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(57)【要約】
　本発明は、干渉を回避するために自己免疫性疾患被検
体の生体試料を前処理する方法であって、特に該試料が
中和抗体アッセイなどの細胞ベースの生物活性アッセイ
に供されるものである方法を記載する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　自己免疫性疾患被検体の生体試料の処理方法であって、
(a) 試料を脱脂する；
(b) 試料中の免疫グロブリンを親和性精製する；
(c) 精製された免疫グロブリンを濃縮する；そして、
(d) 濃縮された免疫グロブリンを細胞ベースの生物活性アッセイに供する、
ことを含んでなる方法。
【請求項２】
　前記の(d)のアッセイが中和抗体アッセイである、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記の(a)の試料が血清試料である、請求項１に記載の方法。
【請求項４】
　前記被検体が関節リウマチを有する、請求項１ないし３の何れか一に記載の方法。
【請求項５】
　前記被検体が全身性エリテマトーデス(ＳＬＥ)を有する、請求項１ないし３の何れか一
に記載の方法。
【請求項６】
　工程(b)が基本的にすべての免疫グロブリンアイソタイプを精製することを含んでなる
、請求項１ないし５の何れか一に記載の方法。
【請求項７】
　工程(b)がプロテインＡ＋Ｇ親和性精製を含んでなる、請求項１ないし６の何れか一に
記載の方法。
【請求項８】
　前記プロテインＡ＋Ｇ親和性精製が２回以上繰り返される、請求項７に記載の方法。
【請求項９】
　前記プロテインＡ＋Ｇ親和性精製が３回繰り返される、請求項８に記載の方法。
【請求項１０】
工程(a)の試料が干渉を含んでなる、請求項１ないし９の何れか一に記載の方法。
【請求項１１】
　前記自己免疫性疾患被検体が治療用抗体又はイムノアドヘシンにて処置されている、請
求項１ないし１０の何れか一に記載の方法。
【請求項１２】
　前記自己免疫性疾患被検体が治療用抗体にて処置されている、請求項１１に記載の方法
。
【請求項１３】
　前記治療用抗体がＣＤ２０抗体である、請求項１２に記載の方法。
【請求項１４】
　前記治療用抗体がリツキシマブ又はヒト化２Ｈ７である、請求項１３に記載の方法。
【請求項１５】
　前記治療用抗体が、リツキシマブ、ヒト化２Ｈ７、２Ｆ２(ＨｕＭａｘ-ＣＤ２０)ヒト
ＣＤ２０抗体、ヒト化Ａ２０抗体ないしはＩＭＭＵ-１０６、ＴＲＵ０１５、腫瘍壊死因
子(ＴＮＦ)-α抗体、インフリキシマブ、ＣＤＰ５７１、ＭＡＫ-１９５、アダリムマブ、
ペグ化されたＴＮＦα抗体断片、ＣＤＰ-８７０、抗ＴＮＦαポリクローナル抗体、Ｐａ
ｓｓＴＮＦ、インテグリン抗体、エファリズマブ、ナタリズマブ、ＢＡＦＦ抗体、ＢＲ３
抗体、ＢＡＦＦレセプター抗体、Ｂｌｙｓ抗体、ベリムマブ、ＣＤ３７抗体、ＴＲＵ０１
６、ＣＤ２２抗体、エピラツズマブ、アビオジェンＣＤ２２抗体、ＣＭＣ５４４、コンボ
トックス、ＢＬ２２、ＬＩＦ２２６、ＶＥＧＦ抗体、ＶＥＧＦレセプター抗体、ベバシズ
マブ、ラニビズマブ、抗ＨＥＲ抗体、トラスツズマブ、パーツズマブ、セツキシマブ、抗
ＩｇＥ抗体、オマリズマブ、ＩＬ-２１抗体、イムフェロン抗Ｂ細胞抗体、１Ｄ０９Ｃ３
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、Ｌｙｍ-１抗体、オンコリン、ＩＳＦ１５４、ゴミリキシマ、ＩＬ-６レセプター抗体、
アトリズマブ、ＩＬ-１５抗体、ＨｕＭａｘ-Ｉｌ-１５、ケモカインレセプター抗体、Ｃ
ＣＲ２抗体、ＭＬＮ１２０２、抗補体抗体、Ｃ５抗体、エキュリズマ、ヒト免疫グロブリ
ンの経口製剤、ＩｇＰＯ、ＩＬ-１２抗体、ＡＢＴ-８７４、テネリキシマブ、ＣＤ４０抗
体、ヒト化Ｓ２Ｃ６、ＴＮＸ１００、ＣＤ５２抗体、カンパス-１Ｈ、及びαｖβ３抗体
からなる群から選択される、請求項１２に記載の方法。
【請求項１６】
　前記治療用抗体がインテグリン抗体である、請求項１２に記載の方法。
【請求項１７】
　前記インテグリン抗体がエファリズマブ又はナタリズマブである、請求項１６に記載の
方法。
【請求項１８】
　前記自己免疫性疾患被検体がイムノアドヘシンで処置されている、請求項１１の方法。
【請求項１９】
　前記イムノアドヘシンが、ＢＲ３-Ｉｇ、ＴＮＦ-αイムノアドヘシン、エタネルセプト
、抗ＢＡＦＦペプチボディ、ＴＡＣＩ-Ｉｇ、ＢＣＭＡ-Ｉｇ、ＣＴＬＡ４-Ｉｇ、アバタ
セプト、及びＢＡＦＦ-Ｒ-Ｉｇからなる群から選択される、請求項１８に記載の方法。
【請求項２０】
　前記自己免疫性疾患被検体が腫瘍壊死因子(ＴＮＦ)-α抗体又はＴＮＦ-αイムノアドヘ
シンにて処置されている、請求項１１に記載の方法。
【請求項２１】
　前記自己免疫性疾患被検体がインフリキシマブ、アダリムマブ、エタネルセプト、ＣＤ
Ｐ-８７０又はＤ２Ｅ７で処置されている、請求項２０に記載の方法。
【請求項２２】
　前記自己免疫性疾患被検体がペグ化された可溶性ＴＮＦ-Ｒ、ペグスネルセプト、ＩＬ-
1レセプターアンタゴニスト(ＩＬ-１Ｒａ)、アナキラ、ＤＮ-ＢＡＦＦ、及びワクチンか
らなる群から選択される薬剤で処置されている、請求項１に記載の方法。
【請求項２３】
　自己免疫性疾患を有する被検体の処置方法であって、
(a) 自己免疫性疾患を治療するために被検体に治療用抗体又はイムノアドヘシンが投与さ
れる；
(b) 被検体から生体試料を得る；
(c) 生体試料中の免疫グロブリンを親和性精製する；そして、
(d) 精製された免疫グロブリンを中和抗体アッセイに供する、
ことを含む方法。
【請求項２４】
　前記の工程(b)の試料がヒト血清を含んでなる、請求項２３に記載の方法。
【請求項２５】
　前記自己免疫性疾患が関節リウマチ、全身性エリテマトーデス(ＳＬＥ)又はシェーグレ
ン病である、請求項２３に記載の方法。
【請求項２６】
　工程(b)の試料が干渉を含んでなる、請求項２３に記載の方法。
【請求項２７】
(a) 脱脂試薬；
(b) 免疫グロブリンの親和性精製のためのバッファ；及び、
(c) 請求項１に記載の方法を実施するための診断用キットの使用を使用者に指示する取扱
説明書
を具備する診断用キット。
【請求項２８】
　さらに、薬剤標準物質、陽性のコントロール中和抗体、補体血清、細胞のためのアッセ
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イ希釈液、及び細胞を標識する試薬の何れか一又は複数を具備する、請求項２７に記載の
診断用キット。
【発明の詳細な説明】
【発明の開示】
【０００１】
(関連出願)
　本出願は、その全体の開示内容が出典明記により本明細書中に援用される２００５年５
月２０日出願の仮出願第６０／６８２９９０号に基づく米国特許法１１９条の優先権を主
張する非仮出願である。
【０００２】
(発明の分野)
　本発明は、干渉を回避するために自己免疫性疾患被検体の生体試料を前処理するための
方法であって、特に該試料が細胞ベースの生物活性アッセイ、例えば中和抗体アッセイに
供されるものである方法に関する。
【０００３】
(発明の背景)
　リンパ球は、造血過程の間に骨髄において生産される多種ある白血球のうちの１つであ
る。リンパ球の２つの主な分類は、Ｂリンパ球(Ｂ細胞)とＴリンパ球(Ｔ細胞)である。こ
こで特に対象とするリンパ球はＢ細胞である。
　Ｂ細胞は骨髄内で成熟して、その細胞表面上に抗原結合抗体を発現する骨髄を放出する
。天然のＢ細胞がその膜結合性抗体に特異的な抗原と初めて遭遇すると、細胞は速やかに
分離し、その子孫はメモリーＢ細胞と「プラズマ細胞(形質細胞、plasma cell)」と呼ば
れるエフェクター細胞に分化する。メモリーＢ細胞は長い寿命を持ち、本来の親細胞と同
じ特異性を有する膜結合性抗体を発現し続ける。プラズマ細胞は、膜結合性抗体を発現す
る代わりに、分泌型抗体を産生する。分泌された抗体は、体液性免疫の主要なエフェクタ
ー分子である。
【０００４】
　ＣＤ２０抗原(ヒトＢリンパ球制限分化抗原、Ｂｐ３５とも呼ばれる)はプレＢ及び成熟
Ｂリンパ球上に位置するおよそ３５ｋＤの分子量の疎水性膜貫通型タンパク質である(Val
entine等, J. Biol. Chem. 264(19):11282-11287 (1989)；及びEinfeld等, EMBO J. 7(3)
:711-717(1988))。該抗原はまたＢ細胞非ホジキンリンパ腫(ＮＨＬ)の９０％以上に発現
されるが(Anderson等, Blood 63(6):1424-1433 (1984))、造血幹細胞、プロＢ細胞、正常
なプラズマ細胞又は他の正常な組織上には見出されない(Tedder等, J. Immunol. 135(2):
973-979 (1985))。ＣＤ２０は分化及び細胞周期の開始の活性化過程における初期段階を
調節し(上掲のTedder等)、おそらくはカルシウムイオンチャネルとして機能する(Tedder
等, J. Cell. Biochem. 14D:195 (1990))。
【０００５】
　Ｂ細胞リンパ腫ではＣＤ２０が発現されるため、この抗原はこのようなリンパ腫の「標
的とする(ターゲティング)」ための候補となりうる。基本的に標的とするとは以下のこと
を言う：Ｂ細胞のＣＤ２０表面上抗原特異的な抗体を患者に投与する。これらの抗ＣＤ２
０抗体は、正常及び悪性の何れのＢ細胞(表面上)のＣＤ２０抗原にも特異的に結合する；
ＣＤ２０表面上抗原に結合する抗体は、腫瘍性Ｂ細胞を破壊及び減少に至らしめることが
できる。さらに、腫瘍を破壊する可能性を有する化学薬品又は放射性標識は抗ＣＤ２０抗
体に結合させて、作用剤が腫瘍性Ｂ細胞特異的に「運ばれる」ようにすることができる。
方法にかかわりなく、主たる目的は、腫瘍を破壊することである；特定の方法は、使用す
る特定の抗ＣＤ２０抗体により測定することができ、ゆえに、ＣＤ２０抗原を標的とする
有用な方法はかなり異なる。
【０００６】
　リツキシマブ(rituximab)(リツキサン(RITUXAN)(登録商標))抗体は、一般的にＣＤ２０
抗原に対する遺伝子的操作を施したキメラマウス／ヒトモノクローナル抗体である。リツ
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キシマブは１９９８年４月７日に発行の米国特許第５７３６１３７号(Anderson等)におい
て「Ｃ２Ｂ８」と呼ばれている抗体である。リツキシマブは、再発性又は低抵抗性(refra
ctory low-grade)又は濾胞性(follicular)の、ＣＤ２０陽性、Ｂ細胞非ホジキンリンパ腫
患者の治療のためのものである。インビトロでは、リツキシマブは、補体依存性細胞障害
性(ＣＤＣ)及び抗体依存細胞性細胞障害性(ＡＤＣＣ)を調節して、アポトーシスを誘導す
ることが実証されている(Reff等, Blood 83(2):435-445 (1994)；Maloney等, Blood 88:6
37a (1996)；Manches等, Blood 101:949-954 (2003))。また、リツキシマブ及び化学療法
及び毒素間の相乗効果は、実験的に観察された。特に、リツキシマブは、ドキソルビシン
、CDDP、VP-16、ジフテリア毒素及びリシンの細胞障害性効果に対するヒトＢ細胞リンパ
腫細胞系の薬物抵抗性の感度を高める(Demidem等 Cancer Chemotherapy & Radiopharmace
uticals 12(3):177-186 (1997))。インビボ前臨床研究では、リツキシマブが、カニクイ
ザルの末梢血、リンパ節及び骨髄のＢ細胞を減少させることを示した (Reff等 Blood 83(
2):435-445 (1994))。
【０００７】
　また、リツキシマブは様々な非悪性腫瘍性自己免疫疾患において研究されており、そこ
でＢ細胞と自己抗体は疾患病理学上の役割があるようである。Edwards等, Biochem Soc. 
Trans. 30:824-828 (2002)。リツキシマブは、例えば、関節リウマチ(RA) (Leandro等, A
nn. Rheum. Dis. 61:883-888 (2002)；Edwards等, Arthritis Rheum., 46 (Suppl. 9): S
46 (2002)；Stahl等, Ann. Rheum. Dis., 62 (Suppl. 1): OP004 (2003)；Emery等, Arth
ritis Rheum. 48(9): S439 (2003))、ループス(Eisenberg, Arthritis. Res. Ther. 5:15
7-159 (2003)；Leandro等 Arthritis Rheum. 46: 2673-2677 (2002)；Gorman等, Lupus, 
13: 312-316 (2004))、免疫性血小板減少性紫斑病(D’Arena等, Leuk. Lymphoma 44:561-
562 (2003)；Stasi等, Blood, 98: 952-957 (2001)；Saleh等, Semin. Oncol., 27 (Supp
 12):99-103 (2000)；Zaia等, Haematolgica, 87: 189-195 (2002)；Ratanatharathorn等
, Ann. Int. Med., 133: 275-279 (2000))、 赤芽球ろう (Auner等, Br. J. Haematol., 
116: 725-728 (2002))；自己免疫性貧血(Zaja等, Haematologica 87:189-195 (2002) (Ha
ematologica 87:336 (2002)に誤植あり)、寒冷凝集素症 (Layios等, Leukemia, 15: 187-
8 (2001)；Berentsen等, Blood, 103: 2925-2928 (2004)；Berentsen等, Br. J. Haemato
l., 115: 79-83 (2001)；Bauduer, Br. J. Haematol., 112: 1083-1090 (2001)；Damiani
等, Br. J. Haematol., 114: 229-234 (2001))、重症インスリン耐性のタイプＢ症候群(C
oll等, N. Engl. J. Med., 350: 310-311 (2004)、混合クリオグロブリン血症(DeVita等,
 Arthritis Rheum. 46 Suppl. 9:S206/S469 (2002))、重症筋無力症(Zaja等, Neurology,
 55: 1062-63 (2000)；Wylam等, J. Pediatr., 143: 674-677 (2003))、ウェゲナー肉芽
腫症(Specks等, Arthritis & Rheumatism 44: 2836-2840 (2001))、難治性尋常性天疱瘡(
Dupuy等, Arch Dermatol., 140:91-96 (2004))、皮膚筋炎(Levine, Arthritis Rheum., 4
6 (Suppl. 9):S1299 (2002))、シェーグレン症候群(Somer等, Arthritis & Rheumatism, 
49: 394-398 (2003))、急性タイプII混合クリオグロブリン血症(Zaja等, Blood, 101: 38
27-3834 (2003))、尋常性天疱瘡(Dupay等, Arch. Dermatol., 140: 91-95 (2004))、自己
免疫性ニューロパチー(Pestronk等, J. Neurol. Neurosurg. Psychiatry 74:485-489 (20
03))、腫瘍随伴性眼球クローヌス-筋クローヌス症候群(Pranzatelli等 Neurology 60(Sup
pl. 1) PO5.128:A395 (2003))、及び再発性多発性硬化症(RRMS)の徴候及び症状を潜在的
に軽減することが報告されている。Cross等 (abstract) 「Preliminary Results from a 
Phase II Trial of Rituximab in MS」 Eighth Annual Meeting of the Americas Commit
tees for Research and Treatment in Multiple Sclerosis, 20-21 (2003)。
【０００８】
　第ＩＩ相研究(ＷＡ１６２９１)を関節リウマチ(ＲＡ)患者で行い、リツキシマブの安全
性及び有効性に関する４８週フォローアップデータを得ている。Emery等 Arthritis Rheu
m 48(9): S439 (2003)；Szczepanski等 Arthritis Rheum 48(9): S121 (2003)；Edwards
等, "Efficacy of B-cell-targeted therapy with rituximab in patients with rheumat
oid arthritis" N Engl. J. Med. 350:2572-82 (2004)。合計１６１人の患者は、４つの
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治療アームについて均等にランダム化した：メトトレキセート、リツキシマブ単独、リツ
キシマブとメトトレキセート、及びリツキシマブとシクロホスファミド(ＣＴＸ)。リツキ
シマブの治療投薬計画は、第１日目と第１５日目に１ｇを静脈内に投与された。ほとんど
のＲＡ患者はリツキシマブを注入すると、十分な耐性となり、初めの注入の間でさえ少な
くとも一の有害症状を経験するものは３６％に上る(これに対してプラシーボ投与患者は
３０％)。概して、大多数の有害症状は、重症度が軽度から中程度のものであると考えら
れ、すべての治療群全体で等しかった。４８週間の４アーム全体の中に合計１９の重度の
有害症状があった。それはリツキシマブ／ＣＴＸ群においてわずかに頻度が多かった。感
染の発病は、すべての群全体で等しかった。このＲＡ患者集団の深刻な感染の平均率は年
間１００患者につき４．６６であった。それは地域に密着した疫学研究で報告されたＲＡ
患者の入院を必要とする感染率より低い(年間１００患者につき９．５７)。Doran等, Art
hritis Rheum. 46:2287-2293 (2002)。
【０００９】
　少数の自己免疫神経障害(Pestronk等, 上掲)、眼球クローヌス-筋クローヌス症候群(Pr
anzatelli等, 上掲)及びＲＲＭＳ (Cross等, 上掲))を含む神経病患者におけるリツキシ
マブの報告された安全特性は、腫瘍学又はＲＡにおいて報告されたものと同じであった。
ＲＲＭＳ患者においてインターフェロンβ(ＩＦＮ-β)又は酢酸グラチラマー(glatiramer
 acetate)と組み合わせたリツキシマブの現行の研究者主導試験(investigator-sponsored
 trial, IST)(Cross等, 上掲)では、１０人の治療された患者のうちの１人はリツキシマ
ブの第一注入の後に中程度の熱と悪寒を経験し、一晩観察のために病院に入院したが、そ
の他の９人の患者は有害症状を報告することなく４の注入投薬計画を終えた。
【００１０】
　ＣＤ２０抗体及びＣＤ２０結合分子に関する特許及び特許公報には、米国特許第５７７
６４５６号、同第５７３６１３７号、同第５８４３４３９号、同第６３９９０６１号及び
同第６６８２７３４号、並びに米国公開特許第２００２／０１９７２５５号、米国公開特
許第２００３／００２１７８１号、米国公開特許第２００３／００８２１７２号、米国公
開特許第２００３／００９５９６３号、米国公開特許第２００３／０１４７８８５号(And
erson等)；米国特許第６４５５０４３号、米国公開特許第２００３／００２６８０４号及
び国際公開第２０００／０９１６０号(Grillo-Lopez, A.)；国際公開第２０００／２７４
２８号(Grillo-Lopez及びWhite)；国際公開第２０００／２７４３３号及び米国公開特許
第２００４／０２１３７８４号(Grillo-Lopez及びLeonard)；国際公開第２０００／４４
７８８号(Braslawsky等)；国際公開第２００１／１０４６２号(Rastetter, W.)；国際公
開第０１／１０４６１号(Rastetter及びWhite)；国際公開第２００１／１０４６０号(Whi
te及びGrillo-Lopez)；米国公開特許第２００１／００１８０４１号、米国公開特許第２
００３／０１８０２９２号、国際公開第２００１／３４１９４号(Hanna及びHariharan)；
米国公開特許第２００２／０００６４０４号及び国際公開第２００２／０４０２１号(Han
na及びHariharan)；米国公開特許第２００２／００１２６６５号及び国際公開第２００１
／７４３８８号(Hanna, N.)；米国公開特許第２００２／００５８０２９号(Hanna, N.)；
米国公開特許第２００３／０１０３９７１号(Hariharan及びHanna)；米国公開特許第２０
０５／０１２３５４０号(Hanna等)；米国公開特許第２００２／０００９４４４号及び国
際公開第２００１／８０８８４号(Grillo-Lopez, A.)；国際公開第２００１／９７８５８
号(White, C.)；米国公開特許第２００２／０１２８４８８号及び国際公開第２００２／
３４７９０号(Reff, M.)；国際公開第２００２／０６０９５５号(Braslawsky等)；国際公
開第２００２／０９６９４８号(Braslawsky等)；国際公開第２００２／０７９２５５号(R
eff及びDavies)；米国特許第６１７１５８６号及び国際公開第１９９８／５６４１８(Lam
等)；国際公開第１９９８／５８９６４(Raju, S.)；国際公開第１９９９／２２７６４号(
Raju, S.)；国際公開第１９９９／５１６４２号、米国特許第６１９４５５１号、米国特
許第６２４２１９５号、米国特許第６５２８６２４号及び米国特許第６５３８１２４号(I
dusogie等)；国際公開第２０００／４２０７２号(Presta, L.)；国際公開第２０００／６
７７９６号(Curd等)；国際公開第２００１／０３７３４号(Grillo-Lopez等)；米国公開特
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許第２００２／０００４５８７号及び国際公開第２００１／７７３４２号(Miller及びPre
sta)；米国公開特許第２００２／０１９７２５６号(Grewal, I.)；米国公開特許第２００
３／０１５７１０８号(Presta, L.)；国際公開第０４／０５６３１２号(Lowman等)；米国
公開特許第２００４／０２０２６５８号及び国際公開第２００４／０９１６５７号(Benyu
nes, K.)；国際公開第２００５／０００３５１号(Chan, A.)；米国公開特許第２００５／
００３２１３０号Ａ１(Beresini等)；米国公開特許第２００５／００５３６０２号Ａ１(B
runetta, P.)；米国特許第６５６５８２７号、同第６０９０３６５号、同第６２８７５３
７号、同第６０１５５４２号、同第５８４３３９８号、及び同第５５９５７２１号、(Kam
inski等)；米国特許第５５００３６２号、同第５６７７１８０号、同第５７２１１０８号
、同第６１２０７６７号、同第６６５２８５２号(Robinson等)；米国特許第６４１０３９
１号(Raubitschek等)；米国特許第６２２４８６６号及び国際公開第００／２０８６４号(
Barbera-Guillem, E.)；国際公開第２００１／１３９４５号(Barbera-Guillem, E.)；米
国公開特許第２００５／００７９１７４号Ａ１(Barbera-Guillem等)；国際公開第２００
０／６７７９５号(Goldenberg)；米国公開特許第２００３／０１３３９３０号及び国際公
開第２０００／７４７１８号(Goldenberg及びHansen)；米国公開特許第２００３／０２１
９４３３号及び国際公開第２００３／６８８２１号(Hansen等)；国際公開第２００４／０
５８２９８号(Goldenberg及びHansen)；国際公開第２０００／７６５４２号(Golay等)；
国際公開第２００１／７２３３３号(Wolin及びRosenblatt)；米国特許第６３６８５９６
号(Ghetie等)；米国特許第６３０６３９３号及び米国公開特許第２００２／００４１８４
７号(Goldenberg, D.)；米国公開特許第２００３／００２６８０１号(Weiner及びHartman
n)；国際公開第２００２／１０２３１２号(Engleman, E.)；米国公開特許第２００３／０
０６８６６４号(Albitar等)；国際公開第２００３／００２６０７号(Leung, S.)；国際公
開第２００３／０４９６９４号、米国公開特許第２００２／０００９４２７号、及び米国
公開特許第２００３／０１８５７９６号(Wolin等)；国際公開第２００３／０６１６９４
号(Sing及びSiegall)；米国公開特許第２００３／０２１９８１８号(Bohen等)；米国公開
特許第２００３／０２１９４３３号及び国際公開第２００３／０６８８２１号(Hansen等)
；米国公開特許第２００３／０２１９８１８号(Bohen等)；米国公開特許第２００２／０
１３６７１９号(Shenoy等)；国際公開第２００４／０３２８２８号(Wahl等)；及び国際公
開第２００２／５６９１０号(Hayden-Ledbetter)が含まれる。また、米国特許第５８４９
８９８号及び欧州特許第３３０１９１号(Seed等)；欧州特許第３３２８６５号Ａ２(Meyer
及びWeiss)；米国特許第４８６１５７９号(Meyer等)；米国公開特許第２００１／００５
６０６６号(Bugelski等)；国際公開第１９９５／０３７７０号(Bhat等)；米国公開特許第
２００３／０２１９４３３号Ａ１(Hansen等)；国際公開第２００４／０３５６０７号(Tee
ling等)；米国公開特許第２００４／００９３６２１号(Shitara等)；国際公開第２００４
／１０３４０４号(Watkins等)；国際公開第２００５／０００９０１号(Tedder等)；米国
公開特許第２００５／００２５７６４号(Watkins等)；国際公開第２００５／０１６９６
９号及び米国公開特許第２００５／００６９５４５号Ａ１(Carr等)；及び国際公開第２０
０５／０１４６１８号(Chang等)も参照のこと。
【００１１】
　リツキシマブを用いた治療法に関する文献には、Perotta及びAbuel, 「Response of ch
ronic relapsing ITP of 10 years duration to rituximab」 Abstract # 3360 Blood 10
(1)(part 1-2): p. 88B (1998)；Perotta等, 「Rituxan in the treatment of chronic i
diopathic thrombocytopaenic purpura (ITP)」, Blood, 94: 49 (abstract) (1999)；Ma
tthews, R., 「Medical Heretics」 New Scientist (7 April, 2001)；Leandro等, 「Lym
phocyte depletion in rheumatoid arthritis: early evidence for safety, efficacy a
nd dose response」　Arthritis and Rheumatism 44(9): S370 (2001)；Leandro等, 「An
 open study of B lymphocyte depletion in systemic lupus erythematosus」, Arthrit
is and Rheumatism, 46:2673-2677 (2002)、この中では２週間の期間に各患者はリツキシ
マブ５００ｍｇの２回投与、シクロフォスファミド７５０ｍｇの２回投与、及び高用量経
口副腎皮質ステロイドを受け、この治療患者のうち２人はそれぞれ７か月目と８か月目に
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再発し、異なるプロトコールで再治療されている；「Successful long-term treatment o
f systemic lupus erythematosus with rituximab maintenance therapy」 Weide等, Lup
us, 12: 779-782 (2003)、この中ではある患者はリツキシマブ(３７５ｍｇ／ｍ２×４回
、１週間間隔で繰り返す)で治療を受け、更に５～６か月ごとにリツキシマブを適用し、
次いで維持療法として３か月ごとに３７５ｍｇ／ｍ２のリツキシマブ投与をした、他方、
難治性ＳＬＥ患者はリツキシマブで成功裏に治療され、維持療法を３か月ごとに受けてい
る、両患者はリツキシマブ療法によく応答している；Edwards及びCambridge, 「Sustaine
d improvement in rheumatoid arthritis following a protocol designed to deplete B
 lymphocytes」 Rheumatology 40:205-211 (2001)；Cambridge等, 「B lymphocyte deple
tion in patients with rheumatoid arthritis: serial studies of immunological para
meters」 Arthritis Rheum., 46 (Suppl. 9): S1350 (2002)；Edwards等, 「Efficacy an
d safety of rituximab, a B-cell targeted chimeric monoclonal antibody: A randomi
zed, placebo controlled trial in patients with rheumatoid arthritis. Arthritis a
nd Rheumatism 46(9): S197 (2002)；Pavelka等, Ann. Rheum. Dis. 63: (S1):289-90 (2
004)；Emery等, Arthritis Rheum. 50 (S9):S659 (2004)；Levine及びPestronk, 「IgM a
ntibody-related polyneuropathies: B-cell depletion chemotherapy using rituximab
」 Neurology 52: 1701-1704 (1999)；DeVita等, 「Efficacy of selective B cell bloc
kade in the treatment of rheumatoid arthritis」 Arthritis & Rheum 46:2029-2033 (
2002)；Hidashida等 「Treatment of DMARD-refractory rheumatoid arthritis with rit
uximab.」　the Annual Scientific Meeting of the American College of Rheumatology
; Oct 24-29; New Orleans, LA 2002に公開；Tuscano, J. 「Successful treatment of i
nfliximab-refractory rheumatoid arthritis with rituximab」 the Annual Scientific
 Meeting of the American College of Rheumatology; Oct 24-29; New Orleans, LA 200
2に公開；「Pathogenic roles of B cells in human autoimmunity; insights from the 
clinic」 Martin and Chan, Immunity 20:517-527 (2004)；Silverman及びWeisman, 「Ri
tuximab Therapy and Autoimmune Disorders, Prospects for Anti-B Cell Therapy」, A
rthritis and Rheumatism, 48: 1484-1492 (2003)；Kazkaz及びIsenberg, 「Anti B cell
 therapy (rituximab) in the treatment of autoimmune diseases」, Current opinion 
in pharmacology, 4: 398-402 (2004)；Virgolini and Vanda, 「Rituximab in autoimmu
ne diseases」, Biomedicine & pharmacotherapy, 58: 299-309(2004)； Klemmer等, 「T
reatment of antibody mediated autoimmune disorders with a AntiCD20 monoclonal an
tibody Rituximab」, Arthritis And Rheumatism , 48: (9) 9,S (SEP), page: S624-S62
4 (2003)；Kneitz等, 「Effective B cell depletion with rituximab in the treatment
 of autoimmune diseases」, Immunobiology, 206: 519-527 (2002)；Arzoo等, 「Treatm
ent of refractory antibody mediated autoimmune disorders with an anti-CD20 monoc
lonal antibody (rituximab)」Annals of the Rheumatic Diseases,　61 (10), p922-4 (
2002) Comment in Ann Rheum Dis. 61: 863-866 (2002)；「Future Strategies in Immun
otherapy」 Lake及びDionne, Burger's Medicinal Chemistry and Drug Discovery (2003
 by John Wiley & Sons, Inc.)Article Online Posting Date: January 15, 2003 (Chapt
er 2 「 Antibody-Directed Immunotherapy」)；Liang and Tedder, Wiley Encyclopedia
 of Molecular Medicine, Section: CD20 as an Immunotherapy Target, 文献オンライン
登記日: ２００２年１月１５日 表題「CD20」；「Monoclonal Antibodies to Human Cell
 Surface Antigens」と題するAppendix 4A　Stockinger等, 編集: Coligan等, in Curren
t Protocols in Immunology (2003 John Wiley & Sons, Inc) オンライン登記日: ２００
３年３月；印刷物出版日: ２００３年２月；Penichet及びMorrison, 「CD Antibodies/mo
lecules: Definition; Antibody Engineering」 Wiley Encyclopedia of Molecular Medi
cine Section: Chimeric, Humanized and Human Antibodies; オンライン登記 ２００２
年１月１５日；Specks等 「Response of Wegener’s granulomatosis to anti-CD20 chim
eric monoclonal antibody therapy」 Arthritis & Rheumatism 44:2836-2840 (2001)；o
nline abstract submission and invitation Koegh等, 「Rituximab for Remission Indu
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ction in Severe ANCA-Associated Vasculitis: Report of a Prospective Open-Label P
ilot Trial in 10 Patients」, American College of Rheumatology, Session Number: 2
8-100, Session Title: Vasculitis, Session Type: ACR Concurrent Session, Primary 
Category: 28 Vasculitis, Session 10/18/2004 (<http: //www.abstractsonline.com/vi
ewer/SearchResults.asp>)；Eriksson, 「Short-term outcome and safety in 5 patient
s with ANCA-positive vasculitis treated with rituximab」, Kidney and Blood Press
ure Research, 26: 294 (2003)；Jayne等, 「B-cell depletion with rituximab for ref
ractory vasculitis」 Kidney and Blood Pressure Research, 26: 294 (2003)；Jayne, 
poster 88 (11th International Vasculitis and ANCA workshop), 2003 American Socie
ty of Nephrology；Stone及びSpecks, 「Rituximab Therapy for the Induction of Remi
ssion and Tolerance in ANCA-associated Vasculitis」, the 2002-2003 Immune Tolera
nce Networkのthe Clinical Trial Research Summary, <http: //www.immunetolerance.o
rg/research/autoimmune/trials/stone.html>が含まれる。また、Leandro等, 「B cell r
epopulation occurs mainly from naive B cells in patient with rheumatoid arthriti
s and systemic lupus erythematosus」 Arthritis Rheum., 48 (Suppl　9): S1160 (200
3)も参照。
【００１２】
　米国公開特許第２００３／００６８６６４号(Albitar等)は、リツキシマブに対するヒ
ト抗キメラ抗体(ＨＡＣＡ)を決定するためのＥＬＩＳＡアッセイを記載する。
　米国公開特許２００５／００３２１３０号Ａ１ (Beresini及びSong)は、ＣＤ２０抗体
などの治療用抗体に対する中和抗体を検出する方法を開示する。
　Mire-Sluis等 J. Immunol. Methods 289: 1-16 (2004)は、バイオテクノロジー産物に
対する宿主抗体の検出に用いられるイムノアッセイの検出及び最適化に関する忠告を提供
する。
　Hong等は、細胞表面タンパク質ＣＤ２０に対するヒト化抗体についての単一の定量的な
生細胞及び抗イデオタイプ抗体ベースのＥＬＩＳＡを記載する(Hong等 J Immunol Method
s. 294:189-197 (2004))。
　Wei等, J Immunol Methods. 293:115-26 (2004)は、臨床研究における組換えヒトエリ
スロポエチンに対する中和抗体の検出のための細胞ベースのバイオアッセイを記載する。
【００１３】
　Leon等は、ハト飼育者中の抗トリ抗体の検出におけるリウマチ因子活性による干渉を記
載する(Leon等 Clin Exp Med. 2(2): 59-67 (2002)；誤字あり：Leon等 Clin Exp Med. 2
(3): 157 (2002))。Stahl等 Vox Sang. 74(4): 253-255 (1998)は、高力価ＩｇＭ寒冷凝
集素を有する患者におけるＩｇＧアロ抗体の検出のための血清親和性クロマトグラフィに
関する。Koper等 Clin Chem Lab Med. 36(1): 23-28 (1998)は、親和性クロマトグラフィ
を用いたＣＡ１２５測定におけるＩｇＧ及びＩｇＭヒト抗マウス抗体(ＨＡＭＡ)干渉を定
量化した。Crowley及びWaltersは、高性能親和性クロマトグラフィによる血清中の免疫グ
ロブリンの測定に関する(Crowley and Walters J Chromatogr. 266:157-162 (1983))。
　また、Maeda等, Intl. J. Hematology 74(1): 70-75 (2001)；Gordon等, Blood 98(11 
Part 2): 228b (2001)；Kaminski等, Blood 96(11 Part 1): 734a (2000)；Shan等, Canc
er Immunology Immunotherapy 48(12): 673-683 (2000)；Idusogie等, Journal of Immun
ology 166(4): 2571-2575 (2001)；Reff等, Blood 83(2): 435-445 (1994)；及びZaya等,
 Blood 98(11 Part 2): 41b (2001)を参照。
【００１４】
(発明の概要)
　本発明は、ＲＡ又はＳＬＥなどの自己免疫性疾患を有する被検体からの血清が細胞ベー
スのバイオアッセイ、例えば中和抗体アッセイの実施を妨げる物質(一又は複数)を含有す
るという発見に、少なくともある程度関する。免疫グロブリン親和性精製が干渉を取り除
く好適な方法として同定されるまで、より信頼性のある結果をバイオアッセイにおいて達
成されるように、干渉の問題を解決するために様々な方法が試みられていた。
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　したがって、第一態様では、本発明は、自己免疫性疾患被検体の生体試料を処理するた
めの方法であって、
(a) 試料を脱脂する、
(b) 試料中の免疫グロブリンを親和性精製する、
(c) 精製された免疫グロブリンを濃縮する、そして、
(d) 濃縮された免疫グロブリンを細胞ベースの生物活性アッセイに供する
ことを含んでなる方法を提供する。
【００１５】
　本発明は、さらに、自己免疫性疾患を有する被検体を処置するための方法であって、
(a) 自己免疫性疾患を治療するために被検体に治療的抗体又はイムノアドヘシンが投与さ
れる、
(b) 被検体から生体試料を得る、
(c) 生体試料中の免疫グロブリンを親和性精製する、そして、
(d) 精製された免疫グロブリンを中和抗体アッセイに供する
ことを含んでなる方法を提供する。
　上記の方法における使用のために、本発明は、さらに、
(a) 脱脂試薬、
(b) 免疫グロブリンの親和性精製のためのバッファ、そして、
(c) 前記の方法のいずれか又は両方を実施するための診断用キットの使用を使用者に指示
する取扱説明書
を具備する診断用キットを提供する。
【００１６】
(好ましい実施態様の詳細な説明)
Ｉ．定義
　特に示さない限り、本明細書中の「生体試料」はヒト被検体から得られる試料を意味す
る。被検体は自己免疫性疾患被検体であることが好ましい。試料は、ヒト抗マウスの抗体
(ＨＡＭＡ)、ヒト抗キメラ抗体(ＨＡＣＡ)又はヒト抗ヒト抗体(ＨＡＨＡ)などの、患者を
治療していた抗体又は薬剤と結合する被検体の免疫グロブリンを含んでもよい。生体試料
は、例えば血清、血漿、細胞溶解物、乳汁、唾液、硝子体液(vitrous fluid)、関節液、
腹腔体液、涙液、組織ホモジェネートを含んでもよいが、好ましくは血清を含む。試料が
、薬剤にて治療されている被検体から入手するか(この場合、試料はさらに治療用抗体又
はイムノアドヘシンなどの薬剤を含んでもよい)、又は無治療又は薬剤未処理の被検体か
ら入手してもよい。
【００１７】
　本明細書中の「自己免疫性疾患」は、個体の自己組織ないしは臓器又は同時分離に対す
る及びそれらから生じる疾患又は症状、又はその徴候又は結果として生じるその症状であ
る。一実施態様では、正常な体組織及び抗原と反応する抗体のＢ細胞による産生の結果か
ら生じる、又はその産生により悪化する症状を指す。他の実施態様では、自己免疫性疾患
は、自己抗原(例えば核抗原)のエピトープに特異的な自己抗体の分泌を伴うものである。
自己免疫疾患又は症状の例として、限定するものではないが、関節炎(関節リウマチ(例え
ば急性の関節炎、慢性の関節リウマチ、痛風又は痛風性関節炎、急性の痛風性関節炎、急
性免疫学的関節炎、慢性炎症性関節炎、変形性関節症、タイプIIコラーゲン誘導性関節炎
、感染性関節炎、ライム関節炎、増殖性関節炎、乾癬の関節炎、スティルス病、椎骨関節
炎及び若年性発症関節リウマチ、骨関節炎、関節炎慢性化、関節炎変形、関節炎慢性原発
、反応性関節炎、及び強直性脊椎炎)、炎症性過剰増殖性皮膚病、乾癬、例えばプラーク
乾癬、滴状乾癬、膿疱性乾癬及び爪乾癬)、アトピー性疾患を含むアトピー、例えば花粉
症及びジョブ症候群、皮膚炎、例として接触皮膚炎、慢性接触皮膚炎、剥離性皮膚炎、ア
レルギー性皮膚炎、アレルギー性接触皮膚炎、ヘルペス状の皮膚炎、貨幣状皮膚炎、脂漏
性皮膚炎、非特異的皮膚炎、一次刺激物接触皮膚炎及び過敏性皮膚炎、Ｘ連鎖性過剰Ｉｇ
Ｍ症候群、アレルギー性眼内炎症性疾患、蕁麻疹、例えば慢性アレルギー性蕁麻疹及び慢



