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(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】炎症性腸疾患に対してMAdCAMに関係した治療法等の提供。
【解決手段】ヒトMAdCAMへ特異的に結合し、かつMAdCAMを阻害するように機能する、ヒト
抗体およびそれらの抗原結合部分を含む抗体に関する。また、ヒト抗MAdCAM抗体およびそ
れらの抗原結合部分に関する。また、キメラ、二重特異性、誘導体化、一本鎖抗体または
融合タンパク質の部分である抗体に関する。また、ヒト抗MAdCAM抗体由来の単離された重
鎖および軽鎖免疫グロブリン、ならびにそのような免疫グロブリンをコードする核酸分子
に関する。また、ヒト抗MAdCAM抗体、これらの抗体を含む組成物を作製する方法、ならび
に診断および処置のために抗体および組成物を使用する方法に関する。また、ヒト抗MAdC
AM抗体を含む重鎖および/または軽鎖免疫グロブリン分子をコードする核酸分子を用いる
遺伝子治療法。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　粘膜アドレシン細胞接着分子(MAdCAM)へ特異的に結合するヒトモノクローナル抗体また
はその抗原結合部分。
【請求項２】
　以下の性質の少なくとも1つを有する、請求項1記載のヒトモノクローナル抗体または抗
原結合部分：
(a)ヒト細胞に結合する性質；
(b)VCAMまたはフィブロネクチンと比較した少なくとも100倍のMAdCAMに対する選択性をも
つ性質；
(c)3x10-10 Mまたはそれ以下のKdでヒトMAdCAMに結合する性質；または
(d)α4β7発現細胞のヒトMAdCAMへの結合を阻害する性質；
(e)胃腸リンパ組織へのリンパ球の補充を阻害する性質。
【請求項３】
　3x10-10 Mまたはそれ以下のKdでヒトMAdCAMと結合し、かつヒトMAdCAMへのα4β7の結
合を阻害する、請求項2記載のヒトモノクローナル抗体または抗原結合部分。
【請求項４】
　ハイブリドーマが1.7.2(ECACCアクセッション番号03090901)、1.8.2(ECACCアクセッシ
ョン番号03090902)、6.14.2(ECACCアクセッション番号03090903)、6.22.2(ECACCアクセッ
ション番号03090904)、6.34.2(ECACCアクセッション番号03090905)、6.67.1(ECACCアクセ
ッション番号03090906)、6.73.2(ECACCアクセッション番号03090907)、6.77.1(ECACCアク
セッション番号03090908)、7.16.6(ECACCアクセッション番号03090909)、7.20.5(ECACCア
クセッション番号03090910)、7.26.4(ECACCアクセッション番号03090911)、および9.8.2(
ECACCアクセッション番号03090912)からなる群より選択される、請求項1記載のヒトモノ
クローナル抗体を産生するハイブリドーマ細胞系。
【請求項５】
　請求項4記載のハイブリドーマ細胞系により産生されるヒトモノクローナル抗体、また
は該モノクローナル抗体の抗原結合部分。
【請求項６】
　重鎖C末端リシンが切断されている、請求項5記載のヒトモノクローナル抗体。
【請求項７】
　抗体または抗原結合部分が、ヒトMAdCAMのα4β7への結合を阻害し、かつ抗体またはそ
の部分が以下の性質の少なくとも1つを有し、ここで参照抗体が、モノクローナル抗体1.7
.2、モノクローナル抗体1.8.2、モノクローナル抗体6.14.2、モノクローナル抗体6.22.2
、モノクローナル抗体6.34.2、モノクローナル抗体6.67.1、モノクローナル抗体6.73.2、
モノクローナル抗体6.77.1、モノクローナル抗体7.16.6、モノクローナル抗体7.20.5、モ
ノクローナル抗体7.26.4、モノクローナル抗体9.8.2、モノクローナル抗体6.22.2-mod、
モノクローナル抗体6.34.2-mod、モノクローナル抗体6.67.1-mod、モノクローナル抗体6.
77.1-modおよびモノクローナル抗体7.26.4-modからなる群より選択される、請求項1また
は5のいずれか記載のヒトモノクローナル抗体またはその抗原結合部分：
(a)MAdCAMへの結合について参照抗体と交差競合する性質；
(b)MAdCAMへの結合について参照抗体と競合する性質；
(c)参照抗体と同じMAdCAMのエピトープに結合する性質；
(d)参照抗体と実質的に同じKdでMAdCAMに結合する性質；
(e)参照抗体と実質的に同じ解離速度でMAdCAMに結合する性質；
。
【請求項８】
　以下のものからなる群より選択される、MAdCAMと特異的に結合するモノクローナル抗体
：
(a)シグナル配列を持たない、SEQ ID NO:2およびSEQ ID NO:4に示されたアミノ酸配列を
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含む抗体；
(b)シグナル配列を持たない、SEQ ID NO:6およびSEQ ID NO:8に示されたアミノ酸配列を
含む抗体；
(c)シグナル配列を持たない、SEQ ID NO:10およびSEQ ID NO:12に示されたアミノ酸配列
を含む抗体；
(d)シグナル配列を持たない、SEQ ID NO:14およびSEQ ID NO:16に示されたアミノ酸配列
を含む抗体；
(e)シグナル配列を持たない、SEQ ID NO:18およびSEQ ID NO:20に示されたアミノ酸配列
を含む抗体；
(f)シグナル配列を持たない、SEQ ID NO:22およびSEQ ID NO:24に示されたアミノ酸配列
を含む抗体；
(g)シグナル配列を持たない、SEQ ID NO:26およびSEQ ID NO:28に示されたアミノ酸配列
を含む抗体；
(h)シグナル配列を持たない、SEQ ID NO:30およびSEQ ID NO:32に示されたアミノ酸配列
を含む抗体；
(i)シグナル配列を持たない、SEQ ID NO:34およびSEQ ID NO:36に示されたアミノ酸配列
を含む抗体；
(j)シグナル配列を持たない、SEQ ID NO:38およびSEQ ID NO:40に示されたアミノ酸配列
を含む抗体；
(k)シグナル配列を持たない、SEQ ID NO:42およびSEQ ID NO:44に示されたアミノ酸配列
を含む抗体；
(l)シグナル配列を持たない、SEQ ID NO:46およびSEQ ID NO:48に示されたアミノ酸配列
を含む抗体；
(m)シグナル配列を持たない、SEQ ID NO:52およびSEQ ID NO:54に示されたアミノ酸配列
を含む抗体；
(n)シグナル配列を持たない、SEQ ID NO:56およびSEQ ID NO:58に示されたアミノ酸配列
を含む抗体；
(o)シグナル配列を持たない、SEQ ID NO:60およびSEQ ID NO:62に示されたアミノ酸配列
を含む抗体；
(p)シグナル配列を持たない、SEQ ID NO:64およびSEQ ID NO:66に示されたアミノ酸配列
を含む抗体；ならびに
(q)シグナル配列を持たない、SEQ ID NO:42およびSEQ ID NO:68に示されたアミノ酸配列
を含む抗体。
【請求項９】
　抗体またはその部分の重鎖が、以下のものからなる群より選択されるモノクローナル抗
体の重鎖CDR1、CDR2およびCDR3を含む、または軽鎖が、以下のものからなる群より選択さ
れるモノクローナル抗体の軽鎖CDR1、CDR2およびCDR3を含む、モノクローナル抗体または
その抗原結合部分：1.7.2、1.8.2、6.14.2、6.22.2、6.34.2、6.67.1、6.73.2、6.77.1、
7.16.6、7.20.5、7.26.4、9.8.2、6.22.2-mod、6.34.2-mod、6.67.1-mod、6.77.1-modお
よび7.26.4-mod。
【請求項１０】
　ヒトVH 1-18遺伝子、ヒトVH 3-15遺伝子、ヒトVH 3-21遺伝子、ヒトVH 3-23遺伝子、ヒ
トVH 3-30遺伝子、ヒトVH 3-33遺伝子、またはヒトVH 4-4遺伝子を利用する重鎖を含む、
請求項9記載のモノクローナル抗体または抗原結合部分。
【請求項１１】
　ヒトVk A2遺伝子、ヒトVk A3遺伝子、ヒトVk A26遺伝子、ヒトVk B3遺伝子、ヒトVk O1
2遺伝子、またはヒトVk O18遺伝子を利用する軽鎖を含む、請求項10記載のモノクローナ
ル抗体またはその抗原結合部分。
【請求項１２】
　重鎖可変領域、軽鎖可変領域または両方が、以下のものからなる群より選択されるモノ
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クローナル抗体の対応する領域とアミノ酸配列において少なくとも90%同一である、請求
項1記載のヒトモノクローナル抗体または抗原結合部分：モノクローナル抗体1.7.2、モノ
クローナル抗体1.8.2、モノクローナル抗体6.14.2、モノクローナル抗体6.22.2、モノク
ローナル抗体6.34.2、モノクローナル抗体6.67.1、モノクローナル抗体6.73.2、モノクロ
ーナル抗体6.77.1、モノクローナル抗体7.16.6、モノクローナル抗体7.20.5、モノクロー
ナル抗体7.26.4、モノクローナル抗体9.8.2、モノクローナル抗体6.22.2-mod、モノクロ
ーナル抗体6.34.2-mod、モノクローナル抗体6.67.1-mod、モノクローナル抗体6.77.1-mod
およびモノクローナル抗体7.26.4-mod。
【請求項１３】
　以下である、MAdCAMと特異的に結合するモノクローナル抗体またはその抗原結合部分：
(a)重鎖が、以下のものからなる群より選択される参照抗体の重鎖CDR1、CDR2およびCDR3
アミノ酸配列を含む：1.7.2、1.8.2、6.14.2、6.22.2、6.34.2、6.67.1、6.73.2、6.77.1
、7.16.6、7.20.5、7.26.4、9.8.2、6.22.2-mod、6.34.2-mod、6.67.1-mod、6.77.1-mod
および7.26.4-mod；
(b)軽鎖が、以下のものからなる群より選択される参照抗体の軽鎖CDR1、CDR2およびCDR3
アミノ酸配列を含む：1.7.2、1.8.2、6.14.2、6.22.2、6.34.2、6.67.1、6.73.2、6.77.1
、7.16.6、7.20.5、7.26.4、9.8.2、6.22.2-mod、6.34.2-mod、6.67.1-mod、6.77.1-mod
および7.26.4-mod；
(c)抗体が、(a)の重鎖および(b)の軽鎖を含む；ならびに
(d)重鎖および軽鎖CDRアミノ酸配列が同じ参照抗体から選択される、(c)の抗体。
【請求項１４】
　重鎖、軽鎖または両方が、参照抗体の、それぞれ、重鎖、軽鎖または両方のCDR1の始ま
りからCDR3の終わりまでのアミノ酸配列を含む、請求項13記載のモノクローナル抗体また
は抗原結合部分。
【請求項１５】
　抗体が以下のものを含む、請求項13記載のモノクローナル抗体または抗原結合部分：
(a)以下のものからなる群より選択される抗体の重鎖可変領域アミノ酸配列を含む重鎖：1
.7.2(SEQ ID NO:2)；1.8.2(SEQ ID NO:6)；6.14.2(SEQ ID NO:10)；6.22.2(SEQ ID NO:14
)；6.34.2(SEQ ID NO:18)；6.67.1(SEQ ID NO:22)；6.73.2(SEQ ID NO:26)；6.77.1(SEQ 
ID NO:30)；7.16.6(SEQ ID NO:34)；7.20.5(SEQ ID NO:38)；7.26.4(SEQ ID NO:42)；お
よび9.8.2(SEQ ID NO:46)；6.22.2-mod(SEQ ID NO:52)；6.34.2-mod(SEQ ID NO:56)；6.6
7.1-mod(SEQ ID NO:60)；6.77.1-mod(SEQ ID NO:64)；および7.26.4-mod(SEQ ID NO:42)
；
(b)以下のものからなる群より選択される抗体の軽鎖可変領域アミノ酸配列を含む軽鎖：1
.7.2(SEQ ID NO:4)；1.8.2(SEQ ID NO:8)；6.14.2(SEQ ID NO:12)；6.22.2(SEQ ID NO:16
)；6.34.2(SEQ ID NO:20)；6.67.1(SEQ ID NO:24)；6.73.2(SEQ ID NO:28)；6.77.1(SEQ 
ID NO:32)；7.16.6(SEQ ID NO:36)；7.20.5(SEQ ID NO:40)；7.26.4(SEQ ID NO:44)；お
よび9.8.2(SEQ ID NO:48)；6.22.2-mod(SEQ ID NO:54)；6.34.2-mod(SEQ ID NO:58)；6.6
7.1-mod(SEQ ID NO:62)；6.77.1-mod(SEQ ID NO:66)；および7.26.4-mod(SEQ ID NO:68)
；または
(c)(a)の重鎖および(b)の軽鎖。
【請求項１６】
　免疫グロブリンG(IgG)、IgM、IgE、およびIgAもしくはIgD分子、ヒト化抗体、キメラ抗
体または二重特異性抗体である、請求項1～3および請求項5～15のいずれか一項記載のモ
ノクローナル抗体。
【請求項１７】
　Fab断片、F(ab')2断片、Fv断片または一本鎖抗体である、請求項1～3、5～7および9～1
6のいずれか一項記載の抗原結合部分。
【請求項１８】
　請求項1～3および請求項5～17のいずれか一項記載のモノクローナル抗体またはその抗
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原結合部分の有効量および薬学的に許容される担体を含む薬学的組成物。
【請求項１９】
　炎症性疾患を、処置を必要としている被験者において処置する方法であって、請求項1
～3および請求項5～17のいずれか一項記載のモノクローナル抗体またはその抗原結合部分
を該被験者へ投与する段階を含み、該抗体または抗原結合部分がMAdCAMのα4β7への結合
を阻害する、方法。
【請求項２０】
　炎症性疾患が胃腸管の炎症性疾患である、請求項19記載の方法。
【請求項２１】
　胃腸管の炎症性疾患が、炎症性腸疾患、クローン病、潰瘍性大腸炎、憩室疾患、胃炎、
肝臓疾患、原発性胆汁性硬化症および硬化性胆管炎からなる群より選択される、請求項20
記載の方法。
【請求項２２】
　炎症性腸疾患が、クローン病、潰瘍性大腸炎または両方である、請求項20記載の方法。
【請求項２３】
　炎症性疾患がインスリン依存性糖尿病および移植片対宿主病である、請求項20記載の方
法。
【請求項２４】
　請求項1～3および5～17のいずれか一項記載のモノクローナル抗体または抗原結合部分
、または該抗体もしくは該その部分の重鎖もしくは軽鎖を産生する単離された細胞系。
【請求項２５】
　1.7.2、1.8.2、6.14.2、6.22.2、6.34.2、6.67.1、6.73.2、6.77.1、7.16.6、7.20.5、
7.26.4、および9.8.2からなる群より選択される抗体、または該抗体の1つのアミノ酸配列
を含む抗体を産生する、請求項4または24のいずれか記載の細胞系。
【請求項２６】
　6.22.2-mod、6.34.2-mod、6.67.1-mod、6.77.1-modおよび7.26.4-modからなる群より選
択されるモノクローナル抗体、または該抗体の1つのアミノ酸配列を含む抗体を産生する
、請求項25記載の細胞系。
【請求項２７】
　請求項1～3および請求項5～17のいずれか一項記載の抗体の重鎖もしくはその抗原結合
部分、または軽鎖もしくはその抗原結合部分をコードするヌクレオチド配列を含む単離さ
れた核酸分子。
【請求項２８】
　核酸分子に機能的に連結された発現制御配列を任意で含む、請求項27記載の核酸分子を
含むベクター。
【請求項２９】
　請求項28記載のベクターまたは請求項27記載の核酸分子を含む宿主細胞。
【請求項３０】
　請求項1～3および請求項5～17のいずれか一項記載の抗体または抗原結合部分の、重鎖
もしくはその抗原結合部分をコードする核酸分子、ならびに軽鎖もしくはその抗原結合部
分をコードする核酸分子を含む、請求項29記載の宿主細胞。
【請求項３１】
　MAdCAMと特異的に結合するヒトモノクローナル抗体またはその抗原結合部分を作製する
方法であって、請求項29もしくは30記載の宿主細胞または請求項4もしくは24のいずれか
記載の細胞系を適した条件下で培養する段階、および該抗体または抗原結合部分を回収す
る段階を含む、方法。
【請求項３２】
　請求項1～3または5～17のいずれか一項記載の抗体の、(a)重鎖もしくはその抗原結合部
分をコードする核酸分子；(b)軽鎖もしくはその抗原結合部分をコードする核酸分子；ま
たは(c)(a)および(b)の両方を含む、非ヒトトランスジェニック動物またはトランスジェ
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ニック植物であって、該重鎖または軽鎖または両方を発現させる、非ヒトトランスジェニ
ック動物またはトランスジェニック植物。
【請求項３３】
　請求項32記載の非ヒトトランスジェニック動物またはトランスジェニック植物から抗体
を単離する段階を含む、MAdCAMへ特異的に結合する抗体またはその抗原結合部分を単離す
る方法。
【請求項３４】
　以下の段階を含む、MAdCAMへ特異的に結合し、かつα4β7への結合を阻害する、ヒト抗
体またはその抗原結合部分で処置を必要としている被験者を処置する方法：
(a)重鎖もしくはその抗原結合部分をコードする単離された核酸分子、軽鎖もしくはその
抗原結合部分をコードする単離された核酸分子、または軽鎖および重鎖またはそれらの抗
原結合部分をコードする核酸分子の有効量を投与する段階；および
(b)核酸分子を発現させる段階。
【請求項３５】
　以下の段階を含む、MAdCAMと特異的に結合するヒトモノクローナル抗体を産生するため
の方法：
(a)ヒト抗体を産生する能力がある非ヒトトランスジェニック動物をMAdCAMで、MAdCAMの
免疫原性部分で、またはMAdCAMを発現させる細胞もしくは組織で、免疫する段階；および
(b)トランスジェニック動物をMAdCAMに対する免疫応答を開始するようにさせておく段階
。
【請求項３６】
　請求項35記載の方法により産生されるヒトモノクローナル抗体。
【請求項３７】
　ヒトMAdCAMを発現させる細胞へのα4β7の結合を阻害する方法であって、請求項1～3お
よび請求項5～17のいずれか一項記載のモノクローナル抗体またはその抗原結合部分とそ
の細胞を接触させる段階を含む、方法。
【請求項３８】
　MAdCAM媒介性白血球内皮細胞接着を阻害するための方法であって、請求項1～3および請
求項5～17のいずれか一項記載のモノクローナル抗体またはその抗原結合部分とその内皮
細胞を接触させる段階を含む、方法。
【請求項３９】
　組織へのMAdCAM媒介性白血球の接着、遊走および浸潤を阻害するための方法であって、
請求項1～3および請求項5～17のいずれか一項記載のモノクローナル抗体またはその抗原
結合部分とその内皮細胞を接触させる段階を含む、方法。
【請求項４０】
　ヒトMAdCAMを発現させる細胞を請求項1～3および請求項5～17のいずれか一項記載のモ
ノクローナル抗体またはその抗原結合部分と接触させる段階を含む、α4β7/MAdCAM依存
性細胞接着を阻害するための方法。
【請求項４１】
　ヒトMAdCAMを発現させる細胞を請求項1～3および請求項5～17のいずれか一項記載のモ
ノクローナル抗体またはその抗原結合部分と接触させる段階を含む、リンパ球の胃腸リン
パ組織へのMAdCAM媒介性補充を阻害するための方法。
【請求項４２】
　MAdCAMと特異的に結合するモノクローナル抗体またはその抗原結合部分であって、以下
のものからなる群より選択されるヒトモノクローナル抗体のFR1、FR2、FR3もしくはFR4ア
ミノ酸配列の1つまたは複数を含む、モノクローナル抗体またはその抗原結合部分：1.7.2
、1.8.2、6.14.2、6.22.2、6.34.2、6.67.1、6.73.2、6.77.1、7.16.6、7.20.5、7.26.4
、9.8.2、6.22.2-mod、6.34.2-mod、6.67.1-mod、6.77.1-modおよび7.26.4-mod。
【請求項４３】
　抗体が以下のものを含む、請求項1記載のヒトモノクローナル抗体または抗原結合部分
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：
(a)以下のものからなる群より選択されるモノクローナル抗体の重鎖アミノ酸配列と少な
くとも90%同一である重鎖アミノ酸配列：1.7.2、1.8.2、6.14.2、6.22.2、6.34.2、6.67.
1、6.73.2、6.77.1、7.16.6、7.20.5、7.26.4、9.8.2、6.22.2-mod、6.34.2-mod、6.67.1
-mod、6.77.1-modおよび7.26.4-mod；
(b)以下のものからなる群より選択されるモノクローナル抗体の軽鎖アミノ酸配列と少な
くとも90%同一である軽鎖アミノ酸配列：1.7.2、1.8.2、6.14.2、6.22.2、6.34.2、6.67.
1、6.73.2、6.77.1、7.16.6、7.20.5、7.26.4、9.8.2、6.22.2-mod、6.34.2-mod、6.67.1
-mod、6.77.1-modおよび7.26.4-mod；
(c)(a)および(b)の両方；または
(d)シグナル配列を持つもしくは持たない(a)、(b)または(c)のいずれか。
【請求項４４】
　以下の段階を含む、循環している可溶性ヒトMAdCAMを特徴とする疾患を診断するための
方法：(1)生体試料を請求項1～3および請求項5～17のいずれか一項記載のモノクローナル
抗体または抗原結合部分と接触させる段階、ならびに(2)結合を検出する段階。
【請求項４５】
　以下の段階を含む、被験者において炎症を検出するための方法：(1)請求項1～3および
請求項5～17のいずれか一項記載のモノクローナル抗体または抗原結合部分を該被験者へ
投与する段階であって、該抗体またはその部分が検出可能に標識されている、段階、なら
びに(2)結合を検出する段階。
【請求項４６】
　請求項1～3および請求項5～17のいずれか一項記載のモノクローナル抗体または抗原結
合部分を含む診断キット。
【請求項４７】
　1つもしくは複数の追加の抗炎症性剤または免疫調節剤をさらに含む、請求項18記載の
薬学的組成物。
【請求項４８】
　1つもしくは複数の追加の抗炎症性剤または免疫調節剤が以下のものからなる群より選
択される、請求項47記載の薬学的組成物：コルチコステロイド、アミノサリチラート、ア
ザチオプリン、メトトレキセート、シクロスポリン、FK506、IL-10、GM-CSF、ラパマイシ
ン、抗TNFα剤、および接着分子アンタゴニスト。
【請求項４９】
　請求項1～3および請求項5～17のいずれか一項記載のヒト抗体または抗原結合部分の有
効量ならびに薬学的に許容される担体を含むワクチン。
【請求項５０】
　ワクチンが粘膜性である、請求項49記載のワクチン。
【請求項５１】
　以下の段階を含む、阻害性抗MAdCAM抗体またはその抗原結合部分の被験者への投与の効
果を検出する方法：
(a)MAdCAMへ特異的に結合するヒトモノクローナル抗体を被験者へ投与する段階；および
(b)循環しているα4β7発現白血球のレベルにおける増加があるかどうかを測定する段階
。
【請求項５２】
　白血球がリンパ球である、請求項51記載の方法。
【請求項５３】
　循環しているα4β7発現白血球のレベルにおける増加がFACS分析により測定される、請
求項51記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【背景技術】
【０００１】
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　本願は、2004年1月9日に出願された米国仮出願第60/535,490号の恩典を主張する。
【０００２】
発明の背景
　粘膜アドレシン細胞接着分子(mucosal addressin cell adhesion molecule) (MAdCAM)
は、細胞接着受容体の免疫グロブリンスーパーファミリーのメンバーである。特定化され
たリンパ組織および胃腸管の粘膜部位へのリンパ球ホーミングの選択性は、MAdCAMの内皮
発現により決定される(Berlin, C. et al., Cell, 80:413-422 (1994)（非特許文献１）;
 Berlin, C., et al., Cell, 74:185-195 (1993)（非特許文献２）; およびErle, D.J., 
et al., J. Immunol., 153:517-528 (1994)（非特許文献３）)。MAdCAMは、パイエル板お
よび腸間膜リンパ節のような組織化された腸リンパ組織の高内皮性細静脈の細胞表面上に
固有に発現されているが(Streeter et al., Nature, 331:41-6 (1988)（非特許文献４）;
 Nakache et al., Nature, 337:179-81 (1989)（非特許文献５）; Briskin et al., Am. 
J. Pathol. 151-97-110 (1997)（非特許文献６）)、膵臓、胆嚢、ならびに白脾髄の脾細
静脈および周縁洞のような他のリンパ器官においても発現されている(Briskin et al. (1
997) 前記（非特許文献６）; Kraal et al., Am. J. Path., 147:763-771 (1995)（非特
許文献７）)。
【０００３】
　MAdCAMは、腸管免疫監視に生理学的役割を果たしているが、慢性胃腸管炎症の条件下で
炎症性腸疾患において過剰リンパ球血管外遊走を促進するように思われる。TNFαおよび
他の炎症誘発性のサイトカインは、内皮MAdCAM発現を増加させ、クローン病および潰瘍性
大腸炎をもつ患者から採取された生検標本において、炎症の部位にMAdCAM発現の約2～3倍
の限局的増加がある(Briskin et al. (1997)（非特許文献６）, Souza et al., Gut, 45:
856-63 (1999)（非特許文献８）; Arihiro et al., Pathol Int., 52:367-74 (2002)（非
特許文献９）)。大腸炎の実験モデルにおいて、同様の発現の上昇が観察された（Hesterb
erg et al., Gastroenterology, 111:1373-1380(1997)（非特許文献１０）;Picarella et
 al., J. Immunol., 158:2099-2106 (1997)（非特許文献１１）;Connor et al., J Leuko
c Biol., 65:349-55(1999)（非特許文献１２）;Kato et al., J Pharmacol Exp Ther., 2
95:183-9(2000)（非特許文献１３）;Hokari et al., Clin Exp Immunol., 26:259-65(200
1)（非特許文献１４）; Shigematsu et al., Am J Physiol Gastrointest Liver Physiol
., 281:G1309-15(2001)（非特許文献１５）)。インスリン依存性糖尿病(Yang et al. Dia
betes, 46:1542-7 (1997)（非特許文献１６）; Hanninen et al., J Immunol., 160:6018
-25 (1998)（非特許文献１７）)、移植片対宿主病(Fujisaki et al., Scand J Gastroent
erol., 38:437-42 (2003)（非特許文献１８）, Murai et al., Nat Immunol., 4:154-60 
(2003)（非特許文献１９）)、慢性肝疾患(Hillan et al., Liver, 19:509-18 (1999)（非
特許文献２０）; Grant et al., Hepatology, 33:1065-72 (2001)（非特許文献２１）)、
炎症性脳症(Stalder et al., Am J Pathol., 153:767-83 (1998)（非特許文献２２）; Ka
nawar et al., Immunol Cell Biol., 78:641-5 (2000)（非特許文献２３）)、および胃炎
(Barrett et al., J Leukoc Biol., 67:169-73 (2000)（非特許文献２４）; Hatanaka et
 al., Clin Exp Immunol., 130:183-9 (2002)（非特許文献２５）)のような炎症性状態に
ついての他の前臨床モデルにおいて、疾患病因に、胎児MAdCAM発現の再覚醒および活性化
α4β7

