
(57)【要約】
　 CD20抗体等の治療用抗体に対する中和抗体を検出するための方法が記述される。本アッ
セイは、免疫治療法における抗体の効果を決定するために使用することができる。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 CD20に 結 合 す る 抗 体 の 効 果 を 評 価 す る 方 法 に お い て 、 CD20抗 体 で 治 療 さ れ た 患 者 か ら の
生 体 サ ン プ ル の 、 CD20抗 体 の 生 物 活 性 を ブ ロ ッ ク す る 能 力 を 測 定 す る こ と を 含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 生 物 活 性 が 、 補 体 依 存 性 細 胞 傷 害 性 (CDC)、 抗 体 依 存 性 細 胞 媒 介 性 細 胞 傷 害 性 (ADCC)、
ア ポ ト ー シ ス 、 及 び 細 胞 成 長 の 阻 害 性 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ３ 】
　 生 物 活 性 が 、 補 体 依 存 性 細 胞 傷 害 性 (CDC)で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 CD20抗 体 が リ ツ キ シ マ ブ で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 CD20抗 体 が ヒ ト 化 2H7で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 生 体 サ ン プ ル が 、 CD20抗 体 に 結 合 す る 患 者 か ら の 抗 体 を 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 生 体 サ ン プ ル を 、 患 者 か ら の 生 体 サ ン プ ル に お い て 、 CD20抗 体 に 結 合 す る 患 者 か ら の 抗
体 の 存 在 を 決 定 す る ア ッ セ イ に か け る 、 請 求 項 ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 生 体 サ ン プ ル が 患 者 か ら の 血 清 を 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 患 者 が 自 己 免 疫 疾 患 を 有 し て い る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 自 己 免 疫 疾 患 が 、 関 節 リ ウ マ チ (RA)、 全 身 性 エ リ テ マ ト ー デ ス (SLE)、 ヴ ェ ー ゲ ナ ー 病
、 炎 症 性 大 腸 炎 、 突 発 性 又 は 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 (ITP)、 血 栓 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑
病 (TTP)、 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 症 、 多 発 性 硬 化 症 (MS)、 乾 癬 、 IgA腎 症 、 IgM多 発 性 神 経
障 害 、 重 症 筋 無 力 症 、 脈 管 炎 、 真 性 糖 尿 病 、 レ イ ノ ー 症 候 群 、 シ ェ ー グ レ ン 症 候 群 、 糸 球
体 腎 炎 、 及 び 自 己 免 疫 性 溶 血 性 貧 血 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 患 者 が Ｂ 細 胞 悪 性 腫 瘍 を 有 し て い る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 Ｂ 細 胞 悪 性 腫 瘍 が 、 ホ ジ キ ン 病 、 非 ホ ジ キ ン リ ン パ 腫 (NHL)、 濾 胞 中 心 細 胞 (FCC)リ ン パ
腫 、 急 性 リ ン パ 性 白 血 病 (ALL)、 慢 性 リ ン パ 性 白 血 病 (CLL)、 ヘ ア リ ー 細 胞 白 血 病 、 形 質 細
胞 様 リ ン パ 性 リ ン パ 腫 、 マ ン ト ル 細 胞 リ ン パ 腫 、 AIDS又 は HIV-関 連 リ ン パ 腫 、 多 発 性 骨 髄
腫 、 中 枢 神 経 系 (CNS)リ ン パ 腫 、 移 植 後 リ ン パ 増 殖 症 候 群 (PTLD)、 ヴ ァ ル デ ン ス ト レ ー ム
病 、 粘 膜 関 連 リ ン パ 組 織 (MALT)リ ン パ 腫 、 及 び 辺 縁 帯 リ ン パ 腫 ／ 白 血 病 か ら な る 群 か ら 選
択 さ れ る 、 請 求 項 １ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 患 者 が 、 外 来 抗 原 に 対 す る 免 疫 反 応 を ブ ロ ッ ク す る CD20抗 体 で 治 療 さ れ る 、 請 求 項 １ に
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 外 来 抗 原 が 治 療 剤 を 含 む 、 請 求 項 １ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 外 来 抗 原 が 、 抗 体 、 毒 素 、 遺 伝 子 治 療 用 ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 移 植 片 、 病 原 菌 及 び ア ロ 抗
原 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 外 来 抗 原 が 移 植 片 で あ る 、 請 求 項 １ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 ア ッ セ イ が 、 CD20抗 体 と 生 体 サ ン プ ル の 存 在 下 、 補 体 に CD20陽 性 細 胞 を 暴 露 さ せ 、 つ い
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で 暴 露 細 胞 の 生 存 率 を 測 定 す る こ と を 含 む 、 請 求 項 ３ に 記 載 の 方 法
【 請 求 項 １ ８ 】
　 CD20に 結 合 す る 抗 体 を 患 者 に 投 与 し ；
　 患 者 か ら の 生 体 サ ン プ ル の 、 CD20抗 体 の 生 物 活 性 を ブ ロ ッ ク す る 能 力 を 測 定 す る ；
こ と を 含 む 免 疫 治 療 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 治 療 用 抗 体 に 対 す る 中 和 抗 体 を 検 出 す る 方 法 に お い て 、
　 治 療 用 抗 体 と そ れ で 治 療 さ れ る 患 者 か ら の 生 体 サ ン プ ル の 存 在 下 で 、 治 療 用 抗 体 が 結 合
す る 抗 原 を 発 現 す る 細 胞 を 補 体 に 暴 露 さ せ ；
　 治 療 用 抗 体 の 補 体 依 存 性 細 胞 傷 害 性 (CDC)活 性 を 測 定 す る こ と を 含 み 、 CDC活 性 の 低 下 に
よ り 、 生 体 サ ン プ ル に お け る 中 和 抗 体 の 存 在 が 示 さ れ る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 Ｂ 細 胞 表 面 マ ー カ ー に 結 合 す る ア ン タ ゴ ニ ス ト の 効 果 を 評 価 す る 方 法 に お い て 、 ア ン タ
ゴ ニ ス ト で 治 療 さ れ た 患 者 か ら の 生 体 サ ン プ ル の 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト の 生 物 活 性 を ブ ロ ッ ク
す る 能 力 を 測 定 す る こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 患 者 に Ｂ 細 胞 表 面 マ ー カ ー に 結 合 す る 抗 体 を 投 与 し ；
　 患 者 か ら の 生 体 サ ン プ ル の 、 抗 体 の 生 物 活 性 を ブ ロ ッ ク す る 能 力 を 測 定 す る ；
こ と を 含 む 免 疫 治 療 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 こ れ は 、 2003年 7月 29日 に 出 願 さ れ た 仮 出 願 第 60/490678の 米 国 特 許 法 第 １ １ ９ 条 に 基 づ
く 優 先 権 を 主 張 す る 非 仮 出 願 で あ り 、 そ の 全 て の 開 示 は 出 典 明 示 に よ り こ こ に 取 り 込 ま れ
る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
(発 明 の 分 野 )
　 本 発 明 は 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト 又 は 抗 体 に 対 す る 中 和 抗 体 を 検 出 す る た め の ア ッ セ イ と 、 該
ア ッ セ イ の 使 用 に 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
(発 明 の 背 景 )
　 リ ン パ 球 は 造 血 プ ロ セ ス 中 に 骨 髄 で 生 産 さ れ る 多 種 類 の 白 血 球 の 一 つ で あ る 。 リ ン パ 球
に は 、 主 と し て ２ つ の 集 団 ： Ｂ リ ン パ 球 (Ｂ 細 胞 )と Ｔ リ ン パ 球 (Ｔ 細 胞 )が あ る 。 こ こ で 特
に 関 心 の あ る リ ン パ 球 は Ｂ 細 胞 で あ る 。
　 Ｂ 細 胞 は 骨 髄 で 成 熟 し 、 そ れ ら の 細 胞 表 面 で 抗 原 結 合 性 抗 体 を 発 現 す る 骨 髄 か ら 放 出 さ
れ る 。 ま ず 、 未 変 性 Ｂ 細 胞 は 、 そ の 膜 結 合 性 抗 体 が 特 異 的 な 抗 原 と 遭 遇 す る と 、 急 速 に 分
割 し 始 め 、 そ の 子 孫 は 記 憶 Ｂ 細 胞 及 び 「 形 質 細 胞 」 と 称 さ れ る エ フ ェ ク タ ー 細 胞 に 分 化 す
る 。 記 憶 Ｂ 細 胞 は よ り 長 い 寿 命 を 持 ち 、 最 初 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 。 形 質 細 胞 は 膜 結 合 性 抗 体 を 産 出 し な い が 、 代 わ り に 分 泌 可 能 な 形 態 の 抗
体 を 産 出 す る 。 分 泌 抗 体 は ホ ル モ ン 免 疫 の 主 要 な エ フ ェ ク タ ー 分 子 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 CD20抗 原 (ヒ ト Ｂ リ ン パ 球 制 限 分 化 抗 原 、 Bp35と も 称 さ れ る )は プ レ Ｂ 細 胞 と 成 熟 し た Ｂ
リ ン パ 球 に 局 在 す る 、 約 35kDの 分 子 量 を 有 す る 疎 水 性 膜 貫 通 タ ン パ ク 質 で あ る (Valentine
ら , J. Biol. Chem. 264(19)： 11282-11287(1989)、 及 び Einfeldら , EMBO J. 7(3)： 711-
717(1988))。 ま た 、 前 記 抗 原 は Ｂ 細 胞 非 ホ ジ キ ン リ ン パ 腫 (Ｎ Ｈ Ｌ )の 90%以 上 で 発 現 し て
い る (Andersonら , Blood 63(6)： 1424-1433(1984))が 、 造 血 幹 細 胞 、 プ ロ Ｂ 細 胞 、 正 常 な
形 質 細 胞 又 は 他 の 正 常 な 組 織 に お い て は 見 出 さ れ て い な い (Tedderら , J. Immunol. 135(2
)： 973-979(1985))。 CD20は 細 胞 サ イ ク ル の 開 始 及 び 分 化 に お け る 活 性 化 プ ロ セ ス の 初 期
段 階 を 調 節 し (Tedderら , 上 掲 )、 カ ル シ ウ ム イ オ ン チ ャ ン ネ ル と し て 機 能 す る 可 能 性 が あ
る (Tedderら , J. Cell. Biochem. 14D： 195(1990))。
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　 Ｂ 細 胞 リ ン パ 腫 で CD20が 発 現 す る と 、 こ の 抗 原 は 、 こ の よ う な リ ン パ 腫 の 「 タ ー ゲ テ ィ
ン グ 」 の た め の 候 補 薬 と し て 提 供 さ れ 得 る 。 本 質 に お い て 、 こ の よ う な タ ー ゲ テ ィ ン グ は
以 下 の よ う な も の が 一 般 的 で あ る ： Ｂ 細 胞 の CD20表 面 抗 原 に 特 異 的 な 抗 体 を 患 者 に 投 与 す
る 。 こ れ ら の 抗 -CD20抗 体 は 正 常 及 び 悪 性 Ｂ 細 胞 の 双 方 の CD20抗 原 (見 か け 上 )に 特 異 的 に
結 合 し ： CD20表 面 抗 原 に 結 合 し た 抗 体 は 、 新 生 物 Ｂ 細 胞 を 破 壊 及 び 減 少 に 至 ら し め 得 る 。
さ ら に 、 腫 瘍 を 破 壊 す る 可 能 性 の あ る 化 学 剤 又 は 放 射 活 性 ラ ベ ル を 、 該 薬 剤 が 新 生 物 Ｂ 細
胞 に 特 異 的 に 「 送 達 」 さ れ る よ う に 、 抗 -CD20抗 体 に コ ン ジ ュ ゲ ー ト さ せ る こ と も で き る
。 ア プ ロ ー チ に 関 係 な く 、 第 １ の 目 的 は 腫 瘍 を 破 壊 す る こ と で あ り ； 特 定 の ア プ ロ ー チ は
利 用 す る 特 定 の 抗 -CD20抗 体 に よ り 決 定 さ れ 、 よ っ て CD20抗 原 を タ ー ゲ テ ィ ン グ す る た め
に 有 用 な ア プ ロ ー チ は か な り 多 様 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 CD19は Ｂ 系 統 の 細 胞 表 面 で 発 現 す る 他 の 抗 原 で あ る 。 CD20と 同 様 、 CD19は 、 幹 細 胞 段 階
か ら 形 質 細 胞 に お け る 分 化 が 終 了 す る 直 前 ま で 、 該 系 列 の 分 化 中 の 細 胞 に お い て 見 出 さ れ
る (Nadler, L. Lymphocyte Typing II2： 3-37と 付 表 , Renlingら , eds.(1986), Springer
 Verlag)。 し か し な が ら 、 CD20と は 異 な り 、 CD19に 結 合 す る 抗 体 は CD19抗 原 の 内 部 移 行 を
引 き 起 こ す 。 CD19抗 原 は 、 特 に HD237-CD19抗 体 (「 B4」 抗 体 と も 称 さ れ る )に よ り 同 定 さ れ
る (Kieselら , Leukemia Research II, 12： 1119(1987))。 CD19抗 原 は 、 末 梢 血 液 単 核 細 胞
の ４ -８ ％ 、 及 び 末 梢 血 液 、 脾 臓 、 リ ン パ 節 又 は 扁 桃 腺 か ら 単 離 さ れ た Ｂ 細 胞 の ９ ０ ％ 以
上 に 存 在 す る 。 CD19は 末 梢 血 液 Ｔ 細 胞 、 単 球 又 は 顆 粒 球 に お い て は 検 出 さ れ な い 。 事 実 上
、 全 て の 非 Ｔ 細 胞 急 性 リ ン パ 芽 球 白 血 病 (ALL)、 Ｂ 細 胞 慢 性 リ ン パ 球 白 血 病 (CLL)及 び Ｂ 細
胞 リ ン パ 腫 で は 、 抗 体 B4に よ り 検 出 可 能 な CD19が 発 現 し て い る (Nadlerら , J. Immunol. 1
31： 244(1983)； 及 び Nadlerら , Progress in Hematology Vol.XII pp.187-206. Brown, E
. ed.(1981), Grune & Stratton, Incに よ る )。
　 Ｂ 細 胞 系 列 の 細 胞 に よ り 発 現 し た 分 化 段 階 に 特 異 的 な 抗 原 を 認 識 す る 付 加 的 な 抗 体 が 同
定 さ れ て い る 。 こ れ ら の な か に は 、 CD21抗 原 に 対 す る Ｂ ２ 抗 体 ； CD22抗 原 に 対 す る Ｂ ３ 抗
体 ； 及 び CD10抗 原 (CALLAと も 称 さ れ る )に 対 す る J5抗 体 が あ る 。 1997年 1月 21日 に 公 開 さ れ
た 米 国 特 許 第 5,595,721号 を 参 照 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 リ ツ キ シ マ ブ (RITUXAN(登 録 商 標 ))抗 体 は 、 一 般 的 に CD20抗 原 に 対 す る キ メ ラ マ ウ ス ／
ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 設 計 し た も の で あ る 。 リ ツ キ シ マ ブ は 1998年 4月 7日 に 公 開 さ れ
た 米 国 特 許 第 5,736,137号 に お い て 「 C2B8」 と 呼 称 さ れ る 抗 体 で あ る (Andersonら )。 RITUX
AN(登 録 商 標 )は 、 再 発 性 又 は 抗 療 性 の 軽 度 又 は 濾 胞 性 、 CD20陽 性 、 Ｂ 細 胞 非 ホ ジ キ ン リ ン
パ 腫 を 患 っ て る 患 者 の 治 療 用 で あ る こ と が 示 さ れ て い る 。 イ ン ビ ト ロ で の 作 用 メ カ ニ ズ ム
の 研 究 で は 、 RITUXAN(登 録 商 標 )は ヒ ト 補 体 に 結 合 し 、 補 体 依 存 性 細 胞 傷 害 性 (CDC)に よ り
リ ン パ 系 Ｂ 細 胞 系 を 溶 解 す る こ と が 示 さ れ て い る (Reffら , Blood 83(2)： 435-445(1994))
。 さ ら に 、 抗 体 依 存 性 細 胞 媒 介 性 細 胞 傷 害 性 (ADCC)の ア ッ セ イ に お い て は 、 有 意 な 活 性 度
を 有 す る 。 最 近 で は 、 RITUXAN(登 録 商 標 )は ト リ チ ウ ム 化 チ ミ ジ ン 導 入 ア ッ セ イ に お い て
抗 増 殖 効 果 を 有 し 直 接 ア ポ ト ー シ ス を 誘 発 す る が 、 他 の 抗 -CD19及 び 抗 -CD20抗 体 で は こ の
よ う な こ と は な い こ と が 示 さ れ て い る (Maloneyら , Blood 88(10)： 637a(1996))。 ま た 、 R
ITUXAN(登 録 商 標 )と 化 学 療 法 と 毒 素 と の 相 乗 作 用 が 実 験 的 に 観 察 さ れ て い る 。 特 に RITUXA
N(登 録 商 標 )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 毒 性 効
果 に 対 し て 薬 剤 耐 性 を 有 す る ヒ ト Ｂ 細 胞 リ ン パ 腫 細 胞 系 に 感 作 す る (Demidemら , Cancer C
hemotherapy & Radiopharmaceuticals 12(3)： 177-186(1997))。 イ ン ビ ボ 前 臨 床 的 研 究 で
は 、 RITUXAN(登 録 商 標 )は 、 カ ニ ク イ ザ ル の 末 梢 血 液 、 リ ン パ 節 及 び 骨 髄 か ら の Ｂ 細 胞 を
、 お そ ら く 補 体 及 び 細 胞 媒 介 性 プ ロ セ ス に よ り 枯 渇 さ せ る こ と が 示 さ れ て い る (Reffら , B
lood 83(2)： 435-445(1994))。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 CD20抗 体 に 関 連 す る 特 許 及 び 特 許 公 開 に は 、 米 国 特 許 第 5,776,456号 、 同 5,736,137号 、
同 6,399,061号 、 及 び 同 5,843,439号 、 並 び に 米 国 特 許 出 願 第 2002/0197255A1号 、 及 び 米 国
特 許 出 願 第 2003/0021781A1号  (Andersonら )； 米 国 特 許 第 6,455,043B1号 及 び 国 際 公 開 第 00

