
(57)【要約】
　本発明は新規な抗体、特に上皮成長因子受容体の欠失型変異体、および特にタイプ III
の欠失型変異体、 EGFRvIIIを対象とする抗体に関する。本発明は、上皮成長因子受容体の
欠失型変異体、および特に EGFRvIIIを対象とするヒトモノクローナル抗体にも関する。こ
のような抗体、およびそれらの免疫複合体の診断用および治療用配合物も提供する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 EGFRvIIIお よ び 配 列 LEEKKGNYVVTDHC(配 列 番 号 56)を 含 む ペ プ チ ド と 特 異 的 に 結 合 す る 単
離 し た ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ２ 】
　 LEEKKGNYVVTDHCを 含 む 配 列 (配 列 番 号 56)内 に 含 ま れ る エ ピ ト ー プ と 特 異 的 に 結 合 す る 単
離 し た ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ っ て 、 前 記 配 列 に 結 合 す る の に 使 用 さ れ る 残 基 が 、 EE
K、 KKNYV、 LEK、 EKNYお よ び EEKGNか ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 抗 体 。
【 請 求 項 ３ 】
　 VH3-33遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ て い る 重 鎖 可 変 領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 単 離 し た ヒ
ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 重 鎖 可 変 領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列 が 、 JH4b遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ て い る ア ミ ノ 酸 配
列 を 更 に 含 む 、 請 求 項 3に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ５ 】
　 前 記 重 鎖 可 変 領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列 が 、 D6-13お よ び D3-9か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る D遺 伝
子 に よ っ て コ ー ド さ れ て い る ア ミ ノ 酸 配 列 を 更 に 含 む 、 請 求 項 3に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ６ 】
　 A23(VK2)遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ て い る 軽 鎖 可 変 領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 単 離 し た
ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 軽 鎖 可 変 領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列 が 、 JK1遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ て い る ア ミ ノ 酸 配
列 を 更 に 含 む 、 請 求 項 6に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ８ 】
　 EGFRvIIIと 結 合 し 、 抗 体 13.1.2（ 配 列 番 号 138） 、 131（ 配 列 番 号 2） 、 170（ 配 列 番 号 4
） 、 150（ 配 列 番 号 5） 、 095（ 配 列 番 号 ７ ） 、 250（ 配 列 番 号 9） 、 139（ 配 列 番 号 10） 、 21
1（ 配 列 番 号 12） 、 124（ 配 列 番 号 13） 、 318（ 配 列 番 号 15） 、 342（ 配 列 番 号 16） お よ び 33
3（ 配 列 番 号 17） の 重 鎖 ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 重 鎖 ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む
、 単 離 し た 抗 体 ま た は そ の 断 片 。
【 請 求 項 ９ 】
　 前 記 抗 体 が モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 8に 記 載 の 抗 体 。 　
【 請 求 項 １ ０ 】
　 前 記 抗 体 が キ メ ラ 抗 体 で あ る 、 請 求 項 8に 記 載 の 抗 体 。 　
【 請 求 項 １ １ 】
　 前 記 抗 体 が ヒ ト 化 抗 体 で あ る 、 請 求 項 8に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 前 記 抗 体 が ヒ ト 抗 体 で あ る 、 請 求 項 8に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 前 記 抗 体 ま た は 断 片 が 、 薬 剤 と し て 許 容 可 能 な 担 体 ま た は 希 釈 剤 と 結 合 し て い る 、 請 求
項 8に 記 載 の 抗 体 ま た は 断 片 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 請 求 項 8に 記 載 の 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 請 求 項 8に 記 載 の 抗 体 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 含 む 形 質 転 換 細 胞 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 前 記 細 胞 が チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 巣 細 胞 で あ る 、 請 求 項 14に 記 載 の 細 胞 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 EGFRvIIIの 発 現 と 関 連 す る 細 胞 の 増 殖 を 阻 害 す る 方 法 で あ っ て 、 有 効 量 の 抗 体 ま た は そ
の 断 片 で EGFRvIIIを 発 現 す る 細 胞 を 処 置 す る こ と を 含 み 、 前 記 抗 体 ま た は そ の 断 片 が EGFR
vIIIと 結 合 し 、 前 記 抗 体 が 、 抗 体 13.1.2 (配 列 番 号 138)、 131(配 列 番 号 2)、 170 (配 列 番
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号 4)、 150 (配 列 番 号 5)、 095 (配 列 番 号 7)、 250 (配 列 番 号 9)、 139 (配 列 番 号 10)、 211 (
配 列 番 号 12)、 124 (配 列 番 号 13)、 318 (配 列 番 号 15)、 342 (配 列 番 号 16)、 お よ び 333 (配
列 番 号 17) の 重 鎖 ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 重 鎖 ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 in vivoで 行 う 、 請 求 項 17に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 哺 乳 類 で 行 う 、 請 求 項 17に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 前 記 哺 乳 類 が ヒ ト で あ る 、 請 求 項 19に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 前 記 哺 乳 類 が 上 皮 細 胞 増 殖 を 伴 う 癌 に 罹 患 し て い る 、 請 求 項 19に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 前 記 癌 が 、 肺 、 結 腸 、 胃 、 腎 臓 、 前 立 腺 、 胸 部 、 膠 芽 細 胞 ま た は 卵 巣 癌 を 含 む 、 請 求 項
21に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 EGFRvIIIと 結 合 す る 単 離 し た 抗 体 で あ っ て 、 以 下 の 相 補 性 決 定 領 域 (CDR):
　 (a)抗 体 13.1.2(配 列 番 号 138)、 131(配 列 番 号 2)、 170(配 列 番 号 4)、 150(配 列 番 号 5)、 09
5(配 列 番 号 7)、 250(配 列 番 号 9)、 139(配 列 番 号 10)、 211(配 列 番 号 12)、 124(配 列 番 号 13)
、 318(配 列 番 号 15)、 342(配 列 番 号 16)、 お よ び 333(配 列 番 号 17)の CDR1領 域 の ア ミ ノ 酸 配
列 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 配 列 か ら な る CDR1、
　 (b)抗 体 13.1.2(配 列 番 号 138)、 131(配 列 番 号 2)、 170(配 列 番 号 4)、 150(配 列 番 号 5)、 09
5(配 列 番 号 7)、 250(配 列 番 号 9)、 139(配 列 番 号 10)、 211(配 列 番 号 12)、 124(配 列 番 号 13)
、 318(配 列 番 号 15)、 342(配 列 番 号 16)、 お よ び 333(配 列 番 号 17)の CDR2領 域 の ア ミ ノ 酸 配
列 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 配 列 か ら な る CDR2、 お よ び
　 (c)抗 体 13.1.2(配 列 番 号 138)、 131(配 列 番 号 2)、 170(配 列 番 号 4)、 150(配 列 番 号 5)、 09
5(配 列 番 号 7)、 250(配 列 番 号 9)、 139(配 列 番 号 10)、 211(配 列 番 号 12)、 124(配 列 番 号 13)
、 318(配 列 番 号 15)、 342(配 列 番 号 16)、 お よ び 333(配 列 番 号 17)の CDR3領 域 の ア ミ ノ 酸 配
列 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 配 列 か ら な る CDR3、
を 含 む 重 鎖 ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 、 単 離 し た 抗 体 。 　
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 前 記 抗 体 が モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 23に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 前 記 抗 体 が キ メ ラ 抗 体 で あ る 、 請 求 項 23に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 前 記 抗 体 が ヒ ト 化 抗 体 で あ る 、 請 求 項 23に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 前 記 抗 体 が ヒ ト 抗 体 で あ る 、 請 求 項 23に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 前 記 抗 体 ま た は 断 片 が 、 薬 剤 と し て 許 容 可 能 な 担 体 ま た は 希 釈 剤 と 結 合 し て い る 、 請 求
項 23に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 請 求 項 23に 記 載 の 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 請 求 項 23に 記 載 の 抗 体 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 含 む 形 質 転 換 細 胞 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 前 記 細 胞 が チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 巣 細 胞 で あ る 、 請 求 項 29に 記 載 の 細 胞 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 EGFRvIIIの 発 現 と 関 連 す る 細 胞 の 増 殖 を 阻 害 す る 方 法 で あ っ て 、 有 効 量 の 請 求 項 23に 記
載 の 抗 体 ま た は そ の 断 片 で EGFRvIIIを 発 現 す る 細 胞 を 処 置 す る こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
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　 in vivoで 行 う 、 請 求 項 32に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 哺 乳 類 で 行 う 、 請 求 項 32に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 前 記 哺 乳 類 が ヒ ト で あ る 、 請 求 項 34に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 前 記 哺 乳 類 が 上 皮 細 胞 増 殖 を 伴 う 癌 に 罹 患 し て い る 、 請 求 項 34に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 前 記 癌 が 、 肺 、 結 腸 、 胃 、 腎 臓 、 前 立 腺 、 胸 部 、 膠 芽 細 胞 ま た は 卵 巣 癌 を 含 む 、 請 求 項
36に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 EGFRvIIIと 結 合 す る 単 離 し た 抗 体 で あ っ て 、 以 下 の 相 補 性 決 定 領 域 (CDR):
　 (a)配 列 番 号 140、 19、 20、 21、 29、 23、 25、 26、 28、 33、 31お よ び 32で 同 定 さ れ る 抗 体
13.1.2、 131、 170、 150、 123、 095、 139、 250、 211、 318、 342お よ び 333の CDR1領 域 の ア
ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 配 列 か ら な る CDR1、
　 (b)配 列 番 号 140、 19、 20、 21、 29、 23、 25、 26、 28、 33、 31お よ び 32で 同 定 さ れ る 抗 体
13.1.2、 131、 170、 150、 123、 095、 139、 250、 211、 318、 342お よ び 333の CDR2領 域 の ア
ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 配 列 か ら な る CDR2、 お よ び
　 (c)配 列 番 号 140、 19、 20、 21、 29、 23、 25、 26、 28、 33、 31お よ び 32で 同 定 さ れ る 抗 体
13.1.2、 131、 170、 150、 123、 095、 139、 250、 211、 318、 342お よ び 333の CDR3領 域 の ア
ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 配 列 か ら な る CDR3、
を 含 む 軽 鎖 ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 、 単 離 し た 抗 体 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 以 下 の 相 補 性 決 定 領 域 (CDR):
　 (a)配 列 番 号 138、 2、 4、 5、 7、 9、 10、 12、 13、 15、 16、 お よ び 17で 同 定 さ れ る 抗 体 13.
1.2、 131、 170、 150、 095、 250、 139、 211、 124、 318、 342お よ び 333の CDR1領 域 の ア ミ ノ
酸 配 列 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 配 列 か ら な る CDR1、
　 (b)配 列 番 号 138、 2、 4、 5、 7、 9、 10、 12、 13、 15、 16、 お よ び 17で 同 定 さ れ る 抗 体 13.
1.2、 131、 170、 150、 095、 250、 139、 211、 124、 318、 342お よ び 333の CDR2領 域 の ア ミ ノ
酸 配 列 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 配 列 か ら な る CDR2、 お よ び
　 (c)配 列 番 号 138、 2、 4、 5、 7、 9、 10、 12、 13、 15、 16、 お よ び 17で 同 定 さ れ る 抗 体 13.
1.2、 131、 170、 150、 095、 250、 139、 211、 124、 318、 342お よ び 333の CDR3領 域 の ア ミ ノ
酸 配 列 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 配 列 か ら な る CDR3、
を 含 む 重 鎖 ア ミ ノ 酸 配 列 を 更 に 含 む 、 請 求 項 38に 記 載 の EGFRvIIIと 結 合 す る 単 離 し た 抗 体
体 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 EGFRvIIIの 発 現 と 関 連 す る 細 胞 の 増 殖 を 阻 害 す る 方 法 で あ っ て 、 有 効 量 の 請 求 項 38に 記
載 の 抗 体 ま た は そ の 断 片 で EGFRvIIIを 発 現 す る 細 胞 を 処 置 す る こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 in vivoで 行 う 、 請 求 項 40に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 哺 乳 類 で 行 う 、 請 求 項 40に 記 載 の 方 法 。 　
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 前 記 哺 乳 類 が ヒ ト で あ る 、 請 求 項 42に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 前 記 哺 乳 類 が 上 皮 細 胞 増 殖 を 伴 う 癌 に 罹 患 し て い る 、 請 求 項 42に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 前 記 癌 が 、 肺 癌 腫 、 乳 癌 腫 、 頭 部 お よ び 首 部 分 の 癌 、 前 立 腺 癌 腫 ま た は 膠 芽 細 胞 腫 で あ
る 、 請 求 項 44に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
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　 配 列 番 号 138、 2、 4、 5、 7、 9、 10、 12、 13、 15、 16、 お よ び 17で 同 定 さ れ る 抗 体 13.1.2
、 131、 170、 150、 123、 095、 139、 250、 211、 318、 342、 お よ び 333の 重 鎖 ア ミ ノ 酸 配 列
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 重 鎖 ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 単 離 し
た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 ま た は そ の 断 片 で あ っ て 、 前 記 単 離 し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 が
配 列 番 号 56で 同 定 さ れ る 配 列 を 有 す る ペ プ チ ド を 結 合 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 ま た は そ
の 断 片 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 配 列 番 号 19、 20、 21、 29、 23、 25、 26、 28、 33、 31お よ び 32で 同 定 さ れ る 抗 体 13.1.2、
131、 170、 150、 123、 095、 139、 250、 211、 342、 333、 お よ び 318の 軽 鎖 ア ミ ノ 酸 配 列 か
ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 軽 鎖 ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 単 離 し た
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 ま た は そ の 断 片 で あ っ て 、 前 記 単 離 し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 が 配
列 番 号 56で 同 定 さ れ る 配 列 を 有 す る ペ プ チ ド を 結 合 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 ま た は そ の
断 片 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 容 器 、 そ の 中 に 含 ま れ る 組 成 物 、 お よ び 前 記 組 成 物 を 使 用 し て EGFRvIIIの 発 現 に よ っ て
特 徴 付 け ら れ る 癌 を 治 療 す る こ と が で き る こ と を 示 す パ ッ ケ ー ジ 挿 入 物 ま た は 標 識 を 含 む
製 造 品 で あ っ て 、 前 記 組 成 物 が 請 求 項 1に 記 載 の 抗 体 を 含 む 製 造 品 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 前 記 癌 が 、 肺 癌 腫 、 乳 癌 腫 、 頭 部 お よ び 首 部 分 の 癌 、 前 立 腺 癌 腫 ま た は 膠 芽 細 胞 腫 で あ
る 、 請 求 項 48に 記 載 の 製 造 品 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 肺 、 結 腸 、 胃 、 腎 臓 、 前 立 腺 ま た は 卵 巣 癌 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 哺 乳 動 物 組 織 ま
た は 細 胞 中 の EGFRvIIIを 検 出 す る た め の ア ッ セ イ キ ッ ト で あ っ て 、 前 記 EGFRvIIIが 上 皮 癌
に よ っ て 発 現 す る 抗 原 で あ り 、 抗 原 タ ン パ ク 質 と 結 合 す る 抗 体 、 お よ び 存 在 す る 場 合 抗 体
と 抗 原 の 反 応 を 示 す た め の 手 段 を 含 む キ ッ ト 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 前 記 抗 体 が モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 50に 記 載 の ア ッ セ イ キ ッ ト 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 抗 原 に 結 合 す る 前 記 抗 体 が 標 識 さ れ て い る 、 請 求 項 50に 記 載 の ア ッ セ イ キ ッ ト 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
　 前 記 抗 体 が 非 標 識 の 一 次 抗 体 で あ り 、 反 応 を 示 す た め の 前 記 手 段 が 抗 免 疫 グ ロ ブ リ ン で
あ る 標 識 し た 二 次 抗 体 を 含 む 、 請 求 項 50に 記 載 の ア ッ セ イ キ ッ ト 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
　 抗 原 と 結 合 す る 前 記 抗 体 が 、 蛍 光 色 素 、 酵 素 、 放 射 性 核 種 お よ び 放 射 線 不 透 過 性 物 質 か
ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る マ ー カ ー で 標 識 さ れ て い る 、 請 求 項 50に 記 載 の ア ッ セ イ キ ッ ト 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
　 抗 原 と 結 合 す る 前 記 抗 体 が 、 過 剰 発 現 野 生 型 EGFRと も 結 合 す る 、 請 求 項 50に 記 載 の ア ッ
セ イ キ ッ ト 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
　 患 者 の 選 択 用 に 臨 床 上 使 用 す る 、 請 求 項 50に 記 載 の ア ッ セ イ キ ッ ト 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
　 新 規 な Gly残 基 を 含 む EGFRvIIIの エ ピ ト ー プ を 、 Gly残 基 が 欠 落 し て い る エ ピ ト ー プ に 比
べ て 選 択 的 に 認 識 す る 抗 体 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
　 EGFRvIIIの 精 製 し た タ ン パ ク 質 変 異 体 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
　 EGFRvIIIタ ン パ ク 質 が pFLAG挿 入 体 を 含 む 、 請 求 項 58に 記 載 の 変 異 体 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
　 配 列 番 号 56の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 、 請 求 項 58に 記 載 の 変 異 体 。
【 請 求 項 ６ １ 】
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　 in silicoで 存 在 す る 、 請 求 項 58に 記 載 の 変 異 体 。
【 請 求 項 ６ ２ 】
　 認 識 配 列 EEKKGNYVVT(配 列 番 号 57)と 結 合 す る 抗 体 ま た は そ の 変 異 体 。
【 請 求 項 ６ ３ 】
　 EGFRvIIIと 特 異 的 に 結 合 す る 単 離 し た 抗 体 変 異 体 。
【 請 求 項 ６ ４ 】
　 EGFRvIIIお よ び 配 列 EEKKGNYVVT(配 列 番 号 57)を 含 む ペ プ チ ド と 特 異 的 に 更 に 結 合 す る 、
請 求 項 63に 記 載 の 単 離 し た 抗 体 変 異 体 。
【 請 求 項 ６ ５ 】
　 エ ピ ト ー プ を 形 成 す る ペ プ チ ド の 残 基 が 、 EKNYお よ び EEKGNか ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る
、 請 求 項 63に 記 載 の 単 離 し た 抗 体 変 異 体 。
【 請 求 項 ６ ６ 】
　 野 生 型 EGFRタ ン パ ク 質 と 結 合 す る よ り 10倍 強 く 前 記 ペ プ チ ド 配 列 と 結 合 す る 、 請 求 項 63
に 記 載 の 単 離 し た 抗 体 変 異 体 。
【 請 求 項 ６ ７ 】
　 EGFRvIIIお よ び 配 列 LEEKKGNYVVTDHC(配 列 番 号 56)を 含 む ペ プ チ ド と 特 異 的 に 結 合 す る 、
単 離 し た 抗 体 変 異 体 。
【 請 求 項 ６ ８ 】
　 相 補 性 決 定 領 域 が 、 重 鎖 の CDR2お よ び CDR3、 軽 鎖 の CDR3、 お よ び 軽 鎖 の CDR1由 来 の 小 さ
な 部 分 に よ っ て 作 製 さ れ る 深 い キ ャ ビ テ ィ を 含 む 、 請 求 項 67に 記 載 の 単 離 し た 抗 体 ま た は
変 異 体 。
【 請 求 項 ６ ９ 】
　 残 基 31、 37、 95～ 101、 143～ 147、 159、 162～ 166、 169～ 171、 211～ 219、 221、 お よ び 2
23が 、 結 合 キ ャ ビ テ ィ の 5Å 以 内 に 存 在 す る 、 請 求 項 67に 記 載 の 単 離 し た 抗 体 ま た は 変 異
体 。
【 請 求 項 ７ ０ 】
　 相 補 性 決 定 領 域 が 、 重 鎖 CDR2お よ び CDR3、 お よ び 軽 鎖 CDR1、 CDR2、 お よ び CDR3に よ っ て
作 製 さ れ る 狭 い 溝 を 含 む 、 請 求 項 67に 記 載 の 単 離 し た 抗 体 ま た は 変 異 体 。
【 請 求 項 ７ １ 】
　 残 基 31、 33、 35～ 39、 51、 54～ 56、 58～ 61、 94～ 101、 144～ 148、 160、 163～ 166、 172
、 お よ び 211～ 221が 、 結 合 に 関 与 す る 溝 の 5Å 以 内 に 存 在 す る 、 請 求 項 67に 記 載 の 単 離 し
た 抗 体 ま た は 変 異 体 。
【 請 求 項 ７ ２ 】
　 残 基 31～ 33、 35、 37、 55、 96～ 101、 148、 163、 165、 170、 172、 178、 217、 お よ び 218
が 、 結 合 に 関 与 す る 溝 の 5Å 以 内 に 存 在 す る 、 請 求 項 67に 記 載 の 単 離 し た 抗 体 ま た は 変 異
体 。
【 請 求 項 ７ ３ 】
　 ペ プ チ ド EEKKGN(配 列 番 号 127)の エ ピ ト ー プ が 抗 体 の パ ラ ト ー プ と 結 合 す る 時 に 、 少 な
く と も 1つ の 結 合 が 、 E2と Y172、 K3と H31、 K4と H31、 N6と D33、 N6と Y37、 お よ び N6と K55か
ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 2残 基 間 で 形 成 さ れ る よ う に 、 抗 体 の パ ラ ト ー プ が 形 成 さ れ る 、
請 求 項 67に 記 載 の 単 離 し た 抗 体 ま た は 変 異 体 。
【 請 求 項 ７ ４ 】
　 ペ プ チ ド EEKKGNY(配 列 番 号 131)の エ ピ ト ー プ が 抗 体 の パ ラ ト ー プ と 結 合 す る 時 に 、 少 な
く と も 1つ の 結 合 が 、 K4と Q95、 K4と Q95、 N6と Q98、 G5と H31、 Y7と H31、 Y7と W165か ら な る
群 か ら 選 択 さ れ る 2残 基 間 で 形 成 さ れ る よ う に 、 抗 体 の パ ラ ト ー プ が 形 成 さ れ る 、 請 求 項 6
7に 記 載 の 単 離 し た 抗 体 ま た は 変 異 体 。
【 請 求 項 ７ ５ 】
　 構 造 ま た は 相 互 作 用 が in silicoで 決 定 さ れ る 、 請 求 項 68か ら 74の い ず れ か 一 項 に 記 載
の 抗 体 。
【 請 求 項 ７ ６ 】
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　 EGFRvIIIに 対 す る 抗 体 の 変 異 体 を 選 択 す る 方 法 で あ っ て 、
　 抗 体 の 分 子 構 造 の モ デ ル を 使 用 し て 、 パ ラ ト ー プ を 求 め る こ と 、
　 エ ピ ト ー プ の 構 造 モ デ ル を 使 用 し て 、 パ ラ ト ー プ 上 に エ ピ ト ー プ を 位 置 さ せ る こ と 、
　 パ ラ ト ー プ と エ ピ ト ー プ と の 間 の 相 互 作 用 エ ネ ル ギ ー を 使 用 し て 、 第 1の 相 互 作 用 エ ネ
ル ギ ー を 求 め る こ と 、
　 パ ラ ト ー プ の 変 異 体 と エ ピ ト ー プ と の 間 の 相 互 作 用 エ ネ ル ギ ー を 使 用 し て 、 第 2の 相 互
作 用 エ ネ ル ギ ー を 求 め る こ と 、 お よ び
　 前 記 第 1お よ び 第 2の 相 互 作 用 エ ネ ル ギ ー の 差 異 に 基 づ い て 、 変 異 体 を 選 択 す る こ と 、
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ７ ７ 】
　 パ ラ ト ー プ の 第 2の 変 異 体 と エ ピ ト ー プ と の 間 の 相 互 作 用 エ ネ ル ギ ー を 使 用 し て 、 第 3の
相 互 作 用 エ ネ ル ギ ー を 求 め る こ と 、
　 第 3の 相 互 作 用 エ ネ ル ギ ー と 第 2の 相 互 作 用 エ ネ ル ギ ー を 比 較 し て 、 ど の 変 異 体 を 選 択 す
る か を 求 め る こ と 、
を 更 に 含 む 、 請 求 項 76に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ８ 】
　 前 記 選 択 さ れ た 変 異 体 を そ の 後 に 作 製 し 、 エ ピ ト ー プ へ の 結 合 能 力 を 試 験 す る 、 請 求 項
76に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ９ 】
　 EGFRvIIIに 対 す る 抗 体 変 異 体 を 調 製 す る 方 法 で あ っ て 、
　 パ ラ ト ー プ と 相 互 作 用 す る エ ピ ト ー プ の 残 基 を 分 析 す る こ と 、
　 エ ピ ト ー プ の よ り 重 要 な 残 基 を 選 択 し 、 認 識 配 列 を 作 製 す る こ と 、
　 認 識 配 列 を 使 用 し 、 EGFRvIII変 異 体 を 作 製 す る こ と 、 お よ び
　 EGFRvIII変 異 体 を 使 用 し 、 抗 体 変 異 体 を 選 択 す る こ と 、
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ８ ０ 】
　 EGFRvIII変 異 体 の 使 用 を 介 し た 抗 体 の 選 択 を in silicoで 行 う 、 請 求 項 79に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ８ １ 】
　 EGFRvIII変 異 体 の 使 用 を 介 し た 抗 体 の 選 択 を 、 EGFRvIII変 異 体 に 対 す る 抗 体 を 産 生 す る
こ と に よ り 達 成 す る 、 請 求 項 79に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ２ 】
　 配 列 EEKKGNYVVT(配 列 番 号 57)に 結 合 し 、 ナ ノ モ ル 未 満 の 結 合 能 力 を 有 す る 抗 体 ま た は 変
異 体 。
【 請 求 項 ８ ３ 】
　 点 変 異 Tyr172Argを 更 に 含 む 、 請 求 項 82に 記 載 の 抗 体 ま た は 変 異 体 。
【 請 求 項 ８ ４ 】
　 点 変 異 Leu99Gluを 更 に 含 む 、 請 求 項 82に 記 載 の 抗 体 ま た は 変 異 体 。
【 請 求 項 ８ ５ 】
　 点 変 異 Arg101Gluを 更 に 含 む 、 請 求 項 82に 記 載 の 抗 体 ま た は 変 異 体 。
【 請 求 項 ８ ６ 】
　 点 変 異 Leu217G1uを 更 に 含 む 、 請 求 項 82に 記 載 の 抗 体 ま た は 変 異 体 。
【 請 求 項 ８ ７ 】
　 点 変 異 Leu99Asnを 更 に 含 む 、 請 求 項 82に 記 載 の 抗 体 ま た は 変 異 体 。
【 請 求 項 ８ ８ 】
　 点 変 異 Leu99Hisを 更 に 含 む 、 請 求 項 82に 記 載 の 抗 体 ま た は 変 異 体 。
【 請 求 項 ８ ９ 】
　 点 変 異 L99Tを 更 に 含 む 、 請 求 項 82に 記 載 の 抗 体 ま た は 変 異 体 。
【 請 求 項 ９ ０ 】
　 点 変 異 Arg101Aspを 更 に 含 む 、 請 求 項 82に 記 載 の 抗 体 ま た は 変 異 体 。
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【 請 求 項 ９ １ 】
　 前 記 抗 体 が モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 82に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ９ ２ 】
　 前 記 抗 体 が キ メ ラ 抗 体 で あ る 、 請 求 項 82に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ９ ３ 】
　 前 記 抗 体 が ヒ ト 化 抗 体 で あ る 、 請 求 項 82に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ９ ４ 】
　 前 記 抗 体 が ヒ ト 抗 体 で あ る 、 請 求 項 82に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ９ ５ 】
　 EGFRvIIIと 結 合 す る 抗 体 で あ っ て 、 E、 K、 Nお よ び Yを 含 む パ ラ ト ー プ と 相 互 作 用 す る 一
組 の 残 基 を 有 す る エ ピ ト ー プ と 結 合 す る パ ラ ト ー プ を 有 す る 抗 体 。
【 請 求 項 ９ ６ 】
　 前 記 抗 体 が 131で あ る 、 請 求 項 95に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ９ ７ 】
　 EGFRvIIIと 結 合 す る 抗 体 で あ っ て 、 E、 E、 K、 Gお よ び Nを 含 む パ ラ ト ー プ と 相 互 作 用 す
る 一 組 の 残 基 を 有 す る エ ピ ト ー プ と 結 合 す る パ ラ ト ー プ を 有 す る 抗 体 。
【 請 求 項 ９ ８ 】
　 前 記 エ ピ ト ー プ の 一 次 構 造 が EEKKGNY(配 列 番 号 131)で あ る 、 請 求 項 97に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ９ ９ 】
　 前 記 抗 体 が 13.1.2で あ る 、 請 求 項 95に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 １ ０ ０ 】
　 EGFRvIIIと 結 合 し 、 1.3x10 - 9 M未 満 の K D を 有 す る 抗 体 。
【 請 求 項 １ ０ １ 】
　 EGFRvIIIと 結 合 し 、 1.0x10 - 9 M未 満 の K D を 有 す る 抗 体 。
【 請 求 項 １ ０ ２ 】
　 EGFRvIIIと 結 合 し 、 500pM未 満 の K D を 有 す る 抗 体 。
【 請 求 項 １ ０ ３ 】
　 前 記 抗 体 が 、 野 生 型 EGFRペ プ チ ド と 比 較 し て 配 列 番 号 56に 特 異 的 で あ る 、 請 求 項 100に
記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 １ ０ ４ 】
　 野 生 型 EGFRペ プ チ ド (配 列 番 号 134)と の 前 記 抗 体 の 非 特 異 的 結 合 が 、 EGFRVIII(配 列 番 号
135)と 前 記 抗 体 の 特 異 的 結 合 の 10%未 満 で あ る 、 請 求 項 103に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 １ ０ ５ 】
　 前 記 抗 体 が 、 131、 139、 お よ び 13.1.2.か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 98に 記 載 の
抗 体 。
【 請 求 項 １ ０ ６ 】
　 前 記 抗 体 が イ ン タ ー ナ リ ゼ ー シ ョ ン さ れ る 、 請 求 項 105に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 １ ０ ７ 】
　 前 記 イ ン タ ー ナ リ ゼ ー シ ョ ン が 、 抗 体 の 少 な く と も 約 70%で 生 じ る 、 請 求 項 106に 記 載 の
抗 体 。
【 請 求 項 １ ０ ８ 】
　 有 効 な イ ン タ ー ナ リ ゼ ー シ ョ ン が 、 イ ン タ ー ナ リ ゼ ー シ ョ ン す る 抗 体 の 約 80％ で あ る 、
請 求 項 107に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 １ ０ ９ 】
　 野 生 型 EGFRタ ン パ ク 質 ま た は そ の 変 異 体 (配 列 番 号 134)と 比 較 し て EGFRvIIIタ ン パ ク 質
に 実 質 的 に 特 有 で あ る エ ピ ト ー プ に 選 択 的 に 結 合 す る 、 変 異 体 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 １ １ ０ 】
　 前 記 変 異 体 が 、 正 規 の ク ラ ス 1に 対 応 す る 重 鎖 の 相 補 性 決 定 領 域 (CDR1)を 含 む 、 請 求 項 1
09に 記 載 の 変 異 体 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 １ １ １ 】
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　 前 記 変 異 体 が 、 正 規 の ク ラ ス 3に 対 応 す る 重 鎖 の 相 補 性 決 定 領 域 (CDR2)を 含 む 、 請 求 項 1
09に 記 載 の 変 異 体 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 １ １ ２ 】
　 前 記 変 異 体 が 、 正 規 の ク ラ ス 4に 対 応 す る 軽 鎖 の 相 補 性 決 定 領 域 (CDR1)を 含 む 、 請 求 項 1
09に 記 載 の 変 異 体 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 １ １ ３ 】
　 前 記 変 異 体 が 、 正 規 の ク ラ ス 1に 対 応 す る 軽 鎖 の 相 補 性 決 定 領 域 (CDR2)を 含 む 、 請 求 項 1
09に 記 載 の 変 異 体 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 １ １ ４ 】
　 前 記 変 異 体 が 、 正 規 の ク ラ ス 1に 対 応 す る 軽 鎖 の 相 補 性 決 定 領 域 (CDR3)を 含 む 、 請 求 項 1
09に 記 載 の 変 異 体 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 １ １ ５ 】
　 前 記 変 異 体 が 、
　 正 規 の ク ラ ス 1に 対 応 す る 第 1の 重 鎖 の 相 補 性 決 定 領 域 (CDR1)、
　 正 規 の ク ラ ス 3に 対 応 す る 第 2の 重 鎖 の 相 補 性 決 定 領 域 (CDR2)、
　 正 規 の ク ラ ス 4に 対 応 す る 第 1の 軽 鎖 の 相 補 性 決 定 領 域 (CDR1)、
　 正 規 の ク ラ ス 1に 対 応 す る 第 2の 軽 鎖 の 相 補 性 決 定 領 域 (CDR2)、 お よ び
　 正 規 の ク ラ ス 1に 対 応 す る 第 3の 軽 鎖 の 相 補 性 決 定 領 域 (CDR3)
を 含 み 、 こ れ ら の 相 補 性 決 定 領 域 が 、 EGFRタ ン パ ク 質 と 比 較 し て EGFRvIIIタ ン パ ク 質 に 実
質 的 に 特 有 で あ る エ ピ ト ー プ と 変 異 体 が 結 合 可 能 で あ る よ う に 形 成 さ れ て い る 、 請 求 項 10
9に 記 載 の 変 異 体 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 １ １ ６ 】
　 毒 素 を 結 合 し た 抗 体 と 標 的 細 胞 を 接 触 さ せ る こ と を 含 む 、 標 的 細 胞 を 殺 傷 す る 方 法 で あ
っ て 、 前 記 抗 体 が ペ プ チ ド LEEKKGNY(配 列 番 号 133)に 結 合 し 、 前 記 標 的 細 胞 が LEEKKGNYを
含 む 配 列 の ペ プ チ ド を 発 現 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ １ ７ 】
　 治 療 剤 を 結 合 さ せ た 、 EGFRvIIIと 結 合 す る 単 離 し た 抗 体 で あ っ て 、 以 下 の 相 補 性 決 定 領
域 (CDR):
　 (a)抗 体 13.1.2(配 列 番 号 138)、 131(配 列 番 号 2)、 170(配 列 番 号 4)、 150(配 列 番 号 5)、 09
5(配 列 番 号 7)、 250(配 列 番 号 9)、 139(配 列 番 号 10)、 211(配 列 番 号 12)、 124(配 列 番 号 13)
、 318(配 列 番 号 15)、 342(配 列 番 号 16)、 お よ び 333(配 列 番 号 17)の CDR1領 域 の ア ミ ノ 酸 配
列 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 配 列 か ら な る CDR1、
　 (b)抗 体 13.1.2(配 列 番 号 138)、 131(配 列 番 号 2)、 170(配 列 番 号 4)、 150(配 列 番 号 5)、 09
5(配 列 番 号 7)、 250(配 列 番 号 9)、 139(配 列 番 号 10)、 211(配 列 番 号 12)、 124(配 列 番 号 13)
、 318(配 列 番 号 15)、 342(配 列 番 号 16)、 お よ び 333(配 列 番 号 17)の CDR2領 域 の ア ミ ノ 酸 配
列 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 配 列 か ら な る CDR2、 お よ び
　 (c)抗 体 13.1.2(配 列 番 号 138)、 131(配 列 番 号 2)、 170(配 列 番 号 4)、 150(配 列 番 号 5)、 09
5(配 列 番 号 7)、 250(配 列 番 号 9)、 139(配 列 番 号 10)、 211(配 列 番 号 12)、 124(配 列 番 号 13)
、 318(配 列 番 号 15)、 342(配 列 番 号 16)、 お よ び 333(配 列 番 号 17)の CDR3領 域 の ア ミ ノ 酸 配
列 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 配 列 か ら な る CDR3、
を 含 む 重 鎖 ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 、 単 離 し た 抗 体 。
【 請 求 項 １ １ ８ 】
　 前 記 治 療 剤 が 毒 素 で あ る 、 請 求 項 117に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 １ １ ９ 】
　 EGFRvIIIお よ び 配 列 LEEKKGNYVVTDHC(配 列 番 号 56)を 含 む ペ プ チ ド と 特 異 的 に 結 合 す る 単
離 し た ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ っ て 、 治 療 剤 が 更 に 結 合 し た 抗 体 。
【 請 求 項 １ ２ ０ 】
　 前 記 治 療 剤 が 毒 素 で あ る 、 請 求 項 119に 記 載 の 抗 体 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
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【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 出 願 は 、 2004年 4月 15日 に 出 願 さ れ た 米 国 仮 出 願 第 60/562,453号 、 2003年 11月 26日 に
出 願 さ れ た 米 国 仮 出 願 第 60/525570号 、 お よ び 2003年 6月 27日 に 出 願 さ れ た 米 国 仮 出 願 第 60
/483,145号 に 対 す る 優 先 権 を 主 張 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 本 発 明 の 実 施 形 態 は 新 規 な 抗 体 、 特 に 上 皮 成 長 因 子 受 容 体 の 欠 失 型 変 異 体 、 お よ び 特 に
タ イ プ IIIの 欠 失 型 変 異 体 、 EGFRvIIIを 認 識 す る 抗 体 に 関 す る 。 本 発 明 の 実 施 形 態 は 、 上
皮 成 長 因 子 受 容 体 の 欠 失 型 変 異 体 、 お よ び 特 に EGFRvIII認 識 す る ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
に も 関 す る 。 本 発 明 の 実 施 形 態 は 、 こ の よ う な 抗 体 の 変 異 体 に も 関 す る 。 こ の よ う な 抗 体
、 お よ び そ れ ら の 免 疫 複 合 体 の 診 断 用 お よ び 治 療 用 配 合 物 も 提 供 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 ヒ ト お よ び 動 物 の 癌 の よ り 良 い 診 断 お よ び 治 療 を 助 長 す る た め の 腫 瘍 特 異 的 分 子 は 、 前
世 紀 か ら 探 し 求 め ら れ て き て い る 。 ウ イ ル ス 誘 導 型 の 癌 お よ び ウ イ ル ス ゲ ノ ム に よ っ て 特
定 さ れ る 関 連 分 子 構 造 に 基 づ く デ ー タ 以 外 は 、 大 部 分 の タ イ プ の ヒ ト の 癌 に お い て 、 分 子
構 造 デ ー タ に 基 づ く 腫 瘍 特 異 的 物 質 の 確 か な 証 拠 を 与 え る の は 困 難 と な っ て い る 。 新 規 な
分 子 構 造 に 基 づ く 腫 瘍 特 異 的 分 子 の 例 は 非 常 に 少 数 し か 存 在 し て い な い 。 悪 性 の ヒ ト グ リ
オ ー ム 、 お よ び 上 皮 成 長 因 子 受 容 体 分 子 の 増 幅 ま た は 変 化 と 潜 在 的 に 関 係 が あ る 他 の 腫 瘍
、 例 え ば 胸 部 の 癌 腫 お よ び 他 の ヒ ト 癌 腫 な ど の 場 合 、 独 特 の 配 列 を 有 す る 構 造 上 改 変 さ れ
た 分 子 の 明 確 な 実 例 は 存 在 し て い な い 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 上 皮 成 長 因 子 受 容 体 (EGFR)は 、 原 癌 遺 伝 子 c-erbBの 170キ ロ ダ ル ト ン の 膜 糖 タ ン パ ク 質
産 物 で あ る 。 EGFR遺 伝 子 の 配 列 は 知 ら れ て い る (Ullrichら 、 (1984).Human Epidermal Gro
wth Factor Receptor cDNA Sequence and Aberrant Expression of the Amplified Gene 
in A431 Epidermoid Carcinoma Cells.Nature 309:418～ 425)。 EGFR遺 伝 子 は 、 ト リ 赤 芽
球 症 ウ イ ル ス に お い て 本 来 同 定 さ れ た erbB癌 遺 伝 子 の 相 同 体 で あ る (Downwardら 、 (1984).