+リンパ球の関与もある。これらの炎症性モデルに加えて、ハプテン媒介性(例えば
、TNBS、DSSなど)または養子移入(CD4+CD45Rbhigh)マウス大腸炎モデルにおいて、α4β7
+リンパ球のMAdCAMへの結合をブロックするラット抗マウスMAdCAMモノクローナル抗体(mA
b)、MECA-367、はリンパ球補充、組織血管外遊走、炎症および疾患重症度を低減させる。
ヒトMAdCAMに対するマウスモノクローナル抗体(mAb)もまた、報告されている(例えば、WO
 96/24673（特許文献１）およびWO 99/58573（特許文献２）参照)。
【０００４】
　炎症性腸疾患(IBD)および胃腸管または他の組織に関連した他の炎症性疾患におけるMAd
CAMの役割を考慮すれば、α4β7結合およびMAdCAM媒介性白血球補充を阻害するための手
段は望ましい。限定されるわけではないが、患者における他の薬物との望ましくない相互
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作用の非存在、ヒトにおけるpK/pD値、溶解性、安定性、有効期間およびインビボの半減
期のような好ましい物理化学的性質を含む有利な性質をもつそのような治療的手段を有す
ることがさらに望ましいように思われる。抗体のような治療性タンパク質は、有利には、
望ましくない翻訳後修飾または凝集体形成がないことであろう。従って、治療性抗MAdCAM
抗体についての重要な必要性がある。
【特許文献１】WO 96/24673
【特許文献２】WO 99/58573
【非特許文献１】Berlin, C. et al., Cell, 80:413-422 (1994)
【非特許文献２】Berlin, C., et al., Cell, 74:185-195 (1993)
【非特許文献３】Erle, D.J., et al., J. Immunol., 153:517-528 (1994)
【非特許文献４】Streeter et al., Nature, 331:41-6 (1988)
【非特許文献５】Nakache et al., Nature, 337:179-81 (1989)
【非特許文献６】Briskin et al., Am. J. Pathol. 151-97-110 (1997)
【非特許文献７】Kraal et al., Am. J. Path., 147:763-771 (1995)
【非特許文献８】Souza et al., Gut, 45:856-63 (1999)
【非特許文献９】Arihiro et al., Pathol Int., 52:367-74 (2002)
【非特許文献１０】Hesterberg et al., Gastroenterology, 111:1373-1380(1997)
【非特許文献１１】Picarella et al., J. Immunol., 158:2099-2106 (1997)
【非特許文献１２】Connor et al., J Leukoc Biol., 65:349-55(1999)
【非特許文献１３】Kato et al., J Pharmacol Exp Ther., 295:183-9(2000)
【非特許文献１４】Hokari et al., Clin Exp Immunol., 26:259-65(2001)
【非特許文献１５】Shigematsu et al., Am J Physiol Gastrointest Liver Physiol., 2
81:G1309-15(2001)
【非特許文献１６】Yang et al. Diabetes, 46:1542-7 (1997)
【非特許文献１７】Hanninen et al., J Immunol., 160:6018-25 (1998)
【非特許文献１８】Fujisaki et al., Scand J Gastroenterol., 38:437-42 (2003)
【非特許文献１９】Murai et al., Nat Immunol., 4:154-60 (2003)
【非特許文献２０】Hillan et al., Liver, 19:509-18 (1999)
【非特許文献２１】Grant et al., Hepatology, 33:1065-72 (2001)
【非特許文献２２】Stalder et al., Am J Pathol., 153:767-83 (1998)
【非特許文献２３】Kanawar et al., Immunol Cell Biol., 78:641-5 (2000)
【非特許文献２４】Barrett et al., J Leukoc Biol., 67:169-73 (2000)
【非特許文献２５】Hatanaka et al., Clin Exp Immunol., 130:183-9 (2002)
【発明の開示】
【０００５】
発明の概要
　本発明は、MAdCAMと特異的に結合する単離された抗体であって、その抗体の少なくとも
CDR配列がヒトCDR配列である抗体、またはその抗体の抗原結合部分を提供する。いくつか
の態様において、抗体は、ヒト抗体、好ましくは、MAdCAMアンタゴニストとして作用する
抗体である。その抗体または部分を含む組成物もまた、提供される。
【０００６】
　本発明はまた、その抗MAdCAMアンタゴニスト抗体の重鎖および/もしくは軽鎖、または
その可変領域もしくは他の抗原結合部分、または前記のいずれかをコードする核酸分子、
ならびに薬学的に許容される担体を含む組成物を提供する。本発明の組成物は、治療剤ま
たは診断剤のようなもう一つの成分をさらに含みうる。診断および治療方法もまた、本発
明により提供される。
【０００７】
　本発明はさらに、その抗MAdCAM抗体またはその抗原結合部分を産生する単離された細胞
系を提供する。
【０００８】
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　本発明はまた、その抗MAdCAM抗体の重鎖および/もしくは軽鎖、またはその可変領域、
またはその抗原結合部分をコードする核酸分子を提供する。
【０００９】
　本発明は、その核酸分子を含むベクターおよび宿主細胞、加えて、核酸分子によりコー
ドされるポリペプチドを組換え技術で産生する方法を提供する。
【００１０】
　その抗MAdCAM抗体の重鎖および/もしくは軽鎖、またはその抗原結合部分を発現させる
非ヒトのトランスジェニック動物または植物もまた、提供される。
【００１１】
発明の詳細な説明
定義および一般的な技術
　本明細書で他に定義されていない限り、本発明に関連して用いられる科学的および技術
的用語は、当業者により一般に理解されている意味をもつものとする。さらに、文脈によ
り別に必要とされない限り、単数形用語は、複数形を含むものとし、複数形用語は、単数
形を含むものとする。一般的に、本明細書に記載された、細胞および組織培養、分子生物
学、免疫学、微生物学、遺伝学、タンパク質および核酸化学、ならびにハイブリダイゼー
ション、に関連して用いられる名称、ならびに、の技術は、当技術分野において周知かつ
一般に用いられているものである。本発明の方法および技術は、一般的に、他に規定がな
い限り、当技術分野において周知の通常の方法により、ならびに本明細書を通して引用お
よび考察されている様々な一般およびより特定の参考文献に記載されているように、行わ
れる。例えば、参照により本明細書に組み入れられているが、Sambrook et al., Molecul
ar cloning: A Laboratory Manual, 第2版, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Col
d Spring Harbor, N.Y. (1989)およびAusubel et al., Current Protocols in Molecular
 Biology, Greene Publishing Associates (1992), およびHarlow and Lane, Antibodies
: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, 
N.Y. (1990)を参照されたい。酵素反応および精製技術は、当技術分野において一般に達
成されているように、または本明細書に記載されているように、製造会社の仕様書により
行われる。標準技術は、化学合成、化学分析、薬学的調製、製剤化、ならびに送達、およ
び患者の処置のために用いられる。
【００１２】
　他に規定がない限り、以下の用語は、以下の意味をもつと理解されるものとする。
【００１３】
　「ポリペプチド」という用語は、天然または人工のタンパク質、タンパク質断片、およ
びタンパク質配列のポリペプチド類似体を含む。ポリペプチドは、単量体または重合体で
ありうる。
【００１４】
　「単離されたタンパク質」または「単離されたポリペプチド」という用語は、それの誘
導の起源または源に基づいて、(1)それの天然状態でそれに付随する天然で会合した成分
と会合していない、(2)同じ種由来の他のタンパク質を含まない、(3)異なる種由来の細胞
により発現されている、または(4)天然において存在していない、タンパク質またはポリ
ペプチドである。従って、化学合成されている、またはそれが天然で生じている細胞とは
異なる細胞系で合成されているポリペプチドは、それの天然で会合した成分から「単離さ
れる」。タンパク質はまた、当技術分野において周知のタンパク質精製技術を用いる単離
により天然で会合した成分を実質的に含まないようにされうる。
【００１５】
　タンパク質またはポリペプチドは、試料の少なくとも約60～75%がポリペプチドの単一
種を示す場合、「実質的に純粋である」、「実質的に均質である」、または「実質的に精
製されている」。ポリペプチドまたはタンパク質は、単量体または多量体でありうる。実
質的に純粋なポリペプチドまたはタンパク質は、典型的には、タンパク質試料の約50%、6
0%、70%、80%または90%W/W、より通常には約95%、を含み、および好ましくは、99%を越え
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て純粋である。タンパク質純度または均質性は、タンパク質試料のポリアクリルアミドゲ
ル電気泳動、続いて、当技術分野において周知の染色でゲルを染色するにおいて単一のポ
リペプチドバンドを可視化することのような、当技術分野において周知のいくつかの手段
により示されうる。特定の目的のために、より高い分解能が、HPLCまたは精製について当
技術分野において周知の他の手段を用いることにより提供されうる。
【００１６】
　本明細書に用いられる場合、「ポリペプチド断片」という用語は、アミノ末端および/
またはカルボキシ末端の欠失をもつポリペプチドであるが、残りのアミノ酸配列は、天然
に存在する配列における対応する位置と同一である、ポリペプチドを指す。いくつかの態
様において、断片は、少なくとも5、6、8、または10アミノ酸長である。他の態様におい
て、断片は、少なくとも14アミノ酸長、より好ましくは少なくとも20アミノ酸長、通常に
は少なくとも50アミノ酸長、よりいっそう好ましくは少なくとも70、80、90、100、150ま
たは200アミノ酸長である。
【００１７】
　本明細書に用いられる場合、「ポリペプチド類似体」という用語は、アミノ酸配列の一
部との実質的同一性をもち、かつ以下の性質の少なくとも1つをもつ、少なくとも25アミ
ノ酸のセグメントを含むポリペプチドを指す：(1)適した結合条件下でのMAdCAMへの特異
的結合、(2)α4β7インテグリンおよび/もしくはL-セレクチンのMAdCAMへの結合を阻害す
る能力、または(3)インビトロもしくはインビボでのMAdCAM細胞表面発現を低下させる能
力。典型的には、ポリペプチド類似体は、天然に存在する配列に対して保存的アミノ酸置
換(または挿入または欠失)を含む。類似体は、典型的には、少なくとも20アミノ酸長、好
ましくは少なくとも50、60、70、80、90、100、150もしくは200アミノ酸長またはそれ以
上であり、しばしば、完全長の天然に存在するポリペプチドくらいの長さでありうる。
【００１８】
　好ましいアミノ酸置換は、以下であるものである。(1)タンパク分解に対する感受性を
低下させる、(2)酸化に対する感受性を低下させる、(3)タンパク質複合体を形成するため
の結合親和性を変化させる、(4)結合親和性を変化させる、または(5)そのような類似体の
他の物理化学的もしくは機能的性質を与えるもしくは改変する。類似体は、天然に存在す
るペプチド配列以外の配列の様々な突然変異タンパク質を含みうる。例えば、単一または
複数のアミノ酸置換(好ましくは保存的アミノ酸置換)は、天然に存在する配列において(
好ましくは、分子間接触を形成するドメインの外側のポリペプチドの部分において)、な
されうる。保存的アミノ酸置換は、親配列の構造的特性を実質的には変化させないである
べきである(例えば、置換アミノ酸は、親配列に生じているヘリックスを破壊しないまた
は親配列を特徴付ける他の型の二次構造を乱さない傾向があるべきである)。技術分野に
認められているポリペプチド二次および三次構造の例は、Proteins, Structures and Mol
ecular Principles (Creighton, Ed., W.H. Freeman and Company, New York (1984)); I
ntroduction to Protein Structure (C. Branden and J. Tooze, eds., Garland Publish
ing, New York, N.Y. (1991); およびThornton et al., Nature, 354:105 (1991)に記載
されており、それらは、それぞれ、参照により本明細書に組み入れられている。
【００１９】
　非ペプチド類似体は、鋳型ペプチドのと類似した性質をもつ薬物として製薬産業におい
て一般に用いられる。これらの型の非ペプチド化合物は、「ペプチド模倣体(peptide mim
etics)」または「ペプチド模倣体(peptidomimetics)」と名付けられる。Fauchere, J. Ad
v. Drug Res., 15:29 (1986); Veber and Freidinger, TINS, p.392 (1985); およびEvan
s et al., J. Med. Chem., 30:1229 (1987)、それらは参照により本明細書に組み入れら
れている。そのような化合物は、しばしば、コンピュータ化された分子モデリングの助け
を借りて、開発される。治療的に有用なペプチドに構造的に類似しているペプチド模倣体
は、等価の治療的または予防的効果を生じるように用いられうる。一般的に、ペプチド模
倣体は、ヒト抗体のようなパラダイムポリペプチド(すなわち、所望の生化学的性質また
は薬理学的活性をもつポリペプチド)に構造的に類似しているが、当技術分野において周
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知の方法により、-CH2NH-、-CH2S-、-CH2-CH2-、-CH=CH-(シスおよびトランス)、-COCH2-
、-CH(OH)CH2-、および-CH2SO-のような結合により任意で置換された1つまたは複数のペ
プチド結合を有する。共通配列の1つまたは複数のアミノ酸の、同じ型のD-アミノ酸での
系統的置換(例えば、L-リシンの代わりにD-リシン)もまた、より安定したペプチドを作製
するために用いられうる。さらに、共通配列または実質的に同一の共通配列変異を含む束
縛されたペプチドが、当技術分野において公知の方法により(参照により本明細書に組み
入れられている、Rizo and Gierasch Ann. Rev. Biochem. 61:387 (1992))；例えば、ペ
プチドを環化する分子内ジスルフィド架橋を形成する能力がある内部システイン残基を付
加することにより、作製されうる。
【００２０】
　「免疫グロブリン」は、四量体分子である。天然に存在する免疫グロブリンにおいて、
各四量体は、ポリペプチド鎖の2つの同一の対から構成され、各鎖は、1つの「軽」鎖(約2
5 kDa)および1つの「重」鎖(約50～70 kDa)を有する。各鎖のアミノ末端部分は、主とし
て抗原認識に関与する約100～110またはそれ以上のアミノ酸の可変領域を含む。各鎖のカ
ルボキシ末端部分は、主としてエフェクター機能に関与する定常領域を規定する。ヒト軽
鎖は、κおよびλ軽鎖として分類される。重鎖は、μ、δ、γ、α、またはεとして分類
され、それぞれ、IgM、IgD、IgG、IgAおよびIgEとして抗体のアイソタイプを定義する。
軽鎖および重鎖内において、可変および定常領域は、約12個またはそれ以上のアミノ酸の
「J」領域により連結され、重鎖はまた、約10個またはそれ以上のアミノ酸の「D」領域を
含む。一般的には、Fundamental Immunology, Ch. 7 (Paul, W., ed., 第2版 Raven Pres
s, N.Y. (1989))(すべての目的のために全体として参照により本明細書に組み入れられて
いる)。各軽/重鎖対の可変領域は、無傷の免疫グロブリンが2つの結合部位を有するよう
に抗体結合部位を形成する。
【００２１】
　免疫グロブリン鎖は、相補性決定領域またはCDRとも呼ばれる、3つの超可変領域により
連結された相対的に保存されたフレームワーク領域(FR)の同じ一般的構造を示す。各対の
2つの鎖由来のCDRは、エピトープ特異的結合部位を形成するようにフレームワーク領域に
より一列に並べられる。N末端からC末端へ、両方の軽鎖および重鎖は、ドメインFR1、CDR
1、FR2、CDR2、FR3、CDR3およびFR4を含む。各ドメインへのアミノ酸の割当は、カバット
(Kabat)の定義、Sequences of Proteins of Immunological Interest (National Institu
tes of Health, Bethesda, Md. (1987および1991))、またはChothia & Lesk, J. Mol. Bi
ol. 196:901-917 (1987); Chothia et al., Nature, 342:878-883 (1989)(それぞれは、
全体として参照により本明細書に組み入れられている)、に従っている。
【００２２】
　「抗体」は、無傷の免疫グロブリン、または特異的結合において無傷抗体と競合するそ
の抗原結合部分を指す。いくつかの態様において、抗体は、その抗原結合部分である。抗
原結合部分は、組換えDNA技術により、または無傷抗体の酵素的もしくは化学的切断によ
り、作製されうる。抗原結合部分は、とりわけ、Fab、Fab'、F(ab')2、Fv、dAb、および
相補性決定領域(CDR)断片、一本鎖抗体(scFv)、キメラ抗体、ダイアボディ、ならびにポ
リペプチドに特異的抗原結合を与えるのに十分である免疫グロブリンの少なくとも一部分
を含むポリペプチドを含む。Fab断片は、VL、VH、CLおよびCH1ドメインからなる一価の断
片である；F(ab)2断片は、ヒンジ領域でジスルフィド架橋により連結された2つのFab断片
を含む二価の断片である；Fd断片は、VHおよびCH1ドメインからなる；Fv断片は、抗体の
単一アームのVLおよびVHドメインからなる；ならびにdAb断片(Ward et al., Nature, 341
:544-546 (1989))はVHドメインからなる。
【００２３】
　本明細書に用いられる場合、例えば、1.7.2、1.8.2、6.14.2、6,34.2、6.67.1、6.77.2
、7.16.6、7.20.5、7.26.4または9.8.2と呼ばれる抗体は、同じ名前のハイブリドーマに
より産生されるモノクローナル抗体である。例えば、1.7.2は、ハイブリドーマ1.7.2によ
り産生される。6.22.2-mod、6.34.2-mod、6.67.1-mod、6.77.1-modまたは7.26.4-modと呼
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ばれる抗体は、配列が、部位特異的突然変異誘発によりそれの対応する親から改変されて
いる、モノクローナル抗体である。
【００２４】
　一本鎖抗体(scFv)は、VLおよびVH領域が、それらが単一のタンパク質鎖として作製され
るのを可能にする合成リンカーを介して一価の分子を形成するように組み合わされている
抗体である(Bird et al., Science, 242:423-426 (1988)およびHuston et al., Proc. Na
tl. Acad. Sci. USA, 85:5879-5883 (1988))。ダイアボディは、VHおよびVLドメインが単
一ポリペプチド鎖上に発現されている二価の、二重特異性抗体であるが、同じ鎖上の2つ
のドメイン間での対形成を可能にするには短すぎるリンカーを用い、それにより、もう一
つの鎖の相補性ドメインと対形成するようにドメインを強制している(例えば、Holliger,
 P., et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90:6444-6448 (1993)およびPoljak, R. J.,
 et al., Structure, 2:1121-1123 (1994)参照)。本発明の抗体由来の1つまたは複数のCD
Rは、それをMAdCAMへ特異的に結合するイムノアドヘシンにするように共有結合性かまた
は非共有結合性かのいずれかで分子へ組み入れられうる。イムノアドヘシンは、CDRをよ
り大きなポリペプチド鎖の部分として組み入れうる、CDRをもう一つのポリペプチド鎖へ
共有結合性に連結しうる、またはCDRを非共有結合性に組み入れうる。CDRは、イムノアド
ヘシンが、対象となる特定の抗原へ特異的に結合するのを可能にする。
【００２５】
　抗体は、1つまたは複数の結合部位を有しうる。1つより多い結合部位がある場合には、
結合部位は、お互いに同一でありうる、または異なりうる。例えば、天然に存在する免疫
グロブリンは、2つの同一の結合部位を有する、一本鎖抗体またはFab断片は、1つの結合
部位を有し、一方、「二重特異性」または「二機能性」抗体(ダイアボディ)は、2つの異
なる結合部位を有する。
【００２６】
　「単離された抗体」は、(1)それの天然状態でそれに付随する、他の天然で会合した抗
体を含む天然で会合した成分と会合していない、(2)同じ種由来の他のタンパク質を含ま
ない、(3)異なる種由来の細胞により発現されている、または(4)天然において存在してい
ない、抗体である。単離された抗体の例は、MAdCAMを用いてアフィニティー精製された抗
MAdCAM抗体、インビトロでハイブリドーマまたは他の細胞系により産生された抗MAdCAM抗
体、およびトランスジェニック哺乳動物または植物由来のヒト抗MAdCAM抗体を含む。
【００２７】
　本明細書に用いられる場合、「ヒト抗体」という用語は、可変および定常領域配列がヒ
ト配列である抗体を意味する。その用語は、ヒト遺伝子由来の配列をもつ抗体であるが、
例えば、可能性のある免疫原性を減少させる、親和性を増加させる、望ましくない折り畳
みを引き起こしうるシステインまたはグリコシル化部位を除去するなどのために変化させ
られている、抗体を含む。その用語は、ヒト細胞に典型ではないグリコシル化を与えうる
非ヒト細胞において組換え技術で産生されるそのような抗体を含む。その用語はまた、ヒ
ト免疫グロブリン重鎖および軽鎖の座位の一部または全部を含むトランスジェニックマウ
スにおいて産生された抗体を含む。
【００２８】
　一つの局面において、本発明は、ヒト化抗体を提供する。いくつかの態様において、ヒ
ト化抗体は、非ヒト種由来である抗体であって、重鎖および軽鎖のフレームワークならび
に定常ドメインにおけるある特定のアミノ酸が、ヒトにおいて免疫応答を避けるまたは排
除するために突然変異されている、抗体である。いくつかの態様において、ヒト化抗体は
、ヒト抗体由来の定常ドメインを非ヒト種の可変ドメインに融合させることにより作製さ
れうる。ヒト化抗体を作製する方法の例は、米国特許第6,054,297号、第5,886,152号およ
び第5,877,293号に見出されうる。いくつかの態様において、本発明のヒト化抗MAdCAM抗
体は、本発明の1つもしくは複数のヒト抗MAdCAM抗体の1つまたは複数のフレームワーク領
域のアミノ酸配列を含む。
【００２９】
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　もう一つの局面において、本発明は、「キメラ抗体」を含む。いくつかの態様において
、キメラ抗体は、一つの抗体由来の1つまたは複数の領域、および1つもしくは複数の他の
抗体由来の1つまたは複数の領域を含む抗体を指す。好ましい態様において、CDRの1つま
たは複数は、本発明のヒト抗MAdCAM抗体由来である。より好ましい態様において、CDRの
全部が、本発明のヒト抗MAdCAM抗体由来である。もう一つの好ましい態様において、本発
明の1つより多いヒト抗MAdCAM抗体由来のCDRは、キメラ抗体において、混合かつ組み合わ
される。例えば、キメラ抗体は、第二のヒト抗MAdCAM抗体の軽鎖由来のCDR2およびCDR3と
組み合わされうる、第一のヒト抗MAdCAM抗体の軽鎖由来のCDR1を含みうり、重鎖由来のCD
Rは、第三の抗MAdCAM抗体由来でありうる。さらに、フレームワーク領域は、同じ抗MAdCA
M抗体の1つ由来、ヒト抗体のような1つもしくは複数の異なる抗体由来、またはヒト化抗
体由来でありうる。
【００３０】
　「中和抗体」、「阻害抗体」またはアンタゴニスト抗体は、α4β7もしくはα4β7発現
細胞、または任意の他の同族リガンドもしくは同族リガンド発現細胞の、MAdCAMへの結合
を、少なくとも約20%、阻害する抗体である。好ましい態様において、抗体は、α4β7イ
ンテグリンまたはα4β7発現細胞のMAdCAMへの結合を、少なくとも40%、より好ましくは6
0%、よりいっそう好ましくは80%、85%、90%、95%または100%、低減する、また阻害する。
結合低減は、当業者に公知の任意の手段により、例えば、インビトロの競合結合アッセイ
法において測定されるように、測定されうる。α4β7発現細胞のMAdCAMへの結合における
低減を測定することの例は、実施例Iに示されている。
【００３１】
　抗体の断片または類似体は、本明細書の教示に従って、当業者により容易に調製されう
る。断片または類似体の好ましいアミノ末端およびカルボキシ末端は、機能性ドメインの
境界近くに存在する。構造性および機能性ドメインは、ヌクレオチドおよび/またはアミ
ノ酸配列データの、公共または所有権を主張できる配列データベースとの比較により同定
されうる。好ましくは、コンピュータ化された比較方法は、既知の構造および/または機
能の他のタンパク質に存在する配列モチーフまたは推定のタンパク質立体構造ドメインを
同定するために用いられる。既知の3次元構造へ折り畳むタンパク質配列を同定するため
の方法は公知である(Bowie et al., Science, 253:164 (1991))。
【００３２】
　本明細書に用いられる場合、「表面プラズモン共鳴」という用語は、例えば、BIAcore
システム(Pharmacia Biosensor AB, Uppsala, Sweden and Piscataway, N.J.)を用いて、
バイオセンサーマトリックス内のタンパク質濃度における変化の検出によりリアルタイム
の生体特異的相互作用の分析を可能にする光学的現象を指す。さらなる説明について、Jo
nsson, U., et al., Ann. Biol. Clin., 51:19-26 (1993); Jonsson, U., et al., Biote
chniques, 11:620-627 (1991); Johnsson, B., et al., J. Mol. Recognit., 8:125-131 
(1995); およびJohnnson, B., et al., Anal. Biochem., 198:268-277 (1991)を参照され
たい。
【００３３】
　「koff」という用語は、抗体/抗原複合体から抗体の解離についての解離速度定数を指
す。
【００３４】
　「Kd」という用語は、特定の抗体-抗原相互作用の解離定数を指す。抗体は、解離定数
が≦1 μM、好ましくは≦100 nMおよび最も好ましくは≦10 nMである場合、抗原と結合す
ると言われる。
【００３５】
　「エピトープ」という用語は、免疫グロブリンもしくはT細胞受容体への特異的結合、
または分子と別なふうに相互作用することの能力がある任意のタンパク質決定基を含む。
エピトープ決定基は、通常、アミノ酸または糖側鎖のような分子の化学的活性のある表面
群化からなり、通常、特異的な3次元構造特性、および特異的な電荷特性をもつ。エピト
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ープは、「線状」または「立体構造」でありうる。線状エピトープにおいて、タンパク質
と相互作用する分子(抗体のような)の間の相互作用の点のすべては、そのタンパク質の一
次アミノ酸配列に沿って直線的に生じる。立体構造的エピトープにおいて、相互作用の点
は、お互いに分離されているタンパク質上のアミノ酸残基に渡って生じる。
【００３６】
　本明細書に用いられる場合、20個の通常のアミノ酸およびそれらの略語は、慣例的用法
に従う。参照により本明細書に組み入れられている、Immunology - A Synthesis (第2版,
 E.S. Golub and D.R. Gren, Eds., Sinauer Associates, Sunderland, Mass. (1991))を
参照されたい。20個の通常のアミノ酸の立体異性体(例えば、D-アミノ酸)、α-, α-二置
換型アミノ酸のような非天然アミノ酸、N-アルキルアミノ酸、乳酸、および他の非通常的
アミノ酸は、本発明のポリペプチドについての適切な成分でありうる。非通常的アミノ酸
の例は、以下のものを含む：4-ヒドロキシプロリン、γ-カルボキシグルタメート、ε-N,
N,N-トリメチルリシン、ε-N-アセチルリシン、O-ホスホセリン、N-アセチルセリン、N-
ホルミルメチオニン、3-メチルヒスチジン、5-ヒドロキシリシン、s-N-メチルアルギニン
、ならびに他の類似したアミノ酸およびイミノ酸(例えば、4-ヒドロキシプロリン)。本明
細書に用いられるポリペプチド表記法において、標準的用法および慣例に従って、左手方
向がアミノ末端方向であり、右手方向がカルボキシ末端方向である。
【００３７】
　本明細書に言及される場合の「ポリヌクレオチド」という用語は、リボヌクレオチドも
しくはデオキシヌクレオチドまたはヌクレオチドのいずれかの型の改変された形のいずれ
かで、少なくとも10塩基長のヌクレオチドの重合体形を意味する。その用語は、DNAの一
本鎖および二本鎖の形を含む。
【００３８】
　本明細書に用いられる場合の「単離されたポリヌクレオチド」という用語は、ゲノム、
cDNA、もしくは合成起源またはそれらのいくつかの組み合わせのポリヌクレオチドであっ
て、それの起源に基づいて、「単離されたポリヌクレオチド」が、(1)「単離されたポリ
ヌクレオチド」が天然において見出されるポリヌクレオチドの全部もしくは一部と会合し
ていない、(2)それが天然において連結されていないポリヌクレオチドへ機能的に連結さ
れている、または(3)より大きな配列の部分として天然において存在していない、ポリヌ
クレオチドを意味するものとする。
【００３９】
　本明細書に言及される「オリゴヌクレオチド」という用語は、天然に存在する、および
天然に存在しないオリゴヌクレオチド結合により共に連結された、天然に存在するおよび
改変されたヌクレオチドを含む。オリゴヌクレオチドは、一般的に、200塩基またはそれ
以下の長さを含むポリヌクレオチドサブセットである。好ましくは、オリゴヌクレオチド
は、10～60塩基長および最も好ましくは、12、13、14、15、16、17、18、19、または20～
40塩基長である。オリゴヌクレオチドは、通常、例えば、プローブについて、一本鎖であ
る；オリゴヌクレオチドは、例えば、遺伝子変異体の構築用に、二本鎖でありうるが。本
発明のオリゴヌクレオチドは、センスかまたはアンチセンスかのいずれかのオリゴヌクレ
オチドでありうる。
【００４０】
　本明細書に言及される「天然に存在するヌクレオチド」という用語は、デオキシリボヌ
クレオチドおよびリボヌクレオチドを含む。本明細書に言及される「改変されたヌクレオ
チド」という用語は、修飾または置換された糖群などをもつヌクレオチドを含む。本明細
書に言及される「オリゴヌクレオチド結合」という用語は、ホスホロチオネート、ホスホ
ロジチオネート、ホスホロセレノエート、ホスホロジセレノエート、ホスホロアニロチオ
ネート、ホスホラニラデート、ホスホラミダイトなどを含む。例えば、LaPlanche et al.
, Nucl. Acids Res. 14:9081 (1986); Stec et al., J. Am. Chem. Soc. 106:6077 (1984
); Stein et al., Nucl. Acids Res., 16:3209 (1988); Zon et al., Anti-Cancer Drug 
Design 6:539 (1991); Zon et al., Oligonucleotides and Analogues: A Practical App



(16) JP 2009-5695 A 2009.1.15

10

20

30

40

50

roach, pp. 87-108 (F. Eckstein, Ed., Oxford University Press, Oxford England (19
91)); Stec et al., 米国特許第5,151,510号; Uhlmann and Peyman, Chemical Reviews, 
90:543 (1990)を参照されたい、それらの開示は参照により本明細書に組み入れられてい
る。オリゴヌクレオチドは、必要に応じて、検出のために標識を含みうる。
【００４１】
　「機能的に連結された」配列は、対象となる遺伝子と隣接する発現制御配列、および対
象となる遺伝子を制御するようにトランスにまたは少し離れて作用する発現制御配列の両
方を含む。本明細書に用いられる場合の「発現制御配列」という用語は、それらが連結さ
れているコード配列の発現およびプロセシングをもたらすのに必要であるポリヌクレオチ
ド配列を指す。発現制御配列は、適切な転写開始、終結、プロモーターおよびエンハンサ
ー配列；スプライシングのような効率的なRNAプロセシングシグナルおよびポリアデニル
化シグナル；細胞質mRNAを安定化する配列；翻訳効率を向上させる配列(すなわち、コザ
ック(Kozak)共通配列)；タンパク質安定性を向上させる配列；ならびに、望ましい場合、
タンパク質分泌を向上させる配列を含む。そのような制御配列の性質は、宿主生物体に依
存して異なる；原核生物において、そのような制御配列は、一般的に、プロモーター、リ
ボソーム結合部位、および転写終結配列を含む；真核生物において、一般的に、そのよう
な制御配列は、プロモーターおよび転写終結配列を含む。「制御配列」という用語は、最
小限でも、存在が発現およびプロセシングに絶対必要であるすべての構成要素を含むよう
に意図され、存在が有利である追加の構成要素、例えば、リーダー配列および融合パート
ナー配列、も含みうる。
【００４２】
　本明細書に用いられる場合の「ベクター」という用語は、それが連結されているもう一
つの核酸を輸送する能力がある核酸分子を指すように意図される。ベクターの1つの型は
、「プラスミド」であり、追加のDNAセグメントが連結されうる環状の二本鎖DNAループを
指す。ベクターのもう一つの型は、ウイルスベクターであり、追加のDNAセグメントが、
ウイルスゲノムの中へ連結されうる。ある特定のベクターは、それらが導入される宿主細
胞において自律複製の能力がある(例えば、細菌の複製起点を有する細菌ベクターおよび
エピソームの哺乳動物ベクター)。他のベクター(例えば、非エピソームの哺乳動物ベクタ
ー)は、宿主細胞への導入において宿主細胞のゲノムへ組み込まれ、それにより、宿主ゲ
ノムと共に複製される。さらに、ある特定のベクターは、それらが機能的に連結されてい
る遺伝子の発現を指揮する能力がある。そのようなベクターは、本明細書で、「組換え発
現ベクター」(または、単に、「発現ベクター」)と呼ばれる。一般的に、組換えDNA技術
における利用の発現ベクターは、しばしば、プラスミドの形をとる。本明細書において、
「プラスミド」および「ベクター」は、プラスミドがベクターの最も一般に用いられる形
であるため、交換可能に用いられうる。しかしながら、本発明は、等価の機能を果たす、
ウイルスベクター(例えば、複製欠損レトロウイルス、アデノウイルスおよびアデノ随伴
ウイルス)のような発現ベクターのそのような他の型を含むように意図される。
【００４３】
　本明細書に用いられる場合、「組換え宿主細胞」(または、単に、「宿主細胞」)という
用語は、組換え発現ベクターが導入された細胞を指すように意図される。そのような用語
が、特定の対象細胞だけでなく、そのような細胞の子孫を指すように意図されることは、
理解されるべきである。突然変異かまたは環境的影響のせいで後世にある特定の改変が生
じる可能性があるため、そのような子孫は、実際に、親細胞と同一ではない可能性がある
が、本明細書に用いられる場合の「宿主細胞」という用語の範囲内になお含まれる。
【００４４】
　本明細書に言及される「選択的にハイブリダイズする」という用語とは、検出可能かつ
特異的に結合することを意味する。本発明によるポリヌクレオチド、オリゴヌクレオチド
およびそれらの断片は、非特異的核酸への検出可能な結合のかなりの量を最小限にするハ
イブリダイゼーションおよび洗浄条件下で核酸鎖に選択的にハイブリダイズする。「高ス
トリンジェント性」または「高ストリンジェント」条件は、当技術分野において公知で、
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本明細書で考察されているように、選択的ハイブリダイゼーション条件に達するために用
いられうる。「高ストリンジェント性」または「高ストリンジェント」条件の例は、6X S
SPEまたはSSC、50%ホルムアミド、5X デンハートの試薬、0.5%SDS、100 μg/ml 変性の断
片化サケ精子DNAのハイブリダイゼーション緩衝液において、42℃のハイブリダイゼーシ
ョン温度で、12～16時間、一方のポリヌクレオチドが膜のような固体表面へ付着されうる
、ポリヌクレオチドをもう一つのポリヌクレオチドとインキュベートし、続いて、1X SSC
、0.5%SDSの洗浄緩衝液を用いて55℃で2回、洗浄する方法である。Sambrook et al., 前
記, pp. 9.50-9.55も参照。
【００４５】
　ヌクレオチド配列との関連での「パーセント配列同一性」という用語は、最大の一致の
ために整列された場合、同じである2つの配列における残基を指す。配列同一性比較の長
さは、少なくとも約9ヌクレオチド、通常には少なくとも約18ヌクレオチド、より通常に
は少なくとも約24ヌクレオチド、典型的には少なくとも約28ヌクレオチド、より典型的に
は少なくとも約32ヌクレオチド、および好ましくは少なくとも約36、48またはそれ以上の
ヌクレオチドのひと続きに渡りうる。ヌクレオチド配列同一性を測定するために用いられ
うる当技術分野において公知のいくらかの異なるアルゴリズムがある。例えば、ポリヌク
レオチド配列は、Wisconsin Package Version 10.3, Accelrys, San Diego, CAにおける
プログラムである、FASTA、GapまたはBestfitを用いて比較されうる。FASTAは、例えば、
プログラムFASTA2およびFASTA3を含むが、質問配列と検索配列の間の最高の重複の領域の
アラインメントおよびパーセント配列同一性を提供する(Pearson, Methods Enzymol., 18
3:63-98 (1990); Pearson, Methods Mol. Biol., 132:185-219 (2000); Pearson, Method
s Enzymol., 266:227-258 (1996); Pearson, J. Mol. Biol., 276:71-84 (1998); 参照に
より本明細書に組み入れられている)。他に特定されない限り、特定のプログラムまたは
アルゴリズムについてのデフォルトパラメーターが用いられる。例えば、ヌクレオチド配
列間のパーセント配列同一性は、参照により本明細書に組み入れられている、Wisconsin 
Package Version 10.3に提供されているのだが、デフォルトパラメーター(6のワードサイ
ズおよびスコア行列についてのNOPAMファクター)でFASTAを用いて、またはデフォルトパ
ラメーターでGapを用いて、決定されうる。
【００４６】
　ヌクレオチド配列の言及は、他に特定されない限り、それの相補体を含む。従って、特
定の配列を有する核酸分子の言及は、それの相補性配列をもつそれの相補鎖を含むと理解
されるべきである。
【００４７】
　分子生物学分野において、研究者は、「パーセント配列同一性」、「パーセント配列類
似性」および「パーセント配列相同性」という用語を交換可能に用いる。本出願において
、これらの用語は、ヌクレオチド配列のみに関して同じ意味をもつものとする。
【００４８】
　核酸またはその断片に言及する場合、「実質的類似性」または「実質的配列類似性」と
いう用語は、適切なヌクレオチド挿入または欠失を含めてもう一つの核酸と最適に整列さ
れた時、上で考察されているように、FASTA、BLASTまたはGapのような任意の周知の配列
同一性のアルゴリズムにより決定される場合、ヌクレオチド塩基の少なくとも約85%、好
ましくは少なくとも約90%、およびより好ましくは少なくとも約95%、96%、97%、98%また
は99%においてヌクレオチド配列同一性がある。
【００４９】
　ポリペプチドに適用される場合、「実質的同一性」という用語は、デフォルトギャップ
重みを用いるプログラムGAPまたはBESTFITによるように最適に整列された場合、2つのペ
プチド配列が、少なくとも75%または80%配列同一性、好ましくは少なくとも90%または95%
配列同一性、よりいっそう好ましくは少なくとも98%または99%配列同一性を共有すること
を意味する。好ましくは、同一ではない残基位置は、保存的アミノ酸置換により異なる。
「保存的アミノ酸置換」は、アミノ酸残基が、類似した化学的性質(例えば、電荷または
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疎水性)をもつ側鎖(R基)を有するもう一つのアミノ酸残基により置換されていることであ
る。一般的に、保存的アミノ酸置換は、タンパク質の機能的性質を実質的には変化させな
い。2つまたはそれ以上のアミノ酸配列が保存的置換によりお互いに異なる場合において
、パーセント配列同一性または類似性の程度は、置換の保存的性質を補正するように上向
きに調整されうる。この調整を行うための手段は当業者に周知である。例えば、参照によ
り本明細書に組み入れられている、Pearson, Methods Mol. Biol., 24:307-31 (1994)を
参照。類似した化学的性質をもつ側鎖を有するアミノ酸の群の例は、1)脂肪族側鎖：グリ
シン、アラニン、バリン、ロイシンおよびイソロイシン；2)脂肪族ヒドロキシル側鎖：セ
リンおよびトレオニン；3)アミド含有側鎖：アスパラギンおよびグルタミン；4)芳香族側
鎖：フェニルアラニン、チロシンおよびトリプトファン；5)塩基性側鎖：リシン、アルギ
ニンおよびヒスチジン；ならびに6)イオウ含有側鎖はシステインおよびメチオニンである
、を含む。好ましい保存的アミノ酸置換群は以下である：バリン-ロイシン-イソロイシン
、フェニルアラニン-チロシン、リシン-アルギニン、アラニン-バリン、グルタメート-ア
スパルテート、およびアスパラギン-グルタミン。
【００５０】
　または、保存的置換は、参照により本明細書に組み入れられている、Gonnet et al., S
cience, 256:1443-45 (1992)に開示されているPAM250対数尤度行列において正値をもつ任
意の変化である。「中程度に保存的な」置換は、PAM250対数尤度行列において非負値をも
つ任意の変化である。
【００５１】
　ポリペプチドについての配列類似性は、典型的には、配列解析ソフトウェアを用いて決
定される。タンパク質解析ソフトウェアは、保存的アミノ酸置換を含む、様々な置換、欠
失および他の改変に割り当てられる類似性の尺度を用いて類似した配列をマッチさせる。
例えば、GCGは、異なる種の生物体由来の相同性ポリペプチドのような密接に関連したポ
リペプチド間で、または野生型タンパク質とその突然変異タンパク質の間で、配列相同性
または配列同一性を決定するためにデフォルトパラメーターで用いられうる「Gap」およ
び「Bestfit」のようなプログラムを含む。例えば、Wisconsin package Version 10.3を
参照。ポリペプチド配列はまた、デフォルトまたは推奨パラメーターを用いるFASTA、Wis
consin package Version 10.3におけるプログラム、を用いて比較されうる。FASTA(例え
ば、FASTA2およびFASTA3)は、質問配列と検索配列の間の最高の重複の領域のアラインメ
ントおよびパーセント配列同一性を提供する(Pearson (1990); Pearson (2000))。本発明
の配列を異なる生物体由来の多数の配列を含むデータベースと比較する場合のもう一つの
好ましいアルゴリズムは、デフォルトパラメーターを用いる、コンピュータプログラムBL
AST、特にblastpまたはtblastn、である。例えば、Altschul et al., J. Mol. Biol. 215
:403-410 (1990); Altschul et al., Nucleic Acids Res. 25:3389-402 (1997); 参照に
より本明細書に組み入れられている、を参照。
【００５２】
　相同性について比較されるポリペプチド配列の長さは、一般的に、少なくとも約16アミ
ノ酸残基、通常には少なくとも約20残基、より通常には少なくとも約24残基、典型的には
少なくとも約28残基、および好ましくは約35より多い残基である。多数の異なる生物体由
来の配列を含むデータベースを検索する場合、アミノ酸配列を比較することが好ましい。
【００５３】
　本明細書に用いられる場合、「標識」または「標識された」という用語とは、抗体にお
けるもう一つの分子の取り込みを指す。一つの態様において、標識は検出可能なマーカー
である、例えば、放射標識されたアミノ酸の取り込み、またはマークされたアビジン(例
えば、光学的または比色定量的方法により検出されうる蛍光マーカーまたは酵素活性を含
むストレプトアビジン)により検出されうるビオチニル部分のポリペプチドへの付着。も
う一つの態様において、標識またはマーカーは、治療用物質、例えば、薬剤結合体または
毒素、でありうる。ポリペプチドおよび糖タンパク質を標識する様々な方法は、当技術分
野において公知であり、用いられうる。ポリペプチドについての標識の例は、限定される
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わけではないが、以下を含む：放射性同位体または放射性核種(例えば、3H、14C、15N、3

5S、90Y、99Tc、111In、125I、131I)、蛍光標識(例えば、FITC、ローダミン、ランタニド
リン光体)、酵素標識(例えば、西洋ワサビペルオキシダーゼ、β-ガラクトシダーゼ、ル
シフェラーゼ、アルカリホスファターゼ)、化学ルミネセンスマーカー、ビオチニル基、
二次レポーターにより認識されるあらかじめ決められたポリペプチドエピトープ(例えば
、ロイシンジッパーペア配列、二次抗体についての結合部位、金属結合ドメイン、エピト
ープタグ)、ガドリニウムキレートのような磁気物質、百日咳毒素のような毒素、タキソ
ール、サイトカラシンB、グラミシジンD、臭化エチジウム、エメチン、マイトマイシン、
エトポシド、テノポシド、ビンクリスチン、ビンブラスチン、コルヒチン、ドキソルビシ
ン、ダウノルビシン、ジヒドロキシアントラシンジオン、ミトキサントロン、ミトラマイ
シン、アクチノマイシンD、1-デヒドロテストステロン、グルココルチコイド、プロカイ
ン、テトラカイン、リドカイン、プロプラノロール、およびピューロマイシン、ならびに
それらの類似体または相同体。いくつかの態様において、標識は、可能性のある立体障害
を低減させるように様々な長さのスペーサーアームにより付着される。
【００５４】
　「作用物質(agent)」という用語は、化学化合物、化学化合物の混合物、生物学的高分
子、生物学的材料から作製された抽出物を表すのに本明細書で用いられる。本明細書に用
いられる場合の「薬学的物質または薬物」という用語は、患者へ正しく投与された場合、
所望の治療効果を誘導する能力がある化学的化合物または組成物を指す。本明細書での他
の化学用語は、参照により本明細書に組み入れられている、The McGraw-Hill Dictionary
 of Chemical Terms (Parker, S., Ed., McGraw-Hill, San Francisco (1985))により例
示されているように、当技術分野における慣例的用法に従って用いられる。
【００５５】
　「抗炎症性」または「免疫調節性」物質という用語は、ヒトを含む被験者における炎症
性疾患を含む、炎症を抑制する機能的性質をもつ作用物質を指すのに本明細書で用いられ
る。本発明の様々な態様において、炎症性疾患は、限定されるわけではないが、クローン
病、潰瘍性大腸炎、憩室疾患、胃炎、肝疾患、原発性胆汁性硬化症、硬化性胆管炎を含む
胃腸管の炎症性疾患でありうる。炎症性疾患はまた、限定されるわけではないが、腹部疾
患、急性横断性脊髄炎、アレルギー性皮膚炎(アレルギー性皮膚、アレルギー性湿疹、皮
膚アトピー、アトピー性湿疹、アトピー性皮膚炎、皮膚炎症、炎症性湿疹、炎症性皮膚炎
、ノミ皮膚（flea skin）、粟粒性皮膚炎、粟粒性湿疹、イエダニ皮膚を含む)、強直性脊
椎炎(ライター症候群)、喘息、気道炎症、アテローム性動脈硬化症、動脈硬化症、胆道閉
鎖症、膀胱炎症、乳癌、心血管炎症(脈管炎、リウマチ性爪郭梗塞、下腿潰瘍、多発性筋
炎、慢性血管炎症、心膜炎、慢性閉塞性肺疾患を含む)、慢性膵臓炎、神経周囲炎症、大
腸炎(アメーバ性大腸炎、感染性大腸炎、細菌性大腸炎、クローン大腸炎、虚血性大腸炎
、潰瘍性大腸炎、特発性直腸炎、炎症性腸疾患、偽膜性大腸炎を含む)、膠原血管病(関節
リウマチ、SLE、全身性進行性硬化症、混合結合組織病、真性糖尿病)、クローン病(限局
性腸炎、肉芽腫性回腸炎、回結腸炎、消化器系炎症)、脱髄疾患(脊髄炎、多発性硬化症、
散在性硬化症、急性散在性脳脊髄炎、静脈周囲脱髄、ビタミンB12欠乏症、ギラン・バレ
ー症候群、MS関連レトロウイルス)、皮膚筋炎、憩室炎、滲出性下痢、胃炎、肉芽腫性肝
炎、肉芽腫性炎症、胆嚢炎、インスリン依存性真性糖尿病、肝臓炎症性疾患(肝臓線維症
、原発性胆汁性肝硬変、肝炎、硬化性胆管炎)、肺炎症(特発性肺線維症、肺好酸球性肉芽
腫、肺組織球増殖症X、細気管支周囲炎症、急性気管支炎)、鼠径リンパ肉芽腫、悪性黒色
腫、口腔/歯疾患(歯肉炎、歯周病を含む)、粘膜炎、筋骨格系炎症(筋炎)、非アルコール
性脂肪性肝炎(非アルコール性脂肪肝疾患)、眼および眼窩炎症(ブドウ膜炎、視神経炎、
周辺リウマチ性潰瘍、周辺角膜炎症を含む)、変形性関節症、骨髄炎、咽頭炎症、多発性
関節炎、直腸炎、乾癬、放射線傷害、サルコイドーシス、鎌状赤血球壊死症、表在性静脈
炎、全身性炎症反応症候群、甲状腺炎、全身性エリテマトーデス、移植片対宿主病、急性
火傷、ベーチェット症候群、シェーグレン症候群も含む。
【００５６】



(20) JP 2009-5695 A 2009.1.15

10

20

30

40

　患者および被験者という用語は、ヒトおよび獣医学的対象を含む。
【００５７】
ヒト抗MAdCAM抗体およびその特徴付け
　一つの態様において、本発明は、ヒトCDR配列を含む抗MAdCAM抗体を提供する。好まし
い態様において、本発明は、ヒト抗MAdCAM抗体を提供する。いくつかの態様において、ヒ
ト抗MAdCAM抗体は、トランスジェニック動物がヒト抗体を産生するようにゲノムがヒト免
疫グロブリン遺伝子を含む、非ヒトのトランスジェニック動物、例えば、齧歯類、を免疫
することにより、産生される。いくつかの態様において、本発明は、補体と結合しない抗
MAdCAM抗体を提供する。
【００５８】
　好ましい態様において、抗MAdCAM抗体は、1.7.2、1.8.2、6.14.2、6.22.2、6.34.2、6.
67.1、6.73.2、6.77.1、7.16.6、7.20.5、7.26.4、9.8.2、6.22.2-mod、6.34.2-mod、6.6
7.1-mod、6.77.1-modまたは7.26.4-modである。もう一つの好ましい態様において、抗MAd
CAM抗体は、SEQ ID NO:4、8、12、16、20、24、28、32、36、40、44、48、54、58、62、6
6もしくは68(シグナル配列を持つまたは持たない)から選択されるアミノ酸配列、または
そのアミノ酸配列のいずれか一つの可変領域、またはこれらのアミノ酸配列由来の1つも
しくは複数のCDRを含む軽鎖を含む。もう一つの好ましい態様において、抗MAdCAM抗体は
、SEQ ID NO:2、6、10、14、18、22、26、30、34、38、42、46、52、56、60もしくは64(
シグナル配列を持つまたは持たない)から選択されるアミノ酸配列、または可変領域の、
もしくはそれらのアミノ酸配列由来の1つもしくは複数のCDRの、アミノ酸配列を含む重鎖
を含む。本発明にまた、上記の配列のいずれか一つのCDR1の始まりからCDR3の終わりまで
のアミノ酸配列を含むヒト抗MAdCAM抗体も含まれる。本発明はさらに、上記の配列のいず
れかの1つまたは複数のFR領域を含む抗MAdCAM抗体を提供する。
【００５９】
　本発明はさらに、1つまたは複数の改変がなされている前記のアミノ酸配列の1つを含む
抗MAdCAM抗体を提供する。いくつかの態様において、抗体におけるシステインは、化学反
応性でありうるが、非限定的にアラニンまたはセリンのような、もう一つの残基と置換さ
れる。一つの態様において、置換は、非標準システインにおいてである。置換は、可変ド
メインのCDRもしくはフレームワーク領域において、または抗体の定常ドメインにおいて
、なされうる。いくつかの態様において、そのシステインは標準である。
【００６０】
　いくつかの態様において、アミノ酸置換は、抗体において可能性のあるタンパク分解性
部位を除去するようになされる。そのような部位は、可変ドメインのCDRもしくはフレー
ムワーク領域に、または抗体の定常ドメインに存在しうる。システイン残基の置換および
タンパク分解性部位の除去は、抗体産物において不均一性を減少させうる。いくつかの態
様において、アスパラギン-グリシン対は、可能性のある脱アミド部位を形成するのだが
、その残基の1つまたは両方を変化させることにより排除される。いくつかの態様におい
て、アミノ酸置換は、本発明の抗体の可変領域において可能性のあるグリコシル化部位を
付加または除去するようになされる。
【００６１】
　いくつかの態様において、本発明の抗MAdCAM抗体の重鎖のC末端リシンは、切断される
。本発明の様々な態様において、抗MAdCAM抗体の重鎖および軽鎖は、任意で、シグナル配
列を含みうる。
【００６２】
　一つの局面において、本発明は、12個の阻害性ヒト抗MAdCAMモノクローナル抗体、およ
びそれらを産生するハイブリドーマ細胞系を提供する。表1は、完全長重鎖および軽鎖(シ
グナル配列を含む)をコードする核酸の配列識別名(SEQ ID NO:)ならびに対応する完全長
推定アミノ酸配列を列挙する。
【００６３】
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【表１】

