートし、最後１８時間の間に３Ｈ－チミジンを用いて細胞を標識した
。この細胞を収集し、そして計数した。この結果を図３に示す。
【００８６】
（実施例１０）
（ヒト末梢Ｂ細胞の増殖に対する抗ＣＤ４０抗体架橋の効果）
１０４個の精製したＢ細胞を、抗ＣＤ４０コートした９６ウェルプレートに添加した。こ
のプレートを３７℃にて４日間にわたってインキュベートし、最後１８時間の間に３Ｈ－
チミジンを用いて細胞を標識した。この細胞を収集し、そして計数した。この結果を図４
に示す。
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【００８７】
（実施例１１）
（ヒト抗ＣＤ４０抗体のポリヌクレオチド配列およびアミノ酸配列）
ｍＲＮＡを、実施例２に記載のように生成したハイブリドーマから調製し、ＲＴ－ＰＣＲ
をｍＲＮＡに関して実施した。プライマーの２つのセットを、ＰＣＲ産物を生成するため
に使用した：ユニバーサルプライマーまたは重鎖および軽鎖のファミリーのプールのプラ
イマー；ならびにファミリー特異的プライマー。ＰＣＲ産物をゲル上で分析し、配列決定
し、そして翻訳した。ポリヌクレオチド配列およびアミノ酸配列を、表７にまとめた配列
表において提供する。
【００８８】
（表７）
【００８９】
【表７】

抗体の特異的領域を、図５、６および８～１４に示す。この情報を使用して、本発明に従
う使用のためのさらなるモノクローナル抗体を設計し得る。これらのモノクローナル抗体
は、１つ以上のフレームワークまたはＣＤＲ領域の置換により、本明細書中に記載される
抗体とは異なり得る。このモノクローナル抗体はまた、１つ以上のアミノ酸置換によって
異なり得、これはフレームワークおよびＣＤＲの特定領域において異なることが示される
（図５および６）。一旦、アミノ酸配列が設定されると、慣用的手順が使用され、モノク
ローナル抗体の発現のための対応するポリヌクレオチド配列を構築し得る。モノクローナ
ル抗体の発現および精製は、米国特許第５，５４５，４０３号、同第５，５４５，４０５
号および同第５，９９８，１４４号（本明細書中で参考として援用される）中に開示され
るような、当該分野で公知の方法を用いて行われる。
【００９０】
（実施例１２）
（インビトロでの悪性Ｂ細胞増殖に対する１５Ｂ８の効果）
１５Ｂ８がインビトロにおいてＣＤ４０Ｌ様の増殖シグナルを提供するかどうかを試験す
るため、腫瘍に浸潤されたリンパ節由来のＢ細胞（ＮＨＬ細胞）を、抗体未処置のＮＨＬ
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患者１人、ｒｉｔｕｘｉｍａｂ感受性のＮＨＬ患者１人およびｒｉｔｕｘｉｍａｂ耐性の
ＮＨＬ患者１人より、採取した。これらのＮＨＬ細胞を、以下の４つの異なる培養条件下
で研究した：抗体の添加なし（培地）；ヒトアイソタイプ抗体ＩｇＧ２の添加（コントロ
ール）；抗ＣＤ４０抗体ＭＳ８１（アゴニスト抗体）の添加；および１５Ｂ８の添加。Ｉ
Ｌ－４の存在下または非存在下にて、全ての抗体を１μｇ／ｍＬ、２μｇ／ｍＬおよび５
μｇ／ｍＬで試験した。２人の患者由来のＮＨＬ細胞を、上記のように同じ４つの条件下
でＩＬ－４（２ｎｇ／ｍｌ）の存在下で、培養した。Ｂ細胞増殖を、上記の３Ｈ－チミジ
ン取り込みにより測定した。
【００９１】
抗ＣＤ４０抗体１５Ｂ８は、１μｇ／ｍＬ、２μｇ／ｍＬおよび５μｇ／ｍＬの濃度では
、ＩＬ－４の存在下または非存在下のどちらでも、ＮＨＬ細胞が増殖するように刺激しな
かった。対照的に、同じ濃度で試験したアゴニスト抗ＣＤ４０抗体（ＭＳ８１）は、ＩＬ
－４の存在下および非存在下で、全ての患者のサンプルにおいてＮＨＬ細胞増殖を刺激し
た。１人の患者からの代表的な結果を、以下に示す（図１５および図１６）。上記２人の
患者由来のＮＨＬ細胞のＩＬ－４存在下での結果、および３人の患者由来のＮＨＣ細胞の
ＩＬ－４非存在下での結果は、同等であった。これらの結果は、１５Ｂ８が、アゴニスト
抗ＣＤ４０抗体ではなく、そしてインビトロにおいてｒｉｔｕｘｉｍａｂ感受性のＮＨＬ
患者、ｒｉｔｕｘｉｍａｂ未処理のＮＨＬ患者またはｒｉｔｕｘｉｍａｂ耐性のＮＨＬ患
者由来のＮＨＬ細胞の増殖を刺激しないことを示す。
【００９２】
ＮＨＬ細胞のＦＡＣＳ分析を、直接標識した１５Ｂ８－ＦＩＴＣまたは１５Ｂ８＋抗Ｈｕ
ＩｇＧ２－ＦＩＴＣの一方を用いて実施し、試験されたＮＨＬ細胞表面にＣＤ４０が発現
されていること、および１５Ｂ８がＮＨＬ細胞に結合することを確認した。ｒｉｔｕｘｉ
ｍａｂ感受性の患者２人およびｒｉｔｕｘｉｍａｂ耐性の患者４人（合計６人の患者）由
来のＮＨＬ細胞を試験した。全ての患者由来のＮＨＬ細胞は、ＣＤ４０を発現し、そして
１５Ｂ８に結合した。所定のどの患者においても１５Ｂ８結合陽性細胞集団は、約６６％
～９１％であった。
【００９３】
（実施例１３）
（１５Ｂ８は、インビトロでＮＨＬ細胞のＣＤ４０Ｌで刺激した増殖を阻害する）
インビトロにおいてＣＤ４０Ｌによって提供される増殖シグナルをブロックする１５Ｂ８
の能力を評価するため、患者由来のＮＨＬ細胞を、実施例１２に記載するように、４つの
異なる条件下でＣＤ４０Ｌ発現フィーダー細胞上の懸濁物中にて培養した：抗体の添加な
し（培地）；ヒトアイソタイプ抗体ＩｇＧ２の添加（コントロール）；抗ＣＤ４０抗体Ｍ
Ｓ８１（アゴニスト抗体）の添加；および１５Ｂ８の添加。全ての抗体を、ＩＬ－４存在
下または非存在下で１μｇ／ｍＬ、２μｇ／ｍＬおよび５μｇ／ｍＬの濃度で添加した。
抗体未処置の患者１人、ｒｉｔｕｘｉｍａｂ感受性の患者２人、およびｒｉｔｕｘｉｍａ
ｂ耐性の患者５人（合計８人の患者）由来のＮＨＬ細胞を、上記と同じ４つの条件下で、
ＩＬ－４の存在下（２ｎｇ／ｍｌ）にて培養した。ｒｉｔｕｘｉｍａｂ感受性の患者３人
およびｒｉｔｕｘｉｍａｂ耐性の患者４人（合計７人の患者）由来のＮＨＬ細胞を、同様
の条件下でＩＬ－４の非存在下にて培養した。ＮＨＬ細胞の増殖を、３Ｈ－チミジン取り
込みにより測定した。
【００９４】
以下の表８は、インビトロでＣＤ４０Ｌ単独で刺激した、ｒｉｔｕｘｉｍａｂ感受性の患
者２人（一方の患者からのデータは、２回の別々の実験において再現性があった）、およ
びｒｉｔｕｘｉｍａｂ耐性の患者４人（合計６人の患者）由来のＮＨＬ細胞の増殖に対す
る１５Ｂ８の阻害効果を示す。１人の患者（Ａ）の細胞からの代表的な結果を示す（図１
７）。１５Ｂ８は、６人の患者において、コントロールと比較した場合、約１２～６８％
増殖を阻害する。１５Ｂ８細胞による阻害程度は、患者サンプルおよび１５Ｂ８の用量レ
ベルに依存して変化する。試験した７人の患者サンプルのうちの６つからのデータの統計