Close Similarity of Epidermal Growth Factor Receptor and v-erbB Oncogene Protein
 Sequence.Nature 307:521～ 527、 Ullrichら 、 (1984))。 遺 伝 子 増 幅 に よ る こ の 癌 遺 伝 子
の 活 性 化 は 、 様 々 な ヒ ト 腫 瘍 (Haleyら 、 (1987A).The Epidermal Growth Factor Receptor
 Gene in:Oncogenes、 Genes、 and Growth Factors Edited by:Guroff、 G.12th Edition.C
hapter2.pp.40～ 76.Wiley、 ニ ュ ー ヨ ー ク )、 お よ び 特 に グ リ ア 起 源 の 腫 瘍 に お い て 観 察 さ
れ て き て い る (Libermannら 、 (1985).Amplification、 Enhanced Expression and Possible
 Rearrangement of EGF Receptor Gene in Primary Human Brain Tumours of Glial Orig
in.Nature 313:144～ 147;Wongら 、 (1987).Increased Expression of the Epidermal Grow
th Factor Receptor Gene in Malignant Gliomas is Invariably Associated with Gene 
Amplification.Proc.Natl.Acad.Sci.USA 84:6899～ 6903;Yamaz
akiら 、 (1988).Amplification of the Structurally and Functionally Altered Epiderm
al Growth Factor Receptor Gene(c-erbB)in Human Brain Tumors.Molecular and Cellul
ar Biology 8:1816～ 1820;Maldenら 、 (1988).Selective Amplification of the Cytoplas
mic Domain of the Epidermal Growth Factor Receptor Gene in Glioblastoma Multifor
me.Cancer Research 4:2711～ 2714)。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 EGF-rは 、 多 く の 型 の ヒ ト 固 形 腫 瘍 に お い て 過 剰 発 現 さ れ る こ と が 実 証 さ れ て き て い る
。 Mendelsohn Cancer Cells 7:359(1989)、 Mendelsohn Cancer Biology 1:339～ 344(1990
)、 Modjtahedi and Dean Int'l J.Oncology 4:277～ 296(1994)。 例 え ば EGFRの 過 剰 発 現 は
、 い く つ か の 肺 、 胸 部 、 結 腸 、 胃 、 脳 、 膀 胱 、 頭 部 お よ び 首 、 卵 巣 、 腎 臓 お よ び 前 立 腺 癌
腫 に お い て 観 察 さ れ て き て い る 。 Modjtahedi and Dean Int'l J.Oncology 4:277～ 296(19
94)。 上 皮 成 長 因 子 (EGF)と 形 質 転 換 成 長 因 子 -α (TGF-α )の 両 方 が EGF-rと 結 合 し て 、 細 胞
増 殖 お よ び 腫 瘍 増 殖 を も た ら す こ と が 実 証 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
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　 v-erbB癌 遺 伝 子 と 正 常 な EGFR遺 伝 子 の 間 の 1つ の 重 要 な 違 い は 、 ウ イ ル ス の 癌 遺 伝 子 は
正 常 な 受 容 体 の ア ミ ノ 末 端 切 断 型 で あ り 、 そ れ ら は 大 部 分 の 細 胞 質 外 ド メ イ ン を 欠 い て い
る が 、 膜 貫 通 お よ び チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ ド メ イ ン は 保 持 し て い る こ と で あ る (Fungら 、 (1984
).Activation of the Cellular Oncogene c-erbB by LTR Insertion:Molecular Basis fo
r Induction of Erythroblastosis by Avian Leukosis Virus.Cell 33:357～ 368;Yamamot
oら 、 (1983).A New Avain Erythroblastosis Virus、 AEV-H Carries erbB Gene Responsi
ble for the Induction of Both Erythroblastosis and Sarcoma.Cell 34:225～ 232、 Nil
senら 、 (1985).c-erbB Activation in ALV-Induced Erythroblastosis:Novel RNA Proces
sing and Promoter Insertion Results in Expression of an Amino-Truncated EGF Rece
ptor.Cell 41:719～ 726;Gammettら 、 (1986).Differences in Sequences Encoding the Ca
rboxy-Terminal Domain of the Epidermal Growth Factor Receptor Correlate with Dif
ferences in the Disease Potential of Viral erbB Genes.Proc.Natl.Acad.Sci.USA 83:
6053～ 6057)。 こ れ に よ っ て 、 上 皮 成 長 因 子 (EGF)と は 結 合 す る こ と が で き な い が 、 依 然 と
し て 他 の 物 質 を リ ン 酸 化 す る こ と が で き る タ ン パ ク 質 が 生 成 し (Gilmoreら 、 (1985).Prote
in Phosphorlytion at Tyrosine is Induced by the v-erbB Gene Prod
uct in Vivo and In Vitro.Cell 40:609～ 618;Krisら 、 (1985).Antibodies Against a Sy
nthetic Peptide as a Probe for the Kinase Activity of the Avian EGF Receptor and
 v-erB Protein.Cell 40:619～ 625)、 キ ナ ー ゼ ド メ イ ン は 制 御 さ れ て お ら ず 構 成 的 に 活 性
を 有 す る の で 、 v-erbBタ ン パ ク 質 は 発 癌 性 で あ る と い う 推 測 が も た ら さ れ て い る (Downwar
dら 、 1984)。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 様 々 な 遺 伝 的 改 変 、 例 え ば 遺 伝 子 の カ ル ボ キ シ 末 端 の ア ミ ノ 酸 置 換 お よ び 欠 失 が ウ イ ル
ス の erbB癌 遺 伝 子 に お い て 生 じ る 可 能 性 が あ る 。 し か し な が ら 入 手 可 能 な 証 拠 は 、 ア ミ ノ
末 端 切 断 が 発 癌 現 象 に は 重 要 で あ る と 論 じ て い る 。 ア ミ ノ 末 端 切 断 は 、 プ ロ モ ー タ ー 挿 入
ま た は レ ト ロ ウ イ ル ス 形 質 導 入 に よ っ て 生 じ る も の を 含 め て 、 あ ら ゆ る v-erbB癌 遺 伝 子 の
特 徴 で あ る (Nilsenら 、 (1985).c-erbB Activation in ALV-Induced Erythroblastosis:No
vel RNA Processing and Promoter Insertion Results in Expression of an Amino-Trun
cated EGF Receptor.Cell 41:719～ 726;Gammettら 、 (1986).Differences in Sequences E
ncoding the Carboxy-Terminal Domain of the Epidermal Growth Factor Receptor Corr
elate with Differences in the Disease Potential of Viral erbB Genes.Proc.Natl.Ac
ad.Sci.USA 83:6053～ 6057)。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 対 照 的 に 、 カ ル ボ キ シ 末 端 欠 失 は レ ト ロ ウ イ ル ス 形 質 導 入 に よ っ て 生 じ る 腫 瘍 の み と 関
係 が あ る ら し く 、 宿 主 範 囲 お よ び 腫 瘍 型 特 異 性 を 決 定 す る よ う で あ る (Gammettら 、 1986;R
ainesら 、 (1985).c-erbB Activation in Avian Leukosis Virus-Induced Erythroblastos
is:Clustered Integration Sites and the Arrangement of Provirus in the c-erbB All
eles.Proc.Natl.Acad.Sci.USA 82:2287～ 2291)。 ア ミ ノ 末 端 切 断 ト リ c-erbB遺 伝 子 ま た は
ウ イ ル ス 癌 遺 伝 子 -ヒ ト EGF受 容 体 キ メ ラ を 用 い た ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 実 験 は 、 こ の 欠 失
は 単 独 で 形 質 転 換 タ ン パ ク 質 を 作 製 す る の に 十 分 で あ る こ と を 実 証 す る (Pelleyら 、 (1988
).Proviral-Activated c-erbB is Leukemogenic but not Sarcomagenic:Characterizatio
n of a Replication--Competent Retrovirus Containing the Activated c-erbB.Journal
 of Virology 62:1840～ 1844;Wellsら 、 (1988).Genetic Determinants of Neoplastic Tr
ansformation by the Retroviral Oncogene v-erbB.Proc.Natl.Acad.Sci.USA 85:7597～ 7
601)。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 EGFR遺 伝 子 の 増 幅 は 悪 性 の ヒ ト グ リ オ ー ム の 40%で 起 こ り (Libermannら 、 (1985).Amplif
ication、 Enhanced Expression and Possible Rearrangement of EGF Receptor Gene in 
Primary Human Brain Tumours of Glial Origin.Nature 313:144～ 147;Wongら 、 (1987).I
ncreased Expression of the Epidermal Growth Factor Receptor Gene in Malignant Gl
iomas is Invariably Associated with Gene Amplification.Proc.Natl.Acad.Sci.USA 84
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:6899～ 6903)、 受 容 体 遺 伝 子 の 再 編 成 は 、 遺 伝 子 増 幅 を 有 す る 腫 瘍 の 多 く で 明 ら か で あ る
。 構 造 的 改 変 は 、 遺 伝 子 の ア ミ ノ 末 端 半 分 に 優 先 的 に 影 響 を 与 え る よ う で あ る が (Yamazak
iら 、 (1985).Amplification、 Enhanced Expression and Possible Rearrangement of EGF
 Receptor Gene in Primary Human Brain Tumours of Glial Origin.Nature 313:144～ 14
7;Maldenら 、 (1988).Selective Amplification of the Cytoplasmic Domain of the Epid
ermal Growth Factor Receptor Gene in Glioblastoma Multiforme.Cancer Research 4:2
711～ 2714)、 再 編 成 の 性 質 は 、 い か な る 腫 瘍 に お い て も 当 時 は 正 確 に は 特 徴 付 け ら れ て い
な か っ た 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 サ イ ズ が 異 な る EGFR遺 伝 子 お よ び 増 幅 は 、 い く つ か の ヒ ト の 癌 に お い て 報 告 さ れ て き て
い る (Humphreyら 、 (1988).Amplification and Expression of the.Epidermal Growth Fac
tor Receptor Gene in Human Glioma Xenografts.Cancer Research 48:2231～ 2238;Bigne
rら 、 (1988)J.Neuropathol.Exp.Neurol.、 47:191～ 205;Wongら 、 (1987).Increased Expre
ssion of the Epidermal Growth Factor Receptor Gene in Malignant Gliomas is Invar
iably Associated with Gene Amplification.Proc.Natl.Acad.Sci.USA 84:6899～ 6903;お
よ び Humphreyら 、 Amplification and expression of the epidermal growth factor rece
ptor gene in human glioma xenografts.Cancer Res.48(8):2231～ 8(1988))。 し か し な が
ら 、 細 胞 中 の 改 変 型 EGFR分 子 に 関 す る 分 子 基 盤 の 決 定 因 子 は 未 だ 求 ま っ て い な い 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 1989年 、 Drs.Bignerお よ び Vogelsteinの 作 業 に よ っ て 、 タ イ プ III変 異 体 と し て 知 ら れ
る よ う に な っ た EGF受 容 体 変 異 体 (デ ル タ -EGFrま た は EGFrvIIIと も 呼 ば れ る )の 配 列 が 解 明
さ れ た 。 こ の 作 業 は 、 米 国 特 許 第 6,455,498号 、 米 国 特 許 第 6,127,126号 、 米 国 特 許 第 5,98
1,725号 、 米 国 特 許 第 5,814,317号 、 米 国 特 許 第 5,710,010号 、 米 国 特 許 第 5,401,828号 、 お
よ び 米 国 特 許 第 5,212,290号 中 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 EGFR変 異 体 は 、 EGFR遺 伝 子 増 幅 を 伴 う 遺 伝 子 再 編 成 に よ っ て 生 じ る 。 知 ら れ て い る EGFr
の 8つ の 主 な 変 異 体 が 存 在 す る :(i)EGFRvIは EGFRの 大 部 分 の 細 胞 外 ド メ イ ン を 欠 い て お り
、 (ii)EGFRvIIは EGFRの 細 胞 外 ド メ イ ン の 83aaの イ ン フ レ ー ム 欠 失 か ら な り 、 (iii)EGFRvI
IIは EGFRの 細 胞 外 ド メ イ ン の 267aaの イ ン フ レ ー ム 欠 失 か ら な り 、 (iv)EGFRvIVは EGFRの 細
胞 質 ド メ イ ン の 欠 失 を 含 み 、 (v)EGFRvVは EGFRの 細 胞 質 ド メ イ ン の 欠 失 を 含 み 、 (vi)EGFR.
TDM/2～ 7は EGFRの 細 胞 外 ド メ イ ン の エ ク ソ ン 2～ 7の 重 複 を 含 み 、 (vii)EGFR.TDM/18～ 25は
EGFRの チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ ド メ イ ン の エ ク ソ ン 18～ 26の 重 複 を 含 み 、 か つ (viii)EGFR.TDM/1
8～ 26は 、 EGFRの チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ ド メ イ ン の エ ク ソ ン 18～ 26の 重 複 を 含 む (Kuanら 、 EGF 
mutant receptor vIII as a molecular target in cancer therapy.Endocr Relat Cancer
.8(2):83～ 96(2001))。 さ ら に 、 エ ク ソ ン 11と 14の 接 合 部 に 新 規 な ヒ ス チ ジ ン 残 基 を 導 入
し た 第 2の 欠 失 を 有 す る 、 第 2の さ ら に 珍 し い EGFRvIII変 異 体 (EGFRvIII/Δ 12～ 13)が 存 在
す る (Kuanら 、 EGF mutant receptor vIII as a molecular target in cancer therapy.En
docr Relat Cancer.8(2):83～ 96(2001))。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 EGFRvIIIは 、 ヒ ト の 癌 中 の 上 皮 成 長 因 子 (EGF)受 容 体 の 最 も 一 般 的 に 存 在 す る 変 異 体 で
あ る (Kuanら 、 EGF mutant receptor vIII as a molecular target in cancer therapy.En
docr Relat Cancer.8(2):83～ 96(2001))。 遺 伝 子 増 幅 の 過 程 中 、 267ア ミ ノ 酸 欠 失 が 細 胞
外 ド メ イ ン 中 で 起 こ り 、 腫 瘍 特 異 的 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 認 識 す る こ と が で き る 新 規 な 接
合 部 を 作 製 す る 。 EGF受 容 体 の こ の 変 異 体 は 、 リ ガ ン ド と 無 関 係 な 形 式 で 、 構 成 的 シ グ ナ
ル に よ っ て 腫 瘍 の 進 行 を も た ら す 。 EGFrVIIIが 任 意 の 正 常 な 組 織 に お い て 発 現 す る こ と は
知 ら れ て い な い (Wikstrand、 CJ.ら 、 Monoclonal antibodies against EGFRvIII are tumo
r specific and react with breast and lung carcinomas malignant gliomas.Cancer Re
search 55(14):3140～ 3148(1995);Olapade-Olaopa、 EO.ら 、 Evidence for the different
ial expression of a variant EGF receptor protein in human prostate cancer.Br J C
ancer.82(1):186～ 94(2000))。 し か し な が ら EGFRvIIIは 、 腫 瘍 細 胞 中 で 顕 著 な 発 現 を 示 す
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、 例 え ば 27～ 76%の 乳 癌 バ イ オ プ シ ー が EGFRvIIIを 発 現 し (Wikstrand、 CJ.ら 、 Monoclonal
 antibodies against EGFRvIII are tumor specific and react with breast and lung c
arcinomas malignant gliomas.Cancer Research 55(14):3140～ 3148(1995);Ge H.ら 、 Evi
dence of high incidence of EGFRvIII expression and coexpression with EGFR in hum
an invasive breast cancer by laser cap
ture microdissection and immunohistochemical analysis.Int J Cancer.98(3):357～ 61
(2002))、 50～ 70%の グ リ オ ー ム が EGFRvIIIを 発 現 し (Wikstrand、 CJ.ら 、 Monoclonal anti
bodies against EGFRvIII are tumor specific and react with breast and lung carcin
omas malignant gliomas.Cancer Research 55(14):3140～ 3148(1995);Moscatello、 G.ら
、 Frequent expression of a mutant epidermal growth factor receptor in multiple h
uman tumors.Cancer Res.55(23):5536～ 9(1995))、 16%の NSCL癌 が EGFRvIIIを 発 現 し (Garc
ia de Palazzo、 IEら 、 Expression of mutated epidermal growth factor receptor by n
on-small cell lung carcinomas.Cancer Res.53(14):3217～ 20(1993))、 75%の 卵 巣 癌 が EG
FRvIIIを 発 現 し (Moscatello、 G.ら 、 Frequent expression of a mutant epidermal growt
h factor receptor in multiple human tumors.Cancer Res.55(23):5536～ 9(1995))、 お
よ び 68%の 前 立 腺 癌 が EGFRvIIIを 発 現 す る (Olapade-Olaopa、 EO.ら 、 Evidence for the di
fferential expression of a variant EGF receptor protein in human prostate cancer
.Br J Cancer.82(1):186～ 94(2000))。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 グ リ シ ン 置 換 を 有 す る 267ア ミ ノ 酸 の 欠 失 に よ っ て 、 抗 体 が 標 的 と す る こ と が で き る 独
特 な 接 合 部 が 生 成 す る 。 さ ら に い く つ か の 腫 瘍 に お け る EGFRvIIIの 発 現 、 お よ び 正 常 組 織
中 で 発 現 し な い こ と を 鑑 み る と 、 EGFRvIIIは 腫 瘍 治 療 に お け る 薬 剤 標 的 の 理 想 的 な 標 的 で
あ る 可 能 性 が あ る 。 特 に EGFRvIIIは 、 腫 瘍 の 免 疫 複 合 体 療 法 (例 え ば 、 抗 腫 瘍 薬 ま た は 毒
素 と 結 合 し た 抗 体 )の 理 想 的 な 候 補 で あ る と 思 わ れ る 。 EGFRvIIIを 過 剰 発 現 さ せ る 他 の 癌
の 治 療 法 は 、 変 異 体 受 容 体 を 特 異 的 に 標 的 化 す る 腫 瘍 特 異 的 リ ボ ザ イ ム で あ っ て 、 正 常 な
EGFRを 切 断 し な い リ ボ ザ イ ム の 使 用 を 含 ん で い た 。 こ の リ ボ ザ イ ム は 、 無 胸 腺 ヌ ー ド マ ウ
ス に お い て 乳 癌 の 増 殖 を 有 意 に 阻 害 す る こ と が 分 か っ た (Luoら 、 Int.J.Cancer.104(6):71
6～ 21(2003))。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 完 全 な EGFRvIIIタ ン パ ク 質 用 の 一 般 的 抗 体 は 記 載 さ れ て い る 。 国 際 特 許 出 願 No.WO01/62
931、 お よ び Kuanら 、 EGF mutant receptor vIII as a molecular target in cancer ther
apy.Endocr Relat Cancer.8(2):83～ 96(2001)、 Kuanら 、 EGFRvIII as a promising targe
t for antibody-based brain tumor therapy.Brain Tumor Pathol.17(2):71～ 78(2000)、
Kuanら 、 Increased binding affinity enhances targeting of glioma xenografts by EG
FRvIII-specific scFv.International Journal of Cancer.88(6):962～ 969(2000)、 Landr
yら 、 Antibody recognition of a conformational epitope in a peptide antigen;Fv-pe
ptide complex of an antibody fragment specific for the mutant EGF receptor、 EGFR
vIII.Journal of Molecular Biology.308(5):883～ 893(2001)、 Reistら 、 Astatine-211 l
abeling of internalizing anti-EGFRvIII monoclonal antibody using N-succinimidyl 
5-[21lAt]astato-3-pyridinecarboxylate.Nuclear Medicine and Biology.26(4):405～ 41
1(1999)、 Reistら 、 In vitro and in vivo behavior of radiolabeled chimeric anti-EG
FRvIII monoclonal antibody:comparison with its murine parent.Nuclear Medicine an
d Biology.24(7):639～ 647(1997)、 Wikstrandら 、 Generation of anti-idiotypic reagen
ts in the EGFRvIII tumor-associated antigen system.Cancer Immunology、 Immunother
apy.50(12):639～ 652(2002)、 Wikstrandら 、 Monoclonal antibodies against EGFRvIII a
re tumor specific and react with breast and lung carcinomas malignant gliomas.Ca
ncer Research.55(14):3140～ 3148(1995)、 Wikstrandら 、 The class III variant of the
 epidermal growth factor receptor(EGFRvIII):characterization and utilization as 
an immunotherapeutic target.J.Neurovirol.4(2):148～ 158(1998)、 Jungbluthら 、 A mon
oclonal antibody recognizing human cancers with amplification/overexpression of 
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the human epidermal growth factor receptor.Proc Natl Acad Sci U S A.100(2):639～
44(2003)、 Mamotら 、 Epidermal Growth Factor Receptor(EGFR)-targeted Immunoliposom
es Mediate Specific and Efficient Drug Delivery to EGFR- and EGFRvIII-overexpres
sing Tumor Cells.Cancer Research 63:3154～ 3161(2003))を 参 照 の こ と 。 し か し な が ら
、 こ れ ら 前 述 の 抗 体 の そ れ ぞ れ は 、 可 変 お よ び /ま た は 定 常 領 域 の い ず れ か 中 に マ ウ ス の
配 列 を 有 す る か 、 あ る い は こ れ ら を 含 む 。 こ の よ う な マ ウ ス 由 来 の タ ン パ ク 質 の 存 在 は こ
れ ら の 抗 体 の 迅 速 な 除 去 を も た ら す 可 能 性 が あ る か 、 あ る い は 患 者 中 で 抗 体 に 対 す る 免 疫
応 答 の 発 生 を も た ら す 可 能 性 が あ る 。 さ ら に 、 こ の よ う な 抗 体 は 比 較 的 低 い 親 和 性 、 親 和
性 成 熟 後 で も 約 2.2× 10 - 8 ～ 1.5× 10 - 9 で あ る (Kuanら 、 EGF mutant receptor vIII as a m
olecular target in cancer therapy.Endocr Relat Cancer.8(2):83～ 96(2001))。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 マ ウ ス ま た は ラ ッ ト 由 来 の 抗 体 の 使 用 を 避 け る た め に 、 研 究 者 達 は ヒ ト 抗 体 の 機 能 を げ
っ 歯 類 に 導 入 し て 、 げ っ 歯 類 が 完 全 ヒ ト 抗 体 を 生 成 す る こ と が で き る よ う に し て い る 。 例
え ば 、 Mendezら 、 Functional transplant of megabase human immunoglobulin loci reca
pitulates human antibody response in mice.Nat Genet.15(2):146～ 56(1997)を 参 照 の
こ と 。 野 生 型 EGFRを 認 識 す る 優 れ た 抗 体 の 生 成 に 関 し て 、 こ の 手 法 が 使 用 さ れ て い る 。 例
え ば 、 Yang X-Dら 、 Development of ABX-EGF、 a fully human anti-EGF receptor monocl
onal antibody、 for cancer therapy.Crit Rev Oncol Hemato 38(1):17～ 23(2001);Yang 
X-Dら 、 Eradication of Established Tumors by a Fully Human Monoclonal Antibody to
 the Epidermal Growth Factor Receptor without Concomitant Chemotherapy.Cancer Re
search 59(6):1236～ 1243(1999);お よ び 米 国 特 許 第 6,235,883号 を 参 照 の こ と 。
【 特 許 文 献 １ 】 米 国 仮 出 願 第 60/562,453号
【 特 許 文 献 ２ 】 米 国 仮 出 願 第 60/525570号
【 特 許 文 献 ３ 】 米 国 仮 出 願 第 60/483,145号
【 非 特 許 文 献 １ 】 Ullrichら 、 (1984).Human Epidermal Growth Factor Receptor cDNA Se
quence and Aberrant Expression of the Amplified Gene in A431 Epidermoid Carcinom
a Cells.Nature 309:418～ 425
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Downwardら 、 (1984).Close Similarity of Epidermal Growth Factor R
eceptor and v-erbB Oncogene Protein Sequence.Nature 307:521～ 527
【 非 特 許 文 献 ３ 】 Haleyら 、 (1987A).The Epidermal Growth Factor Receptor Gene in:On
cogenes、 Genes、 and Growth Factors Edited by:Guroff、 G.12th Edition.Chapter2.pp.
40～ 76.Wiley、 ニ ュ ー ヨ ー ク
【 非 特 許 文 献 ４ 】 Libermannら 、 (1985).Amplification、 Enhanced Expression and Possi
ble Rearrangement of EGF Receptor Gene in Primary Human Brain Tumours of Glial O
rigin.Nature 313:144～ 147
【 非 特 許 文 献 ５ 】 Wongら 、 (1987).Increased Expression of the Epidermal Growth Fact
or Receptor Gene in Malignant Gliomas is Invariably Associated with Gene Amplifi
cation.Proc.Natl.Acad.Sci.USA 84:6899～ 6903
【 非 特 許 文 献 ６ 】 Yamazakiら 、 (1988).Amplification of the Structurally and Functio
nally Altered Epidermal Growth Factor Receptor Gene(c-erbB)in Human Brain Tumors
.Molecular and Cellular Biology 8:1816～ 1820
【 非 特 許 文 献 ７ 】 Maldenら 、 (1988).Selective Amplification of the Cytoplasmic Doma
in of the Epidermal Growth Factor Receptor Gene in Glioblastoma Multiforme.Cance
r Research 4:2711～ 2714
【 非 特 許 文 献 ８ 】 Mendelsohn Cancer Cells 7:359(1989)
【 非 特 許 文 献 ９ 】 Mendelsohn Cancer Biology 1:339～ 344(1990)
【 非 特 許 文 献 １ ０ 】 Modjtahedi and Dean Int'l J.Oncology 4:277～ 296(1994)
【 非 特 許 文 献 １ １ 】 Fungら 、 (1984).Activation of the Cellular Oncogene c-erbB by L
TR Insertion:Molecular Basis for Induction of Erythroblastosis by Avian Leukosis
 Virus.Cell 33:357～ 368
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【 非 特 許 文 献 １ ２ 】 Yamamotoら 、 (1983).A New Avain Erythroblastosis Virus、 AEV-H C
arries erbB Gene Responsible for the Induction of Both Erythroblastosis and Sarc
oma.Cell 34:225～ 232
【 非 特 許 文 献 １ ３ 】 Nilsenら 、 (1985).c-erbB Activation in ALV-Induced Erythroblast
osis:Novel RNA Processing and Promoter Insertion Results in Expression of an Ami
no-Truncated EGF Receptor.Cell 41:719～ 726
【 非 特 許 文 献 １ ４ 】 Gammettら 、 (1986).Differences in Sequences Encoding the Carbox
y-Terminal Domain of the Epidermal Growth Factor Receptor Correlate with Differe
nces in the Disease Potential of Viral erbB Genes.Proc.Natl.Acad.Sci.USA 83:6053
～ 6057
【 非 特 許 文 献 １ ５ 】 Gilmoreら 、 (1985).Protein Phosphorlytion at Tyrosine is Induce
d by the v-erbB Gene Product in Vivo and In Vitro.Cell 40:609～ 618
【 非 特 許 文 献 １ ６ 】 Krisら 、 (1985).Antibodies Against a Synthetic Peptide as a Pro
be for the Kinase Activity of the Avian EGF Receptor and v-erB Protein.Cell 40:6
19～ 625
【 非 特 許 文 献 １ ７ 】 Nilsenら 、 (1985).c-erbB Activation in ALV-Induced Erythroblast
osis:Novel RNA Processing and Promoter Insertion Results in Expression of an Ami
no-Truncated EGF Receptor.Cell 41:719～ 726
【 非 特 許 文 献 １ ８ 】 Gammettら 、 1986;Rainesら 、 (1985).c-erbB Activation in Avian Le
ukosis Virus-Induced Erythroblastosis:Clustered Integration Sites and the Arrang
ement of Provirus in the c-erbB Alleles.Proc.Natl.Acad.Sci.USA 82:2287～ 2291
【 非 特 許 文 献 １ ９ 】 Pelleyら 、 (1988).Proviral-Activated c-erbB is Leukemogenic but
 not Sarcomagenic:Characterization of a Replication--Competent Retrovirus Contai
ning the Activated c-erbB.Journal of Virology 62:1840～ 1844
【 非 特 許 文 献 ２ ０ 】 Wellsら 、 (1988).Genetic Determinants of Neoplastic Transformat
ion by the Retroviral Oncogene v-erbB.Proc.Natl.Acad.Sci.USA 85:7597～ 7601
【 非 特 許 文 献 ２ １ 】 Humphreyら 、 (1988).Amplification and Expression of the.Epiderm
al Growth Factor Receptor Gene in Human Glioma Xenografts.Cancer Research 48:223
1～ 2238
【 非 特 許 文 献 ２ ２ 】 Bignerら 、 (1988)J.Neuropathol.Exp.Neurol.、 47:191～ 205;Wongら
、 (1987).Increased Expression of the Epidermal Growth Factor Receptor Gene in Ma
lignant Gliomas is Invariably Associated with Gene Amplification.Proc.Natl.Acad.
