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(57)【要約】
【課題】ヒト組織因子（ＴＦ）に結合するヒト抗体の提供。
【解決手段】ヒトTFに結合する単離されたヒトモノクローナル抗体ならびに関連する抗体
をベースとする組成物および分子。前記抗体を含む薬学的組成物ならびに抗体を使用する
治療方法および診断方法。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ヒト組織因子に結合するヒト抗体。
【請求項２】
　実施例13のアッセイに記載されているように確かめられた時に、3nM以下、例えば、0.5
0nM以下、例えば、0.35nM以下、例えば、0.20nM以下、例えば、0.1nM以下の見かけの親和
性(EC50)で、組織因子の細胞外ドメインに結合する、請求項1記載の抗体。
【請求項３】
　実施例14のアッセイに記載されているように確かめられた時に、好ましくは、10nM以下
、例えば、8nM以下、例えば、5nM以下、例えば、2nM以下、例えば、1nM以下、例えば、0.
5nM以下、例えば、0.3nM以下の見かけの親和性(EC50)で、組織因子を発現する哺乳動物細
胞、例えば、組織因子をコードする構築物でトランスフェクトされたA431細胞に結合する
、前記請求項のいずれか一項記載の抗体。
【請求項４】
　実施例20のアッセイに記載されているように確かめられた時に、好ましくは、2nM以下
、例えば、1nM以下、例えば、0.7nM以下、または0.3nM以下、例えば、0.2nM以下、または
0.1nM以下、または0.05nM以下のEC50値で、A431細胞において抗体依存性細胞傷害を誘導
することができる、前記請求項のいずれか一項記載の抗体。
【請求項５】
　実施例24に記載の方法によって確かめられた時に、確立したMDA-MB-231腫瘍の成長の阻
害において有効である、および/または実施例26に記載の方法によって確かめられた時に
、確立したBxPC3腫瘍の成長の阻害において有効である、前記請求項のいずれか一項記載
の抗体。
【請求項６】
　実施例19のアッセイに記載されているように確かめられた時に、組織因子によって誘導
される血液凝固を、好ましくは、10nM未満、例えば、5nM未満、例えば、2nM未満、例えば
、1nM未満の中央値阻害濃度で阻害する、前記請求項のいずれか一項記載の抗体。
【請求項７】
　実施例15のアッセイに記載されているように確かめられた時に、FVIIaと組織因子との
結合を、好ましくは、80％超、例えば、90％超の阻害の最大阻害値で阻害する、前記請求
項のいずれか一項記載の抗体。
【請求項８】
　実施例17のアッセイに記載されているように確かめられた時に、MDA-MB-231細胞による
FVIIa誘導性IL-8放出を、好ましくは、40％超、例えば、50％超、例えば、60％超の阻害
の最大阻害値で阻害する、前記請求項のいずれか一項記載の抗体。
【請求項９】
　実施例18のアッセイに記載されているように確かめられた時に、TF/FVIIa複合体による
FXからFXaへの変換を、好ましくは、50％未満、例えば、40％未満、例えば、1～30％の範
囲で阻害する、前記請求項のいずれか一項記載の抗体。
【請求項１０】
　SEQ ID NO:9の配列を含むVH領域とSEQ ID NO:65の配列を含むVL領域とを含む抗体と、
組織因子結合において競合する、前記請求項のいずれか一項記載の抗体。
【請求項１１】
　組織因子との結合が、組織因子の位置45にあるアミノ酸W、位置46にあるアミノ酸K、ま
たは位置94にあるアミノ酸Yのいずれか1つに関与しない、前記請求項のいずれか一項記載
の抗体。
【請求項１２】
　SEQ ID NO:37の配列を含むVH領域とSEQ ID NO:93の配列を含むVL領域とを含む抗体と、
組織因子結合において競合する、前記請求項のいずれか一項記載の抗体。
【請求項１３】
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　実施例16のアッセイに記載されているように確かめられた時に、FVIIa誘導性ERKリン酸
化を、好ましくは、10nM未満、例えば、5nM未満、例えば、2nM未満の中央値阻害濃度で阻
害する、前記請求項のいずれか一項記載の抗体。
【請求項１４】
　実施例16のアッセイに記載されているように確かめられた時に、ERKリン酸化を、好ま
しくは、10nM未満、例えば、5nM未満、例えば、2nM未満の中央値阻害濃度で阻害し、実施
例17のアッセイに記載のFVII誘導性IL-8放出を最大10％を超えて阻害しない、請求項1～7
および9～13のいずれか一項記載の抗体。
【請求項１５】
　C3cおよびC4cの沈着を誘導することができる、好ましくは、実施例21において確かめら
れた時にC3cおよびC4cの沈着を誘導することができる、前記請求項のいずれか一項記載の
抗体。
【請求項１６】
　抗体のFab断片が、実施例28に記載されているようにELISAによって測定された時に、0.
1μg/mLより低い、例えば、0.05μg/mLより低い、例えば、0.04μg/mLより低いEC50値で
組織因子の細胞外ドメインに結合する、前記請求項のいずれか一項記載の抗体。
【請求項１７】
　抗体のFab断片が、実施例28に記載されているようにELISAによって測定された時に、1.
0μg/mLを上回るEC50で、組織因子の細胞外ドメインに結合する、請求項1～15のいずれか
一項記載の抗体。
【請求項１８】
　抗体のFab断片が、実施例28に記載されているように、10μg/mLより低い、例えば、1μ
g/mLより低い、例えば、0.5μg/mLより低い、または0.2μg/mLより低いEC50値で組織因子
の細胞外ドメインに結合する、請求項1～15のいずれか一項記載の抗体。
【請求項１９】
　実施例27に記載されているように、ヒト組織因子に結合し、マウス組織因子に結合せず
、ヒトTFとの結合を、アミノ酸42-84以外はヒトTF配列を含有し、アミノ酸42-84がマウス
配列で置換されているシャッフル構築物42-84mmとの結合と比較した時に弱い結合を示す
、前記請求項のいずれか一項記載の抗体。
【請求項２０】
　実施例27に記載されているように、ヒト組織因子に結合し、マウス組織因子に結合せず
、ヒトTFとの結合を、アミノ酸85-122以外はヒトTF配列を含有し、アミノ酸85-122がマウ
ス配列で置換されているシャッフル構築物85-122mmとの結合を比較した時に弱い結合を示
す、請求項1～18のいずれか一項記載の抗体。
【請求項２１】
　実施例27に記載されているように、ヒト組織因子に結合し、マウス組織因子に結合せず
、ヒトTFとの結合を、アミノ酸123-137以外はヒトTF配列を含有し、アミノ酸123-137がマ
ウス配列で置換されているシャッフル構築物123-137mmとの結合と比較した時に弱い結合
を示す、請求項1～18のいずれか一項記載の抗体。
【請求項２２】
　実施例27に記載されているように、ヒト組織因子に結合し、マウス組織因子に結合せず
、ヒトTFとの結合を、アミノ酸185-225以外はヒトTF配列を含有し、アミノ酸185-225がマ
ウス配列で置換されているシャッフル構築物185-225mmとの結合と比較した時に弱い結合
を示す、請求項1～18のいずれか一項記載の抗体。
【請求項２３】
　実施例27に記載されているように、ヒト組織因子に結合し、マウス組織因子に結合せず
、ヒトTFとの結合を、アミノ酸226-250以外はヒトTF配列を含有し、アミノ酸226-250がマ
ウス配列で置換されているシャッフル構築物226-250mmとの結合と比較した時に弱い結合
を示す、請求項1～18のいずれか一項記載の抗体。
【請求項２４】
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　ヒトTFと複数のシャッフル構築物との結合を比較した時に弱い結合を示す、例えば、
●請求項19において定義されたシャッフル構築物42-84mmおよび請求項20において定義さ
れたシャッフル構築物85-122mmとの結合を比較した時に弱い結合を示す、または
●請求項21において定義されたシャッフル構築物123-137mm、および請求項22において定
義されたシャッフル構築物185-225mm、および請求項23において定義されたシャッフル構
築物226-250mmとの結合を比較した時に弱い結合を示す、
請求項19～23のいずれか一項記載の抗体。
【請求項２５】
-SEQ ID NO:9の配列を含むVH領域とSEQ ID NO:65の配列を含むVL領域とを含む抗体と組織
因子結合において競合する、
-SEQ ID NO:37の配列を含むVH領域とSEQ ID NO:93の配列を含むVL領域とを含む抗体と、
組織因子結合において競合しない、
前記請求項のいずれか一項記載の抗体。
【請求項２６】
　a)
-SEQ ID NO:12、
-SEQ ID NO:16、
-SEQ ID NO:20、
-SEQ ID NO:24、
-SEQ ID NO:28
に示した配列、または
　b)該配列のいずれかの変異体、例えば、最大で1個、2個、3個、4個、または5個のアミ
ノ酸修飾、好ましくは、置換、例えば、保存的置換を有する変異体
を有するVH CDR3領域を含む、請求項25記載の抗体。
【請求項２７】
　SEQ ID NO:12に示した配列またはその変異体を有するVH CDR3領域を含み、該変異体が
、位置2、3、6、9、および11の1つまたは複数において修飾を含み、好ましくは、修飾が
置換であり、より好ましくは、該置換が、
　a)Rが位置2にある時の、RからKへの置換、
　b)Sが位置3にある時の、SからAまたはTへの置換、
　c)Gが位置6にある時の、GからTへの置換、
　d)Lが位置9にある時の、LからFへの置換、および
　e)Sが位置11にある時の、SからYへの置換
からなる群より選択される、請求項26記載の抗体。
【請求項２８】
　a)SEQ ID NO:10、11および12のCDR1、2、および3配列を含むVH領域、ならびにSEQ ID N
O:66、67および68のCDR1、2、および3配列を含むVL領域、
　b)SEQ ID NO:14、15、および16のCDR1、2、および3配列を含むVH領域、ならびにSEQ ID
 NO:70、71および72のCDR1、2、および3配列を含むVL領域、
　c)SEQ ID NO:18、19、20のCDR1、2、および3配列を含むVH領域、ならびにSEQ ID NO:74
、75および76のCDR1、2、および3配列を含むVL領域、
　d)SEQ ID NO:22、23、および24のCDR1、2、および3配列を含むVH領域、ならびにSEQ ID
 NO:78、79および80のCDR1、2、および3配列を含むVL領域、
　e)SEQ ID NO:26、27、および28のCDR1、2、および3配列を含むVH領域、ならびにSEQ ID
 NO:82、83、および84のCDR1、2、および3配列を含むVL領域、または
　f)該配列内に、好ましくは、最大で1個、2個、もしくは3個のアミノ酸修飾、より好ま
しくは、アミノ酸置換、例えば、保存的アミノ酸置換を有する、該抗体のいずれかの変異
体
を含む、請求項1または26記載の抗体。
【請求項２９】
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　a)SEQ ID NO:9、13、17、21、および25からなる群より選択されるVH領域配列と、少な
くとも80％の同一性、例えば、少なくとも90％、少なくとも95％、もしくは少なくとも98
％、もしくは100％の同一性、または
　b)SEQ ID NO:9、13、17、21、21および25からなる群より選択されるVH領域配列と比較
して、最大で20個、例えば、15個、または10個、または5個、4個、3個、2個、もしくは1
個のアミノ酸修飾、より好ましくは、アミノ酸置換、例えば、保存的アミノ酸置換
を有するVHを含む、請求項26記載の抗体。
【請求項３０】
　a)SEQ ID NO:65、69、73、77、および81からなる群より選択されるVL領域配列と、少な
くとも80％の同一性、例えば、少なくとも90％、少なくとも95％、もしくは少なくとも98
％、もしくは100％の同一性、または
　b)SEQ ID NO:65、69、73、77、および81からなる群より選択されるVH領域配列と比較し
て、最大で20個、例えば、15個、または10個、または5個、4個、3個、2個、もしくは1個
のアミノ酸修飾、より好ましくは、アミノ酸置換、例えば、保存的アミノ酸置換
を有するVLを含む、請求項26記載の抗体。
【請求項３１】
　a)SEQ ID NO:9の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:65の配列を含むVL領域、
　b)SEQ ID NO:13の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:69の配列を含むVL領域、
　c)SEQ ID NO:17の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:73の配列を含むVL領域、
　d)SEQ ID NO:21の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:77の配列を含むVL領域、
　e)SEQ ID NO:25の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:81の配列を含むVL領域、または
　f)該配列内に、好ましくは、最大で1個、2個、もしくは3個のアミノ酸修飾、より好ま
しくは、アミノ酸置換、例えば、保存的アミノ酸置換を有する、該抗体のいずれかの変異
体
を含む、請求項26記載の抗体。
【請求項３２】
-SEQ ID NO:9の配列を含むVH領域とSEQ ID NO:65の配列を含むVL領域とを含む抗体と組織
因子結合において競合する、および
-SEQ ID NO:37の配列を含むVH領域とSEQ ID NO:93の配列を含むVL領域とを含む抗体と組
織因子結合において競合する、
請求項1～24のいずれか一項記載の抗体。
【請求項３３】
　a)
-SEQ ID NO:8、
-SEQ ID NO:52
に示した配列、または
　b)該配列のいずれかの変異体、例えば、最大で1個、2個、もしくは3個のアミノ酸修飾
、好ましくは、置換、例えば、保存的置換を有する変異体
を有するVH CDR3領域を含む、請求項32記載の抗体。
【請求項３４】
　a)SEQ ID NO:6、7および8のCDR1、2、および3配列を含むVH領域、ならびにSEQ ID NO:6
2、63および64のCDR1、2、および3配列を含むVL領域、
　b)SEQ ID NO:50、51および52のCDR1、2、および3配列を含むVH領域、ならびにSEQ ID N
O:106、107、および108のCDR1、2、および3配列を含むVL領域、または
　c)該配列内に、好ましくは、最大で1個、2個、もしくは3個のアミノ酸修飾、より好ま
しくは、アミノ酸置換、例えば、保存的アミノ酸置換を有する、該抗体のいずれかの変異
体
を含む、請求項1または32のいずれか一項記載の抗体。
【請求項３５】
　a)SEQ ID NO:5および49からなる群より選択されるVH領域配列と、少なくとも80％の同
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一性、例えば、少なくとも90％、少なくとも95％、もしくは少なくとも98％、もしくは10
0％の同一性、または
　b)SEQ ID NO:5および49からなる群より選択されるVH領域配列と比較して、最大で20個
、例えば、15個、または10個、または5個、4個、3個、2個、もしくは1個のアミノ酸修飾
、より好ましくは、アミノ酸置換、例えば、保存的アミノ酸置換
を有するVHを含む、請求項32記載の抗体。
【請求項３６】
　a)SEQ ID NO:61および105からなる群より選択されるVL領域配列と、少なくとも80％の
同一性、例えば、少なくとも90％、少なくとも95％、もしくは少なくとも98％、もしくは
100％の同一性、または
　b)SEQ ID NO:61および105からなる群より選択されるVH領域配列と比較して、最大で20
個、例えば、15個、または10個、または5個、4個、3個、2個、もしくは1個のアミノ酸修
飾、より好ましくは、アミノ酸置換、例えば、保存的アミノ酸置換
を有するVLを含む、請求項32記載の抗体。
【請求項３７】
　a)SEQ ID NO:5の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:61の配列を含むVL領域、
　b)SEQ ID NO:49の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:105の配列を含むVL領域、または
　c)該配列内に、好ましくは、最大で1個、2個、もしくは3個のアミノ酸修飾、より好ま
しくは、アミノ酸置換、例えば、保存的アミノ酸置換を有する、該抗体のいずれかの変異
体
を含む、請求項32記載の抗体。
【請求項３８】
-SEQ ID NO:9の配列を含むVH領域とSEQ ID NO:65の配列を含むVL領域とを含む抗体と、組
織因子結合において競合しない、ならびに
-SEQ ID NO:37の配列を含むVH領域とSEQ ID NO:93の配列を含むVL領域とを含む抗体と組
織因子結合において競合する、
請求項1～24のいずれか一項記載の抗体。
【請求項３９】
　a)
-SEQ ID NO:32、
-SEQ ID NO:36、
-SEQ ID NO:40、
-SEQ ID NO:56
に示した配列、または
　b)該配列のいずれかの変異体、例えば、最大で1個、2個、もしくは3個のアミノ酸修飾
、好ましくは、置換、例えば、保存的置換を有する変異体
を有するVH CDR3領域を含む、請求項38記載の抗体。
【請求項４０】
　a)SEQ ID NO:30、31および32のCDR1、2、および3配列を含むVH領域、ならびにSEQ ID N
O:86、87および88のCDR1、2、および3配列を含むVL領域、
　b)SEQ ID NO:34、35および36のCDR1、2、および3配列を含むVH領域、ならびにSEQ ID N
O:90、91および92のCDR1、2、および3配列を含むVL領域、
　c)SEQ ID NO:38、39および40のCDR1、2、および3配列を含むVH領域、ならびにSEQ ID N
O:94、95および96のCDR1、2、および3配列を含むVL領域、
　d)SEQ ID NO:54、55および56のCDR1、2、および3配列を含むVH領域、ならびにSEQ ID N
O:110、11および112のCDR1、2、および3配列を含むVL領域、または
　e)該配列内に、好ましくは、最大で1個、2個、もしくは3個のアミノ酸修飾、より好ま
しくは、アミノ酸置換、例えば、保存的アミノ酸置換を有する、該抗体のいずれかの変異
体
を含む、請求項1または38記載の抗体。
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【請求項４１】
　a)SEQ ID NO:29、33、37および53からなる群より選択されるVH領域配列と、少なくとも
80％の同一性、例えば、少なくとも90％、少なくとも95％、もしくは少なくとも98％、も
しくは100％の同一性、または
　b)SEQ ID NO:29、33、37および53からなる群より選択されるVH領域配列と比較して、最
大で20個、例えば、15個、または10個、または5個、4個、3個、2個、もしくは1個のアミ
ノ酸修飾、より好ましくは、アミノ酸置換、例えば、保存的アミノ酸置換
を有するVHを含む、請求項38記載の抗体。
【請求項４２】
　a)SEQ ID NO:85、89、93、および109からなる群より選択されるVL領域配列と、少なく
とも80％の同一性、例えば、少なくとも90％、少なくとも95％、もしくは少なくとも98％
、もしくは100％の同一性、または
　b)SEQ ID NO:85、89、93、および109からなる群より選択されるVL領域配列と比較して
、最大で20個、例えば、15個、または10個、または5個、4個、3個、2個、もしくは1個の
アミノ酸修飾、より好ましくは、アミノ酸置換、例えば、保存的アミノ酸置換
を有するVLを含む、請求項38記載の抗体。
【請求項４３】
　a)SEQ ID NO:29の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:85の配列を含むVL領域、
　b)SEQ ID NO:33の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:89の配列を含むVL領域、
　c)SEQ ID NO:37の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:93の配列を含むVL領域、
　d)SEQ ID NO:53の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:109の配列を含むVL領域、または
　e)該配列内に、好ましくは、最大で1個、2個、もしくは3個のアミノ酸修飾、より好ま
しくは、アミノ酸置換、例えば、保存的アミノ酸置換を有する、該抗体のいずれかの変異
体
を含む、請求項38記載の抗体。
【請求項４４】
　SEQ ID NO:41の配列を含むVH領域とSEQ ID NO:97の配列を含むVL領域とを含む抗体と組
織因子結合において競合する、前記請求項1～24のいずれか一項記載の抗体。
【請求項４５】
　a)
-SEQ ID NO:4、
-SEQ ID NO:44、
-SEQ ID NO:48
に示した配列、または
　b)該配列のいずれかの変異体、例えば、最大で1個、2個、もしくは3個のアミノ酸修飾
、好ましくは、置換、例えば、保存的置換を有する変異体
を有するVH CDR3領域を含む、請求項44記載の抗体。
【請求項４６】
　a)SEQ ID NO:2、3および4のCDR1、2、および3配列を含むVH領域、ならびにSEQ ID NO:5
8、59および60のCDR1、2、および3配列を含むVL領域、
　b)SEQ ID NO:42、43および44のCDR1、2、および3配列を含むVH領域、ならびにSEQ ID N
O:98、99および100のCDR1、2、および3配列を含むVL領域、
　c)SEQ ID NO:46、47および48のCDR1、2、および3配列を含むVH領域、ならびにSEQ ID N
O:102、103および104のCDR1、2、および3配列を含むVL領域、または
　d)該配列内に、好ましくは、最大で1個、2個、もしくは3個のアミノ酸修飾、より好ま
しくは、アミノ酸置換、例えば、保存的アミノ酸置換を有する、該抗体のいずれかの変異
体
を含む、請求項1または44記載の抗体。
【請求項４７】
　a)SEQ ID NO:1、41および45からなる群より選択されるVH領域配列と、少なくとも80％
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の同一性、例えば、少なくとも90％、少なくとも95％、もしくは少なくとも98％、もしく
は100％の同一性、または
　b)SEQ ID NO:1、41および45からなる群より選択されるVH領域配列と比較して、最大で2
0個、例えば、15個、または10個、または5個、4個、3個、2個、もしくは1個のアミノ酸修
飾、より好ましくは、アミノ酸置換、例えば、保存的アミノ酸置換
を有するVHを含む、請求項44記載の抗体。
【請求項４８】
　a)SEQ ID NO:57、97、および101からなる群より選択されるVL領域配列と、少なくとも8
0％の同一性、例えば、少なくとも90％、少なくとも95％、もしくは少なくとも98％、も
しくは100％の同一性、または
　b)SEQ ID NO:57、97および101からなる群より選択されるVH領域配列と比較して、最大
で20個、例えば、15個、または10個、または5個、4個、3個、2個、もしくは1個のアミノ
酸修飾、より好ましくは、アミノ酸置換、例えば、保存的アミノ酸置換
を有するVLを含む、請求項44記載の抗体。
【請求項４９】
　a)SEQ ID NO:1の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:57の配列を含むVL領域、
　b)SEQ ID NO:41の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:97の配列を含むVL領域、
　c)SEQ ID NO:45の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:101の配列を含むVL領域、または
　d)該配列内に、好ましくは、最大で1個、2個、もしくは3個のアミノ酸修飾、より好ま
しくは、アミノ酸置換、例えば、保存的アミノ酸置換を有する、該抗体のいずれかの変異
体
を含む、請求項44記載の抗体。
【請求項５０】
　本明細書の実施例22に記載されているように確かめられた時に、5nM未満、例えば、3.5
nM未満、例えば、2nM未満の、組織因子に対する親和性を有する、請求項1～5のいずれか
一項記載の抗体。
【請求項５１】
　本明細書の実施例22に記載の方法によって確かめられた時に10-3sec-1を超えるkdを有
する、および/または本明細書の実施例22に記載の方法によって確かめられた時に5x104,m
ol-1sec-1を超えるkaを有する、請求項1～5のいずれか一項記載の抗体。
【請求項５２】
　本明細書の実施例22に記載の親和性方法によって確かめられた時に10-3sec-1を超えるk
dを有し、本明細書の実施例22に記載のアビディティ方法によって確かめられた時に、5nM
未満、例えば、1nM未満、例えば、0.2nM未満のアビディティを有する、請求項1～5のいず
れか一項記載の抗体。
【請求項５３】
　実施例23に記載のアッセイにおいて確かめられた時に健康組織への結合を示さず、特に
、ヒト糸球体への結合を示さないが、例えば、本明細書の実施例23に記載のアッセイにお
いて確かめられた時に膵臓腫瘍への結合を示す、請求項1～5のいずれか一項、または51、
または52記載の抗体。
【請求項５４】
　本明細書の実施例26に記載の方法によって確かめられた時に、確立したBX-PC3腫瘍の成
長の阻害において有効である、請求項1～5または51～53のいずれか一項記載の抗体。
【請求項５５】
　以下の特性:増殖の阻害、腫瘍血管形成の阻害、腫瘍細胞アポトーシスの誘導、オルタ
ナティブスプライシングされた組織因子との結合の1つまたは複数をさらに有する、前記
請求項のいずれか一項記載の抗体。
【請求項５６】
　a)SEQ ID NO:9の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:65の配列を含むVL領域、
　b)SEQ ID NO:1の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:57の配列を含むVL領域、
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　c)SEQ ID NO:5の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:61の配列を含むVL領域、
　d)SEQ ID NO:13の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:69の配列を含むVL領域、
　e)SEQ ID NO:17の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:73の配列を含むVL領域、
　f)SEQ ID NO:21の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:77の配列を含むVL領域、
　g)SEQ ID NO:25の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:81の配列を含むVL領域、
　h)SEQ ID NO:29の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:85の配列を含むVL領域、
　i)SEQ ID NO:33の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:89の配列を含むVL領域、
　j)SEQ ID NO:37の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:93の配列を含むVL領域、
　k)SEQ ID NO:41の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:97の配列を含むVL領域、
　l)SEQ ID NO:45の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:101の配列を含むVL領域、
　m)SEQ ID NO:49の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:105の配列を含むVL領域、または
　n)SEQ ID NO:53の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:109の配列を含むVL領域
を含む抗体と組織因子結合において競合する、請求項1～5のいずれか一項記載の抗体。
【請求項５７】
　a)SEQ ID NO:9の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:65の配列を含むVL領域、
　b)SEQ ID NO:1の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:57の配列を含むVL領域、
　c)SEQ ID NO:5の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:61の配列を含むVL領域、
　d)SEQ ID NO:13の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:69の配列を含むVL領域、
　e)SEQ ID NO:17の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:73の配列を含むVL領域、
　f)SEQ ID NO:21の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:77の配列を含むVL領域、
　g)SEQ ID NO:25の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:81の配列を含むVL領域、
　h)SEQ ID NO:29の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:85の配列を含むVL領域、
　i)SEQ ID NO:33の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:89の配列を含むVL領域、
　j)SEQ ID NO:37の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:93の配列を含むVL領域、
　k)SEQ ID NO:41の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:97の配列を含むVL領域、
　l)SEQ ID NO:45の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:101の配列を含むVL領域、
　m)SEQ ID NO:49の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:105の配列を含むVL領域、または
　n)SEQ ID NO:53の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:109の配列を含むVL領域
を有する抗体と同じ、組織因子上のエピトープに結合する、請求項1～5のいずれか一項記
載の抗体。
【請求項５８】
-IGHV1-18*01、IGHV3-23*01、IGHV3-30*01、IGHV3-33*01、IGHV3-33*03、IGHV1-69*02、I
GHV1-69*04、およびIGHV5-51*01からなる群より選択されるヒト生殖系列VH配列に由来す
る重鎖可変領域、ならびに/または
-IGKV3-20*01、IGKV1-13*02、IGKV3-11*01、およびIGKV1D-16*01からなる群より選択され
るヒト生殖系列Vκ配列に由来する軽鎖可変領域
を含む、前記請求項のいずれか一項記載の抗体。
【請求項５９】
　完全長抗体、好ましくは、IgG1抗体、特に、IgG1,κ抗体である、前記請求項のいずれ
か一項記載の抗体。
【請求項６０】
　別の部分、例えば、細胞傷害性部分、放射性同位体、または薬物と結合体化している、
前記請求項のいずれか一項記載の抗体。
【請求項６１】
　エフェクター機能欠損性抗体である、請求項1～3または15～49のいずれか一項記載の抗
体。
【請求項６２】
　エフェクター機能欠損性の抗組織因子抗体が、安定化されたヒトIgG4抗体、例えば、ヒ
トIgG4の重鎖定常領域にある位置409のアルギニンが、リジン、スレオニン、メチオニン
、もしくはロイシン、好ましくは、リジンで置換されている、および/またはヒンジ領域
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がCys-Pro-Pro-Cys配列を含む抗体である、請求項61記載の抗体。
【請求項６３】
　一価抗体である、請求項1～3または15～49のいずれか一項記載の抗体。
【請求項６４】
　一価抗体が、
　i)一価抗体の軽鎖をコードする核酸構築物を準備する工程であって、該構築物は、選択
された抗原特異的抗体のVL領域をコードするヌクレオチド配列、およびIgの定常CL領域を
コードするヌクレオチド配列を含み、該選択された抗原特異的抗体のVL領域をコードする
ヌクレオチド配列および該IgのCL領域をコードするヌクレオチド配列は一緒に機能的に連
結され、IgG1サブタイプの場合、ポリクローナルヒトIgGの存在下で、または動物もしく
はヒトに投与された時に、CL領域の同一のアミノ酸配列を含む他のペプチドとジスルフィ
ド結合または共有結合を形成することができるアミノ酸をCL領域が含有しないように、CL
領域をコードするヌクレオチド配列は修飾されている、前記工程;
　ii)該一価抗体の重鎖をコードする核酸構築物を準備する工程であって、該構築物は、
選択された抗原特異的抗体のVH領域をコードするヌクレオチド配列およびヒトIgの定常CH
領域をコードするヌクレオチド配列を含み、ヒンジ領域に対応する領域、およびIgサブタ
イプにより必要とされる場合には、CH領域の他の領域、例えば、CH3領域が、ポリクロー
ナルヒトIgGの存在下で、または動物もしくはヒトに投与された時に、ヒトIgのCH領域の
同一のアミノ酸配列を含む他のペプチドとのジスルフィド結合または共有結合もしくは安
定した非共有結合による重鎖間結合の形成に関与するアミノ酸残基を含まないように、CH
領域をコードするヌクレオチド配列は修飾されており、該選択された抗原特異的抗体のVH
領域をコードするヌクレオチド配列および該IgのCH領域をコードするヌクレオチド配列は
一緒に機能的に連結されている、前記工程;
　iii)該一価抗体を産生するための細胞発現系を準備する工程;
　iv)(iii)の細胞発現系の細胞において、(i)および(ii)の核酸構築物を同時発現させる
ことによって、該一価抗体を産生する工程
を含む方法によって構築される、請求項63記載の抗体。
【請求項６５】
　一価抗体が、
　(i)請求項1～26のいずれか一項記載の抗体の可変領域または該領域の抗原結合部分、な
らびに
　(ii)ヒンジ領域に対応する領域および、免疫グロブリンがIgG4サブタイプでない場合は
、CH領域の他の領域、例えば、CH3領域が、ポリクローナルヒトIgGの存在下で同一のCH領
域とジスルフィド結合を形成することができるアミノ酸残基、または同一のCH領域と他の
共有結合もしくは安定した非共有結合による重鎖間結合をすることができるアミノ酸残基
を含まないように修飾されている、免疫グロブリンのCH領域、またはCH2領域およびCH3領
域を含むその断片
を含む、請求項63記載の抗体。
【請求項６６】
　ヒンジ全体が欠失されるように重鎖が修飾されている、請求項63～65のいずれか一項記
載の抗体。
【請求項６７】
　請求項1～62のいずれか一項記載の抗体、および第2の結合特異性、例えば、ヒトエフェ
クター細胞、ヒトFc受容体、またはT細胞受容体に対する結合特異性を含む、二重特異性
分子。
【請求項６８】
　SEQ ID NO:1～SEQ ID NO:112からなる群より選択されるアミノ酸配列の1つまたは複数
をコードするヌクレオチド配列を含む、発現ベクター。
【請求項６９】
　ヒト抗体の軽鎖、重鎖、または軽鎖および重鎖の両方の定常領域をコードするヌクレオ
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チド配列をさらに含む、請求項68記載の発現ベクター。
【請求項７０】
　請求項1～59または61～66のいずれか一項において定義された抗体を産生する、組換え
真核宿主細胞または組換え原核宿主細胞。
【請求項７１】
　請求項1～54のいずれか一項において定義された抗体、請求項67において定義された二
重特異性分子、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７２】
　医用薬剤として使用するための、請求項1～66のいずれか一項において定義された抗体
または請求項67において定義された二重特異性分子。
【請求項７３】
　使用が、癌を治療するためのものである、請求項72記載の抗体または二重特異性分子。
【請求項７４】
　癌が、中枢神経系の腫瘍、頭頚部癌、肺癌、乳癌、食道癌、胃癌、肝臓癌および胆道癌
、膵臓癌、結腸直腸癌、膀胱癌、腎臓癌、前立腺癌、子宮内膜癌、卵巣癌、悪性黒色腫、
肉腫、原発起源不明の腫瘍、骨髄癌、急性リンパ芽球性白血病、慢性リンパ芽球性白血病
、および非ホジキンリンパ腫、皮膚癌、神経膠腫、脳癌、子宮癌、および直腸癌からなる
群より選択される、請求項73記載の抗体または二重特異性分子。
【請求項７５】
　使用が、膵臓癌を治療するためのものである、請求項72記載の抗体または二重特異性分
子。
【請求項７６】
　使用が、結腸直腸癌を治療するためのものである、請求項72記載の抗体または二重特異
性分子。
【請求項７７】
　使用が、卵巣癌を治療するためのものである、請求項72記載の抗体または二重特異性分
子。
【請求項７８】
　使用が、乳癌を治療するためのものである、請求項72記載の抗体または二重特異性分子
。
【請求項７９】
　使用が、前立腺癌を治療するためのものである、請求項72記載の抗体または二重特異性
分子。
【請求項８０】
　使用が、膀胱癌を治療するためのものである、請求項72記載の抗体または二重特異性分
子。
【請求項８１】
　医用薬剤が、1種類または複数の種類のさらなる治療剤、例えば、化学療法剤と組み合
わせて癌を治療するためのものである、請求項72記載の抗体または二重特異性分子。
【請求項８２】
　癌を治療するための医用薬剤を製造するための、請求項1～66のいずれか一項記載の抗
体または請求項697記載の二重特異性分子の使用。
【請求項８３】
　請求項74～81のいずれか一項記載のさらなる特徴を含む、請求項82記載の使用。
【請求項８４】
　組織因子を発現する腫瘍細胞の成長および/または増殖を阻害するための方法であって
、以下の工程を含む方法:
　組織因子を発現する腫瘍細胞の成長および/または増殖の阻害を必要とする個体に、請
求項1～66のいずれか一項記載の抗体または請求項67において定義された二重特異性分子
を投与する工程。