【００６４】
　もう一つの局面において、本発明は、上で識別されたヒト抗MAdCAMモノクローナル抗体
のある特定の改変バージョンを提供する。表2は、改変された抗体のDNAおよびタンパク質
配列についての配列識別名を列挙する。
【００６５】

【表２】

【００６６】
抗MAdCAM抗体のクラスおよびサブクラス
　抗体は、IgG、IgM、IgE、IgAまたはIgD分子でありうる。好ましい態様において、抗体
は、IgGクラスであり、IgG1、IgG2、IgG3、またはIgG4サブクラスである。より好ましい
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態様において、抗MAdCAM抗体は、サブクラスIgG2またはIgG4である。もう一つの好ましい
態様において、抗MAdCAM抗体は、IgG2である抗体1.7.2、1.8.2、7.16.6、7.20.5、7.26.4
、6.22.2-mod、6.34.2-mod、6.67.1-mod、6.77.1-modもしくは7.26.4-mod、またはIgG4で
ある6.14.2、6.22.2、6.34.2、6.67.1、6.73.2、6.77.1もしくは9.8.2と同じクラスおよ
びサブクラスである。
【００６７】
　抗MAdCAM抗体のクラスおよびサブクラスは、当技術分野において公知の任意の方法によ
り決定されうる。一般的に、抗体のクラスおよびサブクラスは、抗体のクラスおよびサブ
クラスに特異的である抗体を用いて決定されうる。そのような抗体は、市販されている。
ELISA、ウェスタンブロットおよび他の技術は、クラスおよびサブクラスを決定すること
ができる。または、クラスおよびサブクラスは、抗体の重鎖および/もしくは軽鎖の定常
ドメインの全部または一部をシーケンシングし、それらのアミノ酸配列を免疫グロブリン
の様々なクラスおよびサブクラスの既知のアミノ酸配列と比較し、そして、抗体のクラス
およびサブクラスを最高配列同一性を示すクラスとして決定することにより、決定されう
る。
【００６８】
種および分子選択性
　本発明のもう一つの局面において、抗MAdCAM抗体は、種および分子選択性の両方を実証
する。一つの態様において、抗MAdCAM抗体は、ヒト、カニクイザルまたはイヌのMAdCAMに
結合する。いくつかの態様において、抗MAdCAM抗体は、マーモセットのような新世界サル
種に結合しない。明細書の教示に従って、当技術分野において周知の方法を用いて抗MAdC
AM抗体についての種選択性を決定しうる。例えば、ウェスタンブロット、FACS、ELISAま
たは免疫組織化学を用いて種選択性を決定しうる。好ましい態様において、免疫組織化学
を用いて種選択性を決定しうる。
【００６９】
　いくつかの態様において、MAdCAMと特異的に結合する抗MAdCAM抗体は、少なくとも10倍
、好ましくは少なくとも20倍、30倍、40倍、50倍、60倍、70倍、80倍または90倍、最も好
ましくは少なくとも100倍である、VCAM、フィブロネクチンまたは任意の他の抗原と比較
してのMAdCAMに対する選択性をもつ。好ましい態様において、抗MAdCAM抗体は、VCAM、フ
ィブロネクチンまたはMAdCAM以外の任意の他の抗原へのいずれの感知できる結合も示さな
い。本明細書の教示に従って、当技術分野における周知の方法を用いて抗MAdCAM抗体のMA
dCAMに対する選択性を決定しうる。例えば、ウェスタンブロット、FACS、ELISAまたは免
疫組織化学を用いて選択性を決定しうる。
【００７０】
抗MAdCAM抗体のMAdCAMへの結合親和性
　本発明のもう一つの局面において、抗MAdCAM抗体は、高親和性でMAdCAMへ特異的に結合
する。一つの態様において、抗MAdCAM抗体は、BIAcoreのような表面プラズモン共鳴によ
り測定される場合、3x10-8 Mまたはそれ以下のKdで、MAdCAMへ特異的に結合する。より好
ましい態様において、抗体は、1x10-8 Mまたはそれ以下または1x10-9 Mまたはそれ以下の
KdでMAdCAMへ特異的に結合する。よりいっそう好ましい態様において、抗体は、1x10-10 
Mまたはそれ以下のKdでMAdCAMへ特異的に結合する。他の好ましい態様において、本発明
の抗体は、2.66x10-10 Mまたはそれ以下、2.35x10-11 Mまたはそれ以下、または9x10-12 
Mまたはそれ以下のKdでMAdCAMへ特異的に結合する。もう一つの好ましい態様において、
抗体は、1x10-11 Mまたはそれ以下のKdでMAdCAMへ特異的に結合する。もう一つの好まし
い態様において、抗体は、1.7.2、1.8.2、6.14.2、6.22.2、6.34.2、6.67.1、6.73.2、6.
77.1、7.16.6、7.20.5、7.26.4、9.8.2、6.22.2-mod、6.34.2-mod、6.67.1-mod、6.77.1-
modまたは7.26.4-modから選択される抗体と実質的に同じKdでMAdCAMへ特異的に結合する
。参照抗体と「実質的に同じKd」をもつ抗体は、同じ実験における参照抗体のKdと比較し
て、±100 pM、好ましくは±50 pM、より好ましくは±20 pM、なおより好ましくは±10 p
M、±5 pMまたは±2 pMであるKdをもつ。もう一つの好ましい態様において、抗体は、1.7
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.2、1.8.2、6.14.2、6.22.2、6.34.2、6.67.1、6.73.2、6.77.1、7.16.6、7.20.5、7.26.
4、9.8.2、6.22.2-mod、6.34.2-mod、6.67.1-mod、6.77.1-modまたは7.26.4-modから選択
される抗体由来の1つもしくは複数の可変ドメインまたは1つもしくは複数のCDRを含む抗
体と実質的に同じKdでMAdCAMへ結合する。なおもう一つの好ましい態様において、抗体は
、SEQ ID NO:2、4、6、8、10、12、14、16、18、20、22、24、26、28、30、32、34、36、
38、40、42、44、46、48、52、54、56、58、62、64、66もしくは68(シグナル配列を持つ
または持たない)から選択されるアミノ酸配列の1つまたはその可変ドメインを含む抗体と
実質的に同じKdでMAdCAMに結合する。もう一つの好ましい態様において、抗体は、SEQ ID
 NO:2、4、6、8、10、12、14、16、18、20、22、24、26、28、30、32、34、36、38、40、
42、44、46、48、52、54、56、58、62、64、66もしくは68から選択されるアミノ酸配列を
含む抗体由来の1つまたは複数のCDRを含む抗体と実質的に同じKdでMAdCAMに結合する。
【００７１】
　抗MAdCAM抗体のMAdCAMへの結合親和性は、当技術分野において公知の任意の方法により
測定されうる。一つの態様において、結合親和性は、競合的ELISA、RIAまたはBIAcoreの
ような表面プラズモン共鳴により測定されうる。より好ましい態様において、結合親和性
は、表面プラズモン共鳴により測定される。よりいっそう好ましい態様において、結合親
和性および解離速度は、BIAcoreを用いて測定される。結合親和性を測定することの例は
、下の実施例IIに記載されている。
【００７２】
抗MAdCAM抗体の半減期
　本発明のもう一つの目的により、抗MAdCAM抗体は、インビトロまたはインビボで少なく
とも1日の半減期をもつ。好ましい態様において、抗体またはその部分は、少なくとも3日
の半減期をもつ。より好ましい態様において、抗体またはその部分は、4日またはそれ以
上の半減期をもつ。もう一つの態様において、抗体またはその部分は、8日またはそれ以
上の半減期をもつ。もう一つの態様において、抗体またはその抗原結合部分は、下で考察
されているように、それがより長い半減期をもつように誘導体化または改変される。もう
一つの好ましい態様において、抗体は、2000年2月24日に公開されたWO 00/09560に記載さ
れているように、血清半減期を増加させうる点突然変異を含みうる。
【００７３】
　抗体半減期は、当業者に公知の任意の手段により測定されうる。例えば、抗体半減期は
、適切な時間に渡って、ウェスタンブロット、ELISAまたはRIAにより測定されうる。抗体
半減期は、霊長類、例えば、カニクイザルまたはヒト、のような任意の適切な動物におい
て測定されうる。
【００７４】
抗MAdCAM抗体により認識されるMAdCAMエピトープの同定
　本発明はまた、本明細書に提供されたヒト抗MAdCAM抗体と同じ抗原またはエピトープと
結合するヒト抗MAdCAM抗体を提供する。さらに、本発明は、ヒト抗MAdCAM抗体と競合する
または交差競合するヒト抗MAdCAM抗体を提供する。好ましい態様において、ヒト抗MAdCAM
抗体は、1.7.2、1.8.2、6.14.2、6.22.2、6.34.2、6.67.1、6.73.2、6.77.1、7.16.6、7.
20.5、7.26.4、9.8.2、6.22.2-mod、6.34.2-mod、6.67.1-mod、6.77.1-modまたは7.26.4-
modである。もう一つの好ましい態様において、ヒト抗MAdCAM抗体は、1.7.2、1.8.2、6.1
4.2、6.22.2、6.34.2、6.67.1、6.73.2、6.77.1、7.16.6、7.20.5、7.26.4、9.8.2、6.22
.2-mod、6.34.2-mod、6.67.1-mod、6.77.1-modまたは7.26.4-modから選択される抗体由来
の1つもしくは複数の可変ドメインまたは1つもしくは複数のCDRを含む。なおもう一つの
好ましい態様において、ヒト抗MAdCAM抗体は、SEQ ID NO:2、4、6、8、10、12、14、16、
18、20、22、24、26、28、30、32、34、36、38、40、42、44、46、48、52、54、56、58、
62、64、66もしくは68(シグナル配列を持つまたは持たない)から選択されるアミノ酸配列
の1つまたはその可変ドメインを含む。もう一つの好ましい態様において、ヒト抗MAdCAM
抗体は、SEQ ID NO:2、4、6、8、10、12、14、16、18、20、22、24、26、28、30、32、34
、36、38、40、42、44、46、48、52、54、56、58、62、64、66もしくは68から選択される
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アミノ酸配列の1つを含む抗体由来の1つまたは複数のCDRを含む。大いに好ましい態様に
おいて、抗MAdCAM抗体は、もう一つのヒト抗体である。
【００７５】
　抗MAdCAM抗体が、もう一つの抗MAdCAM抗体と同じ抗原に結合するかどうかを当技術分野
において公知の様々な方法を用いて測定しうる。例えば、その抗原を捕獲しうる既知の抗
MAdCAM抗体を用い、抗MAdCAM抗体から抗原を溶離し、その後、試験抗体が溶離された抗原
に結合するかどうかを決定しうる。抗体が抗MAdCAM抗体と競合するかどうかを、飽和しつ
つある条件下で抗MAdCAM抗体をMAdCAMへ結合させ、その後、MAdCAMに結合しうる試験抗体
の能力を測定することにより決定しうる。試験抗体が、抗MAdCAM抗体と同時にMAdCAMに結
合することができる場合には、試験抗体は、抗MAdCAM抗体とは異なるエピトープに結合す
る。しかしながら、試験抗体が同時にMAdCAMに結合できない場合には、試験抗体は、ヒト
抗MAdCAM抗体と競合する。この実験は、ELISAまたは表面プラズモン共鳴または、好まし
くは、BIAcoreを用いて行われうる。抗MAdCAM抗体がもう一つの抗MAdCAM抗体と交差競合
するかどうかを試験するために、両方向において、すなわち、既知の抗体が試験抗体をブ
ロックするかどうか、および逆もまた同様に測定すること、上記の競合方法を用いうる。
【００７６】
軽鎖および重鎖遺伝子利用
　本発明はまた、ヒトκ遺伝子によりコードされる軽鎖可変領域を含む抗MAdCAM抗体を提
供する。好ましい態様において、軽鎖可変領域は、ヒトVκ A2、A3、A26、B3、O12または
O18遺伝子ファミリーによりコードされる。様々な態様において、軽鎖は、生殖系列ヒトV
κ A2、A3、A26、B3、O12またはO18配列から、わずか11個、わずか6個、またはわずか3個
のアミノ酸置換を含む。好ましい態様において、アミノ酸置換は、保存的置換である。
【００７７】
　SEQ ID NO:4、8、12、16、20、24、28、32、36、40、44および48は、12個の抗MAdCAM抗
体、1.7.2、1.8.2、6.14.2、6.22.2、6.34.2、6.67.1、6.73.2、6.77.1、7.16.6、7.20.5
、7.26.4、および9.8.2、の完全長κ軽鎖のアミノ酸配列を提供する。図1K～1Tは、12個
の抗MAdCAM抗体の軽鎖可変ドメインのアミノ酸配列の、それらが由来する生殖系列配列と
のアラインメントである。図2Aは、12個の抗MAdCAM抗体のκ軽鎖の軽鎖可変ドメインのア
ミノ酸配列のお互いとのアラインメントを示す。本明細書の教示に従って、当業者は、生
殖系列配列と追加の抗MAdCAM抗体の抗体配列の間の違いを決定することができる。SEQ ID
 NO:54、58、62、66または68は、親の抗MAdCAM抗体、6.22.2、6.34.2、6.67.1、6.77.1、
または7.26.4から、それぞれ、アミノ酸置換により改変された、5つの追加の抗MAdCAM抗
体、6.22.2-mod、6.34.2-mod、6.67.1-mod、6.77.1-modおよび7.26.4-mod、の完全長κ軽
鎖のアミノ酸配列を提供する。
【００７８】
　好ましい態様において、抗MAdCAM抗体のVLは、抗体1.7.2、1.8.2、6.14.2、6.22.2、6.
34.2、6.67.1、6.73.2、6.77.1、7.16.6、7.20.5、7.26.4、9.8.2、6.22.2-mod、6.34.2-
mod、6.67.1-mod、6.77.1-modもしくは7.26.4-modのVLのいずれか1つまたは複数と同じ、
生殖系列アミノ酸配列に対する突然変異を含む。本発明は、例示された抗体と同じヒトV
κおよびヒトヒトJk遺伝子を利用する抗MAdCAM抗体を含む。いくつかの態様において、抗
体は、1つまたは複数の例示された抗体と同じ、生殖系列からの突然変異の1つまたは複数
を含む。いくつかの態様において、抗体は、例示された抗体の1つまたは複数と同じ位置
の1つまたは複数において異なる置換を含む。例えば、抗MAdCAM抗体のVLは、抗体7.16.6
に存在するものと同じである1つまたは複数のアミノ酸置換、および抗体7.26.4と同じで
あるもう一つのアミノ酸置換を含みうる。この様式において、例えば、MAdCAMに対する抗
体の親和性、または抗原からのそれの解離速度を変化させるために抗体結合の異なる特徴
を混合かつ組み合わせることができる。もう一つの態様において、突然変異は、抗体1.7.
2、1.8.2、6.14.2、6.22.2、6.34.2、6.67.1、6.73.2、6.77.1、7.16.6、7.20.5、7.26.4
、9.8.2、6.22.2-mod、6.34.2-mod、6.67.1-mod、6.77.1-modもしくは7.26.4-modのVLの
いずれか1つまたは複数に見出されるものと同じ位置においてなされるが、同じアミノ酸
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を用いることよりむしろ、保存的アミノ酸置換がなされる。例えば、抗体1.7.2、1.8.2、
6.14.2、6.22.2、6.34.2、6.67.1、6.73.2、6.77.1、7.16.6、7.20.5、7.26.4、9.8.2、6
.22.2-mod、6.34.2-mod、6.67.1-mod、6.77.1-modまたは7.26.4-modの1つにおける生殖系
列と比較してのアミノ酸置換がグルタメートである場合には、アスパルテートに保存的に
置換しうる。同様に、アミノ酸置換がセリンである場合には、トレオニンに保存的に置換
しうる。
【００７９】
　もう一つの好ましい態様において、軽鎖は、1.7.2、1.8.2、6.14.2、6.22.2、6.34.2、
6.67.1、6.73.2、6.77.1、7.16.6、7.20.5、7.26.4、9.8.2、6.22.2-mod、6.34.2-mod、6
.67.1-mod、6.77.1-modまたは7.26.4-modのVLのアミノ酸配列と同じであるアミノ酸配列
を含む。もう一つの大いに好ましい態様において、軽鎖は、1.7.2、1.8.2、6.14.2、6.22
.2、6.34.2、6.67.1、6.73.2、6.77.1、7.16.6、7.20.5、7.26.4、9.8.2、6.22.2-mod、6
.34.2-mod、6.67.1-mod、6.77.1-modまたは7.26.4-modの軽鎖のCDR領域と同じであるアミ
ノ酸配列を含む。もう一つの好ましい態様において、軽鎖は、1.7.2、1.8.2、6.14.2、6.
22.2、6.34.2、6.67.1、6.73.2、6.77.1、7.16.6、7.20.5、7.26.4、9.8.2、6.22.2-mod
、6.34.2-mod、6.67.1-mod、6.77.1-modまたは7.26.4-modの軽鎖の少なくとも1つのCDR領
域を有するアミノ酸配列を含む。もう一つの好ましい態様において、軽鎖は、同じVκお
よびJκ遺伝子を用いる異なる軽鎖由来のCDRを有するアミノ酸配列を含む。より好ましい
態様において、異なる軽鎖由来のCDRは、1.7.2、1.8.2、6.14.2、6.22.2、6.34.2、6.67.
1、6.73.2、6.77.1、7.16.6、7.20.5、7.26.4、9.8.2、6.22.2-mod、6.34.2-mod、6.67.1
-mod、6.77.1-modまたは7.26.4-modから得られる。もう一つの好ましい態様において、軽
鎖は、シグナル配列を持つまたは持たないSEQ ID NO:4、8、12、16、20、24、28、32、36
、40、44、48、54、58、62、64、66または68から選択されるアミノ酸配列を含む。もう一
つの態様において、軽鎖は、SEQ ID NO:3、7、11、15、19、23、27、31、35、39、43、47
、53、57、61、65もしくは67(シグナル配列を持つまたは持たない)から選択されるヌクレ
オチド配列によりコードされるアミノ酸配列、またはそれからの1～11個のアミノ酸挿入
、欠失もしくは置換をもつアミノ酸配列をコードするヌクレオチド配列を含む。好ましく
は、アミノ酸置換は、保存的アミノ酸置換である。もう一つの態様において、抗体または
その部分は、λ軽鎖を含む。
【００８０】
　本発明はまた、ヒトVH遺伝子配列またはヒトVH遺伝子由来の配列を含む抗MAdCAM抗体ま
たはその部分を提供する。一つの態様において、重鎖アミノ酸配列は、ヒトVH 1-18、3-1
5、3-21、3-23、3-30、3-33または4-4遺伝子ファミリー由来である。様々な態様において
、重鎖は、生殖系列ヒトVH 1-18、3-15、3-21、3-23、3-30、3-33または4-4遺伝子配列か
らわずか15個、わずか6個またはわずか3個のアミノ酸変化を含む。
【００８１】
　SEQ ID NO:2、6、10、14、18、22、26、30、34、38、42および46は、12個の抗MAdCAM抗
体の完全長重鎖のアミノ酸配列を提供する。図1A～1Jは、12個の抗MAdCAM抗体の重鎖可変
領域のアミノ酸配列の、それらが由来する生殖系列配列とのアラインメントである。図2B
は、12個の抗MAdCAM抗体の重鎖可変領域のアミノ酸配列のお互いとのアラインメントを示
す。本明細書および本発明のヌクレオチド配列の教示に従って、当業者は、12個の抗MAdC
AM重鎖および生殖系列重鎖のコードされたアミノ酸配列を決定し、そして生殖系列配列と
その抗体配列の間の違いを決定することができる。SEQ ID NO:52、56、60および64は、親
の抗MAdCAM抗体、6.22.2、6.34.2および6.67.1から、それぞれ、アミノ酸置換により改変
された、抗MAdCAM抗体、6.22.2-mod、6.34.2-modおよび6.67.1-mod、の完全長重鎖のアミ
ノ酸配列を提供する。1つのさらなる改変された抗MAdCAM抗体、7.26.4-mod、はSEQ ID NO
:42である完全長重鎖アミノ酸配列を有する。
【００８２】
　好ましい態様において、抗MAdCAM抗体のVHは、抗体1.7.2、1.8.2、6.14.2、6.22.2、6.
34.2、6.67.1、6.73.2、6.77.1、7.16.6、7.20.5、7.26.4、9.8.2、6.22.2-mod、6.34.2-
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mod、6.67.1-mod、6.77.1-modまたは7.26.4-modのVHのいずれか1つまたは複数と同じ、生
殖系列アミノ酸配列に対する突然変異を含む。上で考察されたものと同様に、抗体は、1
つまたは複数の例示された抗体と同じ生殖系列からの突然変異の1つまたは複数を含む。
いくつかの態様において、抗体は、例示された抗体の1つもしくは複数と同じ位置の1つま
たは複数において異なる置換を含む。例えば、抗MAdCAM抗体のVHは、抗体7.16.6に存在す
るものと同じである1つまたは複数のアミノ酸置換、および抗体7.26.4と同じであるもう
一つのアミノ酸置換を含みうる。この様式において、例えば、MAdCAMに対する抗体の親和
性、または抗原からのそれの解離速度を変化させるために抗体結合の異なる特徴を混合か
つ組み合わせることができる。もう一つの態様において、生殖系列と比較してのアミノ酸
置換は、参照抗体1.7.2、1.8.2、6.14.2、6.22.2、6.34.2、6.67.1、6.73.2、6.77.1、7.
16.6、7.20.5、7.26.4、9.8.2、6.22.2-mod、6.34.2-mod、6.67.1-mod、6.77.1-modもし
くは7.26.4-modのVHのいずれか1つまたは複数に見出される生殖系列からの置換と同じ位
置においてなされるが、位置は、参照抗体と比較して保存的置換である、異なる残基で置
換される。
【００８３】
　もう一つの好ましい態様において、重鎖は、1.7.2、1.8.2、6.14.2、6.22.2、6.34.2、
6.67.1、6.73.2、6.77.1、7.16.6、7.20.5、7.26.4、9.8.2、6.22.2-mod、6.34.2-mod、6
.67.1-mod、6.77.1-modまたは7.26.4-modのVHのアミノ酸配列と同じであるアミノ酸配列
を含む。もう一つの大いに好ましい態様において、重鎖は、1.7.2、1.8.2、6.14.2、6.22
.2、6.34.2、6.67.1、6.73.2、6.77.1、7.16.6、7.20.5、7.26.4、9.8.2、6.22.2-mod、6
.34.2-mod、6.67.1-mod、6.77.1-modまたは7.26.4-modの重鎖のCDR領域と同じであるアミ
ノ酸配列を含む。もう一つの好ましい態様において、重鎖は、1.7.2、1.8.2、6.14.2、6.
22.2、6.34.2、6.67.1、6.73.2、6.77.1、7.16.6、7.20.4、7.26.4、9.8.2、6.22.2-mod
、6.34.2-mod、6.67.1-mod、6.77.1-modまたは7.26.4-modの重鎖の少なくとも1つのCDR領
域由来のアミノ酸配列を含む。もう一つの好ましい態様において、重鎖は、異なる重鎖由
来のCDRを有するアミノ酸配列を含む。より好ましい態様において、異なる重鎖由来のCDR
は、1.7.2、1.8.2、6.14.2、6.22.2、6.34.2、6.67.1、6.73.2、6.77.1、7.16.6、7.20.5
、7.26.4、9.8.2、6.22.2-mod、6.34.2-mod、6.67.1-mod、6.77.1-modまたは7.26.4-mod
から得られる。もう一つの好ましい態様において、重鎖は、シグナル配列を持つまたは持
たないSEQ ID NO:2、6、10、14、18、22、26、30、34、38、42、46、52、56、60または64
から選択されるアミノ酸配列を含む。もう一つの態様において、重鎖は、SEQ ID NO:1、5
、9、13、17、21、25、29、33、37、41、45、51、55、59もしくは63から選択されるヌク
レオチド配列によりコードされるアミノ酸配列、またはそれからの1～15個のアミノ酸挿
入、欠失もしくは置換をもつアミノ酸配列をコードするヌクレオチド配列を含む。もう一
つの態様において、置換は、保存的アミノ酸置換である。
【００８４】
抗体および抗体産生細胞系を作製する方法
免疫化
　本発明の一つの態様において、ヒト抗体は、ヒト免疫グロブリン重鎖および軽鎖の一部
または全部を含む非ヒトの動物をMAdCAM抗原で免疫することにより産生される。好ましい
態様において、非ヒトの動物は、XENOMOUSE(商標)動物であり、ヒト免疫グロブリン座の
大きな断片を含み、かつマウス抗体産生が欠損している、操作されたマウス系統である。
例えば、Green et al., Nature Genetics 7:13-21 (1994)ならびに米国特許第5,916,771
号、第5,939,598号、第5,985,615号、第5,998,209号、第6,075,181号、第6,091,001号、
第6,114,598号および第6,130,364号を参照されたい。WO 91/10741、WO 94/02602、WO 96/
34096およびWO 96/33735、WO 98/16654、WO 98/24893、WO 98/50433、WO 99/45031、WO 9
9/53049、WO 00/09560およびWO 00/037504も参照されたい。XENOMOUSE(商標)動物は、完
全なヒト抗体の成人様ヒトレパートリーを産生し、抗原特異性ヒトモノクローナル抗体を
作製する。第二世代XENOMOUSE(商標)動物は、ヒト重鎖座およびκ軽鎖座のメガベースサ
イズの生殖系列立体構造YAC断片の導入を通して、ヒト抗体V遺伝子レパートリーの約80%
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を含む。他の態様において、XENOMOUSE(商標)マウスは、ヒト重鎖およびλ軽鎖座の約全
部を含む。Mendez et al., Nature Genetics 15:146-156 (1997), Green and Jakobovits
, J. Exp. Med. 188:483-495 (1998)を参照されたい、それらの開示は参照により本明細
書に組み入れられている。
【００８５】
　本発明はまた、ヒト免疫グロブリン座を含む非ヒトのトランスジェニック動物を免役す
ることにより非ヒト、非マウスの動物から抗MAdCAM抗体を作製するための方法を提供する
。すぐ上に記載された方法を用いてそのような動物を作製しうる。これらの文書に開示さ
れた方法は、参照により本明細書に組み入れられている、米国特許第5,994,619号(「'619
」特許)に開示されているように改変されうる。'619特許は、ブタおよびウシ由来の新規
な培養内細胞塊(CICM)細胞および細胞系、ならびに異種性DNAが挿入されているトランス
ジェニックCICM細胞を作製するための方法を記載する。CICMトランスジェニック細胞は、
クローニングされたトランスジェニック胚、胎児および子孫を産生するために用いられう
る。'619特許はまた、異種性DNAをそれらの子孫へ伝える能力があるトランスジェニック
動物を作製する方法も記載する。好ましい態様において、非ヒト動物は、ラット、ヒツジ
、ブタ、ヤギ、ウシまたはウマでありうる。
【００８６】
　もう一つの態様において、ヒト免疫グロブリン座を含む非ヒトの動物は、ヒト免疫グロ
ブリンの「ミニ座」を有する動物である。ミニ座アプローチにおいて、外因性Ig座は、Ig
座由来の個々の遺伝子の包含を通して模倣される。従って、1つまたは複数のVH遺伝子、1
つまたは複数のDH遺伝子、1つまたは複数のJH遺伝子、μ定常ドメイン、および第二の定
常ドメイン(好ましくはγ定常ドメイン)が、動物への挿入のための構築物へと形成される
。このアプローチは、とりわけ、参照により本明細書に組み入れられている、米国特許第
5,545,807号、第5,545,806号、第5,625,126号、第5,633,425号、第5,661,016号、第5,770
,429号、第5,789,650号、第5,814,318号、第5,591,669号、第5,612,205号、第5,721,367
号、第5,789,215号および第5,643,763号に記載されている。
【００８７】
　ミニ座アプローチの利点は、Ig座の部分を含む構築物が作製され、かつ動物へ導入され
うる迅速性である。しかしながら、ミニ座アプローチの可能性のある欠点は、より低い抗
体産生でありうるような、完全なB細胞発生を支持するのに十分な免疫グロブリン多様性
ではない可能性があることである。
【００８８】
　ヒト抗MAdCAM抗体を産生するために、ヒト免疫グロブリン座の一部または全部を含む非
ヒトの動物が、MAdCAM抗原で免疫され、抗体または抗体産生細胞が、動物から単離される
。MAdCAM抗原は単離および/または精製されたMAdCAMでありうり、好ましくは、ヒトMAdCA
Mである。もう一つの態様において、MAdCAM抗原は、MAdCAMの断片、好ましくはMAdCAMの
細胞外ドメインである。もう一つの態様において、MAdCAM抗原は、MAdCAMの少なくとも1
つのエピトープを含む断片である。もう一つの態様において、MAdCAM抗原は、細胞表面上
にMAdCAMを発現させる細胞、好ましくは細胞表面上にMAdCAMを過剰発現させる細胞、であ
る。
【００８９】
　動物の免疫化は、当技術分野において公知の任意の方法により行われうる。例えば、Ha
rlow and Lane, Antibodies: A Laboratory Manual, New York: Cold Spring Harbor Pre
ss (1990)を参照。マウス、ラット、ヒツジ、ヤギ、ブタ、ウシおよびウマのような非ヒ
トの動物を免疫するための方法は、当技術分野において周知である。例えば、Harlow and
 Laneおよび米国特許第5,994,619号を参照。好ましい態様において、MAdCAM抗原は、免疫
応答を刺激しうるアジュバントと共に投与される。そのようなアジュバントは、完全もし
くは不完全フロイントアジュバント、RIBI(ムラミールジペプチド)またはISCOM（免疫賦
活性複合体）を含む。そのようなアジュバントは、ポリペプチドを、局所的沈着物に隔離
することにより急速な分散から保護しうる、またはそれらは、免疫系のマクロファージお
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よび他の構成要素に対して走化性である因子を分泌するように宿主を刺激する物質を含み
うる。好ましくは、ポリペプチドが投与されることになっている場合には、免疫化計画は
、数週間に渡って伝搬されるポリペプチドの2回以上の投与を含む。
【００９０】
　実施例Iは、XENOMOUSE(商標)動物をリン酸緩衝食塩水における完全長ヒトMAdCAMで免疫
することについてのプロトコールを提供する。
【００９１】
抗体および抗体産生細胞系の作製
　動物のMAdCAM抗原での免疫化後、抗体および/または抗体産生細胞は、動物から得られ
うる。抗MAdCAM抗体含有血清は、その動物を採血するまたは屠殺することにより、動物か
ら得られる。血清は、それが動物から得られたままで用いられうる、免疫グロブリン画分
が血清から得られうる、または抗MAdCAM抗体が血清から精製されうる。
【００９２】
　もう一つの態様において、抗体産生不死化細胞系は、免疫化動物から調製されうる。免
疫化後、動物は屠殺され、B細胞は、当技術分野において周知の方法を用いて不死化され
る。細胞を不死化する方法は、限定されるわけではないが、それらに発癌遺伝子をトラン
スフェクションすること、それらに発癌性ウイルスを感染させ、不死化細胞について選択
する条件下でそれらを培養すること、それらを発癌性または突然変異させる化合物に曝露
させること、不死化細胞、例えば、骨髄腫細胞、とそれらを融合すること、および腫瘍抑
制遺伝子を不活性化することを含む。例えば、Harlow and Lane、前記を参照。骨髄腫細
胞を含む態様において、骨髄腫細胞は、免疫グロブリンポリペプチドを分泌しない(非分
泌細胞系)。免疫化および抗生物質選択後、不死化細胞またはその培養上清は、MAdCAM、
その一部、またはMAdCAMを発現させる細胞を用いてスクリーニングされる。好ましい態様
において、最初のスクリーニングは、酵素結合免疫測定法(ELISA)または放射性免疫測定
法(RIA)、好ましくはELISA、を用いて行われる。ELISAスクリーニングの例は、参照によ
り本明細書に組み入れられている、PCT公開第WO 00/37504号に提供されている。
【００９３】
　もう一つの態様において、抗体産生細胞は、自己免疫疾患をもつ、および抗MAdCAM抗体
を発現させるヒトから調製されうる。抗MAdCAM抗体を発現させる細胞は、白血球を単離し
、それらを蛍光活性化細胞ソーティング(FACS)にかけることにより、またはMAdCAMもしく
はその一部でコーティングされたプレート上でパンニングすることにより、単離されうる
。これらの細胞は、ヒト抗MAdCAM抗体を発現させるヒトハイブリドーマを作製するように
ヒト非分泌性骨髄腫と融合されうる。一般的に、抗MAdCAM抗体はMAdCAMに対して低い親和
性をもつ可能性が高いため、これはあまり好ましい態様ではない。
【００９４】
　抗MAdCAM抗体産生細胞、例えば、ハイブリドーマが選択され、クローニングされ、さら
に、頑強な細胞増殖、高い抗体産生、および下でさらに考察されているような望ましい抗
体特性を含む望ましい特性についてスクリーニングされる。ハイブリドーマは、インビボ
で同系動物において、免疫系を欠く動物、例えばヌードマウス、において、またはインビ
トロで細胞培養において、培養および増殖されうる。ハイブリドーマを選択、クローニン
グ、および増殖する方法は、当業者に周知である。
【００９５】
　好ましくは、免疫化動物は、ヒト免疫グロブリン遺伝子を発現させる非ヒトの動物であ
り、脾臓のB細胞が、その非ヒトの動物と同じ種由来の骨髄腫に融合される。より好まし
くは、免疫化動物は、XENOMOUSE(商標)動物であり、骨髄腫細胞系は、非分泌性マウス骨
髄腫であり、例えば、骨髄腫細胞系は、P3-X63-AG8-653(ATCC)である。例えば、実施例I
を参照。
【００９６】
　従って、一つの態様において、本発明は、(a)本明細書に記載された非ヒトのトランス
ジェニック動物を、MAdCAM、MAdCAMの一部、またはMAdCAMを発現させる細胞もしくは組織
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で免疫する段階；(b)トランスジェニック動物をMAdCAMに対する免疫応答を開始するよう
にさせる段階；(c)トランスジェニック動物から抗体産生細胞を単離する段階；(d)抗体産
生細胞を不死化する段階；(e)不死化抗体産生細胞の個々のモノクローナル集団を作製す
る段階；および(f)MAdCAMへ方向づけられた抗体を同定するように、不死化抗体産生細胞
またはその培養上清をスクリーニングする段階を含む、MAdCAMへ方向づけられたヒトモノ
クローナル抗体またはその断片を産生する細胞系を作製するための方法を提供する。
【００９７】
　一つの局面において、本発明は、ヒト抗MAdCAM抗体を産生するハイブリドーマを作製す
る。好ましい態様において、ハイブリドーマは、上記のようなマウスハイブリドーマであ
る。もう一つの態様において、ハイブリドーマは、ラット、ヒツジ、ブタ、ヤギ、ウシま
たはウマのような非ヒト、非マウスの種において産生される。もう一つの態様において、
ハイブリドーマは、ヒトの非分泌性骨髄腫が抗MAdCAM抗体を発現させるヒト細胞と融合さ
れているヒトハイブリドーマである。
【００９８】
抗体を作製する核酸、ベクター、宿主細胞および組換え方法
核酸
　本発明の抗MAdCAM抗体をコードする核酸分子が提供される。一つの態様において、核酸
分子は、抗MAdCAM免疫グロブリンの重鎖および/または軽鎖をコードする。好ましい態様
において、単一の核酸分子は、抗MAdCAM免疫グロブリンの重鎖をコードし、もう一つの核
酸分子は、抗MAdCAM免疫グロブリンの軽鎖をコードする。より好ましい態様において、コ
ードされた免疫グロブリンは、ヒト免疫グロブリン、好ましくはヒトIgGである。コード
された軽鎖は、λ鎖またはκ鎖、好ましくはκ鎖、でありうる。
【００９９】
　好ましい態様において、軽鎖の可変領域をコードする核酸分子は、ヒトVκの生殖系列
配列、A2、A3、A26、B3、O12もしくはO18遺伝子またはその配列の変異体、を含む。好ま
しい態様において、軽鎖をコードする核酸分子は、ヒトJκ1、Jκ2、Jκ3、Jκ4またはJ
κ5遺伝子由来の配列を含む。好ましい態様において、軽鎖をコードする核酸分子は、生
殖系列A2、A3、A26、B3、O12またはO18 Vκ遺伝子からわずか11個のアミノ酸変化、好ま
しくはわずか6個のアミノ酸変化、およびよりいっそう好ましくはわずか3個のアミノ酸変
化、をコードする。より好ましい態様において、軽鎖をコードする核酸は、生殖系列配列
である。
【０１００】
　本発明は、生殖系列配列と比較して11個までのアミノ酸変化を含む軽鎖(VL)の可変領域
をコードする核酸分子であって、アミノ酸変化が、抗体1.7.2、1.8.2、6.14.2、6.22.2、
6.34.2、6.67.1、6.73.2、6.77.1、7.16.6、7.20.5、7.26.4、9.8.2、6.22.2-mod、6.34.
2-mod、6.67.1-mod、6.77.1-modまたは7.26.4-modの1つのVLからの、生殖系列配列からの
アミノ酸変化と同一である、核酸分子を提供する。本発明はまた、1.7.2、1.8.2、6.14.2
、6.22.2、6.34.2、6.67.1、6.73.2、6.77.1、7.16.6、7.20.5、7.26.4、9.8.2、6.22.2-
mod、6.34.2-mod、6.67.1-mod、6.77.1-modまたは7.26.4-modの軽鎖の可変領域のアミノ
酸配列をコードするヌクレオチド配列を含む核酸分子を提供する。本発明はまた、1.7.2
、1.8.2、6.14.2、6.22.2、6.34.2、6.67.1、6.73.2、6.77.1、7.16.6、7.20.5、7.26.4
、9.8.2、6.22.2-mod、6.34.2-mod、6.67.1-mod、6.77.1-modもしくは7.26.4-modの軽鎖
のいずれか一つのCDRの1つまたは複数のアミノ酸配列をコードするヌクレオチド配列を含
む核酸分子を提供する。好ましい態様において、核酸分子は、1.7.2、1.8.2、6.14.2、6.
22.2、6.34.2、6.67.1、6.73.2、6.77.1、7.16.6、7.20.5、7.26.4、9.8.2、6.22.2-mod
、6.34.2-mod、6.67.1-mod、6.77.1-modまたは7.26.4-modの軽鎖のいずれか一つのCDRの
全部のアミノ酸配列をコードするヌクレオチド配列を含む。もう一つの態様において、核
酸分子は、SEQ ID NO:4、8、12、16、20、24、28、32、36、40、44、48、54、58、62、66
、68の1つのアミノ酸配列をコードするヌクレオチド配列を含む、またはSEQ ID NO:3、7
、11、15、19、23、27、31、35、39、43、47、53、57、61、65、もしくは67の1つのヌク
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レオチド配列を含む。もう一つの好ましい態様において、核酸分子は、SEQ ID NO:4、8、
12、16、20、24、28、32、36、40、44、48、54、58、62、66、68のいずれか一つのCDRの1
つもしくは複数のアミノ酸配列をコードするヌクレオチド配列を含む、またはSEQ ID NO:
3、7、11、15、19、23、27、31、35、39、43、47、53、57、61、65、もしくは67のいずれ
か一つのCDRの1つもしくは複数のヌクレオチド配列を含む。より好ましい態様において、
核酸分子は、SEQ ID NO:4、8、12、16、20、24、28、32、36、40、44、48、54、58、62、
66、68のいずれか一つのCDRの全部のアミノ酸配列をコードするヌクレオチド配列を含む
、またはSEQ ID NO:3、7、11、15、19、23、27、31、35、39、43、47、53、57、61、65、
もしくは67のいずれか一つの全部のCDRのヌクレオチド配列を含む。
【０１０１】
　本発明はまた、上記のVLと、特にSEQ ID NO:4、8、12、16、20、24、28、32、36、40、
44、48、54、58、62、66、または68の1つのアミノ酸配列を含むVLと、少なくとも70%、75
%、80%、85%、90%、95%、96%、97%、98%または99%同一である、アミノ酸配列を有するVL
のアミノ酸配列をコードする核酸分子を提供する。本発明はまた、SEQ ID NO:3、7、11、
15、19、23、27、31、35、39、43、47、53、57、61、65、または67の1つのヌクレオチド
配列と、少なくとも70%、75%、80%、85%、90%、95%、96%、97%、98%または99%同一である
ヌクレオチド配列を提供する。
【０１０２】
　もう一つの態様において、本発明は、上記のVLをコードする核酸分子、特に、SEQ ID N
O:4、8、12、16、20、24、28、32、36、40、44、48、54、58、62、66、または68のアミノ
酸配列をコードするヌクレオチド配列を含む核酸分子、へ高ストリンジェントな条件下で
ハイブリダイズする核酸分子を提供する。本発明はまた、SEQ ID NO:3、7、11、15、19、
23、27、31、35、39、43、47、53、57、61、65、または67の1つのヌクレオチド配列を含
む核酸分子へ高ストリンジェントな条件下でハイブリダイズする核酸分子を提供する。
【０１０３】
　本発明はまた、ヒトVH 1-18、3-15、3-21、3-23、3-30、3-33または4-4 VH遺伝子を利
用する重鎖可変領域(VH)をコードする核酸分子を提供する。いくつかの態様において、VH
遺伝子をコードする核酸分子はさらに、ヒトJH4またはJH6ファミリー遺伝子を利用する。
いくつかの態様において、VH遺伝子をコードする核酸分子は、ヒトJH4bまたはJH6b遺伝子
を利用する。もう一つの態様において、核酸分子は、ヒトD 3-10、4-23、5-5、6-6または
6-19遺伝子由来の配列を含む。よりいっそう好ましい態様において、VHをコードする核酸
分子は、生殖系列VH 1-18、3-15、3-21、3-23、3-30、3-33または4-4遺伝子からのわずか
15個のアミノ酸変化、好ましくはわずか6個のアミノ酸変化、およびよりいっそう好まし
くはわずか3個のアミノ酸変化、を含む。大いに好ましい態様において、VHをコードする
核酸分子は、生殖系列配列と比較して少なくとも1個のアミノ酸変化であって、アミノ酸
変化が、抗体1.7.2、1.8.2、6.14.2、6.22.2、6.34.2、6.67.1、6.73.2、6.77.1、7.16.6
、7.20.5、7.26.4、9.8.2、6.22.2-mod、6.34.2-mod、6.67.1-mod、6.77.1-modまたは7.2
6.4-modの1つの重鎖からの、生殖系列配列からのアミノ酸変化と同一である、アミノ酸変
化を含む。よりいっそう好ましい態様において、VHは、生殖系列配列と比較してわずか15
個のアミノ酸変化であって、変化が抗体1.7.2、1.8.2、6.14.2、6.22.2、6.34.2、6.67.1
、6.73.2、6.77.1、7.16.6、7.20.5、7.26.4、9.8.2、6.22.2-mod、6.34.2-mod、6.67.1-
mod、6.77.1-modまたは7.26.4-modの1つのVHからの、生殖系列配列からのそれらの変化と
同一である、アミノ酸変化を含む。
【０１０４】
　一つの態様において、核酸分子は、1.7.2、1.8.2、6.14.2、6.22.2、6.34.2、6.67.1、
6.73.2、6.77.1、7.16.6、7.20.5、7.26.4、9.8.2、6.22.2-mod、6.34.2-mod、6.67.1-mo
d、6.77.1-modまたは7.26.4-modのVHのアミノ酸配列をコードするヌクレオチド配列を含
む。もう一つの態様において、核酸分子は、1.7.2、1.8.2、6.14.2、6.22.2、6.34.2、6.
67.1、6.73.2、6.77.1、7.16.6、7.20.5、7.26.4、9.8.2、6.22.2-mod、6.34.2-mod、6.6
7.1-mod、6.77.1-modもしくは7.26.4-modの重鎖のCDRの1つまたは複数のアミノ酸配列を
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コードするヌクレオチド配列を含む。好ましい態様において、核酸分子は、1.7.2、1.8.2
、6.14.2、6.22.2、6.34.2、6.67.1、6.73.2、6.77.1、7.16.6、7.20.5、7.26.4、9.8.2
、6.22.2-mod、6.34.2-mod、6.67.1-mod、6.77.1-modまたは7.26.4-modの重鎖のCDRの全
部のアミノ酸配列をコードするヌクレオチド配列を含む。もう一つの好ましい態様におい
て、核酸分子は、SEQ ID NO:2、6、10、14、18、22、26、30、34、38、42、46、52、56、
60もしくは64の1つのアミノ酸配列をコードするヌクレオチド配列を含む、またはSEQ ID 
NO:1、5、9、13、17、21、25、29、33、37、41、45、51、55、59もしくは63の1つのヌク
レオチド配列を含む。もう一つの好ましい態様において、核酸分子は、SEQ ID NO:2、6、
10、14、18、22、26、30、34、38、42、46、52、56、60もしくは64のいずれか一つのCDR
の1つもしくは複数のアミノ酸配列をコードするヌクレオチド配列を含む、またはSEQ ID 
NO:1、5、9、13、17、21、25、29、33、37、41、45、51、55、59もしくは63のいずれか一
つのCDRの1つもしくは複数のヌクレオチド配列を含む。好ましい態様において、核酸分子
は、SEQ ID NO:2、6、10、14、18、22、26、30、34、38、42、46、52、56、60もしくは64
のいずれか一つのCDRの全部のアミノ酸配列をコードするヌクレオチド配列を含む、また
はSEQ ID NO:1、5、9、13、17、21、25、29、33、37、41、45、51、55、59もしくは63の
いずれか一つのCDRの全部のヌクレオチド配列を含む。いくつかの態様において、核酸分
子は、上記の抗MAdCAM抗体のいずれかの重鎖または軽鎖のCDR1の始めからCDR3の終わりま
での連続した領域をコードするヌクレオチド配列を含む。
【０１０５】
　もう一つの態様において、核酸分子は、すぐ上に記載されたVHをコードするアミノ酸配
列の1つと、特にSEQ ID NO:2、6、10、14、18、22、26、30、34、38、42、46、52、56、6
0または64の1つのアミノ酸配列を含むVHと、少なくとも70%、75%、80%、85%、90%、95%、
96%、97%、98%または99%同一である、VHのアミノ酸配列をコードする。本発明はまた、SE
Q ID NO:1、5、9、13、17、21、25、29、33、37、41、45、51、55、59または63の1つのヌ
クレオチド配列と少なくとも70%、75%、80%、85%、90%、95%、96%、97%、98%または99%同
一であるヌクレオチド配列を提供する。
【０１０６】
　もう一つの態様において、VHをコードする核酸分子は、上記のVHをコードするヌクレオ
チド配列へ、特に、SEQ ID NO:2、6、10、14、18、22、26、30、34、38、42、46、52、56
、60または64の1つのアミノ酸配列を含むVHへ、高ストリンジェントな条件下でハイブリ
ダイズするものである。本発明はまた、SEQ ID NO:1、5、9、13、17、21、25、29、33、3
7、41、45、51、55、59または63の1つのヌクレオチド配列を含む核酸分子へ高ストリンジ
ェントな条件下でハイブリダイズするVHをコードするヌクレオチド配列を提供する。
【０１０７】
　抗MAdCAM抗体の全体の重鎖および軽鎖の一方もしくは両方、またはそれらの可変領域を
コードするヌクレオチド配列は、抗MAdCAM抗体を産生する任意の源から得られうる。抗体
をコードするmRNAを単離する方法は、当技術分野において周知である。例えば、Sambrook
 et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 第2版, Cold Spring Harbor Labor
atory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. (1989)を参照。mRNAは、抗体遺伝子のポリメラ
ーゼ連鎖反応(PCR)またはcDNAクローニングで用いるcDNAを作製するために用いられうる
。本発明の一つの態様において、核酸分子は、上記のように、抗MAdCAM抗体を発現させる
ハイブリドーマ、好ましくは、XENOMOUSE(商標)動物、非ヒトのマウストランスジェニッ
ク動物または非ヒト、非マウスのトランスジェニック動物のような、ヒト免疫グロブリン
遺伝子を発現させるトランスジェニック動物細胞を融合パートナーの1つとして有するハ
イブリドーマ、から得られうる。もう一つの態様において、ハイブリドーマは、例えば、
ヒト化抗体のために用いられうる、非ヒトの、非トランスジェニック動物由来である。
【０１０８】
　抗MAdCAM抗体の重鎖全体をコードする核酸分子は、重鎖の可変ドメイン全体またはその
抗原結合ドメインをコードする核酸分子を重鎖の定常ドメインと融合することにより構築
されうる。同様に、抗MAdCAM抗体の軽鎖をコードする核酸分子は、軽鎖の可変ドメインま
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たはその抗原結合ドメインをコードする核酸分子を軽鎖の定常ドメインと融合することに
より構築されうる。VHおよびVL領域をコードする核酸分子は、VHセグメントが、ベクター
内の重鎖定常領域(CH)セグメントに機能的に連結され、かつVLセグメントが、ベクター内
の軽鎖定常領域(CL)セグメントに機能的に連結されているように、重鎖定常領域および軽
鎖定常領域をそれぞれ、すでにコードする発現ベクターへそれらを挿入することにより完
全長抗体遺伝子へ変換されうる。または、VH鎖またはVL鎖をコードする核酸分子は、標準
的分子生物学的技術を用いて、VH鎖をコードする核酸分子を、CH鎖をコードする核酸分子
へ連結する、例えば、ライゲーションする、ことにより完全長抗体遺伝子へ変換される。
同じことが、VL鎖およびCL鎖をコードする核酸分子を用いて達成されうる。ヒト重鎖およ
び軽鎖定常領域遺伝子の配列は、当技術分野において公知である。例えば、Kabat et al.
, Sequence of Proteins of Immunological Interest, 第5版, NIH Publ. No. 91-3242 (
1991)を参照。完全長重鎖および/または軽鎖をコードする核酸分子は、それらが導入され
ている細胞から発現されうり、抗MAdCAM抗体が単離されうる。
【０１０９】
　好ましい態様において、重鎖の可変領域をコードする核酸は、SEQ ID NO:2、6、10、14
、18、22、26、30、34、38、42、46、52、56、60または64のアミノ酸配列の可変領域をコ
ードし、軽鎖の可変領域をコードする核酸分子は、SEQ ID NO:4、8、12、16、20、24、28
、32、36、40、44、48、54、58、62、66または68のアミノ酸配列の可変領域をコードする
。
【０１１０】
　一つの態様において、抗MAdCAM抗体の重鎖もしくはその抗原結合部分か、または抗MAdC
AM抗体の軽鎖もしくはその抗原結合部分のいずれかをコードする核酸分子は、ヒト免疫グ
ロブリン遺伝子を発現させかつMAdCAM抗原で免疫されている非ヒト、非マウスの動物から
単離されうる。他の態様において、核酸分子は、抗MAdCAM抗体を産生する非トランスジェ
ニック動物由来またはヒト患者由来の抗MAdCAM抗体産生細胞から単離されうる。抗MAdCAM
抗体産生細胞からのmRNAは、標準的技術により単離され、PCRおよびライブラリー構築技
術を用いてクローニングおよび/または増幅され、ならびに抗MAdCAM重鎖および軽鎖をコ
ードする核酸分子を得るための標準プロトコールを用いてスクリーニングされうる。
【０１１１】
　核酸分子は、下に記載されているように、大量の抗MAdCAM抗体を組換え技術で発現させ
るために用いられうる。核酸分子はまた、さらに下に記載されているように、キメラ抗体
、一本鎖抗体、イムノアドヘシン、ダイアボディ、突然変異型抗体および抗体誘導体を作
製するために用いられうる。核酸分子が、非ヒトの、非トランスジェニック動物由来であ
る場合には、核酸分子は、また下に記載されているように、抗体ヒト化のために用いられ
うる。
【０１１２】
　もう一つの態様において、本発明の核酸分子は、特異的な抗体配列についてのプローブ
またはPCRプライマーとして用いられうる。例えば、核酸分子プローブは、診断方法に用
いられうる、または核酸分子PCRプライマーは、とりわけ、抗MAdCAM抗体の可変ドメイン
を産生するにおいて用いるヌクレオチド配列を単離するために用いられうるDNAの領域を
増幅するのに用いられうる。好ましい態様において、核酸分子はオリゴヌクレオチドであ
る。より好ましい態様において、オリゴヌクレオチドは、対象となる抗体の重鎖および軽
鎖の超可変領域由来である。よりいっそう好ましい態様において、オリゴヌクレオチドは
、CDRの1つもしくは複数の全部または一部をコードする。
【０１１３】
ベクター
　本発明は、重鎖またはその抗原結合部分をコードする本発明の核酸分子を含むベクター
を提供する。本発明はまた、軽鎖またはその抗原結合部分をコードする本発明の核酸分子
を含むベクターを提供する。本発明はまた、融合タンパク質、改変された抗体、抗体断片
、およびそれらのプローブをコードする核酸分子を含むベクターを提供する。