10

20

30

40

50

(4) JP 2007-500844 A 2007.1.18



/09160号 (Grillo-Lopez, A.); 国 際 公 開 第 00/27428号  (Grillo-Lopez及 び White); 国 際 公
開 第 00/27433号  (Grillo-Lopez及 び Leonard); 国 際 公 開 第 00/44788号 (Braslawskyら ); 国
際 公 開 第 01/10462号 (Rastetter, W.); 国 際 公 開 第 01/10461号 (Rastetter及 び White); 国
際 公 開 第 01/10460号 (White及 び Grillo-Lopez); 米 国 出 願 第 2002/0006404号 及 び 国 際 公 開
第 02/04021号 (Hanna及 び Hariharan);米 国 出 願 第 2002/0012665A1号 及 び 国 際 公 開 第 01/7438
8号 (Hanna, N.); 米 国 出 願 第 2002/0009444A1号 、 及 び 国 際 公 開 第 01/80884号 (Grillo-Lope
z, A.); 国 際 公 開 第 01/97858号 (White, C.); 米 国 特 許 第 2002/0128488A1号 及 び 国 際 公 開
第 02/34790号 (Reff, M.)； 国 際 公 開 第 02/060955号 (Braslawskyら );国 際 公 開 第 2/096948 
号 (Braslawskyら );国 際 公 開 第 02/079255号 (Reff及 び Davies); 米 国 特 許 第 6,171,586B1号
、 及 び 国 際 公 開 第 98/56418号 (Lamら ); 国 際 公 開 第 98/58964号 (Raju, S.); 国 際 公 開 第 99/
22764号 (Raju, S.)； 国 際 公 開 第 99/51642号 、 米 国 特 許 第 6,194,551B1号 、 米 国 特 許 第 6,24
2,195B1号 、 米 国 特 許 第 6,528,624B1号 及 び 米 国 特 許 第 6,538,124号 (Idusogieら ); 国 際 公
開 第 00/42072号 (Presta, L.); 国 際 公 開 第 00/67796号 (Curdら ); 国 際 公 開 第 01/03734号 (G
rillo-Lopezら ); 米 国 出 願 第 2002/0004587A1号 及 び 国 際 公 開 第 01/77342号 (Miller及 び Pre
sta);米 国 特 許 第 2002/0197256号 (Grewal, I.); 米 国 特 許 第 6,090,365B1号 、 同 6,287,537B
1号 、 同 6,015,542号 、 同 5,843,398号 及 び 同 5,595,721号 (Kaminskiら ); 米 国 特 許 第 5,500,
362号 、 同 5,677,180号 、 同 5,721,108号 及 び 同 6,120,767号 (Robinsonら ); 米 国 特 許 第 6,41
0,391B1号 (Raubitschekら ); 米 国 特 許 第 6,224,866B1号 及 び 国 際 公 開 第 00/20864号 (Barber
a-Guillem, E.); 国 際 公 開 第 01/13945号 (Barbera-Guillem, E.); 国 際 公 開 第 00/67795号 (
Goldenberg); 国 際 公 開 第 00/74718号 (Goldenberg及 び Hansen); 国 際 公 開 第 00/76542号 (Go
layら );国 際 公 開 第 01/72333号 (Wolin及 び Rosenblatt); 米 国 特 許 第 6,368,596B1号 (Ghetie
ら ); 米 国 出 願 第 2002/0041847A1号 (Goldenberg, D.)； 米 国 出 願 第 2003/0026801A1号 (Wein
er及 び Hartmann); 国 際 公 開 第 02/102312号 (Engleman, E.)が 含 ま れ 、 そ の そ れ ぞ れ は 、 特
に 出 典 明 示 に よ り こ こ に 取 り 込 ま れ る 。 ま た 、 米 国 特 許 第 5,849,898号 及 び 欧 州 出 願 第 330
,191号 (Seedら ); 米 国 特 許 第 4,861,579号 及 び 欧 州 特 許 第 332,865A2号 (Meyer及 び Weiss);
及 び 国 際 公 開 第 95/03770号 (Bhatら )が 参 照 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 リ ツ キ シ マ ブ を 用 い た 治 療 に 関 す る 刊 行 物 に は 、 Perotta及 び Abuel「 Response of chro
nic relapsing ITP of 10 years duration to Rituximab」 要 約  # 3360 Blood 10(1)(par
t 1-2): p. 88B (1998); Stashiら 「 Rituximab chimeric anti-CD20 monoclonal antibod
y treatment for adults with chronic idopathic thrombocytopenic purpura」 Blood 98
(4):952-957 (2001); Matthews, R.「 Medical Heretics」  New Scientist (2001年 , 4月 7
日 ); Leandroら 「 Clinical outcome in 22 patients with rheumatoid arthritis treate
d with B lymphocyte depletion」  Ann Rheum Dis 61:833-888 (2002); Leandroら 「 Lymp
hocyte depletion in rheumatoid arthritis: early evidence for safety, efficacy an
d dose response.　 Arthritis及 び Rheumatism 44(9): S370 (2001); Leandroら 「 An open
 study of B lymphocyte depletion in systemic lupus erythematosus」 , Arthritis & 
Rheumatism 46(1):2673-2677 (2002); Edwards及 び Cambridge「 Sustained improvement i
n rheumatoid arthritis following a protocol designed to deplete B lymphocytes」 R
hematology 40:205-211 (2001); Edwardsら 「 B-lymphocyte depletion therapy in rheum
atoid arthritis and other autoimmune disorders」 Biochem. Soc. Trans. 30(4):824-8
28 (2002); Edwardsら 「 Efficacy及 び safety of Rituximab, a B-cell targeted chimeri
c monoclonal antibody: A randomized, placebo controlled trial in patients with r
heumatoid arthritis. Arthritis及 び Rheumatism 46(9): S197 (2002); Levine及 び Pestr
onk「 IgM antibody-related polyneuropathies: B-cell depletion chemotherapy using 
Rituximab」 Neurology 52: 1701-1704 (1999); DeVitaら 「 Efficacy of selective B cel
l blockade in the treatment of rheumatoid arthritis」 Arthritis & Rheum 46:2029-2
033 (2002); Hidashidaら 「 Treatment of DMARD-Refractory rheumatoid arthritis with
 rituximab」 が 含 ま れ る 。 Annual Scientific Meeting of the American College of Rhe
umatology; Oct 24-29; Ne Orleans, LA 2002; Tuscano, J.「 Successful treatment of 
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Infliximab-refractory rheumatoid arthritis with rituximab」 で 公 開 。 Annual Scient
ific Meeting of the American College of Rheumatology; Oct 24-29; New Orleans, LA
 2002で 公 開 。
　 米 国 特 許 出 願 第 2003/0068664号 (Albitarら )に は 、 リ ツ キ シ マ ブ に 対 す る ヒ ト 抗 -キ メ ラ
抗 体 (HACA)を 測 定 す る た め の ELISAア ッ セ イ が 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
(発 明 の 概 要 )
　 こ こ で の 実 施 例 １ に は 、 Ｂ 細 胞 表 面 マ ー カ ー 、 つ ま り CD20抗 原 と 結 合 す る 抗 体 に 対 す る
中 和 抗 体 を 検 出 す る た め の 補 体 依 存 性 細 胞 傷 害 性 (CDC)ア ッ セ イ の 開 発 に つ い て 記 載 さ れ
て い る 。 CDC活 性 は 、 種 々 の 濃 度 の CD20抗 体 の 存 在 下 又 は 不 在 下 に お い て 、 ヒ ト 補 体 と 共
に CD20陽 性 細 胞 を イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ り 測 定 し た 。 つ い で 、 生 存 細 胞 を 定 量 化 す
る こ と に よ り 細 胞 傷 害 性 度 を 測 定 し た 。 ア ッ セ イ の 性 能 に 対 す る 血 清 マ ト リ ッ ク ス 効 果 を
試 験 し た 。 血 清 は 、 EC50値 に 有 意 な シ フ ト を 示 さ な い で 40%ま で の 耐 容 性 を 示 す こ と が で
き た 。 つ い で 、 CD20抗 体 で 治 療 さ れ た 全 身 性 エ リ テ マ ト ー デ ス (SLE)の 患 者 の 血 清 サ ン プ
ル を 、 抗 体 反 応 (HACA)を 用 い て テ ス ト し た 。 CD20抗 体 の CDC活 性 は 、 HACA血 清 を 用 い て 完
全 に 又 は 部 分 的 に ブ ロ ッ ク す る こ と が で き 、 こ れ は テ ス ト さ れ た サ ン プ ル に お け る 中 和 活
性 を 示 し て い る 。 こ れ に 対 し て 、 CD20抗 体 で 治 療 す る 前 の 血 清 サ ン プ ル で は 、 何 の 中 和 活
性 も 示 さ れ な か っ た 。 こ の ア ッ セ イ は 、 抗 -薬 剤 抗 体 反 応 の 性 質 を 特 徴 付 け る も の で あ る
； よ っ て 、 薬 剤 の 安 全 性 及 び 効 果 を 評 価 す る の に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 は 、 CD20に 結 合 す る 抗 体 の 効 果 を 評 価 す る 方 法 に お い て 、 CD20抗 体 で 治
療 さ れ た 患 者 か ら の 生 体 サ ン プ ル の 、 CD20抗 体 の 生 物 活 性 を ブ ロ ッ ク す る 能 力 を 測 定 す る
こ と を 含 む 、 方 法 を 提 供 す る も の で あ る 。
　 さ ら に 本 発 明 は 、 患 者 に CD20に 結 合 す る 抗 体 を 投 与 し ； CD20抗 体 の 生 物 活 性 を ブ ロ ッ ク
す る た め の 、 患 者 か ら の 生 体 サ ン プ ル の 能 力 を 測 定 す る こ と を 含 む 、 免 疫 治 療 法 を 提 供 す
る も の で あ る 。
　 他 の 側 面 で は 、 本 発 明 は 、 治 療 抗 体 で 治 療 さ れ た 患 者 か ら の 生 体 サ ン プ ル と 治 療 抗 体 の
存 在 下 、 治 療 用 抗 体 が 結 合 す る 抗 原 を 発 現 す る 細 胞 を 補 体 に 暴 露 し ； 治 療 用 抗 体 の 細 胞 傷
害 ア ッ セ イ (CDC)活 性 を 測 定 す る こ と を 含 み 、 CDC活 性 の 低 下 に よ り 、 生 体 サ ン プ ル に お け
る 中 和 抗 体 の 存 在 が 示 さ れ る 、 治 療 用 抗 体 に 対 し て 中 和 抗 体 を 検 出 す る 方 法 に 関 す る 。
　 さ ら に 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト の 生 物 活 性 を ブ ロ ッ ク す る た め の 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト で 治 療 さ れ
た 患 者 か ら の 生 体 サ ン プ ル の 能 力 を 測 定 す る こ と を 含 む 、 Ｂ 細 胞 マ ー カ ー に 結 合 す る ア ン
タ ゴ ニ ス ト の 効 果 を 評 価 す る た め の 方 法 を 提 供 す る 。
　 さ ら な る 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 患 者 に 、 Ｂ 細 胞 表 面 マ ー カ ー に 結 合 す る 抗 体 を 投 与
し ； 抗 体 の 生 物 活 性 を ブ ロ ッ ク す る た め の 、 患 者 か ら の 生 体 サ ン プ ル の 能 力 を 測 定 す る こ
と を 含 む 、 免 疫 治 療 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ １ １ 】
好 ま し い 実 施 態 様 の 詳 細 な 記 載
１ ． 定 義
　 特 に 定 義 し な い 限 り 、 こ こ で 「 生 体 サ ン プ ル 」 と は 、 患 者 か ら 得 ら れ た サ ン プ ル を 意 味
す る 。 サ ン プ ル は 、 ヒ ト 抗 -マ ウ ス 抗 体 (HAMA)、 ヒ ト 抗 -キ メ ラ 抗 体 (HACA)又 は ヒ ト 抗 -ヒ
ト 抗 体 (HAHA)等 の 、 患 者 を 治 療 す る 薬 剤 又 は 抗 体 に 結 合 す る 抗 体 を 含 む 。 生 体 サ ン プ ル は
、 例 え ば 血 清 、 患 者 か ら 回 収 さ れ た 抗 体 、 血 漿 、 細 胞 溶 解 物 、 ミ ル ク 、 唾 液 、 及 び 他 の 分
泌 物 、 好 ま し く は 血 清 で あ っ て よ い 。
　 「 生 物 活 性 」 な る 表 現 は 、 こ こ で 、 抗 体 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト の 測 定 可 能 な 機 能 を 称 す る
。 種 々 の 活 性 が 考 慮 さ れ 、 限 定 す る も の で は な い が 、 補 体 依 存 性 細 胞 傷 害 性 (CDC)、 抗 体
依 存 性 細 胞 媒 介 性 細 胞 傷 害 性 (ADCC)、 ア ポ ト ー シ ス 、 細 胞 (例 え ば 腫 瘍 細 胞 )の 成 長 阻 害 等
が 含 ま れ る 。
　 抗 体 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト の 生 物 活 性 を 「 ブ ロ ッ ク す る 」 た め の 、 生 体 サ ン プ ル (又 は 、
当 該 問 題 に お け る 薬 剤 に 対 し 、 患 者 に 産 生 さ れ る 抗 体 )の 能 力 は 、 活 性 の 部 分 的 な 及 び 完
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全 な ブ ロ ッ ク の 双 方 を 称 す る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 こ こ で 「 Ｂ 細 胞 表 面 マ ー カ ー 」 と は 、 そ こ に 結 合 す る 抗 体 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト で 標 的 可
能 な Ｂ 細 胞 表 面 で 発 現 す る 抗 原 で あ る 。 Ｂ 細 胞 表 面 マ ー カ ー の 例 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 マ ー
カ ー が 含 ま れ る 。 特 に 関 心 あ る Ｂ 細 胞 表 面 マ ー カ ー は 、 哺 乳 動 物 の 他 の 非 Ｂ 細 胞 組 織 と 比
較 し て Ｂ 細 胞 で 優 先 的 に 発 現 し て お り 、 Ｂ 細 胞 前 駆 体 及 び 成 熟 Ｂ 細 胞 の 双 方 で 発 現 し 得 る
。 一 実 施 態 様 に お い て 、 マ ー カ ー は CD20又 は CD19と 同 様 、 幹 細 胞 段 階 か ら 形 質 細 胞 に お け
る 分 化 が 終 了 す る 直 前 ま で 、 系 列 の 分 化 中 の Ｂ 細 胞 に お い て 見 出 さ れ る も の で あ る 。 こ こ
で 好 ま し い Ｂ 細 胞 表 面 マ ー カ ー は CD20で あ る 。
　 「 CD20」 抗 原 は 、 ～ ３ ５ ｋ Ｄ ａ 、 末 梢 血 液 又 は リ ン パ 系 器 官 の ９ ０ ％ 以 上 の Ｂ 細 胞 の 表
面 で 見 出 さ れ る 非 グ ル コ シ ル 化 リ ン タ ン パ ク 質 で あ る 。 CD20は 初 期 の プ レ Ｂ 細 胞 発 育 中 に
発 現 し 、 形 質 細 胞 分 化 ま で 残 る 。 CD20は 正 常 な Ｂ 細 胞 及 び 悪 性 の Ｂ 細 胞 の 双 方 に 存 在 す る
。 文 献 に お け る CD20の 他 の 名 称 に は 「 Ｂ リ ン パ 球 制 限 抗 原 」 及 び 「 Bp35」 が 含 ま れ る 。 CD
20抗 原 は 、 例 え ば Clarkら , PNAS(USA)82： 1766(1985)に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 こ こ で 使 用 さ れ る 場 合 、 「 Ｂ 細 胞 枯 渇 」 と は 、 一 般 的 に 、 治 療 前 の レ ベ ル に 対 す る 、 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 低 減 度 合 い を 称 す る 。 Ｂ 細 胞
枯 渇 は 、 部 分 的 又 は 完 全 な も の で あ っ て よ い 。 Ｂ 細 胞 レ ベ ル は 公 知 の 技 術 、 例 え ば Reffら
, Blood 83： 435-445(1994)、 又 は 米 国 特 許 第 5,736,137号 (Andersonら )に 記 載 さ れ て い る
も の を 使 用 し て 測 定 可 能 で あ る 。 例 え ば 哺 乳 動 物 (例 え ば 正 常 な 霊 長 類 )を 、 種 々 の 用 量 の
抗 体 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト で 治 療 し 、 末 梢 Ｂ 細 胞 濃 度 を 、 Ｂ 細 胞 を 計 測 す る FACS法 に よ り 測
定 し て も よ い 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 「 Ｂ 細 胞 悪 性 腫 瘍 」 は 、 Ｂ 細 胞 に 係 る 悪 性 腫 瘍 で あ る 。 具 体 例 に は 、 リ ン パ 球 優 位 型 ホ
ジ キ ン 病 (LPHD)を 含 む ホ ジ キ ン 病 ； 非 ホ ジ キ ン リ ン パ 腫 (NHL)； 濾 胞 中 心 細 胞 (FCC)リ ン パ
腫 ； 急 性 リ ン パ 性 白 血 病 (ALL)； 慢 性 リ ン パ 性 白 血 病 (CLL)； ヘ ア リ ー 細 胞 白 血 病 ； 形 質 細
胞 様 リ ン パ 性 リ ン パ 腫 (plasmacytoid lymphocytic lymphoma)； マ ン ト ル 細 胞 リ ン パ 腫 ；  
AIDS又 は HIV-関 連 リ ン パ 腫 ； 多 発 性 骨 髄 腫 ； 中 枢 神 経 系 (CNS)リ ン パ 腫 ； 移 植 後 リ ン パ 増
殖 症 候 群 (PTLD)； ヴ ァ ル デ ン ス ト レ ー ム マ ク ロ グ ロ ブ リ ン 血 症 (リ ン パ 形 質 細 胞 性 リ ン パ
腫 )； 粘 膜 関 連 リ ン パ 組 織 (MALT)リ ン パ 腫 ； 及 び 辺 縁 帯 リ ン パ 腫 ／ 白 血 病 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 非 ホ ジ キ ン リ ン パ 腫 (NHL)に は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 下 級 ／ 濾 胞 性 NHL、 再 発 性
又 は 難 治 性 NHL、 前 線 下 級 (front line low grade)NHL、 III／ IV段 階 の NHL、 化 学 療 法 耐 性
NHL、 小 リ ン パ 球 性 (SL)NHL、 中 級 ／ 濾 胞 性 NHL、 中 級 び ま ん 性 (intermediate grade diffu
se)NHL、 び ま ん 性 大 細 胞 型 リ ン パ 腫 、 攻 撃 型 NHL(攻 撃 型 前 線 NHL及 び 攻 撃 型 再 発 性 NHLを 含
む )、 自 家 幹 細 胞 移 植 後 の 再 発 性 又 は 難 治 性 NHL、 高 級 免 疫 芽 細 胞 性 NHL、 高 級 リ ン パ 芽 球 N
HL、 高 級 小 型 非 開 裂 細 胞 性 NHL、 巨 大 病 変 NHL等 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 こ こ で 「 自 己 免 疫 疾 患 」 と は 、 個 々 の 所 有 す る 組 織 か ら 生 じ る 、 ま た こ れ に 対 す る 疾 病
又 は 疾 患 の こ と で あ る 。 こ こ で 自 己 免 疫 疾 患 又 は 疾 病 の 例 に は 、 限 定 さ れ る も の で は な い
が 、 関 節 炎 (関 節 リ ウ マ チ 、 若 年 性 関 節 リ ウ マ チ 、 変 形 性 関 節 症 、 乾 癬 性 関 節 症 炎 )、 乾 癬
、 皮 膚 炎 、  多 発 性 筋 炎 ／ 皮 膚 筋 炎 、 中 毒 性 表 皮 剥 離 症 、 全 身 性 強 皮 症 及 び 全 身 性 硬 化 症
、 炎 症 性 大 腸 炎 に 関 連 し た 反 応 、 ク ロ ー ン 病 、 潰 瘍 性 大 腸 炎 、 呼 吸 窮 迫 症 候 群 、 成 人 呼 吸
窮 迫 症 候 群 (ARDS)、 髄 膜 炎 、 脳 炎 、 ブ ド ウ 膜 炎 、 大 腸 炎 、 糸 球 体 腎 炎 、 ア レ ル ギ ー に よ る
病 状 、 湿 疹 、 喘 息 、 Ｔ 細 胞 の 浸 潤 に 関 連 し た 病 状 及 び 慢 性 炎 症 反 応 、 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬
化 症 、 自 己 免 疫 性 心 筋 炎 、 白 血 球 付 着 欠 損 症 、 全 身 性 エ リ テ マ ト ー デ ス (SLE)、 若 年 発 症
糖 尿 病 、 多 発 性 硬 化 症 、 ア レ ル ギ ー 性 脳 脊 髄 炎 、 Ｔ リ ン パ 球 及 び サ イ ト カ イ ン に よ り 媒 介
さ れ る 急 性 及 び 遅 延 過 敏 性 に 関 連 し た 免 疫 反 応 、 結 核 、 サ ル コ イ ド ー シ ス 、 ヴ ェ グ ナ ー 肉
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芽 腫 症 を 含 む 肉 芽 種 症 、  顆 粒 球 減 少 症 、 脈 管 炎 (ANCAを 含 む )、 再 生 不 良 性 貧 血 、 Diamond
 Blackfan 貧 血 、 自 己 免 疫 性 溶 血 性 貧 血 (AIHA)を 含 む 免 疫 性 溶 血 性 貧 血 、 悪 性 貧 血 、 赤 芽
球 癆 (PRCA)、 第 VIII因 子 欠 損 症 、 血 友 病 A、 自 己 免 疫 性 好 中 球 減 少 症 、 汎 血 球 減 少 症 、 白
血 球 減 少 症 、 白 血 球 漏 出 を 含 む 疾 病 、 中 枢 神 経 系 (CNS)炎 症 疾 病 、 多 臓 器 傷 害 症 候 群 、 重
症 筋 無 力 症 、 抗 原 -抗 体 複 合 体 媒 介 性 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 、 キ ャ ッ ス ル マ ン 症 候 群 、 グ ッ ド パ ス チ ャ ー 症 候
群 、 ラ ン ベ ル ト -イ ー ト ン 筋 無 力 症 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 、 固 形 臓 器 移 植 拒 絶 反 応 、 移 植 片 対 宿 主 拒 絶 反 応 (GVHD)、
水 疱 性 類 天 疱 瘡 、 天 疱 瘡 、 自 己 免 疫 多 腺 性 内 分 泌 障 害 、 ラ イ タ ー 病 、 ス テ ィ フ マ ン 症 候 群
、 巨 細 胞 性 動 脈 炎 、 免 疫 複 合 体 腎 炎 、 IgA腎 症 、 IgM多 発 性 神 経 障 害 、 IgM媒 介 性 神 経 障 害
、 フ ル ダ ラ ビ ン 関 連 性 ITP、 血 栓 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 (TTP)を 含 む 突 発 性 血 小 板 減 少 性 紫
斑 病 (ITP)、 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 症 、 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 疾 患 、 原 発 性 甲 状 腺 機 能 低 下 症 、  自 己 免 疫 性 甲 状 腺 炎 、 慢 性 甲 状 腺 炎 (橋 本 甲
状 腺 炎 )、 亜 急 性 甲 状 腺 炎 を 含 む 自 己 免 疫 性 内 分 泌 疾 患 、 突 発 性 甲 状 腺 機 能 低 下 症
、 ア ジ ソ ン 病 、 ク レ ー ブ ス 病 、 自 己 免 疫 多 腺 性 症 候 群 (又 は 多 腺 性 内 分 泌 症 候 群 )、 イ ン シ
ュ リ ン 依 存 性 真 性 糖 尿 病 (IDDM)と も 称 さ れ る Ｉ 型 糖 尿 病 、 及 び シ ー ハ ン 症 候 群 ； 自 己 免 疫
性 肝 炎 、 リ ン パ 球 様 間 質 性 肺 炎 (HIV)、 閉 塞 性 細 気 管 支 炎 (非 移 植 )対 NSIP、 ギ ラ ン ・ バ レ
ー 症 候 群 、 大 血 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 血 管
脈 管 炎 (川 崎 病 及 び 結 節 性 多 発 性 動 脈 炎 )、 強 直 性 脊 椎 炎 、 バ ー ガ ー 病 ( Berger's disease
)(IgA腎 症 )、 急 速 進 行 性 糸 球 体 腎 炎 、 原 発 性 胆 汁 性 肝 硬 変 、 セ リ ア ッ ク 病 (グ ル テ ン 性 腸
症 )、 ク リ オ グ ロ ブ リ ン 血 症 、 筋 萎 縮 性 側 索 硬 化 症 (ALS)、 冠 動 脈 疾 患 、 寒 冷 凝 集 素 症 、 獲
得 第 VIII因 子 阻 害 、 ル ー プ ス 腎 炎 等 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 こ こ で 、 「 ア ン タ ゴ ニ ス ト 」 は 、 Ｂ 細 胞 表 面 マ ー カ ー に 結 合 す る 分 子 で あ り 、 Ｂ 細 胞 表
面 マ ー カ ー へ の 結 合 時 に 、 哺 乳 動 物 の Ｂ 細 胞 を 破 壊 又 は 枯 渇 さ せ 、 及 び ／ 又 は 例 え ば Ｂ 細
胞 に よ り 誘 導 さ れ る ホ ル モ ン 反 応 を 低 減 又 は 防 止 す る こ と に よ り 、 一 又 は 複 数 の Ｂ 細 胞 機
能 に 干 渉 す る 。 ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 好 ま し く は そ れ で 治 療 さ れ る 哺 乳 動 物 に お い て 、 Ｂ 細
胞 を 枯 渇 さ せ る こ と が で き る 。
　 こ の よ う な 枯 渇 は 、 種 々 の メ カ ニ ズ ム 、 例 え ば 抗 体 依 存 性 細 胞 媒 介 性 細 胞 傷 害 性 (ADCC)
及 び ／ 又 は 補 体 依 存 性 細 胞 傷 害 性 (CDC)、 Ｂ 細 胞 増 殖 阻 害 、 及 び ／ 又 は Ｂ 細 胞 死 の 誘 発 (例
え ば ア ポ ト ー シ ス )を 介 し て 達 成 さ れ る 。 本 発 明 の 範 囲 内 に 含 ま れ る ア ン タ ゴ ニ ス ト に は
、 抗 体 、 合 成 又 は 天 然 配 列 ペ プ チ ド 、 イ ム ノ ア ド ヘ シ ン 、 通 常 は 細 胞 傷 害 剤 と コ ン ジ ュ ゲ
ー ト 又 は 融 合 し て Ｂ 細 胞 表 面 マ ー カ ー に 結 合 す る 小 分 子 ア ン タ ゴ ニ ス ト が 含 ま れ る 。 好 ま
し い ア ン タ ゴ ニ ス ト に は 抗 体 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 「 抗 体 依 存 性 細 胞 媒 介 性 細 胞 傷 害 性 」 及 び 「 ADCC」 は 、 細 胞 媒 介 反 応 を 称 し 、 こ の 反 応
に お い て 、 Fcレ セ プ タ ー (FcRs)を 発 現 し て い る 非 特 異 的 細 胞 傷 害 細 胞 (例 え ば 、 ナ チ ュ ラ
ル キ ラ ー (Ｎ Ｋ )細 胞 、 好 中 球 、 及 び マ ク ロ フ ァ ー ジ )が 、 標 的 細 胞 に 結 合 し た 抗 体 を 認 識
し て そ の 結 果 、 標 的 細 胞 の 溶 解 を 引 き 起 こ す 。 ADCCを 媒 介 す る 主 要 な 細 胞 う ち 、 NK細 胞 は
Fcγ RIIIの み を 発 現 す る の に 対 し 、 単 球 は 、 Fcγ RI、 Fcγ RII及 び Fcγ RIIIを 発 現 す る 。
造 血 細 胞 に お け る FcRの 発 現 は 、 Ravetch及 び Kinet, Annu. Rev. Immunol 9:457-92 (1991
) の 464ペ ー ジ の 表 ３ に 要 約 さ れ て い る 。 関 心 あ る 分 子 の ADCC活 性 を 評 価 す る た め に 、 米
国 特 許 第 5,500,362号 又 は 同 5,821,337号 に 記 述 さ れ て い る よ う な イ ン ビ ト ロ ADCCア ッ セ イ
を 実 施 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な ア ッ セ イ に お い て 有 用 な エ フ ェ ク タ ー 細 胞 に は 、 末
梢 血 液 単 核 細 胞 (PBMC)及 び ナ チ ュ ラ ル キ ラ ー 細 胞 (NK細 胞 )が 含 ま れ る 。 代 わ り と し て 、 も
し く は 付 加 的 に 、 関 心 あ る 分 子 の ADCC活 性 は 、 例 え ば 、 Clynesら , PNAS (USA) 95:652-65
6 (1998)に お い て 開 示 さ れ て い る よ う な 動 物 モ デ ル に お い て 、 イ ン ビ ボ で 評 価 し て も よ い
。
　 「 ヒ ト エ フ ェ ク タ ー 細 胞 」 と は 、 一 又 は 複 数 の FcRsを 発 現 し 、 エ フ ェ ク タ ー 機 能 を 実 行
す る 白 血 球 の こ と で あ る 。 そ の 細 胞 が 少 な く と も Fcγ RIIIを 発 現 し 、 ADCCエ フ ェ ク タ ー 機
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能 を 実 行 す る こ と が 望 ま し い 。 ADCCを 媒 介 す る ヒ ト 白 血 球 の 例 に は 、 末 梢 血 液 単 核 細 胞 (P
BMC)、 ナ チ ュ ラ ル キ ラ ー (NK)細 胞 、 単 球 、 細 胞 傷 害 性 Ｔ 細 胞 及 び 好 中 球 が 含 ま れ る が 、 PB
MCsと NK細 胞 が 好 適 で あ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 「 Fcレ セ プ タ ー 」 も し く は 「 FcR」 な る 用 語 は 、 抗 体 の Fc領 域 に 結 合 す る レ セ プ タ ー を
記 載 す る た め に 使 用 さ れ る 。 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 (ガ ン マ レ セ プ タ ー )と 結 合 す る も の で 、 Fcγ RI、 Fcγ RII及 び Fcγ RIIIサ ブ ク ラ
ス の レ セ プ タ ー を 含 み 、 こ れ ら の レ セ プ タ ー の 対 立 遺 伝 子 変 異 体 、 選 択 的 に ス プ ラ イ シ ン
グ さ れ た 形 態 の も の も 含 ま れ る 。 Fcγ RIIレ セ プ タ ー に は 、 Fcγ RIIA(「 活 性 型 レ セ プ タ ー
」 )及 び Fcγ RIIB(「 阻 害 型 レ セ プ タ ー 」 )が 含 ま れ 、 主 と し て そ の 細 胞 質 ド メ イ ン は 異 な
る が 、 類 似 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る も の で あ る 。 活 性 型 レ セ プ タ ー Fcγ RIIAは 、 細 胞 質 ド
メ イ ン に チ ロ シ ン 依 存 性 免 疫 レ セ プ タ ー 活 性 化 モ チ ー フ (immunoreceptor tyrosine-based
 activation motif ;ITAM)を 含 ん で い る 。 阻 害 型 レ セ プ タ ー Fcγ RIIBは 、 細 胞 質 ド メ イ ン
に チ ロ シ ン 依 存 性 免 疫 レ セ プ タ ー 阻 害 性 モ チ ー フ (immunoreceptor tyrosine-based inhib
ition motif ;ITIM)を 含 ん で い る (Daeron, Annu. Rev. immunol. 15:203-234 (1997)を 参
照 )。 FcRsに 関 し て は 、  Ravetch及 び Kinet, Annu.Rev. Immunol. 9:457-92 (1991); Cape
lら , Immunomethods 4:25-34 (1994); 及 び de Haasら , J.Lab. Clin. Med. 126:330-41 (
1995) に 総 説 さ れ て い る 。 他 の FcRs、 こ こ で は 、 将 来 的 に 同 定 さ れ る も の も 含 め て 、 「 Fc
R」 と い う 言 葉 に よ っ て 包 含 さ れ る 。 ま た 、 前 記 言 葉 は 、 母 性 IgGsが 胎 児 に 受 け 継 が れ る
要 因 と な っ て い る 新 生 児 性 レ セ プ タ ー 「 FcRn」 (Guyerら , J. Immunol. 117:587 (1976) K
imら , J. Immunol.24:249 (1994))も 含 ま れ る 。 こ こ で 、 FcRsに は 、 IgG1に 結 合 す る レ セ
プ タ ー 領 域 に 位 置 す る 、 ア ミ ノ 酸 位 置 １ ５ ８ で フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン (F)又 は バ リ ン (V)の い ず
れ か に 至 る Fcγ RIIIaを コ ー ド す る 遺 伝 子 に お い て 、 遺 伝 的 二 形 等 の 多 型 が 含 ま れ る 。 ホ
モ 接 合 性 バ リ ン Fcγ RIIIa (Fcγ RIIIa-158V)は 、 ホ モ 接 合 性 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン Fcγ RIIIa 
(Fcγ RIIIa-158F)又 は ヘ テ ロ 接 合 性 (Fcγ RIIIa-158F/V)レ セ プ タ ー と 比 べ て 、 イ ン ビ ト ロ
に て 増 加 ADCCを 媒 介 し 、 ヒ ト IgG1に 対 し て よ り 高 い 親 和 性 を 有 す る こ と が 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 「 補 体 依 存 性 細 胞 傷 害 性 」 も し く は 「 CDC」 は 、 補 体 の 存 在 下 で 標 的 を 溶 解 す る 分 子 の
能 力 を 称 す る 。 補 体 活 性 化 経 路 は 補 体 系 (Clq)の 第 １ 成 分 が 同 族 抗 原 と 複 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 さ れ て も よ い 。
　 「 成 長 阻 害 」 ア ン タ ゴ ニ ス ト 又 は 抗 体 は 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト が 結 合 す る 抗 原 を 発 現 す る 細
胞 の 増 殖 を 防 止 又 は 低 減 す る も の で あ る 。 例 え ば 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト 又 は 抗 体 は イ ン ビ ト ロ
及 び ／ 又 は イ ン ビ ボ で Ｂ 細 胞 の 増 殖 を 防 止 又 は 低 減 可 能 で あ る 。
　 「 ア ポ ト ー シ ス を 誘 発 す る 」 ア ン タ ゴ ニ ス ト 又 は 抗 体 は 、 ア ネ キ シ ン Ｖ の 結 合 、 Ｄ Ｎ Ａ
の 断 片 化 、 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 )等 の 標 準 的 な ア ポ ト ー シ ス ア ッ セ イ に よ り 決 定 さ れ る よ う な 、 例 え ば Ｂ
細 胞 の プ ロ グ ラ ム 細 胞 死 を 誘 発 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 こ こ で 「 抗 体 」 な る 用 語 は 最 も 広 い 意 味 に お い て 使 用 さ れ 、 特 に 無 傷 の 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 無 傷 の 抗 体 か ら 形 成 さ れ る 多 重 特 異 的 抗 体
(例 え ば 、 二 重 特 異 的 抗 体 )、 及 び そ れ ら が 所 望 の 生 物 活 性 を 示 す 限 り は 抗 体 断 片 を 包 含 し
て い る 。
　 「 抗 体 断 片 」 は 無 傷 の 抗 体 の 一 部 、 好 ま し く は そ の 抗 原 結 合 又 は 可 変 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 ー ； 線 状 抗 体 ； 単 鎖 抗 体
分 子 ； 及 び 抗 体 断 片 か ら 形 成 さ れ た 多 重 特 異 的 抗 体 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 「 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 と か ら な り 、 約
１ ５ ０ ， ０ ０ ０ ダ ル ト ン の 異 種 四 量 体 糖 タ ン パ ク 質 で あ る 。 各 軽 鎖 は １ つ の 共 有 ジ ス ル フ
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ィ ド 結 合 に よ っ て 重 鎖 に 結 合 す る が 、 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 の 数 は 異 な る 免 疫 グ ロ ブ リ ン ア イ
ソ タ イ プ の 重 鎖 間 で 変 化 す る 。 ま た 各 重 鎖 及 び 軽 鎖 も 規 則 的 に 離 間 し た 鎖 内 ジ ス ル フ ィ ド
架 橋 を 有 す る 。 各 重 鎖 は 一 端 に 可 変 ド メ イ ン (VＨ )、 そ れ に 続 い て 多 数 の 定 常 ド メ イ ン を
有 す る 。 各 軽 鎖 は 一 端 に 可 変 ド メ イ ン (VＬ )、 他 端 に 定 常 ド メ イ ン を 有 し ； 軽 鎖 の 定 常 ド
メ イ ン は 重 鎖 の 第 １ の 定 常 ド メ イ ン と 並 び 、 軽 鎖 の 可 変 ド メ イ ン は 重 鎖 の 可 変 ド メ イ ン と
並 ん で い る 。 特 定 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 軽 鎖 と 重 鎖 の 可 変 ド メ イ ン 間 の 界 面 を 形 成 す る と 考 え
ら れ て い る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 「 可 変 」 な る 用 語 は 、 可 変 ド メ イ ン の 或 る 部 分 が 抗 体 間 で 配 列 が 広 範 囲 に 相 違 し 、 各 特
定 の 抗 体 の そ の 特 定 抗 原 へ の 結 合 及 び 特 異 性 に 使 用 さ れ 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 領 域 に 均 一 に 分 布 し て い る の で は な い 。 そ れ は 、 軽 鎖 及 び 重
鎖 の 可 変 ド メ イ ン の 両 方 に お い て 高 頻 度 可 変 領 域 と 呼 ば れ る ３ つ の セ グ メ ン ト に 集 中 し て
い る 。 可 変 ド メ イ ン の よ り 高 度 に 保 存 さ れ る 部 分 は フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 (FR)と 呼 ば れ る 。
天 然 重 鎖 及 び 軽 鎖 の 可 変 ド メ イ ン 各 々 は 、 大 き な β -シ ー ト 配 置 を と り 、 ３ つ の 高 頻 度 可
変 領 域 に 接 続 さ れ た ４ つ の FR領 域 を 含 み 、 そ れ は ル ー プ 状 の 接 続 を 形 成 し 、 β -シ ー ト 構
造 の 一 部 を 形 成 す る こ と も あ る 。 各 鎖 の 高 頻 度 可 変 領 域 は FRに よ り 他 の 鎖 か ら の 高 頻 度 可
変 領 域 と と も に 極 近 傍 に 保 持 さ れ 、 抗 体 の 抗 原 結 合 部 位 の 形 成 に 寄 与 し て い る (Kabat等 , 
Sequences of Proteins of Immunological 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 は 関 係 な い が 、 種 々 の エ フ ェ ク タ ー 機 能 、 例 え ば 抗 体 依 存 性 細 胞 媒 介 性 障 害
(ADCC)に お け る 抗 体 の 寄 与 を 示 す 。
　 抗 体 の パ パ イ ン 消 化 に よ り 、 各 々 が 単 一 の 抗 原 結 合 部 位 を 有 す る 「 Fab」 断 片 と 呼 ば れ
る ２ つ の 同 一 の 抗 原 結 合 断 片 と 、 そ の 名 称 が 容 易 に 結 晶 化 す る 能 力 を 表 す 、 残 り の 「 Fc」
断 片 が 産 生 さ れ る 。 ペ プ シ ン 処 理 に よ り 、 ２ つ の 抗 原 結 合 部 位 を 有 し 、 さ ら に 抗 原 を 架 橋
さ せ 得 る F(ab')２ 断 片 が 生 じ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 「 Fv」 は 、 完 全 な 抗 原 認 識 及 び 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 Ｖ Ｈ -Ｖ Ｌ 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 。
　 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 含 む 。 Fab'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ド メ イ ン の カ ル ボ キ シ 末 端
に 数 個 の 残 基 が 付 加 さ れ て い る こ と に よ り 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 (類 )が 少 な く と も １ 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 。 抗 体 断 片 の 他 の 化 学 結 合 も 知 ら れ て い る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 任 意 の 脊 椎 動 物 種 か ら の 抗 体 (免 疫 グ ロ ブ リ ン )の 「 軽 鎖 」 に は 、 そ れ ら 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 。
　 重 鎖 の 定 常 ド メ イ ン の ア ミ ノ 酸 配 列 に 応 じ て 、 抗 体 は 異 な る ク ラ ス に 割 り 当 て る こ と が
で き る 。 無 傷 の 抗 体 に は ５ つ の 主 た る ク ラ ス ： IgA、 IgD、 IgE、 IgG及 び IgMが あ り 、 そ れ
ら の い く つ か は さ ら に サ ブ ク ラ ス (ア イ ソ タ イ プ )、 例 え ば IgG1、 IgG2、 IgG3、 IgG4、 IgA
及 び IgA2に 分 割 さ れ る 。 異 な る ク ラ ス の 抗 体 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 。 異 な る ク ラ ス の 免 疫 グ ロ ブ リ ン の サ ブ ユ ニ ッ ト 構 造 及 び
３ 次 元 構 造 は よ く 知 ら れ て い る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
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　 「 単 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 VＨ 及 び VＬ ド メ
イ ン 間 に ポ リ ペ プ チ ド リ ン カ ー を さ ら 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 Antib
odies, vol. 113, Rosenburg及 び Moore編 , Springer-Verlag, New York, pp. 269-315 (1
994)の Pluckthunを 参 照 の こ と 。
　 「 ダ イ ア ボ デ ィ (diabodies)」 な る 用 語 は 、 二 つ の 抗 原 結 合 部 位 を 持 つ 小 型 の 抗 体 断 片
を 称 し 、 そ の 断 片 は 同 じ ポ リ ペ プ チ ド 鎖 (VＨ -VＬ )内 で 軽 鎖 可 変 ド メ イ ン (VＬ )に 結 合 し た
重 鎖 可 変 ド メ イ ン (VＨ )を 含 む 。 同 じ 鎖 の 二 つ の ド メ イ ン 間 に 対 形 成 す る に は 短 す ぎ る リ
ン カ ー を 用 い る こ と に よ り 、 ド メ イ ン は 強 制 的 に 他 の 鎖 の 相 補 的 ド メ イ ン と 対 形 成 し て 二
つ の 抗 原 結 合 部 位 を 生 成 す る 。 ダ イ ア ボ デ ィ は 、 例 え ば 、 欧 州 特 許 第 404,097号 ； 国 際 公
開 第 93/11161号 ； 及 び Hollinger等 , Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90: 6444-6448 (1993
)に よ り 十 分 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 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 称 す 、 す な わ ち 、 集 団 に 含 ま れ る 個 々 の 抗 体 が 、 少 量 で 存 在 し う る 自 然
に 生 じ る 可 能 な 突 然 変 異 を 除 い て 同 一 で あ る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 高 度 に 特 異 的 で あ り
、 一 つ の 抗 原 部 位 に 対 し て い る 。 さ ら に 、 異 な る 決 定 基 (エ ピ ト ー プ )に 対 す る 異 な る 抗 体
を 典 型 的 に は 含 む 従 来 か ら の (ポ リ ク ロ ー ナ ル )抗 体 と 比 べ て 、 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 も の で あ る 。 そ れ ら の 特 異 性 に 加 え て 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 は 、 他 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン に よ っ て 汚 染 さ れ て い な い ハ イ ブ リ ド ー マ 培 養 か ら 合 成 さ れ る
点 で 有 利 で あ る 。 「 モ ノ ク ロ ー ナ ル 」 と の 修 飾 詞 は 、 実 質 的 に 均 一 な 抗 体 集 団 か ら 得 ら れ
て い る と い う 抗 体 の 特 徴 を 示 し 、 抗 体 を 何 か 特 定 の 方 法 で 生 産 す る 必 要 が あ る と 解 釈 さ れ
る も の で は な い 。 例 え ば 、 本 発 明 に お い て 使 用 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 最 初 に Kohl
er等 , Nature 256, 495 (1975)に よ り 記 載 さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ 法 に よ っ て 作 る こ と が で
き 、 あ る い は 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 法 に よ っ て 作 る こ と も で き る (例 え ば 、 米 国 特 許 第 4,816,567号
参 照 )。 ま た 「 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 」 は 、 例 え ば Clackson等 , Nature 352:624-628(1991)
、 及 び Marks等 , J. Mol. Biol. 222:581-597(1991)に 記 載 さ れ た 技 術 を 用 い て フ ァ ー ジ 抗
体 ラ イ ブ ラ リ か ら 単 離 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 こ こ で 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 重 鎖 及 び ／ 又 は 軽 鎖 の 一 部 が 特 定 の 種 由 来 の 抗 体 あ る
い は 特 定 の 抗 体 ク ラ ス 又 は サ ブ ク ラ ス に 属 す る 抗 体 の 対 応 す る 配 列 と 同 一 で あ る か 相 同 で
あ り 、 鎖 の 残 り の 部 分 が 他 の 種 由 来 の 抗 体 あ る い は 他 の 抗 体 ク ラ ス あ る い は サ ブ ク ラ ス に
属 す る 抗 体 の 対 応 す る 配 列 と 同 一 で あ る か 相 同 で あ る 「 キ メ ラ 」 抗 体 (免 疫 グ ロ ブ リ ン )、
並 び に そ れ が 所 望 の 生 物 的 活 性 を 有 す る 限 り そ れ ら 抗 体 の 断 片 を 特 に 含 む (米 国 特 許 第 4,8
16,567号 ; Morrisonら , Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81:6851-6855(1984))。 こ こ で 関
心 あ る キ メ ラ 抗 体 は 、 非 ヒ ト 霊 長 類 (例 え ば 旧 世 界 ザ ル 、 例 え ば ヒ ヒ 、 ア カ ゲ ザ ル 又 は カ
ニ ク イ ザ ル )か ら 誘 導 さ れ た 可 変 ド メ イ ン 抗 原 結 合 配 列 、 及 び ヒ ト 定 常 領 域 配 列 を 含 む 「
プ リ マ タ イ ズ し た (primatized)」 抗 体 を 含 む (米 国 特 許 第 5,693,780号 )。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 非 ヒ ト (例 え ば マ ウ ス )抗 体 の 「 ヒ ト 化 」 形 と は 、 非 ヒ ト 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 非 ヒ ト 霊 長 類 の よ う な 所 望 の 特 異 性 、 親 和 性
及 び 能 力 を 有 す る 非 ヒ ト 種 (ド ナ ー 抗 体 )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 。 あ る 場 合 に は 、 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 。 さ ら に 、 ヒ ト 化 抗 体
は 、 レ シ ピ エ ン ト 抗 体 に も ド ナ ー 抗 体 に も 見 出 さ れ な い 残 基 を 含 ん で も よ い 。 こ れ ら の 修
飾 は 抗 体 の 特 性 を さ ら に 洗 練 す る た め に な さ れ る 。 一 般 に 、 ヒ ト 化 抗 体 は 、 少 な く と も １
つ 、 典 型 的 に は ２ つ の 可 変 ド メ イ ン の 実 質 的 に 全 て を 含 み 、 全 て あ る い は ほ と ん ど 全 て の
高 度 可 変 ル ー プ が 非 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン の も の に 対 応 し 、 全 て あ る い は ほ と ん ど 全 て の FR
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が ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン 配 列 の も の で あ る 。 ヒ ト 化 抗 体 は 、 任 意 に は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 定 常 領
域 (Fc)、 典 型 的 に は ヒ ト の 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 定 常 領 域 の 少 な く と も 一 部 を 含 む 。 さ ら な る
詳 細 は 、 Jones等 , Nature 321, 522-525(1986)； Reichmann等 , Nature 332, 323-329(198
8)； 及 び Presta, Curr. Op. Struct. Biol. 2, 593-596(1992)を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 こ こ で 使 用 さ れ る 場 合 、 「 高 頻 度 可 変 領 域 」 な る 用 語 は 、 抗 原 結 合 性 の 原 因 と な る 抗 体
の ア ミ ノ 酸 残 基 を 称 す る 。 高 頻 度 可 変 領 域 は 「 相 補 性 決 定 領 域 」 又 は 「 CDR」 か ら の ア ミ
ノ 酸 残 基 (す な わ ち 、 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)、 50-65(H2)及 び 95-102(H3)； Kabatら , Sequences of Protei
ns of Immunological Interest,５ 版 , Public Health Service, National Institutes of
 Health, Bethesda, MD.(1991))及 び ／ 又 は 「 高 度 可 変 ル ー プ 」 か ら の 残 基 (す な わ ち 、 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 2
6-32(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 に 定 義 し た 高 頻 度 可 変 領 域 残 基 以 外
の 可 変 ド メ イ ン 残 基 で あ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 CD20又 は Ｂ 細 胞 表 面 マ ー カ ー 等 、 関 心 あ る 抗 原 に 「 結 合 す る 」 ア ン タ ゴ ニ ス ト 又 は 抗 体
は 、 該 ア ン タ ゴ ニ ス ト 又 は 抗 体 が 抗 原 を 発 現 す る 細 胞 を タ ー ゲ テ ィ ン グ す る た め の 治 療 剤
と し て 有 用 で あ る よ う に 、 十 分 な 親 和 性 及 び ／ 又 は 結 合 活 性 を 有 す る 抗 原 に 結 合 可 能 な も
の で あ る 。
　 こ こ で の 目 的 に お い て 、 「 免 疫 療 法 」 と 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 称 す る も の で あ っ て 、 抗 体 は 「 コ ン ジ ュ ゲ ー ト し な い 」 又 は 「 裸 」 抗 体
で あ っ て よ く 、 又 は 抗 体 は 、 一 又 は 複 数 の 細 胞 傷 害 剤 (類 )等 の 、 非 相 同 分 子 (類 )又 は 薬 剤
と コ ン ジ ュ ゲ ー ト 又 は 融 合 し て も よ く 、 よ っ て 「 免 疫 コ ン ジ ュ ゲ ー ト 」 が 生 じ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 こ こ で 使 用 さ れ る 場 合 、 「 治 療 用 抗 体 」 と は 、 疾 病 又 は 疾 患 を 煩 う 又 は か か り や す い 哺
乳 動 物 に お い て 、 疾 病 又 は 疾 患 を 治 療 す る の に 効 果 的 な 抗 体 の こ と で あ る 。 例 示 的 な 治 療
用 抗 体 に は 、  rhuMAb 4D5(HERCEPTIN(登 録 商 標 ))を 含 む 抗 -HER2抗 体 (Carterら , Proc. Na
tl. Acad. Sci. USA, 89:4285-4289 (1992), 米 国 特 許 第 5,725,856号 )； 抗 -CD20抗 体 (以
下 参 照 )； 抗 -IL-8 (St Johnら , Chest, 103:932 (1993)、 及 び 国 際 公 開 第 95/23865号 )；
ヒ ト 化 及 び ／ 又 は 親 和 性 成 熟 抗 -VEGF抗 体 、 例 え ば ヒ ト 化 抗 -VEGF抗 体 huA4.6.1 AVASTIN T M