(22) JP 4271440 B2 2009.6.3

10

20

30

40

50

学的分析は、ＣＤ４０Ｌ刺激したＮＨＬの細胞増殖の１５Ｂ８による阻害が、１μｇ／ｍ
ｌで有意なことを示す（ｐ＝０．０５）。統計学的に有意な用量応答（ｐ＜０．００５）
が存在し、この阻害効果は１５Ｂ８用量の増加とともに増強される。
【００９５】
（表８）
（ＩＬ－４非存在下におけるＮＨＬ患者細胞のＣＤ４０－Ｌ刺激した増殖に対する１５Ｂ
８　Ｍａｂの効果１）
【００９６】
【表８】

１．患者由来のＮＨＬ細胞を、培地、アゴニストＣＤ４０（ＭＳ８１）、アンタゴニスト
抗ＣＤ４０（１５Ｂ８）またはｈｕＩｇＧ２アイソタイプコントロールの存在下にて、ヒ
トＣＤ４０Ｌを発現するマウスＬ細胞と共にインビトロにて培養した。ＮＨＬ細胞の増殖
を、３Ｈ－チミジン取り込みによって測定した（ｒｉｔｕｘｉｍａｂ感受性の患者１人か
らのデータは、ＣＤ４０Ｌのｃｐｍが２０００未満であるので表にはない）
２．抗ＣＤ２０　Ｍａｂ治療に対する患者の応答；ＣＲ、完全に応答を示す患者；ＮＲ、
応答のない患者
３．１５Ｂ８％阻害＝１００－（１５Ｂ８　ｃｐｍ／ｈｕＩｇＧ２　ｃｐｍ×１００）；
３つの測定の平均を示す。
【００９７】
（以下の）表９は、インビトロにおいてＣＤ４０ＬおよびＩＬ－４の両方によって刺激さ
れた、抗体未処置の患者１人、ｒｉｔｕｘｉｍａｂ感受性の患者２人（両患者のサンプル
からのデータは、再現性よく２回繰り返された）、およびｒｉｔｕｘｉｍａｂ耐性の患者
５人（合計８人の患者）由来のＮＨＬ細胞の増殖に対する１５Ｂ８の阻害効果を示す。１
５Ｂ８は、１μｇ／ｍｌで、ＮＨＬ細胞のＣＤ４０ＬおよびＩＬ－４の媒介性増殖を有意
（ｐ＜０．０５）に阻害した。阻害の程度は、インビトロで、８人全ての患者に由来する
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サンプルにおいて、高用量（５または１０μｇ／ｍｌ）で、１８～６９％の範囲であった
。０．０１～１０ｕｇ／ｍｌの１５Ｂ８濃度範囲で、１５Ｂ８によるこの阻害効果の統計
学的に有意な用量応答（ｐ＜０．００５）が存在する（図１８は、代表的な、１つの用量
応答曲線を示す）。
【００９８】
これらのインビトロにおける結果は、１５Ｂ８を用いた処置が患者のＮＨＬ細胞に対する
ＣＤ４０媒介性増殖シグナルをブロックし得ることを、示唆する。
【００９９】
（表９）
（ＩＬ－４の存在下での、ＣＤ４０－Ｌ刺激されたＮＨＬ患者細胞に対する１５Ｂ８　Ｍ
Ａｂの効果１）
【０１００】
【表９】
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１．患者由来のＮＨＬ細胞を、表１に記載する条件下、ヒトＣＤ４０Ｌを発現するマウス
Ｌ細胞と共に２ｎｇ／ｍｌでのＩＬ－４（ヒトインターロイキン－４）の存在下で培養し
た。
２．抗ＣＤ２０　Ｍａｂ治療に対する患者の反応；ＣＲ、完全な応答を示す患者；ＮＲ、
応答のない患者；未処置、未処置の患者
３．ｈＩｇＧ２と比較した％阻害。１５Ｂ８　％阻害＝１００－（１５Ｂ８　ｃｐｍ／ｈ
ｕＩｇＧ２　ｃｐｍ　×　１００）
（実施例１４）
（インビトロでの異なる種における１５Ｂ８のアゴニスト活性およびアンタゴニスト活性
の実証）
１５Ｂ８がアゴニスト抗ＣＤ４０であるか、またはアンタゴニスト抗ＣＤ４０であるか否
かを決定するために、１５Ｂ８を、ヒトおよび５つの異なる霊長類種（チンパンジー（ｃ
ｈｉｍｐ）、マーモセット、カニクイザル、アカゲザル、およびヒヒを含む）由来の細胞
を用いて、以下に記載するいくつかのインビトロアッセイにて試験した。
【０１０１】
１５Ｂ８は、ヒト末梢血Ｂ細胞を活性化せず、ヒト、チンパンジーおよびマーモセットに
おいてインビトロでＰＢＭＣ増殖を引き起こさない。末梢血から得られたヒトＢ細胞上の
ＣＤ４０の活性化は、Ｂ細胞の増殖を導く（ｖａｎ　Ｋｏｏｔｅｎ　Ｃ．，Ｊ．Ｌｅｕｋ
ｏｃ．Ｂｉｏｌ．，２０００　Ｊａｎ．，６７（１）：２－１７；Ｄｅｎｔｏｎ　Ｍ．Ｄ
．，Ｐｅｄｉａｔｒ．Ｔｒａｎｓｐｌａｎｔ．，１９９８　Ｆｅｂ．，２（１）：６－１
５；Ｅｖａｎｓ　Ｄ．Ｅ．，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．，２０００　Ｊａｎ．１５，１６４（
２）：６８８－９７；Ｎｏｅｌｌｅ　Ｒ．Ｊ．，Ａｇｅｎｔｓ　Ａｃｔｉｏｎｓ　Ｓｕｐ
ｐｌ．，１９９８，４９：１７－２２；Ｌｅｄｅｒｍａｎ　Ｓ．ら，Ｃｕｒｒ．Ｏｐｉｎ
．Ｈｅｍａｔｏｌ．，１９９６，３（１）：７７－８６）。１５Ｂ８がＢ細胞上のＣＤ４
０を活性化するか否かを試験するために、末梢血由来の新しく単離したヒトＢ細胞または
ＰＢＭＣを用いて、一連の増殖アッセイを実行した。このアッセイにおいて１５Ｂ８の効
果を、３Ｈメチル－チミジン取り込みによって測定した（Ｊｏｈｎ　Ｅ．Ｃｏｌｉｇａｎ
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ら，Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，Ｖｏｌ．１３
：１２，Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ，Ｉｎｃ．，１９９１；Ｋｗｅｋｋｅｂｏ
ｏｍ　Ｊ．，Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，１９９３　Ｊｕｌ，７９（３）：４３９－４４４）
。以下の表１０の濃度０．２μｇ／ｍｌ、１μｇ／ｍｌおよび５μｇ／ｍｌにおいて示さ
れるように、１５Ｂ８は、ＣＤ４０Ｌに対する効果（これは、ヒトＢ細胞に対する強力な
増殖促進効果を実証する）と比較して、精製Ｂ細胞増殖に対して最小の効果しか有さなか
った。表３に示されるように、２人の健康なボランティア由来の精製Ｂ細胞における結果
は、比較可能である。
【０１０２】
１５Ｂ８をさらに、新しく単離したヒトＰＢＭＣを用いたヒトＰＢＭＣ増殖の刺激に対し
て、ＣＤ４０Ｌと比較した。以下の表１０に要約されるように、１５Ｂ８は、１６人のボ
ランティア由来の試験したサンプルにおいて０．２～５μｇ／ｍｌの範囲の濃度にて、３
－Ｈメチル－チミジン取り込みによって測定した場合、インビトロにおけるヒトＰＢＭＣ
増殖を刺激しない（Ｊｏｈｎ　Ｅ．Ｃｏｌｉｇａｎら、Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏ
ｌｓ　ｉｎ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，Ｖｏｌ．１３：１２，Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　
Ｓｏｎｓ，Ｉｎｃ．，１９９１；Ｋｗｅｋｋｅｂｏｏｍ　Ｊ．，Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，
１９９３　Ｊｕｌ，７９（３）４３９－４４４）。
【０１０３】
（表１０）
（１５Ｂ８抗体によるヒト、チンパンジーおよびマーモセットにおけるＰＢＭＣ／Ｂ細胞
増殖の刺激１）
【０１０４】
【表１０】