Sci.USA 84:6899～ 6903
【 非 特 許 文 献 ２ ３ 】 Yamazakiら 、 (1985).Amplification、 Enhanced Expression and Poss
ible Rearrangement of EGF Receptor Gene in Primary Human Brain Tumours of Glial 
Origin.Nature 313:144～ 147
【 非 特 許 文 献 ２ ４ 】 Maldenら 、 (1988).Selective Amplification of the Cytoplasmic Do
main of the Epidermal Growth Factor Receptor Gene in Glioblastoma Multiforme.Can
cer Research 4:2711～ 2714
【 非 特 許 文 献 ２ ５ 】 Humphreyら 、 Amplification and expression of the epidermal grow
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【 発 明 の 開 示 】
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ １ ７ 】
　 一 実 施 形 態 で は 本 発 明 は 、 EGFRvIIIお よ び 配 列 L E E K K G N Y V V T D H C(配 列 番 号
56)を 含 む ペ プ チ ド と 特 異 的 に 結 合 す る 単 離 し た ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 む 。 一 実 施
形 態 で は 、 治 療 剤 を 抗 体 に 結 合 さ せ る こ と が で き る 。 一 実 施 形 態 で は 、 毒 素 を 使 用 す る 。
他 の 実 施 形 態 で は 本 発 明 は 、 L E E K K G N Y V V T D H Cを 含 む 配 列 (配 列 番 号 56)内 に
含 ま れ る エ ピ ト ー プ と 特 異 的 に 結 合 す る 単 離 し た ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 み 、 SPOTア
レ イ 中 の ア ラ ニ ン ス キ ャ ニ ン グ に よ っ て 決 定 さ れ る 結 合 に 必 要 と さ れ る 残 基 は EEK、 KKNYV
、 LEK、 EKNYお よ び EEKGNか ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 他 の 実 施 形 態 は 、 VH3-33遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ て い る 重 鎖 可 変 領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列
を 含 む 、 単 離 し た ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 む 。 こ の 重 鎖 可 変 領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、
JH4b遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ て い る ア ミ ノ 酸 配 列 、 ま た は D6-13お よ び D3-9か ら な る 群
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か ら 選 択 さ れ る D遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ て い る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 他 の 実 施 形 態 は 、 A23(VK2)遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ て い る 軽 鎖 可 変 領 域 の ア ミ ノ 酸 配
列 を 含 む 、 単 離 し た ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 む 。 こ の 軽 鎖 可 変 領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列 は
、 JK1遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ て い る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 他 の 実 施 形 態 は 、 EGFRvIIIと 結 合 し 、 (配 列 番 号 138、 2、 4、 5、 7、 9、 10、 12、 13、 15
、 16、 お よ び 17)で 同 定 さ れ る 抗 体 13.1.2、 131、 170、 150、 095、 250、 139、 211、 124、 3
18、 342お よ び 333の 重 鎖 ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 重 鎖 ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む
、 単 離 し た 抗 体 ま た は そ の 断 片 を 含 む 。 抗 体 は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 キ メ ラ 抗 体 、 ヒ ト 化
抗 体 ま た は ヒ ト 抗 体 で あ っ て よ い 。 抗 体 ま た は 断 片 は 、 薬 剤 と し て 許 容 可 能 な 担 体 ま た は
希 釈 剤 と 結 合 さ せ る こ と が で き 、 治 療 剤 と 結 合 さ せ る こ と が で き る 。 治 療 剤 は 毒 素 で あ っ
て よ い 。 治 療 剤 は DM-1、 AEFP、 AURISTATIN E、 ま た は ZAPな ど の 毒 素 で あ っ て よ い 。 治 療
剤 は リ ン カ ー に よ っ て 抗 体 と 結 合 さ せ る こ と が で き る 。 毒 素 は 二 次 抗 体 に よ っ て 抗 体 と 結
合 さ せ る こ と が で き る 。 他 の 実 施 形 態 は 、 抗 体 を 生 成 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 系 、 お よ び
抗 体 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 含 む 形 質 転 換 細 胞 を 含 む 。 細 胞 は 例 え ば 、 チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス
タ ー 卵 巣 細 胞 で あ っ て よ い 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 他 の 実 施 形 態 は 、 EGFRvIIIの 発 現 と 関 連 す る 細 胞 の 増 殖 を 阻 害 す る 方 法 で あ っ て 、 有 効
量 の 抗 体 ま た は そ の 断 片 で EGFRvIIIを 発 現 す る 細 胞 を 処 置 す る こ と を 含 む 方 法 を 含 む 。 一
実 施 形 態 で は 、 抗 体 は 抗 体 13.1.2の 重 鎖 ア ミ ノ 酸 配 列  (配 列 番 号 138)、 抗 体 131の 重 鎖 ア
ミ ノ 酸 配 列 (配 列 番 号 2)、 抗 体 170の 重 鎖 ア ミ ノ 酸 配 列 (配 列 番 号 4)、 抗 体 150の 重 鎖 ア ミ ノ
酸 配 列 (配 列 番 号 5)、 抗 体 095の 重 鎖 ア ミ ノ 酸 配 列 (配 列 番 号 7)、 抗 体 250の 重 鎖 ア ミ ノ 酸 配
列 (配 列 番 号 9)、 抗 体 139の 重 鎖 ア ミ ノ 酸 配 列 (配 列 番 号 10)、 抗 体 211の 重 鎖 ア ミ ノ 酸 配 列 (
配 列 番 号 12)、 抗 体 124の 重 鎖 ア ミ ノ 酸 配 列 (配 列 番 号 13)、 抗 体 318の 重 鎖 ア ミ ノ 酸 配 列 (配
列 番 号 15)、 抗 体 342の 重 鎖 ア ミ ノ 酸 配 列 (配 列 番 号 16)、 お よ び 抗 体 333の 重 鎖 ア ミ ノ 酸 配
列 (配 列 番 号 17)か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 重 鎖 ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 。 こ の 方 法 は in vivo
で 行 う こ と が で き 、 肺 、 結 腸 、 胃 、 腎 臓 、 前 立 腺 、 胸 部 、 膠 芽 細 胞 ま た は 卵 巣 癌 な ど の 、
上 皮 細 胞 増 殖 を 伴 う 癌 に 罹 患 し て い る ヒ ト な ど の 哺 乳 動 物 で 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 他 の 実 施 形 態 は 、 標 的 細 胞 を 殺 傷 す る 方 法 を 含 む 。 こ の 方 法 は 、 標 的 細 胞 を 毒 素 と 結 合
し た 抗 体 と 接 触 さ せ る こ と に よ っ て 行 う 。 こ の 抗 体 は ペ プ チ ド LEEKKGNY(配 列 番 号 133)と
結 合 す る 。 一 実 施 形 態 で は 、 抗 体 は ペ プ チ ド に 対 し て 1.3x10 - 9 Mを 超 え る 結 合 親 和 性 を 有
す る 。 一 実 施 形 態 で は 、 毒 素 は AEFP、 DM-1、 お よ び ZAPか ら 選 択 さ れ る 。 一 実 施 形 態 で は
、 抗 体 毒 素 化 合 物 は 、 ペ プ チ ド を 含 ま な い 細 胞 に 対 し て よ り も 標 的 細 胞 に 対 し て 10倍 を 超
え て 毒 性 が あ る 。 一 実 施 形 態 で は 、 抗 体 は 抗 体 13.1.2の 重 鎖 ア ミ ノ 酸 配 列  (配 列 番 号 138)
、 抗 体 131の 重 鎖 ア ミ ノ 酸 配 列 (配 列 番 号 2)、 抗 体 170の 重 鎖 ア ミ ノ 酸 配 列 (配 列 番 号 4)、 抗
体 150の 重 鎖 ア ミ ノ 酸 配 列 (配 列 番 号 5)、 抗 体 095の 重 鎖 ア ミ ノ 酸 配 列 (配 列 番 号 7)、 抗 体 25
0の 重 鎖 ア ミ ノ 酸 配 列 (配 列 番 号 9)、 抗 体 139の 重 鎖 ア ミ ノ 酸 配 列 (配 列 番 号 10)、 抗 体 211の
重 鎖 ア ミ ノ 酸 配 列 (配 列 番 号 12)、 抗 体 124の 重 鎖 ア ミ ノ 酸 配 列 (配 列 番 号 13)、 抗 体 318の 重
鎖 ア ミ ノ 酸 配 列 (配 列 番 号 15)、 抗 体 342の 重 鎖 ア ミ ノ 酸 配 列 (配 列 番 号 16)、 お よ び 抗 体 333
の 重 鎖 ア ミ ノ 酸 配 列 (配 列 番 号 17)か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 重 鎖 ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 。 他
の 実 施 形 態 は 、 抗 体 は ペ プ チ ド リ ン カ ー に よ っ て 、 あ る い は 二 次 抗 体 に よ っ て 毒 素 と 結 合
さ せ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 発 明 の 他 の 実 施 形 態 は 、 EGFRvIIIと 結 合 す る 単 離 し た 抗 体 で あ っ て 、 以 下 の 相 補 性 決
定 領 域 (CDR):
　 (a)配 列 番 号 138、 2、 4、 5、 7、 9、 10、 12、 13、 15、 16、 お よ び 17で 同 定 さ れ る 抗 体 13.
1.2、 131、 170、 150、 095、 250、 139、 211、 124、 318、 342お よ び 333の CDR1領 域 の ア ミ ノ
酸 配 列 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 配 列 か ら な る CDR1、
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　 (b)配 列 番 号 138、 2、 4、 5、 7、 9、 10、 12、 13、 15、 16、 お よ び 17で 同 定 さ れ る 抗 体 13.
1.2、 131、 170、 150、 095、 250、 139、 211、 124、 318、 342お よ び 333の CDR2領 域 の ア ミ ノ
酸 配 列 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 配 列 か ら な る CDR2、 お よ び
　 (c)配 列 番 号 138、 2、 4、 5、 7、 9、 10、 12、 13、 15、 16、 お よ び 17で 同 定 さ れ る 抗 体 13.
1.2、 131、 170、 150、 095、 250、 139、 211、 124、 318、 342お よ び 333の CDR3領 域 の ア ミ ノ
酸 配 列 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 配 列 か ら な る CDR3、
を 含 む 重 鎖 ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 単 離 し た 抗 体 を 含 む 。 一 実 施 形 態 で は 、 抗 体 は モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 、 キ メ ラ 抗 体 、 ヒ ト 抗 体 、 ま た は ヒ ト 化 抗 体 で あ る 。 一 実 施 形 態 で は 、 抗 体 は 薬
剤 と し て 許 容 可 能 な 担 体 、 希 釈 剤 、 お よ び /ま た は 治 療 剤 と 結 合 さ せ る 。 一 実 施 形 態 で は
、 治 療 剤 は 毒 素 で あ る 。 一 実 施 形 態 で は 、 毒 素 は DM-1ま た は Auristatin Eで あ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 EGFRvIIIと 結 合 し 、 配 列 番 号 140、 19、 20、 21、 29、 23、 25、 26、 28、 33、 31お よ び 32
で 同 定 さ れ る 抗 体 13.1.2、 131、 170、 150、 123、 095、 139、 250、 211、 318、 342、 お よ び
333の 軽 鎖 ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 軽 鎖 ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 、 単 離 し た 抗
体 ま た は そ の 断 片 も 含 ま れ る 。 抗 体 は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 キ メ ラ 抗 体 、 ヒ ト 化 抗 体 、 ま
た は ヒ ト 抗 体 で あ っ て よ い 。 抗 体 は 薬 剤 と し て 許 容 可 能 な 担 体 ま た は 希 釈 剤 と 結 合 さ せ る
こ と が で き 、 あ る い は 毒 素 、 例 え ば DM1ま た は AURISTATIN Eな ど の 治 療 剤 と 結 合 さ せ る こ
と が で き る 。 一 実 施 形 態 で は 、 配 列 番 号 140、 19、 20、 21、 29、 23、 25、 26、 28、 33、 31
お よ び 32で 同 定 さ れ る 抗 体 13.1.2、 131、 170、 150、 123、 095、 139、 250、 211、 318、 342
、 お よ び 333の 軽 鎖 ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 軽 鎖 ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 、 抗
体 を 生 成 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 系 ま た は 形 質 転 換 細 胞 が 企 図 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 他 の 実 施 形 態 は 、 こ の よ う な 抗 体 を 生 成 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 系 、 お よ び 抗 体 を コ ー
ド す る 遺 伝 子 を 含 む チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 巣 細 胞 な ど の 形 質 転 換 細 胞 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 さ ら に 他 の 実 施 形 態 は 、 EGFRvIIIの 発 現 と 関 連 す る 細 胞 の 増 殖 を 阻 害 す る 方 法 で あ っ て
、 有 効 量 の 前 記 し た 抗 体 ま た は 断 片 で EGFRvIIIを 発 現 す る 細 胞 を 処 置 す る こ と を 含 む 方 法
を 含 む 。 こ の 方 法 は in vivoで 行 う こ と が で き 、 肺 、 結 腸 、 胃 、 腎 臓 、 前 立 腺 、 胸 部 、 膠
芽 細 胞 ま た は 卵 巣 癌 な ど の 、 上 皮 細 胞 増 殖 を 伴 う 癌 に 罹 患 し て い る ヒ ト な ど の 哺 乳 動 物 で
行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 さ ら に 他 の 実 施 形 態 は 、 EGFRvIIIと 結 合 す る 単 離 し た 抗 体 で あ っ て 、 以 下 の 相 補 性 決 定
領 域 (CDR):
　 (a)配 列 番 号 140、 19、 20、 21、 29、 23、 25、 26、 28、 33、 31お よ び 32で 同 定 さ れ る 抗 体
13.1.2、 131、 170、 150、 123、 095、 139、 250、 211、 318、 342、 お よ び 333の CDR1領 域 の
ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 配 列 か ら な る CDR1、
　 (b)配 列 番 号 140、 19、 20、 21、 29、 23、 25、 26、 28、 33、 31お よ び 32で 同 定 さ れ る 抗 体
13.1.2、 131、 170、 150、 123、 095、 139、 250、 211、 318、 342、 お よ び 333の CDR1領 域 の
ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 配 列 か ら な る CDR2、 お よ び
　 (c)配 列 番 号 140、 19、 20、 21、 29、 23、 25、 26、 28、 33、 31お よ び 32で 同 定 さ れ る 抗 体
13.1.2、 131、 170、 150、 123、 095、 139、 250、 211、 318、 342、 お よ び 333の CDR1領 域 の
ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 配 列 か ら な る CDR3、
を 含 む 軽 鎖 ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 単 離 し た 抗 体 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 前 段 落 で 記 載 し た 抗 体 は 、 以 下 の 相 補 性 決 定 領 域 (CDR):
　 (a)配 列 番 号 138、 2、 4、 5、 7、 9、 10、 12、 13、 15、 16、 お よ び 17で 同 定 さ れ る 抗 体 13.
1.2、 131、 170、 150、 095、 250、 139、 211、 124、 318、 342お よ び 333の CDR1領 域 の ア ミ ノ
酸 配 列 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 配 列 か ら な る CDR1、
　 (b)配 列 番 号 138、 2、 4、 5、 7、 9、 10、 12、 13、 15、 16、 お よ び 17で 同 定 さ れ る 抗 体 13.
1.2、 131、 170、 150、 095、 250、 139、 211、 124、 318、 342お よ び 333の CDR2領 域 の ア ミ ノ
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酸 配 列 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 配 列 か ら な る CDR2、 お よ び
　 (c)配 列 番 号 138、 2、 4、 5、 7、 9、 10、 12、 13、 15、 16、 お よ び 17で 同 定 さ れ る 抗 体 13.
1.2、 131、 170、 150、 095、 250、 139、 211、 124、 318、 342お よ び 333の CDR3領 域 の ア ミ ノ
酸 配 列 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 配 列 か ら な る CDR3、
を 含 む 重 鎖 ア ミ ノ 酸 配 列 を さ ら に 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 他 の 実 施 形 態 は 、 EGFRvIIIの 発 現 と 関 係 し た 細 胞 の 増 殖 を 阻 害 す る 方 法 で あ っ て 、 有 効
量 の 前 記 し た 抗 体 ま た は 断 片 で EGFRvIIIを 発 現 す る 細 胞 を 処 置 す る こ と を 含 む 方 法 を 含 む
。 こ の 方 法 は in vivoで 行 う こ と が で き 、 肺 癌 腫 、 乳 癌 腫 、 頭 部 お よ び 首 部 分 の 癌 、 前 立
腺 癌 腫 ま た は 膠 芽 細 胞 腫 な ど の 、 上 皮 細 胞 増 殖 を 伴 う 癌 に 罹 患 し て い る ヒ ト な ど の 哺 乳 動
物 で 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 他 の 実 施 形 態 は 、 配 列 番 号 138、 2、 4、 5、 7、 9、 10、 12、 13、 15、 16、 お よ び 17で 同 定
さ れ る 抗 体 13.1.2、 131、 170、 150、 095、 250、 139、 211、 124、 318、 342お よ び 333の 重
鎖 ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 重 鎖 ア ミ ノ 酸 配 列 ま た は そ の 断 片 を コ ー ド す る
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 単 離 し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 、 ま た は 配 列 番 号 140、 19、 20、 2
1、 29、 23、 25、 26、 28、 33、 31お よ び 32で 同 定 さ れ る 抗 体 13.1.2、 131、 170、 150、 123
、 095、 139、 250、 211、 318、 342、 お よ び 333の 軽 鎖 ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 群 か ら 選 択 さ
れ る 軽 鎖 ア ミ ノ 酸 配 列 ま た は そ の 断 片 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 単 離 し た ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド 分 子 を 含 む 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 他 の 実 施 形 態 は 、 容 器 、 そ の 中 に 含 ま れ る 組 成 物 （ 前 記 載 し た 抗 体 を 含 む ） 、 お よ び そ
の 組 成 物 を 使 用 し て EGFRvIIIの 発 現 に よ っ て 特 徴 付 け ら れ る 癌 を 治 療 す る こ と が で き る こ
と を 示 す パ ッ ケ ー ジ 挿 入 物 ま た は 標 識 を 含 む 製 造 品 を 含 む 。 こ の よ う な 癌 に は 、 肺 癌 腫 、
乳 癌 腫 、 頭 部 お よ び 首 部 分 の 癌 、 前 立 腺 癌 腫 ま た は 膠 芽 細 胞 腫 が あ る 。 肺 、 結 腸 、 胃 、 腎
臓 、 前 立 腺 ま た は 卵 巣 癌 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 哺 乳 動 物 組 織 ま た は 細 胞 中 の EGFRvI
IIを 検 出 す る た め の ア ッ セ イ キ ッ ト で あ っ て 、 EGFRvIIIが 上 皮 癌 に よ っ て 発 現 す る 抗 原 で
あ り 、 抗 原 タ ン パ ク 質 と 結 合 す る 抗 体 、 お よ び 存 在 す る 場 合 抗 体 と 抗 原 の 反 応 を 示 す た め
の 手 段 を 含 む キ ッ ト も 含 ま れ る 。 抗 体 は 標 識 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ っ て よ く 、 あ る い は
抗 体 は 非 標 識 の 一 次 抗 体 で あ っ て よ く 、 反 応 を 示 す た め の 手 段 は 抗 免 疫 グ ロ ブ リ ン で あ る
標 識 し た 二 次 抗 体 を 含 む 。 抗 原 と 結 合 す る 抗 体 は 、 蛍 光 色 素 、 酵 素 、 放 射 性 核 種 お よ び 放
射 線 不 透 過 性 物 質 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る マ ー カ ー を 用 い て 標 識 す る こ と が で き る 。 抗
原 と 結 合 す る 抗 体 は 、 過 剰 発 現 wtEGFRと も 結 合 す る こ と が で き る 。 こ の キ ッ ト は 患 者 の 選
択 用 に 臨 床 上 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 他 の 実 施 形 態 は 、 新 規 な Gly残 基 を 含 む EGFRvIIIの エ ピ ト ー プ を 特 異 的 に 認 識 す る 抗 体
を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 他 の 実 施 形 態 は 、 EGFRvIIIの タ ン パ ク 質 変 異 体 を 含 む 。 変 異 体 は pFLAG挿 入 体 を 有 す る
可 能 性 が あ り 、 配 列 番 号 56中 の ア ミ ノ 酸 か ら な る 可 能 性 が あ り 、 in silicoで 存 在 す る こ
と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 他 の 実 施 形 態 は 、 認 識 配 列 EEKKGNYVVT(配 列 番 号 57)と 結 合 す る 抗 体 ま た は そ の 変 異 体 を
含 む 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 他 の 実 施 形 態 は 、 EGFRvIIIと 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 変 異 体 を 含 む 。 こ の 抗 体 変 異 体 は 、
配 列 番 号 57を 含 む ペ プ チ ド と さ ら に 結 合 す る こ と が で き る 。 抗 体 変 異 体 は 、 ペ プ チ ド 中 の
残 基 EKNYま た は EEKGNと 相 互 作 用 す る 残 基 を 有 す る こ と が で き る 。 一 実 施 形 態 で は 抗 体 変
異 体 は 、 そ れ が 野 生 型 EGFRタ ン パ ク 質 と 結 合 す る よ り 10倍 強 く ペ プ チ ド 配 列 と 結 合 す る 。
一 実 施 形 態 で は 抗 体 は 、 EGFRvIIIお よ び 配 列 番 号 56の ペ プ チ ド と 特 異 的 に 結 合 す る 。 一 実
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施 形 態 で は 、 単 離 し た 抗 体 ま た は 変 異 体 は 、 深 い キ ャ ビ テ ィ （ 空 洞 , cavity） を 含 む 相 補
性 決 定 領 域 を 有 し 、 こ の キ ャ ビ テ ィ は 重 鎖 の CDR2お よ び CDR3、 軽 鎖 の CDR3、 お よ び 軽 鎖 の
CDR1由 来 の 小 さ な 部 分 に よ っ て 作 製 さ れ る 。 一 実 施 形 態 で は 、 単 離 し た 抗 体 ま た は 変 異 体
は 、 結 合 に 関 与 す る キ ャ ビ テ ィ の 5Å 以 内 に 残 基 31、 37、 95～ 101、 143～ 147、 159、 162～
166、 169～ 171、 211～ 219、 221、 お よ び 223を 有 す る 。 一 実 施 形 態 で は 、 単 離 し た 抗 体 ま
た は 変 異 体 は 、 狭 い 溝 を 含 む 相 補 性 決 定 領 域 を 有 し 、 こ の 溝 は 重 鎖 CDR2お よ び CDR3、 お よ
び 軽 鎖 CDR1、 CDR2、 お よ び CDR3に よ っ て 作 製 さ れ る 。 一 実 施 形 態 で は 、 単 離 し た 抗 体 ま た
は 変 異 体 は 、 結 合 に 関 与 す る 溝 の 5Å 以 内 に 残 基 31、 33、 35～ 39、 51、 54～ 56、 58～ 61、 9
4～ 101、 144～ 148、 160、 163～ 166、 172、 お よ び 211～ 221を 有 す る 。 一 実 施 形 態 で は 、 単
離 し た 抗 体 ま た は 変 異 体 は 、 結 合 に 関 与 す る 溝 の 5Å 以 内 に 残 基 31～ 33、 35、 37、 55、 96
～ 101、 148、 163、 165、 170、 172、 178、 217、 お よ び 218を 有 す る 。 一 実 施 形 態 で は 、 単
離 し た 抗 体 ま た は 変 異 体 は 、 ペ プ チ ド EEKKGN(配 列 番 号 127)の エ ピ ト ー プ が 抗 体 の パ ラ ト
ー プ と 結 合 す る と 、 少 な く と も 1つ の 結 合 が E2と Y172、 K3と H31、 K4と H31、 N6と D33、 N6と
Y37、 お よ び N6と K55か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 2残 基 間 で 形 成 さ れ る よ う に 形 成 さ れ た パ
ラ ト ー プ を 有 す る 。 一 実 施 形 態 で は 、 単 離 し た 抗 体 ま た は 変 異 体 は 、 ペ プ チ ド EEKKGNY(配
列 番 号 131)の エ ピ ト ー プ が 抗 体 の パ ラ ト ー プ と 結 合 す る と 、 少 な く と も 1つ の 結 合 が K4と Q
95、 K4と Q95、 N6と Q98、 G5と H31、 Y7と H31、 Y7と W165か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 2残 基 間
で 形 成 さ れ る よ う に 形 成 さ れ た パ ラ ト ー プ を 有 す る 。 一 実 施 形 態 で は 抗 体 は 、 in silico
で 決 定 さ れ る 構 造 ま た は in silicoで 決 定 さ れ る 構 造 と の 相 互 作 用 を 有 す る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 他 の 実 施 形 態 は 、 特 定 の 結 合 性 で EGFRvIIIと 結 合 す る 変 異 体 を 選 択 す る た め の 方 法 を 提
供 し 、 こ の 方 法 は パ ラ ト ー プ を 作 製 す る た め に 分 子 構 造 を 使 用 す る こ と 、 エ ピ ト ー プ を 作
製 す る た め に 分 子 構 造 を 使 用 す る こ と 、 2つ の 間 の 相 互 作 用 エ ネ ル ギ ー を 計 算 す る こ と 、
お よ び そ の エ ネ ル ギ ー レ ベ ル を mAb変 異 体 の エ ピ ト ー プ お よ び 第 2の パ ラ ト ー プ の エ ネ ル ギ
ー レ ベ ル と 比 較 す る こ と 、 お よ び エ ネ ル ギ ー レ ベ ル の 違 い に 基 づ い て 変 異 体 を 選 択 す る こ
と を 含 む 。 こ の 方 法 は 、 パ ラ ト ー プ の 第 2の 変 異 体 と エ ピ ト ー プ の 間 の 相 互 作 用 エ ネ ル ギ
ー を 使 用 し て 第 3の 相 互 作 用 エ ネ ル ギ ー を 測 定 す る こ と 、 お よ び そ の 第 3の 相 互 作 用 エ ネ ル
ギ ー と 第 2の 相 互 作 用 エ ネ ル ギ ー を 比 較 し て ど の 変 異 体 を 選 択 す る か を 決 定 す る こ と を 、
さ ら に 含 む こ と が で き る 。 一 実 施 形 態 で は 、 変 異 体 を 作 製 し 結 合 に 関 し て 試 験 す る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 他 の 実 施 形 態 は 、 特 定 の 結 合 性 で EGFRvIIIと 結 合 す る 変 異 体 を 選 択 す る た め の 方 法 を 提
供 し 、 こ の 方 法 は パ ラ ト ー プ と 相 互 作 用 す る エ ピ ト ー プ の 残 基 を 調 べ る こ と 、 重 要 な 残 基
を 選 択 し て 認 識 配 列 を 作 製 す る こ と 、 こ の 配 列 を 使 用 し て EGFRvIII変 異 体 を 作 製 す る こ と
、 お よ び EGFRvIII変 異 体 を 使 用 し て mAb変 異 体 を 選 択 す る こ と を 含 む
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 他 の 実 施 形 態 は 、 EGFRvIIIに 対 す る 抗 体 変 異 体 を 作 製 す る た め の 方 法 を 提 供 し 、 前 記 方
法 は パ ラ ト ー プ と 相 互 作 用 す る エ ピ ト ー プ の 残 基 を 分 析 す る こ と 、 さ ら に 重 要 な エ ピ ト ー
プ の 残 基 を 選 択 し て 認 識 配 列 を 作 製 す る こ と 、 こ の 認 識 配 列 を 使 用 し て EGFRvIII変 異 体 を
作 製 す る こ と 、 お よ び EGFRvIII変 異 体 を 使 用 し て 抗 体 変 異 体 を 選 択 す る こ と を 含 む 。 一 実
施 形 態 で は 、 抗 体 の 選 択 は in silicoで 行 う 。 一 実 施 形 態 で は 、 EGFRvIII変 異 体 を 使 用 す
る こ と に よ る 抗 体 の 選 択 は 、 EGFRvIII変 異 体 に 対 す る 抗 体 を 産 生 す る こ と に よ っ て 行 う 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 単 離 し た 抗 体 変 異 体 が EGFRvIIIお よ び 配 列 番 号 57の ペ プ チ ド と 結 合 す る 実 施 形 態 で は 、
抗 体 は 以 下 の Tyr172Arg、 Leu99GIu、 Arg101Glu、 Leu217G1u、 Leu99Asn、 Leu99His、 L99T
、 Arg101Aspの 点 変 異 、 ま た は こ れ ら の い く つ か の 組 合 せ を さ ら に 含 む こ と が で き る 。 一
実 施 形 態 で は 、 抗 体 は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 キ メ ラ 抗 体 、 ヒ ト 化 抗 体 、 ま た は ヒ ト 抗 体 で
あ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 一 実 施 形 態 で は 、 抗 体 ま た は そ の 変 異 体 は 配 列 EEKKGNYVVT(配 列 番 号 57)と 結 合 し 、 抗 体
ま た は 変 異 体 は ナ ノ モ ル 未 満 の 結 合 能 力 を 有 す る 。
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【 ０ ０ ４ １ 】
　 他 の 実 施 形 態 で は 、 抗 体 は EGFRvIIIと 結 合 し 、 抗 体 は エ ピ ト ー プ と 結 合 す る パ ラ ト ー プ
を 有 し 、 そ の エ ピ ト ー プ は 、 E、 K、 Nお よ び Yを 含 む パ ラ ト ー プ と 相 互 作 用 す る 一 組 の 残 基
を 有 す る 。 一 実 施 形 態 で は 、 抗 体 は 抗 体 131で あ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 他 の 実 施 形 態 で は 、 抗 体 は EGFRvIIIと 結 合 し 、 抗 体 は エ ピ ト ー プ と 結 合 す る パ ラ ト ー プ
を 有 し 、 そ の エ ピ ト ー プ は 、 E、 E、 K、 G、 お よ び Nを 含 む パ ラ ト ー プ と 相 互 作 用 す る 一 組
の 残 基 を 有 す る 。 一 実 施 形 態 で は 、 エ ピ ト ー プ の 一 次 構 造 は EEKKGNY(配 列 番 号 131)で あ る
。 一 実 施 形 態 で は 、 抗 体 は 13.1.2で あ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 他 の 実 施 形 態 で は 、 抗 体 は EGFRvIIIと 結 合 し 、 1.3x10 - 9 M未 満 、 1.0x10 - 9 M未 満 、 ま た は
500pM未 満 の K D を 有 す る 。 一 実 施 形 態 で は 抗 体 は 、 野 生 型 EGFRペ プ チ ド と 比 較 し て 配 列 番
号 56に 特 異 的 で あ る 。 一 実 施 形 態 で は 、 野 生 型 EGFRペ プ チ ド (配 列 番 号 134)と の 抗 体 の 非
特 異 的 結 合 は 、 EGFRVIII(配 列 番 号 135)と 抗 体 の 特 異 的 結 合 の 10%未 満 で あ る 。 一 実 施 形 態