を 含 む 抗 -VEGF抗 体 (Kimら , Growth Factors, 7:53-64 (1992), 国 際 公 開 第 96/30046号 、
及 び 国 際 公 開 第 98/45331号 , 1998年 10月 15日 に 公 開 )； 抗 -PSCA抗 体 (国 際 公 開 第 01/40309
号 )； S2C6及 び そ の ヒ ト 化 変 異 体 を 含 む 抗 -CD40抗 体 (国 際 公 開 第 00/75348号 )； RaptivaＴ
Ｍ を 含 む 抗 -CD11a抗 体 (米 国 特 許 第 5,622,700号 , 国 際 公 開 第 98/23761号 , Steppeら , Tran
splant Intl. 4:3-7 (1991)、 及 び Hourmantら , Transplantation 58:377-380 (1994))；
抗 -IgE抗 体 (Prestaら , J. Immunol. 151:2623-2632 (1993)、 及 び 国 際 公 開 第  95/19181号
； 1998年 2月 3日 に 公 開 さ れ た 米 国 特 許 第 5,714,338号 、 又 は 1992年 2月 25日 に 公 開 さ れ た 米
国 特 許 第 5,091,313号 、 1993年 3月 4日 に 公 開 さ れ た 国 際 公 開 第 93/04173号 、 又 は 1998年 6月
30日 に 公 開 さ れ た 国 際 出 願 第 PCT/US98/13410、 米 国 特 許 第 5,714,338号 )； 抗 -CD18抗 体 (19
97年 4月 22日 に 公 開 さ れ た 米 国 特 許 第 5,622,700号 、 又 は 1997年 7月 31日 に 公 開 さ れ た 国 際
公 開 第 97/26912号 )； 抗 -Apo-2レ セ プ タ ー 抗 体 抗 体 (1998年 11月 19日 に 公 開 さ れ た 国 際 公 開
第 98/51793);cA2 (REMICADE(登 録 商 標 ))、 CDP571及 び MAK-195を 含 む 抗 -TNF-α 抗 体 (1997
年 9月 30日 に 公 開 さ れ た 米 国 特 許 第 5,672,347号 、 Lorenzら  J. Immunol. 156(4):1646-165
3 (1996)、 及 び Dhainautら  Crit. Care Med. 23(9):1461-1469 (1995)を 参 照 )； 抗 -組 織
因 子 (TF)抗 体 (1994年 11月 9日 に 許 諾 さ れ た 欧 州 特 許 第 0420937B1号 )；  抗 -ヒ ト α ４ -β ７

イ ン テ グ リ ン 抗 体 (1998年 2月 19日 に 公 開 さ れ た 国 際 公 開 第 98/06248号 )； 抗 -EGFR抗 体 (199
6年 12月 19日 に 公 開 さ れ た 国 際 公 開 第 96/40210号 に あ る よ う な キ メ ラ 化 又 は ヒ ト 化 225抗 体
； 抗 -CD3抗 体 、 例 え ば OKT3(1985年 5月 7日 に 公 開 さ れ た 米 国 特 許 第 4,515,893号 )； 抗 -CD25
又 は 抗 -Tac抗 体 、 例 え ば CHI-621 (SIMULECT(登 録 商 標 ))及 び ZENAPAX(登 録 商 標 )(1997年 12
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月 2日 に 公 開 さ れ た 米 国 特 許 第 5,693,762号 を 参 照 )；  抗 -CD4抗 体 、 例 え ば cM-7412抗 体 (Ch
oyら , Arthritis Rheum 39(1):52-56 (1996))； 抗 -CD52抗 体 、 例 え ば CAMPATH-1H(Riechma
nnら  Nature 332:323-337 (1988)； 抗 -Fcレ セ プ タ ー 抗 体 、 例 え ば Grazianoら  J. Immunol
. 155(10):4996-5002 (1995)に あ る よ う な 、 Fcγ RIに 対 す る M22抗 体 ； 抗 -癌 胎 児 性 抗 原 (C
EA)抗 体 、 例 え ば hMN-14 (Sharkeyら  Cancer Res. 55(23Suppl):5935s-5945s (1995)； huB
rE-3、 hu-Mc 3及 び CHL6を 含 む 乳 房 上 皮 細 胞 に 対 す る 抗 体 (Cerianiら  Cancer Res. 55(23)
: 5852s-5856s(1995)； 及 び Richmanら  Cancer Res. 55(23 Supp): 5916s-5920s (1995))
； C242等 の 、 結 腸 癌 細 胞 に 結 合 す る 抗 体 (Littonら  Eur J. Immunol. 26(1):1-9 (1996))
； 抗 -CD38抗 体 、 例 え ば AT 13/5(Ellisら  J. Immunol. 155(2):925-937 (1995))； 抗 -CD33
抗 体
、 例 え ば Hu M195(Jurcicら  Cancer Res 55(23 Suppl):5908s-5910s (1995)及 び CMA-676又
は CDP771;抗 -CD22抗 体 、 例 え ば LL2又 は LymphoCide(Juweidら  Cancer Res 55(23 Suppl):5
899s-5907s (1995)； 抗 -EpCAM抗 体 、 例 え ば 17-1A(PANOREX(登 録 商 標 ))； 抗 -GpIIb/IIIa抗
体 、 例 え ば abciximab又 は c7E3 Fab (REOPRO(登 録 商 標 ))； 抗 -RSV抗 体 、 例 え ば MEDI-493(S
YNAGIS(登 録 商 標 ))； 抗 -CMV抗 体 、 例 え ば PROTOVIR(登 録 商 標 )； 抗 -HIV抗 体 、 例 え ば PRO54
2； 抗 -肝 炎 抗 体 、 例 え ば 抗 -Hep B抗 体  OSTAVIR(登 録 商 標 )； 抗 -CA 125抗 体  OvaRex；  抗 -
イ デ ィ オ タ イ プ GD3エ ピ ト ー プ 抗 体 BEC2； 抗 -α vβ 3抗 体 VITAXIN(登 録 商 標 )； 抗 -ヒ ト 腎 細
胞 癌 抗 体 、 例 え ば ch-G250； ING-1； 抗 -ヒ ト  17-1A抗 体 (3622W94)；  抗 -ヒ ト 大 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-2
5)； 及 び 抗 -ヒ ト 白 血 球 抗 原 (HLA)抗 体 、 例 え ば Smart ID10及 び 抗 -HLA DR抗 体 Oncolym(Lym
-1)が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 CD20抗 原 に 結 合 す る 抗 体 の 例 に は 、 「 リ ツ キ シ マ ブ 」 (「 RITUXAN(登 録 商 標 )」 )と 称 さ
れ る 「 C2B8」 (特 に 出 典 明 示 に よ り こ こ に 取 り 込 ま れ る 米 国 特 許 第 5,736,137号 )、 「 Y2B8
」 と 呼 称 さ れ る イ ッ テ リ ウ ム -[90]-ラ ベ ル 2B8マ ウ ス 抗 体 、 又 は 「 イ ブ リ ツ モ マ ブ ・ チ ウ
キ セ タ ン 」 ZEVALIN(登 録 商 標 )(特 に 出 典 明 示 に よ り こ こ に 取 り 込 ま れ る 米 国 特 許 第 5,736,
137号 )； １ ３ １ Iで ラ ベ ル さ れ て 「 １ ３ １ I-B1」 抗 体 を 生 じ る 「 ト シ ツ モ マ ズ 」 と 呼 称 さ
れ る マ ウ ス IgG2a「 B1」 (ヨ ウ 素 I131 ト シ ツ モ マ ブ 、 BEXXARＴ Ｍ )(特 に 出 典 明 示 に よ り こ
こ に 取 り 込 ま れ る 米 国 特 許 第 5,595,721号 )； マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 「 1F5」 (Pressら ,
 Blood 69(2)： 584-591(1987))； マ ウ ス 2H7及 び キ メ ラ 2H7抗 体 (特 に 出 典 明 示 に よ り こ こ
に 取 り 込 ま れ る 米 国 特 許 第 5,677,180号 )； ヒ ト 化 2H7 v16を 含 む ヒ ト 化 2H7(以 下 参 照 )； hu
Max-CD20 (Genmab, Denmark)； AME-133 (Applied Molecular Evolution)； 及 び イ ン タ ー
ナ シ ョ ナ ル ・ ロ イ コ サ イ ト ・ タ イ ピ ン グ ・ ワ ー ク シ ョ ッ プ か ら 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ら , In: Leukocyte Typing III (McM
ichael, Ed., p. 440, Oxford University Press (1987))が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 CD19抗 原 に 結 合 す る 抗 体 の 例 に は 、 Hekmanら , Cancer Immunol. Immunother. 32： 364-
372(1991)及 び Vlasveldら , Cancer Immunol. Immunother. 40： 37-47(1995)の 抗 -CD19抗
体 ； 及 び Kieselら , Leukemia Research II, 12： 1119(1987)の B4抗 体 が 含 ま れ る 。
　 こ こ で 、 用 語 「 リ ツ キ シ マ ブ 」 又 は 「 RITUXAN(登 録 商 標 )」 は 、 一 般 的 に 、 こ こ で 特 に
出 典 明 示 に よ り 取 り 込 ま れ る 米 国 特 許 第 5,736,137号 に お い て 「 C2B8」 と 呼 称 さ れ 、 CD20
抗 原 に 対 す る キ メ ラ マ ウ ス ／ ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に 設 計 さ れ た も の を 称 す る 。 抗 体 は
マ ウ ス 軽 鎖 及 び 重 鎖 可 変 領 域 配 列 、 及 び ヒ ト 定 常 領 域 配 列 を 含 む IgG１ カ ッ パ 免 疫 グ ロ ブ
リ ン で あ る 。 リ ツ キ シ マ ブ は 約 ８ ． ０ ｎ Ｍ の CD20抗 原 に 対 す る 結 合 親 和 性 を 有 す る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 純 粋 に こ こ で の 目 的 に お い て 、 「 ヒ ト 化 2H7 v16」 は 、 以 下 に 示 す 可 変 軽 配 列 及 び 可 変
重 配 列 を 含 む 抗 体 を 称 す る 。
hu2H7 v16の 可 変 軽 鎖 ド メ イ ン :
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASSSVSYMHWYQQKPGKAPKPLIYAPSNLASGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPE
DFATYYCQQWSFNPPTFGQGTKVEIKR (配 列 同 定 番 号 ： 1)
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hu2H7 v16の 可 変 重 鎖 ド メ イ ン :
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGYTFTSYNMHWVRQAPGKGLEWVGAIYPGNGDTSYNQKFKGRFTISVDKSKNTLY
LQMNSLRAEDTAVYYCARVVYYSNSYWYFDVWGQGTLVTVSS( 配 列 同 定 番 号 ： 2).
好 ま し い ヒ ト 化 2H7 v16は 、 軽 鎖 ア ミ ノ 酸 配 列 ：
MGWSCIILFLVATATGVHSDIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASSSVSYMHWYQQKPGKAPKPLIYAPSNLASGVPSRF
SGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQWSFNPPTFGQGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPR
EAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC (配 列 同
定 番 号 3)； 及 び
重 鎖 ア ミ ノ 酸 配 列 ：
MGWSCIILFLVATATGVHSEVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGYTFTSYNMHWVRQAPGKGLEWVGAIYPGNGDTSYN
QKFKGRFTISVDKSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCARVVYYSNSYWYFDVWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTS
GGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVE
PKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQY
NSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSD
IAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK (配 列 同
定 番 号 ： 4)
を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 「 単 離 さ れ た 」 ア ン タ ゴ ニ ス ト 又 は 抗 体 と 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 で あ る 。 そ の 自 然 環 境 の 汚 染 成 分 と は 、 そ の ア ン タ ゴ ニ ス ト
又 は 抗 体 の 診 断 又 は 治 療 へ の 使 用 を 妨 害 す 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 、 ア ン タ ゴ ニ ス
ト 又 は 抗 体 は 、 （ １ ） ロ ー リ ー 法 で 測 定 し て ア ン タ ゴ ニ ス ト 又 は 抗 体 の ９ ５ 重 量 ％ を 越 え
、 最 も 好 ま し く は ９ ９ 重 量 ％ を 越 え る ま で 、 （ ２ ） ス ピ ニ ン グ カ ッ プ シ ー ク エ ネ ー タ ー を
使 っ た Ｎ 末 端 又 は 内 在 す る ア ミ ノ 酸 配 列 の 少 な く と も １ ５ 残 基 を 得 る の に 十 分 な 程 度 ま で
、 又 は （ ３ ） ク ー マ シ ー ブ ル ー 又 は 好 ま し く は 銀 染 色 を 用 い た 還 元 又 は 非 還 元 状 態 の 下 で
の SDS-PAGEに よ り 均 一 に な る ま で 、 精 製 さ れ る 。 単 離 さ れ た ア ン タ ゴ ニ ス ト 又 は 抗 体 は 、
ア ン タ ゴ ニ ス ト 又 は 抗 体 の 自 然 な 環 境 の 少 な く と も 一 成 分 が 存 在 し な い こ と か ら 、 組 換 え
細 胞 の イ ン サ イ ツ ア ン タ ゴ ニ ス ト 又 は 抗 体 を 含 む 。 し か し な が ら 、 通 常 は 、 単 離 さ れ た ア
ン タ ゴ ニ ス ト 又 は 抗 体 は 少 な く と も １ つ の 精 製 段 階 に よ っ て 調 製 さ れ る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 治 療 の 目 的 と さ れ る 「 哺 乳 動 物 」 と は 、 ヒ ト 、 家 庭 用 又 は 農 場 用 動 物 、 及 び 動 物 園 、 ス
ポ ー ツ 又 は ペ ッ ト 用 動 物 、 例 え ば イ ヌ 、 ウ マ 、 ネ コ 、 ウ シ 等 を 含 む 、 哺 乳 動 物 に 分 類 さ れ
る あ ら ゆ る 動 物 を 称 す る 。 好 ま し く は 哺 乳 動 物 は ヒ ト で あ る 。
　 「 治 療 」 は 、 治 癒 的 処 置 、 予 防 的 及 び 防 止 的 措 置 の 両 方 を 称 す る 。 治 療 が 必 要 な も の と
は 、 既 に 疾 患 又 は 疾 病 に 罹 っ て い る も の 、 並 び に 疾 患 又 は 疾 病 が 防 止 さ れ て い る も の を 含
む 。 よ っ て 、 哺 乳 動 物 は 疾 患 又 は 疾 病 を 患 っ て い る と 診 断 さ れ る か 、 又 は 疾 病 に か か り や
す い か 、 又 は こ れ の 影 響 を 受 け や す い も の で あ っ て よ い 。
　 「 治 療 的 有 効 量 」 な る 表 現 は 、 当 該 問 題 の 疾 病 又 は 病 状 を 防 止 、 改 良 又 は 治 療 す る の に
有 効 な ア ン タ ゴ ニ ス ト 又 は 抗 体 の 量 を 称 す る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 添 加 剤 療 法 に つ い て こ こ で 用 い ら れ る 「 免 疫 抑 制 剤 」 と い う 用 語 は 、 こ こ で 治 療 さ れ る
哺 乳 動 物 の 免 疫 系 を 抑 制 又 は マ ス ク す る よ う に 作 用 す る 物 質 を 称 す る 。 サ イ ト カ イ ン 生 成
を 抑 制 す る 、 自 己 抗 原 発 現 を ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト 又 は 抑 制 す る 、 あ る い は MHC抗 原 を マ ス
ク す る 物 質 を 含 む 。 こ の よ う な 薬 剤 の 例 は 、 ２ -ア ミ ノ -６ -ア リ ー ル -５ -置 換 ピ リ ミ ジ ン
類 （ 米 国 特 許 第 4,665,077号 参 照 、 、 そ の 開 示 は こ こ に 参 考 と し て 取 り 入 れ る も の と す る
） ； 非 ス テ ロ ー ル 性 抗 炎 症 剤 (NSAID)； ア ザ チ オ プ リ ン ； 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 ー ン ； グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド (米 国 特 許 第 4,120,649号 に 記 載
さ れ て い る よ う に 、 MHC抗 原 を マ ス ク す る ） ； MHC抗 原 及 び MHC断 片 に 対 す る 抗 イ デ ィ オ タ
イ プ 抗 体 ； シ ク ロ ス ポ リ ン Ａ ； グ ル コ コ ル チ コ ス テ ロ イ ド 、 例 え ば プ レ ド ニ ゾ ン 、 メ チ ル

10

20

30

40

50

(14) JP 2007-500844 A 2007.1.18



プ レ ド ニ ソ ロ ン 、 デ キ サ メ タ ゾ ン 、 及 び ヒ ド ロ コ ル チ ゾ ン な ど の ス テ ロ イ ド 類 ； メ ト ト レ
キ サ ー ト (経 口 又 は 皮 下 )； ヒ ド ロ キ シ ク ロ ロ キ ン (hydroxycloroquine)； ス ル フ ァ サ ラ ジ
ン ； レ フ ル ノ ミ ド (leflunomide)； 抗 -イ ン タ ー フ ェ ロ ン -γ 、 -β 又 は -α 抗 体 を 含 む サ イ
ト カ イ ン 又 は サ イ ト カ イ ン レ セ プ タ ー ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 抗 -腫 瘍 壊 死 因 子 -α 抗 体 (イ ン フ
リ キ シ マ ブ 又 は ア ダ リ ム マ ブ (adalimumab))、 抗 -TNFα イ ム ノ ア ド ヘ シ ン (エ タ ネ ル セ プ ト
(etanercept))、 抗 -腫 瘍 壊 死 因 子 -β 抗 体 、 抗 -イ ン タ ー ロ イ キ ン -２ 抗 体 及 び 抗 -IL-２ レ
セ プ タ ー 抗 体 ； 抗 -CD11a及 び 抗 -CD18抗 体 を 含 む 抗 -LFA-1抗 体 ； 抗 -L3T4抗 体 ； 異 種 抗 -リ
ン パ 球 グ ロ ブ リ ン ； 汎 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 持 つ 可 溶 性 ペ プ チ ド （ 7/26/90に 公 開 さ れ た 国 際 公 開 第 90/08187号 ） ； ス ト レ プ ト キ
ナ ー ゼ ； TGF-β ； ス ト レ プ ト ド ル ナ ー ゼ ； 宿 主 か ら の RNA又 は DNA； FK506； RS-61443； デ
オ キ シ ス ペ ル グ ア リ ン (deoxyspergualin)； ラ パ マ イ シ ン (rapamycin)； Ｔ 細 胞 レ セ プ タ ー
（ Cohen等 , 米 国 特 許 第 5,114,721号 ） ； Ｔ 細 胞 レ セ プ タ ー 断 片 （ 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 ） ； 及 び T10B9等 の Ｔ 細 胞 レ セ プ タ ー 抗 体 (欧 州 特 許 第 340,109号 )を 含
む 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 こ こ で 用 い ら れ る 「 細 胞 傷 害 剤 」 な る 用 語 は 、 細 胞 の 機 能 を 阻 害 又 は 防 止 す る 及 び ／ 又
は 細 胞 破 壊 を 生 ず る 物 質 を 称 す る 。 こ の 用 語 は 、 放 射 性 同 位 体 (例 え ば 、 At２ １ １ 、 I１ ３