１．Ｂ細胞／ＰＢＭＣを、ＣＤ４０Ｌ、１５Ｂ８またはｈｕＩｇＧ２アイソタイプコント
ロールの存在下でインビトロで培養した。
２．細胞増殖の結果を、ｈｕＩＧ２コントロールに対する１５Ｂ８の３Ｈ－チミジン取り
込みの割合として報告する。
いくつかのサンプル由来のデータは、２０００よりも小さいＣＤ４０Ｌ（ポジティブコン
トロール）によって誘導されたＣＰＭについて、表に含めていない。
３．表に示すＣＤ４０Ｌについての増加（倍）は、５μｇ／ｍｌのｈｕＩＧ２のｃｐｍに
対するＣＤ４０Ｌのｃｐｍの割合である。
ＣＤ４０Ｌ：実験前にホルムアルデヒドで固定した、ＣＤ４０Ｌでトランスフェクトした
ＣＨＯ細胞。
【０１０５】
Ｂ細胞活性化の際、多数の細胞表面タンパク質がアップレギュレートされる（Ｄｅｎｔｏ
ｎ　Ｍ．Ｄ．，Ｐｅｄｉａｔｒ．Ｔｒａｎｓｐｌａｎｔ．，１９９８　Ｆｅｂ．，２（１
）：６－１５；Ｅｖａｎｓ　Ｄ．Ｅ．，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．，２０００　Ｊａｎ．１５
，１６４（２）：６８８－９７；Ｎｏｅｌｌｅ　Ｒ．Ｊ．，Ａｇｅｎｔｓ　Ａｃｔｉｏｎ
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ｓ　Ｓｕｐｐｌ．，１９９８，４９：１７－２２；Ｌｅｄｅｒｍａｎ　Ｓ．ら，Ｃｕｒｒ
．Ｏｐｉｎ．Ｈｅｍａｔｏｌ．，１９９６，３（１）：７７－８６）。１５Ｂ８がヒトＢ
細胞を活性化しないこと、およびＣＤ４０に結合した場合にアゴニストシグナルを誘導し
ないことを確認するために、Ｂ細胞活性化マーカーをアップレギュレートするその能力を
、精製ヒトＰＢＭＣを用いたＦＡＣＳ分析によって試験した。１５Ｂ８処理したヒトＢ細
胞において、ＣＤ２５、ＣＤ６９、ＣＤ８６、ＨＬＡ－ＤＲおよびＩＣＡＭ－１（ＣＤ５
４）のような活性化マーカーの発現のアップレギュレーションは、存在しなかった（表４
）。これらのマーカーのレベルは、細胞を１５Ｂ８またはｈｕＩｇＧ２コントロールのい
ずれかで処理した場合と類似していた（表１１）。対照的に、ＣＤ６９は、３人の健康な
ボランティア由来の試験したＰＢＭＣサンプルにおいて、一貫してＣＤ４０Ｌによってア
ップレギュレートされた。
【０１０６】
（表１１）
（ＦＡＣＳによる、インビトロにおけるＢ細胞活性化マーカーのアップレギュレーション
に対する１５Ｂ８の効果）
【０１０７】
【表１１】