(33) JP 2009-5695 A 2009.1.15

10

20

30

40

50

【０１１４】
　本発明の抗体または抗体部分を発現させるために、上記のように得られた、部分的また
は完全長の軽鎖および重鎖をコードするDNAは、遺伝子が転写および翻訳制御配列に機能
的に連結されているように、発現ベクターへ挿入される。発現ベクターは、プラスミド、
レトロウイルス、アデノウイルス、アデノ随伴ウイルス(AAV)、カリフラワーモザイクウ
イルス、タバコモザイクウイルスのような植物ウイルス、コスミド、YAC、EBV由来エピソ
ームなどを含む。抗体遺伝子は、ベクター内の転写および翻訳制御配列が抗体遺伝子の転
写および翻訳を制御するそれらの意図された機能を果たすように、ベクターへライゲーシ
ョンされる。発現ベクターおよび発現制御配列は、用いられる発現宿主細胞と適合性であ
るように選択される。抗体軽鎖遺伝子および抗体重鎖遺伝子は、別々のベクターへ挿入さ
れうる。好ましい態様において、両方の遺伝子が、同じ発現ベクターへ挿入される。抗体
遺伝子は、標準的方法(例えば、抗体遺伝子断片上の相補的制限部位とベクターのライゲ
ーション、または制限部位が存在しない場合には、平滑末端ライゲーション)により発現
ベクターへ挿入される。
【０１１５】
　便利なベクターは、上記のように、任意のVHまたはVL配列が容易に挿入および発現され
うるように操作された適切な制限部位をもつ、機能的に完全なヒトCHまたはCL免疫グロブ
リン配列をコードするものである。そのようなベクターにおいて、スプライシングは、通
常、挿入されたJ領域とヒトC領域に先行するスプライス受容体部位の間、およびまたヒト
CHエクソン内に存在するスプライス領域において、生じる。ポリアデニル化および転写終
結は、コード領域の下流の天然の染色体部位において生じる。組換え発現ベクターはまた
、宿主細胞から抗体鎖の分泌を促進するシグナルペプチドをコードしうる。抗体鎖遺伝子
は、シグナルペプチドが抗体鎖遺伝子のアミノ末端にインフレームで連結されるように、
ベクターへクローニングされうる。シグナルペプチドは、免疫グロブリンシグナルペプチ
ドまたは異種性シグナルペプチド(すなわち、非免疫グロブリンタンパク質由来のシグナ
ルペプチド)でありうる。
【０１１６】
　抗体鎖遺伝子に加えて、本発明の組換え発現ベクターは、宿主細胞において抗体鎖遺伝
子の発現を調節する制御配列を有する。制御配列の選択を含む発現ベクターの設計は、形
質転換されるべき宿主細胞の選択、望まれるタンパク質の発現のレベルなどのような因子
に依存しうることは、当業者により認識されていると思われる。哺乳動物の宿主細胞発現
についての好ましい制御配列は、レトロウイルスのLTR、サイトメガロウイルス(CMV)(CMV
プロモーター/エンハンサーのような)、シミアン・ウイルス40(SV40)(SV40プロモーター/
エンハンサーのような)、アデノウイルス(例えば、アデノウイルス主要後期プロモーター
(AdMLP))、ポリオーマ由来のプロモーターおよび/またはエンハンサーのような哺乳動物
細胞において高レベルのタンパク質発現を指示するウイルスエレメント、ならびに天然の
免疫グロブリンおよびアクチンプロモーターのような強い哺乳動物プロモーターを含む。
ウイルス制御エレメントおよびそれらの配列のさらなる説明について、例えば、それぞれ
、参照により本明細書に組み入れられているが、米国特許第5,168,062号、第4,510,245号
および第4,968,615号を参照されたい。プロモーターおよびベクター、加えて植物の形質
転換の説明を含む、植物において抗体を発現させるための方法は、当技術分野において公
知である。例えば、米国特許第6,517,529号を参照。細菌細胞または真菌細胞、例えば、
酵母細胞、においてポリペプチドを発現させる方法もまた、当技術分野において周知であ
る。
【０１１７】
　抗体鎖遺伝子および制御配列に加えて、本発明の組換え発現ベクターは、宿主細胞にお
いて複製を制御する配列(例えば、複製起点)および選択マーカー遺伝子のような追加の配
列を有する。選択マーカー遺伝子は、ベクターが導入されている宿主細胞の選択を容易に
する(例えば、米国特許第4,399,216号、第4,634,665号および第5,179,017号参照)。例え
ば、典型的には、選択マーカー遺伝子は、ベクターが導入されている宿主細胞にG418、ハ
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イグロマイシンまたはメトトレキセートのような薬物に対する耐性を与える。好ましい選
択マーカー遺伝子は、ジヒドロ葉酸レダクターゼ(DHFR)遺伝子(メトトレキセート選択/増
幅に関してdhfr-宿主細胞で用いる)およびneo遺伝子(G418選択について)およびグルタミ
ン酸シンテターゼ遺伝子を含む。
【０１１８】
組換え技術で産生するタンパク質の非ハイブリドーマ宿主細胞および方法
　抗MAdCAM抗体の重鎖もしくはその抗原結合部分および/または軽鎖もしくはその抗原結
合部分をコードする核酸分子、ならびにこれらの核酸分子を含むベクターは、適した哺乳
動物、植物、細菌または酵母宿主細胞の形質転換に用いられうる。形質転換は、ポリヌク
レオチドを宿主細胞へ導入するための任意の公知の方法でありうる。異種性ポリヌクレオ
チドの哺乳動物細胞への導入のための方法は、当技術分野において周知であり、デキスト
ラン媒介トランスフェクション、リン酸カルシウム沈降、ポリブレン媒介トランスフェク
ション、プロトプラスト融合、電気穿孔法、リポソームにおけるポリヌクレオチドのカプ
セル化、DNAの核への微粒子銃注入および直接的微量注入を含む。さらに、核酸分子は、
ウイルスベクターにより哺乳動物細胞へ導入されうる。細胞を形質転換する方法は当技術
分野において周知である。例えば、米国特許第4,399,216号、第4,912,040号、第4,740,46
1号および第4,959,455号(それらの特許は参照により本明細書に組み入れられている)を参
照。植物細胞を形質転換する方法は、当技術分野において周知であり、例えば、アグロバ
クテリウム媒介形質転換、微粒子銃形質転換、直接的注入、電気穿孔法、およびウイルス
形質転換を含む。細菌および酵母細胞を形質転換する方法もまた当技術分野において周知
である。
【０１１９】
　発現のための宿主として利用可能な哺乳動物細胞系は、当技術分野において周知であり
、American Type Culture Collection(ATCC)から入手できる多くの不死化細胞系を含む。
これらは、とりわけ、チャイニーズハムスター卵巣(CHO)細胞、NS0、SP2細胞、HEK-293T
細胞、NIH-3T3細胞、HeLa細胞、ベビーハムスター腎臓(BHK)細胞、サル腎臓細胞(COS)、
ヒト肝細胞癌細胞(例えば、Hep G2)、A549細胞、3T3細胞、およびいくらかの他の細胞系
を含む。哺乳動物宿主細胞は、ヒト、マウス、ラット、イヌ、サル、ブタ、ヤギ、ウシ、
ウマおよびハムスター細胞を含む。特に好ましい細胞系は、どの細胞系が高発現レベルを
もつかを測定することを通して選択される。用いられうる他の細胞系は、Sf9細胞のよう
な昆虫細胞系、両生類細胞、細菌細胞、植物細胞および真菌細胞である。重鎖またはその
抗原結合部分、軽鎖および/またはその抗原結合部分をコードする組換え発現ベクターが
哺乳動物宿主細胞へ導入される場合、抗体は、宿主細胞における抗体の発現、または、よ
り好ましくは、宿主細胞が増殖する培地への抗体の分泌を可能にするのに十分な時間、宿
主細胞を培養することにより、産生される。抗体は、標準的タンパク質精製方法を用いて
培地から回収されうる。植物宿主細胞は、例えば、タバコ(Nicotiana)、シロイヌナズナ(
Arabidopsis)、ウキクサ、トウモロコシ、コムギ、ジャガイモなどを含む。細菌宿主細胞
は、大腸菌(E. coli)およびストレプトマイセス(Streptomyces)種を含む。酵母宿主細胞
は、シゾサッカロマイセス・ポンベ(Schizosaccharomyces pombe)、サッカロマイセス・
セレビシエ(Saccharomyces cerevisiae)およびピチア・パストリス(Pichia pastoris)を
含む。
【０１２０】
　さらに、産生細胞系からの本発明の抗体(またはそれら由来の他の部分)の発現は、いく
つかの公知の技術を用いて増強されうる。例えば、グルタミンシンテターゼ遺伝子発現系
(GS系)は、ある特定の条件下で発現を増強させるための一般的なアプローチである。GS系
は、欧州特許第0 216 846号、第0 256 055号、第0 338 841号および第0 323 997号に関連
して全部または一部として、考察されている。
【０１２１】
　異なる細胞系によりまたはトランスジェニック動物において発現される抗体は、お互い
に異なるグリコシル化をもつ可能性が高い。しかしながら、本明細書に提供された核酸分
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子によりコードされる、または本明細書に提供されたアミノ酸配列を含むすべての抗体は
、抗体のグリコシル化に関わらず、本発明の一部である。
【０１２２】
トランスジェニック動物および植物
　本発明はまた、本発明の抗体を産生するために用いられうる1つまたは複数の本発明の
核酸分子を含むトランスジェニック非ヒトの動物およびトランスジェニック植物を提供す
る。抗体は、ヤギ、ウシ、ウマ、ブタ、ラット、マウス、ウサギ、ハムスターもしくは他
の組織または哺乳動物の乳、血液もしくは尿のような体液に産生され、かつ回収されうる
。例えば、例えば、米国特許第5,827,690号、第5,756,687号、第5,750,172号および第5,7
41,957号を参照。上記のように、ヒト免疫グロブリン座を含む非ヒトのトランスジェニッ
ク動物は、MAdCAMまたはその部分で免疫されうる。植物において抗体を作製するための方
法は、例えば、参照により本明細書に組み入れられている、米国特許第6,046,037号およ
び第5,959,177号に記載されている。
【０１２３】
　もう一つの態様において、非ヒトのトランスジェニック動物およびトランスジェニック
植物は、標準的トランスジェニック技術により、本発明の1つまたは複数の核酸分子を動
物または植物へ導入することにより作製される。Hogan、前記を参照。トランスジェニッ
ク動物を作製するために用いられるトランスジェニック細胞は、胚性幹細胞、体細胞、ま
たは受精卵細胞でありうる。トランスジェニックの非ヒトの生物体は、キメラ、非キメラ
のヘテロ接合体、および非キメラのホモ接合体でありうる。例えば、Hogan et al., Mani
pulating the Mouse Embryo: a Laboratory Manual 2ed., Cold Spring Harbor Press (1
999); Jackson et al., Mouse Genetics and Transgenics: A Practical Approach, Oxfo
rd University Press (2000); およびPinkert, Transgenic Animal Technology: A Labor
atory Handbook, Academic Press (1999)を参照。もう一つの態様において、トランスジ
ェニックの非ヒトの生物体は、対象となる重鎖および/または軽鎖をコードする、ターゲ
ットされた破壊ならびに置換をもちうる。好ましい態様において、トランスジェニック動
物または植物は、組み合わせてMAdCAM、好ましくはヒトMAdCAMへ特異的に結合する重鎖お
よび軽鎖をコードする核酸分子を含みかつ発現させる。もう一つの態様において、トラン
スジェニック動物または植物は、一本鎖抗体、キメラ抗体またはヒト化抗体のような改変
抗体をコードする核酸分子を含む。抗MAdCAM抗体は、任意のトランスジェニック動物にお
いて産生されうる。好ましい態様において、非ヒトの動物は、マウス、ラット、ヒツジ、
ブタ、ヤギ、ウシまたはウマである。非ヒトのトランスジェニック動物は、血液、乳、尿
、唾液、涙、粘液、および他の体液にそのコードされたポリペプチドを発現させる。
【０１２４】
ファージディスプレイライブラリー
　本発明は、ファージにおけるヒト抗体のライブラリーを合成する段階、MAdCAMまたはそ
の部分でライブラリーをスクリーニングする段階、MAdCAMと結合するファージを単離する
段階、およびファージから抗体を得る段階を含む、抗MAdCAM抗体またはその抗原結合部分
を作製するための方法を提供する。抗体のライブラリーを調製しうる一つの方法は、ヒト
免疫グロブリン座を含む非ヒトの宿主動物をMAdCAMまたは免疫応答を引き起こしうるその
抗原性部分で免疫する段階、抗体の産生を担う細胞を宿主動物から抽出する段階；抽出さ
れた細胞からRNAを単離する段階、RNAを逆転写してcDNAを生じる段階、プライマーを用い
てcDNAを増幅する段階、および抗体がファージ上に発現されるようにファージディスプレ
イベクターへcDNAを挿入する段階を含む。本発明の組換え抗MAdCAM抗体は、このようにし
て得られうる。
【０１２５】
　本明細書に開示された抗MAdCAM抗体に加えて本発明の組換え抗MAdCAMヒト抗体は、ヒト
リンパ球から単離されたmRNAから調製されたヒトVLおよびVH cDNAを用いて調製された、
組換え組み合わせ抗体ライブラリー、好ましくはscFvファージディスプレイライブラリー
、のスクリーニングにより単離されうる。そのようなライブラリーを調製およびスクリー
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ニングするための方法は、当技術分野において公知である。ファージディスプレイライブ
ラリーを作製するための市販されているキットがある(例えば、Pharmacia Recombinant P
hage Antibody System、カタログ番号27-9400-01；およびStratagene SurfZAP(商標)ファ
ージディスプレイキット、カタログ番号240612)。抗体ディスプレイライブラリーを作製
およびスクリーニングするのに用いられうる他の方法および試薬もある(例えば、米国特
許第5,223,409号；PCT公開第WO 92/18619号；PCT公開第WO 91/17271号；PCT公開第WO 92/
20791号；PCT公開第WO 92/15679号；PCT公開第WO 93/01288号；PCT公開第WO 92/01047号
；PCT公開第WO 92/09690号；Fuchs et al. (1991) Biotechnology, 9:1369-1372; Hay et
 al., Hum. Antibod. Hybridomas, 3:81-85 (1992); Huse et al., Science, 246:1275-1
281 (1989); McCafferty et al., Nature, 348:552-554 (1990); Griffiths et al., EMB
O J., 12:725-734 (1993); Hawkins et al., J. Mol. Biol., 226:889-896 (1992); Clac
kson et al., Nature, 352:624-628 (1991); Gram et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
, 89:3576-3580 (1992); Garrad et al., Biotechnology, 9:1373-1377 (1991); Hoogenb
oom et al., Nuc Acid Res, 19:4133-4137 (1991);およびBarbas et al., Proc. Natl. A
cad. Sci. USA, 88:7978-7982 (1991)を参照)。
【０１２６】
　好ましい態様において、所望の特性をもつヒト抗MAdCAM抗体を単離するために、本明細
書に記載されているようなヒト抗MAdCAM抗体は、Hoogenboom et al., PCT公開第WO 93/06
213号に記載されたエピトープ刷り込み方法を用いて、まず、MAdCAMへの類似した結合活
性をもつヒト重鎖および軽鎖を選択するために用いられる。この方法に用いられる抗体ラ
イブラリーは、好ましくは、McCafferty et al., PCT公開第WO 92/01047号、McCafferty 
et al., Nature, 348:552-554 (1990); およびGriffiths et al., EMBO J, 12:725-734 (
1993)に記載されているように調製およびスクリーニングされたscFvライブラリーである
。scFv抗体ライブラリーは、好ましくは、抗原としてヒトMAdCAMを用いてスクリーニング
される。
【０１２７】
　いったん、最初のヒトVLおよびVHセグメントが選択されたならば、最初に選択されたVL
およびVHセグメントの異なる対がMAdCAM結合についてスクリーニングされる、「混合およ
び組み合わせ」実験は、好ましいVL/VH対組み合わせを選択するために行われる。さらに
、抗体の質をさらに向上させるために、好ましいVL/VH対のVLおよびVHセグメントは、天
然の免疫応答中の抗体の親和性成熟に関与するインビボの体細胞突然変異過程に類似した
過程において、好ましくはVHおよび/またはVLのCDR3領域内に、ランダムに突然変異され
うる。このインビトロ親和性成熟は、VH CDR3またはVL CDR3、それぞれに相補的なPCRプ
ライマーを用いてVHおよびVL領域を増幅することにより達成されうるが、それらのプライ
マーは、結果として生じたPCR産物が、ランダム突然変異がVHおよび/またはVL CDR3へ導
入されているVHならびにVLセグメントをコードするように、特定の位置において4つのヌ
クレオチド塩基のランダム混合物で「スパイク」されている。これらのランダムに突然変
異したVHおよびVLセグメントは、MAdCAMへの結合について再スクリーニングされうる。
【０１２８】
　組換え免疫グロブリンディスプレイライブラリーからの本発明の抗MAdCAM抗体のスクリ
ーニングおよび単離後、選択された抗体をコードする核酸は、ディスプレイパッケージか
ら(例えば、ファージゲノムから)回収され、標準的組換えDNA技術により他の発現ベクタ
ーへサブクローニングされうる。必要に応じて、核酸は、下記のように、本発明の他の抗
体型を作製するためにさらに操作されうる。組み合わせライブラリーのスクリーニングに
より単離された組換えヒト抗体を発現させるために、抗体をコードするDNAは、上記のよ
うに、組換え発現ベクターへクローニングされ、哺乳動物宿主細胞へ導入される。
【０１２９】
クラススイッチ
　本発明のもう一つの局面は、抗MAdCAM抗体のクラスが別のものへスイッチされうる機構
を提供することである。本発明の一つの局面において、VLまたはVHをコードする核酸分子
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は、それが、CLまたはCHをコードするいずれのヌクレオチド配列も含まないように、当技
術分野において周知の方法を用いて単離される。VLまたはVHをコードする核酸分子は、そ
の後、免疫グロブリン分子の異なるクラス由来のCLまたはCHをコードするヌクレオチド配
列と機能的に連結される。これは、上記のように、CLまたはCHコード配列を含むベクター
または核酸分子を用いて達成されうる。例えば、本来IgMであった抗MAdCAM抗体は、IgGへ
クラススイッチされうる。さらに、クラススイッチは、1つのIgGサブクラスを別のものへ
、例えば、IgG4からIgG2へ、変換するために用いられうる。所望のアイソタイプまたは抗
体サブクラスを含む本発明の抗体を作製するための好ましい方法は、抗MAdCAM抗体の重鎖
をコードする核酸および抗MAdCAM抗体の軽鎖をコードする核酸を単離する段階、重鎖の可
変領域を得る段階、重鎖の可変領域を所望のアイソタイプの重鎖の定常ドメインとライゲ
ーションする段階、細胞において軽鎖およびライゲーションされた重鎖を発現させる段階
、ならびに所望のアイソタイプをもつ抗MAdCAM抗体を収集する段階を含む。
【０１３０】
抗体誘導体
　当業者に公知の技術および方法を用いて抗体誘導体を作製するために上記の核酸分子を
用いうる。
【０１３１】
ヒト化抗体
　非ヒト抗体の免疫原性は、ヒト化の技術を用いて、場合によっては、適切なライブラリ
ーを用いるディスプレイ技術を使用して、ある程度まで低減されうる。マウス抗体または
他の種由来の抗体は、当技術分野において周知の技術を用いてヒト化または霊長類化され
うることは認識されていると思われる。例えば、Winter and Harris, Immunol Today, 14
:43-46 (1993)およびWright et al., Crit. Reviews in Immunol., 12125-168 (1992)を
参照。対象となる抗体は、CH1、CH2、CH3、ヒンジドメインおよび/またはフレームワーク
ドメインを対応するヒト配列に置換しうる組換えDNA技術により操作されうる(WO 92/0219
0ならびに米国特許第5,530,101号、第5,585,089号、第5,693,761号、第5,693,792号、第5
,714,350号、および第5,777,085号参照)。もう一つの態様において、非ヒトの抗MAdCAM抗
体は、CH1、ヒンジドメイン、CH2、CH3および/またはフレームワークドメインを本発明の
抗MAdCAM抗体の対応するヒト配列に置換することによりヒト化されうる。
【０１３２】
突然変異型抗体
　もう一つの態様において、核酸分子、ベクターおよび宿主細胞は、突然変異した抗MAdC
AM抗体を作製するために用いられうる。抗体は、抗体の結合性質を変化させるために重鎖
および/または軽鎖の可変ドメインにおいて突然変異されうる。例えば、突然変異は、抗
体のMAdCAMについてのKdを増加または減少させるようにCDR領域の1つまたは複数において
なされうる。部位特異的突然変異誘発における技術は、当技術分野において周知である。
例えば、Sambrook et al., and Ausubel et al., 前記を参照。好ましい態様において、
突然変異は、抗MAdCAM抗体の可変領域において生殖系列と比較して変化していることが知
られているアミノ酸残基になされる。より好ましい態様において、1つまたは複数の突然
変異は、抗MAdCAM抗体1.7.2、1.8.2、6.14.2、6.22.2、6.34.2、6.67.1、6.73.2、6.77.1
、7.16.6、7.20.5、7.26.4、9.8.2、6.22.2-mod、6.34.2-mod、6.67.1-mod、6.77.1-mod
もしくは7.26.4-modの1つの可変領域またはCDR領域において生殖系列と比較して変化して
いることが知られているアミノ酸残基になされる。もう一つの態様において、1つまたは
複数の突然変異は、アミノ酸配列が、SEQ ID NO:2、4、6、8、10、12、14、16、18、20、
22、24、26、28、30、32、34、36、38、40、42、44、46、48、52、54、56、58、62、64、
66、もしくは68に示されている、またはヌクレオチド配列が、SEQ ID NO:1、3、5、7、9
、11、13、15、17、19、21、23、25、27、29、31、33、35、37、39、41、43、45、47、51
、53、55、57、61、63、65、もしくは67に示されている、可変領域またはCDR領域におい
て生殖系列と比較して変化していることが知られているアミノ酸残基になされる。もう一
つの態様において、核酸分子は、フレームワーク領域の1つまたは複数において突然変異
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している。突然変異は、抗MAdCAM抗体の半減期を増加させるためにフレームワーク領域ま
たは定常ドメインにおいてなされうる。例えば、参照により本明細書に組み入れられてい
る、2000年2月24日に公開されたWO 00/09560を参照。一つの態様において、1個、3個、ま
たは5個または10個の点突然変異、およびわずか15個の点突然変異がありうる。フレーム
ワーク領域または定常ドメインにおける突然変異はまた、抗体の免疫原性を変化させるた
めに、別の分子への共有結合性もしくは非共有結合性結合のための部位を供給するために
、または補体結合のような性質を変化させるために、なされうる。突然変異は、単一突然
変異型抗体におけるフレームワーク領域、定常ドメインおよび可変領域のそれぞれにおい
てなされうる。または、突然変異は、単一突然変異型抗体におけるフレームワーク領域、
可変領域、または定常ドメインのうちのたった1つにおいてなされうる。
【０１３３】
　一つの態様において、突然変異前の抗MAdCAM抗体と比較して、突然変異した抗MAdCAM抗
体のVHまたはVL領域のいずれかにおいて15個以下のアミノ酸変化がある。より好ましい態
様において、突然変異した抗MAdCAM抗体のVHもしくはVL領域のいずれかにおいて、わずか
10個のアミノ酸変化、より好ましくはわずか5個のアミノ酸変化、またはよりいっそう好
ましくはわずか3個のアミノ酸変化がある。もう一つの態様において、定常ドメインにお
いて、わずか15個のアミノ酸変化、より好ましくは、わずか10個のアミノ酸変化、よりい
っそう好ましくはわずか5個のアミノ酸変化がある。
【０１３４】
改変抗体
　もう一つの態様において、もう一つのポリペプチドへ連結された抗MAdCAM抗体の全部ま
たは一部を含む融合抗体またはイムノアドヘシンが、作製されうる。好ましい態様におい
て、抗MAdCAM抗体の可変領域のみがポリペプチドに連結される。もう一つの好ましい態様
において、VHおよびVLドメインが抗体結合部位を形成するようにお互いに相互作用できる
様式で、抗MAdCAM抗体のVHドメインは、第一ポリペプチドに連結され、一方、抗MAdCAM抗
体のVLドメインは、第一ポリペプチドと会合する第二ポリペプチドに連結されている。も
う一つの好ましい態様において、VHおよびVLドメインがお互いに相互作用できるように、
VHドメインが、リンカーによりVLドメインから分離されている(下の一本鎖抗体の項目下
を参照)。VH-リンカー-VL抗体は、その後、対象となるポリペプチドに連結される。融合
抗体は、ポリペプチドをMAdCAM発現細胞または組織へ方向づけるために有用である。ポリ
ペプチドは、毒素、成長因子もしくは他の制御タンパク質のような治療剤でありうる、ま
たは西洋ワサビのペルオキシダーゼのような、容易に可視化されうる酵素のような診断剤
でありうる。さらに、2つ(またはそれ以上)の一本鎖抗体がお互いに連結されている融合
抗体が、作製されうる。これは、単一のポリペプチド鎖上に二価もしくは多価抗体を作製
したい場合、または二重特異性抗体を作製した場合には、有用である。
【０１３５】
　一本鎖抗体(scFv)を作製するために、VLおよびVH領域が可動性リンカーにより連結され
て、VHおよびVL配列が連続した一本鎖タンパク質として発現されうるように、VHおよびVL
コード化DNA断片は、可動性リンカーをコードする、例えば、アミノ酸配列(Gly4-Ser)3を
コードする、もう一つの断片に機能的に連結される(例えば、Bird et al., Science, 242
:423-426 (1988); Huston et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 85:5879-5883 (1988);
 McCafferty et al., Nature, 348:552-554 (1990)を参照)。一本鎖抗体は、単一のVHお
よびVLが用いられる場合には、一価、2つのVHおよびVLが用いられる場合には、二価、ま
たは2つより多いVHおよびVLが用いられる場合には、多価でありうる。
【０１３６】
　もう一つの態様において、他の改変抗体は、抗MAdCAMコード化核酸分子を用いて調製さ
れうる。例えば、「カッパボディ」(Ill et al., Protein Eng, 10:949-57 (1997))、「
ミニボディ」(Martin et al., EMBO J, 13:5303-9 (1994))、「ダイアボディ」(Holliger
 et al., PNAS USA, 90:6444-6448 (1993))、または「ジャヌシン(Janusin)」(Traunecke
r et al., EMBO J, 10:3655-3659 (1991)およびTraunecker et al., "Janusin: new mole
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cular design for bispecific reagents, " Int J Cancer Suppl, 7:51-52 (1992))が、
本明細書の教示に従って、標準的な分子生物学的技術を用いて調製されうる。
【０１３７】
　もう一つの局面において、キメラおよび二重特異性抗体が作製されうる。異なる抗体由
来のCDRおよびフレームワーク領域を含むキメラ抗体が、作製されうる。好ましい態様に
おいて、キメラ抗体のCDRは、ヒト抗MAdCAM抗体の軽鎖または重鎖の可変領域のCDRの全部
を含むが、一方、フレームワーク領域は、1つ以上の異なる抗体由来である。より好まし
い態様において、キメラ抗体のCDRは、ヒト抗MAdCAM抗体の軽鎖および重鎖の可変領域のC
DRの全部を含む。フレームワーク領域は、もう一つの種由来でありうり、好ましい態様に
おいて、ヒト化されうる。または、フレームワーク領域は、もう一つのヒト抗体由来であ
りうる。
【０１３８】
　1つの結合ドメインを通してMAdCAMへ、および第二の結合ドメインを通して第二分子へ
、特異的に結合する二重特異性抗体が、作製されうる。二重特異性抗体は、組換え分子生
物学的技術により産生されうる、または物理的にいっしょに結合されうる。さらに、MAdC
AMへおよびもう一つの分子へ特異的に結合する、1つより多いVHおよびVLを含む一本鎖抗
体が、作製されうる。そのような二重特異性抗体は、周知である技術、例えば、(i)およ
び(ii)に関連して、例えば、Fanger et al., Immunol Methods 4:72-81 (1994)およびWri
ght and Harris, 前記を参照、ならびに(iii)に関連して、例えば、Trunecker et al., I
nt. J. Cancer(Suppl.) 7:51-52 (1992)参照、を用いて作製されうる。好ましい態様にお
いて、二重特異性抗体は、MAdCAMへ、および内皮細胞上で高レベルで発現されたもう一つ
の分子へ、結合する。より好ましい態様において、他の分子は、VCAM、ICAMまたはL-セレ
クチンである。
【０１３９】
　様々な態様において、上記の改変抗体は、1.7.2、1.8.2、6.14.2、6.22.2、6.34.2、6.
67.1、6.73.2、6.77.1、7.16.6、7.20.5、7.26.4、9.8.2、6.22.2-mod、6.34.2-mod、6.6
7.1-mod、6.77.1-modまたは7.26.4-modから選択された抗体の1つ由来の、可変領域の1つ
もしくは複数または1つもしくは複数のCDR領域を用いて調製される。もう一つの態様にお
いて、改変抗体は、アミノ酸配列がSEQ ID NO:2、4、6、8、10、12、14、16、18、20、22
、24、26、28、30、32、34、36、38、40、42、44、46、48、52、54、56、58、62、64、66
、もしくは68に示されている、またはヌクレオチド配列がSEQ ID NO:1、3、5、7、9、11
、13、15、17、19、21、23、25、27、29、31、33、35、37、39、41、43、45、47、51、53
、55、57、61、63、65、もしくは67に示されている、可変領域の1つもしくは複数または1
つもしくは複数のCDR領域を用いて調製される。
【０１４０】
誘導体化および標識抗体
　本発明の抗体または抗体部分は、誘導体化されうる、またはもう一つの分子(例えば、
もう一つのペプチドまたはタンパク質)に連結されうる。一般的に、抗体またはその部分
は、MAdCAM結合が誘導体化または標識化により不利に影響されないように、誘導体化され
る。従って、本発明の抗体および抗体部分は、本明細書に記載されたヒト抗MAdCAM抗体の
無傷型および改変型の両方を含むように意図される。例えば、本発明の抗体または抗体部
分は、もう一つの抗体(例えば、二重特異性抗体またはダイアボディ)、検出剤、細胞傷害
性物質、薬剤、および/または、抗体もしくは抗体部分のもう一つの分子(ストレプトアビ
ジンコア領域またはポリヒスチジンタグのような)との結合を仲介することができるタン
パク質もしくはペプチドのような、1つまたは複数の他の分子実体へ機能的に連結されう
る(化学的カップリング、遺伝子融合、非共有結合性結合またはそうでないものにより)。
【０１４１】
　誘導体化抗体の1つの型は、2つまたはそれ以上の抗体(例えば、二重特異性抗体を作製
するために、同じ型の、または異なる型の)を架橋することにより作製される。適した架
橋剤は、適切なスペーサーにより分離された2つの別個の反応性基を有するヘテロ二官能
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性(例えば、m-マレイミドベンゾイル-N-ヒドロキシスクシンイミドエステル)、またはホ
モ二官能性(例えば、ジスクシンイミジルスベレート)であるものを含む。そのようなリン
カーは、Pierce Chemical Company, Rockford, IIIから入手できる。
【０１４２】
　誘導体化抗体のもう一つの型は、標識抗体である。本発明の抗体または抗体部分が誘導
体化されうる有用な検出剤は、フルオレセイン、フルオレセインイソチオシアネート、ロ
ーダミン、5-ジメチルアミン-1-ナフタレンスルホニルクロリド、フィコエリトリン、ラ
ンタニドリン光体などを含む。抗体はまた、西洋ワサビのペルオキシダーゼ、β-ガラク
トシダーゼ、ルシフェラーゼ、アルカリフォスファターゼ、グルコースオキシダーゼなど
のような検出に有用である酵素で標識されうる。抗体が検出可能な酵素で標識されている
場合、それは、酵素が用いて識別されうる反応生成物を生成する、追加の試薬を添加する
ことにより検出される。例えば、西洋ワサビペルオキシダーゼ剤が存在している場合、過
酸化水素およびジアミノベンジジンの追加が、検出できる着色反応生成物へ導く。抗体は