１ 、 I１ ２ ５ 、 Y９ ０ 、 Re１ ８ ６ 、 Re１ ８ ８ 、 Sm１ ５ ３ 、 Bi２ １ ２ 、 P３ ２ 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 由 来 の 酵 素 的 活 性 毒 素 又 は 小 分 子
毒 素 等 の 毒 素 、 又 は そ の 断 片 を 含 む と さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 「 化 学 療 法 剤 」 は 、 癌 の 治 療 に 有 用 な 化 学 化 合 物 で あ る 。 化 学 療 法 剤 の 例 に は 、 ア ル キ
ル 化 剤 、 例 え ば チ オ テ パ 及 び シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド (CYTOXANＴ Ｍ )； ス ル ホ ン 酸 ア ル キ ル 、
例 え ば ブ ス ル フ ァ ン 、 イ ン プ ロ ス ル フ ァ ン 及 び ピ ポ ス ル フ ァ ン (piposulfan)； ア ジ リ ジ ン
類 、 例 え ば ベ ン ゾ ド ー パ (benzodopa)、 カ ル ボ コ ン 、 メ ツ レ ド ー パ (meturedopa)、 及 び ウ
レ ド ー パ (uredopa)； 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 ； ナ イ ト ロ ジ ェ ン マ ス タ ー ド 、 例 え ば ク ロ ラ ン ブ シ ル 、 ク ロ ロ ナ フ ァ ジ ン (chl
ornaphazine)、 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 (melph
alan)、 ノ ベ ン ビ チ ン (novembichin)、 フ ェ ネ ス テ リ ン (phenesterine)、 プ レ ド ニ ム ス チ ン
(prednimustine)、 ト ロ フ ォ ス フ ァ ミ ド (trofosfamide)、 ウ ラ シ ル マ ス タ ー ド ； ニ ト ロ 尿
素 類 、 例 え ば カ ル ム ス チ ン 、 ク ロ ロ ゾ ト シ ン (chlorozotocin)、 フ ォ テ ム ス チ ン (fotemust
ine)、 ロ ム ス チ ン 、 ニ ム ス チ ン 、 ラ ニ ム ス チ ン ； 抗 生 物 質 、 例 え ば ア ク ラ シ ノ マ イ シ ン (a
clacinomysins)、 ア ク チ ノ マ イ シ ン 、 オ ー ス ラ マ イ シ ン (authramycin)、 ア ザ セ リ ン 、 ブ
レ オ マ イ シ ン 、 カ ク チ ノ マ イ シ ン (cactinomycin)、 カ リ ケ ア マ イ シ ン 、 カ ラ ビ シ ン (carab
icin)、 カ ル ミ ノ マ イ シ ン (carminomycin)、 カ ル ジ ノ フ ィ リ ン (carzinophilin)、 ク ロ モ マ
イ シ ン 、 ダ ク チ ノ マ イ シ ン 、 ダ ウ ノ ル ビ シ ン 、 デ ト ル ビ シ ン (detorubicin)、 ６ -ジ ア ゾ -
５ -オ キ ソ -Ｌ -ノ ル ロ イ シ ン 、 ド キ ソ ル ビ シ ン 、 エ ピ ル ビ シ ン 、 エ ソ ル ビ シ ン (esorubicin
)、 イ ダ ル ビ シ ン (idarubicin)、 マ ル セ ロ マ イ シ ン (marcellomycin)、 マ イ ト マ イ シ ン 、 ミ
コ フ ェ ノ ー ル 酸 、 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 、 ク エ ラ マ イ シ ン (que
lamycin)、 ロ ド ル ビ シ ン (rodorubicin)、 ス ト レ プ ト ニ グ リ ン 、 ス ト レ プ ト ゾ シ ン 、 ツ ベ
ル シ ジ ン (tubercidin)、 ウ ベ ニ メ ク ス 、 ジ ノ ス タ チ ン (zinostatin)、 ゾ ル ビ シ ン (zorubic
in)； 抗 -代 謝 生 成 物 、 例 え ば メ ト ト レ キ サ ー ト 及 び ５ -フ ル オ ロ ウ ラ シ ル (5-FU)； 葉 酸 類
似 体 、 例 え ば デ ノ プ テ リ ン (denopterin)、 メ ト ト レ キ サ ー ト 、 プ テ ロ プ テ リ ン (pteropter
in)、 ト リ メ ト レ キ サ ー ト (trimetrexate)； プ リ ン 類 似 体 、 例 え ば フ ル ダ ラ ビ ン (fludarab
ine)、 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 類 似 体 、 例 え ば
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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)、 ５ -FU； ア ン ド ロ ゲ ン 類 、 例 え ば カ ル ス テ ロ ン (calus
terone)、 プ ロ ピ オ ン 酸 ド ロ モ ス タ ノ ロ ン 、 エ ピ チ オ ス タ ノ ー ル 、 メ ピ チ オ ス タ ン 、 テ ス
ト ラ ク ト ン (testolactone)； 抗 副 腎 剤 、 例 え ば ア ミ ノ グ ル テ チ ミ ド 、 ミ ト タ ン 、 ト リ ロ ス
タ ン ； 葉 酸 リ プ レ ニ ッ シ ャ ー (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 ； 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 (edatra
xate)； デ フ ォ フ ァ ミ ン (defofamine)； デ メ コ ル シ ン (demecolcine)； ジ ア ジ コ ン (diaziqu
one)； エ ル フ ォ ル ニ チ ン (elfornithine)； 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
)： 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 (nitracrine)； ペ ン ト ス タ チ ン ； フ ェ ナ メ ッ ト (phenamet)； ピ ラ ル ビ シ ン ； ポ ド フ
ィ リ ン 酸 (podophyllinic acid)； ２ -エ チ ル ヒ ド ラ ジ ド ； プ ロ カ ル バ ジ ン ； Ｐ Ｓ Ｋ (登 録 商
標 )； ラ ゾ キ サ ン (razoxane)； 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 ； ウ レ タ ン ； ビ ン デ シ ン ； ダ カ ー バ ジ ン ； マ ン ノ ム ス チ ン (mannomustin
e)； ミ ト ブ ロ ニ ト ー ル ； ミ ト ラ ク ト ー ル (mitolactol)； ピ ポ ブ ロ マ ン (pipobroman)； ガ シ
ト シ ン (gacytosine)； ア ラ ビ ノ シ ド (「 Ara-C」 )； シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド ； 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 ), Bristol-Myers Squibb Oncology, 
Princeton, NJ） 及 び ド キ セ タ キ セ ル （ TAXOTERE(登 録 商 標 ), Rhone-Poulenc Rorer, Anto
ny, France） ； ク ロ ラ ン ブ シ ル ； ゲ ン シ タ ビ ン (gemcitabine)； 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 類 似 体 、 例 え ば シ ス プ ラ チ ン 及 び カ ル ボ プ ラ チ
ン ； ビ ン ブ ラ ス チ ン ； プ ラ チ ナ ； エ ト ポ シ ド (VP-16)； イ ホ ス フ ァ ミ ド ； マ イ ト マ イ シ ン
Ｃ ； ミ ト キ サ ン ト ロ ン ； ビ ン ク リ ス チ ン ； ビ ノ レ ル ビ ン (vinorelbine)； ナ ベ ル ビ ン (nave
lbine)； ノ バ ン ト ロ ン (novantron)； テ ニ ポ シ ド (teniposide)； ダ ウ ノ マ イ シ ン ； ア ミ ノ
プ テ リ ン ； キ セ ロ ー ダ (xeloda)； イ バ ン ド ロ ナ ー ト (ibandronate)； CPT-11； ト ポ イ ソ メ
ラ ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー RFS2000； ジ フ ル オ ロ メ チ ロ ー ル ニ チ ン (DMFO)； レ チ ノ イ ン 酸 ； エ ス
ペ ラ ミ シ ン 類 (esperamicins)； カ ペ シ タ ビ ン (capecitabine)； 並 び に 上 述 し た も の の 製 薬
的 に 許 容 可 能 な 塩 、 酸 又 は 誘 導 体 が 含 ま れ る 。 こ の 定 義 に さ ら に 含 ま れ る も の は 、 腫 瘍 に
対 す る ホ ル モ ン 作 用 を 調 節 又 は 阻 害 す る よ う に 働 く ホ ル モ ン 剤 、 例 え ば タ モ キ シ フ ェ ン 、
ラ ロ キ シ フ ェ ン (raloxifene)、 ４ (５ )-イ ミ ダ ゾ ー ル 類 を 阻 害 す る ア ロ マ タ ー ゼ 、 ４ -ヒ ド
ロ キ シ タ モ キ シ フ ェ ン 、 ト リ オ キ シ フ ェ ン (trioxifene)、 ケ オ キ シ フ ェ ン (keoxifene)、 L
Y117018、 オ ナ プ リ ス ト ン 、 及 び ト レ ミ フ ェ ン (toremifene)(Fareston)を 含 む 抗 エ ス ト ロ
ゲ ン ； 及 び 抗 ア ン ド ロ ゲ ン 、 例 え ば フ ル タ ミ ド (flutamide)、 ニ ル タ ミ ド (nilutamide)、
ビ カ ル タ ミ ド (bicalutamide)、 ロ イ プ ロ リ ド (leuprolide)、 及 び ゴ セ レ リ ン ； 並 び に 上 記
の も の の 製 薬 的 に 許 容 可 能 な 塩 、 酸 又 は 誘 導 体 で あ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 「 サ イ ト カ イ ン 」 な る 用 語 は 、 １ つ の 細 胞 集 団 か ら 放 出 さ れ 、 他 の 細 胞 に 細 胞 間 メ デ ィ
エ ー タ と し て 作 用 す る タ ン パ ク 質 の 一 般 用 語 で あ る 。 こ の よ う な サ イ ト カ イ ン の 例 は 、 リ
ン ホ カ イ ン 、 モ ノ カ イ ン 、 及 び 伝 統 的 な ポ リ ペ プ チ ド ホ ル モ ン で あ る 。 サ イ ト カ イ ン に 含
ま れ る の は 、 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 シ ュ リ ン ； プ ロ イ ン シ ュ
リ ン ； レ ラ キ シ ン ； プ ロ レ ラ キ シ ン ； 糖 タ ン パ ク 質 ホ ル モ ン 、 例 え ば 濾 胞 刺 激 ホ ル モ ン (F
SH)、 甲 状 腺 刺 激 ホ ル モ ン (TSH)、 及 び 黄 体 化 ホ ル モ ン (LH)； 肝 臓 成 長 因 子 ； 線 維 芽 成 長 因
子 ； プ ロ ラ ク チ ン ； 胎 盤 ラ ク ト ゲ ン ； 腫 瘍 壊 死 因 子 -α 及 び -β ； ミ ュ ー ラ ー 阻 害 物 質 ； マ
ウ ス 生 殖 腺 刺 激 ホ ル モ ン 関 連 ペ プ チ ド ； イ ン ヒ ビ ン ； ア ク チ ビ ン ； 血 管 内 皮 成 長 因 子 ； イ
ン テ グ リ ン ； ト ロ ン ボ ポ エ チ ン (TPO)； NGF-β 等 の 神 経 成 長 因 子 ； 血 小 板 成 長 因 子 ； TGF-
α 及 び TGF-β 等 の ト ラ ン ス フ ォ ー ミ ン グ 成 長 因 子 (TGF)； イ ン シ ュ リ ン 様 成 長 因 子 -I及 び I
I； エ リ ス ロ ポ エ チ ン (EPO)； 骨 誘 発 因 子 ； イ ン タ ー フ ェ ロ ン -α 、 -β 、 及 び -γ 等 の イ ン
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タ ー フ ェ ロ ン ； コ ロ ニ ー 刺 激 因 子 (CSFs)、 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)； イ ン タ ー ロ イ キ ン (ILs)、 例 え ば IL
-1、 IL-1α 、 IL-2、 IL-3、 IL-4、 IL-5、 IL-6、 IL-7、 IL-8、 IL-9、 IL-11、 IL-12、 IL-15
； 腫 瘍 壊 死 因 子 、 例 え ば TNF-α 及 び 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 で あ る 。 こ こ で 用 い ら れ る 際 、 サ イ ト カ イ ン な る 用 語 は 、 天 然 供 給 源 か
ら 、 又 は 組 換 え 細 胞 培 養 か ら の タ ン パ ク 質 を 含 み 、 天 然 配 列 サ イ ト カ イ ン の 生 物 活 性 等 価
物 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 本 出 願 で 使 用 さ れ る 「 プ ロ ド ラ ッ グ 」 と い う 用 語 は 、 親 薬 物 に 比 べ て 、 腫 瘍 細 胞 に 対 す
る 細 胞 毒 性 が 低 く 、 よ り 活 性 な 親 形 態 に 、 酵 素 的 に 活 性 化 又 は 転 換 さ れ 得 る 製 薬 的 に 活 性
な 物 質 の 先 駆 体 又 は 誘 導 体 形 態 を 称 す る 。 例 え ば 、 Wilman, 「 Prodrugs in Cancer Chemo
therapy」 , Biochemical Society Transactions, 14, pp.375-382, 615th Meeting Belfa
st(1986)及 び Stellaら ,「 Prodrugs:A Chemical Approach to Targeted Drug Delivery」 ,
 Directed Drug Delivery, Borchardtら ,(編 ), pp.247-267, Humana Press(1985)を 参 照
。 限 定 す る も の で は な い が 、 本 発 明 の プ ロ ド ラ ッ グ に は 、 ホ ス フ ァ ー ト 含 有 プ ロ ド ラ ッ グ
、 チ オ ホ ス フ ァ ー ト 含 有 プ ロ ド ラ ッ グ 、 ス ル フ ァ ー ト 含 有 プ ロ ド ラ ッ グ 、 ペ プ チ ド 含 有 プ
ロ ド ラ ッ グ 、 Ｄ -ア ミ ノ 酸 変 性 プ ロ ド ラ ッ グ 、 グ リ コ シ ル 化 プ ロ ド ラ ッ グ 、 β -ラ ク タ ム 含
有 プ ロ ド ラ ッ グ 、 任 意 に 置 換 さ れ た フ ェ ノ キ シ ア セ ト ア ミ ド 含 有 プ ロ ド ラ ッ グ 又 は 任 意 に
置 換 さ れ た フ ェ ニ ル ア セ ト ア ミ ド 含 有 プ ロ ド ラ ッ グ 、 よ り 活 性 の あ る 細 胞 毒 の な い 薬 剤 に
転 換 可 能 な ５ -フ ル オ ロ シ ト シ ン 及 び 他 の ５ -フ ル オ ロ ウ リ ジ ン プ ロ ド ラ ッ グ が 含 ま れ る 。
限 定 す る も の で は な い が 、 本 発 明 で 使 用 さ れ る プ ロ ド ラ ッ グ 形 態 に 誘 導 体 化 可 能 な 細 胞 傷
害 剤 の 例 に は 、 前 掲 の 化 学 療 法 剤 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 「 外 来 抗 原 」 と は 、 そ れ に 暴 露 さ れ る 哺 乳 動 物 に 内 在 し な い 、 又 は 該 哺 乳 動 物 に 先 天 的
に 存 在 し な い 分 子 又 は 分 子 群 を 意 味 す る 。 外 来 抗 原 は 、 哺 乳 動 物 に お い て 、 免 疫 反 応 、 例
え ば ホ ル モ ン 及 び ／ 又 は Ｔ 細 胞 媒 介 性 反 応 を 誘 発 す る 可 能 性 が あ る 。 一 般 的 に 、 外 来 抗 原
に 対 し て 抗 体 が 生 産 さ れ る 。 こ こ で 考 慮 さ れ る 外 来 抗 原 の 例 に は 、 免 疫 原 性 療 法 剤 、 例 え
ば 抗 体 等 の タ ン パ ク 質 、 特 に 非 -ヒ ト ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 有 す る 抗 体 (例 え ば 齧 歯 動 物 の 、 キ
メ ラ 化 ／ ヒ ト 化 、 及 び プ リ マ タ イ ズ し た 抗 体 )） ； 毒 素 (場 合 に よ っ て は 抗 体 等 の 分 子 に コ
ン ジ ュ ゲ ー ト 又 は タ ー ゲ テ ィ ン グ し て い て よ く 、 こ こ で タ ー ゲ テ ィ ン グ 分 子 は 免 疫 原 性 で
あ っ て よ い )； 遺 伝 子 治 療 用 ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 例 え ば レ ト ロ ウ イ ル ス 及 び ア デ ノ ウ イ ル
ス ； 移 植 片 ； 病 原 菌 (例 え ば 細 菌 及 び ウ イ ル ス )； ア ロ 抗 原 (す な わ ち 、 あ る も の で は 生 じ
る が 、 同 種 の 他 の メ ン バ ー で は 生 じ な い 抗 原 )、 例 え ば 血 液 型 の 差 異 、 リ ン パ 球 抗 原 (HLA)
、 血 小 板 抗 原 、 移 植 さ れ た 器 官 で 発 現 す る 抗 原 、 血 液 成 分 、 妊 娠 (Rh)、 及 び 血 友 病 因 子 (
第 VIII因 子 及 び 第 IX因 子 )が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 外 来 抗 原 に 対 し て 「 免 疫 反 応 を ブ ロ ッ ク す る 」 と は 、 外 来 抗 原 へ の 暴 露 か ら の 、 少 な く
と も 一 の 免 疫 媒 介 性 反 応 を 低 下 又 は 防 止 す る こ と を 意 味 す る 。 例 え ば 、 一 つ に は 、 哺 乳 動
物 に お い て 抗 原 に 対 す る 抗 体 の 生 産 を 防 止 又 は 低 減 す る こ と に よ っ て 、 外 来 抗 原 に 対 す る
液 性 応 答 を 弱 化 さ せ る 。 代 替 的 に 又 は 付 加 的 に 、 イ デ ィ オ タ イ プ を 抑 制 ； ア ロ 抗 体 で コ ー
テ ィ ン グ さ れ た 細 胞 の 除 去 を 沈 静 化 ； 及 び ／ 又 は 抗 原 -提 示 細 胞 の 枯 渇 に よ る ア ロ 抗 原 の
付 与 に 影 響 を 与 え て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 こ こ で 使 用 さ れ る 場 合 、 「 移 植 片 」 な る 用 語 は 、 レ シ ピ エ ン ト へ の 移 植 の た め に 、 ド ナ
ー か ら 得 ら れ た 生 物 学 的 物 質 を 称 す る 。 移 植 片 に は 、 多 様 な 物 質 、 例 え ば 島 細 胞 等 の 単 離
さ れ た 細 胞 ； 組 織 、 例 え ば 新 生 児 の 羊 膜 、 骨 髄 、 造 血 前 駆 細 胞 、 及 び 眼 組 織 、 例 え ば 角 膜
組 織 ； 及 び 器 官 、 例 え ば 皮 膚 、 心 臓 、 肝 臓 、 脾 臓 、 膵 臓 、 甲 状 腺 葉 、 肺 、 腎 臓 、 管 状 臓 器
(例 え ば 腸 、 血 管 、 又 は 食 道 )が 含 ま れ る 。 管 状 臓 器 は 、 食 道 、 血 管 又 は 胆 管 の 損 傷 を 受 け
た 部 分 と 置 き 換 え る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 皮 膚 移 植 片 は 、 火 傷 の た め ば か り で な
く 、 横 隔 膜 ヘ ル ニ ア な ど の あ る 種 の 血 管 を 閉 じ る た め 、 又 は 損 傷 を 受 け た 腸 の 包 帯 し て も
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使 用 す る こ と が で き る 。 移 植 片 は 、 屍 体 又 は 生 存 し て い る ド ナ ー の い ず れ か ら で も 、 ヒ ト
を 含 む 任 意 の 哺 乳 動 物 源 か ら 得 ら れ る 。 好 ま し く は 、 移 植 片 は 骨 髄 又 は 心 臓 等 の 器 官 で あ
り 、 移 植 片 の ド ナ ー 及 び ホ ス ト は 、 HLAク ラ ス II抗 原 に 適 合 し て い る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 こ こ で 使 用 さ れ る 場 合 、 「 哺 乳 動 物 ホ ス ト 」 な る 用 語 は 、 任 意 の 適 合 性 の あ る 移 植 レ シ
ピ エ ン ト を 称 す る 。 「 適 合 性 」 と は 、 提 供 さ れ る 移 植 片 を 受 容 す る で あ ろ う 哺 乳 動 物 ホ ス
ト を 称 す る 。 好 ま し く は ホ ス ト は ヒ ト で あ る 。 移 植 片 の ド ナ ー と ホ ス ト の 双 方 が ヒ ト で あ
る 場 合 、 組 織 適 合 性 を 改 善 さ せ る た め に 、 HLAク ラ ス II抗 原 で 適 合 し て い る こ と が 好 ま し
い 。
　 こ こ で 使 用 さ れ る 場 合 、 「 ド ナ ー 」 な る 用 語 は 、 そ こ か ら 移 植 片 を 得 る た め の 、 死 亡 し
た 又 は 生 存 し て い る 哺 乳 動 物 種 を 称 す る 。 好 ま し く は ド ナ ー は ヒ ト で あ る 。 ヒ ト ド ナ ー で
は 、 主 要 血 液 型 の 境 界 が 交 じ る と 、 同 種 移 植 片 の 生 存 率 が 損 な わ れ る た め 、 主 要 Ａ Ｂ Ｏ 血
液 型 が 同 じ で 、 健 康 診 断 で 正 常 で あ り 、 自 ら 志 願 し た 血 縁 関 係 の あ る ド ナ ー で あ る こ と が
好 ま し い 。 し か し な が ら 、 Ａ 、 Ｂ 又 は Ａ Ｂ レ シ ピ エ ン ト へ 、 Ｏ 型 ド ナ ー の 腎 臓 を 移 植 す る
こ と は で き る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 「 移 植 」 な る 用 語 又 は そ の 変 形 は 、 移 植 手 術 が 同 系 (ド ナ ー と レ シ ピ エ ン ト が 遺 伝 学 的
に 同 一 )、 同 種 異 系 (ド ナ ー と レ シ ピ エ ン ト が 遺 伝 的 由 来 は 異 な る が 、 同 じ 種 )、 又 は 異 種 (
ド ナ ー と レ シ ピ エ ン ト が 異 な る 種 )で あ ろ う と な か ろ う と 、 ホ ス ト に 移 植 片 を 挿 入 す る こ
と を 称 す る 。 例 え ば 、 典 型 的 な シ ナ リ オ で は 、 ホ ス ト は ヒ ト で あ り 、 移 植 片 は 、 異 な る 遺
伝 的 由 来 、 又 は 同 じ ヒ ト か ら 得 ら れ た 同 系 移 植 片 で あ る 。 他 の シ ナ リ オ で は 、 移 植 片 は 、
移 植 さ れ る と こ ろ と は 異 な る 種 か ら 得 ら れ た も の で あ り 、 例 え ば ヒ ト レ シ ピ エ ン ト ホ ス ト
に 移 植 さ れ る ヒ ヒ の 心 臓 、 系 統 的 に 広 範 囲 の 種 の 動 物 を 含 み 、 例 え ば ブ タ の 心 臓 弁 、 又 は
ヒ ト ホ ス ト に 移 植 さ れ る 動 物 の ベ ー タ 島 細 胞 又 は 神 経 細 胞 が そ れ で あ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 「 遺 伝 子 治 療 」 と は 、 そ れ で 治 療 さ れ る 哺 乳 動 物 に 核 酸 を 挿 入 す る 一 般 的 ア プ ロ ー チ を
意 味 す る 。 核 酸 は 関 心 あ る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る も の で あ っ て も よ い し 、 ア ン チ セ ン
ス 核 酸 で あ っ て も よ い 。 遺 伝 子 治 療 用 ベ ク タ ー の 一 又 は 複 数 の 成 分 又 は 組 成 は 、 そ れ で 治
療 さ れ る 哺 乳 動 物 に お い て 免 疫 原 性 で あ っ て よ い 。 例 え ば 組 成 物 中 の ウ イ ル ス ベ ク タ ー (
例 え ば ア デ ノ ウ イ ル ス 、 単 純 疱 疹 I型 ウ イ ル ス 又 は レ ト ロ ウ イ ル ス )； 脂 質 ； 及 び ／ 又 は タ
ー ゲ テ ィ ン グ 分 子 は 、 そ れ で 治 療 さ れ る 哺 乳 動 物 に お い て 免 疫 反 応 を 誘 発 し 得 る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 「 哺 乳 動 物 待 機 移 植 の 脱 感 作 」 な る 表 現 は 、 哺 乳 動 物 へ の 移 植 片 の 投 入 前 に 、 移 植 に 対
す る ア レ ル ギ ー 敏 感 性 又 は 反 応 性 を 低 下 又 は 根 絶 す る こ と を 称 す る 。 こ れ は 、 任 意 の メ カ
ニ ズ ム 、 例 え ば 脱 感 作 さ れ た 哺 乳 動 物 に お け る 抗 -ド ナ ー 抗 体 の 低 減 化 に よ り 達 成 さ れ 、
例 え ば こ の よ う な 抗 -ド ナ ー 抗 体 は 、 ヒ ト リ ン パ 球 抗 原 (HLA)に 対 す る 。
　 こ こ で 「 中 和 抗 体 」 と は 、 関 心 の あ る 抗 原 (例 え ば 治 療 用 抗 体 、 例 え ば CD20抗 体 )に の み
結 合 す る の で は な く 、 あ る 程 度 、 抗 原 の 生 物 活 性 を 阻 害 す る 抗 体 を 称 す る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
Ｉ Ｉ ． 中 和 抗 体 ア ッ セ イ
　 こ の 発 明 は 、 少 な く と も 部 分 的 に 、 Ｂ 細 胞 表 面 マ ー カ ー に 結 合 す る ア ン タ ゴ ニ ス ト 又 は
治 療 用 抗 体 (例 え ば 、 CD20に 結 合 す る 抗 体 )に 対 し 、 中 和 抗 体 を 検 出 す る た め の ア ッ セ イ に
関 す る 。 ア ッ セ イ は 、 抗 体 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト の 生 物 活 性 を ブ ロ ッ ク す る た め の 、 抗 体 又
は ア ン タ ゴ ニ ス ト で 治 療 さ れ た 患 者 か ら の 生 体 サ ン プ ル の 能 力 を 測 定 す る も の で あ る 。 ブ
ロ ッ ク 活 性 は 、 抗 体 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト の 効 果 の 低 減 度 合 い を 示 し 得 る 。
　 サ ン プ ル は 、 一 般 的 に 、 患 者 を 抗 体 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト で 治 療 す る 前 及 び ／ 又 は 後 に 、
患 者 か ら 得 ら れ る 。 通 常 、 生 体 サ ン プ ル は 、 一 連 の 時 点 で 、 例 え ば 治 療 前 か ら 、 治 療 サ イ
ク ル の 間 中 、 患 者 か ら 得 ら れ る 。 こ の ア ッ セ イ の 実 施 を 妨 害 す る 薬 剤 を 回 避 す る た め に 、
生 体 サ ン プ ル は 、 通 常 、 薬 剤 の ウ ォ ッ シ ュ ア ウ ト が 生 じ た と き に 取 り 出 さ れ る で あ ろ う 。
例 え ば 、 ベ ー ス ラ イ ン 、 ３ 、 ６ 及 び ９ ヶ 月 で の サ ン プ ル が テ ス ト さ れ 得 る 。 患 者 が 後 日 再
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治 療 さ れ る な ら ば 、 ベ ー ス ラ イ ン 、 及 び ３ 又 は ６ ヶ 月 で の サ ン プ ル が 、 中 和 抗 体 用 に テ ス
ト さ れ 得 る 。
　 生 体 サ ン プ ル は 、 ヒ ト 抗 -マ ウ ス 抗 体 (HAMA)、 ヒ ト 抗 -キ メ ラ 抗 体 (HACA)又 は ヒ ト 抗 -ヒ
ト 抗 体 (HAHA)等 の 、 患 者 を 治 療 す る 抗 体 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト に 結 合 す る 抗 体 を 含 み 得 る 。
HAHAは ヒ ト 化 又 は ヒ ト 治 療 用 抗 体 の い ず れ か に 対 す る 。 一 実 施 態 様 に お い て 、 サ ン プ ル は
、 こ の よ う な 抗 体 を 含 有 す る こ と が 測 定 さ れ る も の で あ る 。 例 え ば 患 者 か ら の 血 清 は 、 以
下 の 実 施 例 １ 又 は 米 国 特 許 出 願 第 2003/0068664号 (Albitarら )に お け る ELISAア ッ セ イ を 介
し て 、 当 該 問 題 に お け る 薬 剤 に 対 す る 抗 体 を 含 有 す る こ と が 見 出 さ れ 得 る 。
　 ア ッ セ イ に 使 用 さ れ る 生 体 サ ン プ ル は 、 血 清 、 血 漿 、 細 胞 溶 解 物 、 ミ ル ク 、 唾 液 、 及 び
他 の 分 泌 物 、 並 び に 、 一 又 は 複 数 の 任 意 の こ の よ う な 生 物 検 体 か ら 回 収 さ れ た 抗 体 で あ っ
て よ い 。 好 ま し く は 、 患 者 か ら の 血 清 は 、 こ こ で ア ッ セ イ に か け ら れ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 中 和 抗 体 は 、 注 入 さ れ た 薬 剤 の 予 期 さ れ た 薬 理 学 的 レ ベ ル を 低 下 さ せ る 、 よ っ て 効 果 を
低 減 さ せ 、 よ り 多 様 な 反 応 可 能 性 を 作 り 出 す 。 中 和 抗 体 は 、 再 治 療 時 の 、 血 清 の 病 気 又 は
免 疫 複 合 体 病 に 関 連 し て い る 可 能 性 が あ る 。 例 え ば 、 中 和 抗 体 反 応 が 示 さ れ る 場 合 、 治 療
を 中 止 又 は 延 期 し て も よ く 、 又 は 用 量 を 増 加 し て も よ く 、 又 は 患 者 に 抗 体 又 は ア ン タ ゴ ニ
ス ト の 効 果 が 改 善 さ れ た 薬 剤 を さ ら に 投 与 し て も よ く 、 及 び ／ 又 は そ こ で の 免 疫 反 応 を 低
下 さ せ て も よ い 。 中 和 抗 体 反 応 が 観 察 さ れ る 箇 所 で の 免 疫 反 応 を 低 下 さ せ る た め に 、 治 療
と 組 み 合 わ せ る こ と が 可 能 な 種 々 の 免 疫 抑 制 剤 が 知 ら れ て お り 、 例 示 的 な こ の よ う な 薬 剤
は 、 特 に こ こ に 記 載 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 ア ッ セ イ の 使 用 方 法 に 加 え て 、 患 者 を 治 療 す る 臨 床 医 学 者 に よ り 、 HAMA、 HACA又 は HAHA
デ ー タ と 合 わ せ た 抗 -薬 剤 抗 体 の 中 和 特 性 、  免 疫 原 性 、 又 は 免 疫 原 性 の 傾 向 、 並 び に 抗 体
又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト の 免 疫 原 性 の 性 質 が 示 さ れ る 。 こ の 情 報 は 、 治 療 に 対 す る 患 者 の 潜 在
的 免 疫 反 応 を 予 測 し 、 薬 剤 の 安 全 性 を 評 価 す る の に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 本 ア ッ セ イ は 、 米 国 特 許 第 2003/0068664号 , Albitarら )の ELISAア ッ セ イ 以 上 に 改 良 さ
れ て お り 、 当 該 問 題 に お い て 、 薬 剤 に 対 す る 任 意 の 抗 体 反 応 が 、 薬 剤 の 生 物 活 性 を 実 質 的
に (少 な く と も あ る 程 度 )中 和 可 能 で あ ろ う と な か ろ う と 、 薬 剤 が Ｂ 細 胞 表 面 マ ー カ ー に 対
す る 抗 体 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト で あ ろ う と な か ろ う と 、 評 価 す る こ と が で き る 。 CD20抗 体 、
又 は Ｂ 細 胞 表 面 マ ー カ ー に 結 合 す る 他 の ア ン タ ゴ ニ ス ト に お い て 、 ア ッ セ イ は 、 そ れ に よ
る 治 療 の み で 部 分 的 な Ｂ 細 胞 枯 渇 に 至 る 、 Ｂ 細 胞 の 過 反 応 が 生 じ る (例 え ば SLEに お い て )
、 又 は 病 気 の 持 続 性 症 候 群 が 、 何 年 に も わ た っ て 存 在 す る (例 え ば SLE及 び RA)場 合 に 、 特
に 有 用 で あ る と 考 え ら れ る 。
　 自 己 免 疫 疾 患 を 治 療 す る た め に 、 抗 体 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト で 治 療 さ れ る 患 者 に ア ッ セ イ
を 使 用 す る こ と が 特 に 望 ま し い 。 種 々 の 自 己 免 疫 疾 患 が こ こ で 記 載 さ れ る が 、 例 示 的 な も
の に は 、 関 節 リ ウ マ チ (RA)、 全 身 性 エ リ テ マ ト ー デ ス (SLE)、 ヴ ェ ー ゲ ナ ー 病 、 炎 症 性 大
腸 炎 、 突 発 性 又 は 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 (ITP)、 血 栓 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 (TTP)、 自
己 免 疫 性 血 小 板 減 少 症 、 多 発 性 硬 化 症 (MS)、 乾 癬 、 IgA腎 症 、 IgM多 発 性 神 経 障 害 、 重 症 筋
無 力 症 、 脈 管 炎 、 真 性 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 が 含 ま れ る 。
　 ア ン タ ゴ ニ ス ト 又 は 抗 体 が Ｂ 細 胞 表 面 マ ー カ ー 、 例 え ば CD20抗 原 に 結 合 す る 場 合 、 患 者
は 、 自 己 免 疫 疾 患 、 Ｂ 細 胞 悪 性 腫 瘍 を 有 し て い る 可 能 性 が 高 く 、 ま た ア ン タ ゴ ニ ス ト 又 は
抗 体 は 、 外 来 抗 原 に 対 す る 免 疫 反 応 を ブ ロ ッ ク す る の に 使 用 さ れ 得 る (例 え ば 、 こ こ で 外
来 抗 原 は 免 疫 原 性 治 療 剤 、 又 は 移 植 片 で あ る )。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 生 物 活 性 ア ッ セ イ に は 、 細 胞 ベ ー ス の 機 能 ア ッ セ イ 、
例 え ば 補 体 依 存 性 細 胞 傷 害 性 (CDC)、 抗 体 依 存 性 細 胞 媒 介 性 細 胞 傷 害 性 (ADCC)、 ア ポ ト ー
シ ス 、 又 は 細 胞 の 成 長 阻 害 を 測 定 す る ア ッ セ イ が 含 ま れ る 。
　 好 ま し く は 、 ア ッ セ イ で は CDC活 性 が 検 査 さ れ る 。 本 発 明 の こ の 実 施 態 様 で は 、 抗 体 又
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は ア ン タ ゴ ニ ス ト が 結 合 す る 抗 原 (例 え ば Ｂ 細 胞 表 面 マ ー カ ー 、 特 に CD20)を 発 現 す る 細 胞
を 、 抗 体 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 並 び に 抗 体 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト で 治 療 さ れ る 患 者 か ら の 生
体 サ ン プ ル の 存 在 (又 は 不 在 )下 、 補 体 (好 ま し く は ヒ ト 補 体 )に 暴 露 し て よ い 。 本 出 願 で は
、 任 意 の 順 序 で 同 時 に 又 は 逐 次 、 ４ つ の 成 分 (細 胞 、 補 体 、 抗 体 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 及
び 生 体 サ ン プ ル )を 暴 露 す る こ と が 考 え ら れ て お り ； こ れ ら 全 て の 可 能 性 は 、 「 治 療 用 抗
体 と そ れ で 治 療 さ れ る 患 者 か ら の 生 体 サ ン プ ル の 存 在 下 、 治 療 用 抗 体 が 結 合 す る 抗 原 を 発
現 す る 細 胞 を 、 補 体 に 暴 露 」 な る 表 現 に 包 含 さ れ る 。 し か し な が ら 、 本 発 明 の 好 ま し い 実
施 態 様 に お い て は 、 生 体 サ ン プ ル (例 え ば 血 清 )が 、 抗 体 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト 活 性 を 中 和 可
能 な よ う に 、 抗 体 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト と 組 み 合 わ せ ら れ 、 つ い で 、 細 胞 と 補 体 が 、 こ の 混
合 物 に 添 加 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 暴 露 工 程 の 後 、 CDC活 性 、 好 ま し く は 細 胞 生 存 率 を 算 定 す る (す な わ ち 生 存 し て い る 細 胞
を 定 量 化 す る )こ と に よ り 測 定 す る 。 細 胞 生 存 率 を 測 定 す る た め の 種 々 の 方 法 が 利 用 可 能
で あ り 、  AlamarBlueＴ Ｍ ア ッ セ イ 等 、 未 処 理 細 胞 に 対 し 、 ヨ ウ 化 プ ロ ピ ジ ウ ム (PI)、 ト
リ パ ン ブ ル ー (Mooreら  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 よ う な 、 膜 の 完 全 性 の 損 失 度 合 い の 測 定 が 含 ま れ る 。 CDCを
媒 介 す る 抗 体 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト の 能 力 の 低 下 は 、 中 和 抗 体 が 生 体 サ ン プ ル に 存 在 し て い
る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 細 胞 ベ ー ス ア ッ セ イ に お い て は 、 抗 体 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト が 結 合 す る 抗 原 を 発 現 す る 細
胞 系 が 、 一 般 的 に 使 用 さ れ る で あ ろ う 。 CD20抗 原 の ケ ー ス に お い て 、 WIL2-S細 胞 (ATCC CR
L 8885, American Type Culture Collection)、 又 は CD20発 現 リ ン パ 芽 Ｂ 細 胞 系 を 含 む 、
種 々 の 細 胞 が 利 用 可 能 で あ る 。 CD20陽 性 細 胞 を 使 用 す る CDCア ッ セ イ は 、 Idusogieら , J. 
Immunol. 164:4178-4184 (2000); Idusogieら , J. Immunol. 166:2571-2575 (2001); Ref
fら  Blood 83(2):435-445 (1994); 米 国 特 許 第 6,194,551B1号 (Idusogieら ); 及 び 米 国 特
許 第 5,736,137号 (Andersonら )に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 ADCCを 評 価 す る ア ッ セ イ の 場 合 、 抗 体 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 ナ チ ュ ラ ル キ ラ ー 細 胞 (N
K細 胞 )及 び ／ 又 は 治 療 用 抗 体 が 結 合 す る 抗 原 を 発 現 す る 細 胞 の 末 梢 血 液 単 核 細 胞 (PBMC)の
溶 解 を 媒 介 す る 能 力 に つ い て ア ッ セ イ さ れ 得 る 。 CD20抗 原 の ケ ー ス に お い て は 、 WIL2-S細
胞 が 使 用 さ れ 、  Shieldsら , J. Biol. Chem. 276:6591-6604(2001)及 び 国 際 公 開 第 00/420
72号 (Presta, L.)に は 、 こ れ ら の 細 胞 を 使 用 す る 例 示 的 な ADCCア ッ セ イ に つ い て 記 載 さ れ
て い る 。 ま た Clynesら  Nature Medicine 6:443-6 (2000)を 参 照 。 さ ら に 米 国 特 許 第 5,736
,137号 (Andersonら )に は 、 CD20陽 性 細 胞 を 使 用 す る ADCCア ッ セ イ が 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 ア ポ ト ー シ ス と は 、 ブ ロ ッ ク 細 胞 等 の 、 プ ロ グ ラ ム さ れ た 細 胞 死 を 称 し 、 ア ネ キ シ ン Ｖ
の 結 合 、 Ｄ Ｎ Ａ の 断 片 化 、 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 )等 の 多 様 な ア ッ セ イ に よ り 決 定 さ れ 得 る 。 ア ポ ト ー シ ス を
誘 発 す る 抗 体 (例 え ば リ ツ キ シ マ ブ )の 能 力 を 測 定 す る ア ッ セ イ は 、 例 え ば 、 Shanら  Cance
r Immunol Immunther 48:673-83 (2000); Pedersenら  Blood 99:1314-9 (2002); Demidem
ら  Cancer Chemotherapy & Radiopharmaceuticals 12(3):177-186 (1997)に 記 載 さ れ て い
る 。
　 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 Ｂ 細 胞 の 成 長 を 阻
害 す る 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト 又 は 抗 体 の 能 力 は 、 種 々 の ア ッ セ イ に よ り 評 価 す る こ と が で き る
。 Tajiら  Jpn J. Cancer Res 89:748-56 (1998)に は 、 CD20抗 体 に よ る CD20-陽 性 Ｂ リ ン パ
腫 細 胞 系 の 成 長 阻 害 度 の 測 定 方 法 が 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 こ こ で 中 和 抗 体 ア ッ セ イ を 使 用 す る と 、 抗 体 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト で 治 療 さ れ た 患 者 か ら
の 生 体 サ ン プ ル の 、 抗 体 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト の 生 物 活 性 を ブ ロ ッ ク す る 能 力 が 測 定 さ れ て
、 抗 体 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト (例 え ば CD20に 結 合 す る も の )の 効 果 が 測 定 さ れ 、 こ こ で 、 対 象
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サ ン プ ル に 対 し て 生 物 活 性 が 低 下 す る こ と は 、 患 者 に 当 該 問 題 に お け る 抗 体 又 は ア ン タ ゴ
ニ ス ト に 対 す る 抗 体 が 産 生 さ れ 、 及 び ／ 又 は こ の よ う な 抗 体 が 、 少 な く と も あ る 程 度 、 抗
体 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト の 生 物 活 性 を 中 和 可 能 で あ る こ と を 示 し て い る 。 有 意 な 反 応 は 、 中
和 抗 体 開 発 に お け る 安 全 性 に 関 す る 問 題 、 及 び ／ 又 は 薬 剤 の 改 変 ク リ ア ラ ン ス に 応 じ て 、
一 次 薬 剤 の 用 量 を 変 え る た め の 必 要 条 件 に 帰 す る も の で あ り 得 る 。 例 え ば 、 同 量 の 前 治 療
さ れ た 対 応 物 (例 え ば HAMA、 HACA及 び HAHAネ ガ テ ィ ブ )と 比 較 し て 、 付 与 さ れ た 濃 度 に て 、
抗 体 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト 薬 剤 の 約 20%又 は そ れ 以 上 の 活 性 が 中 和 さ れ た サ ン プ ル は 、 抗 体
又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト に 対 す る 中 和 抗 体 に 対 し て ポ ジ テ ィ ブ で あ る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
Ｉ Ｉ Ｉ ． 　 ア ン タ ゴ ニ ス ト 又 は 抗 体 の 製 造
　 本 発 明 の 方 法 は 、 Ｂ 細 胞 表 面 マ ー カ ー に 結 合 す る ア ン タ ゴ ニ ス ト 又 は 治 療 用 抗 体 を 使 用
す る か 、 こ れ を 導 入 し た も の で あ る 。 従 っ て 、 こ の よ う な ア ン タ ゴ ニ ス ト 又 は 抗 体 を 生 産
す る た め の 方 法 を 以 下 に 記 載 す る 。
　 ア ン タ ゴ ニ ス ト 又 は 抗 体 の 製 造 又 は ス ク リ ー ニ ン グ に 使 用 さ れ る 抗 原 は 、 例 え ば 所 望 の
エ ピ ト ー プ を 含 む 抗 原 又 は そ れ ら の 一 部 の 可 溶 形 態 の も の で あ っ て よ い 。 あ る い は 、 又 は
付 加 的 に 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト 又 は 抗 体 を 生 産 又 は ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 、 そ の 細 胞 表 面
に 抗 原 を 発 現 す る 細 胞 を 使 用 す る こ と も で き る 。 ア ン タ ゴ ニ ス ト 又 は 抗 体 の 生 産 に 有 用 な
他 の 形 態 の 抗 原 は 当 業 者 に は 明 ら か で あ ろ う 。 好 ま し く は 、 抗 原 は 、 Ｂ 細 胞 表 面 マ ー カ ー
、 例 え ば CD20抗 原 で あ る 。
　 好 ま し い ア ン タ ゴ ニ ス ト は 抗 体 で あ る が 、 こ こ で は 抗 体 以 外 の ア ン タ ゴ ニ ス ト を 考 慮 す
る こ と と す る 。 例 え ば 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト に は 細 胞 傷 害 剤 (例 え ば 上 述 し た も の )と 融 合 又 は
コ ン ジ ュ ゲ ー ト し て も よ い 小 分 子 ア ン タ ゴ ニ ス ト が 含 ま れ 得 る 。 小 分 子 の ラ イ ブ ラ リ ー は
、 抗 原 に 結 合 す る 小 分 子 を 同 定 す る た め に 、 こ こ で 関 心 あ る Ｂ 細 胞 表 面 マ ー カ ー に 対 し て
ス ク リ ー ニ ン グ さ れ る 。 さ ら に 小 分 子 は 、 そ の 拮 抗 特 性 が ス ク リ ー ニ ン グ さ れ 、 及 び ／ 又
は 細 胞 傷 害 剤 と コ ン ジ ュ ゲ ー ト さ れ 得 る 。
　 ま た 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 理 論 的 設 計 又 は フ ァ ー ジ 表 示 (例 え ば 、 1998年 8月 13日 に 公 開
さ れ た 国 際 公 開 第 98/35036号 )に よ り 生 産 さ れ る ペ プ チ ド で あ っ て も よ い 。 一 実 施 態 様 に
お い て 、 分 子 は 「 CDR模 倣 物 」 又 は 抗 体 の CDRに 基 づ い て 設 計 さ れ た 抗 体 類 似 物 が 選 択 さ れ
て も よ い 。 こ の よ う な ペ プ チ ド は そ れ ら 自 体 で 拮 抗 作 用 を 示 す が 、 ペ プ チ ド の 拮 抗 特 性 を
高 め る 又 は 添 加 す る た め に 、 細 胞 傷 害 剤 と ペ プ チ ド を 融 合 さ せ て も よ い 。
　 他 の 実 施 態 様 に お い て 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン Fc領 域 等 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン
に 融 合 す る CD20の よ う な 、 Ｂ 細 胞 表 面 マ ー カ ー に 結 合 す る ペ プ チ ド 又 は タ ン パ ク 質 等 の 、
結 合 ド メ イ ン を 含 む イ ム ノ ア ド ヘ シ ン で あ る 。
　 以 下 に 、 本 発 明 で 使 用 さ れ る 抗 体 ア ン タ ゴ ニ ス ト の 生 産 の た め の 例 示 的 技 術 を 示 す 。
【 ０ ０ ６ １ 】
(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)又
は 腹 腔 内 (ip)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 す る 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 コ ン ジ ュ ゲ ー ト )、 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 コ ン ジ ュ ゲ ー ト 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 100μ g又 は 5μ g(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 ヶ 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 。
数 日 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
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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 適 切 に 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
(ｉ ｉ )　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 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 に 含 ま れ る 個 々 の 抗 体 が 、 少 量 存 在 し う る 自 然 に 生 じ る 可 能 な 突 然 変 異 を 除 い て
同 一 で あ る 。 よ っ て 、 「 モ ノ ク ロ ー ナ ル 」 と の 修 飾 詞 は 、 別 個 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ら , 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 Ｄ Ｎ Ａ 法 (米 国 特 許 第 4,816,567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 し て も よ い 。 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 さ せ る (Goding, モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 : Principles及 び Practice,pp.59-103(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
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 養 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 養 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 )。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 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 細 胞 系 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 、 サ ン デ ィ エ ゴ 、 カ リ フ ォ ル ニ ア 、 US
Aか ら 入 手 し 得 る MOPC-21及 び MPC-11マ ウ ス 腫 瘍 、 及 び ア メ リ カ ン ・ タ イ プ ・ カ ル チ ャ ー ・
コ レ ク シ ョ ン 、 ロ ッ ク ヴ ィ ル 、 メ リ ー ラ ン ド 、 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 細 胞 系 も ま た ヒ
ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 産 生 の た め に 記 載 さ れ て い る (Kozbor, J.Immunol., 133:3001 (1
984)； Brodeurら , Monoclonal Antibody Production Techniques and Applications, pp.
51-63(Marcel Dekker, Inc., New York, 1987))。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 が 生 育 し て い る 培 養 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ほ か , Anal. Biochem., 107:220 (1
980)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 同 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, pp.59-1
03(Academic Press, 1986))。 こ の 目 的 に 対 し て 好 適 な 培 養 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 。
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【 ０ ０ ６ ５ 】
　 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 ー 、 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 ー の よ う な 常 套 的 な 免 疫 グ ロ ブ リ ン 精 製 法 に よ り 、 培 養 培 地 、 腹 水
、 又 は 血 清 か ら 好 適 に 分 離 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を コ ー ド し て い る Ｄ Ｎ Ａ は 、 常 法 を 用 い て (例 え ば 、 マ ウ ス 抗 体 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 分 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 Ｎ Ａ の 好 ま し い 供 給 源 で あ る 。 ひ と た び 分 離 さ れ た な ら ば 、 Ｄ Ｎ Ａ を 発 現 ベ ク タ ー 中
に 入 れ 、 つ い で こ れ を 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン タ ン パ ク 質 を 産 生 等 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 な す こ と が で き る 。
抗 体 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ の 細 菌 中 で の 組 換 え 発 現 に 関 す る 概 説 論 文 に は 、 Skerraら , Curr
. Opinion in Immunol., 5:256-262(1993)及 び Plueckthum, Immunol. Revs., 130:151-18
8(1992)が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 さ ら な る 実 施 態 様 で は 、 抗 体 又 は 抗 体 断 片 は 、 McCaffertyら , Nature, 348:552-554 (1
990)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ら , Nature, 352:624-628 (1991)及 び  Marksら , J.Mol.Biol., 222:581
-597 (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 シ ャ フ リ ン グ に よ る 高 親 和 性 (nM範 囲 )の ヒ ト 抗 体 の 生 産 (Marksら , 
Bio/Technology, 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 方 策 と し て コ ン ビ ナ ト リ ア ル 感 染 と イ ン ビ ボ 組 換 え (Waterhouseら , Nuc.Acids.R
es., 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 単 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 技 術 に 対 す る 実 行 可 能 な 別 法
で あ る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 Ｄ Ｎ Ａ 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 4,816,567号 ； Morrisonら , Proc.Nat.Aca
d.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 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
(ｉ ｉ ｉ )　 ヒ ト 化 抗 体
　 非 ヒ ト 抗 体 を ヒ ト 化 す る 方 法 は 当 該 技 術 に 記 載 さ 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 、 ヒ ト 抗 体 の 該 当 す る 配 列 を 高 頻 度 可 変 領 域 配 列 で 置 換 す る こ と に よ り ウ ィ ン タ
ー と 共 同 研 究 者 の 方 法 (Jonesほ か , Nature, 321:522-525 (1986)、 Riechmannほ か ； Natur
e, 332:323-327 (1988)； Verhoeyenほ か , Science, 239:1534-1536(1988))に 本 質 的 に 従
っ て 実 施 す る こ と が で き る 。 よ っ て 、 こ の よ う な 「 ヒ ト 化 」 抗 体 は 、 無 傷 の 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 4,816,567号 )で あ る 。 実 際 に は 、 ヒ ト 化 抗 体 は 、 典 型 的 に は い く ら 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 Ｆ Ｒ 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 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
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　 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 。 い わ ゆ 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ほ か , J. Immunol., 151:2296 (1993)； Chothiaら , J. Mol. 
Biol., 196:901(1987))。 他 の 方 法 で は 、 軽 又 は 重 鎖 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 し て よ い (Carterほ か , Proc. Natl. Acad.
 Sci. USA, 89:4285 (1992)； Prestaほ か , J. Immunol., 151:2623[1993])。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 さ ら 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 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 は 、 直 接 か つ 最 も 実 質 的 に 抗 原 結 合 性 に 影 響 を 及 ぼ し て い る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
(ｉ ｖ )　 ヒ ト 化 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 、
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ら , Proc.Natl.Acad.Sci.USA, 90:2551 (1993)
； Jakobovitsら , Nature 362:255-258 (1993); Bruggermanら , Year in Immuno., 7:33 (
1993)； 米 国 特 許 第 5,591,669号 、 同 5,589,369号 及 び 同 5,545,807号 を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 別 に 、 フ ァ ー ジ 表 示 技 術 (McCaffertyら , 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又 は fdの 大 き い 又 は 小 さ い コ
ー ト タ ン パ ク 質 遺 伝 子 の い ず れ か に イ ン フ レ ー ム で ク ロ ー ン 化 し 、 フ ァ ー ジ 粒 子 の 表 面 に
抗 体 断 片 の 機 能 と し て 表 示 す る 。 繊 維 状 粒 子 が フ ァ ー ジ ゲ ノ ム の 単 一 ス ト ラ ン ド の Ｄ Ｎ Ａ
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 表 示 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 Opinion 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 表 示 の た め に 使 用 可 能 で あ る
。 Clacksonら , 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 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ら , J. Mol. Biol. 222： 581-597(1991)、 又 は Grif
fithら , 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 5,565,332号 及 び 同 5,573,905号 を 参 照 の こ と 。
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　 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 5,567,610号 及 び 同 5,229,275号 を 参 照 )。
【 ０ ０ ７ ４ 】
(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
、 無 傷 の 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ら , Journ
al of Biochemical及 び Biophysical Methods 24:107-117 (1992)及 び Brennanら , Science
, 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 か ら 単 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 (Carterら , Bio/Tec
hnology 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 単 離 す る こ と が で き る 。 抗 体 断 片 の 生 産 の た め の 他 の 技 術 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 第 93/16185
号 ； 米 国 特 許 第 5,571,894号 ； 及 び 米 国 特 許 第 5,587,458号 を 参 照 の こ と 。 ま た 、 抗 体 断 片
は 、 例 え ば 米 国 特 許 第 5,641,870号 に 記 載 さ れ て い る よ う な 「 線 形 抗 体 」 で あ っ て も よ い
。 こ の よ う な 線 形 抗 体 断 片 は 単 一 特 異 性 又 は 二 重 特 異 性 で あ っ て よ い 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
(ｖ ｉ )　 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 は 第 １ の Ｂ 細 胞 表 面 マ ー カ ー に 結 合 し 、 さ ら に 第 ２ の Ｂ
細 胞 表 面 マ ー カ ー に 結 合 す る 。 あ る い は 、 抗 Ｂ 細 胞 表 面 マ ー カ ー 結 合 ア ー ム は 、 Ｂ 細 胞 に
細 胞 防 御 メ カ ニ ズ ム を 集 中 さ せ る よ う に 、 Fcγ RI(CD64)、 Fcγ RII(CD32)及 び Fcγ RIII(CD
16)等 の IgG(Fcγ R)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 傷 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 傷 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 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 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ら , 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 ー 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 93/08829号 及
び Trauneckerら 、 EMBO J. 10:3655-3659(1991)に 開 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 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 Ｄ Ｎ Ａ 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 ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る 。 こ れ に よ り 、 組 立 に 使 用 さ れ る 三 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 、 三 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 二 つ の ポ リ ペ プ チ ド 鎖 の 等 し い
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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
ま た 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 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 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 94/04690号 に 開 示 さ れ て い る 。
二 重 特 異 性 抗 体 を 産 生 す る さ ら な る 詳 細 に つ い て は 、 例 え ば Sureshら , Methods in Enzym
ology, 121:210 (1986)を 参 照 さ れ た い 。 米 国 特 許 第 5,731,168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 C