１．“－”は、アップレギュレーションがないことを意味する。
２．“Ｎ／Ａ”は、測定しなかったかまたは成功しなかったことを意味する。
【０１０８】
Ｂ細胞活性化のさらなる結果は、表面ＦａｓＬのアップレギュレーションおよびアポトー
シスである（Ｒｅｖｙ　Ｐ．，Ｅｕｒ．Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．，１９９８　Ｎｏｖ．，２
８（１１）：３６４８－３６５４；Ｃａｒｅｙ　Ｇ．Ｂ．，Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｒｅｖ．，
２０００　Ａｕｇ．，１７６：１０５－１１５；Ｊｕ　Ｓ．Ｔ．，Ｉｎｔ．Ｒｅｖ．Ｉｍ
ｍｕｎｏｌ．，１９９９，１８（５－６）：４８５－５１３；Ｂａｕｍｇａｒｔｈ　Ｎ．
，Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｒｅｖ．，２０００　Ａｕｇ．，１７６：１７１－１８０）。１５Ｂ
８がアゴニスト抗ＣＤ４０抗体ではないことを確認するために、ヒトＢ細胞のＦａｓＬ発
現およびアポトーシスを誘導するその能力もまた、試験した。細胞表面上のアネキシンＶ
染色は、初期アポトーシスマーカーとして使用され得る（Ｊｕ　Ｓ．Ｔ．，Ｉｎｔ．Ｒｅ
ｖ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．，１９９９，１８（５－６）：４８５－５１３）。ヒトＢ細胞を末
梢血から精製し、１５Ｂ８とインキュベートした。ＦＡＣＳ分析を使用して、アネキシン
Ｖおよび抗ＦａｓＬのポジティブ染色を用いて細胞を検出した。１５Ｂ８と共にインキュ
ベートした細胞またはアイソタイプコントロール（ｈｕＩｇＧ２）抗体と共にインキュベ
ートした細胞との間に、２つの試薬による表面染色に、有意な差異は存在しなかった。こ
の結果は、１５Ｂ８がインビトロにおいてヒトＢ細胞のアポトーシスを誘導しないことを
示す。これらのデータはさらに、１５Ｂ８がヒトＢ細胞に対するアゴニスト抗ＣＤ４０抗
体ではない証拠を提供する。
【０１０９】
１５Ｂ８は、霊長類由来のＣＤ２０ポジティブＰＢＭＣの表面上で発現されるＣＤ４０と
交差反応する。１５Ｂ８が他の霊長類種（例えば、チンパンジーおよびマーモセット）由
来のＢ細胞上のＣＤ４０を活性化し得るか否かを試験するために、１５匹のチンパンジー
および５匹のマーモセット由来の新しく単離したチンパンジーＰＢＭＣおよびマーモセッ
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、１５Ｂ８は、６匹のチンパンジーおよび５匹のマーモセット由来のＰＢＭＣのインビト
ロにおける増殖を、１μｇ／ｍｌ濃度および５μｇ／ｍｌ濃度において刺激しなかった（
上記の表３）。１５Ｂ８はまた、試験した３個のチンパンジー－ＰＢＭＣサンプルにおい
て、活性化マーカー（ＣＤ６９）の発現をアップレギュレートしなかった（表４）。１５
Ｂ８は、６匹のチンパンジー由来の試験した全サンプルにおけるインビトロでの２４時間
刺激および４８時間刺激の後に、ヒトＰＢＭＣコントロールと類似して、チンパンジーＰ
ＢＭＣにおいて、ＦａｓＬ発現およびアポトーシスに何の影響も示さなかった。
【０１１０】
プラスチック表面に固定された二次抗体による架橋１５Ｂ８は、Ｂ細胞増殖を刺激するそ
の能力を増大しなかった（データは示さず）。この架橋アッセイにおいてヒトおよびチン
パンジー由来のＰＢＭＣを用いて試験した場合、１５Ｂ８は細胞増殖を刺激しなかった。
この観察は、インビボで投与された場合の、他のＦｃレセプター発現細胞への抗１５Ｂ８
（ＨＡＨＡ）またはＦｃの結合誘導の際に、１５Ｂ８がＢ細胞増殖に対して刺激性である
（アゴニストである）ことの危険性を低減することを示す。
【０１１１】
まとめると、１５Ｂ８は、インビトロにおいて、ヒトＢ細胞／ＰＢＭＣにおいてもチンパ
ンジー／マーモセットのＰＢＭＣにおいても、活性化シグナルを開始しない。従って、１
５Ｂ８は、ヒト、チンパンジーおよびマーモセットにおいて、アゴニスト抗ＣＤ４０抗体
ではない。
【０１１２】
（実施例１５）
（１５Ｂ８は、インビトロで、ヒト、チンパンジーおよびマーモセットにおけるアンタゴ
ニスト抗ＣＤ４０抗体である）
１５Ｂ８がアンタゴニスト抗ＣＤ４０であるか否かを決定するために、ＣＤ４０－ＣＤ４
０Ｌ相互作用を阻害するその能力を、ＣＤ４０Ｌ媒介ヒトＢ細胞増殖アッセイにおいて試
験した（Ｋｗｅｋｋｅｂｏｏｍ　Ｊ．，Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，１９９３　Ｊｕｌ，７９
（３）：４３９－４４４）。ヒトＣＤ４０Ｌを発現するトランスフェクトしたＣＨＯ細胞
株を使用して、精製したヒト末梢血Ｂ細胞またはＰＢＭＣの増殖を刺激した。１０人の健
康なボランティア由来のヒトＢ細胞および３人の健康なボランティア由来のヒトＰＢＭＣ
を試験した。試験した全サンプルにおいて、１５Ｂ８は、０．２～５μｇ／ｍｌの濃度範
囲にて、ＣＤ４０Ｌを発現するＣＨＯ細胞により媒介される増殖を４２～８８％抑制した
（表１２）。図１９は、３人の個体由来の細胞を用いた代表的な用量応答曲線を示す。１
５Ｂ８の影響のない用量は、０．００８μｇ／ｍｌであり、そして０．２μｇ／ｍｌにて
飽和用量に達する（図１９）。この観察は、アンタゴニスト抗ＣＤ４０抗体としての１５
Ｂ８が、細胞表面に発現されるＣＤ４０Ｌによって提供される、ヒトＢ細胞およびＰＢＭ
Ｃにおける増殖シグナルを阻害し得ることを示す。
【０１１３】
（表１２）
（１５Ｂ８抗体を用いたＰＢＭＣ／Ｂ細胞のＣＤ４０Ｌ誘導増殖の阻害１）
【０１１４】
【表１２】
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１．Ｂ細胞／ＰＢＭＣを、１５Ｂ８またはｈｕＩｇＧ２コントロールの存在下で、ＣＤ４
０Ｌを発現するＣＨＯ細胞と共にインビトロで培養した。ＣＤ４０Ｌをトランスフェクト
したＣＨＯ細胞を、実験前にホルムアルデヒドで固定した。細胞増殖を、３Ｈ－チミジン