(11) JP 2008-545958 A 2008.12.18

10

20

30

40

50

性特発性蕁麻疹、例として慢性自己免疫蕁麻疹、多発性筋炎／皮膚筋炎、若年性皮膚筋炎
、中毒性上皮性表皮壊死症、強皮症(全身強皮症を含む)、硬化症、例えば全身性硬化症、
多発性硬化症(ＭＳ)、例えば脊椎-眼(spino-optical) ＭＳ)、一次進行性ＭＳ(ＰＰＭＳ)
及び再発性寛解ＭＳ(ＲＲＭＳ)、進行性全身性硬化症、アテローム性動脈硬化、動脈硬化
症、硬化症汎発、失調性硬化症、視神経脊髄炎(ＮＭＯ)、炎症性腸疾患(ＩＢＤ)(例えば
クローン病、自己免疫性胃腸疾患、大腸炎、例えば潰瘍性大腸炎、大腸性潰瘍、微細な大
腸炎、膠原性大腸炎、大腸ポリープ、壊死性全腸炎及び経壁の大腸炎、及び自己免疫炎症
性腸疾患)、腸炎症、膿皮症壊疽、結節性紅斑、原発性硬化性胆管炎、呼吸窮迫症候群、
例として成人性又は急性の呼吸窮迫症候群(ＡＲＤＳ)、髄膜炎、葡萄膜の全部又は一部の
炎症、虹彩炎、脈絡膜炎、自己免疫血液疾患、リウマチ様脊椎炎、リウマチ様関節滑膜炎
、遺伝性血管性浮腫、髄膜炎などの脳神経損傷、妊娠性疱疹、妊娠性天疱瘡、陰膿炎そう
痒症、自己免疫性成熟前卵巣の機能不全、自己免疫症状による突発性聴力障害、ＩｇＥ媒
介性疾患、例えばアナフィラキシー及びアレルギー性鼻炎及びアトピー性鼻炎、脳炎、例
えばラスマッセンの脳炎及び辺縁及び／又は脳幹脳炎、ブドウ膜炎、例として、前部ブド
ウ膜炎、急性前ブドウ膜炎、肉芽腫ブドウ膜炎、非顆粒性ブドウ膜炎、水晶体抗原性ブド
ウ膜炎、後部ブドウ膜炎又は自己免疫ブドウ膜炎、ネフローゼ症候群を有する又は有さな
い糸球体腎炎(ＧＮ)、例として、慢性又は急性の糸球体腎炎、例として原発性ＧＮ、免疫
性ＧＮ、膜性ＧＮ(膜性ネフロパシ)、特発性膜性ＧＮ又は特発性膜性ネフロパシ、膜又は
膜性増殖性ＧＮ(ＭＰＧＮ)(タイプＩ及びタイプＩＩを含む)、急速進行性ＧＮ、増殖性腎
炎、自己免疫多腺性内分泌の機能不全、亀頭炎例えば限局性プラズマ細胞性亀頭炎、亀頭
包皮炎、遠心性環状紅斑、紅斑性花弁状色素斑、多様な紅斑、環状肉芽腫、光沢苔癬(lic
hen nitidus)、硬化性萎縮性苔癬、限局性神経皮膚炎、棘状苔癬、扁平苔癬、薄板状魚り
ん癬、表皮剥離性角質増殖症、妊娠前角化症、膿皮症壊疽、アレルギー性症状及び応答、
アレルギー性反応、湿疹、例としてアレルギー性又はアトピー性湿疹、皮脂欠乏性湿疹、
汗疱状湿疹及び小胞の掌蹠湿疹、喘息、例えば喘息気管支炎、気管支喘息及び自己免疫喘
息、Ｔ細胞の浸潤を伴う症状及び慢性炎症反応、妊娠中の胎児のＡＢＯ式血液型など外来
性抗原に対する免疫反応、慢性肺炎症性疾患、自己免疫心筋炎、白血球粘着力欠損、ルー
プス、例としてループス腎炎、ループス脳炎、小児ループス、非腎性ループス、腎外ルー
プス、円板状ループス及び円板状エリテマトーデス、脱毛症ループス、全身性エリテマト
ーデス(ＳＬＥ)、例えば皮膚ＳＬＥ又は亜急性の皮膚ＳＬＥ、新生児期ループス症候群(
ＮＬＥ)及び紅班性狼瘡汎発、若年性開始型(Ｉ型)真正糖尿病、例として小児インシュリ
ン依存性真正糖尿病(ＩＤＤＭ)、成人発症型真正糖尿病(ＩＩ型糖尿病)、自己免疫性糖尿
病、特発性の尿崩症、糖尿病性網膜症、糖尿病性ネフロパシ、糖尿病性大動脈疾患、サイ
トカイン及びＴリンパ球によって媒介される急性及び遅発性過敏症と関係する免疫応答、
結核、サルコイドーシス、肉芽腫症、例としてリンパ腫肉芽腫症、ヴェゲナー肉芽腫症、
無顆粒球症、脈管炎、例として血管炎、大血管性血管炎(例えば大脈管脈管炎(リウマチ性
多発性筋痛及び巨細胞(高安)動脈炎を含む)、中脈管脈管炎(川崎病及び結節性多発動脈炎
／結節性動脈周囲炎を含む)、微小多発動脈炎、免疫性血管炎、ＣＮＳ脈管炎、皮膚血管
炎、過敏性血管炎、壊死性血管炎、例えば全身性壊死性血管炎、及びＡＮＣＡ関連の脈管
炎、例としてチャーグ-ストラウス脈管炎又は症候群(ＣＳＳ)及びＡＮＣＡ関連の小血管
性血管炎、側頭動脈炎、無形成性貧血、自己免疫無形成性貧血、クームズ陽性貧血症、ダ
イアモンドブラックファン貧血症、溶血性貧血又は免疫溶血性貧血、例として自己免疫溶
血性貧血(ＡＩＨＡ)、悪性貧血(貧血症悪性熱)、アジソン病、純粋な赤血球貧血症又は形
成不全(ＰＲＣＡ)、第VIII因子欠損症、血友病Ａ、自己免疫好中球減少症、汎血球減少症
、白血球減少症、白血球血管外遊出を伴う疾患、ＣＮＳ炎症性疾患、アルツハイマー病、
パーキンソン病、多臓器損傷症候群、例えば敗血症、外傷又は出血の二次症状、抗原-抗
体複合体関連疾患、抗糸球体基底膜疾患、抗リン脂質抗体症候群、アレルギー性神経炎、
ベーチェット病／症候群、カールスマン症候群、グッドパスチャー症候群、レイノー症候
群、シェーグレン症候群、スティーブンスジョンソン症候群、類天疱瘡、例えば水疱性類
天ぽうそう及び類天疱瘡皮膚、天疱瘡(尋常性天疱瘡、落葉状天疱瘡、ペンフィグス粘液



(12) JP 2008-545958 A 2008.12.18

10

20

30

40

50

膜類天疱瘡及び天疱瘡エリテマトーデスを含む)、自己免疫多腺性内分泌障害、ライター
病又は症候群、熱障害、子癇前症、免疫複合体疾患、例として免疫複合体腎炎、抗体媒介
性腎炎、多発性神経炎、慢性神経障害、例えばＩｇＭ多発性神経炎又はＩｇＭ媒介性神経
障害、血小板減少(例えば心筋梗塞患者によるもの)、例えば血栓性血小板減少性紫斑病(
ＴＴＰ)、輸血後紫斑病(ＰＴＰ)、ヘパリン誘発性血小板減少及び自己免疫性又は免疫媒
介性血小板減少、例えば慢性及び急性のＩＴＰを含む特発性血小板減少性紫斑病(ＩＴＰ)
、強膜炎、例えば特発性角強膜炎、上強膜炎、自己免疫性精巣炎及び卵巣炎を含む精巣及
び卵巣の自己免疫性疾患、一次甲状腺機能低下症、副甲状腺機能低下症、自己免疫内分泌
性疾患、例えば甲状腺炎、例えば自己免疫性甲状腺炎、橋本病、慢性甲状腺炎(橋本甲状
腺炎)又は亜急性の甲状腺炎、自己免疫甲状腺性疾患、特発性甲状腺機能低下症、グレー
ブ病、自己免疫多腺性症候群、例として多腺性症候群(又は、多腺性内分泌障害症候群)、
腫瘍随伴症候群、例として神経系新生物関連症候群、例えばランバート-イートン筋無力
症症候群又はイートン―ランバート症候群、スティッフマン又はスティッフマン症候群、
脳脊髄炎、例として、アレルギー性脳脊髄炎又は脳脊髄炎性アレルギー及び実験的アレル
ギー性脳脊髄炎(ＥＡＥ)、重症筋無力症、例えば胸腺腫関連の重症筋無力症、小脳性退化
、神経ミオトニ、眼球クローヌス又は眼球クローヌス筋硬直症候群(ＯＭＳ)及び感覚系神
経障害、多病巣性運動神経障害、シーハン症候群、自己免疫肝炎、慢性肝炎、類狼瘡肝炎
、巨細胞肝炎、慢性活動性肝炎又は自己免疫慢性活動性肝炎、リンパ系間隙間質性肺炎(
ＬＩＰ)、閉塞性細気管支炎(非移植)対ＮＳＩＰ、ギラン‐バレー症候群、ベルガー病(Ｉ
ｇＡネフロパシ)、特発性ＩｇＡネフロパシ、線状ＩｇＡ皮膚病、急性熱性好中球性皮膚
症、角層下膿疱症、一時的棘融解皮膚病、肝硬変、例えば原発性胆管萎縮症及び肺線維症
、自己免疫腸疾患症候群、セリアック病又はコエリアック病、脂肪便症(グルテン腸疾患)
、抵抗性スプルー、特発性スプルー、クリオグロブリン血症、アミロトロフィック側索硬
化症(ＡＬＳ；筋萎縮性側索硬化症(Lou Gehrig's disease))、冠状動脈疾患、自己免疫性
耳疾患、例として、自己免疫内耳疾患(ＡＩＥＤ)、自己免疫聴力障害、多発性軟骨炎、例
として、抵抗性又は再発性又は再発する多発性軟骨炎、肺胞状蛋白症、コーガン症候群／
非梅毒性間質性角膜炎、ベル麻痺、スウィート病／症候群、自己免疫酒さ、帯状ヘルペス
関連の疼痛、アミロイドーシス、非癌性リンパ球増多症、一次リンパ球増多症、これには
モノクローナルＢ細胞リンパ球増多症(例えば良性モノクローナル免疫グロブリン症及び
未同定の有意なモノクローナル免疫グロブリン血症(monoclonal gammopathy of undeterm
ined significance)、ＭＧＵＳ)が含まれる、末梢性神経障害、腫瘍随伴症候群、チャネ
ル病、例として、癲癇、片頭痛、不整脈、筋疾患、難聴、盲目、周期性麻痺及びＣＮＳの
チャネル病、自閉症、炎症性ミオパシ、局所性又は分節性又は局所性分節性糸球体硬化症
(ＦＳＧＳ)、内分泌性眼障害、ブドウ膜網膜炎、脈絡網膜炎、自己免疫性肝臓病、線維症
、多内分泌性不全、シュミット症候群、副腎炎、胃萎縮、初老期痴呆、脱髄性疾患、例と
して、自己免疫脱髄性病及び慢性炎症性脱髄性多発性神経炎、ドレスラー症候群、円形脱
毛症、完全脱毛症、ＣＲＥＳＴ症候群(石灰沈着、レイノー現象、食道運動障害、強指症
及び毛細管拡張症)、雌雄自己免疫性不妊性、例えば抗精子抗体によるもの、混合性結合
組織病、シャーガス病、リウマチ熱、再発性中絶、農夫肺、多形性紅斑、心切開術後症候
群、クッシング症候群、愛鳥家肺、アレルギー性肉芽腫性脈管炎、良性リンパ球血管炎、
アルポート症候群、肺胞炎、例えばアレルギー性肺胞炎及び繊維化肺胞炎、間隙肺疾患、
輸血反応、ハンセン病、マラリア、寄生虫病、例えばリーシュマニア症、キパノソミアシ
ス(kypanosomiasis)、住血吸虫症、蛔虫症、アスペルギルス症、サンプター症候群、カプ
ラン症候群、デング熱、心内膜炎、心内膜心筋線維形成、広汎性間隙肺線維形成、割込み
肺線維形成、肺線維形成、特発性の肺線維形成、嚢胞性線維症、眼内炎、持久性隆起性紅
斑、胎児赤芽球症、好酸性筋膜炎(eosinophilic faciitis)、シャルマン症候群、フェル
ティー症候群、フィラリア(flariasis)、毛様体炎、例えば慢性毛様体炎、ヘテロ慢性毛
様体炎、虹彩毛様体炎(急性又は慢性)又はＦｕｃｈの毛様体炎)、ヘーノホ-シェーンライ
ン紫斑病、ヒト免疫不全ウイルス(ＨＩＶ)感染、ＳＣＩＤ、後天性免疫不全症候群(ＡＩ
ＤＳ)、エコーウィルス感染、敗血症、内毒血症、膵炎、甲状腺炎(thyroxicosis)、パル
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ボウィルス感染、風疹ウィルス感染、種痘後症候群、先天性風疹感染、エプスタインバー
ウイルス感染、耳下腺炎、エヴァンの症候群、自己免疫性腺機能不全、シドナム舞踏病、
連鎖球菌感染後腎炎、閉塞性血栓性血管炎(thromboangitis ubiterans)、甲状腺中毒症、
脊髄癆、脈絡膜炎、巨細胞多発性筋痛、慢性過敏性肺炎、乾性角結膜炎、流行性角結膜炎
、特発性腎臓症候群、微小変化ネフロパシ、良性家族性及び乏血-再灌流障害、移植器官
再灌流、網膜自己免疫、関節炎症、気管支炎、慢性閉塞性気道／肺疾患、珪肺症、アフタ
、アフタ性口内炎、動脈硬化症疾患、アスペルミオジェネース(aspermiogenese)、自己免
疫性溶血、ベック病、クリオグロブリン血症、デュピュイトラン拘縮、水晶体過敏性眼内
炎、腸炎アレルギー、結節性紅斑、leprosum、特発性顔麻痺、慢性疲労症候群、リウマチ
性熱、ハンマンリッチ病、感覚器性(sensoneural)聴力障害、血色素尿症発作(haemoglobi
nuria paroxysmatica)、性機能低下、回腸炎領域、白血球減少症、単核細胞増加症感染、
横移動脊髄炎、一次特発性の粘液水腫、ネフローゼ、眼炎symphatica、精巣炎肉芽腫症、
膵炎、多発性神経根炎急性、膿
皮症壊疽、Ｑｕｅｒｖａｉｎ甲状腺炎、後天性脾臓萎縮、非悪性胸腺腫、白斑、毒性ショ
ック症候群、食中毒、Ｔ細胞の浸潤を伴う症状、白血球-粘着力欠損、サイトカイン及び
Ｔリンパ球に媒介される急性及び遅発性過敏症関連免疫応答、白血球血管外遊出を伴う疾
患、多器官損傷症候群、抗原-抗体複合体媒介性疾患、抗糸球体基底膜疾患、アレルギー
性神経炎、自己免疫多腺性内分泌障害、卵巣炎、原発性粘液水腫、自己免疫萎縮性胃炎、
交感性眼炎、リウマチ性疾患、混合性結合組織病、ネフローゼ症候群、膵島炎、多内分泌
性不全、自己免疫多腺性症候群Ｉ型、成人発症型特発性副甲状腺機能低下症(ＡＯＩＨ)、
心筋症、例えば拡張型心筋症、後天性表皮水疱症(ＥＢＡ)、ヘモクロマトーシス、心筋炎
、ネフローゼ症候群、原発性硬化性胆管炎、化膿性又は非化膿性副鼻腔炎、急性又は慢性
副鼻腔炎、篩骨、正面、上顎骨又は蝶形骨副鼻腔炎、好酸球性関連疾患、例えば好酸球増
加症、肺浸潤好酸球増加症、好酸球増加症-筋肉痛症候群、レフラー症候群、慢性好酸性
肺炎、熱帯肺好酸球増加症、気管支肺炎アスペルギルス症、アスペルギローム又は好酸球
性を含有する肉芽腫、アナフィラキシー、血清陰性脊椎関節炎疹、多内分泌性自己免疫性
疾患、硬化性胆管炎、強膜、上強膜、慢性皮膚粘膜カンジダ症、ブラットン症候群、乳児
期の一過性低ガンマグロブリン血症、ウィスコット‐アルドリッチ症候群、毛細血管拡張
性運動失調症候群、血管拡張症、膠原病と関係する自己免疫疾患、リウマチ、神経病学的
疾患、リンパ節炎、血圧応答の減退、血管機能不全、組織損傷、心血管乏血、痛覚過敏、
腎虚血、脳虚血、及び脈管化を伴う疾患、アレルギー性過敏症疾患、糸球体腎炎、再灌流
障害、虚血性再灌流疾患、心筋又は他の組織の再灌流損傷、リンパ腫の気管気管支炎、炎
症性皮膚病、急性炎症性成分を有する皮膚病、多臓器不全、水疱性疾患、腎皮質壊死、急
性化膿性髄膜炎又は他の中枢神経系炎症性疾患、眼性及び眼窩の炎症性疾患、顆粒球輸血
関連症候群、サイトカイン誘発性毒性、ナルコレプシ、急性重症炎症、慢性難治性炎症、
腎盂炎、動脈内過形成、消化性潰瘍、弁膜炎、及び子宮内膜症などがある。
【００１８】
　本明細書中の「被検体」はヒト被検体である。
　本明細書中の「自己免疫性疾患被検体」は、自己免疫性疾患を有する、又は自己免疫性
疾患を発達させるリスクにある被検体である。
　本明細書中の「脱脂する」とは、血清などの生体試料から脂質を取り除くことを意味す
る。脱脂は、試料中に存在し、精製カラムを閉塞する又は詰まらせうる脂質を取り除くた
めに望ましい。脱脂は、吸収剤(例として、LIPOSORB(登録商標)、ソルビタンエステル／
ポリオキシエチレンソルビタンエステル)、有機物抽出物、濾過、遠心などの使用を含む
様々な方法により達成されうる。
　「親和性精製する」とは、精製される化合物又は組成物(例えばＦｃ領域含有ポリペプ
チド)に選択的又は好適に結合する吸着剤、好ましくは固定されたものの使用を意図する
。例えば、プロテインＡ＋Ｇ精製、ＩｇＧ親和性精製(例えばPierce製のMELON GELTMを使
用する)、抗免疫グロブリン抗体(単独で、又は一又は複数のアイソタイプに対する特異性
を組み合わせて用いる、例えば各々のアイソタイプの特異的親和性精製のためにカップリ
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ングされた、抗ヒトＩｇＧ、ＩｇＡ、ＩｇＭ及びＩｇＥの組合せ)、免疫グロブリン結合
特性を有する任意の他の吸着剤(例えばPIERCE T-GELTM)が含まれる。本明細書中の好適な
親和性精製法は、生体試料からのＩｇＧ、ＩｇＡ、ＩｇＭ及びＩｇＥ抗体アイソタイプを
精製するために、プロテインＡ＋Ｇ親和性精製(下記の定義を参照)の使用を伴う。好まし
くは、本明細書中の親和性精製は、基本的にすべてのアイソタイプのＦｃ領域含有ポリペ
プチドを精製する。
【００１９】
　本明細書中の「Ｆｃ領域含有ポリペプチド」は、Ｆｃ領域を含んでなるポリペプチドで
ある。このようなポリペプチドの例には、被検体からの治療用抗体、イムノアドヘシン及
び免疫グロブリン(被検体の抗薬剤免疫グロブリンを含む)が含まれる。
　本明細書中の「吸収剤」は、任意の共有的な結合をすることなくその表面に他の物質を
接着させることができる物質又は組成物である。好ましくは、吸収剤は固定される。
　「固定された」吸着剤は固相に固定されるものである。
　「固相」とは、吸着剤が接着されうる非水溶基質を意味する。本明細書中で対象とする
固相は、通常、ガラス、二酸化ケイ素、アガロース又はポリスチレン表面を含むものであ
る。固相は、例えば、精製カラム又は離散粒子の分散相を含んでもよい。
　本明細書中の「プロテインＡ＋Ｇ親和性精製」は、試料から免疫グロブリン又はＦｃ領
域含有ポリペプチドを除去するために、好ましくは固相に固定されるプロテインＡ及びプ
ロテインＧ、その変異体、断片及び／又は融合体を含むものの使用を意味する。このよう
な精製には、本質的に同時のプロテインＡ及びプロテインＧ精製、並びにいずれかの順番
で連続した精製(すなわち、プロテインＡの後にプロテインＧ、及びその逆)が含まれる。
【００２０】
　本明細書中の「濃縮する」とは、対象とする化合物又は組成物の濃度を増やすことを意
味する。例えば、試料中の免疫グロブリンの濃度は、濃縮器(Pierce ICON(登録商標)タン
パク質濃縮器又はCENTRICON-30TMなど)、遠心、濾過などを用いて増やすことができる。
　「生物活性」なる表現は、本明細書中の治療用抗体又はイムノアドヘシンなどの薬剤の
測定可能な機能を指す。様々な活性が考慮され、補体依存性細胞障害作用(ＣＤＣ)、抗体
依存性細胞媒介性細胞毒性(ＡＤＣＣ)、アポトーシス、イオンチャネル調節、細胞(例え
ば治療用抗体又はイムノアドヘシンが結合しうる抗原を発現している細胞)の増殖の阻害
などを含まれるが、これに限定されるものではない。
　「生物活性アッセイ」は、治療用抗体又はイムノアドヘシンなどの薬剤又は組成物の生
物活性を評価するアッセイを指す。
　本明細書中の「細胞ベースの」アッセイは、治療用抗体又はイムノアドヘシンなどの薬
剤又は組成物の生物活性を評価するために、細胞株を含む細胞を利用するバイオアッセイ
である。好ましくは、アッセイに用いられる細胞又は細胞株は、治療用抗体又はイムノア
ドヘシンが結合する抗原を発現する。
【００２１】
　アンタゴニスト又は抗体の生物活性を「阻止(ブロック)」する生物試料(前処理された
試料又は精製された免疫グロブリン調製物を含む)の能力は、その活性の部分的な阻止及
び完全な阻止の両方を指す。
　本明細書中の「中和抗体」は、対象とする抗原(例えば治療用抗体又はイムノアドヘシ
ン)に結合するだけでなく、さらに、ある程度その抗原の生物活性を阻害もする抗体を指
す。
　本明細書中の「中和抗体アッセイ」は、試料の中和抗体の存在を評価するアッセイであ
る。
　本明細書中の「干渉」は、中和抗体アッセイなどの細胞ベースの生物活性アッセイの再
現性を妨げる化合物(一又は複数)又は組成物(一又は複数)の存在を指す。試料における干
渉の存在は、例えば、バイオアッセイが行われる標的集団の薬剤未処理自己免疫性被検体
からの血清をアッセイすることによって、確認できる。アッセイがこれらの個体間で高度
に可変性のある細胞性応答を示す場合、血清干渉が一又は複数の試料中に存在すると結論
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づけてもよい。好ましくは、干渉は、リウマチ因子(ＲＦ)、免疫グロブリン、又は被検体
が治療されている薬剤である。
【００２２】
　「Ｂ細胞」は骨髄内で成熟するリンパ球であり、ナイーブＢ細胞、メモリーＢ細胞、又
はエフェクターＢ細胞(プラズマ細胞)などがある。本明細書中のＢ細胞は正常又は非悪性
のＢ細胞でもよい。
　ここで「Ｂ細胞表面上マーカー」又は「Ｂ細胞表面上抗原」とは、Ｂ細胞の表面上に発
現する抗原であり、それに結合するアンタゴニスト又は抗体の標的となることができる。
例示的Ｂ細胞表面上マーカーには、ＣＤ１０、ＣＤ１９、ＣＤ２０、ＣＤ２１、ＣＤ２２
、ＣＤ２３、ＣＤ２４、ＣＤ３７、ＣＤ４０、ＣＤ５３、ＣＤ７２、ＣＤ７３、ＣＤ７４
、ＣＤｗ７５、ＣＤｗ７６、ＣＤ７７、ＣＤｗ７８、ＣＤ７９ａ、ＣＤ７９ｂ、ＣＤ８０
、ＣＤ８１、ＣＤ８２、ＣＤ８３、ＣＤｗ８４、ＣＤ８５及びＣＤ８６白血球表面上マー
カーが含まれる。(詳しくは、The Leukocyte Antigen Facts Book, 2nd Edition. 1997, 
Barclay等編集, Academic Press, Harcourt Brace & Co., New Yorkを参照)。他のＢ細胞
表面上マーカーには、ＲＰ１０５、ＦｃＲＨ２、Ｂ細胞ＣＲ２、ＣＣＲ６、Ｐ２Ｘ５、Ｈ
ＬＡ-ＤＯＢ、ＣＸＣＲ５、ＦＣＥＲ２、ＢＲ３、Ｂｔｉｇ、ＮＡＧ１４、ＳＬＧＣ１６
２７０、ＦｃＲＨ１、ＩＲＴＡ２、ＡＴＷＤ５７８、ＦｃＲＨ３、ＩＲＴＡ１、ＦｃＲＨ
６、ＢＣＭＡ、及び２３９２８７などがある。特に対象とするＢ細胞表面上マーカーは、
被検体の他の非Ｂ細胞組織と比較してＢ細胞上に主にに発現しており、Ｂ細胞前駆細胞及
び成熟Ｂ細胞の両方の細胞上に発現していてもよい。本明細書中の目的に適するＢ細胞表
面マーカーは２０、ＣＤ２２及びＢＲ３である。
【００２３】
　「ＣＤ２０」抗原又は「ＣＤ２０」は、末梢血又はリンパ系器官に由来するＢ細胞の９
０％以上の表面にみられるおよそ３５ｋＤａの非グルコシル化リンタンパク質である。Ｃ
Ｄ２０は正常Ｂ細胞だけでなく悪性のＢ細胞上にも存在し、幹細胞には発現しない。ＣＤ
２０を意味する文献中での他の名称には、「Ｂリンパ球限定抗原(B-lymphocyte-restrict
ed antigen)」及び「Ｂｐ３５」などがある。ＣＤ２０抗原は、例としてClark等 PNAS (U
SA) 82:1766 (1985)に記載されている。
　「Ｂ細胞表面マーカーアンタゴニスト」とは、Ｂ細胞上のＢ細胞表面マーカーに結合す
ることによって被検体のＢ細胞を破壊又は枯渇させる、及び／又は一以上のＢ細胞機能を
妨げる、例えば、Ｂ細胞に誘導される体液性反応を低減又は阻害する分子である。好まし
くは、アンタゴニストは、それによって治療される被検体のＢ細胞を枯渇する(すなわち
、循環中のＢ細胞レベルを下げる)ことができる。そのような枯渇は、抗体依存性細胞媒
介性細胞障害(ＡＤＣＣ)及び／又は補体依存性細胞障害(ＣＤＣ)、Ｂ細胞増殖の阻害及び
／又はＢ細胞死の誘導(例えば、アポトーシスを介する)等の多様なメカニズムを介して達
成されるであろう。本発明の範囲に包含されるアンタゴニストには、場合によって細胞障
害性剤とコンジュゲート又は細胞障害性剤と融合している、ＣＤ２０などのＢ細胞表面マ
ーカーに結合する抗体、合成又は天然配列のペプチド、イムノアドヘシン、及び小分子ア
ンタゴニストが含まれる。好適なアンタゴニストは抗体を含む。
【００２４】
　本明細書中の「ＣＤ２０抗体アンタゴニスト」とは、Ｂ細胞上のＣＤ２０に結合するこ
とによって被検体のＢ細胞を破壊又は枯渇させる、及び／又は一以上のＢ細胞機能を妨げ
る、例えば、Ｂ細胞に誘導される体液性反応を低減又は阻害する抗体である。好ましくは
、抗体アンタゴニストは、それによって治療する被検体のＢ細胞を枯渇する(すなわち、
循環中のＢ細胞レベルを下げる)ことができる。そのような枯渇は、抗体依存性細胞媒介
性細胞障害(ＡＤＣＣ)及び／又は補体依存性細胞障害(ＣＤＣ)、Ｂ細胞増殖の阻害及び／
又はＢ細胞死の誘導(例えば、アポトーシスを介する)等の多様な機能を介して達成される
であろう。
　本明細書中で用いるように、「Ｂ細胞枯渇」は、治療の前のレベルと比較して、一般に
薬剤又は抗体治療後の動物又はヒトにおけるＢ細胞レベルの減少を指す。Ｂ細胞枯渇は部
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分的でも完全でもよい。Ｂ細胞レベルは、Reff等, Blood 83: 435-445 (1994)又は米国特
許第５７３６１３７号(Anderson等)に記載されるような周知の技術を使用して測定できる
。例として、哺乳動物(例えば正常な霊長類)は様々な用量の抗体又はイムノアドヘシンで
治療されてもよく、末梢Ｂ細胞濃度は例えばＢ細胞を計数するＦＡＣＳ方法により決定さ
れてもよい。
【００２５】
　ＣＤ２０抗体の例には以下のものが含まれる：現在では「リツキシマブ」(「リツキサ
ン(登録商標)」)と呼称される「Ｃ２Ｂ８」(米国特許第５７３６１３７号)；「Ｙ２Ｂ８
」又は「Ibritumomab Tiuxetan」(ゼバリン(登録商標))と命名されるイットリウム-[90]-
標識２Ｂ８マウス抗体、IDEC Pharmaceuticals, Inc.から市販(米国特許第５７３６１３
７号；１９９３年６月２２日に受託番号ＨＢ１１３８８としてＡＴＣＣに寄託された２Ｂ
８)；場合によっては「１３１Ｉ-Ｂ１」又はCorixaから市販の「ヨードＩ１３１ Tositum
omab」抗体(BEXXARＴＭ)を生成するために１３１Ｉで標識した「Tositumomab」とも呼称
されるマウスＩｇＧ２ａ「Ｂ１」(米国特許第５５９５７２１号も参照のこと)；マウスモ
ノクローナル抗体「１Ｆ５」(Press等 Blood 69(2):584-591 (1987)及びそれらの変異体
、例として「フレームワークパッチ」又はヒト化１Ｆ５(国際公開第２００３／００２６
０７号, Leung, S；ＡＴＣＣ寄託番号ＨＢ-９６４５０)；マウス２Ｈ７及びキメラ２Ｈ７
抗体(米国特許第５６７７１８０号)；ヒト化２Ｈ７(国際公開第２００４／０５６３１２
号(Lowman等)及び以下に挙げるもの)；Ｂ細胞の細胞膜のＣＤ２０分子を標的とした完全
なヒト、高親和性抗体である、２Ｆ２(ＨｕＭａｘ-ＣＤ２０)(Genmab, Denmark；例とし
てGlennie and van de Winkel, Drug Discovery Today 8: 503-510 (2003)及びCragg等, 
Blood 101: 1045-1052 (2003)；国際公開第２００４／０３５６０７号；米国公開特許第
２００４／０１６７３１９号を参照)；国際公開第２００４／０３５６０７号及び米国公
開特許第２００４／０１６７３１９号(Teeling等)に記載のヒトモノクローナル抗体；米
国公開特許第２００４／００９３６２１号(Shitara等)に記載のＦｃ領域に結合した複合
体Ｎグリコシド結合糖鎖を有する抗体；ＣＤ２０に結合するモノクローナル抗体及び抗原
結合断片(国際公開第２００５／０００９０１号, Tedder等)、例えばＨＢ２０-３、ＨＢ
２０-４、ＨＢ２０-２５、及びＭＢ２０-１１；抗体のＡＭＥシリーズなどのＣＤ２０結
合分子、例えば国際公開第２００４／１０３４０４号及び米国公開特許第２００５／００
２５７６４号(Watkins等, Eli Lilly/Applied Molecular Evolution, AME)に記載のＡＭ
Ｅ３３抗体；ＣＤ２０結合分子、例えば米国公開特許第２００５／００２５７６４号(Wat
kins等)に記載のもの；Ａ２０抗体又はその変異体、例えばキメラないしはヒト化Ａ２０
抗体(それぞれｃＡ２０、ｈＡ２０) (米国公開特許第２００３／０２１９４３３号, Immu
nomedics)；ＣＤ２０結合抗体、例えばエピトープ劣化Ｌｅｕ-１６、１Ｈ４又は２Ｂ８、
場合によってＩＬ-２とコンジュゲートしたもの、米国公開特許第２００５／００６９５
４５号Ａ１及び国際公開第２００５／１６９６９号(Carr等)；ＣＤ２２及びＣＤ２０を結
合する二重特異性抗体、例えばｈＬＬ２ｘｈＡ２０ (国際公開第２００５／１４６１８号
, Chang等)；the International Leukocyte Typing Workshopより入手可能なモノクロー
ナル抗体Ｌ２７、Ｇ２８-２、９３-１Ｂ３、Ｂ-Ｃ１又はＮＵ-Ｂ２ (Valentine等, Leuko
cyte Typing III (McMichael, 編集, p. 440, Oxford University Press (1987))；１Ｈ
４ (Haisma等 Blood 92:184 (1998))；抗ＣＤ２０アウリスタチンＥコンジュゲート(Seat
tle Genetics)；抗ＣＤ２０-ＩＬ２ (EMD/Biovation/City of Hope)；抗ＣＤ２０ ＭＡｂ
療法(EpiCyte)；抗ＣＤ２０抗体 ＴＲＵ ０１５(Trubion)。本明細書中の好適なＣＤ２０
抗体は、キメラ、ヒト化ないしはヒトＣＤ２０抗体であり、より好ましくはリツキシマブ
、ヒト化２Ｈ７、２Ｆ２(Ｈｕ-Ｍａｘ-ＣＤ２０) ヒトＣＤ２０抗体 (Genmab)、及びヒト
化Ａ２０又はＩＭＭＵＮ-１６抗体(Immunomedics)である。
【００２６】
　本明細書中の「リツキシマブ」又は「リツキサン(登録商標)」なる用語は、ＣＤ２０抗
原に対する一般的に遺伝子操作したキメラのマウス／ヒトモノクローナル抗体を指し、米
国特許第５７３６１３７号では「Ｃ２Ｂ８」と命名されるものであり、ＣＤ２０を結合す
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る能力を保持する該抗体の断片を含みうる。
　本明細書中の目的のためだけに、そして特に明記しなければ、「ヒト化２Ｈ７」抗体は
マウス２Ｈ７抗体のヒト化変異体であり、該抗体はインビボで循環Ｂ細胞を減少するため
に有効である。
【００２７】
　一実施態様では、ヒト化２Ｈ７抗体は以下のＣＤＲ配列の１、２、３、４、５又は６を
含んでなる。
ＸがＭ又はＬであるＣＤＲＬ１配列RASSSVSYXH(配列番号２１)、例として配列番号４(図
１Ａ)、
配列番号５(図１Ａ)のＣＤＲＬ２配列、
ＸがＳ又はＡであるＣＤＲＬ３配列QQWXFNPPT(配列番号２２)、例として配列番号６(図１
Ａ)、
配列番号１０のＣＤＲＨ１配列(図１Ｂ)、
ＸがＤ又はＡであるＣＤＲＨ２配列AIYPGNGXTSYNQKFKG(配列番号２３)、例として配列番
号１１(図１Ｂ)、及び
位置６のＸがＮ、Ａ、Ｙ、Ｗ又はＤであり、位置７のＸがＳ又はＲである、ＣＤＲＨ３配
列VVYYSXXYWYFDV(配列番号２４)、例として配列番号１２(図１Ｂ)。
【００２８】
　上記のＣＤＲ配列は一般的に、ヒト可変軽鎖及び可変重鎖のフレームワーク配列、例え
ばヒト軽鎖κサブグループI(ＶＬκI)の実質的なヒトコンセンサスＦＲ残基、及びヒト重
鎖サブグループIII(ＶＨIII)の実質的なヒトコンセンサスＦＲ残基内に存在する。また、
国際公報２００４／０５６３１２号(Lowman等)も参照のこと。
　可変重鎖領域はヒトＩｇＧ鎖定常領域に結合されてもよく、該領域は例えば天然配列及
び変異形の定常領域を含むＩｇＧ１又はＩｇＧ３でもよい。
　好適な実施態様では、このような抗体は、配列番号８の可変重鎖ドメイン配列(ｖ１６
、図１Ｂに示す)を含有し、場合によっては配列番号２の可変軽鎖ドメイン配列(ｖ１６、
図１Ａに示す)を含有し、場合によっては、可変重鎖ドメイン内の位置５６、１００及び
／又は１００ａの一又は複数のアミノ酸置換、例えばＤ５６Ａ、Ｎ１００Ａ又はＮ１００
Ｙ、及び／又はＳ１００ａＲと、可変軽鎖ドメイン内の位置３２及び／又は９２の一又は
複数のアミノ酸置換、例えばＭ３２Ｌ及び／又はＳ９２Ａを含有する。好ましくは、抗体
は配列番号１３又は１５の軽鎖アミノ酸配列と、配列番号１４、１６、１７又は２０の重
鎖アミノ酸配列を含有するインタクト抗体でる。
　好適なヒト化２Ｈ７抗体はオクレリズマブ(ocrelizumab)(Genentech)である。
【００２９】
　本明細書中の抗体はさらに、ＡＤＣＣ活性を改善するＦｃ領域内に少なくとも一のアミ
ノ酸置換を含有する、例えば重鎖残基のＥｕ番号付けでいうと、位置２９８、３３３及び
３３４にアミノ酸置換、好ましくはＳ２９８Ａ、Ｅ３３３Ａ及びＫ３３４Ａを有するもの
である。また、米国特許第６７３７０５６号, Prestaを参照のこと。
　これら抗体の何れかは、ＦｃＲｎ結合又は血清半減期を改善するようなＦｃ領域内での
少なくとも一の置換、例えばＮ４３４Ｗなどの重鎖位置４３４での置換を含有してもよい
。また、米国特許第６７３７０５６号, Prestaを参照のこと。
　これら抗体の何れかはさらに、ＣＤＣ活性を亢進するＦｃ領域内での少なくとも一のア
ミノ酸置換、例えば位置３２６での少なくとも一の置換、好ましくはＫ３２６Ａ又はＫ３
２６Ｗを含有してもよい。また、米国特許第６５２８６２４号(Idusogie等)を参照のこと
。
【００３０】
　いくつかの好適なヒト化２Ｈ７変異体は、配列番号２の可変軽鎖ドメインと配列番号８
の可変重鎖ドメインを含有するものであり、例として、(存在する場合には)Ｆｃ領域内に
置換を有するもの又は有さないもの、配列番号８に変異Ｎ１００Ａ；又はＤ５６ＡとＮ１
００Ａ；又はＤ５６Ａ、Ｎ１００ＹとＳ１００ａＲを含有する可変重鎖ドメインと配列番
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号２に変異Ｍ３２Ｌ；又はＳ９２Ａ；又はＭ３２ＬとＳ９２Ａを含有する可変軽鎖ドメイ
ンを有するものなどがある。
　２Ｈ７.ｖ１６の可変重鎖のＭ３４は抗体安定性を供給する可能性のあるものとして同
定され、新たな置換の候補となりうる。
　本発明のいくつかの多様な好適な実施態様をまとめると、２Ｈ７.ｖ１６をベースとし
た突然変異体の可変領域は、以下の表１に挙げる位置のアミノ酸置換を除いてｖ１６のア
ミノ酸配列を含有する。特に明記しない限り、２Ｈ７変異体はｖ１６と同じ軽鎖を有する
【００３１】
　表１　例示的なヒト化２Ｈ７抗体変異体