また、ビオチンで標識され、アビジンまたはストレプトアビジン結合の間接的測定を通し
て検出されうる。抗体は、ガドリニウムのような磁気剤で標識されうる。抗体はまた、二
次レポーターにより認識されるあらかじめ決定されたポリペプチドエピトープで標識され
うる(例えば、ロイシンジッパーペア配列、二次抗体についての結合部位、金属結合ドメ
イン、エピトープタグ)。いくつかの態様において、標識は、可能性のある立体障害を低
減させるために様々な長さのスペーサーアームにより付着される。
【０１４３】
　抗MAdCAM抗体はまた、放射性標識化アミノ酸で標識されうる。放射性標識は、診断およ
び治療の両方の目的に用いられうる。例えば、放射性標識は、X線または他の診断技術に
よりMAdCAM発現組織を検出するために用いられうる。さらに、放射性標識は、罹患組織ま
たはMAdCAM発現腫瘍に対する毒素として治療的に用いられうる。ポリペプチドについての
標識の例は、限定されるわけではないが、以下の放射性同位体または放射性核種　--　3H
、14C、15N、35S、90Y、99Tc、111In、125I、131I、を含む。
【０１４４】
　抗MAdCAM抗体はまた、ポリエチレングリコール(PEG)、メチルもしくはエチル基、また
は糖基のような化学基で誘導体化されうる。これらの基は、抗体の生物学的特性を改善す
るために、例えば、血清半減期を増加させるために、または組織結合を増加させるために
、有用でありうる。この方法はまた、抗MAdCAM抗体の任意の抗原結合断片またはバージョ
ンに適用される。
【０１４５】
薬学的組成物およびキット
　さらなる局面において、本発明は、阻害性ヒト抗MAdCAM抗体を含む組成物、およびその
ような組成物で被験者を処置するための方法を提供する。いくつかの態様において、処置
の被験者はヒトである。他の態様において、被験者は、獣医学的対象である。いくつかの
態様において、獣医学的対象は、イヌまたは非ヒトの霊長類である。
【０１４６】
　処置は、本発明の1つまたは複数の阻害性抗MAdCAMモノクローナル抗体、またはそれら
の抗原結合断片の、単独または薬学的に許容される担体と共での、投与を含む。本発明の
阻害性抗MAdCAM抗体およびそれらを含む組成物は、1つまたは複数の他の治療剤、診断剤
または予防剤と組み合わせて投与されうる。追加の治療剤は、抗炎症性剤または免疫調節
剤を含む。これらの薬剤は、限定されるわけではないが、プレドニゾロン、メチルプレド
ニゾロン、NCX-1015またはブデソニドのような局所的および経口コルチコステロイドン；
メサラジン、オルサラジン、バルサラジドまたはNCX-456のようなアミノサリチラート；
アザチオプリン、6-メルカプトプリン、メトトレキセート、シクロスポリン、FK506、IL-
10(イロデカキン)、IL-11(Oprelevkin)、IL-12、MIF/CD74アンタゴニスト、TNX-100/5-D1
2のようなCD40アンタゴニスト、OX40Lアンタゴニスト、GM-CSF、ピメクロリムスまたはラ
パマイシンのような免疫調節物質のクラス；イフリキシマブ、アダリムマブ、CDP-870、
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オネルセプト、エタネルセプトのような抗TNFα剤のクラス；PDE-4阻害剤(ロフルミラス
トなど)、TACE阻害剤(DPC-333、RDP-58など)およびICE阻害剤(VX-740など)、ならびにダ
クリツマブのようなIL-2受容体アンタゴニストのような抗炎症性剤のクラス、ナタリツマ
ブ、MLN-02またはアリカホルセンのような選択性接着分子アンタゴニストのクラス、限定
されるわけではないが、ロフェコキシブ、バルデコキシブ、セレコキシブのようなCOX-2
阻害剤、ガバペンチンおよびプレガバリンのようなP/Q型電位感受性チャネル(α2δ)調節
剤NK-1受容体アンタゴニスト、カナビノイド受容体調節剤、およびデルタオピオイド受容
体アゴニスト、ならびに抗新生物剤、抗腫瘍剤、抗血管形成剤または化学療法剤を含む。
そのような追加の薬剤は、同じ組成物に含まれうる、または別々に投与されうる。いくつ
かの態様において、本発明の1つまたは複数の阻害性抗MAdCAM抗体は、ワクチンとして、
またはワクチンへのアジュバントとして用いられうる。特に、MAdCAMがリンパ組織に発現
されているため、ワクチン抗原は、抗原を本発明の抗MAdCAM抗体へ結合することによりリ
ンパ組織へ有利にターゲットされうる。
【０１４７】
　本明細書で用いられる場合、「薬学的に許容される担体」とは、生理学的に適合性のあ
るありとあらゆる溶媒、分散媒、コーティング剤、抗細菌剤および抗真菌剤、等張性およ
び吸収促進または遅延剤などを意味する。薬学的に許容される担体のいくつかの例は、水
、食塩水、リン酸緩衝食塩水、塩化ナトリウム、デキストロース、グリセロール、ポリエ
チレングリコール、エタノールなどを含む酢酸緩衝液、およびそれらの組み合わせである
。多くの場合、等張性剤、例えば、糖、マンニトール、ソルビトールのようなポリアルコ
ール、または塩化ナトリウムを組成物に含むことが好ましい。薬学的に許容される物質の
追加の例は、界面活性剤、湿潤剤または湿潤剤もしくは乳化剤のような微量の補助物質、
抗体の有効期間もしくは効力を増強する保存剤または緩衝液である。
【０１４８】
　本発明の組成物は、様々な形、例えば、液体溶液(例えば、注射可能および注入可能な
溶液)、分散液または懸濁液、錠剤、ピル、凍結乾燥ケーキ、乾燥粉末、リポソームおよ
び坐剤のような液体、半固体および固体剤形をとりうる。好ましい形は、投与および治療
的適用の意図された様式に依存する。典型的な好ましい組成物は、ヒトの受動免疫化に用
いられるものと類似した組成物のような注射可能または注入可能溶液の形をとる。好まし
い投与様式は、非経口(例えば、静脈内、皮下、腹腔内、筋肉内、皮内)である。好ましい
態様において、抗体は、静脈内注入または注射により投与される。もう一つの好ましい態
様において、抗体は、筋肉内、皮内または皮下注射により投与される。
【０１４９】
　治療用組成物は、典型的には、製造および保存の条件下で無菌および安定でなければな
らない。組成物は、溶液、凍結乾燥ケーキ、乾燥粉末、マイクロエマルジョン、分散液、
リポソーム、または高薬物濃度に適した他の規則正しい構造として製剤化されうる。滅菌
注射可能溶液は、要求に応じて上で列挙された成分の1つまたは組み合わせを含む適切な
溶媒に、必要とされる量の抗MAdCAM抗体を組み入れ、続いて滅菌することにより調製され
うる。滅菌注射可能溶液の調製のための滅菌粉末の場合、好ましい調製方法は、活性成分
プラス任意の追加の望ましい成分の粉末をそれらのあらかじめ滅菌した溶液から生じる真
空乾燥および凍結乾燥である。一般的に、分散液は、基本的な分散媒および上で列挙され
たものからの必要とされる他の成分を含む滅菌媒体へ活性化合物を組み入れることにより
調製される。溶液の望ましい特性は、例えば、界面活性剤の使用により、および分散液の
場合における必要とされる粒子サイズは、界面活性剤、リン脂質およびポリマーの使用に
より、維持されうる。注射可能組成物の長時間吸収は、吸収を遅らせる作用物質、例えば
、モノステアリン酸塩、高分子材料、油およびゼラチン、を組成物に含むことにより引き
起こされうる。
【０１５０】
　本発明の抗体は、当技術分野において公知の様々な方法により投与されうるが、多くの
治療的適用について、好ましい投与経路/様式は、皮下、筋肉内、皮内または静脈内の注
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入である。当業者により認識されているように、投与経路および/または様式は、所望の
結果に依存して変わりうる。
【０１５１】
　特定の態様において、抗体組成物は、インプラント、経皮パッチおよびマイクロカプセ
ル化送達系を含む徐放性製剤のような、抗体を急速な放出から保護する担体で調製されう
る。エチレン酢酸ビニル、ポリ無水物、ポリグリコール酸、コラーゲン、ポリオルトエス
テル、およびポリ乳酸のような生分解性、生体適合性高分子が用いられる。そのような製
剤の調製のための多くの方法は、特許化されている、または当業者に一般的に公知である
。例えば、Sustained and Controlled Release Drug Delivery Systems (J.R. Robinson,
 ed., Marcel Dekker, Inc., New York (1978))を参照。
【０１５２】
　特定の態様において、本発明の抗MAdCAM抗体は、例えば、不活性な希釈剤または同化で
きる食用担体と共に、経口で投与されうる。化合物(および必要に応じて、他の成分)はま
た、硬カプセルまたは軟カプセルに入れる、錠剤へと圧縮する、または被験者の食事へ直
接的に組み入れられうる。経口治療的投与について、抗MAdCAM抗体は、賦形剤と混合され
、摂取できる錠剤、バッカル錠、トローチ、カプセル、エリキシル剤、懸濁液、シロップ
、カシェ剤などの形で用いられうる。非経口以外の投与により本発明の化合物を投与する
ために、それの不活性化を防ぎうる材料で、化合物をコーティングする、または化合物と
同時投与することが必要である場合がある。
【０１５３】
　本発明の組成物は、本発明の抗体もしくは抗原結合部分の「治療的有効量」または「予
防的有効量」を含みうる。「治療的有効量」とは、必要な用量および期間における、所望
の治療的結果を達成するのに有効な量を指す。抗体または抗体部分の治療的有効量は、個
体の疾患状態、年齢、性別、および体重、ならびに個体において所望の応答を誘発しうる
抗体または抗体部分の能力のような因子に従って変わりうる。治療的有効量はまた、治療
的有益な効果が、抗体または抗体部分のいずれの毒性または有害作用をも上回るものであ
る。「予防的有効量」とは、必要な用量および期間における、所望の予防的結果を達成す
るのに有効な量を指す。典型的には、予防的用量は疾患の前または初期において被験者に
用いられるため、予防的有効量は、治療的有効量より少なくありうる。
【０１５４】
　投与計画は、最適な所望の応答(例えば、治療的または予防的応答)を提供するように調
整されうる。例えば、単一ボーラスが投与されうる、数回に分割された用量が長い期間を
かけて投与されうる、または用量は、治療的状況の緊急性により示されるように比例して
低減もしくは増加されうる。投与の簡便性および用量の均一性のために非経口組成物を用
量単位で製剤化することは、特に有利である。本明細書に用いられる場合の用量単位型と
は、処置されるべき哺乳動物対象についての単位の用量として適した物理的に別個の単位
を指す；各単位は、必要とされる薬学的担体に付随して、所望の治療効果を生じるように
計算された活性化合物のあらかじめ決められた量を含む。本発明の用量単位型についての
特定化は、(a)抗MAdCAM抗体またはその部分の固有の特性および達成されるべき特定の治
療的または予防的効果、ならびに(b)個体における感受性についての処置のためのそのよ
うな抗体を調合することの当技術分野に内在する制限により、決定され、かつ直接的に依
存する。
【０１５５】
　本発明の抗体もしくは抗体部分の治療的または予防的有効量についていの例示的な、非
限定的範囲は、0.025～50 mg/kg、より好ましくは0.1～50 mg/kg、より好ましくは0.1～2
5 mg/kg、0.1～10 mg/kg、または0.1～3 mg/kgである。いくつかの態様において、製剤は
、20 mM 酢酸ナトリウム、pH 5.5、140 mM NaCl、および0.2 mg/mL ポリソルベート80の
緩衝液に5 mg/mLの抗体を含む。用量値は、緩和されるべき状態の型および重症度で異な
りうることは留意されるべきである。何か特定の被験者について、特定の投与計画は、個
体の必要性および化合物の投与を施すまたは指揮する人のプロとしての判断に従って時間
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とともに調整されるべきであること、ならびに本明細書に示された用量範囲は、例示的で
あるのみで、主張された組成物の範囲または実施を限定することを意図されないことは、
さらに理解されるべきである。
【０１５６】
　本発明のもう一つの局面は、本発明の抗MAdCAM抗体もしくは抗体部分、またはそのよう
な抗体を含む組成物を含むキット提供する。キットは、抗体または組成物に加えて、診断
剤または治療剤を含みうる。キットはまた、診断または治療方法における使用についての
使用説明書を含みうる。好ましい態様において、キットは、抗体またはそれを含む組成物
、および下記の方法に用いられうる診断剤を含む。もう一つの好ましい態様において、キ
ットは、抗体またはそれを含む組成物、および下記の方法に用いられうる1つまたは複数
の治療剤を含む。
【０１５７】
遺伝子治療
　本発明の核酸分子は、遺伝子治療を介してそれを必要としている患者へ投与されうる。
治療は、インビボまたはエクスビボのいずれかでありうる。好ましい態様において、重鎖
および軽鎖の両方をコードする核酸分子が、患者へ投与される。より好ましい態様におい
て、核酸分子は、B細胞が抗体を産生することについて特定化されているため、それらがB
細胞の染色体へ安定的に組み込まれるように投与される。好ましい態様において、前駆体
B細胞は、エクスビボでトランスフェクションされるまたは感染し、それを必要としてい
る患者へ再移植される。もう一つの態様において、前駆体B細胞または他の細胞は、対象
となる細胞型を感染させることが知られた組換えウイルスを用いてインビボで感染する。
遺伝子治療に用いられる典型的ベクターは、リポソーム、プラスミドおよびウイルスベク
ターを含む。例示的なウイルスベクターは、レトロウイルス、アデノウイルスおよびアデ
ノ随伴ウイルスである。インビボまたはエクスビボのいずれかでの感染後、抗体発現のレ
ベルは、処置された患者から試料を採取し、当技術分野において公知の、または本明細書
に考察された、任意のイムノアッセイ法を用いることによりモニターされうる。
【０１５８】
　好ましい態様において、遺伝子治療法は、抗MAdCAM抗体の重鎖またはその抗原結合部分
をコードする単離された核酸分子を投与する段階、および核酸分子を発現させる段階を含
む。もう一つの態様において、遺伝子治療法は、抗MAdCAM抗体の軽鎖またはその抗原結合
部分をコードする単離された核酸分子を投与する段階、および核酸分子を発現させる段階
を含む。より好ましい方法において、遺伝子治療法は、本発明の抗MAdCAM抗体の重鎖また
はその抗原結合部分をコードする単離された核酸分子および軽鎖またはその抗原結合部分
をコードする単離された核酸分子を投与する段階、ならびに核酸分子を発現させる段階を
含む。遺伝子治療法はまた、もう一つの抗炎症性剤または免疫調節剤を投与する段階を含
みうる。
【０１５９】
使用の診断方法
　抗MAdCAM抗体は、インビトロまたはインビボで生体試料においてMAdCAMを検出するため
に用いられうる。抗MAdCAM抗体は、非限定的に、ELISA、RIA、FACS、組織免疫組織化学、
ウェスタンブロットまたは免疫沈降を含む通常のイムノアッセイ法に用いられうる。本発
明の抗MAdCAM抗体は、ヒトからMAdCAMを検出するために用いられうる。もう一つの態様に
おいて、抗MAdCAM抗体は、カニクイザルおよびアカゲザル、チンパンジーならびに無尾猿
のような旧世界霊長類からMAdCAMを検出するために用いられうる。本発明は、生体試料を
本発明の抗MAdCAM抗体と接触させる段階、およびMAdCAMに結合した抗体を検出する段階を
含む、生体試料においてMAdCAMを検出するための方法を提供する。一つの態様において、
抗MAdCAM抗体は、検出可能な標識で直接的に誘導体化されている。もう一つの態様におい
て、抗MAdCAM抗体(第一抗体)は標識されず、その抗MAdCAM抗体と結合することができる第
二抗体または他の分子が標識されている。当業者に周知であるように、第一抗体の特定の
種およびクラスと特異的に結合する能力がある第二抗体が、選択される。例えば、抗MAdC
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AM抗体がヒトIgGである場合には、第二抗体は、抗ヒトIgGでありうる。抗体に結合できる
他の分子は、非限定的に、プロテインAおよびプロテインGを含み、それらの両方とも、例
えば、Pierce Chemical Co.から、市販されている。
【０１６０】
　抗体または二次的なものについての適切な標識は、前記に開示されており、様々な酵素
、補欠分子族、蛍光物質、発光物質、磁気剤、および放射性物質を含む。適切な酵素の例
は、西洋ワサビのペルオキシダーゼ、アルカリホスファターゼ、β-ガラクトシダーゼ、
またはアセチルコリンエステラーゼを含む；適切な補欠分子族複合体の例は、ストレプト
アビジン/ビオチンおよびアビジン/ビオチンを含む；適切な蛍光物質の例は、ウンベリフ
ェロン、フルオレセイン、フルオレセインイソチオシアネート、ローダミン、ジクロロト
リアジニルアミンフルオレセイン、塩化ダンシルまたはフィコエリトリンを含む；発光物
質の例は、ルミノールを含む；磁気剤の例は、ガドリニウムを含む；および適切な放射性
物質の例は、125I、131I、35S、または3Hを含む。
【０１６１】
　代替の態様において、MAdCAMは、検出可能な物質で標識されたMAdCAM標準および標識さ
れていない抗MAdCAM抗体を利用する競合イムノアッセイ法により生体試料においてアッセ
イされうる。このアッセイ法において、生体試料、標識MAdCAM標準および抗MAdCAM抗体が
混合され、非標識抗体に結合した標識MAdCAM標準の量が測定される。生体試料におけるMA
dCAMの量は、抗MAdCAM抗体に結合した標識MAdCAM標準の量に反比例する。
【０１６２】
　いくつかの目的のために上で開示されたイムノアッセイ法を用いうる。一つの態様にお
いて、抗MAdCAM抗体は、細胞培養中の細胞においてMAdCAMを検出するために用いられうる
。好ましい態様において、抗MAdCAM抗体は、細胞表面MAdCAM発現のレベルを、様々な化合
物での細胞の処理後に測定するために用いられうる。この方法は、MAdCAMを活性化するま
たは阻害するために用いられうる化合物を試験するために用いられうる。この方法におい
て、細胞の1つの試料が、一時期、試験化合物で処理され、一方、もう一つの試料は未処
理のままであり、その後、細胞表面発現がフローサイトメトリー、免疫組織化学、ウェス
タンブロット、ELISAまたはRIAにより測定されうる。さらに、イムノアッセイ法は、MAdC
AMの活性化または阻害のいずれかについて多数の化合物を試験するために高処理量スクリ
ーニングのためにスケールアップされうる。
【０１６３】
　本発明の抗MAdCAM抗体はまた、組織上または組織由来の細胞においてMAdCAMのレベルを
測定するために用いられうる。好ましい態様において、組織は罹患組織である。より好ま
しい態様において、組織は、炎症を起こしている胃腸管またはその生検である。好ましい
方法の態様において、組織またはその生検は、患者から切除される。組織または生検は、
その後、例えば、MAdCAMレベル、MAdCAMの細胞表面レベル、またはMAdCAMの局在性を上で
考察された方法により測定しうるイムノアッセイ法に用いられる。方法は、炎症を起こし
ている組織がMAdCAMを高レベルで発現させているかどうかを決定するために用いられうる
。
【０１６４】
　上記診断方法は、組織が抗MAdCAM抗体での処理に対して良く応答していることを示しう
るのだが、組織が高レベルのMAdCAMを発現させているかどうかを決定するために用いられ
うる。さらに、診断方法はまた、抗MAdCAM抗体での処理が、組織に、MAdCAMのより低いレ
ベルを発現させているかどうかを決定するために用いられうる、および、それに従って、
処理が成功であるかどうかを決定するために用いられうる。
【０１６５】
　本発明の抗体はまた、MAdCAMを発現させる組織および器官の位置を特定するためにイン
ビボで用いられうる。好ましい態様において、抗MAdCAM抗体は、炎症を起こしている組織
の位置を特定するために用いられうる。本発明の抗MAdCAM抗体の利点は、それらが投与に
より免疫応答を生じないことである。方法は、抗MAdCAM抗体またはその薬学的組成物をそ
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のような診断検査を必要としている患者へ投与する段階、およびMAdCAM発現組織の位置を
測定するために画像解析に患者をかける段階を含む。画像解析は、医学分野において周知
であり、非限定的に、X線分析、γシンチグラフィ、磁気共鳴画像化(MRI)、陽電子放出断
層撮影法またはコンピュータ断層撮影法(CT)を含む。方法のもう一つの態様において、生
検は、患者を画像解析にかけるよりむしろ、対象となる組織がMAdCAMを発現させているか
どうかを測定するために患者から得られる。好ましい態様において、抗MAdCAM抗体は、患
者において画像化されうる検出可能な作用物質で標識されうる。例えば、抗体は、X線分
析に用いられうるバリウムのような造影剤、またはMRIもしくはCTに用いられうるガドリ
ニウムキレートのような磁気造影剤で標識されうる。他の標識剤は、非限定的に、99Tcの
ような放射性同位体を含む。もう一つの態様において、抗MAdCAM抗体は、標識されず、検
出できかつ抗MAdCAM抗体と結合することができる二次抗体または他の分子を投与すること
により画像化される。
【０１６６】
　本発明の抗MAdCAM抗体はまた、ドナーの血液、血清、血漿、または、限定されるわけで
はないが、便、尿、痰もしくは生検試料を含む他の生物流体に存在する可溶性MAdCAMのレ
ベルを測定するために用いられうる。好ましい態様において、生物流体は血漿である。そ
の後、生物流体は、可溶性MAdCAMのレベルを測定するためにイムノアッセイ法に用いられ
る。可溶性MAdCAMは、進行中の胃腸炎症についての代理のマーカーでありうり、検出の方
法は、疾患重症度を測定するための診断マーカーとして用いられうる。
【０１６７】
　上記診断方法は、個体が抗MAdCAM抗体での処理に良く応答していることを示しうるのだ
が、個体が高レベルの可溶性MAdCAMを発現させているかどうかを決定するために用いられ
うる。さらに、診断方法はまた、抗MAdCAM抗体(下記参照)または疾患の他の薬剤での処理
が、個体にMAdCAMのより低いレベルを発現させているかどうかを測定するために用いられ
うり、それに従って、処理が成功したかどうかを決定するために用いられうる。
【０１６８】
抗MAdCAM抗体によるα4β7/MAdCAM依存性接着の阻害
　もう一つの態様において、本発明は、MAdCAMと結合し、かつα4β7-インテグリンを有
している細胞のMAdCAMへの、またはL-セレクチンのような他の同族リガンドのMAdCAMへの
結合および接着を阻害する抗MAdCAM抗体を提供する。好ましい態様において、MAdCAMはヒ
トであり、かつ可溶性型か、または細胞の表面上に発現されているかのいずれかである。
もう一つの好ましい態様において、抗MAdCAM抗体はヒト抗体である。もう一つの態様にお
いて、抗体またはその部分は、α4β7とMAdCAMの間の結合をわずか50 nMのIC50値で阻害
する。好ましい態様において、IC50値は、わずか5 nMである。より好ましい態様において
、IC50値は5 nM未満である。より好ましい態様において、IC50値は、0.05 μg/mL未満、0
.04 μg/mL未満または0.03 μg/mL未満である。もう一つの好ましい態様において、IC50
値は、0.5 μg/mL未満、0.4 μg/mL未満または0.3 μg/mL未満である。IC50値は、当技術
分野において公知の任意の方法により測定されうる。典型的には、IC50値は、ELISAまた
は接着アッセイ法により測定されうる。好ましい態様において、IC50値は、天然でMAdCAM
を発現させる細胞もしくは組織か、またはMAdCAMを発現させるように操作されている細胞
もしくは組織のいずれかを用いて接着アッセイ法により測定される。
【０１６９】
抗MAdCAM抗体による腸管付属リンパ組織へのリンパ球補充の阻害
　もう一つの態様において、本発明は、天然で発現されているMAdCAMと結合して、リンパ
球の特定化された胃腸リンパ組織への結合を阻害する抗MAdCAM抗体を提供する。好ましい
態様において、天然で発現されているMAdCAMはヒトまたは霊長類MAdCAMであり、可溶性型
かまたは細胞の表面上に発現されているかのいずれかである。もう一つの好ましい態様に
おいて、抗MAdCAM抗体は、ヒト抗体である。もう一つの態様において、抗体またはその部
分は、腸栄養性α4β7

+リンパ球のMAdCAMを発現させている組織への補充をわずか5 mg/kg
のIC50値で阻害する。好ましい態様において、IC50値は、わずか1 mg/kgである。より好
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ましい態様において、IC50値は、0.1 mg/kg未満である。一つの態様において、IC50値は
、γシンチグラフィまたは単一陽電子放出コンピュータ断層撮影法を用いて、テクネチウ
ム標識末梢血リンパ球の胃腸管への補充の用量効果関係を測定することにより決定されう
る。もう一つの態様において、IC50値は、抗MAdCAM抗体の用量の関数として、フローサイ
トメトリーを用いて、末梢循環において、限定されるわけではないが、CD4+ α4β7

+メモ
リーT細胞のような腸栄養性α4β7

+リンパ球における増加を測定することにより決定され
うる。
【０１７０】
　本発明がより良く理解されうるために、以下の実施例が示されている。これらの実施例
は、例証の目的のためのみであって、いかなる方法によっても本発明の範囲を限定すると
解釈されるべきではない。
【０１７１】
実施例1：
抗MAdCAM産生ハイブリドーマの作製
　本発明の抗体は、本実施例に従って調製、アッセイおよび選択された。
【０１７２】
一次免疫原調製：
　2つの免疫原が、XenoMouse(商標)マウスの免疫化のために調製された：(i)MAdCAM-IgG1
 Fc融合タンパク質および(ii)MAdCAMで安定的にトランスフェクションされた細胞から調
製された細胞膜。
【０１７３】
(i)MAdCAM-IgG1 Fc融合タンパク質
発現ベクター構築：
　MAdCAMの成熟細胞外の免疫グロブリン様ドメインをコードするEcoRI/BglII cDNA断片が
pINCY Incyteクローン(3279276)から切除され、インフレームのIgG1 Fc融合を生じるよう
に、pIG1ベクターのEcoRI/BamHI部位へクローニングされた(Simmons, D.L. (1993), Cell
ular Interactions in Development: A Practical Approach, ed. Hartley, D.A. (Oxfor
d Univ. Press, Oxford), pp. 93-127)。結果として生じた挿入断片は、EcoRI/NotIで切
除され、pCDNA3.1+(Invitrogen)へクローニングされた。ベクターにおけるMAdCAM-IgG1 F
c cDNAは、配列確認された。MAdCAM-IgG1 Fc融合タンパク質のアミノ酸配列は、下に示さ
れている：
MAdCAM-IgG1 Fc融合タンパク質：

下線：シグナルペプチド
太字：MAdCAM細胞外ドメイン
【０１７４】
組換えタンパク質発現/精製：
　CHO-DHFR細胞は、MAdCAM-IgG1 Fc融合タンパク質cDNAを含むpCDNA3.1+ベクターでトラ
ンスフェクションされ、MAdCAM-IgG1 Fc融合タンパク質を発現させる安定なクローンが、
600 μg/mL G418および100 ng/mL メトトレキセートを含むIscoveの培地において選択さ
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れた。タンパク質発現のために、中空繊維バイオリアクターに、10% 低IgGウシ胎児血清(
Gibco)、非必須アミノ酸(Gibco)、2 mM グルタミン(Gibco)、ピルビン酸ナトリウム(Gibc
o)、100 μg/mL G418および100 ng/mL メトトレキセートを含むIscoveの培地においてMAd
CAM-IgG1 Fcを安定的に発現させるCHO細胞を蒔いた。MAdCAM-IgG1 Fc融合タンパク質は、
アフィニティークロマトグラフィーにより、収集された上清から精製された。簡単には、
上清は、HiTrap Protein G Sepharose(5 mL, Pharmacia)カラムにかけられ(2 mL/min)、2
5 mM トリス pH 8、150 mM NaCl(5カラム容量)で洗浄され、100 mM グリシン pH 2.5で溶
出されて(1 mL/min)、すぐに画分を1 M トリス pH 8でpH 7.5へ中和された。MAdCAM-IgG1
 Fc融合タンパク質を含む画分は、SDS-PAGEにより同定され、いっしょにプールされ、35 
mM ビス-トリス pH 6.5、150 mM NaClであらかじめ平衡化されたSephacryl S100カラム(P
harmacia)にかけられた。ゲル濾過は0.35 mL/minで行われ、約3x5 mL画分においてMAdCAM
-IgG1 Fc融合タンパク質のピークを収集した。これらの試料はプールされ、35 mM ビス-
トリス pH 6.5であらかじめ平衡化されたResource Q(6 mL, Pharmacia)カラムにかけられ
た。カラムは、35 mM ビス-トリス pH 6.5、150 mM NaClの5カラム容量で洗浄され(6 mL/
min)、MAdCAM-IgG1 Fc融合タンパク質は、35 mM ビス-トリス pH 6.5、400 mM NaClで4～
6 mL 画分へ溶出された。この段階において、タンパク質は90%純粋で、SDS-PAGEにより約
68 kDでの単一バンドとして移動した。免疫原としての使用およびすべてのその後のアッ
セイ法のために、材料は、25 mM HEPES pH 7.5、1 mM EDTA、1 mM DTT、100 mM NaCl、50
% グリセロールへと緩衝液交換され、-80℃でアリコートとして保存された。
【０１７５】
(ii)MAdCAMを安定的に発現させる細胞膜
　公開されたMAdCAM配列(Shyjan AM, et al., J Immunol., 156, 2851-7 (1996))のヌク
レオチド645位～1222位を含むSacI/NotI断片は、大腸cDNAライブラリーからPCR増幅され
、pIND-Hygroベクター(Invitrogen)のSacI/NotI部位へクローニングされた。追加の5'コ
ード配列を含むSacI断片は、pCDNA3.1 MAdCAM-IgG1 Fcからのこの構築物へサブクローニ
ングされ、完全長MAdCAM cDNAを生じた。MAdCAM cDNAを含むKpnI/NotI断片は、その後、p
EF5FRTV5GWCATベクター(Invitrogen)における対応する部位へクローニングされ、CATコー
ド配列を置換した。cDNA挿入断片は、配列確認され、製造会社の使用説明書に従って、Fl
pリコンビナーゼテクノロジーによりFlpIn NIH 3T3細胞(Invitrogen)において単一の安定
的に発現させるクローンを作製するように、トランスフェクションに用いられた。安定的
に発現させるクローンは、下に概略が説明されているが、α4β7

+ JYヒトBリンパ芽球腫
細胞系(Chan BM, et al., J. Biol. Chem., 267:8366-70 (1992))の結合を支持するそれ
らの能力により選択された。MAdCAMを発現させるCHO細胞の安定なクローンは、FlpIn CHO
細胞(Invitrogen)を用いて同様に調製された。
【０１７６】
　MAdCAM発現FlpIn NIH-3T3細胞を、2 mM L-グルタミン、10% ドナー子ウシ血清(Gibco)
および200 μg/mL ハイグロマイシンB(Invitrogen)を含むダルベッコの改変イーグル培地
(Gibco)で増殖させ、ローラーボトルで拡大した。MAdCAM発現FlpIn CHO細胞を、2 mM L-
グルタミン、10% ドナー子ウシ血清(Gibco)および350 μg/mL ハイグロマイシンB(Invitr
ogen)を含む、ハムのF12/ダルベッコの改変イーグル培地(Gibco)で増殖させ、ローラーボ
トルで拡大した。細胞は、非酵素的細胞解離溶液(Sigma)の使用および削り取りにより収
集され、リン酸緩衝食塩水において遠心分離により洗浄した。細胞膜は、25 mM ビス-ト
リスpH 8、10 mM MgCl2、0.015%(w/v)アプロチニン、100 U/mL バシトラシンにおけるポ
リトロンホモジナイゼーションおよび遠心分離の2ラウンドにより細胞ペレットから調製
された。最終のペレットを同じ緩衝液に再懸濁し、50x106個の細胞等価物を厚肉エッペン
ドルフへ等分し、>100,000gで回転させて、XenoMouseマウス免疫化のための細胞膜ペレッ
トを生じた。上清はデカントされ、膜は、必要とされるまで-80℃でエッペンドルフ中で
保存された。細胞膜におけるタンパク質発現の確認は、SDS-PAGE、およびMAdCAMのN末端
残基([C]-KPLQVEPPEP)に対して産生されたウサギ抗ペプチド抗体でのウェスタンブロッテ
ィングにより測定された。
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【０１７７】
免疫化およびハイブリドーマ作製：
　週齢8～10週間のXENOMOUSE(商標)マウスは、精製された組換えMAdCAM-IgG1 Fc融合タン
パク質(10 μg/用量/マウス)か、または安定的に発現させているMAdCAM-CHO細胞もしくは
NIH 3T3細胞(10x106細胞/用量/マウス)のいずれかから調製された細胞膜のいずれかで、
腹腔内にまたはそれらの後部足蹠において免疫された。この用量は、3～8週間かけて5～7
回、繰り返された。融合の4日前に、マウスは、PBS中のヒトMAdCAMの細胞外ドメインの最
終注射を受けた。免疫化マウス由来の脾臓およびリンパ節リンパ球を、非分泌性骨髄腫P3
-X63-Ag8.653細胞系と融合させ、以前に記載されているように(Galfre and Milstein, Me
thods Enzymol. 73:3-46 (1981))、HAT選択にかけた。MAdCAM特異的ヒトIgG2κおよびIgG