Ｈ 3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 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 二 重 特 異 性 抗 体 は 、 架 橋 し た 又 は 「 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 抗 体 の 一 方 は ア ビ ジ ン に 結 合 さ れ 、 他 方 は ビ オ チ ン に 結 合 さ れ 得 る 。
そ の よ う な 抗 体 は 、 例 え ば 、 不 要 の 細 胞 に 対 す る 免 疫 系 細 胞 を タ ー ゲ テ ィ ン グ す る た め (
米 国 特 許 第 4,676,980号 )、 及 び HIV感 染 の 治 療 の た め に 提 案 さ れ た (国 際 公 開 91/00360号 、
国 際 公 開 第 92/00373号 、 及 び 欧 州 特 許 第 03089号 )。 ヘ テ ロ コ ン ジ ュ ゲ ー ト 抗 体 は 、 あ ら ゆ
る 簡 便 な 架 橋 法 を 用 い て 作 製 す る こ と が で き る 。 好 適 な 架 橋 剤 は 当 該 分 野 に お い て 良 く 知
ら れ て お り 、 幾 つ か の 架 橋 技 術 と 共 に 米 国 特 許 第 4,676,980号 に 開 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 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ら , Science, 229:81
 (1985)； Shalabyら ., J. Exp. Med., 175:217-225(1992)。
　 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 単 離 す る 様 々 な 技 術 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 て い る 。
Kostelnyら , 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 二 つ の 異 な っ た 抗 体 の Fab'部 分 に 結 合 さ せ る 。 抗
体 ホ モ ダ イ マ ー を ヒ ン ジ 領 域 で 還 元 し て モ ノ マ ー を 形 成 し 、 つ い で 再 酸 化 し 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ら , 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 に は 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 V

Ｈ 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 の 使 用 に よ り 二 重 特 異 性 抗 体 断 片
を 製 造 す る 他 の 方 策 も ま た 報 告 さ れ て い る 。 Gruberら , J.Immunol. 152:5368 (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ら  J.Immunol. 147:60(1991)。 三 又 は そ れ 以 上 の 抗 原 結 合 部 位 を 有 す る 抗 体 は 、 特 に 出
典 明 示 に よ り こ こ に 取 り 込 ま れ る 、 国 際 公 開 第 01/77342号 (Miller及 び Presta)に 記 載 さ れ
て い る 。
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【 ０ ０ ８ １ 】
Ｉ Ｖ ． 　 ア ン タ ゴ ニ ス ト 又 は 抗 体 の コ ン ジ ュ ゲ ー ト 及 び 他 の 修 飾
　 こ こ で の 方 法 に 使 用 さ れ 、 製 造 品 に 包 含 さ れ る ア ン タ ゴ ニ ス ト 又 は 抗 体 は 、 通 常 、 細 胞
傷 害 剤 と コ ン ジ ュ ゲ ー ト さ れ る 。
　 こ の よ う な ア ン タ ゴ ニ ス ト 又 は 抗 体 -細 胞 傷 害 剤 コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 生 成 に 有 用 な 化 学 療
法 剤 は 上 述 し た も の で あ る 。
　 ま た 、 こ こ で は カ リ ケ ア マ イ シ ン 、 メ イ タ ン シ ン (maytansine)(米 国 特 許 第 5,208,020号
)、 ト リ コ セ ン (trichothene)、 及 び CC1065等 の 、 一 又 は 複 数 の 小 分 子 毒 素 と ア ン タ ゴ ニ ス
ト 又 は 抗 体 と の コ ン ジ ュ ゲ ー ト が 考 察 さ れ る 。 本 発 明 の 一 実 施 態 様 に お い て 、 ア ン タ ゴ ニ
ス ト 又 は 抗 体 は 一 又 は 複 数 の メ イ タ ン シ ン 分 子 (例 え ば 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト 又 は 抗 体 １ 分 子
当 た り 、 約 １ ～ １ ０ の メ イ タ ン シ ン 分 子 )と コ ン ジ ュ ゲ ー ト さ れ る 。 例 え ば 、 メ イ タ ン シ
ン は May-SH3に 還 元 さ れ 、 修 飾 さ れ た ア ン タ ゴ ニ ス ト 又 は 抗 体 と 反 応 す る May-SS-Meに 転 化
さ れ (Chariら , Cancer Research, 52： 127-131(1992))、 メ イ タ ン シ ノ イ ド -ア ン タ ゴ ニ ス
ト 又 は 抗 体 コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 生 産 す る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 別 法 で は 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト 又 は 抗 体 は 一 又 は 複 数 の カ リ ケ ア マ イ シ ン に コ ン ジ ュ ゲ ー ト
さ れ る 。 カ リ ケ ア マ イ シ ン フ ァ ミ リ ー の 抗 生 物 質 は サ ブ ピ コ モ ル 濃 度 で 二 重 ス ト ラ ン ド Ｄ
Ｎ Ａ を 破 壊 す る こ と が で き る 。 限 定 す る も の で は な い が 、 使 用 さ れ る カ リ ケ ア マ イ シ ン の
構 図 類 似 体 に は 、 γ １