【００３２】
　ある好適なヒト化２Ｈ７は、２Ｈ７.ｖ１６可変軽鎖ドメイン配列：
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASSSVSYMHWYQQKPGKAPKPLIYAPSNLASGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPE
DFATYYCQQWSFNPPTFGQGTKVEIKR (配列番号：２)；
と、２Ｈ７.ｖ１６可変重鎖ドメイン配列：
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGYTFTSYNMHWVRQAPGKGLEWVGAIYPGNGDTSYNQKFKGRFTISVDKSKNTLY
LQMNSLRAEDTAVYYCARVVYYSNSYWYFDVWGQGTLVTVSS (配列番号：８)
を含んでなる。
【００３３】
　ヒト化２Ｈ７.ｖ１６抗体がインタクト抗体である場合、軽鎖アミノ酸配列：
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASSSVSYMHWYQQKPGKAPKPLIYAPSNLASGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPE
DFATYYCQQWSFNPPTFGQGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQE
SVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC (配列番号：１３)；
と、配列番号：１４の重鎖アミノ酸配列又は：
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGYTFTSYNMHWVRQAPGKGLEWVGAIYPGNGDTSYNQKFKGRFTISVDKSKNTLY
LQMNSLRAEDTAVYYCARVVYYSNSYWYFDVWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVT
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VSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELL
GGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLN
GKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTP
PVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG (配列番号：１７)
を含んでなりうる。
【００３４】
　他の好適なヒト化２Ｈ７抗体は、２Ｈ７.ｖ５１１可変軽鎖ドメイン配列：
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASSSVSYLHWYQQKPGKAPKPLIYAPSNLASGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPE
DFATYYCQQWAFNPPTFGQGTKVEIKR (配列番号：１８)
と、２Ｈ７.ｖ５１１可変重鎖ドメイン配列：
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGYTFTSYNMHWVRQAPGKGLEWVGAIYPGNGATSYNQKFKGRFTISVDKSKNTLY
LQMNSLRAEDTAVYYCARVVYYSYRYWYFDVWGQGTLVTVSS (配列番号：１９)
を含んでなる。
【００３５】
　ヒト化２Ｈ７.ｖ５１１抗体がインタクト抗体である場合、軽鎖アミノ酸配列：
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASSSVSYLHWYQQKPGKAPKPLIYAPSNLASGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPE
DFATYYCQQWAFNPPTFGQGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQE
SVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC (配列番号：１５)；
と、配列番号：１６の重鎖アミノ酸配列又は：
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGYTFTSYNMHWVRQAPGKGLEWVGAIYPGNGATSYNQKFKGRFTISVDKSKNTLY
LQMNSLRAEDTAVYYCARVVYYSYRYWYFDVWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVT
VSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELL
GGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNATYRVVSVLTVLHQDWLN
GKEYKCKVSNAALPAPIAATISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTP
PVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG (配列番号：２０)
を含んでなりうる。
【００３６】
　本明細書中のために、「免疫療法」は、抗体を用いた哺乳動物(好ましくはヒト患者)の
治療方法を指し、該抗体はコンジュゲートされていないないしは「ネイキッドな」抗体で
あるか、又は該抗体は一又は複数の細胞障害性剤(一又は複数)などの異種性分子(一又は
複数)ないしは薬剤(一又は複数)とコンジュゲートされているかないしは融合して、「イ
ムノコンジュゲート」を生成してもよい。
【００３７】
　本明細書中で用いられるように、「治療用抗体」は、疾患ないしは疾病を有する哺乳動
物又は疾患ないしは疾病の素因を有する哺乳動物の疾患又は疾病(好ましくは自己免疫性
疾患)を治療する際に有用な抗体である。例示的な治療用抗体には、トラスツズマブ(HERC
EPTIN(登録商標))を含むＨＥＲ２抗体(Carter等, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89:4285
-4289 (1992)、米国特許第５７２５８５６号)及び、パーツズマブ(OMNITARGTM)(国際公開
第０１／００２４５号)；ＣＤ２０抗体(下記参照)；ＩＬ-８抗体(St John等, Chest, 103
:932 (1993)、及び国際公開第９５／２３８６５号)；ＶＥＧＦないしはＶＥＧＦレセプタ
ー抗体、例として、ヒト化及び／又は親和性成熟したＶＥＧＦ抗体、例えばヒト化ＶＥＧ
Ｆ抗体ｈｕＡ４.６.１ ベバシズマブ(AVASTIN(登録商標))及びラニビズマブ(ranibizumab
)(LUCENTIS(登録商標))(Kim等, Growth Factors, 7:53-64 (1992)、１９９８年１０月１
５日公開の国際公開第９６／３００４６号及び同第９８／４５３３１号)；ＰＳＣＡ抗体(
国際公開第０１／４０３０９号)；ＣＤ１１ａ抗体、例としてエファリズマブ(RAPTIVA(登
録商標))(米国特許第５６２２７００号、国際公開第９８／２３７６１号、Steppe等, Tra
nsplant Intl. 4:3-7 (1991)及びHourmant等, Transplantation 58:377-380 (1994))；Ｉ
ｇＥを結合する抗体、例としてオマリズマブ(omalizumab)(XOLAIR(登録商標))(Presta等,
 J. Immunol. 151:2623-2632 (1993)、及び国際公開第９５／１９１８１号；１９９８年
２月３日発行の米国特許第５７１４３３８号又は１９９２年２月２５日発行の米国特許第
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５０９１３１３号、１９９３年３月４日発行の国際公開第９３／０４１７３号、又は１９
９８年６月３０日出願の国際特許第ＰＣＴ／ＵＳ９８／１３４１０号、米国特許第５７１
４３３８号)；ＣＤ１８抗体(１９９７年４月２２日発行の米国特許第５６２２７００号、
又は１９９７年７月３１日公開の国際公開第９７／２６９１２号)；Ａｐｏ-２レセプター
抗体(１９９８年１１月１９日公開の国際公開第９８／５１７９３号)；組織因子(ＴＦ)抗
体(１９９４年１１月９日に権利付与された欧州特許第０４２０９３７号Ｂ1)；α４-α７

インテグリン抗体(１９９８年２月１９日公開の国際公開第９８／０６２４８号)；ＥＧＦ
Ｒ抗体(１９９６年１２月１９日公開の国際公開第９６／４０２１０号の、キメラ化又は
ヒト化の２２５抗体であるセツキシマブ(cetuximab)、ERBUTIX(登録商標))；ＣＤ３抗体
、例えばＯＫＴ３(１９８５年５月７日発行の米国特許第４５１５８９３号)；ＣＤ２５又
はＴａｃ抗体、例としてＣＨＩ-６２１(SIMULECT(登録商標))及びZENAPAX(登録商標)(１
９９７年１２月２日発行の米国特許第５６９３７６２号を参照)；ＣＤ４抗体、例えばｃ
Ｍ-７４１２抗体(Choy等 Arthritis Rheum 39(1): 52-56 (1996))；ＣＤ５２抗体、例え
ばＣＡＭＰＡＴＨ-１Ｈ(ILEX/Berlex)(Riechmann等 Nature 332:323-337 (1988))；Ｆｃ
レセプター抗体、Ｆｃに対するＭ２２抗体(Graziano等 J. Immunol. 155(10): 4996-5002
 (1995)に記載のＲＩ)；癌胎児性抗原(ＣＥＡ)抗体、例えばｈＭＮ-１４ (Sharkey等 Can
cer Res. 55(23Suppl): 5935s-5945s (1995))；胸部上皮細胞に対する抗体、例としてｈ
ｕＢｒＥ-３、ｈｕ-Ｍｃ３及びＣＨＬ６(Ceriani等 Cancer Res. 55(23): 5852s-5856s (
1995)；及びRichman等 Cancer Res. 55(23 Supp): 5916s-5920s (1995))；大腸癌細胞と
結合する抗体、例えばＣ２４２(Litton等 Eur J. Immunol. 26(1): 1-9 (1996))；ＣＤ３
８抗体、例えばＡＴ１３／５(Ellis等 J. Immunol. 155(2): 925-937 (1995))；ＣＤ３３
抗体、例えばＨｕＭ１９５(Jurcic等 Cancer Res 55(23 Suppl): 5908s-5910s (1995))及
びＣＭＡ-６７６又はＣＤＰ７７１；ＥｐＣＡＭ抗体、例えば１７-１Ａ(PANOREX(登録商
標))；ＧｐIIｂ／IIIａ抗体、例えばアブシキマブ(abciximab)又はｃ７Ｅ３ Ｆａｂ(REOP
RO(登録商標))；ＲＳＶ抗体、例えばＭＥＤＩ-４９３(SYNAGIS(登録商標))；ＣＭＶ抗体
、例えばPROTOVIR(登録商標)；ＨＩＶ抗体、例えばＰＲＯ５４２；肝炎抗体、例えばＨｅ
ｐＢ抗体OSTAVIR(登録商標)；ＣＡ１２５抗体 OvaRex；イディオタイプのＧＤ３エピトー
プ抗体 ＢＥＣ２；αｖβ３抗体(例えば、VITAXIN(登録商標)、Medimmune)；ヒト腎臓細
胞上皮癌抗体、例えばｃｈ-Ｇ２５０；ＩＮＧ-１；抗ヒト１７-１Ａ抗体(３６２２Ｗ９４
)；抗ヒト結腸直腸腫瘍抗体(Ａ３３)；ＧＤ３ガングリオシドに対する抗ヒトメラノーマ
抗体Ｒ２４；抗ヒト扁平上皮癌(ＳＦ-２５)；ヒト白血球抗原(ＨＬＡ)抗体、例えばＳｍ
ａｒｔＩＤ１０及び抗ＨＬＡ ＤＲ抗体 オンコリン(Oncolym)(Ｌｙｍ-１)；ＣＤ３７抗体
、例えばＴＲＵ ０１６(Trubion)；ＩＬ-２１抗体(Zymogenetics/Novo Nordisk)；抗Ｂ細
胞抗体(Impheron)；Ｂ細胞ターゲティングＭＡｂ (Immunogen/Aventis)；１Ｄ０９Ｃ３ (
Morphosys/GPC)；ＬｙｍｐｈｏＲａｄ１３１(HGS)；Ｌｙｍ-１抗体、例えばＬｙｍ-1Ｙ-
９０(ＵＳＣ)又は抗Ｌｙｍ-１ オンコリン (USC/Peregrine)）；ＬＩＦ２２６ (Enhanced
 Lifesci.)；ＢＡＦＦ抗体(例えば国際公開第０３／３３６５８号)；ＢＡＦＦレセプター
抗体(例えば国際公開第０２／２４９０９号)；ＢＲ３抗体；Ｂｌｙｓ抗体、例えばベリム
マブ(belimumab)、LYMPHOSTAT -BTM；ＩＳＦ １５４ (UCSD/Roche/Tragen)；ゴミリキシ
マ(gomilixim)(Ｉｄｅｃ１５２、Biogen Idec)；ＩＬ-６レセプター抗体、例えばアトリ
ズマブ(atlizumab)(ACTEMRATM；Chugai/Roche)；ＩＬ-１５抗体、例えばＨｕＭａｘ-Ｉｌ
-１５(Genmab/Amgen)；ケモカインレセプター抗体、例えばＣＣＲ２抗体(例えばＭＬＮ12
02；Millieneum)；抗補体抗体、例としてＣ５抗体(例えばエキュリズマブ(eculizumab)、
５Ｇ１.１；Alexion)；ヒト免疫グロブリンの経口剤(例えばＩｇＰＯ、Protein Therapeu
tics)；ＩＬ-１２抗体、例えばＡＢＴ-８７４ (CAT/Abbott)；テネリキシマブ(Tenelixim
ab)(ＢＭＳ-２２４８１８；BMS)；ＣＤ４０抗体、例えばＳ２Ｃ６及びそのヒト化変異体(
国際公開第００／７５３４８号)及びＴＮＸ１００(Chiron/Tanox)；ＴＮＦ-α抗体、例え
ばｃＡ２又はインフリキシマブ(REMICADE(登録商標))、ＣＤＰ５７１、ＭＡＫ-１９５、
アダリムマブ(adalimumab)(HUMIRATM)、ペグ化されたＴＮＦ-α抗体断片、例えばＣＤＰ-
８７０(Celltech)、Ｄ２Ｅ７(Knoll)、抗ＴＮＦ-αポリクローナル抗体(例えばＰａｓｓ
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ＴＮＦ；Verigen)；ＣＤ２２抗体、例えばＬＬ２又はエピラツズマブ(LYMPHOCIDE(登録商
標)；Immunomedics)、例としてエピラツズマブＹ-９０及びエピラツズマブＩ-１３１、ア
ビオジェン(Abiogen)のＣＤ２２抗体(Abiogen, Italy)、ＣＭＣ５４４ (Wyeth/Celltech)
、コンボトックス(combotox)(UT Soutwestern)、ＢＬ２２(NIH)、及びＬｙｍｐｏＳｃａ
ｎ Ｔｃ９９(Immunomedics)が含まれる。好ましくは、本明細書中の治療用抗体は、ＲＡ
及び／又はＳＬＥなどの自己免疫性疾患の治療に有用なネイキッドなインタクト抗体であ
る。
【００３８】
　本明細書中で用いられるように、「イムノアドヘシン」なる用語は、異種タンパク質(
「アドヘシン」)の結合特異性と免疫グロブリン定常ドメインのエフェクター機能とを兼
ね備えた分子を示す。構造的に、イムノアドヘシンは、所望の結合特異性を有するアミノ
酸配列の融合体を含んでなり、該アミノ酸配列が抗体の抗原認識及び結合部位以外(すな
わち「異種性の」もの)であり、免疫グロブリン定常ドメイン配列(例えばＩｇＧのＣＨ2
及び／又はＣＨ3配列)であるものである。例示的なアドヘシン配列は、対象とするタンパ
ク質と結合するレセプター(本明細書中の「リガンド結合ドメイン」)又はリガンド(本願
明細書「レセプター結合ドメイン」)の一部を含んでなる連続するアミノ酸配列を含む。
また、アドヘシン配列は、対象とするタンパク質を結合する配列を含むが、レセプター又
はリガンド配列(例えばペプチボディのアドヘシン配列)は含まない。このようなポリペプ
チド配列は、ファージディスプレイ技術及びハイスループット分類法などの様々な方法に
よって選択又は同定されうる。
【００３９】
　ここで使用される「リガンド結合ドメイン」という用語は、任意の天然細胞表面レセプ
ターあるいは対応する天然レセプターの定性的リガンド結合能を少なくとも保持している
その任意の領域あるいは誘導体を意味する。特定の実施態様では、レセプターは、免疫グ
ロブリンのスーパーファミリーのメンバーと相同な細胞外ドメインを持つ細胞表面ポリペ
プチド由来である。免疫グロブリンのスーパーファミリーのメンバーではないが、それに
もかかわらずこの定義によって特にカバーされる他のレセプターは、サイトカインに対す
るレセプター、特にチロシンキナーゼ活性(レセプターチロシンキナーゼ)を持つレセプタ
ー、ヘマトポエチン(hematopoietin)のメンバー及び神経成長因子レセプターのスーパー
ファミリー、及び細胞接着分子、例えば(Ｅ、Ｌ-及びＰ-)セレクチンである。
【００４０】
　「レセプター結合ドメイン」という用語は、細胞接着分子を含むレセプターに対する任
意の天然リガンド、あるいは対応する天然リガンドの定性的レセプター結合能力を少なく
とも保持しているかかる天然リガンドの任意の領域又は誘導体を指すために使用する。こ
の定義は、とりわけ、上述のレセプターに対するリガンドからの結合配列を特に含む。
　「抗体-イムノアドヘシンキメラ」は、(ここで定義された)抗体の少なくとも一つの結
合ドメインを(本出願中で定義された)少なくとも一つのイムノアドヘシンと組み合わせる
分子を含む。例示的な抗体-イムノアドヘシンキメラはBergら PNAS (USA) 88:4723-4727 
(1991) 及び Chamow ら J. Immunol. 153:4268 (1994)に記載された二重特異性ＣＤ４-Ｉ
ｇＧキメラ類である。
　本明細書中の被検体の「治療」は、治療的処置及び予防又は阻止的な処置を指す。治療
を必要とする者には、既に前記疾患を有する者、並びに前記疾患が予防されるべきもので
ある者が含まれる。したがって、被検体は、前記疾患を有すると診断されているか、前記
疾患の素因があるか、又は前記疾患に罹りやすいかもしれない。本明細書中で用いる「処
置」、「治療する」又は「治療」なる用語には、阻止(例えば、予防)、対症療法及び治癒
的療法が含まれる。
　「有効量」なる用語は、前記疾患を予防するか、改善するか又は治療するために有効で
ある薬剤(例えば抗体又はイムノアドヘシン)の量を指す。このような有効量により、通常
、疾患の徴候又は症状の改善が生じるであろう。
【００４１】
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　ここで補助治療として用いる「免疫抑制剤」なる用語は、本明細書中で治療される被検
体の免疫系を抑制する又は遮断するように働く物質を表す。これは、サイトカイン産生を
抑制する、自己抗原の発現を下方制御又は抑制する、あるいはＭＨＣ抗原を遮断する物質
を含む。そのような薬剤の例として、２-アミノ-６-アリル-５-代替ピリミジン(米国特許
第４６６５０７７号参照)；非ステロイド性抗炎症剤(ＮＳＡＩＤ)；ガンシクロビル、タ
クロリムス、糖質ステロイド、例としてコルチゾール又はアルドステロン、抗炎症剤、例
としてシクロオキシゲナーゼインヒビター、５-リポキシゲナーゼインヒビター又はロイ
コトリエンレセプターアンタゴニスト；プリンアンタゴニスト、例えばアザチオプリン又
はミコフェノール酸モフェチル(ＭＭＦ)；アルキル化剤、例えばシクロホスファミド；ブ
ロモクリプチン；ダナゾール；ダプソン；グルタルアルデヒド (米国特許第４１２０６４
９号に記載のように、ＭＨＣ抗原を遮断する)；ＭＨＣ抗原及びＭＨＣフラグメントに対
する抗イデオタイプ抗体；シクロスポリン；６メルカプトプリン；副腎皮質ステロイド又
は糖質副腎皮質ステロイド又は糖質ステロイド類似体などのステロイド、例としてプレド
ニゾン、メチルプレドニゾロン、例えばSOLU-MEDROL(登録商標) メチルプレドニゾロンコ
ハク酸ナトリウム、及びデキサメタゾン；ジヒドロ葉酸レダクターゼインヒビター、例と
してメトトレキサート(経口又は皮下)；クロロキン及びヒドロキシクロロキンなどの抗マ
ラリア剤；スルファサラジン；レフルノミド；サイトカイン又はサイトカインレセプター
抗体又はアンタゴニスト、例として抗インターフェロン-γ、-β、又は-α抗体、抗腫瘍
壊死因子α抗体(インフリキシマブ(REMICADE(登録商標))又はアダリムマブ)、抗ＴＮＦα
イムノアドヘシン(エタネルセプト)、抗腫瘍壊死因子β抗体、抗インターロイキン２(Ｉ
Ｌ-２)抗体及び抗ＩＬ-２レセプター抗体、抗インターロイキン６(ＩＬ-６)レセプター抗
体及びアンタゴニスト；抗ＣＤ１１ａ及び抗ＣＤ１８抗体を含む抗ＬＦＡ-１抗体；抗-Ｌ
３Ｔ４抗体；異種性抗リンパ球グロブリン；ｐａｎ-Ｔ抗体、好ましくは、抗-ＣＤ３又は
抗ＣＤ４／ＣＤ４ａ抗体；ＬＦＡ-３結合ドメインを含む可溶性ペプチド(１９９０年７月
２６日公開の国際公開第９０／０８１８７号)；ストレプトキナーゼ；トランスフォーミ
ング成長因子-β(ＴＧＦ-β)；ストレプトドルナーゼ(streptodornase)；宿主由来のＲＮ
Ａ又はＤＮＡ；ＦＫ５０６；ＲＳ-６１４４３；クロランブシル；デオキシスペルグアニ
ン(deoxyspergualin)；ラパマイシン；Ｔ細胞レセプター (Cohen等, 米国特許第５１１４
７２１号)；Ｔ細胞レセプターフラグメント(Offner等, Science 251:430-432 (1991)；国
際公開第９０／１１２９４号；Ianeway, Nature, 341: 482 (1989)；及び国際公開第９１
／０１１３３号)；ＢＡＦＦないしＢＲ３抗体ないしイムノアドヘシンなどのＢＡＦＦア
ンタゴニスト及びｚＴＮＦ４アンタゴニスト(参考までにMackay及びMackay, Trends Immu
nol., 23:113-5 (2002)と以下の定義を参照のこと)；Ｔ細胞ヘルパーシグナルを阻害する
生物学的な薬剤、例として抗ＣＤ４０レセプター又は抗ＣＤ４０リガンド(ＣＤ１５４)、
例えばＣＤ４０-ＣＤ４０リガンドに対する阻止抗体(例えば、Durie等, Science, 261: 1
328-30 (1993)；Mohan等, J. Immunol., 154: 1470-80 (1995))及びＣＴＬＡ４-Ｉｇ(Fin
ck等, Science, 265: 1225-7 (1994))；及びＴ１０Ｂ９などのＴ細胞レセプター抗体 (欧
州特許第３４０１０９号)を含む。
【００４２】
　本明細書中で用いられるように、「ＢＡＦＦアンタゴニスト」は、一般に、ＢＡＦＦの
生物活性を直接阻害する任意の化合物を指す。分子は、ＢＡＦＦポリペプチド、ＢＡＦＦ
遺伝子、ＢＡＦＦ転写産物又はＢＡＦＦレセプターと相互に作用することによって、ＢＡ
ＦＦの生物活性を直接阻害する。ＢＡＦＦアンタゴニストは、例えば、ＢＡＦＦに結合し
てＢＡＦＦの活性の中和、ＢＡＦＦ発現レベルの低下、ＢＡＦＦの安定性に作用、ＢＡＦ
Ｆの膜結合型の可溶型へのタンパク分解性切断に作用、一又は複数のレセプターへのＢＡ
ＦＦの結合の阻害を行ってもよく、又は、一又は複数のＢＡＦＦレセプターの細胞内シグ
ナル伝達を妨げてもよい。ＢＡＦＦアンタゴニストは、タンパク質性(例えば抗体、レセ
プター融合タンパク質、ペプチド、ペプチボディ、優性ネガティブなＢＡＦＦ変異体)又
は非タンパク質性の分子(例えば小有機分子(およそ５００Ｄａ未満))、例えばｓｉＲＮＡ
及びアプタマーなどであってもよい。ＢＡＦＦアンタゴニストの生物活性の中和を評価す
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るための方法には、当分野で公知のものが含まれる。ＢＡＦＦアンタゴニストの例には、
ＢＡＦＦレセプターのＢＡＦＦ-結合部分又はそのＢＡＦＦ-結合変異体(例えば国際公開
第０１／１２８１２号、国際公開第０２／２４９０９号、国際公開第００／４０７１６号
、国際公開第０３／０２４９９１号)、抗ＢＡＦＦ抗体(例えば国際公開第０３／３３６５
８号)、ＢＡＦＦ-結合ペプチボディ(例えば国際公開第０２／０９２６２０号)、抗ＢＡＦ
Ｆ-Ｒ抗体(例えば国際公開第０２／２４９０９号)及びＢＡＦＦ-結合ペプチド(例えば国
際公開第０２／１６４１２号)を含んでなるポリペプチドが含まれる。一実施態様では、
ＢＡＦＦアンタゴニストは、ＢＣＭＡ-Ｆｃ(例えば国際公開第０１／１２８１２号)、Ｂ
ＡＦＦ-Ｒ-Ｆｃ(例えば国際公開第０２／２４９０９号)、ＴＡＣＩ-Ｉｇ(例えば国際公開
第００／４０７１６号)、抗ＢＡＦＦ抗体(例えば国際公開第０３／３３６５８号)、抗Ｂ
ＡＦＦ-Ｒ抗体(例えば国際公開第０２／２４９０９号)、ＢＡＦＦ-結合ペプチボディ(例
えば国際公開第０２／０９２６２０号)、優性ネガティブなＢＡＦＦ(例えば国際公開第０
４／０８１０４３号)からなる群から選択される。更なる実施態様では、抗ＢＡＦＦ抗体
及び抗ＢＡＦＦレセプター抗体は、ヒト、ヒト化、キメラ化であり、さもなければヒトの
治療のために向上されている。
【００４３】
　ここで使用する「細胞障害性剤」なる用語は、細胞の機能阻害又は阻止、及び／又は細
胞破壊をもたらす物質を表す。この用語は、放射性同位体(例として、Ａｔ２１１、Ｉ１