4κ抗体を分泌するハイブリドーマすべてのパネルが回収され、サブクローニングされた
。MAdCAMに特異的なモノクローナル抗体を産生する12個のハイブリドーマサブクローン、
1.7.2、1.8.2、6.14.2、6.22.2、6.34.2、6.67.1、6.73.2、6.77.1、7.16.6、7.20.5、7.
26.4、および9.8.2、が回収され、下記のアッセイ法で検出された。サブクローンハイブ
リドーマ系、1.7.2、1.8.2、6.14.2、6.22.2、6.34.2、6.67.1、6.73.2、6.77.1、7.16.6
、7.20.5、7.26.4、および9.8.2、が由来している親の系、1.7、1.8、6.14、6.22、6.34
、6.67、6.73、6.77、7.16、7.20、7.26および9.8、はすべて抗MAdCAM活性を有した。
【０１７８】
ELISA法：
　マウス血清およびハイブリドーマ上清における抗原特異的抗体の検出は、記載されてい
るように(Coligan et al., Unit 2.1 "Enzyme-linked immunosorbent assays," Current 
Protocols I in Immunology(1994))、抗体を捕獲しうるMAdCAM-IgG1 Fc融合タンパク質を
用いるELISAにより測定された。MAdCAM-IgG1 Fc融合タンパク質で免疫された動物につい
て、抗体は、ヒトIgG1に対する非特異的反応性について、およびFlpIn CHO MAdCAM細胞に
結合しうる能力についてフローサイトメトリーによりスクリーニングされた。
【０１７９】
　好ましいELISA法において、以下の技術が用いられる。
【０１８０】
　ELISAプレートを、緩衝液(100 mM 炭酸/重炭酸ナトリウム緩衝液pH 9.6)を含むプレー
ト内のMAdCAM-IgG1 Fc融合(4.5 μg/mL)の100 μL/ウェルで4℃、一晩、コーティングし
た。インキュベーション後、コーティング緩衝液を除去し、プレートを200 μL/ウェル 
ブロッキング緩衝液(リン酸緩衝食塩水中に5% BSA、0.1% ツイーン20)でブロックし、室
温で1時間、インキュベートした。ブロッキング緩衝液を除去し、50 μL/ウェルのハイブ
リドーマ上清または他の血清もしくは上清(例えば、陽性対照)を室温で2時間、加えた。
インキュベーション後、プレートをPBS(3x100 μL/ウェル)で洗浄し、ハイブリドーマモ
ノクローナル抗体(mAb)の結合を、PBSに希釈されたHRP結合二次抗体(すなわち、IgG2抗体
について1:1000マウス抗ヒトIgG2-HRP(SBカタログ番号9060-05)またはIgG4抗体について1
:1000マウス抗ヒトIgG4-HRP(Zymedカタログ番号3840)で検出した。プレートを室温で1時
間、インキュベートし、PBS中で洗浄し、最終的に、100 μL OPD(o-フェニレンジアミン(
DAKO S2405)＋5 μL 30% H2O2/12 mL)で発色させた。プレートを10～20分間、発色するよ
うにさせておき、100 μL 2 M H2SO4で反応を停止した。プレートを490 nmで読み取った
。
【０１８１】
接着アッセイ法：
　MAdCAM-IgG1 Fc融合タンパク質への結合をELISAにより実証した抗体は、α4β7

+ JY細
胞、および(i)MAdCAM-IgG1 Fc融合タンパク質かまたは(ii)MAdCAM-CHO細胞のいずれかと
の接着アッセイ法におけるアンタゴニスト活性について評価された。
【０１８２】
(i)MAdCAM-IgG1 Fc融合アッセイ法
　ダルベッコのPBS中の精製されたMAdCAM-IgG1 Fc融合タンパク質の4.5 μg/mL 溶液の10
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0 μLを、96ウェルのBlack Microfluor "B"U底(Dynex #7805)へ4℃で一晩、吸着させた。
MAdCAMコーティング化プレートをその後、10% BSA/PBS中で37℃で少なくとも1時間、ブロ
ッキングする前に、反転させて、余分な液体を取り去った。この時間中、培養されたJY細
胞をトリパンブルー排除を用いて数え(約8x105細胞/mLであるはず)、20x106細胞/アッセ
イプレートを50 mL遠心分離管へピペッティングした。JY細胞を、2 mM L-グルタミンおよ
び10% 熱不活性化ウシ胎児血清(Life Technologies #10108-165)を含むRPMI1640培地(Gib
co)で培養し、培養物が分化するのを防ぐために2～3日ごとに1～2x105/mLで蒔いた。細胞
を、2 mM L-グルタミン(Gibco)を含むRPMI 1640培地(Gibco)で遠心分離により2回、洗浄
し、Calcein AM添加のためにRPMI 1640に2x106細胞/mLの最終細胞ペレットを再懸濁した
。Calcein AM(molecular Probes #C-3099)を、DMSOにおいて1:200希釈(およそ最終濃度5 
μM)として細胞へ加え、細胞をインキュベーション(37℃で30 min)の過程において光から
保護した。この細胞インキュベーション段階中、試験されるべき抗体は、以下のように希
釈された。単一用量試験について、抗体は、PBS中0.1 mg/mL BSA(Sigma #A3059)において
に3 μg/mL(1 μg/mL最終)へ作製された。完全IC50曲線について、抗体は、3 μg/mL(1 
μg/mL最終)が最高濃度で、0.1 mg/mL BSA/PBSに希釈され、その後、プレートに渡って希
釈を2倍(1:2比)にした。列の最後のウェルは、総結合を測定するために用いられ、それゆ
え、PBS中0.1 mg/mL BSAが用いられた。
【０１８３】
　ブロッキング後、プレート内容物をはじき飛ばし、50 μLの抗体/対照を各ウェルへ添
加し、プレートを37℃で20 min、インキュベートした。この時間中、Calcein添加JY細胞
を、遠心分離により、10% ウシ胎児血清を含むRPMI 1640培地で1回、および1 mg/mL BSA/
PBSで1回、洗浄し、最終細胞ペレットを1 mg/mL BSA/PBS中1x106/mLへと再懸濁した。100
 μLの細胞をU底プレートの各ウェルへ添加し、プレートを密封し、短時間だけ遠心分離
し(1000 rpm、2 min)、その後、プレートを37℃で45 min、インキュベートした。この時
間の終わりに、プレートをSkatronプレート洗浄装置で洗浄し、蛍光をWallac Victor2 14
20 Multilabel Readerを用いて測定した(励起λ485 nm、通常の発光開口で0.1 sec、上面
、プレートの底から8 mm、から発光λ535 nmカウント)。各抗体濃度について、パーセン
ト接着は、非特異的結合に関連した蛍光を引いた、いずれの抗体も存在しない場合におけ
る最大蛍光応答のパーセンテージとして表された。IC50値は、接着応答が、抗MAdCAM抗体
の非存在下における応答の50%まで減少している抗MAdCAM抗体濃度として定義される。JY
細胞のMAdCAM-IgG1 Fc融合体への結合をIC50値<0.1 μg/mLで阻害することができた抗体
は、強いアンタゴニスト活性を有するとみなされ、MAdCAM-CHO接着アッセイ法へと進めら
れた。すべての12個の試験された抗体は、強いアンタゴニスト活性を示した(表3)。モノ
クローナル抗体1.7.2、1.8.2、7.16.6、7.20.5および7.26.4は、IgG2κ系列由来であり、
モノクローナル抗体6.14.2、6.22.2、6.34.2、6.67.1、6.73.2、6.77.1、および9.8.2はI
gG4κ系列由来であった。
【０１８４】
(ii)MAdCAM-CHO細胞接着アッセイ法
　JY細胞は上のように培養された。MAdCAM発現CHO細胞は、上記のように、pEF5FRT MAdCA
M cDNA構築物で、Flpリコンビナーゼテクノロジー(Invitrogen)を用いて作製された。MAd
CAM発現CHO細胞の単一の安定なクローンは、JY細胞の接着を支持するそれらの能力、およ
びMAdCAMのN末端に対して産生されかつ上で記載されているウサギ抗ペプチド抗体のフロ
ーサイトメトリーによる結合に基づいて選択された。MAdCAM発現CHO細胞は、2 mM L-グル
タミン、10% ウシ胎児血清(Gibco)および350 μg/mL ハイグロマイシンB(Invitrogen)を
含むDMEM/F12培地(Gibco #21331-020)で培養され、2/3日間ごとに1:5に分割された。接着
アッセイ法について、MAdCAM発現CHO細胞は、200 μL培地において96ウェル黒色プレート
-透明底(Costar #3904)に4x104細胞/ウェルで蒔かれ、37℃/5% CO2で一晩、培養された。
【０１８５】
　次の日、ハイブリドーマ上清または精製されたモノクローナル抗体を、上記のように、
1 mg/mL BSA/PBSに30 μg/mL(10 μg/mLの最終濃度と等価)の出発濃度から希釈した。MAd
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CAM CHOプレートについて、プレート内容物をはじき飛ばし、50 μLの抗体/対照を各ウェ
ルへ添加し、プレートを37℃で20 min、インキュベートした。列の最後のウェルは、総結
合を測定するために用いられ、それゆえ、PBS中0.1 mg/mL BSAが用いられた。1 mg/mL BS
A/PBSにおける1x106/mLの最終濃度へのCalcein AM添加JY細胞は、上のように調製され、
その後、抗体との20 minインキュベーション時間後に100 μLが添加された。プレートを
、その後、37℃で45 min、インキュベートし、その後、Tecanプレート洗浄装置(PW 384)
で洗浄し、上記のように、Wallacプレートリーダーを用いて蛍光を測定した。各抗体濃度
について、パーセント接着は、非特異的結合に関連した蛍光を引いた、いずれの抗体も存
在しない場合における最大蛍光応答のパーセンテージとして表された。JY細胞のMAdCAM C
HO細胞への結合をIC50値<1 μg/mLで阻害することができた抗体は、強いアンタゴニスト
活性を有するとみなされた。前述のように、IC50値は、接着応答が、抗MAdCAM抗体の非存
在下における応答の50%まで減少している抗MAdCAM抗体濃度として定義される。このアッ
セイ法における1.7.2、1.8.2、6.14.2、6.22.2、6.34.2、6.67.1、6.73.2、6.77.1、7.16
.6、7.20.5、7.26.4、および9.8.2についてのIC50効力は、下の表3に記載されている。
【０１８６】
【表３】

例示された抗MAdCAM抗体のIC50値
【０１８７】
　腸管付属リンパ組織に貢献する高内皮性細静脈上の微小血管環境を模倣するように設計
されたずり応力条件下で、フローに基づいたアッセイ法において抗MAdCAMモノクローナル
抗体のアンタゴニスト効力を測定するために、MAdCAMを発現させるCHO細胞をマイクロス
ライドガラス(50x4 mm)に蒔き、集密的な単層(約2.5x105細胞)を形成するように接着させ
ておいた。その後、細胞を、フローアッセイ系へ接続される前に、濃度(0.1～10 μg/mL)
の範囲に渡ってアフィニティー精製されたモノクローナル抗体と37℃で20 min、インキュ
ベートした。アイソタイプ適合IgG2またはIgG4モノクローナル抗体(10 μg/mL)が陰性対
照として用いられた。正常なドナー末梢血リンパ球(PBL)を0.05 Paの一定のずり応力で細
胞単層一面に灌流した。実験はビデオに撮られ、リンパ球の総接着(ローリング＋常時接
着)が計算された。試験されたモノクローナル抗体のすべては、記載された条件下で強い
アンタゴニストであることが示された。
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【０１８８】
(iii)スタンパー-ウッドラフ(Stamper-Woodruff)アッセイ法
　MAdCAM+脈管を可視化するために、ビオチン化抗MAdCAMモノクローナル抗体を、製造会
社の使用説明書に従って、リン酸緩衝食塩水におけるビオチン-NHS(Pierce)の20モル過剰
を用いて1～2 mgのアフィニティー精製されたタンパク質上に作製した。反応を室温でそ
のままにさせておき(30 min)、PD-10(Pharmacia)カラムで脱塩し、タンパク質濃度を測定
した。
【０１８９】
　正常な肝臓リンパ節をドナー器官から取り出し、液体窒素中で急速凍結し、使用まで-7
0℃で保存した。10 μm クリオスタット切片を切断し、ポリ-L-リシンでコーティングさ
れたスライド上で空気乾燥させ、アッセイ法の前にアセトン中に固定した。切片を、アビ
ジン-ビオチンブロッキングシステム(DAKO)を用いてブロッキングし、その後、室温で濃
度(1～50 μg/mL)の範囲に渡って、ビオチン化抗MAdCAMモノクローナル抗体とインキュベ
ートした(2 hrs)。アイソタイプ適合IgG2またはIgG4モノクローナル抗体(50 μg/mL)が陰
性対照として、ブロッキング抗β7抗体(50 μg/mL)が陽性対照として用いられた。
【０１９０】
　正常なドナーから採取された末梢血リンパ球は、その後の接着細胞の可視化を可能にす
るためにマウス抗ヒトCD2モノクローナル抗体(DAKO)で標識された。5x105個のPBLを各リ
ンパ節切片へ添加し、接着細胞の脱離を避けるように穏やかにすすぎ落とす前に30 mins
、インキュベートした。その後、切片をアセトン中に再固定し、ビオチン化抗MAdCAMモノ
クローナル抗体(10 μg/mL)と、続いてビオチン化ヤギ抗マウスモノクローナル抗体(CD2
標識PBLおよび非染色MAdCAM+脈管を認識するために)、およびその後、streptABcomplex/H
RP(DAKO)と、再インキュベートした。最後に、MAdCAM+脈管＆CD2標識PBLを、切片へのDAB
基質(DAKO)の添加により可視化したが、茶色の反応生成物が陽性染色の領域を示している
。リンパ球接着は、門脈路、静脈または類洞の50個のMAdCAM-1+脈管へのリンパ球接着の
数を数えることにより定量された。データは、平均値として表されているのだが、その後
、いずれの抗体も存在しない場合におけるPBLの接着を100%として用いて、パーセント接
着に標準化された。データは、n=3の異なるPBLドナーに基づき、かつ異なる肝臓リンパ節
ドナーについて、編集された。ビオチン化精製モノクローナル抗体1.7.2および7.16.6に
ついての代表的なデータは、ブロッキング抗β7抗体対照と比較して図4に描かれている。
【０１９１】
選択アッセイ法：
　VCAMおよびフィブロネクチンは、MAdCAMと近い構造的および配列相同体である。アフィ
ニティー精製された抗MAdCAMモノクローナル抗体は、MAdCAM特異性について、α4β1

+/α

5β1
+ジャーカットT細胞(ATCC)のそれらの同族細胞接着分子への結合を阻害するそれらの

能力を測定することにより、評価された。フィブロネクチン細胞結合断片またはVCAMのダ
ルベッコのPBSにおける4.5 μg/mL溶液の100 μLを96ウェルのBlack Microfluor "B" U底
(Dynex #7805)へ4℃で一晩、吸着させた。コーティングされたプレートをその後、10% BS
A/PBS中で37℃で少なくとも1時間、ブロッキングする前に、反転させて、余分な液体を取
り去った。この時間中、培養されたジャーカットT細胞をトリパンブルー排除を用いて数
え、上のJY細胞について前に記載されているように、Calcein AM色素を添加した。試験さ
れるべき抗体は、PBS中の0.1 mg/mL BSAにおける10 μg/mLの最高濃度から希釈された。
列の最後のウェルは、総結合を測定するために用いられ、それゆえ、PBS中0.1 mg/mL BSA
が用いられた。PBS中に調製されたエチスタチン(Bachem、カタログ番号H-9010)は、α5β

1/フィブロネクチン相互作用をブロックするために100 nMの最高濃度で用いられた。1 μ
g/mLの最高濃度での抗CD106モノクローナル抗体(Clone 51-10C9、BD Pharmingenカタログ
番号555645)がα4β1/VCAM相互作用をブロックするために用いられた。
【０１９２】
　ブロッキング後、プレート内容物をはじき飛ばし、50 μLの抗体/対照を各ウェルへ添
加し、プレートを37℃で20 min、インキュベートした。Calcein添加ジャーカットT細胞を
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濁した。100 μLの細胞をU底プレートの各ウェルへ添加し、プレートを密封し、短時間だ
け遠心分離し(1000 rpm、2 min)、その後、プレートを37℃で45 min、インキュベートし
た。この時間の終わりに、プレートをSkatronプレート洗浄装置で洗浄し、蛍光をWallac 
Victor2 1420 Multilabel Readerを用いて測定した(励起λ485 nm、通常の発光開口で0.1
 sec、上面、プレートの底から8 mm、から発光λ535 nmカウント)。各抗体について、阻
害の程度は、下の表4に絵で表されている(－接着の無視できる阻害、***接着の完全な阻
害)。例示されたすべてのモノクローナル抗体は、強力かつ選択的な抗MAdCAMアンタゴニ
ストであり、MAdCAMに対して、VCAMおよびフィブロネクチンと比較して実質的に100倍よ
り大きい選択性を実証した。
【０１９３】
【表４】

他の細胞接着分子、フィブロネクチンおよびVCAMと比較した、MAdCAMに対する抗MAdCAM抗
体の相対的な選択性
【０１９４】
　以下の寄託番号のハイブリドーマは、CAMR, Porton Down, Salisbury, Wiltshiere SP4
 0JGにおけるEuropean Collection of Cell Cultures(ECACC), H.P.Aに2003年9月9日に寄
託された。
【０１９５】
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【０１９６】
実施例II：
BIAcoreによる、完全ヒト抗MAdCAMモノクローナル抗体の親和性定数(Kd)の測定
　本発明者らは、製造会社のプロトコールに従って、BIAcore 3000装置を用いる表面プラ
ズモン共鳴により精製抗体の親和性測定を行った。
【０１９７】
プロトコール1
　動態解析を行うために、CM5 BIAcoreセンサーチップ上の高密度マウス抗ヒト(IgG2およ
びIgG4)抗体表面が日常的なアミンカップリングを用いて調製された。ハイブリドーマ上
清は、100 μg/mL BSAおよび10 mg/mL カルボキシメチルデキストランを含むHBS-P(10 mM
 HEPES pH 7.4、150 mM NaCl、0.005% Surfactant P20)ランニング緩衝液に、10倍、5倍
、2倍希釈された、または希釈せずに用いられた。各モノクローナル抗体は、モノクロー
ナル抗体ベースラインの安定化のために1 min接触時間および5 min洗浄を用いて別々の表
面上へ捕獲された。MAdCAM-IgG1 Fc(141 nM)融合タンパク質を、その後、表面全体におい
て1分間、注入し、続いて、3 min、解離させた。データは、各表面上に捕獲された抗体の
量について標準化され、BIAcoreにより提供されたBIAevaluationソフトウェア上で利用可
能なベースラインドリフトモデルを用いて、広域適合（global fit）ラングミュア1:1で
評価された。
【０１９８】
プロトコール2
　アフィニティー精製されたモノクローナル抗体は、アミンカップリングを用いて、CM5
バイオセンサーチップのデキストラン層上へ固定化された。チップは、固定化緩衝液とし
てpH 4.5 酢酸緩衝液を用いて調製され、2.5～5.5 kRUのタンパク質密度が達成された。
ランニング緩衝液におけるMAdCAM-IgG1 Fc融合タンパク質の試料は、0.2～55 nMの範囲で
ある濃度で調製された(ランニング緩衝液のみを含む0 nM 溶液は、ゼロ参照として含まれ
た)。試料は、ランダム化され、ランニング緩衝液としてHBS-EP(10 mM HEPES pH 7.4、15
0 mM NaCl、3 mM EDTA、0.005% Surfactant P20)を用いて、4フロー細胞に渡って、それ
ぞれ、3 min、二連で注入された。100 μL/minの流速が、物質輸送制限を最小限にするた
めに用いられた。MAdCAM-IgG1 Fc融合タンパク質の解離は、180 mins、モニターされ、表
面は、25 mM H3PO4(50 μL/min)、10 mM(6.22.2)、20 mM(6.67.1、6.73.2、6.77.1)～25 
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mM(6.34.2)、および45 mM NaOH(6.14.2)の6 sec注入により再生され、データは、BIAeval
uation(v3.1)ソフトウェアパッケージを用いて解析された。
【０１９９】
　表5は、本発明の代表的な抗MAdCAM抗体についての親和性測定を列挙している。
【０２００】
【表５】

表面プラズモン共鳴(BIAcore)による親和性定数、Kd、の測定
【０２０１】
　動態解析は、本発明に従って調製された抗体が、MAdCAMの細胞外ドメインに対して高親
和性および強い結合定数を有することを示している。
【０２０２】
実施例III：
抗MAdCAMモノクローナル抗体のエピトープ選択性および種交差反応性の同定
　抗体は、線状(一次)配列または構造(二次)配列の領域としての抗原上の表面露出エピト
ープを認識する。Luminexエピトープビニング(binning)、BIAcoreビニングおよび種免疫
組織化学的分析が、抗MAdCAM抗体の機能性エピトープ景観を定義するために、合わせて用
いられた。
【０２０３】
Luminexに基づいたエピトープビニング
　MxhlgG2,3,4-結合ビーズ(Calbiochem Ml 1427)を未知の一次抗MAdCAM抗体へカップリン
グさせた。未知の一次抗体希釈液(ハイブリドーマ培地に希釈された0.1 μg/mL)の150 μ
Lを96ウェルの組織培養プレートのウェルへ添加した。ビーズストックを穏やかにボルテ
ックスし、上清において0.5x105ビーズ/mLの濃度へ希釈した。ビーズを上清において、振
盪機上、4℃、暗闇で一晩、インキュベートした。
【０２０４】
　96ウェルマイクロタイターフィルタープレート(Millipore #MABVN1250)の各ウェルを、
200 μL 洗浄緩衝液(0.05% ツイーン20を含むPBS)を加えることによりあらかじめ湿らせ
、吸引により除去した。次に、0.5x105ビーズ/mLストックの50 μL/ウェルをフィルター
プレートへ加え、ウェルを洗浄緩衝液(2x100 μL/ウェル)で洗浄した。ハイブリドーマ培
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覆い、室温で穏やかに振盪させながら、1時間、インキュベートした。ウェルを、100 μL
/ウェル 洗浄緩衝液の添加により2回洗浄し、続いて吸引した。次に、ハイブリドーマ培
地に希釈された未知の二次抗MAdCAM抗体(0.1 μg/mL)の60 μL/ウェルを加えた。プレー
トを室温で暗闇において2時間、振盪させた。次に、ウェルを、100 μL/ウェル 洗浄緩衝
液の添加により2回洗浄し、続いて吸引した。次に、ビオチン化MxhIgG2,3,4(0.5 μg/mL)
の60 μL/ウェルを加えた。プレートを室温で暗闇において1時間、振盪させた。ウェルを
、100 μL/ウェル 洗浄緩衝液の添加により2回洗浄し、続いて吸引した。各ウェルへ、ハ
イブリドーマ培地に希釈された1 μg/mL MxhIgG2,3,4ストレプトアビジン-PE(Pharmacia 
#554061)の60 μLを加えた。プレートを室温で暗闇において20分間、振盪させた。ウェル
を、100 μL/ウェル 洗浄緩衝液の添加により2回洗浄し、続いて吸引した。次に、各ウェ
ルを、80 μL/ウェル ブロッキング緩衝液(0.5% ウシ血清アルブミン、0.1% ツイーンお
よび0.01% チメロサールを含むPBS)に、ビーズを再懸濁させるように入念に上下にピペッ
ティングして、再懸濁させた。
【０２０５】
　Luminex 100およびそれの添付のソフトウェア(Luminex(登録商標) Corporation)を用い
て、プレートをルミネセンス読み取りを決定するように読み取った。試験された様々な抗
MAdCAM抗体について得られたルミネセンスデータに基づいて、抗MAdCAM抗体をそれらの結
合特異性により分類した。試験された抗MAdCAM抗体は、表8に示された、一連のエピトー
プビンに分類される。
【０２０６】
BIAcoreビニング：
　上で記載されたものと類似した方法において、BIAcoreもまた、本発明により例示され
た抗MAdCAM抗体のエピトープ排他性を決定するために用いられた。9つの抗MAdCAM抗体ク
ローン6.22.2、6.34.2、6.67.1、6.77.1、7.20.5、9.8.2、1.7.2、7.26.4、および7.16.6
は、アミンカップリングを用いてCM5バイオセンサーチップの別々のフローセルのデキス
トラン層上へ固定化された。固定化緩衝液は、10 mM 酢酸緩衝液pH 4.5(クローン6.22.2
、6.34.2、7.20.5、9.8.2、1.7.2、7.26.4および7.16.6)かまたは10 mM 酢酸緩衝液pH 5.
5(クローン6.67.1および6.77.1)のいずれかであった。約3750 RUのタンパク質密度がすべ
ての場合において達成された。反応していないN-ヒドロキシスクシンイミドの不活性化は
、1 M 塩酸エタノールアミン、pH 8.5を用いて行われた。
【０２０７】
　MAdCAM-IgG1 Fc融合タンパク質は、HBS-EPランニング緩衝液(0.01 M HEPES pH 7.4、0.
15 M NaCl、3 mM EDTA、0.005% Polysorubate 20)に1.5 μg/mL(約25 nM)の濃度へ希釈さ
れた。それは、その後、5 μL/minの速度で50 μLの容量において、第一フローセルに渡
って注入された。注入が完了した後、第一抗体プローブが、同じフローセルへ添加された
。すべての試験抗体は、HBS-EPにおいて約20 μg/mLの濃度へ希釈され、また、5 μL/min
の流速で50 μLの容量において注入された。試験抗体の結合が観察されなかった場合、次
の試験クローンがすぐ後に注入された。結合が生じた場合、センサー表面は、MAdCAM-IgG

1 Fc融合タンパク質および試験抗体の両方を除去するように再生された。様々な再生溶液
は、固定化抗体および存在する試験抗体に依存して用いられた。用いられる再生条件の概
要は、表6に描かれている。
【０２０８】
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【表６】

BIAcoreエピトープマッピングを行うために用いられた再生条件の概要
(流速は、すべての再生手順中、50 μL/minであった)
【０２０９】
　再生後、MAdCAM-IgG1 Fc融合タンパク質を再び、結合させ、さらなる試験抗体を注入し
た。これらの手順は、クローンのパネル全体が、結合したMAdCAM-IgG1 Fc融合タンパク質
を有する固定化抗体の表面一面に注入されるまで、実行された。異なる固定化抗体および
結合したMAdCAMを含む新しいフローセルは、その後、9つの試験クローンで探索するため
に用いられた。抗MAdCAM抗体1.7.2および1.8.2は、それらの重鎖およびκ軽鎖、それぞれ
、SEQ ID NO:2、4、6、8、の近い一次アミノ酸配列相同性に基づいて、同じMAdCAMエピト
ープを認識することが予想された。従って、1.7.2のみが、BIAcore応答マトリックスを通
して評価された。抗体6.14.2および6.73.2は、この分析から除外されたが、抗MAdCAM抗体
ペアのすべての他の組み合わせは、このように試験された。100 RUの任意レベルが、結合
/非結合の間の閾値として選択され、応答マトリクス(表7)は、結合が観察されたかどうか
に基づいて作成された。
【０２１０】
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【表７】

BIAcoreエピトープビニング応答マトリクス
抗体ペアのすべての組み合わせについての応答マトリクス。-は、抗体プローブの結合な
しを示す、xは、結合が観察されたことを示す(100 RUの選択された閾値レベルより上)。
【０２１１】
　表7におけるマトリクス対角線(斜線を施された灰色)は、同一のプローブペアについて
の結合データを有する。すべての例において、2つのクローン7.16.6および9.8.2を除き、
抗体は自己ブロッキングされた。抗体7.16.6および9.8.2は、交差競合しない。自己ブロ
ッキングの欠如は、モノクローナル抗体のMAdCAM-IgFc上の第二部位への追加の結合を可
能にする、モノクローナル抗体に引き起こされた融合タンパク質における立体構造的変化
のためでありうると思われる。
【０２１２】
　同じ反応性パターンを示すクローンを分類することにより、図表示、図5、に示されて
いるように、少なくとも6つの異なるエピトープビンが生じる。
【０２１３】
　抗MAdCAM抗体が相互作用するMAdCAMエピトープ配列のさらなる正確な同定は、限定され
るわけではないが、スポットされたペプチドライブラリーアレイのウェスタン分析(Reine
ke et al., Curr. Topics in Microbiol. and Immunol 243:23-36 (1999), M. Famulok, 
E-L Winnacker, C-H Wong eds., Springer-Verlag, Berlin)、ファージもしくは細菌フラ
ジェリン/fliC発現ライブラリーディスプレイ、または制限タンパク分解後の結合したタ
ンパク質断片の単純MALDI-TOF分析を含むいくつかの方法のいずれかにより測定されうる
。
【０２１４】
免疫組織化学的アッセイ法：
　回腸(パイエル板)、腸間膜リンパ節、脾臓、胃、十二指腸、空腸および結腸のOCTまた
はショ糖包埋凍結組織検体は、抗MAdCAMモノクローナル抗体についての陽性染色対照とし
て用いられた。ヒト切片をヒトIgG2モノクローナル抗体で染色するために、抗MAdCAMモノ
クローナル抗体のビオチン化誘導体が作製された。10 μmの凍結組織切片は、ポリL-リシ
ンでコーティングされたスライド上で切断され、100% アセトン、4℃(10 min)、その後メ
タノール中3% 過酸化水素(10 min)へ直接的に置かれ、段階の間、PBSで洗浄された。スラ
イドを、PBS中での一次抗体(1:100～1:1000)とのインキュベーション(1 hr)の前にBiotin
 Blocking System(DAKOカタログ番号X0590)でブロッキングし、PBS-ツイーン20(0.05%)で
洗浄し、その後、結合をHRP-ストレプトアビジン(BD Bioscienceカタログ番号550946、30
 min)およびDAB基質(Sigmaカタログ番号D5905)で発色させた。IgG4モノクローナル抗体に
ついて、HRP結合のマウス抗ヒトIgG4(Zymedカタログ番号3840)二次抗体が用いられた。ス
ライドは、マイアーのヘマラムで対比染色され(1 min)、洗浄され、その後、DPXに載せら
れた。



(58) JP 2009-5695 A 2009.1.15

10

20

30

40

50

【０２１５】
　結合親和性は、いくつかの種(マウス、ラット、ウサギ、イヌ、ブタ、カニクイザルお
よびヒト組織)について比較された。免疫組織化学によりラット、ウサギおよびブタ組織
に対する反応性はなく、ELISAにより分析された場合、組換えマウスMAdCAMに対する抗MAd
CAM抗体の交差反応性はなかった。ヒト、カニクイザルおよびイヌ組織についてのデータ
は、表形式、下の表8に示されている。
【０２１６】
【表８】

抗MAdCAM抗体のMAdCAM種オーソログへの交差反応性のパターン
【０２１７】
　特定化された内皮構造およびリンパ組織への抗MAdCAM結合は、そのキーに従って、濃淡
により示されている。Luminexエピトープ分析に基づいたエピトープビンおよびMAdCAM交
差反応性のパターンは、各抗体について示されている。フォント文字における違いにより
示されているように、抗MAdCAM抗体6.14.2、6.22.2、6.34.2、6.67.1、6.73.3および6.77
.1について(イタリック体)のLuminexエピトープビニングデータは、1.7.2、1.8.2、7.16.
6、7.20.5、7.26.4、および9.8.2について(太字)のものとは別の実験由来であった。
【０２１８】
　試験されたすべての抗MAdCAM抗体は、胃腸管の脈管内皮区画上に発現されたヒトMAdCAM
エピトープを認識する能力を有した。1.7.2および1.8.2は別として、試験されたすべての
他の抗MAdCAM抗体は、カニクイザルの胃腸管の脈管内皮区画と特異的に結合することがで
きた。特定の他の抗MAdCAM抗体、すなわち、6.14.2および6.67.1、はまたカニクイザルMA
dCAMに加えて、イヌMAdCAMオーソログを特異的に認識する能力を有した。
【０２１９】
機能活性のあるキメラのカニクイザル/ヒトMAdCAM発現CHO細胞系の作製：
　特定の抗MAdCAM抗体のヒトおよびカニクイザルMAdCAMに対する結合親和性における差が
、この観察についての構造的基盤が構成されうるかどうかを決定させた。
【０２２０】
　マカクMAdCAMについての公開されたアミノ酸配列に基づいて(Shyjan AM, et al., J Im
munol., 156, 2851-7 (1996))、プライマーは、カニクイザルMAdCAMα4β7結合ドメイン
配列をPCR増幅するように設計された。全RNAは、Trizol方法(Invitrogen)を用い、製造会
社の使用説明書に従って、凍結した切除されたカニクイザル腸間膜リンパ節(約200 mg)か



(59) JP 2009-5695 A 2009.1.15

10

20

30

40

50

ら調製された。1～2 μgは、オリゴ-dTプライミングされ、AMV逆転写酵素(Promega)で逆
転写された。ある割合の逆転写産物は、フォワードプライマー

およびリバースプライマー

で1 M GC melt(Clontech)におけるGC-2ポリメラーゼを用いる、62℃のアニール温度でのP
CRにかけられた。適切なサイズのRT-PCR産物が切除され、電気泳動後1% アガロースゲル
から精製され、pCR2.1のEcoRI部位間をTOPO-TAクローニング(Invitrogen)された。挿入断
片は、配列確認された。ヌクレオチドおよび推定の翻訳されたアミノ酸配列は、それぞれ
、SEQ ID NO:49および50に示されている。
【０２２１】
　α4β7結合ドメインについての推定のヒトおよびカニクイザルのMAdCAMアミノ酸配列は
、整列された場合(図3はこの配列アラインメントを提供する)、高程度の配列同一性(90.8
%)を示す。表8により示された抗MAdCAM結合パターンを模倣する機能活性のあるカニクイ
ザルMAdCAM発現細胞系を作製するために、pCR2.1におけるカニクイザルα4β7結合ドメイ
ン配列に対応するSacI断片を、上で記載された、カルボキシル末端のムチン柄および膜貫
通ドメインを含むC末端ヒトMAdCAM pIND-Hygro構築物へ直接的にサブクローニングした。
配列および配向は検証され、その後、KpnI/NotI断片が、CATコード配列を置換して、pEF5
FRTV5GWCATベクター(Invitrogen)へクローニングされ、Flp In CHO細胞(Invitrogen)にお
いて、製造会社の使用説明書に従って、単一の安定に発現させるクローンを作製するよう
にトランスフェクションに用いられた。
【０２２２】
　カニクイザル/ヒトMAdCAMキメラを発現させるCHO細胞への抗MAdCAM抗体クローンの結合
は、フローサイトメトリーにより評価され、抗MAdCAM抗体の機能活性は、上で記載された
もののと非常に類似したJY細胞接着アッセイ法を用いて測定された。抗MAdCAM抗体の結合
および機能活性は、表9に表されている。
【０２２３】
【表９】

一連の抗MAdCAM抗体についての、カニクイザル/ヒトMAdCAM-CHO/JY接着アッセイ法におけ
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る機能活性と、FACSにより測定された場合のヒトおよびカニクイザル/ヒトMAdCAM CHO細
胞結合との間の相関
【０２２４】
　総合すれば、組換え細胞に基づいた結合に関して、免疫組織化学により検出されるよう
な(表8)、ヒトまたはカニクイザルMAdCAMと結合する与えられた抗MAdCAM抗体の能力と、
機能活性(表9)の間に良い相関がある。例えば、抗MAdCAM抗体1.7.2、1.8.2および6.73.2
は、カニクイザル組織およびキメラのカニクイザル/ヒトMAdCAMタンパク質を発現させる
細胞への結合の一貫した欠如を示した。抗MAdCAM抗体1.7.2、1.8.2および6.73.2はまた、
カニクイザル/ヒトMAdCAM/JY接着アッセイ法において機能的なブロッキング活性を検出す
る能力を有しなかった。
【０２２５】
　類似したアプローチは、イヌMAdCAMを認識する抗MAdCAM抗体6.14.2および6.67.1のエピ
トープを限定するために用いられうる。
【０２２６】
実施例IV：
疾患診断方法として、循環可溶性MAdCAMの検出における抗MAdCAMモノクローナル抗体の使
用
　抗MAdCAM抗体は、循環可溶性MAdCAM(sMAdCAM)の検出のために用いられうる。臨床的血
漿、血清試料、または限定されるわけではないが、便、尿、痰のような他の生物流体にお
けるsMAdCAMの検出は、限定されるわけではないが、炎症性腸疾患を含む潜在する疾患に
ついての有用な代理の疾患バイオマーカーである可能性が高い。
【０２２７】
　エピトープビニングデータ(表7および8)に基づいて、抗MAdCAM抗体1.7.2および7.16.6
は、ヒトMAdCAM上の異なるエピトープを認識するように思われる。ELISAプレートを、リ
ン酸緩衝食塩水(PBS)における1.7.2の50 μg/mL 溶液の100 μL/ウェルで4℃で一晩、コ
ーティングした。インキュベーション後、プレートを、10% ミルクを含むPBSブロッキン
グ緩衝液(200 μL/ウェル)で1.5時間、ブロッキングした。インキュベーション後、プレ
ートをPBS(2x100 μL/ウェル)で洗浄し、100 μLの最終容量への、PBS中50 μg/mLの最高
濃度から約5 ng/mLに至るまでのMAdCAM-IgG1 Fc融合タンパク質の段階希釈液を、室温で
の2時間のインキュベーション間、プレートへ添加した。類似したアプローチにおいて、M
AdCAM-IgG1 Fcタンパク質を血漿もしくは血清、または何か他のそのような関連した生物
流体に希釈されて、下記のように、臨床試料において可溶性MAdCAMの発現を測定するため
に用いられうる。陰性対照として、緩衝液のみを、一次抗MAdCAM抗体を含むウェルへ添加
した。この後、プレートをPBS(3x100 μL/ウェル)で洗浄し、その後、プレートをAlexa48
8標識7.16.6(100 μL、5 μg/mL)と暗闇でインキュベートした。Alexa488標識7.16.6は、
市販されているキット（Molecular Probe, A-20181）を用いて製造会社のプロトコールに
従って作製された。
【０２２８】
　プレートを、0.05% ツイーン-20を含むPBSで洗浄し、標識7.16.6の捕獲された可溶性MA
dCAMへの結合を、蛍光を測定することにより(Wallac Victor2 1420 Multilabel Reader、
励起λ485 nm、通常の発光開口で0.1 sec、上面、プレートの底から3 mm、から発光λ535
 nmカウント)、決定された。蛍光を、MAdCAM-IgG1 Fc融合タンパク質の濃度の関数として
プロットする場合(図6)、それは、1.7.2および標識7.16.6が、生物流体または臨床試料に
おいて発現された循環可溶性MAdCAMのレベルを測定する診断的目的のために用いられうる
ことを示している。このサンドイッチELISAアプローチは、1.7.2および7.16.6の使用に限
定されず、表7および図5のデータならびに解釈により概略を示されているように、MAdCAM
上の異なるエピトープを認識する抗MAdCAM抗体の任意の組み合わせである。類似したスト
ラテジーは、記載された他の抗MAdCAM抗体で、異なるパートナー、変異体、標識などを用
いる、免疫組織化学およびウェスタンブロットのような類似したアッセイ法の開発に適用
されうると思われる。
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実施例V：
本発明に従って調製された抗MAdCAMモノクローナル抗体のアミノ酸構造
　以下の考察において、本発明に従って調製された抗MAdCAMモノクローナル抗体に関連し
た構造情報が提供されている。
【０２３０】
　本発明に従って作製されたモノクローナル抗体の構造を分析するために、特定のハイブ
リドーマクローンからの重鎖および軽鎖断片をコードする遺伝子をクローニングした。遺
伝子クローニングおよびシーケンシングは以下のように成し遂げられた。
【０２３１】
　ポリ(A)+ mRNAは、Fast-Trackキット(Invitrogen)を用いて免疫されたXenoMouseマウス
由来の約2x105個のハイブリドーマ細胞から単離された。ランダムにプライミングされたc
DNAの生成後、続いてPCRを行った。ヒトVHもしくはVκファミリー特異的プライマー(Mark
s et al., "Oligonucleotide primers for polymerase chain reaction amplification o
f human immunoglobulin variable genes and design of family-specific oligonucleot
ide probes"; Eur. J. Immunol., 21, 985-991 (1991))、またはユニバーサルヒトVHプラ
イマー、MG-30