(12) JP 2020-22461 A 2020.2.13

10

20

30

40

50

【請求項８５】
　請求項1～59または61～66のいずれか一項記載の抗体を産生するための方法であって、
以下の工程を含む方法:
　a)請求項70記載の宿主細胞を培養する工程、および
　b)培地から抗体を精製する工程。
【請求項８６】
　請求項1～67のいずれか一項において定義された抗体を含む、診断用組成物。
【請求項８７】
　試料中の組織因子の存在を検出するための方法であって、以下の工程を含む方法:
-試料と、請求項1～66のいずれか一項記載の抗体または請求項67記載の二重特異性分子と
を、抗体または二重特異性分子と組織因子との複合体が形成する条件下で接触させる工程
;および
-複合体が形成したかどうか分析する工程。
【請求項８８】
-請求項1～66のいずれか一項記載の抗体または請求項67記載の二重特異性分子;および
-キットを使用するための説明書
を含む、試料中の組織因子の存在を検出するためのキット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
発明の分野
　本発明は、組織因子、特に、ヒト組織因子に対する抗体、ならびにこのような抗体の使
用、特に、癌、炎症、および血管疾患の治療におけるこのような抗体の使用に関する。
【背景技術】
【０００２】
発明の背景
　組織因子(TF)は、トロンボプラスチン、第III因子、またはCD142とも呼ばれ、内皮下組
織、血小板、および白血球に存在するタンパク質であり、酵素前駆体プロトロンビンから
トロンビンへの形成開始に必要である。トロンビン形成は最終的には血液凝固につながる
。組織因子は細胞が血液凝固カスケードを開始するのを可能にし、凝固第VII因子に対す
る高親和性受容体として機能する。結果として生じた複合体は、特定の限られたタンパク
質分解による凝固プロテアーゼカスケードの開始を担う触媒事象をもたらす。非機能性前
駆体として循環する、これらのプロテアーゼカスケードの他の補因子とは異なり、この因
子は、細胞表面上に発現されると完全に機能する強力な開始因子である。
【０００３】
　組織因子は、セリンプロテアーゼ第VIIa因子(FVIIa)に対する細胞表面受容体である。F
VIIaが組織因子に結合すると、細胞内でシグナル伝達プロセスが開始することが見出され
ている。このシグナル伝達機能は血管形成において役割を果たしている。血管形成は成長
および発生ならびに創傷治癒における正常プロセスであるが、腫瘍が休眠状態から悪性状
態に移行する際の基礎段階でもある。すなわち、癌細胞が、血管形成に関与するタンパク
質、いわゆる、血管新生増殖因子を産生する能力を獲得すると、これらのタンパク質は、
腫瘍によって近くの組織に放出され、新しい血管が、既存の健康な血管から腫瘍に向かっ
て、および腫瘍の中に成長するよう刺激する。新しい血管が腫瘍に進入すると、腫瘍は急
速にサイズを拡大し、局所組織および局所臓器に侵入することができる。癌細胞は新しい
血管を通ってさらに循環中に逃げ、他の臓器の中に入って新たな腫瘍を形成することもあ
る(転移)。
【０００４】
　さらに、TFは炎症において役割を果たしている。TFの役割は血液凝固によって媒介され
ると想定されている(非特許文献１／　A. J. Chu : 「Tissue factor mediates inflamma
tion」in Archives of biochemistry and biophysics, 2005, vol. 440, No. 2, pp. 123
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-132)。従って、TFの阻害、例えば、モノクローナル抗TF抗体によるTFの阻害は、抗炎症
だけでなく血管疾患にも寄与する凝固-炎症サイクルの中断において重要な意味がある。
【０００５】
　TF発現は多くのタイプの癌において観察され、悪性度がさらに高い疾患と関連している
。さらに、ヒトTFは、可溶性オルタナティブスプライシング型であるasHTFでも存在する
。最近、asHTFは腫瘍成長を促進することが発見された(非特許文献２／　Hobbs et al.20
07 Thrombosis Res. 120(2)S13-S21)。
【０００６】
　TFに結合する抗体は、以下の先行技術に開示されている。
【０００７】
　WO98/40408（特許文献１）は、ネイティブなヒトTFのみ、またはTF:VIIa複合体に存在
するネイティブなヒトTFに結合し、第X因子がTFまたはその複合体に結合するのを効果的
に阻止し、それによって、血液凝固を弱めることができる抗体を開示する。この抗体は、
動脈手術もしくは心臓手術などの侵襲性医療処置後の血栓症を軽減するのに、または医療
器具の使用によって生じた血液凝固を無くすのに使用できることが開示されている。ネイ
ティブなヒトTFのインビボ画像診断を含むインビボ診断方法において用いられる、さらな
る抗体が開示されている。
【０００８】
　WO04/094475（特許文献２）は、正常血漿対照と比較して、因子によって媒介される血
液凝固を阻害しない、ヒト組織因子に結合することができる抗体を提供する。ヒト抗体は
説明されていない。この抗体は癌治療に用いられ得ると主張している。
【０００９】
　WO03/093422（特許文献３）は、TF単独よりTF:VIIa複合体に対して高い親和性で結合す
る抗体に関する。敗血症、播種性血管内凝固、虚血性脳卒中、血栓症、急性冠状動脈症候
群、および進行癌における凝固障害などのある特定の疾患の治療において、この抗体を抗
凝固剤として使用することが提案されている。
【００１０】
　WO01/27079（特許文献４）は、異常な細胞増殖、特に、内皮細胞増殖、例えば、癌、胚
の異常発生、免疫応答の機能不全、ならびに血管新生および腫瘍成長に関連する血管形成
を阻害するための組成物および方法を開示する。抗体を含む多くの活性物質が提案されて
いるが、具体的な抗体は開示されていない。
【００１１】
　WO03/037361（特許文献５）は、アポトーシスに関連する治療のためのTFアゴニストま
たはアンタゴニストの使用に関する。
【００１２】
　WO03/029295（特許文献６）は、ヒトTFと免疫反応して、凝固第VIIa因子の結合を阻害
する単離されたヒト抗体に関する。しかしながら、この出願は、これらの特性を有する抗
体のたった一つの例しか開示していない。
【００１３】
　様々な腫瘍タイプを治療するために、例えば、ベバシズマブ(Avastin(登録商標))、セ
ツキシマブ(Erbitux(登録商標))、パニツムマブ(Vectibix(商標))、およびトラスツズマ
ブ(Herceptin(登録商標))を含む、多くのモノクローナル抗体療法が認可されている。
【先行技術文献】
【特許文献】
【００１４】
【特許文献１】WO98/40408
【特許文献２】WO04/094475
【特許文献３】WO03/093422
【特許文献４】WO01/27079
【特許文献５】WO03/037361
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【特許文献６】WO03/029295
【非特許文献】
【００１５】
【非特許文献１】A. J. Chu : 「Tissue factor mediates inflammation」in Archives o
f biochemistry and biophysics, 2005, vol. 440, No. 2, pp. 123-132
【非特許文献２】Hobbs et al.2007 Thrombosis Res. 120(2)S13-S21
【発明の概要】
【００１６】
　多くの進歩がなされてきたが、重大な疾患を治療する改善された方法、例えば、治療用
抗体に基づく癌の改善された治療が依然として必要とされている。
【００１７】
　本発明の目的は、医療用の新規の高特異性かつ有効なヒト抗TF抗体を提供することであ
る。本発明の抗体は、当技術分野において説明された抗体とは異なるTF結合特性を示す。
好ましい態様において、本発明の抗体は、ヒト組織因子に対して高親和性を有し、抗体依
存性細胞傷害(ADCC)を媒介し、FVIIaがTFに結合するのを阻害し、FVIIaによって誘導され
るERKリン酸化およびIL8放出を阻害し、凝固を阻害しないか、またはほとんど阻害しない
。
[本発明1001]
　ヒト組織因子に結合するヒト抗体。
[本発明1002]
　実施例13のアッセイに記載されているように確かめられた時に、3nM以下、例えば、0.5
0nM以下、例えば、0.35nM以下、例えば、0.20nM以下、例えば、0.1nM以下の見かけの親和
性(EC50)で、組織因子の細胞外ドメインに結合する、本発明1001の抗体。
[本発明1003]
　実施例14のアッセイに記載されているように確かめられた時に、好ましくは、10nM以下
、例えば、8nM以下、例えば、5nM以下、例えば、2nM以下、例えば、1nM以下、例えば、0.
5nM以下、例えば、0.3nM以下の見かけの親和性(EC50)で、組織因子を発現する哺乳動物細
胞、例えば、組織因子をコードする構築物でトランスフェクトされたA431細胞に結合する
、前記本発明のいずれかの抗体。
[本発明1004]
　実施例20のアッセイに記載されているように確かめられた時に、好ましくは、2nM以下
、例えば、1nM以下、例えば、0.7nM以下、または0.3nM以下、例えば、0.2nM以下、または
0.1nM以下、または0.05nM以下のEC50値で、A431細胞において抗体依存性細胞傷害を誘導
することができる、前記本発明のいずれかの抗体。
[本発明1005]
　実施例24に記載の方法によって確かめられた時に、確立したMDA-MB-231腫瘍の成長の阻
害において有効である、および/または実施例26に記載の方法によって確かめられた時に
、確立したBxPC3腫瘍の成長の阻害において有効である、前記本発明のいずれかの抗体。
[本発明1006]
　実施例19のアッセイに記載されているように確かめられた時に、組織因子によって誘導
される血液凝固を、好ましくは、10nM未満、例えば、5nM未満、例えば、2nM未満、例えば
、1nM未満の中央値阻害濃度で阻害する、前記本発明のいずれかの抗体。
[本発明1007]
　実施例15のアッセイに記載されているように確かめられた時に、FVIIaと組織因子との
結合を、好ましくは、80％超、例えば、90％超の阻害の最大阻害値で阻害する、前記本発
明のいずれかの抗体。
[本発明1008]
　実施例17のアッセイに記載されているように確かめられた時に、MDA-MB-231細胞による
FVIIa誘導性IL-8放出を、好ましくは、40％超、例えば、50％超、例えば、60％超の阻害
の最大阻害値で阻害する、前記本発明のいずれかの抗体。
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[本発明1009]
　実施例18のアッセイに記載されているように確かめられた時に、TF/FVIIa複合体による
FXからFXaへの変換を、好ましくは、50％未満、例えば、40％未満、例えば、1～30％の範
囲で阻害する、前記本発明のいずれかの抗体。
[本発明1010]
　SEQ ID NO:9の配列を含むVH領域とSEQ ID NO:65の配列を含むVL領域とを含む抗体と、
組織因子結合において競合する、前記本発明のいずれかの抗体。
[本発明1011]
　組織因子との結合が、組織因子の位置45にあるアミノ酸W、位置46にあるアミノ酸K、ま
たは位置94にあるアミノ酸Yのいずれか1つに関与しない、前記本発明のいずれかの抗体。
[本発明1012]
　SEQ ID NO:37の配列を含むVH領域とSEQ ID NO:93の配列を含むVL領域とを含む抗体と、
組織因子結合において競合する、前記本発明のいずれかの抗体。
[本発明1013]
　実施例16のアッセイに記載されているように確かめられた時に、FVIIa誘導性ERKリン酸
化を、好ましくは、10nM未満、例えば、5nM未満、例えば、2nM未満の中央値阻害濃度で阻
害する、前記本発明のいずれかの抗体。
[本発明1014]
　実施例16のアッセイに記載されているように確かめられた時に、ERKリン酸化を、好ま
しくは、10nM未満、例えば、5nM未満、例えば、2nM未満の中央値阻害濃度で阻害し、実施
例17のアッセイに記載のFVII誘導性IL-8放出を最大10％を超えて阻害しない、本発明1001
～1007および1009～1013のいずれかの抗体。
[本発明1015]
　C3cおよびC4cの沈着を誘導することができる、好ましくは、実施例21において確かめら
れた時にC3cおよびC4cの沈着を誘導することができる、前記本発明のいずれかの抗体。
[本発明1016]
　抗体のFab断片が、実施例28に記載されているようにELISAによって測定された時に、0.
1μg/mLより低い、例えば、0.05μg/mLより低い、例えば、0.04μg/mLより低いEC50値で
組織因子の細胞外ドメインに結合する、前記本発明のいずれかの抗体。
[本発明1017]
　抗体のFab断片が、実施例28に記載されているようにELISAによって測定された時に、1.
0μg/mLを上回るEC50で、組織因子の細胞外ドメインに結合する、本発明1001～1015のい
ずれかの抗体。
[本発明1018]
　抗体のFab断片が、実施例28に記載されているように、10μg/mLより低い、例えば、1μ
g/mLより低い、例えば、0.5μg/mLより低い、または0.2μg/mLより低いEC50値で組織因子
の細胞外ドメインに結合する、本発明1001～1015のいずれかの抗体。
[本発明1019]
　実施例27に記載されているように、ヒト組織因子に結合し、マウス組織因子に結合せず
、ヒトTFとの結合を、アミノ酸42-84以外はヒトTF配列を含有し、アミノ酸42-84がマウス
配列で置換されているシャッフル構築物42-84mmとの結合と比較した時に弱い結合を示す
、前記本発明のいずれかの抗体。
[本発明1020]
　実施例27に記載されているように、ヒト組織因子に結合し、マウス組織因子に結合せず
、ヒトTFとの結合を、アミノ酸85-122以外はヒトTF配列を含有し、アミノ酸85-122がマウ
ス配列で置換されているシャッフル構築物85-122mmとの結合を比較した時に弱い結合を示
す、本発明1001～1018のいずれかの抗体。
[本発明1021]
　実施例27に記載されているように、ヒト組織因子に結合し、マウス組織因子に結合せず
、ヒトTFとの結合を、アミノ酸123-137以外はヒトTF配列を含有し、アミノ酸123-137がマ
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ウス配列で置換されているシャッフル構築物123-137mmとの結合と比較した時に弱い結合
を示す、本発明1001～1018のいずれかの抗体。
[本発明1022]
　実施例27に記載されているように、ヒト組織因子に結合し、マウス組織因子に結合せず
、ヒトTFとの結合を、アミノ酸185-225以外はヒトTF配列を含有し、アミノ酸185-225がマ
ウス配列で置換されているシャッフル構築物185-225mmとの結合と比較した時に弱い結合
を示す、本発明1001～1018のいずれかの抗体。
[本発明1023]
　実施例27に記載されているように、ヒト組織因子に結合し、マウス組織因子に結合せず
、ヒトTFとの結合を、アミノ酸226-250以外はヒトTF配列を含有し、アミノ酸226-250がマ
ウス配列で置換されているシャッフル構築物226-250mmとの結合と比較した時に弱い結合
を示す、本発明1001～1018のいずれかの抗体。
[本発明1024]
　ヒトTFと複数のシャッフル構築物との結合を比較した時に弱い結合を示す、例えば、
●本発明1019において定義されたシャッフル構築物42-84mmおよび本発明1020において定
義されたシャッフル構築物85-122mmとの結合を比較した時に弱い結合を示す、または
●本発明1021において定義されたシャッフル構築物123-137mm、および本発明1022におい
て定義されたシャッフル構築物185-225mm、および本発明1023において定義されたシャッ
フル構築物226-250mmとの結合を比較した時に弱い結合を示す、
本発明1019～1023のいずれかの抗体。
[本発明1025]
-SEQ ID NO:9の配列を含むVH領域とSEQ ID NO:65の配列を含むVL領域とを含む抗体と組織
因子結合において競合する、
-SEQ ID NO:37の配列を含むVH領域とSEQ ID NO:93の配列を含むVL領域とを含む抗体と、
組織因子結合において競合しない、
前記本発明のいずれかの抗体。
[本発明1026]
　a)
-SEQ ID NO:12、
-SEQ ID NO:16、
-SEQ ID NO:20、
-SEQ ID NO:24、
-SEQ ID NO:28
に示した配列、または
　b)該配列のいずれかの変異体、例えば、最大で1個、2個、3個、4個、または5個のアミ
ノ酸修飾、好ましくは、置換、例えば、保存的置換を有する変異体
を有するVH CDR3領域を含む、本発明1025の抗体。
[本発明1027]
　SEQ ID NO:12に示した配列またはその変異体を有するVH CDR3領域を含み、該変異体が
、位置2、3、6、9、および11の1つまたは複数において修飾を含み、好ましくは、修飾が
置換であり、より好ましくは、該置換が、
　a)Rが位置2にある時の、RからKへの置換、
　b)Sが位置3にある時の、SからAまたはTへの置換、
　c)Gが位置6にある時の、GからTへの置換、
　d)Lが位置9にある時の、LからFへの置換、および
　e)Sが位置11にある時の、SからYへの置換
からなる群より選択される、本発明1026の抗体。
[本発明1028]
　a)SEQ ID NO:10、11および12のCDR1、2、および3配列を含むVH領域、ならびにSEQ ID N
O:66、67および68のCDR1、2、および3配列を含むVL領域、
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　b)SEQ ID NO:14、15、および16のCDR1、2、および3配列を含むVH領域、ならびにSEQ ID
 NO:70、71および72のCDR1、2、および3配列を含むVL領域、
　c)SEQ ID NO:18、19、20のCDR1、2、および3配列を含むVH領域、ならびにSEQ ID NO:74
、75および76のCDR1、2、および3配列を含むVL領域、
　d)SEQ ID NO:22、23、および24のCDR1、2、および3配列を含むVH領域、ならびにSEQ ID
 NO:78、79および80のCDR1、2、および3配列を含むVL領域、
　e)SEQ ID NO:26、27、および28のCDR1、2、および3配列を含むVH領域、ならびにSEQ ID
 NO:82、83、および84のCDR1、2、および3配列を含むVL領域、または
　f)該配列内に、好ましくは、最大で1個、2個、もしくは3個のアミノ酸修飾、より好ま
しくは、アミノ酸置換、例えば、保存的アミノ酸置換を有する、該抗体のいずれかの変異
体
を含む、本発明1001または1026の抗体。
[本発明1029]
　a)SEQ ID NO:9、13、17、21、および25からなる群より選択されるVH領域配列と、少な
くとも80％の同一性、例えば、少なくとも90％、少なくとも95％、もしくは少なくとも98
％、もしくは100％の同一性、または
　b)SEQ ID NO:9、13、17、21、21および25からなる群より選択されるVH領域配列と比較
して、最大で20個、例えば、15個、または10個、または5個、4個、3個、2個、もしくは1
個のアミノ酸修飾、より好ましくは、アミノ酸置換、例えば、保存的アミノ酸置換
を有するVHを含む、本発明1026の抗体。
[本発明1030]
　a)SEQ ID NO:65、69、73、77、および81からなる群より選択されるVL領域配列と、少な
くとも80％の同一性、例えば、少なくとも90％、少なくとも95％、もしくは少なくとも98
％、もしくは100％の同一性、または
　b)SEQ ID NO:65、69、73、77、および81からなる群より選択されるVH領域配列と比較し
て、最大で20個、例えば、15個、または10個、または5個、4個、3個、2個、もしくは1個
のアミノ酸修飾、より好ましくは、アミノ酸置換、例えば、保存的アミノ酸置換
を有するVLを含む、本発明1026の抗体。
[本発明1031]
　a)SEQ ID NO:9の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:65の配列を含むVL領域、
　b)SEQ ID NO:13の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:69の配列を含むVL領域、
　c)SEQ ID NO:17の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:73の配列を含むVL領域、
　d)SEQ ID NO:21の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:77の配列を含むVL領域、
　e)SEQ ID NO:25の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:81の配列を含むVL領域、または
　f)該配列内に、好ましくは、最大で1個、2個、もしくは3個のアミノ酸修飾、より好ま
しくは、アミノ酸置換、例えば、保存的アミノ酸置換を有する、該抗体のいずれかの変異
体
を含む、本発明1026の抗体。
[本発明1032]
-SEQ ID NO:9の配列を含むVH領域とSEQ ID NO:65の配列を含むVL領域とを含む抗体と組織
因子結合において競合する、および
-SEQ ID NO:37の配列を含むVH領域とSEQ ID NO:93の配列を含むVL領域とを含む抗体と組
織因子結合において競合する、
本発明1001～1024のいずれかの抗体。
[本発明1033]
　a)
-SEQ ID NO:8、
-SEQ ID NO:52
に示した配列、または
　b)該配列のいずれかの変異体、例えば、最大で1個、2個、もしくは3個のアミノ酸修飾
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、好ましくは、置換、例えば、保存的置換を有する変異体
を有するVH CDR3領域を含む、本発明1032の抗体。
[本発明1034]
　a)SEQ ID NO:6、7および8のCDR1、2、および3配列を含むVH領域、ならびにSEQ ID NO:6
2、63および64のCDR1、2、および3配列を含むVL領域、
　b)SEQ ID NO:50、51および52のCDR1、2、および3配列を含むVH領域、ならびにSEQ ID N
O:106、107、および108のCDR1、2、および3配列を含むVL領域、または
　c)該配列内に、好ましくは、最大で1個、2個、もしくは3個のアミノ酸修飾、より好ま
しくは、アミノ酸置換、例えば、保存的アミノ酸置換を有する、該抗体のいずれかの変異
体
を含む、本発明1001または1032のいずれかの抗体。
[本発明1035]
　a)SEQ ID NO:5および49からなる群より選択されるVH領域配列と、少なくとも80％の同
一性、例えば、少なくとも90％、少なくとも95％、もしくは少なくとも98％、もしくは10
0％の同一性、または
　b)SEQ ID NO:5および49からなる群より選択されるVH領域配列と比較して、最大で20個
、例えば、15個、または10個、または5個、4個、3個、2個、もしくは1個のアミノ酸修飾
、より好ましくは、アミノ酸置換、例えば、保存的アミノ酸置換
を有するVHを含む、本発明1032の抗体。
[本発明1036]
　a)SEQ ID NO:61および105からなる群より選択されるVL領域配列と、少なくとも80％の
同一性、例えば、少なくとも90％、少なくとも95％、もしくは少なくとも98％、もしくは
100％の同一性、または
　b)SEQ ID NO:61および105からなる群より選択されるVH領域配列と比較して、最大で20
個、例えば、15個、または10個、または5個、4個、3個、2個、もしくは1個のアミノ酸修
飾、より好ましくは、アミノ酸置換、例えば、保存的アミノ酸置換
を有するVLを含む、本発明1032の抗体。
[本発明1037]
　a)SEQ ID NO:5の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:61の配列を含むVL領域、
　b)SEQ ID NO:49の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:105の配列を含むVL領域、または
　c)該配列内に、好ましくは、最大で1個、2個、もしくは3個のアミノ酸修飾、より好ま
しくは、アミノ酸置換、例えば、保存的アミノ酸置換を有する、該抗体のいずれかの変異
体
を含む、本発明1032の抗体。
[本発明1038]
-SEQ ID NO:9の配列を含むVH領域とSEQ ID NO:65の配列を含むVL領域とを含む抗体と、組
織因子結合において競合しない、ならびに
-SEQ ID NO:37の配列を含むVH領域とSEQ ID NO:93の配列を含むVL領域とを含む抗体と組
織因子結合において競合する、
本発明1001～1024のいずれかの抗体。
[本発明1039]
　a)
-SEQ ID NO:32、
-SEQ ID NO:36、
-SEQ ID NO:40、
-SEQ ID NO:56
に示した配列、または
　b)該配列のいずれかの変異体、例えば、最大で1個、2個、もしくは3個のアミノ酸修飾
、好ましくは、置換、例えば、保存的置換を有する変異体
を有するVH CDR3領域を含む、本発明1038の抗体。
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[本発明1040]
　a)SEQ ID NO:30、31および32のCDR1、2、および3配列を含むVH領域、ならびにSEQ ID N
O:86、87および88のCDR1、2、および3配列を含むVL領域、
　b)SEQ ID NO:34、35および36のCDR1、2、および3配列を含むVH領域、ならびにSEQ ID N
O:90、91および92のCDR1、2、および3配列を含むVL領域、
　c)SEQ ID NO:38、39および40のCDR1、2、および3配列を含むVH領域、ならびにSEQ ID N
O:94、95および96のCDR1、2、および3配列を含むVL領域、
　d)SEQ ID NO:54、55および56のCDR1、2、および3配列を含むVH領域、ならびにSEQ ID N
O:110、11および112のCDR1、2、および3配列を含むVL領域、または
　e)該配列内に、好ましくは、最大で1個、2個、もしくは3個のアミノ酸修飾、より好ま
しくは、アミノ酸置換、例えば、保存的アミノ酸置換を有する、該抗体のいずれかの変異
体
を含む、本発明1001または1038の抗体。
[本発明1041]
　a)SEQ ID NO:29、33、37および53からなる群より選択されるVH領域配列と、少なくとも
80％の同一性、例えば、少なくとも90％、少なくとも95％、もしくは少なくとも98％、も
しくは100％の同一性、または
　b)SEQ ID NO:29、33、37および53からなる群より選択されるVH領域配列と比較して、最
大で20個、例えば、15個、または10個、または5個、4個、3個、2個、もしくは1個のアミ
ノ酸修飾、より好ましくは、アミノ酸置換、例えば、保存的アミノ酸置換
を有するVHを含む、本発明1038の抗体。
[本発明1042]
　a)SEQ ID NO:85、89、93、および109からなる群より選択されるVL領域配列と、少なく
とも80％の同一性、例えば、少なくとも90％、少なくとも95％、もしくは少なくとも98％
、もしくは100％の同一性、または
　b)SEQ ID NO:85、89、93、および109からなる群より選択されるVL領域配列と比較して
、最大で20個、例えば、15個、または10個、または5個、4個、3個、2個、もしくは1個の
アミノ酸修飾、より好ましくは、アミノ酸置換、例えば、保存的アミノ酸置換
を有するVLを含む、本発明1038の抗体。
[本発明1043]
　a)SEQ ID NO:29の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:85の配列を含むVL領域、
　b)SEQ ID NO:33の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:89の配列を含むVL領域、
　c)SEQ ID NO:37の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:93の配列を含むVL領域、
　d)SEQ ID NO:53の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:109の配列を含むVL領域、または
　e)該配列内に、好ましくは、最大で1個、2個、もしくは3個のアミノ酸修飾、より好ま
しくは、アミノ酸置換、例えば、保存的アミノ酸置換を有する、該抗体のいずれかの変異
体
を含む、本発明1038の抗体。
[本発明1044]
　SEQ ID NO:41の配列を含むVH領域とSEQ ID NO:97の配列を含むVL領域とを含む抗体と組
織因子結合において競合する、前記本発明1001～1024のいずれかの抗体。
[本発明1045]
　a)
-SEQ ID NO:4、
-SEQ ID NO:44、
-SEQ ID NO:48
に示した配列、または
　b)該配列のいずれかの変異体、例えば、最大で1個、2個、もしくは3個のアミノ酸修飾
、好ましくは、置換、例えば、保存的置換を有する変異体
を有するVH CDR3領域を含む、本発明1044の抗体。
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[本発明1046]
　a)SEQ ID NO:2、3および4のCDR1、2、および3配列を含むVH領域、ならびにSEQ ID NO:5
8、59および60のCDR1、2、および3配列を含むVL領域、
　b)SEQ ID NO:42、43および44のCDR1、2、および3配列を含むVH領域、ならびにSEQ ID N
O:98、99および100のCDR1、2、および3配列を含むVL領域、
　c)SEQ ID NO:46、47および48のCDR1、2、および3配列を含むVH領域、ならびにSEQ ID N
O:102、103および104のCDR1、2、および3配列を含むVL領域、または
　d)該配列内に、好ましくは、最大で1個、2個、もしくは3個のアミノ酸修飾、より好ま
しくは、アミノ酸置換、例えば、保存的アミノ酸置換を有する、該抗体のいずれかの変異
体
を含む、本発明1001または1044の抗体。
[本発明1047]
　a)SEQ ID NO:1、41および45からなる群より選択されるVH領域配列と、少なくとも80％
の同一性、例えば、少なくとも90％、少なくとも95％、もしくは少なくとも98％、もしく
は100％の同一性、または
　b)SEQ ID NO:1、41および45からなる群より選択されるVH領域配列と比較して、最大で2
0個、例えば、15個、または10個、または5個、4個、3個、2個、もしくは1個のアミノ酸修
飾、より好ましくは、アミノ酸置換、例えば、保存的アミノ酸置換
を有するVHを含む、本発明1044の抗体。
[本発明1048]
　a)SEQ ID NO:57、97、および101からなる群より選択されるVL領域配列と、少なくとも8
0％の同一性、例えば、少なくとも90％、少なくとも95％、もしくは少なくとも98％、も
しくは100％の同一性、または
　b)SEQ ID NO:57、97および101からなる群より選択されるVH領域配列と比較して、最大
で20個、例えば、15個、または10個、または5個、4個、3個、2個、もしくは1個のアミノ
酸修飾、より好ましくは、アミノ酸置換、例えば、保存的アミノ酸置換
を有するVLを含む、本発明1044の抗体。
[本発明1049]
　a)SEQ ID NO:1の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:57の配列を含むVL領域、
　b)SEQ ID NO:41の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:97の配列を含むVL領域、
　c)SEQ ID NO:45の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:101の配列を含むVL領域、または
　d)該配列内に、好ましくは、最大で1個、2個、もしくは3個のアミノ酸修飾、より好ま
しくは、アミノ酸置換、例えば、保存的アミノ酸置換を有する、該抗体のいずれかの変異
体
を含む、本発明1044の抗体。
[本発明1050]
　本明細書の実施例22に記載されているように確かめられた時に、5nM未満、例えば、3.5
nM未満、例えば、2nM未満の、組織因子に対する親和性を有する、本発明1001～1005のい
ずれかの抗体。
[本発明1051]
　本明細書の実施例22に記載の方法によって確かめられた時に10-3sec-1を超えるkdを有
する、および/または本明細書の実施例22に記載の方法によって確かめられた時に5x104,m
ol-1sec-1を超えるkaを有する、本発明1001～1005のいずれかの抗体。
[本発明1052]
　本明細書の実施例22に記載の親和性方法によって確かめられた時に10-3sec-1を超えるk
dを有し、本明細書の実施例22に記載のアビディティ方法によって確かめられた時に、5nM
未満、例えば、1nM未満、例えば、0.2nM未満のアビディティを有する、本発明1001～1005
のいずれかの抗体。
[本発明1053]
　実施例23に記載のアッセイにおいて確かめられた時に健康組織への結合を示さず、特に
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、ヒト糸球体への結合を示さないが、例えば、本明細書の実施例23に記載のアッセイにお
いて確かめられた時に膵臓腫瘍への結合を示す、本発明1001～1005のいずれか一項、また
は51、または52記載の抗体。
[本発明1054]
　本明細書の実施例26に記載の方法によって確かめられた時に、確立したBX-PC3腫瘍の成
長の阻害において有効である、本発明1001～1005または1051～1053のいずれかの抗体。
[本発明1055]
　以下の特性:増殖の阻害、腫瘍血管形成の阻害、腫瘍細胞アポトーシスの誘導、オルタ
ナティブスプライシングされた組織因子との結合の1つまたは複数をさらに有する、前記
本発明のいずれかの抗体。
[本発明1056]
　a)SEQ ID NO:9の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:65の配列を含むVL領域、
　b)SEQ ID NO:1の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:57の配列を含むVL領域、
　c)SEQ ID NO:5の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:61の配列を含むVL領域、
　d)SEQ ID NO:13の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:69の配列を含むVL領域、
　e)SEQ ID NO:17の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:73の配列を含むVL領域、
　f)SEQ ID NO:21の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:77の配列を含むVL領域、
　g)SEQ ID NO:25の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:81の配列を含むVL領域、
　h)SEQ ID NO:29の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:85の配列を含むVL領域、
　i)SEQ ID NO:33の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:89の配列を含むVL領域、
　j)SEQ ID NO:37の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:93の配列を含むVL領域、
　k)SEQ ID NO:41の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:97の配列を含むVL領域、
　l)SEQ ID NO:45の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:101の配列を含むVL領域、
　m)SEQ ID NO:49の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:105の配列を含むVL領域、または
　n)SEQ ID NO:53の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:109の配列を含むVL領域
を含む抗体と組織因子結合において競合する、本発明1001～1005のいずれかの抗体。
[本発明1057]
　a)SEQ ID NO:9の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:65の配列を含むVL領域、
　b)SEQ ID NO:1の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:57の配列を含むVL領域、
　c)SEQ ID NO:5の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:61の配列を含むVL領域、
　d)SEQ ID NO:13の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:69の配列を含むVL領域、
　e)SEQ ID NO:17の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:73の配列を含むVL領域、
　f)SEQ ID NO:21の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:77の配列を含むVL領域、
　g)SEQ ID NO:25の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:81の配列を含むVL領域、
　h)SEQ ID NO:29の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:85の配列を含むVL領域、
　i)SEQ ID NO:33の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:89の配列を含むVL領域、
　j)SEQ ID NO:37の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:93の配列を含むVL領域、
　k)SEQ ID NO:41の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:97の配列を含むVL領域、
　l)SEQ ID NO:45の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:101の配列を含むVL領域、
　m)SEQ ID NO:49の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:105の配列を含むVL領域、または
　n)SEQ ID NO:53の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:109の配列を含むVL領域
を有する抗体と同じ、組織因子上のエピトープに結合する、本発明1001～1005のいずれか
の抗体。
[本発明1058]
-IGHV1-18*01、IGHV3-23*01、IGHV3-30*01、IGHV3-33*01、IGHV3-33*03、IGHV1-69*02、I
GHV1-69*04、およびIGHV5-51*01からなる群より選択されるヒト生殖系列VH配列に由来す
る重鎖可変領域、ならびに/または
-IGKV3-20*01、IGKV1-13*02、IGKV3-11*01、およびIGKV1D-16*01からなる群より選択され
るヒト生殖系列Vκ配列に由来する軽鎖可変領域
を含む、前記本発明のいずれかの抗体。
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[本発明1059]
　完全長抗体、好ましくは、IgG1抗体、特に、IgG1,κ抗体である、前記本発明のいずれ
かの抗体。
[本発明1060]
　別の部分、例えば、細胞傷害性部分、放射性同位体、または薬物と結合体化している、
前記本発明のいずれかの抗体。
[本発明1061]
　エフェクター機能欠損性抗体である、本発明1001～1003または1015～1049のいずれかの
抗体。
[本発明1062]
　エフェクター機能欠損性の抗組織因子抗体が、安定化されたヒトIgG4抗体、例えば、ヒ
トIgG4の重鎖定常領域にある位置409のアルギニンが、リジン、スレオニン、メチオニン
、もしくはロイシン、好ましくは、リジンで置換されている、および/またはヒンジ領域
がCys-Pro-Pro-Cys配列を含む抗体である、本発明1061の抗体。
[本発明1063]
　一価抗体である、本発明1001～1003または1015～1049のいずれかの抗体。
[本発明1064]
　一価抗体が、
　i)一価抗体の軽鎖をコードする核酸構築物を準備する工程であって、該構築物は、選択
された抗原特異的抗体のVL領域をコードするヌクレオチド配列、およびIgの定常CL領域を
コードするヌクレオチド配列を含み、該選択された抗原特異的抗体のVL領域をコードする
ヌクレオチド配列および該IgのCL領域をコードするヌクレオチド配列は一緒に機能的に連
結され、IgG1サブタイプの場合、ポリクローナルヒトIgGの存在下で、または動物もしく
はヒトに投与された時に、CL領域の同一のアミノ酸配列を含む他のペプチドとジスルフィ
ド結合または共有結合を形成することができるアミノ酸をCL領域が含有しないように、CL
領域をコードするヌクレオチド配列は修飾されている、前記工程;
　ii)該一価抗体の重鎖をコードする核酸構築物を準備する工程であって、該構築物は、
選択された抗原特異的抗体のVH領域をコードするヌクレオチド配列およびヒトIgの定常CH
領域をコードするヌクレオチド配列を含み、ヒンジ領域に対応する領域、およびIgサブタ
イプにより必要とされる場合には、CH領域の他の領域、例えば、CH3領域が、ポリクロー
ナルヒトIgGの存在下で、または動物もしくはヒトに投与された時に、ヒトIgのCH領域の
同一のアミノ酸配列を含む他のペプチドとのジスルフィド結合または共有結合もしくは安
定した非共有結合による重鎖間結合の形成に関与するアミノ酸残基を含まないように、CH
領域をコードするヌクレオチド配列は修飾されており、該選択された抗原特異的抗体のVH
領域をコードするヌクレオチド配列および該IgのCH領域をコードするヌクレオチド配列は
一緒に機能的に連結されている、前記工程;
　iii)該一価抗体を産生するための細胞発現系を準備する工程;
　iv)(iii)の細胞発現系の細胞において、(i)および(ii)の核酸構築物を同時発現させる
ことによって、該一価抗体を産生する工程
を含む方法によって構築される、本発明1063の抗体。
[本発明1065]
　一価抗体が、
　(i)本発明1001～1026のいずれかの抗体の可変領域または該領域の抗原結合部分、なら
びに
　(ii)ヒンジ領域に対応する領域および、免疫グロブリンがIgG4サブタイプでない場合は
、CH領域の他の領域、例えば、CH3領域が、ポリクローナルヒトIgGの存在下で同一のCH領
域とジスルフィド結合を形成することができるアミノ酸残基、または同一のCH領域と他の
共有結合もしくは安定した非共有結合による重鎖間結合をすることができるアミノ酸残基
を含まないように修飾されている、免疫グロブリンのCH領域、またはCH2領域およびCH3領
域を含むその断片
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を含む、本発明1063の抗体。
[本発明1066]
　ヒンジ全体が欠失されるように重鎖が修飾されている、本発明1063～1065のいずれかの
抗体。
[本発明1067]
　本発明1001～1062のいずれかの抗体、および第2の結合特異性、例えば、ヒトエフェク
ター細胞、ヒトFc受容体、またはT細胞受容体に対する結合特異性を含む、二重特異性分
子。
[本発明1068]
　SEQ ID NO:1～SEQ ID NO:112からなる群より選択されるアミノ酸配列の1つまたは複数
をコードするヌクレオチド配列を含む、発現ベクター。
[本発明1069]
　ヒト抗体の軽鎖、重鎖、または軽鎖および重鎖の両方の定常領域をコードするヌクレオ
チド配列をさらに含む、本発明1068の発現ベクター。
[本発明1070]
　本発明1001～1059または1061～1066のいずれか一項において定義された抗体を産生する
、組換え真核宿主細胞または組換え原核宿主細胞。
[本発明1071]
　本発明1001～1054のいずれか一項において定義された抗体、本発明1067において定義さ
れた二重特異性分子、および薬学的に許容される担体を含む、薬学的組成物。
[本発明1072]
　医用薬剤として使用するための、本発明1001～1066のいずれか一項において定義された
抗体または本発明1067において定義された二重特異性分子。
[本発明1073]
　使用が、癌を治療するためのものである、本発明1072の抗体または二重特異性分子。
[本発明1074]
　癌が、中枢神経系の腫瘍、頭頚部癌、肺癌、乳癌、食道癌、胃癌、肝臓癌および胆道癌
、膵臓癌、結腸直腸癌、膀胱癌、腎臓癌、前立腺癌、子宮内膜癌、卵巣癌、悪性黒色腫、
肉腫、原発起源不明の腫瘍、骨髄癌、急性リンパ芽球性白血病、慢性リンパ芽球性白血病
、および非ホジキンリンパ腫、皮膚癌、神経膠腫、脳癌、子宮癌、および直腸癌からなる
群より選択される、本発明1073の抗体または二重特異性分子。
[本発明1075]
　使用が、膵臓癌を治療するためのものである、本発明1072の抗体または二重特異性分子
。
[本発明1076]
　使用が、結腸直腸癌を治療するためのものである、本発明1072の抗体または二重特異性
分子。
[本発明1077]
　使用が、卵巣癌を治療するためのものである、本発明1072の抗体または二重特異性分子
。
[本発明1078]
　使用が、乳癌を治療するためのものである、本発明1072の抗体または二重特異性分子。
[本発明1079]
　使用が、前立腺癌を治療するためのものである、本発明1072の抗体または二重特異性分
子。
[本発明1080]
　使用が、膀胱癌を治療するためのものである、本発明1072の抗体または二重特異性分子
。
[本発明1081]
　医用薬剤が、1種類または複数の種類のさらなる治療剤、例えば、化学療法剤と組み合
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わせて癌を治療するためのものである、本発明1072の抗体または二重特異性分子。
[本発明1082]
　癌を治療するための医用薬剤を製造するための、本発明1001～1066のいずれかの抗体ま
たは本発明1697の二重特異性分子の使用。
[本発明1083]
　本発明1074～1081のいずれかのさらなる特徴を含む、本発明1082の使用。
[本発明1084]
　組織因子を発現する腫瘍細胞の成長および/または増殖を阻害するための方法であって
、以下の工程を含む方法:
　組織因子を発現する腫瘍細胞の成長および/または増殖の阻害を必要とする個体に、本
発明1001～1066のいずれかの抗体または本発明1067において定義された二重特異性分子を
投与する工程。
[本発明1085]
　本発明1001～1059または1061～1066のいずれかの抗体を産生するための方法であって、
以下の工程を含む方法:
　a)本発明1070の宿主細胞を培養する工程、および
　b)培地から抗体を精製する工程。
[本発明1086]
　本発明1001～1067のいずれか一項において定義された抗体を含む、診断用組成物。
[本発明1087]
　試料中の組織因子の存在を検出するための方法であって、以下の工程を含む方法:
-試料と、本発明1001～1066のいずれかの抗体または本発明1067の二重特異性分子とを、
抗体または二重特異性分子と組織因子との複合体が形成する条件下で接触させる工程;お
よび
-複合体が形成したかどうか分析する工程。
[本発明1088]
-本発明1001～1066のいずれかの抗体または本発明1067の二重特異性分子;および
-キットを使用するための説明書
を含む、試料中の組織因子の存在を検出するためのキット。
【図面の簡単な説明】
【００１８】
【図１－１】本発明の抗体の配列のアラインメント。IMGTによるCDR1、CDR2、およびCDR3
を強調した。イタリック体の配列はCDR1領域を表し、下線の付いた配列はCDR2領域を表し
、太字の配列はCDR3領域を表す。
【図１－２】図1-1の続きを示す。
【図１－３】図1-2の続きを示す。
【図２】IgG4配列(SEQ ID NO:113-114)。SEQ ID NO:113:ヒトIgG4の野生型CH領域のアミ
ノ酸配列。イタリック体の配列はCDR1領域を表し、強調した配列はヒンジ領域を表し、通
常の配列はCH2領域を表し、下線の付いた配列はCH3領域を表す。SEQ ID NO:114:ヒトIgG4
のヒンジの無いCH領域のアミノ酸配列。
【図３－１】抗TF HuMabとTF細胞外ドメインとの結合。
【図３－２】図3-1の続きを示す。
【図４－１】抗TF HuMabと膜結合型TFとの結合。
【図４－２】図4-1の続きを示す。
【図５－１】FVIIaとTFとの結合の阻害。
【図５－２】図5-1の続きを示す。
【図６－１】FVIIa誘導性ERKリン酸化の阻害。
【図６－２】図6-1の続きを示す。
【図６Ａ】FVIIa誘導性ERKリン酸化の阻害。
【図７－１】FVIIa誘導性IL-8放出の阻害。
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【図７－２】図7-1の続きを示す。
【図８－１】FXa生成の阻害。
【図８－２】図8-1の続きを示す。
【図９－１】血液凝固の阻害。
【図９－２】図9-1の続きを示す。
【図１０－１】TF-HuMabは、ADCCによってBx-PC3細胞の溶解を誘導する。
【図１０－２】図10-1の続きを示す。
【図１１－１】標的細胞上での補体成分C3cおよびC4cの沈着。
【図１１－２】図11-1の続きを示す。
【図１１－３】図11-2の続きを示す。
【図１１－４】図11-3の続きを示す。
【図１２】TF-HuMabと糸球体との結合の免疫組織化学的分析。
【図１３】TF-HuMabと膵臓腫瘍との結合の免疫組織化学的分析。
【図１４－１】確立したMDA-MB-231腫瘍異種移植片におけるTF-HuMabのインビボ効力。
【図１４－２】図14-1の続きを示す。
【図１５】TF特異的HuMab011の静脈内注射の際にカニクイザルにおいて求めた出血時間。
1日目(0mg/kg)、8日目(1mg/kg)、15日目(10mg/kg)、および22日目(100mg/kg)に、抗体を
投与した。
【図１６－１】予防的なおよび確立したBX-PC3腫瘍異種移植片におけるTF-HuMabのインビ
ボ効力。
【図１６－２】図16-1の続きを示す。
【図１７Ａ】シャッフル構築物およびTFドメイン。
【図１７Ｂ】シャッフル構築物およびTFドメイン。
【図１８－１】抗TF抗体とTFシャッフル構築物との結合。
【図１８－２】図18-1の続きを示す。
【図１８－３】図18-2の続きを示す。
【図１８－４】図18-3の続きを示す。
【図１８－５】図18-4の続きを示す。
【図１８－６】図18-5の続きを示す。
【図１８－７】図18-6の続きを示す。
【図１８－８】図18-7の続きを示す。
【図１９】HuMab-TF Fab断片とTF細胞外ドメインとの結合、ELISA。
【図２０】HuMab-TF Fab断片とTF細胞外ドメインとの結合、FACS。
【図２１】発現したTF分子の数に依存する、抗TF HuMabの結合プロファイル。
【発明を実施するための形態】
【００１９】
発明の詳細な説明
定義
　「組織因子」、「TF」、「CD142」、「組織因子抗原」、「TF抗原」、および「CD142抗
原」という用語は本明細書において同義に用いられ、特に定めのない限り、細胞によって
天然に発現されたヒト組織因子、または組織因子遺伝子でトランスフェクトされた細胞上
に発現されたヒト組織因子の任意の変異体、アイソフォーム、および種ホモログを含む。
【００２０】
　「免疫グロブリン」という用語は、一対が低分子量の軽鎖(L)、一対が重鎖(H)の二対の
ポリペプチド鎖からなり、4本全てがジスルフィド結合で相互接続されている場合がある
、構造的に関連する糖タンパク質のクラスをいう。免疫グロブリンの構造ははっきり特徴
づけられている。例えば、Fundamental Immunology Ch. 7 (Paul, W., ed., 2nd ed. Rav
en Press, N. Y.(1989))を参照されたい。簡単に述べると、それぞれの重鎖は、典型的に
は、重鎖可変領域(本明細書では、VHまたはVHと省略する)および重鎖定常領域からなる。
重鎖定常領域は、典型的には、3つのドメイン、CH1、CH2、およびCH3からなる。それぞれ
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の軽鎖は、典型的には、軽鎖可変領域(本明細書ではVLまたはVLと省略する)および軽鎖定
常領域からなる。軽鎖定常領域は、典型的には、1つのドメインCLからなる。VHおよびVL
領域は、相補性決定領域(CDR)とも呼ばれる超可変性領域(または配列が著しく変化し得る
、および/もしくは構造が規定されたループの形をとり得る超可変領域)にさらに細分する
ことができ、超可変性領域は、フレームワーク領域(FR)と呼ばれる保存領域と共に散在し
ている。それぞれのVHおよびVLは、典型的には、3つのCDRおよび4つのFRからなり、アミ
ノ末端からカルボキシ末端に向かって、以下の順序:FR1、CDR1、FR2、CDR2、FR3、CDR3、
FR4で並べられている(Chothia and Lesk J. Mol. Biol. 196, 901-917 (1987)も参照され
たい)。典型的には、この領域におけるアミノ酸残基のナンバリングは、IMGT., Sequence
s of Proteins of Immunological Interest, 5th Ed. Public Health Service, National
 Institutes of Health, Bethesda, MD.(1991)に従う(本明細書における、Kabatと同様の
、またはKabatによる可変ドメイン残基ナンバリングなどの句は、重鎖可変ドメインまた
は軽鎖可変ドメインについての、このナンバリングシステムをいう)。このナンバリング
システムを用いると、可変ドメインのFRもしくはCDRの短縮または可変ドメインのFRもし
くはCDRへの挿入に対応して、ペプチドの実際の直鎖アミノ酸配列中のアミノ酸を減らす
ことができる、またはさらなるアミノ酸を含むことができる。例えば、重鎖可変ドメイン
は、VH CDR2の残基52の後ろに1個のアミノ酸インサート(Kabatに従って、残基52a)、なら
びに重鎖FR残基82の後ろに挿入残基(例えば、Kabatに従って、残基82a、82b、および82c
など)を含むことができる。Kabat残基ナンバリングは、ある特定の抗体について、Kabat
によってナンバリングされた「標準」配列と抗体配列との相同性領域でのアラインメント
によって決定することができる。
【００２１】
　本発明の文脈において「抗体」(Ab)という用語は、免疫グロブリン分子、免疫グロブリ
ン分子の断片、またはそのいずれかの誘導体を指し、これらは、代表的な生理学的条件下
で、かなり長い半減期、例えば、少なくとも約30分、少なくとも約45分、少なくとも約1
時間、少なくとも約2時間、少なくとも約4時間、少なくとも約8時間、少なくとも約12時
間、約24時間以上、約48時間以上、約3日、4日、5日、6日、7日以上など、あるいは他の
任意の関連する、機能によって規定された期間(例えば、抗体と抗原との結合に関連する
生理学的応答を誘導する、促進する、増強する、および/もしくは調節するのに十分な時
間、ならびに/または抗体がエフェクター活性を高めるのに十分な時間)で抗原に特異的に
結合する能力を有する。免疫グロブリン分子の重鎖および軽鎖の可変領域は、抗原と相互
作用する結合ドメインを含む。抗体(Ab)の定常領域は、免疫グロブリンと、免疫系の様々
な細胞(例えば、エフェクター細胞)および補体系成分、例えば、補体活性化の古典経路の
第1の成分であるC1qを含む、宿主組織または宿主因子との結合を媒介することができる。
抗TF抗体はまた、二重特異性抗体、ダイアボディ(diabody)、または類似の分子でもよい(
例えば、ダイアボディの説明については、PNAS USA 90 (14), 6444-8(1993)を参照された
い)。実際には、本発明によって提供される二重特異性抗体、ダイアボディなどは、組織
因子または組織因子FVIIa複合体の一部に加えて、任意の適切な標的に結合することがで
きる。前記のように、本明細書において抗体という用語は、特に定めのない限り、または
文脈によって明らかに否定されない限り、抗原に特異的に結合する能力を保持している抗
体断片を含む。抗体の抗原結合機能は完全長抗体の断片によって果たし得ることも示され
ている。「抗体」という用語の中に含まれる結合断片の例には、(i)Fab'またはFab断片、
VL、VH、CL、およびCH1ドメインからなる一価断片、またはWO2007059782(Genmab)に記載
の一価抗体;(ii)F(ab') 2断片、2つのFab断片がヒンジ領域でのジスルフィド架橋によっ
て連結された二価断片;(iii)VHおよびCH1ドメインから本質的になるFd断片;(iv)VLおよび
VHドメインから本質的になるFv断片、(v)VHドメインから本質的になり、ドメイン抗体(Ho
lt et al; Trends Biotechnol. 2003 Nov; 21 (11):484-90)とも呼ばれる、dAb断片(Ward
 et al., Nature 341, 544-546(1989));(vi)キャメリド(camelid)またはナノボディ(nano
body)(Revets et al; Expert Opin Biol Ther. 2005 Jan; 5 (1):111-24)、ならびに(vii
)単離された相補性決定領域(CDR)が含まれる。さらに、Fv断片の2つのドメインであるVL