３１、Ｉ１２５、Ｙ９０、Ｒｅ１８６、Ｒｅ１８８、Ｓｍ１５３、Ｂｉ２１２、Ｐ３２及
びＬｕの放射性同位体)、化学療法剤、及び細菌、真菌、植物、又は動物起源の酵素活性
毒素又は小分子毒素などの毒素、又はそれらの断片を含むことを意図する。
【００４４】
　「化学療法剤」は、癌の治療に有用な化学的化合物である。化学療法剤の例には、チオ
テパ及びCYTOXAN(登録商標)シクロホスファミドのようなアルキル化剤；ブスルファン、
インプロスルファン及びピポスルファンのようなスルホン酸アルキル類；ベンゾドーパ(b
enzodopa)、カルボコン、メツレドーパ(meturedopa)、及びウレドーパ(uredopa)のような
アジリジン類；アルトレートアミン(altretamine)、トリエチレンメラミン、トリエチレ
ンホスホラミド、トリエチレンチオホスホラミド(triethylenethiophosphaoramide)及び
トリメチローロメラミン(trimethylolomelamine)を含むエチレンイミン類及びメチラメラ
ミン類；アセトゲニン(特にブラタシン及びブラタシノン)；デルタ-９-テトラヒドロカナ
ビノール(ドロナビノール、MARINOL(登録商標))；βラパチョーネ；ラパコール；コルヒ
チン；ベツリン酸；カンプトテシン(合成アナログトポテカン(HYCAMTIN(登録商標))、Ｃ
ＰＴ-１１(イリノテカン、CAMPTOSAR(登録商標))、アセチルカンプトテシン、スコポレク
チン(scopolectin)及び９-アミノカンプトテシンを含む)；ブリオスタチン；カリスタチ
ン；ＣＣ-１０６５(そのアドゼレシン、カルゼレシン及びビゼレシン合成アナログを含む
)；ポドフィロトキシン；ポドフィリン酸(podophyllinic acid)；テニポシド；クリプト
フィシン(特にクリプトフィシン１及びクリプトフィシン８)；ドラスタチン；ドュオカル
マイシン(合成アナログ、ＫＷ-２１８９及びＣＢ１-ＴＭ１を含む)；エリュテロビン；パ
ンクラチスタチン；サルコジクチン；スポンジスタチン；クロラムブシル、クロルナファ
ジン(chlornaphazine)、チョロホスファミド(cholophosphamide)、エストラムスチン、イ
フォスファミド、メクロレタミン、メクロレタミンオキシドヒドロクロリド、メルファラ
ン、ノベンビチン(novembichin)、フェネステリン(phenesterine)、プレドニムスチン(pr
ednimustine)、トロフォスファミド(trofosfamide)、ウラシルマスタードなどのナイトロ
ジェンマスタード；カルムスチン、クロロゾトシン(chlorozotocin)、フォテムスチン(fo
temustine)、ロムスチン、ニムスチン、ラニムスチンなどのニトロスレアス(nitrosureas
)；抗生物質、例えばエネジイン抗生物質(例えば、カリケアマイシン(calicheamicin)、
特にカリケアマイシンγ１Ｉ及びカリケアマイシンωＩ１(例えばAgnew, Chem Intl. Ed.
 Engl., 33:183-186(1994)参照)；ダイネマイシン(dynemicin)Ａを含むダイネマイシン；
エスペラマイシン；並びにネオカルチノスタチン発色団及び関連する色素タンパクエネジ
イン抗生物質発色団)、アクラシノマイシン類(aclacinomysins)、アクチノマイシン、オ
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ースラマイシン(authramycin)、アザセリン、ブレオマイシン、カクチノマイシン(cactin
omycin)、カラビシン(carabicin)、カルミノマイシン、カルジノフィリン(carzinophilin
)、クロモマイシン類、ダクチノマイシン、ダウノルビシン、デトルビシン(detorbicin)
、６-ジアゾ-５-オキソ-Ｌ-ノルロイシン、ドキソルビシン(ADRIAMYCIN(登録商標)、モル
ホリノ-ドキソルビシン、シアノモルホリノ-ドキソルビシン、２-ピロリノ-ドキソルビシ
ン、ドキソルビシンＨＣＩリポソーム注射剤(DOXIL(登録商標))、リポソームドキソルビ
シンＴＬＣ Ｄ-９９(MYOCET(登録商標))、ペグ化リポソームドキソルビシン(CAELYX(登録
商標))及びデオキシドキソルビシンを含む)、エピルビシン、エソルビシン、イダルビシ
ン、マーセロマイシン(marcellomycin)、マイトマイシンＣのようなマイトマイシン、マ
イコフェノール酸(mycophenolic acid)、ノガラマイシン(nogalamycin)、オリボマイシン
(olivomycins)、ペプロマイシン、ポトフィロマイシン(potfiromycin)、ピューロマイシ
ン、ケラマイシン(quelamycin)、ロドルビシン(rodorubicin)、ストレプトニグリン、ス
トレプトゾシン、ツベルシジン(tubercidin)、ウベニメクス、ジノスタチン(zinostatin)
、ゾルビシン(zorubicin)；代謝拮抗剤、例えばメトトレキセート、ゲムシタビン(gemcit
abine) (GEMZAR(登録商標))、テガフル(tegafur) (UFTORAL(登録商標))、カペシタビン(c
apecitabine) (XELODA(登録商標))、エポチロン(epothilone)、及び５-フルオロウラシル
(５-ＦＵ)；葉酸アナログ、例えばデノプテリン(denopterin)、メトトレキセート、プテ
ロプテリン(pteropterin)、トリメトレキセート(trimetrexate)；プリンアナログ、例え
ばフルダラビン(fludarabine)、６-メルカプトプリン、チアミプリン、チオグアニン；ピ
リミジンアナログ、例えばアンシタビン、アザシチジン(azacitidine)、６-アザウリジン
(azauridine)、カルモフール、シタラビン、ジデオキシウリジン、ドキシフルリジン、エ
ノシタビン(enocitabine)、フロキシウリジン(floxuridine)；抗副腎剤、例えばアミノグ
ルテチミド、ミトタン、トリロスタン；葉酸リプレニッシャー(replenisher)、例えばフ
ロリン酸(frolinic acid)；アセグラトン；アルドホスファミドグリコシド；アミノレブ
リン酸；エニルウラシル；アムサクリン(amsacrine)；ベストラブシル(bestrabucil)；ビ
サントレン(bisantrene)；エダトラキセート(edatraxate)；デフォファミン(defofamine)
；デメコルシン(demecolcine)；ジアジコン(diaziquone)；エルフォルニチン(elfornithi
ne)；酢酸エリプチニウム(elliptinium)；エトグルシド(etoglucid)；硝酸ガリウム；ヒ
ドロキシ尿素；レンチナン；ロニダミン(lonidamine)；メイタンシノイド(maytansinoid)
類、例えばメイタンシン(maytansine)及びアンサミトシン(ansamitocine)；ミトグアゾン
(mitoguazone)；ミトキサントロン；モピダモール(mopidamol)；ニトラクリン(nitracrin
e)；ペントスタチン；フェナメット(phenamet)；ピラルビシン；ロソキサントロン；２-
エチルヒドラジド；プロカルバジン；ＰＳＫ(登録商標)多糖複合体(JHS Natural Product
s, Eugene, OR)；ラゾキサン(razoxane)；リゾキシン；シゾフィラン；スピロゲルマニウ
ム(spirogermanium)；テニュアゾン酸(tenuazonic acid)；トリアジコン(triaziquone)；
２,２',２''-トリクロロトリエチルアミン；トリコテセン類(特にＴ-２毒素、ベラクリン
(verracurin)Ａ、ロリジン(roridine)Ａ及びアングイジン(anguidine))；ウレタン；ダカ
ルバジン；マンノムスチン(mannomustine)；ミトブロニトール；ミトラクトール(mitolac
tol)；ピポブロマン(pipobroman)；ガシトシン(gacytosine)；アラビノシド(「Ａｒａ-Ｃ
」)；チオテパ；タキソイド類、例えばパクリタキセル(TAXOL(登録商標))、パクリタキセ
ルのクレモフォー無添加アルブミン操作ナノ粒子製剤(ABRAXANETM)、及びドキセタキセル
(TAXOTERE(登録商標))；クロランブシル；６-チオグアニン；メルカプトプリン；メトト
レキサート；プラチナ剤、例えばシスプラチン、オキサリプラチン及びカルボプラチン；
ビンカ類、チューブリン重合の微小管形成を阻害するもの、例えばビンブラスチン(VELBA
N(登録商標)、ビンクリスチン(ONCOVIN(登録商標))、ビンデシン(ELDISINE(登録商標)、F
ILDESIN(登録商標))、及びビノレルビン(NAVELBINE(登録商標))；エトポシド(ＶＰ-１６)
；イホスファミド；マイトキサントロン；ロイコボビン(leucovovin)；ノバントロン(nov
antrone)；エダトレキセート；ダウノマイシン；アミノプテリン；イバンドロナート(iba
ndronate)；トポイソメラーゼ阻害薬ＲＦＳ２０００；ジフルオロメチロールニチン(ＤＭ
ＦＯ)；レチノイン酸などのレチノイド、例えば、ベキサロテン(TARGRETIN(登録商標))；
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ビスホスホネート、例えばクロドロネート(例えばBONEFOS(登録商標)又はOSTAC(登録商標
))、エチドロン酸(DIDROCAL(登録商標))、ＮＥ-５８０９５、ゾレドロン酸／ゾレドロネ
ート(ZOMETA(登録商標))、アレンドロネート(FOSAMAX(登録商標))、パミドロン酸(AREDIA
(登録商標))、チルドロン酸(SKELID(登録商標))、又はリセドロン酸(ACTONEL(登録商標))
；トロキサシタビン(troxacitabine)(１,３-ジオキソランヌクレオシドシトシン類似体)
；アンチセンスオリゴヌクレオチド、特に接着細胞の増殖に結びつくシグナル伝達経路に
おける遺伝子の発現を阻害するもの、例えばＰＫＣ-α、Ｒａｆ、及びＨ-Ｒａｓ、及び上
皮増殖因子レセプター(ＥＧＦ-Ｒ)；THERATOPE(登録商標)ワクチン及び遺伝子治療ワクチ
ン等のワクチン、例えばALLOVECTIN(登録商標)ワクチン、LEUVECTIN(登録商標)ワクチン
、及びVAXID(登録商標)ワクチン；トポイソメラーゼ１阻害薬(例えばLURTOTECAN(登録商
標))；ｒｍＲＨ(例えばABARELIX(登録商標))；ＢＡＹ４３９００６(ソラフェニブ；Bayer
)；ＳＵ-１１２４８(Pfizer)；ペリフォシン(perifosine)、ＣＯＸ-２阻害剤(例えばセレ
コキシブ又はエトリコキシブ)、プロテオゾーム阻害剤(例えばＰＳ３４１)；ボルテゾミ
ブ(VELCADE(登録商標))；ＣＣＩ-７７９；チピファルニブ(tipifarnib)(Ｒ１１５７７)；
オラフィニブ(orafenib)、ＡＢＴ５１０；ＢＣＬ-２阻害剤、例えばオブリメルセンナト
リウム(oblimersen sodium)(GENASENSE(登録商標))；ピクサントロン；及び上述したもの
のいずれかの薬学的に許容可能な塩類、酸類又は誘導体：並びに上記のうち２以上の組み
合わせ、例えば、シクロフォスファミド、ドキソルビシン、ビンクリスチン、及びプレド
ニソロン併用療法の略称であるＣＨＯＰ、及び5-FU及びロイコボビン(leucovovin)とオキ
サリプラチン(ELOXATINTM)を組み合わせた治療法の略称であるFOLFOXが含まれる。
【００４５】
　本明細書において、化学療法剤には、癌の増殖を促進しうるホルモンの影響を調節、低
減、遮断又は阻害するように作用する「抗ホルモン剤」又は「内分泌療法」が含まれる。
これらは、ホルモン類そのもの、例として、混合アゴニスト／アンタゴニスト特性を有す
る抗卵胞ホルモン、例えばタモキシフェン(NOLVADEX(登録商標))、４-ヒドロキシタモキ
シフェン、トレミフェン(FARESTON(登録商標))、イドキシフェン、ドロロキシフェン(dro
loxifene)、ラロキシフェン(EVISTA(登録商標))、トリオキシフェン(trioxifene)、ケオ
キシフェン(keoxifene)、及び選択的なエストロゲンレセプター修飾因子(SERM)、例えば
ＳＥＲＭ３、アゴニスト特性のない純粋な抗卵胞ホルモン、例えばフルベストラント(FAS
LODEX(登録商標))、及びＥＭ８００(このような薬剤はエストロゲンレセプター(ＥＲ)二
量体化を遮断、ＤＮＡ結合を阻害、ＥＲ代謝回転を増加、及び／又は、ＥＲレベルを抑制
してもよい)、アロマターゼ阻害剤、例としてステロイド性アロマターゼ阻害剤、例えば
ホルメスタン及びエキセメスタン(AROMASIN(登録商標))、及び非ステロイド性アロマター
ゼ阻害剤、例えばアナストロゾール(anastrazole)(ARIMIDEX(登録商標))、レトロゾール(
FEMARA(登録商標))及びアミノグルテチミド、及び他のアロマターゼ阻害剤、例としてボ
ロゾール(RIVISOR(登録商標))、メゲストロールアセテート(MEGASE(登録商標))、ファド
ロゾール及び４の(５)-イミダゾール、黄体形成ホルモン放出ホルモンアゴニスト、例え
ばロイプロリド(LUPRON(登録商標)及びELIGARD(登録商標))、ゴセレリン、ブセレリン及
びトリプトレリン(tripterelin)、性ステロイド、例としてプロゲスチン、例えばメゲス
トロールアセテート及びメドロキシプロゲステロンアセテート、エストロゲン、例えばジ
エチルスチルベストロール及びプレマリン、及びアンドロゲン／レチノイド、例えばフル
オキシメステロン、すべてのトランスレチノイン酸及びフェンレチニド、オナプリストン
、抗プロゲステロン、エストロゲンレセプター下方制御因子(ＥＲＤ)、抗アンドロゲン物
質、例えばフルタミド、ニルタミド及びビカルタミド）、及び、上記いずれかの薬学的に
受容可能な塩類、酸又は誘導体、並びに上記の２以上の組み合わせを含むが、これらに限
定するものではない。
【００４６】
　本明細書中で用いられているように、「ＥＧＦＲ阻害剤」なる用語は、ＥＧＦＲと結合
するか、さもなければ直接相互に作用して、そのシグナル伝達活性を予防又は低減する化
合物を指しており、「ＥＧＦＲアンタゴニスト」として称されることもある。このような
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薬剤の例には、ＥＧＦＲに結合する抗体及び小分子が含まれる。ＥＧＦＲに結合する抗体
の例には、ＭＡｂ５７９(ＡＴＣＣ ＣＲＬ ＨＢ　８５０６)、ＭＡｂ４５５(ＡＴＣＣ Ｃ
ＲＬ ＨＢ８５０７)、ＭＡｂ２２５(ＡＴＣＣ ＣＲＬ８５０８)、ＭＡｂ５２８(ＡＴＣＣ
 ＣＲＬ８５０９)(米国特許第４９４３５３３号、Mendelsohn等を参照)、及びその変異体
、例えばキメラ化２２５(Ｃ２２５又はセツキシマブ；ERBUTIX(登録商標))及び、再構築
されたヒト２２５(Ｈ２２５)(国際公開第９６／４０２１０号、Imclone Systems Inc.を
参照)；ＩＭＣ-１１Ｆ８、完全なヒトの、ＥＧＦＲターゲティング抗体(Imclone)；タイ
プII変異体ＥＧＦＲを結合する抗体(米国特許第５２１２２９０号)；米国特許第５８９１
９９６号に記載の、ＥＧＦＲを結合する、ヒト化及びキメラの抗体；及び、ＥＧＦＲを結
合するヒト抗体、例として、ＡＢＸ-ＥＧＦ又はパニツムマブ(国際公開第９８／５０４３
３号、Abgenix/Amgenを参照)；ＥＭＤ５５９００ (Stragliotto等 Eur. J. Cancer 32A: 
636-640 (1996))；ＥＧＦＲ結合に関してＥＧＦとＴＧＦ-αの両方と競合するＥＧＦＲに
対するヒト化ＥＧＦＲ抗体であるＥＭＤ７２００(マツズマブ(matuzumab))(EMD/Merck)；
ヒトＥＧＦＲ抗体、ＨｕＭａｘ-ＥＧＦＲ(GenMab)；Ｅ１.１、Ｅ２.4、Ｅ２.５、Ｅ６.２
、Ｅ６.４、Ｅ２.１１、Ｅ６.３及びＥ７.６. ３として知られていて、米国特許第６２３
５８８３号に記載の完全なヒト抗体、ＭＤＸ-４４７(Medarex Inc)；及び、ｍＡｂ８０６
又はヒト化ｍＡｂ８０６(Johns等, J. Biol. Chem. 279(29): 30375-30384 (2004))が含
まれる。抗ＥＧＦＲ抗体は、細胞障害性剤とコンジュゲートして、免疫コンジュゲートを
生成してもよい(例として欧州特許第659,439号Ａ2、Merck Patent GmbHを参照)。ＥＧＦ
Ｒアンタゴニストには、小分子、例えば米国特許第５６１６５８２号、同第５４５７１０
５号、同第５４７５００１号、同第５６５４３０７号、同第５６７９６８３号、同第６０
８４０９５号、同第６２６５４１０号、同第６４５５５３４号、同第６５２１６２０号、
同第６５９６７２６号、同第６７１３４８４号、同第５７７０５９９号、同第６１４０３
３２号、同第５８６６５７２号、同第６３９９６０２号、同第６３４４４５９号、同第６
６０２８６３号、同第６３９１８７４号、同第６３４４４５５号、同第５７６００４１号
、同第６００２００８号及び同第５７４７４９８号、並びにＰＣＴ公報：国際公開第９８
／１４４５１号、同第９８／５００３８号、同第９９／０９０１６号及び同第９９／２４
０３７号に記載の化合物が含まれる。特定の小分子ＥＧＦＲアンタゴニストにはＯＳＩ-7
74(ＣＰ-３５８７７４、エルロチニブ、TARCEVA(登録商標) Genentech/OSI Pharmaceutic
als)；ＰＤ１８３８０５(ＣＩ１０３３、２-プロペンアミド、Ｎ-[４[(３-クロロ-４-フ
ルオロフェニル)アミノ]-７-[３(４-モルホリニル)プロポキシ]-６-キナゾリニル]－、ジ
ヒドロクロライド、Pfizer Inc.)；ＺＤ１８３９、ゲフィチニブ(ＩＲＥＳＳＡＪ) ４(３
'-クロロ-４'-フルオロアニリノ)-７-メトキシ-６-(３-モルホリノプロポキシ)キナゾリ
ン、AstraZeneca)；ＺＭ１０５１８０((６-アミノ-４-(３-メチルフェニル-アミノ)-キナ
ゾリン、Zeneca)；ＢＩＢＸ-１３８２(Ｎ８-(３-クロロ-４-フルオロ-フェニル)-Ｎ２-(
１-メチル-ピペリジン-４-イル)-ピリミド[５,４-ｄ]ピリミジン-２,８-ジアミン、Boehr
inger Ingelheim)；ＰＫＩ-１６６((Ｒ)４-[４[(１-フェニルエチル)アミノ]-１Ｈ-ピロ
ロ[２,３-ｄ]ピリミジン-６-イル]-フェノール)；(Ｒ)-６-(４-ヒドロキシフェニル)-４-
[(１-フェニルエチル)アミノ]-７Ｈ-ピロロ[２,３-ｄ]ピリミジン)；ＣＬ-３８７７８５(
Ｎ-[４-[(３-ブロモフェニル)アミノ]-６-キナゾリニル]-２-ブチンアミド)；ＥＫＢ-５
６９(Ｎ-[４-[(３-クロロ-４-フルオロフェニル)アミン]-３-シアノ-７-エトキシ-６-キ
ノリンイル]-４-(ジメチルアミノ)-２-ブテンアミド)(Wyeth)；ＡＧ１４７８(Sugen)；Ａ
Ｇ１５７１(ＳＵ５２７１；Sugen)；二重ＥＧＦＲ／ＨＥＲ２チロシンキナーゼ阻害剤、
例えばラパチニブ(ＧＷ５７２０１６又はＮ-[３-クロロ-４-[(３フルオロフェニル)メト
キシ]フェニル]６[５[[[2メチルスルホニル)エチル]アミノ]メチル]-２-フラニル]-４-キ
ナゾリンアミン、Glaxo-SmithKline)。
【００４７】
　「チロシンキナーゼ阻害剤」は、ＨＥＲレセプターなどのチロシンキナーゼのチロシン
キナーゼ活性を阻害する分子である。このような阻害剤の例には、前段落に記載のＥＧＦ
Ｒターゲティング薬剤；小分子ＨＥＲ２チロシンキナーゼ阻害剤、例えばTakedaから入手
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可能なＴＡＫ１６５；ＥｒｂＢ２レセプターチロシンキナーゼの経口選択的阻害剤である
ＣＰ-７２４７１４(Pfizer and OSI)；二重ＨＥＲ阻害剤、例えばＥＫＢ-５６９(Wyethか
ら入手可能)、これは優先的にＥＧＦＲを結合するが、ＨＥＲ２及びＥＧＦＲを過剰発現
している細胞を阻害する；経口ＨＥＲ２及びＥＧＦＲチロシンキナーゼ阻害剤であるラパ
チニブ(ＧＷ５７２０１６、Glaxo-SmithKlineから入手可能)；ＰＫＩ-１６６(Novartisか
ら入手可能)；パンＨＥＲ阻害剤、例えばカネルチニブ(canertinib)(ＣＩ-１０３３；Pha
rmacia)；Ｒａｆ-１阻害剤、例えばＲａｆ-１シグナル伝達を阻害するISIS Pharmaceutic
alsから入手可能なアンチセンス薬剤ＩＳＩＳ-５１３２；非ＨＥＲターゲティングＴＫ阻
害剤、例えばGlaxoから入手可能なイマチニブメシレート(GLEEVACTM)；ＭＡＰＫ細胞外調
節キナーゼI阻害剤ＣＩ-１０４０(Pharmaciaから入手可能)；キナゾリン、例として、Ｐ
Ｄ１５３０３５,４-(３-クロロアニリノ)キナゾリン；ピリドピリミジン；ピリミドピリ
ミジン；ピロロピリミジン、例えばＣＧＰ５９３２６、ＣＧＰ６０２６１及びＣＧＰ６２
７０６；ピラゾロピリミジン、４(フェニルアミノ)-７Ｈ-ピロロ[２,３-ｄ]ピリミジン；
クルクミン(ジフェルロイルメタン、４,５-ビス(４-フルオロアニリノ)フタルイミド)；
ニトロチオフェン成分を含有するチロホスチン；ＰＤ-０１８３８０５(Warner-Lamber)；
アンチセンス分子(例えばＨＥＲコード化核酸と結合するもの)；キノキサリン(米国特許
第５８０４３９６号)；チロホスチン(米国特許第５８０４３９６号)；ＺＤ６４７４(Astr
a Zeneca)；ＰＴＫ-７８７(Novartis/Schering AG)；ＣＩ-１０３３などのパンＨＥＲ阻
害剤(Pfizer)；Ａｆｆｉｎｉｔａｃ(ＩＳＩＳ３５２１；Isis/Lilly)；イマチニブメシレ
ート(Ｇｌｅｅｖａｃ；Novartis)；ＰＫＩ１６６(Novartis)；ＧＷ２０１６(Glaxo Smith
Kline)；ＣＩ-１０３３(Pfizer)；ＥＫＢ-５６９(Wyeth)；セマキシニブ(Semaxinib)(Sug
en)；ＺＤ６４７４(AstraZeneca)；ＰＴＫ-７８７(Novartis/Schering AG)；ＩＮＣ-１Ｃ
１１(Imclone)；又は以下のいずれかの特許公報に記載のもの：米国特許第５８０４３９
６号；国際公開第９９／０９０１６号(American Cyanamid)；国際公開第９８／４３９６
０号(American Cyanamid)；国際公開第９７／３８９８３号(Warner Lambert)；国際公開
第９９／０６３７８号(Warner Lambert)；国際公開第９９／０６３９６号(Warner Lamber
t)；国際公開第９６／３０３４７号(Pfizer, Inc)；国際公開第９６／３３９７８号(Zene
ca)；国際公開第９６／３３９７号(Zeneca)；及び国際公開第９６／３３９８０号(Zeneca
)が含まれる。
【００４８】
　「抗血管新生剤」は、ある程度、血管の発達を阻止又は阻害する化合物を指す。抗血管
新生因子は、例えば、血管新生を促進する際に伴う増殖因子又は増殖因子レセプターと結
合する小分子又は抗体であってもよい。本明細書において好適な抗血管新生因子は、血管
内皮増殖因子(ＶＥＧＦ)又はそのレセプターと結合する抗体、例として、ベバシズマブ(A
VASTIN(登録商標))又はラニビズマブ(ranibizumab)(LUCENTIS(登録商標))、又はαｖβ３
抗体、例えばVITAXINTM (Medimmune)である。
【００４９】
　「サイトカイン」なる用語は、一つの細胞集団から放出されるタンパク質であって、他
の細胞に対して細胞間メディエータとして作用するものの包括的な用語である。このよう
なサイトカインの例としては、リンホカイン、モノカイン；ＩＬ-１、ＩＬ-１α、ＩＬ-
２、ＩＬ-３、ＩＬ-４、ＩＬ-５、ＩＬ-６、ＩＬ-７、ＩＬ-８、ＩＬ-９、ＩＬ-１１、Ｉ
Ｌ-１２、ＩＬ-１５等のインターロイキン(ＩＬ)、例えば、PROLEUKIN(登録商標)ｒＩＬ-
２及びヒトＩＬ-４及びヒトＩＬ-４の変異体、例として、ＩＬ-２Ｒγへの結合に関与す
るＩＬ-４の領域内に突然変異を有する変異体、例えばＡｒｇ２１がＧｌｕ残基に変異し
たもの；腫瘍壊死因子、例えばＴＮＦ-α又はＴＮＦ-β、及びＬＩＦ及びキットリガンド
(ＫＬ)を含む他のポリペプチド因子が含まれる。ここで使用される場合、サイトカインな
る用語は天然源由来あるいは組換え細胞培養物由来のタンパク質及び天然配列サイトカイ
ンの生物学的に活性な等価物、例えば合成して産生された小分子構成要素及び製薬的に受
容可能な誘導体及びその塩類を含む。
【００５０】
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　「ホルモン」なる用語は通常管を有する腺性器官によって分泌されるポリペプチドホル
モンを表す。そのようなホルモンには、例えば、成長ホルモン、例えばヒト成長ホルモン
、Ｎ-メチオニルヒト成長ホルモン、及びウシ成長ホルモン；副甲状腺ホルモン；チロキ
シン；インスリン；プロインスリン；リラクシン；エストラジオール；ホルモン補充療法
；アンドロゲン、例えばカルステロン、ドロモスタノロンプロピオナート、エピチオスタ
ノール、メピチオスタン又はテストラクトン；プロリラクシン；卵胞刺激ホルモン(ＦＳ
Ｈ)、副甲状腺刺激ホルモン(ＴＳＨ)、及び黄体形成ホルモン(ＬＨ)のような糖タンパク
質ホルモン；プロラクチン、胎盤ラクトゲン、マウス性腺刺激ホルモン関連ペプチド性腺
刺激ホルモン放出ホルモン；インヒビン；アクチビン；ミュラー阻害物質；及びトロンボ
ポエチンなどがある。本明細中で用いるように、ホルモンなる用語は、天然源由来又は組
み換え細胞培養由来のタンパク質及び天然配列ホルモンの生物学的活性な相当物、例えば
合成して産生した小分子成分及び製薬的に許容可能な誘導体及びその塩類が含まれる。
【００５１】
　「増殖因子」なる用語は増殖を促進するタンパク質を表し、例えば、肝増殖因子；線維
芽細胞増殖因子；血管内皮増殖因子；神経成長因子、例えばＮＧＦ-β；血小板由来増殖
因子；トランスフォーミング増殖因子(ＴＧＦ)、例えばＴＧＦ-α及びＴＧＦ-β；インス
リン様成長因子-I及び-II；エリトロポエチン(ＥＰＯ)；骨誘導因子；インターフェロン
、例えばインターフェロン-α、-β、及び-γ；及び、コロニー刺激因子(ＣＳＦ)、例え
ばマクロファージ-ＣＳＦ(Ｍ-ＣＳＦ)、顆粒球-マクロファージ-ＣＳＦ(ＧＭ-ＣＳＦ)及
び顆粒球-ＣＳＦ(Ｇ-ＣＳＦ)などがある。本明細書中で用いられる、増殖因子なる用語に
は、天然源由来あるいは組換え細胞培養物由来のタンパク質及び天然配列増殖因子の生物
学的に活性な等価物、例えば合成して産生された小分子構成要素及び製薬的に受容可能な
誘導体及びその塩類を含む。
【００５２】
　「インテグリン」なる用語は、細胞の細胞外基質への結合と応答の両方をさせるレセプ
タータンパク質であり、創傷治癒、細胞分化、腫瘍細胞のホーミング及びアポトーシスな
どの様々な細胞性機能に関与するものを表す。これらは細胞-細胞外基質及び細胞間相互
作用に関与する細胞接着レセプターの大きなファミリーの一部である。機能的なインテグ
リンは、α及びβと称する２つの膜貫通性グリコプロテインサブユニットから成り、非共
有的に結合している。βサブユニットのように、αサブユニットはすべて互いにいくらか
の相同性がある。レセプターは常に１のα鎖及び１のβ鎖を含有する。例えば、α６β１
、α３β１、α７β１、ＬＦＡ-１などがある。本明細書中で用いられる、インテグリン
なる用語には、天然源由来あるいは組換え細胞培養物由来のタンパク質及び天然配列イン
テグリンの生物学的に活性な等価物、例えば合成して産生された小分子構成要素及び製薬
的に受容可能な誘導体及びその塩類を含む。
【００５３】
　本明細書中では、「腫瘍壊死因子α(ＴＮＦα)」とは、Pennica等, Nature, 312:721 (
1984)又はAggarwal等, JBC, 260:2345 (1985)に記載のアミノ酸配列を含有するヒトＴＮ
Ｆα分子を意味する。
　本明細書中の「ＴＮＦαインヒビター」は、一般的にはＴＮＦαへの結合とその活性を
中和することを介してＴＮＦαの生物学的活性をある程度阻害する薬剤である。本明細書
中で考慮されるＴＮＦインヒビターの具体例は、エタネルセプト(ENBREL(登録商標))、イ
ンフリキシマブ(REMICADE(登録商標))及びアダリムマブ(HUMIRATM)、ペグ化した可溶性Ｔ
ＮＦ-Ｒ ペグスネルセプト(pegsunercept) (ｓＴＮＦ-Ｒ１；Amgen)；ペグ化した抗ＴＮ
Ｆ抗体断片、ＣＤＰ-８７０(Celltech)である。
　「疾患変更性抗リウマチ剤」又は「ＤＭＡＲＤ」の例には、ヒドロキシクロロキノン、
スルファサラジン、メトトレキセート、レフルノミド、エタネルセプト、インフリキシマ
ブ(並びに、経口及び皮下用メトトレキセート)、アザチオプリン、Ｄ-ペニシラミン、ゴ
ールド塩類(経口)、ゴールド塩類(筋肉内)、ミノサイクリン、シクロスポリンＡ及び局所
性シクロスポリンを含むシクロスポリン、ブドウ球菌プロテインＡ(Goodyear 及びSilver
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man, J. Exp. Med., 197, (9), p1125-39 (2003))、これらの塩類及び誘導体を含むもの
などがある。
【００５４】
　「非ステロイド系抗炎症薬」又は「ＮＳＡＩＤ」の例として、アスピリン、アセチルサ
リチル酸、イブプロフェン、ナプロキセン、インドメタシン、スリンダク、トルメチン、
COX-2インヒビター、例としてセレコキシブ(celecoxib) (CELEBREX(登録商標)；4-(5-(4-
メチルフェニル)-3-(トリフルオロメチル)-1H-ピラゾロ-1-イル) ベンゼンスルホンアミ
ド及びバルデコキシブ(valdecoxib) (BEXTRA(登録商標))、及びメロキシカム(MOBIC(登録
商標))、これらの塩類及び誘導体などがある。好ましくは、これらはアスピリン、ナプロ
キセン、イブプロフェン、インドメタシン又はトルメチンである。
　本明細書中の「インテグリンアンタゴニスト又は抗体」の例として、ＣＤ１１ａ又はＬ
ＦＡ-１抗体、例としてGenentechから市販のエファリズマブ(RAPTIVA(登録商標))、又は
、α４インテグリン抗体、例としてBiogen Idec/Elanから入手可能なナタリズマブ(ANTEG
REN(登録商標))、又は、ジアザサイクリックフェニルアラニン誘導体(国際公開第２００
３／８９４１０号)、フェニルアラニン誘導体(国際公開第２００３／７０７０９号、国際
公開第２００２／２８８３０号、国際公開第２００２／１６３２９号及び国際公開第２０
０３／５３９２６号)、フェニルプロピオン酸誘導体(国際公開第２００３／１０１３５号
)、エナミン誘導体(国際公開第２００１／７９１７３号)、プロパン酸誘導体(国際公開第
２０００／３７４４４号)、アルカノン酸誘導体(国際公開第２０００／３２５７５号)、
置換型フェニール誘導体(米国特許第６６７７３３９号及び同第６３４８４６３号)、芳香
族アミン誘導体(米国特許第６３６９２２９号)、ＡＤＡＭディスインテグリンドメインポ
リペプチド(米国公開公報２００２／００４２３６８号)、αｖβ３インテグリンに対する
抗体(欧州特許第６３３９４５号)、アザ架橋された二環式アミノ酸誘導体(国際公開第２
００２／０２５５６号)、及び６８３６９９(Tanabe)などが含まれる。
【００５５】
　「副腎皮質ステロイド」は、天然に生じる副腎皮質ステロイドの効果を模倣するかある
いは増大するステロイドの一般的な化学構造を有するいくつかの合成又は天然に生じる物
質の何か一つを指す。合成副腎皮質ステロイドの例として、プレドニゾン、プレドニゾロ
ン(メチルプレドニゾロン、例としてSOLU-MEDROL(登録商標) メチルプレドニゾロンコハ
ク酸ナトリウムを含む)、デキサメサゾン又はデキサメサゾントリアムシノロン、ヒドロ
コルチゾン、及びベタメサゾンが含まれる。本明細書中の好適な副腎皮質ステロイドは、
プレドニゾン、メチルプレドニゾロン、ヒドロコルチゾン又はデキサメサゾンである。
　ここで「抗体」なる用語は、広い意味で用いられ、特にモノクローナル抗体、ポリクロ
ーナル抗体、少なくとも２つのインタクト抗体から形成した多特異性抗体(例えば、二重
特異性抗体)、及び所望の生物学的活性を有する限りにおける抗体断片の範囲にわたる。
【００５６】
　「抗体断片」は、インタクト抗体の一部、好ましくはその抗原結合領域を含む。抗体断
片の例には、Ｆａｂ、Ｆａｂ'、Ｆ(ａｂ')２及びＦｖ断片；ダイアボディ；線形抗体；一
本鎖抗体分子；及び抗体断片から形成された多特異性抗体が含まれる。
　本明細書中の「インタクト抗体」とは、２つの抗原結合領域とＦｃ領域を含有してなる
ものである。場合によって、インタクト抗体は機能的なＦｃ領域を有する。
　「成長阻害(「増殖阻害」ともいう)」抗体は、抗体が結合する抗原を発現している細胞
の増殖を阻害又は低減するものである。例えば、アンタゴニストはインビトロ及び／又は
インビボでのＢ細胞の増殖を阻害又は低減しうる。
　「アポトーシスを誘導する」抗体とは、標準的なアポトーシスアッセイにより測定でき
るようなＢ細胞などのプログラム細胞死、例えば、アネキシンＶの結合、ＤＮＡ断片化、
細胞収縮、小胞体の肥大、細胞断片化、及び／又は膜小嚢の形成(アポトーシス体と呼称)
を誘導するものである。「天然抗体」は、通常、２つの同一の軽(Ｌ)鎖及び２つの同一の
重(Ｈ)鎖からなる、約１５００００ダルトンのヘテロ四量体糖タンパク質である。各軽鎖
は一つの共有ジスルフィド結合により重鎖に結合しており、ジスルフィド結合の数は、異
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なった免疫グロブリンアイソタイプの重鎖の中でばらつきがある。また各重鎖と軽鎖は、
規則的に離間した鎖間ジスルフィド結合を有している。各重鎖は、多くの定常ドメインが
続く可変ドメイン(ＶＨ)を一端に有する。各軽鎖は、一端に可変ドメイン(ＶＬ)を、他端
に定常ドメインを有する；軽鎖の定常ドメインは重鎖の第一定常ドメインと整列し、軽鎖
の可変ドメインは重鎖の可変ドメインと整列している。特定のアミノ酸残基が、軽鎖及び
重鎖可変ドメイン間の界面を形成すると考えられている。
【００５７】
　「可変」という用語は、可変ドメインのある部位が、抗体の中で配列が広範囲に異なっ
ており、その特定の抗原に対する各特定の抗体の結合性及び特異性に使用されているとい
う事実を意味する。しかしながら、可変性は抗体の可変ドメインにわたって一様には分布
していない。軽鎖及び重鎖の可変ドメインの両方の高頻度可変領域と呼ばれる３つのセグ
メントに濃縮される。可変ドメインのより高度に保持された部分はフレームワーク領域(
ＦＲ)と呼ばれる。天然の重鎖及び軽鎖の可変ドメインは、βシート構造を結合し、ある
場合にはその一部を形成するループ結合を形成する、３つの高頻度可変領域により連結さ
れたβシート配置を主にとる４つのＦＲをそれぞれ含んでいる。各鎖の高頻度可変領域は
、ＦＲによって近接して結合され、他の鎖の高頻度可変領域と共に、抗体の抗原結合部位
の形成に寄与している(Kabat等, Sequence of Proteins ofImmunological Interest, 5th
 Ed. Public Health Service, National Institutes of Health, BEthesda, MD. (1991))
。定常ドメインは、抗体の抗原への結合に直接関連しているものではないが、種々のエフ
ェクター機能、例えば抗体依存性細胞性細胞障害(ＡＤＣＣ)への抗体の関与を示す。
【００５８】
　抗体のパパイン消化は、「Ｆａｂ」断片と呼ばれる２つの同一の抗体結合断片を生成し
、その各々は単一の抗原結合部位を持ち、残りは容易に結晶化する能力を反映して「Ｆｃ
」断片と命名される。ペプシン処理はＦ(ａｂ')２断片を生じ、それは２つの抗原結合部
位を持ち、抗原を交差結合することができる。
　「Ｆｖ」は、完全な抗原認識及び抗原結合部位を含む最小抗体断片である。この領域は
、堅固な非共有結合をなした一つの重鎖及び一つの軽鎖可変ドメインの二量体からなる。
この配置において、各可変ドメインの３つの高頻度可変領域は相互に作用してＶＨ-ＶＬ

二量体表面に抗原結合部位を形成する。集合的に、６つの高頻度可変領域が抗体に抗原結
合特異性を付与する。しかし、単一の可変ドメイン(又は抗原に対して特異的な３つの高
頻度可変領域のみを含むＦｖの半分)でさえ、全結合部位よりも親和性が低くなるが、抗
原を認識して結合する能力を有している。
【００５９】
　またＦａｂ断片は、軽鎖の定常ドメインと重鎖の第一定常領域(ＣＨ１)を有する。Ｆａ
ｂ'断片は、抗体ヒンジ領域からの一又は複数のシステインを含む重鎖ＣＨ１領域のカル
ボキシ末端に数個の残基が付加している点でＦａｂ断片とは異なる。Ｆａｂ'-ＳＨは、定
常ドメインのシステイン残基が少なくとも一つの遊離チオール基を担持しているＦａｂ'
に対するここでの命名である。Ｆ(ａｂ')２抗体断片は、間にヒンジシステインを有する
Ｆａｂ'断片の対として生産された。また、抗体断片の他の化学結合も知られている。
　任意の脊椎動物種からの抗体(イムノグロブリン)の「軽鎖」には、その定常ドメインの
アミノ酸配列に基づいて、カッパ(κ)及びラムダ(λ)と呼ばれる２つの明確に区別される
型の一つが割り当てられる。
　(存在する場合には)抗体の「重鎖」の定常ドメインのアミノ酸配列に基づいて、抗体は
異なるクラスが割り当てられる。インタクト抗体には５つの主なクラスがある：ＩｇＡ、
ＩｇＤ、ＩｇＥ、ＩｇＧ及びＩｇＭ、更にそれらは、ＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、Ｉ
ｇＧ４、ＩｇＡ、及びＩｇＡ２等のサブクラス(イソ型)に分かれる。抗体の異なるクラス
に対応する重鎖定常ドメインはそれぞれα、δ、ε、γ、及びμと呼ばれる。イムノグロ
ブリンの異なるクラスのサブユニット構造及び三次元立体配位はよく知られている。
【００６０】
　特に明記しない限り、本明細書中の免疫グロブリン重鎖の残基の番号付けは、出典明記
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によって本明細書中に特別に援用されるKabat等, Sequences of Proteins of Immunologi
cal Interest, 5th Ed. Public Health Service, National Institutes of Health, Beth
esda, MD (1991)のＥＵインデックスのものである。「KabatのＥＵインデックス」はヒト
ＩｇＧ１ ＥＵ抗体の残基番号を指す。
　「Ｆｃ領域」なる用語は、天然配列Ｆｃ領域及び変異体Ｆｃ領域を含む、免疫グロブリ
ン重鎖のＣ末端領域を定義するために使用される。免疫グロブリン重鎖のＦｃ領域の境界
は変化するかも知れないが、通常、ヒトＩｇＧ重鎖Ｆｃ領域はＣｙｓ２２６の位置又はＰ
ｒｏ２３０からの位置のアミノ酸残基からそのカルボキシル末端まで伸長すると定義され
る。Ｆｃ領域のＣ末端リジン(ＥＵ番号付けシステムによれば残基４４７)は、例えば、抗
体の産生又は精製中に、又は抗体の重鎖をコードする核酸を組み換え遺伝子操作すること
によって取り除かれてもよい。したがって、インタクト抗体の組成物は、すべてのＫ４４
７残基が除去された抗体群、Ｋ４４７残基が除去されていない抗体群、及びＫ４４７残基
を有する抗体と有さない抗体の混合を含む抗体群を含みうる。
【００６１】
　「機能的なＦｃ領域」は、天然配列のＦｃ領域のエフェクター機能を保持する。典型的
な「エフェクター機能」は、Ｃ１ｑ結合；補体依存性細胞障害活性、Ｆｃレセプター結合
；抗体依存性細胞障害活性(ＡＤＣＣ)；貪食作用；細胞表面レセプター(すなわち、Ｂ細
胞レセプター)の下方制御などである。このようなエフェクターの機能は、一般に、Ｆｃ
領域が結合領域例えば、抗体の可変ドメイン)に結合するのに必要とされており、ここで
実施例として開示する様々はアッセイを用いることで評価することが可能である。
　「天然配列のＦｃ領域」は、天然に見出されるＦｃ領域のアミノ酸配列と同一のアミノ
酸配列を包含する。天然配列のヒトＦｃ領域は、天然配列のヒトＩｇＧ１Ｆｃ領域(非Ａ-
及びＡ-アロタイプ)；天然配列のヒトＩｇＧ２Ｆｃ領域；天然配列のヒトＩｇＧ３Ｆｃ領
域；及び天然配列のヒトＩｇＧ４Ｆｃ領域；並びに、上記何れかの自然に生じる変異体が
含まれる。
【００６２】
　「変異体Ｆｃ領域」は、少なくとも１つのアミノ酸修飾、好ましくは一又は複数のアミ
ノ酸置換により、天然配列のＦｃ領域とは異なるアミノ酸配列を包含するものである。好
ましくは、変異体Ｆｃ領域は、天然配列のＦｃ領域もしくは親ポリペプチドのＦｃ領域と
比較した場合、少なくとも１つのアミノ酸置換、例えば、天然配列のＦｃ領域又は親のポ
リペプチドのＦＣ領域におよそ１からおよそ１０のアミノ酸置換、好ましくはおよそ１か
らおよそ５のアミノ酸置換を有する。本明細書中の変異体Ｆｃ領域は、天然配列のＦｃ領
域及び/又は親ポリペプチドのＦｃ領域と好ましくは少なくともおよそ８０％の相同性を
有するか、最も好ましくは少なくともおよそ９０％の相同性を、さらに好ましくは少なく
ともおよそ９５％の相同性を有するものであろう。
【００６３】
　「抗体依存性細胞媒介性細胞障害」又は「ＡＤＣＣ」は、Ｆｃレセプター(ＦｃＲ)を発
現する非特異的細胞障害性細胞(例えば、ナチュラルキラー(ＮＫ)細胞、好中球、及びマ
クロファージ)が標的細胞上の結合した抗体を認識し、続いて標的細胞を溶解する細胞媒
介性反応を指す。ＡＤＣＣを媒介する一次細胞であるＮＫ細胞は、ＦｃγＲIIIのみを発
現する一方、単球はＦｃγＲI、ＦｃγＲII及びＦｃγＲIIIを発現する。造血性細胞での
ＦｃＲの発現は、Ravetch及びKinet, Annu.Rev.Immunol., 9:457-92(1991)の４６４頁の
表３に要約されている。対象分子のＡＤＣＣ活性を評価するためには、米国特許第５５０
０３６２号又は第５８２１３３７号に記載されているようなインビトロＡＤＣＣアッセイ
が実施されうる。そのようなアッセイのための有用なエフェクター細胞は、末梢血単核細
胞(ＰＢＭＣ)及びナチュラルキラー(ＮＫ)細胞を含む。あるいは、又は付加的に、対象分
子のＡＤＣＣ活性は、例えばClynes等 PNAS(USA), 95:652-656(1998)に開示されたような
動物モデルにおいて、インビボで評価されてもよい。
【００６４】
　「ヒトエフェクター細胞」とは、１つ又は複数のＦｃＲｓを発現し、エフェクター機能



(32) JP 2008-545958 A 2008.12.18

10

20

30

40

50

を実行する白血球のことである。好ましくは、その細胞が少なくともＦｃγＲIIIを発現
し、ＡＤＣＣエフェクター機能を実行する。ＡＤＣＣを媒介するヒト白血球の例として、
末梢血単核細胞(ＰＢＭＣ)、ナチュラルキラー(ＮＫ)細胞、単球、細胞障害性Ｔ細胞及び
好中球が含まれるが、ＰＢＭＣとＮＫ細胞が好適である。
　「Ｆｃレセプター」又は「ＦｃＲ」は、抗体のＦｃ領域に結合するレセプターを表す。
好適なＦｃＲは、天然配列ヒトＦｃＲである。さらに好適なＦｃＲは、ＩｇＧ抗体(γレ
セプター)に結合し、ＦｃγＲI、ＦｃγＲII及びＦｃγＲIIIサブクラスのレセプターを
含むものであり、これらのレセプターの対立遺伝子変異体及び選択的スプライシング型を
含む。ＦｃγＲIIレセプターは、ＦｃγＲIIＡ(「活性化レセプター」)及びＦｃγＲIIＢ
(「阻害レセプター」)を含み、それらは、主としてその細胞質ドメインにおいて異なる類
似のアミノ酸配列を有する。活性化レセプターＦｃγＲIIＡは、その細胞質ドメインに、
免疫レセプターチロシン－ベース活性化モチーフ(ＩＴＡＭ)を有する。阻害レセプターＦ
ｃγＲIIＢは、その細胞質ドメインに、免疫レセプターチロシン－ベース阻害モチーフ(
ＩＴＩＭ)を有する(Daeron, Annu. Rev. Immunol., 15:203-234(1997)参照)。ＦｃＲはRa
vetch及びKinet, Annu. Rev. Immunol 9:457-92 (1991)；Capel等, Immunomethods 4:25-
34 (1994)；及びde Haas等, J. Lab. Clin. Med. 126:330-41 (1995)において概説されて
いる。将来同定されるものも含め、他のＦｃＲもここにおける「ＦｃＲ」なる用語によっ
て包含される。この用語は胎児への母性ＩｇＧの移動及び免疫グロブリンホメオスタシス
に寄与する新生児レセプターであるＦｃＲｎもまた含む(Guyer等, J. Immumol. 117:587 
(1976)及びKim等, J. Immunol. 24:249 (1994))。
【００６５】
　「補体依存性細胞障害」もしくは「ＣＤＣ」は、補体の存在下で標的を溶解することを
意味する。補体活性化経路は補体系(Ｃｌｑ)の第１補体が、同種抗原と結合した分子(例
えば、抗体)に結合することにより開始される。補体の活性化を評価するために、ＣＤＣ
アッセイを、例えばGazzano-Santoro等, J. Immunol. Methods 202:163 (1996)に記載さ
れているように実施することができる。
　「一本鎖Ｆｖ」又は「ｓｃＦｖ」抗体断片は、抗体のＶＨ及びＶＬドメインを含み、こ
れらのドメインは単一のポリペプチド鎖に存在する。好ましくは、ＦｖポリペプチドはＶ