Ｉ 、 α ２
Ｉ 、 α ３

Ｉ 、 N-ア セ チ ル -γ １
Ｉ 、 PSAG及 び θ Ｉ

１ が 含 ま
れ る (Hinmanら , Cancer Research, 53： 3336-3342(1993)及 び Lodeら , Cancer Research, 
58： 2925-2928(1998))。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 使 用 可 能 な 酵 素 活 性 毒 素 及 び そ の 断 片 に は 、 ジ フ テ リ ア Ａ 鎖 、 ジ フ テ リ ア 毒 素 の 非 結 合
性 活 性 断 片 、 外 毒 素 Ａ 鎖 (シ ュ ー ド モ ナ ス ・ ア エ ル ギ ノ ー サ (Pseudomonas aeruginosa))、
リ シ ン Ａ 鎖 、 ア ブ リ ン Ａ 鎖 、 モ デ シ ン (modeccin)Ａ 鎖 、 ア ル フ ァ -サ ル シ ン (sarcin)、 ア
レ ウ ラ イ ツ ・ フ ォ ル デ ィ イ (Aleurites fordii)プ ロ テ イ ン 、 ジ ア ン シ ン (dianthin)プ ロ テ
イ ン 、 フ ィ ト ラ ッ カ ・ ア メ リ カ ー ナ (Phytolaca americana)プ ロ テ イ ン (PAPI、 PAPII及 び P
AP-S)、 モ モ ル デ ィ カ ・ キ ャ ラ ン テ ィ ア (momordica charantia)イ ン ヒ ビ タ ー 、 ク ル シ ン (c
urcin)、 ク ロ チ ン 、 サ パ オ ナ リ ア (sapaonaria)オ フ ィ シ ナ リ ス イ ン ヒ ビ タ ー 、 ゲ ロ ニ ン (g
elonin)、 マ イ ト ゲ リ ン (mitogellin)、 レ ス ト リ ク ト シ ン (restrictocin)、 フ ェ ノ マ イ シ
ン 、 エ ノ マ イ シ ン 及 び ト リ コ セ セ ン ス (tricothecenes)が 含 ま れ る 。 例 え ば 1993年 10月 28
日 に 公 開 の 国 際 公 開 第 93/21232号 を 参 照 の こ と 。
　 本 発 明 で は 、 核 酸 分 解 活 性 を 有 す る 化 合 物 (例 え ば 、 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 又 は Ｄ Ｎ Ａ エ ン
ド ヌ ク レ ア ー ゼ 、 例 え ば デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ ； DNase)と コ ン ジ ュ ゲ ー ト し た ア ン タ
ゴ ニ ス ト 又 は 抗 体 を さ ら に 考 慮 す る 。
　 種 々 の 放 射 活 性 同 位 体 も 放 射 性 コ ン ジ ュ ゲ ー ト ア ン タ ゴ ニ ス ト 又 は 抗 体 の 生 成 に 利 用 で
き る 。 具 体 例 に は At２ １ １ 、 I１ ３ １ 、 I１ ２ ５ 、 Y９ ０ 、 Re１ ８ ６ 、 Re１ ８ ８ 、 Sm１ ５ ３

、 Bi２ １ ２ 、 P３ ２ 及 び Luの 放 射 性 同 位 体 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 ア ン タ ゴ ニ ス ト 又 は 抗 体 と 細 胞 傷 害 剤 の コ ン ジ ュ ゲ ー ト は 、 種 々 の 二 官 能 性 タ ン パ ク 質
カ ッ プ リ ン グ 剤 、 例 え ば Ｎ -ス ク シ ン イ ミ ジ ル -３ -(２ -ピ リ ジ ル チ オ ー ル )プ ロ ピ オ ナ ー ト
(SPDP)、 ス ク シ ン イ ミ ジ ル -４ -(Ｎ -マ レ イ ミ ド メ チ ル )シ ク ロ ヘ キ サ ン -１ -カ ル ボ キ シ ラ
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 (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 類 (例 え ば 、 ト リ エ ン -２ ,６ -ジ イ ソ シ ア ネ ー
ト )、 及 び 二 活 性 フ ッ 素 化 合 物 (例 え ば 、 １ ,５ -ジ フ ル オ ロ -２ ,４ -ジ ニ ト ロ ベ ン ゼ ン )を 使
用 し て 作 製 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 リ シ ン 免 疫 毒 素 は 、 Vitettaら , Science 238:109
8(1987)に 記 載 さ れ て い る よ う に し て 調 製 す る こ と が で き る 。 炭 素 -１ ４ 標 識 １ -イ ソ チ オ
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シ ア ナ ト ベ ン ジ ル -３ -メ チ ル ジ エ チ レ ン -ト リ ア ミ ン 五 酢 酸 (MX-DTPA)が 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト
又 は 抗 体 に 放 射 性 ヌ ク レ オ チ ド を コ ン ジ ュ ゲ ー ト す る た め の キ レ ー ト 剤 の 例 で あ る 。 国 際
公 開 第 94/11026号 を 参 照 さ れ た い 。 リ ン カ ー は 細 胞 中 の 細 胞 傷 害 剤 の 放 出 を 容 易 に す る た
め の 「 切 断 可 能 リ ン カ ー 」 で あ っ て よ い 。 例 え ば 、 酸 不 安 定 性 リ ン カ ー 、 ペ プ チ タ ー ゼ 過
敏 性 リ ン カ ー 、 ジ メ チ ル リ ン カ ー 又 は ジ ス ル フ ィ ド 含 有 リ ン カ ー (Chariら , Cancer Resea
rch, 52： 127-131(1992))が 使 用 さ れ 得 る 。
　 別 法 と し て 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト 又 は 抗 体 及 び 細 胞 傷 害 剤 を 含 有 す る 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 例
え ば 組 換 え 技 術 又 は ペ プ チ ド 合 成 に よ り 作 製 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 ま た 、 本 発 明 の ア ン タ ゴ ニ ス ト 又 は 抗 体 は 、 プ ロ ド ラ ッ グ (例 え ば ペ プ チ ジ ル 化 学 療 法
剤 、 国 際 公 開 第 81/01145号 を 参 照 )を 活 性 な 抗 癌 剤 に 転 化 さ せ る プ ロ ド ラ ッ グ 活 性 化 酵 素
に コ ン ジ ュ ゲ ー ト さ せ て も よ い 。 例 え ば 国 際 公 開 第 88/07378及 び 米 国 特 許 第 4,975,278号
を 参 照 さ れ た い 。
　 こ の よ う な コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 酵 素 成 分 に は 、 よ り 活 性 な 細 胞 傷 害 形 態 に 転 化 す る よ う に
、 プ ロ ド ラ ッ グ に 作 用 し 得 る 任 意 の 酵 素 が 含 ま れ る 。
　 限 定 す る も の で は な い が 、 こ の 発 明 の 方 法 に 有 用 な 酵 素 に は 、 ホ ス フ ァ ー ト 含 有 プ ロ ド
ラ ッ グ を 遊 離 の 薬 剤 に 転 化 す る の に 有 用 な ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ ； ス ル フ ァ ー ト 含 有
プ ロ ド ラ ッ グ を 遊 離 の 薬 剤 に 転 化 す る の に 有 用 な ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ ； 非 毒 性 ５ -フ
ル オ ロ シ ト シ ン を 抗 癌 剤 ５ -フ ル オ ロ ウ ラ シ ル に 転 化 す る の に 有 用 な シ ト シ ン デ ア ミ ナ ー
ゼ ； プ ロ テ ア ー ゼ 、 例 え ば セ ラ チ ア プ ロ テ ア ー ゼ 、 サ ー モ リ シ ン 、 サ ブ チ リ シ ン 、 カ ル ボ
キ シ ペ プ チ ダ ー ゼ 及 び カ テ プ シ ン (例 え ば 、 カ テ プ シ ン Ｂ 及 び Ｌ )で 、 ペ プ チ ド 含 有 プ ロ ド
ラ ッ グ を 遊 離 の 薬 剤 に 転 化 す る の に 有 用 な も の ； Ｄ -ア ミ ノ 酸 置 換 基 を 含 有 す る プ ロ ド ラ
ッ グ の 転 化 に 有 用 な Ｄ -ア ラ ニ ル カ ル ボ キ シ ペ プ チ ダ ー ゼ ； 炭 水 化 物 切 断 酵 素 、 例 え ば グ
リ コ シ ル 化 プ ロ ド ラ ッ グ を 遊 離 の 薬 剤 に 転 化 す る の に 有 用 な ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ 及 び β -ガ
ラ ク ト シ ダ ー ゼ ； β -ラ ク タ ム 類 で 誘 導 体 化 さ れ た 薬 剤 を 遊 離 の 薬 剤 に 転 化 さ せ る の に 有
用 な β -ラ ク タ マ ー ゼ ； 及 び ペ ニ シ リ ン ア ミ ダ ー ゼ 、 例 え ば そ れ ぞ れ フ ェ ノ キ シ ア セ チ ル
又 は フ ェ ニ ル ア セ チ ル 基 で 、 そ れ ら の ア ミ ン 性 窒 素 に お い て 誘 導 体 化 さ れ た 薬 剤 を 遊 離 の
薬 剤 に 転 化 す る の に 有 用 な ペ ニ シ リ ン Ｖ ア ミ ダ ー ゼ 又 は ペ ニ シ リ ン Ｇ ア ミ ダ ー ゼ が 含 ま れ
る 。 あ る い は 、 「 ア ブ ザ イ ム 」 と し て も ま た 公 知 の 酵 素 活 性 を 有 す る 抗 体 を 、 遊 離 の 活 性
薬 剤 に 本 発 明 の プ ロ ド ラ ッ グ を 転 化 さ せ る た め に 使 用 す る こ と も で き る (例 え ば 、 Massey,
 Nature 328:457-458(1987)を 参 照 )。 ア ン タ ゴ ニ ス ト 又 は 抗 体 -ア ブ ザ イ ム コ ン ジ ュ ゲ ー
ト は 、 こ こ で 記 載 さ れ て い る よ う に し て 、 腫 瘍 細 胞 個 体 群 に ア ブ ザ イ ム を 送 達 す る た め に
調 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 こ の 発 明 の 酵 素 は 、 当 該 分 野 に お い て よ く 知 ら れ て い る 技 術 、 例 え ば 上 述 に て 検 討 し た
ヘ テ ロ 二 官 能 性 架 橋 試 薬 を 使 用 す る こ と に よ り 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト 又 は 抗 体 に 共 有 的 に 結 合
さ せ る こ と が で き る 。 あ る い は 、 抗 体 の 少 な く と も 抗 原 結 合 領 域 を 本 発 明 の 酵 素 の 少 な く
と も 機 能 的 に 活 性 な 部 位 に 結 合 せ し め て な る 融 合 タ ン パ ク 質 を 、 当 該 技 術 に お い て よ く 知
ら れ て い る 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 技 術 を 使 用 し て 作 成 す る こ と が で き る (Neuberger等 , Nature 312
:604-608(1984))。
　 ア ン タ ゴ ニ ス ト 又 は 抗 体 の 他 の 修 飾 を こ こ で 考 察 す る 。 例 え ば 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト 又 は 抗
体 は 種 々 の 非 タ ン パ ク 質 様 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 、 又 は ポ リ オ キ シ ア ル キ レ ン 、 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 に 結 合 し て も よ い 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 ま た 、 こ こ に 開 示 す る ア ン タ ゴ ニ ス ト 又 は 抗 体 は 、 リ ポ ソ ー ム と し て 調 製 し て も よ い 。
ア ン タ ゴ ニ ス ト 又 は 抗 体 を 含 む リ ポ ソ ー ム は 、 Epstein等 , Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
 82: 3688 (1985); Hwang等 , Proc. natl. Acad. Sci. USA, 77: 4030 (1980); 米 国 特 許
第 4,485,045号 及 び 同 4,544,545号 ； 及 び 1997年 10月 23日 に 公 開 さ れ た 国 際 公 開 第 97/38731
号 に 記 載 さ れ た よ う な 、 こ の 分 野 で 知 ら れ た 方 法 で 調 製 さ れ る 。 向 上 し た 循 環 時 間 を 持 つ
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リ ポ ソ ー ム は 、 米 国 特 許 第 5,013,556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 ホ ス フ
ァ チ ジ ル エ タ ノ ー ル ア ミ ン (PEG-PE)を 含 む 脂 質 組 成 物 で の 逆 相 蒸 発 法 に よ っ て 生 成 す る こ
と が で き る 。 リ ポ ソ ー ム は 、 所 定 の 孔 サ イ ズ の フ ィ ル タ ー を 通 し て 押 し 出 さ れ 、 所 望 の 径
を 有 す る リ ポ ソ ー ム が 生 成 さ れ る 。 本 発 明 の 抗 体 の Fab'断 片 は 、 Martin等 , J. Biol. Che
m. 257: 286-288 (1982)に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 ジ ス ル フ ィ ド 交 換 反 応 を 介 し て リ ポ ソ
ー ム に コ ン ジ ュ ゲ ー ト さ れ 得 る 。 化 学 療 法 剤 は 、 場 合 に よ っ て は リ ポ ソ ー ム 内 に 包 含 さ れ
る 。 Gabizon等 , J. National Cancer Inst. 81(19) 1484 (1989)を 参 照 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 こ こ で 記 載 の タ ン パ ク 質 又 は ペ プ チ ド ア ン タ ゴ ニ ス ト 又 は 抗 体 の ア ミ ノ 酸 配 列 の 修 飾 (
類 )を 考 察 す る 。 例 え ば 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト 又 は 抗 体 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 。 ア ン タ ゴ ニ ス ト 又 は 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 ア ン タ ゴ ニ ス ト 又 は 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 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト 又 は 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 の 、 ア ン タ
ゴ ニ ス ト 又 は 抗 体 の 翻 訳 後 過 程 を 変 更 し う る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 突 然 変 異 誘 発 に 好 ま し い 位 置 に あ る ア ン タ ゴ ニ ス ト 又 は 抗 体 の 所 定 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 ア ラ ニ 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 さ ら に 又 は 他 の 変 異 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 突 然 変 異 の 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 ア ン タ ゴ ニ ス ト 又 は 抗 体 変 異 体 を 所 望 の 活 性 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ す
る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 ア ミ ノ 酸 配 列 挿 入 は 、 １ 残 基 か ら １ ０ ０ 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 ア ン タ ゴ ニ ス ト 又 は 抗
体 、 も し く は 細 胞 傷 害 ポ リ ペ プ チ ド に 融 合 し た ア ン タ ゴ ニ ス ト を 含 む 。 ア ン タ ゴ ニ ス ト 又
は 抗 体 分 子 の 他 の 挿 入 変 異 体 は 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト 又 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 ア ゴ ニ ス ト 又 は 抗 体 の Ｎ -又 は Ｃ -末 端 へ の 融 合 物 を 含 む 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 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 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト 又 は
抗 体 分 子 に お い て 少 な く と も 一 つ の ア ミ ノ 酸 残 基 が 異 な る 残 基 で 置 き 換 え ら れ て い る 。 抗
体 ア ン タ ゴ ニ ス ト の 置 換 突 然 変 異 に つ い て 最 も 関 心 あ る 部 位 は 高 頻 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 １ 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 １ 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 さ ら に 記 載 す る よ う な 、 よ り 実 質 的 な 変 化 を 導 入 し 、 生
成 物 を ス ク リ ー ニ ン グ し て よ い 。