(27) JP 2020-22461 A 2020.2.13

10

20

30

40

50

およびVHは別々の遺伝子によってコードされるが、VLおよびVH領域が対形成して一価分子
(単鎖抗体または単鎖Fv(scFv)と知られる。例えば、Bird et al., Science 242, 423-426
(1988)およびHuston et al., PNAS USA 85, 5879-5883(1988)を参照されたい)を形成する
1本のタンパク質鎖として作られるのを可能にする合成リンカーによって、組換え法を用
いて接続されてもよい。このような単鎖抗体は、特に定めのない限り、または文脈によっ
て明らかに示されない限り、抗体という用語の中に含まれる。このような断片は、一般的
に、抗体の意味の中に含まれるが、ひとまとめにして、およびそれぞれ独立して、本発明
の独特の特徴であり、異なる生物学的な特性よび有用性を示す。本発明の文脈における、
これらの抗体断片および他の有用な抗体断片は本明細書においてさらに議論される。抗体
という用語は、特に定めのない限り、ポリクローナル抗体、モノクローナル抗体(mAb)、
抗体様ポリペプチド、例えば、キメラ抗体およびヒト化抗体、ならびに任意の公知の技法
、例えば、酵素切断、ペプチド合成、および組換え技法によって提供される抗原に特異的
に結合する能力を保持している抗体断片(抗原結合断片)も含むことも理解すべきである。
作製される抗体は任意のアイソタイプを有してよい。
【００２２】
　「抗TF抗体」とは、抗原組織因子に特異的に結合する前記の抗体である。
【００２３】
　本明細書で使用する「ヒト抗体」という用語は、ヒト生殖系列免疫グロブリン配列に由
来する可変領域および定常領域を有する抗体を含むことが意図される。本発明のヒト抗体
は、ヒト生殖系列免疫グロブリン配列によってコードされないアミノ酸残基(例えば、イ
ンビトロでのランダム変異誘発もしくは部位特異的変異誘発によって、またはインビボで
遺伝子再編成中に、もしくは体細胞変異によって導入された変異)を含んでもよい。しか
しながら、本明細書で使用する「ヒト抗体」という用語は、マウスなどの別の哺乳動物種
の生殖系列に由来するCDR配列がヒトフレームワーク配列に移植された抗体を含むことは
意図されない。
【００２４】
　好ましい態様において、本発明の抗体は単離されている。本明細書で使用する「単離さ
れた抗体」は、抗原特異性の異なる他の抗体を実質的に含まない抗体をいうことが意図さ
れる(例えば、組織因子に特異的に結合する単離された抗体は、組織因子以外の抗原に特
異的に結合する抗体を実質的に含まない)。しかしながら、ヒト組織因子のエピトープ、
アイソフォーム、または変異体に特異的に結合する単離された抗体は、他の関連抗原、例
えば、他の種に由来する抗原(例えば、組織因子の種ホモログ)との交差反応性を有するこ
とがある。さらに、単離された抗体は、他の細胞の材料および/または化学物質を実質的
に含まないことがある。本発明の1つの態様では、詳細に明らかにされた組成物において
、抗原結合特異性の異なる、2種類以上の「単離された」モノクローナル抗体が組み合わ
される。
【００２５】
　2種類以上の抗体の文脈に関して本明細書において用いられる場合、「と競合する」ま
たは「と交差競合する」という用語は、2種類以上の抗体が、TFとの結合において競合す
る、例えば、本明細書の実施例6記載のアッセイにおいてTFとの結合において競合するこ
とを示す。数対の抗体についての実施例6のアッセイにおける競合は、一方の抗体がプレ
ート上にコーティングされ、他方の抗体が競合に用いられた時のみに観察され、逆は同じ
ではない。「と競合する」という用語はまた、本明細書において用いられる場合、このよ
うな組み合わせ抗体をカバーすることが意図される。
【００２６】
　本明細書で使用する「モノクローナル抗体」または「モノクローナル抗体組成物」とい
う用語は、分子組成が1種類しかない抗体分子の調製物をいう。モノクローナル抗体組成
物は、ある特定のエピトープに対して結合特異性および親和性を1つしか示さない。従っ
て、「ヒトモノクローナル抗体」という用語は、ヒト生殖系列免疫グロブリン配列に由来
する可変領域および定常領域を有する、結合特異性を1つしか示さない抗体をいう。ヒト
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モノクローナル抗体は、トランスジェニック非ヒト動物またはトランスクロモソーム非ヒ
ト動物、例えば、ヒト重鎖トランスジーンおよび軽鎖トランスジーンを含むゲノムを有す
るトランスジェニックマウスから得られたB細胞が不死化細胞と融合したハイブリドーマ
によって作製することができる。
【００２７】
　抗体と所定の抗原との結合に関して本明細書で使用する「結合」という用語は、典型的
には、例えば、表面プラズモン共鳴(SPR)技術によって、BIAcore 3000機器において、リ
ガンドとして抗原、分析物として抗体を用いて確かめられた時に、約10-7M以下、例えば
、約10-8M以下、例えば、約10-9M以下、約10-10M以下、または約10-11Mまたはさらにそれ
未満のKDに対応する親和性での結合であり、所定の抗原または密接に関連する抗原以外の
非特異的抗原(例えば、BSA、カゼイン)との結合の親和性の1/10以下、例えば、1/100以下
、例えば、1/1,000以下、例えば、1/10,000以下、例えば、1/100,000以下のKDに対応する
親和性で所定の抗原に結合する。親和性がより低い量は抗体のKDに依存し、その結果、抗
体のKDが非常に低い(すなわち、抗体が高特異性である)場合、抗原に対する親和性が非特
異的抗原に対する親和性よりも低い量は1/10,000以下であり得る。
【００２８】
　本明細書で使用する「kd」(sec-1)という用語は、特定の抗体間相互作用の解離速度定
数をいう。この値は、koff値とも呼ばれる。
【００２９】
　本明細書で使用する「ka」(M-1xsec-1)という用語は、特定の抗体-抗原相互作用の会合
速度定数をいう。
【００３０】
　本明細書で使用する「KD」(M)という用語は、特定の抗体-抗原相互作用の解離平衡定数
をいう。
【００３１】
　本明細書で使用する「KA」(M-1)という用語は、特定の抗体-抗原相互作用の会合平衡定
数をいい、kaをkdで割ることによって得られる。
【００３２】
　本発明はまた、実施例の抗体のVL領域、VH領域、または1つもしくは複数のCDRの機能的
変異体を含む抗体を提供する。抗TF抗体に関して用いられるVL、VH、またはCDRの機能的
変異体は依然として、親抗体の親和性/アビディティおよび/または特異性/選択性の少な
くともかなりの部分(少なくとも約50％、60％、70％、80％、90％、95％以上)を抗体が保
持することを可能にする。場合によっては、このような抗TF抗体は、親抗体より高い親和
性、選択性、および/または特異性に関連することがある。
【００３３】
　このような機能的変異体は、典型的には、親抗体と大きな配列同一性を保持している。
2つの配列間のパーセント同一性は、2つの配列の最適アラインメントのために導入される
必要のある、ギャップの数およびそれぞれのギャップの長さを考慮に入れた、これらの配
列が共有する同一の位置の数の関数(すなわち、％相同性=同一の位置の数/位置の総数x10
0)である。2つの配列間の配列の比較およびパーセント同一性の決定は、以下の非限定的
な例に記載のように数学アルゴリズムを用いて達成することができる。
【００３４】
　2つのヌクレオチド配列間のパーセント同一性は、GCGソフトウェアパッケージの中にあ
るGAPプログラム(http://www.gcg.comで入手可能)を用いて、NWSgapdna.CMPマトリックス
ならびに40、50、60、70、または80のギャップウエイトおよび1、2、3、4、5、または6の
レングスウエイトを用いて決定することができる。2つのヌクレオチド配列間またはアミ
ノ酸配列間のパーセント同一性はまた、ALIGNプログラム(バージョン2.0)の中に組み込ま
れている、E. Meyers and W. Miller, Comput. Appl. Biosci 4, 11-17(1988))のアルゴ
リズムを使用し、PAM120ウエイト残基表、12のギャップレングスペナルティ、および4の
ギャップペナルティを用いて決定することもできる。さらに、2つのアミノ酸配列間のパ
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g.comで入手可能)に組み込まれている、Needleman and Wunsch, J. Mol. Biol. 48, 444-
453(1970))アルゴリズムを使用し、Blossum 62マトリックスまたはPAM250マトリックス、
ならびに16、14、12、10、8、6、または4のギャップウエイトおよび1、2、3、4、5、また
は6のレングスウエイトを用いて決定することができる。
【００３５】
　CDR変異体の配列は、主に保存的置換によって親抗体配列のCDRの配列と異なってもよい
。例えば、変異体における置換の少なくとも約35％、約50％以上、約60％以上、約70％以
上、約75％以上、約80％以上、約85％以上、約90％以上、約95％以上(例えば、約65～99
％、例えば、約96％、97％、または98％)は保存的アミノ酸残基置換である。
【００３６】
　CDR変異体の配列は、主に保存的置換によって親抗体配列のCDRの配列と異なってもよい
。例えば、変異体における置換の少なくとも10個、例えば、少なくとも9個、8個、7個、6
個、5個、4個、3個、2個、または1個は保存的アミノ酸残基置換である。
【００３７】
　本発明の文脈において、保存的置換は、以下の3つの表の1つまたは複数に反映されるア
ミノ酸クラスの中の置換によって定義することができる。
【００３８】
保存的置換のためのアミノ酸残基クラス

【００３９】
代わりとなる保存的アミノ酸残基置換クラス

【００４０】
アミノ酸残基の代わりとなる物理的分類および機能的分類
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【００４１】
　さらに保存的な置換のグループには、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、リジン-アルギニン、アラニン-バリン、およびアスパラギン-グルタミンが
含まれる。
【００４２】
　さらなるアミノ酸グループも、例えば、Creighton (1984) Proteins:Structure and Mo
lecular Properties (2d Ed. 1993), W. H. Freeman and Companyに記載の原理を用いて
表すことができる。
【００４３】
　本発明の1つの態様において、ヒドロパシー/親水性および残基の重量/サイズの点から
見た保存もまた、実施例の抗体のCDRと比較して変異体CDRにおいて実質的に保持されてい
る(例えば、配列の重量クラス、ヒドロパシースコア、またはその両方が、少なくとも約5
0％、少なくとも約60％、少なくとも約70％、少なくとも約75％、少なくとも約80％、少
なくとも約85％、少なくとも約90％、少なくとも約95％以上(例えば、約65～99％)保持さ
れている)。加えて、または代わりに、例えば、保存的な残基置換は、当技術分野におい
て公知の強いまたは弱い重量ベースの保存グループに基づくものでもよい。
【００４４】
　加えて、または代わりに、類似の残基の保持は、BLASTプログラム(例えば、NCBIを介し
て利用可能なBLAST 2.2.8。標準設定BLOSUM62、オープンギャップ=11、およびエクステン
ディッドギャップ=1を用いる)を用いて求められる類似性スコアによって測定されてもよ
い。適切な変異体は、典型的には、親ペプチドと、少なくとも約45％、例えば、少なくと
も約55％、少なくとも約65％、少なくとも約75％、少なくとも約85％、少なくとも約90％
、少なくとも約95％以上(例えば、約70～99％)の類似性を示す。
【００４５】
　本明細書で使用する「アイソタイプ」は、重鎖定常領域遺伝子によってコードされる免
疫グロブリンクラス(例えば、IgG1、IgG2、IgG3、IgG4、IgD、IgA、IgE、またはIgM)をい
う。
【００４６】
　「エピトープ」という用語は、抗体に特異的結合することができるタンパク質決定基を
意味する。エピトープは、通常、アミノ酸または糖側鎖などの分子の表面グループからな
り、通常、特異的な三次元構造特性ならびに特異的な電荷特性を有する。コンホメーショ
ンエピトープおよび非コンホメーションエピトープは、変性溶媒の存在下では前者への結
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合が失われ、後者への結合が失われないという点で区別される。エピトープは、結合に直
接関与するアミノ酸残基(エピトープ免疫優性成分とも呼ばれる)、および結合に直接関与
しない他のアミノ酸残基、例えば、特定の抗原結合ペプチドによって効果的にブロックさ
れるアミノ酸残基(言い換えると、このアミノ酸残基は、特定の抗原結合ペプチドのフッ
トプリント(footprint)の中にある)を含むことがある。
【００４７】
　本明細書中で使用するヒト抗体は、その抗体がヒト免疫グロブリン配列を用いた系から
、例えば、ヒト免疫グロブリン遺伝子を保有するトランスジェニックマウスを免疫するこ
とによって、またはヒト免疫グロブリン遺伝子ライブラリーをスクリーニングすることに
よって獲得される場合、特定の生殖系列配列に「由来」し、ここで、選択されたヒト抗体
Vドメイン配列は、アミノ酸Vドメイン配列において、生殖系列免疫グロブリン遺伝子によ
ってコードされるアミノ酸配列と少なくとも90％、例えば、少なくとも95％、例えば、少
なくとも96％、例えば、少なくとも97％、例えば、少なくとも98％、または例えば、少な
くとも99％同一である。典型的には、特定のヒト生殖系列配列由来のヒト抗体は、重鎖CD
R3外では、生殖系列免疫グロブリン遺伝子によりコードされるアミノ酸配列と、20個以下
のアミノ酸の違い、10個以下のアミノ酸の違い、例えば、9個以下、8個以下、7個以下、6
個以下、または5個以下、例えば、4個以下、3個以下、2個以下、または1個以下のアミノ
酸の違いを示す。
【００４８】
　本明細書で使用する「増殖を阻害する」(例えば、腫瘍細胞などの細胞について言及し
ている場合)という用語は、細胞と抗TF抗体が接触した時に、抗TF抗体と接触していない
同じ細胞の増殖と比較して任意の測定可能な細胞増殖減少、例えば、細胞培養増殖の少な
くとも約10％、20％、30％、40％、50％、60％、70％、80％、90％、99％、または100％
の阻害を含むことが意図される。このような細胞増殖減少は、様々な機構、例えば、エフ
ェクター細胞食作用、ADCC、CDC、および/またはアポトーシスによって起こり得る。
【００４９】
　「二重特異性分子」という用語は、2種類の結合特異性を有する任意の薬剤、例えば、
タンパク質、ペプチド、またはタンパク質もしくはペプチド複合体を含むことが意図され
る。例えば、この分子は、(a)細胞表面抗原および(b)エフェクター細胞表面上のFc受容体
に結合する、またはこれらと相互作用することができる。「二重特異性抗体」という用語
は、二重特異性分子である任意の抗TF抗体を含むことが意図される。「二重特異性抗体」
という用語はまたダイアボディも含む。ダイアボディは、リンカーを用いて1本のポリペ
プチド鎖上にVHドメインおよびVLドメインが発現しているが、リンカーが短すぎるので同
じ鎖上にある2つのドメインは対形成することができず、それによって、これらのドメイ
ンは強制的に別の鎖の相補ドメインと対形成し、2つの抗原結合部位が作り出されている
二価の二重特異性抗体である(例えば、Holliger, P. et al., PNAS USA 90, 6444-6448(1
993)、Poljak, RJ. et al., Structure 2, 1121-1123(1994)を参照されたい)。
【００５０】
　「エフェクター機能が欠損している抗体」または「エフェクター機能欠損性抗体」は、
1つまたは複数のエフェクター機構、例えば、補体活性化もしくはFc受容体結合を活性化
する能力が大幅に低下ている、または補体活性化もしくはFc受容体結合を活性化する能力
が無い抗体をいう。従って、エフェクター機能欠損性抗体は、抗体依存性細胞傷害(ADCC)
および/もしくは補体依存性細胞傷害(CDC)を媒介する能力が大幅に低下しているか、また
は抗体依存性細胞傷害(ADCC)および/もしくは補体依存性細胞傷害(CDC)を媒介する能力が
無い。このような抗体の一例はIgG4である。
【００５１】
　「一価抗体」という用語は、本発明の文脈では、抗体分子が1種類の抗原分子にしか結
合できない、従って、抗原架橋できないことを意味する。
【００５２】
　「安定化されたIgG4抗体」という用語は、半分子交換(half-molecule exchange)を弱め