Ｈ及びＶＬドメイン間にポリペプチドリンカーを更に含み、それはｓｃＦｖが抗原結合に
望まれる構造を形成するのを可能にする。ｓｃＦｖの概説については、The Pharmacology
 of Monoclonal Antibodies, vol. 113, Rosenburg及びMoore編集, Springer-Verlag, Ne
w York, pp. 269-315 (1994)のPluckthunを参照のこと。
　「ダイアボディ」なる用語は、二つの抗原結合部位を持つ小さい抗体断片を指し、その
断片は同一のポリペプチド鎖(ＶＨ－ＶＬ)内で軽鎖可変ドメイン(ＶＬ)に重鎖可変ドメイ
ン(ＶＨ)が結合してなる。非常に短いために同一鎖上で二つのドメインの対形成が可能で
あるリンカーを使用して、ドメインを他の鎖の相補ドメインと強制的に対形成させ、二つ
の抗原結合部位を創製する。ダイアボディーは、例えば、欧州特許第４０４０９７号；国
際公開第９３／１１１６１号；及びHollinger等, Proc.Natl.Acad.Sci. USA 90:6444-644
8 (1993)に更に詳細に記載されている。
【００６６】
　ここで使用される「モノクローナル抗体」という用語は、実質的に均一な抗体の集団か
ら得られる抗体を意味する。すなわち、集団を構成する個々の抗体は、モノクローナル抗
体の産生中に生じ得、一般に少量で存在しうる可能な変異を除いて、同一であり、及び／
又は同じエピトープに結合する。そのようなモノクローナル抗体は典型的には標的に結合
するポリペプチド配列を含む抗体を含み、標的結合ポリペプチド配列は、複数のポリペプ
チド配列から単一の標的結合ポリペプチド配列を選択することを含む方法によって得られ
ている。例えば、選択方法は、ハイブリドーマクローンのプール、ファージクローン又は
組換えＤＮＡクローンのような複数のクローンから独特のクローンを選択することであり
うる。選択された標的結合配列は、例えば標的への親和性を改善し、標的結合配列をヒト
化し、細胞培養においてその生産を改善し、インビボでのその免疫原性を減少させ、多重
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特異的抗体を作り出す等のために、更に改変することができ、改変された標的結合配列を
含む抗体はまた本発明のモノクローナル抗体であることが理解されなければならない。異
なった決定基(エピトープ)に対する異なった抗体を典型的に含むポリクローナル抗体調製
物と異なり、モノクローナル抗体調製物の各モノクローナル抗体は抗原上の単一の決定基
に対する。その特異性に加えて、モノクローナル抗体調製物は、典型的には他の免疫グロ
ブリンによって汚染されていない点で有利である。「モノクローナル」との修飾語句は、
実質的に均一な抗体の集団から得たものとしての抗体の性質を表すものであり、抗体が何
か特定の方法による生成を必要とするものであると考えてはならない。例えば、本発明で
使用されるモノクローナル抗体は、例えばハイブリドーマ法(例えばKohler等, Nature, 2
56:495 (1975)；Harlow等, Antibodies: A Laboratory Manual, (Cold Spring Harbor La
boratory Press, 2版 1988)；Hammerling等, Monoclonal Antibodies and T-Cell Hybrid
omas 563-681, (Elsevier, N.Y., 1981))、組換えＤＮＡ法(例えば米国特許第４８１６５
６７号を参照)、ファージディスプレイ法(例えばClackson等, Nature, 352:624-628 (199
1)；Marks等, J. Mol. Biol., 222:581-597 (1991)；Sidhu等, J. Mol. Biol. 338(2):29
9-310 (2004)；Lee等, J.Mol.Biol.340(5):1073-1093 (2004)；Fellouse, Proc. Nat. Ac
ad. Sci. USA 101(34):12467-12472 (2004)；及びLee等 J. Immunol. Methods 284(1-2):
119-132 (2004)を参照)、及びヒト免疫グロブリン配列をコードするヒト免疫グロブリン
遺伝子座又は遺伝子の一部又は全てを有する動物においてヒト又はヒト様抗体を産生する
技術(例えば国際公開第１９９８／２４８９３号；同第１９９６／３４０９６号；同第１
９９６／３３７３５号；同第１９９１／１０７４１号；Jakobovits等, Proc. Natl. Acad
. Sci. USA, 90:2551 (1993)；Jakobovits等, Nature, 362:255-258 (1993)；Bruggemann
等, Year in Immuno., 7:33 (1993)；米国特許第５５４５８０６号；同第５５６９８２５
号；同第５５９１６６９号(全てGenPharm)；同第５５４５８０７号；国際公開第１９９７
／１７８５２号；米国特許第５５４５８０７号；同第５５４５８０６号；同第５５６９８
２５号；同第５６２５１２６号；同第５６３３４２５号；及び同第５６６１０１６号； M
arks等, Bio/Technology, 10: 779-783 (1992)；Lonberg等, Nature, 368: 856-859 (199
4)；Morrison, Nature, 368: 812-813 (1994)；Fishwild等, Nature Biotechnology, 14:
 845-851 (1996)；Neuberger, Nature Biotechnology, 14: 826 (1996)；及びLonberg及
びHuszar, Intern. Rev. Immunol., 13: 65-93 (1995)を参照)を含む様々な技術によって
作製することができる。
【００６７】
　本明細書中のモノクローナル抗体は、特に「キメラ」抗体(免疫グロブリン)を含み、そ
れは特定の種由来又は特定の抗体クラスもしくはサブクラスに属する抗体の対応する配列
に相同な又は同一な重鎖及び／又は軽鎖の一部を含むものであり、残りの鎖は、所望の生
物学的活性を表す限り、抗体断片のように他の種由来又は他の抗体クラスもしくはサブク
ラスに属する抗体の対応する配列に相同な又は同一なものである(米国特許第４８１６５
６７号；及びMorrison等, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:6851-6855 (1984))。ここで
対象とするキメラ抗体には、非ヒト霊長類(例えば、ヒヒ、アカゲザル又はカニクイザル
などの旧世界サル)由来の可変ドメイン抗原結合配列とヒト定常領域配列を含む「霊長類
化」抗体を含む(米国特許第５６９３７８０号)。
【００６８】
　非ヒト(例えばマウス)の抗体の「ヒト化」型は、非ヒトイムノグロブリン(免疫グロブ
リン)に由来する最小配列を含むキメラ抗体である。大部分において、ヒト化抗体は、レ
シピエントの高頻度可変領域の残基が、マウス、ラット、ウサギ又は所望の特異性、親和
性及び能力を有する非ヒト霊長類のような非ヒト種(ドナー抗体)からの高頻度可変領域の
残基によって置換されたヒト免疫グロブリン(レシピエント抗体)である。例として、ヒト
免疫グロブリンのフレームワーク領域(ＦＲ)残基は、対応する非ヒト残基によって置換さ
れる。更に、ヒト化抗体は、レシピエント抗体にも、もしくはドナー抗体にも見出されな
い残基を含んでいてもよい。これらの修飾は抗体の特性を更に洗練するために行われる。
一般に、ヒト化抗体は、全てあるいは実質的に全ての高頻度可変ループが非ヒト免疫グロ
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ブリンのものに対応し、ヒト免疫グロブリン配列の高頻度可変ループが上記のＦＲ置換を
除くＦＲのすべて又は実質的にすべてである少なくとも１又は一般的には２つの可変ドメ
インの実質的に全てを含むであろう。また、ヒト化抗体は、場合によっては免疫グロブリ
ン定常領域の一部、一般的にはヒト免疫グロブリンのものの少なくとも一部も含む。更な
る詳細については、Jones等, Nature 321:522-525 (1986)；Riechmann等, Nature 332:32
3-329 (1988)；及びPresta, Curr. Op. Struct. Biol. 2:593-596 (1992)を参照のこと。
【００６９】
　本明細書中で使用されるところの「高頻度可変領域」なる用語は、抗原結合に寄与する
抗体のアミノ酸残基を意味する。高頻度可変領域は一般には「相補性決定領域」又は「Ｃ
ＤＲ」からのアミノ酸残基(例えば、軽鎖可変ドメインの残基２４－３４(Ｌ１)、５０－
５６(Ｌ２)及び８９－９７(Ｌ３)、及び重鎖可変ドメインの３１－３５(Ｈ１)、５０－６
５(Ｈ２)及び９５－１０２(Ｈ３)；Kabat等, Sequences of Proteins of Immunological 
Interest,５版, Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, M
D.(1991))及び／又は「高頻度可変ループ」からの残基(例えば、軽鎖可変ドメインの残基
２６－３２(Ｌ１)、５０－５２(Ｌ２)及び９１－９６(Ｌ３)及び重鎖可変ドメインの残基
２６－３２(Ｈ１)、５３－５５(Ｈ２)及び９６－１０１(Ｈ３)；Chothia及びLesk J.Mol.
Biol. 196:901-917 (1987))を含む。「フレームワーク」又は「ＦＲ」残基はここで定義
するように高頻度可変領域残基以外の可変ドメイン残基である。
　本明細書中の目的のための「ネイキッド抗体」は、細胞障害性分子又は放射性標識とコ
ンジュゲートしていない抗体である。
【００７０】
　「単離された」抗体は、その自然環境の成分から同定され分離され及び／又は回収され
たものを意味する。その自然環境の汚染成分は、抗体の診断又は治療への使用を妨害しう
る物質であり、酵素、ホルモン、及び他のタンパク質様又は非タンパク質様溶質が含まれ
る。好ましい実施態様においては、抗体は、(１)ローリー(Lowry)法により定量して、抗
体が９５重量％より多くなるまで、最も好ましくは９９重量％より多くなるまで、(２)ス
ピニングカップシークエネーターを使用することにより、Ｎ末端あるいは内部アミノ酸配
列の少なくとも１５の残基を得るのに十分な程度まで、あるいは、(３)クーマシーブルー
あるいは好ましくは銀染色を用いた非還元あるいは還元条件下でのＳＤＳ-ＰＡＧＥによ
る均一性が得られるように十分な程度まで精製される。抗体の自然環境の少なくとも一つ
の成分が存在しないため、単離された抗体には、組換え細胞内のインサイツの抗体が含ま
れる。しかしながら、通常は、単離された抗体は少なくとも１つの精製工程により調製さ
れる。
【００７１】
　「親和性成熟」抗体は、その一又は複数の高頻度可変領域に一又は複数の変異を有する
抗体であって、そのような変異を有しない親抗体と比較して、抗原に対する抗体の親和性
を向上させたものである。好ましい親和性成熟抗体は、標的抗原に対して、ナノモル単位
の、さらにはピコモル単位の親和性を有する。親和成熟抗体は、当技術分野において既知
の方法により産生できる。Marks等は、Bio/Technology, 10:779-783(1992年)において、
ＶＨドメインとＶＬドメインのシャフリングによる親和成熟を開示している。ＣＤＲ及び
／又はフレームワーク残基のランダムな突然変異誘発が、Barbas等、Proc Nat. Acad. Sc
i, USA 91:3809-3813(1994)；Schier等、Gene, 169:147-155 (1995)；Yelton等、J. Immu
nol., 155:1994-2004 (1995)；Jackson等, J. Immunol., 154(7):3310-9 (1995)；及びHa
wkins等, J. Mol. Biol., 226:889-896 (1992)に開示されている。
【００７２】
　「抗体曝露」とは、およそ１日から２０日の期間にわたって投与される一又は複数回用
量の本明細書中の抗体への接触又は曝露を意味する。前記用量は、この曝露期間にわたっ
て一回又は決まった時間ないしは変則的な時間で、投与されてもよい。初め及びその後(
例えば２回目又は３回目)の抗体曝露は、本明細書中で詳述されるようにそれぞれ時間を
隔てたものである。
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　「パッケージ挿入物」は、効能、用途、服用量、投与、配合禁忌、パッケージされてい
る製品と併用される他の治療薬、及び／又はその治療薬の用途に関する警告などについて
の情報を含む、治療薬の商業的包装を慣習的に含めた指示書を指す。
【００７３】
ＩＩ. 試料前処理
　下記の実施例において、ＲＡ又はＳＬＥなどの自己免疫性疾患を有する被検体からの血
清が、中和抗体アッセイなどの細胞ベースのバイオアッセイの再現性を妨げる物質(一又
は複数)を含有するということを発見した。干渉はリウマチ因子(ＲＦ)又は免疫グロブリ
ンでなかった。
　この課題に対処するために様々な方法を評価したが、特定の抗体の回復又はアッセイ干
渉を取り除く際に特に有用ではなかった。試料希釈を増やすことが干渉を最小化したが、
アッセイの感度は大いに損なわれた。干渉の課題に対処する他の方法を評価した。例えば
、アッセイ読み取り(readout)又は細胞ベースの結合実験を変えることでは問題は解決せ
ず、また、脱塩、脱脂質、サイトカイン相互関係又は飽和した硫酸アンモニウム沈殿によ
って、試料を前もって処理することでも解決しなかった。
　最終的に、免疫グロブリン親和性精製は、干渉を取り除くための好適な方法として確認
した。この方法は、精製された免疫グロブリンが細胞ベースのバイオアッセイにより確実
に供されるように、干渉から離して被検体の免疫グロブリンを回収した。
【００７４】
　したがって、本発明は、自己免疫性疾患被検体の生体試料を処理するための方法であっ
て、
(a) 試料を脱脂する、
(b) 試料中の免疫グロブリンを親和性精製する、
(c) 精製された免疫グロブリンを濃縮する、そして、
(d) 濃縮された免疫グロブリンを細胞ベースの生物活性アッセ(好ましくは中和抗体アッ
セイ)に供する、
ことを含んでなる方法に関する。
　工程(a)、(b)及び(c)は、いずれの順序で行われてもよいが、好ましくは工程(a)の後に
工程(b)、その後に(c)として行われる。
　本明細書中の生体試料には、血清、血漿、細胞溶解物、乳汁、唾液、硝子体液(vitrous
 fluid)、及び他の分泌物、関節液、腹腔体液、涙液、組織ホモジェネートが含まれるが
、好ましくは試料には血清が含まれる。さらに、試料は、液体、凍結、冷蔵、凍結乾燥な
どを含む様々な形態であってもよい。試料は、本明細書中の親和性精製工程の前及び／又
は後の、更なる精製又は処理工程に供してもよい。
【００７５】
　試料は、ヒト抗マウスの抗体(ＨＡＭＡ)、ヒト抗キメラ抗体(ＨＡＣＡ)又はヒト抗ヒト
抗体(ＨＡＨＡ)などの、患者を治療していた抗体又は薬剤と結合する被検体の免疫グロブ
リンを含んでもよい。ＨＡＨＡは、ヒト化又はヒトの治療用抗体に対するものであってよ
い。一実施態様では、試料は、このような抗体を含有することが決定されているものであ
る。例えば、患者からの血清は、ＥＬＩＳＡアッセイ、例えば米国特許第２００５／００
３２１３０号Ａ１ (Beresini及びSong)又は米国特許第２００３／００６８６６４号(Albi
tar等)に記載のＥＬＩＳＡアッセイによって、問題の薬剤に対する抗体を含むことが明ら
かとなっていてもよい。
　試料は、上記のものなどの自己免疫性疾患、好ましくは関節リウマチ(ＲＡ)、全身性エ
リテマトーデス(ＳＬＥ)又はシェーグレン病、最も好ましくはＲＡを有する被検体由来で
ある。
　さらに、試料を入手した被検体は、治療用抗体、イムノアドヘシン、又は他の生物学的
な薬剤、例として、ペグ化した可溶性ＴＮＦ-Ｒ(ｓＴＮＦ-Ｒ１ペグスネルセプト(pegsun
ercept)、Amgenを含む)、ＩＬ-1レセプターアンタゴニスト(ＩＬ-1Ｒａ)、例として、ア
ナキラ(anakira)(KINERET(登録商標))、ＤＮ-ＢＡＦＦ(Xencor)、又はワクチン、例えば
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Ｂ細胞リンパ腫ワクチン(CRV/ATROS、Intracel、Large Scale Biology、Favrille、NCI、
Genitopeなどから入手可能なものを含む)又はＬｅｕｋｏＶＡＸ(Inflammatics)にて処置
されても、処置されていてもよい。
【００７６】
　被検体が治療用抗体にて処置されている場合、抗体がＢ細胞表面マーカーを結合しても
よい。例えばＣＤ２０抗体、例示的なこのような抗体には、例としてリツキシマブ、ヒト
化２Ｈ７、２Ｆ２(ＨｕＭａｘ-ＣＤ２０)ヒトＣＤ２０抗体(Genmab)、ヒト化Ａ２０抗体
又はＩＭＭＵ-１０６(Immunomedics)、ＴＲＵ ０１５(Trubion)が含まれる。本明細書中
の好適なＣＤ２０抗体はリツキシマブ又はヒト化２Ｈ７である。
　対象とする他の治療用抗体には、腫瘍壊死因子(ＴＮＦ)-α抗体(例として、インフリキ
シマブ(REMICADE(登録商標))、ＣＤＰ５７１、ＭＡＫ-１９５、アダリムマブ(HUMIRATM)
、ペグ化したＴＮＦ-α抗体断片、例えばＣＤＰ-８７０、抗-ＴＮＦ-αポリクローナル抗
体、例えばＰａｓｓＴＮＦ)、インテグリン抗体(例えばエファリズマブ又はナタリズマブ
)、ＢＡＦＦ抗体(例えば国際公開第０３／３３６５８号)、ＢＲ３抗体、ＢＡＦＦレセプ
ター抗体(例えば国際公開第０２／２４９０９号)、Ｂｌｙｓ抗体(例えばLYMPHOSTAT-BTM 
ベリムマブ(belimumab)、HGS/CAT)、ＣＤ３７抗体(例としてＴＲＵ０１６、Trubion)、Ｃ
Ｄ２２抗体、例えばＬＬ２又はエピラツズマブ(LYMPHOCIDE(登録商標)、Immunomedics)、
AbiogenのＣＤ２２抗体、ＣＭＣ５４４ (Wyeth/Celltech)、コンボトックス(comboto)(UT
 Soutwestern)、ＢＬ２２(NIH)、ＬＩＦ２２６ (Enhanced Lifesci.)、ＶＥＧＦ又はＶＥ
ＧＦレセプター抗体、例えばベバシズマブ(AVASTIN(登録商標))及びラニビズマブ(ranibi
zumab)(LUCENTIS(登録商標))、抗ＨＥＲ抗体、トラスツズマブ(HERCEPTIN(登録商標))、
パーツズマブ(OMNITARGTM)及びセツキシマブ(cetuximab)(ERBUTIX(登録商標))、抗ＩｇＥ
抗体、例えばオマリズマブ(omalizumab)(XOLAIR(登録商標))、ＩＬ-２１抗体(Zymogeneti
cs/Novo Nordisk)、抗Ｂ細胞抗体(Impheron)、Ｂ細胞ターゲティングＭＡｂ (Immunogen/
Aventis)、１Ｄ０９Ｃ３ (Morphosys/GPC)、Ｌｙｍ-１抗体、例えば抗Ｌｙｍ-１　オンコ
リン(Oncolym)(USC/Peregrine)）、ＩＳＦ１５４ (UCSD/Roche/Tragen)、ゴミリキシマ(g
omilixim)(Ｉｄｅｃ１５２、Biogen Idec)、ＩＬ-６レセプター抗体、例えばアトリズマ
ブ(atlizumab)(ACTEMRATM、Chugai/Roche)、ＩＬ-１５抗体、例えばＨｕＭａｘ-Ｉｌ-１
５ (Genmab/Amgen)）、ケモカインレセプター抗体、例えばＣＣＲ２抗体(例えばＭＬＮ１
２０２、Millieneum)、抗補体抗体、例としてＣ５抗体(例えばエキュリズマブ(eculizuma
b)、５Ｇ１.１、Alexion)、ヒト免疫グロブリンの経口剤(例えばＩｇＰＯ、Protein Ther
apeutics)、ＩＬ-１２抗体、例えばＡＢＴ-８７４ (CAT/Abbott)、テネリキシマブ(Tenel
iximab)(ＢＭＳ-２２４８１８、BMS)、ＣＤ４０抗体、例えばＳ２Ｃ６及びそのヒト化変
異体(国際公開第００／７５３４８号)及びＴＮＸ１００(Chiron/Tanox)、ＣＤ５２抗体(
例えばＣａｍｐａｔｈ)、αｖβ３抗体(VITAXIN(登録商標)、Medimmune)などが含まれる
。
【００７７】
　自己免疫性疾患被検体がイムノアドヘシンで処置されている場合、イムノアドヘシンは
ＢＲ３-Ｉｇ、ＴＮＦ-αイムノアドヘシン(例えばエタネルセプト)、抗ＢＡＦＦペプチボ
ディ(例えば、国際公開第０２／０９２６２０号、Amgen)、ＴＡＣＩ-Ｉｇ(Zymogenetics)
(例えば国際公開第００／４０７１６号)、ＢＣＭＡ-Ｉｇ(ZymoGenetics)(例えば国際公開
第０１／１２８１２号)、ＣＴＬＡ4-Ｉｇ、Ｂ7及びＣＤ２８同時刺激遮断薬、例えばアバ
タセプト(abatacept)(BMS)）、ＢＡＦＦ-Ｒ-Ｆｃ(例えば国際公開第０２／２４９０９号)
、などであってよい。
　一般的に試料は、患者が薬剤、抗体又はイムノアドヘシンで処置される前及び／又はそ
の後に患者から得る。通常、生体試料は、例えば処置周期(一又は複数)の全体にわたって
前処理から一連の時点に患者から得る。アッセイの実施を妨げている薬剤を回避するため
に、通常、薬剤流失が起こるときに生体試料を採取するであろう。例えば、基準時、及び
３、６及び９か月の試料を試験してもよい。患者が後日再処置される場合、基準時、及び
３又は６か月の試料を予め処理して、次いで中和抗体について試験してもよい。
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【００７８】
　親和性精製前の脱脂工程は、親和性精製工程の間のつまりを減らすために望ましい。脱
脂のために脂質吸収剤(LIPOSORB(登録商標)、ソルビタンエステル／ポリオキシエチレン
ソルビタンエステル)を使うことができるが、有機物抽出、濾過、遠心など他の方法も試
料の脱脂のために有用である。
　親和性精製工程は、実質的にすべての免疫グロブリンアイソタイプ(すなわち、選択し
た吸着剤の親和性が異なるアイソタイプについて異なる場合であっても、ヒトのＩｇＧ１
、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、ＩｇＧ４、ＩｇＭ、ＩｇＡ及びＩｇＥ)を精製することを含むこ
とが好ましい。親和性精製は、プロテインＡクロマトグラフィ、プロテインＧクロマトグ
ラフィ、プロテインＡ＋Ｇクロマトグラフィ(例えば、例としてプロテインＡ／Ｇクロマ
トグラフィ、又はプロテインＡ及びプロテインＧ樹脂の混合など)、ＩｇＧ親和性精製(例
えばPierce製のMELON GELTMを使用する)、抗免疫グロブリン抗体親和性精製(抗免疫グロ
ブリン抗体が単独で又は一ないしはすべてのアイソタイプについて特異性を組み合わせて
用いられる場合、例えば抗ヒトＩｇＧ、ＩｇＡ、ＩｇＭ及びＩｇＥの組み合わせ、各々の
アイソタイプの特異的親和性精製のためにカップリングされたもの)、他の免疫グロブリ
ン結合特性を有する吸収剤(例えばPIERCE T-GELTM)などによって達成できる。好ましくは
、親和性精製はプロテインＡ＋Ｇ親和性精製を含んでなる。
【００７９】
　親和性精製(例えばプロテインＡ＋Ｇ親和性精製)は、好ましくは２、３、４又はそれ以
上の回数、最も好ましくは３回繰り返す。親和性カラムを負荷した後に、固相を洗浄して
非特異的結合を取り除くことが好ましく、免疫グロブリンは様々な溶出緩衝液を用いて溶
出できる。好適な溶出緩衝液は、その後の細胞ベースの中和抗体アッセイと互換性を持つ
。例えば、溶出緩衝液は低ｐＨであってもよく、及び／又は塩酸(ＨＣｌ)、グリシン、ト
リフルオロ酢酸(ＴＦＡ)、酢酸などを含有してもよい。場合によって、溶出緩衝液は基本
的なバッファにて中和され、及び／又は、リン酸緩衝食塩水(ＰＢＳ)は中和抗体アッセイ
を行う前に加えられてもよい。
　一実施態様では、精製された免疫グロブリンは、更なる精製である濃縮工程の処理に供
する。例えば、免疫グロブリンは、例えば、濃縮器を用いて濃縮される、又は沈殿して再
懸濁される、又は凍結乾燥されるなどしてもよい。
　次いで、濃縮されたか又は精製された免疫グロブリンを含有する試料は、以下の項目に
記載のものなどの中和抗体アッセイに供することができる。試料は、精製されたＦｃ含有
ポリペプチド、例として、被検体の免疫グロブリン(自己抗体及び抗薬剤抗体を含む)、治
療用抗体及びイムノアドヘシン、及びリウマチ因子(ＲＦ)を含んでもよい。
　中和抗体アッセイが本明細書中の好適な細胞ベースのバイオアッセイであるが、前処理
された試料は、例えば細胞に対する患者血清中の薬剤の機能的な活性を測定できる薬力学
的(ＰＤ)バイオマーカーなどによる他の細胞ベースの生物学的アッセイに供してもよい。
【００８０】
ＩＩＩ. 中和抗体アッセイ
　本明細書中の試料前処理方法は、薬剤、例えば治療用抗体又はイムノアドヘシン又は他
の生体内因子、又はＢ細胞表面マーカーと結合するアンタゴニスト又は抗体(例えばＣＤ
２０を結合する抗体)に対する中和抗体を検出するためのアッセイを組み合わせて用いる
ことが好ましい。アッセイは、治療用抗体、イムノアドヘシン又は他の薬剤にて処置され
た患者からの生体試料の、薬剤の生物活性を遮断する能力を決定する。この場合、遮断活
性は薬剤の減弱した効果を示しうる。
　中和抗体は、注入された薬剤の予想される薬理的なレベルを減らし、それによって、有
効性を減少させるか又は応答の可能性をより可変的にしうる。中和抗体は、再治療の際の
の血清病又は免疫複合体病と関係しうる。例えば、中和抗体応答が見られる場合、治療は
中止するか又は延期してもよい、又は、用量を増加してもよく、又は、患者は薬剤の有効
性を向上させる及び／又は薬剤に対する任意の免疫応答を低減する薬剤を与えられてもよ
い。中和抗体応答が観察される場合に、免疫応答を減らすために処置を組み合わせること
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ができる様々な免疫抑制剤は公知であり、そのような例示的な薬剤は本明細書中に具体的
に記載される。
【００８１】
　患者の治療の際の臨床医によるアッセイ結果の使用に加えて、ＨＡＭＡ、ＨＡＣＡ又は
ＨＡＨＡデータとともに、抗薬剤抗体の中和特性は、免疫原性又は免疫原性の傾向、並び
に薬剤の免疫原性の性質を示す。この情報は、薬物安全性を評価して、治療への患者の潜
在的な免疫応答を予測する際に有用である。
　ＣＤ２０抗体又はＢ細胞表面マーカーを結合する他のアンタゴニストに関して、それの
みによる治療によって、部分的なＢ細胞枯渇が生じる、Ｂ細胞過剰活性化が生じている場
合(例えばＳＬＥのように)、又は持続性の疾患症状が何年もある場合(例えばＳＬＥ及び
ＲＡのように)に、アッセイが特に有用であると考えられる。
　自己免疫性疾患を治療するために薬剤で治療されている患者に関するアッセイの使用は
、特に望ましい。様々な自己免疫性疾患が本明細書中に記載されており、例として、関節
リウマチ(ＲＡ)、全身性エリテマトーデス(ＳＬＥ)、ウェゲナー病、炎症性腸疾患(ＩＢ
Ｄ)、突発性又は免疫性の血小板減少性紫斑病(ＩＴＰ)、血栓性血小板減少性紫斑病(ＴＴ
Ｐ)、自己免疫性血小板減少、多発性硬化症(ＭＳ)、乾癬、ＩｇＡ腎症(ネフロパシー)、
ＩｇＭ多発性神経炎、重症筋無力症、血管炎、真正糖尿病、レイノー症候群、シェーグレ
ン症候群、糸球体腎炎、自己免疫性溶血性貧血などが含まれる。
【００８２】
　本発明の好適な実施態様では、生物活性アッセイには、細胞ベースのバイオアッセイ、
例として、補体依存性細胞障害作用(ＣＤＣ)、抗体依存性細胞媒介性細胞毒性(ＡＤＣＣ)
、アポトーシス、イオンチャネル調節又は細胞増殖の阻害を決定するアッセイが含まれる
。
　好ましくは、アッセイはＣＤＣ活性を調べる。本発明の実施態様では、治療用抗体又は
イムノアドヘシンが結合する抗原(例えばＣＤ２０などのＢ細胞表面マーカー)を発現して
いる細胞は、薬剤の存在下(又は非存在下)において、補体(好ましくはヒト補体)並びに該
薬剤で処置される患者からの生体試料に曝されてもよい。本出願は、４つの構成成分(細
胞、補体、薬剤及び生体試料)を同時又はいずれかの順序で連続して曝すことを意図する
。これらの可能性はすべて本明細書中に包含される。しかしながら、本発明の好適な実施
態様では、生体試料(例えば血清)は薬剤と組み合わせて、薬剤の活性を中和し、次いで、
細胞と補体をこの混合物に添加する。
　リツキシマブ中和抗体アッセイとしての補体依存性細胞障害作用(ＣＤＣ)を図４に示す
。リツキシマブのＦａｂドメインは、Ｂリンパ球上の細胞表面抗原であるＣＤ２０と結合
する。結合すると、リツキシマブのＦｃドメインは補体を補充して、細胞溶解を媒介する
。インビトロでは、リツキシマブは、正常ヒト血清補体とともにＷＩＬ２-Ｓ細胞に加え
られる。細胞溶解は、アラマーブルーＴＭ又はCELLTITER GLO(登録商標)のいずれかを用
いて生きている細胞のミトコンドリア代謝活性に対する比率を測定する(上方パネル)。患
者血清中のリツキシマブ中和抗体を評価するためにこのＣＤＣアッセイを用いる場合、補
体及び細胞を投与する前にリツキシマブを患者抗体と予めインキュベートする(下方パネ
ル)。中和抗体はリツキシマブの効力を低減させ、その結果、代謝的に活性な生細胞がよ
り多くなる。患者の血清における中和活性の量は、ネガティブコントロールと比較して、
アラマーブルーＴＭ又はCELLTITER GLO(登録商標)シグナルの増加に対する比率を測定す
る。
【００８３】
　曝露工程の後に、ＣＤＣ活性を、好ましくは細胞生存率を評価することによって(すな
わち、生きている細胞を定量化することによって)決定する。未処理の細胞と比較してヨ
ウ化プロピジウム(ＰＩ)、トリパンブルー(Moore等 Cytotechnology 17:1-11 (1995)を参
照)、アネキシンＶ又は７ＡＡＤの取り込みにより評価される膜完全性の損失の決定、米
国特許第２００５／００３２１３０号Ａ１ (Beresini及びSong)に記載のアラマーブルー
ＴＭ(レサズリン)アッセイ、又は後述するようなアッセイ読み取りのためにCELLTITER-GL
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O(登録商標)蛍光細胞生存率アッセイ(Luminescent Cell Viability Assay)を用いた変更
アッセイ法などを含め、細胞生存率を決定するための様々な方法が有用である。ＣＤＣを
媒介する抗体又はイムノアドヘシンの能力の減少は、中和抗体が生体試料中に存在するこ
とを示しうる。
　細胞ベースのアッセイのために、通常、抗体又はイムノアドヘシンが結合する抗原を発
現する細胞株を使用するであろう。ＣＤ２０抗原の場合、ＷＩＬ２-Ｓ細胞(ＡＴＣＣ Ｃ
ＲＬ８８８５、アメリカ培養細胞系統保存機関)又はＷＩＬ２-ＮＳ(ＡＴＣＣ ＣＲＬ-８
１５５)、ＳＵ-ＤＨＬ-４(ＤＳＭＺ番号ＡＣＣ４９５、Deutsche Sammlung Von Mikroorg
anismen und Zelkulturen)、又はＣＤ２０発現リンパ芽Ｂ細胞株を含め、様々な細胞が有
用である。ＣＤ２０陽性細胞を用いるＣＤＣアッセイは、Idusogie等, J. Immunol. 164:
4178-4184 (2000)、Idusogie等, J. Immunol. 166:2571-2575 (2001)、Reff等 Blood 83(
2): 435-445 (1994)、米国特許第６１９４５５１号Ｂ１(Idusogie等)、及び米国特許第５
７３６１３７号(Anderson等)に記載されている。
【００８４】
　アッセイがＡＤＣＣを評価する場合、抗体又はイムノアドヘシンは、治療用抗体が結合
する抗原を発現している細胞のナチュラルキラー細胞(ＮＫ細胞)及び／又は末梢血単核細
胞(ＰＢＭＣ)細胞溶解を媒介する能力についてアッセイされてもよい。ＣＤ２０抗原の場
合、ＷＩＬ２-Ｓ細胞が使われてもよく、Shields等, J. Biol. Chem. 276:6591-6604 (20
01)及び国際公開第００／４２０７２号(Presta, L.)はそれらの細胞を用いる例示的なＡ
ＤＣＣアッセイを記述する。またClynes等 Nature Medicine 6:443-6 (2000)も参照のこ
と。また、米国特許第５７３６１３７号(Anderson等)は、ＣＤ２０陽性細胞を用いたＡＤ
ＣＣアッセイを記述する。
　アポトーシスは、例えばＢ細胞のプログラムされた細胞死を指し、様々な異なるアッセ
イ、例として、アネキシンＶの結合、ＤＮＡの分裂、細胞収縮、小胞体の拡張、細胞断片
化及び／又は膜小胞の形成(アポトーシス体と呼ばれる)により測定されてもよい。アポト
ーシスを誘導するための抗体(例えばリツキシマブ)の能力を決定するアッセイは、例えば
Shan等 Cancer Immunol Immunther 48:673-83 (2000)、Pedersen等 Blood 99:1314-9 (20
02)、Demidem等 Cancer Chemotherapy & Radiopharmaceuticals 12(3): 177-186 (1997)
に記載されている。
【００８５】
　細胞、例えばアンタゴニスト又は抗体が結合する抗原を発現する癌性のＢ細胞の増殖を
阻害する抗体又はイムノアドヘシンの能力は、様々な異なるアッセイによって、評価でき
る。Taji等 Jpn J. Cancer Res 89:748-56 (1998)は、ＣＤ２０抗体によるＣＤ２０陽性
Ｂリンパ腫細胞株の増殖阻害を測定する方法を記述する。
　本明細書中の中和抗体アッセイを使用して、薬剤(例えばＣＤ２０を結合するもの)の有
効性を、薬剤にて処置された患者の生体試料の該薬剤の生物活性を遮断する能力を測定す
ることによって決定してもよい。このとき、コントロール試料と比較して生物活性が減弱
していれば、患者が問題の薬剤に対する抗体を生じている、及び／又はそのような抗体が
少なくともある程度その生物活性を中和できることを示す。有意な応答は、薬剤の変更し
たクリアランスに応じた一次薬剤の用量を変更する必要性及び／又は中和抗体発達から安
全性関連問題を生じるものでもよい。例えば、同じ量の前処理相対物(例えばＨＡＭＡ、
ＨＡＣＡ及びＨＡＨＡネガティブ)と比較して、提示の濃度の薬剤のおよそ２０％以上(例
えばおよそ２０％からおよそ１００％の範囲で)の活性を中和する試料は薬剤に対する中
和抗体について陽性であるとしてもよい。
　本明細書中の好適な中和抗体アッセイは、２００５年２月１０日公開の米国特許公開第
２００５／００３２１３０号Ａ１(Beresini及びSong)に開示されたものに基づくが、以下
の実施例１のより詳述した様々な点について変更される。特に、生体試料(すなわち血清)
はここでは前処理した血清であり、ここではアラマーブルーＴＭ(レサズリン)でなく、CE
LLTITER-GLO(登録商標)蛍光細胞生存率アッセイがアッセイ読み取りであり、使用するコ
ントロール抗体は、ヤギ抗リツキシマブでなく、カニクイザルプロテインＡ精製(ＨＥＲ
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２吸収)調製物であり、そして、バッファ、容量、補体、コントロール、血清マトリック
ス効果、データ分析及び解釈は、実施例１にて説明したように変更している。
【００８６】
ＩＶ．抗体の製造
　本明細書中の対象とする薬剤は、治療用抗体、例えばＢ細胞表面上のマーカーに結合す
る抗体、特にＣＤ２０に結合する抗体であってもよい。したがって、抗体の製造方法をこ
こに記載する。
　抗体の製造又はスクリーニングのために用いる抗原は、例えば、所望のエピトープを含
む該抗原ないしはその一部の可溶性形態であってもよい。あるいは又は更に、前記抗原を
その細胞表面上に発現する細胞を抗体の製造又はスクリーニングに用いることができる。
抗体の製造に有用な抗原の他の形態は当業者に明らかである。
　以下は、本発明に従って用いた抗体の製造の例示的技術として記載する。
【００８７】
　　(i)　ポリクローナル抗体
　ポリクローナル抗体は、好ましくは、関連する抗原とアジュバントを複数回皮下(ｓｃ)
、腹腔内(ｉｐ)又は筋肉内(ｉｍ)注射することにより動物に産生される。免疫化される種
において免疫原性であるタンパク質、例えばキーホールリンペットヘモシアニン、血清ア
ルブミン、ウシサイログロブリン、又は大豆トリプシンインヒビターに関連抗原を、二官
能性又は誘導体形成剤、例えばマレイミドベンゾイルスルホスクシンイミドエステル(シ
ステイン残基による抱合)、Ｎ-ヒドロキシスクシンイミド(リジン残基による)、グルタル
アルデヒド、無水コハク酸、ＳＯＣｌ２、又はＲとＲ１が異なったアルキル基であるＲ１