10

20

30

40

(29) JP 2007-500844 A 2007.1.18



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

【 ０ ０ ９ ２ 】
　 ア ン タ ゴ ニ ス ト 又 は 抗 体 の 生 物 学 的 特 性 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 へ リ ッ ク ス 構 造 、 (ｂ )標 的 部 位 も し く は (ｃ )側 鎖
全 体 に お け る 分 子 の 電 荷 又 は 疎 水 性 、 を 維 持 す る 効 果 に お い て か な り 異 な る 置 換 基 を 選 択
す る こ と に よ り 達 成 さ れ る 。 天 然 に 生 じ る 残 基 は 共 通 の 側 鎖 特 性 に 基 づ い て グ ル ー プ に 分
け る こ と が で き る ：
(１ )疎 水 性 ： ノ ル ロ イ シ ン , met, ala, val, leu, ile;
(２ )中 性 の 親 水 性 ： cys, ser, thr;
(３ )酸 性 ： asp, glu;
(４ )塩 基 性 ： asn, gln, his, lys, arg;
(５ )鎖 配 向 に 影 響 す る 残 基 ： gly, pro; 及 び
(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 の も の に 交 換 す る こ と が 必
要 で あ ろ う 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 ア ン タ ゴ ニ ス ト 又 は 抗 体 の 適 切 な 配 置 の 維 持 に 含 ま れ な い 任 意 の シ ス テ イ ン 残 基 は 、 一
般 的 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 し て よ い 。 逆
に 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト 又 は 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 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト が Fv断 片 な ど の 抗 体 断 片 で あ る 場 合 )。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 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 て 得 ら れ た 変 異 体 は 、 そ れ ら が 生 成 さ れ た
親 抗 体 に 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 生 成 す る
簡 便 な 方 法 は フ ァ ー ジ 表 示 を 使 用 す る 親 和 成 熟 で あ る 。 簡 潔 に 言 え ば 、 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 酸 置 換 を 生 成
さ せ る 。 こ の よ う に 生 成 さ れ た 抗 体 変 異 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 一 価 形 式 で 表 示 さ れ る 。 フ ァ ー ジ 表 示 変 異 体
は 、 次 い で 、 こ こ に 開 示 さ れ る よ う な そ れ ら の 生 物 活 性 (例 え ば 、 結 合 親 和 性 )に つ い て ス
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ク リ ー ニ ン グ さ れ る 。 修 飾 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 。 あ る い は 、 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 と の 接 点 を 同 定 す る の が 有 利 で 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 た ら 、 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 さ ら な る 開 発 の た め に 選 択 す る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 ア ン タ ゴ ニ ス ト 又 は 抗 体 の ア ミ ノ 酸 変 異 の 他 の 型 は 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト 又 は 抗 体 の 元 の グ
リ コ シ ル 化 パ タ ー ン を 変 更 す る 。 変 更 と は 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト 又 は 抗 体 に 見 ら れ る 一 又 は 複
数 の 炭 水 化 物 部 分 の 欠 失 、 及 び ／ 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト 又 は 抗 体 に 存 在 し な い 一 又 は 複 数 の
グ リ コ シ ル 化 部 位 の 付 加 を 意 味 す る 。
　 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 称 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 )と
い う ト リ ペ プ チ ド 配 列 は 、 ア ス パ ラ ギ ン 側 鎖 へ の 炭 水 化 物 部 分 の 酵 素 的 結 合 の た め の 認 識
配 列 で あ る 。 し た が 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 、 糖 類 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 一 つ が 結 合 す る こ と を 称 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 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 ア ン タ ゴ ニ ス ト 又 は 抗 体 へ の 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 。 こ の 変 化 は 、 元 の ア ン タ ゴ ニ ス ト 又 は 抗 体 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 )。
　 変 更 さ れ た Fc領 域 グ リ コ シ ル 化 を 有 す る 抗 体 は 、 特 に 出 典 明 示 に よ り こ こ に 取 り 込 ま れ
る 、 国 際 公 開 第 02/079255号 (Reff及 び Davies)及 び 国 際 公 開 第 03/035835号 (Presta)に 記 載
さ れ て い る 。
　 ア ン タ ゴ ニ ス ト 又 は 抗 体 の 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 さ れ る も の で は な い が 、 天
然 源 か ら の 単 離 (自 然 に 生 じ る ア ミ ノ 酸 配 列 変 異 体 の 場 合 )又 は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 媒 介 (
又 は 部 位 指 向 性 )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 初 期
調 製 さ れ た ア ン タ ゴ ニ ス ト 又 は 抗 体 の 変 異 体 又 は 非 変 異 体 の 調 製 を 含 む 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 本 発 明 の ア ン タ ゴ ニ ス ト 又 は 抗 体 を エ フ ェ ク タ ー 機 能 に つ い て 改 変 し 、 例 え ば ア ン タ ゴ
ニ ス ト 又 は 抗 体 の 抗 原 依 存 性 細 胞 媒 介 性 細 胞 傷 害 性 (ADCC)及 び ／ 又 は 補 体 依 存 性 細 胞 傷 害
性 (CDC)を 増 強 す る こ と が 望 ま し い 。 こ の こ と は 、 抗 体 ア ン タ ゴ ニ ス ト の Fc領 域 に 一 又 は
複 数 の ア ミ ノ 酸 置 換 基 を 導 入 す る こ と に よ り 達 成 さ れ る 。 別 に 、 又 は 付 加 的 に シ ス テ イ ン
残 基 (類 )を Fc領 域 に 導 入 し て 、 こ の 領 域 に お け る 鎖 間 ジ ス ル イ ド 結 合 を 形 成 さ せ る 。 こ の
よ う に し て 産 生 さ れ た ホ モ ダ イ マ ー 抗 体 は 改 善 さ れ た 内 部 移 行 能 力 及 び ／ 又 は 増 加 し た 補
体 媒 介 細 胞 死 滅 及 び 抗 体 依 存 性 細 胞 媒 介 性 細 胞 傷 害 性 (ADCC)を 有 し う る 。 Caron等 , J. Ex
p. Med. 176:1191-1195 (1992)及 び Shopes, B. J. Immunol. 148:2918-2922 (1992)を 参
照 さ れ た い 。 抗 腫 瘍 活 性 が 高 め ら れ た ホ モ ダ イ マ ー 抗 体 は 、 Wolff等 , Cancer Research 5
3:2560-2565(1993)に 記 載 さ れ て い る よ う な ヘ テ ロ 二 官 能 性 架 橋 剤 を 使 用 し て 調 製 す る こ
と も で き る 。 あ る い は 二 重 Fc領 域 を 有 し 、 よ っ て 増 強 さ れ た 補 体 溶 解 及 び ADCC能 を 有 し う
る 抗 体 を 設 計 す る こ と が で き る 。 Stevensonら , Anti-cancer Drug Design 3:219-230 (19
89)を 参 照 。 変 更 (増 加 又 は 減 少 )し た C1q結 合 及 び 又 は CDC活 性 を 有 す る 抗 体 は 、 特 に 出 典
明 示 に よ り こ こ に 取 り 込 ま れ る 、 米 国 特 許 第 6,194,551B1号 及 び 同 6,538,124B1号 (Idusogi
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eら )に 記 載 さ れ て い る 。 変 更 (増 加 又 は 減 少 )し た FcR結 合 及 び 又 は ADCC活 性 を 有 す る 抗 体
は 、 特 に 出 典 明 示 に よ り こ こ に 取 り 込 ま れ る 、 国 際 公 開 第 00/42072号 (Presta, L.)に 記 載
さ れ て い る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 ア ン タ ゴ ニ ス ト 又 は 抗 体 の 血 清 半 減 期 を 増 加 さ せ る た め に 、 例 え ば 米 国 特 許 第 5,739,27
7号 に 記 載 さ れ て い る よ う に し て 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト 又 は 抗 体 (特 に 抗 体 断 片 )に サ ル ベ ー ジ
レ セ プ タ ー 結 合 エ ピ ト ー プ を 導 入 し て も よ い 。 こ こ で 用 い ら れ る 場 合 、 「 サ ル ベ ー ジ レ セ
プ タ ー 結 合 エ ピ ト ー プ 」 と い う 用 語 は 、 IgG分 子 の イ ン ビ ボ 血 清 半 減 期 を 向 上 さ せ る 原 因
と な る IgG分 子 (例 え ば 、 IgG１ 、 IgG２ 、 IgG３ 、 又 は IgG４ )の Fc領 域 の エ ピ ト ー プ を 意 味
す る 。 別 に 、 又 は 付 加 的 に 、 変 更 し た FcRn結 合 を 有 す る 変 異 体 を 産 出 さ せ る た め 、 抗 体 の
Fc領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 変 更 す る こ と に よ り 、 血 清 半 減 期 を 増 加 又 は 減 少 さ せ て も よ い 。
変 更 し た FcRn結 合 及 び ／ 又 は 血 清 半 減 期 を 有 す る 抗 体 は 、 特 に 出 典 明 示 に よ り こ こ に 取 り
込 ま れ る 、 国 際 公 開 第 00/42072号 (Presta, L.)に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
Ｖ ． 　 製 薬 用 調 製 物
　 本 発 明 で 使 用 さ れ る ア ン タ ゴ ニ ス ト 又 は 抗 体 の 治 療 用 調 製 物 は 、 所 望 さ れ る 程 度 の 純 度
を 持 つ ア ン タ ゴ ニ ス ト 又 は 抗 体 を 、 凍 結 乾 燥 さ れ た 調 製 物 又 は 水 性 溶 液 の 形 態 で 、 任 意 の
製 薬 的 に 許 容 可 能 な 担 体 、 賦 形 剤 又 は 安 定 化 剤 と 混 合 す る こ と に よ り 調 製 さ れ 保 存 さ れ る
(Remington's Pharmaceutical 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 レ シ ピ エ ン ト に 非 毒 性 で
あ り 、 ホ ス フ ァ ー ト 、 シ タ ラ ー ト 、 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 リ ド ； ヘ キ サ メ ト ニ ウ ム ク ロ リ ド ； ベ ン ズ ア ル コ ニ ウ ム ク ロ リ ド ； ベ ン ズ エ ト ニ ウ ム ク
ロ リ 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 １ ０ 残 基 未 満 )ポ リ ペ プ チ ド ； 血 清 ア ル ブ ミ ン
、 ゼ ラ チ ン 、 又 は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 等 の タ ン パ ク 質 ； ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン 等 の 親 水 性 ポ リ
マ ー ； グ リ シ ン 、 グ ル タ ミ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 、 ヒ ス チ ジ ン 、 ア ル ギ ニ ン 、 又 は リ ジ ン 等 の
ア ミ ノ 酸 ； グ ル コ ー ス 、 マ ン ノ ー ス 、 又 は デ キ ス ト リ ン を 含 む 単 糖 類 、 二 糖 類 、 及 び 他 の
炭 水 化 物 ； EDTA等 の キ レ ー ト 剤 ； ス ク ロ ー ス 、 マ ン ニ ト ー ル 、 ト レ ハ ロ ー ス 又 は ソ ル ビ ト
ー ル な ど の 糖 ； ナ ト リ ウ ム 等 の 塩 形 成 対 イ オ ン ； 金 属 錯 体 (例 え ば 、 Zn-タ ン パ ク 質 錯 体 )
； 及 び ／ 又 は ト ゥ イ ー ン (TWEEN)Ｔ Ｍ 、 プ ル ロ ニ ク ス (PLURONICS)Ｔ Ｍ 、 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 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 例 示 的 な CD20抗 体 調 製 物 は 、 特 に 出 典 明 示 に よ り こ こ に 取 り 込 ま れ る 国 際 公 開 第 98/564
18号 に 記 載 さ れ て い る 。 こ の 公 報 に は 、 40mg/mLの リ ツ キ シ マ ブ 、 25mMの ア セ タ ー ト 、 150
mMの ト レ ハ ロ ー ス 、 0.9%の ベ ン ジ ル ア ル コ ー ル 、 0.02%の ポ リ ソ ル バ ー ト 20、 pH5.0を 含 有
し 、 2-8℃ で 2年 間 保 管 さ れ る 最 小 寿 命 を 有 す る 液 状 多 用 量 調 製 物 が 記 載 さ れ て い る 。 関 心
あ る 他 の CD20調 製 物 は 、 10mg/mLの リ ツ キ シ マ ブ 、 9.0mg/mLの 塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 7.35mg/mL
の ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 二 水 和 物 、 0.7mg/mLの ポ リ ソ ル バ ー ト 80、 及 び 注 射 用 の 滅 菌 水 、 pH
6.5を 含 有 す る 。
　 皮 下 投 与 に 適 し た 凍 結 乾 燥 調 製 物 は 、 国 際 公 開 第 97/04801号 及 び 米 国 特 許 第 6,267,958
号 (Andyaら )に 記 載 さ れ て い る 。 こ の よ う な 凍 結 乾 燥 調 製 物 は 適 切 な 希 釈 剤 で 高 濃 度 タ ン
パ ク 質 に 再 構 成 さ れ 、 再 構 成 さ れ た 調 製 物 は こ こ で 治 療 さ れ る 哺 乳 動 物 に 皮 下 的 に 投 与 さ
れ 得 る 。
　 こ こ で の 調 製 物 は 、 特 に 治 療 的 指 示 に 必 要 な １ 以 上 の 活 性 化 合 物 、 好 ま し く は 互 い に 悪
影 響 を 及 ぼ さ な い 補 足 的 活 性 を 有 す る も の を さ ら に 含 有 す る 。 例 え ば 、 細 胞 傷 害 剤 、 化 学
療 法 剤 、 サ イ ト カ イ ン 又 は 免 疫 抑 制 剤 を さ ら に 提 供 す る こ と が 望 ま し い 。 こ の よ う な 他 の
薬 剤 の 有 効 量 は 、 調 製 物 中 に 存 在 す る ア ン タ ゴ ニ ス ト 又 は 抗 体 の 量 、 疾 患 又 は 疾 病 又 は 治
療 の 種 類 、 及 び 上 述 し た 他 の 要 因 に 依 存 す る 。 こ れ ら は 一 般 的 に 、 同 じ 用 量 、 上 述 に て 使
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用 し た よ う な 投 与 経 路 、 又 は 上 述 に て 使 用 し た 用 量 の 1～ 99％ で 使 用 さ れ る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 活 性 成 分 は ま た コ ロ イ ド 状 薬 剤 送 達 系 (例 え ば 、 リ ポ ソ ー ム 、 ア ル ブ ミ ン マ イ ク ロ ス フ
ィ ア 、 マ イ ク ロ エ マ ル シ ョ ン 、 ナ ノ 粒 子 及 び ナ ノ カ プ セ ル )、 又 は マ ク ロ エ マ ル シ ョ ン に
お い て 、 例 え ば コ ア セ ル ベ ー シ ョ ン 技 術 又 は 界 面 重 合 に よ り 調 製 さ れ た マ イ ク ロ カ プ セ ル
、 例 え ば ヒ ド ロ キ シ メ チ ル セ ル ロ ー ス 又 は ゼ ラ チ ン -マ イ ク ロ カ プ セ ル 及 び ポ リ -(メ チ ル
メ タ ク リ ラ ー ト )マ イ ク ロ カ プ セ ル に 捕 捉 さ れ て い る 。 こ の よ う な 技 術 は Remington's Pha
rmaceutical Sciences, 16th edition, Osal, A. Ed.(1980)に 開 示 さ れ て い る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 徐 放 性 調 製 物 を 調 製 し て も よ い 。 徐 放 性 調 製 物 の 好 適 な 例 に は 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト 又 は 抗
体 を 含 む 固 体 疎 水 性 ポ リ マ ー の 半 透 過 性 マ ト リ ッ ク ス が 含 ま れ 、 こ の マ ト リ ッ ク ス は 成 形
品 、 例 え ば フ ィ ル ム 、 又 は マ イ ク ロ カ プ セ ル の 形 態 で あ る 。 徐 放 性 マ ト リ ッ ク ス の 例 に は
、 ポ リ エ ス テ ル 、 ヒ ド ロ ゲ ル (例 え ば 、 ポ リ (２ -ヒ ド ロ キ シ エ チ ル -メ タ ク リ ラ ー ト )、 又
は ポ リ (ビ ニ ル ア ル コ ー ル ))、 ポ リ ア ク チ ド 類 (米 国 特 許 第 3,773,919号 )、 Ｌ グ ル タ ミ ン 酸
と γ -エ チ ル -Ｌ -グ ル タ マ ー ト の コ ポ リ マ ー 、 非 分 解 性 エ チ レ ン -ビ ニ ル ア セ タ ー ト 、 分 解
性 乳 酸 -グ リ コ ー ル 酸 コ ポ リ マ ー 、 例 え ば LUPRON DEPOTTM(乳 酸 -グ リ コ ー ル 酸 コ ポ リ マ ー
及 び 酢 酸 ロ イ プ ロ リ ド か ら な る 注 入 可 能 な ミ ク ロ ス フ ィ ア )、 及 び ポ リ -Ｄ -(-)-３ -ヒ ド ロ
キ シ 酪 酸 が 含 ま れ る 。
　 イ ン ビ ボ 投 与 に 使 用 さ れ る 調 製 物 は 滅 菌 さ れ な く て は な ら な い 。 こ れ は 滅 菌 濾 過 膜 を 通
し た 濾 過 に よ り 容 易 に 達 成 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
Ｖ ． 　 ア ン タ ゴ ニ ス ト 又 は 抗 体 を 用 い た 治 療
　 本 発 明 で は 、 抗 体 及 び ア ン タ ゴ ニ ス ト を 用 い た 種 々 の 疾 病 及 び 疾 患 の 治 療 を 考 察 し て い
る 。 抗 体 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト が Ｂ 細 胞 表 面 マ ー カ ー 、 例 え ば CD20に 結 合 し て い る 場 合 、 治
療 さ れ る 病 状 に は 、 Ｂ 細 胞 悪 性 腫 瘍 (特 に 出 典 明 示 に よ り こ こ に 取 り 込 ま れ る 米 国 特 許 第 6
,455,043B1号 , Grillo-Lopezを 参 照 )、 及 び 自 己 免 疫 疾 患 (特 に 出 典 明 示 に よ り こ こ に 取 り
込 ま れ る 国 際 公 開 第 00/67796, Curdら )が 含 ま れ る 。 ま た Ｂ 細 胞 表 面 マ ー カ ー に 結 合 す る
ア ン タ ゴ ニ ス ト 又 は 抗 体 は 、 外 来 抗 原 に 対 す る 免 疫 反 応 を ブ ロ ッ ク す る の に も 使 用 さ れ 、
例 え ば こ こ で 外 来 抗 原 は 免 疫 原 性 剤 又 は 移 植 で あ る (特 に 出 典 明 示 に よ り こ こ に 取 り 込 ま
れ る 国 際 公 開 第 01/03734号 , Grillo-Lopezら を 参 照 )。
　 こ こ に 開 示 さ れ て い る 種 々 の 効 能 に お い て 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト 又 は 抗 体 を 含 有 す る 組 成 物
は 、 良 好 な 医 学 的 実 務 に 合 致 す る 方 式 で 調 製 さ れ 、 調 薬 さ れ 、 そ し て 投 与 さ れ る 。 こ の と
き に 考 慮 す る 因 子 は 、 治 療 さ れ る 特 定 の 疾 患 又 は 病 状 、 治 療 さ れ る 特 定 の 哺 乳 動 物 、 個 々
の 患 者 の 臨 床 的 状 態 、 疾 患 又 は 病 状 の 原 因 、 薬 剤 の 送 達 部 位 、 投 与 方 法 、 投 与 ス ケ ジ ュ ー
ル 、 及 び 医 療 実 務 者 に 知 ら れ た 他 の 要 因 を 含 む 。 投 与 さ れ る ア ン タ ゴ ニ ス ト 又 は 抗 体 の 治
療 的 有 効 量 は 、 そ の よ う な 考 察 に よ っ て 決 定 さ れ る 。
　 一 般 的 な 提 案 と し て 、 腸 管 外 投 与 さ れ る ア ン タ ゴ ニ ス ト 又 は 抗 体 の 治 療 的 有 効 量 は 、 患
者 体 重 1kg当 た り １ 日 に 約 0.1～ 20mgで あ り 、 用 い ら れ る ア ン タ ゴ ニ ス ト 又 は 抗 体 の 典 型 的
な 初 期 範 囲 は 約 2～ 10mg/kgの 範 囲 で あ る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 好 ま し い ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 細 胞 傷 害 剤 と コ ン ジ ュ ゲ ー ト し て い な い 抗 体 、 例 え ば リ ツ
キ シ マ ブ 又 は ヒ ト 化 2H7等 の 抗 体 で あ る 。 非 コ ン ジ ュ ゲ ー ト 抗 体 の 適 切 な 用 量 は 、 例 え ば
約 20mg/m２ ～ 約 1000mg/m２ の 範 囲 で あ る 。 一 実 施 態 様 に お い て 、 抗 体 の 用 量 は リ ツ キ シ マ
ブ で 現 在 推 奨 さ れ て い る 量 と は 異 な る 。 CD20抗 体 の 例 示 的 な 用 法 ・ 用 量 は 、 一 週 間 に 375m
g/m２ を 4又 は 8回 ； 又 は 1000mgを 2回 (1及 び 15日 )含 む 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 し か し な が ら 、 上 述 し た よ う に 、 ア ゴ ニ ス ト 又 は 抗 体 の こ れ ら の 示 唆 量 は 多 く の 治 療 的
裁 量 に よ る 。 適 切 な 用 量 及 び ス ケ ジ ュ ー ル の 選 択 に お け る 重 要 な 要 因 は 上 述 し た よ う に し
て 得 ら れ た 結 果 で あ る 。 例 え ば 、 比 較 的 高 用 量 は 進 行 性 及 び 急 性 疾 患 の 治 療 に 当 初 必 要 で
あ る 。 最 も 効 果 的 な 結 果 を 得 る た め に は 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト 又 は 抗 体 を 疾 患 又 は 疾 病 に 応 じ
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て 、 疾 患 又 は 疾 病 の 最 初 の 徴 候 、 診 断 、 外 観 、 又 は 発 生 が 可 能 な 限 り 収 束 す る か 、 又 は 疾
患 又 は 疾 病 が 緩 和 さ れ る よ う に 投 与 す る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 ア ン タ ゴ ニ ス ト 又 は 抗 体 は 、 腸 管 外 、 皮 下 、 腹 腔 内 、 肺 内 、 及 び 鼻 内 、 そ し て 局 所 的 免
疫 抑 制 治 療 が 望 ま れ る 場 合 は 、 病 変 部 内 投 与 を 含 む 任 意 の 適 当 な 手 段 に よ っ て 投 与 さ れ る
。 腸 管 外 注 入 は 、 筋 肉 内 、 静 脈 内 、 動 脈 内 、 腹 膜 内 、 又 は 皮 下 投 与 を 含 む 。 さ ら に ア ン タ
ゴ ニ ス ト 又 は 抗 体 は 、 例 え ば 減 少 さ せ た ア ン タ ゴ ニ ス ト 又 は 抗 体 用 量 で 、 パ ル ス 注 入 に よ
っ て 適 切 に 投 与 さ れ 得 る 。 好 ま し く は 、 投 与 は 注 射 に よ っ て 、 最 も 好 ま し く は 、 部 分 的 に
は 投 与 が 簡 潔 か 慢 性 的 か に 応 じ て 、 静 脈 内 又 は 皮 下 注 射 に よ っ て な さ れ る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 こ こ で は 、 他 の 化 合 物 、 例 え ば 細 胞 傷 害 剤 、 化 学 療 法 剤 、 免 疫 抑 制 剤 及 び ／ 又 は サ イ ト
カ イ ン を 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト 又 は 抗 体 と 共 に 投 与 し て も よ い 。 組 合 せ 投 与 に は 、 別 々 の 調 製
物 又 は 単 一 の 製 薬 用 調 製 物 を 使 用 す る 同 時 投 与 、 及 び 好 ま し く は 両 方 (又 は 全 て の )活 性 剤
が 同 時 に そ の 生 物 活 性 を 働 か せ る 時 間 が あ る 、 い ず れ か の 順 で の 連 続 投 与 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 RA、 及 び 他 の 自 己 免 疫 疾 患 に お い て 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト 又 は 抗 体 (例 え ば CD20抗 体 )は 、 上
述 の 部 分 に 列 挙 さ れ た 、 任 意 の 一 又 は 複 数 の 免 疫 抑 制 剤 、 化 学 療 法 剤 及 び ／ 又 は サ イ ト カ
イ ン 類 ； 任 意 の 一 又 は 複 数 の 疾 患 緩 和 抗 リ ウ マ チ 剤 (DMARD)、 例 え ば ヒ ド ロ キ シ ク ロ ロ キ
ン 、 ス ル フ ァ サ ラ ジ ン 、 メ ト ト レ キ サ ー ト 、 レ フ ル ノ ミ ド 、 ア ザ チ オ プ リ ン 、 D-ペ ニ シ ラ
ミ ン 、 金 (経 口 用 )、 金 (筋 内 用 )、 ミ ノ サ イ ク リ ン 、 シ ク ロ ス ポ リ ン 、 ブ ド ウ 球 菌 タ ン パ ク
質 A免 疫 吸 着 ； 静 注 用 免 疫 グ ロ ブ リ ン (IVIG)； 非 ス テ ロ イ ド 性 抗 炎 症 剤 (NSAID)； グ ル コ コ
ル チ コ イ ド (例 え ば 関 節 注 射 )； コ ル チ コ 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)抗 体 、 例 え ば エ タ ネ ル セ プ ト ／ ENBR
ELＴ Ｍ 、 イ ン フ リ キ シ マ ブ ／ REMICADEＴ Ｍ 、 D2E7(Knoll)又 は CDP-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 剤 (例 え ば WinRho)； IL-6ア ン タ ゴ ニ ス ト ／ 抗 -TNF(CBP 1011)； CD40ア ン タ ゴ ニ ス ト (例
え ば IDEC 131)； Ig-Fcレ セ プ タ ー ア ン タ ゴ ニ ス ト (MDX33)； 免 疫 調 節 剤 (例 え ば 、 サ リ ド マ
イ ド 又 は ImmuDyn)； 抗 -CD5抗 体 (例 え ば H5g1.1)； マ ク ロ フ ァ ー ジ イ ン ヒ ビ タ ー (例 え ば MDX
 33)； 共 刺 激 ブ ロ ッ カ ー (例 え ば 、 BMS 188667又 は ト レ リ マ ブ (Tolerimab))； 補 体 イ ン ヒ
ビ タ ー (例 え ば 、 h5G1.1、 3E10、 又 は 抗 -分 解 促 進 因 子 (DAF)抗 体 )； 又 は IL-2ア ン タ ゴ ニ ス
ト (zxSMART)と 組 み 合 わ せ て も よ い 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 Ｂ 細 胞 悪 性 腫 瘍 に お い て は 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト 又 は 抗 体 (例 え ば CD20抗 体 )は 、 化 学 療 法 剤
； サ イ ト カ イ ン 、 例 え ば リ ン フ ォ カ イ ン 、 例 え ば IL-2、 IL-12、 又 は イ ン タ ー フ ェ ロ ン 、
例 え ば イ ン タ ー フ ェ ロ ン ア ル フ ァ -2a； 他 の 抗 体 、 例 え ば 放 射 性 標 識 抗 体 、 例 え ば イ ブ リ
ツ モ マ ブ ・ チ ウ キ セ タ ン (ZEVALIN(登 録 商 標 ))、 ヨ ウ 素  I１ ３ １ ト シ ツ モ マ ブ (tositumoma
b)(BEXXARＴ Ｍ )、 １ ３ １ I Lym-1 (ONCOLYMＴ Ｍ )、 ９ ０ Y-LYMPHOCIDEＴ Ｍ ； 抗 -CD52抗 体 、
例 え ば ア レ ム ツ ズ マ ブ (alemtuzumab)(CAMPATH-1HＴ Ｍ )、 抗 -HLA-DR-β 抗 体 、 例 え ば ア ポ
リ ズ マ ブ (apolizumab)、 抗 -CD80抗 体 (例 え ば IDEC-114)、 エ プ ラ ツ ズ マ ブ (epratuzumab)、
Hu1D10 (SMART 1D10Ｔ Ｍ )、 CD19抗 体 、 CD40抗 体 又 は CD22抗 体 ； 免 疫 調 節 剤 (例 え ば 、 サ リ
ド マ イ ド 又 は ImmuDyn)； 血 管 形 成 イ ン ヒ ビ タ ー (例 え ば 、 抗 -血 管 内 皮 成 長 因 子 (VEGF)抗 体
、 例 え ば AVASTINＴ Ｍ 、 又 は サ リ ド マ イ ド )； イ デ ィ オ タ イ プ ワ ク チ ン (EPOCH)； ONCO-TCS
Ｔ Ｍ ； HSPPC-96(ONCOPHAGEＴ Ｍ )； リ ポ ソ ー ム 治 療 (例 え ば ダ ウ ノ ル ビ シ ン シ タ ラ ー ト リ ポ
ソ ー ム 等 )と 組 み 合 わ せ て も よ い 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 CD20抗 体 (又 は Ｂ 細 胞 表 面 マ ー カ ー に 結 合 す る ア ン タ ゴ ニ ス ト )と 組 み 合 わ せ ら れ る 好 ま
し い 化 学 療 法 剤 は 、 ア ル キ ル 化 剤 又 は ア ン ト ラ サ イ ク リ ン ベ ー ス の 化 学 療 法 剤 又 は フ ル ダ
ラ ビ ン ベ ー ス の 化 学 療 法 剤 ； シ ス プ ラ チ ン 、 フ ル ダ ラ ビ ン 、 ビ ン ブ ラ ス チ ン 、 ド キ ソ ル ビ
シ ン 、 シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド 、 及 び ／ 又 は ビ ン ク リ ス チ ン で あ る 。 Ｂ 細 胞 表 面 マ ー カ ー に 結
合 す る CD20抗 体 又 は 他 の 抗 体 に 関 し 、 抗 体 と 組 み 合 わ せ る の に 特 に 所 望 さ れ る 化 学 療 法 剤
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に は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が ： シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド 、 ド キ ソ ル ビ シ ン 、 ビ ン ク リ ス チ
ン 及 び プ レ ド ニ ゾ ン (CHOP) (Czuczmanら  J Clin Oncol 17:268-76 (1999))； シ ク ロ ホ ス
フ ァ ミ ド 、 ビ ン ク リ ス チ ン 、 及 び プ レ ド ニ ゾ ン (CVP)； フ ル ダ ラ ビ ン (例 え ば 、 CLL治 療 の
た め )； フ ル ダ ラ ビ ン 、 シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド 、 及 び ミ ト キ サ ン ト ロ ン (FCM)； 又 は ド キ ソ ル
ビ シ ン 、 ブ レ オ マ イ シ ン 、 ビ ン ブ ラ ス チ ン 、 及 び ダ カ ル バ ジ ン (ABVD)が 含 ま れ る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 ア ン タ ゴ ニ ス ト 又 は 抗 体 を 、 骨 髄 破 壊 療 法 に 使 用 し て も よ い 。 例 え ば 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト
又 は 抗 体 は 、 幹 細 胞 回 収 前 、 又 は 移 植 後 、 微 小 残 存 病 変 を 撲 滅 す る た め の 、 イ ン ビ ボ 浄 化
に 使 用 さ れ て も よ い 。
　 患 者 へ の タ ン パ ク 質 ア ン タ ゴ ニ ス ト の 投 与 の 他 に 、 本 出 願 で は 、 遺 伝 子 治 療 に よ る ア ン
タ ゴ ニ ス ト 又 は 抗 体 の 投 与 が 考 慮 さ れ て い る 。 例 え ば 、 細 胞 内 抗 体 を 産 生 す る た め の 遺 伝
子 治 療 の 使 用 に 関 連 し て お り 、 1996年 3月 14日 に 公 開 さ れ た 国 際 公 開 第 96/07321号 が 参 照
さ れ る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 核 酸 (場 合 に よ っ て は ベ ク タ ー 内 に 含 ま れ た も の )を 患 者 の 細 胞 に 入 れ る た め に ： イ ン ビ
ボ 及 び エ キ ソ ビ ボ と い う ２ つ の 主 要 な 方 法 が あ る 。 イ ン ビ ボ 送 達 で は 、 核 酸 は 、 通 常 は ア
ン タ ゴ ニ ス ト が 必 要 と さ れ て い る 部 位 に 直 接 注 入 さ れ る 。 エ キ ソ ビ ボ 処 理 で は 、 患 者 の 細
胞 を 取 り 出 し 、 核 酸 を こ れ ら の 単 離 さ れ た 細 胞 に 導 入 し 、 修 飾 さ れ た 細 胞 を 患 者 に 、 直 接
、 又 は 例 え ば 患 者 に 埋 め 込 ま れ る 多 孔 性 膜 に カ プ セ ル 化 し て 投 与 す る (米 国 特 許 第 4,892,5
38号 及 び 同 5,283,187号 参 照 )。 核 酸 を 生 細 胞 に 導 入 す る た め に 利 用 可 能 な 種 々 の 技 術 が あ
る 。 こ れ ら の 技 術 は 、 核 酸 が 培 養 さ れ た 細 胞 に イ ン ビ ト ロ で 移 入 さ れ る か 、 又 は 意 図 し て
い る 宿 主 の 細 胞 に イ ン ビ ボ で 移 入 さ れ る か に 応 じ て 変 化 す る 。 哺 乳 動 物 細 胞 に イ ン ビ ト ロ
で 核 酸 を 移 入 す る の に 適 し た 技 術 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 降 法 な ど を 含 む 。
遺 伝 子 の エ キ ソ ビ ボ 送 達 に 通 常 用 い ら れ る ベ ク タ ー は レ ト ロ ウ イ ル ス で あ る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 現 在 イ ン ビ ボ 核 酸 移 入 技 術 で 好 ま し い の は 、 ウ イ ル ス ベ ク タ ー (例 え ば 、 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 系 (例 え ば 、
遺 伝 子 の 脂 質 媒 介 移 入 に 有 用 な 脂 質 は 、 DOTMA、 DOPE、 及 び DC-Cholで あ る )で の 形 質 移 入
を 含 む 。 幾 つ か の 状 況 で は 、 核 酸 供 給 源 を 標 的 細 胞 を タ ー ゲ テ ィ ン グ す る 薬 剤 、 例 え ば 細
胞 表 面 膜 タ ン パ ク 質 に 特 異 的 な 抗 体 又 は 標 的 細 胞 、 標 的 細 胞 上 の レ セ プ タ ー の リ ガ ン ド 等
と と も に 提 供 す る の が 望 ま し い 。 リ ポ ソ ー ム が 用 い ら れ る 場 合 、 エ ン ド サ イ ト ー シ ス を 伴
っ て 細 胞 表 面 膜 タ ン パ ク 質 に 結 合 す る タ ン パ ク 質 が 、 タ ー ゲ テ ィ ン グ 及 び ／ 又 は 取 り 込 み
の 促 進 の た め に 用 い ら れ 、 例 え ば 、 特 定 の 細 胞 型 向 性 の キ ャ プ シ ド タ ン パ ク 質 又 は そ の 断
片 、 サ イ ク リ ン グ に お い て 内 部 移 行 を 受 け る タ ン パ ク 質 の 抗 体 、 及 び 細 胞 内 局 在 化 を タ ー
ゲ テ ィ ン グ し 細 胞 内 半 減 期 を 向 上 さ せ る タ ン パ ク 質 で あ る 。 レ セ プ タ ー 媒 介 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)； 及 び Wagner等
, Proc. Natl. Acad. Sci., USA 87: 3410-3414 (1990)に 記 載 さ れ て い る 。 現 在 知 ら れ て
い る 遺 伝 子 標 識 化 及 び 遺 伝 子 治 療 プ ロ ト コ ー ル の 概 説 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及 び そ こ に 引 用 さ れ た 参
考 文 献 も 参 照 。
　 本 発 明 の さ ら な る 詳 細 を 、 以 下 の 非 限 定 的 実 施 例 に よ り 例 証 す る 。 本 明 細 書 に お け る 全
て の 引 用 文 の 開 示 は 、 特 に 出 典 明 示 に よ り こ こ に 取 り 込 ま れ る 。
【 実 施 例 】
【 ０ １ １ ４ 】
実 施 例 １
リ ツ キ シ マ ブ に 対 す る 中 和 抗 体 を 検 出 す る た め の 補 体 依 存 性 細 胞 傷 害 性 ア ッ セ イ
　 リ ツ キ シ マ ブ は 、 抗 体 依 存 性 細 胞 媒 介 性 細 胞 傷 害 性 (ADCC)、 補 体 依 存 性 細 胞 傷 害 性 (CDC
)、 又 は そ の 双 方 を 介 し て 、 CD20＋ Ｂ 細 胞 を 枯 渇 さ せ る こ と に よ り 、 そ の 生 物 学 的 機 能 を
作 用 さ せ る 。 イ ン ビ ト ロ に お い て 、 CDC活 性 は 、 種 々 の 濃 度 の リ ツ キ シ マ ブ の 存 在 下 又 は
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不 在 下 で 、 ヒ ト 補 体 と 共 に CD20＋ WIL2-Sリ ン パ 腫 細 胞 を イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ り 測
定 可 能 で あ る 。 つ い で 、 ALAMAR BLUE(登 録 商 標 )を 使 用 し 、 生 存 細 胞 を 定 量 化 す る こ と に
よ り 、 細 胞 傷 害 性 が 測 定 さ れ る (Gazzano-Santoroら ,　 J. Immunol. Methods 202 163-171
 (1997))。
　 こ の 実 施 例 に お い て は 、 結 果 と し て HACAに な る 、 リ ツ キ シ マ ブ で 治 療 さ れ た 患 者 か ら の
血 清 サ ン プ ル を 同 定 し た 。 つ い で 、 免 疫 枯 渇 に よ り 確 認 さ れ た HACA陽 性 血 清 を 、 以 下 に 記
載 す る 中 和 抗 体 ア ッ セ イ に か け た 。 HACAア ッ セ イ は 、 捕 捉 試 薬 と し て リ ツ キ シ マ ブ 、 検 出
試 薬 と し て ビ オ チ ン 化 リ ツ キ シ マ ブ を 用 い た 架 橋 態 様 で あ る 。 ア ッ セ イ は リ ツ キ シ マ ブ に
対 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル ヤ ギ 抗 体 を 用 い て 作 成 さ れ た 較 正 標 準 曲 線 を 有 す る 。 ア ッ セ イ に お
け る サ ン プ ル の 最 小 希 釈 度 は 、 1RU(相 対 単 位 )／ mLに て 、 最 低 ス タ ン ダ ー ド で 1/5で あ る 。
サ ン プ ル 反 応 が 5RU/mL(値 を 1/5希 釈 フ ァ ク タ ー で 補 正 )以 下 で あ る と 、 HACAに 対 し て 陰 性
で あ る と み な す 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 リ ツ キ シ マ ブ に 対 す る 中 和 抗 体 を 検 出 す る た め の ア ッ セ イ を 開 発 し た 。 中 和 抗 体 ア ッ セ
イ を 、 0.1%の ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン (BSA)、 20ｍ Mの HEPES (pH 7.2 -7.4)、 及 び 0.1mMの ゲ ン
タ マ イ シ ン が 補 填 さ れ た RPMI 1640培 養 培 地 を 使 用 し て 実 施 し た 。 ア ッ セ イ を 、 リ ツ キ シ
マ ブ に 対 す る 親 和 精 製 さ れ た ポ リ ク ロ ー ナ ル ヤ ギ 抗 体 を 使 用 し て 展 開 し 較 正 し た 。 ア ッ セ
イ を バ ッ フ ァ ー マ ト リ ッ ク ス で 実 施 す る 場 合 、 典 型 的 に は 1-10μ Lの ヤ ギ 抗 -リ ツ キ シ マ ブ
を 、 平 底 96-ウ ェ ル 組 織 培 養 プ レ ー ト で 種 々 の 濃 度 の リ ツ キ シ マ ブ (0-10μ g/mL) 50μ Lと
共 に プ レ イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 室 温 で 1-2時 間 プ レ イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 ア ッ セ イ 用 培
地 に 希 釈 し た 50μ Lの 1/3 ヒ ト 補 体 、 ア ッ セ イ 用 培 地 に 10６ 細 胞 /ｍ Lで 懸 濁 さ れ た 50 μ L
の WIL2-Sリ ン パ 芽 球 細 胞 を 添 加 し 、 混 合 物 を  37℃ 、 5% CO２ で 2時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、
補 体 媒 介 性 細 胞 溶 解 を 容 易 に さ せ た 。 つ い で 、 50μ Lの 未 希 釈 の AlamarBlue T M を 添 加 し 、 1
5-26時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 続 け た 。 プ レ ー ト を 、 振 と う す る こ と に よ り 10分 間 放 置 し て 室
温 ま で 冷 却 し 、 530nmで 励 起 し 590nmで 発 光 す る 蛍 光 を 、 96-ウ ェ ル 蛍 光 光 度 計 を 使 用 し て
読 み 取 っ た 。 相 対 蛍 光 単 位 (RFU)を 、 4-パ ラ メ ー タ ー 曲 線 適 合 プ ロ グ ラ ム (Softmax)を 使 用
し 、 リ ツ キ シ マ ブ 濃 度 に 対 し て プ ロ ッ ト し た 。 抗 体 の プ レ イ ン キ ュ ベ ー ト の あ る な し に よ
る ２ つ の 曲 線 を 比 較 す る こ と で 、 抗 -リ ツ キ シ マ ブ 抗 体 の 中 和 能 力 を 測 定 す る こ と が で き
る 。 抗 -リ ツ キ シ マ ブ 抗 体 が 、 与 え ら れ た 濃 度 に お い て 20％ 又 は そ れ 以 上 の リ ツ キ シ マ ブ
活 性 を 中 和 す る な ら ば 、 抗 -リ ツ キ シ マ ブ は 中 和 能 力 に 対 し て 陽 性 で あ る と 定 義 し た 。 こ
の こ と は 、 1μ gの リ ツ キ シ マ ブ を 中 和 す る た め の 抗 -リ ツ キ シ マ ブ の 量 を 測 定 す る こ と に
よ り さ ら に 定 量 化 す る こ と が で き る 。 リ ツ キ シ マ ブ を 中 和 す る た め の ヤ ギ 抗 -リ ツ キ シ マ
ブ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の モ ル 比 は 、 約 ３ 対 １ で あ る と 決 定 し た 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 テ ス ト 用 の 殆 ど の 患 者 サ ン プ ル が 血 清 サ ン プ ル で あ る の で 、 ア ッ セ イ 性 能 に 対 す る 血 清
マ ト リ ッ ク ス の 効 果 を 評 価 し た 。 ア ッ セ イ 用 培 地 に 5%及 び 10%の 正 常 な ヒ ト 血 清 を 含 め た
も の は 、 4-パ ラ メ ー タ 曲 線 適 合 に お い て 最 小 効 果 を 有 し た 。 血 清 濃 度 が 20%を 超 え る と 、
上 部 漸 近 線 に シ グ ナ ル 抑 制 が 観 察 さ れ た 。 し か し な が ら 、 血 清 は 、 IC５ ０ 値 に お い て 有 意
な シ フ ト を 示 さ な い で 、 50%ま で 耐 え る こ と が で き た 。 こ れ ら の デ ー タ に よ り 、 患 者 の 血
清 サ ン プ ル を さ ら に 操 作 す る こ と な く 、 抗 -リ ツ キ シ マ ブ 抗 体 を 検 出 す る た め に CDCア ッ セ
イ を 使 用 す る こ と が 可 能 で あ る こ と が 実 証 さ れ た 。 血 清 サ ン プ ル の テ ス ト 時 、 補 体 及 び 細
胞 懸 濁 液 の 添 加 前 に 、 50μ Lま で の 血 清 を 、 50μ Lの リ ツ キ シ マ ブ 希 釈 液 と 共 に イ ン キ ュ ベ
ー ト し た 。 残 り の 手 順 は 上 述 し た も の と 同 じ で あ っ た 。 デ ー タ 分 析 に お い て 、 中 和 活 性 を
測 定 す る た め に 、 リ ツ キ シ マ ブ 治 療 血 清 の 中 和 能 力 を 、 前 処 理 血 清 と 個 々 に 比 較 し た 。 血
清 マ ト リ ッ ク ス に お け る ア ッ セ イ の 感 度 ／ 検 出 限 界 を 、 親 和 精 製 さ れ た ヤ ギ 抗 -リ ツ キ シ
マ ブ を 正 常 な ヒ ト 血 清 に ス パ イ ク す る こ と に よ り 測 定 し た 。 現 在 の ア ッ セ イ 形 式 を 使 用 す
る と 、 検 出 す る こ と が で き る 最 も 少 な い 中 和 抗 体 の 量 は 、 約 1μ g/mLで あ る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 上 述 の ELISAア ッ セ イ に よ る 抗 体 反 応 (HACA+)を 示 す 、 リ ツ キ シ マ ブ で 治 療 さ れ た 全 身 性
エ リ テ マ ト ー デ ス (SLE)患 者 の サ ン プ ル を 、 中 和 抗 体 ア ッ セ イ で テ ス ト し た 。 ベ ー ス ラ イ
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ン 血 清 と リ ツ キ シ マ ブ 治 療 後 の 血 清 と の 間 に 有 意 な 差 が 観 察 さ れ た 。 CDC活 性 は HACA+血 清
で 完 全 に 又 は 部 分 的 に ブ ロ ッ ク さ れ 、 治 療 さ れ た サ ン プ ル に 中 和 活 性 が 示 さ れ た 。 こ れ に
対 し て 、 リ ツ キ シ マ ブ で の 治 療 前 に 得 ら れ た 血 清 サ ン プ ル で は 、 中 和 活 性 が 示 さ れ な か っ
た 。
　 要 約 す る と 、 本 実 施 例 は 、 リ ツ キ シ マ ブ で 治 療 さ れ た 患 者 の 血 清 に お け る 中 和 活 性 を 検
出 す る た め の 、 細 胞 ベ ー ス の 機 能 ア ッ セ イ 、 補 体 依 存 性 細 胞 傷 害 性 (CDC)ア ッ セ イ を 記 述
し て い る 。 こ の ア ッ セ イ は 抗 -薬 剤 抗 体 反 応 の 性 質 を 特 徴 付 け る の に 大 い に 有 用 で あ り ；
よ っ て 、 薬 剤 の 安 定 性 及 び 効 能 を 評 価 す る 際 に は 貴 重 に な る で あ ろ う 。
【 ０ １ １ ８ 】
実 施 例 ２
自 己 免 疫 疾 患 の 治 療
　 本 発 明 の 一 実 施 態 様 で は 、 こ こ で 記 載 さ れ る ア ッ セ イ は 、 自 己 免 疫 疾 患 を 有 す る 患 者 の
治 療 計 画 に 関 連 し て 使 用 さ れ う る 。 例 示 的 な 自 己 免 疫 疾 患 に は 、 若 年 性 関 節 リ ウ マ チ を 含
む 関 節 リ ウ マ チ (RA)、 ル ー プ ス 腎 炎 を 含 む 全 身 性 エ リ テ マ ト ー デ ス (SLE)、 ヴ ェ グ ナ ー 病
、 炎 症 性 大 腸 炎 、 突 発 性 又 は 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 (ITP)、 血 栓 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑
病 (TTP)、 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 症 、 多 発 性 硬 化 症 (MS)、 乾 癬 、 IgA腎 症 、 IgM多 発 性 神 経
障 害 、 重 症 筋 無 力 症 、 脈 管 炎 、 真 性 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 が 含 ま れ る 。
　 CD20に 結 合 す る 抗 体 (例 え ば リ ツ キ シ マ ブ 又 は ヒ ト 化 2H7)を 、 当 該 問 題 で あ る 自 己 免 疫
疾 患 を 治 療 す る た め の 有 効 量 、 患 者 に 投 与 す る 。 例 え ば 抗 体 は 、 毎 週 375mg/m２ を 4又 は 8
週 、 も し く は 1000mgを 1及 び 15日 で 投 与 さ れ て も よ い 。 抗 体 は 、 自 己 免 疫 疾 患 を 治 療 す る
た め の 一 又 は 複 数 の 他 の 薬 剤 、 例 え ば 上 述 の 部 分 に 列 挙 さ れ た 免 疫 抑 制 剤 、 化 学 療 法 剤 及
び ／ 又 は サ イ ト カ イ ン 類 ； 任 意 の 一 又 は 複 数 の 疾 患 緩 和 抗 リ ウ マ チ 剤 (DMARD)、 例 え ば ヒ
ド ロ キ シ ク ロ ロ キ ン 、 ス ル フ ァ サ ラ ジ ン 、 メ ト ト レ キ サ ー ト 、 レ フ ル ノ ミ ド 、 ア ザ チ オ プ
リ ン 、 D-ペ ニ シ ラ ミ ン 、 金 (経 口 用 )、 金 (筋 内 用 )、 ミ ノ サ イ ク リ ン 、 シ ク ロ ス ポ リ ン 、 ブ
ド ウ 球 菌 タ ン パ ク 質 A免 疫 吸 着 ； 静 注 用 免 疫 グ ロ ブ リ ン (IVIG)； 非 ス テ ロ イ ド 性 抗 炎 症 剤 (
NSAID)； グ ル コ コ ル チ コ イ ド (例 え ば 関 節 注 射 )； コ ル チ コ 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)抗 体 、 例 え ば エ タ
ネ ル セ プ ト ／ ENBRELＴ Ｍ 、 イ ン フ リ キ シ マ ブ ／ REMICADEＴ Ｍ 、 D2E7 (Knoll)又 は CDP-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 Ilodec
akin)； 血 液 凝 固 調 節 剤 (例 え ば WinRho)； IL-6ア ン タ ゴ ニ ス ト ／ 抗 -TNF(CBP 1011)； CD40
ア ン タ ゴ ニ ス ト (例 え ば IDEC 131)； Ig-Fcレ セ プ タ ー ア ン タ ゴ ニ ス ト (MDX33)； 免 疫 調 節 剤
(例 え ば 、 サ リ ド マ イ ド 又 は ImmuDyn)； 抗 -CD5抗 体 (例 え ば H5g1.1)； マ ク ロ フ ァ ー ジ イ ン
ヒ ビ タ ー (例 え ば MDX 33)； 共 刺 激 ブ ロ ッ カ ー (例 え ば 、  BMS 188667又 は ト レ リ マ ブ )； 補
体 イ ン ヒ ビ タ ー (例 え ば 、 h5G1.1、 3E10、 又 は 抗 -分 解 促 進 因 子 (DAF)抗 体 )； 又 は IL-2ア ン
タ ゴ ニ ス ト (zxSMART)と 併 用 し て も よ い 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 HACA(リ ツ キ シ マ ブ に 対 す る )又 は HAHA(ヒ ト 化 2H7に 対 す る )を 含 有 し 得 る 血 清 の 生 体 サ
ン プ ル は 、 ベ ー ス ラ イ ン 、 及 び ３ 、 ６ 及 び ９ ヶ 月 の 患 者 か ら 得 ら れ る 。 血 清 を ELISAに か
け 、 HACA又 は HAHAが そ こ に 存 在 す る か ど う か を 測 定 す る 。 ア ッ セ イ は 上 述 し た 実 施 例 １ に
記 載 さ れ て い る 。
　 つ い で 、 HACA又 は HAHAを 含 有 す る こ と が 示 さ れ た 血 清 を 、 上 述 し た 実 施 例 １ に 記 載 さ れ
た よ う に し て 中 和 抗 体 に つ い て テ ス ト す る 。 同 量 の 前 治 療 さ れ た 対 応 物 (す な わ ち HACA及
び HAHA陰 性 )と 比 較 し て 、 与 え ら れ た 濃 度 に て 、 リ ツ キ シ マ ブ 又 は ヒ ト 化 2H7の 約 20%又 は
そ れ 以 上 の 活 性 を 中 和 す る サ ン プ ル は 、 リ ツ キ シ マ ブ 又 は ヒ ト 化 2H7に 対 す る 中 和 抗 体 に
対 し て 陽 性 で あ る と 考 え ら れ る 。 陽 性 の 結 果 は 、 自 己 免 疫 疾 患 の 治 療 に お い て 抗 体 の 効 果
が 低 下 し た こ と を 示 す 。
【 ０ １ ２ ０ 】
実 施 例 ３
Ｂ 細 胞 悪 性 腫 瘍 の 治 療
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　 CD20陽 性 Ｂ 細 胞 悪 性 腫 瘍 、 例 え ば リ ン パ 球 優 位 型 ホ ジ キ ン 病 (LPHD)を 含 む ホ ジ キ ン 病 、
非 ホ ジ キ ン リ ン パ 腫 (NHL)、 濾 胞 中 心 細 胞 (FCC)リ ン パ 腫 、 急 性 リ ン パ 性 白 血 病 (ALL)、 慢
性 リ ン パ 性 白 血 病 (CLL)、 ヘ ア リ ー 細 胞 白 血 病 、 形 質 細 胞 様 リ ン パ 性 リ ン パ 腫 、 マ ン ト ル
細 胞 リ ン パ 腫 、 AIDS又 は HIV-関 連 リ ン パ 腫 、 多 発 性 骨 髄 腫 、 中 枢 神 経 系 (CNS)リ ン パ 腫 、
移 植 後 リ ン パ 増 殖 症 候 群 (PTLD)、 ヴ ァ ル デ ン ス ト レ ー ム マ ク ロ グ ロ ブ リ ン 血 症 (リ ン パ 形
質 細 胞 性 リ ン パ 腫 )、 粘 膜 関 連 リ ン パ 組 織 (MALT)リ ン パ 腫 、 又 は 辺 縁 帯 リ ン パ 腫 ／ 白 血 病
が 、 こ の 実 施 例 に 従 っ て 治 療 さ れ る 。
　 CD20に 結 合 す る 抗 体 (例 え ば リ ツ キ シ マ ブ 又 は ヒ ト 化 2H7)を 、 当 該 Ｂ 細 胞 悪 性 腫 瘍 を 治
療 す る た め の 有 効 量 で 患 者 に 投 与 す る 。 例 え ば 抗 体 は 、 毎 週 375mg/m２ を 4又 は 8週 投 与 す
る こ と が で き る 。
　 場 合 に よ っ て は 、 CD20抗 体 は 、 一 又 は 複 数 の 化 学 療 法 剤 と 組 み 合 わ せ ら れ る 。 CD20抗 体
と 組 み 合 わ せ ら れ る 好 ま し い 化 学 療 法 剤 は 、 ア ル キ ル 化 剤 又 は ア ン ト ラ サ イ ク リ ン ベ ー ス
の 化 学 療 法 剤 又 は フ ル ダ ラ ビ ン ベ ー ス の 化 学 療 法 剤 ； シ ス プ ラ チ ン 、 フ ル ダ ラ ビ ン 、 ビ ン
ブ ラ ス チ ン 、 ド キ ソ ル ビ シ ン 、 シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド 、 及 び ／ 又 は ビ ン ク リ ス チ ン で あ る 。
抗 体 と 組 み 合 わ せ る の に 特 に 所 望 さ れ る 化 学 療 法 剤 に は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が ： シ
ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド 、 ド キ ソ ル ビ シ ン 、 ビ ン ク リ ス チ ン 及 び プ レ ド ニ ゾ ン (CHOP) (Czuczman
ら  J Clin Oncol 17:268-76 (1999))； シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド 、 ビ ン ク リ ス チ ン 、 及 び プ レ
ド ニ ゾ ン (CVP)； フ ル ダ ラ ビ ン (例 え ば 、 CLL治 療 の た め )； フ ル ダ ラ ビ ン 、 シ ク ロ ホ ス フ ァ
ミ ド 、 及 び ミ ト キ サ ン ト ロ ン (FCM)； 又 は ド キ ソ ル ビ シ ン 、 ブ レ オ マ イ シ ン 、 ビ ン ブ ラ ス
チ ン 、 及 び ダ カ ル バ ジ ン (ABVD)等 で あ る 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 HACA(リ ツ キ シ マ ブ に 対 す る )又 は HAHA(ヒ ト 化 2H7に 対 す る )を 含 有 し 得 る 血 清 の 生 体 サ
ン プ ル は 、 ベ ー ス ラ イ ン 、 及 び ３ 、 ６ 及 び ９ ヶ 月 の 患 者 か ら 得 ら れ る 。 血 清 を ELISAに か
け 、 HACA又 は HAHAが そ こ に 存 在 す る か ど う か を 測 定 す る 。 ア ッ セ イ は 上 述 し た 実 施 例 １ に
記 載 さ れ て い る 。
　 つ い で 、 HACA又 は HAHAを 含 有 す る こ と が 示 さ れ た 血 清 を 、 上 述 し た 実 施 例 １ に 記 載 さ れ
た よ う に し て 中 和 抗 体 に つ い て テ ス ト す る 。 同 量 の 前 治 療 さ れ た 対 応 物 (す な わ ち HACA及
び HAHA陰 性 )と 比 較 し て 、 与 え ら れ た 濃 度 に て 、 リ ツ キ シ マ ブ 又 は ヒ ト 化 2H7の 約 20%又 は
そ れ 以 上 の 活 性 を 中 和 す る サ ン プ ル を 、 リ ツ キ シ マ ブ 又 は ヒ ト 化 2H7に 対 す る 中 和 抗 体 に
対 し て 陽 性 で あ る と 考 え ら れ る 。 中 和 抗 体 の 存 在 は 、 Ｂ 細 胞 悪 性 腫 瘍 の 治 療 に お い て 抗 体
の 効 果 が 低 減 し て い る こ と を 示 す 。
【 ０ １ ２ ２ 】
実 施 例 ４
外 来 抗 原 に 対 す る 免 疫 反 応 の ブ ロ ッ ク
　 本 実 施 例 で は 、 抗 -CD20抗 体 は 、 治 療 用 タ ン パ ク 質 (例 え ば マ ウ ス 抗 体 又 は 免 疫 毒 素 )、
遺 伝 子 治 療 用 ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 血 液 因 子 (例 え ば 第 VIII因 子 )、 血 小 板 、 又 は 移 植 片 等 の
外 来 抗 原 に 対 す る 免 疫 反 応 を ブ ロ ッ ク す る た め に 使 用 さ れ る 。
　 CD20抗 体 の 適 切 な 用 量 は 、 毎 週 与 え て 375mg/m２ で 4又 は 8回 注 入 で あ る 。 CD20抗 体 を 投
与 す る と 、 患 者 に お け る 免 疫 反 応 が 低 下 し 又 は な く な り 、 よ っ て 治 療 の 成 功 が 容 易 に な る
。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 移 植 片 に 対 す る 免 疫 反 応 を ブ ロ ッ ク す る た め に 、 急 性 拒 絶 の 予 防 の た め の 組 み 合 わ せ 免
疫 抑 制 法 の 一 部 と し て 、 CD20抗 体 を 使 用 す る こ と が で き る 。 こ の 設 定 で は 、 CD20抗 体 、 例
え ば リ ツ キ シ マ ブ 又 は ヒ ト 化 2H7は 、 抗 -IL-2レ セ プ タ ー 抗 体 の あ る な し に て 、 シ ク ロ ス ポ
リ ン 、 コ ル チ コ ス テ ロ イ ド 類 、 ミ コ フ ェ ノ ー ル 酸 モ フ ェ チ ル 等 の Ｔ 細 胞 に 対 す る 薬 剤 を 含
む 、 順 次 な さ れ る 組 み 合 わ せ 療 法 の 一 部 と し て 、 移 植 前 後 に 投 与 さ れ る 。 よ っ て 、 CD20抗
体 は 導 入 療 法 の 一 部 と 見 な さ れ 、 慢 性 的 免 疫 抑 制 療 法 と 共 に 使 用 さ れ る 。 CD20抗 体 は 、 ア
ロ 抗 体 の 生 成 を 阻 害 、 及 び ／ 又 は 抗 原 -提 示 細 胞 の 枯 渇 に よ る ア ロ 抗 原 の 付 与 に 影 響 を 与
え る こ と に よ り 、 ア ロ 拒 絶 反 応 の 防 止 に 寄 与 し 得 る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
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　 さ ら な る 免 疫 抑 制 剤 の 用 量 は 、 次 の 通 り で あ る ： シ ク ロ ス ポ リ ン (5mg/kg/日 )； コ ル チ
コ ス テ ロ イ ド 類 (1mg/kg、 徐 々 に 減 ら す )； ミ コ フ ェ ノ ー ル 酸 モ フ ェ チ ル (1グ ラ ム を 1日 に 2
回 )； 及 び 抗 -IL2レ セ プ タ ー 抗 体 (1mg/kg、 1週 間 に 5回 注 入 )。 ま た CD20抗 体 は 、 他 の 誘 導
免 疫 抑 制 剤 、 例 え ば 抗 -リ ン パ 球 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 又 は 抗 -CD3モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ； 持
続 性 免 疫 抑 制 剤 、 例 え ば カ ル シ ニ ュ ー リ ン イ ン ヒ ビ タ ー (例 え ば タ ク ロ リ ム ス )、 及 び 抗 増
殖 剤 (例 え ば 、 ア ザ チ オ プ リ ン 、 レ フ ル ノ ミ ド 又 は シ ロ リ ム ス )； 又 は Ｔ 細 胞 副 刺 激 の 封 鎖
、 Ｔ 細 胞 付 着 分 子 の 封 鎖 、 Ｔ 細 胞 ア ク セ サ リ ー 分 子 の 封 鎖 を 含 む 組 み 合 わ せ 療 法 と 組 み 合
わ せ て も よ い 。
　 急 性 拒 絶 の 予 防 の 他 に も 、 CD20抗 体 は 急 性 拒 絶 の 治 療 に 使 用 し て も よ い 。 CD20の 適 切 な
用 量 は 上 述 し た 通 り で あ る 。 CD20抗 体 は 、 急 性 拒 絶 の 治 療 に お い て 、 CD3モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 及 び ／ 又 は コ ル チ コ ス テ ロ イ ド 類 と 組 み 合 わ せ ら れ て も よ い 。
　 ま た CD20抗 体 は 、 (ａ )「 慢 性 」 ア ロ 移 植 片 拒 絶 の 治 療 又 は 予 防 の た め に 、 移 植 後 期 間 の
後 期 に 単 独 で 、 又 は 他 の 免 疫 抑 制 剤 及 び ／ 又 は 共 刺 激 封 鎖 と 組 み 合 わ せ て ； (ｂ )耐 性 包 含
療 法 の 一 部 と し て ； 又 は (ｃ )異 種 移 植 の 設 定 に 使 用 さ れ て も よ い 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 HACA(リ ツ キ シ マ ブ に 対 す る )又 は HAHA(ヒ ト 化 2H7に 対 す る )を 含 有 し 得 る 血 清 の 生 体 サ
ン プ ル は 、 ベ ー ス ラ イ ン 、 及 び ３ 、 ６ 及 び ９ ヶ 月 の 患 者 か ら 得 ら れ る 。 血 清 を ELISAに か
け 、 HACA又 は HAHAが そ こ に 存 在 す る か ど う か を 測 定 す る 。 ア ッ セ イ は 上 述 し た 実 施 例 １ に
記 載 さ れ て い る 。
　 つ い で 、 HACA又 は HAHAを 含 む こ と が 示 さ れ た 血 清 を 、 上 述 し た 実 施 例 １ に 記 載 さ れ た よ
う に し て 中 和 抗 体 に つ い て テ ス ト す る 。 同 量 の 前 治 療 さ れ た 対 応 物 (す な わ ち HACA及 び HAH
A陰 性 )と 比 較 し て 、 与 え ら れ た 濃 度 に て 、 リ ツ キ シ マ ブ 又 は ヒ ト 化 2H7の 約 20%又 は そ れ 以
上 の 活 性 を 中 和 す る サ ン プ ル を 、 リ ツ キ シ マ ブ 又 は ヒ ト 化 2H7に 対 す る 中 和 抗 体 に 対 し て
陽 性 で あ る と 考 え る こ と が で き る 。 中 和 抗 体 反 応 が 検 出 さ れ た 場 合 、 こ れ は 、 抗 体 が 、 当
該 外 来 抗 原 に 対 す る 免 疫 反 応 を ブ ロ ッ ク す る 能 力 が 低 下 し た こ と を 示 す 。
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【 国 際 調 査 報 告 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(40) JP 2007-500844 A 2007.1.18