は、ヒトCγ2、MG40-d

もしくはCγ4定常領域、MG-40d

またはCκ定常領域(hκP2；Green et al., 1994に前に記載されているような)に特異的な
プライマーと共に用いられた。ハイブリドーマからのヒトモノクローナル抗体由来重鎖お
よびκ鎖転写産物の配列は、上記のプライマーを用いてポリ(A+)RNAから作製されたPCR産
物の直接的シーケンシングにより得られた。PCR産物は、TOPO-TAクローニングキット(Inv
itrogen)を用いてpCR2.1へクローニングされ、両方の鎖は、Prismダイターミネーターシ
ーケンシングキットおよびABI 377シーケンシング装置を用いてシーケンシングされた。
すべての配列は、"V BASE配列ディレクトリ"(Tomlinson, et al., J. Mol. Biol., 227, 
776-798 (1992); Hum. Mol. Genet., 3, 853-860 (1994); EMBO J., 14, 4628-4638 (199
5))へのアラインメントにより解析された。
【０２３２】
　さらに、抗体1.7.2、1.8.2、6.14.2、6.22.2、6.34.2、6.67.1、6.73.2、6.77.1、7.16
.6、7.20.5、7.26.4、9.8.2、6.22.2-mod、6.34.2-mod、6.67.1-mod、6.77.1-modおよび7
.26.4-modのそれぞれは、完全長DNAシーケンシングにかけられた。そのために、全RNAを
、RNeasyキット(Qiagen)を用いて約3～6x106個のハイブリドーマ細胞から単離した。mRNA
をオリゴdTおよびAMVに基づいた逆転写酵素系(Promega)を用いて逆転写した。V BASEは、
表10に描かれているような特定の重鎖およびκ鎖についての、最適なコザック配列および
ATG開始コドン(下線を引いた)を含む5'特異的増幅プライマー、ならびに3'リバースプラ
イマーを設計するために用いられた。
【０２３３】
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抗MAdCAMモノクローナル抗体発現ハイブリドーマからcDNA増幅のためのPCRプライマー対
および抗MAdCAM抗体の改変バージョンの構築に用いられるプライマー
【０２３４】
　プライマー対は、Expand High Fidelity Taqポリメラーゼ(Roche)を用いてcDNAを増幅
するために用いられ、PCR産物は、その後のシーケンシングのためにpCR2.1 TOPO-TA(Invi
trogen)へクローニングされた。重鎖およびκ軽鎖配列を検証されたクローンは、その後
、pEE6.1およびpEE12.1ベクター(LONZA)へ、それぞれ、XbaI/EcoRIおよびHindIII/EcoRI
部位を用いてクローニングされた。
【０２３５】
遺伝子利用分析
　表11は、本発明で概略を述べられた各ハイブリドーマについての重鎖およびκ軽鎖遺伝
子利用を示している。
【０２３６】
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【表１１】

重鎖およびκ軽鎖遺伝子利用
【０２３７】
配列分析
　抗体構造をさらに調べるために、抗体の推定アミノ酸配列を、クローンから得られたcD
NAから得た。
【０２３８】
　配列識別番号(SEQ ID NO:)1～48および51～68は、抗MAdCAM抗体1.7.2(SEQ ID NO:1～4)
、1.8.2(SEQ ID NO:5～8)、6.14.2(SEQ ID NO:9～12)、6.22.2(SEQ ID NO:13～16)、6.34
.2(SEQ ID NO:17～20)、6.67.1(SEQ ID NO:21～24)、6.73.2(SEQ ID NO:25～28)、6.77.1
(SEQ ID NO:29～32)、7.16.6(SEQ ID NO:33～36)、7.20.5(SEQ ID NO:37～40)、7.26.4(S
EQ ID NO:41～44)、9.8.2(SEQ ID NO:45～48)、ならびに改変抗MAdCAM抗体6.22.2-mod(SE
Q ID NO:51～54)、6.34.2-mod(SEQ ID NO:55～58)、6.67.1-mod(SEQ ID NO:59～62)、お
よび6.77.1-mod(SEQ ID NO:63～66)および7.26.4-mod(SEQ ID NO:41～42、67～68)の重鎖
ならびにκ軽鎖のヌクレオチド配列ならびにアミノ酸配列を提供している。クローニング
された各抗MAdCAM抗体配列について、シグナルペプチド配列(または同じものをコードす
る塩基)の配列は、小文字で示され、かつ下線が引かれている。
【０２３９】
　図1A～1Jは、抗体1.7.2、1.8.2、6.14.2、6.22.2、6.34.2、6.67.1、6.73.2、6.77.1、
7.16.6、7.20.5、7.26.4、および9.8.2の推定重鎖アミノ酸配列と、それぞれの生殖系列
遺伝子産物のアミノ酸配列の間の配列アラインメントを提供している。抗体のCDR1、CDR2
およびCDR3配列の位置は、下線が引かれ、発現された配列と対応する生殖系列配列の間の
違いは、太字で示され、生殖系列と比較して発現された配列において付加がある場合、こ
れらは、生殖系列配列において(-)として示されている。
【０２４０】
　図1K～1Tは、抗体1.7.2、1.8.2、6.14.2、6.22.2、6.34.2、6.67.1、6.73.2、6.77.1、
7.16.6、7.20.5、7.26.4、および9.8.2の推定κ軽鎖アミノ酸配列と、それぞれの生殖系
列遺伝子産物のアミノ酸配列の間の配列アラインメントを提供している。抗体のCDR1、CD
R2およびCDR3配列の位置は、下線が引かれ、発現された配列と対応する生殖系列の間の違
いは、太字で示され、生殖系列と比較して発現された配列において付加がある場合、これ
らは、生殖系列配列において(-)として示されている。
【０２４１】
翻訳後修飾：グリコシル化および脱アミドの存在：
　発現された抗MAdCAM抗体配列における、派生する生殖系列配列と比較しての変化の一部
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の効果は、N結合型グリコシル化(Asn-X-Ser/Thr)および/または脱アミド(Asn-Gly)を受け
やすい可能性がありうる残基を導入することである(表12参照)。抗MAdCAM抗体6.22.2、6.
34.2、6.67.1、6.73.2、6.77.1、7.26.4、および9.8.2のκ軽鎖可変ドメインアミノ酸配
列(SEQ ID NO:16、20、24、28、32、44および48)ならびに抗体6.14.2、(SEQ ID NO:10)の
重鎖可変ドメインをコードする核酸配列は、N結合型グリコシル化の存在を予測する。こ
の翻訳後修飾の存在は、モノクローナル抗体6.22.2、6.34.2、6.67.1、6.73.2、6.77.1、
7.26.4、および9.8.2に関して、SDS-PAGEならびにPro-Q(登録商標)Emerald 488 Glycopro
tein(Molecular Probes)染色の組み合わせを用いて調べられた。
【０２４２】
　簡単には、約2 μgの還元された抗MAdCAM抗体を、MOPS緩衝液を用いる4～12% SDS-ポリ
アクリルアミドゲル上へ添加した。電気泳動後、ゲルを、50% MeOH、5% 酢酸中で固定し
、3% 酢酸中で洗浄した。ゲル上のいずれの糖もその後、過ヨウ素酸で酸化し、Pro-Q(登
録商標)Emerald 488 Glycoprotein stain Kit(Molecular Probes)を用いて染色した。最
後の洗浄段階後、糖タンパク質染色を、473 nmの波長に設定された蛍光スキャナを用いて
可視化した。
【０２４３】
　糖タンパク質染色後、ゲルを、SYPRO Rubyタンパク質ゲル染色を用いて総タンパク質に
ついて染色し、473 nmの波長に設定された蛍光スキャナを用いて分析した。抗MAdCAM抗体
6.22.2、6.34.2、6.67.1、6.73.2、6.77.1、7.26.4、および9.8.2のκ軽鎖は、すべて、
グリコシル化の存在について陽性に染色された。さらなる確認として、抗MAdCAM抗体7.26
.4を、トリプシン/キモトリプシンによる消化に曝し、LC-MS/MS分析が、修飾されたトリ
プシンによるペプチドの存在を確認し、κ軽鎖グリコシル化のさらなる確認を与えた。
【０２４４】
　抗MAdCAM抗体、1.7.2、1.8.2、6.22.2および7.20.5、のCDR1領域における特有のAsn-Gl
y配列は、これらの領域を脱アミドに対して感受性にする。中性pHにおける脱アミドは、
負電荷を導入し、またβ-異性化へと導きうり、抗体の性質に影響を与えうる。抗MAdCAM
抗体1.7.2、1.8.2および7.20.5について、脱アミド化Asn-イソアスパラギン酸残基の存在
は、イソアスパラギン酸側鎖をMeOHでトラップした後、質量分光法により評価された。
【０２４５】
　簡単には、抗MAdCAM抗体1.7.2について、トリプシン/Asp-NによるペプチドSSQSLLQSNGY
NYL(SEQ ID NO:69)(1573.7 Da)の状態が、LC-MS/MSによりモニターするために選択された
。抗MAdCAM抗体1.7.2を、10 mM DTTにおいて還元し、5 mM ヨウ化酢酸Naにおいてアルキ
ル化し、その後、トリプシン消化緩衝液(50 mM トリス-HCl、1 mM CaCl2、pH 7.6)へ緩衝
液交換した。その後、抗体を、1:20のプロテアーゼ：タンパク質比においてシーケンシン
ググレード改変トリプシン(sequencing grade modified trypsin)(Promega)と混合した。
タンパク質を、トリプシンにおいて、30℃で15時間、消化し、その結果として生じたペプ
チドを、Ettan LCシステムにおいてC-18 RPCを用いるHPLCにより分離した。33Asn含有ペ
プチド(4032 Da)をカラムから収集し、Asp-N消化緩衝液(50 mM リン酸ナトリウム緩衝液
、pH 8.0)に希釈した。エンドプロテイナーゼAsp-N(Roche)をその後、10:1の適切なペプ
チド：酵素比で添加した。
【０２４６】
　塩化アセチル(100 μL)をメタノールの試料(1 mL、-20℃)へ添加し、混合物を室温まで
温めた。トリプシン＋Asp-N消化物をSpeed-Vacにおいて乾燥させ、その後、5 μLのメタ
ノール/塩化アセチルを添加し(45 min、室温)、その後、再び、Speed-Vacにおいて乾燥さ
せた。結果として生じた残基を0.1% TFAにおいて再構築させ、ペプチドを、最初に、ニト
ロセルロース薄層試料調製方法かまたはC18 Zip Tips(Millipore)を用いる逆相精製かの
いずれかを用いてVoyager-DE STR MALDI-TOF質量分析計上で分析し、続いて、α-シアノ
マトリックスとの液滴混合を行った。メチル化ペプチド混合物もまた、上のように、Deca
 XP Plus Ion Trap質量分析計上でLC-MS/MSを用いて分析した。溶出液を、Ion Trap MS中
へまっすぐ垂直に落とし、ペプチドをその後、MSおよびMS/MSにより分析した。MSは、300
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 Daと2000 Daの間のすべてのイオンを分析するように設定された。どんな特定のスキャン
においても最強イオンが、その後、MS/MS分析にかけられた。
【０２４７】
【表１２】

抗MAdCAM抗体の翻訳後修飾
【０２４８】
突然変異誘発研究：
　本発明において例示された抗MAdCAM抗体の一次アミノ酸配列は、翻訳後修飾(例えば、
グリコシル化、脱アミド)の可能性のある部位を除去するため、またはアイソタイプバッ
クグラウンドを変化させるため、または治療的利用を向上させうる他の変化を操作するた
めに、部位特異的突然変異誘発により改変されうる。例として、PCRが、抗MAdCAM抗体6.2
2.2、6.34.2、6.67.1、6.77.1、および7.26.4への変化を操作するため、特定のフレーム
ワーク配列を生殖系列へ復帰させるため、可能性のあるグリコシル化部位を除去するため
、および/またはヒトIgG2のアイソタイプバックグラウンドを変化させるために、用いら
れた。重鎖ヌクレオチドSEQ ID NO:13、17、21および29、ならびにκ軽鎖ヌクレオチドSE
Q ID NO:15、19、23、31および43に対応するpCR2.1 TOPO-TAクローニングされたcDNA(100
 ng)は、重複-伸長および表10に記載されたプライマーセットのパネルを用いる一連のPCR
における鋳型として用いられた。
【０２４９】
6.22.2重鎖：
　PCRプライマーセット6.22.2_VH_F1および6.22.2VH_CS*(1)ならびにVH3-33および6.22.2
_VH_R1(2)が、Expand Taqポリメラーゼおよびヌクレオチド配列SEQ ID NO:13により表さ
れたpCR2.1 TOPO-TA cDNA鋳型(100 ng)を用いて、別々のPCR産物(1)および(2)を作製する
ために用いられた。産物(1)および(2)は、精製され、VH3-33およびVK6.22.2_CS*プライマ
ーと共に第三PCR段階において組み合わされ(それぞれ、約50 ng)、改変された6.22.2重鎖
V-ドメインを生じた。この改変されたバージョンは、FR1にHis/Phe突然変異を含み、対応
するヒトIgG2定常ドメインを含む、pEE6.1CHと名付けられた、pEE6.1由来ベクターへイン
フレームでのクローニングを可能にするXbaI制限部位を導入する。最終PCR断片を、pEE6.
1CHのXbaI部位へクローニングし、配向についてチェックし、挿入断片を全配列検証した
。改変6.22.2重鎖についてのヌクレオチド配列は、SEQ ID NO:51に、対応するアミノ酸配
列は、SEQ ID NO:52に見出される。親と比較してのヌクレオチドおよびアミノ酸配列にお
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ける変化が示されている。
【０２５０】
6.22.2κ軽鎖：
　PCRプライマーセット6.22.2_VK_F1およびrevκ(1)、ならびにA26および6.22.2_VK_R1(2
)は、Expand Taqポリメラーゼ、およびヌクレオチド配列SEQ ID NO:15により表されたpCR
2.1 TOPO-TA cDNA鋳型(100 ng)を用いて別々のPCR産物(1)および(2)を作製するために用
いられた。産物(1)および(2)は、精製され、A26およびrevκプライマーと共に第三PCR段
階において組み合わされ(それぞれ、約50 ng)、改変された6.22.2κ軽鎖V-ドメインを生
じた。この改変されたバージョンは、FR3配列へのAsn/AspおよびGly/Serの変化を含む。
結果として生じたPCR産物を、HindIII/EcoR1部位を用いてpEE12.1へクローニングし、完
全に配列検証した。改変6.22.2κ軽鎖についてのヌクレオチド配列は、SEQ ID NO:53に、
対応するアミノ酸配列は、SEQ ID NO:54に見出される。親と比較してのヌクレオチドおよ
びアミノ酸配列における変化が示されている。
【０２５１】
6.34.2重鎖：
　PCRプライマーセット6.34.2_VH_F1および6.22.2VH_CS*(1)ならびにVH3-30および6.34.2
_VH_R1(2)が、Expand Taqポリメラーゼおよびヌクレオチド配列SEQ ID NO:17により表さ
れたpCR2.1 TOPO-TA cDNA鋳型(100 ng)を用いて、別々のPCR産物(1)および(2)を作製する
ために用いられた。産物(1)および(2)は、精製され、VH3-30およびVK6.22.2_CS*プライマ
ーと共に第三PCR段階において組み合わされ(それぞれ、約50 ng)、改変された6.34.2重鎖
V-ドメインを生じた。この改変されたバージョンは、FR3にSer/Arg突然変異を含み、対応
するヒトIgG2定常ドメインを含む、pEE6.1CHと名付けられた、pEE6.1由来ベクターへイン
フレームでのクローニングを可能にするXbaI制限部位を導入する。最終PCR断片を、pEE6.
1CHのXbaI部位へクローニングし、配向についてチェックし、挿入断片を全配列検証した
。改変6.34.2重鎖についてのヌクレオチド配列は、SEQ ID NO:55に、対応するアミノ酸配
列は、SEQ ID NO:56に見出される。親と比較してのヌクレオチドおよびアミノ酸配列にお
ける変化が示されている。
【０２５２】
6.34.2κ軽鎖：
　PCRプライマーセットO12および6.34.2_VK_R1(1)、6.34.2_VK_F1および6.34.2_VK_R2(2)
、加えて6.34.2_VK_F2およびrevκ(3)は、Expand Taqポリメラーゼ、およびヌクレオチド
配列SEQ ID NO:19により表されたpCR2.1 TOPO-TA cDNA鋳型(100 ng)を用いて別々のPCR産
物(1)、(2)および(3)を作製するために用いられた。産物(1)、(2)および(3)は、精製され
、(1)および(2)は、O12および6.34.2_VK_R2プライマーと共に第三PCR段階において組み合
わされ(それぞれ、約50 ng)、PCR産物(4)を生じた。PCR産物(2)および(3)は、6.34.2_VK_
F1およびrevκと共に第四PCR段階において組み合わされ(それぞれ、約50 ng)、PCR産物(5
)を生じた。PCR産物(4)および(5)は、精製され、プライマーO12およびrevκでいっしょに
組み合わされ(それぞれ、約50 ng)、改変された6.34.2κ軽鎖V-ドメインを生じた。この
改変されたバージョンは、CDR1におけるAsn/Ser変化、FR2におけるPhe/Tyr変化、ならび
にFR3配列へのArg-Thr/Ser-Ser、Asp/GluおよびSer/Tyr変化を含む。結果として生じたPC
R産物を、HindIII/EcoR1部位を用いてpEE12.1へクローニングし、完全に配列検証した。
改変6.34.2κ軽鎖についてのヌクレオチド配列は、SEQ ID NO:57に、対応するアミノ酸配
列は、SEQ ID NO:58に見出される。親と比較してのヌクレオチドおよびアミノ酸配列にお
ける変化が示されている。
【０２５３】
6.67.1重鎖：
　PCRプライマーセット6.67.1_VH_F1および6.67.1VH_CS*(1)ならびにVH4-4および6.67.1_
VH_R1(2)が、Expand Taqポリメラーゼおよびヌクレオチド配列SEQ ID NO:21により表され
たpCR2.1 TOPO-TA cDNA鋳型(100 ng)を用いて、別々のPCR産物(1)および(2)を作製するた
めに用いられた。産物(1)および(2)は、精製され、VH4-4およびVK6.67.1_CS*プライマー
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と共に第三PCR段階において組み合わされ(それぞれ、約50 ng)、改変された6.67.1重鎖V-
ドメインを生じた。この改変されたバージョンは、FR3にIle-Leu-Ala/Met-Ser-Val変換を
含み、対応するヒトIgG2定常ドメインを含む、pEE6.1CHと名付けられた、pEE6.1由来ベク
ターへインフレームでのクローニングを可能にするXbaI制限部位を導入する。最終PCR断
片を、pEE6.1CHのXbaI部位へクローニングし、配向についてチェックし、挿入断片を全配
列検証した。改変6.67.1重鎖についてのヌクレオチド配列は、SEQ ID NO:59に、対応する
アミノ酸配列は、SEQ ID NO:60に見出される。親と比較してのヌクレオチドおよびアミノ
酸配列における変化が示されている。
【０２５４】
6.67.1κ軽鎖：
　PCRプライマーセット6.67.1_VK_F1およびrevκ(1)、ならびにB3および6.67.1_VK_R1(2)
は、Expand Taqポリメラーゼ、およびヌクレオチド配列SEQ ID NO:23により表されたpCR2
.1 TOPO-TA cDNA鋳型(100 ng)を用いて別々のPCR産物(1)および(2)を作製するために用い
られた。産物(1)および(2)は、精製され、B3およびrevκプライマーと共に第三PCR段階に
おいて組み合わされ(それぞれ、約50 ng)、改変された6.67.1κ軽鎖V-ドメインを生じた
。この改変されたバージョンは、CDR1におけるThr/Asn変化、およびFR2におけるArg/Gly
変化を含む。結果として生じたPCR産物を、HindIII/EcoR1部位を用いてpEE12.1へクロー
ニングし、完全に配列検証した。改変6.67.1κ軽鎖についてのヌクレオチド配列は、SEQ 
ID NO:61に、対応するアミノ酸配列は、SEQ ID NO:62に見出される。親と比較してのヌク
レオチドおよびアミノ酸配列における変化が示されている。
【０２５５】
6.77.1重鎖：
　PCRプライマーセットVH3-21および6.22.2VH_CS*が、Expand Taqポリメラーゼおよびヌ
クレオチド配列SEQ ID NO:29により表されたpCR2.1 TOPO-TA cDNA鋳型(100 ng)を用いて
、単一のPCR産物を作製するために用いられた。PCR産物を、XbaIで消化し、ゲル精製し、
pEE6.1CHのXbaI部位へクローニングして、配向をチェックした。挿入断片は、完全に配列
検証された。改変6.77.1重鎖についてのヌクレオチド配列は、SEQ ID NO:63に、対応する
アミノ酸配列は、SEQ ID NO:64に見出される。親と比較してのヌクレオチドおよびアミノ
酸配列における変化が示されている。
【０２５６】
6.77.1κ軽鎖：
　PCRプライマーセットA2および6.77.1_VK_R1(1)、6.77.1_VK_VK_F1および6.77.1_R2(2)
、加えて6.77.1_VK_F2およびrevκ(3)は、Expand Taqポリメラーゼ、およびヌクレオチド
配列SEQ ID NO:31により表されたpCR2.1 TOPO-TA cDNA鋳型(100 ng)を用いて別々のPCR産
物(1)、(2)および(3)を作製するために用いられた。産物(1)、(2)および(3)は、精製され
、(1)および(2)は、A2および6.77.1_VK_R2プライマーと共に第三PCR段階において組み合
わされ(それぞれ、約50 ng)、PCR産物(4)を生じた。PCR産物(2)および(3)は、6.77.1_VK_
F1およびrevκプライマーと共に第四PCR段階において組み合わされ(それぞれ、約50 ng)
、PCR産物(5)を生じた。PCR産物(4)および(5)は、精製され、プライマーA2およびJK2でい
っしょに組み合わされ(それぞれ、約50 ng)、改変された6.77.1κ軽鎖V-ドメインを生じ
た。この改変されたバージョンは、CDR1におけるAsn/Lys変化、FR3におけるSer/Tyr変化
、およびCDR3配列におけるCys/Ser残基変化を含む。結果として生じたPCR産物を、HindII
I/EcoR1部位を用いてpEE12.1へクローニングし、完全に配列検証した。改変6.77.1κ軽鎖
についてのヌクレオチド配列は、SEQ ID NO:65に、対応するアミノ酸配列は、SEQ ID NO:
66に見出される。親と比較してのヌクレオチドおよびアミノ酸配列における変化が示され
ている。
【０２５７】
7.26.4κ軽鎖：
　PCRプライマーセット7.26.4_VK_F1およびrevκ(1)、ならびにA2および7.26.4_VK_R1(2)
は、Expand Taqポリメラーゼ、およびヌクレオチド配列SEQ ID NO:43により表されたpCR2
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.1 TOPO-TA cDNA鋳型(100 ng)を用いて別々のPCR産物(1)および(2)を作製するために用い
られた。産物(1)および(2)は、精製され、A2およびrevκプライマーと共に第三PCR段階に
おいて組み合わされ(それぞれ、約50 ng)、改変された7.26.4κ軽鎖V-ドメインを生じた
。この改変されたバージョンは、CDR1におけるAsn/Ser変化を含む。結果として生じたPCR
産物を、HindIII/EcoR1部位を用いてpEE12.1へクローニングし、完全に配列検証した。改
変7.26.4κ軽鎖についてのヌクレオチド配列は、SEQ ID NO:67に、対応するアミノ酸配列
は、SEQ ID NO:68に見出される。親と比較してのヌクレオチドおよびアミノ酸配列におけ
る変化が示されている。
【０２５８】
　6.22.2-mod、6.34.2-mod、6.67.1-mod、6.77.1-modおよび7.26.4-modと呼ばれ、かつそ
れぞれ、重鎖ヌクレオチド配列SEQ ID NO:51、55、59、63、および41、ならびに対応する
アミノ酸配列SEQ ID NO:52、56、60、64および42、加えてκ軽鎖ヌクレオチド配列SEQ ID
 NO:53、57、61、65および67、ならびに対応するアミノ酸配列SEQ ID NO:54、58、62、66
および68を表している、6.22.2、6.34.2、6.67.1、6.77.1および7.26.4の改変バージョン
のそれぞれのための機能性真核生物発現ベクターは以下のように構築された。6.22.2-mod
、6.34.2-mod、6.67.1-mod、および6.77.1-modに対応する重鎖cDNA挿入断片は、NotI/Sal
IでpEE6.1CHベクターから切除され、7.26.4の重鎖の親バージョンは、NotI/SalIでpEE6.1
ベクターから切除され、精製された断片は、κ軽鎖配列の改変バージョン6.22.2-mod、6.
34.2-mod、6.67.1-mod、6.77.1-modおよび7.26.4-modを含む対応するpEE12.1ベクターへ
同一部位へクローニングされた。ベクターの配列は確認され、精製された量が、HEK 293T
細胞での一過性トランスフェクションに用いられた。簡単には、トランスフェクションの
前日にT165フラスコに播種され、Optimemへ洗浄された9x106個のHEK 293T細胞を、Lipofe
ctamine PLUS(Invitrogen)を用いて製造会社の使用説明書に従い、6.22.2-mod、6.34.2-m
od、6.67.1-mod、6.77.1-modおよび7.26.4-modに対応するベクターcDNA(40 μg)で一過性
にトランスフェクションした。細胞を3 hrs、インキュベートし、その後、トランスフェ
クション培地を10% 超低IgGウシ胎児血清(Invitrogen 16250-078)およびL-グルタミン(50
 mL)を含むDMEM(Invitrogen 21969-035)培地と交換した。5日後、培地上清を収集し、濾
過殺菌し、抗MAdCAM抗体を、上に記載されたものと類似した方法で、プロテインGセファ
ロースアフィニティークロマトグラフィーを用いて精製した。回収された抗体の量(20～1
00 μg)は、ブラッドフォードアッセイ法により定量された。
【０２５９】
　6.22.2-mod、6.34.2-mod、6.67.1-mod、6.77.1-modおよび7.26.4-modに対応するアフィ
ニティー精製された抗体の抗MAdCAm活性は、前に記載されているように、MAdCAM-IgG1 Fc
融合体アッセイ法において評価された。これらの抗MAdCAM抗体の、それらが由来する親の
抗MAdCAM抗体と比較した、IC50が表13に示されている。改変された抗MAdCAM抗体の、それ
らの親と比較した、活性への上記のアミノ酸置換の極小の効果があった。抗体はまた、組
換えヒトMAdCAMまたはカニクイザル/ヒトMAdCAMキメラを発現させるCHO細胞へのそれらの
結合を維持した。
【０２６０】
【表１３】
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抗MAdCAM抗体の改変バージョン、6.22.2-mod、6.34.2-mod、6.67.1-mod、6.77.1-modおよ
び7.26.4-modのそれらの親と比較した活性
【０２６１】
実施例VI
抗MAdCAM抗体をブロックすることによる末梢循環におけるβ7

+リンパ球における増加
　抗MAdCAM抗体の機構的効果およびそれの血液中の循環レベルを同定かつ相関させるため
にアッセイ法が開発された。阻害性抗MAdCAM抗体は、α4β7インテグリンを発現させる白
血球の胃腸管への補充を阻害する効果を生じるはずである。α4β7インテグリンを有する
白血球のクラスは、それゆえに、末梢循環に制限されるはずである。
【０２６２】
　これは、カニクイザルにおいて、完全ヒト抗ヒトMAdCAMモノクローナル抗体7.16.6で実
証された。
【０２６３】
　精製された抗ヒトMAdCAMモノクローナル抗体7.16.6(1 mg/kg)または媒体(pH 5.5におけ
る、20 mM 酢酸Na、0.2 mg/mL ポリソルベート80、45 mg/mL マンニトール、および0.02 
mg/mL EDTA)を、カニクイザルの2群(n=4/群)への伏在静脈を介しての静脈内投与により類
似した方法で評価した。投薬後3日目において、血液試料を大腿静脈穿刺によりEDTAチュ
ーブに収集した。カニクイザルα4β7インテグリンと交差反応するLPAM特異的抗体は市販
されておらず、それゆえ、抗β7抗体(α4β7およびαEβ7インテグリンを認識する)を代
わりに用いた。以下の表、表15、による抗体(30 μL)をカニクイザル血液の100 μLを含
むチューブへ添加し、穏やかなボルテックスにより混合し、4℃で20～30 mins、インキュ
ベートした。
【０２６４】
【表１５】

カニクイザル血液の免疫表現型検査に用いられる抗体(BD Pharmingen)
【０２６５】
　各チューブへ、1:10 FACSlyse溶液(BD #349202)の1 mLを添加し、穏やかなボルテック
スにより混合し、赤血球溶解が完了するまで暗闇において室温で約12分間、インキュベー
トした。その後、2 mLのBD染色緩衝液(#554656)を各チューブへ添加し、混合し、室温で6
～7 mins、250 x gで遠心分離した。上清をデカントし、ペレットを3 mLの染色緩衝液に
再懸濁し、再び混合し、室温で6～7 mins、250 x gで遠心分離した。w/v パラホルムアル
デヒド(100 μL)を含むCytofix緩衝液(BD #554655)をサル末梢血由来の細胞ペレットへ添
加し、低/中速度のボルテックサーにより入念に混合した。試料は、それらがFACSCalibur
上に捕捉されるまで、暗闇において4℃で保存された。捕捉直前に、PBS(100 μL)を捕捉
直前のすべてのチューブへ添加した。CD4+β7

+CD95loCD28+(ナイーブ)、CD4+β7
+CD95hiC

D28+(セントラルメモリー)、CD4+β7-CD95hiCD28+(セントラルメモリー)、CD4+β7
+CD95h

iCD28-(エフェクターメモリー)の絶対的細胞数は、適切なゲーティングおよび4象限解析
により取得された。他のT細胞サブセット、例えば、CD8+Tセントラルメモリー細胞(β7

+C
D8+CD28+CD95+)、およびMAdCAMリガンドを有する任意の他の白血球もまた、適切な抗体で
この方法により分析されうる。媒体対照と比較して、抗MAdCAMモノクローナル抗体7.16.6
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ベルにおいて約3倍の増加を引き起こした。循環CD4+β7-CD95hiCD28

+セントラルメモリー
T細胞の集団上への影響はなく、抗MAdCAMモノクローナル抗体7.16.6の効果は、腸管ホー
ミングT細胞に特異的であることを示している。カニクイザルにおける抗MAdCAMモノクロ
ーナル抗体7.16.6の循環(α4)β7

+リンパ球の集団への効果は、これが、特に臨床設定に
おける実際の適用に関して、機構バイオマーカーの頑強な代理証拠であることを示してい
る。
【０２６６】
配列
　SEQ ID NO:1～48および51～68は、12個のヒト抗MAdCAM抗体についての重鎖およびκ軽
鎖のヌクレオチドおよびアミノ酸配列、カニクイザルMAdCAMα4β7結合ドメイン配列のヌ
クレオチドおよびアミノ酸配列、ならびに5個の改変ヒト抗MAdCAM抗体のヌクレオチドお
よびアミノ酸配列を提供する。
【０２６７】
　SEQ ID NO:1～48は、12個のヒトモノクローナル抗MAdCAM抗体：1.7.2(SEQ ID NO:1～4)
、1.8.2(SEQ ID NO:5～8)、6.14.2(SEQ ID NO:9～12)、6.22.2(SEQ ID NO:13～16)、6.34
.2(SEQ ID NO:17～20)、6.67.1(SEQ ID NO:21～24)、6.73.2(SEQ ID NO:25～28)、6.77.1
(SEQ ID NO:29～32)、7.16.6(SEQ ID NO:33～36)、7.20.5(SEQ ID NO:37～40)、7.26.4(S
EQ ID NO:41～44)、および9.8.2(SEQ ID NO:45～48)の重鎖およびκ軽鎖のヌクレオチド
ならびにアミノ酸配列を提供する。
【０２６８】
　SEQ ID NO:49～50は、カニクイザルMAdCAMα4β7結合ドメインのヌクレオチドおよびア
ミノ酸配列を提供する。
【０２６９】
　SEQ ID NO:51～68は、改変されたモノクローナル抗MAdCAM抗体：6.22.2(SEQ ID NO:51
～54)、改変6.34.2(SEQ ID NO:55～58)、改変6.67.1(SEQ ID NO:59～62)、改変6.77.1(SE
Q ID NO:63～66)についての重鎖およびκ軽鎖のヌクレオチドおよびアミノ酸配列、なら
びに改変されたモノクローナル抗MAdCAM抗体：改変7.26.4(SEQ ID NO:67～68)についての
κ軽鎖ヌクレオチドおよびアミノ酸配列を提供する。SEQ ID NO:70～106および108～110
は、様々なプライマー配列を提供する。
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【図面の簡単な説明】
【０２７０】
【図１－１】12個のヒト抗MAdCAMモノクローナル抗体の重鎖およびκ軽鎖可変領域の推定
アミノ酸配列の、対応するヒト遺伝子の生殖系列アミノ酸配列とのアラインメントである
。図1Aは、抗体1.7.2および1.8.2についての重鎖の推定アミノ酸配列の、生殖系列ヒトVH
3-15遺伝子産物とのアラインメントを示す。図1Bは、抗体6.14.2についての重鎖の推定ア
ミノ酸配列の、生殖系列ヒトVH3-23遺伝子産物とのアラインメントを示す。図1Cは、抗体
6.22.2についての重鎖の推定アミノ酸配列の、生殖系列ヒトVH3-33遺伝子産物とのアライ
ンメントを示す。図1Dは、抗体6.34.2についての重鎖の推定アミノ酸配列の、生殖系列ヒ
トVH3-30遺伝子産物とのアラインメントを示す。図1Eは、抗体6.67.1についての重鎖の推
定アミノ酸配列の、生殖系列ヒトVH4-4遺伝子産物とのアラインメントを示す。図1Fは、
抗体6.73.2についての重鎖の推定アミノ酸配列の、生殖系列ヒトVH3-23遺伝子産物とのア
ラインメントを示す。図1Gは、抗体6.77.1についての重鎖の推定アミノ酸配列の、生殖系
列ヒトVH3-21遺伝子産物とのアラインメントを示す。図1Hは、抗体7.16.6および7.26.4に
ついての重鎖の推定アミノ酸配列の、生殖系列ヒトVH1-18遺伝子産物とのアラインメント
を示す。図1Iは、抗体7.20.5についての重鎖の推定アミノ酸配列の、生殖系列ヒトVH4-4
遺伝子産物とのアラインメントを示す。図1Jは、抗体9.8.2についての重鎖の推定アミノ
酸配列の、生殖系列ヒトVH3-33遺伝子産物とのアラインメントを示す。図1Kは、抗体1.7.
2および1.8.2についてのκ軽鎖の推定アミノ酸配列の、生殖系列ヒトA3遺伝子産物とのア
ラインメントを示す。図1Lは、抗体6.14.2についてのκ軽鎖の推定アミノ酸配列の、生殖
系列ヒトO12遺伝子産物とのアラインメントを示す。図1Mは、抗体6.22.2についてのκ軽
鎖の推定アミノ酸配列の、生殖系列ヒトA26遺伝子産物とのアラインメントを示す。図1N
は、抗体6.34.2についてのκ軽鎖の推定アミノ酸配列の、生殖系列ヒトO12遺伝子産物と
のアラインメントを示す。図1Oは、抗体6.67.1についてのκ軽鎖の推定アミノ酸配列の、
生殖系列ヒトB3遺伝子産物とのアラインメントを示す。図1Pは、抗体6.73.2についてのκ
軽鎖の推定アミノ酸配列の、生殖系列ヒトO12遺伝子産物とのアラインメントを示す。図1
Qは、抗体6.77.1についてのκ軽鎖の推定アミノ酸配列の、生殖系列ヒトA2遺伝子産物と
のアラインメントを示す。図1Rは、抗体7.16.6および7.26.4についてのκ軽鎖の推定アミ
ノ酸配列の、生殖系列ヒトA2遺伝子産物とのアラインメントを示す。図1Sは、抗体7.20.5
についてのκ軽鎖の推定アミノ酸配列の、生殖系列ヒトA3遺伝子産物とのアラインメント
を示す。図1Tは、抗体9.8.2についてのκ軽鎖の推定アミノ酸配列の、生殖系列ヒトO18遺
伝子産物とのアラインメントを示す。
【図１－２】12個のヒト抗MAdCAMモノクローナル抗体の重鎖およびκ軽鎖可変領域の推定
アミノ酸配列の、対応するヒト遺伝子の生殖系列アミノ酸配列とのアラインメントである
。図1Aは、抗体1.7.2および1.8.2についての重鎖の推定アミノ酸配列の、生殖系列ヒトVH
3-15遺伝子産物とのアラインメントを示す。図1Bは、抗体6.14.2についての重鎖の推定ア
ミノ酸配列の、生殖系列ヒトVH3-23遺伝子産物とのアラインメントを示す。図1Cは、抗体
6.22.2についての重鎖の推定アミノ酸配列の、生殖系列ヒトVH3-33遺伝子産物とのアライ
ンメントを示す。図1Dは、抗体6.34.2についての重鎖の推定アミノ酸配列の、生殖系列ヒ
トVH3-30遺伝子産物とのアラインメントを示す。図1Eは、抗体6.67.1についての重鎖の推
定アミノ酸配列の、生殖系列ヒトVH4-4遺伝子産物とのアラインメントを示す。図1Fは、
抗体6.73.2についての重鎖の推定アミノ酸配列の、生殖系列ヒトVH3-23遺伝子産物とのア
ラインメントを示す。図1Gは、抗体6.77.1についての重鎖の推定アミノ酸配列の、生殖系
列ヒトVH3-21遺伝子産物とのアラインメントを示す。図1Hは、抗体7.16.6および7.26.4に
ついての重鎖の推定アミノ酸配列の、生殖系列ヒトVH1-18遺伝子産物とのアラインメント
を示す。図1Iは、抗体7.20.5についての重鎖の推定アミノ酸配列の、生殖系列ヒトVH4-4
遺伝子産物とのアラインメントを示す。図1Jは、抗体9.8.2についての重鎖の推定アミノ
酸配列の、生殖系列ヒトVH3-33遺伝子産物とのアラインメントを示す。図1Kは、抗体1.7.
2および1.8.2についてのκ軽鎖の推定アミノ酸配列の、生殖系列ヒトA3遺伝子産物とのア
ラインメントを示す。図1Lは、抗体6.14.2についてのκ軽鎖の推定アミノ酸配列の、生殖
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系列ヒトO12遺伝子産物とのアラインメントを示す。図1Mは、抗体6.22.2についてのκ軽
鎖の推定アミノ酸配列の、生殖系列ヒトA26遺伝子産物とのアラインメントを示す。図1N
は、抗体6.34.2についてのκ軽鎖の推定アミノ酸配列の、生殖系列ヒトO12遺伝子産物と
のアラインメントを示す。図1Oは、抗体6.67.1についてのκ軽鎖の推定アミノ酸配列の、
生殖系列ヒトB3遺伝子産物とのアラインメントを示す。図1Pは、抗体6.73.2についてのκ
軽鎖の推定アミノ酸配列の、生殖系列ヒトO12遺伝子産物とのアラインメントを示す。図1
Qは、抗体6.77.1についてのκ軽鎖の推定アミノ酸配列の、生殖系列ヒトA2遺伝子産物と
のアラインメントを示す。図1Rは、抗体7.16.6および7.26.4についてのκ軽鎖の推定アミ
ノ酸配列の、生殖系列ヒトA2遺伝子産物とのアラインメントを示す。図1Sは、抗体7.20.5
についてのκ軽鎖の推定アミノ酸配列の、生殖系列ヒトA3遺伝子産物とのアラインメント
を示す。図1Tは、抗体9.8.2についてのκ軽鎖の推定アミノ酸配列の、生殖系列ヒトO18遺
伝子産物とのアラインメントを示す。
【図２Ａ】ヒト抗MAdCAM抗体の推定重鎖およびκ軽鎖アミノ酸配列のCLUSTALアラインメ
ントである。図2Aは、抗MAdCAM抗体κ軽鎖間の類似性の程度を示す、推定κ軽鎖アミノ酸
配列のCLUSTALアラインメントおよび放射状樹である。図2Bは、抗MAdCAM抗体重鎖間の類
似性の程度を示す、推定重鎖アミノ酸配列のCLUSTALアラインメントおよび放射状樹であ
る。
【図２Ｂ】ヒト抗MAdCAM抗体の推定重鎖およびκ軽鎖アミノ酸配列のCLUSTALアラインメ
ントである。図2Aは、抗MAdCAM抗体κ軽鎖間の類似性の程度を示す、推定κ軽鎖アミノ酸
配列のCLUSTALアラインメントおよび放射状樹である。図2Bは、抗MAdCAM抗体重鎖間の類
似性の程度を示す、推定重鎖アミノ酸配列のCLUSTALアラインメントおよび放射状樹であ
る。
【図３】α4β7結合ドメインを形成するカニクイザルおよびヒトMAdCAMの2つのN末端ドメ
インのアミノ酸配列CLUSTALアラインメントである。β鎖は、Tan et al., Structure (19
98) 6:793-801により整列されている。
【図４】MAdCAMを発現させている凍結ヒト肝臓内皮の切片へのヒト末梢血リンパ球の接着
への、精製されたビオチン化1.7.2および7.16.6の用量効果を表すグラフである。
【図５】抗MAdCAM抗体、1.7.2、6.22.2、6.34.2、6.67.1、6.77.1、7.16.6、7.20.5、7.2
6.4、9.8.2、が結合するMAdCAMエピトープの多様性の表7に記録されたデータに基づく2次
元グラフ表示を示す。同じ円内の抗MAdCAM抗体は、同じ反応性パターンを示す、同じエピ
トープビンに属する、およびMAdCAM上の同じエピトープを認識する可能性が高い。重複し
ている円内の抗MAdCAM抗体クローンは、同時に結合することができない、かつ、それゆえ
に、MAdCAM上の重複するエピトープを認識する可能性が高い。統合されていない円は、明
確な空間的エピトープの分離をもつ抗MAdCAM抗体を表す。
【図６】抗MAdCAM抗体1.7.2およびアレクサ488標識7.16.6に関するサンドイッチELISAデ
ータを示し、MAdCAM上の異なるエピトープを検出することができる2つの抗体が、診断目
的として可溶性MAdCAMを検出するために用いられうることを示している。
【図７】カニクイザルモデルにおいて抗MAdCAMモノクローナル抗体7.16.6を用いて、対照
IgG2aモノクローナル抗体または媒体に対して倍増加として表されている、循環末梢α4β