Ｎ＝Ｃ＝ＮＲにより抱合させることが有用である。
　動物を、例えばタンパク質又はコンジュゲート１００μｇ又は５μｇ(それぞれウサギ
又はマウスの場合)を完全フロイントアジュバント３容量と併せ、この溶液を複数部位に
皮内注射することによって、抗原、免疫原性コンジュゲート、又は誘導体に対して免疫化
する。１か月後、該動物を、完全フロイントアジュバントに入れた初回量の１／５ないし
１／１０のペプチド又はコンジュゲートを用いて複数部位に皮下注射することにより、追
加免疫する。７ないし１４日後に動物を採血し、抗体価について血清を検定する。動物は
、力価がプラトーに達するまで追加免疫する。好ましくは、動物は、同じ抗原のコンジュ
ゲートであるが、異なったタンパク質にコンジュゲートさせた、及び／又は異なった架橋
剤によってコンジュゲートさせたコンジュゲートで追加免疫する。コンジュゲートはまた
タンパク融合として組換え細胞培養中で調製することもできる。また、ミョウバンのよう
な凝集化剤が、免疫反応の増強のために好適に使用される。
【００８８】
　　(ii)　モノクローナル抗体
　モノクローナル抗体は実質的に同種の抗体の集団から得られる抗体を意味する、すなわ
ち、集団を構成する個々の抗体が、一般にわずかながら存在する突然変異体などのモノク
ローナル抗体の産生中に生じうる突然変異体を除いて同一及び／又は同じエピトープに結
合するものである。よって、「モノクローナル」との修飾詞は、別個又はポリクローナル
の抗体の混合物ではなく、抗体の特性を示すものである。
　例えば、モノクローナル抗体は、Kohler等, Nature, 256:495 (1975)により最初に記載
されたハイブリドーマ法を用いて作製でき、又は組換えＤＮＡ法(米国特許第４８１６５
６７号)によって作製することができる。
　ハイブリドーマ法においては、マウス又はその他の適当な宿主動物、例えばハムスター
を上記したようにして免疫し、免疫化に用いられるタンパク質と特異的に結合する抗体を
生産するか又は生産することのできるリンパ球を導き出す。別法として、リンパ球をイン
ビトロで免疫することもできる。次に、リンパ球を、ポリエチレングリコールのような適
当な融剤を用いて骨髄腫細胞と融合させ、ハイブリドーマ細胞を形成する(Goding, Monoc
lonal Antibodies: Principles and Practice,59-103頁(Academic Press, 1986))。
　このようにして調製されたハイブリドーマ細胞を、融合していない親の骨髄腫細胞の増
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殖又は生存を阻害する一又は複数の物質を好ましくは含む適当な培地に蒔き、増殖させる
。例えば、親の骨髄腫細胞が酵素ヒポキサンチングアニジンホスホリボシルトランスフェ
ラーゼ(ＨＧＰＲＴ又はＨＰＲＴ)を欠失するならば、ハイブリドーマのための培地は、典
型的には、ＨＧＰＲＴ欠失細胞の増殖を妨げる物質であるヒポキサンチン、アミノプテリ
ン及びチミジンを含有するであろう(ＨＡＴ培地)。
【００８９】
　好ましい骨髄腫細胞は、効率的に融合し、選択された抗体産生細胞による抗体の安定な
高レベルの生産を支援し、ＨＡＴ培地のような培地に対して感受性である細胞である。こ
れらの中でも、好ましい骨髄腫株化細胞は、マウス骨髄腫系、例えば、ソーク・インステ
ィテュート・セル・ディストリビューション・センター、San Diego, California USAか
ら入手し得るＭＯＰＣ-２１及びＭＰＣ-１１マウス腫瘍、及びアメリカ培養細胞系統保存
機関、Rockville, Maryland USAから入手し得るＳＰ-２又はＸ６３-Ａｇ８-６５３細胞か
ら誘導されたものである。ヒト骨髄腫及びマウス－ヒトヘテロ骨髄腫株化細胞もまたヒト
モノクローナル抗体の産生のために開示されている(Kozbor, J.Immunol., 133:3001 (198
4)；Brodeur等, Monoclonal Antibody Production Techniques and Applications,51-63
頁(Marcel Dekker, Inc., New York, 1987))。
　ハイブリドーマ細胞が生育している培地を、抗原に対するモノクローナル抗体の産生に
ついてアッセイする。好ましくは、ハイブリドーマ細胞により産生されるモノクローナル
抗体の結合特異性は、免疫沈降又はインビトロ結合検定、例えばラジオイムノアッセイ(
ＲＩＡ)又は酵素結合免疫吸着検定(ＥＬＩＳＡ)によって測定する。
　モノクローナル抗体の結合親和性は、例えばMunson等, Anal. Biochem., 107:220 (198
0)のスキャッチャード分析法によって測定することができる。
　所望の特異性、親和性、及び／又は活性の抗体を産生するハイブリドーマ細胞が確定さ
れた後、該クローンを限界希釈法によりサブクローニングし、標準的な方法により増殖さ
せることができる(Goding, Monoclonal Antibodies: Principles and Practice, 59-103
頁(Academic Press, 1986))。この目的に対して好適な培地には、例えば、Ｄ-ＭＥＭ又は
ＲＰＭＩ-１６４０培地が包含される。加えて、該ハイブリドーマ細胞は、動物において
腹水腫瘍としてインビボで増殖させることができる。
【００９０】
　サブクローンにより分泌されたモノクローナル抗体は、例えばプロテインＡ-セファロ
ース、ヒドロキシアパタイトクロマトグラフィ、ゲル電気泳動、透析、又はアフィニティ
ークロマトグラフィのような常套的な免疫グロブリン精製法により、培地、腹水、又は血
清から好適に分離される。
　モノクローナル抗体をコードしているＤＮＡは、常法を用いて(例えば、マウスの重鎖
及び軽鎖をコードしている遺伝子に特異的に結合できるオリゴヌクレオチドプローブを用
いることにより)即座に単離され配列決定される。ハイブリドーマ細胞は、このようなＤ
ＮＡの好ましい供給源となる。ひとたび単離されたならば、ＤＮＡを発現ベクター中に入
れ、ついでこれを、そうしないと免疫グロブリンタンパク質を産生しない大腸菌細胞、サ
ルＣＯＳ細胞、チャイニーズハムスター卵巣(ＣＨＯ)細胞、又は骨髄腫細胞のような宿主
細胞中にトランスフェクトし、組換え宿主細胞中でモノクローナル抗体の合成を達成する
ことができる。抗体をコードするＤＮＡの細菌中での組換え発現に関する概説論文には、
Skerra等, Curr. Opinion in Immunol., 5:256-262(1993)及びPlueckthum, Immunol. Rev
s., 130:151-188(1992)がある。
【００９１】
　更なる実施態様では、抗体又は抗体断片は、McCafferty等, Nature, 348:552-554 (199
0)に記載された技術を使用して産生される抗体ファージライブラリから単離することがで
きる。Clackson等, Nature, 352:624-628 (1991)及び Marks等, J.Mol.Biol., 222:581-5
97 (1991)は、ファージライブラリを使用したマウス及びヒト抗体の単離を記述している
。続く刊行物は、鎖混合による高親和性(ｎＭ範囲)のヒト抗体の生産(Marks等, Bio/Tech
nology, 10:779-783(1992))、並びに非常に大きなファージライブラリを構築するための
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方策としてコンビナトリアル感染とインビボ組換え(Waterhouse等, Nuc.Acids.Res., 21:
2265-2266(1993))を記述している。従って、これらの技術はモノクローナル抗体の分離に
対する伝統的なモノクローナル抗体ハイブリドーマ法に対する実行可能な別法である。
　ＤＮＡはまた、例えば、ヒト重鎖及び軽鎖定常ドメインのコード化配列を、相同的マウ
ス配列に代えて置換することにより(米国特許第４８１６５６７号；Morrison等, Proc.Na
t.Acad.Sci.,USA,81:6851(1984))、又は免疫グロブリンコード配列に非免疫グロブリンポ
リペプチドのコード配列の全部又は一部を共有結合させることで修飾できる。
　典型的には、このような非免疫グロブリンポリペプチドは、抗体の定常ドメインに置換
され、又は抗体の１つの抗原結合部位の可変ドメインに置換されて、抗原に対する特異性
を有する１つの抗原結合部位と異なる抗原に対する特異性を有するもう一つの抗原結合部
位とを含むキメラ二価抗体を作り出す。
【００９２】
　　(iii)　ヒト化抗体
　非ヒト抗体をヒト化する方法は従来からよく知られている。好ましくは、ヒト化抗体に
は非ヒト由来の一又は複数のアミノ酸残基が導入されている。これら非ヒトアミノ酸残基
は、しばしば、典型的には「移入」可変ドメインから得られる「移入」残基と呼ばれる。
ヒト化は、基本的にはウィンターと共同研究者の方法(Jones等, Nature, 321:522-525 (1
986)、Riechmann等, Nature, 332:323-327 (1988)、Verhoeyen等, Science, 239:1534-15
36(1988))に従って、ヒト抗体の該当する配列を高頻度可変領域配列に置換することによ
り実施することができる。よって、このような「ヒト化」抗体は、完全なヒト可変ドメイ
ンより実質的に少ない分が非ヒト種由来の該当する配列で置換されたキメラ抗体(米国特
許第４８１６５６７号)である。実際には、ヒト化抗体は、典型的にはいくつかの高頻度
可変領域残基及び場合によってはいくらかのＦＲ残基が齧歯類抗体の類似部位からの残基
によって置換されているヒト抗体である。
　抗原性を低減するには、ヒト化抗体を生成する際に使用するヒトの軽重両方の可変ドメ
インの選択が非常に重要である。「ベストフィット法」では、齧歯動物抗体の可変ドメイ
ンの配列を既知のヒト可変ドメイン配列のライブラリ全体に対してスクリーニングする。
次に齧歯動物のものと最も近いヒト配列をヒト化抗体のヒトフレームワーク領域(ＦＲ)と
して受け入れる(Sims等, J. Immunol., 151:2296 (1993)；Chothia等, J. Mol. Biol., 1
96:901(1987))。他の方法では、軽又は重鎖可変領域の特定のサブグループのヒト抗体全
てのコンセンサス配列から誘導される特定のフレームワーク領域を使用する。同じフレー
ムワークをいくつかの異なるヒト化抗体に使用できる(Carter等, Proc. Natl. Acad. Sci
. USA, 89:4285 (1992)；Presta等, J. Immunol., 151:2623(1993))。
【００９３】
　更に、抗体を、抗原に対する高親和性や他の好ましい生物学的性質を保持してヒト化す
ることが重要である。この目標を達成するべく、好ましい方法では、親配列及びヒト化配
列の三次元モデルを使用して、親配列及び様々な概念的ヒト化産物の分析工程を経てヒト
化抗体を調製する。三次元免疫グロブリンモデルは一般的に入手可能であり、当業者には
よく知られている。選択された候補免疫グロブリン配列の推測三次元立体配座構造を図解
し、表示するコンピュータプログラムは購入可能である。これら表示を見ることで、候補
免疫グロブリン配列の機能における残基のありそうな役割の分析、すなわち候補免疫グロ
グリンの抗原との結合能力に影響を及ぼす残基の分析が可能になる。このようにして、例
えば標的抗原に対する親和性が高まるといった、望ましい抗体特性が達成されるように、
ＦＲ残基をレシピエント及び移入配列から選択し、組み合わせることができる。一般的に
、高頻度可変領域残基は、直接的かつ最も実質的に抗原結合性に影響を及ぼしている。
【００９４】
　　(iv)　ヒト抗体
　ヒト化のための別法により、ヒト抗体を生産することができる。例えば、内因性の免疫
グロブリン産生がなくともヒト抗体の全レパートリーを免疫化することで産生することの
できるトランスジェニック動物(例えば、マウス)を作ることが今は可能である。例えば、
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キメラ及び生殖系列突然変異体マウスにおける抗体重鎖結合領域(ＪＨ)遺伝子の同型接合
除去が内因性抗体産生の完全な阻害をもたらすことが記載されている。このような生殖系
列突然変異体マウスにおけるヒト生殖系列免疫グロブリン遺伝子列の転移は、抗原投与時
にヒト抗体の産生をもたらす。Jakobovits等, Proc.Natl.Acad.Sci.USA, 90:2551 (1993)
；Jakobovits等, Nature 362:255-258 (1993)；Bruggerman等, Year in Immuno., 7:33 (
1993)；米国特許第５５９１６６９号、同５５８９３６９号及び同５５４５８０７号を参
照されたい。
【００９５】
　あるいは、ファージディスプレイ技術(McCafferty等, Nature 348：552-553(1990))を
、非免疫化ドナーからの免疫グロブリン可変(Ｖ)ドメイン遺伝子レパートリーから、イン
ビトロでヒト抗体及び抗体断片を産出させるために使用することができる。この技術によ
れば、抗体Ｖドメイン遺伝子は、繊維状バクテリオファージ、例えばＭ１３のメジャー又
はマイナーコートタンパク質遺伝子のいずれかにおいてイン-フレームをクローンする。
繊維状粒子がファージゲノムの一本鎖のＤＮＡコピーを含むので、抗体の機能特性に基づ
いた選択により、これらの特性を示す抗体をコードする遺伝子の選択がなされる。よって
、ファージはＢ細胞の特性のいくつかを模倣している。ファージディスプレイは多様な形
式で行うことができる；例えばJohnson, Kevin S. 及びChiswell, David J., Current Op
inion in Structural Biology 3：564-571(1993)を参照のこと。Ｖ-遺伝子セグメントの
いくつかの供給源がファージディスプレイのために使用可能である。Clackson等, Nature
, 352：624-628(1991)は、免疫化されたマウス脾臓から得られたＶ遺伝子の小ランダム組
合せライブラリーからの抗オキサゾロン抗体の異なった配列を単離した。非免疫化ヒトド
ナーからのＶ遺伝子のレパートリーを構成可能で、抗原(自己抗原を含む)とは異なる配列
の抗体を、Marks等, J. Mol. Biol. 222：581-597(1991)、又はGriffith等, EMBO J. 12
：725-734(1993)に記載の技術に本質的に従って単離することができる。また、米国特許
第５５６５３３２号及び同５５７３９０５号を参照のこと。
　またヒト抗体は、活性化Ｂ細胞によりインビトロで生産してもよい(例えば米国特許第
５５６７６１０号及び同５２２９２７５号を参照)。
【００９６】
　　(v)　抗体断片
　抗体断片を生産するために様々な技術が開発されている。伝統的には、これらの断片は
、インタクト抗体のタンパク分解性消化を介して誘導されていた(例えば、Morimoto等, J
ournal of Biochemical and Biophysical Methods 24:107-117 (1992)及びBrennan等, Sc
ience, 229:81(1985)を参照されたい)。しかし、これらの断片は現在は組換え宿主細胞に
より直接生産することができる。例えば、抗体断片は上述において検討した抗体ファージ
ライブラリーから分離することができる。別法として、Ｆａｂ'-ＳＨ断片は大腸菌から直
接回収することができ、化学的に結合してＦ(ａｂ')２断片を形成することができる(Cart
er等, Bio/Technology 10:163-167(1992))。他のアプローチ法では、Ｆ(ａｂ')２断片を
組換え宿主細胞培養から直接分離することができる。抗体断片の生産のための他の方法は
当業者には明らかであろう。他の実施態様では、選択抗体は単鎖Ｆｖ断片(ｓｃＦＶ)であ
る。国際公開９３／１６１８５号；米国特許第５５７１８９４号；及び米国特許第５５８
７４５８号を参照のこと。また、抗体断片は、例えば米国特許第５６４１８７０号に記載
されているような「直鎖状抗体」であってもよい。このような直線状の断片は単特異的又
は二重特異的であってもよい。
【００９７】
　　(vi)　二重特異性抗体
　二重特異性抗体は、少なくとも２つの異なるエピトープに対して結合特異性を有する抗
体である。例示的な二重特異性抗体は、Ｂ細胞表面マーカーの２つの異なるエピトープに
結合しうる。他のこのような抗体ではＢ細胞表面マーカーを結合し、更に異なるＢ細胞表
面上のマーカーが結合しうる。あるいは、抗Ｂ細胞表面マーカーは、Ｂ細胞に細胞防御メ
カニズムを集中させるように、ＦｃγＲI(ＣＤ６４)、ＦｃγＲII(ＣＤ３２)及びＦｃγ
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ＲIII(ＣＤ１６)等のＩｇＧ(ＦｃγＲ)に対するＦｃレセプター、又はＴ細胞レセプター
分子(例えばＣＤ２又はＣＤ３)等の白血球上のトリガー分子に結合するアームと結合しう
る。また、二重特異性抗体はＢ細胞に細胞障害剤を局在化するためにも使用されうる。こ
れらの抗体はＢ細胞表面マーカー結合アーム及び細胞障害剤(例えば、サポリン(saporin)
、抗インターフェロン-α、ビンカアルカロイド、リシンＡ鎖、メトトレキセート又は放
射性同位体ハプテン)と結合するアームを有する。二重特異性抗体は全長抗体又は抗体断
片(例えばＦ(ａｂ')２二重特異性抗体)として調製することができる。
【００９８】
　二重特異性抗体を作成する方法は当該分野において既知である。全長二重特異性抗体の
伝統的な産生は二つの免疫グロブリン重鎖-軽鎖対の同時発現に基づき、ここで二つの鎖
は異なる特異性を持っている(Millstein等, Nature, 305:537-539(1983))。免疫グロブリ
ン重鎖及び軽鎖が無作為に取り揃えられているため、これらのハイブリドーマ(四部雑種)
は１０個の異なる抗体分子の可能性ある混合物を産生し、そのうちただ一つが正しい二重
特異性構造を有する。通常、アフィニティークロマトグラフィ工程により行われる正しい
分子の精製は、かなり煩わしく、生成物収率は低い。同様の方法が国際公開第９３／８８
２９号及びTraunecker等, EMBO J. 10:3655-3659(1991)に開示されている。
　異なったアプローチ法では、所望の結合特異性を有する抗体可変ドメイン(抗原－抗体
結合部位)を免疫グロブリン定常ドメイン配列と融合させる。該融合は好ましくは、少な
くともヒンジの一部、ＣＨ２及びＣＨ３領域を含む免疫グロブリン重鎖定常ドメインとの
融合である。軽鎖の結合に必要な部位を含む第一の重鎖定常領域(ＣＨ１)を、融合の少な
くとも一つに存在させることが望ましい。免疫グロブリン重鎖の融合、望まれるならば免
疫グロブリン軽鎖をコードしているＤＮＡを、別個の発現ベクター中に挿入し、適当な宿
主生物に同時形質移入する。これにより、コンストラクトに使用される３つのポリペプチ
ド鎖の等しくない比率が最適な収率をもたらす態様において、３つのポリペプチド断片の
相互の割合の調節に大きな融通性が与えられる。しかし、少なくとも２つのポリペプチド
鎖の等しい比率での発現が高収率をもたらすとき、又はその比率が特に重要性を持たない
ときは、２又は３個全てのポリペプチド鎖のためのコード化配列を一つの発現ベクターに
挿入することが可能である。
【００９９】
　このアプローチ法の好適な実施態様では、二重特異性抗体は、第一の結合特異性を有す
る一方のアームのハイブリッド免疫グロブリン重鎖と他方のアームのハイブリッド免疫グ
ロブリン重鎖-軽鎖対(第二の結合特異性を提供する)とからなる。二重特異性分子の半分
にしか免疫グロブリン軽鎖がないと容易な分離法が提供されるため、この非対称的構造は
、所望の二重特異性化合物を不要な免疫グロブリン鎖の組み合わせから分離することを容
易にすることが分かった。このアプローチ法は、国際公開第９４／０４６９０号に開示さ
れている。二重特異性抗体を産生する更なる詳細については、例えばSuresh等, Methods 
in Enzymology, 121:210 (1986)を参照されたい。
　米国特許第５７３１１６８号に記載された他のアプローチ法によれば、一対の抗体分子
間の界面を操作して組換え細胞培養から回収されるヘテロダイマーのパーセントを最大に
することができる。好適な界面は抗体定常ドメインのＣＨ３ドメインの少なくとも一部を
含む。この方法では、第１抗体分子の界面からの一又は複数の小さいアミノ酸側鎖がより
大きな側鎖(例えばチロシン又はトリプトファン)と置き換えられる。大きな側鎖と同じ又
は類似のサイズの相補的「キャビティ」を、大きなアミノ酸側鎖を小さいもの(例えばア
ラニン又はスレオニン)と置き換えることにより第２の抗体分子の界面に作り出す。これ
により、ホモダイマーのような不要の他の最終産物に対してヘテロダイマーの収量を増大
させるメカニズムが提供される。
【０１００】
　二特異性抗体とは架橋抗体や「ヘテロコンジュゲート」抗体を含む。例えば、ヘテロコ
ンジュゲートの一方の抗体がアビジンと結合し、他方はビオチンと結合していても良い。
このような抗体は、例えば、免疫系細胞を不要な細胞に対してターゲティングさせること
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(米国特許第４６７６９８０号)及びＨＩＶ感染の治療(国際公開第９１／００３６０号、
国際公開第９２／２００３７３号及び欧州特許第０３０８９号)等の用途が提案されてい
る。ヘテロ抱合抗体は適当な架橋方法によって生成できる。当技術分野においては、適切
な架橋剤は周知であり、それらは複数の架橋法と共に米国特許第４６７６９８０号などに
記されている。
　抗体断片から二重特異性抗体を産生する技術もまた文献に記載されている。例えば、化
学結合を使用して二重特異性抗体を調製することができる。Brennan等, Science, 229:81
 (1985) はインタクト抗体をタンパク分解性に切断してＦ(ａｂ')２断片を産生する手順
を記述している。これらの断片は、ジチオール錯体形成剤亜砒酸ナトリウムの存在下で還
元して近接ジチオールを安定化させ、分子間ジスルヒド形成を防止する。産生されたＦａ
ｂ'断片はついでチオニトロベンゾアート(ＴＮＢ)誘導体に転換される。Ｆａｂ'-ＴＮＢ
誘導体の一つをついでメルカプトエチルアミンでの還元によりＦａｂ'-チオールに再転換
し、他のＦａｂ'-ＴＮＢ誘導体の等モル量と混合して二重特異性抗体を形成する。作られ
た二重特異性抗体は酵素の選択的固定化用の薬剤として使用することができる。
【０１０１】
　組換え細胞培養から直接的に二重特異性抗体断片を作成し分離する様々な方法もまた記
述されている。例えば、二重特異性抗体はロイシンジッパーを使用して生産された。Kost
elny等, J.Immunol., 148(5):1547-1553 (1992)。Ｆｏｓ及びＪｕｎタンパク質からのロ
イシンジッパーペプチドを遺伝子融合により２つの異なった抗体のＦａｂ'部分に結合さ
せられた。抗体ホモダイマーはヒンジ領域で還元されてモノマーを形成し、ついで再酸化
させて抗体ヘテロダイマーを形成する。この方法はまた抗体ホモダイマーの生産に対して
使用することができる。Hollinger等, Proc.Natl.Acad.Sci. USA, 90:6444-6448 (1993)
により記述された「ダイアボディ」技術は二重特異性抗体断片を作成する別のメカニズム
を提供した。断片は、同一鎖上の２つのドメイン間の対形成を可能にするのに十分に短い
リンカーにより軽鎖可変ドメイン(ＶＬ)に重鎖可変ドメイン(ＶＨ)を結合してなる。従っ
て、一つの断片のＶＨ及びＶＬドメインは他の断片の相補的ＶＬ及びＶＨドメインと強制
的に対形成させられ、２つの抗原結合部位を形成する。単鎖Ｆｖ(ｓＦｖ)ダイマーを使用
する他の二重特異性抗体断片製造方策もまた報告されている。Gruber等, J.Immunol., 15
2:5368 (1994)を参照されたい。
　二価より多い抗体も考えられる。例えば、三重特異性抗体を調製することができる。Tu
tt等, J.Immunol. 147:60(1991)。
【０１０２】
Ｖ．イムノアドヘシンの産生
　他の実施態様では、本明細書中の薬剤は、イムノアドヘシン、例えばＢＲ３-Ｉｇ又は
ＴＮＦ-αイムノアドヘシンであってもよい。イムノアドヘシンを作製するための例示的
な方法は以下に詳述する。
　最も単純で最も直接的なイムノアドヘシン設計は、アドヘシン(例えばレセプターの細
胞外ドメイン(ＥＣＤ))の結合ドメインと免疫グロブリン重鎖のＦｃ領域を組み合わせる
。通常、本発明のイムノアドヘシンを調整する場合、アドヘシンの結合ドメインをコード
する核酸をＣ末端でイムノグロブリン定常ドメイン配列のＮ末端をコードする核酸に融合
させるが、Ｎ末端融合は不可能である。
　典型的には、そのような融合において、コード化されるキメラポリペプチドは免疫グロ
ブリン重鎖の定常ドメインの機能的に活性なヒンジ、ＣＨ２及びＣＨ３ドメインを保持す
る。融合はまた定常ドメインのＦｃ領域のＣ末端、又は重鎖のＣＨ１又は軽鎖の対応する
領域にN末端に直ぐになされる。融合がなされる正確な部位は重要なものではない；特定
の部位がよく知られており、イムノアドヘシンの生物活性、分泌、又は結合特性を最適化
するために選択されうる。
【０１０３】
　好ましい実施態様では、アドヘシン配列が免疫グロブリンＧ１(ＩｇＧ１)のＦｃ領域の
N末端に融合される。アドヘシン配列に重鎖定常領域全体を融合させることができる。し
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かし、より好ましくは、ＩｇＧのＦｃを化学的に定めるパパイン切断部位の直ぐ上流のヒ
ンジ領域に始まる配列(すなわち、重鎖定常領域の最初の残基を１１４として残基２１６)
、又は他の免疫グロブリンの類似部位が融合において使用される。特に好適な実施態様で
は、アドヘシンアミノ酸配列はＩｇＧ重鎖の(ａ)ヒンジ領域及びＣＨ２及びＣＨ３又は(
ｂ)ＣＨ１、ヒンジ、ＣＨ２及びＣＨ３ドメインに融合される。
　二重特異的イムノアドヘシンについては、イムノアドヘシンは多量体として、特にヘテ
ロ二量体又はヘテロ四量体として組み立てられる。一般には、これらの組み立てられた免
疫グロブリンは既知の単位構造を有している。基本的な四鎖構造単位はＩｇＧ、ＩｇＤ及
びＩｇＥが存在する型である。四鎖単位はより高分子量の免疫グロブリンにおいて繰り返
される；ＩｇＭは一般にジスルフィド結合によって一緒に保持される四つの基本単位の五
量体として存在する。ＩｇＡグロブリン、そして時折ＩｇＧグロブリンが血清中に多量体
型で存在しうる。多量体の場合、四つの単位の各々は同じでも異なっていてもよい。
【０１０４】
　ここに記載した範囲内の様々な組み立てられたイムノアドヘシンの例は以下に概略的に
模式化される： 
　(ａ)ＡＣＬ-ＡＣＬ； 
　(ｂ)ＡＣＨ-(ＡＣＨ, ＡＣＬ-ＡＣＨ, ＡＣＬ-ＶＨＣＨ, 又はＶＬＣＬ-ＡＣＨ)；
　(ｃ)ＡＣＬ-ＡＣＨ-(ＡＣＬ-ＡＣＨ, ＡＣＬ-ＶＨＣＨ, ＶＬＣＬ-ＡＣＨ, 又はＶＬＣ

Ｌ-ＶＨＣＨ)；
　(ｄ)ＡＣＬ-ＶＨＣＨ-(ＡＣＨ, 又はＡＣＬ-ＶＨＣＨ, 又はＶＬＣＬ-ＡＣＨ)；
　(ｅ)ＶＬＣＬ-ＡＣＨ-(ＡＣＬ-ＶＨＣＨ, 又はＶＬＣＬ-ＡＣＨ)；及び
　(ｆ)(Ａ-Ｙ)ｎ-(ＶＬＣＬ-ＶＨＣＨ)２；
ここで、各Ａは同一又は異なったアドヘシンアミノ酸配列を示し；
　ＶＬは免疫グロブリン軽鎖可変ドメインであり；
　ＶＨは免疫グロブリン重鎖可変ドメインであり；
　ＣＬは免疫グロブリン軽鎖定常ドメインであり；
　ＣＨは免疫グロブリン重鎖定常ドメインであり；
　ｎは１より大きい整数であり；
　Ｙは共有結合架橋剤の残基を示す。
【０１０５】
　簡略化のために、先の構造はキーとなる特徴を示しているのみである；これらは、免疫
グロブリンの結合する(Ｊ)又は他のドメインを示していないしジスルフィド結合も示して
いない。しかし、そのようなドメインが結合活性に対して必要である場合は、それらを構
築して、免疫グロブリン分子にそれらが占める通常の位置に存在させることができる。
　或いは、アドヘシン配列は、キメラ重鎖を含んでなる免疫グロブリンが得られるように
、免疫グロブリン重鎖と軽鎖配列の間に挿入することができる。この実施態様では、アド
ヘシン配列は免疫グロブリンの各アームの免疫グロブリンの重鎖の３'末端に、ヒンジと
ＣＨ２ドメインの間、又はＣＨ２とＣＨ３ドメインの間の何れかで融合される。同様な作
成物がHoogenboom等, Mol.Immunol.28:1027-1037(1991)によって報告されている。
　免疫グロブリン軽鎖の存在は本発明のイムノアドヘシンにおいて必要ではないけれども
、免疫グロブリン軽鎖はアドヘシン-免疫グロブリン重鎖融合ポリペプチドに共有結合的
に結合するか、アドヘシンに直接的に融合されるかもしれない。前者の場合、免疫グロブ
リン軽鎖をコードするＤＮＡは典型的にはアドヘシン-免疫グロブリン重鎖融合タンパク
質をコードするＤＮＡと同時発現される。分泌時にハイブリッドの重鎖及び軽鎖が共有結
合的に結合されて、二つのジスルフィド結合で結合した免疫グロブリン重鎖-軽鎖対を含
んでなる免疫グロブリン様構造を提供する。そのような構造の調製に好適な方法は、例え
ば１９８９年３月２８日に発行された米国特許第４８１６５６７号に開示されている。
【０１０６】
　イムノアドヘシンは最も簡便には免疫グロブリンｃＤＮＡ配列にインフレームでアドヘ
シン部分をコードするｃＤＮＡ配列を融合させることにより構築される。しかし、ゲノム
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免疫グロブリン断片への融合もまた使用することができる(例えば、Aruffo等,Cell61:130
3-1313(1990)；及びStamenkovic等,Cell66:1133-1144(1991)を参照されたい)。融合の後
者のタイプは、発現に対してＩｇ調節配列の存在を必要とする。ＩｇＧ重鎖定常領域をコ
ードするｃＤＮＡは、脾臓又は抹消血リンパ球から取り出されたｃＤＮＡライブラリーか
らの公開されている配列に基づいて、ハイブリダイゼーションにより、又はポリメラーゼ
鎖反応(ＰＣＲ)法により単離することができる。「アドヘシン」をコードするｃＤＮＡと
イムノアドヘシンの免疫グロブリンが、選ばれた宿主細胞において効率的な発現を指示す
るプラスミドベクター内にタンデムに挿入される。
　本明細書中のイムノアドヘシンには、例えば国際公開第０２／０９２６２０号に記載の
ように作製することができるペプチボディが含まれる。
　対象とするイムノアドヘシンを記載している他の文献には、ＢＣＭＡ-Ｆｃを記載する
国際公開第０１／１２８１２号；ＢＡＦＦ-Ｒ-Ｆｃに関する国際公開第０２／２４９０９
号；ＴＡＣＩ-Ｉｇに関する国際公開第００／４０７１６号などがある。
【０１０７】
ＶＩ．抗体又はイムノアドヘシンのコンジュゲート及び他の修飾
　本明細書中の抗体又はイムノアドヘシンは、場合によって、他の薬剤、例えば細胞障害
性剤又はサイトカイン(例えばＩＬ２；例として国際公開第２００５／０１６９６９号を
参照)にコンジュゲートする。
　結合は、通常共有結合で達成され、その正確な性質はターゲッティング分子及びＣＤ２
０アンタゴニスト又は抗体ポリペプチド上の結合部位により測定されるであろう。一般的
に、非ペプチド性剤は、化学的な修飾によって、抗体又はイムノアドヘシンに導入された
反応基、糖鎖又はアミノ酸側鎖によって、抗体又はイムノアドヘシンへのコンジュゲート
を可能にするリンカーの負荷により修飾される。例えば、薬剤は、リジン残基のε-アミ
ノ基により、遊離したα-アミノ基により、システイン残基に対するジスルフィド交換に
り、又は、シッフ塩基結合により様々な求核基を含有する薬剤の付着を可能にする過ヨウ
素酸を有する糖鎖の１,２-ジオールの酸化により付着されてもよい。例として米国特許第
４２５６８３３号を参照。タンパク質修飾剤には、アミン反応性の試薬(例えば、反応性
エステル、イソチオシアン酸(isothiocyantate)、アルデヒド及びスルホニルハロゲン化
物)、チオール反応性の試薬(例えば、ハロアセチル誘導体及びマレイミド)、及びカルボ
ン酸反応性の試薬及びアルデヒド反応性の試薬が含まれる。ＣＤ２０アンタゴニスト又は
抗体ポリペプチドは、二官能性架橋試薬の使用によってペプチド薬剤に共有結合してもよ
い。ヘテロ二官能試薬はより共通して用いられており、２つの異なる反応性分子(例えば
、アミン反応性とチオール、ヨードアセトアミド又はマレイミド)の使用によって、２つ
の異なるタンパク質のカップリングの制御が可能となる。このような連結剤の使用は公知
技術である。例として米国特許第４６７１９５８号を参照。ペプチドリンカーもまた使用
されてよい。あるいは、抗体又はイムノアドヘシンは、融合ポリペプチドの調製によって
ペプチド分子に連結されてもよい。
【０１０８】
　更なる二官能性タンパク質カップリング剤の例には、Ｎ-スクシンイミジル-３-(２-ピ
リジルジチオール)プロピオナート(ＳＰＤＰ)、スクシインミジル-４-(Ｎ-マレイミドメ
チル)シクロヘキサン-１-カルボキシレート、イミノチオラン(ＩＴ)、イミドエステル類
の二官能性誘導体(例えばジメチルアジピミダートＨＣＬ)、活性エステル類(例えば、ス
ベリン酸ジスクシンイミジル)、アルデヒド類(例えば、グルタルアルデヒド)、ビス-アジ
ド化合物(例えば、ビス(ｐ-アジドベンゾイル)ヘキサンジアミン)、ビス-ジアゾニウム誘
導体(例えば、ビス-(ｐ-ジアゾニウムベンゾイル)-エチレンジアミン)、ジイソシアネー
ト(例えば、トリエン-２,６-ジイソシアネート)、及び二活性フッ素化合物(例えば、１,
５-ジフルオロ-２,４-ジニトロベンゼン)が含まれる。
　あるいは、抗体／イムノアドヘシン及び薬剤を含んでなる融合タンパク質を、例えば組
み換え技術又はペプチド合成で製造してもよい。
【０１０９】
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　抗体又はイムノアドヘシンの他の修飾がここで検討される。例えば、抗体イムノアドヘ
シンは、様々な非タンパク質性(nonproteinaceous)のポリマー、例えば、ポリエチレング
リコール、ポリプロピレングリコール、ポリオキシアルキレン類、又はポリエチレングリ
コールとポリプロピレングリコールのコポリマーの１つに結合されてもよい。
　ここで開示されている抗体又はイムノアドヘシンはリポソームとして処方することもで
きる。アンタゴニスト又は抗体を含有するリポソームは、例えばEpstein等, Proc. Natl.
 Acad. Sci. USA 82:3688(1985)；Hwang等, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:4030(1980)
；及び米国特許第４４８５０４５号及び同４５４４５４５号に記載されているように、当
該分野において既知の方法により調製される。循環時間が増したリポソームは米国特許第
５０１３５５６号に開示されている。
　特に有用なリポソームは、ホスファチジルコリン、コレステロール及びＰＥＧ-誘導体
化ホスファチジルエタノールアミン(ＰＥＧ-ＰＥ)を含有する脂質組成物を用いた逆相蒸
発法により作製することができる。リポソームは孔径が定められたフィルターを通して押
し出され、所望の直径を有するリポソームが得られる。本発明の抗体のＦａｂ'断片は、
ジスルフィド交換反応を介して、Martin等, J. Biol. Chem. 257:286-288(1982)に記載さ
れているようにしてリポソームにコンジュゲートすることができる。場合によっては、化
学療法剤はリポソーム内に包含される。Gabizon等, J. National Cancer Inst. 81(19)14
84(1989)を参照されたい。
【０１１０】
　抗体又はイムノアドヘシンのアミノ酸配列の修飾を考察する。例えば、抗体又はイムノ
アドヘシンの結合親和性及び／又は他の生物学的特性が改善されることが望ましい。抗体
のアミノ酸配列変異体は、適当なヌクレオチド変化を抗体核酸に導入することにより、又
はペプチド合成により調製される。そのような修飾は、例えば、抗体のアミノ酸配列内の
残基の欠失、及び／又は挿入及び／又は置換を含む。欠失、挿入、及び置換の任意の組み
合わせは、最終構造物に達するまでなされるが、その最終構造物は所望の特徴を有する。
また、アミノ酸変化は、グリコシル化部位の数又は位置の変化など、抗体の翻訳後過程を
変更しうる。
　突然変異のための好ましい位置にある抗体の残基又は領域の同定のために有用な方法は
、Cunningham及びWells , Science 244: 1081-1085 (1989)に記載されているように「ア
ラニンスキャンニング突然変異誘発」と呼ばれる。ここで、標的残基の残基又は基が同定
され(例えば、arg, asp, his, lys,及びglu等の荷電残基)、中性又は負荷電アミノ酸(最
も好ましくはアラニン又はポリペプチドアニリン)に置換され、アミノ酸と抗原との相互
作用に影響を及ぼす。次いで置換に対する機能的感受性を示すこれらのアミノ酸の位置は
、置換部位において又はそれに対して更に又は他の置換を導入することにより精密にされ
る。即ち、アミノ酸配列変異を導入する部位は予め決定されるが、変異自体の性質は予め
決める必要はない。例えば、与えられた部位における性能を分析するために、ａｌａスキ
ャンニング又はランダム突然変異誘発を標的コドン又は領域で実施し、発現された抗体変
異体を所望の活性についてスクリーニングする。
【０１１１】
　アミノ酸配列挿入は、１残基から１００以上の残基を含むポリペプチドの長さの範囲の
アミノ-及び／又はカルボキシル末端融合物、並びに一又は複数のアミノ酸残基の配列内
挿入物を含む。末端挿入物の例は、Ｎ-末端メチオニル残基を持つ抗体又は細胞障害ポリ
ペプチドに融合した抗体を含む。抗体分子の他の挿入変異体は、抗体の血清半減期を向上
させる酵素又はポリペプチドの抗体のＮ-又はＣ-末端への融合物を含む。
　他の型の変異体はアミノ酸置換変異体である。これらの変異体は、抗体分子において少
なくとも一つのアミノ酸残基に異なる残基が挿入されている。抗体(一又は複数)の置換突
然変異について最も関心ある部位は高度可変領域を含むが、ＦＲ交互変化も考慮される。
保存的置換は、「好ましい置換」と題して表２に示す。これらの置換が生物学的活性の変
化をもたらす場合、表２に「例示的置換」と名前を付けた又はアミノ酸の分類を参照して
以下に更に記載するような、より実質的な変化が導入され、生成物がスクリーニングされ
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うる。
【０１１２】
　表２