取り込みによって測定した。
２．“１５Ｂ８　阻害％”＝１００－（１５Ｂ８　ｃｐｍ／ＣＤ４０Ｌ　ｃｐｍ×１００
）
－倍のＣＤ４０Ｌ（ポジティブコントロール）によって誘導された増殖について、いくつ
かのサンプル由来のデータは表中に含めていない。
【０１１５】
９匹のチンパンジーおよび３匹のマーモセット由来の新しく単離したＰＢＭＣを用いて、
さらなるアッセイを実行した。ヒトＰＢＭＣを用いたように、１５Ｂ８は、ＣＤ４０Ｌ発
現ＣＨＯ細胞によって刺激されたチンパンジーＰＢＭＣおよびマーモセットＰＢＭＣの増
殖を、１μｇ／ｍｌの濃度レベルにて阻害し得た（上記表５）。１５Ｂ８による阻害は、
３匹のチンパンジーおよび３匹のマーモセット由来のＰＢＭＣサンプルにおいて、それぞ
れ、約５５～７３％および６８～８４％であった（上記の表５）。
【０１１６】
活性化されたＢ細胞は、多数の生物学的応答（例えば、増殖および抗体産生）を引き起こ
す。Ｔ細胞依存性抗原によるＢ細胞の活性化は、ＣＤ４＋Ｔ－ヘルパー（Ｔｈ）細胞を含
む。このＴ細胞ヘルパープロセスは、他の同時刺激因子およびサイトカインの相互作用と
一緒に、Ｂ細胞上のＣＤ４０とＴｈ細胞表面上のＣＤ４０Ｌとの相互作用の、協調作用に
よって媒介される。Ｄｅｎｔｏｎ　Ｍ．Ｄ．，Ｐｅｄｉａｔｒ．Ｔｒａｎｓｐｌａｎｔ．
，１９９８　Ｆｅｂ．，２（１）：６－１５；Ｅｖａｎｓ　Ｄ．Ｅ．，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏ
ｌ．，２０００　Ｊａｎ．１５，１６４（２）：６８８－９７；Ｎｏｅｌｌｅ　Ｒ．Ｊ．
，Ａｇｅｎｔｓ　Ａｃｔｉｏｎｓ　Ｓｕｐｐｌ．，１９９８，４９：１７－２２；Ｌｅｄ
ｅｒｍａｎ　Ｓ．ら，Ｃｕｒｒ．Ｏｐｉｎ．Ｈｅｍａｔｏｌ．，１９９６，３（１）：７
７－８６；Ｍａｃｋｅｙ　Ｍ．Ｆ．ら，Ｊ．Ｌｅｕｋｏｃ．Ｂｉｏｌ．，１９９８，６３
（４）：４１８－４２８。１５Ｂ８がＴヘルパー細胞により媒介されるＢ細胞抗体産生を
ブロックし得るか否かを試験するために、精製したヒト末梢血Ｂ細胞を、抗ＣＤ３抗体で
活性化した精製照射Ｔ細胞の存在下で培養した。ＥＬＩＳＡアッセイを使用して、ＩｇＭ
産生のレベルを測定した。１５Ｂ８は、このアッセイにおいてＩｇＭ産生を約３０％低減
した（データは示さず）。従って、１５Ｂ８は、Ｔ細胞によって媒介されるＢ細胞免疫グ
ロブリン産生を低減し得る。
【０１１７】
まとめると、１５Ｂ８は、ヒト、チンパンジーおよびマーモセットにおいてＣＤ４０Ｌに
より誘導されるＢｐ細胞／ＰＢＭＣ増殖を阻害し、そしてインビトロにおける精製ヒトＢ
細胞によるＴ細胞誘導性（ｉｎｄｕｃｔｅｄ）抗体産生を阻害する。これらのデータは、
１５Ｂ８が、インビトロにおいて、ヒトＢ細胞ならびにチンパンジーおよびマーモセット
由来のＰＢＭＣにおいて、アンタゴニスト抗ＣＤ４０抗体であることを実証する。
【０１１８】
（実施例１６）
（１５Ｂ８は、インビトロにおいて、アゴニスト抗サル（アカゲザル、カニクイザル、お
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よびヒヒ）ＣＤ４０抗体である）
ＦＡＣＳ分析は、１５Ｂ８がサル（カニクイザル、アカゲザルおよびヒヒ）の末梢血由来
のＢ細胞表面上に発現されるＣＤ４０に結合することを実証する。新しく単離したカニク
イザルＰＢＭＣに対する１５Ｂ８の効果を、ヒトおよびチンパンジーについて上記に記載
した増殖アッセイと同じ増殖アッセイにて試験した（Ｊｏｈｎ　Ｅ．Ｃｏｌｉｇａｎら，
Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，Ｖｏｌ．１３：１
２，Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ，Ｉｎｃ．，１９９１；Ｋｗｅｋｋｅｂｏｏｍ
　Ｊ．，Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，１９９３　Ｊｕｌ，７９（３）：４３９－４４４）。ヒ
トＰＢＭＣと対照的に、１５Ｂ８は、３Ｈ　メチル－チミジン取り込みによって測定した
場合に、インビトロで増殖するようにカニクイザルＰＢＭＣを刺激することが見出された
（以下の表１３）。１μｇ／ｍｌレベルにおいて、１５Ｂ８は、１７匹のサル由来の試験
した２２個のサンプルにおいて（５匹のサル由来のサンプルを２回試験した）、ｈｕＩｇ
Ｇ２コントロールと比較して、ＰＢＭＣの増殖を６～１２９．７倍刺激した（以下の表１
３）。５μｇ／ｍｌレベルにおいて、１５Ｂ８によって刺激された増殖は、サル由来の４
個のサンプルにおいて１４～２４倍であり、そして２匹のサル由来の２個のサンプルにお
いて約１．２５倍または１．８５倍であった（表１３）。このことは、５μｇ／ｍｌの濃
度レベルにおいて、１５Ｂ８がカニクイザル由来のＰＢＭＣに対するその増殖刺激効果に
ついて、飽和用量を超える限界であり得ることを示唆する。表面マーカーによる活性化状
態についてのＢ細胞のさらなるＦＡＣＳ分析によって、１５Ｂ８が、サルＢ細胞上でＣＤ
６９、ＣＤ８６およびＨＬＡ－ＤＲのアップレギュレーションを誘導することが示された
（表１４）。これらのデータは、１５Ｂ８は、インビトロにおいてカニクイザル由来の末
梢血Ｂ細胞上で発現されるＣＤ４０に対して、アゴニスト抗体であることを示唆する。
【０１１９】
１５Ｂ８のこのアゴニスト効果がカニクイザル特異的ではないことを確認するために、ア
カゲザルおよびヒヒ由来のＰＢＭＣを用いて同じアッセイを実行した。以下の表１３に示
されるように、カニクイザルの細胞から得られた結果と類似の結果が観察された。１５Ｂ
８はインビトロにおいて、アカゲザルおよびヒヒ由来のＰＢＭＣの増殖を刺激した（以下
の表１３）。５匹のアカゲザルおよび３匹のヒヒ由来のＰＢＭＣを用いた、１５Ｂ８のア
ゴニスト活性を示す（表１３）。
【０１２０】
（表１３）
（１５Ｂ８で刺激した、ヒト、カニクイザル、アカゲザルおよびヒヒ由来のＰＢＭＣの増
殖１）
【０１２１】
【表１３】