(32) JP 2020-22461 A 2020.2.13

10

20

30

40

50

るように改変されているIgG4抗体をいう(van der Neut Kolfschoten M et al . (2007) S
cience 14;317(5844)およびその中の参考文献を参照されたい。Labrijn et al. (2009) N
ature Biotechnology, 27, 767-771も参照されたい)。
【００５３】
　本明細書で使用する「エフェクター細胞」という用語は、免疫応答の認識期および活性
化期と相対するものである、免疫応答のエフェクター期に関与する免疫細胞をいう。例示
的な免疫細胞には、骨髄由来またはリンパ系由来の細胞、例えば、リンパ球(例えば、B細
胞および細胞傷害性T細胞(CTL)を含むT細胞)、キラー細胞、ナチュラルキラー細胞、マク
ロファージ、単球、好酸球、多核細胞、例えば、好中球、顆粒球、マスト細胞、および好
塩基球が含まれる。エフェクター細胞の中には特異的なFc受容体を発現し、特異的な免疫
機能を果たすものもある。ある態様において、エフェクター細胞は、抗体依存性細胞傷害
(ADCC)を誘導することができる細胞であり、例えば、ADCCを誘導することができるナチュ
ラルキラー細胞である。例えば、FcRを発現する、単球、マクロファージは、標的細胞の
特異的な死滅および免疫系の他の成分への抗原の提示、または抗原を提示する細胞への結
合に関与する。ある態様において、エフェクター細胞は標的抗原または標的細胞を貪食す
ることがある。エフェクター細胞上での、ある特定のFcRの発現は、サイトカインなどの
体液性因子によって調節され得る。例えば、FcγRIの発現は、インターフェロンγ(IFN-
γ)および/またはG-CSFによってアップレギュレートされることが見出されている。この
ように発現が上昇すると、標的に対する、FcγRIを有する細胞の細胞傷害活性が増大する
。エフェクター細胞は標的抗原または標的細胞を貪食または溶解することができる。
【００５４】
　本明細書で使用する「ベクター」という用語は、ベクターに連結されている別の核酸を
輸送することができる核酸分子をいうことが意図される。ベクターの一種が「プラスミド
」であり、「プラスミド」は、さらなるDNAセグメントを連結することができる環状二本
鎖DNAループをいう。別の種類のベクターがウイルスベクターであり、さらなるDNAセグメ
ントをウイルスゲノムに連結することができる。ある特定のベクターは、導入された宿主
細胞内で自律増殖することができる(例えば、細菌複製起点を有する細菌ベクターおよび
エピソーム哺乳動物ベクター)。他のベクター(例えば、非エピソーム哺乳動物ベクター)
が宿主細胞に導入されると宿主細胞ゲノムに組み込むことができ、それによって、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、ベクターに機能的に連結された
遺伝子の発現を誘導することができる。このようなベクターは「組換え発現ベクター」(
または本明細書において単に「発現ベクター」)と呼ばれる。一般的に、組換えDNA技法に
おいて有用な発現ベクターはプラスミドの形をとっていることが多い。プラスミドが最も
一般的に用いられる形のベクターであるので、本明細書では「プラスミド」および「ベク
ター」は同義に用いられることがある。しかしながら、本発明は、同等の機能を果たす、
このような他の形の発現ベクター、例えば、ウイルスベクター(例えば、複製欠損のある
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)を含むことが意図される
。
【００５５】
　本明細書で使用する「組換え宿主細胞」(または単に「宿主細胞」)という用語は、発現
ベクターが導入されている細胞をいうことが意図される。このような用語は、特定の対象
細胞だけでなく、このような細胞の子孫も指すと意図されると理解すべきである。変異ま
たは環境からの影響により後の世代においては一定の変化が生じ得るため、実際のところ
、このような子孫は、その親細胞と同一でない場合もあるが、そうであっても本明細書中
で使用する「宿主細胞」という用語の範囲に含まれる。組換え宿主細胞には、例えば、ト
ランスフェクトーマ(transfectoma)、例えば、CHO細胞、HEK293細胞、NS/0細胞、および
リンパ球細胞が含まれる。
【００５６】
　本明細書で使用する「トランスフェクトーマ」という用語は、酵母細胞を含む、抗体を
発現する組換え真核宿主細胞、例えば、CHO細胞、NS/0細胞、HEK293細胞、植物細胞、ま
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たは菌類を含む。
【００５７】
　「トランスジェニック非ヒト動物」という用語は、1つまたは複数のヒト重鎖および/ま
たは軽鎖トランスジーンもしくはトランスクロモソーム(transchromosome)を含む(動物の
天然ゲノムDNAに組み込まれた、または組み込まれていない)ゲノムを有し、完全なヒト抗
体を発現することができる非ヒト動物をいう。例えば、トランスジェニックマウスは、TF
抗原および/またはTF発現細胞で免疫した時にヒト抗TF抗体を産生するように、ヒト軽鎖
トランスジーンおよびヒト重鎖トランスジーンまたはヒト重鎖トランスクロモソームを有
することができる。ヒト重鎖トランスジーンは、トランスジェニックマウス、例えば、Hu
MAbマウス、例えば、HCo7もしくはHCol2マウスのようにマウスの染色体DNAに組み込まれ
てもよい。または、ヒト重鎖トランスジーンは、WO02/43478に記載のトランスクロモソー
ムKMマウスのように染色体外に維持されてもよい。このようなトランスジェニックマウス
およびトランスクロモソームマウス(総称して本明細書において「トランスジェニックマ
ウス」と呼ばれる)は、V-D-J組換えおよびアイソタイプスイッチを受けることによって、
ある特定の抗原に対して、複数のアイソタイプのヒトモノクローナル抗体(例えば、IgG、
IgA、IgM、IgD、および/またはIgE)を産生することができる。トランスジェニック非ヒト
動物はまた、このような特異的抗体をコードする遺伝子を導入することによって、例えば
、これらの遺伝子と、動物の乳の中に発現される遺伝子とを機能的に連結することによっ
て、ある特定の抗原に対する抗体を産生するのに使用することもできる。
【００５８】
　「治療」とは、症状または疾患状態を緩和する、寛解させる、抑止する、または根絶す
る(治癒する)目的で、治療活性のある有効量の本発明の化合物を投与するこという。
【００５９】
　「有効量」とは、望ましい治療結果を得るために必要な投与および時間で効果を示す量
をいう。抗TF抗体の治療的有効量は、個体の疾患状態、年齢、性別、および体重、ならび
に個体において抗TF抗体が望ましい応答を誘発する能力などの要因に応じて変わることが
ある。治療的有効量はまた、抗体または抗体部分の治療に有益な作用が毒性作用または有
害作用を上回る量でもある。
【００６０】
　「抗イディオタイプ」(Id)抗体は、概して抗体の抗原結合部位に結合する独特の決定基
を認識する抗体である。
【００６１】
本発明のさらなる局面および態様
　前記のように、第1の局面において、本発明は、ヒト組織因子に結合するヒト抗体に関
する。
【００６２】
　1つの態様において、前記抗体は、実施例13のアッセイに記載されているように確かめ
られた時に、3nM以下、例えば、0.50nM以下、例えば、0.35nM以下、例えば、0.20nM以下
、例えば、0.1nM以下の見かけの親和性(EC50)で、組織因子の細胞外ドメインに結合する
。
【００６３】
　別の態様において、前記抗体は、実施例14のアッセイに記載されているように確かめら
れた時に、好ましくは、10nM以下、例えば、8nM以下、例えば、5nM以下、例えば、2nM以
下、例えば、1nM以下、例えば、0.5nM以下、例えば、0.3nM以下の見かけの親和性(EC50)
で、組織因子を発現する哺乳動物細胞、例えば、組織因子をコードする構築物でトランス
フェクトされたA431細胞に結合する。
【００６４】
　別の態様において、前記抗体は、実施例20のアッセイに記載されているように確かめら
れた時に、好ましくは、2nM以下、例えば、1nM以下、例えば、0.7nM以下、または0.3nM以
下、例えば、0.2nM以下、または0.1nM以下、または0.05nM以下のEC50値で、A431細胞にお
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いて抗体依存性細胞傷害を誘導することができる。
【００６５】
　別の態様において、前記抗体は、実施例24に記載の方法によって確かめられた時に、確
立したMDA-MB-231腫瘍の成長の阻害において有効である、および/または実施例26に記載
の方法によって確かめられた時に、確立したBxPC3腫瘍の成長の阻害において有効である
。
【００６６】
　別の態様において、前記抗体は、実施例19のアッセイに記載されているように確かめら
れた時に、組織因子によって誘導される血液凝固を、好ましくは、10nM未満、例えば、5n
M未満、例えば、2nM未満、例えば、1nM未満の半抑制濃度で阻害する。
【００６７】
　別の態様において、前記抗体は凝固を阻害しない。1つの態様において、凝固は、ネイ
ティブなレベルと比較して、最大30％、例えば、25％、例えば、20％、例えば、15％、例
えば、10％、または例えば、5％、阻害される。
【００６８】
　さらなる態様において、前記抗体は、実施例15のアッセイに記載されているように確か
められた時に、FVIIaと組織因子との結合を、好ましくは、80％超、例えば、90％超の阻
害の最大阻害値で阻害する。
【００６９】
　さらなる態様において、前記抗体は、実施例17のアッセイに記載されているように確か
められた時に、MDA-MB-231細胞によるFVIIa誘導性IL-8放出を、好ましくは、40％超、例
えば、50％超、例えば、60％超の阻害の最大阻害値で阻害する。
【００７０】
　さらなる態様において、前記抗体は、実施例18のアッセイに記載されているように確か
められた時に、TF/FVIIa複合体によるFXからFXaへの変換を、好ましくは、50％未満、例
えば、40％未満、例えば、1～30％の範囲で阻害する。
【００７１】
　さらなる態様において、前記抗体は、SEQ ID NO:9の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO
:65の配列を含むVL領域を含む抗体と組織因子結合において競合する。
【００７２】
　さらなる態様において、本発明の抗体と組織因子との結合が、以下の残基:組織因子の
位置45にあるW、位置46にあるK、位置94にあるYの3つ全てに関与しない。なおさらなる態
様において、前記結合は、以下の残基:位置45にあるW、位置46にあるK、または位置94に
あるYのいずれかに関与しない(これらの数字は成熟TFを基準とし、GenBankエントリーNP_
001984における対応する位置は77、78および126である)。
【００７３】
　本発明の抗体の別の態様において、前記抗体は、SEQ ID NO:37の配列を含むVH領域およ
びSEQ ID NO:93の配列を含むVL領域を含む抗体と組織因子結合において競合する。
【００７４】
　さらなる態様において、前記抗体は、実施例16のアッセイに記載されているように確か
められた時に、FVIIa誘導性ERKリン酸化を、好ましくは、10nM未満、例えば、5nM未満、
例えば、2nM未満の半抑制濃度で阻害する。
【００７５】
　さらなる態様において、前記抗体は、実施例16のアッセイに記載されているように確か
められた時に、ERKリン酸化を、好ましくは、10nM未満、例えば、5nM未満、例えば、2nM
未満の半抑制濃度で阻害し、実施例17のアッセイに記載されているようにFVII誘導性IL-8
放出を最大10％を超えて阻害しない。
【００７６】
　さらなる態様において、前記抗体は、C3cおよびC4cの沈着を誘導することができ、好ま
しくは、実施例21において求められるようにC3cおよびC4cの沈着を誘導することができる
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。
【００７７】
　さらなる態様において、抗体のFab断片は、実施例28に記載されているようにELISAによ
って測定された時に、0.1μg/mLより低い、例えば、0.05μg/mLより低い、例えば、0.04
μg/mLより低いEC50値で組織因子の細胞外ドメインに結合する。
【００７８】
　さらなる態様において、抗体のFab断片は、実施例28に記載されているようにELISAによ
って測定された時に、1.0μg/mLを上回るEC50で、組織因子の細胞外ドメインに結合する
。
【００７９】
　さらなる態様において、抗体のFab断片は、実施例28に記載されているように、10μg/m
Lより低い、例えば、1μg/mLより低い、例えば、0.5μg/mLより低い、または0.2μg/mLよ
り低いEC50値で組織因子の細胞外ドメインに結合する。
【００８０】
　さらなる態様において、前記抗体は、実施例27に記載されているように、ヒト組織因子
に結合し、マウス組織因子に結合せず、ヒトTFとの結合を、アミノ酸42-84以外はヒトTF
配列を含有し、アミノ酸42-84がマウス配列で置換されているシャッフル構築物42-84mmと
の結合と比較した時に弱い結合を示す。
【００８１】
　さらなる態様において、前記抗体は、実施例27に記載されているように、ヒト組織因子
に結合し、マウス組織因子に結合せず、ヒトTFとの結合を、アミノ酸85-122以外はヒトTF
配列を含有し、アミノ酸85-122がマウス配列で置換されているシャッフル構築物85-122と
の結合と比較した時に弱い結合を示す。
【００８２】
　さらなる態様において、前記抗体は、実施例27に記載されているように、ヒト組織因子
に結合し、マウス組織因子に結合せず、ヒトTFとの結合を、アミノ酸123-137以外はヒトT
F配列を含有し、アミノ酸123-137がマウス配列で置換されているシャッフル構築物123-13
7mmとの結合と比較した時に弱い結合を示す。
【００８３】
　さらなる態様において、前記抗体は、実施例27に記載されているように、ヒト組織因子
に結合し、マウス組織因子に結合せず、ヒトTFとの結合を、アミノ酸185-225以外はヒトT
F配列を含有し、アミノ酸185-225がマウス配列で置換されているシャッフル構築物185-22
5mmとの結合と比較した時に弱い結合を示す。
【００８４】
　さらなる態様において、前記抗体は、実施例27に記載されているように、ヒト組織因子
に結合し、マウス組織因子に結合せず、ヒトTFとの結合を、アミノ酸226-250以外はヒトT
F配列を含有し、アミノ酸226-250がマウス配列で置換されているシャッフル構築物226-25
0mmとの結合と比較した時に弱い結合を示す。
【００８５】
　さらなる態様において、前記抗体は、ヒトTFとの結合と複数のシャッフル構築物との結
合を比較した時に弱い結合を示す。1つの態様において、抗体は、構築物42-84mmならびに
85-122mmと弱い結合を示す。1つの態様において、抗体は、123-137mmならびに構築物185-
225mmと弱い結合を示す。1つの態様において、抗体は、構築物123-137mmならびに構築物1
85-225mmと弱い結合を示し、さらに構築物226-250mmと弱い結合を示す。
【００８６】
　さらなる態様において、前記抗体は、C3cおよびC4cの沈着を誘導することができ、好ま
しくは、実施例21において求められるようにC3cおよびC4cの沈着を誘導することができる
。
【００８７】
　本発明の抗体の1つの態様において、前記抗体は、
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-SEQ ID NO:9の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:65の配列を含むVL領域を含む抗体と組
織因子結合において競合する、ならびに
-SEQ ID NO:37の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:93の配列を含むVL領域を含む抗体と
、組織因子結合において競合しない。
【００８８】
　さらなる態様において、前記抗体は、
a)
-SEQ ID NO:12、
-SEQ ID NO:16、
-SEQ ID NO:20、
-SEQ ID NO:24、
-SEQ ID NO:28
に示した配列、または
b)前記配列のいずれかの変異体、例えば、最大で1個、2個、3個、4個、または5個のアミ
ノ酸修飾、好ましくは、置換、例えば、保存的置換を有する変異体
を有するVH CDR3領域を含む。
【００８９】
　さらなる態様において、前記抗体は、SEQ ID NO:12に示した配列またはその変異体を有
するVH CDR3領域を含む。前記変異体は、位置2、3、6、9、および11の1つまたは複数にあ
る修飾を含み、好ましくは、修飾は置換であり、より好ましくは、置換は、
a.Rが位置2にある時の、RからKへの置換、
b.Sが位置3にある時の、SからAまたはTへの置換、
c.Gが位置6にある時の、GからTへの置換、
d.Lが位置9にある時の、LからFへの置換、および
e.Sが位置11にある時の、SからYへの置換
からなる群より選択される。
【００９０】
　別の態様において、前記抗体は、
a)SEQ ID NO:10、11および12のCDR1、2、および3配列を含むVH領域、ならびにSEQ ID NO:
66、67および68のCDR1、2、および3配列を含むVL領域、
b)SEQ ID NO:14、15および16のCDR1、2、および3配列を含むVH領域、ならびにSEQ ID NO:
70、71および72のCDR1、2、および3配列を含むVL領域、
c)SEQ ID NO:18、19、20のCDR1、2、および3配列を含むVH領域、ならびにSEQ ID NO:74、
75および76のCDR1、2、および3配列を含むVL領域、
d)SEQ ID NO:22、23および24のCDR1、2、および3配列を含むVH領域、ならびにSEQ ID NO:
78、79および80のCDR1、2、および3配列を含むVL領域、
e)SEQ ID NO:26、27および28のCDR1、2、および3配列を含むVH領域、ならびにSEQ ID NO:
82、83および84のCDR1、2、および3配列を含むVL領域、または
f)前記配列内に、好ましくは、最大で1個、2個、もしくは3個のアミノ酸修飾、より好ま
しくは、アミノ酸置換、例えば、保存的アミノ酸置換を有する、前記抗体のいずれかの変
異体
を含む。
【００９１】
　さらなる態様において、前記抗体は、
a)SEQ ID NO:9、13、17、21および25からなる群より選択されるVH領域配列と、少なくと
も80％の同一性、例えば、少なくとも90％、少なくとも95％、もしくは少なくとも98％、
もしくは100％の同一性、または
b)SEQ ID NO:9、13、17、21、21および25からなる群より選択されるVH領域配列と比較し
て、最大で20個、例えば、15個、または10個、または5個、4個、3個、2個、もしくは1個
のアミノ酸修飾、より好ましくは、アミノ酸置換、例えば、保存的アミノ酸置換
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を有するVHを含む。
【００９２】
　さらなる態様において、前記抗体は、
a)SEQ ID NO:65、69、73、77、および81からなる群より選択されるVL領域配列と、少なく
とも80％の同一性、例えば、少なくとも90％、少なくとも95％、もしくは少なくとも98％
、もしくは100％の同一性、または
b)SEQ ID NO:65、69、73、77、および81からなる群より選択されるVH領域配列と比較して
、最大で20個、例えば、15個、または10個、または5個、4個、3個、2個、もしくは1個の
アミノ酸修飾、より好ましくは、アミノ酸置換、例えば、保存的アミノ酸置換
を有するVLを含む。
【００９３】
　さらなる態様において、前記抗体は、
a)SEQ ID NO:9の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:65の配列を含むVL領域、
b)SEQ ID NO:13の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:69の配列を含むVL領域、
c)SEQ ID NO:17の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:73の配列を含むVL領域、
d)SEQ ID NO:21の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:77の配列を含むVL領域、
e)SEQ ID NO:25の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:81の配列を含むVL領域、または
f)前記配列内に、好ましくは、最大で1個、2個、もしくは3個のアミノ酸修飾、より好ま
しくは、アミノ酸置換、例えば、保存的アミノ酸置換を有する、前記抗体のいずれかの変
異体
を含む。
【００９４】
　さらなる態様において、前記抗体は、
-SEQ ID NO:9の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:65の配列を含むVL領域を含む抗体と組
織因子結合において競合する、および
-SEQ ID NO:37の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:93の配列を含むVL領域を含む抗体と
組織因子結合において競合する。
【００９５】
　さらなる態様において、前記抗体は、
a)
-SEQ ID NO:8、
-SEQ ID NO:52
に示した配列、または
b)前記配列のいずれかの変異体、例えば、最大で1個、2個、もしくは3個のアミノ酸修飾
、好ましくは、置換、例えば、保存的置換を有する変異体
を有するVH CDR3領域を含む。
【００９６】
　さらなる態様において、前記抗体は、
a)SEQ ID NO:6、7および8のCDR1、2、および3配列を含むVH領域、ならびにSEQ ID NO:62
、63および64のCDR1、2、および3配列を含むVL領域、
b)SEQ ID NO:50、51および52のCDR1、2、および3配列を含むVH領域、ならびにSEQ ID NO:
106、107および108のCDR1、2、および3配列を含むVL領域、または
c)前記配列内に、好ましくは、最大で1個、2個、もしくは3個のアミノ酸修飾、より好ま
しくは、アミノ酸置換、例えば、保存的アミノ酸置換を有する、前記抗体のいずれかの変
異体
を含む。
【００９７】
　さらなる態様において、前記抗体は、
a)SEQ ID NO:5および49からなる群より選択されるVH領域配列と、少なくとも80％の同一
性、例えば、少なくとも90％、少なくとも95％、もしくは少なくとも98％、もしくは100
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％の同一性、または
b)SEQ ID NO:5および49からなる群より選択されるVH領域配列と比較して、最大で20個、
例えば、15個、または10個、または5個、4個、3個、2個、もしくは1個のアミノ酸修飾、
より好ましくは、アミノ酸置換、例えば、保存的アミノ酸置換
を有するVHを含む。
【００９８】
　さらなる態様において、前記抗体は、
c)SEQ ID NO:61および105からなる群より選択されるVL領域配列と、少なくとも80％の同
一性、例えば、少なくとも90％、少なくとも95％、もしくは少なくとも98％、もしくは10
0％の同一性、または
d)SEQ ID NO:61および105からなる群より選択されるVH領域配列と比較して、最大で20個
、例えば、15個、または10個、または5個、4個、3個、2個、もしくは1個のアミノ酸修飾
、より好ましくは、アミノ酸置換、例えば、保存的アミノ酸置換
を有するVLを含む。
【００９９】
　さらなる態様において、前記抗体は、
a)SEQ ID NO:5の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:61の配列を含むVL領域、
b)SEQ ID NO:49の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:105の配列を含むVL領域、または
c)前記配列内に、好ましくは、最大で1個、2個、もしくは3個のアミノ酸修飾、より好ま
しくは、アミノ酸置換、例えば、保存的アミノ酸置換を有する、前記抗体のいずれかの変
異体
を含む。
【０１００】
　さらなる態様において、前記抗体は、
-SEQ ID NO:9の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:65の配列を含むVL領域を含む抗体と、
組織因子結合において競合しない、および
-SEQ ID NO:37の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:93の配列を含むVL領域を含む抗体と
組織因子結合において競合する。
【０１０１】
　さらなる態様において、前記抗体は、
a)
-SEQ ID NO:32、
-SEQ ID NO:36、
-SEQ ID NO:40、
-SEQ ID NO:56
に示した配列、または
b)前記配列のいずれかの変異体、例えば、最大で1個、2個、もしくは3個のアミノ酸修飾
、好ましくは、置換、例えば、保存的置換を有する変異体
を有するVH CDR3領域を含む。
【０１０２】
　さらなる態様において、前記抗体は、
a)SEQ ID NO:30、31および32のCDR1、2、および3配列を含むVH領域、ならびにSEQ ID NO:
86、87および88のCDR1、2、および3配列を含むVL領域、
b)SEQ ID NO:34、35および36のCDR1、2、および3配列を含むVH領域、ならびにSEQ ID NO:
90、91および92のCDR1、2、および3配列を含むVL領域、
c)SEQ ID NO:38、39および40のCDR1、2、および3配列を含むVH領域、ならびにSEQ ID NO:
94、95および96のCDR1、2、および3配列を含むVL領域、
d)SEQ ID NO:54、55および56のCDR1、2、および3配列を含むVH領域、ならびにSEQ ID NO:
110、111および112のCDR1、2、および3配列を含むVL領域、または
e)前記配列内に、好ましくは、最大で1個、2個、もしくは3個のアミノ酸修飾、より好ま
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しくは、アミノ酸置換、例えば、保存的アミノ酸置換を有する、前記抗体のいずれかの変
異体
を含む。
【０１０３】
　さらなる態様において、前記抗体は、
a)SEQ ID NO:29、33、37および53からなる群より選択されるVH領域配列と、少なくとも80
％の同一性、例えば、少なくとも90％、少なくとも95％、もしくは少なくとも98％、もし
くは100％の同一性、または
b)SEQ ID NO:29、33、37および53からなる群より選択されるVH領域配列と比較して、最大
で20個、例えば、15個、または10個、または5個、4個、3個、2個、もしくは1個のアミノ
酸修飾、より好ましくは、アミノ酸置換、例えば、保存的アミノ酸置換
を有するVHを含む。
【０１０４】
　さらなる態様において、前記抗体は、
a)SEQ ID NO:85、89、93、および109からなる群より選択されるVL領域配列と、少なくと
も80％の同一性、例えば、少なくとも90％、少なくとも95％、もしくは少なくとも98％、
もしくは100％の同一性、または
b)SEQ ID NO:85、89、93、および109からなる群より選択されるVH領域配列と比較して、
最大で20個、例えば、15個、または10個、または5個、4個、3個、2個、もしくは1個のア
ミノ酸修飾、より好ましくは、アミノ酸置換、例えば、保存的アミノ酸置換
を有するVLを含む。
【０１０５】
　さらなる態様において、前記抗体は、
a)SEQ ID NO:29の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:85の配列を含むVL領域、
b)SEQ ID NO:33の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:89の配列を含むVL領域、
c)SEQ ID NO:37の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:93の配列を含むVL領域、
d)SEQ ID NO:53の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:109の配列を含むVL領域、または
e)前記配列内に、好ましくは、最大で1個、2個、もしくは3個のアミノ酸修飾、より好ま
しくは、アミノ酸置換、例えば、保存的アミノ酸置換を有する、前記抗体のいずれかの変
異体
を含む。
【０１０６】
　さらなる態様において、前記抗体は、SEQ ID NO:41の配列を含むVH領域およびSEQ ID N
O:97の配列を含むVL領域を含む抗体と組織因子結合において競合する抗体を含む。
【０１０７】
　さらなる態様において、前記抗体は、
a)
-SEQ ID NO:4、
-SEQ ID NO:44、
-SEQ ID NO:48
に示した配列、または
b)前記配列のいずれかの変異体、例えば、最大で1個、2個、もしくは3個のアミノ酸修飾
、好ましくは、置換、例えば、保存的置換を有する変異体
を有するVH CDR3領域を含む。
【０１０８】
　さらなる態様において、前記抗体は、
a)SEQ ID NO:2、3および4のCDR1、2、および3配列を含むVH領域、ならびにSEQ ID NO:58
、59および60のCDR1、2、および3配列を含むVL領域、
b)SEQ ID NO:42、43および44のCDR1、2、および3配列を含むVH領域、ならびにSEQ ID NO:
98、99および100のCDR1、2、および3配列を含むVL領域、
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c)SEQ ID NO:46、47および48のCDR1、2、および3配列を含むVH領域、ならびにSEQ ID NO:
102、103および104のCDR1、2、および3配列を含むVL領域、または
d)前記配列内に、好ましくは、最大で1個、2個、もしくは3個のアミノ酸修飾、より好ま
しくは、アミノ酸置換、例えば、保存的アミノ酸置換を有する、前記抗体のいずれかの変
異体
を含む。
【０１０９】
　さらなる態様において、前記抗体は、
a)SEQ ID NO:1、41および45からなる群より選択されるVH領域配列と、少なくとも80％の
同一性、例えば、少なくとも90％、少なくとも95％、もしくは少なくとも98％、もしくは
100％の同一性、または
b)SEQ ID NO:1、41および45からなる群より選択されるVH領域配列と比較して、最大で20
個、例えば、15個、または10個、または5個、4個、3個、2個、もしくは1個のアミノ酸修
飾、より好ましくは、アミノ酸置換、例えば、保存的アミノ酸置換
を有するVHを含む。
【０１１０】
　さらなる態様において、前記抗体は、
c)SEQ ID NO:57、97、および101からなる群より選択されるVL領域配列と、少なくとも80
％の同一性、例えば、少なくとも90％、少なくとも95％、もしくは少なくとも98％、もし
くは100％の同一性、または
d)SEQ ID NO:57、97および101からなる群より選択されるVH領域配列と比較して、最大で2
0個、例えば、15個、または10個、または5個、4個、3個、2個、もしくは1個のアミノ酸修
飾、より好ましくは、アミノ酸置換、例えば、保存的アミノ酸置換
を有するVLを含む。
【０１１１】
　さらなる態様において、前記抗体は、
a)SEQ ID NO:1の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:57の配列を含むVL領域、
b)SEQ ID NO:41の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:97の配列を含むVL領域、
c)SEQ ID NO:45の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:101の配列を含むVL領域、または
d)前記配列内に、好ましくは、最大で1個、2個、もしくは3個のアミノ酸修飾、より好ま
しくは、アミノ酸置換、例えば、保存的アミノ酸置換を有する、前記抗体のいずれかの変
異体
を含む。
【０１１２】
　なおさらなる態様において、本発明の抗体は、本明細書の実施例22に記載の方法によっ
て確かめられた時に、5nM未満、例えば、3.5nM未満、例えば、2nM未満の、組織因子に対
する親和性を有する。
【０１１３】
　本発明の抗体の特に興味深いグループは、正常なアビディティまたは高いアビディティ
および高いオフレート(off-rate)(kd)によって特徴付けられる組織因子との結合を示す。
本明細書において証明されたように、このような抗体は、癌組織に結合するが、健康組織
に結合しない、または癌組織より弱く健康組織に結合する点で腫瘍特異的結合を示し得る
。特定の理論に拘束されるものではないが、抗体が二価の場合にしか結合が効率的に起こ
らないので、このグループの抗体は高レベルのTFを発現する細胞にしかよく結合しないと
仮説が立てられている。これらの抗体の例には、本明細書に記載の抗体044、098、および
111が含まれる。
【０１１４】
　従って、1つの態様において、本発明の抗体は、本明細書の実施例22に記載の親和性方
法によって確かめられた時に10-3sec-1を超えるkdを有し、本明細書の実施例22に記載の
アビディティ方法によって確かめられた時に、5nM未満、例えば、1nM未満、例えば、0.2n
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M未満のアビディティを有する。
【０１１５】
　別の態様において、本発明の抗体は、本明細書の実施例22に記載の親和性方法によって
確かめられた時に10-3sec-1を超えるkdを有する、および/または本明細書の実施例22に記
載の親和性方法によって確かめられた時に5x104,Mol-1sec-1を超えるkaを有する。
【０１１６】
　さらなる態様において、前記抗体は、例えば、実施例23に記載のアッセイにおいて確か
められた時に健康組織への結合を示さず、特に、ヒト糸球体への結合を示さないが、例え
ば、本明細書の実施例23に記載のアッセイにおいて確かめられた時に膵臓腫瘍への結合を
示す。
【０１１７】
　なおさらなる態様において、前記抗体は、本明細書の実施例26に記載の方法によって確
かめられた時に、確立したBX-PC3腫瘍の成長の阻害において有効である。
【０１１８】
　別の態様において、本発明の抗体は、以下の特性:増殖の阻害、腫瘍血管形成の阻害、
腫瘍細胞アポトーシスの誘導、オルタナティブスプライシングされた組織因子との結合の
1つまたは複数を有する。
【０１１９】
　さらなる態様において、本発明の抗体は、
a)SEQ ID NO:9の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:65の配列を含むVL領域、
b)SEQ ID NO:1の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:57の配列を含むVL領域、
c)SEQ ID NO:5の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:61の配列を含むVL領域、
d)SEQ ID NO:13の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:69の配列を含むVL領域、
e)SEQ ID NO:17の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:73の配列を含むVL領域、
f)SEQ ID NO:21の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:77の配列を含むVL領域、
g)SEQ ID NO:25の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:81の配列を含むVL領域、
h)SEQ ID NO:29の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:85の配列を含むVL領域、
i)SEQ ID NO:33の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:89の配列を含むVL領域、
j)SEQ ID NO:37の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:93の配列を含むVL領域、
k)SEQ ID NO:41の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:97の配列を含むVL領域、
l)SEQ ID NO:45の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:101の配列を含むVL領域、
m)SEQ ID NO:49の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:105の配列を含むVL領域、または
n)SEQ ID NO:53の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:109の配列を含むVL領域
を含む抗体と組織因子結合において競合する。
【０１２０】
　さらなる態様において、本発明の抗体は、
a)SEQ ID NO:9の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:65の配列を含むVL領域、
b)SEQ ID NO:1の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:57の配列を含むVL領域、
c)SEQ ID NO:5の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:61の配列を含むVL領域、
d)SEQ ID NO:13の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:69の配列を含むVL領域、
e)SEQ ID NO:17の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:73の配列を含むVL領域、
f)SEQ ID NO:21の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:77の配列を含むVL領域、
g)SEQ ID NO:25の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:81の配列を含むVL領域、
h)SEQ ID NO:29の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:85の配列を含むVL領域、
i)SEQ ID NO:33の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:89の配列を含むVL領域、
j)SEQ ID NO:37の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:93の配列を含むVL領域、
k)SEQ ID NO:41の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:97の配列を含むVL領域、
l)SEQ ID NO:45の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:101の配列を含むVL領域、
m)SEQ ID NO:49の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:105の配列を含むVL領域、または
n)SEQ ID NO:53の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:109の配列を含むVL領域
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を有する抗体と同じ、組織因子上のエピトープに結合する。
【０１２１】
　さらなる態様において、本発明の抗体は、
-IGHV1-18*01、IGHV3-23*01、IGHV3-30*01、IGHV3-33*01、IGHV3-33*03、IGHV1-69*02、I
GHV1-69*04、およびIGHV5-51*01からなる群より選択されるヒト生殖系列VH配列に由来す
る重鎖可変領域、ならびに/または
-IGKV3-20*01、IGKV1-13*02、IGKV3-11*01、およびIGKV1D-16*01からなる群より選択され
るヒト生殖系列Vκ配列に由来する軽鎖可変領域
を含む。
【０１２２】
　さらなる局面において、本発明は、配列番号9、1、5、13、17、21、25、29、33、37、4
1、45、49、もしくは53に示した配列を有するVH領域、または前記配列のいずれかの変異
体、例えば、最大で25個のアミノ酸修飾、例えば、20個、例えば、最大で15個、14個、13
個、12個、もしくは11個のアミノ酸修飾、例えば、10個、9個、8個、7個、6個、5個、4個
、3個、2個、もしくは1個のアミノ酸修飾、例えば、欠失または挿入、好ましくは、置換
、例えば、保存的置換を有する変異体を含むモノクローナル抗TF抗体に関する。
【０１２３】
　配列番号9、1、5、13、17、21、25、29、33、37、41、45、49、または53に示した配列
の変異体は、前記配列のいずれかと少なくとも80％の同一性、例えば、少なくとも85％の
同一性または90％の同一性または95％の同一性、例えば、96％の同一性または97％の同一
性または98％の同一性または99％の同一性を有してもよい。
【０１２４】
　本発明の1つの局面において、単離されたモノクローナル抗TF抗体は、SEQ ID NO:65、5
7、61、69、73、77、81、85、89、93、97、101、もしくは105に示したVL配列、または前
記配列のいずれかの変異体、例えば、最大で25個のアミノ酸修飾、例えば、20個、例えば
、最大で15個、14個、13個、12個、もしくは11個のアミノ酸修飾、例えば、10個、9個、8
個、7個、6個、5個、4個、3個、2個、もしくは1個のアミノ酸修飾、例えば、欠失または
挿入、好ましくは、置換、例えば、保存的置換を有する変異体を含む。
【０１２５】
　配列番号65、57、61、69、73、77、81、85、89、93、97、101、または105に示した配列
の変異体は、前記配列のいずれかと少なくとも80％の同一性、例えば、少なくとも85％の
同一性または90％の同一性または95％の同一性、例えば、96％の同一性または97％の同一
性または98％の同一性または99％の同一性を有してもよい。
【０１２６】
　別の態様において、前記抗体は、
a)SEQ ID NO:65、57、61、69、73、77、81、85、89、93、97、101、または105からなる群
より選択される配列を有するVL領域、およびSEQ ID NO:9、1、5、13、17、21、25、29、3
3、37、41、45、49、もしくは53からなる群より選択される配列を有するVH領域、
b)前記のいずれかの変異体、好ましくは、前記配列において保存的置換しか有さない変異
体
を含む。
【０１２７】
　好ましい態様において、前記抗体は、SEQ ID NO:65に示した配列を有するVL領域および
SEQ ID NO:9に示した配列を有するVH領域、または2つの配列のいずれかの変異体であって
、
a)最大で25個のアミノ酸修飾、例えば、20個、例えば、最大で15個、14個、13個、12個、
もしくは11個のアミノ酸修飾、例えば、10個、9個、8個、7個、6個、5個、4個、3個、2個
、もしくは1個のアミノ酸修飾、例えば、欠失もしくは挿入、好ましくは、置換、例えば
、保存的置換、または
b)SEQ ID NO:9またはSEQ ID NO:65それぞれと少なくとも80％の同一性、例えば、少なく
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とも85％の同一性もしくは90％の同一性もしくは95％の同一性、例えば、96％の同一性も
しくは97％の同一性もしくは98％の同一性もしくは99％の同一性
のいずれかを有する、変異体
を含む。
【０１２８】
　別の好ましい態様において、前記抗体は、SEQ ID NO:57に示した配列を有するVL領域お
よびSEQ ID NO:1に示した配列を有するVH 領域、または2つの配列のいずれかの変異体で
あって、
a)最大で25個のアミノ酸修飾、例えば、20個、例えば、最大で15個、14個、13個、12個、
もしくは11個のアミノ酸修飾、例えば、10個、9個、8個、7個、6個、5個、4個、3個、2個
、もしくは1個のアミノ酸修飾、例えば、欠失もしくは挿入、好ましくは、置換、例えば
、保存的置換、または
b)SEQ ID NO:1またはSEQ ID NO:57それぞれと少なくとも80％の同一性、例えば、少なく
とも85％の同一性もしくは90％の同一性もしくは95％の同一性、例えば、96％の同一性も
しくは97％の同一性もしくは98％の同一性もしくは99％の同一性
のいずれかを有する、変異体
を含む。
【０１２９】
　別の好ましい態様において、前記抗体は、SEQ ID NO:61に示した配列を有するVL領域お
よびSEQ ID NO:5に示した配列を有するVH領域、または2つの配列のいずれかの変異体であ
って、
a)最大で25個のアミノ酸修飾、例えば、20個、例えば、最大で15個、14個、13個、12個、
もしくは11個のアミノ酸修飾、例えば、10個、9個、8個、7個、6個、5個、4個、3個、2個
、もしくは1個のアミノ酸修飾、例えば、欠失もしくは挿入、好ましくは、置換、例えば
、保存的置換、または
b)SEQ ID NO:5またはSEQ ID NO:61それぞれと少なくとも80％の同一性、例えば、少なく
とも85％の同一性もしくは90％の同一性もしくは95％の同一性、例えば、96％の同一性も
しくは97％の同一性もしくは98％の同一性もしくは99％の同一性
のいずれかを有する、変異体
を含む。
【０１３０】
　別の好ましい態様において、前記抗体は、SEQ ID NO:69に示した配列を有するVL領域お
よびSEQ ID NO:13に示した配列を有するVH領域、または2つの配列のいずれかの変異体で
あって、
a)最大で25個のアミノ酸修飾、例えば、20個、例えば、最大で15個、14個、13個、12個、
もしくは11個のアミノ酸修飾、例えば、10個、9個、8個、7個、6個、5個、4個、3個、2個
、もしくは1個のアミノ酸修飾、例えば、欠失もしくは挿入、好ましくは、置換、例えば
、保存的置換、または
b)SEQ ID NO:13またはSEQ ID NO:69それぞれと少なくとも80％の同一性、例えば、少なく
とも85％の同一性もしくは90％の同一性もしくは95％の同一性、例えば、96％の同一性も
しくは97％の同一性もしくは98％の同一性もしくは99％の同一性
のいずれかを有する、変異体
を含む。
【０１３１】
　別の好ましい態様において、前記抗体は、SEQ ID NO:73に示した配列を有するVL領域お
よびSEQ ID NO:17に示した配列を有するVH領域、または2つの配列のいずれかの変異体で
あって、
a)最大で25個のアミノ酸修飾、例えば、20個、例えば、最大で15個、14個、13個、12個、
もしくは11個のアミノ酸修飾、例えば、10個、9個、8個、7個、6個、5個、4個、3個、2個
、もしくは1個のアミノ酸修飾、例えば、欠失もしくは挿入、好ましくは、置換、例えば
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、保存的置換、または
b)SEQ ID NO:17またはSEQ ID NO:73それぞれと少なくとも80％の同一性、例えば、少なく
とも85％の同一性もしくは90％の同一性もしくは95％の同一性、例えば、96％の同一性も
しくは97％の同一性もしくは98％の同一性もしくは99％の同一性
のいずれかを有する、変異体
を含む。
【０１３２】
　別の好ましい態様において、前記抗体は、SEQ ID NO:77に示した配列を有するVL領域お
よびSEQ ID NO:21に示した配列を有するVH領域、または2つの配列のいずれかの変異体で
あって、
a)最大で25個のアミノ酸修飾、例えば、20個、例えば、最大で15個、14個、13個、12個、
もしくは11個のアミノ酸修飾、例えば、10個、9個、8個、7個、6個、5個、4個、3個、2個
、もしくは1個のアミノ酸修飾、例えば、欠失もしくは挿入、好ましくは、置換、例えば
、保存的置換、または
b)SEQ ID NO:21またはSEQ ID NO:77それぞれと少なくとも80％の同一性、例えば、少なく
とも85％の同一性もしくは90％の同一性もしくは95％の同一性、例えば、96％の同一性も
しくは97％の同一性もしくは98％の同一性もしくは99％の同一性
のいずれかを有する、変異体
を含む。
【０１３３】
　別の好ましい態様において、前記抗体は、SEQ ID NO:81に示した配列を有するVL領域お
よびSEQ ID NO:25に示した配列を有するVH領域、または2つの配列のいずれかの変異体で
あって、
a)最大で25個のアミノ酸修飾、例えば、20個、例えば、最大で15個、14個、13個、12個、
もしくは11個のアミノ酸修飾、例えば、10個、9個、8個、7個、6個、5個、4個、3個、2個
、もしくは1個のアミノ酸修飾、例えば、欠失もしくは挿入、好ましくは、置換、例えば
、保存的置換、または
b)SEQ ID NO:25またはSEQ ID NO:81それぞれと少なくとも80％の同一性、例えば、少なく
とも85％の同一性もしくは90％の同一性もしくは95％の同一性、例えば、96％の同一性も
しくは97％の同一性もしくは98％の同一性もしくは99％の同一性
のいずれかを有する、変異体
を含む。
【０１３４】
　別の好ましい態様において、前記抗体は、SEQ ID NO:85に示した配列を有するVL領域お
よびSEQ ID NO:29に示した配列を有するVH領域、または2つの配列のいずれかの変異体で
あって、
a)最大で25個のアミノ酸修飾、例えば、20個、例えば、最大で15個、14個、13個、12個、
もしくは11個のアミノ酸修飾、例えば、10個、9個、8個、7個、6個、5個、4個、3個、2個
、もしくは1個のアミノ酸修飾、例えば、欠失もしくは挿入、好ましくは、置換、例えば
、保存的置換、または
b)SEQ ID NO:29またはSEQ ID NO:85それぞれと少なくとも80％の同一性、例えば、少なく
とも85％の同一性もしくは90％の同一性もしくは95％の同一性、例えば、96％の同一性も
しくは97％の同一性もしくは98％の同一性もしくは99％の同一性
のいずれかを有する、変異体
を含む。
【０１３５】
　別の好ましい態様において、前記抗体は、SEQ ID NO:89に示した配列を有するVL領域お
よびSEQ ID NO:33に示した配列を有するVH領域、または2つの配列のいずれかの変異体で
あって、
a)最大で25個のアミノ酸修飾、例えば、20個、例えば、最大で15個、14個、13個、12個、
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もしくは11個のアミノ酸修飾、例えば、10個、9個、8個、7個、6個、5個、4個、3個、2個
、もしくは1個のアミノ酸修飾、例えば、欠失もしくは挿入、好ましくは、置換、例えば
、保存的置換、または
b)SEQ ID NO:33またはSEQ ID NO:89それぞれと少なくとも80％の同一性、例えば、少なく
とも85％の同一性もしくは90％の同一性もしくは95％の同一性、例えば、96％の同一性も
しくは97％の同一性もしくは98％の同一性もしくは99％の同一性
のいずれかを有する、変異体
を含む。
【０１３６】
　別の好ましい態様において、前記抗体は、SEQ ID NO:93に示した配列を有するVL領域お
よびSEQ ID NO:37に示した配列を有するVH領域、または2つの配列のいずれかの変異体で
あって、
a)最大で25個のアミノ酸修飾、例えば、20個、例えば、最大で15個、14個、13個、12個、
もしくは11個のアミノ酸修飾、例えば、10個、9個、8個、7個、6個、5個、4個、3個、2個
、もしくは1個のアミノ酸修飾、例えば、欠失もしくは挿入、好ましくは、置換、例えば
、保存的置換、または
b)SEQ ID NO:37またはSEQ ID NO:93それぞれと少なくとも80％の同一性、例えば、少なく
とも85％の同一性もしくは90％の同一性もしくは95％の同一性、例えば、96％の同一性も
しくは97％の同一性もしくは98％の同一性もしくは99％の同一性
のいずれかを有する、変異体
を含む。
【０１３７】
　別の好ましい態様において、前記抗体は、SEQ ID NO:97に示した配列を有するVL領域お
よびSEQ ID NO:41に示した配列を有するVH領域、または2つの配列のいずれかの変異体で
あって、
a)最大で25個のアミノ酸修飾、例えば、20個、例えば、最大で15個、14個、13個、12個、
もしくは11個のアミノ酸修飾、例えば、10個、9個、8個、7個、6個、5個、4個、3個、2個
、もしくは1個のアミノ酸修飾、例えば、欠失もしくは挿入、好ましくは、置換、例えば
、保存的置換、または
b)SEQ ID NO:41またはSEQ ID NO:97それぞれと少なくとも80％の同一性、例えば、少なく
とも85％の同一性もしくは90％の同一性もしくは95％の同一性、例えば、96％の同一性も
しくは97％の同一性もしくは98％の同一性もしくは99％の同一性
のいずれかを有する、変異体
を含む。
【０１３８】
　別の好ましい態様において、前記抗体は、SEQ ID NO:101に示した配列を有するVL領域
およびSEQ ID NO:45に示した配列を有するVH領域、または2つの配列のいずれかの変異体
であって、
a)最大で25個のアミノ酸修飾、例えば、20個、例えば、最大で15個、14個、13個、12個、
もしくは11個のアミノ酸修飾、例えば、10個、9個、8個、7個、6個、5個、4個、3個、2個
、もしくは1個のアミノ酸修飾、例えば、欠失もしくは挿入、好ましくは、置換、例えば
、保存的置換、または
b)SEQ ID NO:45またはSEQ ID NO:101それぞれと少なくとも80％の同一性、例えば、少な
くとも85％の同一性もしくは90％の同一性もしくは95％の同一性、例えば、96％の同一性
もしくは97％の同一性もしくは98％の同一性もしくは99％の同一性
のいずれかを有する、変異体
を含む。
【０１３９】
　別の好ましい態様において、前記抗体は、SEQ ID NO:105に示した配列を有するVL領域
およびSEQ ID NO:49に示した配列を有するVH領域、または2つの配列のいずれかの変異体
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であって、
a)最大で25個のアミノ酸修飾、例えば、20個、例えば、最大で15個、14個、13個、12個、
もしくは11個のアミノ酸修飾、例えば、10個、9個、8個、7個、6個、5個、4個、3個、2個
、もしくは1個のアミノ酸修飾、例えば、欠失もしくは挿入、好ましくは、置換、例えば
、保存的置換、または
b)SEQ ID NO:49またはSEQ ID NO:105それぞれと少なくとも80％の同一性、例えば、少な
くとも85％の同一性もしくは90％の同一性もしくは95％の同一性、例えば、96％の同一性
もしくは97％の同一性もしくは98％の同一性もしくは99％の同一性
のいずれかを有する、変異体
を含む。
【０１４０】
　別の好ましい態様において、前記抗体は、SEQ ID NO:109に示した配列を有するVL領域
およびSEQ ID NO:53に示した配列を有するVH領域、または2つの配列のいずれかの変異体
であって、
a)最大で25個のアミノ酸修飾、例えば、20個、例えば、最大で15個、14個、13個、12個、
もしくは11個のアミノ酸修飾、例えば、10個、9個、8個、7個、6個、5個、4個、3個、2個
、もしくは1個のアミノ酸修飾、例えば、欠失もしくは挿入、好ましくは、置換、例えば
、保存的置換、または
b)SEQ ID NO:53またはSEQ ID NO:109それぞれと少なくとも80％の同一性、例えば、少な
くとも85％の同一性もしくは90％の同一性もしくは95％の同一性、例えば、96％の同一性
もしくは97％の同一性もしくは98％の同一性もしくは99％の同一性
のいずれかを有する、変異体
を含む。
【０１４１】
　本発明のモノクローナル抗体は、例えば、Kohler et al., Nature 256, 495(1975)によ
って初めて述べられたハイブリドーマ法によって産生されてもよく、組換えDNA方法によ
って産生されてもよい。モノクローナル抗体はまた、例えば、Clackson et al., Nature 
352, 624-628(1991)およびMarks et al., J. Mol. Biol. 222, 581-597(1991)に記載の技
法を用いてファージ抗体ライブラリーから単離されてもよい。モノクローナル抗体は任意
の適切な供給源から得ることができる。従って、例えば、モノクローナル抗体は、関心対
象の抗原、例えば、表面上に抗原を発現する細胞、または関心対象の抗原をコードする核
酸の形をした抗原で免疫したマウスから得られたマウス脾臓B細胞から調製されたハイブ
リドーマから得られてもよい。モノクローナル抗体はまた、免疫したヒトまたは非ヒト哺
乳動物、例えば、ラット、ウサギ、イヌ、霊長類などの抗体発現細胞に由来するハイブリ
ドーマから得られてもよい。
【０１４２】
　1つの態様において、本発明の抗体はヒト抗体である。組織因子に対するヒトモノクロ
ーナル抗体は、マウス系ではなくヒト免疫系の一部を有するトランスジェニックマウスま
たはトランスクロモソームマウスを用いて作製することができる。このようなトランスジ
ェニックマウスおよびトランスクロモソームマウスは、本明細書において、それぞれ、Hu
MAbマウスおよびKMマウスと呼ばれるマウスを含み、本明細書において総称して「トラン
スジェニックマウス」と呼ばれる。
【０１４３】
　HuMAbマウスは、再編成されていないヒト重鎖可変領域および定常領域(μおよびγ)な
らびに軽鎖可変領域および定常領域(κ)免疫グロブリン配列と、内因性μ鎖およびκ鎖遺
伝子座を不活化する標的変異をコードするヒト免疫グロブリン遺伝子ミニ遺伝子座を含有
する(Lonberg, N. et al., Nature 368, 856-859(1994))。従って、このマウスは、マウ
スIgMまたはκの低発現を示し、免疫に応答して、導入されたヒト重鎖および軽鎖トラン
スジーンはクラススイッチおよび体細胞変異を受けて、高親和性ヒトIgG,κモノクローナ
ル抗体を産生する(Lonberg, N. et al.(1994), 前出;Lonberg, N. Handbook of Experime
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ntal Pharmacology 113, 49-101(1994)、Lonberg, N. and Huszar, D., Intern. Rev. Im
munol. Vol.13 65-93(1995)、およびHarding, F. and Lonberg, N. Ann. N. Y. Acad. Sc
i 764 536-546(1995)に概説)。HuMAbマウスの調製は、Taylor, L. et al., Nucleic Acid
s Research 20, 6287-6295(1992)、Chen, J. et al., International Immunology 5, 647
-656(1993)、Tuaillon et al., J. Immunol. 152, 2912-2920(1994)、Taylor, L. et al.
, International Immunology 6, 579-591(1994)、Fishwild, D. et al., Nature Biotech
nology 14, 845-851(1996)に詳述されている。US5,545,806、US5,569,825、US5,625,126
、US5,633,425、US5,789,650、US5,877,397、US5,661,016、US5,814,318、US5,874,299、
US5,770,429、US5,545,807、WO98/24884、WO94/25585、WO93/1227、WO92/22645、WO92/03
918、およびWO01/09187も参照されたい。
【０１４４】
　HCo7マウスは、内因性軽鎖(κ)遺伝子におけるJKD破壊(Chen et al., EMBO J. 12, 821
-830 (1993)に記載)、内因性重鎖遺伝子におけるCMD破壊(WO01/14424の実施例1に記載)、
KCo5ヒトκ軽鎖トランスジーン(Fishwild et al., Nature Biotechnology 14、845-851(1
996)に記載)、およびHCo7ヒト重鎖トランスジーン(US5,770,429に記載)を有する。
【０１４５】
　HCo12マウスは、内因性軽鎖(κ)遺伝子におけるJKD破壊(Chen et al., EMBO J. 12, 82
1-830 (1993)に記載)、内因性重鎖遺伝子におけるCMD破壊(WO01/14424の実施例1に記載)
、KCo5ヒトκ軽鎖トランスジーン(Fishwild et al., Nature Biotechnology 14、845-851
(1996)に記載)、およびHCo12ヒト重鎖トランスジーン(WO01/14424の実施例2に記載)を有
する。
【０１４６】
　KMマウス系統では、内因性マウスκ軽鎖遺伝子は、Chen et al., EMBO J. 12, 811-820
(1993)に記載されているようにホモで破壊されており、内因性マウス重鎖遺伝子は、WO01
/09187の実施例1に記載されているようにホモで破壊されている。このマウス系統は、Fis
hwild et al., Nature Biotechnology 14, 845-851(1996)に記載されているように、ヒト
κ軽鎖トランスジーンであるKCo5を有する。このマウス系統はまた、WO02/43478に記載さ
れているように、第14番染色体断片hCF(SC20)からなるヒト重鎖トランスクロモソームも
有する。
【０１４７】
　これらのトランスジェニックマウスに由来する脾細胞を用いると、周知の技法に従って
、ヒトモノクローナル抗体を分泌するハイブリドーマを作製することができる。本発明の
ヒトモノクローナル抗体もしくはヒトポリクローナル抗体または他の種に由来する本発明
の抗体はまた、遺伝子導入によって、関心対象の免疫グロブリン重鎖配列および軽鎖配列
についてトランスジェニックである別の非ヒト哺乳動物または植物を作製し、それから回
収可能な形で抗体を産生することにより作製することもできる。哺乳動物におけるトラン
スジェニック作製に関連して、抗体はヤギ、ウシ、または他の哺乳動物において産生され
、ヤギ、ウシ、または他の哺乳動物の乳から回収することができる。例えば、US5,827,69
0、US5,756,687、US5,750,172、およびUS5,741,957を参照されたい。
【０１４８】
　さらに、本発明のヒト抗体または他の種に由来する本発明の抗体は、当技術分野におい
て周知の技法を用いた、ファージディスプレイ、レトロウイルスディスプレイ、リボソー
ムディスプレイ、および他の技法を含むが、それに限定されるわけではないディスプレイ
型技術によって作製することができ、得られた分子は、このような技法が当技術分野にお
いて周知のように親和性成熟などのさらなる成熟に供することができる(例えば、Hoogenb
oom et al., J. Mol. Biol. 227, 381(1991)(ファージディスプレイ)、Vaughan et al., 
Nature Biotech 14, 309(1996)(ファージディスプレイ)、Hanes and Plucthau, PNAS USA
 94, 4937-4942(1997)(リボソームディスプレイ)、Parmley and Smith, Gene 73, 305-31
8(1988)(ファージディスプレイ)、Scott TIBS 17, 241-245(1992)、Cwirla et al., PNAS
 USA 87, 6378-6382(1990)、Russel et al., Nucl. Acids Research 21, 1081-1085(1993
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)、Hogenboom et al., Immunol. Reviews 130, 43-68(1992)、Chiswell and McCafferty 
TIBTECH 10, 80-84(1992)、およびUS5,733,743を参照されたい)。非ヒト抗体を作製する
ためにディスプレイ技術が用いられるのであれば、このような抗体をヒト化することがで
きる。
【０１４９】
　本発明の抗体はどのアイソタイプでもよい。アイソタイプの選択は、典型的には、ADCC
誘導などの望ましいエフェクター機能によって導かれる。例示的なアイソタイプは、IgG1
、IgG2、IgG3、およびIgG4である。ヒト軽鎖定常領域であるκまたはλのどちから一方を
使用することができる。所望であれば、本発明の抗TF抗体のクラスは、公知の方法によっ
てスイッチすることができる。例えば、最初にIgMであった本発明の抗体は、本発明のIgG
抗体にクラススイッチすることができる。さらに、クラススイッチ法を用いて、あるIgG
サブクラスを別のIgGサブクラスに、例えば、IgG1からIgG2に変換することができる。従
って、本発明の抗体のエフェクター機能は、様々な治療用途に合わせて、例えば、IgG1、
IgG2、IgG3、IgG4、IgD、IgA、IgE、またはIgM抗体へのアイソタイプスイッチによって変
えることができる。1つの態様において、本発明の抗体は、IgG1抗体、例えば、IgG1,κで
ある。
【０１５０】
　1つの態様において、本発明の抗体は、完全長抗体、好ましくは、IgG1抗体、特に、IgG
1,κ抗体である。別の態様において、本発明の抗体は抗体断片または単鎖抗体である。
【０１５１】
　抗体断片は、例えば、従来の技法を用いた断片化によって行うことができ、この断片は
、抗体全体について本明細書で説明されたものと同じやり方で有用性についてスクリーニ
ングすることができる。例えば、F(ab') 2断片は、抗体をペプシンで処理することによっ
て作製することができる。ジスルフィド架橋が少なくするように得られたF(ab') 2断片を
処理して、Fab'断片を作製することができる。Fab断片は、IgG抗体をパパインで処理する
ことによって得ることができる。Fab'断片は、IgG抗体のペプシン消化によって得ること
ができる。F(ab')断片はまた、チオエーテル結合またはジスルフィド結合を介して、下記
のFab'を結合することによって作製することもできる。Fab'断片は、F(ab') 2のヒンジ領
域のジスルフィド結合を切断することによって得られる抗体断片である。Fab'断片は、F(
ab') 2断片をジチオスレイトールなどの還元剤で処理することによって得ることができる
。抗体断片はまた、組換え細胞において、このような断片をコードする核酸を発現させる
ことによって作製することもできる(例えば、Evans et al., J. Immunol. Meth. 184, 12
3-38(1995)を参照されたい)。例えば、このような切断型抗体断片分子を生じるために、F
(ab') 2断片の一部をコードするキメラ遺伝子は、H鎖のCH1ドメインおよびヒンジ領域を
コードするDNA配列に続いて、翻訳停止コドンを含むことができる。
【０１５２】
　1つの態様において、抗TF抗体は、一価抗体、好ましくは、(参照により本明細書に組み
入れられる)WO2007059782(Genmab)に記載の、ヒンジ領域が欠失している一価抗体である
。従って、1つの態様において、前記抗体は、以下の工程:
i)一価抗体の軽鎖をコードする核酸構築物を準備する工程であって、前記構築物は、選択
された抗原特異的TF抗体のVL領域をコードするヌクレオチド配列、およびIgの定常CL領域
をコードするヌクレオチド配列を含み、前記選択された抗原特異的抗体のVL領域をコード
するヌクレオチド配列および前記IgのCL領域をコードするヌクレオチド配列は一緒に機能
的に連結され、IgG1サブタイプの場合、ポリクローナルヒトIgGの存在下で、または動物
もしくはヒトに投与された時に、CL領域の同一のアミノ酸配列を含む他のペプチドとジス
ルフィド結合または共有結合を形成することができるアミノ酸をCL領域が含有しないよう
に、CL領域をコードするヌクレオチド配列は改変されている、工程;
ii)前記一価抗体の重鎖をコードする核酸構築物を準備する工程であって、前記構築物は
、選択された抗原特異的抗体のVH領域をコードするヌクレオチド配列およびヒトIgの定常
CH領域をコードするヌクレオチド配列を含み、ヒンジ領域に対応する領域、およびIgサブ
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タイプにより必要とされる場合には、CH領域の他の領域、例えば、CH3領域が、ポリクロ
ーナルヒトIgGの存在下で、または動物もしくはヒトに投与された時に、ヒトIgのCH領域
の同一のアミノ酸配列を含む他のペプチドとのジスルフィド結合、または共有結合もしく
は安定した非共有結合による重鎖間結合の形成に関与するアミノ酸残基を含まないように
、CH領域をコードするヌクレオチド配列は修飾されており、前記選択された抗原特異的抗
体のVH領域をコードするヌクレオチド配列および前記IgのCH領域をコードするヌクレオチ
ド配列は一緒に機能的に連結されている、工程;
iii)前記一価抗体を産生するための細胞発現系を準備する工程;
iv)(iii)の細胞発現系の細胞において、(i)および(ii)の核酸構築物を同時発現させるこ
とによって、前記一価抗体を産生する工程
を含む方法によって抗TF抗体が構築される、一価抗体である。
【０１５３】
　同様に、1つの態様において、抗TF抗体は、
(i)本明細書に記載の本発明の抗体の可変領域または前記領域の抗原結合部分、ならびに
(ii)ヒンジ領域に対応する領域および、免疫グロブリンがIgG4サブタイプでない場合は、
CH領域の他の領域、例えば、CH3領域が、ポリクローナルヒトIgGの存在下で、同一のCH領
域とジスルフィド結合を形成することができるアミノ酸残基、または同一のCH領域と他の
共有結合もしくは安定した非共有結合による重鎖間結合をすることができるアミノ酸残基
を含まないように改変されている、免疫グロブリンのCH領域、またはCH2領域およびCH3領
域を含むその断片
を含む、一価抗体である。
【０１５４】
　さらなる態様において、一価抗TF抗体の重鎖は、ヒンジ全体が欠失されるように改変さ
れている。
【０１５５】
　さらなる態様において、一価抗体は、IgG4サブタイプであるが(SEQ ID NO:113のヒンジ
の無い変異体であるSEQ ID NO:114を参照されたい)、CH3領域は、以下のアミノ酸置換の1
つまたは複数がなされているように改変されている。すなわち、位置234にあるThr(T)がA
la(A)によって置換され、位置236にあるLeu(L)がAla(A)によって置換され、位置236にあ
るLeu(L)がVal(V)によって置換され、位置273にあるPhe(F)がAla(A)によって置換され、
位置273にあるPhe(F)がLeu(L)によって置換され、位置275にあるTyr(Y)がAla(A)によって
置換されている。
【０１５６】
　別のさらなる態様において、前記一価抗体の配列は、N結合型グリコシル化のための全
てのアクセプター部位を含まないように改変されている。
【０１５７】
　本発明の抗TF抗体はまた単鎖抗体を含む。単鎖抗体は、重鎖および軽鎖Fv領域が接続さ
れているペプチドである。1つの態様において、本発明は、1本のペプチド鎖において、本
発明の抗TF抗体のFvの重鎖および軽鎖が可動性ペプチドリンカー(典型的には、約10個、1
2個、15個以上のアミノ酸残基からなる)とつながっている単鎖Fv(scFv)を提供する。この
ような抗体を作製する方法は、例えば、US4,946,778、Pluckthun in The Pharmacology o
f Monoclonal Antibodies, vol. 113, Rosenburg and Moore eds. Springer-Verlag, New
 York, pp. 269-315(1994)、Bird et al., Science 242, 423-426(1988)、Huston et al.
, PNAS USA 85, 5879-5883(1988)、およびMcCafferty et al., Nature 348, 552-554(199
0)に記載されている。単鎖抗体は、1種類のVHおよびVLしか用いられないのであれば一価
であり得、2種類のVHおよびVLが用いられるのであれば二価であり得、3種類以上のVHおよ
びVLが用いられるのであれば多価であり得る。
【０１５８】
　1つの態様において、本発明の抗TF抗体は、エフェクター機能欠損性抗体である。この
ような抗体は、TFの阻害作用の遮断を介して免疫系を刺激するのに用いられる時に特に有
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用である。このような用途の場合、ADCCなどのエフェクター機能が望ましくない細胞傷害
性につながる可能性があるので、前記抗体にエフェクター機能が無いことが有利な場合が
ある。
【０１５９】
　1つの態様において、エフェクター機能欠損性の抗TF抗体は、安定化されたIgG4抗体で
ある。適切な安定化されたIgG4抗体の例は、Kabat et al.,のようにEUインデックスで示
された、ヒトIgG4の重鎖定常領域の位置409にあるアルギニンが、リジン、スレオニン、
メチオニン、もしくはロイシン、好ましくは、リジンで置換されている(WO2006033386(Ki
rin)に記載)、および/またはヒンジ領域がCys-Pro-Pro-Cys配列を含む、抗体である。
【０１６０】
　さらなる態様において、安定化されたIgG4抗TF抗体は、重鎖および軽鎖を含むIgG4抗体
であり、重鎖は、409に対応する位置に、Lys、Ala、Thr、Met、およびLeuからなる群より
選択される残基、ならびに/または405に対応する位置に、Ala、Val、Gly、Ile、およびLe
uからなる群より選択される残基を有するヒトIgG4定常領域を含み、前記抗体は、任意で
、1つまたは複数のさらなる置換、欠失、および/または挿入を含むが、ヒンジ領域にCys-
Pro-Pro-Cys配列を含まない。好ましくは、前記抗体は、409に対応する位置にLysまたはA
la残基を含むか、抗体のCH3領域は、ヒトIgG1、ヒトIgG2、またはヒトIgG3のCH3領域で置
換されている。
【０１６１】
　なおさらなる態様において、安定化されたIgG4抗TF抗体は、重鎖および軽鎖を含むIgG4
抗体であり、重鎖は、409に対応する位置に、Lys、Ala、Thr、Met、およびLeuからなる群
より選択される残基、ならびに/または405に対応する位置に、Ala、Val、Gly、Ile、およ
びLeuからなる群より選択される残基を有するヒトIgG4定常領域を含み、前記抗体は、任
意で、1つまたは複数のさらなる置換、欠失、および/または挿入を含み、ヒンジ領域にCy
s-Pro-Pro-Cys配列を含む。好ましくは、前記抗体は、409に対応する位置にLysまたはAla
残基を含むか、抗体のCH3領域は、ヒトIgG1、ヒトIgG2、またはヒトIgG3のCH3領域で置換
されている。
【０１６２】
　さらなる態様において、エフェクター機能欠損性の抗TF抗体は、ADCCなどのエフェクタ
ー機能を媒介する能力が低下するように、さらにはエフェクター機能が無くなるように変
異されている、非IgG4型、例えば、IgG1、IgG2、またはIgG3の抗体である。このような変
異は、例えば、Dall'Acqua WF et al., J Immunol.177 (2): 1129-1138 (2006)およびHez
areh M, J Virol.;75 (24): 12161-12168(2001)に記載されている。
【０１６３】
　さらなる態様において、本発明の抗体は、別の部分、例えば、細胞傷害性部分、放射性
同位体、または薬物と結合体化されている。このような抗体は、他の部分と、抗TF抗体ま
たはその断片(例えば、抗TF抗体H鎖、L鎖、または抗TF特異的/選択的なその断片)のN末端
側またはC末端側とを化学的に結合体化することによって作製することができる(例えば、
Antibody Engineering Handbook, Osamu Kanemitsu編, Chijin Shokan(1994)により出版
を参照されたい)。このような結合体化された抗体誘導体はまた、適宜、内部の残基また
は糖において結合体化を行うことによっても作製することができる。
【０１６４】
　一般的に、本明細書に記載の抗TF抗体は、任意の適切な数のこのような修飾アミノ酸を
含めることによって、および/またはこのような結合体化置換基と結合させることによっ
て改変することができる。この状況における適性は、一般的に、誘導体化されていない親
抗TF抗体に関連するTF選択性および/または特異性を少なくとも実質的に保持する能力に
よって決まる。例えば、ポリペプチド血清半減期の延長、ポリペプチド抗原性の低下、ま
たはポリペプチド保管安定性の増大では、1つまたは複数の修飾アミノ酸を含めることが
有利な場合がある。アミノ酸は、例えば、組換え産生の間に翻訳と同時にまたは翻訳後に
修飾されるか(例えば、哺乳動物細胞における発現間のN-X-S/TモチーフでのN結合型グリ
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コシル化)、合成手段によって修飾される。修飾アミノ酸の非限定的な例には、グリコシ
ル化アミノ酸、硫酸化アミノ酸、プレニル化(例えば、ファルネシル化、ゲラニルゲラニ
ル化)アミノ酸、アセチル化アミノ酸、アシル化アミノ酸、ペグ化アミノ酸、ビオチン化
アミノ酸、カルボキシル化アミノ酸、リン酸化アミノ酸などが含まれる。当業者のアミノ
酸修飾の手引きとなるのに十分な参考文献は文献全体にわたって豊富にある。例となるプ
ロトコールは、Walker (1998) Protein Protocols On Cd-Rom, Humana Press, Towata, N
Jに見られる。修飾アミノ酸は、例えば、グリコシル化アミノ酸、ペグ化アミノ酸、ファ
ルネシル化アミノ酸、アセチル化アミノ酸、ビオチン化アミノ酸、脂質部分と結合体化し
たアミノ酸、または有機誘導体化剤と結合体化したアミノ酸より選択されてもよい。
【０１６５】
　抗TF抗体はまた、例えば、循環半減期を延ばすために、ポリマーと共有結合させること
によって化学修飾されてもよい。例示的なポリマー、およびポリマーをペプチドに取り付
ける方法は、例えば、US4,766,106、US4,179,337、US4,495,285、およびUS4,609,546に例
示されている。さらなる例示的なポリマーには、ポリオキシエチル化ポリオールおよびポ
リエチレングリコール(PEG)(例えば、約1,000～約40,000、例えば、約2,000～約20,000、
例えば、約3,000～12,000g/molの分子量を有するPEG)が含まれる。
【０１６６】
　1つの態様において、本発明は、放射性核種、酵素、酵素基質、補因子、蛍光マーカー
、化学発光マーカー、ペプチドタグ、または磁気粒子より選択される第2の分子と結合体
化された抗TF抗体を提供する。1つの態様において、抗TF抗体は、1つまたは複数の抗体断
片、核酸(オリゴヌクレオチド)、ヌクレアーゼ、ホルモン、免疫調節剤、キレート剤、ホ
ウ素化合物、光活性剤、色素などと結合体化されてもよい。これらのおよび他の適切な薬
剤は、本発明の抗TF抗体と直接または間接的に共役されてもよい。第2の薬剤の間接的な
共役の一例は、スペーサー部分による共役である。次に、これらのスペーサーは不溶性ま
たは可溶性でもよく(例えば、Diener et al., Science 231, 148 (1986)を参照されたい)
、標的部位で、および/またはある特定の条件下での抗TF抗体からの薬物放出を可能にす
るように選択されてもよい。抗TF抗体に共役することができる薬剤のさらなる例には、レ
クチンおよび蛍光ペプチドが含まれる。
【０１６７】
　1つの態様において、1つまたは複数の放射標識アミノ酸を含む抗TF抗体が提供される。
放射標識された抗TF抗体は診断目的および治療目的で使用することができる(放射標識分
子との結合体化は別の可能性のある特徴である)。ポリペプチドの標識の非限定的な例に
は、3H、14C、15N、35S、90Y、99Tc、および125I、131I、ならびに186Re が含まれるが、
これに限定されない。放射標識アミノ酸および関連ペプチド誘導体を調製するための方法
は当技術分野において公知である(例えば、Junghans et al., in Cancer Chemotherapy a
nd Biotherapy 655-686 (2d edition, Chafner and Longo, eds., Lippincott Raven (19
96))、ならびにUS4,681,581、US4,735,210、US5,101,827、US5,102,990(USRE35,500)、US
5,648,471、およびUS5,697,902を参照されたい)。例えば、放射性同位体はクロラミンT法
によって結合体化することができる。
【０１６８】
　1つの態様において、本発明の抗TF抗体には核酸または核酸結合分子が結合体化される
。本発明の1つのこのような側面において、結合体化される核酸は細胞傷害性リボヌクレ
アーゼである、1つの態様において、結合体化される核酸は、アンチセンス核酸(例えば、
S100A10標的化アンチセンス分子。これは、本発明の組み合わせ組成物または併用投与方
法における独立した成分でもあり得る。例えば、Zhang et al., J Biol Chem. 279 (3), 
2053-62 (2004)を参照されたい)である。1つの態様において、結合体化される核酸は抑制
性RNA分子(例えば、siRNA分子)である。1つの態様において、結合体化される核酸は免疫
賦活性核酸(例えば、免疫賦活性CpGモチーフを含有するDNA分子)である。1つの態様にお
いて、結合体化される核酸は、腫瘍抑制遺伝子、抗癌ワクチン、抗癌サイトカイン、また
はアポトーシス剤の発現をコードする発現カセットである。このような誘導体はまた、1
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種類または複数の種類の細胞傷害性タンパク質、例えば、植物毒素および細菌毒素の発現
をコードする核酸の結合体化を含んでもよい。
【０１６９】
　1つの態様において、抗TF抗体は、機能性核酸分子と結合体化される。機能的核酸には
、アンチセンス分子、干渉核酸分子(例えば、siRNA分子)、アプタマー、リボザイム、三
重鎖形成分子、および外部ガイド配列が含まれる。機能性核酸分子は、標的分子が有する
特定の活性のエフェクター、インヒビター、モジュレーター、およびスティミュレーター
として働いてもよく、他のどの分子とも無関係の新規の(de novo)活性を有してもよい。
【０１７０】
　別の態様において、本発明の抗TF抗体はアプタマーと結合体化される。
【０１７１】
　別の態様において、本発明は、リボザイムと結合体化された抗TF抗体を提供する。
【０１７２】
　抗TF抗体と、結合体化分子、例えば、前記の結合体化分子を結合体化するための当技術
分野において公知の任意の方法を、Hunter et al., Nature 144, 945 (1962), David et 
al., Biochemistry 13, 1014(1974)、Pain et al., J. Immunol. Meth. 40, 219 (1981)
、およびNygren, J. Histochem. and Cytochem. 30, 407(1982)に記載の方法を含めて使
用することができる。細胞傷害性化合物上の反応基を用いることによって、または架橋剤
を用いることによって、非常に多くの種類の細胞傷害性化合物をタンパク質につなぐこと
ができる。インビボでアミンと安定した共有結合を形成する一般的な反応基は、イソチオ
シアネートである(Means et al., Chemical modifications of proteins (Holden-Day, S
an Francisco 1971) pp. 105-110)。この基は、優先的にリジンのε-アミン基と反応する
。マレイミドは、システイン上のスルフヒドリル基と安定したインビボ共有結合を形成す
るために一般的に用いられる反応基である(Ji., Methods Enzymol 91, 580-609(1983))。
モノクローナル抗体は、典型的には、ラジオメタル(radiometal)イオンと共有結合を形成
することができないが、抗体に共有結合により連結されたキレート剤を用いることによっ
て、ラジオメタルを抗体に間接的に取り付けることができる。キレート剤は、アミノ酸残
基のアミン(Meares et al., Anal. Biochem. 142, 68-78 (1984))およびスルフハイドラ
ル(sulfhydral)基(Koyama, Chem. Abstr. 120, 217262t(1994))を介して取り付けられて
もよく、炭水化物基(Rodwell et al., PNAS USA 83, 2632-2636(1986)、Quadri et al., 
Nucl. Med. Biol. 20, 559-570(1993))を介しても取り付けられてもよい。これらのキレ
ート剤は、一方が金属イオンに結合し、他方がキレートと抗体をつなぐ2種類の官能基を
含有するので、一般に二官能性キレート剤と呼ばれる(Sundberg et al., Nature 250, 58
7-588(1974))。
【０１７３】
　1つの態様において、本発明は、治療部分、例えば、細胞毒、化学療法薬、免疫抑制剤
、または放射性同位体と結合体化された、抗TF抗体、例えば、ヒト抗TF抗体を提供する。
このような結合体は本明細書において「免疫結合体」と呼ばれる。1種類または複数の種
類の細胞毒を含む免疫結合体は「免疫毒素」と呼ばれる。
【０１７４】
　細胞毒または細胞傷害剤には、細胞に有害な(例えば、細胞を死滅させる)任意の薬剤が
含まれる。当技術分野において周知の、これらのクラスの薬物およびこれらの作用機構の
説明については、Goodman et al., Goodman and Gilman's The Pharmacological Basis o
f Therapeutics, 8th Ed., Macmillan Publishing Co., 1990を参照されたい。抗体免疫
毒素の調製に関連した、さらなる技法は、例えば、Vitetta, Immunol. Today 14, 252 (1
993)およびUS 5,194,594に示されている。
【０１７５】
　本発明の免疫結合体を形成するための適切な治療剤には、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(tenoposide)、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
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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、代謝拮抗物質(例
えば、メトトレキセート、6-メルカプトプリン、6-チオグアニン、シタラビン、フルダラ
ビン、5-フルオロウラシル、デカルバジン(decarbazine)、ヒドロキシウレア、アスパラ
ギナーゼ、ゲムシタビン、クラドリビン)、アルキル化剤(例えば、メクロレタミン、チオ
エパ(thioepa)、クロランブシル、メルファラン、カルムスチン(BSNU)、ロムスチン(CCNU
)、シクロホスファミド、ブスルファン、ジブロモマンニトール、ストレプトゾトシン、
ダカルバジン(DTIC)、プロカルバジン、マイトマイシンC、シスプラチンおよび他の白金
誘導体、例えば、カルボプラチン)、抗生物質(例えば、ダクチノマイシン(以前はアクチ
ノマイシン)、ブレオマイシン、ダウノルビシン(以前はダウノマイシン)、ドキソルビシ
ン、イダルビシン、ミトラマイシン、マイトマイシン、ミトキサントロン、プリカマイシ
ン、アントラマイシン(AMC))、ジフテリア毒素および関連分子(例えば、ジフテリアA鎖お
よびその活性断片、ならびにハイブリッド分子)、リシン毒素(例えば、リシンAまたは脱
グリコシルリシンA鎖毒素)、コレラ毒素、志賀毒素様毒素(SLT-I、SLT-II、SLT-IIV)、LT
毒素、C3毒素、志賀毒素、百日咳毒素、破傷風毒素、ダイズBowman-Birkプロテアーゼ阻
害剤、シュードモナス属(Pseudomonas)エキソトキシン、アロリン(alorin)、サポリン、
モデシン(modeccin)、ゲラニン(gelanin)、アブリンA鎖、モデシンA鎖、α-サルシン(sar
cin)、シナアブラギリ(Aleurites fordii)タンパク質、ジアンチン(dianthin)タンパク質
、アメリカヤマゴボウ(Phytolacca americana)タンパク質(PAPI、PAPII、およびPAP-S)、
ニガウリ(momordica charantia)阻害剤、クルシン、クロチン、サボンソウ(sapaonaria o
fficinalis)阻害剤、ゲロニン、ミトゲリン(mitogellin)、レストリクトシン(restrictoc
in)、フェノマイシン(phenomycin)、およびエノマイシン(enomycin)毒素が含まれる。他
の適切な結合体化分子には、リボヌクレアーゼ(RNアーゼ)、DNアーゼI、ブドウ球菌エン
テロトキシン-A、アメリカヤマゴボウ抗ウイルスタンパク質、ジフテリン毒素、およびシ
ュードモナス属エンドトキシンが含まれる。例えば、Pastan et al., Cell 47, 641(1986
)およびGoldenberg, Calif. A Cancer Journal for Clinicians 44, 43(1994)を参照され
たい。本明細書の他の場所で説明されるように本発明の抗TF抗体と組み合わせて投与され
得る治療剤はまた、本発明の抗TF抗体と結合体化するのに有用な治療部分の候補でもよい
。
【０１７６】
　1つの態様において、本発明の抗TF抗体は、キレート剤リンカー、例えば、チウキセタ
ンに取り付けられる。キレート剤リンカーがあると、抗体と放射性同位体との結合体化が
可能になる。
【０１７７】
　さらなる局面において、本発明は、本明細書で前述した本発明の抗TF抗体、および第2
の結合特異性、例えば、ヒトエフェクター細胞、ヒトFc受容体、もしくはT細胞受容体に
対する結合特異性、またはTFの別のエピトープに対する結合特異性を含む、二重特異性分
子に関する。
【０１７８】
　本発明の二重特異性分子は、抗TF結合特異性、およびヒトエフェクター細胞、ヒトFc受
容体、またはT細胞受容体に対する結合特異性に加えて、第3の結合特異性をさらに含んで
もよい。
【０１７９】
　本発明の例示的な二重特異性抗体分子は、(i)2つの抗体であって、一方の抗体がTFに対
する特異性を有し、別の抗体が第2の標的に対する特異性を有し、これらが一緒に結合体
化されている、2つの抗体、(ii)TFに特有の1本の鎖および第2の分子に特有の第2の鎖を有
する、1つの抗体、ならびに(iii)TFおよび第2の分子に対する特異性を有する単鎖抗体を
含む。典型的には、第2の標的/第2の分子は、TF以外の分子である。1つの態様において、
第2の分子は、癌抗原/腫瘍関連抗原、例えば、癌胎児抗原(CEA)、前立腺特異的抗原(PSA)
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、RAGE(腎臓抗原)、α-フェトプロテイン、CAMEL(黒色腫においてCTLによって認識される
抗原)、CT抗原(例えば、MAGE-B5、-B6、-C2、-C3、およびD;Mage-12;CT10;NY-ESO-1、SSX
-2、GAGE、BAGE、MAGE、およびSAGE)、ムチン抗原(例えば、MUC1、ムチン-CA125など)、
ガングリオシド抗原、チロシナーゼ、gp75、C-myc、Mart1、MelanA、MUM-1、MUM-2、MUM-
3、HLA-B7、およびEp-CAMである。1つの態様において、第2の分子は、癌関連インテグリ
ン、例えば、α5β3インテグリンである。1つの態様において、第2の分子は、血管新生因
子または他の癌関連増殖因子、例えば、血管内皮増殖因子(VEGF)、線維芽細胞増殖因子(F
GF)、上皮細胞成長因子(EGF)、上皮細胞増殖因子受容体(EGFR)、アンジオゲニンおよびそ
の受容体、特に、癌進行に関連する受容体(例えば、HER1～HER4受容体の1つ、c-met、ま
たはRON)である。本明細書において議論される他の癌進行関連タンパク質も適切な第2の
分子であり得る。
【０１８０】
　1つの態様において、本発明の二重特異性抗体はダイアボディである。二重特異性抗体
はまた、架橋した抗体または「ヘテロコンジュゲート(heteroconjugate)」抗体を含む。
例えば、ヘテロコンジュゲートの中にある抗体の一方はアビジンと共役してもよく、他方
はビオチンと共役してもよい。このような抗体は、例えば、免疫系細胞を、不必要な細胞
に標的化すると提唱されている(例えば、US4,676,980を参照されたい)。ヘテロコンジュ
ゲート抗体は、任意の便利な架橋法を用いて作ることができる。
【０１８１】
　さらなる局面において、本発明は、本発明の抗体をコードする発現ベクターに関する。
【０１８２】
　1つの態様において、本発明の発現ベクターは、SEQ ID NO:1-112からなる群より選択さ
れるアミノ酸配列の1つまたは複数をコードするヌクレオチド配列を含む。
【０１８３】
　別の特定の態様において、本発明の発現ベクターは、SEQ ID NO:9、1、5、13、17、21
、25、29、33、37、41、45、49、および53からなる群より選択されるVHアミノ酸配列の1
つまたは複数をコードするヌクレオチド配列を含む。
【０１８４】
　特定の態様において、本発明の発現ベクターは、SEQ ID NO:4、8、12、16、20、24、28
、32、36、40、44、48、52、および56からなる群より選択されるVH CDR3アミノ酸配列の1
つまたは複数をコードするヌクレオチド配列を含む。
【０１８５】
　別の特定の態様において、本発明の発現ベクターは、SEQ ID NO:65、57、61、69、73、
77、81、85、89、93、97、101、および105からなる群より選択されるVLアミノ酸配列の1
つまたは複数をコードするヌクレオチド配列を含む。
【０１８６】
　別の態様において、本発明の発現ベクターは、SEQ ID NO:60、64、68、72、76、80、84
、88、92、96、100、104、および108からなる群より選択されるVL CDR3アミノ酸配列の1
つまたは複数をコードするヌクレオチド配列を含む。
【０１８７】
　特定の態様において、本発明の発現ベクターは、前記のアミノ酸配列の1つまたは複数
の変異体をコードするヌクレオチド配列変異体を含み、前記変異体は、最大で25個のアミ
ノ酸修飾、例えば、20個、例えば、最大で15個、14個、13個、12個、または11個のアミノ
酸修飾、例えば、10個、9個、8個、7個、6個、5個、4個、3個、2個、または1個のアミノ
酸修飾、例えば、欠失または挿入、好ましくは、置換、例えば、保存的置換、あるいは前
記の配列のいずれかと少なくとも80％の同一性、例えば、前述のアミノ酸配列のいずれか
と少なくとも85％の同一性または90％の同一性または95％の同一性、例えば、96％の同一
性または97％の同一性または98％の同一性または99％の同一性を有する。
【０１８８】
　さらなる態様において、発現ベクターは、抗体、例えば、ヒト抗体の軽鎖、重鎖、また
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は軽鎖および重鎖の両方の定常領域をコードするヌクレオチド配列をさらに含む。
【０１８９】
　このような発現ベクターは、本発明の抗体の組換え産生に使用することができる。
【０１９０】
　本発明の文脈において発現ベクターは、染色体核酸ベクター、非染色体核酸ベクター、
および合成核酸ベクター(適切な一組の発現制御エレメントを含む核酸配列)を含む任意の
適切なベクターでよい。このようなベクターの例には、SV40、細菌プラスミド、ファージ
DNA、バキュロウイルス、酵母プラスミド、プラスミドおよびファージDNAの組み合わせに
由来するベクター、ならびにウイルス核酸(RNAまたはDNA)ベクターの誘導体が含まれる。
1つの態様において、抗TF抗体をコードする核酸は、例えば、直鎖発現エレメントを含む
、裸のDNAベクターもしくはRNAベクター(例えば、Sykes and Johnston, Nat Biotech 12,
 355-59(1997)に記載)、圧縮された核酸ベクター(例えば、US6,077,835および/もしくはW
O00/70087に記載)、プラスミドベクター、例えば、pBR322、pUC19/18、もしくはpUC118/1
19、「midge」最小サイズ核酸ベクター(例えば、Schakowski et al., Mol Ther 3, 793-8
00(2001)に記載)、または沈殿された核酸ベクター構築物、例えば、CaPO4によって沈殿さ
れた構築物(例えば、WO00/46147、Benvenisty and Reshef, PNAS USA 83, 9551-55(1986)
、Wigler et al., Cell 14, 725(1978)、およびCoraro and Pearson, Somatic Cell Gene
tics 2, 603(1981)に記載)の中に含まれる。このような核酸ベクターおよびその利用は当
技術分野において周知である(例えば、US5,589,466およびUS5,973,972を参照されたい)。
【０１９１】
　1つの態様において、ベクターは、細菌細胞における抗TF抗体の発現に適している。こ
のようなベクターの例には、発現ベクター、例えば、BlueScript(Stratagene)、pINベク
ター(Van Heeke & Schuster, J Biol Chem 264, 5503-5509(1989)、pETベクター(Novagen
, Madison WI)など)が含まれる。
【０１９２】
　加えて、または代わりに、発現ベクターは、酵母系における発現に適したベクターでも
よい。酵母系における発現に適した任意のベクターを使用することができる。適切なベク
ターには、例えば、構成的プロモーターまたは誘導性プロモーター、例えば、α因子、ア
ルコールオキシダーゼ、およびPGHを含むベクターが含まれる(F. Ausubel et al., ed. C
urrent Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing and Wiley InterScience 
New York (1987)、およびGrant et al., Methods in Enzymol 153, 516-544(1987)に概説
)。
【０１９３】
　核酸および/またはベクターはまた、分泌配列/局在化配列をコードする核酸配列を含ん
でもよい。分泌配列/局在化配列は、ポリペプチド、例えば、新生ポリペプチド鎖を細胞
周辺腔にまたは細胞培地中に標的化することができる。このような配列は当技術分野にお
いて公知であり、分泌リーダーまたはシグナルペプチド、細胞小器官標的化配列(例えば
、核局在化配列、ER保留シグナル、ミトコンドリア移行配列、葉緑体移行配列)、膜局在
化/アンカー配列(例えば、膜透過停止配列、GPIアンカー配列)などを含む。
【０１９４】
　本発明の発現ベクターでは、抗TF抗体をコードする核酸は、任意の適切なプロモーター
、エンハンサー、および他の発現促進エレメントを含んでもよく、これと結合してもよい
。このようなエレメントの例には、強発現プロモーター(例えば、ヒトCMV IEプロモータ
ー/エンハンサーならびにRSV、SV40、SL3-3、MMTV、およびHIV LTRプロモーター)、有効
なポリ(A)終結配列、大腸菌におけるプラスミド産物用の複製起点、選択マーカーとして
の抗生物質耐性遺伝子、ならびに/または便利なクローニングサイト(例えば、ポリリンカ
ー)が含まれる。核酸はまた、構成的プロモーターと相対する誘導性プロモーター、例え
ば、CMV IEを含んでもよい(当業者であれば、このような用語が、実際に、ある特定の条
件下での遺伝子発現の程度を説明するものであることを認識しているだろう)。
【０１９５】