【０１１３】
　抗体の生物学的性質における実質的な修飾は、(ａ)置換領域のポリペプチド骨格の構造
、例えばシート又はヘリックス配置、(ｂ)標的部位の分子の電荷又は疎水性、又は(ｃ)側
鎖の嵩を維持するそれらの効果において実質的に異なる置換を選択することにより達成さ
れる。アミノ酸はその側鎖の性質の類似性に応じて分類される( Biochemistry, 第２版.,
 pp. 73-75, Worth Publishers, New York (1975)中のA. L. Lehninger)：
(１)非極性：Ala (A), Val (V), Leu (L), Ile (I), Pro (P), Phe (F), Trp (W), Met (
M)
(２)荷電のない極性：Gly (G), Ser (S), Thr (T), Cys (C), Tyr (Y), Asn (N), Gln (Q
)
(３)酸性：Asp (D), Glu (E)
(４)塩基性：Lys (K), Arg (R), His(H)
　あるいは、天然に生じる残基は共通の側鎖性質に基づいてグループに分類してもよい。
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(１)疎水性：ノルロイシン、met、ala、val、leu、ile；
(２)中性の親水性：cys、ser、thr、asn、gln；
(３)酸性：asp、glu；
(４)塩基性：his、lys、arg；
(５)鎖配向に影響する残基：gly、pro；
(６)芳香族：trp、tyr、phe。
　非保存的置換は、これらの分類の一つのメンバーを他の分類に交換することを必要とす
るであろう。
　抗体の適切な配置の維持に関与しない任意のシステイン残基は、一般にセリンで置換し
、分子の酸化的安定性を向上させて異常な架橋を防止する。逆に、抗体にシステイン結合
を付加して、その安定性を向上させてもよい(特にここでの抗体は抗体断片、例としてＦ
ｖ断片である)。
【０１１４】
　特に好ましい型の置換変異体は、親抗体の一又は複数の高頻度可変領域残基の置換を含
む。一般的に、さらなる発展のために選択され、得られた変異体は、それらが作製された
親抗体と比較して向上した生物学的特性を有している。そのような置換変異体を作製する
簡便な方法は、ファージディスプレイを使用する親和性突然変異である。簡潔に言えば、
幾つかの高頻度可変領域部位(例えば６－７部位)を突然変異させて各部位における全ての
可能なアミノ置換を生成させる。このように生成された多価抗体は、繊維状ファージ粒子
から、各粒子内に充填されたＭ１３の遺伝子III産物への融合物としてディスプレイされ
る。ファージディスプレイ変異体は、ついで、ここに開示されるようなそれらの生物学的
活性(例えば、結合親和性)についてスクリーニングされる。修飾のための候補となる高頻
度可変領域部位を同定するために、アラニンスキャンニング突然変異誘発を実施し、抗原
結合に有意に寄与する高頻度可変領域残基を同定することができる。別法として、又はそ
れに加えて、抗原-抗体複合体の結晶構造を分析して抗体と抗原の接点を特定するのが有
利である場合もある。このような接触残基及び隣接残基は、ここに述べた技術に従う置換
の候補である。そのような変異体が生成されると、変異体のパネルにここに記載するよう
なスクリーニングを施し、一又は複数の関連アッセイにおいて優れた特性を持つ抗体を更
なる開発のために選択する。
　抗体のアミノ酸変異の他の型は、抗体又はイムノアドヘシンの元のグリコシル化パター
ンを変更する。このような変更とは、抗体に見い出される一又は複数の糖鎖部分の欠失、
及び／又は抗体又はイムノアドヘシンに存在しない一又は複数のグリコシル化部位の付加
等を含む。
【０１１５】
　ポリペプチドのグリコシル化は、典型的には、Ｎ結合又はＯ結合の何れかである。Ｎ結
合とは、アスパラギン残基の側鎖への炭水化物部分の結合を意味する。アスパラギン-Ｘ-
セリン及びアスパラギン-Ｘ-スレオニン(ここでＸはプロリンを除く任意のアミノ酸)のト
リペプチド配列は、アスパラギン側鎖への糖鎖部分の酵素的結合のための認識配列である
。従って、ポリペプチド中にこれらのトリペプチド配列の何れかが存在すると、潜在的な
グリコシル化部位が作出される。Ｏ結合グリコシル化は、ヒドロキシアミノ酸、最も一般
的にはセリン又はスレオニンに、Ｎ-アセチルガラクトサミン、ガラクトース、又はキシ
ロースの糖類のうち一つが結合することを意味するが、５-ヒドロキシプロリン又は５-ヒ
ドロキシリジンもまた用いられる。
　グリコシル化部位の付加は、アミノ酸配列を、それが一又は複数の上述したトリペプチ
ド配列(Ｎ結合グリコシル化部位のもの)を含むように変化させることによって簡便に達成
される。該変化は、元のタンパク質の配列への一又は複数のセリン又はスレオニン残基の
付加、又はこれによる置換によってもなされる(Ｏ-結合グリコシル化部位の場合)。
【０１１６】
　タンパク質がＦｃ領域を含有する場合、それに接着する炭水化物を変更してもよい。例
えば、抗体のＦｃ領域に接着するフコースを欠損する成熟炭水化物構造の抗体は、米国特
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許公開出願番号２００３／０１５７１０８号(Presta, L.)に記載される。ＣＤ２０抗体組
成物に関しては米国公開特許第２００４／００９３６２１号(Kyowa Hakko Kogyo Co., Lt
d.)も参照のこと。抗体のＦｃ領域に接着した炭水化物内のＮ-アセチルグルコサミン(Ｇ
ｌｃＮＡｃ)を二分する抗体は、国際公開第０３／０１１８７８号(Jean-Mairet等)、及び
米国特許第６６０２６８４号(Umana等)に参照されている。抗体のＦｃ領域に接着するオ
リゴサッカライド内の少なくとも一のガラクトース残基を有する抗体は、国際公開第９７
／３００８７号(Patel等)に報告される。また、抗体のＦｃ領域に接着する変更された炭
水化物を有する抗体については、国際公開第９８／５８９６４号(Raju, S.)及び国際公開
第９９／２２７６４号(Raju, S.)も参照のこと。
【０１１７】
　本明細書中の好適なグリコシル化変異形はＦｃ領域を含有し、Ｆｃ領域に接着される炭
水化物構造はフコースを欠いている。このような変異形は改善されたＡＤＣＣ機能を有す
る。場合によって、Ｆｃ領域は、更にＡＤＣＣを改善する一つ以上のアミノ酸置換、例え
ばＦｃ領域の位置２９８、３３３および／または３３４の置換(Ｅｕ残基番号付け)を更に
含む。「脱フコース化」または「フコース欠失」抗体に関する文献の例には以下のものを
含む：米国公開特許第２００３／０１５７１０８号, Presta, L；国際公開第２０００／
６１７３９号；国際公開第２００１／２９２４６号；米国公開特許第２００３／０１１５
６１４号；米国公開特許第２００２／０１６４３２８号；米国公開特許第２００４／００
９３６２１号；米国公開特許第２００４／０１３２１４０号；米国公開特許第２００４／
０１１０７０４号；米国公開特許第２００４／０１１０２８２号；米国公開特許第２００
４／０１０９８６５号；国際公開第２００３／０８５１１９号；国際公開第２００３／０
８４５７０号；国際公開第２００５／０３５７７８号；国際公開第２００５／０３５５８
６号(フコシル化のＲＮＡ干渉(ＲＮＡｉ)を記載)；Okazaki 等 J. Mol. Biol. 336:1239-
1249 (2004)；およびYamane-Ohnuki 等 Biotech. Bioeng.87: 614 (2004)。脱フコース化
抗体を産生する細胞株の例として、タンパク質フコース化欠失Ｌｅｃ１３ ＣＨＯ細胞 (R
ipka 等 Arch. Biochem. Biophys. 249:533-545 (1986)；米国公開特許第２００３／０１
５７１０８号, Presta, L；および国際公開第２００４／０５６３１２号, Adams 等, 特
に実施例１１)、およびノックアウト細胞株、例としてα-１,６-フコシルトランスフェラ
ーゼ遺伝子、ＦＵＴ８,-ノックアウトＣＨＯ細胞 (Yamane-Ohnuki 等 Biotech. Bioeng. 
87: 614 (2004))などがある。
【０１１８】
　アミノ酸配列変異体をコードする核酸分子は、この分野で知られた種々の方法によって
調製される。これらの方法は、限定するものではないが、天然源からの単離(天然に生じ
るアミノ酸配列変異体の場合)又は初期に調製された変異体又は非変異体バージョンのオ
リゴヌクレオチド媒介(又は部位特異的)突然変異誘発、ＰＣＲ突然変異誘発、及びカセッ
ト突然変異誘発による調製を含む。
　エフェクター機能に関して、例えば抗体の抗原依存性細胞媒介性細胞毒性(ＡＤＣＣ)及
び／又は補体依存性細胞毒性(ＣＤＣ)を向上させるために、本発明の抗体を修飾すること
が望ましい。このことは、抗体のＦｃ領域に一又は複数のアミノ酸修飾を導入することで
達成される。あるいは又は加えて、Ｆｃ領域にシステイン残基を導入することによってこ
の領域での鎖間のジスルフィド結合形成が起こりうる。故に、生成されたホモ二量体抗体
は内部移行能を向上及び／又は補体媒介性細胞障害及びＡＤＣＣを増強する。Caron等, J
. Exp Med. 176:1191-1195 (1992) 及びShopes, B. J. Immunol. 148:2918-2922 (1992)
を参照。抗腫瘍活性が亢進されたホモ二量体抗体もまた、Wolff等, Cancer Research 53:
2560-2565 (1993)に記載されているような異種性二機能性交差結合を用いて調製されうる
。又は、抗体を二重のＦｃ領域を持つように操作して、それによって補体媒介性溶解及び
ＡＤＣＣ能を亢進した。Stevenson等, Anti-Cancer Drug Design 3:219-230 (1989)を参
照。
【０１１９】
　国際公開第００／４２０７２号(Presta, L.)は、抗体がそのＦｃ領域内にアミノ酸置換
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を含有する場合のヒトエフェクター細胞の存在下で改善されたＡＤＣＣ機能を有する抗体
を述べる。好ましくは、改善されたＡＤＣＣを有する抗体はＦｃ領域内の位置２９８、３
３３及び／又は３３４に置換を有する(残基のＥｕ番号付け)。好ましくは、変更されたＦ
ｃ領域は、それらの位置のうちの１、２又は３つに置換を含有する又はそれらからなるヒ
トＩｇＧ１ Ｆｃ領域である。そのような置換は場合によって、Ｃ１ｑ結合及び／又はＣ
ＤＣを亢進する置換(一又は複数)と組み合わされる。
　変更したＣ１ｑ結合及び／又はＣＤＣを有する抗体については、国際公開第９９／５１
６４２号、米国特許第６１９４５５１号Ｂ１、米国特許第６２４２１９５号Ｂ１、米国特
許第６５２８６２４号Ｂ１及び米国特許第６５３８１２４号 (Idusogie等)に記載される
。抗体は、そのＦｃ領域のアミノ酸位置２７０、３２２、３２６、３２７、３２９、３１
３、３３３及び／又は３３４の一以上にアミノ酸置換を含有する(残基のＥｕ番号付け)。
位置３２６、３２７、３３３及び／又は３３４の一又は複数の残基の置換はＣ１ｑ結合及
び／又はＣＤＣ機能を改善することができる。
【０１２０】
　抗体の血清半減期を延長するために、例として米国特許第５７３９２７７号に記載され
ているように抗体(特に抗体断片)内にサルベージレセプター結合エピトープを組み込む方
法がある。ここで用いる、「サルベージレセプター結合エピトープ」は、ＩｇＧ分子のイ
ンビボ血清半減期延長に関与するＩｇＧ分子(例えば、ＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３又
はＩｇＧ４)のＦｃ領域のエピトープを表す。また、Ｆｃ領域内に置換を有し、血清半減
期が延長された抗体は国際公開第００／４２０７２号(Presta, L.)に記載される。
　新生児のＦｃレセプター(ＦｃＲｎ)への結合が向上し、半減期が増加している抗体は、
国際公開第００／４２０７２号(Presta, L.)及び米国公開特許第２００５／００１４９３
４号Ａ1(Hinton等)において、記述される。これらの抗体は、その中にＦｃＲｎへのＦｃ
領域の結合を向上させる一又は複数の置換を有するＦｃ領域を含んでなる。例えば、Ｆｃ
領域は、一又は複数の位置２３８、２５０、２５６、２６５、２７２、２８６、３０３、
３０５、３０７、３１１、３１２、３１４、３１７、３４０、３５６、３６０、３６２、
３７６、３７８、３８０、３８２、４１３、４２４、４２８又は４３４(残基のＥｕ番号
付け)に置換を有してもよい。向上したＦｃＲｎ結合を有する好適なＦｃ領域-含有抗体変
異体は、そのＦｃ領域の位置３０７、３８０及び４３４(残基のＥｕ番号付け)のうちの１
、２又は３にアミノ酸置換を含んでなる。
　３つ以上(好ましくは４つ)の機能的抗原結合部位を有する遺伝的に操作した抗体もまた
考慮される(米国公開特許第２００２／０００４５８７号Ａ１, Miller等)。
【０１２１】
ＶＩＩ．治療用製剤
　本発明に関連して使用される抗体又はイムノアドヘシンの治療的剤形は、所望の純度を
有する抗体又はイムノアドヘシンを選択的に薬剤的許容可能な担体、賦形剤、安定剤と混
合して凍結乾燥の剤形又は液状溶液の形態の貯蔵に適するものである(Remington's Pharm
aceutical Sciences 16th edition, Osol, A. Ed. (1980))。許容可能な担体、賦形剤、
又は安定化剤は、用いられる用量及び濃度で受容者に非毒性であり、リン酸、クエン酸、
及び他の有機酸などのバッファー；アスコルビン酸及びメチオニンを含む酸化防止剤；防
腐剤(オクタデシルジメチルベンジルアンモニウムクロライド；ヘキサメトニウムクロラ
イド；ベンズアルコニウムクロライド；ベンズエトニウムクロライド；フェノール；ブチ
ル又はベンジルアルコール；メチル又はプロピルパラベン等のアルキルパラベン；カテコ
ール；レゾルシノール；シクロヘキサノール；３-ペンタノール；及びｍ-クレゾールなど
)；低分子量(約１０残基未満)ポリペプチド；血清アルブミン、ゼラチン、又は免疫グロ
ブリン等のタンパク質；ポリビニルピロリドン等の親水性ポリマー；グリシン、グルタミ
ン、アスパラギン、ヒスチジン、アルギニン、又はリシン等のアミノ酸；グルコース、マ
ンノース、又はデキストリンを含む単糖類、二糖類、及び他の炭水化物ＥＤＴＡ等のキレ
ート剤、スクロース、マンニトール、トレハロース又はソルビトールなどの糖；ナトリウ
ムなどの塩形成対イオン；金属錯体(例えば、Ｚｎ-タンパク質錯体)又はTWEENTM、PLURON
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ICSTM、又はポリエチレングリコール(ＰＥＧ)等の非イオン性界面活性剤を含む。
【０１２２】
　例示的抗ＣＤ２０抗体の剤形は国際公開第９８／５６４１８号に記載されており、出典
明記により特別に本明細書中に援用される。この公報は、２～８℃で２年間の最小限の貯
蔵期間を持つように、リツキシマブ４０ｍｇ／ｍＬ、２５ｍＭ酢酸塩、１５０ｍＭトレハ
ロース、０．９％ベンジルアルコール、及び０．０２％ポリソルベート２０, ｐＨ５．０
を含む液状複数回用量の剤形である。目的の他の抗ＣＤ２０剤形は、リツキシマブ１０ｍ
ｇ／ｍＬ、塩化ナトリウム９．０ｍｇ／ｍＬ、クエン酸ナトリウム二水和物７．３５ｍｇ
／ｍＬ、ポリソルベート８０ ０．７ｍｇ／ｍＬ、及び注入用の滅菌水を含むｐＨ６．５
のものである。
　凍結乾燥剤形は米国特許第６２６７９５８号(Andya等)に記載されるように、皮下的投
与に適する。そのような凍結乾燥剤形は適当な希釈剤で高いタンパク質濃度に再編成され
るかもしれない、また再編成された剤形はここで治療される哺乳動物に皮下注射されうる
。
　また、抗体又はイムノアドヘシンの結晶形態も考慮される。例えば米国公開第２００２
／０１３６７１９号Ａ１(Shenoy等)も参照のこと。
【０１２３】
　また、本明細書中の製剤は、治療される特定の徴候のための必要に応じて、一以上の活
性な化合物、好ましくは互いに悪影響を及ぼさない補完的な活性を有するものを含有して
もよい。例えば、以下の治療の項目において検討されたものなどの第二の医薬をさらに提
供することが望ましい場合もある。そのような他の薬剤の種類と有効量は、例えば製剤中
に存在する抗体の量、治療される自己免疫性疾患のタイプ、及び被検体の臨床的パラメー
タに依存する。これらは一般的に、前記の使用と同じ服用量と投薬経路で用いられるか、
又は前記の用いた服用量のおよそ１から９９％で用いられる。
　また、活性成分は、例としてコアセルべーション技術又は界面重合化により調製したマ
イクロカプセル、例として、個々のコロイド状のドラッグデリバリーシステム(例として
、リポソーム、アルブミンマイクロスフェア、マイクロエマルジョン、ナノ粒子及びナノ
カプセル)又はマクロエマルジョン中の、ヒドロキシメチルセルロース又はゼラチンマイ
クロカプセル及びポリ-(メチルメタサイクリン)マイクロカプセル中に包まれているかも
しれない。このような技術は、Remington's Pharmaceutical Sciences 16th edition, Os
ol, A. Ed. (1980)に開示されている。
【０１２４】
　持続性徐放剤が調製される。持続性徐放剤の好適な例は、抗体を含む固形疎水性ポリマ
ーの準透過性基質を含むものであり、基質は、造形品、例としてフィルム、又はマイクロ
カプセルの形である。持続性徐放基質の例として、ポリエステル、ヒドロゲル(例えば、
ポリ(2ヒドロキシエチル-メタクリレート)、又はポリ(ビニルアルコール))、ポリ乳酸(米
国特許第３７７３９１９号), L-グルタミン酸及びエチルＬグルタミン酸の共重合体、非
分解性のエチレンビニール酢酸塩、分解性の乳酸グリコール酸共重合体、例としてLUPRON
 DEPOTTM(乳酸-グリコール酸共重合体及びロイプロリド酢酸塩で構成された注入可能ミク
ロスフェア)、及びポリＤ-(－)-３ヒドロキシブチリン酸を含む。
　インビボ投与のために使用される製剤は無菌でなければならない。これは濾過滅菌膜に
よる濾過によって容易に達成されうる。
【０１２５】
ＶＩＩＩ．自己免疫性疾患被検体の治療
　本明細書中の本発明は、自己免疫性疾患を有する被検体を処置するための方法であって
、自己免疫性疾患を治療するために被検体に治療用抗体、イムノアドヘシン又は他の生物
薬剤が投与される；被検体から生体試料を得る；生体試料から免疫グロブリンを親和性精
製する；そして、精製された免疫グロブリンを中和抗体アッセイに供することを含んでな
る方法を提供する。好ましくは、生体試料は血清であり、中和抗体アッセイの実施を妨げ
る干渉を含有することが明らかとなっていてもよい。
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　本明細書中で治療されうる様々な自己免疫性疾患は、前記の定義の項目に記載される。
例示的な好適な自己免疫性疾患には、自己免疫性リウマチ性疾患(例えば関節リウマチ(Ｒ
Ａ)、シェーグレン症候群、強皮症、狼瘡、例えばＳＬＥ及びループス腎炎、多発性筋炎
／皮膚筋炎クリオグロブリン血症、抗リン脂質抗体症候群、乾癬の関節炎)、自己免疫性
胃腸及び肝臓疾患(例えば炎症性腸疾患(例えば潰瘍性大腸炎及びクローン病)、自己免疫
性胃炎及び悪性貧血、自己免疫性肝炎、原発性胆管萎縮症、原発性硬化性胆管炎、セリア
ック病)、血管炎(ＡＮＣＡ関連血管炎、チャーグ-シュトラウス血管炎、ウェゲナー肉芽
腫症及び多発性動脈炎)、自己免疫性神経障害(例えば多発性硬化症、眼球クローヌス筋硬
直症候群、重症筋無力症、視神経脊髄炎、パーキンソン病、アルツハイマー病、自己免疫
性多発性神経炎)、腎臓疾患(糸球体腎炎、グッドパスチャー症候群、ベルジェ病)、自己
免疫性皮膚科疾患(乾癬、蕁麻疹、尋常性天疱瘡、類天疱瘡、皮膚紅班性狼瘡)、血液学的
な疾患(血小板減少性紫斑病、血栓性血小板減少性紫斑病、輸血後紫斑病、自己免疫溶血
性貧血)、アテローム性動脈硬化、ブドウ膜炎、自己免疫性聴覚疾患、例えば内耳疾患及
び聴力障害、ベーチェット病、レイノー症候群、臓器移植、及び、自己免疫性内分泌性疾
患(糖尿病関連の自己免疫性疾患、アジソン病、自己免疫性甲状腺疾患(グレーブス病、甲
状腺炎)が含まれる。より好適な自己免疫性徴候には、関節リウマチ(ＲＡ)、ＳＬＥ、潰
瘍性大腸炎、ＡＮＣＡ関連血管炎、狼瘡、多発性硬化症、シェーグレン症候群、グレーブ
ス病、ＩＤＤＭ、悪性貧血、甲状腺炎及び糸球体腎炎があり、ＲＡ及びＳＬＥが本明細書
中の目的のためには最も好ましい。
【０１２６】
　本明細書中の好適な治療用抗体は、Ｂ細胞表面マーカーに結合する抗体、最も好ましく
はＣＤ２０抗体、最も好ましくはキメラ、ヒト化、又は、ヒトのＣＤ２０抗体、より好ま
しくは、リツキシマブ、ヒト化２Ｈ７、２Ｆ２(ＨｕＭａｘ-ＣＤ２０)ヒトＣＤ２０抗体(
Genmab)、ヒト化Ａ２０抗体(Immunomedics)、抗ＣＤ２０アウリスタチンＥコンジュゲー
ト(Seattle Genetics)、抗ＣＤ２０-ＩＬ２(EMD/Biovation/City of Hope)、抗ＣＤ２０ 
ＭＡｂ療法(EpiCyte)、又は抗ＣＤ２０抗体ＴＲＵ０１５(Trubion)などである。なおより
好ましくはリツキシマブ又はヒト化２Ｈ７である。
　本明細書中の対象とする他の治療用抗体又はイムノアドヘシンには、リツキシマブ、ヒ
ト化２Ｈ７、２Ｆ２(ＨｕＭａｘ-ＣＤ２０)ヒトＣＤ２０抗体、ヒト化Ａ２０抗体ないし
はＩＭＭＵ-１０６、ＴＲＵ０１５、腫瘍壊死因子(ＴＮＦ)-α抗体、インフリキシマブ、
ＣＤＰ５７１、ＭＡＫ-１９５、アダリムマブ、ペグ化されたＴＮＦα抗体断片、ＣＤＰ-
８７０、抗ＴＮＦαポリクローナル抗体、ＰａｓｓＴＮＦ、インテグリン抗体、エファリ
ズマブ、ナタリズマブ、ＢＡＦＦ抗体、ＢＲ３抗体、ＢＡＦＦレセプター抗体、Ｂｌｙｓ
抗体、ベリムマブ、ＣＤ３７抗体、ＴＲＵ０１６、ＣＤ２２抗体、エピラツズマブ、アビ
オジェンＣＤ２２抗体、ＣＭＣ５４４、コンボトックス、ＢＬ２２、ＬＩＦ２２６、ＶＥ
ＧＦ抗体、ＶＥＧＦレセプター抗体、ベバシズマブ、抗ＨＥＲ抗体、トラスツズマブ、パ
ーツズマブ、セツキシマブ、抗ＩｇＥ抗体、オマリズマブ、ＩＬ-２１抗体、イムフェロ
ン抗Ｂ細胞抗体、１Ｄ０９Ｃ３、Ｌｙｍ-１抗体、オンコリン、ＩＳＦ１５４、ゴミリキ
シマ、ＩＬ-６レセプター抗体、アトリズマブ、ＩＬ-１５抗体、ＨｕＭａｘ-Ｉｌ-１５、
ケモカインレセプター抗体、ＣＣＲ２抗体、ＭＬＮ１２０２、抗補体抗体、Ｃ５抗体、エ
キュリズマブ(eculizuma)、ヒト免疫グロブリンの経口製剤、ＩｇＰＯ、ＩＬ-１２抗体、
ＡＢＴ-８７４、テネリキシマブ、ＣＤ４０抗体、ヒト化Ｓ２Ｃ６、ＴＮＸ１００、ＣＤ
５２抗体、カンパス-１Ｈ、及びαｖβ３抗体が含まれる。
【０１２７】
　抗体がＣＤ２０抗体、例えばリツキシマブ又はヒト化２Ｈ７である場合、抗体は１ｇｍ
×２、３７５ｍｇ／ｍ２×４などとして投与されてもよい。好ましくは、２以上の抗体曝
露は、例えばおよそ６か月ごと、又はおよそ１２か月ごとに行う。 
　抗体は、非経口、局所、皮下、腹膜内、肺内、鼻腔内、及び／又は病巣内投与を含む任
意の好適な手段によって投与される。非経口注入には、筋肉内、静脈内、動脈内、腹膜内
、又は皮下投与が含まれる。また、くも膜下投与も考慮される(ＣＤ２０抗体のくも膜下
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輸送に関しては、例えば米国公開特許第２００２／０００９４４４号、Grillo-Lopez, A
を参照)。好ましくは、静脈内又は皮下に投薬される。
【０１２８】
　治療用抗体、イムノアドヘシン又は他の生体内因子が自己免疫性疾患を治療するために
単剤として投与されうるのに対して、通常、治療用抗体又はイムノアドヘシンは一又は複
数の医薬(一又は複数)と組み合わされるであろう。例えば、ＲＡ及び他の自己免疫性疾患
のために、抗体、イムノアドヘシン又は他の生物薬剤が、上記の定義の項目に挙げる免疫
抑制剤、化学療法剤、ＢＡＦＦアンタゴニスト、インテグリンアンタゴニストないしは抗
体、及び／又はサイトカインのいずれか一又は複数；疾患変更抗リウマチ剤(ＤＭＡＲＤ)
、例えばヒドロキシクロロキン(hydroxycloroquine)、スルファサラジン、メトトレキセ
ート、レフルノミド、アザチオプリン、Ｄ-ペニシラミン、ゴールド(経口)、ゴールド(筋
肉内)、ミノサイクリン、シクロスポリンのいずれか一又は複数；ブドウ球菌プロテイン
Ａ免疫吸着；静脈免疫グロブリン(ＩＶＩＧ)；非ステロイド性抗炎症薬(ＮＳＡＩＤ)；糖
質コルチコイド(例えば関節注射による)；副腎皮質ステロイド(例えばメチルプレドニゾ
ロン及び／又はプレドニゾン)；葉酸塩；抗腫瘍壊死因子(ＴＮＦ)アンタゴニスト、例え
ばエタネルセプト／ENBRELTM、インフリキシマブ／REMICADETM、Ｄ２Ｅ７(Knoll)又はＣ
ＤＰ-８７０(Celltech)）；ＩＬ-1Ｒアンタゴニスト(例えばKineret)；1Ｌ-１０アンタゴ
ニスト(例えばIlodecakin)；血液凝固調節因子(例えばWinRho)；ＩＬ-６アンタゴニスト
／抗ＴＮＦ(ＣＢＰ１０１１)；ＣＤ４０アンタゴニスト(例えばＩＤＥＣ１３１)；Ｉｇ-
Ｆｃレセプターアンタゴニスト(ＭＤＸ３３)；免疫修飾物質(例えばサリドマイド又はＩ
ｍｍｕＤｙｎ)；抗ＣＤ５抗体(例えばＨ５ｇ１.１)；マクロファージ阻害剤(例えばＭＤ
Ｘ３３)；共刺激遮断薬(例えばＢＭＳ１８８６６７又はトレリマブ(Tolerimab))；補体阻
害剤(例えばｈ５Ｇ１.１、３Ｅ１０又は抗デコイ促進因子(ＤＡＦ)抗体)；ＩＬ-２アンタ
ゴニスト(ｚｘＳＭＡＲＴ)；ＥＧＦＲ阻害剤(上記の定義を参照)；チロシンキナーゼ阻害
剤(上記の定義を参照)；抗血管新生剤(例えばＶＥＧＦ抗体、例えばベバシズマブ)；ＣＤ
２２抗体、例えばＬＬ２又はエピラツズマブ(LYMPHOCIDE(登録商標)；Immunomedics)、例
えばエピラツズマブＹ-９０ (Juweid等 Cancer Res 55(23 Suppl): 5899s-5907s (1995))
、アビオジェンのＣＤ２２抗体(Abiogen, Italy)、ＣＭＣ５４４ (Wyeth/Celltech)、コ
ンボトックス(combotox)(UT Soutwestern)、ＢＬ２２(NIH)、及びLympoScan Tc99(Immuno
medics)；ＥｐＣＡＭ抗体、例えば１７-１Ａ(PANOREX(登録商標))；αｖβ3抗体(例えばV
ITAXIN(登録商標)；Medimmune)；ＣＤ３７抗体、例えばＴＲＵ０１６(Trubion)；ＩＬ-２
１抗体(Zymogenetics/Novo Nordisk)；抗Ｂ細胞抗体(Impheron)；Ｂ細胞ターゲティング
ＭＡｂ(Immunogen/Aventis)；１Ｄ０９Ｃ３(Morphosys/GPC)；ＬｙｍｐｈｏＲａｄ１３１
(HGS)；Ｌｙｍ-１抗体Ｙ-９０(USC)；ＬＩＦ２２６(Enhanced Lifesci.)；ＢＡＦＦ抗体(
例えば国際公開第０３／３３６５８号)；ＢＡＦＦレセプター抗体(例えば国際公開第０２
／２４９０９号)；ＢＲ３抗体；Ｂｌｙｓ抗体、例えばベリムマブ；LYMPHOSTAT -BTM抗Ｌ
ｙｍ-１オンコリン(Oncolym)(USC/Peregrine)；ＩＳＦ１５４(UCSD/Roche/Tragen)；ゴミ
リキシマ(gomilixim)(Ｉｄｅｃ１５２；Biogen Idec)；ＩＬ-６レセプター抗体、例えば
アトリズマブ(atlizumab)(ACTEMRATM；Chugai/Roche)；ＩＬ-１５抗体、例えばＨｕＭａ
ｘ-Ｉｌ-１５(Genmab/Amgen)）；ケモカインレセプター抗体、例えばＣＣＲ２抗体(例え
ばＭＬＮ1202；Millieneum)；抗補体抗体、例えばＣ５抗体(例えばエキュリズマブ(eculi
zumab)、５Ｇ１.１；Alexion)；ヒト免疫グロブリンの経口剤(例えばＩｇＰＯ；Protein 
Therapeutics)；ＩＬ-１２抗体、例えばＡＢＴ-８７４ (CAT/Abbott)；テネリキシマブ(T
eneliximab)(ＢＭＳ-２２４８１８)；Ｂ細胞ワクチン；ＤＮ-ＢＡＦＦ(Xencor)；ＣＲｘ-
１１９(CombinatoRx)；アムジェンのＢＡＦＦアンタゴニスト；ペントスタチン(Pfizer)
；IC-４８５(ICOS)；ケモカインアンタゴニスト、例えばＴ-４８７(Tularik)又はレティ
キュロース(Reticulose)(ＡＶＲ-118)）；ＳＣＯ-３２３(ＳＣＩＯＳ)；インテグリンア
ンタゴニスト６８３６９９、Tanabe、ＮＧＤ-2001-1(Neurogen)；ＳＣＩＯ-４６９(ＳＣ
ＩＯＳ)；ＢＩＲＢ-７９６ (Boehringer Ingelheim)；ＶＸ７０２、ＶＸ８５０(Vertex)
；ロイコトリエンＢ-４アンタゴニスト(例として、アメルブント(amelubunt)、ＢＩＩＬ-
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２８４；ＢＩ)；微小管修飾因子(Ｐａｘｃｅｅｄ；Angiotech)；プロテアーゼ阻害剤(Ｍ
ＢＳ５６１３９２；BMS)；ＡＧＩＸ-４２０７(Atherogenics)；ＩＳＩＳ-１０４８３８ (
ISIS/Elan)；ＭＦＧ-ＩＲＡＰ (Univ. Pitt.)；ＩＬ-１ Ｔｒａｐ(ＲＧＮ-３０３；Regen
eron/Novartis)；オプレルベキン(Wyeth)；エベロリムス(Ｃｅｒｔｉｃａｎ；Novartis)
；Ａｍｅｖｉｖｅ (Biogen Idec)；ＯＲＧ-３９１４１(Organon)；ＦＫ-５０６(Fujisawa
)；ＩＬ-２アンタゴニスト(タクロリムス；Fujisawa)；など、のいずれか一又は複数と組
み合わされることが好ましい。
【０１２９】
　第二医薬は、治療用抗体又はイムノアドヘシンの初回の曝露及び／又はその後の曝露に
より投与されてもよい。このような併用投与は、別々の製剤又は単一の製薬製剤を用いた
同時投与、及び何れかの順番での連続的な投与を含み、このとき、両方(又は全て)の活性
薬剤が同時に各々の生物活性を及ぼす時間があることが好ましい。
　被検体への抗体又はイムノアドヘシンの直接投与の他に、本出願は、遺伝子治療による
抗体又はイムノアドヘシンの投与を考慮する。抗体をコードする核酸のこのような投与は
、抗体の「有効量」を投与するという表現により包含される。例として、細胞内抗体を生
成するための遺伝子治療の使用に関しては、１９９６年３月１４日に公開の国際公開第９
６／０７３２１号を参照のこと。
　被検体の細胞内への核酸(場合によって、ベクターに含まれている)の取り込みには２つ
の主な手法があり、それはインビボとエクスビボである。インビボ運搬のために、通常被
検体の抗体が必要である部位に核酸が直接注入される。エクスビボ治療のために、被検体
の細胞が取り除かれ、核酸がこれら単離した細胞内に導入され、変更した細胞が直接又は
、例えば、被検体内に着床される多孔性膜内に被包して被検体に投与される(例として米
国特許第４８９２５３８号および同第５２８３１８７号を参照)。核酸を生きた細胞に導
入するために有用な様々な技術がある。技術は、核酸が対象とする宿主の細胞内にインビ
ボで移入されるか、又はインビトロで培養細胞に形質移入されるかの何れかによって、異
なる。インビトロでの哺乳動物細胞への核酸の移入に適する技術には、リポソーム、エレ
クトロポレーション、マイクロインジェクション、細胞融合、ＤＥＡＥ-デキストラン、
リン酸カルシウム沈殿法、などの使用が含まれる。遺伝子のエクスビボ運搬のために一般
的に用いられるベクターはレトロウィルスである。
【０１３０】
　現在のところ、好適なインビボ核酸移入技術には、ウイルスベクター(例として、アデ
ノウイルス、単純ヘルペスＩウイルス又はアデノ関連ウイルス)及び脂質ベースのシステ
ム(遺伝子の脂質が媒介する移入に有用な脂質は、例えばＤＯＴＭＡ、ＤＯＰＥ及びＤＣ-
Ｃｈｏｌである)を用いる形質移入が含まれる。場合によっては、標的細胞を標的とする
薬剤、例えば細胞表面膜タンパク質又は標的細胞に特異的な抗体、標的細胞上のレセプタ
ーに対するリガンドなどにより核酸供給源を提供するのが好ましい。リポソームを用いる
場合、エンドサイトーシスに関係する細胞表面膜タンパク質に結合するタンパク質、例え
ば、特定の種類の細胞に対するキャプシドタンパク質ないしはその断片、循環への内部移
行を起こすタンパク質に対する抗体、並びに、細胞内局在化を標的とするタンパク質及び
細胞内半減期を上げるタンパク質は、ターゲティングのため及び／又は取込を促すために
用いられてもよい。レセプターが媒介するエンドサイトーシスの技術は、例えば、Wu等, 
J. Biol. Chem. 262:4429-4432 (1987)、Wagner等, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87:341
0-3414 (1990)に記載されている。一般に知られている遺伝子マーキング及び遺伝子治療
プロトコールの概要については、Anderson等, Science 256:808-813 (1992)を参照のこと
。また、国際公開第９３／２５６７３号及びそこに引用される文献を参照のこと。
【０１３１】
ＩＸ．診断用キット
　また、本発明は、本明細書中の前処理方法の使用のための、診断キット又は製造品を提
供する。診断用キットは、以下のいずれか一又は複数を具備してもよい：アンタゴニスト
／抗体／薬剤標準物質(例えばリツキシマブ標準物質)；ポジティブコントロール中和抗体
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(好ましくはカニクイザルのヤギ)；プロテインＡ＋Ｇカラム(例えばプロテインＡ／Ｇカ
ラム)；脱脂試薬；免疫グロブリン親和性精製バッファ(一又は複数)(例えば結合、溶出及
び中和バッファ)；補体血清；細胞のためのアッセイ希釈剤；取扱説明書又は文献；冷凍
細胞(例えばＷＩＬ2細胞)のバイアル；細胞標識試薬(例として、CELL TITER GLO(登録商
標))など。
　例えば、診断用キットは、(a)脱脂試薬；(b)免疫グロブリンの親和性精製のためのバッ
ファ(例えば結合及び溶出バッファ)；と、(c)(例えば血清干渉の問題を回避するために)
試料に細胞ベースのバイオアッセイ(例えば中和抗体アッセイ)を行う前に自己免疫性疾患
被検体の生体試料を前処理するために診断用キットを使用することを該キットの使用者に
指示する取扱説明書とを具備してもよい。場合によって、生体試料は、薬剤、例えば治療
用抗体又はイムノアドヘシンで処置されている。
　診断用キットは、場合によって以下のいずれか一又は複数を更に具備する：薬剤標準物
質、ポジティブコントロール中和抗体、補体血清、細胞のためのアッセイ希釈液、及び細
胞標識試薬など。
　さらに、本発明の詳細は、以下の非制限的な実施例で例示される。本明細書中のすべて
の引用文献の開示内容は、出典明記によって本明細書中に明確に援用される。 
【実施例】
【０１３２】
実施例１　血清前処理による抗体アッセイの中和
　この実施例は、自己免疫性徴候におけるＣＤ２０抗体であるリツキシマブの中和抗体ア
ッセイの開発に関する。リツキシマブはヒト-マウスキメラモノクローナル抗体であり、
それはＢ細胞上のヒトのＣＤ２０分子を認識して、抗体エフェクター機能によるＢ細胞を
減少させる。リツキシマブは、低悪性の再発性非ホジキンリンパ腫(ＮＨＬ)のために米国
及び欧州において承認され、自己免疫性疾患、例えばとりわけ関節リウマチ(ＲＡ)及び全
身性エリテマトーデス(ＳＬＥ)のために開発されている。
　リツキシマブに対する血清反応陽性中和抗体(ＮＡｂ)活性の評価は、作用強度アッセイ
である補体依存性細胞傷害作用(ＣＤＣ)アッセイに基づいて開発された。このアッセイで
は、リツキシマブを、ヒト血清補体の標準的な供給源及び標的Ｂリンパ球細胞株であるＷ
ＩＬ２-Ｓとともに２時間、インキュベートする。２時間後に、リツキシマブ-ＣＤＣによ
って殺傷される細胞の量を、残りの生きている細胞の量の割合として測定する。
【０１３３】
試薬
脱脂試薬：PHM-L LIPOSORB(登録商標)吸収剤、Calbiochem、ｃａｔ５２４３７１
IMMUNOPURETM 固定化プロテインＡ／Ｇ：Pierce、ｃａｔ２０４２２
５ｍｌのポリプロピレンカラム：Pierce、ｃａｔ２９９２２
溶出バッファ：ＨＣｌを含む滅菌ｄｄＨ２Ｏ、ｐＨ２．１
中和バッファ：２０×ＰＢＳ、Ａ４１０、(Ｃａ＋＋／Ｍｇ＋＋なし)、ｐＨ６．５、HyCl
one ｃａｔＳＨ３Ａ６４８.０１
ブロッキングバッファ：１％ＢＳＡを含むＰＢＳ
ＢＳＡ：７．５％ＢＳＡ、フラクションＶ、試験される細胞培養物、Sigma　ｃａｔＡ８
４１２
ＰＢＳ：ＧＮＥ Ｂ５ Media Prep、コードＡ０８２９
CENTRICON-30(登録商標)濃縮器：２ｍｌのサイズ、Amicon、ｃａｔ４２０９
脱脂のための遠心機：EPPENDORF(登録商標)遠心機 ５４１５Ｃ
細胞及び濃縮のための遠心機：ベックマンＧＳ-６Ｒ
ＷＩＬ２-Ｓ細胞(ＡＴＣＣ ＣＲＬ-８８８５)
細胞増殖培養液：ＲＰＭＩ１６４０、２ｍＭ Ｌ-グルタミン、１０％ＦＢＳ、ゲンタマイ
シン
アッセイ希釈剤(ＡＤ)：ＲＰＭＩ１６４０、２０ｍＭ ＨＥＰＥＳ、０．１％ＢＳＡ、２
５ｕｇ／ｍｌゲンタマイシン。
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枯渇メディウム：１０％の増殖培養液を含むＡＤ
補体：ヒトの補体血清、Quidel　パートＡ１１２、ロット３ＭＯ１７４
リツキシマブ標準物質：参照物質Ｃ２Ｂ８１２９８-２、９．８ｍｇ／ｍｌ。
リツキシマブＮＡｂ標準物質：カニクイザル抗リツキサンｐＡｂ(ロット４４０８２-８１
)、０．５ｍｇ／ｍｌ
リツキシマブＮＡｂコントロール：ＮＡｂを含有するＮＨＳｐｏｏｌ(低力価及び高力価
、ロット４４０８３-４８)
CELLTITER-GLO(登録商標)：Promega、ｃａｔＧ７５７１(１０×１０ｍｌのバイアル)）
GUAVA(登録商標) VIACOUNTTM：GUAVA(登録商標) Inc. ４０００-００４０
９６ウェル白色ＴＣプレート、蓋を有する透明な底：コーニングコスター３６１０
分子装置 SOFTMAX(登録商標) Pro Lmax読み取り機
Pierce iCONTM濃縮器、７ｍｌのサイズ、ｃａｔ-８９８８６(CENRICON-30(登録商標)に変
更可能)
Pierce IMMUNOPURE(登録商標) プロテインＡプラス(ｃａｔ２２８１１)( プロテインＡ／
Ｇに変更可能)
Pierce IMMUNOPURE(登録商標) プロテインＧプラス(ｃａｔ２２８５１)(プロテインＡ／
Ｇに変更可能)
【０１３４】
試料前処理手順：
１. 　血清を脱脂。２００μＬのLIPOSORB(登録商標)(製造業者の指示に従って、ＰＢＳ
にて再構成)溶液をシリコン処理した１．５ｍｌポリプロピレンチューブ中の０．２５ｍ
ｌの血清に加える。４５秒間ボルテックスをかけて、４５００回転数／分(１６００×ｇ)
にて１０分間遠心する。上清を取り除いて、シリコン処理した１．５ｍｌポリプロピレン
チューブ中の１ｍｌのＰＢＳに希釈する。(いくらかのLIPOSORB(登録商標)が試料に完全
に移らなくても許容範囲であり、カラムを詰まらせない) 
２. 　各々の患者試料及びコントロールのために、別々の０．５ｍｌのプロテインＡ／Ｇ
カラムを調製する。１ｍｌのプロテインＡ／Ｇ懸濁液を５ｍｌのカラムに加えて、総高を
測定し、０．５ｍｌの総容積を確認する。 
３. 　ゲルが既に使われている場合、５ｍｌの溶出バッファをカラムに通してカラムビー
ズを清浄化する。カラムが再利用できる数は決まっていない。 
４．　２×５ｍｌのＰＢＳを用いてカラムを平衡化する。
５．　カラムに１．２５ｍｌの希釈した血清をアプライする。シリコン処理した１．５ｍ
ｌポリプロピレンチューブに流したものを回収して、２回再アプライする。
６．　３×５ｍｌのＰＢＳを用いてカラムを洗浄する。　
７．　０．２ｍｌの中和バッファを含有する１５ｍｌのFALCON(登録商標)チューブに、４
ｍｌの溶出バッファにより抗体を溶出する。 
８．　０．５ｍｌのブロッキングバッファを加えて、３０００回転数／分(１０００×ｇ)
にて１０分間、濃縮器を遠心分離することによって、２ｍｌのCENTRICON-30(登録商標)濃
縮器をブロックする。濃縮器の上部又は下部に残っているブロッキングバッファを廃棄す
る。
９．　０．２５ｍｌの終容量に達するまで、中和された溶出液を濃縮する。試料が過剰に
濃縮される場合、CENTRICON-30(登録商標)流量を用いて０．２５ｍｌまで希釈し直す。シ
リコン処理した１．５ｍｌポリプロピレンチューブを用いて、０．２５ｍｌのマークに終
容量を調整する。 
１０．　中和ＣＤＣアッセイの試験に備えて、濃縮物を－７０℃に保存する。
【０１３５】
中和アッセイ手順：
　本明細書中の中和抗体アッセイは、２００５年２月１０日公開の米国公開特許第２００
５／００３２１３０号Ａ１(Beresini及びSong)の開示内容に基づいた。しかしながら、ア
ッセイは以下の点において変更した：生体試料(すなわち血清)は、ここでは前処理した血
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清である、ここではアラマーブルーＴＭ(レサズリン)でなく、CELLTITER-GLO(登録商標)
がアッセイ読み取りであり、使用するコントロール抗体は、ヤギ抗リツキシマブでなく、
カニクイザルプロテインＡ精製(ＨＥＲ２吸収)調製物であり、そして、バッファ、容量、
補体、コントロール、血清マトリックス効果、データ分析及び解釈は、以下に記載のよう
に変更している。
【０１３６】
１．　アッセイの前日に、２０ｍｌの枯渇培地に８×１０６個の細胞を播く(０．４×１
０６個の細胞／ｍｌ)。
２．　１００(ＣＤＣｍａｘ)、０．４(ＣＤＣＮＡｂ)及び０(ＣＤＣｚｅｒｏ) μｇ／ｍ
ｌのリツキシマブを調製する。 
　１００μｇ／ｍｌ：１ｍｌのＡＤに対して１０．２ｍｌのリツキシマブ標準物質
　２０μｇ／ｍｌ：６００ｍｌのＡＤに対して１５０μｌの１００μｇ／ｍｌリツキシマ
ブ
　０．４μｇ／ｍｌ：４．９ｍｌのＡＤに対して１００ｍｌの２０μｇ／ｍｌリツキシマ
ブ
　０μｇ／ｍｌ：ＡＤ単独
【０１３７】
３．　以下に示すように２５ｍｌをアッセイウェルに加える(表３)。 
表３　リツキシマブ濃度のプレートレイアウト