で は 、 抗 体 は 131、 139、 お よ び 13.1.2.か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。 一 実 施 形 態 で は 、 抗
体 を イ ン タ ー ナ リ ゼ ー シ ョ ン さ せ る 。 一 実 施 形 態 で は 、 イ ン タ ー ナ リ ゼ ー シ ョ ン は 抗 体 の
少 な く と も 約 70%、 ま た は 少 な く と も 約 80%に 関 し て 生 じ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 一 実 施 形 態 で は 、 変 異 体 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 野 生 型 EGFRタ ン パ ク 質 ま た は そ の
変 異 体 (配 列 番 号 134)と 比 較 し て EGFRvIIIタ ン パ ク 質 に 実 質 的 に 特 有 で あ る エ ピ ト ー プ と
優 先 的 に 結 合 す る 。 一 実 施 形 態 で は 変 異 体 は 、 正 規 の ク ラ ス 1に 対 応 す る 重 鎖 の 相 補 性 決
定 領 域 (CDR1)を 含 む 。 一 実 施 形 態 で は 変 異 体 は 、 正 規 の ク ラ ス 3に 対 応 す る 重 鎖 の 相 補 性
決 定 領 域 (CDR2)を 含 む 。 一 実 施 形 態 で は 変 異 体 は 、 正 規 の ク ラ ス 4に 対 応 す る 軽 鎖 の 相 補
性 決 定 領 域 (CDR1)を 含 む 。 一 実 施 形 態 で は 変 異 体 は 、 正 規 の ク ラ ス 1に 対 応 す る 軽 鎖 の 相
補 性 決 定 領 域 (CDR2)を 含 む 。 一 実 施 形 態 で は 変 異 体 は 、 正 規 の ク ラ ス 1に 対 応 す る 軽 鎖 の
相 補 性 決 定 領 域 (CDR3)を 含 む 。 一 実 施 形 態 で は 変 異 体 は 、 正 規 の ク ラ ス 1に 対 応 す る 第 1の
重 鎖 の 相 補 性 決 定 領 域 (CDR1)、 正 規 の ク ラ ス 3に 対 応 す る 第 2の 重 鎖 の 相 補 性 決 定 領 域 (CDR
2)、 正 規 の ク ラ ス 4に 対 応 す る 第 1の 軽 鎖 の 相 補 性 決 定 領 域 (CDR1)、 正 規 の ク ラ ス 1に 対 応
す る 第 2の 軽 鎖 の 相 補 性 決 定 領 域 (CDR2)、 お よ び 正 規 の ク ラ ス 1に 対 応 す る 第 3の 軽 鎖 の 相
補 性 決 定 領 域 (CDR3)を 含 み 、 こ れ ら の 相 補 性 決 定 領 域 は 、 EGFRタ ン パ ク 質 と 比 較 し て EGFR
vIIIタ ン パ ク 質 に 実 質 的 に 特 有 で あ る エ ピ ト ー プ と の 、 変 異 体 の 結 合 が 可 能 で あ る よ う に
形 成 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 前 に 論 じ た よ う に EGFRvIIIは 、 EGFrの 細 胞 外 ド メ イ ン 中 の 267の ア ミ ノ 酸 を 欠 き 、 接 合
部 に お い て 1つ の ア ミ ノ 酸 グ リ シ ン が 置 換 さ れ た 、 EGFRの 欠 失 変 異 体 で あ る 。 こ れ ら の 特
徴 は 、 図 1中 の 野 生 型 EGFRと EGFRvIIIの 間 の 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト に 示 す 。 欠 失 体 の 接 合 部
に お け る ア ミ ノ 酸 グ リ シ ン の 置 換 体 を 鑑 み る と 、 野 生 型 EGFR中 に は 存 在 せ ず EGFRvIII中 に
存 在 す る 新 規 な エ ピ ト ー プ に 対 す る 抗 体 を 作 製 す る こ と は 理 論 上 可 能 に な る 。 し た が っ て
、 図 2に 示 す PEP3と 呼 ぶ 、 免 疫 お よ び ス ク リ ー ニ ン グ 用 の ペ プ チ ド を 設 計 し た (Kuanら 、 EG
F mutant receptor vIII as a molecular target in cancer therapy.Endocr Relat Canc
er.8(2):83～ 96(2001))。 こ の よ う な 14量 体 ペ プ チ ド は 、 EGFRvIIIと 野 生 型 EGFRに 共 通 な 5
n-末 端 ア ミ ノ 酸 、 独 特 の グ リ シ ン 接 合 部 位 、 お よ び 野 生 型 EGFR(残 基 273～ 280に 対 応 )と EG
FRvIII(残 基 7～ 14に 対 応 )の 間 の 保 存 配 列 中 に 含 ま れ る 8個 の ア ミ ノ 酸 残 基 を 有 す る 。 さ ら
に 、 EGFRvIIIを コ ー ド す る 遺 伝 子 で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 膠 芽 細 胞 お よ び 細 胞 (B300.19細
胞 )も 、 免 疫 お よ び ス ク リ ー ニ ン グ 用 に 使 用 し た (本 明 細 書 で は 時 折 B300.19/EGFRvIII形 質
転 換 体 と 呼 ぶ )。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 EGFRvIIIに 対 す る ヒ ト 抗 体 を 作 製 す る た め に 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク XenoMouse(登 録 商 標
)マ ウ ス を 、 膠 芽 細 胞 /EGFRvIII、 B300.19/EGFRvIII細 胞 と 、 野 生 型 EGFRと 比 較 し て EGFRvI
IIに お い て 表 さ れ る 新 規 な 細 胞 外 ド メ イ ン 中 の 接 合 領 域 を 対 象 と す る ペ プ チ ド (PEP3)の 組
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合 せ を 用 い て 免 疫 し た 。 免 疫 し た マ ウ ス 由 来 の B細 胞 を 単 離 し 、 こ れ ら を 使 用 し て ハ イ ブ
リ ド ー マ を 生 成 し 、 次 に EGFRvIIIと の 結 合 に 関 し て ス ク リ ー ニ ン グ し た か 、 あ る い は Xeno
Max(登 録 商 標 )/SLAM(登 録 商 標 )技 術 を 使 用 し て EGFRvIIIと の 結 合 に 関 す る ス ク リ ー ニ ン グ
に お い て 直 接 使 用 し た (Babcookら 、 A novel strategy for generating monoclonal antib
odies from single、 isolated lymphocytes producing antibodies of defined specific
ities.Proc Natl Acad Sci U S A.93(15):7843～ 8(1996)、 お よ び 米 国 特 許 第 5,627,052号
)。 EGFRvIIIと 結 合 す る と 同 定 し た 抗 体 は 一 連 の ア ッ セ イ に お い て ス ク リ ー ニ ン グ し て 、 E
GFRvIIIの 特 異 的 認 識 を 確 認 し た 。 こ の 方 法 に よ っ て 、 EGFRvIIIと 結 合 し EGFRvIIIに 特 異
的 で あ っ た ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 群 を 作 製 し 、 単 離 し 、 特 徴 付 け し た 。 後 の エ ピ ト ー
プ マ ッ ピ ン グ に よ っ て 、 独 特 で は あ る が 重 複 し た 特 異 性 を 実 証 し た 。 す べ て の 抗 体 を 、 細
胞 に 細 胞 毒 性 薬 剤 を 送 達 す る 目 的 で 、 細 胞 に よ っ て イ ン タ ー ナ リ ゼ ー シ ョ ン さ れ る そ れ ら
の 能 力 に 関 し て in vitroで さ ら に 評 価 し た 。 効 率 の 良 い 薬 剤 送 達 を 示 し た 抗 体 は 細 胞 毒 性
薬 剤 と 直 接 結 合 さ せ 、 in vitroお よ び in vivoで EGFRvIIIを 発 現 す る 腫 瘍 細 胞 を 殺 傷 す る
そ れ ら の 能 力 に 関 し て 調 べ た 。 こ れ ら の 試 験 は 、 腫 瘍 が 特 異 的 な 遺 伝 的 病 巣 を 有 す る 患 者
の 癌 を 治 療 す る た め の 、 次 世 代 の 抗 体 薬 剤 結 合 体 に 関 す る 基 盤 を 与 え る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 前 に 記 載 し た 方 法 に よ っ て 、 完 全 ヒ ト 抗 EGFRvIII抗 体 の 群 を 作 製 し た 。 ハ イ ブ リ ド ー マ
手 法 を 使 用 し て 、 PEP3と の 結 合 に 関 す る ELISAに お い て 陽 性 で あ っ た 、 抗 体 13.1、 13.2、 1
3.3、 お よ び 13.4を 含 め た い く つ か の 抗 体 （ 野 生 型 EGFRと の 限 ら れ た 交 差 反 応 性 し か 示 さ
な か っ た ） を 作 製 し た 。 こ れ ら の 中 で 、 抗 体 13.1(お よ び 特 に 、 そ の サ ブ ク ロ ー ン 13.1.2)
を 、 さ ら な る 研 究 お よ び 開 発 用 に 選 択 し た 。 XenoMax手 法 を 使 用 し て 、 pep3オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド と の 結 合 に 関 し て 非 常 に 特 異 的 で あ る が 、 野 生 型 EGFRと 限 ら れ た 交 差 反 応 性 し か 有
さ な か っ た 、 抗 体 131、 139、 250、 お よ び 095を 含 め た 一 群 の 抗 体 を 作 製 し た 。 こ れ ら の 中
で は 、 131抗 体 が 非 常 に 興 味 深 い 性 質 を 有 す る 。 そ れ ぞ れ の 抗 体 に 関 す る 配 列 は 、 図 4～ 7
中 に 示 す (配 列 番 号 1～ 33お よ び 141～ 144)。 様 々 な 抗 体 の 配 列 と 結 合 能 力 の 比 較 を 行 い 、
そ れ ら の 結 果 は 図 4～ 10中 に 示 す 。 図 9A～ 9L、 お よ び 図 10A～ 10Dに お い て 見 る こ と が で き
る よ う に 、 抗 体 131、 139、 お よ び 13.1.2は い ず れ も 、 ABX-EGFと 比 較 し て EGFRvIII発 現 細
胞 (H1477)に 関 す る 優 れ た 選 択 性 を 示 し た 。 そ の 結 果 の い く つ か は 図 9M～ 9P中 に お い て グ
ラ フ の 形 で 示 し 、 こ の こ と は 、 少 な く と も 2つ の 抗 体 13.1.2お よ び 131が 、 単 な る EGFRvIII
細 胞 と 比 較 し て EGFRvIII発 現 細 胞 に 関 し て 優 れ た 特 異 性 を 示 し た こ と を 示 す 。 最 後 に 、 予
想 し た 構 造 モ デ ル に 基 づ い て 、 抗 体 の 変 異 体 を 作 製 し て 改 変 さ れ た 結 合 性 を 有 す る 抗 体 を
得 た 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 さ ら に 本 発 明 の 抗 体 は 、 同 一 ま た は 類 似 の エ ピ ト ー プ と 結 合 す る 他 の 抗 体 を ス ク リ ー ニ
ン グ す る の に 非 常 に 有 用 で あ る 。 形 成 さ れ る 抗 原 -抗 体 複 合 体 の 性 質 に 関 し て 同 一 ま た は
改 善 さ れ た 効 果 を 有 す る と 予 想 さ れ る 他 の 抗 体 を 解 明 す る た め の 交 差 競 合 試 験 に お い て 、
本 発 明 の 抗 体 を 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 EGFRvIIIに 関 し て 非 常 に 高 い 親 和 性 を 有 し て い た 131抗 体 と 13.1.2の そ れ ぞ れ は 、 細 胞
に よ っ て 十 分 に イ ン タ ー ナ リ ゼ ー シ ョ ン し 、 毒 素 と 結 合 す る と 細 胞 殺 傷 の 際 に 非 常 に 有 効
で あ る よ う で あ っ た 。 興 味 深 い こ と に 、 両 方 の 抗 体 は 、 XenoMouseマ ウ ス の 異 な る 免 疫 に
お い て 、 異 な る 技 術 を 使 用 し て 作 製 し た に も か か わ ら ず 、 非 常 に 類 似 し た 生 殖 細 胞 系 遺 伝
子 に 由 来 し て い た 。 し か し な が ら 、 エ ピ ト ー プ マ ッ ピ ン グ 作 業 に 基 づ く と 、 そ れ ぞ れ の 抗
体 は EGFRvIII分 子 上 の わ ず か に 異 な る エ ピ ト ー プ と 結 合 し 、 EGFRvIII上 に 結 合 に 不 可 欠 な
わ ず か に 異 な る 残 基 を 有 す る よ う で あ る 。 こ れ ら の 結 果 は 、 生 殖 細 胞 系 遺 伝 子 の 使 用 は EG
FRvIIIを 標 的 と す る 抗 体 治 療 物 質 を 作 製 す る た め に 重 要 で あ り 、 こ れ ら の 構 造 的 発 見 に 基
づ き 抗 体 お よ び 他 の 治 療 物 質 の さ ら な る 設 計 を 可 能 に す る 方 法 で 、 わ ず か な 変 化 に よ っ て
抗 体 の 結 合 お よ び 影 響 を 変 え る こ と が で き る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 13.1.2お よ び 131抗 体 と 同 じ エ ピ ト ー プ と 結 合 す る か 、 あ る い は 13.1.2お よ び 131抗 体 と
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結 合 に 関 し て 競 合 す る 抗 体 が 非 常 に 望 ま し い 。 以 下 で さ ら に 詳 細 に 論 じ る よ う に 、 SPOTア
レ イ で の ア ラ ニ ン ス キ ャ ニ ン グ に よ っ て 、 い く つ か の 抗 体 の 結 合 に 関 し て 重 要 な 残 基 が 解
明 さ れ て き て い る 。 し た が っ て 、 重 要 な 結 合 残 基 を 共 有 す る 抗 体 も 非 常 に 望 ま し い 。
【 ０ ０ ５ １ 】
（ 定 義 ）
　 他 に 定 義 し な い 限 り 、 本 明 細 書 で 使 用 す る 科 学 お よ び 技 術 用 語 は 、 当 業 者 に よ っ て 一 般
的 に 理 解 さ れ て い る 意 味 を 有 す る も の と す る 。 さ ら に 、 文 脈 に よ っ て 他 に 必 要 と さ れ な い
限 り 、 単 数 形 の 語 は 複 数 形 を 含 み 、 複 数 形 の 語 は 単 数 形 を 含 む も の と す る 。 一 般 に 、 本 明
細 書 に 記 載 す る 細 胞 お よ び 組 織 培 養 、 分 子 生 物 学 、 な ら び に タ ン パ ク 質 お よ び オ リ ゴ ま た
は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 化 学 お よ び ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 技 術 に 関 し て 使 用 す る 名 称 は 、
当 分 野 に お い て よ く 知 ら れ て お り 一 般 的 に 使 用 さ れ て い る 名 称 で あ る 。 組 換 え DNA、 オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド 合 成 、 な ら び に 組 織 培 養 お よ び 形 質 転 換 (例 え ば 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ
ン 、 リ ポ フ ェ ク シ ョ ン )用 の 、 標 準 的 な 技 法 を 使 用 す る 。 酵 素 反 応 お よ び 精 製 技 法 は 、 製
造 者 の 仕 様 書 に 従 い 、 あ る い は 当 分 野 で 一 般 的 に 行 わ れ て い る よ う に 、 あ る い は 本 明 細 書
に 記 載 す る の と 同 様 に 行 う 。 前 述 の 技 術 お よ び 手 順 は 、 当 分 野 で よ く 知 ら れ て い る 従 来 の
方 法 に 従 い 、 本 明 細 書 中 に 引 用 し 論 じ る 様 々 な 一 般 的 お よ び さ ら に 詳 細 な 参 照 文 献 中 に 記
載 さ れ た の と 同 様 に 一 般 的 に 行 う 。 例 え ば 、 Sambrookら 、 Molecular Cloning:A Laborato
ry Manual(第 2版 、 Cold Spring Harbor Laboratory Press、 Cold Spring Harbor、 ニ ュ ー
ヨ ー ク 、 1989)を 参 照 の こ と 。 本 明 細 書 に 記 載 す る 、 分 析 化 学 、 合 成 有 機 化 学 、 な ら び に
医 療 お よ び 薬 剤 化 学 の 実 験 手 順 お よ び 技 法 に 関 し て 使 用 す る 名 称 は 、 当 分 野 に お い て よ く
知 ら れ て お り 一 般 的 に 使 用 さ れ て い る 名 称 で あ る 。 化 学 合 成 、 化 学 分 析 、 薬 剤 調 製 、 配 合
、 お よ び 送 達 、 な ら び に 患 者 の 治 療 用 の 、 標 準 的 な 技 法 を 使 用 す る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 す る 、 用 語 「 単 離 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 は 、 ゲ ノ ム 、 cDNA、 ま た は 合 成 起
源 、 あ る い は こ れ ら の い く つ か の 組 合 せ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 意 味 す る も の と し 、 そ の 起
源 に よ っ て 、 「 単 離 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 は 、 (1)「 単 離 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 が 自 然 に 見 ら
れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 全 体 ま た は 一 部 分 と は 結 合 し て い な い 、 (2)自 然 で は 連 結 し て い
な い ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 動 作 可 能 に 連 結 し て い る 、 あ る い は (3)大 き な 配 列 の 一 部 分 と し
て 自 然 に は 存 在 し な い 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 本 明 細 書 で 言 及 す る 用 語 「 単 離 タ ン パ ク 質 」 は 、 cDNA、 組 換 え RNA、 ま た は 合 成 起 源 、
あ る い は こ れ ら の い く つ か の 組 合 せ の タ ン パ ク 質 を 意 味 す る も の と し 、 そ の 起 源 、 ま た は
派 生 源 に よ っ て 、 「 単 離 タ ン パ ク 質 」 は 、 (1)自 然 に 見 ら れ る タ ン パ ク 質 と は 結 合 し て い
な い 、 (2)同 じ 源 由 来 の 他 の タ ン パ ク 質 を 含 ま な い 、 例 え ば マ ウ ス の タ ン パ ク 質 を 含 ま な
い 、 (3)異 種 由 来 の 細 胞 に よ っ て 発 現 さ れ る 、 あ る い は (4)自 然 に は 存 在 し な い 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 用 語 「 ポ リ ペ プ チ ド 」 は 、 本 来 の タ ン パ ク 質 、 断 片 、 ま た は ポ リ ペ プ チ ド 配 列 の 類 似 体
を 指 す た め の 一 般 用 語 と し て 本 明 細 書 で は 使 用 す る 。 そ れ 故 、 本 来 の タ ン パ ク 質 、 断 片 、
お よ び 類 似 体 は 、 ポ リ ペ プ チ ド 属 の 種 で あ る 。 本 発 明 の 好 ま し い ポ リ ペ プ チ ド は 、 ヒ ト 重
鎖 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 お よ び ヒ ト kappa軽 鎖 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 、 な ら び に 重 鎖 免 疫 グ ロ
ブ リ ン 分 子 と 軽 鎖 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 、 例 え ば kappa軽 鎖 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 ま た は lambd
a軽 鎖 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 な ど を 含 む 組 合 せ 、 お よ び こ の 逆 に よ っ て 形 成 さ れ る 抗 体 分 子
、 な ら び に こ れ ら の 断 片 お よ び 類 似 体 を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 し 物 体 に 適 用 す る 、 用 語 「 自 然 に 存 在 す る 」 は 、 物 体 を 自 然 中 で 見 つ け
る こ と が で き る 事 実 を 指 す 。 例 え ば 、 自 然 か ら 単 離 す る こ と が で き 、 研 究 室 ま た は 他 の 場
所 に お い て 人 間 に よ っ て 故 意 に 改 変 さ れ て い な い 、 (ウ イ ル ス を 含 め た )生 物 中 に 存 在 す る
ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 自 然 に 存 在 す る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 す る 用 語 「 動 作 可 能 に 連 結 し た 」 は 、 そ れ ら を そ の 意 図 す る 形 式 で 機 能
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さ せ る こ と が 可 能 で あ る 関 係 に あ る よ う に 記 載 さ れ る 要 素 の 位 置 を 指 す 。 コ ー ド 配 列 と 「
動 作 可 能 に 連 結 し た 」 制 御 配 列 は 、 コ ー ド 配 列 の 発 現 が そ の 制 御 配 列 と 適 合 性 が あ る 条 件
下 で 得 ら れ る よ う な 方 式 で 連 結 し て い る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 す る 用 語 「 制 御 配 列 」 は 、 そ れ ら が 連 結 す る コ ー ド 配 列 の 発 現 お よ び プ
ロ セ シ ン グ に 影 響 を 与 え る の に 必 要 な 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 指 す 。 こ の よ う な 制 御 配
列 の 性 質 は 宿 主 生 物 に 応 じ て 異 な る ;原 核 生 物 で は 、 こ の よ う な 制 御 配 列 に は 一 般 に プ ロ
モ ー タ ー 、 リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位 、 お よ び 転 写 停 止 配 列 が あ り ;真 核 生 物 で は 、 一 般 に こ の
よ う な 制 御 配 列 に は 、 プ ロ モ ー タ ー お よ び 転 写 停 止 配 列 が あ る 。 用 語 「 制 御 配 列 」 は 、 そ
の 存 在 が 発 現 お よ び プ ロ セ シ ン グ に 必 要 な あ ら ゆ る 要 素 を 少 な く と も 含 み 、 そ の 存 在 が 有
利 で あ る 他 の 要 素 、 例 え ば リ ー ダ ー 配 列 お よ び 融 合 パ ー ト ナ ー 配 列 も 含 む こ と が で き る も
の と す る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 本 明 細 書 で 言 及 す る 用 語 「 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 は 、 少 な く と も 10塩 基 長 の ポ リ マ ー 形 の
ヌ ク レ オ チ ド 、 リ ボ ヌ ク レ オ チ ド ま た は デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド の い ず れ か 、 あ る い は 改 変
形 の い ず れ か の 型 の ヌ ク レ オ チ ド を 意 味 す る 。 こ の 語 は 、 一 本 鎖 お よ び 二 本 鎖 形 の DNAを
含 む 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 本 明 細 書 で 言 及 す る 用 語 「 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 」 は 、 自 然 に 存 在 す る ヌ ク レ オ チ ド 、 な
ら び に 自 然 に 存 在 す る 、 お よ び 自 然 に 存 在 し な い オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 結 合 に よ っ て 1つ に
連 結 し た 改 変 型 ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 200塩 基 以 下 の 長 さ を 一 般
に 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の サ ブ セ ッ ト で あ る 。 好 ま し く は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 10～ 60塩
基 長 で あ り 、 最 も 好 ま し く は 12、 13、 14、 15、 16、 17、 18、 19、 ま た は 20～ 40塩 基 長 で あ
る 。 通 常 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 例 え ば プ ロ ー ブ 用 の 一 本 鎖 で あ る が 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド は 、 例 え ば 遺 伝 子 変 異 体 の 構 築 に お い て 使 用 す る た め の 二 本 鎖 で あ っ て よ い 。 本 発 明 の
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 セ ン ス ま た は ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ っ て よ い 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 本 明 細 書 で 言 及 す る 用 語 「 自 然 に 存 在 す る ヌ ク レ オ チ ド 」 は 、 デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ
ド お よ び リ ボ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。 本 明 細 書 で 言 及 す る 用 語 「 改 変 ヌ ク レ オ チ ド 」 は 、 改
変 ま た は 置 換 さ れ た 糖 基 な ど を 有 す る ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。 本 明 細 書 で 言 及 す る 用 語 「 オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 結 合 」 は 、 ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 、 ホ ス ホ ロ ジ チ オ エ ー ト 、 ホ ス ホ ロ セ レ
ノ エ ー ト 、 ホ ス ホ ロ ジ セ レ ノ エ ー ト 、 ホ ス ホ ロ ア ニ ロ チ オ エ ー ト 、 ホ ス ホ ラ ニ ラ デ ー ド 、
ホ ス ホ ロ ア ミ デ ー ト な ど の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 結 合 体 を 含 む 。 例 え ば LaPlancheら 、 Nucl.
Acids Res.14:9081(1986);Stecら 、 J.Am.Chem.Soc.106:6077(1984);Steinら 、 Nucl.Acids
 Res.16:3209(1988);Zonら 、 Anti-Cancer Drug Design 6:539(1991);Zonら 、 Oligonucleo
tides and Analogues.A Practical Approach、 pp.87～ 108(F.Eckstein、 Ed.、 Oxford Uni
versity Press、 Oxford England(1991));Stecら 、 米 国 特 許 第 5,151,510号 ;Uhlmann and P
eyman Chemical Reviews 90:543(1990)を 参 照 の こ と 。 望 む な ら ば 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
は 検 出 用 の 標 識 を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 す る 用 語 「 変 異 体 」 は 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 異 な る
が 、 タ ン パ ク 質 の 活 性 が 不 利 益 に 変 更 さ れ て い な い よ う に 異 な る ポ リ ペ プ チ ド 、 ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド 、 分 子 で あ る 。 エ ピ ト ー プ の 変 異 体 が 存 在 す る 可 能 性 が あ る 。 抗 体 の 変 異 体 が 存
在 す る 可 能 性 が あ る 。 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 エ ピ ト ー プ と 結 合 す る タ ン パ ク 質 変 異 体 の
能 力 は 不 利 益 に 変 更 さ れ て い な い 。 一 実 施 形 態 で は タ ン パ ク 質 変 異 体 は 、 野 生 型 mAbの 能
力 の 10～ 500%で 結 合 す る こ と が で き る 。 例 え ば タ ン パ ク 質 変 異 体 は 、 野 生 型 mAbの 能 力 の 1
0%、 50%、 110%、 500%で 、 あ る い は 500%を 超 え て 結 合 す る こ と が で き る 。 一 実 施 形 態 で は
、 10～ 500%の 結 合 能 力 の 範 囲 が 含 ま れ る 。 結 合 能 力 は エ ピ ト ー プ と 変 異 体 の k a 、 k d 、 ま た
は K D だ け に は 限 ら れ な い が こ れ ら を 含 め た 、 多 く の 形 式 で 表 す こ と が で き る 。 1つ の 好 ま
し い 実 施 形 態 で は 、 エ ピ ト ー プ は 本 明 細 書 に 記 載 す る エ ピ ト ー プ で あ る 。
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【 ０ ０ ６ ２ 】
　 一 実 施 形 態 で は 、 変 異 体 抗 体 は 、 5個 以 下 の ア ミ ノ 酸 の 置 換 、 欠 失 ま た は 添 加 に よ っ て
野 生 型 配 列 と 異 な る 可 能 性 が あ る 。 開 示 す る ポ リ ペ プ チ ド 配 列 の 1つ を 改 変 し 、 例 え ば 本
明 細 書 に 記 載 す る 代 表 的 手 順 を 使 用 し て 、 そ の 改 変 ポ リ ペ プ チ ド の 結 合 性 を 評 価 す る こ と
に よ っ て 、 こ の よ う な 変 異 体 は 一 般 に 同 定 す る こ と が で き る 。 他 の 実 施 形 態 で は 、 ポ リ ペ
プ チ ド 変 異 体 は 同 定 し た ポ リ ペ プ チ ド と 好 ま し く は 少 な く と も 約 70%の 同 一 性 、 よ り 好 ま
し く は 少 な く と も 約 90%、 お よ び 最 も 好 ま し く は 少 な く と も 約 95%の 同 一 性 を 示 す 。 変 異 体
は 保 存 型 置 換 お よ び /ま た は 改 変 の み が 異 な る こ と が 好 ま し い 。 変 異 体 タ ン パ ク 質 は 、 本
明 細 書 に 記 載 す る タ ン パ ク 質 構 造 と 構 造 上 類 似 し て い る タ ン パ ク 質 、 お よ び 本 明 細 書 に 記
載 す る タ ン パ ク 質 構 造 と 機 能 的 に 同 等 で あ る タ ン パ ク 質 を 含 む 。 他 の 実 施 形 態 で は 、 本 明
細 書 に 記 載 す る タ ン パ ク 質 と そ れ が 機 能 的 に 同 等 で あ る 場 合 、 変 異 体 の パ ラ ト ー プ が 本 明
細 書 に 記 載 す る パ ラ ト ー プ と 類 似 し て い る 限 り 、 そ の タ ン パ ク 質 は 変 異 体 で あ る 。 一 実 施
形 態 で は 、 図 11に 記 載 す る パ ラ ト ー プ と 類 似 し た 形 状 を 有 す る 任 意 の 物 質 が 変 異 体 で あ る
。 一 実 施 形 態 で は 、 図 12に 記 載 す る パ ラ ト ー プ と 類 似 し た 形 状 を 有 す る 任 意 の 物 質 が 変 異
体 で あ る 。 一 実 施 形 態 で は 、 図 13Aお よ び 13Bに 記 載 す る 相 互 作 用 表 面 と 類 似 し た 形 状 を 有
す る 任 意 の 物 質 が 変 異 体 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 一 実 施 形 態 で は 、 核 酸 配 列 が ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 に お い て 野 生 型 配 列 と 選 択 的 に
ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が で き る 場 合 、 抗 体 は 変 異 体 で あ る 。 一 実 施 形 態 で は 、 適 切 な 適
度 に ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 は 、 5× SSC、 0.5%SDS、 1.0mMの EDTA(pH8:0)の 溶 液 中 で の 予
備 洗 浄 ;50℃ ～ 65℃ 、 5× SSC、 一 晩 の ハ イ ブ リ ダ ー ゼ ー シ ョ ン 、 あ る い は 種 間 相 同 性 の 場
合 、 45℃ で の 0.5× SSCを 用 い た ハ イ ブ リ ダ ー ゼ ー シ ョ ン 、 次 に 0.1%SDSを 含 む 2× 、 0.5×
お よ び 0.2× SSCの そ れ ぞ れ を 用 い た 20分 間 65℃ で の 二 回 の 洗 浄 を 含 む 。 こ の よ う な ハ イ ブ
リ ダ イ ズ DNA配 列 の も 、 コ ー ド 縮 重 の た め に ハ イ ブ リ ダ イ ズ DNA配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ る
抗 体 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 同 様 に 、 本 発 明 の 範 囲 内 に あ る 。 本 明
細 書 で 言 及 す る 用 語 「 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 」 は 、 検 出 可 能 か つ 特 異 的 に 結 合 す る
こ と を 意 味 す る 。 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 お よ び そ れ ら の 断 片
は 、 非 特 異 的 核 酸 と の 検 出 可 能 な 結 合 の 感 知 可 能 な 量 を 最 少 に す る ハ イ ブ リ ダ ー ゼ ー シ ョ
ン お よ び 洗 浄 条 件 下 に お い て 、 核 酸 鎖 と 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 。 高 ス ト リ ン ジ ェ ン
シ ー 条 件 を 使 用 し て 、 当 分 野 で 知 ら れ て お り 本 明 細 書 で 論 じ る の と 同 様 の 、 選 択 的 ハ イ ブ
リ ダ ー ゼ ー シ ョ ン 条 件 を 得 る こ と が で き る 。 一 般 に 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド 、 お よ び 断 片 と 対 象 と す る 核 酸 配 列 の 間 の 核 酸 配 列 相 同 性 は 、 少 な く と も 80
%、 お よ び よ り 典 型 的 か つ 好 ま し く は 少 な く と も 85%、 90%、 95%、 99%、 お よ び 100%の 高 い
相 同 性 で あ ろ う 。 そ れ ら の 配 列 の 間 に 部 分 的 ま た は 完 全 な 同 一 性 が 存 在 す る 場 合 、 2つ の
ア ミ ノ 酸 配 列 は 相 同 的 で あ る 。 例 え ば 85%の 相 同 性 は 、 最 大 に マ ッ チ さ せ て 2つ の 配 列 を ア
ラ イ ン メ ン ト さ せ た 場 合 に 、 85%の ア ミ ノ 酸 が 同 一 で あ る こ と を 意 味 す る 。 (マ ッ チ さ せ た
2つ の 配 列 の い ず れ か の )ギ ャ ッ プ が マ ッ チ ン グ を 最 大 に す る 際 に 与 え ら れ ;5以 下 の ギ ャ ッ
プ 長 が 好 ま し く 、 2以 下 が よ り 好 ま し い 。 あ る い は 好 ま し く は 、 2つ の タ ン パ ク 質 配 列 (ま