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(41) JP 2007-500844 A 2007.1.18



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(42) JP 2007-500844 A 2007.1.18



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(43) JP 2007-500844 A 2007.1.18



フロントページの続き

(51)Int.Cl.                             ＦＩ                                    テーマコード（参考）
                        Ａ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１Ｐ  29/00     (2006.01)  29/00     (2006.01)  29/00     (2006.01)  29/00     (2006.01)  29/00     (2006.01)  29/00     (2006.01)  29/00     (2006.01)  29/00     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  37/06    　　　　          　　　　　
                        Ａ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１Ｐ  37/02     (2006.01)  37/02     (2006.01)  37/02     (2006.01)  37/02     (2006.01)  37/02     (2006.01)  37/02     (2006.01)  37/02     (2006.01)  37/02     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  29/00    １０１　          　　　　　
                        Ａ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１Ｐ   1/04     (2006.01)   1/04     (2006.01)   1/04     (2006.01)   1/04     (2006.01)   1/04     (2006.01)   1/04     (2006.01)   1/04     (2006.01)   1/04     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  37/02    　　　　          　　　　　
                        Ａ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１Ｐ   7/04     (2006.01)   7/04     (2006.01)   7/04     (2006.01)   7/04     (2006.01)   7/04     (2006.01)   7/04     (2006.01)   7/04     (2006.01)   7/04     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  29/00    　　　　          　　　　　
                        Ａ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１Ｐ  25/00     (2006.01)  25/00     (2006.01)  25/00     (2006.01)  25/00     (2006.01)  25/00     (2006.01)  25/00     (2006.01)  25/00     (2006.01)  25/00     (2006.01)           Ａ６１Ｐ   1/04    　　　　          　　　　　
                        Ａ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１Ｐ  17/06     (2006.01)  17/06     (2006.01)  17/06     (2006.01)  17/06     (2006.01)  17/06     (2006.01)  17/06     (2006.01)  17/06     (2006.01)  17/06     (2006.01)           Ａ６１Ｐ   7/04    　　　　          　　　　　
                        Ａ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１Ｐ  13/12     (2006.01)  13/12     (2006.01)  13/12     (2006.01)  13/12     (2006.01)  13/12     (2006.01)  13/12     (2006.01)  13/12     (2006.01)  13/12     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  25/00    　　　　          　　　　　
                        Ａ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１Ｐ  21/04     (2006.01)  21/04     (2006.01)  21/04     (2006.01)  21/04     (2006.01)  21/04     (2006.01)  21/04     (2006.01)  21/04     (2006.01)  21/04     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  17/06    　　　　          　　　　　
                        Ａ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１Ｐ   3/10     (2006.01)   3/10     (2006.01)   3/10     (2006.01)   3/10     (2006.01)   3/10     (2006.01)   3/10     (2006.01)   3/10     (2006.01)   3/10     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  13/12    　　　　          　　　　　
                        Ａ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１Ｐ  35/00     (2006.01)  35/00     (2006.01)  35/00     (2006.01)  35/00     (2006.01)  35/00     (2006.01)  35/00     (2006.01)  35/00     (2006.01)  35/00     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  21/04    　　　　          　　　　　
                        Ａ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１Ｐ  35/02     (2006.01)  35/02     (2006.01)  35/02     (2006.01)  35/02     (2006.01)  35/02     (2006.01)  35/02     (2006.01)  35/02     (2006.01)  35/02     (2006.01)           Ａ６１Ｐ   3/10    　　　　          　　　　　
   Ｃ０７Ｋ  16/28     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  35/00    　　　　          　　　　　
   　　　　                                Ａ６１Ｐ  35/02    　　　　          　　　　　
   　　　　                                Ｃ０７Ｋ  16/28    　　　　          　　　　　

(81)指定国　　　　  AP(BW,GH,GM,KE,LS,MW,MZ,NA,SD,SL,SZ,TZ,UG,ZM,ZW),EA(AM,AZ,BY,KG,KZ,MD,RU,TJ,TM),
EP(AT,BE,BG,CH,CY,CZ,DE,DK,EE,ES,FI,FR,GB,GR,HU,IE,IT,LU,MC,NL,PL,PT,RO,SE,SI,SK,TR),OA(BF,BJ,CF,CG,
CI,CM,GA,GN,GQ,GW,ML,MR,NE,SN,TD,TG),AE,AG,AL,AM,AT,AU,AZ,BA,BB,BG,BR,BW,BY,BZ,CA,CH,CN,CO,CR,CU,CZ,
DE,DK,DM,DZ,EC,EE,EG,ES,FI,GB,GD,GE,GH,GM,HR,HU,ID,IL,IN,IS,JP,KE,KG,KP,KR,KZ,LC,LK,LR,LS,LT,LU,LV,M
A,MD,MG,MK,MN,MW,MX,MZ,NA,NI,NO,NZ,OM,PG,PH,PL,PT,RO,RU,SC,SD,SE,SG,SK,SL,SY,TJ,TM,TN,TR,TT,TZ,UA,UG
,US,UZ,VC,VN,YU,ZA,ZM,ZW

(72)発明者  ソン，アン
            アメリカ合衆国　カリフォルニア　９４３０６，パロ　アルト，　ミドルフィールド　ロード　３
            ５６１
Ｆターム(参考) 2G045 AA40  CA19  CA26  DA37  FB03 
　　　　 　　  4C085 AA13  AA14  AA19  BA07  BA51  BB01  BB11  BB23  BB50  CC22 
　　　　 　　        CC23  GG02  GG04 
　　　　 　　  4H045 AA30  BA10  CA40  DA76  EA20  EA50 

(44) JP 2007-500844 A 2007.1.18



专利名称(译) 人抗CD20抗体的测定及其用途

公开(公告)号 JP2007500844A 公开(公告)日 2007-01-18

申请号 JP2006521838 申请日 2004-06-24

[标]申请(专利权)人(译) 健泰科生物技术公司

申请(专利权)人(译) Genentech公司

[标]发明人 ベレシーニモーリン
ソンアン

发明人 ベレシーニ,モーリン
ソン,アン

IPC分类号 G01N33/50 G01N33/15 G01N33/53 A61K39/395 A61P37/06 A61P29/00 A61P37/02 A61P1/04 A61P7
/04 A61P25/00 A61P17/06 A61P13/12 A61P21/04 A61P3/10 A61P35/00 A61P35/02 C07K16/28 
G01N33/564 G01N33/567 G01N33/574

CPC分类号 A61P1/04 A61P13/12 A61P17/06 A61P21/04 A61P25/00 A61P29/00 G01N33/564 G01N33/57492 
G01N2333/70596

FI分类号 G01N33/50.ZNA.Z G01N33/15.Z G01N33/53.D A61K39/395.D A61K39/395.N A61P37/06 A61P29/00.
101 A61P37/02 A61P29/00 A61P1/04 A61P7/04 A61P25/00 A61P17/06 A61P13/12 A61P21/04 A61P3
/10 A61P35/00 A61P35/02 C07K16/28

F-TERM分类号 2G045/AA40 2G045/CA19 2G045/CA26 2G045/DA37 2G045/FB03 4C085/AA13 4C085/AA14 4C085
/AA19 4C085/BA07 4C085/BA51 4C085/BB01 4C085/BB11 4C085/BB23 4C085/BB50 4C085/CC22 
4C085/CC23 4C085/GG02 4C085/GG04 4H045/AA30 4H045/BA10 4H045/CA40 4H045/DA76 4H045
/EA20 4H045/EA50

优先权 60/490678 2003-07-29 US

外部链接 Espacenet

摘要(译)

描述了用于检测针对诸如CD20抗体的治疗性抗体的中和抗体的方法。该
测定可用于确定抗体在免疫疗法中的作用。

https://share-analytics.zhihuiya.com/view/ee686d1d-30c5-428b-97ed-b0cb2b0b95d7
https://worldwide.espacenet.com/patent/search/family/034193089/publication/JP2007500844A?q=JP2007500844A