【０１３８】
４．　表４に示すように、２通りのネガティブコントロール、低コントロール及び試料の
２５ｍｌを各々加える。このプレートレイアウトは、２４つの試料のためのスペースを有
する。より多くのプレートを用いてもよいがここでは試験しない。
表４　コントロール及び試料のプレートレイアウト

【０１３９】
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５．　緩やかに撹拌しながら室温で少なくとも２時間インキュベートして、血清精製抗体
をリツキシマブに結合させ、中和させた。
６．　室温(ＲＴ)で補体血清を解凍して、氷上に置く。　
７．　フラスコからＷＩＬ２-Ｓ細胞を取り出し、フラスコの側壁を洗い落とし、５０ｍ
ｌのファルコンチューブに移す。１０μｌの細胞懸濁液を取り除いて、１９０μｌのVIAC
OUNT(登録商標)を加える。２分後に細胞を計数して、＃／ｍｌ(２０×希釈物)と％生存度
を記録する。あるいは、血球計数器を用いて細胞を計数してもよい。
８．　１２００回転数／分(１５０×ｇ)にて８分間、細胞を遠心沈殿する。培地を別の容
器へ移して、１ｍｌのＡＤに細胞を再懸濁する。アッセイのために、０．２５×１０６／
ｍｌのＷＩＬ２-Ｓ細胞を含むＡＤ １０～２０ｍｌを調製する。 
９．　５０μｌの補体を各々のウェルに加える。
１０．　ステップ９において調製した０．２５×１０６／ｍｌのＷＩＬ２-Ｓ細胞を５０
μｌ加える。
１１．　ＲＴで１分間プレートを撹拌して混合する。３７℃／５％ＣＯ２にて２時間イン
キュベートする。最後の１０分は、ＲＴにプレートを置く。　
１２．　CELLTITER-GLO(登録商標)試薬をＲＴに戻す。１００μｌを各々のウェルに加え
る。CELLTITER- GLO(登録商標)バッファ及び基質を－２０℃に保存する。２つの成分を４
～８℃に終夜置いて解凍し、アッセイ日に混合して、使用の３０～４５分前に実験台に放
置する。余った混合試薬は少なくとも１か月間－２０℃で保存することができる。 
１３．　ＲＴで１０分間プレートを撹拌して混合する。　
１４．　１秒、ブランク減算なし(1 second, no blank subtraction)の集合時間(integra
tion time)を用いたMolecular Devices LMAX(登録商標)読み取り機にて発光を読み取る。
【０１４０】
データ分析
１．　すべての試料及びコントロールについてのアッセイ再現物から平均値を算出する。
平均の％ＣＶが２５％より大きい場合、値を使用しない。　
２．　以下の通りにカットポイントを算出する：
　(０．４μｇ／ｍｌリツキシマブの平均ネガティブコントロール CELLTITER-GLO(登録商
標)値) ×１．０３
　アッセイのカットポイントは、試料が陽性であることが決定する場合より大きく、陰性
であることが決定する場合より小さいアッセイの応答レベルとして定められる。カットポ
イントは、(Mire-Sluis等 Journal of Immunological Methods 289: 1-16 (2004))に記載
のアッセイの非特異的バックグラウンドのレベルから統計学的に決定される。このアッセ
イでは、１０のＲＡ個体ナイーブ血清を３日間にわたって検定することによって１．０３
のカットポイント因子を決定し、内部アッセイネガティブコントロール応答に対して３％
の増加を表す。１００個体の集団から１０のＲＡ個体血清を選択して、血清干渉及び非特
異作用の全範囲を反映するものとした。各々のアッセイの一部として行われる血清前処理
手順は、試料応答を正常化して、１．０３の低カットポイント因子が適用されるようにし
た。１．０３のカットポイント因子を用いて、すべてのリツキシマブナイーブなＲＡ血清
を陰性として定義するのに対して、１μｇ／ｍｌのカニクイザル抗リツキシマブｐＡｂ又
は０．２５μｇ／ｍｌのヤギ抗リツキシマブｐＡｂを陽性として定義した。 
３．　試料平均値を調べて、以下の判定基準に従って記録する：
　試料平均値≦カットポイントの場合、試料を陰性とする。
　試料平均値＞カットポイントの場合、試料を陽性とする。
４．　低コントロールの比率がカットポイントより大きい場合、及び０μｇ／ｍｌと１０
０μｇ／ｍｌのリツキシマブアッセイ応答の間のシグナルに１０倍の低下がある場合、ア
ッセイは有効である。
５．　今回、内部アッセイカットポイントに基づいて、陽性又は陰性として試料を記録す
る。今後、試料の力価値を算出することが望ましいかもしれない。「力価」は、本方法に
おいて陽性反応を示す試料の最も高い希釈度の逆数である。それは、本方法において陽性
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反応を示す試料の最も高い希釈度の常用対数として力価を表すのが一般的である。(Mire-
Sluis等 Journal of Immunological Methods 289: 1-16 (2004))。これが行われた場合、
高い力価コントロールも含まれうる。
【０１４１】
力価の書き込み 
　試料の力価は、アッセイのカットポイントに相当するアッセイ応答が生じる試料の希釈
因子のｌｏｇ１０として定められる。したがって、試料を１／１００に希釈した結果、カ
ットポイントに相当するアッセイのシグナルが生じる場合、力価はｌｏｇ１０１００又は
２．００であろう。１／１０００希釈物を必要とする試料は、３．００の力価とするであ
ろう。カットポイント応答が試料の２つの希釈物応答の間で下がる場合(通常起こる)、す
べてのＹポイントが既知(シグナル単位)であり、２つのＸポイントが既知(「希釈単位」)
であるとすると、力価は式を用いて算出し、Ｘ-Ｙ軸上の直線上の未知のポイントについ
て解析する。 
　以下の式が使われる： 
　Ｌｅｔ ａ＝カットポイントより上の陽性試料又はコントロールのシグナル
　Ｌｅｔ ｂ＝カットポイントより下の陰性試料又はコントロールのシグナル
　Ｌｅｔ ｃ＝カットポイントのシグナル
　Ｌｅｔ ｄ＝カットポイントより上の陽性試料又はコントロールシグナルの希釈度
　Ｌｅｔ ｅ＝カットポイントより下の陽性試料又はコントロールシグナルの希釈度 
　力価を算出するために： 
　力価＝ｌｏｇ(ａ－ｃ)・(ｅ－ｄ)＋ｄ（ａ－ｂ)。
６．　低コントロールの比率が１．０３よりも高く、高コントロール力価が２．０よりも
高い場合、アッセイは有効である。　
７．　試料は中和活性力価値として記録する。０μｇ／ｍｌのリツキシマブの試料応答が
アッセイ干渉を示す場合、「干渉物質のために決定されない」としてデータを記録する。
　
【０１４２】
ＷＩＬ２-Ｓ細胞継代
１．　リツキシマブ-ＣＤＣ中和アッセイに、標的細胞としてＢリンパ芽細胞株である、
限りなく増殖するＷＩＬ２-Ｓを用いた。この細胞株は、１～２×１０６個の細胞／ｍｌ
の密度に達した後に最適に継代される。細胞を維持するために、新たに播く密度は増殖培
地中０．０４～０．３×１０６個の細胞／ｍｌとする。ＣＤＣアッセイのために調製する
ために、細胞を、１０％の増殖培地を含有するアッセイ希釈液中に０．４×１０６個の細
胞／ｍｌの密度で播く。細胞は少なくともＰ３１まで継代することができる。理想的には
、細胞は、０．２５～２．５×１０６個の細胞／ｍｌの細胞密度に維持されなければなら
ない。
表５　継代のためのＷＩＬ２-Ｓ細胞の播種

【０１４３】
結果及び考察
　図４にリツキシマブＣＤＣ中和抗体アッセイを概略的に表す。図５は、リツキシマブ補
体依存性細胞障害作用(ＣＤＣ)がＦａｂ及びＦｃドメインの両方で中和されうることを示
す。リツキシマブは用量に依存してＣＤＣを媒介し、その結果５μｇ／ｍｌの濃度で最大
の細胞溶解が生じる(コントロールデータを○で示す)。このアッセイのもつ中和抗体を検
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出する能力を試験するために、リツキシマブを、ヤギ抗ヒトＦｃγ(データを◇で示す)又
はヤギ抗リツキシマブ(ＣＤＲ特異的；データを□で示す)ポリクローナル抗体とともに予
めインキュベートした。２時間後に、正常ヒト血清補体と１２５００個の細胞を加えた。
２時間後に、生きている細胞の数をCELLTITER GLO(登録商標)を用いて測定した。抗ＣＤ
Ｒ又はＦｃ抗体のいずれかの存在下において、リツキシマブ-ＣＤＣ活性の作用強度は低
減した。これは右への用量-応答曲線の推移によって示される。例えば、矢印に示される
ように、１μｇ／ｍｌのリツキシマブで残っている生細胞の割合は、コントロール(４０
％)と比較して、ヤギ抗ＣＤＲとともに予めインキュベートした試料(１００％)、次いで
ヤギ抗Ｆｃγ(７０％)とともに予めインキュベートした試料の順で大きい。
　作用強度から中和アッセイフォーマットへ変化する際の第一段階は、未処理の、薬剤ナ
イーブな血清を許容するアッセイ能力を試験することである。正常ヒト血清の存在下での
リツキシマブ-ＣＤＣアッセイの初期試験は、２０の雌雄個体の中で等しく用量依存的な
成績を示した。しかしながら、ＮＡｂアッセイ標的集団である関節リウマチ(ＲＡ)患者で
はアッセイは信用できず、個体間で非常に可変的なリツキシマブ-ＣＤＣ細胞性応答を示
した。いくつかの個体では、アッセイへのナイーブ血清の添加により、ＣＤＣを媒介する
リツキシマブの能力が完全に阻害された。
【０１４４】
　図６は、リツキシマブ-ＣＤＣアッセイの血清耐性を示す。リツキシマブ-ＣＤＣアッセ
イでは、未処理の、薬剤ナイーブな血清を許容する能力について試験した。正常ヒト血清
の存在下でのアッセイの初期試験は、１０の雌雄個体の中で等しく用量依存的な成績を示
した(左のプロット)。しかしながら、ＮＡｂアッセイ標的集団である関節リウマチ(ＲＡ)
患者ではアッセイは信用できず、個体間で非常に可変的なリツキサン-ＣＤＣ細胞性応答
を示した(右のプロット)。いくつかの個体では、アッセイへのナイーブ血清の添加により
、ＣＤＣを媒介するリツキサンの能力が完全に阻害された(例えば個体のデータを◇で示
す)。
　ＲＡ血清の存在下におけるリツキシマブ作用強度のアッセイ特異度及び可変性の欠失、
いわゆる「血清干渉」により、リツキシマブＣＤＣアッセイに供する前の試料の「清浄」
である血清前処理工程を追加した。
【０１４５】
　血清前処理用に試験される方法は、操作のレベルを上げながら開発した。
　第一に、最小の試料希釈率(少なくとも１／８０)を増やすことによって干渉は最小にす
ることができるが、アッセイの感度は非常に大きく損なわれた(＞５μｇ／ｍｌの抗リツ
キシマブ抗体)。
　第二に、いくつかの代替的なアッセイ情報を比較した。本アッセイでは、リツキシマブ
によって生じるＣＤＣの量は、生き残っている細胞数又は殺傷される細胞数により測定す
ることができた。生きている細胞は、一般的に代謝性情報、例えばレドックス指示薬アラ
マーブルーＴＭ又はＡＴＰ指標であるCELLTITER GLOTMにより測定される。殺傷された細
胞は、細胞質の内容物である内在性色素(例えばラクトース脱水素酵素)又は予めロードさ
れた色素(例えばカルセイン)の放出で測定することができる。理論的には、試薬が１０分
後にアッセイに情報を与えるのであれば(例えばCELLTITER GLOTM)、１６時間(例えばアラ
マーブルーＴＭ)と比較して、血清が非特異的に細胞代謝を妨げる時間が少ない。あるい
は、 試薬が外因的に加えられる場合、細胞代謝物(例えばカルセイン)に結合しないので
干渉が少ないであろう。
【０１４６】
　図７は、リツキシマブ-ＣＤＣアッセイの代替的なアッセイ情報を表す。リツキシマブ-
ＣＤＣによって生じる細胞溶解の量は、生き残っている細胞数又は殺傷される細胞数によ
り測定することができた。生きている細胞は、一般的に代謝性情報、例えばレドックス指
示薬アラマーブルーＴＭ又はＡＴＰ指標であるCELLTITER GLOTMにより測定される。殺傷
された細胞は、細胞質の内容物である内在性色素(例えばラクトース脱水素酵素)又は予め
ロードされた色素(例えばカルセイン)の放出で測定できる。アラマーブルーＴＭ(データ
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を×で示す)及びCELLTITER GLOTM(データを○で示す)は類似のリツキシマブ-ＣＤＣプロ
ファイルを示し、その結果、CELLTITER GLO(登録商標)に明らかな動態範囲が改善された
。また、カルセイン(データを□で示す)はリツキシマブ-ＣＤＣを測定することができる
が、わずかに感度が低く動態範囲も小さかった。ラクトース脱水素酵素(データを◇で示
す)は、リツキシマブ-ＣＤＣの感度が高い指標ではなかった。
　図８は、異なる情報を使用する場合の、リツキシマブ-ＣＤＣアッセイにおけるＲＡ血
清干渉の比較である。リツキシマブ-ＣＤＣアッセイにおける関節リウマチ血清干渉を低
減するために、５個体のＲＡ血清に対して３つの異なるＣＤＣアッセイ情報(図７を参照)
の許容を試験した。血清干渉は、３つすべての検出試薬、CELLTITER GLO(登録商標)、ア
ラマーブルーＴＭ(中間プロット)及びカルセインによって観察した。最も少ない血清干渉
、最も良好な動態範囲及び最も均一な感度リツキシマブＥＣ５０を示すので、CELLTITER 
GLO(登録商標)を今後のアッセイ開発のための情報として選択した。
【０１４７】
　本アッセイでは、図７及び図８に示すように、代替的な情報はＲＡ血清干渉を解消しな
かった。これは、本アッセイの早期、つまり細胞がリツキシマブ及び標準化した補体血清
とともにインキュベートされる２時間の間に干渉が生じることを示唆する。残念なことに
、リツキシマブのための代替的な好適な機能的ＭＯＡアッセイ、又はＣＤＣ測定のための
代替的な経路は有用でない。
　第３の手法は、干渉物質を取り除くことである。まず最初に試験される２つのかなり穏
やかな方法には以下のものがある：小分子を取り除くための脱塩カラム(ＮＡＰ-５ＴＭカ
ラム、Pharmacia Biotech)；及び、血清脂質を取り除くための脱脂手順(PHM-L LIPOSORBT
M Calbiochem)。どちらの方法も、干渉物質を取り除くことができなかった。第３の可能
性は、干渉サイトカインに対する阻害抗体、又は熱失活性の干渉サイトカインを加えるこ
とであろう。しかしながら、患者ＲＡ血清のサイトカインプロファイルが正常でないにも
かかわらず、それらは特定のサイトカインレベルとアッセイ干渉との間の相互関係を示さ
なかった。優先して総免疫グロブリンを沈殿させる粗雑な方法は、飽和した硫酸アンモニ
ウム(ＳＡＳ)を３３％の終容量で加えることによる「それらの塩析」である。それでもな
お、ＳＡＳ処理後に試料干渉の問題があった。最後に、リツキシマブ-ＣＤＣアッセイに
おいて試料をアッセイする前に血清免疫グロブリンを特異的に精製することが必要である
と思われた。
【０１４８】
　血清免疫グロブリンの特異的な精製は、(ａ) 抗リツキシマブ抗体を特異的に精製する
、又は(ｂ) 総免疫グロブリンを特異的に精製することによって行うことができた。
　抗リツキシマブ-抗体の精製は最も直接的な手法であるようであり、すべての抗薬剤抗
体アイソタイプの捕獲と患者試料中の残渣治療用薬剤により生じるリツキシマブ干渉の除
去がさらに役立つ。いくつかのリツキシマブ-親和性精製方策は、以下のものを試験する
が、これらに限定するものではない：リツキシマブ-ＧＬＹ-ＣＰＧＴＭ (Controlled Por
e Glass Products Inc.)、リツキシマブ-ＢＩＯＭＡＧ(登録商標) (Bangs Laboratories,
 Inc.)及びリツキシマブ-ＥＭＰＯＲＥＴＭ (3M Bioanalytical Technologies)。カップ
リング、ブロッキング、結合及び溶出パラメータを高度に最適化した後、これらの方法は
、回復が低い、特に１μｇ／ｍｌ未満(＜２５％回復)の血清特異的抗体濃度であるために
中止した。
　総免疫グロブリンの精製のための典型的な方法は、微生物起源のの組換えタンパク質で
ある、プロテインＡ及びプロテインＧの使用である。プロテインＧは４つすべてのＩｇＧ
サブタイプ(ＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３及びＩｇＧ４)と強く結合するのに対して、プ
ロテインＡはＩｇＧ１、ＩｇＧ２及びＩｇＧ４には強く、ＩｇＧ３、ＩｇＭ、ＩｇＡには
弱く、ＩｇＥに中程度に結合する。プロテインＡ及びプロテインＧの両方の特性を組み合
わせるとすべての抗薬剤抗体アイソタイプを捕獲するであろうが、ＩｇＧ１、２、４サブ
タイプに対してはバイアスがわずかに生じる。この手法を用いて、リツキシマブに対する
抗体の活性を中和することは、正常ヒト血清に等しく、ＣＤＣアッセイにおける前処理し
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た正常ヒト血清に等しかった。重要なことに、リツキシマブ-ＣＤＣ活性の用量-応答性は
、ＲＡ個体(未処理の血清において極端なＣＤＣアッセイ変動性を示す個体)の前処理した
血清に等しくなった。中和活性の低い感度は、０．２５μｇ／ｍｌ及び１μｇ／ｍｌ(適
切な血清中濃度)のヤギ及びカニクイザル抗リツキシマブ抗体であることがそれぞれ決定
された。最後に、細胞ベースのリツキシマブ-ＣＤＣアッセイの血清反応陽性抗リツキシ
マブ抗体試料をアッセイする前にプロテインＡ＋Ｇ精製を用いる手順は、開発され、最適
化され、認定された。アッセイ成績特性は、有効と認められた臨床抗体特性アッセイに適
することが明らかとなった。
【０１４９】
　図９は、血清試料からの総免疫グロブリンを精製するために用いられる血清前処理手順
を示す。総血清免疫グロブリンの精製のためのこの方法は、リツキシマブ-ＣＤＣアッセ
イにおける血清干渉を取り除くために開発された。手順をまとめたフローチャートをこの
図に示す。
　血清前処理手順により干渉の問題が解消された。図１０は、血清前処理手順の前後での
リツキシマブ-ＣＤＣアッセイの実施を示す。ＮＡｂアッセイ標的集団、つまり関節リウ
マチ(ＲＡ)患者の中では、リツキシマブ-ＣＤＣアッセイは信用できず、個体間で非常に
可変的なリツキサン-ＣＤＣ細胞性応答を示した(左のプロット)。１０個体のＲＡ血清は
、血清前処理手順を行う前(左のプロット)及び行った後(右のプロット)のアッセイにおい
て試験した。血清前処理は、干渉しているマトリックス成分を取り除いて、ＲＡ個体間の
リツキサン-ＣＤＣ活性の用量-応答性を正常化した。
　また、血清前処理手順の他に、中和抗体アッセイに様々な更なる改善が開発された。
【０１５０】
　異なる細胞数を用いたアッセイの感度を評価した。図１１は、より少ない細胞数での中
和に対してリツキシマブ-ＣＤＣアッセイのより高い感度を示す。材料を多く放出するた
めに用いられるリツキシマブ-ＣＤＣ作用強度アッセイは中和アッセイとして最適化され
た。中和アッセイ最適化の間、アッセイを厳しくしたまま、作用強度アッセイに用いられ
る細胞数の(左のプロット)４分の１の細胞数(右のプロット)を用いると感度の向上が観察
された。０．１２５～２μｇ／ｍｌの漸増濃度のヤギ抗リツキシマブＣＤＲポリクローナ
ル抗体を、アッセイの用量-応答の全範囲に対してリツキシマブとともに予めインキュベ
ートした。用量-応答曲線の右への推移は、リツキシマブに対するｐＡｂの濃度に正比例
して増加した(左右のプロット線)。右への推移はより少ない細胞数で大きくなった(右の
プロット線)。また、すべての中和抗体濃度で、コントロールと比較したときの推移が非
線形であり、より低濃度のリツキシマブの範囲が大きくなった(左右のプロット線の上部)
。
【０１５１】
　また、リツキシマブ用量選別を、中和抗体アッセイの感度を向上させるための更なる手
段として評価した。図１２は、中和活性を評価するために使用するリツキシマブ濃度の選
別を表す。患者試料の評価において、カットポイントと比較して単独のリツキシマブの選
択された濃度での中和活性を記録することが望ましい。より低いリツキシマブ濃度での中
和に対するリツキシマブ用量-応答曲線感度の向上に基づいて(図１２)、リツキシマブ濃
度を、漸増濃度のヤギ抗リツキシマブＣＤＲ ｐＡｂ(０．１～１μｇ／ｍｌ )と共に、０
．２、０．４及び０．６μｇ／ｍｌで試験した。０．２μｇ／ｍｌのリツキシマブ濃度で
は、薬剤がない場合、ＣＤＣ活性はわずかにバックグラウンドの細胞溶解を上回るだけで
あり、中和は統計的有意差以下である。０．４μｇ／ｍｌのリツキシマブ濃度では、薬剤
がない場合、ＣＤＣ活性はバックグラウンドの細胞溶解を２５～３０％上回り、中和は統
計的に有意であり、中和抗体濃度に比例する。さらにリツキシマブ濃度を上げると、より
低いレベルの中和抗体を検出するためのアッセイの感度が損なわれた。例えば、上記の☆
で示すように、０．１μｇ／ｍｌのヤギ抗リツキシマブＣＤＲ ｐＡｂは０．６μｇ／ｍ
ｌ並びに０．４μｇ／ｍｌのリツキシマブを中和しない。
【０１５２】
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　図１３は、中和リツキシマブ-ＣＤＣアッセイに対する薬剤干渉の作用を示す。中和リ
ツキシマブ-ＣＤＣアッセイにおいて試験するための患者血清は、残留する治療用リツキ
シマブを含んでもよい。中和抗体のレベルが生物学的に不活性な循環治療用抗体である場
合、試料は活性なリツキシマブをアッセイに作用させ、異常に高いＣＤＣ活性を生じさせ
てもよい。アッセイの中和活性は、内部アッセイ陰性及び低陽性コントロールに対して評
価される。試料の異常に高いＣＤＣ活性により偽陰性情報が生じるであろう。左のプロッ
ト線は、１μｇ／ｍｌのリツキシマブ(□)を正常なアッセイリツキシマブ用量-応答曲線(
○)に加える効果を示す。基準毒性はより高く、ＥＣ５０はより低い見かけの濃度に推移
している。しかしながら、右のプロット線にて図示するように、同じ１μｇ／ｍｌのリツ
キシマブ濃度を５倍モル過剰量(５μｇ／ｍｌ)のヤギ抗リツキシマブＣＤＲポリクローナ
ル抗体(□)とともに加える場合、基準毒性は標準に戻り、リツキシマブを上回る十分な中
和抗体があり、アッセイにおいて陽性と測定される(用量-応答曲線の有意な右への推移に
よって示される)。
【図面の簡単な説明】
【０１５３】
【図１Ａ】マウス２Ｈ７の軽鎖可変ドメイン(ＶＬ)(配列番号１)、ヒト化２Ｈ７．ｖ１６
変異体の軽鎖可変ドメイン(配列番号２)、及びヒトκ軽鎖サブグループＩの軽鎖可変ドメ
イン(配列番号３)のアミノ酸配列を比較した配列アライメント。２Ｈ７及びｈｕ２Ｈ７．
ｖ１６のＶＬのＣＤＲは以下の通りである：ＣＤＲ１(配列番号４)、ＣＤＲ２(配列番号
５)、及びＣＤＲ３(配列番号６)。それぞれの鎖のＣＤＲ１、ＣＤＲ２、ＣＤＲ３は大括
弧で囲っており、フレームワーク領域であるＦＲ１-ＦＲ４に隣接している。２Ｈ７はマ
ウス２Ｈ７抗体を示す。２配列間にあるアスタリスクは２配列間で異なる箇所を示す。 K
abat等, Sequences of Immunological Interest. 5th Ed. Public Health Service, Nati
onal Institutes of Health, Bethesda, Md. (1991)に従って残基番号を示し、ａ、ｂ、
ｃ、ｄ、及びｅで挿入を示す。
【図１Ｂ】マウス２Ｈ７の重鎖可変ドメイン(ＶＨ)(配列番号７)、ヒト化２Ｈ７．ｖ１６
変異体の重鎖可変ドメイン(配列番号８)、及び重鎖サブグループＩＩＩのヒトコンセンサ
ス配列の重鎖可変ドメイン(配列番号９)のアミノ酸配列を比較した配列アライメント。２
Ｈ７及びｈｕ２Ｈ７．ｖ１６のＶＨのＣＤＲは以下の通りである：ＣＤＲ１(配列番号１
０)、ＣＤＲ２(配列番号１１)、及びＣＤＲ３(配列番号１２)。それぞれの鎖のＣＤＲ１
、ＣＤＲ２、ＣＤＲ３は大括弧で囲っており、フレームワーク領域であるＦＲ１-ＦＲ４
に隣接している。２Ｈ７はマウス２Ｈ７抗体を示す。２配列間にあるアスタリスクは２配
列間で異なる箇所を示す。 Kabat等, Sequences of Immunological Interest. 5th Ed. P
ublic Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, Md. (1991)に従っ
て残基番号を示し、ａ、ｂ、ｃ、ｄ、及びｅで挿入を示す。
【図２】Kabatの可変ドメイン残基番号付け及びＥｕ定常ドメイン残基番号付けを用いて
、成熟２Ｈ７.ｖ１６及び２Ｈ７.ｖ５１１の軽鎖(それぞれ配列番号１３及び１５)のアラ
イメントを示す。
【図３】Kabatの可変ドメイン残基番号付け及びＥｕ定常ドメイン残基番号付けを用いて
、成熟２Ｈ７.ｖ１６及び２Ｈ７.ｖ５１１の重鎖(それぞれ配列番号１４及び１６)のアラ
イメントを示す。
【図４】補体依存性細胞障害作用(ＣＤＣ)をリツキシマブについての中和抗体(ＮＡｂ)ア
ッセイとして示す。
【図５】以下の試料に関してＮＡｂアッセイのＣＤＣを示す：コントロール、ヤギ抗リツ
キシマブＣＤＲ抗体及びヤギ抗ヒトＦｃ抗体。
【図６】正常ヒト被検体の血清(左)及び関節リウマチ(ＲＡ)被検体の血清(右)からの結果
を比較したときの、ＣＤＣ ＮＡｂアッセイにおける血清耐性を示す。
【図７】CELLTITER-GLO(登録商標)発光細胞生存率アッセイ、カルセイン、ラクトース脱
水素酵素(ＬＤＨ)及びアラマーブルーＴＭ(レサズリン)についてのＣＤＣ ＮＡｂアッセ
イからのアッセイ読み取りを表す。
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【図８】アッセイ読み取りについて、アラマーブルーＴＭ(レサズリン)(左)又はCELLTITE
R-GLO(登録商標)(右)を含むＲＡ血清干渉を比較する。
【図９】本明細書中の血清前処理のための好適な手順を例示する。
【図１０】血清前処理なし(左)及び、血清前処理あり(右)のＲＡ血清からの読み取りに対
する血清前処理の効果を示す。
【図１１】ＮＡｂアッセイに用いる細胞数を変化させる効果を表す。
【図１２】ＮＡｂに感受性のあるリツキシマブ用量選別を表す。
【図１３】ＮＡｂ：リツキサン比が０:１(左)又は５:１(右)であるＮＡｂアッセイにおけ
る薬剤干渉を示す。

【図１Ａ】 【図１Ｂ】
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【図２】 【図３】

【図４】 【図５】
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【図６】 【図７】

【図８】 【図９】
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【図１０】 【図１１】

【図１２】 【図１３】
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