(56) JP 2020-22461 A 2020.2.13

10

20

30

40

50

　1つの態様において、抗TF抗体をコードする発現ベクターは、ウイルスベクターを介し
て、宿主細胞もしくは宿主動物の中に配置されてもよく、および/または宿主細胞もしく
は宿主動物に送達されてもよい。
【０１９６】
　なおさらなる局面において、本発明は、本明細書において定義される本発明の抗体また
は本明細書において定義される本発明の二重特異性分子を産生する、組換え真核宿主細胞
または原核宿主細胞、例えば、トランスフェクトーマに関する。宿主細胞の例には、酵母
細胞、細菌細胞、および哺乳動物細胞、例えば、CHO細胞またはHEK細胞が含まれる。例え
ば、1つの態様において、本発明は、本発明の抗TF抗体の発現をコードする配列を含む核
酸が細胞ゲノムに安定に組み込まれている細胞を提供する。別の態様において、本発明は
、本発明の抗TF抗体の発現をコードする配列を含む、非組み込み型核酸、例えば、プラス
ミド、コスミド、ファージミド、または直鎖発現エレメントを含む細胞を提供する。
【０１９７】
　さらなる局面において、本発明は、本明細書において定義される本発明の抗体を産生す
るハイブリドーマに関する。なおさらなる局面において、本発明は、ヒト重鎖およびヒト
軽鎖をコードする核酸を含むトランスジェニック非ヒト動物に関し、ここで、このような
動物または植物は本発明の抗体を産生する。このようなハイブリドーマおよびトランスジ
ェニック動物の作製は前述されている。
【０１９８】
　さらなる局面において、本発明は、本発明の抗TF抗体を産生するための方法であって、
a)本明細書において前述された本発明のハイブリドーマまたは宿主細胞を培養する工程、
および
b)培地から本発明の抗体を精製する工程を含む方法に関する。
【０１９９】
　さらなる主な局面において、本発明は、医用薬剤として使用するための、本明細書にお
いて定義される抗TF抗体または本明細書において定義される二重特異性分子に関する。
【０２００】
　なおさらなる局面において、本発明は、
-本明細書において定義される抗TF抗体または本明細書において定義される二重特異性分
子、および
-薬学的に許容される担体
を含む、薬学的組成物に関する。
【０２０１】
　薬学的組成物は、薬学的に許容される担体または希釈剤、ならびに従来の技法に従う他
の任意の公知のアジュバントおよび賦形剤、例えば、Remington: The Science and Pract
ice of Pharmacy, 19th Edition, Gennaro, Ed., Mack Publishing Co., Easton, PA, 19
95に開示されるものを用いて処方することができる。
【０２０２】
　薬学的に許容される担体または希釈剤ならびに他の任意の公知のアジュバントおよび賦
形剤は、選択された本発明の化合物および選択された投与方法に適していなければならな
い。薬学的組成物の担体および他の成分が適しているかどうかは、本発明の選択された化
合物または薬学的組成物の望ましい生物学的特性に大きな悪影響が無いこと(例えば、抗
原結合への実質的な影響より少ない(10％以下の相対阻害、5％以下の相対阻害など))に基
づいて確かめられる。
【０２０３】
　本発明の薬学的組成物はまた、希釈剤、増量剤、塩、緩衝液、界面活性剤(例えば、非
イオン性界面活性剤、例えば、Tween-20もしくはTween-80)、安定剤(例えば、糖またはタ
ンパク質を含まないアミノ酸)、防腐剤、組織固定液、可溶化剤、および/または薬学的組
成物に含めるのに適した他の材料を含んでもよい。
【０２０４】
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　癌細胞、例えば、ヒト結腸直腸癌細胞では、TFの発現は、MEK/マイトジェン活性化プロ
テインキナーゼ(MAPK)およびホスファチジルイノシトール3'-キナーゼ(PI3K)に依存して
、疾患進行を動かす2種類の主要なトランスフォーミング事象(K-ras癌遺伝子の活性化お
よびp53腫瘍抑制遺伝子の不活性化)の制御下にあると報告されている(Yu et al.(2005) B
lood 105: 1734)。
【０２０５】
　TFを過剰発現する癌細胞は、細胞1個あたりの結合し得る抗体の数が多くなるので、本
発明の抗TF抗体の特に優れた標的である可能性がある。従って、1つの態様において、本
発明の抗TF抗体を用いて治療される癌患者は、腫瘍細胞においてK-Rasに1つもしくは複数
の変異および/またはp53に1つもしくは複数の変異を有すると診断された患者、例えば、
膵臓癌、肺癌、または結腸直腸癌の患者である。
【０２０６】
　代わりの態様において、本発明の抗TF抗体を用いて治療される患者は、K-Rasに変異を
有さない患者、例えば、膵臓癌、肺癌、または結腸直腸癌の患者である。特定の理論に拘
束されるものではないが、細胞内シグナル伝達機構に対する抗TF抗体の作用が、K-Rasが
活性化されている細胞ではあまり有効でない場合があるので、K-Rasが活性化されている
腫瘍細胞の中には抗TF抗体治療に対する感受性が低いものもある可能性がある。
【０２０７】
　本発明の薬学的組成物における活性成分の実際の投与量レベルは、患者への毒性無く、
特定の患者、組成物、および投与方法について望ましい治療応答を実現するのに有効な活
性成分量を得るように変えることができる。選択される投与量レベルは、使用される本発
明の特定の組成物またはそのアミドの活性、投与経路、投与時間、使用されている特定の
化合物の排出速度、治療期間、使用される特定の組成物と併用される他の薬物、化合物、
および/または材料、治療されている患者の年齢、性別、体重、状態、身体全体の健康、
および前病歴、ならびに医学分野において周知の同様の要因を含む様々な薬物動態要因に
依存する。
【０２０８】
　薬学的組成物は、任意の適切な経路および方法によって投与することができる。本発明
の化合物をインビボおよびインビトロで投与する適切な経路は当技術分野において周知で
あり、当業者によって選択することができる。
【０２０９】
　1つの態様において、本発明の薬学的組成物は非経口投与される。
【０２１０】
　本明細書で使用する「非経口投与」および「非経口投与される」という句は、経腸投与
および局所投与以外の投与方法、通常、注射による投与方法を意味し、表皮、静脈内、筋
肉内、動脈内、くも膜下腔内、嚢内、眼窩内、心臓内、皮内、腹腔内、腱内、経気管、皮
下、表皮下、関節内、被膜下、くも膜下、脊髄内、頭蓋内、胸腔内、硬膜外、および胸骨
内への注射および注入を含む。
【０２１１】
　1つの態様において、薬学的組成物は、静脈内または皮下への注射または注入によって
投与される。
【０２１２】
　薬学的に許容される担体には、本発明の化合物と生理学的に適合する、任意のおよび全
ての適切な溶媒、分散媒、コーティング、抗菌剤および抗真菌剤、等張剤、酸化防止剤お
よび吸収遅延剤などが含まれる。
【０２１３】
　本発明の薬学的組成物において使用することができる適切な水性担体および非水性担体
の例には、水、食塩水、リン酸緩衝食塩水、エタノール、デキストロース、ポリオール(
例えば、グリセロール、プロピレングリコール、ポリエチレングリコールなど)、および
その適切な混合物、植物油、例えば、オリーブ油、トウモロコシ油、ピーナッツ油、綿実
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油、およびゴマ油、カルボキシメチルセルロースコロイド溶液、トラガカントゴムおよび
注射用有機エステル、例えば、オレイン酸エチル、ならびに/または様々な緩衝液が含ま
れる。他の担体は薬学的分野において周知である。
【０２１４】
　薬学的に許容される担体には、滅菌した水溶液または分散液、および滅菌した注射液ま
たは分散液を即時調製するための滅菌した散剤が含まれる。薬学的に活性な物質のための
、このような媒体および薬剤の使用は当技術分野において公知である。従来の媒体または
薬剤が活性化合物と適合しない場合を除き、本発明の薬学的組成物におけるその使用が意
図される。
【０２１５】
　適切な流動性は、例えば、コーティング材料、例えば、レシチンを使用することによっ
て、分散液の場合、必要な粒径を維持することによって、および界面活性剤を使用するこ
とによって維持することができる。
【０２１６】
　本発明の薬学的組成物はまた、薬学的に許容される酸化防止剤、例えば、(1)水溶性の
酸化防止剤、例えば、アスコルビン酸、塩酸システイン、重硫酸ナトリウム、メタ重亜硫
酸ナトリウム、亜硫酸ナトリウムなど;(2)油溶性の酸化防止剤、例えば、アスコルビン酸
パルミテート、ブチルヒドロキシアニソール(BHA)、ブチルヒドロキシトルエン(BHT)、レ
シチン、没食子酸プロピル、α-トコフェロールなど;および(3)金属キレート剤、例えば
、クエン酸、エチレンジアミン四酢酸(EDTA)、ソルビトール、酒石酸、リン酸などを含ん
でもよい。
【０２１７】
　本発明の薬学的組成物はまた、組成物中に、等張剤、例えば、糖、多価アルコール、例
えば、マンニトール、ソルビトール、グリセロール、または塩化ナトリウムを含んでもよ
い。
【０２１８】
　本発明の薬学的組成物はまた、薬学的組成物の貯蔵寿命または有効性を増強することが
できる、選択された投与経路に適した1種類または複数の種類の佐剤、例えば、防腐剤、
湿潤剤、乳化剤、分散剤、防腐剤、または緩衝液を含んでもよい。本発明の化合物は、急
速に放出されないように化合物を保護する担体、例えば、移植片、経皮パッチ、およびマ
イクロカプセルに閉じ込めた送達系を含む徐放製剤を用いて調製されてもよい。このよう
な担体は、ゼラチン、モノステアリン酸グリセリン、ジステアリン酸グリセリン、生分解
性生体適合性ポリマー、例えば、エチレン酢酸ビニル、ポリ酸無水物、ポリグリコール酸
、コラーゲン、ポリオルトエステル、およびポリ乳酸のみもしくはポリ乳酸とろう、また
は当技術分野において周知の他の材料を含んでもよい。このような製剤を調製するための
方法は一般的に当業者に公知である。例えば、Sustained and Controlled Release Drug 
Delivery Systems, J. R. Robinson, ed., Marcel Dekker, Inc., New York, 1978を参照
されたい。
【０２１９】
　1つの態様において、本発明の化合物はインビボで適切に分散するように処方すること
ができる。非経口投与のための薬学的に許容される担体には、滅菌した水溶液または分散
液、および滅菌した注射液または分散液を即時調製するための滅菌した散剤が含まれる。
薬学的に活性な物質のための、このような媒体および薬剤の使用は当技術分野において公
知である。従来の媒体または薬剤が活性化合物と適合しない場合を除き、本発明の薬学的
組成物におけるその使用が意図される。補助的な活性化合物も組成物に組み込むことがで
きる。
【０２２０】
　注射用の薬学的組成物は、典型的には、製造および保管の条件下で無菌かつ安定でなけ
ればならない。組成物は、溶液、マイクロエマルジョン、リポソーム、または高い薬物濃
度に適した他の規則正しい構造として処方されてもよい。担体は、例えば、水、エタノー
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ル、ポリオール(例えば、グリセロール、プロピレングリコール、ポリエチレングリコー
ルなど)および適切なその混合物、植物油、例えば、オリーブ油、ならびに注射用有機エ
ステル、例えば、オレイン酸エチルを含有する、水性および非水性の溶媒または分散媒で
もよい。適切な流動性は、例えば、コーティング、例えば、レシチンを使用することによ
って、分散液の場合、必要な粒径を維持することによって、および界面活性剤を使用する
ことによって維持することができる。多くの場合、組成物に、等張剤、例えば、糖、多価
アルコール、例えば、グリセロール、マンニトール、ソルビトール、または塩化ナトリウ
ムを含めることが好ましい。注射用組成物の長期吸収は、組成物に、吸収遅延剤、例えば
、モノステアリン酸塩およびゼラチンを含めることによって引き起こすことができる。滅
菌注射液は、必要とされる量の活性化合物を、必要に応じて、成分の1つまたは組み合わ
せ、例えば、前記で列挙されたものと共に、適切な溶媒中に組み込んだ後に、滅菌精密濾
過を行うことによって調製することができる。一般的に、分散液は、活性化合物を、基本
分散媒および必要とされる他の成分、例えば、前記で列挙されたものを含有する滅菌ビヒ
クル中に組み込むことによって調製される。滅菌注射液を調製するための滅菌散剤の場合
、調製方法の例は、予め濾過滅菌したその溶液から、活性成分+任意のさらなる望ましい
成分の散剤を生じさせる真空乾燥およびフリーズドライ(凍結乾燥)である。
【０２２１】
　滅菌注射液は、必要とされる量の活性化合物を、必要に応じて、前記で列挙された成分
の1つまたは組み合わせと共に適切な溶媒中に組み込んだ後に、滅菌精密濾過を行うこと
によって調製することができる。一般的に、分散液は、活性化合物を、基本分散媒、およ
び必要とされる他の成分、例えば、前記で列挙されたものを含有する滅菌ビヒクル中に組
み込むことによって調製される。滅菌注射液を調製するための滅菌散剤の場合、調製方法
の例は、予め濾過滅菌したその溶液から、活性成分+任意のさらなる望ましい成分の散剤
を生じさせる真空乾燥およびフリーズドライ(凍結乾燥)である。
【０２２２】
　本発明の薬学的組成物は本発明の1種類の化合物を含んでもよく、本発明の化合物の組
み合わせを含んでもよい。
【０２２３】
　前記のように、別の局面において、本発明は、医用薬剤として使用するための、本明細
書において定義される本発明の抗体または本明細書において定義される本発明の二重特異
性分子に関する。
【０２２４】
　本発明の抗TF抗体は多くの目的に使用することができる。特に、本発明の抗体は、様々
な形の癌を治療するために使用することができる。1つの局面において、本発明の抗TFモ
ノクローナル抗体は、様々な固形癌タイプ、例えば、中枢神経系の腫瘍、頭頚部癌、肺癌
(例えば、非小細胞肺癌)、乳癌、食道癌、胃癌、肝臓癌および胆道癌、膵臓癌、結腸直腸
癌、膀胱癌、腎臓癌、前立腺癌、子宮内膜癌、卵巣癌、悪性黒色腫、肉腫(軟部組織、例
えば、骨および筋肉)、原発起源不明の(すなわち、原発不明の)腫瘍、白血病、骨髄癌(例
えば、多発性骨髄腫)、急性リンパ芽球性白血病、慢性リンパ芽球性白血病および非ホジ
キンリンパ腫、皮膚癌、神経膠腫、脳、子宮、および直腸の癌を治療するために用いられ
る。
【０２２５】
　筋障害または多発性硬化症(multiple sclerose)などのさらなる自己免疫炎症を、本発
明の抗TFモノクローナル抗体の標的とすることができる。
【０２２６】
　本発明の抗TFモノクローナル抗体はまた止血(haemostatis)を治療するために有用であ
り得る。
【０２２７】
　癌に関連する止血障害もまた本介入の標的となり得る。
【０２２８】
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　炎症を伴うさらなる疾患、例えば、筋障害、慢性関節リウマチ、変形性関節症、強直性
脊椎炎、痛風、脊椎関節症、強直性脊椎炎、ライター症候群、乾癬性関節症、腸疾患性脊
椎炎(enterapathric spondylitis)、若年性関節症、反応性関節症、感染性関節炎または
感染後関節炎、結核性関節炎、ウイルス関節炎、真菌関節炎、梅毒性関節炎、腎炎、末期
腎臓病、全身性エリテマトーデス、mb.クローン(mb. Crohn)、潰瘍性大腸炎、炎症性腸疾
患、嚢胞性線維症、慢性閉塞性肺疾患(COPD)、喘息(astma)、アレルギー性喘息、気管支
炎、急性細気管支炎、慢性細気管支炎、特発性肺線維症、または多発性硬化症も本発明の
抗TFモノクローナル抗体の標的となり得る。
【０２２９】
　本発明の抗TFモノクローナル抗体はまた止血を治療するのに有用であり得る。
【０２３０】
　癌に関連する止血障害もまた本介入の標的となり得る。
【０２３１】
　血管再狭窄、心筋血管疾患、脳血管疾患、網膜症、および滲出型AMDを含むが、これに
限定されない黄斑変性などの血管疾患も抗TFモノクローナル抗体によって治療することが
できる。
【０２３２】
　本発明の抗TFモノクローナル抗体はまた、急性心筋梗塞、脳卒中を含むが、これに限定
されない、心血管リスク、例えば、アテローム性動脈硬化症、高血圧、糖尿病、脂質異常
症、および急性冠状動脈症候群のある患者を治療するのに有用であり得る。
【０２３３】
　本発明の抗TFモノクローナル抗体はまた、血栓症、例えば、DVT、腎臓塞栓症、肺塞栓
症、動脈血栓症を阻害するのに、または動脈手術、末梢血管バイパス移植もしくは冠状動
脈バイパス移植、動静脈シャント、ステントもしくはカテーテルなどの器具の取り出しの
後に起こる血栓症を治療するのに有用であり得る。
【０２３４】
　本発明の抗TFモノクローナル抗体はまた腎虚血性再灌流傷害の阻害に有用であり得る。
【０２３５】
　本発明の抗TFモノクローナル抗体はまた高リポタンパク血症、副甲状腺機能亢進の治療
に有用であり得る。
【０２３６】
　本発明の抗TFモノクローナル抗体はまた脈管炎、ANCA陽性脈管炎、ベーチェット病の治
療に有用であり得る。
【０２３７】
　本発明の抗TFモノクローナル抗体はまた、外傷により誘導された呼吸不全、例えば、急
性呼吸促迫症候群(Acute Respitory Distress Syndrome)、急性肺損傷を阻止するのに有
用であり得る。
【０２３８】
　本発明の抗TFモノクローナル抗体はまた、感染により誘導された臓器機能不全、例えば
、腎不全、急性呼吸窮迫症候群、急性肺損傷を阻止するのに有用であり得る。
【０２３９】
　本発明の抗TFモノクローナル抗体はまた、血管形成術、心筋梗塞、不安定狭心症、およ
び冠状動脈狭窄に起因する血栓塞栓性障害などの様々な血栓塞栓性障害の治療に有用であ
り得る。
【０２４０】
　本発明の抗TFモノクローナル抗体はまた、敗血症または肺炎などの全身感染症に対する
TFを介した合併症を治療するための予防の場において有用であり得る。
【０２４１】
　本発明の抗TFモノクローナル抗体はまた、血栓症のリスクのある、アテローム動脈硬化
血管を有する患者の予防処置として有用であり得る。
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【０２４２】
　本発明の抗TFモノクローナル抗体はまた移植片対宿主病の治療に有用であり得る。
【０２４３】
　本発明の抗TFモノクローナル抗体はまた、島移植におけるβ細胞生着の増大、心臓同種
移植血管症(CAV)の阻止、急性移植片拒絶反応の阻止に有用であり得る。
【０２４４】
　本発明の抗TFモノクローナル抗体はまた、血管血栓症、II型糖尿病、AMI、肺動脈高血
圧などがあるが、これに限定されない、組織因子を曝露する循環微小粒子が存在する疾患
の治療に有用であり得る。
【０２４５】
　同様に、本発明は、TFを発現する腫瘍細胞の成長および/または増殖を阻害するための
方法であって、組織因子を発現する腫瘍細胞の成長および/または増殖の阻害を必要とす
る個体に、本発明の抗体または二重特異性分子を投与する工程を含む方法に関する。1つ
の態様において、前記腫瘍細胞は、癌、例えば、前立腺癌、肺癌(例えば、非小細胞肺癌)
、乳癌、結腸直腸癌(例えば、転移性結腸直腸癌)、膵臓癌、子宮内膜癌、卵巣癌、皮膚黒
色腫、白血病骨髄癌(例えば、多発性骨髄腫)、急性リンパ芽球性白血病、慢性リンパ芽球
性白血病および非ホジキンリンパ腫、皮膚癌、前立腺癌、神経膠腫、脳癌、腎臓癌、子宮
癌、膀胱癌、および直腸癌に関与する。
【０２４６】
　また、本発明は、癌、例えば、前述の特定の癌表示の1つを治療するための医用薬剤を
調製するための、ヒトTFに結合するモノクローナル抗体の使用に関する。
【０２４７】
　1つの態様において、抗TF抗体を用いて治療しようとする患者の選択は、尿中および/ま
たは血中の組織因子(TF)のレベルに基づく。特定の態様において、治療しようとする患者
の尿中および/または血中のTFレベルは比較的高い。例えば、治療しようとする患者の尿
中のTFレベルは、20ng/ml超、例えば、40ng/ml超、例えば、100ng/ml超、例えば、200ng/
ml超であり得る。代わりに、またはさらに、患者の血清中のTFレベルは、100pg/ml超、例
えば、200pg/ml超であり得る。これは、例えば、ELISAを用いて求めることができる。
【０２４８】
　本発明の治療方法のさらなる態様において、治療の効力は、療法間に、例えば、所定の
時点でモニタリングされる。1つの態様において、効力は、例えば、ELISAによって、尿中
および/または血中のTFレベルを測定することによってモニタリングされてもよい。別の
態様において、効力は、疾患領域を視覚化することによって、例えば、標識された抗TF抗
体、例えば、本発明の標識された抗TF抗体を用いて、1回または複数回のPET-CTスキャン
を行うことによって確かめられてもよい。さらに、標識された抗TF抗体、例えば、本発明
の標識された抗TF抗体は、例えば、PET-CTスキャンを用いて、TF産生腫瘍を検出するのに
使用することができる。
【０２４９】
　前記の治療方法および使用における投与計画は、最適な望ましい応答(例えば、治療応
答)をもたらすように調節される。例えば、単一ボーラスを投与してもよく、いくつかの
分割量を、ある期間にわたって投与してもよく、その用量は、治療状況の難局により示さ
れるように比例して減少または増加してもよい。投与の容易さおよび投薬の均一性のため
に単位剤形で非経口組成物が処方されてもよい。本明細書中で使用する単位剤形とは、治
療しようとする被験体に対する単位剤形として適した物理的に分離した単位をいう。各単
位は所定量の活性化合物を含み、所定量は、必要とされる薬学的担体と関係して望ましい
治療効果をもたらすように算出される。本発明の単位剤形の仕様は、(a)活性化合物の特
有の特徴および達成しようとする特定の治療効果、ならびに(b)個体における感受性を治
療するための、このような活性化合物を配合する分野に固有の制限によって決まり、それ
らに直接左右される。
【０２５０】
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　抗TF抗体の効率的な投与量および投与計画は、治療しようとする疾患または状態に左右
され、当業者によって決定することができる。本発明の化合物の治療的有効量の例示的で
非限定的な範囲は、約0.1～100mg/kg、例えば、約0.1～50mg/kg、例えば、約0.1～20mg/k
g、例えば、約0.1～10mg/kg、例えば、約0.5、例えば、約0.3mg/kg、約1mg/kg、または約
3mg/kgである。
【０２５１】
　当技術分野において通常の知識を有する医師または獣医師は、必要とされる薬学的組成
物の有効量を容易に決定および処方することができる。例えば、医師または獣医師は、薬
学的組成物において用いられる抗TF抗体の用量を、望ましい治療効果を達成するのに必要
とされる用量より低いレベルで開始し、望ましい効果が達成されるまで投与量を段々と増
やすことができる。一般的に、本発明の組成物の適切な一日量は、治療効果を生じるのに
有効な最小用量である化合物量である。このような有効用量は、一般的に、前記の要因に
左右されるだろう。投与は、例えば、静脈内投与、筋肉内投与、腹腔内投与、または皮下
投与でもよく、例えば、標的部位の近くに投与されてもよい。所望であれば、薬学的組成
物の有効な一日量は、1日にわたって適切な間隔で別個に投与される、2つ、3つ、4つ、5
つ、6つ以上の分割用量(sub-dose)として投与されてもよく、任意で、単位剤形で投与さ
れてもよい。本発明の化合物は単独で投与することができるが、前記のように薬学的組成
物として化合物を投与することが好ましい。
【０２５２】
　1つの態様において、抗TF抗体は、10～500mg/m2、例えば、200～400mg/m2の毎週投与量
で注入されることによって投与されてもよい。このような投与は、例えば、1～8回、例え
ば、3～5回繰り返されてもよい。投与は、2～24時間、例えば、2～12時間の期間にわたる
連続注入によって行われてもよい。
【０２５３】
　1つの態様において、毒性副作用を弱めるために、抗TF抗体は、長期間にわたる、例え
ば、24時間を超える、ゆっくりとした連続注入によって投与されてもよい。
【０２５４】
　1つの態様において、抗TF抗体は、250mg～2000mg、例えば、300mg、500mg、700mg、100
0mg、1500mg、または2000mgの毎週投与量で、8回まで、例えば、4～6回、投与されてもよ
い。投与は、2～24時間、例えば、2～12時間の期間にわたる連続注入によって行われても
よい。このようなレジメンは、例えば、6ヶ月後または12ヶ月後に、必要に応じて1回また
は複数回、繰り返されてもよい。投与量は、投与の際の本発明の化合物の血中量を測定す
ることによって、例えば、生物学的試料を採取し、本発明の抗TF抗体の抗原結合領域を標
的とする抗イディオタイプ抗体を使用することによって決定または調節されてもよい。
【０２５５】
　1つの態様において、抗TF抗体は、維持療法によって、例えば、6ヶ月以上の期間にわた
って1週間に1回投与されてもよい。
【０２５６】
　1つの態様において、抗TF抗体は、本発明の抗TF抗体を1回注入した後に、放射性同位体
と結合体化した本発明の抗TF抗体を注入することを含むレジメンによって投与されてもよ
い。このレジメンは、例えば、7～9日後に繰り返されてもよい。
【０２５７】
　非限定的な例として、本発明による治療は、本発明の化合物の1日投与量として、1日あ
たり約0.1～100mg/kg、例えば、0.5mg/kg、0.9mg/kg、1.0mg/kg、1.1mg/kg、1.5mg/kg、2
mg/kg、3mg/kg、4mg/kg、5mg/kg、6mg/kg、7mg/kg、8mg/kg、9mg/kg、10mg/kg、11mg/kg
、12mg/kg、13mg/kg、14mg/kg、15mg/kg、16mg/kg、17mg/kg、18mg/kg、19mg/kg、20mg/k
g、21mg/kg、22mg/kg、23mg/kg、24mg/kg、25mg/kg、26mg/kg、27mg/kg、28mg/kg、29mg/
kg、30mg/kg、40mg/kg、45mg/kg、50mg/kg、60mg/kg、70mg/kg、80mg/kg、90mg/kg、また
は100mg/kgの量で、治療開始後、1日目、2日目、3日目、4日目、5日目、6日目、7日目、8
日目、9日目、10日目、11日目、12日目、13日目、14日目、15日目、16日目、17日目、18
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日目、19日目、20日目、21日目、22日目、23日目、24日目、25日目、26日目、27日目、28
日目、29日目、30日目、31日目、32日目、33日目、34日目、35日目、36日目、37日目、38
日目、39日目、もしくは40日目の少なくとも1つに、もしくは1週目、2週目、3週目、4週
目、5週目、6週目、7週目、8週目、9週目、10週目、11週目、12週目、13週目、14週目、1
5週目、16週目、17週目、18週目、19週目、もしくは20週目の少なくとも1つに、または、
その任意の組み合わせで、単一用量、または24時間毎、12時間毎、8時間毎、6時間毎、4
時間毎、もしくは2時間毎の分割量、またはその任意の組み合わせを用いて提供されても
よい。
【０２５８】
　腫瘍療法の「有効量」は、疾患の進行を安定させる能力によって測定されてもよい。化
合物が癌を阻害する能力は、ヒト腫瘍における効力を示す動物モデル系において評価する
ことができる。または、組成物のこの効力は、当業者に公知のインビトロアッセイによっ
て、化合物が細胞増殖を阻害する能力またはアポトーシスを誘導する能力を調べることに
よって評価することができる。治療的有効量の治療用化合物は腫瘍サイズを縮小してもよ
く、被験体における症状を他の方法で寛解してもよい。当業者であれば、被験体の大きさ
、被験体の症状の重篤度、および選択された特定の組成物または投与経路などの要因に基
づいて、このような量を決定することができるだろう。
【０２５９】
　抗TF抗体はまた、癌を発症するリスクを下げるために、癌進行における事象の発生の開
始を遅延するために、および/または癌が軽快している時の再発のリスクを下げるために
予防的に投与することもできる。これは、存在することが知られている腫瘍の位置を突き
止めることが、他の生物学的要因のために難しい患者において特に有用であるかもしれな
い。
【０２６０】
　抗TF抗体はまた併用療法で投与することができる、すなわち、治療しようとする疾患ま
たは状態に関連する他の治療剤と組み合わせて投与することができる。従って、1つの態
様において、抗体を含有する医用薬剤は、1種類または複数の種類のさらなる治療剤、例
えば、細胞傷害剤、化学療法剤、または抗血管新生剤と併用するためのものである。
【０２６１】
　このような併用投与は同時に行われてもよく、別々に行われてもよく、連続して行われ
てもよい。同時投与の場合、薬剤は、適宜、1つの組成物として投与されてもよく、また
は別々の組成物として投与されてもよい。従って、本発明はまた、前記のTFを発現する細
胞に関与する障害を治療するための方法であって、下記の1種類または複数の種類のさら
なる治療剤と組み合わせて本発明の抗TF抗体を投与する工程を含む方法を提供する。
【０２６２】
　1つの態様において、本発明は、被験体において、TFを発現する細胞に関与する障害を
治療するための方法であって、治療的有効量の本発明の抗TF抗体および少なくとも1種類
の化学療法剤を、障害の治療を必要とする被験体に投与する工程を含む方法を提供する。
【０２６３】
　1つの態様において、本発明は、癌を治療または予防するための方法であって、治療的
有効量の本発明の抗TF抗体および少なくとも1種類の化学療法剤を、癌の治療または予防
を必要とする被験体に投与する工程を含む方法を提供する。
【０２６４】
　1つの態様において、本発明は、癌を治療するための少なくとも1種類の化学療法剤と共
に投与される薬学的組成物を調製するための、本発明の抗TF抗体の使用を提供する。
【０２６５】
　1つの態様において、このような化学療法剤は、代謝拮抗剤、例えば、メトトレキセー
ト、6-メルカプトプリン、6-チオグアニン、シタラビン、フルダラビン、5-フルオロウラ
シル、デカルバジン(decarbazine)、ヒドロキシウレア、アスパラギナーゼ、ゲムシタビ
ン、クラドリビン、ならびに類似の薬剤により選択されてもよい。