た は 少 な く と も 30ア ミ ノ 酸 長 の そ れ ら に 由 来 す る ポ リ ペ プ チ ド 配 列 )は 、 変 異 デ ー タ マ ト
リ ク ス お よ び 6以 上 の ギ ャ ッ プ ペ ナ ル テ ィ ー を 用 い る プ ロ グ ラ ム ALIGNを 使 用 し て 、 そ れ ら
が (標 準 偏 差 単 位 で )5を 超 え る ア ラ イ ン メ ン ト ス コ ア を 有 す る 場 合 、 こ の 語 を 本 明 細 書 で
使 用 す る よ う に 相 同 的 で あ る 。 Dayhoff、 M.O.、 in Atlas of Protein Sequence and Stru
cture、 101～ 110ペ ー ジ (第 5巻 、 National Biomedical Research Foundation(1972))お よ
び こ の 巻 の 1～ 10ペ ー ジ の 追 録 2を 参 照 の こ と 。 2つ の 配 列 ま た は そ の 一 部 分 は 、 ALIGNプ ロ
グ ラ ム を 使 用 し て 最 適 に ア ラ イ ン メ ン ト を と る と き 、 そ れ ら の ア ミ ノ 酸 が 50%以 上 同 一 で
あ る 場 合 、 よ り 好 ま し く は 相 同 的 で あ る 。 用 語 「 ～ に 対 応 す る 」 を 本 明 細 書 で 使 用 し て 、
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 参 照 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 全 体 ま た は 一 部 分 と 相 同 的 で あ る (
す な わ ち 、 進 化 上 厳 密 に 関 連 は な い が 同 一 で あ る )こ と 、 あ る い は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列
が 参 照 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 同 一 で あ る こ と を 意 味 す る 。 対 照 的 に 、 用 語 「 ～ と 相 補 的
で あ る 」 を 本 明 細 書 で 使 用 し て 、 相 補 配 列 が 参 照 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 全 体 ま た は 一 部
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分 と 相 同 的 で あ る こ と を 意 味 す る 。 例 示 の た め 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 「 TATAC」 は 参 照 配 列
「 TATAC」 に 対 応 し 、 参 照 配 列 「 GTATA」 と 相 補 的 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 以 下 の 用 語 を 使 用 し て 、 2つ 以 上 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ア ミ ノ 酸 配 列 間 の 配 列 関 係
を 記 載 す る :「 参 照 配 列 」 、 「 比 較 ウ イ ン ド ウ 」 、 「 配 列 同 一 性 」 、 「 配 列 同 一 性 の 割 合
」 、 お よ び 「 実 質 的 同 一 性 」 。 「 参 照 配 列 」 は 、 配 列 比 較 用 の 基 盤 と し て 使 用 す る 定 義 済
み 配 列 で あ り 、 参 照 配 列 は 、 大 き な 配 列 の サ ブ セ ッ ト 、 例 え ば 配 列 表 中 に 与 え ら れ る 完 全
長 cDNAま た は 遺 伝 子 配 列 の セ グ メ ン ト と し て 存 在 し て よ く 、 あ る い は 完 全 な cDNAま た は 遺
伝 子 配 列 を 含 む こ と が で き る 。 一 般 に 参 照 配 列 は 、 少 な く と も 18ヌ ク レ オ チ ド ま た は 6ア
ミ ノ 酸 長 で あ り 、 頻 繁 に は 少 な く と も 24ヌ ク レ オ チ ド ま た は 8ア ミ ノ 酸 長 で あ り 、 し ば し
ば 少 な く と も 48ヌ ク レ オ チ ド ま た は 16ア ミ ノ 酸 長 で あ る 。 2つ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は
ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 (1)2つ の 分 子 間 で 類 似 し て い る 配 列 (す な わ ち 、 完 全 な ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド ま た は ア ミ ノ 酸 配 列 の 一 部 分 )を そ れ ぞ れ 含 む こ と が で き 、 (2)2つ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
ま た は ア ミ ノ 酸 配 列 間 で 異 な る 配 列 を さ ら に 含 む こ と が で き る の で 、 2つ (ま た は そ れ を 超
え る )分 子 間 の 配 列 の 比 較 は 、 「 比 較 ウ イ ン ド ウ 」 で 2分 子 の 配 列 を 比 較 し て 、 局 所 領 域 の
配 列 類 似 性 を 確 認 お よ び 比 較 す る こ と に よ っ て 典 型 的 に は 行 う 。 本 明 細 書 で 使 用 す る 「 比
較 ウ イ ン ド ウ 」 は 、 少 な く と も 18の 隣 接 ヌ ク レ オ チ ド 位 置 ま た は 6ア ミ ノ 酸 の 概 念 上 の セ
グ メ ン ト を 指 し 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ま た は ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 少 な く と も 18の 隣 接 ヌ ク
レ オ チ ド ま た は 6ア ミ ノ 酸 配 列 の 参 照 配 列 と 比 較 す る こ と が で き 、 比 較 ウ イ ン ド ウ 中 の ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 一 部 分 は 、 2配 列 の 最 適 ア ラ イ ン メ ン ト 用 の (付 加 ま た は 欠 失 を 含 ま
な い )参 照 配 列 と 比 較 し て 、 20パ ー セ ン ト 以 下 の 付 加 、 欠 失 、 置 換 な ど (す な わ ち ギ ャ ッ プ
)を 含 む こ と が で き る 。 比 較 ウ イ ン ド ウ を 一 直 線 に 並 べ る た め の 配 列 の 最 適 ア ラ イ ン メ ン
ト は 、 Smithお よ び Watermanの Adv.Appl、 Math.2:482(1981)の 局 所 相 同 性 ア ル ゴ リ ズ ム に
よ っ て 、 Needlemanお よ び Wunsch J.Mol.Biol.48:443(1970)の 相 同 性 ア ラ イ ン メ ン ト ア ル
ゴ リ ズ ム に よ っ て 、 Pearsonお よ び Lipman Proc、 Natl.Acad.Sci.(U.S.A.)85:2444(1988)
の 類 似 性 検 索 法 に よ っ て こ れ ら の ア ル ゴ リ ズ ム を コ ン ピ ュ ー タ で 実 行 す る こ と に よ っ て (G
AP、 BESTFIT、 FASTA、 お よ び TFASTA in the Wisconsin Geneticsソ フ ト ウ ェ ア パ ッ ケ ー ジ
リ リ ー ス 7.0、 (Genetics Computer Group、 575 Science Dr.、 Madison、 Wis.)、 Genework
s、 ま た は MacVectorソ フ ト ウ ェ ア パ ッ ケ ー ジ )、 あ る い は 調 査 に よ っ て 行 う こ と が で き 、
様 々 な 方 法 に よ っ て 生 じ る 最 適 ア ラ イ ン メ ン ト (す な わ ち 、 比 較 ウ イ ン ド ウ で 最 も 高 い 相
同 性 の 割 合 を も た ら す )を 選 択 す る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 用 語 「 配 列 同 一 性 」 は 、 2つ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ア ミ ノ 酸 配 列 が 、 比 較 ウ イ ン ド
ウ で 同 一 で あ る こ と を 意 味 す る (す な わ ち 、 ヌ ク レ オ チ ド 毎 ま た は 残 基 毎 の ベ ー ス で )。 用
語 「 配 列 同 一 性 の 割 合 」 は 、 比 較 ウ イ ン ド ウ で 2つ の 最 適 に ア ラ イ ン メ ン ト を と る 配 列 を
比 較 す る こ と 、 同 一 の 核 酸 塩 基 (例 え ば A、 T、 C、 G、 Uま た は I)あ る い は 残 基 が 両 方 の 配 列
に 存 在 す る 位 置 の 数 を 測 定 し マ ッ チ す る 位 置 の 数 を 得 る こ と 、 マ ッ チ す る 位 置 の 数 を 比 較
ウ イ ン ド ウ 中 の 位 置 の 全 体 数 (す な わ ち ウ イ ン ド ウ サ イ ズ )で 割 る こ と 、 お よ び そ の 結 果 に
100を 掛 け て 配 列 同 一 性 の 割 合 を 得 る こ と に よ っ て 計 算 す る 。 本 明 細 書 で 使 用 す る 用 語 「
実 質 的 同 一 性 」 は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ア ミ ノ 酸 配 列 の 性 質 を 示 し 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド ま た は ア ミ ノ 酸 は 、 少 な く と も 18ヌ ク レ オ チ ド (6ア ミ ノ 酸 )位 置 の 比 較 ウ イ ン ド ウ 、 頻
繁 に 少 な く と も 24～ 48ヌ ク レ オ チ ド (8～ 16ア ミ ノ 酸 )位 置 の ウ イ ン ド ウ で 参 照 配 列 と 比 較
し て 、 少 な く と も 85パ ー セ ン ト の 配 列 同 一 性 、 好 ま し く は 少 な く と も 90～ 95パ ー セ ン ト の
配 列 同 一 性 、 さ ら に 通 常 で は 少 な く と も 99パ ー セ ン ト の 配 列 同 一 性 を 有 す る 配 列 を 含 み 、
配 列 同 一 性 の 割 合 は 、 比 較 ウ イ ン ド ウ で 参 照 配 列 の 合 計 20パ ー セ ン ト 以 下 の 欠 失 ま た は 付
加 を 含 む こ と が で き る 配 列 と 、 参 照 配 列 を 比 較 す る こ と に よ っ て 計 算 す る 。 参 照 配 列 は 、
大 き な 配 列 の サ ブ セ ッ ト で あ っ て よ い 。 野 生 型 タ ン パ ク 質 ま た は 核 酸 と 実 質 的 同 一 性 を 有
す る ア ミ ノ 酸 ま た は 核 酸 は 、 そ の 野 生 型 タ ン パ ク 質 ま た は 核 酸 の 変 異 体 の 例 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 す る よ う に 、 20個 の 従 来 の ア ミ ノ 酸 お よ び そ れ ら の 略 称 は 従 来 の 使 用 に
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従 う 。 Immunology-A Synthesis(第 2版 、 E.S.Golub and D.R.Gren、 Eds.、 Sinauer Associ
ates、 Sunderland、 Mass.(1991))を 参 照 の こ と 。 20個 の 従 来 の ア ミ ノ 酸 の 立 体 異 性 体 (例
え ば 、 D-ア ミ ノ 酸 )、 非 天 然 ア ミ ノ 酸 、 例 え ば α -、 α -二 置 換 ア ミ ノ 酸 、 N-ア ル キ ル ア ミ
ノ 酸 な ど 、 乳 酸 、 お よ び 他 の 非 従 来 的 ア ミ ノ 酸 も 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 適 切 な 要 素 で
あ る 可 能 性 が あ る 。 非 従 来 的 ア ミ ノ 酸 の 例 に は 4-ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ ン 、 γ -カ ル ボ キ シ グ
ル タ ミ ン 酸 、 ε -N,N,N-ト リ メ チ ル リ シ ン 、 ε -N-ア セ チ ル リ シ ン 、 O-ホ ス ホ セ リ ン 、 N-ア
セ チ ル セ リ ン 、 N-ホ ル ミ ル メ チ オ ニ ン 、 3-メ チ ル ヒ ス チ ジ ン 、 5-ヒ ド ロ キ シ リ シ ン 、 σ -N
-メ チ ル ア ル ギ ニ ン 、 な ら び に 他 の 類 似 の ア ミ ノ 酸 お よ び イ ミ ノ 酸 (例 え ば 4-ヒ ド ロ キ シ プ
ロ リ ン )が あ る 。 本 明 細 書 で 使 用 す る ポ リ ペ プ チ ド 表 記 で は 、 標 準 的 な 使 用 お よ び 慣 習 に
従 い 、 左 手 方 向 が ア ミ ノ 末 端 方 向 で あ り 、 右 手 方 向 が カ ル ボ キ シ 末 端 方 向 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 同 様 に 、 他 に 示 さ な い 限 り 、 一 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 左 手 端 が 5'端 で あ り 、 二 本
鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 左 手 方 向 を 5'方 向 と 呼 ぶ 。 5'か ら 3'へ の 新 生 RNA転 写 物 の 付 加
の 方 向 を 転 写 方 向 と 呼 び 、 RNAと 同 じ 配 列 を 有 し RNA転 写 物 の 5'か ら 5'端 で あ る DNA鎖 上 の
配 列 領 域 は 「 上 流 配 列 」 と 呼 び 、 RNAと 同 じ 配 列 を 有 し RNA転 写 物 の 3'か ら 3'端 で あ る DNA
鎖 上 の 配 列 領 域 は 「 下 流 配 列 」 と 呼 ぶ 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド に 適 用 す る 用 語 「 実 質 的 同 一 性 」 は 、 2つ の ペ プ チ ド 配 列 は 、 デ フ ォ ル ト
ギ ャ ッ プ 加 重 値 を 使 用 す る プ ロ グ ラ ム GAPま た は BESTFITな ど に よ っ て 、 最 適 に ア ラ イ ン メ
ン ト を と る と 、 少 な く と も 80パ ー セ ン ト の 配 列 同 一 性 、 好 ま し く は 少 な く と も 90パ ー セ ン
ト の 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 95パ ー セ ン ト の 配 列 同 一 性 、 お よ び 最 も 好 ま
し く は 少 な く と も 99パ ー セ ン ト の 配 列 同 一 性 を 共 有 す る こ と を 意 味 す る 。 同 一 で は な い 残
基 の 位 置 は 、 保 存 ア ミ ノ 酸 置 換 に よ っ て 異 な る こ と が 好 ま し い 。 保 存 ア ミ ノ 酸 置 換 は 、 類
似 の 側 鎖 を 有 す る 残 基 の 互 換 性 を 指 す 。 例 え ば 、 脂 肪 族 側 鎖 を 有 す る ア ミ ノ 酸 の 群 は グ リ
シ ン 、 ア ラ ニ ン 、 バ リ ン 、 ロ イ シ ン 、 お よ び イ ソ ロ イ シ ン で あ り ;脂 肪 族 ヒ ド ロ キ シ ル 側
鎖 を 有 す る ア ミ ノ 酸 の 群 は セ リ ン お よ び ス レ オ ニ ン で あ り ;ア ミ ド 含 有 側 鎖 を 有 す る ア ミ
ノ 酸 の 群 は ア ス パ ラ ギ ン お よ び グ ル タ ミ ン で あ り ;芳 香 族 側 鎖 を 有 す る ア ミ ノ 酸 の 群 は フ
ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 チ ロ シ ン 、 お よ び ト リ プ ト フ ァ ン で あ り ;塩 基 性 側 鎖 を 有 す る ア ミ ノ 酸
の 群 は リ シ ン 、 ア ル ギ ニ ン 、 お よ び ヒ ス チ ジ ン で あ り ;な ら び に イ オ ウ 含 有 側 鎖 を 有 す る
ア ミ ノ 酸 の 群 は シ ス テ イ ン お よ び メ チ オ ニ ン で あ る 。 好 ま し い 保 存 ア ミ ノ 酸 置 換 群 は バ リ
ン -ロ イ シ ン -イ ソ ロ イ シ ン 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン -チ ロ シ ン 、 リ シ ン -ア ル ギ ニ ン 、 ア ラ ニ ン
-バ リ ン 、 グ ル タ ミ ン 酸 -ア ス パ ラ ギ ン 酸 、 お よ び ア ス パ ラ ギ ン -グ ル タ ミ ン で あ る 。 実 質
的 同 一 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド は 変 異 体 で あ っ て よ い 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 変 異 体 タ ン パ ク 質 は 、 わ ず か な 変 化 を 有 す る タ ン パ ク 質 も 含 む 。 本 明 細 書 で 論 じ る よ う
に 、 抗 体 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 の ア ミ ノ 酸 配 列 の わ ず か な 変 化 は 、 本 発 明 に よ っ て 含
ま れ る も の と し て 企 図 さ れ る 、 た だ し 、 ア ミ ノ 酸 配 列 の 変 化 は 少 な く と も 75%、 よ り 好 ま
し く は 少 な く と も 80%、 90%、 95%、 お よ び 最 も 好 ま し く は 99%を 保 つ も の と す る 。 特 に 、 保
存 ア ミ ノ 酸 置 換 が 企 図 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 保 存 置 換 は 、 そ れ ら の 側 鎖 に 関 係 が あ る ア ミ ノ 酸 の フ ァ ミ リ ー 内 で 起 こ る 置 換 で あ る 。
遺 伝 的 に コ ー ド さ れ て い る ア ミ ノ 酸 は 一 般 に 以 下 の フ ァ ミ リ ー に 分 け ら れ る :(1)酸 性 =ア
ス パ ラ ギ ン 酸 、 グ ル タ ミ ン 酸 、 (2)塩 基 性 =リ シ ン 、 ア ル ギ ニ ン 、 ヒ ス チ ジ ン 、 (3)非 極 性 =
ア ラ ニ ン 、 バ リ ン 、 ロ イ シ ン 、 イ ソ ロ イ シ ン 、 プ ロ リ ン 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 メ チ オ ニ ン
、 ト リ プ ト フ ァ ン お よ び (4)非 電 荷 極 性 =グ リ シ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 、 グ ル タ ミ ン 、 シ ス テ イ
ン 、 セ リ ン 、 ス レ オ ニ ン 、 チ ロ シ ン 。 よ り 好 ま し い フ ァ ミ リ ー は :セ リ ン お よ び ス レ オ ニ
ン は 脂 肪 族 ヒ ド ロ キ シ フ ァ ミ リ ー で あ り ;ア ス パ ラ ギ ン お よ び グ ル タ ミ ン は ア ミ ド 含 有 フ
ァ ミ リ ー で あ り ;ア ラ ニ ン 、 バ リ ン 、 ロ イ シ ン 、 お よ び イ ソ ロ イ シ ン は 脂 肪 族 フ ァ ミ リ ー
で あ り ;か つ フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 ト リ プ ト フ ァ ン お よ び チ ロ シ ン は 芳 香 族 フ ァ ミ リ ー で あ
る 。 例 え ば 、 ロ イ シ ン と イ ソ ロ イ シ ン ま た は バ リ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 と グ ル タ ミ ン 酸 、 ス
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レ オ ニ ン と セ リ ン の 単 離 置 換 、 ま た は あ る ア ミ ノ 酸 と 構 造 上 関 連 が あ る ア ミ ノ 酸 の 同 様 の
置 換 は 、 特 に そ の 置 換 が フ レ ー ム ワ ー ク 内 の ア ミ ノ 酸 と 関 係 が な い 場 合 は 、 生 成 す る 分 子
の 結 合 ま た は 性 質 に 対 し て 重 大 な 影 響 は な い と 予 想 す る こ と が 妥 当 で あ る 。 ア ミ ノ 酸 の 変
化 が 機 能 性 ペ プ チ ド を も た ら す か ど う か は 、 ポ リ ペ プ チ ド 誘 導 体 の 特 異 的 活 性 を ア ッ セ イ
す る こ と に よ っ て 容 易 に 決 定 す る こ と が で き る 。 ア ッ セ イ は 本 明 細 書 に 詳 細 に 記 載 す る 。
抗 体 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 の 断 片 ま た は 類 似 体 は 、 当 業 者 に よ っ て 容 易 に 調 製 す る こ
と が で き る 。 断 片 ま た は 類 似 体 の 好 ま し い ア ミ ノ お よ び カ ル ボ キ シ 末 端 は 、 機 能 性 ド メ イ
ン の 境 界 近 辺 に 存 在 す る 。 構 造 性 お よ び 機 能 性 ド メ イ ン は 、 ヌ ク レ オ チ ド お よ び /ま た は
ア ミ ノ 酸 配 列 デ ー タ と 、 公 の ま た は 専 有 の 配 列 デ ー タ ベ ー ス を 比 較 す る こ と に よ っ て 同 定
す る こ と が で き る 。 コ ン ピ ュ ー タ に よ る 比 較 法 を 使 用 し て 、 既 知 の 構 造 お よ び /ま た は 機
能 の 他 の タ ン パ ク 質 中 に 存 在 す る 、 配 列 モ チ ー フ ま た は 予 想 さ れ る タ ン パ ク 質 立 体 配 座 ド
メ イ ン を 同 定 す る こ と が 好 ま し い 。 既 知 の 三 次 元 構 造 へ と 折 り た た ま れ て い る タ ン パ ク 質
配 列 を 同 定 す る た め の 方 法 が 知 ら れ て い る 。 Bowieら 、 Science 253:164(1991)。 し た が っ
て 前 述 の 例 は 、 当 業 者 は 配 列 モ チ ー フ お よ び 構 造 の 立 体 配 座 を 認 識 す る こ と が で き 、 こ れ
ら を 使 用 し て 本 明 細 書 に 記 載 す る 抗 体 の 構 造 性 お よ び 機 能 性 ド メ イ ン を 定 義 す る こ と が で
き る こ と を 実 証 す る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 好 ま し い ア ミ ノ 酸 置 換 は 、 (1)タ ン パ ク 質 分 解 に 対 す る 感 受 性 を 低 下 さ せ る 、 (2)酸 化 に
対 す る 感 受 性 を 低 下 さ せ る 、 (3)タ ン パ ク 質 複 合 体 形 成 に 関 す る 結 合 親 和 性 を 変 え る 、 (4)
結 合 親 和 性 を 変 え る 、 お よ び (4)こ の よ う な 類 似 体 の 他 の 物 理 化 学 的 ま た は 機 能 的 性 質 を
与 え る か ま た は 変 え る 置 換 で あ る 。 類 似 体 は 天 然 の ペ プ チ ド 配 列 以 外 の 様 々 な ム テ イ ン 配
列 を 含 む こ と が で き る 。 例 え ば 、 1つ ま た は 多 数 の ア ミ ノ 酸 置 換 (好 ま し く は 保 存 ア ミ ノ 酸
置 換 )は 、 天 然 の 配 列 に (好 ま し く は 、 分 子 間 接 触 部 分 を 形 成 す る ド メ イ ン の 外 側 の ポ リ ペ
プ チ ド 部 分 に )作 製 す る こ と が で き る 。 保 存 ア ミ ノ 酸 置 換 は 、 親 配 列 の 構 造 特 性 を 実 質 的
に 変 え な い は ず で あ る (例 え ば 置 換 ア ミ ノ 酸 は 、 親 配 列 中 に 存 在 す る ヘ リ ッ ク ス を 破 壊 す
る 、 あ る い は 親 配 列 を 特 徴 付 け る 他 の タ イ プ の 二 次 構 造 を 乱 す 傾 向 は な い は ず で あ る )。
当 分 野 で 認 め ら れ て い る ポ リ ペ プ チ ド の 二 次 構 造 お よ び 三 次 構 造 の 例 は 、 Proteins、 Stru
ctures and Molecular Principles(Creighton、 Ed.、 W.H.Freeman and Company、 ニ ュ ー
ヨ ー ク (1984));Introduction to Protein Structure(C.Branden and J.Tooze、 eds.、 Gar
land Publishing、 ニ ュ ー ヨ ー ク 、 ニ ュ ー ヨ ー ク (1991));お よ び Thorntonら 、 Nature 354:
105(1991)中 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 す る 用 語 「 ポ リ ペ プ チ ド 断 片 」 は 、 ア ミ ノ 末 端 お よ び /ま た は カ ル ボ キ
シ 末 端 欠 失 を 有 す る が 、 残 り の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 例 え ば 完 全 長 cDNA配 列 か ら 推 定 さ れ る 天
然 の 配 列 中 の 対 応 す る 位 置 と 同 一 で あ る ポ リ ペ プ チ ド を 指 す 。 断 片 は 典 型 的 に は 少 な く と
も 5、 6、 8ま た は 10ア ミ ノ 酸 長 、 好 ま し く は 少 な く と も 14ア ミ ノ 酸 長 、 よ り 好 ま し く は 少
な く と も 20ア ミ ノ 酸 長 、 通 常 は 少 な く と も 50ア ミ ノ 酸 長 、 お よ び さ ら に よ り 好 ま し く は 少
な く と も 70ア ミ ノ 酸 長 で あ る 。 本 明 細 書 で 使 用 す る 用 語 「 類 似 体 」 は 、 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列
の 一 部 分 と 実 質 的 同 一 性 を 有 す る 少 な く と も 25ア ミ ノ 酸 の セ グ メ ン ト を 含 む ポ リ ペ プ チ ド
を 指 す 。 類 似 体 は 典 型 的 に は 、 少 な く と も 20ア ミ ノ 酸 長 、 好 ま し く は 少 な く と も 50ア ミ ノ
酸 長 以 上 で あ り 、 し ば し ば 完 全 長 の 天 然 の ポ リ ペ プ チ ド と 同 じ 長 さ で あ っ て よ い 。 断 片 お
よ び 類 似 体 は 変 異 体 の 形 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 ペ プ チ ド 類 似 体 は 、 鋳 型 ペ プ チ ド の 性 質 と 類 似 の 性 質 を 有 す る 非 ペ プ チ ド 薬 剤 と し て 、
製 薬 産 業 に お い て 一 般 的 に 使 用 さ れ て い る 。 こ れ ら の タ イ プ の 非 ペ プ チ ド 化 合 物 は 、 「 ペ
プ チ ド 模 倣 体 」 ま た は 「 模 倣 ペ プ チ ド 」 と 呼 ば れ る 。 Fauchere、 J.Adv.Drug Res.15:29(1
986);Veber and Freidinger TINS p.392(1985);お よ び Evansら 、 J.Med.Chem.30:1229(198
7)。 こ の よ う な 化 合 物 は 、 コ ン ピ ュ ー タ に よ る 分 子 モ デ リ ン グ に よ っ て 開 発 さ れ る こ と が
多 い 。 治 療 上 有 用 な ペ プ チ ド と 構 造 的 に 類 似 し て い る ペ プ チ ド 模 倣 体 を 使 用 し て 、 同 等 の
治 療 ま た は 予 防 効 果 を 生 み 出 す こ と が で き る 。 一 般 に 模 倣 ペ プ チ ド は 、 ヒ ト 抗 体 な ど の 、
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典 型 的 ポ リ ペ プ チ ド (す な わ ち 、 生 化 学 的 性 質 ま た は 薬 理 学 的 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド )
と 構 造 的 に 類 似 し て い る が 、 当 分 野 で よ く 知 ら れ て い る 方 法 に よ っ て 、 -CH 2 NH-、 -CH 2 S-
、 -CH 2 -CH 2 -、 -CH=CH- (シ ス お よ び ト ラ ン ス )、 -COCH 2 -、 -CH(OH)CH 2 -、 お よ び -CH 2 SO-か
ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 結 合 に よ っ て 場 合 に よ っ て は 置 換 さ れ て い る 1つ ま た は 複 数 の ペ
プ チ ド 結 合 を 有 す る 。 同 じ タ イ プ の D-ア ミ ノ 酸 (例 え ば 、 L-リ シ ン の 代 わ り に D-リ シ ン )に
よ る 、 コ ン セ ン サ ス 配 列 の 1つ ま た は 複 数 の ア ミ ノ 酸 の 系 統 的 置 換 を 使 用 し て 、 よ り 安 定
性 の あ る ペ プ チ ド を 作 製 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 コ ン セ ン サ ス 配 列 ま た は 実 質 的 に 同
一 な コ ン セ ン サ ス 配 列 変 異 体 を 含 む 制 約 型 ペ プ チ ド を 、 例 え ば ペ プ チ ド を 環 化 す る 分 子 間
ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 を 形 成 す る こ と が で き る 内 部 シ ス テ イ ン 残 基 を 加 え る こ と に よ っ て 、 当
分 野 で 既 知 の 方 法 に よ っ て 作 製 す る こ と が で き る (Rizo and Gierasch Ann.Rev.Biochem.6
1:387(1992))。 ペ プ チ ド 模 倣 体 お よ び 模 倣 ペ プ チ ド は 、 い ず れ も 変 異 体 の 形 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 「 抗 体 」 ま た は 「 抗 体 ペ プ チ ド 」 は 、 完 全 抗 体 、 ま た は 、 完 全 抗 体 と 特 異 的 に 競 合 す る
結 合 断 片 を 指 す 。 組 換 え DNA技 法 に よ っ て 、 あ る い は 完 全 抗 体 の 酵 素 ま た は 化 学 的 切 断 に
よ っ て 、 結 合 断 片 を 生 成 さ せ る 。 結 合 断 片 に は Fab、 Fab'、 F(ab') 2 、 Fv、 お よ び 単 鎖 抗 体
が あ る 。 「 二 重 特 異 性 」 ま た は 「 二 機 能 性 」 抗 体 以 外 の 抗 体 は 、 そ の 結 合 部 位 の そ れ ぞ れ
が 同 一 で あ る と 理 解 さ れ る 。 過 剰 な 抗 体 が 抗 受 容 体 と 結 合 す る 受 容 体 の 量 を 、 (in vitro
競 合 結 合 ア ッ セ イ で 測 定 し て )少 な く と も 約 20%、 40%、 60%ま た は 80%、 お よ び さ ら に 通 常
は 約 85%よ り 多 く 減 少 さ せ る と き 、 抗 体 は 受 容 体 と 抗 受 容 体 の 接 着 を 実 質 的 に 阻 害 す る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 用 語 「 エ ピ ト ー プ 」 は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン ま た は T細 胞 受 容 体 と 特 異 的 に 結 合 す る こ と が
で き 、 あ る い は 他 の 場 合 は 分 子 と 相 互 作 用 す る こ と が で き る 任 意 の タ ン パ ク 質 抗 原 決 定 基
を 含 む 。 エ ピ ト ー プ 抗 原 決 定 基 は 一 般 に 、 ア ミ ノ 酸 ま た は 炭 水 化 物 ま た は 糖 側 鎖 な ど の 分
子 の 化 学 的 活 性 が あ る 表 面 の 基 か ら な り 、 特 異 的 な 三 次 元 構 造 特 性 、 お よ び 特 異 的 な 電 荷
特 性 を 一 般 に 有 す る 。 エ ピ ト ー プ は 「 直 鎖 状 」 ま た は 「 立 体 配 座 状 」 で あ っ て よ い 。 直 鎖
状 エ ピ ト ー プ で は 、 タ ン パ ク 質 と 相 互 作 用 分 子 (抗 体 な ど )の 間 の す べ て の 相 互 作 用 点 が 、
そ の タ ン パ ク 質 の 一 次 ア ミ ノ 酸 配 列 に 沿 っ て 直 線 状 に 存 在 す る 。 立 体 配 座 状 エ ピ ト ー プ で
は 、 相 互 作 用 点 は 互 い に 離 れ た タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 残 基 中 に 存 在 す る 。 解 離 定 数 が ≦ 1
μ M、 好 ま し く は ≦ 100nM、 お よ び さ ら に 好 ま し く は ≦ 10nM、 お よ び 一 層 さ ら に 好 ま し く は
≦ 1nMで あ る と き 、 抗 体 は 抗 原 と 特 異 的 に 結 合 す る と 言 え る 。 ひ と た び 抗 原 上 の 所 望 の エ
ピ ト ー プ を 決 定 し た 後 、 例 え ば 本 発 明 に お い て 記 載 す る 技 法 を 使 用 し て 、 そ の エ ピ ト ー プ
に 対 す る 抗 体 を 作 製 す る こ と が で き る 。 あ る い は 、 発 見 プ ロ セ ス 中 に 、 抗 体 の 作 製 お よ び
特 徴 付 け に よ っ て 、 望 ま し い エ ピ ト ー プ に 関 す る 情 報 を 解 明 す る こ と が で き る 。 こ の 情 報
か ら 、 同 じ エ ピ ト ー プ と の 結 合 に 関 し て 抗 体 を 競 合 的 に ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が 可 能 で
あ る 。 こ れ を 達 成 す る た め の 手 法 は 、 交 差 競 合 試 験 を 行 っ て 互 い に 競 合 的 に 結 合 す る 抗 体
、 例 え ば 抗 原 と の 結 合 に 関 し て 競 合 す る 抗 体 を 発 見 す る こ と で あ る 。 そ れ ら の 交 差 競 合 に
基 づ い て 抗 体 を 「 ビ ン ニ ン グ 」 す る た め の ハ イ ス ル ー プ ッ ト 法 は 、 国 際 特 許 出 願 No.WO03/
48731中 に 記 載 さ れ て い る 。 当 業 者 に よ っ て 理 解 さ れ る よ う に 、 実 際 、 抗 体 が 特 異 的 に 結
合 す る こ と が で き る 任 意 の も の が エ ピ ト ー プ で あ る と 思 わ れ る 。 エ ピ ト ー プ は 、 抗 体 が 結
合 す る 残 基 を 含 む こ と が で き る 。 一 実 施 形 態 で は 、 エ ピ ト ー プ は EGFRvIIIエ ピ ト ー プ で あ
る 。 よ り 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 エ ピ ト ー プ は 本 明 細 書 の 実 施 例 4に 記 載 す る エ ピ ト ー プ
で あ る 。 一 実 施 形 態 で は 、 エ ピ ト ー プ は 実 施 例 14に 記 載 す る エ ピ ト ー プ で あ る 。 一 実 施 形
態 で は 、 エ ピ ト ー プ は 配 列 LEEKKGNYVVTD(配 列 番 号 59)を 含 む 。 一 実 施 形 態 で は 、 エ ピ ト ー
プ は 配 列 EEKKGNYVVT(配 列 番 号 57)を 含 む 。 一 実 施 形 態 で は 、 エ ピ ト ー プ は 配 列 EKNY(配 列
番 号 60)を 含 む 。 一 実 施 形 態 で は 、 エ ピ ト ー プ は 配 列 EEKGN(配 列 番 号 61)を 含 む 。 実 際 こ れ
ら を 1つ の ペ プ チ ド 上 に こ の 順 で 構 築 す る 必 要 は な く 、 こ れ ら は パ ラ ト ー プ と 相 互 作 用 す
る エ ピ ト ー プ を 形 成 す る 残 基 で あ る こ と を 、 当 業 者 は 理 解 す る で あ ろ う 。 当 業 者 に よ っ て
理 解 さ れ る よ う に 、 分 子 の 形 状 を 作 製 す る 残 基 ま た は 側 鎖 に よ っ て 占 め ら れ る 空 間 は 、 エ
ピ ト ー プ が 何 で あ る か を 決 定 す る の に 役 立 つ 。 同 様 に 、 エ ピ ト ー プ 、 フ ァ ン デ ル ワ ー ル ス
相 互 作 用 、 側 鎖 の 移 動 度 な ど と 関 係 が あ る 任 意 の 官 能 基 は い ず れ も 、 エ ピ ト ー プ が 実 際 何
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で あ る か を 決 定 す る こ と が で き る 。 し た が っ て 、 エ ピ ト ー プ は エ ネ ル ギ ー 相 互 作 用 も 含 む
こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 用 語 「 パ ラ ト ー プ 」 は 、 エ ピ ト ー プ と の 結 合 を 決 定 す る 結 合 領 域 の 一 般 的 構 造 を 記 載 す
る こ と を 意 味 す る 。 こ の 構 造 は 、 結 合 領 域 が エ ピ ト ー プ と 結 合 す る か し な い か 、 あ る い は
そ の 形 式 に 影 響 を 与 え る 。 パ ラ ト ー プ は 、 抗 体 ま た は そ の 断 片 と 抗 原 を 結 合 さ せ る こ と を
担 う 抗 体 の 抗 原 部 位 を 指 す こ と が で き る 。 パ ラ ト ー プ は 抗 体 の イ デ ィ オ ト ー プ 、 お よ び エ