１．ＰＢＭＣを、ＣＤ４０Ｌ、１５Ｂ８またはｈｕＩｇＧ２コントロールの存在下でイン
ビトロで培養した。
２．増殖結果を、ｈｕＩｇＧ２コントロールに対する１５Ｂ８の３Ｈ－チミジン取り込み
の割合として報告する。
いくつかのサンプル由来のデータは、２０００よりも小さいＣＤ４０Ｌ（ポジティブコン
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トロール）によって誘導されたＣＰＭについて、表に含めていない。
３．表に示すＣＤ４０Ｌについての増加（倍）は、５μｇ／ｍｌのｈｕＩｇＧ２のｃｐｍ
に対するＣＤ４０Ｌのｃｐｍの割合である。ＣＤ４０ＬをトランスフェクトしたＣＨＯ細
胞を、実験前にホルムアルデヒドで固定した。
【０１２２】
（表１４）
（ＦＡＣＳ分析による、インビトロでのＢ細胞活性化マーカーのアップレギュレーション
に対する１５Ｂ８の効果）
【０１２３】
【表１４】

１．“－”は、アップレギュレーションがないことを意味する。
２．“Ｎ／Ａ”は、測定しなかったかまたは成功しなかったことを意味する。
３．１匹のカニクイザル由来の細胞のみを、３日目にＦＡＣＳによって分析した。
【０１２４】
（実施例１７）
（１５Ｂ８は、カニクイザルにおいてインビボでのアゴニスト抗ＣＤ４０抗体である）
１５Ｂ８は、インビトロにおいて、カニクイザル由来のＰＢＭＣにおける細胞表面活性化
マーカーの増大およびアップレギュレーションを刺激し得る。１５Ｂ８がサルにおいてイ
ンビボでのアゴニスト抗ＣＤ４０抗体であるか否かを決定するために、１５Ｂ８の生体分
布および冒された末梢Ｂ細胞の運命（すなわち、過剰な拡大（ｅｘｔｒａｖａｓｔｉｏｎ
）、アポトーシス、活性化状態または補体溶解（ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔ　ｌｙｓｉｓ）を
調べる研究を実行した［Ｂｉｏｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ　１５Ｂ８．７２　Ａｎｔｉｂ
ｏｄｉｅｓ　ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ　Ｉｎｔｒａｖｅｎｏｕｓ　Ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉ
ｏｎ　ｔｏ　Ｎｏｎ－Ｎａｉｖｅ　Ｍａｌｅ　ａｎｄ　Ｆｅｍａｌｅ　Ｃｙｎｏｍｏｌｇ
ｕｓ　Ｍｏｎｋｅｙｓ（ＳＮＢＬ．２１８．３，ＳＮＢＬ　ＵＳＡ）］。
【０１２５】
カニクイザル（１匹の雌および２匹の雄）に、３ｍｇ／ｋｇ　１５Ｂ８の単回静脈内投与
をした。以下のパラメーターをモニターした：臨床徴候、給餌の消費、体重、薬物動態、
血清補完（ＣＨ５０）、Ｂ細胞（アポトーシスＢ細胞を含む）、Ｔ細胞、および単球につ
いてのフローサイトメトリー。１５Ｂ８でのＢ細胞ＣＤ４０レセプター飽和もまた、測定
した。単回用量の１５Ｂ８を与えた２４時間後に動物の検死を行ない、そして標準的な器
官の重量を測定した。脾臓および腋窩（ａｘｉｌｉａｒｙ）リンパ節の試験前手術生検を
採取して、ベースラインコントロールとした。検死において、リンパ組織および非リンパ
組織を、組織病理学および免疫組織化学についてサンプルにした。ＣＤ３抗原、ＣＤ４０
抗原、ＣＤ２０抗原、ＣＤ２７抗原、およびＣＤ３８抗原に対する抗体を用いて、組織を
免疫染色した。この研究の予備的な結果を、以下に考察する。
【０１２６】
全動物が予定した検死まで生存し、給餌の消費にも、体重にも、ＣＨ５０レベルにも、末
梢血Ｔ細胞数にも単球数にも影響を与えなかった。器官の重量に変化はなかった。脾臓の
顕微鏡試験によって、壊死を伴なう中程度に分散した小胞性過形成（ｆｏｌｌｉｃｕｌａ