(64) JP 2020-22461 A 2020.2.13

10

20

30

40

50

【０２６６】
　1つの態様において、このような化学療法剤は、アルキル化剤、例えば、メクロレタミ
ン、チオエパ(thioepa)、クロランブシル、メルファラン、カルムスチン(BSNU)、ロムス
チン(CCNU)、シクロホスファミド、ブスルファン、ジブロモマンニトール、ストレプトゾ
トシン、ダカルバジン(DTIC)、プロカルバジン、マイトマイシンC、シスプラチンおよび
他の白金誘導体、例えば、カルボプラチン、ならびに類似の薬剤により選択されてもよい
。
【０２６７】
　1つの態様において、このような化学療法剤は、有糸分裂阻害剤、例えば、タキサン、
例えば、ドセタキセルおよびパクリタキセル、ならびにビンカアルカロイド、例えば、ビ
ンデシン、ビンクリスチン、ビンブラスチン、およびビノレルビンにより選択されてもよ
い。
【０２６８】
　1つの態様において、このような化学療法剤は、トポイソメラーゼ阻害剤、例えば、ト
ポテカンまたはイリノテカンにより選択されてもよい。
【０２６９】
　1つの態様において、このような化学療法剤は、細胞分裂停止薬、例えば、エトポシド
およびテニポシドにより選択されてもよい。
【０２７０】
　1つの態様において、このような化学療法剤は、増殖因子阻害剤、例えば、ErbB1(EGFR)
阻害剤(例えば、イレッサ、エルビタックス(セツキシマブ)、タルセバおよび類似の薬剤)
、ErbB2(Her2/neu)阻害剤(例えば、ハーセプチンおよび類似の薬剤)、ならびに類似の薬
剤により選択されてもよい。
【０２７１】
　1つの態様において、このような化学療法剤は、チロシンキナーゼ阻害剤、例えば、イ
マチニブ(Glivec、Gleevec STI571)、ラパチニブ、PTK787/ZK222584、および類似の薬剤
により選択されてもよい。
【０２７２】
　1つの態様において、本発明は、被験体において、TFを発現する細胞に関与する障害を
治療するための方法であって、治療的有効量の本発明の抗TF抗体、ならびに少なくとも1
種類の、血管形成、新血管新生、および/または他の血管新生の阻害剤を、障害の治療を
必要とする被験体に投与する工程を含む方法を提供する。
【０２７３】
　このような血管形成阻害剤の例は、ウロキナーゼ阻害剤、マトリックスメタロプロテア
ーゼ阻害剤(例えば、マリマスタット、ネオバスタット(neovastat)、BAY12-9566、AG3340
、BMS-275291、および類似の薬剤)、内皮細胞の遊走および増殖の阻害剤(例えば、TNP-47
0、スクアラミン、2-メトキシエストラジオール、コンブレタスタチン、エンドスタチン
、アンギオスタチン、ペニシラミン、SCH66336(Schering-Plough Corp, Madison, NJ)、R
115777 (Janssen Pharmaceutica, Inc, Titusville, NJ)、および類似の薬剤)、血管新生
増殖因子のアンタゴニスト(例えば、ZD6474、SU6668、血管新生剤および/またはその受容
体(例えば、VEGF、bFGF、およびアンジオポエチン-1)に対する抗体、サリドマイド、サリ
ドマイド類似体(例えば、CC-5013)、Sugen5416、SU5402、抗血管新生リボザイム(例えば
、アンギオザイム(angiozyme))、インターフェロンα(例えば、インターフェロンα2a)、
スラミン、および類似の薬剤)、VEGF-Rキナーゼ阻害剤および他の抗血管新生性のチロシ
ンキナーゼ阻害剤(例えば、SUO11248)、内皮特異的インテグリン/生存シグナル伝達の阻
害剤(例えば、ビタキシン(vitaxin)および類似の薬剤)、銅アンタゴニスト/キレート剤(
例えば、テトラチオモリブデート(tetrathiomolybdate)、カプトプリル、および類似の薬
剤)、カルボキシアミド-トリアゾール(CAI)、ABT-627、CM101、インターロイキン-12(IL-
12)、IM862、PNU145156E、ならびに血管形成を阻害するヌクレオチド分子(例えば、アン
チセンス-VEGF-cDNA、アンギオスタチンをコードするcDNA、p53をコードするcDNA、およ
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び欠損VEGF受容体-2をコードするcDNA)、ならびに類似の薬剤である。
【０２７４】
　血管形成、新血管新生、および/または他の血管新生のこのような阻害剤の他の例は、
抗血管新生性のヘパリン誘導体および関連分子(例えば、ヘペリナーゼ(heperinase)III)
、テモゾロミド、NK4、マクロファージ遊走阻害因子(MIF)、シクロオキシゲナーゼ-2阻害
剤、低酸素誘導性因子1の阻害剤、抗血管新生性のダイズイソフラボン、オルチプラズ、
フマギリンおよびその類似体、ソマトスタチン類似体、多流酸ペントサン、テコガランナ
トリウム、ダルテパリン、タムスタチン、トロンボスポンジン、NM-3、コンブレスタチン
(combrestatin)、カンスタチン(canstatin)、アバスタチン(avastatin)、他の関連標的に
対する抗体(例えば、抗α-v/β-3インテグリンおよび抗キニノスタチン(kininostatin)mA
b)、ならびに類似の薬剤である。
【０２７５】
　1つの態様において、前記の障害を治療するために抗TF抗体と併用するための治療剤は
、抗癌免疫原、例えば、癌抗原/腫瘍関連抗原(例えば、上皮細胞接着分子(EpCAM/TACSTD1
)、ムチン1(MUC1)、癌胎児抗原(CEA)、腫瘍関連糖タンパク質72(タグ-72)、gp100、Melan
-A、MART-1、KDR、RCAS1、MDA7、癌関連ウイルスワクチン(例えば、ヒトパピローマウイ
ルスワクチン)、腫瘍由来熱ショックタンパク質、および類似の薬剤でもよい。加えて、
または代わりに、本明細書の他の場所で説明される、他の多くの適切な癌抗原/腫瘍関連
抗原および当技術分野において公知の類似の分子が、このような態様において用いられて
もよい。抗癌免疫原性ペプチドはまた、抗イディオタイプ「ワクチン」、例えば、BEC2抗
イディオタイプ抗体、Mitumomab、CeaVac、および関連する抗イディオタイプ抗体、MG7抗
体に対する抗イディオタイプ抗体、および他の抗癌性抗イディオタイプ抗体も含む(例え
ば、Birebent et al., Vaccine. 21 (15), 1601-12 (2003)、Li et al., Chin Med J (En
gl). 114 (9), 962-6 (2001)、Schmitt et al., Hybridoma. 13 (5), 389-96 (1994)、Ma
loney et al., Hybridoma. 4 (3), 191-209 (1985)、Raychardhuri et al., J Immunol. 
137 (5), 1743-9 (1986)、Pohl et al., Int J Cancer. 50 (6), 958-67 (1992)、Bohlen
 et al., Cytokines Mol Ther. 2 (4), 231-8 (1996)、およびMaruyama, J Immunol Meth
ods. 264 (1-2), 121-33 (2002)を参照されたい)。このような抗イディオタイプAbは任意
で担体と結合体化されてもよい。担体は、合成(典型的には、不活性)分子担体、タンパク
質(例えば、キーホールリンペットヘモシアニン(KLH)(例えば、Ochi et al., Eur J Immu
nol. 17 (11), 1645-8 (1987)を参照されたい))、または細胞(例えば、赤血球、例えば、
Wi et al., J Immunol Methods. 122 (2), 227-34(1989)を参照されたい)でもよい。
【０２７６】
　1つの態様において、前記の障害を治療するために抗TF抗体と併用するための治療剤は
、抗癌性サイトカイン、ケモカイン、またはその組み合わせでもよい。適切なサイトカイ
ンおよび増殖因子の例には、IFNγ、IL-2、IL-4、IL-6、IL-7、IL-10、IL-12、IL-13、IL
-15、IL-18、IL-23、IL-24、IL-27、IL-28a、IL-28b、IL-29、KGF、IFNα(例えば、INFα
2b)、IFNβ、GM-CSF、CD40L、Flt3リガンド、幹細胞因子、アンセスチム、およびTNFαが
含まれる。適切なケモカインは、Glu-Leu-Arg(ELR)ネガティブケモカイン、例えば、ヒト
CXCおよびC-CケモカインファミリーからのIP-10、MCP-3、MIG、およびSDF-1αを含んでも
よい。適切なサイトカインには、サイトカイン誘導体、サイトカイン変異体、サイトカイ
ン断片、およびサイトカイン融合タンパク質が含まれる。代わりに、またはさらに、本明
細書の天然ペプチドをコードする核酸が関与するこれらのおよび他の方法または使用は、
例えば、US5,968,502、US6,063,630、およびUS6,187,305、ならびにEP0505500に記載され
ているように、「遺伝子活性化」および相同組換え遺伝子アップレギュレーション法によ
って行われてもよい。
【０２７７】
　1つの態様において、前記の障害を治療するために抗TF抗体と併用するための治療剤は
、細胞周期制御/アポトーシス制御因子(または「制御剤」)でもよい。細胞周期制御/アポ
トーシス制御因子は、細胞周期制御/アポトーシス制御因子を標的とし、調節する分子、
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例えば、(i)cdc-25(例えば、NSC663284)、(ii)細胞周期を過度に刺激するサイクリン依存
性キナーゼ(例えば、フラボピリドール(L868275、HMR1275)、7-ヒドロキシスタウロスポ
リン(UCN-01、KW-2401)、およびロスコビチン(R-ロスコビチン、CYC202))、ならびに(iii
)テロメラーゼモジュレーター(例えば、BIBR1532、SOT-095、GRN163、ならびに例えば、U
S6,440,735およびUS6,713,055に記載の組成物)を含んでもよい。アポトーシス経路に干渉
する分子の非限定的な例には、TNF関連アポトーシス誘発リガンド(TRAIL)/アポトーシス-
2リガンド(Apo-2L)、TRAIL受容体を活性化する抗体、IFN、およびアンチセンスBcl-2が含
まれる。
【０２７８】
　1つの態様において、前記の障害を治療するために抗TF抗体と併用するための治療剤は
、ホルモン制御剤、例えば、抗アンドロゲン療法および抗エストロゲン療法に有用な薬剤
でもよい。このようなホルモン制御剤の例は、タモキシフェン、イドキシフェン、フルベ
ストラント、ドロロキシフェン、トレミフェン、ラロキシフェン、ジエチルスチルベスト
ロール、エチニルエストラジオール/エスチニル(estinyl)、抗アンドロゲン(例えば、フ
ルタミンド(flutaminde)/エルレキシン(eulexin))、プロゲスチン(例えば、カプロン酸ヒ
ドロキシプロゲステロン、メドロキシ-プロゲステロン/プロベラ、酢酸メゲストロール/
メゲース)、副腎皮質ステロイド(例えば、ヒドロコルチゾン、プレドニゾン)、黄体形成
ホルモン放出ホルモン(およびその類似体、ならびに他のLHRHアゴニスト、例えば、ブセ
レリンおよびゴセレリン)、アロマターゼ阻害剤(例えば、アナストラゾール(anastrazole
)/アリミデックス、アミノグルテチミド/シトラデン(cytraden)、エキセメスタン)、ホル
モン阻害剤(例えば、オクトレオチド/サンドスタチン)、ならびに類似の薬剤である。
【０２７９】
　1つの態様において、前記の障害を治療するために抗TF抗体と併用するための治療剤は
、抗アネルギー剤(例えば、腫瘍および癌抗原に対する寛容を壊す、低分子化合物、タン
パク質、糖タンパク質、または抗体)でもよい。このような化合物の例は、CTLA-4の活性
をブロックする分子、例えば、MDX-010(イピリムマブ)(Phan et al., PNAS USA 100, 837
2 (2003))である。
【０２８０】
　1つの態様において、前記の障害を治療するために抗TF抗体と併用するための治療剤は
、腫瘍抑制遺伝子を含有する核酸またはベクター、例えば、ヒト組換え野生型p53/SCH585
00などをコードする複製欠損アデノウイルス;癌遺伝子、変異遺伝子、もしくはダウンレ
ギュレートされた遺伝子に標的化されたアンチセンス核酸;または変異遺伝子もしくはダ
ウンレギュレートされた遺伝子に標的化されたsiRNAでもよい。腫瘍抑制標的の例には、
例えば、BRCA1、RB1、BRCA2、DPC4(Smad4)、MSH2、MLH1、およびDCCが含まれる。
【０２８１】
　1つの態様において、前記の障害を治療するために抗TF抗体と併用するための治療剤は
、抗癌核酸、例えば、ゲナセンス(アウグメロゼン(augmerosen)/G3139)、LY900003(ISIS 
3521)、ISIS 2503、OGX-011(ISIS 112989)、LE-AON/LEraf-AON(リポソームで包まれたc-r
afアンチセンスオリゴヌクレオチド/ISIS-5132)、MG98、およびPKCα、クラステリン、IG
FBPs、プロテインキナーゼA、サイクリンD1、またはBcl-2hを標的とする他のアンチセン
ス核酸でもよい。
【０２８２】
　1つの態様において、前記の障害を治療するために抗TF抗体と併用するための治療剤は
、抗癌性抑制性RNA分子でもよい(例えば、Lin et al., Curr Cancer Drug Targets. 1 (3
), 241-7(2001)、Erratum in : Curr Cancer Drug Targets. 3 (3), 237(2003)、Lima et
 al., Cancer Gene Ther. 11 (5), 309-16(2004)、Grzmil et al., Int J Oncol. 4 (1),
 97-105(2004)、Collis et al., Int J Radiat Oncol Biol Phys. 57 (2 Suppl), S144(2
003)、Yang et al., Oncogene. 22 (36), 5694-701(2003)、およびZhang et al., Bioche
m Biophys Res Commun. 303 (4), 1169-78(2003)を参照されたい)。
【０２８３】
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　本発明の組成物および併用投与方法はまた、核酸ワクチン、例えば、このような癌抗原
/腫瘍関連抗原をコードする裸のDNAワクチンの投与も含む(例えば、US5,589,466、US5,59
3,972、US5,703,057、US5,879,687、US6,235,523、およびUS6,387,888を参照されたい)。
1つの態様において、併用投与方法および/または組み合わせ組成物は自己由来のワクチン
組成物を含む。1つの態様において、組み合わせ組成物および/または併用投与方法は、全
細胞ワクチンまたはサイトカイン発現細胞(例えば、組換えIL-2を発現する線維芽細胞、
組換えサイトカインを発現する樹状細胞など)を含む(例えば、Kowalczyk et al., Acta B
iochim Pol. 50 (3), 613-24(2003)、Reilly et al., Methods Mol Med. 69, 233-57(200
2)、およびTirapu et al., Curr Gene Ther. 2 (1), 79-89(2002)を参照されたい)。本発
明の組み合わせ方法において有用であり得る、このような自己由来細胞アプローチの別の
例は、MyVax(登録商標)Personalized Immunotherapy法(以前はGTOP-99と呼ばれていた)(G
enitope Corporation - Redwood City, CA, USA)である。
【０２８４】
　1つの態様において、本発明は、抗TF抗体がウイルス、ウイルスタンパク質などと組み
合わされる、または同時投与される、組み合わせ組成物および併用投与方法を提供する。
複製欠損ウイルスは一般的にインビボで1回複製することができるか、または数回しか複
製することができず、腫瘍細胞に標的化されており、例えば、このような組成物および方
法の有用な成分であり得る。このようなウイルス剤は、免疫賦活薬、例えば、GM-CSFおよ
び/またはIL-2をコードする核酸を含んでもよく、これらに結合してもよい。天然で腫瘍
退縮性のウイルスおよびこのような組換え腫瘍退縮性ウイルス(例えば、HSV-1ウイルス、
レオウイルス、複製欠損性および複製感受性アデノウイルスなど)は両方とも、このよう
な方法および組成物の有用な成分であり得る。従って、1つの態様において、本発明は、
抗TF抗体が腫瘍退縮性ウイルスと組み合わされた、または同時投与された、組み合わせ組
成物および併用投与方法を提供する。このようなウイルスの例には、腫瘍退縮性のアデノ
ウイルスおよびヘルペスウイルスが含まれ、これらは改変ウイルスでもよく、改変ウイル
スでなくてもよい(例えば、Shah et al., J Neurooncol. 65 (3), 203-26(2003)、Stiles
 et al., Surgery. 134 (2), 357-64(2003)、Sunarmura et al., Pancreas. 28 (3), 326
-9(2004)、Teshigahara et al., J Surg Oncol. 85 (1), 42-7(2004)、Varghese et al.,
 Cancer Gene Ther. 9 (12), 967-78(2002)、Wildner et al., Cancer Res. 59 (2), 410
-3(1999)、Yamanaka, Int J Oncol. 24 (4), 919-23(2004)、およびZwiebel et al., Sem
in Oncol. 28 (4), 336-43(2001)を参照されたい)。
【０２８５】
　本発明の組み合わせ組成物および併用投与方法はまた「全細胞」および「養子」免疫療
法を伴ってもよい。例えば、このような方法は、免疫系細胞(例えば、腫瘍浸潤リンパ球(
TIL)、例えば、CD4+および/またはCD8+T細胞(例えば、腫瘍特異的抗原および/または遺伝
的強化法によって増殖されたT細胞))、抗体発現B細胞または他の抗体産生細胞/抗体提示
細胞、樹状細胞(例えば、抗サイトカインを発現する組換え樹状細胞、GM-CSFおよび/もし
くはFlt3-LなどのDC増殖剤と共に培養された樹状細胞、ならびに/または腫瘍関連抗原が
充填された樹状細胞)、抗腫瘍NK細胞、いわゆるハイブリッド細胞、あるいはその組み合
わせの注入または再注入を含んでもよい。このような方法および組成物において、細胞溶
解産物も有用であり得る。このような局面において有用であり得る、臨床試験における細
胞「ワクチン」には、Canvaxin(商標)、APC-8015(Dendreon)、HSPPC-96(Antigenics)、お
よびMelacine(登録商標)細胞溶解産物が含まれる。癌細胞から脱落した抗原およびその混
合物(例えば、Bystryn et al., Clinical Cancer Research Vol. 7, 1882-1887, July 20
01を参照されたい)もまた、任意で、ミョウバンなどのアジュバントと混合され、このよ
うな方法および組み合わせ組成物における成分であり得る。
【０２８６】
　1つの態様において、抗TF抗体は、内部ワクチン接種法の適用と組み合わせて患者に送
達されてもよい。内部ワクチン接種は、患者における、誘導された腫瘍細胞死または癌細
胞死、例えば、薬物誘導性または放射線誘導性の腫瘍細胞細胞死を指し、この細胞死は、
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典型的には、(a)分泌型のタンパク質、糖タンパク質、または他の産物、(b)膜結合型のタ
ンパク質もしくは糖タンパク質、または膜に結合している他の成分もしくは膜に挿入され
ている他の成分、および/あるいは(c)細胞内タンパク質または他の細胞内成分を含む、(i
)腫瘍細胞全体または(ii)腫瘍細胞の一部に対する免疫応答を誘発する。内部ワクチン接
種によって誘導される免疫応答は体液性(すなわち、抗体-補体媒介性)でもよく、細胞性(
例えば、内部で死滅された腫瘍細胞またはその一部を認識する内因性細胞傷害性Tリンパ
球の発生および/または増加)でもよい。放射線療法に加えて、この腫瘍細胞死および内部
ワクチン接種を誘導するのに使用することができる薬物および薬剤の非限定的な例は、従
来の化学療法剤、細胞周期阻害剤、抗血管形成薬物、モノクローナル抗体、アポトーシス
誘導剤、およびシグナル伝達阻害剤である。
【０２８７】
　前記の障害を治療するために抗TF抗体と併用するための治療剤として関連し得る他の抗
癌剤の例は、分化誘導剤、レチノイン酸類似体(例えば、オールトランスレチノイン酸、1
3-cisレチノイン酸、および類似の薬剤)、ビタミンD類似体(例えば、セオカルシトール(s
eocalcitol)および類似の薬剤)、ErbB3、ErbB4、IGF-IR、インシュリン受容体、PDGFRa、
PDGFRβ、Flk2、Flt4、FGFR1、FGFR2、FGFR3、FGFR4、TRKA、TRKC、c-met、Ron、Sea、Ti
e、Tie2、Eph、Ret、Ros、Alk、LTK、PTK7の阻害剤、および類似の薬剤である。
【０２８８】
　前記の障害を治療するために抗TF抗体と併用するための治療剤として関連し得る他の抗
癌剤の例は、カテプシンB、カテプシンDデヒドロゲナーゼ活性のモジュレーター、グルタ
チオン-S-トランスフェラーゼ(例えば、グルタシルシステイン(glutacylcysteine)合成酵
素および乳酸デヒドロゲナーゼ)、ならびに類似の薬剤である。
【０２８９】
　前記の障害を治療するために抗TF抗体と併用するための治療剤として関連し得る他の抗
癌剤の例は、エストラムスチンおよびエピルビシンである。
【０２９０】
　前記の障害を治療するために抗TF抗体と併用するための治療剤として関連し得る他の抗
癌剤の例は、HSP90阻害剤、例えば、17-アリルアミノゲルダナマイシン、腫瘍抗原、例え
ば、PSA、CA125、KSAなどに対する抗体、インテグリン、例えば、インテグリンβ1、VCAM
阻害剤、および類似の薬剤である。
【０２９１】
　前記の障害を治療するために抗TF抗体と併用するための治療剤として関連し得る他の抗
癌剤の例は、カルシニューリン阻害剤(例えば、バルスポダール(valspodar)、PSC833およ
び他のMDR-1またはp-糖タンパク質阻害剤)、TOR-阻害剤(例えば、シロリムス、エベロリ
ムス、およびラパミン(rapamcyin))、ならびに「リンパ球ホーミング」機構の阻害剤(例
えば、FTY720)、ならびに細胞シグナル伝達に作用する薬剤、例えば、接着分子阻害剤(例
えば、抗LFAなど)である。
【０２９２】
　　1つの態様において、本発明の抗TF抗体は、1種類または複数の種類の他の治療用抗体
、例えば、ベバシズマブ(Avastin(登録商標))、ザルツムマブ、セツキシマブ(Erbitux(登
録商標))、パニツムマブ(Vectibix(商標))、オファツムマブ、ザノリムマブ(zanolimumab
)、ダラツムマブ(daratumumab)、ラニビズマブ(Lucentis(登録商標))、Zenapax、Simulec
t、Remicade、Humira、Tysabri、Xolair、ラプティバ、ニモツズマブ(nimotuzumab)、リ
ツキシマブ、および/またはトラスツズマブ(Herceptin(登録商標))と併用されるものであ
る。本発明の抗体と併用することができる他の治療用抗体は、WO98/40408(ネイティブな
ヒトTFに結合することができる抗体)、WO04/094475(ヒト組織因子に結合することができ
、正常血漿対照と比較して、因子により媒介される血液凝固を阻害しない、抗体)、WO03/
093422(TF単独より、TF:VIIa複合体に対して高い親和性で結合する抗体)、またはWO03/03
7361(アポトーシスに関連する治療のためのTFアゴニストまたはアンタゴニスト)に開示さ
れたものである。
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【０２９３】
　別の態様では、疾患を治療するために、本明細書に記載の2種類以上の本発明の抗体が
併用される。特に興味深い組み合わせには、2種類以上の非競合抗体が含まれる。従って
、1つの態様において、患者は、本明細書において定義されるクロスブロック(cross-bloc
k)グループIの抗体と、本明細書において定義されるグループIIまたはIIIの抗体の組み合
わせによって治療される。別の態様では、患者は、下記で本明細書において定義されるグ
ループIIの抗体と、グループIIIの抗体の組み合わせによって治療される。このような併
用療法は、細胞1個につき多数の抗体分子を結合させることができ、このために、例えば
、補体媒介性溶解の活性化を介して、効力が増大し得る。
【０２９４】
　1つの態様において、抗TF抗体は、腫瘍内部への抗TF抗体または組み合わせ組成物の接
近を促進する1種類または複数の種類の薬剤の送達と共に投与することができる。このよ
うな方法は、例えば、腫瘍を弛緩することができるリラキシンの送達に関連して行うこと
ができる(例えば、US6,719,977を参照されたい)。1つの態様において、本発明の抗TF抗体
は細胞透過ペプチド(CPP)に結合されてもよい。細胞透過ペプチドおよび関連ペプチド(例
えば、操作された細胞透過抗体)は、例えば、Zhao et al., J Immunol Methods. 254 (1-
2), 137-45(2001)、Hong et al., Cancer Res. 60 (23), 6551-6(2000)、Lindgren et al
., Biochem J. 377 (Pt 1), 69-76(2004)、Buerger et al., J Cancer Res Clin Oncol. 
129 (12), 669-75(2003)、Pooga et al., FASEB J. 12 (1), 67-77(1998)、およびTseng 
et al., Mol Pharmacol. 62 (4), 864-72(2002)に記載されている。
【０２９５】
　1つの態様において、本発明は、被験体において、TFを発現する細胞に関与する障害を
治療するための方法であって、治療的有効量の抗TF抗体および少なくとも1種類の抗炎症
剤を、障害の治療を必要とする被験体に投与する工程を含む方法を提供する。
【０２９６】
　1つの態様において、このような抗炎症剤は、アスピリンおよび他のサリチル酸塩、Cox
-2阻害剤(例えば、ロフェコキシブおよびセレコキシブ)、NSAID(例えば、イブプロフェン
、フェノプロフェン、ナプロキセン、スリンダク、ジクロフェナク、ピロキシカム、ケト
プロフェン、ジフルニサル、ナブメトン(nabumetone)、エトドラク、オキサプロジン、お
よびインドメタシン)、抗IL6R抗体、抗IL8抗体(例えば、WO2004058797に記載の抗体、例
えば、10F8)、抗IL15抗体(例えば、WO03017935およびWO2004076620に記載の抗体)、抗IL1
5R抗体、抗CD4抗体(例えば、ザノリムマブ)、抗CD11a抗体(例えば、エファリズマブ)、抗
α-4/β-1インテグリン(VLA4)抗体(例えば、ナタリズマブ)、炎症疾患治療用のCTLA4-Ig
、プレドニゾロン、プレドニゾン、疾患修飾性抗リウマチ薬(DMARD)、例えば、メトトレ
キセート、ヒドロキシクロロキン、スルファサラジン、ピリミジン合成阻害剤(例えば、
レフルノミド)、IL-1受容体遮断薬(例えば、アナキンラ)、TNF-α遮断薬(例えば、エタネ
ルセプト、インフリキシマブ、およびアダリムマブ)、ならびに類似の薬剤により選択さ
れてもよい。
【０２９７】
　1つの態様において、このような免疫抑制剤および/または免疫調節剤は、シクロスポリ
ン、アザチオプリン、ミコフェノール酸、ミコフェノール酸モフェチル、コルチコステロ
イド、例えば、プレドニゾン、メトトレキセート、金の塩、スルファサラジン、抗マラリ
ア剤、ブレキナル、レフルノミド、ミゾリビン、15-デオキシスペルグアリン(deoxysperg
ualine)、6-メルカプトプリン、シクロホスファミド、ラパマイシン、タクロリムス(FK-5
06)、OKT3、抗胸腺細胞グロブリン、チモペンチン、サイモシン-α、および類似の薬剤に
より選択されてもよい。
【０２９８】
　1つの態様において、このような免疫抑制剤および/または免疫調節剤は、免疫抑制性抗
体、例えば、IL-2受容体のp75に結合する抗体、CD25に対する抗体(例えば、WO2004045512
に記載の抗体、例えば、AB1、AB7、AB11、およびAB12)、または、例えば、MHC、CD2、CD3
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、CD4、CD7、CD28、B7、CD40、CD45、IFNγ、TNF-α、IL-4、IL-5、IL-6R、IL-7、IL-8、
IL-10、CD11a、もしくはCD58に結合する抗体、あるいはこれらのリガンドに結合する抗体
により選択されてもよい。
【０２９９】
　1つの態様において、このような免疫抑制剤および/または免疫調節剤は、可溶性のIL-1
5R、IL-10、B7分子(B7-1、B7-2、その変異体、およびその断片)、ICOS、およびOX40、負
のT細胞制御因子の阻害剤(例えば、CTLA4に対する抗体)、ならびに類似の薬剤により選択
されてもよい。
【０３００】
　1つの態様において、本発明は、被験体において、TFを発現する細胞に関与する障害を
治療するための方法であって、治療的有効量の抗TF抗体および抗C3b(i)抗体を、障害の治
療を必要とする被験体に投与する工程を含む方法を提供する。
【０３０１】
　1つの態様において、前記の障害を治療するために抗TF抗体と併用するための治療剤は
、ヒストンデアセチラーゼ阻害剤(例えば、フェニルブチレート(phenylbutyrate))ならび
に/またはDNA修復剤(例えば、DNA修復酵素および関連組成物、例えば、ジメリシン(dimer
icine))により選択されてもよい。
【０３０２】
　治療的有効量の抗TF抗体を投与する工程を含む、前記の障害を治療するための本発明の
方法はまた、抗癌剤に向けられる光線力学的療法(例えば、抗癌レーザー療法-任意で、光
感作薬を用いて実施されてもよい。例えば、Zhang et al., J Control Release. 93 (2),
 141-50(2003)を参照されたい)、抗癌音波療法および抗癌衝撃波療法(例えば、Kambe et 
al., Hum Cell. 10 (1), 87-94(1997)を参照されたい)、ならびに/または抗癌栄養療法(
例えば、Roudebush et al., Vet Clin North Am Small Anim Pract. 34 (1), 249-69, vi
ii(2004)、およびRafi, Nutrition. 20 (1), 78-82(2004)を参照されたい)を含んでもよ
い。同様に、抗TF抗体は、抗癌剤に向けられる光線力学的療法(例えば、抗癌レーザー療
法-任意で、光感作薬を用いて実施されてもよい)、抗癌音波療法および抗癌衝撃波療法、
ならびに/または抗癌栄養療法と共に投与される、前記の障害を治療するための薬学的組
成物を調製するために使用することができる。
【０３０３】
　1つの態様において、本発明は、被験体において、TFを発現する細胞に関与する障害を
治療するための方法であって、治療的有効量の抗TF抗体、例えば、本発明の抗TF抗体、お
よび放射線療法を、治療を必要とする被験体に投与する工程を含む方法を提供する。
【０３０４】
　1つの態様において、本発明は、癌を治療または予防するための方法であって、治療的
有効量の抗TF抗体、例えば、本発明の抗TF抗体、および放射線療法を、癌の治療または予
防を必要とする被験体に投与する工程を含む方法を提供する。
【０３０５】
　1つの態様において、本発明は、放射線療法と組み合わせて投与される、癌を治療する
ための薬学的組成物を調製するための抗TF抗体、例えば、本発明の抗TF抗体の使用を提供
する。
【０３０６】
　放射線療法は放射線照射を含む場合があり、または患者への放射性医薬品の関連する投
与が提供される。放射線源は、治療を受けている患者の外部にあってもよく、内部にあっ
てもよい(放射線治療は、例えば、外部ビーム放射線療法(EBRT)または近接照射療法(BT)
の形をとってもよい)。このような方法の実施において使用することができる放射性元素
には、例えば、ラジウム、セシウム-137、イリジウム-192、アメリシウム-241、金-198、
コバルト-57、銅-67、テクネチウム-99、ヨウ素-123、ヨウ素-131、およびインジウム-11
1が含まれる。
【０３０７】