ピ ト ー プ と の 結 合 す る 領 域 で あ る 相 補 性 決 定 領 域 (CDR)も 指 す 。 一 実 施 形 態 で は 、 パ ラ ト
ー プ は 図 11中 の L1 10、 L2 30、 L3 50、 H1 20、 H2 40、 お よ び H3 60で あ る 抗 体 の 領 域 で あ
る 。 一 実 施 形 態 で は 、 パ ラ ト ー プ は L1、 L2、 L3、 H1、 H2、 お よ び H3に 関 す る 実 施 例 16中 の
CDR配 列 を 含 む 抗 体 の 領 域 で あ る 。 一 実 施 形 態 で は 、 パ ラ ト ー プ は 図 12中 の L1 110、 L2 13
0、 L3 150、 H1 120、 H2 140、 お よ び H3 160で あ る 抗 体 の 領 域 で あ る 。 一 実 施 形 態 で は 、
パ ラ ト ー プ は L1、 L2、 L3、 H1、 H2、 お よ び H3に 関 す る 実 施 例 18中 の CDR配 列 を 含 む 抗 体 の
領 域 で あ る 。 一 実 施 形 態 で は 、 パ ラ ト ー プ は 実 施 例 18に 列 挙 す る 配 列 を 含 む 。 一 実 施 形 態
で は 、 図 13Aお よ び 図 13B中 に 示 す よ う に 、 パ ラ ト ー プ は エ ピ ト ー プ と 相 互 作 用 す る 残 基 を
含 む 。 中 実 の 黒 い 構 造 は ペ プ チ ド 構 造 で あ る 。 一 実 施 形 態 で は 、 パ ラ ト ー プ は 13.1.2mAb
の 残 基 Tyr172Argを 含 む 。 一 実 施 形 態 で は 、 13.1.2mAbの パ ラ ト ー プ は Tyr172Arg、 Arg101G
lu、 Leu99Asn、 Leu99His、 Arg101Asp、 Leu217Glu、 Leu99Thr、 Leu217Asn、 Arg101Gln、 お
よ び Asn35Glyか ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も 1つ の 残 基 を 含 む 。 当 業 者 に よ っ て 理
解 さ れ る よ う に 、 任 意 の 抗 体 ま た は そ の 変 異 体 の パ ラ ト ー プ は 、 本 出 願 に よ っ て 述 べ る 方
法 で 決 定 す る こ と が で き る 。 そ れ ら が 結 合 エ ネ ル ギ ー の 10%に 貢 献 す る と 予 想 さ れ る 場 合
、 残 基 は 「 重 要 で あ る 」 と 考 え ら れ る 。 一 実 施 形 態 で は 、 そ れ ら が 結 合 エ ネ ル ギ ー の 2%に
貢 献 す る と 予 想 さ れ る 場 合 、 残 基 は 「 重 要 で あ る 」 と 考 え ら れ る 。 一 実 施 形 態 で は 、 そ れ
ら が 結 合 エ ネ ル ギ ー の 50%に 貢 献 す る と 予 想 さ れ る 場 合 、 残 基 は 「 重 要 で あ る 」 と 考 え ら
れ る 。 一 実 施 形 態 で は 、 そ れ ら が エ ピ ト ー プ の 表 面 、 ま た は パ ラ ト ー プ の 表 面 と 相 互 作 用
す る と 予
想 さ れ る 場 合 、 残 基 は 「 重 要 で あ る 」 と 考 え ら れ る 。 一 実 施 形 態 で は 、 残 基 を 変 え る こ と
に よ っ て 結 合 の 損 失 を も た ら す 場 合 、 残 基 は 「 重 要 で あ る 」 と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 用 語 「 特 異 的 に 」 ま た は 「 優 先 的 に 」 結 合 す る 、 ま た は 同 様 の フ レ ー ズ は 、 抗 体 が そ の
エ ピ ト ー プ に 独 占 的 に 結 合 す る こ と を 示 す こ と 意 味 す る わ け で は な い 。 そ う で は な く 、 抗
体 ま た は そ の 変 異 体 が 、 抗 体 が 曝 さ れ る 少 な く と も 1つ の 他 の 物 質 と 抗 体 が 結 合 す る よ り
高 い 程 度 で 、 そ の エ ピ ト ー プ と 結 合 す る こ と が で き る こ と を 意 味 す る 。 一 実 施 形 態 で は 、
特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 は 、 そ れ が EGFRタ ン パ ク 質 と 結 合 す る よ り 、 高 い 親 和 性 (よ り 強 い
、 あ る い は 低 い K D )で EGFRvIIIタ ン パ ク 質 と 結 合 す る で あ ろ う 。 例 え ば 、 特 異 的 に 結 合 す
る 抗 体 は 、 少 な く と も 1、 1～ 2、 2～ 5、 5～ 10、 10～ 20、 20～ 30、 30～ 50、 50～ 70、 70～ 90
、 90～ 120、 120～ 150、 150～ 200、 200～ 300、 300～ 500、 500～ 1000パ ー セ ン ト 以 上 ま で の
最 小 増 大 率 で よ り 強 く 結 合 す る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 ア ミ ノ 酸 の 略 語 、 数 、 ア ミ ノ 酸 、 例 え ば Leu217Glnは 、 第 1の ア ミ ノ 酸 か ら 第 2の ア ミ ノ
酸 の 番 号 付 け し た ア ミ ノ 酸 に お け る 変 異 を 表 す 。 し た が っ て Tyr172Argは 、 野 生 型 タ ン パ
ク 質 は 位 置 172に チ ロ シ ン を 有 す る が 、 変 異 体 は 位 置 172に ア ル ギ ニ ン を 有 す る こ と を 意 味
す る と 思 わ れ る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 用 語 「 物 質 」 を 本 明 細 書 で 使 用 し て 、 化 学 化 合 物 、 化 学 化 合 物 の 混 合 物 、 生 物 マ ク ロ 分
子 、 ま た は 生 物 物 質 か ら 作 製 し た 抽 出 物 を 表 す 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 「 哺 乳 動 物 」 は 、 本 明 細 書 で 使 用 す る と 、 哺 乳 動 物 で あ る と 考 え ら れ る 任 意 の 動 物 を 指
す 。 哺 乳 動 物 は ヒ ト で あ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ８ １ 】
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　 酵 素 、 パ パ イ ン に よ る 抗 体 の 消 化 に よ っ て 、 「 Fab」 断 片 と し て も 知 ら れ る 2つ の 同 一 の
抗 原 結 合 断 片 、 お よ び 、 抗 原 結 合 活 性 は 有 さ な い が 結 晶 化 す る 能 力 は 有 す る 「 Fc」 断 片 が
生 成 す る 。 酵 素 、 ペ プ シ ン に よ る 抗 体 の 消 化 に よ っ て 、 抗 体 分 子 の 2つ の ア ー ム が 結 合 し
た 状 態 で あ り 2つ の 抗 原 結 合 部 位 を 含 む F(ab') 2 断 片 が 生 成 す る 。 F(ab') 2 断 片 は 、 抗 原 を
架 橋 さ せ る 能 力 を 有 す る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 「 Fv」 は 本 明 細 書 で 使 用 す る 場 合 、 抗 原 認 識 部 位 と 抗 原 結 合 部 位 の 両 方 を 保 持 す る 抗 体
の 最 小 断 片 を 指 す 。 こ れ ら の 断 片 は 、 抗 体 の 変 異 体 と 考 え る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 「 Fab」 は 本 明 細 書 で 使 用 す る 場 合 、 軽 鎖 の 定 常 ド メ イ ン お よ び 重 鎖 の CH1ド メ イ ン を 含
む 抗 体 の 断 片 を 指 す 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 用 語 「 mAb」 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 指 す 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 抗 体 配 列 を 作 製 し た XenoMax法 の 記 載 は 以 下 の よ う に 示 す :「 AB」 は 抗 体 を 指 し 、 「 EGFR
vIII」 は 抗 体 の 結 合 特 異 性 を 指 し 、 「 X」 は XenoMouseマ ウ ス 由 来 で あ る こ と を 指 し 、 「 G1
」 は IgG1ア イ ソ タ イ プ を 指 し 、 あ る い は 「 G2」 は IgG2ア イ ソ タ イ プ を 指 し 、 最 後 の 三 桁 は
抗 体 が 由 来 し た 単 細 胞 ナ ン バ ー を 指 し 、 例 え ば :AB-EGFRvIII-XG1-095は 、 IgG1ア イ ソ タ イ
プ お よ び 細 胞 ナ ン バ ー 95の XenoMouseマ ウ ス 由 来 の EGFRvIIIと の 、 結 合 特 異 性 を 有 す る 抗
体 で あ る と 思 わ れ る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 用 語 「 SC」 は 単 細 胞 を 指 し 、 個 々 の XenoMax法 由 来 の 抗 体 は 、 本 明 細 書 の 抗 体 が 由 来 し
た 単 細 胞 ナ ン バ ー を 指 す SCお よ び 三 桁 、 ま た は 単 に 三 桁 と し て 呼 ぶ こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 ハ イ ブ リ ド ー マ 由 来 抗 体 配 列 の 記 載 は 以 下 の よ う に 示 す :「 AB」 は 抗 体 を 指 し 、 「 EGFRv
III」 は 抗 体 の 結 合 特 異 性 を 指 し 、 「 X」 は XenoMouseマ ウ ス 由 来 で あ る こ と を 指 し 、 「 G1
」 は IgG1ア イ ソ タ イ プ を 指 し 、 あ る い は 「 G2」 は IgG2ア イ ソ タ イ プ を 指 し 、 「 K」 は kappa
を 指 し 、 「 L」 は lambdaを 指 す 。 最 後 の 三 桁 は 抗 体 が 由 来 し た ク ロ ー ン ナ ン バ ー を 指 し 、
例 え ば :AB-EGFRvIII-XG1K-13.1.2で あ る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 す る 「 標 識 」 ま た は 「 標 識 さ れ た 」 は 、 検 出 可 能 な 成 分 、 例 え ば 放 射 標
識 、 蛍 光 標 識 、 酵 素 標 識 、 化 学 発 光 標 識 、 ま た は ビ オ チ ニ ル 基 を ポ リ ペ プ チ ド に 加 え る こ
と を 指 す 。 放 射 性 同 位 体 ま た は 放 射 性 核 種 は 3 H、 1 4 C、 1 5 N、 3 5 S、 9 0 Y、 9 9 Tc、 1 1 1 In、 1 2 5

I、 1 3 1 Iを 含 む こ と が で き 、 蛍 光 標 識 は ロ ー ダ ミ ン 、 ラ ン タ ニ ド 、 リ ン ま た は FITCを 含 む
こ と が で き 、 酵 素 標 識 は ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、
ル シ フ ェ ラ ー ゼ 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 す る 用 語 「 薬 剤 物 質 ま た は 薬 剤 」 は 、 患 者 に 適 切 に 投 与 す る と 望 ま し い
治 療 効 果 を 誘 導 す る こ と が で き る 、 化 学 化 合 物 ま た は 組 成 物 を 指 す 。 本 明 細 書 の 他 の 化 学
用 語 は 、 The McGraw-Hill Dictionary of Chemical Terms(Parker、 S.、 Ed.、 McGraw-Hil
l、 サ ン フ ラ ン シ ス コ (1985))に よ っ て 例 示 さ れ た の と 同 様 に 、 当 分 野 の 従 来 の 使 用 に 従 っ
て 使 用 す る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 す る 「 実 質 的 に 純 粋 で あ る 」 は 、 あ る 物 体 種 が 存 在 す る 主 要 な 種 で あ る
(す な わ ち 、 モ ル 単 位 で 、 組 成 物 中 の 任 意 の 他 の 個 々 の 種 よ り そ れ が 多 量 に 存 在 す る )、 お
よ び 好 ま し く は 実 質 的 に 精 製 さ れ た 分 画 は 、 そ の 物 体 種 が (モ ル 単 位 で )存 在 す る 全 マ ク ロ
分 子 種 の 少 な く と も 約 50パ ー セ ン ト を 構 成 す る 組 成 物 で あ る こ と を 意 味 す る 。 一 般 に 、 実
質 的 に 純 粋 で あ る 組 成 物 は 、 組 成 物 中 に 存 在 す る 全 マ ク ロ 分 子 種 の 約 80パ ー セ ン ト よ り 多
く 、 よ り 好 ま し く は 約 85%、 90%、 95%、 99%、 お よ び 99.9%よ り 多 く を 含 む で あ ろ う 。 組 成
物 が 一 種 の マ ク ロ 分 子 種 か ら 本 質 的 に な る 、 ほ ぼ 均 質 な 状 態 (従 来 の 検 出 法 に よ っ て 混 入
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物 質 種 を 組 成 物 中 で 検 出 す る こ と が で き な い )ま で 、 物 体 種 を 精 製 す る こ と が 最 も 好 ま し
い 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 用 語 「 患 者 」 は 、 ヒ ト お よ び 家 畜 被 験 体 を 含 む 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 用 語 「 SLAM(登 録 商 標 )技 術 」 は 、 「 Selected Lymphocyte Antibody Method」 (Babcook
ら 、 Proc.Natl.Acad.Sci.USA、 i93:7843～ 7848(1996)、 お よ び Schrader、 米 国 特 許 第 5,62
7,052号 )を 指 す 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 用 語 「 XenoMax(商 標 )」 は 、 (以 下 に 記 載 す る よ う に )XenoMouse(登 録 商 標 )マ ウ ス を 用 い
る SLAM技 術 を 使 用 す る こ と を 指 す 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
（ 抗 体 構 造 ）
　 基 本 的 な 抗 体 の 構 造 単 位 は 、 テ ト ラ マ ー を 含 む こ と が 知 ら れ て い る 。 そ れ ぞ れ の テ ト ラ
マ ー は 、 そ れ ぞ れ の 対 が 1つ の 「 軽 」 鎖 (約 25kDa)お よ び 1つ の 「 重 」 鎖 (約 50～ 70kDa)を 有
す る 、 ポ リ ペ プ チ ド 鎖 の 2つ の 同 一 な 対 か ら 構 成 さ れ る 。 そ れ ぞ れ の 鎖 の ア ミ ノ 末 端 部 分
は 、 抗 原 認 識 を 主 に 担 う 約 100～ 110以 上 の ア ミ ノ 酸 の 可 変 領 域 を 含 む 。 そ れ ぞ れ の 鎖 の カ
ル ボ キ シ 末 端 部 分 は 、 エ フ ェ ク タ ー 機 能 を 主 に 担 う 定 常 領 域 を 定 義 す る 。 ヒ ト 軽 鎖 は kapp
aお よ び lambda軽 鎖 と し て ク ラ ス さ れ る 。 重 鎖 は mu、 デ ル タ 、 ガ ン マ 、 ア ル フ ァ 、 ま た は
イ プ シ ロ ン と し て ク ラ ス さ れ 、 そ れ ぞ れ IgM、 IgD、 IgG、 IgA、 お よ び IgEと し て 抗 体 の ア
イ ソ タ イ プ を 定 義 す る 。 軽 鎖 お よ び 重 鎖 内 で は 、 可 変 領 域 と 定 常 領 域 は 約 12以 上 の ア ミ ノ
酸 の 「 J」 領 域 に よ っ て 接 合 し て お り 、 重 鎖 は 約 10以 上 の ア ミ ノ 酸 の 「 D」 領 域 も 含 む 。 Fu
ndamental Immunology Ch.7(Paul、 W.、 ed.、 第 2版 .Raven Press、 ニ ュ ー ヨ ー ク (1989))
を 概 略 的 に 参 照 の こ と 。 そ れ ぞ れ の 軽 鎖 /重 鎖 対 の 可 変 領 域 が 、 抗 体 結 合 部 位 を 形 成 す る
。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 し た が っ て 、 完 全 抗 体 は 2つ の 結 合 部 位 を 有 す る 。 二 機 能 性 ま た は 二 重 特 異 的 抗 体 を 除
け ば 、 2つ の 結 合 部 位 は 同 じ で あ る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 鎖 は い ず れ も 、 相 補 性 決 定 領 域 す な わ ち CDRと も 呼 ば れ る 3つ の 超 可 変 領 域 に よ っ て 接 合
さ れ た 、 同 じ 一 般 構 造 の 比 較 的 保 存 さ れ た フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 (FR)を 示 す 。 そ れ ぞ れ の 対
の 2つ の 鎖 由 来 の CDRは フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 近 く に 一 直 線 に 並 び 、 特 定 の エ ピ ト ー プ と の 結
合 を 可 能 に す る 。 N末 端 か ら C末 端 に 、 軽 鎖 お よ び 重 鎖 は ド メ イ ン FR1、 CDR1、 FR2、 CDR2、
FR3、 CDR3お よ び FR4を 含 む 。 そ れ ぞ れ の ド メ イ ン へ の ア ミ ノ 酸 の ア サ イ メ ン ト は 、 Kabat 
Sequences of Proteins of Immunological Interest(National Institutes of Health、 B
ethesda、 Md.(1987お よ び 1991))、 ま た は Chothia & Lesk J.Mol.Biol.196:901～ 917(1987
);Chothiaら 、 Nature 342:878～ 883(1989)の 定 義 に 従 う 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 二 重 特 異 的 ま た は 二 機 能 性 抗 体 は 、 2つ の 異 な る 重 鎖 /軽 鎖 対 お よ び 2つ の 異 な る 結 合 部
位 を 有 す る 人 工 ハ イ ブ リ ッ ド 抗 体 で あ る 。 二 重 特 異 的 抗 体 は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ の 融 合 ま た
は Fab'断 片 の 連 結 を 含 め た 、 様 々 な 方 法 に よ っ て 生 成 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 Songsi
vilai & Lacbmann Clin.Exp.Immunol.79:315～ 321(1990)、 Kostelnyら 、 J.Immunol.148:1
547～ 1553(1992)を 参 照 の こ と 。 二 重 特 異 的 抗 体 の 生 成 は 、 従 来 の 抗 体 の 生 成 と 比 較 し て
比 較 的 困 難 な プ ロ セ ス で あ る 可 能 性 が あ り 、 二 重 特 異 的 抗 体 の 収 率 お よ び 純 度 は 一 般 に 低
い 。 二 重 特 異 的 抗 体 は 、 1つ の 結 合 部 位 を 有 す る 断 片 (例 え ば Fab、 Fab'、 お よ び Fv)の 形 で
は 存 在 し な い 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 抗 体 の 一 般 的 な 構 造 態 様 以 外 に 、 パ ラ ト ー プ と エ ピ ト ー プ の 間 の さ ら に 特 異 的 な 相 互 作
用 を 、 構 造 的 手 法 に よ っ て 調 べ る こ と が で き る 。 一 実 施 形 態 で は 、 CDRの 構 造 は パ ラ ト ー
プ を 形 成 し 、 そ れ に よ っ て 抗 体 は エ ピ ト ー プ と 結 合 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な パ ラ ト
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ー プ の 構 造 は い く つ か の 方 法 に よ っ て 決 定 す る こ と が で き る 。 NMRま た は x線 結 晶 学 な ど の
、 伝 統 的 な 構 造 解 析 手 法 を 使 用 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 手 法 は パ ラ ト ー プ 単 独 の 構 造
を 、 あ る い は そ れ が エ ピ ト ー プ と 結 合 し て い る 構 造 を 調 べ る こ と が で き る 。 あ る い は 、 分
子 モ デ ル を in silicoで 作 製 す る こ と が で き る 。 Accelrys(サ ン デ ィ エ ゴ 、 CA)か ら の Insig
htIIモ デ リ ン グ パ ッ ケ ー ジ な ど の 市 販 の パ ッ ケ ー ジ 品 に よ る 相 同 性 モ デ リ ン グ を 介 し て 、
構 造 体 を 作 製 す る こ と が で き る 。 簡 潔 に は 、 調 べ る 抗 体 の 配 列 を 使 用 し て 、 タ ン パ ク 質 デ
ー タ バ ン ク な ど の 、 既 知 の 構 造 の タ ン パ ク 質 の デ ー タ ベ ー ス で 検 索 す る こ と が で き る 。 既
知 の 構 造 を 有 す る 相 同 タ ン パ ク 質 を 同 定 し た 後 、 こ れ ら の 相 同 タ ン パ ク 質 は モ デ ル 鋳 型 と
し て 使 用 す る 。 考 え ら れ る 鋳 型 の そ れ ぞ れ を 一 直 線 に 並 べ 、 こ れ に よ っ て 鋳 型 間 の 配 列 ア
ラ イ ン メ ン ト に 基 づ く 構 造 を 生 成 す る こ と が で き る 。 未 知 の 構 造 を 有 す る 抗 体 の 配 列 を こ
れ ら の 鋳 型 と 次 い で 一 直 線 に 並 べ て 、 未 知 の 構 造 を 有 す る 抗 体 に 関 す る 分 子 モ デ ル を 作 製
す る こ と が で き る 。 当 業 者 に よ っ て 理 解 さ れ る よ う に 、 こ の よ う な 構 造 体 を in silicoで
作 製 す る た め の 多 く の 代 替 法 が 存 在 し 、 そ れ ら は い ず れ も 使 用 す る こ と が で き る 。 例 え ば
、 QUANTA(Polygen Corp.、 Waltham、 Mass.)お よ び CHARM(Brooks、 B.R.、 Bruccoleri、 R.E
.、 Olafson、 B.D.、 States、 D.J.、 Swaminathan、 S.お よ び Karplus、 M.、 1983、 J.Comp.C
hem、 4:187)を 使 用 す る 、 Hardmanら に 発 行 さ れ た 米 国 特 許 第 5,958,708号 中 に 記 載 さ れ た
方 法 と 類 似 の 方 法 を 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 考 え ら れ る パ ラ ト ー プ が エ ピ ト ー プ と 結 合 す る か ど う か 、 お よ び ど の 程 度 十 分 に 結 合 す
る か を 測 定 す る 際 に 重 要 な の は パ ラ ト ー プ の 形 状 だ け で は な く 、 エ ピ ト ー プ と パ ラ ト ー プ
の 間 の 相 互 作 用 自 体 も 、 変 異 体 抗 体 の 設 計 に お け る 重 要 な 情 報 源 で あ る 。 当 業 者 に よ っ て
理 解 さ れ る よ う に 、 こ の 相 互 作 用 を 試 験 す る こ と が で き る 様 々 な 方 法 が 存 在 す る 。 1つ の
方 法 は 、 お そ ら く 前 に 記 載 し た の と 同 様 に 作 製 し た 構 造 モ デ ル を 使 用 す る こ と 、 次 い で ド
ッ キ ン グ 単 位 を 有 し 特 に パ ラ ト ー プ と そ の エ ピ ト ー プ の 間 の 立 体 配 座 お よ び 方 向 空 間 に 関
す る Monte Carlo検 索 を 行 う こ と が で き る 、 InsightII(Accelrys、 サ ン デ ィ エ ゴ 、 CA)な ど
の プ ロ グ ラ ム を 使 用 す る こ と で あ る 。 そ の 結 果 は 、 ど こ で ど の よ う に エ ピ ト ー プ が パ ラ ト
ー プ と 相 互 作 用 す る か を 推 測 で き る こ と で あ る 。 一 実 施 形 態 で は 、 関 連 相 互 作 用 の 測 定 を
助 け る の に 、 エ ピ ト ー プ の 断 片 、 ま た は 変 異 体 の み を 使 用 す る 。 一 実 施 形 態 で は 、 パ ラ ト
ー プ と エ ピ ト ー プ の 間 の 相 互 作 用 の モ デ ル 化 に お い て 、 完 全 な エ ピ ト ー プ を 使 用 す る 。 当
業 者 に よ っ て 理 解 さ れ る よ う に 、 こ れ ら 2つ の 異 な る 手 法 は 異 な る 利 点 お よ び 欠 点 を 有 す
る 。 例 え ば 、 エ ピ ト ー プ の 断 片 の み を 使 用 す る こ と に よ っ て 、 長 い 時 間 を か け ず に 、 そ れ
ぞ れ の 側 鎖 の 考 え ら れ る 変 化 を よ り 詳 細 に 調 べ る こ と が で き る 。 他 方 で 、 エ ピ ト ー プ の 断
片 の み 、 あ る い は 完 全 タ ン パ ク 質 の 代 わ り に 単 に エ ピ ト ー プ を 使 用 す る こ と に よ っ て 、 エ
ピ ト ー プ 断 片 の 特 性 が エ ピ ト ー プ 全 体 の 特 性 と 同 じ で あ る 可 能 性 は な く 、 し た が っ て お そ
ら く コ ン ピ ュ ー タ モ デ リ ン グ 中 に 誤 解 す る 危 険 が 増 大 す る と 考 え ら れ る 。 一 実 施 形 態 で は
、 両 方 の 手 法 を 限 ら れ た 程 度 で 使 用 し て 、 結 果 を ク ロ ス チ ェ ッ ク す る 。 好 ま し い 実 施 形 態
で は 、 エ ピ ト ー プ の 変 異 体 を 使 用 す る 場 合 、 エ ピ ト ー プ の 変 異 体 が そ の エ ピ ト ー プ の 最 も
重 要 な 残 基 を 含 む よ う に 、 そ れ を 最 適 化 す る 。 最 も 重 要 な 残 基 の 同 一 性 は 、 例 え ば 本 明 細
書 の 実 施 例 4お よ び 14中 に 記 載 し た の と 同 様 に 、 任 意 の 方 法 で 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 こ れ ら の 作 製 し た 構 造 体 を 使 用 す る こ と に よ っ て 、 ど の 残 基 が パ ラ ト ー プ と エ ピ ト ー プ
の 間 の 相 互 作 用 で 最 も 重 要 で あ る か を 決 定 す る こ と が で き る 。 し た が っ て 一 実 施 形 態 で は
、 ど の 残 基 を 変 更 し て 抗 体 の 結 合 特 性 を 変 え る か を 容 易 に 選 択 す る こ と が で き る 。 例 え ば
、 ド ッ キ ン グ モ デ ル を 用 い れ ば 、 パ ラ ト ー プ 中 の い く つ か の 残 基 の 側 鎖 は エ ピ ト ー プ の 結
合 を 立 体 的 に 妨 げ る 可 能 性 が あ る の で 、 こ れ ら の 残 基 を 小 さ な 側 鎖 を 有 す る 残 基 に 変 え る
こ と は 利 点 が あ る こ と を 明 ら か に で き る 。 こ れ は 多 く の 方 法 で 決 定 す る こ と が で き る 。 例
え ば 、 単 に 2つ の モ デ ル を 見 て 、 官 能 基 お よ び 近 接 性 に 基 づ い て 相 互 作 用 を 推 測 す る こ と
が で き る 。 あ る い は 、 前 に 記 載 し た の と 同 様 に エ ピ ト ー プ と パ ラ ト ー プ の 繰 り 返 し の 対 合
を 行 っ て 、 よ り 好 ま し い エ ネ ル ギ ー 相 互 作 用 を 得 る こ と が で き る 。 様 々 な 抗 体 の 変 異 体 に
関 す る こ れ ら の 相 互 作 用 を 測 定 し て 、 抗 体 を エ ピ ト ー プ と 結 合 さ せ る こ と が で き る 他 の 方
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法 を 決 定 す る こ と も で き る 。 様 々 な モ デ ル を 組 み 合 わ せ て 、 抗 体 の 構 造 を ど の よ う に し て
変 え て 、 望 ま し い 特 定 の 性 質 を 有 す る 抗 体 を 得 る べ き か を 決 定 す る こ と も で き る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 前 で 決 定 し た モ デ ル は 、 様 々 な 技 法 に よ っ て 試 験 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 前 に 論 じ
た プ ロ グ ラ ム を 用 い て 相 互 作 用 エ ネ ル ギ ー を 測 定 し て 、 ど の 変 異 体 を さ ら に 調 べ る か を 決
定 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 ク ロ ー ン お よ び フ ァ ン デ ル ワ ー ル ス 相 互 作 用 を 使 用 し て 、
エ ピ ト ー プ と 変 異 体 パ ラ ト ー プ の 相 互 作 用 エ ネ ル ギ ー を 測 定 す る 。 さ ら に 、 部 位 特 異 的 変
異 誘 発 を 使 用 し て 、 抗 体 構 造 の 予 想 さ れ る 変 化 が 実 際 に 望 ま し い 結 合 性 の 変 化 を も た ら す
か ど う か を 調 べ る 。 あ る い は 、 エ ピ ト ー プ に 変 化 を 施 し て 、 そ の モ デ ル が 正 確 で あ る か を
確 認 す る こ と が で き 、 あ る い は パ ラ ト ー プ と エ ピ ト ー プ の 間 に 存 在 す る 可 能 性 が あ る 一 般
的 な 結 合 性 を 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 構 造 を モ デ リ ン グ す る た め の 前 述 の 方 法 を 使 用 し て 、 タ ン パ ク 質 構 造 の ど の よ う な 変 化
が 抗 体 の 個 々 の 望 ま し い 特 性 を も た ら す か を 決 定 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 方 法 を 使 用
し て 、 タ ン パ ク 質 構 造 の ど の よ う な 変 化 が 望 ま し い 特 性 を も た ら さ な い か を 決 定 す る こ と
が で き る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 当 業 者 に よ っ て 理 解 さ れ る よ う に 、 こ れ ら の モ デ ル は 本 発 明 の 実 施 形 態 の 抗 体 お よ び そ
の 変 異 体 を 作 製 す る の に 必 要 な 指 針 を 与 え る 一 方 で 、 in silicoモ デ ル の 通 常 の 試 験 を 、
お そ ら く in vitro試 験 に よ っ て 行 う こ と が 依 然 と し て 望 ま し い 場 合 が あ る 。 さ ら に 、 当 業
者 に 明 ら か で あ る よ う に 、 任 意 の 改 変 は 抗 体 の 活 性 に 対 し て 他 の 副 作 用 が あ る こ と も あ る
。 例 え ば 、 大 き な 結 合 を も た ら す と 予 想 さ れ る 任 意 の 改 変 が 大 き な 結 合 を 誘 導 す る こ と が
あ る が 、 抗 体 の 活 性 を 低 下 さ せ る か あ る い は 変 え る 可 能 性 が あ る 他 の 構 造 変 化 を 、 引 き 起
こ す 場 合 も あ る 。 こ れ が 当 て は ま る か ど う か の 決 定 は 当 分 野 で は 通 常 の こ と で あ り 、 多 く
の 方 法 で 行 う こ と が で き る 。 例 え ば 、 実 施 例 21中 と 同 様 の ELISA試 験 に よ っ て 、 活 性 を 試
験 す る こ と が で き る 。 あ る い は 、 表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 装 置 を 使 用 す る こ と に よ っ て 、 サ ン
プ ル を 試 験 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
（ 抗 体 の 結 合 、 お よ び 優 勢 結 合 の 変 異 体 抗 体 ）
　 一 実 施 形 態 で は 、 抗 体 の エ ピ ト ー プ に 対 す る 結 合 能 力 を 増 大 さ せ る た め に 、 前 に 記 載 し
た モ デ ル を 使 用 す る 。 抗 体 は エ ピ ト ー プ と さ ら に 容 易 に 結 合 す る こ と が で き 、 し た が っ て
高 い 結 合 定 数 (k a )を 有 す る 。 あ る い は 、 抗 体 は エ ピ ト ー プ か ら ゆ っ く り と 解 離 す る こ と が
で き 、 し た が っ て 低 い 解 離 定 数 (k d )を 有 し 、 あ る い は エ ピ ト ー プ -パ ラ ト ー プ 相 互 作 用 の K

D は 値 が 小 さ い 可 能 性 が あ り 、 し た が っ て エ ピ ト ー プ と パ ラ ト ー プ の 間 の 結 合 度 が 高 く な
る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 い く つ か の 実 施 形 態 で は 、 正 反 対 の 特 性 と 結 び 付 く よ う に 変 異 体 抗 体 を 設 計 す る 。 す な
わ ち 、 抗 体 は 強 く 結 合 し な い 、 ま た は 、 お そ ら く は 素 早 く 結 合 し な い 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 他 の 実 施 形 態 で は 、 変 異 体 抗 体 は 野 生 型 抗 体 と そ れ ら の K D は 異 な ら な い が 、 そ れ ら の 変
異 体 抗 体 は 特 定 の エ ピ ト ー プ に は よ り 特 異 的 で あ る 。 こ れ は 設 計 し た 抗 体 の パ ラ ト ー プ が
、 他 の エ ピ ト ー プ と 結 合 す る 可 能 性 が 低 い こ と を 意 味 す る 可 能 性 が あ る 。 抗 体 は 、 既 に 改
変 さ れ て い る 他 の 特 性 を 有 す る 可 能 性 が あ る 。 例 え ば 、 変 異 体 は 抗 体 の 非 特 異 的 結 合 に 影
響 を 受 け な い 可 能 性 が あ り 、 あ る い は 抗 体 が 高 濃 度 で 存 在 す る と き で も 、 溶 液 中 に 溶 け た
状 態 で あ る 可 能 性 が あ る 。 こ の よ う な 変 異 体 は 、 論 じ る 抗 体 に 存 在 す る 可 能 性 が あ る 。 例
え ば 、 以 下 で 調 べ た 高 濃 度 の い く つ か の 変 異 体 抗 体 、 例 え ば 13.1.2mAbは 、 Biacore実 験 に
お い て 、 ゆ っ く り 結 合 す る 要 素 を 生 成 し た が 、 い く つ か の 変 異 体 、 例 え ば L217N-2.1は 同
じ 濃 度 で も こ の ゆ っ く り 結 合 す る 要 素 を 示 さ な か っ た 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 前 に 決 定 し た モ デ ル に よ っ て 予 想 し た 変 異 体 は 作 製 す る こ と が で き 、 次 い で こ れ ら を 試
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験 し て 、 そ れ ら が 実 際 望 ま し い 特 性 と 結 び 付 く か ど う か を 決 定 す る こ と が で き る 。 エ ピ ト
ー プ と の よ り 大 き な 合 計 相 互 作 用 エ ネ ル ギ ー を 有 す る 変 異 体 を 、 他 の 試 験 用 に 選 択 す る こ
と が で き る 。 相 互 作 用 エ ネ ル ギ ー は い く つ か の 方 法 で 測 定 す る こ と が で き 、 そ の 1つ は 前
に 記 載 し て い る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 こ れ ら の 変 異 体 は 、 い く つ か の 方 法 で 試 験 す る こ と が で き る 。 代 表 的 な オ プ シ ョ ン に は
、 KinExA(例 え ば 、 1994年 12月 13日 に Lackieに 発 行 さ れ た 米 国 特 許 第 5,372,783号 )(Sapidy
ne Instruments Inc.、 ID、 Boise)、 表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 (SPR)(例 え ば 、 BIACORE(商 標 )Bi
acore、 Inc.、 Pistcataway、 NJ.)、 ス ト ッ プ ド フ ロ ー 蛍 光 法 、 共 鳴 反 射 法 、 お よ び 蛍 光 分