7
+リンパ球の数への阻害性抗MAdCAM抗体(1 mg/kg)の効果を示す。
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【図１－１】 【図１－２】

【図２Ａ】 【図２Ｂ】
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【図３】

【図４】

【図５】

【図６】

【図７】
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【配列表】
2009005695000001.app
【手続補正書】
【提出日】平成20年7月4日(2008.7.4)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　粘膜アドレシン細胞接着分子(MAdCAM)へ特異的に結合するヒトモノクローナル抗体また
はその抗原結合部分。
【請求項２】
　以下の性質の少なくとも1つを有する、請求項1記載のヒトモノクローナル抗体または抗
原結合部分：
(a)ヒト細胞に結合する性質；
(b)VCAMまたはフィブロネクチンと比較した少なくとも100倍のMAdCAMに対する選択性をも
つ性質；
(c)3x10-10 Mまたはそれ以下のKdでヒトMAdCAMに結合する性質；または
(d)α4β7発現細胞のヒトMAdCAMへの結合を阻害する性質；
(e)胃腸リンパ組織へのリンパ球の補充を阻害する性質。
【請求項３】
　3x10-10 Mまたはそれ以下のKdでヒトMAdCAMと結合し、かつヒトMAdCAMへのα4β7の結
合を阻害する、請求項2記載のヒトモノクローナル抗体または抗原結合部分。
【請求項４】
　ハイブリドーマが1.7.2(ECACCアクセッション番号03090901)、1.8.2(ECACCアクセッシ
ョン番号03090902)、6.14.2(ECACCアクセッション番号03090903)、6.22.2(ECACCアクセッ
ション番号03090904)、6.34.2(ECACCアクセッション番号03090905)、6.67.1(ECACCアクセ
ッション番号03090906)、6.73.2(ECACCアクセッション番号03090907)、6.77.1(ECACCアク
セッション番号03090908)、7.20.5(ECACCアクセッション番号03090910)、7.26.4(ECACCア
クセッション番号03090911)、および9.8.2(ECACCアクセッション番号03090912)からなる
群より選択される、請求項1記載のヒトモノクローナル抗体を産生するハイブリドーマ細
胞系。
【請求項５】
　請求項4記載のハイブリドーマ細胞系により産生されるヒトモノクローナル抗体、また
は該モノクローナル抗体の抗原結合部分。
【請求項６】
　重鎖C末端リシンが切断されている、請求項5記載のヒトモノクローナル抗体。
【請求項７】
　抗体または抗原結合部分が、ヒトMAdCAMのα4β7への結合を阻害し、かつ抗体またはそ
の部分が以下の性質の少なくとも1つを有し、ここで参照抗体が、モノクローナル抗体1.7
.2、モノクローナル抗体1.8.2、モノクローナル抗体6.14.2、モノクローナル抗体6.22.2
、モノクローナル抗体6.34.2、モノクローナル抗体6.67.1、モノクローナル抗体6.73.2、
モノクローナル抗体6.77.1、モノクローナル抗体7.20.5、モノクローナル抗体7.26.4、モ
ノクローナル抗体9.8.2、モノクローナル抗体6.22.2-mod、モノクローナル抗体6.34.2-mo
d、モノクローナル抗体6.67.1-mod、モノクローナル抗体6.77.1-modおよびモノクローナ
ル抗体7.26.4-modからなる群より選択される、請求項1または5のいずれか記載のヒトモノ
クローナル抗体またはその抗原結合部分：
(a)MAdCAMへの結合について参照抗体と交差競合する性質；
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(b)MAdCAMへの結合について参照抗体と競合する性質；
(c)参照抗体と同じMAdCAMのエピトープに結合する性質；
(d)参照抗体と実質的に同じKdでMAdCAMに結合する性質；
(e)参照抗体と実質的に同じ解離速度でMAdCAMに結合する性質
。
【請求項８】
　以下のものからなる群より選択される、MAdCAMと特異的に結合するモノクローナル抗体
：
(a)シグナル配列を持たない、SEQ ID NO:2およびSEQ ID NO:4に示されたアミノ酸配列を
含む抗体；
(b)シグナル配列を持たない、SEQ ID NO:6およびSEQ ID NO:8に示されたアミノ酸配列を
含む抗体；
(c)シグナル配列を持たない、SEQ ID NO:10およびSEQ ID NO:12に示されたアミノ酸配列
を含む抗体；
(d)シグナル配列を持たない、SEQ ID NO:14およびSEQ ID NO:16に示されたアミノ酸配列
を含む抗体；
(e)シグナル配列を持たない、SEQ ID NO:18およびSEQ ID NO:20に示されたアミノ酸配列
を含む抗体；
(f)シグナル配列を持たない、SEQ ID NO:22およびSEQ ID NO:24に示されたアミノ酸配列
を含む抗体；
(g)シグナル配列を持たない、SEQ ID NO:26およびSEQ ID NO:28に示されたアミノ酸配列
を含む抗体；
(h)シグナル配列を持たない、SEQ ID NO:30およびSEQ ID NO:32に示されたアミノ酸配列
を含む抗体；
(i)シグナル配列を持たない、SEQ ID NO:38およびSEQ ID NO:40に示されたアミノ酸配列
を含む抗体；
(j)シグナル配列を持たない、SEQ ID NO:42およびSEQ ID NO:44に示されたアミノ酸配列
を含む抗体；
(k)シグナル配列を持たない、SEQ ID NO:46およびSEQ ID NO:48に示されたアミノ酸配列
を含む抗体；
(l)シグナル配列を持たない、SEQ ID NO:52およびSEQ ID NO:54に示されたアミノ酸配列
を含む抗体；
(m)シグナル配列を持たない、SEQ ID NO:56およびSEQ ID NO:58に示されたアミノ酸配列
を含む抗体；
(n)シグナル配列を持たない、SEQ ID NO:60およびSEQ ID NO:62に示されたアミノ酸配列
を含む抗体；
(o)シグナル配列を持たない、SEQ ID NO:64およびSEQ ID NO:66に示されたアミノ酸配列
を含む抗体；ならびに
(p)シグナル配列を持たない、SEQ ID NO:42およびSEQ ID NO:68に示されたアミノ酸配列
を含む抗体。
【請求項９】
　抗体またはその部分の重鎖が、以下のものからなる群より選択されるモノクローナル抗
体の重鎖CDR1、CDR2およびCDR3を含む、または軽鎖が、以下のものからなる群より選択さ
れるモノクローナル抗体の軽鎖CDR1、CDR2およびCDR3を含む、モノクローナル抗体または
その抗原結合部分：1.7.2、1.8.2、6.14.2、6.22.2、6.34.2、6.67.1、6.73.2、6.77.1、
7.20.5、7.26.4、9.8.2、6.22.2-mod、6.34.2-mod、6.67.1-mod、6.77.1-modおよび7.26.
4-mod。
【請求項１０】
　ヒトVH 1-18遺伝子、ヒトVH 3-15遺伝子、ヒトVH 3-21遺伝子、ヒトVH 3-23遺伝子、ヒ
トVH 3-30遺伝子、ヒトVH 3-33遺伝子、またはヒトVH 4-4遺伝子を利用する重鎖を含む、



(110) JP 2009-5695 A 2009.1.15

請求項9記載のモノクローナル抗体または抗原結合部分。
【請求項１１】
　ヒトVk A2遺伝子、ヒトVk A3遺伝子、ヒトVk A26遺伝子、ヒトVk B3遺伝子、ヒトVk O1
2遺伝子、またはヒトVk O18遺伝子を利用する軽鎖を含む、請求項10記載のモノクローナ
ル抗体またはその抗原結合部分。
【請求項１２】
　重鎖可変領域、軽鎖可変領域または両方が、以下のものからなる群より選択されるモノ
クローナル抗体の対応する領域とアミノ酸配列において少なくとも90%同一である、請求
項1記載のヒトモノクローナル抗体または抗原結合部分：モノクローナル抗体1.7.2、モノ
クローナル抗体1.8.2、モノクローナル抗体6.14.2、モノクローナル抗体6.22.2、モノク
ローナル抗体6.34.2、モノクローナル抗体6.67.1、モノクローナル抗体6.73.2、モノクロ
ーナル抗体6.77.1、モノクローナル抗体7.20.5、モノクローナル抗体7.26.4、モノクロー
ナル抗体9.8.2、モノクローナル抗体6.22.2-mod、モノクローナル抗体6.34.2-mod、モノ
クローナル抗体6.67.1-mod、モノクローナル抗体6.77.1-modおよびモノクローナル抗体7.
26.4-mod。
【請求項１３】
　以下である、MAdCAMと特異的に結合するモノクローナル抗体またはその抗原結合部分：
(a)重鎖が、以下のものからなる群より選択される参照抗体の重鎖CDR1、CDR2およびCDR3
アミノ酸配列を含む：1.7.2、1.8.2、6.14.2、6.22.2、6.34.2、6.67.1、6.73.2、6.77.1
、7.20.5、7.26.4、9.8.2、6.22.2-mod、6.34.2-mod、6.67.1-mod、6.77.1-modおよび7.2
6.4-mod；
(b)軽鎖が、以下のものからなる群より選択される参照抗体の軽鎖CDR1、CDR2およびCDR3
アミノ酸配列を含む：1.7.2、1.8.2、6.14.2、6.22.2、6.34.2、6.67.1、6.73.2、6.77.1
、7.20.5、7.26.4、9.8.2、6.22.2-mod、6.34.2-mod、6.67.1-mod、6.77.1-modおよび7.2
6.4-mod；
(c)抗体が、(a)の重鎖および(b)の軽鎖を含む；ならびに
(d)重鎖および軽鎖CDRアミノ酸配列が同じ参照抗体から選択される、(c)の抗体。
【請求項１４】
　重鎖、軽鎖または両方が、参照抗体の、それぞれ、重鎖、軽鎖または両方のCDR1の始ま
りからCDR3の終わりまでのアミノ酸配列を含む、請求項13記載のモノクローナル抗体また
は抗原結合部分。
【請求項１５】
　抗体が以下のものを含む、請求項13記載のモノクローナル抗体または抗原結合部分：
(a)以下のものからなる群より選択される抗体の重鎖可変領域アミノ酸配列を含む重鎖：1
.7.2(SEQ ID NO:2)；1.8.2(SEQ ID NO:6)；6.14.2(SEQ ID NO:10)；6.22.2(SEQ ID NO:14
)；6.34.2(SEQ ID NO:18)；6.67.1(SEQ ID NO:22)；6.73.2(SEQ ID NO:26)；6.77.1(SEQ 
ID NO:30)；7.20.5(SEQ ID NO:38)；7.26.4(SEQ ID NO:42)；および9.8.2(SEQ ID NO:46)
；6.22.2-mod(SEQ ID NO:52)；6.34.2-mod(SEQ ID NO:56)；6.67.1-mod(SEQ ID NO:60)；
6.77.1-mod(SEQ ID NO:64)；および7.26.4-mod(SEQ ID NO:42)；
(b)以下のものからなる群より選択される抗体の軽鎖可変領域アミノ酸配列を含む軽鎖：1
.7.2(SEQ ID NO:4)；1.8.2(SEQ ID NO:8)；6.14.2(SEQ ID NO:12)；6.22.2(SEQ ID NO:16
)；6.34.2(SEQ ID NO:20)；6.67.1(SEQ ID NO:24)；6.73.2(SEQ ID NO:28)；6.77.1(SEQ 
ID NO:32)；7.20.5(SEQ ID NO:40)；7.26.4(SEQ ID NO:44)；および9.8.2(SEQ ID NO:48)
；6.22.2-mod(SEQ ID NO:54)；6.34.2-mod(SEQ ID NO:58)；6.67.1-mod(SEQ ID NO:62)；
6.77.1-mod(SEQ ID NO:66)；および7.26.4-mod(SEQ ID NO:68)；または
(c)(a)の重鎖および(b)の軽鎖。
【請求項１６】
　免疫グロブリンG(IgG)、IgM、IgE、およびIgAもしくはIgD分子、ヒト化抗体、キメラ抗
体または二重特異性抗体である、請求項1～3および請求項5～15のいずれか一項記載のモ
ノクローナル抗体。
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【請求項１７】
　Fab断片、F(ab')2断片、Fv断片または一本鎖抗体である、請求項1～3、5～7および9～1
6のいずれか一項記載の抗原結合部分。
【請求項１８】
　請求項1～3および請求項5～17のいずれか一項記載のモノクローナル抗体またはその抗
原結合部分の有効量および薬学的に許容される担体を含む薬学的組成物。
【請求項１９】
　炎症性疾患を、処置を必要としている被験者において処置する方法であって、請求項1
～3および請求項5～17のいずれか一項記載のモノクローナル抗体またはその抗原結合部分
を該被験者へ投与する段階を含み、該抗体または抗原結合部分がMAdCAMのα4β7への結合
を阻害する、方法。
【請求項２０】
　炎症性疾患が胃腸管の炎症性疾患である、請求項19記載の方法。
【請求項２１】
　胃腸管の炎症性疾患が、炎症性腸疾患、クローン病、潰瘍性大腸炎、憩室疾患、胃炎、
肝臓疾患、原発性胆汁性硬化症および硬化性胆管炎からなる群より選択される、請求項20
記載の方法。
【請求項２２】
　炎症性腸疾患が、クローン病、潰瘍性大腸炎または両方である、請求項20記載の方法。
【請求項２３】
　炎症性疾患がインスリン依存性糖尿病および移植片対宿主病である、請求項20記載の方
法。
【請求項２４】
　請求項1～3および5～17のいずれか一項記載のモノクローナル抗体または抗原結合部分
、または該抗体もしくは該その部分の重鎖もしくは軽鎖を産生する単離された細胞系。
【請求項２５】
　1.7.2、1.8.2、6.14.2、6.22.2、6.34.2、6.67.1、6.73.2、6.77.1、7.20.5、7.26.4、
および9.8.2からなる群より選択される抗体、または該抗体の1つのアミノ酸配列を含む抗
体を産生する、請求項4または24のいずれか記載の細胞系。
【請求項２６】
　6.22.2-mod、6.34.2-mod、6.67.1-mod、6.77.1-modおよび7.26.4-modからなる群より選
択されるモノクローナル抗体、または該抗体の1つのアミノ酸配列を含む抗体を産生する
、請求項25記載の細胞系。
【請求項２７】
　請求項1～3および請求項5～17のいずれか一項記載の抗体の重鎖もしくはその抗原結合
部分、または軽鎖もしくはその抗原結合部分をコードするヌクレオチド配列を含む単離さ
れた核酸分子。
【請求項２８】
　核酸分子に機能的に連結された発現制御配列を任意で含む、請求項27記載の核酸分子を
含むベクター。
【請求項２９】
　請求項28記載のベクターまたは請求項27記載の核酸分子を含む宿主細胞。
【請求項３０】
　請求項1～3および請求項5～17のいずれか一項記載の抗体または抗原結合部分の、重鎖
もしくはその抗原結合部分をコードする核酸分子、ならびに軽鎖もしくはその抗原結合部
分をコードする核酸分子を含む、請求項29記載の宿主細胞。
【請求項３１】
　MAdCAMと特異的に結合するヒトモノクローナル抗体またはその抗原結合部分を作製する
方法であって、請求項29もしくは30記載の宿主細胞または請求項4もしくは24のいずれか
記載の細胞系を適した条件下で培養する段階、および該抗体または抗原結合部分を回収す
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る段階を含む、方法。
【請求項３２】
　請求項1～3または5～17のいずれか一項記載の抗体の、(a)重鎖もしくはその抗原結合部
分をコードする核酸分子；(b)軽鎖もしくはその抗原結合部分をコードする核酸分子；ま
たは(c)(a)および(b)の両方を含む、非ヒトトランスジェニック動物またはトランスジェ
ニック植物であって、該重鎖または軽鎖または両方を発現させる、非ヒトトランスジェニ
ック動物またはトランスジェニック植物。
【請求項３３】
　請求項32記載の非ヒトトランスジェニック動物またはトランスジェニック植物から抗体
を単離する段階を含む、MAdCAMへ特異的に結合する抗体またはその抗原結合部分を単離す
る方法。
【請求項３４】
　以下の段階を含む、MAdCAMへ特異的に結合し、かつα4β7への結合を阻害する、ヒト抗
体またはその抗原結合部分で処置を必要としている被験者を処置する方法：
(a)重鎖もしくはその抗原結合部分をコードする単離された核酸分子、軽鎖もしくはその
抗原結合部分をコードする単離された核酸分子、または軽鎖および重鎖またはそれらの抗
原結合部分をコードする核酸分子の有効量を投与する段階；および
(b)核酸分子を発現させる段階。
【請求項３５】
　以下の段階を含む、MAdCAMと特異的に結合するヒトモノクローナル抗体を産生するため
の方法：
(a)ヒト抗体を産生する能力がある非ヒトトランスジェニック動物をMAdCAMで、MAdCAMの
免疫原性部分で、またはMAdCAMを発現させる細胞もしくは組織で、免疫する段階；および
(b)トランスジェニック動物をMAdCAMに対する免疫応答を開始するようにさせておく段階
。
【請求項３６】
　請求項35記載の方法により産生されるヒトモノクローナル抗体。
【請求項３７】
　ヒトMAdCAMを発現させる細胞へのα4β7の結合を阻害する方法であって、請求項1～3お
よび請求項5～17のいずれか一項記載のモノクローナル抗体またはその抗原結合部分とそ
の細胞を接触させる段階を含む、方法。
【請求項３８】
　MAdCAM媒介性白血球内皮細胞接着を阻害するための方法であって、請求項1～3および請
求項5～17のいずれか一項記載のモノクローナル抗体またはその抗原結合部分とその内皮
細胞を接触させる段階を含む、方法。
【請求項３９】
　組織へのMAdCAM媒介性白血球の接着、遊走および浸潤を阻害するための方法であって、
請求項1～3および請求項5～17のいずれか一項記載のモノクローナル抗体またはその抗原
結合部分とその内皮細胞を接触させる段階を含む、方法。
【請求項４０】
　ヒトMAdCAMを発現させる細胞を請求項1～3および請求項5～17のいずれか一項記載のモ
ノクローナル抗体またはその抗原結合部分と接触させる段階を含む、α4β7/MAdCAM依存
性細胞接着を阻害するための方法。
【請求項４１】
　ヒトMAdCAMを発現させる細胞を請求項1～3および請求項5～17のいずれか一項記載のモ
ノクローナル抗体またはその抗原結合部分と接触させる段階を含む、リンパ球の胃腸リン
パ組織へのMAdCAM媒介性補充を阻害するための方法。
【請求項４２】
　MAdCAMと特異的に結合するモノクローナル抗体またはその抗原結合部分であって、以下
のものからなる群より選択されるヒトモノクローナル抗体のFR1、FR2、FR3もしくはFR4ア
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ミノ酸配列の1つまたは複数を含む、モノクローナル抗体またはその抗原結合部分：1.7.2
、1.8.2、6.14.2、6.22.2、6.34.2、6.67.1、6.73.2、6.77.1、7.20.5、7.26.4、9.8.2、
6.22.2-mod、6.34.2-mod、6.67.1-mod、6.77.1-modおよび7.26.4-mod。
【請求項４３】
　抗体が以下のものを含む、請求項1記載のヒトモノクローナル抗体または抗原結合部分
：
(a)以下のものからなる群より選択されるモノクローナル抗体の重鎖アミノ酸配列と少な
くとも90%同一である重鎖アミノ酸配列：1.7.2、1.8.2、6.14.2、6.22.2、6.34.2、6.67.
1、6.73.2、6.77.1、7.20.5、7.26.4、9.8.2、6.22.2-mod、6.34.2-mod、6.67.1-mod、6.
77.1-modおよび7.26.4-mod；
(b)以下のものからなる群より選択されるモノクローナル抗体の軽鎖アミノ酸配列と少な
くとも90%同一である軽鎖アミノ酸配列：1.7.2、1.8.2、6.14.2、6.22.2、6.34.2、6.67.
1、6.73.2、6.77.1、7.20.5、7.26.4、9.8.2、6.22.2-mod、6.34.2-mod、6.67.1-mod、6.
77.1-modおよび7.26.4-mod；
(c)(a)および(b)の両方；または
(d)シグナル配列を持つもしくは持たない(a)、(b)または(c)のいずれか。
【請求項４４】
　以下の段階を含む、循環している可溶性ヒトMAdCAMを特徴とする疾患を診断するための
方法：(1)生体試料を請求項1～3および請求項5～17のいずれか一項記載のモノクローナル
抗体または抗原結合部分と接触させる段階、ならびに(2)結合を検出する段階。
【請求項４５】
　以下の段階を含む、被験者において炎症を検出するための方法：(1)請求項1～3および
請求項5～17のいずれか一項記載のモノクローナル抗体または抗原結合部分を該被験者へ
投与する段階であって、該抗体またはその部分が検出可能に標識されている、段階、なら
びに(2)結合を検出する段階。
【請求項４６】
　請求項1～3および請求項5～17のいずれか一項記載のモノクローナル抗体または抗原結
合部分を含む診断キット。
【請求項４７】
　1つもしくは複数の追加の抗炎症性剤または免疫調節剤をさらに含む、請求項18記載の
薬学的組成物。
【請求項４８】
　1つもしくは複数の追加の抗炎症性剤または免疫調節剤が以下のものからなる群より選
択される、請求項47記載の薬学的組成物：コルチコステロイド、アミノサリチラート、ア
ザチオプリン、メトトレキセート、シクロスポリン、FK506、IL-10、GM-CSF、ラパマイシ
ン、抗TNFα剤、および接着分子アンタゴニスト。
【請求項４９】
　請求項1～3および請求項5～17のいずれか一項記載のヒト抗体または抗原結合部分の有
効量ならびに薬学的に許容される担体を含むワクチン。
【請求項５０】
　ワクチンが粘膜性である、請求項49記載のワクチン。
【請求項５１】
　以下の段階を含む、阻害性抗MAdCAM抗体またはその抗原結合部分の被験者への投与の効
果を検出する方法：
(a)MAdCAMへ特異的に結合するヒトモノクローナル抗体を被験者へ投与する段階；および
(b)循環しているα4β7発現白血球のレベルにおける増加があるかどうかを測定する段階
。
【請求項５２】
　白血球がリンパ球である、請求項51記載の方法。
【請求項５３】
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　循環しているα4β7発現白血球のレベルにおける増加がFACS分析により測定される、請
求項51記載の方法。



(115) JP 2009-5695 A 2009.1.15

10

20

30

40

50

フロントページの続き

(51)Int.Cl.                             ＦＩ                                    テーマコード（参考）
   Ｃ１２Ｐ  21/08     (2006.01)           Ｃ１２Ｐ  21/08    　　　　          ４Ｃ０８４
   Ｃ１２Ｎ   5/10     (2006.01)           Ｃ１２Ｎ   5/00    　　　Ｂ          ４Ｃ０８５
   Ｃ１２Ｎ   5/06     (2006.01)           Ｃ１２Ｎ   5/00    　　　Ｅ          ４Ｃ０８６
   Ｃ１２Ｑ   1/02     (2006.01)           Ｃ１２Ｑ   1/02    　　　　          ４Ｈ０４５
   Ｃ０７Ｋ  16/28     (2006.01)           Ｃ０７Ｋ  16/28    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｋ  39/395    (2006.01)           Ａ６１Ｋ  39/395   　　　Ｎ          　　　　　
   Ａ６１Ｋ  48/00     (2006.01)           Ａ６１Ｋ  48/00    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｋ  31/711    (2006.01)           Ａ６１Ｋ  31/711   　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｋ  39/00     (2006.01)           Ａ６１Ｋ  39/00    　　　Ｈ          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  29/00     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  29/00    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  43/00     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  43/00    １１１　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ   1/04     (2006.01)           Ａ６１Ｐ   1/04    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ   1/16     (2006.01)           Ａ６１Ｐ   1/16    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ   3/10     (2006.01)           Ａ６１Ｐ   3/10    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  25/00     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  25/00    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  37/08     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  37/08    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  17/04     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  17/04    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  11/06     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  11/06    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  11/00     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  11/00    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ   9/10     (2006.01)           Ａ６１Ｐ   9/10    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  13/10     (2006.01)           Ａ６１Ｐ   9/10    １０１　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  35/00     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  13/10    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ   9/00     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  35/00    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  21/00     (2006.01)           Ａ６１Ｐ   9/00    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ   9/14     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  29/00    １０１　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ   1/18     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  21/00    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  31/00     (2006.01)           Ａ６１Ｐ   9/14    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  31/04     (2006.01)           Ａ６１Ｐ   1/18    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  19/02     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  31/00    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ   3/02     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  31/04    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  31/14     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  19/02    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ   1/12     (2006.01)           Ａ６１Ｐ   3/02    １０４　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ   1/02     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  31/14    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  27/02     (2006.01)           Ａ６１Ｐ   1/12    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  17/06     (2006.01)           Ａ６１Ｐ   1/02    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ   5/14     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  27/02    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  37/02     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  17/06    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  37/06     (2006.01)           Ａ６１Ｐ   5/14    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  17/02     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  37/02    　　　　          　　　　　
   Ｇ０１Ｎ  33/53     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  37/06    　　　　          　　　　　
   Ｇ０１Ｎ  33/577    (2006.01)           Ａ６１Ｐ  17/02    　　　　          　　　　　
   Ｃ０７Ｋ  14/705    (2006.01)           Ｇ０１Ｎ  33/53    　　　Ｄ          　　　　　
   　　　　                                Ｇ０１Ｎ  33/577   　　　Ｂ          　　　　　
   　　　　                                Ｃ０７Ｋ  14/705   　　　　          　　　　　

(72)発明者  プーレン　ニコラス
            英国　ケント　サンドウイッチ　ラムズゲート　ロード　ファイザー　グローバル　リサーチ　ア



(116) JP 2009-5695 A 2009.1.15

10

20

30

            ンド　ディベロップメント内
(72)発明者  モロイ　エリザベス
            英国　ケント　サンドウイッチ　ラムズゲート　ロード　ファイザー　グローバル　リサーチ　ア
            ンド　ディベロップメント内
(72)発明者  ケラーマン　シリッド‐エイミー
            アメリカ合衆国　カリフォルニア州　メンロ　パーク　アルマノア　アベニュー　１０００
(72)発明者  グリーン　ラリー　エル．
            アメリカ合衆国　カリフォルニア州　サンフランシスコ　ヒル　ストリート　４６４
(72)発明者  ハーク‐フレンドショー　メリー
            アメリカ合衆国　カリフォルニア州　ニューアーク　ウィロー　プレイス　８４７２
Ｆターム(参考) 2B030 AD08 
　　　　 　　  4B024 AA01  AA03  AA11  AA20  BA31  BA44  BA53  BA61  CA02  CA04 
　　　　 　　        CA20  DA02  EA04  GA03  GA11  GA18  HA03  HA11  HA20 
　　　　 　　  4B063 QA01  QA05  QQ02  QQ08  QQ79  QQ91  QR72  QR77  QS36  QS39 
　　　　 　　        QX01 
　　　　 　　  4B064 AG01  AG26  AG27  CA01  CA10  CA19  CA20  CC01  CC24  DA01 
　　　　 　　        DA13 
　　　　 　　  4B065 AA01X AA58X AA72X AA87X AA90X AA91X AA91Y AA93Y AB01  AB05 
　　　　 　　        AC14  BA02  BA08  BA24  CA24  CA25  CA43  CA44  CA46 
　　　　 　　  4C084 AA13  MA17  MA66  NA14  ZA01  ZA02  ZA33  ZA36  ZA45  ZA59 
　　　　 　　        ZA66  ZA67  ZA68  ZA69  ZA73  ZA75  ZA81  ZA89  ZA96  ZB05 
　　　　 　　        ZB08  ZB11  ZB13  ZB15  ZB26  ZB31  ZB33  ZC06  ZC24  ZC35 
　　　　 　　        ZC42  ZC75 
　　　　 　　  4C085 AA03  AA14  CC03  CC04  CC05  DD01  DD62  EE01  GG01 
　　　　 　　  4C086 AA01  AA02  EA17  EA18  MA02  MA05  MA17  MA66  NA14  ZA01 
　　　　 　　        ZA02  ZA33  ZA36  ZA45  ZA59  ZA66  ZA67  ZA68  ZA69  ZA73 
　　　　 　　        ZA75  ZA81  ZA89  ZA96  ZB05  ZB08  ZB11  ZB13  ZB15  ZB26 
　　　　 　　        ZB31  ZB33  ZC06  ZC24  ZC35  ZC42  ZC75 
　　　　 　　  4H045 AA10  AA11  AA20  AA30  BA10  BA41  CA40  DA75  DA76  DA86 
　　　　 　　        EA20  EA50  FA72  FA74 



专利名称(译) 针对MAdCAM的抗体

公开(公告)号 JP2009005695A 公开(公告)日 2009-01-15

申请号 JP2008149091 申请日 2008-06-06

[标]申请(专利权)人(译) 美国辉瑞有限公司
安进框架蒙特港股份有限公司

申请(专利权)人(译) 辉瑞制药股份有限公司
安进弗里蒙特股份有限公司

[标]发明人 プーレンニコラス
モロイエリザベス
ケラーマンシリッドエイミー
グリーンラリーエル
ハークフレンドショーメリー

发明人 プーレン ニコラス
モロイ エリザベス
ケラーマン シリッド‐エイミー
グリーン ラリー エル.
ハーク‐フレンドショー メリー

IPC分类号 C12N15/09 C12N15/02 A01H5/00 A01K67/027 C12P21/00 C12P21/08 C12N5/10 C12N5/06 C12Q1/02 
C07K16/28 A61K39/395 A61K48/00 A61K31/711 A61K39/00 A61P29/00 A61P43/00 A61P1/04 A61P1
/16 A61P3/10 A61P25/00 A61P37/08 A61P17/04 A61P11/06 A61P11/00 A61P9/10 A61P13/10 A61P35
/00 A61P9/00 A61P21/00 A61P9/14 A61P1/18 A61P31/00 A61P31/04 A61P19/02 A61P3/02 A61P31
/14 A61P1/12 A61P1/02 A61P27/02 A61P17/06 A61P5/14 A61P37/02 A61P37/06 A61P17/02 G01N33
/53 G01N33/577 C07K14/705

CPC分类号 A61K2039/505 A61P1/00 A61P1/02 A61P1/04 A61P1/12 A61P1/16 A61P1/18 A61P3/02 A61P3/10 
A61P5/14 A61P5/16 A61P7/00 A61P7/06 A61P9/00 A61P9/10 A61P9/14 A61P11/00 A61P11/06 
A61P13/10 A61P17/00 A61P17/02 A61P17/04 A61P17/06 A61P19/00 A61P19/02 A61P19/04 A61P21
/00 A61P25/00 A61P27/02 A61P27/16 A61P29/00 A61P31/00 A61P31/04 A61P31/14 A61P35/00 
A61P37/00 A61P37/02 A61P37/06 A61P37/08 A61P39/00 A61P43/00 C07K16/2803 C07K2317/21 
C07K2317/34 C07K2317/56 C07K2317/565 C07K2317/76 C07K2317/92 C07K14/70503 C07K2317/33 
C07K2317/51 C07K2317/515 G01N33/56972 G01N33/6854 G01N2333/70503 G01N2333/70546

FI分类号 C12N15/00.A C12N15/00.C A01H5/00.A A01K67/027 C12P21/00.C C12P21/08 C12N5/00.B C12N5/00.
E C12Q1/02 C07K16/28 A61K39/395.N A61K48/00 A61K31/711 A61K39/00.H A61P29/00 A61P43/00.
111 A61P1/04 A61P1/16 A61P3/10 A61P25/00 A61P37/08 A61P17/04 A61P11/06 A61P11/00 A61P9
/10 A61P9/10.101 A61P13/10 A61P35/00 A61P9/00 A61P29/00.101 A61P21/00 A61P9/14 A61P1/18 
A61P31/00 A61P31/04 A61P19/02 A61P3/02.104 A61P31/14 A61P1/12 A61P1/02 A61P27/02 A61P17
/06 A61P5/14 A61P37/02 A61P37/06 A61P17/02 G01N33/53.D G01N33/577.B C07K14/705 C12N15
/00.CZN.A C12N5/00.101 C12N5/00.102 C12N5/00.202.J C12N5/078 C12N5/20

F-TERM分类号 2B030/AD08 4B024/AA01 4B024/AA03 4B024/AA11 4B024/AA20 4B024/BA31 4B024/BA44 4B024
/BA53 4B024/BA61 4B024/CA02 4B024/CA04 4B024/CA20 4B024/DA02 4B024/EA04 4B024/GA03 
4B024/GA11 4B024/GA18 4B024/HA03 4B024/HA11 4B024/HA20 4B063/QA01 4B063/QA05 4B063
/QQ02 4B063/QQ08 4B063/QQ79 4B063/QQ91 4B063/QR72 4B063/QR77 4B063/QS36 4B063/QS39 
4B063/QX01 4B064/AG01 4B064/AG26 4B064/AG27 4B064/CA01 4B064/CA10 4B064/CA19 4B064
/CA20 4B064/CC01 4B064/CC24 4B064/DA01 4B064/DA13 4B065/AA01X 4B065/AA58X 4B065
/AA72X 4B065/AA87X 4B065/AA90X 4B065/AA91X 4B065/AA91Y 4B065/AA93Y 4B065/AB01 4B065
/AB05 4B065/AC14 4B065/BA02 4B065/BA08 4B065/BA24 4B065/CA24 4B065/CA25 4B065/CA43 
4B065/CA44 4B065/CA46 4C084/AA13 4C084/MA17 4C084/MA66 4C084/NA14 4C084/ZA01 4C084

https://share-analytics.zhihuiya.com/view/bf408218-14ba-4ca4-b63a-5a763526cd32


/ZA02 4C084/ZA33 4C084/ZA36 4C084/ZA45 4C084/ZA59 4C084/ZA66 4C084/ZA67 4C084/ZA68 
4C084/ZA69 4C084/ZA73 4C084/ZA75 4C084/ZA81 4C084/ZA89 4C084/ZA96 4C084/ZB05 4C084
/ZB08 4C084/ZB11 4C084/ZB13 4C084/ZB15 4C084/ZB26 4C084/ZB31 4C084/ZB33 4C084/ZC06 
4C084/ZC24 4C084/ZC35 4C084/ZC42 4C084/ZC75 4C085/AA03 4C085/AA14 4C085/CC03 4C085
/CC04 4C085/CC05 4C085/DD01 4C085/DD62 4C085/EE01 4C085/GG01 4C086/AA01 4C086/AA02 
4C086/EA17 4C086/EA18 4C086/MA02 4C086/MA05 4C086/MA17 4C086/MA66 4C086/NA14 4C086
/ZA01 4C086/ZA02 4C086/ZA33 4C086/ZA36 4C086/ZA45 4C086/ZA59 4C086/ZA66 4C086/ZA67 
4C086/ZA68 4C086/ZA69 4C086/ZA73 4C086/ZA75 4C086/ZA81 4C086/ZA89 4C086/ZA96 4C086
/ZB05 4C086/ZB08 4C086/ZB11 4C086/ZB13 4C086/ZB15 4C086/ZB26 4C086/ZB31 4C086/ZB33 
4C086/ZC06 4C086/ZC24 4C086/ZC35 4C086/ZC42 4C086/ZC75 4H045/AA10 4H045/AA11 4H045
/AA20 4H045/AA30 4H045/BA10 4H045/BA41 4H045/CA40 4H045/DA75 4H045/DA76 4H045/DA86 
4H045/EA20 4H045/EA50 4H045/FA72 4H045/FA74

代理人(译) 清水初衷

优先权 60/535490 2004-01-09 US

其他公开文献 JP2009005695A5
JP4729076B2

外部链接 Espacenet

摘要(译)

解决的问题：提供与MAdCAM有关的炎性肠病的治疗方法等。 A1人抗体
以及包含与人MAdCAM特异性结合并具有抑制MAdCAM功能的抗原结合
部分的抗体。 它还涉及人抗MAdCAM抗体及其抗原结合部分。 它还涉
及作为嵌合，双特异性，衍生化单链抗体或融合蛋白一部分的抗体。 它
还涉及衍生自人抗MAdCAM抗体的重链和轻链免疫球蛋白，以及编码此
类免疫球蛋白的核酸分子。 它还涉及人抗MAdCAM抗体，制备包含这些
抗体的组合物的方法以及使用该抗体和组合物进行诊断和治疗的方法。 
同样，一种基因治疗方法，其使用编码包含人抗MAdCAM抗体的重链和/
或轻链免疫球蛋白分子的核酸分子。 [选择图]无
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