(71) JP 2020-22461 A 2020.2.13

10

20

30

40

50

　さらなる態様において、本発明は、癌を治療または予防するための方法を提供する。こ
の方法は、治療的有効量の抗TF抗体、例えば、本発明の抗TF抗体を、外科手術と組み合わ
せて、癌の治療または予防を必要とする被験体に投与する工程を含む。
【０３０８】
　前記のように、本発明の薬学的組成物は、併用療法で、すなわち、治療しようとする疾
患または状態に関連する1種類または複数の種類の薬剤と組み合わせて投与されてもよく
、別々の薬学的組成物として投与されてもよく、本発明の化合物を、前記の1種類または
複数の種類のさらなる治療剤と同時に処方されてもよい。このような併用療法は、本発明
の化合物および/または同時投与される薬剤の少ない投与量を必要とし、従って、様々な
単独療法に関連する可能性のある毒性または合併症を避けることができる。
【０３０９】
　前記に加えて、他の興味深い併用療法は、以下を含む:
●膵臓癌を治療するためには、抗TF抗体と、代謝拮抗剤、例えば、5-フルオロウラシルお
よび/またはゲムシタビンとの併用、可能性があれば、90Y-hPAM4、ARC-100、ARQ-197、AZ
D-6244、バルドキソロン(bardoxolone)メチル、シクスツムマブ(cixutumumab)、(IMC-A12
)、フォリチキソリン(folitixorin)カルシウム、GVAX、イピリムマブ、KRX-0601、メルバ
ロン、MGCD-0103、MORAb-009、PX-12、Rh-Apo2L、TLN-4601、トラベデルセン(trabederse
n)、ボロシキシマブ(volociximab)(M200)、WX-671、ペメトレキセド、ルビテカン(rubite
can)、イクサベピロン、OCX-0191Vion、216586-46-8、ラパチニブ、マツズマブ、イマチ
ニブ、ソラフィニブ(sorafinib)、トラスツズマブ、エキサベピロン(exabepilone)、エル
ロチニブ、アバスチン、およびセツキシマブより選択される1種類または複数の種類の化
合物との併用。
【０３１０】
●結腸直腸癌を治療するためには、抗TF抗体と、ゲムシタビン、ベバシズマブ、FOLFOX、
FOLFIRI、XELOX、IFL、オキサリプラチン、イリノテカン、5-FU/LV、カペシタビン、UFT
、EGFR標的剤、例えば、セツキシマブ、パニツムマブ、ザルツムマブ、ニモツズマブ(nim
otuzumab);VEGF阻害剤、またはチロシンキナーゼ阻害剤、例えば、スニチニブより選択さ
れる1種類または複数の種類の化合物との併用。
●乳癌を治療するためには、抗TF抗体と、代謝拮抗物質、アントラサイクリン、タキサン
、アルキル化剤、エポシロン、抗ホルモン(フェマーラ(femar)、タモキシフェンなど)、E
rbB2(Her2/neu)阻害剤(例えば、ハーセプチンおよび類似の薬剤)、CAF/FAC(シクロホスフ
ァミド(cyclofosfamide)、ドキソルビシン(doxorubicine)、5FU)、AC(cyclo、doxo)、CMF
(cyclo、メトトレキセート、5FU)、ドセタキセル+カペシタビン、GT(パクリタキセル、ゲ
ムシタビン)、FEC(cyclo、epi、5FU)とハーセプチン(herceptine)との併用:パクリタキセ
ル+/-カルボプラチン、ビノレルビン、ドセタキセル、CTとラパチニブとの併用;カペシタ
ビンより選択される1種類または複数の種類の化合物との併用。
●膀胱を治療するためには、抗TF抗体と、代謝拮抗物質(ゲムシタビン、アリムタ、メト
トレキセート)、白金類似体(シスプラチン、カルボプラチン)、EGFr阻害剤(例えば、セツ
キシマブまたはザルツムマブ)、VEGF阻害剤(例えば、Avastin)、ドキソルビシン、チロシ
ンキナーゼ阻害剤、例えば、ゲフィチニブ、トラスツズマブ、有糸分裂阻害剤、例えば、
タキサン、例えば、パクリタキセル、およびビンカアルカロイド、例えば、ビンブラスチ
ンより選択される1種類または複数の種類の化合物との併用。
●前立腺癌を治療するためには、抗TF抗体と、ホルモン/抗ホルモン療法;例えば、抗アン
ドロゲン、黄体形成ホルモン放出ホルモン(LHRH)アゴニスト、および化学療法剤、例えば
、タキサン、ミトキサントロン、エストラムスチン、5FU、ビンブラスチン、イクサベピ
ロンより選択される1種類または複数の種類の化合物との併用。
●卵巣癌を治療するためには、抗TF抗体と、有糸分裂阻害剤、例えば、タキサンおよびビ
ンカアルカロイド、カエリクス(caelyx)、トポテカンより選択される1種類または複数の
種類の化合物との併用。
【０３１１】
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診断用途
　本発明の抗TF抗体は診断目的でも使用することができる。従って、さらなる局面におい
て、本発明は、本明細書において定義された抗TF抗体を含む診断用組成物に関する。
【０３１２】
　1つの態様において、本発明の抗TF抗体は、TFを発現する活性化細胞が発病において積
極的な役割を果たしている疾患を診断するために、TFレベルまたは膜表面上にTFを含有す
る細胞レベルを検出することによって、インビボまたはインビトロで使用することができ
る。これは、例えば、処理しようとする試料と抗TF抗体とを、任意で対照試料と共に、抗
体とTFとの複合体が形成する条件下で接触させることによって達成することができる。次
いで、(例えば、ELISAを用いて)複合体形成が検出される。対照試料と試験試料を一緒に
使用する場合、両試料で複合体が検出され、試料間で複合体形成に統計的に有意な差があ
ることが、試験試料中にTFが存在することを示す。
【０３１３】
　従って、さらなる局面において、本発明は、試料中のTF抗原またはTFを発現する細胞の
存在を検出するための方法であって、以下の工程:
-試料と、本発明の抗TF抗体または本発明の二重特異性分子とを、抗体とTFとの複合体が
形成する条件下で接触させる工程;および
-複合体が形成したかどうか分析する工程
を含む方法に関する。
【０３１４】
　1つの態様において、前記方法はインビトロで行われる。
【０３１５】
　さらに具体的には、本発明は、浸潤細胞および浸潤組織、ならびに本発明の抗TF抗体に
よって標的化される他の細胞を特定および診断するための方法、ならびに治療処置の進行
、治療後の状況、癌が発症するリスク、癌の進行などをモニタリングための方法を提供す
る。
【０３１６】
　このような診断アッセイの一例において、本発明は、組織における浸潤細胞のレベルを
診断する方法であって、抗TF抗体と、潜在的なTF含有組織との免疫複合体を形成する工程
、および免疫複合体の形成を検出する工程であって、免疫複合体の形成が組織における浸
潤細胞の存在と相関する、工程を含む方法を提供する。接触は、標識された単離抗体およ
び標準的な画像化法を用いてインビボで行われてもよく、組織試料上でインビトロで行わ
れてもよい。
【０３１７】
　抗TF抗体は、任意の適切な技法によって、任意の適切な生物学的試料中の、TFを含有す
るペプチドおよびペプチド断片を検出するのに使用することができる。本発明によって提
供される従来のイムノアッセイの例には、抗TF抗体を用いた、ELISA、RIA、FACSアッセイ
、プラズモン共鳴アッセイ、クロマトグラフィーアッセイ、組織免疫組織化学、ウエスタ
ンブロット、および/または免疫沈降が含まれるが、それに限定されるわけではない。本
発明の抗TF抗体は、ヒトに由来するTFおよびTF断片を検出するのに使用することができる
。抗TF抗体および/またはこのような技法において用いられる二次抗体に適した標識には
、様々な酵素、補欠分子団、蛍光材料、発光材料、および放射性材料が含まれるが、それ
に限定されるわけではない。適切な酵素の例には、西洋ワサビペルオキシダーゼ、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が含まれ
る。適切な補欠分子団複合体の例には、ストレプトアビジン/ビオチンおよびアビジン/ビ
オチンが含まれる。適切な蛍光材料の例には、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が含まれる。発光材料の一例にはルミノールが
含まれる。適切な放射性材料の例には、125I、131I、35S、および3Hが含まれる。
【０３１８】
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　抗TF抗体はまた、検出可能な物質で標識されたTFペプチド標準および標識されていない
抗TF抗体を用いた競合イムノアッセイによって、生物学的試料中でアッセイすることもで
きる。このようなアッセイにおいて、生物学的試料、標識されたTFペプチド標準、および
抗TF抗体が組み合わされ、標識されたTFペプチド標準と標識されていない抗TF抗体が結合
した量が求められる。生物学的試料中のTFペプチドの量は、標識されたTFペプチド標準と
抗TF抗体とが結合した量に反比例する。
【０３１９】
　抗TF抗体は、腫瘍のインビボ画像化において特に有用である。TFに関連する腫瘍のイン
ビボ画像化は、任意の適切な技法によって行うことができる。例えば、99Tc標識またはγ
線を放射する別の同位体による標識は、腫瘍内の抗TF抗体、または腫瘍に由来する二次標
識された(例えば、FITC標識された)抗TF抗体:TF複合体を標識するために使用することが
でき、ガンマシンチレーションカメラ(例えば、Elscint Apex 409ECT装置)、典型的には
、低エネルギー高分解能コリメーターまたは低エネルギー汎用コリメーターを用いて画像
化することができる。次いで、染色された組織は、腫瘍内のTF関連ペプチドの量の指標で
ある放射能測定について評価することができる。このような技法を用いて得られた画像は
、例えば、浸潤癌細胞の存在についてのバイオマーカーとしてTFまたはTF断片を使用する
状況において、患者、哺乳動物、または組織におけるTFの生体内分布を評価するために使
用することができる。この技法のバリエーションには、ガンマカメラ法以上に画像化を改
善する核磁気共鳴画像法(MRI)の使用が含まれ得る。類似の免疫シンチグラフィー法およ
び原理が、例えば、Srivastava (ed.), Radiolabeled Monoclonal Antibodies For Imagi
ng And Therapy (Plenum Press 1988), Chase, 「Medical Applications of Radioisotop
es」, in Remington's Pharmaceutical Sciences, 18th Edition, Gennaro et al., (eds
.), pp. 624-652 (Mack Publishing Co., 1990)およびBrown, 「Clinical Use of Monocl
onal Antibodies」, in Biotechnology And Pharmacy 227-49、Pezzuto et al., (eds.) 
(Chapman & Hall 1993)に記載されている。このような画像はまた、他の抗癌剤の標的化
送達に使用することもできる。他の抗癌剤の例は本明細書に記載されている(例えば、ア
ポトーシス剤、毒素、またはCHOP化学療法組成物)。さらに、このような画像は、加えて
、または代わりに、腫瘍を取り除く手術法の基礎として役立つことがある。さらに、(他
のバイオマーカー、転移などの存在により)患者に腫瘍があると分かっているが、従来の
分析法では腫瘍を特定できない状況では、このようなインビボ画像化法によって腫瘍を特
定する、および腫瘍の場所を突き止めることができる。これらの方法の全てが本発明の特
徴である。
【０３２０】
　インビボ画像化および本発明によって提供される他の診断方法は、ヒト患者(例えば、
以前に癌と診断されたことのない患者または癌から回復/軽快中の患者)における微少転移
の検出において特に有用である。全ての癌細胞の90％を占め得る癌腫細胞は、例えば、抗
TF抗体結合体組成物によって非常によく染色されることが証明されている。本明細書に記
載のモノクローナル抗TF抗体による検出は高悪性度/浸潤性の癌腫の存在を示している可
能性があり、加えて、または代わりに、このような微少転移に対して、関連するモノクロ
ーナル抗TF抗体が使用可能なことを示している可能性がある。
【０３２１】
　1つの態様において、本発明はインビボ画像化方法を提供する。この方法では、本発明
の抗TF抗体は、検出を促す放射線不透剤と結合体化され、結合体化された抗体は、例えば
、血流への注射によって宿主に投与され、宿主における標識抗体の存在および位置がアッ
セイされる。この技法および本明細書において提供される他の任意の診断方法を介して、
本発明は、ヒト患者またはヒト患者から採取された生物学的試料における疾患関連細胞の
存在をスクリーニングするための方法を提供する。
【０３２２】
　画像診断の場合、中間官能基を用いて、放射性同位体を抗TF抗体に直接または間接的に
結合することができる。有用な中間官能基には、キレート剤、例えば、エチレンジアミン
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四酢酸およびジエチレントリアミンペンタ酢酸が含まれる(例えば、US5,057,313を参照さ
れたい)。
【０３２３】
　放射性同位体および放射線不透剤に加えて、診断方法は、色素(例えば、ビオチン-スト
レプトアビジン複合体を用いる)、造影剤、蛍光化合物または蛍光分子、および核磁気共
鳴画像法(MRI)用の造影剤(例えば、常磁性イオン)(例えば、MRI法およびMRI造影剤と結合
体化した抗体の調製について説明している米国特許第6,331,175号を参照されたい)と結合
体化した抗TF抗体を用いて行うことができる。このような診断剤/検出剤は、核磁気共鳴
画像法において使用するための薬剤および蛍光化合物により選択されてもよい。抗TF抗体
に放射性金属または常磁性イオンを付けるために、イオンを結合するための多数のキレー
ト基が取り付けられた長い尾(tail)を有する試薬と、抗TF抗体を反応させることが必要な
場合がある。このような尾は、キレート基が結合し得るペンダント基、例えば、ポルフィ
リン、ポリアミン、クラウンエーテル、ビスチオセミカルバゾン、ポリオキシム、および
この目的に有用であることが知られている公知の同様の基を有するポリマー、例えば、ポ
リリジン、多糖、または他の誘導体化した鎖または誘導体化可能な鎖でもよい。キレート
は、標準的な化学を用いて抗TF抗体と共役することができる。
【０３２４】
　従って、本発明は、診断用抗TF抗体結合体を提供する。ここで、抗TF抗体は、造影剤(
例えば、核磁気共鳴画像法用の造影剤、コンピュータ断層撮影法用の造影剤、もしくは超
音波コントラストを強化する薬剤)、または、例えば、γ、β、α、オージェ電子、もし
くは陽電子を放出する同位体であり得る放射性核種と結合体化される。
【０３２５】
　さらなる局面において、本発明は、
-本発明の抗TF抗体または本発明の二重特異性分子;および
-キットを使用するための説明書
を含む、試料中のTF抗原またはTF発現細胞の存在を検出するためのキットに関する。
【０３２６】
　1つの態様において、本発明は、抗TF抗体、および抗TF抗体とTFペプチドとの結合を検
出するための1種類または複数の種類の試薬を含む容器を含む、癌を診断するためのキッ
トを提供する。試薬は、例えば、蛍光タグ、酵素タグ、または他の検出可能なタグを含ん
でもよい。試薬はまた、二次または三次の抗体または酵素反応用試薬を含んでもよく、酵
素反応によって、視覚化可能な産物が産生される。1つの態様において、本発明は、適切
な容器に入っている、標識型または非標識型の1種類または複数の種類の本発明の抗TF抗
体、間接アッセイのためのインキュベーション用の試薬、および標識の性質に応じた、こ
のようなアッセイにおける検出用の基質または誘導体化剤を含む診断キットを提供する。
対照試薬および使用説明書も含めることができる。
【０３２７】
　診断キットはまた、抗TF抗体、例えば、結合体化された抗TF抗体/標識された抗TF抗体
と使用するのに合わせて、細胞活性を検出するのに合わせて、または組織試料もしくは宿
主におけるTFペプチドの存在を検出するのに合わせて供給することもできる。このような
診断キットにおいて、ならびに本明細書の他の場所で説明される治療用キットにおいて、
抗TF抗体は、典型的には、凍結乾燥した形で容器に入れた状態で、単独で、または標的細
胞もしくは標的ペプチドに特異的なさらなる抗体と組み合わせて提供されてもよい。典型
的には、薬学的に許容される担体(例えば、不活性希釈剤)および/またはその成分、例え
ば、Tris、リン酸緩衝液、または炭酸緩衝液、安定剤、防腐剤、殺生物剤、殺生物剤、不
活性タンパク質、例えば、血清アルブミンなども(典型的には、混合のために別々の容器
に入れた状態で)含まれ、さらなる試薬も(これも典型的には別々の容器に入れた状態で)
含まれる。ある特定のキットでは、抗TF抗体と結合することができ、典型的には別々の容
器に入れた状態で存在する二次抗体も含まれる。第2の抗体は、典型的には、標識と結合
体化され、本発明の抗TF抗体と同様に処方される。前記の方法および本明細書の他の場所



(75) JP 2020-22461 A 2020.2.13

10

20

30

40

50

に記載の方法を用いると、抗TF抗体を用いて、癌/腫瘍細胞の一部を規定し、このような
細胞および関連する組織/増殖を特徴付けることができる。
【０３２８】
　インサイチュー検出は、患者から組織学的標本を取り出し、標識された本発明の抗TF抗
体とこのような標本との組み合わせを準備することによって達成することができる。本発
明の抗TF抗体は、標識された本発明の抗TF抗体を生物学的試料に適用することによって、
または生物学的試料に標識された本発明の抗TF抗体を覆うことによって準備することがで
きる。このような手順を使用することによって、TFまたはTF断片の存在だけでなく、(例
えば、癌細胞の広がりを評価する状況において)調べられた組織におけるこのようなペプ
チドの分布も確かめることができる。本発明を用いると、当業者であれば、このようなイ
ンサイチュー検出を実現するために、多種多様な組織学的方法(例えば、染色手順)を改良
できることを容易に理解するだろう。
【０３２９】
　さらなる局面において、本発明は、本明細書に記載の本発明の抗TF抗体に結合する抗イ
ディオタイプ抗体に関する。
【０３３０】
　抗イディオタイプ(Id)抗体は、概して、抗体の抗原結合部位に関連する独特の決定基を
認識する抗体である。Id抗体は、抗TF mAbの供給源と同じ種および遺伝子型の動物を、抗
Idの抗原となるmAbで免疫することによって調製することができる。免疫された動物は、
典型的には、免疫用抗体のイディオタイプ決定基に対する抗体(抗Id抗体)を産生すること
によって、これらのイディオタイプ決定基を認識し、イディオタイプ決定基に応答するこ
とができる。このような抗体は、例えば、US4,699,880に記載されている。このような抗
体は本発明のさらなる特徴である。
【０３３１】
　抗Id抗体はまた、さらに別の動物において免疫応答を誘導するための「免疫原」として
使用して、いわゆる抗抗Id抗体を産生することもできる。抗抗Idは、抗Idを誘導した最初
のmAbとエピトープが同一である可能性がある。従って、mAbのイディオタイプ決定基に対
する抗体を用いることによって、特異性が同一の抗体を発現する他のクローンを特定する
ことができる。抗Id抗体は、任意の適切な技法、例えば、本願発明の抗TF抗体に関し本明
細書の他の場所で説明される技法によって変更することができる(それにより、抗Id抗体
変異体が作製される)、および/または誘導体化することができる。例えば、抗Id mAbは、
キーホールリンペットヘモシアニン(KLH)などの担体と共役し、BALB/cマウスを免疫する
のに使用することができる。これらのマウスに由来する血清は、典型的には、最初の/親T
F抗体と同一ではないとしても類似の結合特性を有する抗抗Id抗体を含む。
【０３３２】
　本発明は、以下の実施例によってさらに例示され、以下の実施例は、さらに限定するも
のとして解釈してはならない。
【実施例】
【０３３３】
実施例1
組織因子(TF)の発現構築物
　HEK細胞、NS0細胞、またはCHO細胞においてTFまたはその細胞外ドメインを発現させる
ために、完全にコドン最適化された構築物を作製した。これらの構築物によってコードさ
れるタンパク質は、TFについてのGenBankアクセッションNP_001984と同一である。この構
築物は、クローニングに適した制限部位および最適Kozak配列(Kozak, 1987)を含んだ。こ
の構築物を、哺乳動物発現ベクターpEE13.4(Lonza Biologies)(Bebbington, Renner et a
l. 1992)にクローニングして、pEE13.4TFを得た。PCRを用いて、6個のHis残基を含むC末
端Hisタグを付加して、合成構築物からTF細胞外ドメイン(ECD)(アミノ酸1-251)をコード
する部分(TFECDHis)を増幅した。この構築物をpEE13.4にクローニングし、構築物が正し
いことを確認するために全配列決定した。
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【０３３４】
実施例2
HEK-293F細胞における一過的発現
　Freestyle(商標)293-F(懸濁増殖およびFreestyle合成培地に順応させたHEK-293サブク
ローン)細胞(HEK-293F)をInvitrogenから入手し、293fectin(Invitrogen)を使用し、製造
業者の説明書に従って、適切なプラスミドDNAでトランスフェクトした。抗体発現の場合
には、実施例10に記載されているように、適切な重鎖ベクターおよび軽鎖ベクターを同時
発現させた。
【０３３５】
実施例3
NS0細胞における準安定発現
　pEE13.4TFをNS0細胞において安定にトランスフェクトし、グルタミンの非存在下および
7.5μMのメチルスルホキシミン(methylsulphoximine)(MSX)の存在下での増殖に関して、
安定クローンを選択した。選択圧を維持しながら、1プールのクローンを懸濁培養で増殖
させた。FACS分析によって、複数のプールをTF発現について試験し、さらなる使用のため
に確保した。
【０３３６】
実施例4
CHO細胞における安定発現
　pEE13.4TFをCHO-K1SV(Lonza Biologics)細胞において安定にトランスフェクトし、グル
タミンの非存在下でおよび50μM MSXの存在下での増殖に関して、安定クローンを選択し
た。シングルクローンをつつき、増殖させ、下記のようにFACS分析によってTF発現につい
て試験した。高発現クローンを選択し、さらなる使用のために確保した。
【０３３７】
実施例5
Hisタグ化TFの精製
　HEK-293F細胞においてTFECDhisを発現させた。TFECDHisの中のhisタグを用いると、固
定化金属アフィニティクロマトグラフィーにより精製を行うことができる。このプロセス
では、クロマトグラフィー樹脂上に固定されたキレート剤にCo2+カチオンが充填されてい
る。TFECDHisを含有する上清を、バッチ形式(すなわち、溶液中)で樹脂とインキュベート
する。Hisタグ化タンパク質は樹脂ビーズに強く結合するのに対して、培養上清中に存在
する他のタンパク質は強く結合しない。インキュベーション後に、ビーズを上清から回収
し、カラムに詰める。弱く結合しているタンパク質を除去するために、カラムを洗浄する
。次いで、HisとCo2+の結合と競合するイミダゾールを含有する緩衝液を用いて、強く結
合しているTFECDHisタンパク質を溶出する。脱塩カラムでの緩衝液交換によって、タンパ
ク質から溶出剤を除去する。
【０３３８】
実施例6
トランスジェニックマウスの免疫手順
　HuMabマウスを、2週間毎に、5x106個の準安定トランスフェクトNS0-TF細胞または20μg
のTFECDHisタンパク質を交互に用いて免疫した。全部で8回の免疫、4回は腹腔内(IP)免疫
、4回は尾のつけ根での皮下(SC)免疫を行った。細胞による1回目の免疫は、完全フロイン
トアジュバント(CFA; Difco Laboratories, Detroit, MI, USA)に溶解して行った。他の
全ての免疫については、細胞をPBSに溶解してIP注射し、TFECDHisを、不完全フロイント
アジュバント(IFA; Difco Laboratories, Detroit, MI, USA)を用いてSC注射した。血清
力価が十分であると分かった時に(実施例7に記載されているように、少なくとも2回の連
続した隔週スクリーニング事象での抗原特異的スクリーニングアッセイにおいて、1/50以
下の血清希釈が陽性であると分かった時に)、融合の4日前および3日前に、10μgのTFECDH
isタンパク質を溶解したPBS 100μlを用いて、静脈内(IV)に2回、マウスをさらに追加免
疫した。細胞による1回目の免疫はCFAに溶解して行い、他の全ての(7回の)免疫について
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は、細胞をPBSに溶解してIP注射した。血清力価が十分であると分かった時に、融合の4日
前および3日前に、1x106個の一過的準安定トランスフェクトNS0-TF細胞を溶解したPBS 10
0μlを用いて、IVに2回、マウスをさらに追加免疫した。
【０３３９】
　(前記で規定したように)血清力価が十分であると分かった時に、融合の4日前および3日
前に、10μgのTFECDHisタンパク質を溶解したPBS 100μlを用いて、静脈内(IV)に2回、マ
ウスをさらに追加免疫した。
【０３４０】
実施例7
均一抗原特異的スクリーニングアッセイ
　抗TF抗体が免疫マウスの血清中またはHuMab(ヒトモノクローナル抗体)ハイブリドーマ
もしくはトランスフェクトーマの培養上清中に存在するかどうかを、蛍光微量アッセイ技
術(FMAT; Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)を用いた、均一抗原特異的スクリ
ーニングアッセイ(4クワドラント(four quadrant))によって確かめた。
【０３４１】
　このために、3種類の細胞ベースアッセイおよび1種類のビーズベースアッセイの組み合
わせを使用した。細胞ベースアッセイでは、TH1015-TF(TFを一過的に発現するHEK-293F細
胞;前記のように作製した)およびA431(細胞表面でTFを発現する)ならびにHEK293野生型細
胞(TFを発現しない、負の対照)との結合を確かめた。ビーズベースアッセイでは、ストレ
プトアビジンビーズ上で共役したビオチン化TF(SB1015-TF)との結合を確かめた。
【０３４２】
　TFに結合させるために、試料を細胞/ビーズに添加した。その後に、蛍光結合体(ヤギ抗
ヒトIgG-Cy5; Jackson ImmunoResearch)を用いて、HuMabの結合を検出した。マウス抗ヒ
トTF抗体(ERL; GenmabでAlexa-647と共役した)を正の対照として使用し、HuMAbマウスプ
ール血清およびマウス-クロムピュア(chrompure)-Alexa647抗体を負の対照として使用し
た。Applied Biosystems 8200 Cellular Detection System (8200 CDS)を用いて試料をス
キャンし、「カウントx蛍光」を測定値として使用した。
【０３４３】
実施例8
HuMabハイブリドーマの作製
　(前記のように規定した)十分な抗原特異的力価が生じたHuMabマウスを安楽死させ、脾
臓、ならびに腹大動脈および大静脈に隣接するリンパ節を集めた。脾細胞およびリンパ節
細胞とマウス骨髄腫細胞株との融合は、CEEF 50 Electrofusion System(Cyto Pulse Scie
nces, Glen Burnie, MD, USA)を使用し、本質的に製造業者の説明書に従って電気融合に
よって行った。得られたHuMabハイブリドーマの選択および培養は、標準的なプロトコー
ル(例えば、Coligan J. E., Bierer, B. E., Margulies, D. H., Shevach, E. M. and St
rober, W., eds. Current Protocols in Immunology, John Wiley & Sons, Inc., 2006に
記載)に基づいて行った。
【０３４４】
実施例9
精製された抗体の質量分析
　6ウェルまたはHyperflaskステージからの抗体含有上清0.8mlの少量のアリコートを、Sc
iclone ALH 3000ワークステーション(Caliper Lifesciences, Hopkinton, USA)に搭載さ
れているプロテインG樹脂(PhyNexus Inc., San Jose, USA)を含むPhyTipカラムを用いて
精製した。PhyTtipカラムは製造業者の説明書に従って使用したが、緩衝液は、結合用緩
衝液PBS(B.Braun, Medical B. V., Oss, Netherlands)および溶出用緩衝液0.1Mグリシン-
HCl pH2.7(Fluka Riedel-de Haen, Buchs, Germany)と交換した。精製後に、試料を2M Tr
is-HCl pH9.0(Sigma-Aldrich, Zwijndrecht, Netherlands)で中和した。または、場合に
よっては、プロテインAアフィニティカラムクロマトグラフィーを用いて、さらに大量の
培養上清を精製した。
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　精製後、試料を384ウェルプレート(Waters, 100ul角型ウェルプレート,部品番号186002
631)に入れた。N-グリコシダーゼF(Rocheカタログ番号11365177001)を用いて、試料を37
℃で一晩、脱グリコシルした。DTT(15mg/ml)を添加し(1μl/ウェル)、37℃で1時間インキ
ュベートした。試料(5 ulまたは6ul)を、BEH300 C18、1.7μm、2.1x50mmカラムを備えたA
cquity UPLC(商標)(Waters, Milford, USA)によって60℃で脱塩した。0.1％ギ酸(Fluka, 
カタログ番号56302, Buchs, Germany)を含むMQ水を溶出剤(Eluens)Aとして使用し、0.1％
ギ酸(Fluka, カタログ番号56302, Buchs, Germany)を含むLC-MSグレードのアセトニトリ
ル(Biosolve, カタログ番号01204101,Valkenswaard, The Netherlands)を溶出剤Bとして
使用した。陽イオンモードで動作しているmicrOTOF(商標)質量分析計(Bruker, Bremen, G
ermany)によって、飛行時間型エレクトロスプレーイオン化質量スペクトルをオンライン
で記録した。分析前に、900～3000m/zスケールを、ESチューニングミックス(Agilent Tec
hnologies, Santa Clara, USA)で較正した。DataAnalysis(商標)ソフトウェアv.3.4(Bruk
er)と、5～80kDaの分子量を探索するMaximal Entropyアルゴリズムを用いて、質量スペク
トルのデコンボリューションを行った。
【０３４６】
　デコンボリューション後、重複する抗体を見つけるために、全ての試料について、得ら
れた重鎖および軽鎖の質量を比較した。重鎖の比較では、C末端リジン変異体が存在する
可能性があることを考慮に入れた。これにより、重複しない抗体のリストが得られた。こ
こで、重複しないとは、重鎖および軽鎖の重複しない組み合わせと定義される。重複する
抗体が見つかった場合には、他の試験からの結果を用いて、実験を続けるためにどれが最
良の材料であるかを決定した。
【０３４７】
　118個のTF特異的ハイブリドーマの重鎖および軽鎖の分子量のMS分析によって、70個の
重複しない抗体(重複しない重鎖/軽鎖の組み合わせ)が得られた。これらを多くの機能ア
ッセイにおいて特徴付けて、14個のリード候補、TF特異的抗体が特定された。
【０３４８】
実施例10
抗TF HuMab可変ドメインの配列分析および発現ベクターへのクローニング
　5x106個のハイブリドーマ細胞から抗TF HuMabの総RNAを調製し、SMART RACE cDNA Ampl
ificationキット(Clontech)を使用し、製造業者の説明書に従って、100ngの総RNAから、5
'-RACE-Complementary DNA(cDNA)を調製した。VH(重鎖可変領域)コード領域およびVL(軽
鎖可変領域)コード領域をPCR増幅し、Zero Blunt PCRクローニングキット(Invitrogen)を
用いて、pCR-BluntII-TOPOベクター(Invitrogen)にクローニングした。それぞれのHuMab
について、16個のVLクローンおよび8個のVHクローンを配列決定した。
【０３４９】
　配列は、本明細書の配列表および図1に示した。
【０３５０】
　表1Aおよび表1B(以下)は、抗体配列情報および最も相同性のある生殖系列配列の概要を
示す。
【０３５１】
　（表１Ａ）重鎖相同性
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　（表１Ｂ）軽鎖相同性

【０３５３】
配列表への参照:
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【０３５４】
実施例11
抗体の精製
　培養上清を0.2μmデッドエンドフィルターで濾過し、5mlプロテインAカラム(rProtein 
A FF, Amersham Bioscience)にロードし、0.1Mクエン酸-NaOH、pH3を用いて溶出した。す
ぐに、溶出液を2M Tris-HCl、pH9で中和し、12.6mM NaH2PO4、140mM NaCl、pH7.4(B.Brau
n)に対して一晩、透析した。透析後、試料を0.2μmデッドエンドフィルターで濾過滅菌し
た。SDS-PAGEによって純度を求め、比濁分析および280nmでの吸光度によって、濃度を測
定した。精製された抗体を分注し、-80℃で保管した。精製された抗体アリコートを解凍
したら、4℃に保った。実施例9に記載されているようにハイブリドーマによって発現され
た抗体重鎖および軽鎖の分子量を特定するために、質量分析を行った。
【０３５５】
実施例12
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サンドイッチ-ELISAを用いた抗体交差競合研究
　ELISAプレートウェルを、PBSで希釈した抗TF HuMab(0.5μg/mlまたは2μg/ml、100μL/
ウェル)でそれぞれ、+4℃で一晩コーティングした。ELISAウェルをPBSで洗浄し、2％(v/v
)ニワトリ血清(Gibco, Paisley, Scotland)を溶解したPBSを用いて室温で1時間ブロック
し、PBSで再洗浄した。その後に、50μLの抗TF HuMab(10μg/mL)を添加した後に、50μL
のTFECDHis(0.5μg/mlまたは1μg/ml)(Genmabで作製;実施例5)を添加し、(振盪しながら)
RTで1時間インキュベートした。プレートをPBST(PBS+0.05％tween)で3回洗浄し、1:2000
で希釈した抗hisビオチンBAM050とRTで1時間(振盪しながら)インキュベートした。プレー
トを洗浄し、ストレプトアビジン-ポリ-HRP(Sanquin, Amsterdam, The Netherlands)とRT
で20分間インキュベートし、再洗浄した。さらに、反応物を、ABTS(Roche Diagnostics)
を用いて、RT、暗所で発色させ、15分後に2％(w/v)シュウ酸を添加して止め、405nmでの
吸光度を測定した。
【０３５６】
　表2は、3つのクロスブロックグループ(TFECDHis結合において互いに競合する抗体のグ
ループ)を特定できたことを示す。抗体013、044、および087-Lg6は、1つのクロスブロッ
クグループ(グループI)に属し、抗体011、017-D12、42、092-A09、および101は別のクロ
スブロックグループ(グループII)に属し、抗体003、025、109、および111は第3のクロス
ブロックグループ(グループIII)に属する。抗体114は、クロスブロックグループIIおよび
IIIの両方の抗体と、TFECDHis結合において競合することが見出された。TFECDHisに結合
する抗体098は、クロスブロックグループIIおよびIIIの両方の抗体と競合することができ
た。
【０３５７】
　（表２）TFECDHisとの結合における抗TF抗体の競合
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白色の囲みは結合において競合が無いことを示し、薄灰色の囲みは結合において部分的な
競合があることを示し、濃灰色の囲みはTFECDHisとの結合において競合があることを示す
。
【０３５８】
実施例13
ELISAにおける抗TF HuMabとTF細胞外ドメインとの結合
　得られた抗TF HuMabの特異性をELISAによって評価した。ELISAプレート(Microlon; Gre
iner Bio-One)を+4℃で一晩、0.5μg/mLのTFECDHisを含むPBS、pH7.4でコーティングした
。コーティングされたELISAプレートを空にし、2％(v/v)ニワトリ血清(Gibco, Paisley, 
Scotland)を含むPBSを用いて室温で1時間ブロックし、0.05％Tween 20(PBST)を含有するP
BSで洗浄した。その後に、HuMabをPBSTC(2％(v/v)ニワトリ血清および0.05％(v/v)Tween-
20を添加したPBS)で連続希釈し、振盪条件(300rpm)下で、RTで1時間インキュベートした
。結合したHuMabは、PBSTCで1:5,000に希釈したHRP結合体化ヤギ抗ヒトIgG抗体(Jackson 
ImmunoResearch)を用いて検出した。これらは、RTで1時間、振盪条件下(300rpm)インキュ
ベートした。さらに、反応物を、ABTS(Roche Diagnostics)を用いて、RT、暗所で発色さ
せ、15～30分後に2％(w/v)シュウ酸を添加して止め、405nmでの吸光度を測定した。HuMab



(86) JP 2020-22461 A 2020.2.13

10

20

30

40

-KLH (KLH(キーホールリンペットヘモシアニン)に対するヒトモノクローナル抗体)を負の
対照として使用した。マウス抗ヒトTF(ERL)を正の対照として使用した(結合体としてのHR
P標識抗マウスIgG)。非線形回帰(可変傾き(variable slope)を伴うシグモイド型用量反応
)を使用し、GraphPad Prism V4.03ソフトウェアを用いて、結合曲線を分析した。
【０３５９】
　図3から分かるように、全ての抗TF抗体がTFECDHisに結合した。HuMabのEC50値は3回の
実験の平均であり、0.09～0.46nMの間で変動した(以下の表3)。
【０３６０】
　（表３）

【０３６１】
実施例14
抗TF HuMabと膜結合型TFとの結合
　抗TF HuMabと膜結合型TFとの結合を、TFでトランスフェクトされたCHO細胞またはTF発
現腫瘍細胞株MDA-MB-231、(ルシフェラーゼでトランスフェクトされた)A431、およびBx-P
C3を用いたFACS分析によって確かめた。細胞をPBS(2x106細胞/ml)に再懸濁し、96ウェルV
底プレート(50μl/ウェル)に入れた。FACS緩衝液(0.1％BSAおよび0.02％アジ化ナトリウ
ムを添加したPBS)で連続希釈したHuMab 50μlを細胞に添加し、氷上で30分間インキュベ
ートした。FACS緩衝液で3回洗浄した後に、FACS緩衝液で1:100に希釈したフィコエリトリ
ン(PE)結合体化ヤギ抗ヒトIgGFc(Jackson ImmunoResearch)50μlを添加した。氷上で30分
間(暗所)の後に、細胞を3回洗浄し、HuMabとの特異的結合を、FACSCalibur(BD Bioscienc
es)によってフローサイトメトリーで検出した。HuMab-KLHは負の対照として使用した。マ
ウス抗TFに続くPE結合体化抗マウスIgGFcを正の対照として使用した。非線形回帰(可変傾
きを伴うシグモイド型用量反応)を使用し、GraphPad Prism V4.03ソフトウェア(GraphPad
 Software, San Diego, CA, USA)を用いて、結合曲線を分析した。
【０３６２】
　図4は、TF特異的HuMabとMDA-MB-231細胞との結合曲線の一例を示す。
【０３６３】
　表4は、TF特異的HuMabと、TFトランスフェクトCHO細胞(S1015-TF)、MDA-MB-231、A431
、およびBx-PC3細胞の結合のEC50値の概要を示す。
【０３６４】
　（表４）TF特異的HuMabと様々な細胞タイプとの結合のFACS分析によって確かめられたE
C50および最大平均蛍光指数(最大MFI)値の概要
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EC50値はnMで表した。MDA-MB-231、BxPC3、およびA431細胞については、30μg/mL抗体で
の最大MFI。S1015-TFについては、7.5μg/mL抗体での最大MFI。
【０３６５】
実施例15
FVIIaとTFとの結合の阻害
　TF-HuMabによるFVIIaとTFECDHisとの結合の阻害をELISAによって測定した。ELISAプレ
ートをTFECDHis(0.5μg/mL、100μL/ウェル)で一晩コーティングした。プレートを空にし
、2％(v/v)ニワトリ血清を含むPBSを用いてブロックし(1時間、RT)、再度、空にした。TF
-HuMabまたはHuMab-KLH(負の対照)の4倍連続希釈液をウェルに添加した後に、EC50濃度(1
00nM)でFVIIaを添加し、プレートを、(300rpmで振盪しながら)RTで1時間インキュベート
した。プレートを洗浄し、前記のようにウサギ抗FVIIa(2.5μg/mL;Abcam)とインキュベー
トした。プレートを洗浄し、ブタ抗ウサギIgG-HRP抗体(1:2,500;DAKO)とインキュベート
した。洗浄後、基質としてABTSを用いて、免疫複合体を視覚化した。2％v/vシュウ酸を添
加して反応を止めた後に、ELISAリーダーを用いて405nmでの光学密度を測定した。GraphP
ad prism(非線形回帰分析)を用いて、50％阻害(IC50)を得るのに必要な抗体濃度を計算し
た。
【０３６６】
　図5は、クロスブロックグループIIおよびIIIからの抗体がFVIIaとTFとの結合を効率的
に阻害したのに対して、クロスブロックグループIからの抗体はFVIIa結合を阻害しなかっ
た(またはかなり低い程度で阻害した)ことを示す。
【０３６７】
　表5は、TF特異的HuMabによるFVIIaとTFとの結合の阻害のIC50値および最大阻害値(パー
セント)を示す。
【０３６８】
　（表５）TF特異的HuMabによるFVIIaとTFとの結合の阻害のIC50値および最大阻害値(パ
ーセント) 