極 法 が あ る が 、 こ れ ら だ け に は 限 ら れ な い 。 こ れ ら の オ プ シ ョ ン の 多 く は デ ー タ を 記 録 す
る こ と が で き る だ け で な く 、 デ ー タ を 様 々 な 理 論 曲 線 に 適 合 さ せ 、 そ れ に よ っ て k a 、 k d 、
お よ び K D 、 な ら び に 他 の 性 質 を 決 定 す る た め の 、 容 易 な 手 段 を 与 え る こ と が で き る 。 こ れ
ら の 曲 線 と 生 じ る デ ー タ の 適 合 は 、 い く ら か の 変 化 に 関 す る 可 能 性 な し で は 行 え な い こ と
を 記 す こ と は 重 要 で あ る 。 こ の た め 、 関 連 す る 結 合 、 解 離 、 お よ び 平 衡 定 数 は 、 こ れ ら の
曲 線 に 適 合 さ せ て 求 め る だ け で な く 、 互 い の 直 接 の 比 較 に よ っ て も 求 め 、 そ し て 、 当 業 者
の 知 識 に 照 ら し て 求 め る こ と も で き る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 （ ヒ ト 抗 体 お よ び 抗 体 の ヒ ト 化 ）
　 ヒ ト 抗 体 は 、 マ ウ ス ま た は ラ ッ ト 可 変 領 域 お よ び /ま た は 定 常 領 域 を 有 す る 抗 体 に 関 す
る い く つ か の 問 題 点 を 回 避 す る 。 こ の よ う な マ ウ ス ま た は ラ ッ ト 由 来 タ ン パ ク 質 の 存 在 は
抗 体 の 迅 速 な 除 去 を も た ら す 可 能 性 が あ り 、 あ る い は 患 者 に よ る 抗 体 に 対 す る 免 疫 応 答 の
生 成 を も た ら す 可 能 性 が あ る 。 マ ウ ス ま た は ラ ッ ト 由 来 抗 体 の 使 用 を 避 け る た め に 、 げ っ
歯 類 が 完 全 ヒ ト 抗 体 を 生 成 す る よ う に 、 げ っ 歯 類 に ヒ ト 抗 体 の 機 能 を 導 入 す る こ と に よ っ
て 、 完 全 ヒ ト 抗 体 を 作 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 YAC中 の メ ガ ベ ー ス の 大 き さ の ヒ ト 遺 伝 子 座 を ク ロ ー ニ ン グ お よ び 再 構 築 し 、 そ れ ら を
マ ウ ス 生 殖 細 胞 系 中 に 導 入 す る 能 力 は 、 巨 大 ま た は 大 ま か に マ ッ ピ ン グ さ れ た 遺 伝 子 座 の
機 能 要 素 を 解 明 す る た め の 、 な ら び に 、 ヒ ト 疾 患 の 有 用 な モ デ ル を 作 製 す る た め の 強 力 な
手 法 を 与 え る 。 さ ら に 、 マ ウ ス 遺 伝 子 座 と そ の ヒ ト の 相 当 す る 遺 伝 子 座 を 置 換 す る た め の
こ の よ う な 技 術 の 使 用 は 、 発 生 中 の ヒ ト 遺 伝 子 産 物 の 発 現 お よ び 調 節 、 他 の シ ス テ ム と の
情 報 伝 達 、 お よ び 疾 患 の 誘 導 お よ び 進 行 に お け る そ れ ら の 関 与 に つ い て の 有 用 な 知 見 を 与
え る と 思 わ れ る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 の よ う な 戦 略 の 重 要 で 実 際 的 な 適 用 例 は 、 マ ウ ス 体 液 性 免 疫 系 の 「 ヒ ト 化 」 で あ る 。 ヒ
ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン (Ig)遺 伝 子 座 を 、 内 在 性 Ig遺 伝 子 が 不 活 性 状 態 で あ る マ ウ ス に 導 入 す る
こ と に よ っ て 、 プ ロ グ ラ ム 化 さ れ た 発 現 お よ び 抗 体 の 構 築 、 な ら び に B細 胞 発 生 に お け る
そ れ ら の 役 割 の 根 底 に あ る 機 構 を 研 究 す る た め の 機 会 が 与 え ら れ る 。 さ ら に 、 こ の よ う な
戦 略 は 、 完 全 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (mAbs)-ヒ ト 疾 患 に お け る 抗 体 療 法 の 見 込 み を 実 現
す る た め の 重 要 な マ イ ル ス ト ー ン -を 生 成 す る た め の 理 想 的 な 供 給 源 を 与 え る と 思 わ れ る
。 完 全 ヒ ト 抗 体 は 、 マ ウ ス ま た は マ ウ ス 由 来 mAbに 固 有 な 免 疫 お よ び ア レ ル ギ ー 応 答 を 最
小 に し 、 し た が っ て 投 与 す る 抗 体 の 有 効 性 お よ び 安 全 性 を 高 め る と 予 想 さ れ る 。 完 全 ヒ ト
抗 体 の 使 用 は 、 繰 り 返 し の 抗 体 投 与 を 必 要 と す る 炎 症 、 自 己 免 疫 疾 患 、 お よ び 癌 な ど の 慢
性 お よ び 再 発 性 ヒ ト 疾 患 の 治 療 に お い て 、 実 質 的 な 利 点 を 与 え る と 予 想 す る こ と が で き る
。
【 ０ １ １ ２ 】
　 こ の 目 的 の た め の 1つ の 手 法 は 、 こ の よ う な マ ウ ス は マ ウ ス 抗 体 が 不 在 で あ る 大 き な ヒ
ト 抗 体 の レ パ ー ト リ ー を 生 成 す る こ と を 見 越 し て 、 ヒ ト Ig遺 伝 子 座 の 大 き な 断 片 を 用 い 、
マ ウ ス 抗 体 生 成 に 欠 陥 が あ る マ ウ ス 系 統 を 処 理 す る こ と で あ っ た 。 大 き な ヒ ト Ig断 片 は 、
遺 伝 子 の 多 様 性 、 お よ び 抗 体 生 成 お よ び 発 現 の 正 確 な 調 節 を 保 つ と 思 わ れ る 。 抗 体 多 様 化
お よ び 選 択 に 関 す る マ ウ ス の 機 構 、 お よ び ヒ ト タ ン パ ク 質 に 対 す る 免 疫 寛 容 性 の 欠 如 を 利
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用 す る こ と に よ っ て 、 こ れ ら の マ ウ ス 系 統 に お い て 再 生 さ れ た ヒ ト 抗 体 の レ パ ー ト リ ー は
、 ヒ ト 抗 原 を 含 め た 当 該 の 任 意 の 抗 原 に 対 す る 高 親 和 性 抗 体 を 生 成 す る は ず で あ る 。 ハ イ
ブ リ ド ー マ 技 術 を 使 用 し て 、 望 ま し い 特 異 性 を 有 す る 抗 原 特 異 的 ヒ ト mAbを 、 容 易 に 生 成
し 選 択 す る こ と が で き る と 思 わ れ る 。 こ の 一 般 的 な 戦 略 は 、 1994年 に 公 開 さ れ た の と 同 様
の 、 我 々 の 第 1の XenoMouseマ ウ ス 系 統 の 作 製 に 関 し て 実 証 さ れ た (Greenら 、 Nature Genet
ics 7:13～ 21(1994)を 参 照 の こ と )。 XenoMouse系 統 は 、 そ れ ぞ れ ヒ ト 重 鎖 遺 伝 子 座 お よ び
kappa軽 鎖 遺 伝 子 座 の 245kbお よ び 190kbの 大 き さ の 生 殖 細 胞 系 配 列 断 片 （ 主 要 な 可 変 お よ
び 定 常 領 域 配 列 を 含 ん で い た ） を 含 む 酵 母 人 工 染 色 体 (YAC)を 用 い て 処 理 し た 。 す な わ ち
、 ヒ ト Ig含 有 YACは 、 抗 体 の 再 編 成 お よ び 発 現 に 関 し て マ ウ ス 系 と 適 合 性 が あ り 、 不 活 性
マ ウ ス Ig遺 伝 子 を 置 換 す る こ と が で き た こ と が 分 か っ た 。 B細 胞 発 生 を 誘 導 し 、 完 全 ヒ ト
抗 体 の 成 体 様 ヒ ト レ パ ー ト リ ー を 生 成 し 、 抗 原 特 異 的 な ヒ ト mAbを 作 製 す る そ れ ら の 能 力
に よ っ て 、 こ の こ と が 実 証 さ れ た 。 こ れ ら の 結 果 は 、 多 数 の V遺 伝 子 を 含 む ヒ ト Ig遺 伝 子
座 の 大 部 分 、 他 の 調 節 要 素 、 お よ び ヒ ト Ig定 常 領 域 を 導 入 す る こ と に よ っ て 、 感 染 お よ び
免 疫 処 置 に 対 す る ヒ ト 体 液 性 応 答 に 特 徴 が あ る 完 全 レ パ ー ト リ ー を 、 実 質 的 に 再 現 す る こ
と が で き る こ と も 示 唆 し た 。 Greenら の 研 究 は 近 年 、 そ れ ぞ れ ヒ ト 重 鎖 遺 伝 子 座 お よ び kap
pa軽 鎖 遺 伝 子 座 の メ ガ ベ ー ス の 大 き さ の 、 生 殖 細 胞 系 配 列 YAC断 片 を 導 入 す る こ と に よ っ
て 、 こ の 導 入 を ヒ ト 抗 体 レ パ ー ト リ ー の 約 80%よ り 多 く ま で 拡 大 し た 。 Mendezら 、 Nature 
Genetics 15:146～ 156(1997)、 お よ び 1996年 12月 3日 に 出 願 さ れ た 米 国 特 許 出 願 第 08/759,
620号 を 参 照 の こ と 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 XenoMouseマ ウ ス の 生 成 は 、 1990年 1月 12日 に 出 願 さ れ た 米 国 特 許 出 願 第 07/466,008号 、
1990年 11月 8日 に 出 願 さ れ た 米 国 特 許 出 願 第 07/610,515号 、 1992年 7月 24日 に 出 願 さ れ た 米
国 特 許 出 願 第 07/919,297号 、 1992年 7月 30日 に 出 願 さ れ た 米 国 特 許 出 願 第 07/922,649号 、 1
993年 3月 15日 に 出 願 さ れ た 米 国 特 許 出 願 第 08/031,801号 、 1993年 8月 27日 に 出 願 さ れ た 米
国 特 許 出 願 第 08/112,848号 、 1994年 4月 28日 に 出 願 さ れ た 米 国 特 許 出 願 第 08/234,145号 、 1
995年 1月 20日 に 出 願 さ れ た 米 国 特 許 出 願 第 08/376,279号 、 1995年 4月 27日 に 出 願 さ れ た 米
国 特 許 出 願 第 08/430,938号 、 1995年 6月 5日 に 出 願 さ れ た 米 国 特 許 出 願 第 08/464,584号 、 19
95年 6月 5日 に 出 願 さ れ た 米 国 特 許 出 願 第 08/464,582号 、 1995年 6月 5日 に 出 願 さ れ た 米 国 特
許 出 願 第 08/463,191号 、 1995年 6月 5日 に 出 願 さ れ た 米 国 特 許 出 願 第 08/462,837号 、 1995年
6月 5日 に 出 願 さ れ た 米 国 特 許 出 願 第 08/486,853号 、 1995年 6月 5日 に 出 願 さ れ た 米 国 特 許 出
願 第 08/486,857号 、 1995年 6月 5日 に 出 願 さ れ た 米 国 特 許 出 願 第 08/486,859号 、 1995年 6月 5
日 に 出 願 さ れ た 米 国 特 許 出 願 第 08/462,513号 、 1996年 10月 2日 に 出 願 さ れ た 米 国 特 許 出 願
第 08/724,752号 、 お よ び 1996年 12月 3日 に 出 願 さ れ た 米 国 特 許 出 願 第 08/759,620号 、 な ら
び に 米 国 特 許 第 6,162,963号 、 米 国 特 許 第 6,150,584号 、 米 国 特 許 第 6,114,598号 、 米 国 特
許 第 6,075,181号 、 お よ び 米 国 特 許 第 5,939,598号 、 な ら び に 日 本 国 特 許 3068180B2、 日 本
国 特 許 3068506B2、 お よ び 日 本 国 特 許 3068507B2中 で さ ら に 論 じ ら れ 示 さ れ て い る 。 Mendez
ら 、 Nature Genetics 15:146～ 156(1997)、 な ら び に Greenお よ び Jakobovits J.Exp.Med.1
88:483～ 495(1998)も 参 照 の こ と 。 1996年 6月 12日 に 付 与 公 開 さ れ た 欧 州 特 許 No.、 EP04631
51B1、 1994年 2月 3日 に 公 開 さ れ た 国 際 特 許 出 願 No.、 WO94/02602、 1996年 10月 31日 に 公 開
さ れ た 国 際 特 許 出 願 No.、 WO96/34096、 1998年 6月 11日 に 公 開 さ れ た WO98/24893、 2000年 12
月 21日 に 公 開 さ れ た WO00/76310、 WO03/47336も 参 照 の こ と 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 他 の 手 法 で は 、 GenPharm International、 Inc.を 含 め た 他 者 が 、 「 ミ ニ 遺 伝 子 座 」 手 法
を 使 用 し て き て い る 。 ミ ニ 遺 伝 子 座 手 法 で は 、 Ig遺 伝 子 座 由 来 の (個 々 の 遺 伝 子 の )片 を 封
入 す る こ と に よ っ て 、 外 来 性 の Ig遺 伝 子 座 が 模 倣 さ れ て い る 。 し た が っ て 、 1つ ま た は 複
数 の V H 遺 伝 子 、 1つ ま た は 複 数 の D H 遺 伝 子 、 1つ ま た は 複 数 の J H 遺 伝 子 、 mu定 常 領 域 、 お よ
び 第 2の 定 常 領 域 (好 ま し く は ガ ン マ 定 常 領 域 )が 、 動 物 中 に 挿 入 す る た め の 構 築 体 中 に 形
成 さ れ る 。 こ の 手 法 は Suraniら へ の 米 国 特 許 第 5,545,807号 、 な ら び に そ れ ぞ れ Lonbergお
よ び Kayへ の 米 国 特 許 第 5,545,806号 、 米 国 特 許 第 5,625,825号 、 米 国 特 許 第 5,625,126号 、
米 国 特 許 第 5,633,425号 、 米 国 特 許 第 5,661,016号 、 米 国 特 許 第 5,770,429号 、 米 国 特 許 第 5
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,789,650号 、 米 国 特 許 第 5,814,318号 、 米 国 特 許 第 5,877,397号 、 米 国 特 許 第 5,874,299号
、 お よ び 米 国 特 許 第 6,255,458号 、 な ら び に Krimpenfortお よ び Bernsへ の 米 国 特 許 第 5,591
,669号 お よ び 米 国 特 許 第 6,023,010号 、 Bernsら へ の 米 国 特 許 第 5,612,205号 、 米 国 特 許 第 5
,721,367号 、 お よ び 米 国 特 許 第 5,789,215号 、 な ら び に Choiお よ び Dunnへ の 米 国 特 許 第 5,6
43,763号 、 お よ び 1990年 8月 29日 に 出 願 さ れ た GenPharm国 際 米 国 特 許 出 願 第 07/574,748号
、 1990年 8月 31日 に 出 願 さ れ た 米 国 特 許 出 願 第 07/575,962号 、 1991年 12月 17日 に 出 願 さ れ
た 米 国 特 許 出 願 第 07/810,279号 、 1992年 3月 18日 に 出 願 さ れ た 米 国 特 許 出 願 第 07/853,408
号 、 1992年 6月 23日 に 出 願 さ れ た 米 国 特 許 出 願 第 07/904,068号 、 1992年 12月 16日 に 出 願 さ
れ た 米 国 特 許 出 願 第 07/990,860号 、 1993年 4月 26日 に 出 願 さ れ た 米 国 特 許 出 願 第 08/053,13
1号 、 1993年 7月 22日 に 出 願 さ れ た 米 国 特 許 出 願 第 08/096,762号 、 1993年 11月 18日 に 出 願 さ
れ た 米 国 特 許 出 願 第 08/155,301号 、 1993年 12月 3日 に 出 願 さ れ た 米 国 特 許 出 願 第 08/161,73
9号 、 1993年 12月 10日 に 出 願 さ れ た 米 国 特 許 出 願 第 08/165,699号 、 1994年 3月 9日 に 出 願 さ
れ た 米 国 特 許 出 願 第 08/209,741号 中 に 記 載 さ れ て い る 。 欧 州 特 許 No.0546073B1、 国 際 特 許
出 願 Nos.WO92/03918、 WO92/22645、 WO92/22647、 WO92/22670、 WO93/12227、 WO94/00569、
WO94/25585、 WO96/14436、 W097/13852、 お よ び WO98/24884な ら び に 米 国 特 許 第 5,981,175
号 も 参 照 の こ と 。 さ ら に Taylorら 1992、 Chenら 1993、 Tuaillonら 1993、 Choiら 1993、 Lonb
ergら (1994)、 Taylorら (1994)、 お よ び Tuaillonら (1995)、 Fishwildら (1996)を 参 照 の こ
と 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 Kirinも 、 ミ ク ロ 細 胞 融 合 に よ っ て 染 色 体 の 大 き な 片 、 ま た は 完 全 な 染 色 体 が 導 入 さ れ
て い る マ ウ ス か ら の 、 ヒ ト 抗 体 の 作 製 を 実 証 し て い る 。 欧 州 特 許 出 願 Nos.773288お よ び 欧
州 特 許 出 願 Nos.843961を 参 照 の こ と 。 Xenerex Biosciencesは 、 可 能 性 の あ る ヒ ト 抗 体 の
作 製 に 関 す る 技 術 を 開 発 し て い る 。 こ の 技 術 で は 、 ヒ ト リ ン パ 細 胞 、 例 え ば Bお よ び /ま た
は T細 胞 を 用 い て SCIDマ ウ ス を 再 編 制 す る 。 次 い で 抗 原 を 用 い て マ ウ ス を 免 疫 し 、 抗 原 に
対 す る 免 疫 応 答 を 生 成 す る こ と が で き る 。 米 国 特 許 第 5,476,996号 、 米 国 特 許 第 5,698,767
号 、 お よ び 米 国 特 許 第 5,958,765号 を 参 照 の こ と 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 ヒ ト 抗 マ ウ ス 抗 体 (HAMA)応 答 は 、 キ メ ラ あ る い は ヒ ト 化 抗 体 の 調 製 へ と 産 業 を 導 い て い
る 。 キ メ ラ 抗 体 は ヒ ト 定 常 領 域 お よ び マ ウ ス の 可 変 領 域 を 有 す る が 、 い く つ か の ヒ ト 抗 キ
メ ラ 抗 体 (HACA)応 答 が 、 特 に 抗 体 の 慢 性 的 使 用 ま た は 高 用 量 の 使 用 に お い て 観 察 さ れ る で
あ ろ う と 予 想 さ れ る 。 し た が っ て 、 HAMAま た は HACA応 答 の 懸 念 お よ び /ま た は 影 響 を 低 下
さ せ る た め に 、 EGFRvIIIに 対 す る 完 全 ヒ ト 抗 体 を 供 給 す る こ と が 望 ま し い と 思 わ れ る 。
【 ０ １ １ ７ 】
（ 抗 体 療 法 ）
　 本 明 細 書 で 論 じ る よ う に 、 EGFRvIII抗 体 の 機 能 は 、 そ の 作 用 形 式 の 少 な く と も 一 部 分 に
重 要 で あ る よ う で あ る 。 機 能 に よ っ て 、 例 え ば EGFRvIIIに 関 し て 作 用 す る EGFRvIII抗 体 の
活 性 が 意 味 さ れ る 。 し た が っ て い く つ か の 点 で 、 EGFRvIIIに 対 す る 治 療 候 補 と し て の 抗 体
の 作 製 に 関 し て 、 抗 体 は 補 体 を 固 定 し 細 胞 毒 性 リ ン パ 球 を 補 い 、 し た が っ て CDCお よ び ADC
Cに 関 与 す る こ と が で き る こ と が 望 ま し い 可 能 性 が あ る 。 以 下 の :マ ウ ス IgM、 マ ウ ス IgG2a
、 マ ウ ス IgG2b、 マ ウ ス IgG3、 ヒ ト IgM、 ヒ ト IgG1、 ヒ ト IgG3、 お よ び ヒ ト IgAを 非 制 限 的
に 含 め た 、 同 じ で あ る こ と が 可 能 で あ る い く つ か の ア イ ソ タ イ プ の 抗 体 が 存 在 す る 。 さ ら
に 、 EGFRvIIIに 対 す る 治 療 候 補 と し て の 抗 体 の 作 製 に 関 し て 、 抗 体 は ナ チ ュ ラ ル キ ラ ー (N
K)細 胞 な ど の エ フ ェ ク タ ー 細 胞 上 の Fc受 容 体 と 関 与 す る こ と に よ っ て 、 抗 体 依 存 性 細 胞 毒
性 作 用 (ADCC)を 活 性 化 す る こ と が で き る こ と が 望 ま し い 可 能 性 が あ る 。 以 下 の :マ ウ ス IgG
2a、 マ ウ ス IgG2b、 マ ウ ス IgG3、 ヒ ト IgG1、 お よ び ヒ ト IgG3を 非 制 限 的 に 含 め た 、 ADCCが
可 能 で あ る い く つ か の ア イ ソ タ イ プ の 抗 体 が 存 在 す る 。 作 製 す る 抗 体 は 最 初 に こ の よ う な
ア イ ソ タ イ プ を 有 し て い る 必 要 は な い が 、 作 製 す る 抗 体 は 任 意 の ア イ ソ タ イ プ を 有 し 、 そ
の 後 で 、 当 分 野 で よ く 知 ら れ て い る 従 来 の 技 法 を 使 用 し て 、 抗 体 の ア イ ソ タ イ プ を 変 え る
こ と が で き る こ と は 理 解 さ れ よ う 。 こ の よ う な 技 法 に は 、 特 に 直 接 的 な 組 換 え 技 法 の 使 用
(例 え ば 米 国 特 許 第 4,816,397号 を 参 照 の こ と )、 お よ び 細 胞 -細 胞 融 合 技 法 (例 え ば 米 国 特
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許 第 5,916,771号 お よ び 米 国 特 許 第 6,207,418号 )が あ る 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 細 胞 -細 胞 融 合 技 法 で は 、 任 意 の 望 ま し い ア イ ソ タ イ プ を 有 す る 重 鎖 を 有 す る ミ エ ロ ー
マ ま た は 他 の 細 胞 系 を 調 製 し 、 軽 鎖 を 有 す る 他 の ミ エ ロ ー マ ま た は 他 の 細 胞 系 を 調 製 す る
。 こ の よ う な 細 胞 は 後 に 融 合 さ せ る こ と が で き 、 完 全 抗 体 を 発 現 す る 細 胞 系 を 単 離 す る こ
と が で き る 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 例 え ば 、 本 明 細 書 で 論 じ る い く つ か の 抗 EGFRvIII抗 体 は 、 ヒ ト 抗 EGFRvIIIIgGI抗 体 で あ
る 。 こ の よ う な 抗 体 が EGFRvIII分 子 と の 望 ま し い 結 合 性 を 有 す る 場 合 、 そ れ は 容 易 に ア イ
ソ タ イ プ を 変 え て 、 (抗 体 の 特 異 性 お よ び そ の 親 和 性 の い く ら か を 定 義 す る )同 じ 可 変 領 域
を 有 し な が ら ヒ ト IgM、 ヒ ト IgG3、 ま た は ヒ ト IgGAを 作 製 す る こ と が で き る と 思 わ れ る 。 I
gG1を 含 め た こ の よ う な 分 子 は 、 補 体 を 固 定 し CDCに 関 与 す る こ と が で き る と 思 わ れ 、 IgG1
ま た は IgG3定 常 領 域 を 含 む 場 合 、 こ の よ う な 分 子 は 細 胞 毒 性 リ ン パ 球 を 補 う こ と に よ っ て
、 抗 体 依 存 性 細 胞 毒 性 作 用 (ADCC)に 関 与 す る こ と も で き る と 思 わ れ る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 し た が っ て 、 抗 体 と し て 、 前 に 論 じ た の と 同 様 の 望 ま し い 「 構 造 」 特 性 を 満 た す 候 補 を
作 製 し 、 そ れ ら は 一 般 に ア イ ソ タ イ プ を 変 え る こ と に よ っ て 、 少 な く と も い く つ か の 望 ま
し い 「 機 能 」 特 性 を 備 え る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ １ 】
（ 他 の 療 法 の 設 計 お よ び 作 製 ）
　 EGFRvIIIに 関 し て 本 明 細 書 で 生 成 お よ び 特 徴 付 け す る 抗 体 の 活 性 に 基 づ い て 、 抗 体 成 分
以 外 の 他 の 療 法 の モ ダ リ テ ィ ー の 設 計 を 容 易 に す る 。 こ の よ う な モ ダ リ テ ィ ー に は 非 制 限
的 に 、 最 新 の 抗 体 療 法 剤 、 例 え ば 二 重 特 異 的 抗 体 、 免 疫 毒 素 、 お よ び 放 射 標 識 療 法 剤 な ど
、 ペ プ チ ド 療 法 剤 、 遺 伝 子 療 法 剤 、 特 に 細 胞 内 発 現 抗 体 、 ア ン チ セ ン ス 療 法 剤 、 お よ び 小
分 子 の 作 製 が あ る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 最 新 の 抗 体 療 法 剤 の 作 製 に 関 し て は 、 補 体 固 定 お よ び 細 胞 毒 性 リ ン パ 球 の 補 充 が 望 ま し
い 特 性 で あ る 場 合 、 例 え ば 二 重 特 異 的 抗 体 、 免 疫 毒 素 、 ま た は 放 射 標 識 を 使 用 す る こ と に
よ っ て 細 胞 殺 傷 性 を 高 め る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 例 え ば 、 二 重 特 異 的 抗 体 に 関 し て は 、 (i)1つ が EGFRvIIIに 対 す る 特 異 性 を 有 し 、 も う 1
つ が 一 緒 に 結 合 す る 第 2の 分 子 に 対 す る 特 異 性 を 有 す る 2つ の 抗 体 、 (ii)EGFRvIIIに 対 し て
特 異 的 な 一 本 の 鎖 、 お よ び 第 2の 分 子 に 対 し て 特 異 的 な 第 2の 鎖 を 有 す る 1つ の 抗 体 、 ま た
は (iii)EGFRvIIIお よ び 他 の 分 子 に 対 す る 特 異 性 を 有 す る 単 鎖 抗 体 を 含 む 、 二 重 特 異 的 抗
体 を 作 製 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 二 重 特 異 的 抗 体 は 、 よ く 知 ら れ て い る 技 法 を 使 用
し て 作 製 す る こ と が で き 、 例 え ば (i)お よ び (ii)に 関 し て は 、 例 え ば 、 Fangerら 、 Inununo
l Methods 4:72～ 81(1994)、 な ら び に Wrightお よ び Harris上 記 を 参 照 し 、 お よ び (iii)に
関 し て は 、 例 え ば 、 Trauneckerら 、 Int.J.Cancer(Suppl)7:51～ 52(1992)を 参 照 の こ と 。
そ れ ぞ れ の 場 合 、 CD16ま た は CD64(例 え ば 、 Deoら 、 18:127(1997)を 参 照 の こ と )CD3(Micro
metの BiTE技 術 )ま た は CD89(例 え ば 、 Valeriusら 、 Blood90:4485～ 4492(1997)を 参 照 の こ
と )を 非 制 限 的 に 含 む Fc鎖 活 性 受 容 体 に 、 第 2の 特 異 性 を 施 す こ と が で き る 。 前 述 の 事 項 に
従 い 調 製 し た 二 重 特 異 的 抗 体 は 、 EGFRvIIIを 発 現 す る 細 胞 、 特 に 本 発 明 の EGFRvIII抗 体 が
有 効 で あ る 細 胞 を 殺 傷 す る 可 能 性 が あ る と 思 わ れ る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 免 疫 毒 素 に 関 し て は 、 当 分 野 で よ く 知 ら れ て い る 技 法 を 使 用 し て 、 抗 体 を 改 変 し て 免 疫
毒 素 と し て 作 用 さ せ る こ と が で き る 。 例 え ば 、 Vitetta Immunol Today 14:252(1993)を 参
照 の こ と 。 米 国 特 許 第 5,194,594号 も 参 照 の こ と 。 放 射 標 識 抗 体 の 調 製 に 関 し て は 、 こ の
よ う な 改 変 型 抗 体 は 、 当 分 野 で よ く 知 ら れ て い る 技 法 を 使 用 し て 容 易 に 調 製 す る こ と も で
き る 。 例 え ば 、 Junghansら 、 in Cancer Chemotherapy and Biotherapy 655～ 686(第 2版 、
Chafner and Longo、 eds.、 Lippincott Raven(1996))を 参 照 の こ と 。 米 国 特 許 第 4,681,58
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1号 、 米 国 特 許 第 4,735,210号 、 米 国 特 許 第 5,101,827号 、 米 国 特 許 第 5,102,990号 (RE35,50
0)、 米 国 特 許 第 5,648,471号 、 お よ び 米 国 特 許 第 5,697,902号 も 参 照 の こ と 。 そ れ ぞ れ の 免
疫 毒 素 お よ び 放 射 標 識 分 子 は 、 EGFRvIIIを 発 現 す る 細 胞 、 特 に 本 発 明 の EGFRvIII抗 体 が 有
効 で あ る 細 胞 を 殺 傷 す る 可 能 性 が あ る と 思 わ れ る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 抗 体 は エ ピ ト ー プ と さ ら に 迅 速 に 結 合 し 、 エ ピ ト ー プ か ら さ ら に ゆ っ く り と 解 離 す る よ
う に 設 計 す る こ と が で き 、 し た が っ て 抗 体 自 体 が 設 計 さ れ た 治 療 剤 で あ る 可 能 性 が あ る 。
抗 体 の 改 変 さ れ た 特 性 は 、 例 え ば 患 者 へ の 治 療 剤 の 投 与 に お い て 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
（ 治 療 用 免 疫 複 合 体 ）
　 理 解 さ れ る よ う に 、 薬 剤 、 毒 素 、 ま た は 他 の 分 子 と 結 合 し た 抗 体 (免 疫 複 合 体 ま た は 免
疫 毒 素 )は 、 抗 体 な ど の 特 異 的 結 合 分 子 に よ っ て 特 異 的 に 結 合 す る こ と が で き る 分 子 を 発
現 す る 細 胞 を 、 標 的 殺 傷 す る 際 に 非 常 に 有 用 で あ る 。 前 に 論 じ た よ う に 、 EGFRvIIIが 任 意
の 正 常 組 織 に お い て 発 現 さ れ る こ と は 知 ら れ て い な い 。 さ ら に EGFRvIIIは 、 多 数 の ヒ ト 腫
瘍 に お い て 顕 著 な 発 現 を 示 す 。 し た が っ て EGFRvIIIは 、 免 疫 毒 素 を 用 い た 標 的 と し て 非 常
に 魅 力 的 な 分 子 で あ る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 -薬 剤 複 合 体 を 用 い て 行 っ た 腫 瘍 細 胞 の 特 異 的 標 的 化 に 関 し て 、 多
く の 報 告 が な さ れ て い る (Selaら 、 Immunoconjugates 189～ 216(C.Vogel、 ed.1987)中 ;Gho
seら 、 Targeted Drugs 1～ 22(E.Goldberg、 ed.1983)中 ;Dienerら 、 Antibody Mediated De
livery Systems 1～ 23(J.Rodwell、 ed.1988)中 ;Pieterszら 、 Antibody Mediated Deliver
y Systems 25～ 53(J.Rodwell、 1988)中 ;Bumolら 、 Antibody Mediated Delivery Systems 
55～ 79(J.Rodwell、 1988)中 )。 メ ト ト レ キ セ ー ト 、 ダ ウ ノ ル ビ シ ン 、 ド キ ソ ル ビ シ ン 、 ビ
ン ク リ ス チ ン 、 ビ ン グ ラ ス チ ン 、 メ ル フ ァ ラ ン 、 マ イ ト マ イ シ ン C、 お よ び ク ロ ラ ム ブ シ
ル な ど の 細 胞 毒 性 薬 剤 を 、 様 々 な マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 結 合 さ せ て い る 。 い く つ か
の 場 合 、 血 清 ア ル ブ ミ ン (Garnettら 、 Cancer Res.46:2407～ 2412(1986);Ohkawaら 、 Cance
r Immumol.Immunother.23:81～ 86(1986);Endoら 、 Cancer Res.47:1076～ 1080(1980))、 デ
キ ス ト ラ ン (Hurwitzら 、 Appl.Biochem.2:25～ 35(1980);Manabiら 、 Biochem.Pharmacol.34
:289～ 291(1985);Dillmanら 、 Cancer Res.46:4886～ 4891(1986);Shovalら 、 Proc.Natl.Ac
ad.Sci、 85:8276～ 8280(1988))、 ま た は ポ リ グ ル タ ミ ン 酸 (Tsukadaら 、 J.Natl.Canc.Inst
.73:721～ 729(1984);Katoら 、 J.Med.Chem.27:1602～ 1607(1984);Tsukadaら 、 Br.J.Cancer
52:111～ 116(1985))な ど の 仲 介 担 体 分 子 に よ っ て 、 薬 剤 分 子 を 抗 体 分 子 と 結 合 さ せ た 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 こ の よ う な 免 疫 複 合 体 を 調 製 す る た め に 広 範 囲 の リ ン カ ー 技 術 が 使 用 さ れ て き て お り 、
切 断 性 リ ン カ ー と 非 切 断 性 リ ン カ ー の 両 方 が 研 究 さ れ て い る 。 多 く の 場 合 、 薬 剤 分 子 が 標
的 部 位 に お い て 非 改 変 形 で 複 合 体 か ら 放 出 さ れ 得 る 場 合 、 し か し な が ら 、 薬 剤 の 完 全 な 細
胞 毒 性 能 力 の み を 観 察 す る こ と が で き る と 思 わ れ る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 抗 体 -薬 剤 複 合 体 を 調 製 す る た め に 使 用 さ れ て い る 切 断 性 リ ン カ ー の 1つ は 、 シ ス -ア コ
ニ ッ ト 酸 に 基 づ く 酸 の 影 響 を 受 け や す い リ ン カ ー で あ っ て 、 こ の リ ン カ ー は 、 受 容 体 仲 介
の エ ン ド サ イ ト ー シ ス 中 に 遭 遇 す る エ ン ド ソ ー ム お よ び リ ソ ソ ー ム な ど の 異 な る 細 胞 内 区
画 の 酸 性 環 境 を 利 用 す る 。 Shenお よ び Ryserは 、 ダ ウ ノ ル ビ シ ン と マ ク ロ 分 子 担 体 の 複 合
体 を 調 製 す る た め に こ の 方 法 を 導 入 し た (Biochem.Biophys.Res.Commun.102:1048～ 1054(1
981))。 Yangお よ び Reisfeldは 同 じ 技 術 を 使 用 し て 、 ダ ウ ノ ル ビ シ ン と 抗 メ ラ ノ ー マ 抗 体
を 結 合 さ せ た (J.Natl.Canc.Inst.80:1154～ 1159(1988))。 近 年 Dillmanら も 、 同 じ 方 法 で
酸 の 影 響 を 受 け や す い 結 合 を 使 用 し て 、 ダ ウ ノ ル ビ シ ン と 抗 T細 胞 抗 体 の 複 合 体 を 調 製 し
た (Cancer Res.48:6097～ 6102(1988))。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 Trouetら に よ っ て 探 求 さ れ た 他 の 手 法 は 、 ペ プ チ ド の ス ペ ー サ ー ア ー ム に よ っ て ダ ウ ノ
ル ビ シ ン と 抗 体 を 結 合 さ せ る こ と を 含 ん で い た (Prot.Natl.Acad.Sci.79:626～ 629(1982))
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。 リ ソ ソ ー ム ペ プ チ ダ ー ゼ の 作 用 に よ っ て 、 こ の よ う な 複 合 体 か ら 遊 離 薬 剤 が 放 出 さ れ 得
る と い う 前 提 の 下 で 、 こ の こ と が 行 わ れ た 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 し か し な が ら in vitro細 胞 毒 性 試 験 に よ っ て 、 抗 体 -薬 剤 複 合 体 が 遊 離 非 結 合 薬 剤 と 同
じ 細 胞 毒 性 能 力 を 得 た こ と は 稀 で あ っ た こ と が 明 ら か と な っ て い る 。 こ れ に よ っ て 、 薬 剤
分 子 が 抗 体 か ら 放 出 さ れ る 機 構 は 非 常 に 効 率 が 悪 い こ と が 示 唆 さ れ た 。 免 疫 毒 素 の 分 野 で