ｒ　ｈｙｐｅｒｐｌａｓｉａ）および／または１５Ｂ８処理した動物の胚中心における好
中球性の浸潤が示された。腸間膜リンパ節および鼡径部リンパ節の試験によって、３匹中
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は、他の組織（肝臓、皮膚、脳、甲状腺、肺、骨髄、副腎および腎臓）において見出され
なかった。
【０１２７】
ＣＤ２０抗体、ＣＤ２７抗体、ＣＤ４０抗体、およびＣＤ８６抗体を用いた免疫染色によ
って、脾臓小胞およびリンパ節小胞におけるこれらのマーカーの増大が明らかとなり、こ
のことは、これらと同じ組織中で見出された小胞性過形成と相関する。ＣＤ２０およびＣ
Ｄ４０の増大した染色は、脾臓およびリンパ節に限定されたが、いくつかのさらなる染色
（ＣＤ２７での肝臓組織の染色、ならびにＣＤ８６による肝臓クップファー細胞および炎
症細胞の染色）が存在した。ＣＤ８６染色はまた、胸腺髄細胞および副腎間質白血球にお
いても増大した。コントロールと比較して、１５Ｂ８処理動物においてＣＤ３の免疫染色
に変化は存在しなかった。
【０１２８】
これらの知見は、カニクイザルに投与される１５Ｂ８の３ｍｇ／ｋｇの単回用量が、２４
時間の期間内で、リンパ小胞の増殖ならびに／または脾臓およびリンパ節における末梢血
からのＢ細胞の再分布をもたらし得ることを示す。ＣＤ２０、ＣＤ２７、ＣＤ４０および
ＣＤ８６に対する抗体は、他の細胞型の認識と一緒に、Ｂ細胞および／または活性化Ｂ細
胞上に発現された抗原を認識する。これらの抗原を発現する細胞の数の増大が、処理動物
の脾臓およびリンパ節で見出され、このことは、活性化ＣＤ２０＋　Ｂ細胞数の増大を示
唆する。この研究は、１５Ｂ８が、カニクイザルにおいてインビボでのアゴニスト抗ＣＤ
４０抗体であることを示唆する。インビトロおよびインビボで得られた結果は、カニクイ
ザルにおいて一致する。
【０１２９】
この結果は、１５Ｂ８がカニクイザル、アカゲザルおよびヒヒにおいてアゴニスト抗ＣＤ
４０抗体であり、そして、ヒト、チンパンジーおよびマーモセットにおいてアンタゴニス
ト抗体であることを示唆する。
【０１３０】
１５Ｂ８は、ヒトＩｇＧ２サブタイプを有する抗ヒトＣＤ４０特異的モノクローナル抗体
であり、非ヒト霊長類由来のＣＤ４０のみと交差反応性を有する。広範囲のインビトロ試
験を通して、１５Ｂ８は、ヒトＢ細胞、ヒト、チンパンジーおよびマーモセット由来のＰ
ＢＭＣ上に発現されるＣＤ４０に対してアンタゴニスト抗ＣＤ４０であることが示された
。しかし、１５Ｂ８は、インビトロにおいて、サル（カニクイザル、アカゲザル、および
ヒヒ）由来のＰＢＭＣ上に発現されるＣＤ４０に結合する場合、アゴニスト活性を有する
ことが示された。１５Ｂ８のこのアゴニスト活性を、インビボにおいて、カニクイザルで
確認した。Ｒｉｔｕｘａｎ感受性およびＲｉｔｕｘａｎ耐性ＮＨＬ患者由来のリンパ腫の
初代培養物中で試験した場合、１５Ｂ８は、ＩＬ－４の存在下および非存在下でアゴニス
ト活性を有さない。１５Ｂ８はまた、両方の条件下の類似する患者群由来のリンパ腫細胞
の、ＣＤ４０Ｌで刺激した増殖を阻害し得る。１５Ｂ８は、Ｂ細胞悪性腫瘍（例えば、非
ホジキンリンパ腫（ＮＨＬ））を改変する能力を有し、ここで、ＣＤ４０／ＣＤ４０Ｌ経
路は、その疾患の病因に対して一定の役割を果たし得る。これらの結果を、以下の表に要
約する。
【０１３１】
（表１５）
（アゴニスト活性を測定するアッセイ）
【０１３２】
【表１５】
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（表１６）
（アンタゴニスト活性を測定するアッセイ）
【０１３３】
【表１６】