(88) JP 2020-22461 A 2020.2.13

10

20

30

40

【０３６９】
実施例16
FVIIa誘導性ERKリン酸化の阻害
　凝固因子VIIa(FVIIa)がTFに結合すると、マイトジェン活性化キナーゼ(p42およびp44 M
APKまたはERK1およびERK2)のリン酸化が誘発される。類表皮癌細胞株A431は高レベルのTF
を発現し、FVIIaによる刺激後10分以内に、最適な(3～5倍の)ERKリン酸化(ERK-P)が誘導
され、AlphaScreen Surefire ERKアッセイ(Perkin Elmer)によって測定される。
【０３７０】
　A431細胞(30,000個細胞/ウェル)を96ウェルTCプレートに播種し、O/N(37℃、5％CO2、8
5％湿度)で無血清培地(20％HSAおよびペニシリン/ストレプトマイシンを含むRPMI)中で培
養した。次いで、培地をDMEM(添加物なし)と交換し、細胞を1.5時間インキュベートした
。TF-HuMabまたはHuMab-KLHの3倍連続希釈液を添加し、細胞を0.5時間インキュベートし
た。次いで、細胞を、EC80濃度(50nM;10分;37℃、5％CO2、85％湿度)でFVIIaで刺激した
。細胞をPBSで1回洗浄し、25μL溶解緩衝液(Perkin Elmer, Surefireキット)を用いて溶
解した。溶解産物を遠心分離した(3分、330xg、RT)。4μLの上清を384ウェルProxiplates
(Perkin Elmer)に移した。AlphaScreenビーズ(Perkin Elmer Surefireキット)を含む反応
緩衝液/活性化緩衝液混合物7μlを添加し、プレートを暗所で、RTで2時間インキュベート
した。EnVision技術からの「Surefire Plus」プロトコールを用いて、プレートを読み取
った。
【０３７１】
　図6は、AlphaScreen Surefire ERKアッセイを用いて測定され、抗体013がFVIIa誘導性E
RKリン酸化を阻害せず、044および111がERKリン酸化を中程度に阻害し、他の全ての抗体
がERKリン酸化を効率的にブロックすることを示す。
【０３７２】
　表6は、AlphaScreen Surefire ERKアッセイを用いて測定された、TF特異的HuMabによる
FVIIa誘導性ERKリン酸化の阻害のIC50値および最大阻害値(パーセント)を示す。
【０３７３】
　（表６）TF特異的HuMabによる、FVIIa誘導性ERKリン酸化の阻害のIC50値および最大阻
害値(パーセント)(AlphaScreen Surefire ERKアッセイを用いて測定した)
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【０３７４】
　AlphaScreen Surefire ERKアッセイにおいて得られた結果を、HaCaTおよびBxPC3細胞株
を用いたウエスタンブロット分析によって確認した。30,000個細胞/ウェルを、最小濃度
の血清を含有するDMEM(飢餓培地(starvation medium))に播種し、一晩培養した。さらに
、細胞を、血清を含まないDMEM中で2時間、培養し、培養の最後の30分の間に、抗TF抗体
を添加した。細胞を0nM、10nM、または50nM FVIIaで、10分間(37℃)刺激し、その後に、
細胞溶解緩衝液に入れて溶解した(50μl溶解緩衝液/ウェル、振盪条件下、RT で30～60分
間の溶解)。SDS含有試料緩衝液25μlを各試料に添加した。試料をSDS-PAGEゲルにロード
し、流し、ウェスタンブロッティングのための標準的な手順を用いてブロットした。ブロ
ットを、5％の無関係なタンパク質(ELK)を含むTBST1xでRTで1時間ブロックした。ブロッ
トを、ウサギ抗ERK-P抗体(O/N、4℃)とインキュベートした。ブロットをTBST1xで洗浄し
、抗ウサギIgG HRPとインキュベートし(1時間、RT)、洗浄し、HRP基質を用いて発色させ
、Optigo Ultima Imagingシステム(Isogen Life Sciences)を用いて画像化した。
【０３７５】
　図6Aは、抗体サブパネルについてのBxPC3細胞における結果を示す。10nMのFVIIaによっ
て誘導されるERKリン酸化は抗体013によって阻害されなかったのに対して、抗体111、044
、および025によって効率的に阻害された(後者は、本明細書に記載の他の全てのTF特異的
HuMabの一例である)。ERKリン酸化のさらに強力な誘導(50nM FVIIa)は抗体013、111およ
び044によって阻害されなかったが、抗体025によって阻害された。
【０３７６】
実施例17
FVIIa誘導性IL-8放出の阻害
　FVIIa誘導性IL-8放出をTF特異的HuMabが阻害する能力を、MDA-MB-231細胞を用いて試験
した。細胞を96ウェルプレート(60,000個細胞/ウェル)に播種し、CS、ピルビン酸ナトリ
ウム、l-グルタミン、MEM NEAA、およびペニシリン/ストレプトマイシンを含有するDMEM
中で培養した(O/N、37℃、5％CO2)。組織培地を除去し、細胞を無血清高カルシウム培地(
ペニシリン/ストレプトマイシンを含有するDMEM)で2回洗浄し、この培地中で、さらに105
分間培養した。抗体の連続希釈液を添加し、細胞を15分間培養した。FVIIa(Novo Nordisk
;最終濃度10nM)を添加し、細胞を5時間培養した。上清を除去し、遠心分離した(300xg、R
T)。上清中のIL-8濃度は、IL-8 ELISAキットを使用し、製造業者のプロトコール(Sanquin
)に従って測定した。
【０３７７】
　図7は、クロスブロックグループIIIからの抗体111を除く、クロスブロックグループII
およびIIIからの抗体が、MDA-MB-231細胞によるFVIIa誘導性IL-8放出を効率的に阻害した
ことを示す。クロスブロックグループIからの抗体(013、044、および87-Lg6)は全てFVIIa
誘導性IL-8放出を阻害しなかった。
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【０３７８】
　表7は、TF特異的HuMabによるFVIIa誘導性IL-8放出の阻害のIC50値および最大阻害値(パ
ーセント)を示す。
【０３７９】
　（表７）TF特異的HuMabによるFVIIa誘導性IL-8放出の阻害のIC50値および最大阻害値(
パーセント)

【０３８０】
実施例18
FXa生成の阻害
　TF特異的HuMabがFXa生成を阻害する能力は、比色(colometric)FXa特異的基質を用いて
、TF/FVIIa複合体によるFXからFXaへの変換を測定するアッセイにおいて試験した。TF(In
novin)を、TF特異的HuMabの連続希釈液、正の対照(マウス抗TF)、または負の対照(HuMab-
KLH)(全て3mM CaCl2を含有するHepes緩衝液で希釈した)と共に平底96ウェルプレートに添
加した。プレートをRTで30分間インキュベートし、FVIIa(最終濃度1nM)およびFX(ERL;最
終濃度200nM)を添加した。プレートを37℃で30分間インキュベートした。各ウェルから50
μlを、(余熱済み、37℃)停止緩衝液(5mM EDTAを含むHepes緩衝液)100mlを含む96ウェル
プレートに移した。FXa特異的基質Chromogenix-2765(Instrumation Laboratory Company)
を添加し、プレートを37℃で60分間インキュベートした。37℃でのOD405nmを測定した。
【０３８１】
　図8は、抗体017-D12がFXa生成を強く阻害し、013が中間の阻害を証明し、他の抗体がFX
a生成の弱い阻害から阻害なしを示したことを示す。
【０３８２】
　表8は、TF特異的HuMabによるFXa生成の阻害のIC50値および最大阻害値(パーセント)を
示す。
【０３８３】
　（表８）TF特異的HuMabによるFXa生成の阻害のIC50値および最大阻害値(パーセント)
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【０３８４】
実施例19
血液凝固の阻害
　TF-HuMabによる血液凝固の阻害は、TFにより誘導される凝固時間を求めるアッセイにお
いて測定した。17μlの100mM CaCl2 (最終濃度17mM)、10μlの1:100インノビン(innovin)
(最終濃度1:1000)、23μlの1xHEPES緩衝液、および50μlの連続希釈抗体の混合物を96ウ
ェルプレートに入れて調製した。50μlのプールしたヒト血漿をImmulon2Bプレート(Therm
o Electron)のウェルに添加した。50μlの調製済み抗体混合物をImmulon 2Bプレートに添
加し、405nmでの凝固発生を、キネティックプレートリーダーを用いて、25分間、15秒毎
に測定した。時間内の光学密度の増加をプロットし、凝固時間(t1/2)を計算した。凝固時
間を抗体濃度に対してプロットした。これから、非線形回帰分析によって、GraphPad Pri
smを用いて、抗体により誘導される凝固阻害のIC50を計算した。
【０３８５】
　図9は、抗体044、087、および111が、TFにより誘導される血液凝固を阻害しなかったの
に対して、他の全ての抗体が阻害したことを示す。
【０３８６】
　表9は、TF特異的HuMabによる血液凝固の阻害のIC50値を示す。
【０３８７】
　（表９）TF特異的HuMabによる血液凝固の阻害のIC50値

【０３８８】
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実施例20
抗体依存性細胞媒介性細胞傷害
標的細胞の調製:
　TF発現標的細胞(5x106個のBx-PC3細胞、MDA-MB-231細胞、またはA431細胞)を収集し、
洗浄し(PBS、1500rpm、5分で2回)、Cosmic Calf Serum、ピルビン酸ナトリウム、L-グル
タミン、MEM NEAA、およびペニシリン/ストレプトマイシンを添加したRPMI1640培地1mlに
入れて集め、これに、100μCi51Cr(クロム-51; Amersham Biosciences Europe GmbH, Roo
sendaal, The Netherlands)を添加した。混合物を振盪水浴中で37℃で1時間インキュベー
トした。細胞を洗浄した後に(PBS、1500rpm、5分で2回)、培地に再懸濁した。生細胞をト
リパンブルー排除によって計数した。生細胞の濃度を1x105細胞/mlにした。
【０３８９】
エフェクター細胞の調製:
　末梢血単核球(PBMC)を、新鮮バフィーコート(Sanquin, Amsterdam, The Netherlands)
から、標準的なFicoll密度遠心分離を使用し、製造業者の説明書(リンパ球分離培地; Lon
za, Verviers, France)に従って単離した。細胞を培地に再懸濁した後、細胞をトリパン
ブルー排除によって計数し、細胞の濃度を1x107細胞/mlにした。
【０３９０】
ADCCの準備:
　50μlの51Cr標識標的細胞をマイクロタイターウェルに移し、50μlの連続希釈抗体を添
加し、培地で希釈した。細胞をインキュベートし(RT、15分)、50μlのエフェクター細胞
を添加して、100:1のエフェクター:標的比にした。最大溶解レベルを求めるために、エフ
ェクター細胞の代わりに、100μlの5％Triton-X100を添加した。自発性溶解レベルを求め
るために、100μlの培地を添加した。抗体非依存性溶解レベルを求めるために、50μlの
エフェクター細胞および50μlの培地を添加した。その後に、細胞をO/N、37℃、5％CO2で
インキュベートした。細胞をスピンダウンした後に(1200rpm、3分)、75μlの上清をミク
ロンチューブに移した。放出された51Crをガンマカウンターで計数し、抗体を介した溶解
のパーセントを、以下の通りに計算した。
((cpm試料-cpm抗体非依存性溶解)/(cpm最大溶解-cpm自発性溶解))x100％
式中、cpmはカウント毎分である。
【０３９１】
　図10は、効率(EC50)は異なるが、試験した全てのTF-HuMabがADCCによってBx-PC3細胞溶
解を誘導したことを示す。
【０３９２】
　表10は、TF特異的HuMabによる様々な細胞株のADCCのEC50値(nM)を示す。
【０３９３】
　（表１０）TF特異的HuMabによる様々な細胞株のADCCのEC50値(nM) 
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【０３９４】
実施例21
補体沈着
　TF-HuMabとインキュベートされた標的細胞への補体断片C3cおよびC4cの沈着をFACS分析
によって測定した。TF発現標的細胞(Bx-PC3またはMDA-MB-231細胞)を、96ウェル丸底プレ
ート(1x10e5細胞/ウェル)に入れて、1％BSAを含有するRPMI中でプレートした。抗体(30μ
g/mL)を添加し、細胞をRTで15分間インキュベートした。25μlのプールしたヒト血清を補
体源として添加し、熱失活ヒト血清を用いて自発性補体結合を求めた。細胞を37℃で45分
間インキュベートした。細胞を1回洗浄し、FACS緩衝液に溶解した抗ヒトC3c FITCまたは
抗ヒトC4c FITC(DAKO)とインキュベートし、氷上で30分間インキュベートした。試料を、
FACS Cantoを用いて分析した。
【０３９５】
　図11は、クロスブロックグループIからの抗体は、BxPC3細胞上でもMDA-MB-231細胞上で
もC3c沈着もC4c沈着も誘導しなかったことを示す。クロスブロックグループIIからの試験
した全ての抗体はC3c沈着およびC4c沈着を誘導し、抗体003を除くクロスブロックグルー
プIIIからの抗体も同様であった。
【０３９６】
実施例22:
アビディティ/親和性の研究
親和性の決定:
　抗体とTFとの結合を、表面プラズモン共鳴によってBIAcore 3000(GE Healthcare)にお
いて分析した。TFECDHisを分析に使用した。製造業者により推奨される手順に従って、Hu
Mab抗体(500共鳴単位)をCM-5センサーチップ上に固定した。簡単に述べると、EDCおよびN
HSによる表面活性化後に、pHが4.0～5.5の10mM酢酸ナトリウム中で、活性化CM-5表面上に
HuMab抗体を5μl/minで注入した後に、非活性化のために1Mエタノールアミンを注入した
。HBS-EP緩衝液に溶解したTFECDHisの濃度シリーズを、固定化抗体上に30μl/minの流速
で180秒間、注入した。HuMab表面の再生は、10mMグリシン-HCl pH2.0または10mM酢酸ナト
リウムpH3.0を注入することで行った。動力学分析は、ダブルレファレンスサブトラクシ
ョン(double reference subtraction)およびモデル1:1(ラングミュア)結合分析を用いて
行った。
【０３９７】
　表11は、ほとんどのHuMabについての、nM(nM以下)範囲にある確かめられた親和性を示
す。全ての抗体から、動力学パラメータを求めることができたわけではない。044はオフ
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レート(kd)に大きなばらつきを示し、大きな残差があった。これは、曲線のフィッティン
グが良くなかったことを意味している。098、111、および087-Lg6のオフレートは高すぎ
て、Biacore 3000では測定できなかった。
【０３９８】
　（表１１）TFECDHisとの反応性についてのTF-HuMabの動力学定数-親和性測定値

n.a.　評価できず=>10-3sec-1

【０３９９】
アビディティの決定:
　TF(TFECDHis)とTF特異的HuMabとの結合は本質的に前記のように確かめた。TFECDHisをC
M-5センサーチップ上に固定化し(300共鳴単位)、Humab抗体の濃度シリーズを動力学分析
に使用した。動力学分析は、ダブルレファレンスサブトラクションおよびモデル1:1(ラン
グミュア)結合分析を用いて行った。
【０４００】
　表12は、抗体11、98、109および111のアビディティ測定値を示す。98および111の親和
性測定値は高いオフレートを示したのに対して(Biacoreによる測定限界を超えている(す
なわち、>10-3))、アビディティの決定によってナノモル範囲での相互作用が明らかにな
った。
【０４０１】
　（表１２）TF-HuMabとの反応性についてのTFECDHISの動力学定数-アビディティ測定値

【０４０２】
実施例23:
正常ヒト組織および膵臓腫瘍との結合の免疫組織化学分析
　TF-HuMabと、TFを発現することが知られている様々なヒト組織(結腸、心臓、腎臓、皮
膚、肺、および脳)との結合を免疫組織化学(IHC)によって確かめた。
【０４０３】
凍結組織上でのIHC
　凍結組織切片を切断し(4～6μmの厚さ)、アセトンで固定した。内因性組織ペルオキシ
ダーゼ(PO)をブロックし、後で適用される抗体と内因性Fc受容体との非特異的結合を阻止
するために、組織スライドを正常ヒト血清とプレインキュベートした。ヒトTFに対するマ
ウスAb(および負の対照マウスAb)を最適希釈で組織に適用し、その後に、Powervision-PO
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(ヤギ抗マウス/-ウサギIgG)-POを用いて検出した。TF特異的HuMabをFab'ヤギ抗ヒトIgG(F
c)-FITCと共役させ、その後に、予め決められていた最適希釈を含む3種類の希釈で凍結組
織スライドに適用した。その後に、HuMab-Fab-FITC複合体を、ウサギ抗FITCおよびPowerv
ision-POによって検出した。PO活性は、AECを基質として用いて視覚化し、核は、ヘマト
キシリンを用いて視覚化した。染色は明視野顕微鏡によって分析した。
【０４０４】
ホルマリン固定パラフィン包埋(FFPE)組織上でのマウスAbによるIHC
　FFPE組織生検材料を4μmで切断し、脱パラフィンし、内因性組織ペルオキシダーゼにつ
いてブロックし、抗原賦活化(pH6、クエン酸塩緩衝液)に供した。マウス-Abとのインキュ
ベーションの前に、内因性Fc受容体との非特異的結合を阻止するために、組織スライドを
正常ヒト血清中でプレインキュベートした。ヒトTFに対するマウスAb(および負の対照マ
ウスAb)を最適希釈で組織スライドに適用し、その後に、Powervision-PO(ヤギ抗マウス/-
ウサギIgG)-POを用いて検出した。PO活性は、AECを基質として用いて視覚化し、核は、ヘ
マトキシリンを用いて視覚化した。染色は明視野顕微鏡によって分析した。
【０４０５】
　図12は、抗体013と腎臓糸球体との結合(陽性染色)、011と腎臓糸球体との結合(陽性染
色)、114と腎臓糸球体との結合(陽性染色)、および111と腎臓糸球体との結合(中間の染色
)の一例を示す。抗体098および044は糸球体に結合しなかった。
【０４０６】
　表13は、調べた全てのヒト腎臓組織における全てのTF-HuMabの染色結果の概要を示す。
【０４０７】
　（表１３）ヒト糸球体のIHC染色

【０４０８】
　表14は、ヒト腎臓、結腸、心臓、大脳、および皮膚、ならびにヒト膵臓腫瘍における、
選択されたTF特異的HuMabの染色結果の概要を示す。
【０４０９】
　（表１４）正常ヒト組織および膵臓腫瘍のIHC染色
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【０４１０】
　TF-HuMabとヒト膵臓腫瘍との結合のIHC分析は、全てのTF-HuMabについて陽性染色を示
した(図13に例示した)。
【０４１１】
実施例24:
SCIDマウスの乳房脂肪パッドにおける確立したMDA-MB-231腫瘍異種移植片の治療
　TF-HuMabのインビボ効力を、SCIDマウスの確立した同所MDA-MB-231異種移植片腫瘍にお
いて確かめた。2x106腫瘍細胞を含むPBSを、雌SCIDマウスの2番目の乳房脂肪パッドにs.c
.注射した後に、腫瘍サイズが測定可能になった時から、TF-HuMabまたは対照mAb(HuMab-K
LH)を用いて治療した。抗体は、21日目(260μg/マウス)、28日目(130μg/マウス)、およ
び42日目(130μg/マウス)に注射した。腫瘍量は少なくとも2x/週で求めた。体積(mm3)は
、カリパス(PLEXX)測定値から0.52x(長さ)x(幅)2として計算した。
【０４１２】
　図14は、抗体114、111、013、098、011、および044が全て、確立した同所MDA-MB-231腫
瘍の成長の阻害において有効であったことを示す。
【０４１３】
実施例25:
カニクイザルにおけるTF特異的HuMabの試験的反復投薬
　TF特異的HuMabが凝固カスケードを妨害する能力、従って、曝露された動物における出
血リスクを潜在的に上げる能力の評価を含む、TF特異的HuMabの毒物学的特性に関する初
期情報を得るために、カニクイザルにおいて試験的反復投薬研究を行った。
【０４１４】
　2匹の雄および2匹の雌のカニクイザル(Macaca fascicularis)、約2歳に、抗体011を静
脈内注射した。
-研究の1日目:0mg/kg(ビヒクルのみ)
-8日目:1mg/kg;1mL/分
-15日目:10mg/kg;1mL/分
-22日目:100mg/kg;1mL/分
【０４１５】
　動物を27日目まで追跡した。この時点で、剖検および臓器の組織学的評価のために動物
を安楽死させた。
【０４１６】
　この研究の主なエンドポイントは、以下であった。 
-臨床観察:歯肉、眼からの出血の徴候を、毎日、確かめた。
-機能性出血時間および失血:1日目、8日目、15日目、および22日目(投薬の1時間後、24時
間後、および120時間後)に、ならびに2つの試験前時点で、確かめた。
-血液/血液の痕跡/血餅:全組織のHE染色(最終的に屠殺した時に得た組織で確かめた)。
-尿、糞便、吐瀉物の中の血液:毎日/毎週、確かめた。
【０４１７】
　抗体011を漸増して反復投薬した時の明らかな毒性は観察されなかった。動物は臨床徴
候を示さず、サイトカイン放出を示さなかった。さらに、凝固系の不全または全身出血の
明らかな臨床徴候はなかった。投薬の1時間後の時点で、22日目の平均出血時間は、1日目
に見られたものより有意に長かった(p=0.012)。1日目と比較して、8日目、15日目、およ
び22日目の間で、他の統計的に有意な差は無かった。さらに、主要臓器に対する明らかな
毒性は無く、有害な血液学的作用は無いことが見出された。この研究からの組織の組織学
的評価に関する予備的な結論は、4匹の治療された動物において、試験品目による治療に
起因し得る組織学的知見は無かったことである。
【０４１８】
　図15は、時間の関数としての各動物(複製試料)の個々のデータ点を示す。1日目、8日目
、15日目、および22日目(1時間、24時間、および120時間)ならびに2つの試験前時点で、4
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【０４１９】
実施例26
SCIDマウスにおけるBxPC3腫瘍異種移植片の予防処置および治療処置
　SCIDマウスにおけるBxPC3細胞異種移植片の予防処置および治療処置におけるTF-HuMab
のインビボ効力を確かめた。10x106個のBxPC3腫瘍細胞を含むPBSを雌SCIDマウスにs.c.注
射した後に、TF-HuMabまたは対照mAb(HuMab-KLH)によって治療した。予防処置には、腫瘍
誘導の1時間後に、抗体(400μg/マウス)をi.p.注射した。治療処置には、腫瘍誘導後の8
日目に、抗体注射(300μg/マウス)を開始し、その後に、毎週、抗体注射(150μg/マウス)
を行った。腫瘍量は少なくとも2x/週で求めた。体積(mm3)は、カリパス(PLEXX)測定値か
ら0.52x(長さ)x(幅) 2として計算した。
【０４２０】
　図16は、TF特異的HuMabが、BxPC3異種移植片腫瘍の予防処置ならびに治療処置が可能な
ことを示す。
【０４２１】
実施例27
抗TF HuMabの結合に重要なドメインを決定するための、マウスTFとヒトTFとの間のDNAシ
ャフリング
　抗TF HuMabとヒトTFとの結合に重要なドメインを決定するために、ヒトTFおよびマウス
TFとの間でDNAシャフリングを行った。シャッフル構築物は、ヒトTFをコードするDNAから
、ヒトドメインとマウスドメインを交換することによって、およびマウスTFをコードする
DNAから、マウスドメインとヒトドメインを交換することによって調製した。ヒトTFの中
のドメインが抗TF HuMabとの結合に重要であれば、このドメインとマウスドメインが交換
されると、結合は失われる。ヒトTFおよびマウスTFはタンパク質レベルで57％相同である
。図17Aおよび17Bは、マウスTFドメインを含有するヒトTFの構築物(TFhs、TFmmドメイン
を含む)、およびヒトTFドメインを含むマウスTFの構築物を示す。HEK293F細胞を、構築物
またはベクター(pcDNA3.3SP;モック)のみで一過的にトランスフェクトした。FACS分析は
、本質的に前記のように、30μg/mLの精製された親材料を用いて行った。HuMab-KLHは対
照Abとして使用した。
【０４２２】
　図17は、1つを除く全ての抗TF HuMabがヒトTFにのみ結合し、マウスTFには結合しない
ことをを示す。HuMab-TF-003は、マウスTFとある程度、結合する。
【０４２３】
　図18A～Oは、様々な抗TF HuMabと、HEK293F細胞上で発現した構築物との結合の結果を
示す。これらの結果を表15にまとめた。この表では、これらのHuMabの結合に重要なヒトT
Fドメインに基づいて、抗TF HuMabをグループに分けて分類した。
【０４２４】
　（表１５）
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実施例28
ELISAによって確かめた、抗TF HuMabのFab断片とTF細胞外ドメインとの結合、およびFACS
によって確かめた、抗TF HuMabのFab断片とBxPC3細胞上の細胞TFとの結合
　抗TF HuMabのFab断片とTFとの結合を、ELISA(コーティングされたTF細胞外ドメイン)お
よびFACS(BxPC3細胞上のTF)によって測定した。ELISAは本質的に前記のように行った。結
合したFab断片は、HRP結合体化ロバ抗ヒトH+Lを用いて検出した。FACS分析は本質的に前
記のように行った。FITC結合体化ヤギ抗ヒトIgG(H+L)(Jackson)を用いて、結合したリー
ド候補を検出した。蛍光はFACSCantoIIによって測定した。結合曲線は、前記のように、G
raphPad Prism 5ソフトウェアを用いて分析した。
【０４２６】
　図19は、HuMab-TF-098および-111 Fab断片とTF細胞外ドメインとの結合が-011 Fab断片
と比較して弱いことを示す。これは、ELISAによって測定した。
【０４２７】
　図20は、HuMab-TF-098および-111 Fab断片と、細胞TFとの結合が-011 Fab断片と比較し
て弱いことを示す。これは、BxPC3細胞上でのFACSによって測定した。
【０４２８】
　表16は、ELISAによるTF細胞外ドメインとの結合についての、およびFACSによるBxPC3細
胞上の細胞TFとの結合についてのHuMab-TF Fab断片のEC50値を示す。
【０４２９】
(表16)ELISAによって確かめた、HuMab-TF Fab断片とTF細胞外ドメインとの結合、およびF
ACSによって確かめた、HuMab-TF Fab断片とBxPC3細胞上の細胞TFとの結合についてのEC50
値の概要
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na-検出できなかった。
【０４３０】
実施例 29
抗TF HuMabと、異なるレベルのTFを発現する細胞株との結合
　抗TF HuMabと、異なるレベルのTFを発現する細胞株上の膜結合型TFとの結合を、FACS分
析によって、本質的に前記のように確かめた。正の対照として、マウス抗TF抗体の後にPE
結合体化抗マウスIgGFcを使用した。蛍光はFACSCantoIIによって測定した。結合曲線は本
質的に前記のように、GraphPad Prism 5ソフトウェアを用いて分析した。細胞株上のTF分
子の量は、Qifiキット(Dako, Glostrup, Denmark)によって、製造業者の説明書に従って
確かめた。SW480細胞は、細胞1個あたり約20,000個のTF分子を発現し、SK-OV-3細胞は、
細胞1個あたり約60,000個の分子を発現し、AsPC-1細胞は、細胞1個あたり約175,000個の
分子を発現し、MDA-MB-231細胞は、細胞1個あたり約900,000個の分子を発現すると確かめ
られた。
【０４３１】
　図21 HuMab-TF-98および-111は、高TF発現細胞株MDA-MD-231において、HuMab-TF-11、-
13、および109と同様の結合特性を示す。細胞1個あたりのTF分子が少ない細胞株、例えば
、SK-OV-3およびSW480細胞株では、HuMab-TF-98および111は他のHuMab-TF抗体と比較して
異なる結合特性を示す。
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【図１－１】 【図１－２】

【図１－３】 【図２】
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【図３－１】 【図３－２】

【図４－１】 【図４－２】
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【図５－１】 【図５－２】

【図６－１】 【図６－２】

【図６Ａ】
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【図７－１】 【図７－２】

【図８－１】 【図８－２】
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【図９－１】 【図９－２】

【図１０－１】 【図１０－２】
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【図１１－１】 【図１１－２】

【図１１－３】 【図１１－４】
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【図１２】

【図１３】

【図１４－１】

【図１４－２】 【図１５】
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【図１６－１】

【図１６－２】

【図１７Ａ】

【図１７Ｂ】 【図１８－１】
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【図１８－２】 【図１８－３】

【図１８－４】 【図１８－５】
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【図１８－６】 【図１８－７】

【図１８－８】 【図１９】

【図２０】
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【図２１】

【配列表】
2020022461000001.app
【手続補正書】
【提出日】令和1年10月16日(2019.10.16)
【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】
　SEQ ID NO:33の配列を含むVH領域とSEQ ID NO:89の配列を含むVL領域とを含む抗体と組
織因子結合において競合する、組織因子に結合するヒト抗体。
【請求項２】
　ヒト組織因子に結合し、以下を含む、ヒト抗体：
(a) SEQ ID NO:6、7および8のCDR1、2および3配列を含むVH領域、ならびにSEQ ID NO:62
、63および64のCDR1、2および3配列を含むVL領域、
(b) SEQ ID NO:30、31および32のCDR1、2および3配列を含むVH領域、ならびにSEQ ID NO:
86、87および88のCDR1、2および3配列を含むVL領域、
(c) SEQ ID NO:38、39および40のCDR1、2および3配列を含むVH領域、ならびにSEQ ID NO:
94、95および96のCDR1、2および3配列を含むVL領域、
(d) SEQ ID NO:54、55および56のCDR1、2および3配列を含むVH領域、ならびにSEQ ID NO:
110、111および112のCDR1、2および3配列を含むVL領域、または
(e)最大で1個、2個、もしくは3個の保存的アミノ酸置換を有する、該抗体のいずれかの変
異体。
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【請求項３】
　以下の特徴の1つまたは複数を有する、請求項1または2記載の抗体：
(a)3nM以下の見かけの親和性(EC50)で、組織因子の細胞外ドメインに結合する、
(b)10nM以下の見かけの親和性(EC50)で、組織因子を発現する哺乳動物細胞に結合する、
(c)1nM以下のEC50値で、A431細胞において抗体依存性細胞傷害を誘導することができる、
(d)確立したMDA-MB-231腫瘍の成長の阻害において、および/または確立したBxPC3腫瘍の
成長の阻害において有効である、
(e)組織因子によって誘導される血液凝固を、10nM未満の半抑制濃度で阻害する、
(f)TF/FVIIa複合体によるFXからFXaへの変換を、50％未満阻害する、
(g)MDA-MB-231細胞によるFVIIa誘導性IL-8放出を50%超の阻害の最大阻害値で阻害する、
(h)FVIIaと組織因子との結合を、80％超の阻害の最大阻害値で阻害する、
(i)FVIIa誘導性ERKリン酸化を、10nM未満の半抑制濃度で阻害する、または
(j)C3cおよびC4cの沈着を誘導することができる。
【請求項４】
　特徴(b)における組織因子を発現する哺乳動物細胞が組織因子をコードする構築物をト
ランスフェクトされたA431細胞である、請求項3記載の抗体。
【請求項５】
　I)
　　(a)SEQ ID NO:5、29、37、および53からなる群より選択されるVH領域配列と、少なく
とも80％の同一性を有するVH、
　　(b)SEQ ID NO:5、29、37、および53からなる群より選択されるVH領域配列と、少なく
とも90％の同一性を有するVH、
　　(c)SEQ ID NO:5、29、37、および53からなる群より選択されるVH領域配列と、少なく
とも95％の同一性を有するVH、
　　(d)SEQ ID NO:5、29、37、および53からなる群より選択されるVH領域配列と、100％
の同一性を有するVH、
　　(e)SEQ ID NO:5、29、37、および53からなる群より選択されるVH領域配列と比較して
、最大で10個のアミノ酸修飾を有するVH、または
　　(f)SEQ ID NO:5、29、37、および53からなる群より選択されるVH領域配列と比較して
、最大で5個のアミノ酸修飾を有するVH、および
　II)
　　(a)SEQ ID NO:61、85、93、および109からなる群より選択されるVL領域配列と、少な
くとも80％の同一性を有するVL、
　　(b)SEQ ID NO:61、85、93、および109からなる群より選択されるVL領域配列と、少な
くとも90％の同一性を有するVL、
　　(c)SEQ ID NO:61、85、93、および109からなる群より選択されるVL領域配列と、少な
くとも95％の同一性を有するVL、
　　(d)SEQ ID NO:61、85、93、および109からなる群より選択されるVL領域配列と、100
％の同一性を有するVL、
　　(e)SEQ ID NO:61、85、93、および109からなる群より選択されるVL領域配列と比較し
て、最大で10個のアミノ酸修飾を有するVL、または
　　(f)SEQ ID NO:61、85、93、および109からなる群より選択されるVL領域配列と比較し
て、最大で5個のアミノ酸修飾を有するVL
を含む、請求項1～4のいずれか一項記載の抗体。
【請求項６】
　以下を含む、請求項1～5のいずれか一項記載の抗体：
　(a)SEQ ID NO:5の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:61の配列を含むVL領域、
　(b)SEQ ID NO:17の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:73の配列を含むVL領域、
　(c)SEQ ID NO:21の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:77の配列を含むVL領域、
　(d)SEQ ID NO:25の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:81の配列を含むVL領域、
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　(e)SEQ ID NO:29の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:85の配列を含むVL領域、
　(f)SEQ ID NO:33の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:89の配列を含むVL領域、
　(g)SEQ ID NO:37の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:93の配列を含むVL領域、
　(h)SEQ ID NO:49の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:105の配列を含むVL領域、
　(i)SEQ ID NO:53の配列を含むVH領域およびSEQ ID NO:109の配列を含むVL領域、または
　(j)最大で3個の保存的アミノ酸置換を有する、該抗体のいずれかの変異体。
【請求項７】
　以下の特性:増殖の阻害、腫瘍血管形成の阻害、腫瘍細胞アポトーシスの誘導、オルタ
ナティブスプライシングされた組織因子との結合の1つまたは複数をさらに有する、請求
項1～6のいずれか一項記載の抗体。
【請求項８】
　別の部分に結合している、請求項1～7のいずれか一項記載の抗体。
【請求項９】
　前記部分が、細胞傷害性部分、放射性同位体、または薬物から選択される、請求項8記
載の抗体。
【請求項１０】
　請求項1～9のいずれか一項記載の抗体、および第2の結合特異性を含む、二重特異性分
子。
【請求項１１】
　第2の結合特異性が、ヒトエフェクター細胞、ヒトFc受容体、およびT細胞受容体に対す
る結合特異性を含む群から選択される、請求項10記載の二重特異性分子。
【請求項１２】
　SEQ ID NO: 5～8、29～32、37～40、53～56、61～64、85～88、93～96、および109～11
2からなる群より選択されるアミノ酸配列の1つまたは複数をコードするヌクレオチド配列
を含む、発現ベクター。
【請求項１３】
　請求項1～7のいずれか一項において定義された抗体を産生する、組換え真核宿主細胞ま
たは組換え原核宿主細胞。
【請求項１４】
　請求項1～9のいずれか一項において定義された抗体または請求項10もしくは11において
定義された二重特異性分子、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１５】
　医用薬剤として使用するための、請求項1～9のいずれか一項において定義された抗体ま
たは請求項10もしくは11において定義された二重特異性分子。
【請求項１６】
　使用が、癌を治療するためのものである、請求項15記載の抗体または二重特異性分子。
【請求項１７】
　医用薬剤が、1種類または複数の種類のさらなる治療剤と組み合わせて癌を治療するた
めのものである、請求項16記載の抗体または二重特異性分子。
【請求項１８】
　1種類または複数の種類のさらなる治療剤が化学療法剤である、請求項17記載の抗体ま
たは二重特異性分子。
【請求項１９】
　癌を治療するための医用薬剤を製造するための、請求項1～9のいずれか一項記載の抗体
または請求項10もしくは11記載の二重特異性分子の使用。
【請求項２０】
　請求項1～9のいずれか一項記載の抗体または請求項10もしくは11において定義された二
重特異性分子を含む、組織因子を発現する腫瘍細胞の成長および/または増殖を阻害する
ための薬学的組成物。
【請求項２１】
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　請求項1～7のいずれか一項記載の抗体を産生するための方法であって、以下の工程を含
む方法:
　a)請求項13記載の宿主細胞を培養する工程、および
　b)培地から抗体を精製する工程。
【請求項２２】
　請求項1～7のいずれか一項において定義された抗体を含む、診断用組成物。
【請求項２３】
　試料中の組織因子の存在を検出するための方法であって、以下の工程を含む方法:
-試料と、請求項1～7のいずれか一項記載の抗体または請求項10もしくは11記載の二重特
異性分子とを、抗体または二重特異性分子と組織因子との複合体が形成される条件下で接
触させる工程;および
-複合体が形成されたかどうか分析する工程。
【請求項２４】
-請求項1～9のいずれか一項記載の抗体または請求項10もしくは11記載の二重特異性分子;
および
-キットを使用するための説明書
を含む、試料中の組織因子の存在を検出するためのキット。



(114) JP 2020-22461 A 2020.2.13

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）
   Ｃ１２Ｎ   1/15     (2006.01)           Ｃ１２Ｎ    1/15     　　　　        　　　　　
   Ｃ１２Ｎ   1/19     (2006.01)           Ｃ１２Ｎ    1/19     　　　　        　　　　　
   Ｃ１２Ｎ   1/21     (2006.01)           Ｃ１２Ｎ    1/21     　　　　        　　　　　
   Ｃ１２Ｎ   5/10     (2006.01)           Ｃ１２Ｎ    5/10     　　　　        　　　　　
   Ｃ１２Ｐ  21/08     (2006.01)           Ｃ１２Ｐ   21/08     　　　　        　　　　　
   Ａ６１Ｋ  39/395    (2006.01)           Ａ６１Ｋ   39/395    　　　Ｅ        　　　　　
   Ａ６１Ｐ  35/00     (2006.01)           Ａ６１Ｋ   39/395    　　　Ｔ        　　　　　
   Ａ６１Ｐ  37/04     (2006.01)           Ａ６１Ｐ   35/00     　　　　        　　　　　
   Ｇ０１Ｎ  33/574    (2006.01)           Ａ６１Ｐ   37/04     　　　　        　　　　　
   Ｇ０１Ｎ  33/53     (2006.01)           Ｇ０１Ｎ   33/574    　　　Ａ        　　　　　
   　　　　                                Ｇ０１Ｎ   33/53     　　　Ｄ        　　　　　

１．ＴＲＩＴＯＮ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
２．ＴＷＥＥＮ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　

(74)代理人  100148699
            弁理士　佐藤　利光
(74)代理人  100128048
            弁理士　新見　浩一
(74)代理人  100129506
            弁理士　小林　智彦
(74)代理人  100205707
            弁理士　小寺　秀紀
(74)代理人  100114340
            弁理士　大関　雅人
(74)代理人  100114889
            弁理士　五十嵐　義弘
(74)代理人  100121072
            弁理士　川本　和弥
(72)発明者  フェアプレーゲン　サンドラ
            オランダ王国　エヌエル‐３４３１　プロフェッサー　ドクター　ヘセラーン　１９
(72)発明者  サテイン　デイビッド　ピー．　イー．
            オランダ王国　ニーウヘイン　エヌエル‐３４３８　エムディー　ヴェイデフッヴェ　１１
(72)発明者  フート　ルネ　エム．　エイ
            オランダ王国　ザイスト　エヌエル－３７０５　ティービー　エヘリングラーン　４５
(72)発明者  パレン　ポール
            オランダ王国　オデイク　エヌエル－３９８４　ピーアール　ウェルトオルペルワールト　１７
(72)発明者  バン　デ　ウィンケル　ヤン
            オランダ王国　ザイスト　エヌエル－３７０７　シーケイ　ヴェルレングデ　スロットラーン　８
            ０
(72)発明者  ブレインホルト　ヴィベケ　ミラー
            デンマーク王国　フレデリックスベル　ディーケイ－２０００　ブーエン　８
(72)発明者  エーンルート　エバ
            デンマーク王国　ホルテ　ディーケイ－２８４０　ヴァンゲボーヴェイ　２０
(72)発明者  バーズガード　オレ
            デンマーク王国　ヘレルプ　ディーケイ－２９００　ツボルグ　スンディパルク　１０
(72)発明者  フィンク　トム



(115) JP 2020-22461 A 2020.2.13

10

            オランダ王国　アルフェンアンデンレイン　エヌエル－２４０６　ディービー　スハープマンスト
            ラート　２５
(72)発明者  ブリーカー　ウィレム　カレル
            オランダ王国　アムステルダム　エヌエル－１０１７　イーブイ　カイザースフラハト　７０４
(72)発明者  ハウトカンプ　ミッシャ
            オランダ王国　ハウテン　エヌエル－３９９１　ジェイジー　ロメイネンポールト　３６
(72)発明者  アウツホーン　マロエスカ
            オランダ王国　ユトレヒト　エヌエル－３５８４　シーエム　イエーレラーン　６０
(72)発明者  デ　ヨンク　ロブ　エヌ．
            オランダ王国　ユトレヒト　エヌエル－３５２４　ジーエム　シンプロンバーン　１１０
Ｆターム(参考) 4B064 AG26  AG27  CA19  CC24  DA01  DA13 
　　　　 　　  4B065 AA01X AA57X AA83X AA87X AA90X AA90Y AB01  AB02  AC14  BA02 
　　　　 　　        BA08  CA25  CA44  CA46 
　　　　 　　  4C085 AA13  AA14  BB01  BB41  CC21  DD62  EE01  GG01 
　　　　 　　  4H045 AA10  AA11  AA20  AA30  BA10  CA40  DA75  DA76  EA20  FA74 



专利名称(译) 抗人类组织因子的人类抗体

公开(公告)号 JP2020022461A 公开(公告)日 2020-02-13

申请号 JP2019171368 申请日 2019-09-20

[标]申请(专利权)人(译) 根马布股份公司

申请(专利权)人(译) Genmabu ER / ES

[标]发明人 フェアプレーゲンサンドラ
サテインデイビッドピーイー
フートルネエムエイ
パレンポール
バンデウィンケルヤン
ブレインホルトヴィベケミラー
エーンルートエバ
バーズガードオレ
フィンクトム
ブリーカーウィレムカレル
ハウトカンプミッシャ
アウツホーンマロエスカ
デヨンクロブエヌ

发明人 フェアプレーゲン サンドラ
サテイン デイビッド ピー. イー.
フート ルネ エム. エイ
パレン ポール
バン デ ウィンケル ヤン
ブレインホルト ヴィベケ ミラー
エーンルート エバ
バーズガード オレ
フィンク トム
ブリーカー ウィレム カレル
ハウトカンプ ミッシャ
アウツホーン マロエスカ
デ ヨンク ロブ エヌ.

IPC分类号 C12N15/63 C07K16/36 C07K16/28 C07K16/46 C12N15/13 C12N1/15 C12N1/19 C12N1/21 C12N5/10 
C12P21/08 A61K39/395 A61P35/00 A61P37/04 G01N33/574 G01N33/53

FI分类号 C12N15/63.ZNA.Z C07K16/36 C07K16/28 C07K16/46 C12N15/13 C12N1/15 C12N1/19 C12N1/21 
C12N5/10 C12P21/08 A61K39/395.E A61K39/395.T A61P35/00 A61P37/04 G01N33/574.A G01N33/53.
D C12N15/63.ZZN.A

F-TERM分类号 4B064/AG26 4B064/AG27 4B064/CA19 4B064/CC24 4B064/DA01 4B064/DA13 4B065/AA01X 4B065
/AA57X 4B065/AA83X 4B065/AA87X 4B065/AA90X 4B065/AA90Y 4B065/AB01 4B065/AB02 4B065
/AC14 4B065/BA02 4B065/BA08 4B065/CA25 4B065/CA44 4B065/CA46 4C085/AA13 4C085/AA14 
4C085/BB01 4C085/BB41 4C085/CC21 4C085/DD62 4C085/EE01 4C085/GG01 4H045/AA10 4H045
/AA11 4H045/AA20 4H045/AA30 4H045/BA10 4H045/CA40 4H045/DA75 4H045/DA76 4H045/EA20 
4H045/FA74

代理人(译) 清水初衷
井上隆一
佐藤俊光
小林智彦

https://share-analytics.zhihuiya.com/view/f31d152c-060d-4df5-81ac-129dca69a000


正人大关
五十岚弘

优先权 200801744 2008-12-09 DK
61/201335 2008-12-09 US

外部链接 Espacenet

摘要(译)

要解决的问题：提供与人类组织因子（TF）结合的人类抗体。 分离的人
单克隆抗体，可与人TF和相关的基于抗体的组合物和分子结合。 包含抗
体的药物组合物以及使用该抗体的治疗和诊断方法。 [选择图]无

https://worldwide.espacenet.com/patent/search/family/069617882/publication/JP2020022461A?q=JP2020022461A