本発明は、特定の実施形態を参照して記載された。しかし、本出願は、添付の特許請求の
範囲の精神および範囲から逸脱することなく当業者によってなされ得る変更および置換を
含むことが、意図される。
【図面の簡単な説明】
【図１】　図１は、ＣＤ４０Ｌ発現細胞により刺激されたＢ細胞の増殖に対する抗ＣＤ４
０抗体の効果を示す棒グラフである。
【図２】　図２は、Ｂ細胞増殖に対する抗ＣＤ４０抗体の効果を示す棒グラフである。
【図３】　図３は、抗ＩｇＭにより誘導されたＢ細胞の増殖に対するＣＤ４０抗体の効果
を示す棒グラフである。
【図４】　図４は、ヒト末梢Ｂ細胞の増殖に対する架橋された抗ＣＤ４０抗体の効果を示
す棒グラフである。
【図５】　図５は、５つのヒト抗ＣＤ４０抗体および５Ｈ７の軽鎖のアミノ酸配列の比較
である。配列番号は、以下の通りである。
５Ｈ７：配列番号１９、２５
９Ｆ７：配列番号２０、２６
１５Ｂ８：配列番号２１、２７
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１２Ｄ９：配列番号２２、２８
２０Ｃ４：配列番号２３、２９
１３Ｅ４：配列番号２４、３０
【図６】　図６は、５つのヒト抗ＣＤ４０抗体および５Ｈ７の重鎖のアミノ酸配列の比較
である。配列番号は、以下の通りである。
５Ｈ７：配列番号３１、３７
９Ｆ７：配列番号３２、３８
１５Ｂ８：配列番号３３、３９
１２Ｄ９：配列番号３４、４０
２０Ｃ４：配列番号３５、４１
１３Ｅ４：配列番号３６、４２
【図７】　図７は、ＣＤ４０を発現する細胞に結合するモノクローナル抗体１５Ｂ８のＦ
ＡＣＳ分析の結果を示す。図７は、この抗体が、３種（ヒト、アカゲザル、およびカニク
イザル）由来の末梢血細胞を染色することを示した。
【図８】　図８は、ヒトモノクローナル抗体１２Ｄ９のｖＫ領域のＤＮＡおよびアミノ酸
配列（それぞれ、配列番号４３および４４）を提供する。
【図９】　図９は、ヒトモノクローナル抗体１２Ｄ９の重鎖定常領域のＤＮＡおよびアミ
ノ酸配列（それぞれ、配列番号１および２）を提供する。
【図１０】　図１０は、ヒトモノクローナル抗体２０Ｃ４のｖＫ．１およびｖｈ１領域の
ＤＮＡ配列（それぞれ、配列番号３および４）を提供する。
【図１１】　図１１は、ヒトモノクローナル抗体９Ｆ７のｖＫ．１およびｖｈ１領域のＤ
ＮＡ配列（それぞれ、配列番号５および６）を提供する。
【図１２】　図１２は、ヒトモノクローナル抗体１５Ｂ８のｖＫ．３およびｖｈ１領域の
ＤＮＡ配列（それぞれ、配列番号７および８）を提供する。
【図１３】　図１３は、ヒトモノクローナル抗体１３Ｅ４および１２Ｄ９のｖｈ１領域の
ＤＮＡ配列（それぞれ、配列番号９および１０）を提供する。
【図１４】　図１４は、以下に示されるヒトモノクローナル抗体の以下の領域のアミノ酸
配列を提供する。
９Ｆ７ＶＨ１：配列番号１１
１２Ｄ９ＶＨ１：配列番号１２
１５Ｂ８ＶＨ１：配列番号１３
２０Ｃ４ＶＨ１：配列番号１４
９Ｆ７ＶＫ１：配列番号１５
１２Ｄ９ＶＫ１：配列番号１６
１５ＢＶＫ１：配列番号１７
２０Ｃ４ＶＫ１：配列番号１８
【図１５】　図１５は、ある患者からの細胞を用いて、抗ＣＤ４０抗体ＭＳ８１が、ＩＬ
－４の存在下および非存在下でＮＨＬ細胞の増殖を刺激したことを示す。
【図１６】　図１６は、第２の患者からの細胞を用いて、抗ＣＤ４０抗体ＭＳ８１が、Ｉ
Ｌ－４の存在下および非存在下でＮＨＬ細胞の増殖を刺激したことを示す。
【図１７】　図１７は、抗ＣＤ４０抗体１５Ｂ８が、ある患者において、ＮＨＬ細胞の増
殖を阻害することを示す。
【図１８】　図１８は、リツキサン（Ｒｉｔｕｘａｎ）感受性の患者由来のＮＨＬ細胞の
増殖における、１５Ｂ８に対する用量応答を示す。これらの細胞を、ＣＤ４０ＬおよびＩ
Ｌ－４により刺激した。
【図１９】　図１９は、３人の個体由来の細胞を用いて、ＣＤ４０Ｌにより刺激されたヒ
トＢ細胞の増殖に対する１５Ｂ８の効果についての代表的な用量応答曲線を示す。
【配列表】
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【図３】

【図４】 【図５】
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【図８】 【図９】
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【図１１】

【図１２】

【図１３】

【図１４】 【図１５】

【図１６】
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【図１７】

【図１８】

【図１９】
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