は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 触 媒 に よ っ て 活 性 化 す る タ ン パ ク 質 毒 素 の 間 の ジ ス ル フ ィ ド 架
橋 に よ っ て 形 成 さ れ た 複 合 体 は 、 他 の 結 合 を 含 む 複 合 体 よ り 細 胞 毒 性 が 強 い こ と が 示 さ れ
た 。 Lambertら 、 I.Biol.Chem.260:12035～ 12041(1985);Lambertら 、 Immunotoxins 175～ 2
09(A.Frankel、 ed.1988)中 ;Ghetieら 、 Cancer Res.48:2610～ 2617(1988)を 参 照 の こ と 。
こ の こ と は 、 抗 体 分 子 と 毒 素 の 間 の ジ ス ル フ ィ ド 結 合 の 効 率 の 良 い 切 断 に 貢 献 す る 、 グ ル
タ チ オ ン の 高 い 細 胞 内 濃 度 に 原 因 が あ っ た 。 こ れ に も か か わ ら ず 、 薬 剤 と マ ク ロ 分 子 の 間
の 複 合 体 を 調 製 す る た め の ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 を 使 用 す る 数 個 の 報 告 例 し か 存 在 し な い 。 Sh
enら は 、 メ ト ト レ キ セ ー ト の メ ル カ プ ト エ チ ル ア ミ ド 誘 導 体 へ の 転 換 、 次 に ジ ス ル フ ィ ド
結 合 を 介 し た ポ リ -D-リ シ ン と の 結 合 を 記 載 し た (J.Biol.Chem.260:10905～ 10908(1985))
。 さ ら に 、 あ る 報 告 は 、 三 硫 化 物 含 有 毒 性 薬 剤 カ リ ケ ア マ イ シ ン と 抗 体 の 複 合 体 の 調 製 を
記 載 し た (Menendezら 、 Fourth International Conference on Monoclonal Antibody Immu
noconjugates for Cancer、 サ ン デ ィ エ ゴ 、 ア ブ ス ト ラ ク ト 81(1989))。 他 の 報 告 は 、 三 硫
化 物 含 有 毒 性 薬 剤 カ リ ケ ア マ イ シ ン と 抗 体 の 複 合 体 の 調 製 を 記 載 し た (Hinmanら 、 53 Canc
er Res.3336～ 3342(1993))。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 抗 体 -薬 剤 複 合 体 が ほ と ん ど 利 用 さ れ な い 1つ の 理 由 は 、 ジ ス ル フ ィ ド
架 橋 を 介 し て 薬 剤 と 抗 体 を 結 合 さ せ る こ と が で き る 硫 黄 原 子 含 有 部 分 を 有 す る 細 胞 毒 性 薬
剤 が 入 手 困 難 で あ る こ と で あ る 。 さ ら に 、 既 存 の 薬 剤 の 化 学 的 修 飾 は 、 そ れ ら の 細 胞 毒 性
能 力 の 低 下 を も た ら す 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 既 存 の 抗 体 -薬 剤 複 合 体 に 関 す る 他 の 重 大 な 欠 点 は 、 限 ら れ た 数 の 標 的 抗 原 お よ び メ ト
ト レ キ セ ー ト 、 ダ ウ ノ ル ビ シ ン お よ び ビ ン ク リ ス チ ン の よ う な 抗 癌 剤 の 比 較 的 穏 や か な 細
胞 毒 性 の た め に 、 そ れ ら が 十 分 な 濃 度 の 薬 剤 を 標 的 部 位 に 送 達 す る こ と が で き な い こ と で
あ る 。 有 意 な 細 胞 毒 性 を 得 る た め に 、 抗 体 と の 直 接 的 な 多 数 の 薬 剤 分 子 の 結 合 、 ま た は ポ
リ マ ー 担 体 分 子 に よ る 結 合 が 必 要 と な る 。 し か し な が ら 、 こ の よ う な 非 常 に 改 変 さ れ た 抗
体 は 、 標 的 抗 原 と の 不 十 分 な 結 合 お よ び 血 流 か ら の 迅 速 な in vivoで の 消 失 を 示 す こ と が
多 い 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 メ イ タ ン シ ノ イ ド (Maytansinoid)は 、 非 常 に 細 胞 毒 性 の 強 い 薬 剤 で あ る 。 メ イ タ ン シ ン
は 、 東 ア フ リ カ の 低 木 Maytenus serrataか ら Kupchanら に よ っ て 最 初 に 単 離 さ れ 、 メ ト ト
レ キ セ ー ト 、 ダ ウ ノ ル ビ シ ン 、 お よ び ビ ン ク リ ス チ ン の よ う な 従 来 の 癌 用 化 学 療 法 剤 よ り
100～ 1000倍 細 胞 毒 性 が 強 い こ と が 示 さ れ た (米 国 特 許 第 3,896,111号 )。 そ の 後 、 数 種 の 微
生 物 も メ イ タ ン シ ノ ー ル お よ び メ イ タ ン シ ノ ー ル の C-3エ ス テ ル な ど の メ イ タ ン シ ノ イ ド
を 生 成 す る こ と が 発 見 さ れ た (米 国 特 許 第 4,151,042号 )。 メ イ タ ン シ ノ ー ル の 合 成 C-3エ ス
テ ル お よ び メ イ タ ン シ ノ ー ル の 類 似 体 も 報 告 さ れ て き て い る (Kupchanら 、 J.Med.Chem.21:
31～ 37(1978);Higashideら 、 Nature 270:721～ 722(1977);Kawaiら 、 Chem.Pharm.Bull.32:
3441～ 3451(1984))。 そ こ か ら C-3エ ス テ ル が 調 製 さ れ た メ イ タ ン シ ノ ー ル の 類 似 体 の 例 に
は 、 芳 香 環 (例 え ば 脱 ク ロ ロ )、 ま た は C-9、 C-14(例 え ば ヒ ド ロ キ シ ル 化 メ チ ル 基 )、 C-15
、 C-18、 C-20お よ び C-4,5が 修 飾 さ れ た メ イ タ ン シ ノ ー ル が あ る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 自 然 に 存 在 す る C-3エ ス テ ル お よ び 合 成 C-3エ ス テ ル は 、 2つ の グ ル ー プ に 分 け る こ と が
で き る :
　 (a) 単 純 な カ ル ボ ン 酸 を 有 す る C-3エ ス テ ル  (米 国 特 許 第 4,248,870号 、 米 国 特 許 第 4,26
5,814号 、 米 国 特 許 第 4,308,268号 、 米 国 特 許 第 4,308,269号 、 米 国 特 許 第 4,309,428号 、 米
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国 特 許 第 4,317,821号 、 米 国 特 許 第 4,322,348号 お よ び 米 国 特 許 第 4,331,598号 )、 お よ び
　 (b) N-メ チ ル -L-ア ラ ニ ン の 誘 導 体 を 有 す る C-3エ ス テ ル  (米 国 特 許 第 4,137,230号 、 米
国 特 許 第 4,260,608号 、 米 国 特 許 第 5,208,020号 、 お よ び Chem.Pharm.Bull.12:3441(1984)
　
【 ０ １ ３ ６ 】
　 グ ル ー プ (b)の エ ス テ ル は 、 グ ル ー プ (a)の エ ス テ ル よ り 一 層 細 胞 毒 性 が 強 い こ と が 分 か
っ た 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 メ イ タ ン シ ン は 有 糸 分 裂 阻 害 剤 で あ る 。 メ イ タ ン シ ン を 用 い た in vivoで の L1210細 胞 の
処 理 は 、 有 糸 分 裂 中 に 67%の 細 胞 の 蓄 積 を も た ら す こ と が 報 告 さ れ て き て い る 。 未 処 理 対
照 細 胞 は 、 3.2%か ら 5.8%の 間 の 範 囲 の 有 糸 分 裂 指 数 を 示 す こ と が 報 告 さ れ た (Sieberら 、 4
3Comparative Leukemia Research 1975、 Bibl.Haemat.495～ 500(1976))。 ウ ニ 卵 お よ び ハ
マ グ リ 卵 を 用 い た 実 験 に よ っ て 、 微 小 管 タ ン パ ク 質 、 チ ュ ー ブ リ ン の 重 合 を 阻 害 す る こ と
に よ り 微 小 管 の 形 成 に 干 渉 す る こ と に よ っ て 、 メ イ タ ン シ ン は 有 糸 分 裂 を 阻 害 す る こ と が
示 唆 さ れ て き て い る (Remillardら 、 Science 189:1002～ 1005(1975))。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 In vitroで は 、 P388、 L1210、 お よ び LY5178マ ウ ス 白 血 病 細 胞 懸 濁 腋 は 、 10 - 3 ～ 10 - 1 .mu
.g/.mu.lの 用 量 で メ イ タ ン シ ン に よ っ て 阻 害 さ れ 、 P388系 は 最 も 感 度 が 高 い こ と が 分 か っ
て い る 。 メ イ タ ン シ ン は 、 ヒ ト 上 咽 頭 癌 細 胞 の in vitro増 殖 の 活 性 阻 害 剤 で あ る こ と も 示
さ れ て き て お り 、 ヒ ト 急 性 リ ン パ 芽 球 性 白 血 病 系 CEMは 、 10 - 7 mg/mlほ ど 低 い 濃 度 に よ っ て
阻 害 さ れ る と 報 告 さ れ た (Wolpert-DeFillippesら 、 Biochem.Pharmacol.24:1735～ 1738(19
75))。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 In vivoに お い て 、 メ イ タ ン シ ン は 活 性 が あ る こ と も 示 さ れ て き て い る 。 P388リ ン パ 性
白 血 病 系 で の 腫 瘍 増 殖 は 50～ 100倍 の 用 量 範 囲 で 阻 害 さ れ る こ と が 示 さ れ 、 こ れ は 高 い 治
療 指 数 を 示 唆 し ;さ ら に 有 意 な 阻 害 活 性 が 、 L1210マ ウ ス 白 血 病 系 、 ヒ ト ル イ ス 肺 癌 系 、 お
よ び ヒ ト B-16黒 色 癌 系 に 関 し て 実 証 さ れ る と 思 わ れ る (Kupchan、 Ped.Proc.33:2288～ 2295
(1974))。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 メ イ タ ン シ ノ イ ド と 細 胞 結 合 剤 (抗 体 な ど )を 結 合 さ せ る 現 在 の 方 法 は 、 2つ の 反 応 工 程
を 含 む 。 細 胞 契 合 剤 、 例 え ば 抗 体 は 、 N-ス ク シ ン イ ミ ジ ル ピ リ ジ ル ジ チ オ プ ロ ピ オ ネ ー ト
(SPDP)な ど の 架 橋 試 薬 を 用 い て 最 初 に 改 変 し 、 ジ チ オ ピ リ ジ ル 基 を 抗 体 中 に 導 入 す る (Car
lssonら 、 Biochem.J.173:723～ 737(1978);米 国 特 許 第 5,208,020号 )。 第 2の 工 程 で は 、 DM1
(以 前 は N 2 ' -脱 ア セ チ ル -N 2 ' -(3-メ ル カ プ ト -1-オ キ ソ プ ロ ピ ル )-メ イ タ ン シ ン と 呼 ば れ て
い た )な ど の チ オ ー ル 基 を 有 す る 反 応 性 メ イ タ ン シ ノ イ ド を 、 開 始 試 薬 と し て 改 変 型 抗 体
に 加 え て 、 改 変 型 抗 体 に お け る チ オ ピ リ ジ ル 基 の 置 換 、 お よ び ジ ス ル フ ィ ド 結 合 細 胞 毒 性
メ イ タ ン シ ノ イ ド /抗 体 複 合 体 の 生 成 を も た ら す (米 国 特 許 第 5,208,020号 )。 メ イ タ ン シ ノ
イ ド を 結 合 さ せ る た め の 1工 程 の 方 法 は 、 米 国 特 許 第 6,441,163号 中 に 記 載 さ れ て い る 。 メ
イ タ ン シ ノ イ ド 系 の 免 疫 毒 素 技 術 は 、 Immunogen Corporation(Cambridge、 MA)か ら 入 手 可
能 で あ る 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 他 の 重 要 な 毒 素 技 術 は 、 オ ー リ ス タ チ ン (Auristatin)毒 素 に 基 づ く 。 オ ー リ ス タ チ ン は
、 強 力 な 細 胞 増 殖 阻 害 物 質 と し て イ ン ド 洋 の ア メ フ ラ シ Dolabellaか ら 得 ら れ た ド ラ ス タ
チ ン 10に 由 来 す る 。 米 国 特 許 第 4,816,444号 お よ び 米 国 特 許 第 4,978,744号 を 参 照 の こ と 。
他 の ド ラ ス タ チ ン に 関 し て は 、 米 国 特 許 第 4,414,205号 (ド ラ ス タ チ ン -1、 2、 お よ び 3)、
米 国 特 許 第 5,076,973号 (ド ラ ス タ チ ン -3)、 米 国 特 許 第 4,486,414号 (ド ラ ス タ チ ン -Aお よ
び B)、 米 国 特 許 第 4,986,988号 (ド ラ ス タ チ ン -13)、 米 国 特 許 第 5,138,036号 (ド ラ ス タ チ ン
-14)、 お よ び 米 国 特 許 第 4,879,278号 (ド ラ ス タ チ ン -15)も 参 照 の こ と 。 ア リ ゾ ナ 大 学 に お
い て Dr.Pettitお よ び 同 僚 に よ っ て 単 離 お よ び 合 成 さ れ た 、 様 々 な オ ー リ ス タ チ ン 誘 導 体
が 試 験 さ れ て お り 、 細 胞 に 対 し て 非 常 に 毒 性 が 強 い こ と が 示 さ れ て い る 。 Pettitら 、 Anti
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neoplastic agents 337.Synthesis of dolastatin 10 structural modifications.Antica
ncer Drug Des.10(7):529～ 44(1995)、 Woykeら 、 In vitro activities and postantifung
al effects of the potent dolastatin 10 structural modification auristatin PHE. A
ntimicrobial Agents and Chemotherapy.45:3580～ 3584(2001)、 Pettitら 、 Specific act
ivities of dolastatin10 and peptide derivatives against Cryptococcus neoformans.
Antimicrobial Agents and Chemotherapy.42:2961～ 2965(1998)、 WoykeThree-dimensiona
l visualization of microtubules during the Cryptococcus neoformans cell cycle an
d the effects of auristatin PHE on microtubule integrity and nuclear localizatio
n.Submitted、 Antimicrobial Agents and Chemotherapyを 参 照 の こ と 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 近 年 、 抗 体 上 の ペ イ ロ ー ド と し て 送 達 す る と 非 常 に 有 効 で あ る と 思 わ れ る 、 他 の オ ー リ
ス タ チ ン 誘 導 体 が 開 発 さ れ て い る 。 例 え ば モ ノ メ チ ル オ ー リ ス タ チ ン E(MMAE)は 、 腫 瘍 特
異 的 抗 体 と 結 合 す る と き 、 腫 瘍 細 胞 用 の 強 力 な 毒 素 と し て 示 さ れ て き て い る 。 Doroninaら
、 Development of potent monoclonal antibody auristatin conjugates for cancer the
rapy.Nature Biotechnology.(2003)(オ ン ラ イ ン で 入 手 可 能 )、 Franciscoら 、 cAC10-vcMMA
E、 an anti-CD30-monomethyl auristatin E conjugate with potent and selective anti
tumor activity.Blood.(2003)5月 8日 [Epub ahead of print].Epub2003年 4月 24日 (オ ン ラ
イ ン で 入 手 可 能 )。 オ ー リ ス タ チ ン 分 子 の 毒 性 以 外 に 、 ペ プ チ ド 結 合 複 合 体 は バ ッ フ ァ ー
お よ び 血 漿 に お け る 他 の 結 合 技 術 よ り 安 定 性 が あ り 、 し た が っ て 正 常 組 織 に 対 し て よ り 特
異 的 で あ り 毒 性 が 低 い こ と が 研 究 に よ っ て 示 さ れ て き て い る 。 Doroninaら 、 Development 
of potent monoclonal antibody auristatin conjugates for cancer therapy.Nature Bi
otechnology.(2003)(オ ン ラ イ ン で 入 手 可 能 )、 Franciscoら 、 cAC10-vcMMAE、 an anti-CD3
0-monomethyl auristatin E conjugate with potent and selective antitumor activity
.Blood.(2003)5月 8日 [Epub ahead of print].Epub2003年 4月 24日 (オ ン ラ イ ン で 入 手 可 能 )
。 こ の よ う な リ ン カ ー は 、 分 岐 状 ペ プ チ ド 設 計 体 に 基 づ く も の で あ り 、 例 え ば mAb-バ リ ン
-シ ト ル リ ン -MMAEお よ び mAb-フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン -リ シ ン -MMAE複 合 体 を 含 む 。 Doroninaら 、
Development of potent monoclonal antibody auristatin conjugates for cancer thera
py.Nature Biotechnology.(2003)(オ ン ラ イ ン で 入 手 可 能 )、 Franciscoら 、 cAC10-vcMMAE
、 an anti-CD30-monomethyl auristatin E conjugate with potent and selective antit
umor activity.Blood.(2003)5月 8日 [Epub ahead of print].Epub2003年 4月 24日 (オ ン ラ イ
ン で 入 手 可 能 )。 こ の よ う な 設 計 お よ び 結 合 技 法 は 、 例 え ば Kingら 、 Monoclonal antibody
 conjugates of doxorubicin prepared with branched peptide linkers:inhibition of 
aggregation by methoxytriethyleneglycol chains.J Med Chem.45(19):4336～ 43(2002)
お よ び Dubowchikら 、 Cathepsin B-sensitive dipeptide prodrugs.2.Models of anticanc
er drugs paclitaxel(Taxol)、 mitomycin C and doxorubicin.Bioorg Med Chem Lett.8(2
3):3347～ 52(1998)に よ っ て 記 載 さ れ て い る 。 前 述 の 事 項 に 基 づ く オ ー リ ス タ チ ン E系 免 疫
毒 素 技 術 は 、 Seattle Genetics Corporation(Seattle、 WA)か ら 入 手 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 免 疫 複 合 体 を 作 製 す る た め の 毒 素 と し て の 可 能 性 を 有 す る と 思 わ れ る 、 天 然 源 -抽 出 物
、 お よ び 半 合 成 お よ び 合 成 類 似 体 か ら 得 ら れ る 、 多 数 の 新 規 な 微 小 管 に 影 響 を 与 え る 化 合
物 が 存 在 す る (newmedinc「 ド ッ ト 」 コ ム の ウ ェ ブ サ イ ト を 参 照 の こ と )。 こ の よ う な 分 子
、 お よ び こ れ ら を 使 用 す る 薬 剤 製 品 の 例 に は 、 以 下 の :コ ル チ シ ン -部 位 結 合 剤 (ク ラ シ ン )
、 コ ン ブ レ タ ス タ チ ン (AVE806、 コ ン ブ レ タ ス タ チ ン A-4プ ロ ド ラ ッ グ (CA4P)、 Oxi-4503)
、 ク リ プ ト フ ィ シ ン (LY355703)、 ジ ス コ デ ル モ リ ド 、 ド ラ ス タ チ ン お よ び 類 似 体 (オ ー リ
ス タ チ ン PHE、 ド ラ ス タ チ ン 10、 ILX-651、 シ ン プ ロ ス タ チ ン 1、 TZT-1027)、 エ ポ チ ロ ン (B
MS-247550、 BMS-310705、 EPO906、 KOS-862、 ZK-EPO)、 エ レ ウ セ ロ ビ ン 、 FR182877、 ハ リ
コ ン ド リ ン B(E7389)、 ハ ル イ ミ ド (NPI-2352お よ び NPI-2358)、 ヘ ミ ア ス テ リ ン (HTI-286)
、 ラ ウ リ マ リ ド 、 メ イ タ ン シ ノ イ ド (「 DMl」 )(ビ バ ツ ツ マ ブ メ ル タ ン シ ン 、 カ ン ツ ツ マ ブ
メ ル タ ン シ ン 、 huN901-DM1/BB-10901TAP、 MLN591DM1、 My9-6-DM1、 ト ラ ツ ツ マ ブ -DM1)、 P
C-SPES、 ペ ル オ ル シ ド A、 レ ス ベ ラ ト ー ル 、 S-ア リ ル メ ル カ プ ト シ ス テ イ ン (SAMC)、 ス ポ
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ン ジ ス タ チ ン 、 ビ チ レ ブ ア ミ ド 、 分 子 モ ー タ ー -キ ネ シ ン (SB-715992)、 設 計 型 コ ル チ シ ン
-部 位 結 合 剤 (A-289099、 A-293620/A-318315、 ABT-7511E7010、 D-24851/D-64131、 ZD6126)
、 他 の 新 規 な 紡 錘 体 毒 素 (2-メ ト キ シ エ ス ト ラ ジ オ ー ル (2-ME2)、 ベ ズ イ ミ ダ ゾ ー ル カ ル バ
メ ー ト (ANG600系 、 メ ベ ン ダ ゾ ー ル )、 CP248/CP461、 HMN-214、 R440、 SDX-103、 T67/T607)
が あ る 。 さ ら に 、 他 の 海 洋 由 来 の 毒 素 は 、 Mayer、 A.M.S.Marine Pharmacology in 1998:A
ntitumor and Cytotoxic Compounds.The Pharmacologist.41(4):159～ 164(1999)中 に 総 説
さ れ て い る 。
【 ０ １ ４ ４ 】
（ 治 療 投 与 お よ び 配 合 物 ）
　 静 脈 内 、 皮 下 ま た は 筋 肉 内 注 射 な ど の 他 の 非 経 口 投 与 経 路 に よ っ て 、 長 時 間 の 作 用 は 、
そ れ ほ ど 頻 繁 で は な く よ り 好 都 合 な 投 与 ス ケ ジ ュ ー ル を 可 能 に す る で あ ろ う 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 in vivo投 与 用 に 使 用 す る と き 、 本 明 細 書 に 記 載 す る 抗 体 配 合 物 は 滅 菌 済 み で な け れ ば
な ら な い 。 こ れ は 例 え ば 、 凍 結 乾 燥 お よ び 再 溶 解 の 前 ま た は 後 に 、 滅 菌 済 み 濾 過 膜 を 介 し
た 濾 過 に よ っ て 容 易 に 行 わ れ る 。 抗 体 は 通 常 凍 結 乾 燥 し た 形 で 、 あ る い は 溶 液 中 に 保 存 さ
れ る 。 一 般 に 治 療 用 抗 体 組 成 物 は 、 皮 下 注 射 針 に よ っ て 貫 通 可 能 な ス ト ッ パ ー な ど の 配 合
物 の 格 納 を 可 能 に す る ア ダ プ タ ー を 有 す る 、 滅 菌 済 み ア ク セ ス ポ ー ト を 有 す る 容 器 、 例 え
ば 静 脈 内 注 射 溶 液 用 バ ッ グ ま た は バ イ ア ル 中 に 置 か れ る 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 抗 体 投 与 の 経 路 は 、 既 知 の 方 法 、 例 え ば 静 脈 内 、 腹 膜 内 、 大 脳 内 、 筋 肉 内 、 眼 球 内 、 動
脈 内 、 ク モ 膜 下 、 吸 入 ま た は 病 巣 内 経 路 に よ る 注 射 ま た は 注 入 、 あ る い は 以 下 に 記 す 徐 放
系 に 従 う 。 抗 体 は 注 入 に よ っ て 連 続 的 に 、 あ る い は 大 量 注 射 に よ っ て 投 与 す る こ と が 好 ま
し い 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 治 療 上 使 用 す る 抗 体 の 有 効 量 は 、 例 え ば 治 療 目 的 、 投 与 の 経 路 、 お よ び 患 者 の 状 態 に 依
存 す る で あ ろ う 。 し た が っ て 、 セ ラ ピ ス ト は 、 必 要 に 応 じ て 最 適 な 治 療 効 果 を 得 る た め に
、 用 量 を 滴 定 し 、 投 与 の 経 路 を 変 え る こ と が 好 ま し い 。 典 型 的 に は 、 望 ま し い 効 果 を 得 る
用 量 に 達 す る ま で 臨 床 医 は 抗 体 を 投 与 す る で あ ろ う 。 こ の 治 療 の 進 行 は 従 来 の ア ッ セ イ に
よ っ て 、 あ る い は 本 明 細 書 に 記 載 す る ア ッ セ イ に よ っ て 容 易 に モ ニ タ ー さ れ る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 す る 抗 体 は 、 薬 剤 と し て 許 容 可 能 な 担 体 と 混 合 し て 調 製 す る こ と が で き
る 。 治 療 組 成 物 は 静 脈 内 に 、 あ る い は 鼻 ま た は 肺 を 介 し て 、 好 ま し く は 液 状 ま た は 粉 末 状
エ ア ロ ゾ ル (凍 結 乾 燥 済 み )と し て 投 与 す る こ と が で き る 。 組 成 物 は 望 む な ら ば 非 経 口 的 あ
る い は 皮 下 に 投 与 す る こ と も で き る 。 全 身 に 投 与 す る と き 、 治 療 組 成 物 は 滅 菌 済 み で あ り
、 発 熱 物 質 を 含 ま ず 、 pH、 等 浸 透 圧 、 お よ び 安 定 度 に 関 し て 妥 当 な 事 項 を 有 す る 非 経 口 的
に 許 容 可 能 な 溶 液 中 に 存 在 し な け れ ば な ら な い 。 こ れ ら の 条 件 は 当 業 者 に は 知 ら れ て い る
。 簡 潔 に は 、 望 ま し い 純 度 を 有 す る 化 合 物 と 生 理 的 に 許 容 可 能 な 担 体 、 賦 形 剤 、 ま た は 安
定 剤 を 混 合 す る こ と に よ っ て 、 保 存 ま た は 投 与 用 の 化 合 物 の 用 量 配 合 物 を 調 製 す る 。 こ の
よ う な 物 質 は 、 使 用 す る 用 量 お よ び 濃 度 で レ シ ピ エ ン ト に 対 し て 非 毒 性 で あ り 、 こ れ ら は
TRIS HCl、 リ ン 酸 、 ク エ ン 酸 、 酢 酸 、 お よ び 他 の 有 機 酸 塩 な ど の バ ッ フ ァ ー ;ア ス コ ル ビ
ン 酸 な ど の 抗 酸 化 剤 ;ポ リ ア ル ギ ニ ン な ど の 低 分 子 量 (約 10残 基 未 満 )ペ プ チ ド 、 血 清 ア ル
ブ ミ ン 、 ゼ ラ チ ン 、 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン な ど の タ ン パ ク 質 ;ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン な ど
の 親 水 性 ポ リ マ ー ;グ リ シ ン 、 グ ル タ ミ ン 酸 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 、 ま た は ア ル ギ ニ ン な ど の
ア ミ ノ 酸 ;単 糖 、 二 糖 、 お よ び セ ル ロ ー ス ま た は そ の 誘 導 体 、 グ ル コ ー ス 、 マ ン オ ー ス 、
ま た は デ キ ス ト リ ン を 含 め た 他 の 炭 水 化 物 ;EDTAな ど の キ レ ー ト 剤 ;マ ン ニ ト ー ル ま た は ソ
ル ビ ト ー ル な ど の 糖 ア ル コ ー ル ;ナ ト リ ウ ム な ど の 対 イ オ ン 、 お よ び /ま た は TWEEN、 PLURO
NICSま た は ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル な ど の 非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 を 含 む 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 注 射 用 の 滅 菌 済 み 組 成 物 は 、 Remington's Pharmaceutical Sciences(第 18版 、 Mack Pub
lishing Company、 Easton、 PA、 1990)中 に 記 載 さ れ た の と 同 様 の 従 来 の 薬 剤 慣 習 に 従 っ て
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配 合 す る こ と が で き る 。 例 え ば 水 、 ま た は ゴ マ 、 ピ ー ナ ッ ツ 、 ま た は 綿 実 油 の よ う な 自 然
に 存 在 す る 植 物 油 、 あ る い は オ レ イ ン 酸 エ チ ル の よ う な 合 成 脂 質 賦 形 剤 な ど の 賦 形 剤 に 、
活 性 化 合 物 を 溶 か す こ と ま た は 懸 濁 さ せ る こ と が 望 ま し い 可 能 性 が あ る 。 容 認 さ れ て い る
薬 剤 慣 習 に 従 っ て 、 バ ッ フ ァ ー 、 防 腐 剤 、 抗 酸 化 剤 な ど を 取 り 込 ま せ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 徐 放 性 製 剤 の 適 切 な 例 に は 、 ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 固 形 疎 水 性 ポ リ マ ー の 半 透 性 物 質 が あ
り 、 そ の 物 質 は 成 形 品 、 フ ィ ル ム ま た は マ イ ク ロ カ プ セ ル の 形 で あ る 。 徐 放 性 物 質 の 例 に
は 、 Langerら 、 J.Biomed Mater.Res.、 (1981)15:167～ 277お よ び Langer、 Chem.Tech.、 (1
982)12:98～ 105に よ っ て 記 載 さ れ た の と 同 様 の ポ リ エ ス テ ル 、 ヒ ド ロ ゲ ル (例 え ば ポ リ (2-
ヒ ド ロ キ シ エ チ ル -メ タ ク リ レ ー ト )、 ま た は ポ リ (ビ ニ ル ア ル コ ー ル ))、 ポ リ ラ ク チ ド (米
国 特 許 第 3,773,919号 、 EP58,481)、 L-グ ル タ ミ ン 酸 と ガ ン マ エ チ ル -L-グ ル タ ミ ン 酸 の コ
ポ リ マ ー (Sidmanら 、 Biopolymers、 (1983)22:547～ 556)、 非 分 解 性 エ チ レ ン -酢 酸 ビ ニ ル (
Langerら 上 記 )、 LUPRON Depot(商 標 )な ど の 分 解 性 乳 酸 -グ リ コ ー ル 酸 コ ポ リ マ ー (乳 酸 -グ
リ コ ー ル 酸 コ ポ リ マ ー お よ び 酢 酸 リ ュ ー プ ロ リ ド か ら 構 成 さ れ る 注 射 用 ミ ク ロ ス フ ェ ア )
、 お よ び ポ リ -D-(-)-3-ヒ ド ロ キ シ 酪 酸 (EP133,988)が あ る 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 エ チ レ ン -酢 酸 ビ ニ ル お よ び 乳 酸 -グ リ コ ー ル 酸 な ど の ポ リ マ ー は 100日 間 を 超 え て 分 子
を 放 出 す る こ と が で き る が 、 い く つ か の ヒ ド ロ ゲ ル は 短 時 間 の 間 タ ン パ ク 質 を 放 出 す る 。
被 包 す る と タ ン パ ク 質 は 長 時 間 身 体 中 に 留 ま り 、 37℃ に お け る 湿 気 へ の 露 出 の 結 果 と し て
タ ン パ ク 質 は 変 性 ま た は 凝 集 し 、 生 物 学 的 活 性 の 消 失 お よ び 免 疫 原 性 の 起 こ り 得 る 変 化 を
も た ら す 可 能 性 が あ る 。 関 係 す る 機 構 に 応 じ て 、 タ ン パ ク 質 を 安 定 化 さ せ る た め の 合 理 的
戦 略 を 考 案 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 凝 集 機 構 が ジ ス ル フ ィ ド 交 換 に よ る 分 子 間 S-S結
合 形 成 で あ る こ と が 発 見 さ れ て い る 場 合 、 ス ル フ ヒ ド リ ル 残 基 を 改 変 す る こ と 、 酸 性 溶 液
か ら 凍 結 乾 燥 さ せ る こ と 、 含 水 量 を 調 節 す る こ と 、 適 切 な 添 加 剤 を 使 用 す る こ と 、 お よ び
特 異 的 な ポ リ マ ー マ ト リ ク ス 組 成 物 を 開 発 す る こ と に よ っ て 、 安 定 化 を 得 る こ と が で き る
。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 徐 放 性 組 成 物 は 、 懸 濁 液 中 に 結 晶 を 維 持 す る こ と が で き る 適 切 な 配 合 物 に 懸 濁 さ せ た 、
抗 体 の 結 晶 の 調 製 物 も 含 む 。 こ れ ら の 調 製 物 は 、 皮 下 ま た は 腹 腔 内 に 注 射 す る と 徐 放 効 果
を 生 み 出 す こ と が で き る 。 他 の 組 成 物 は 、 リ ポ ソ ー ム に 包 ま れ た 抗 体 も 含 む 。 こ の よ う な
抗 体 を 含 む リ ポ ソ ー ム は 、 そ れ 自 体 が 知 ら れ て い る 方 法 に よ っ て 調 製 さ れ る :米 国 特 許 No.
DE3,218,121;Epsteinら 、 Proc.Natl.Acad.Sci.USA、 (1985)82:3688～ 3692;Hwangら 、 Proc
.Natl.Acad.Sci.USA、 (1980)77:4030～ 4034; EP52,322
;EP36,676;EP88,046;EP143,949;EP142,641;日 本 国 特 許 出 願 83-118008;米 国 特 許 4,485,045
号 お よ び 米 国 特 許 4,544,545号 ;な ら び に EP102,324。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 所 与 の 患 者 用 の 抗 体 配 合 物 の 用 量 は 、 疾 患 の 重 度 お よ び 型 、 体 重 、 性 別 、 食 事 、 投 与 の
時 間 お よ び 経 路 、 他 の 治 療 、 お よ び 他 の 関 連 す る 臨 床 的 要 因 を 含 め た 薬 剤 の 作 用 を 変 え る
こ と が 知 ら れ て い る 様 々 な 要 因 を 考 慮 に 入 れ て 、 担 当 医 に よ っ て 決 定 さ れ る で あ ろ う 。 治
療 上 有 効 な 用 量 は 、 in vitroま た は in vivo法 に よ っ て 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 治 療 上 使 用 す る 抗 体 の 有 効 量 は 、 例 え ば 治 療 目 的 、 投 与 の 経 路 、 お よ び 患 者 の 状 態 に 依
存 す る で あ ろ う 。 し た が っ て 、 用 量 を 滴 定 し 必 要 に 応 じ て 投 与 の 経 路 を 変 え て 最 適 な 治 療
効 果 を 得 る こ と が 、 セ ラ ピ ス ト に と っ て 好 ま し い 。 典 型 的 な 1日 当 た り の 用 量 は 、 前 述 の
要 因 に 応 じ て 約 0.001mg/kgか ら 100mg/kg以 上 ま で の 範 囲 で あ る と 思 わ れ る 。 典 型 的 に は 、
望 ま し い 効 果 を 得 る 用 量 に 達 す る ま で 臨 床 医 は 抗 体 を 投 与 す る で あ ろ う 。 こ の 治 療 の 進 行
は 従 来 の ア ッ セ イ に よ っ て 、 あ る い は 本 明 細 書 に 記 載 す る ア ッ セ イ に よ っ て 容 易 に 調 べ ら
れ る 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 本 明 細 書 の 組 成 物 お よ び 方 法 の 治 療 物 体 の 投 与 は 、 適 切 な 担 体 、 賦 形 剤 、 お よ び 改 善 さ
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れ た 移 動 性 、 送 達 性 、 寛 容 性 な ど を 与 え る た め に 配 合 物 中 に 取 り 込 ま せ る 他 の 物 質 と と も
に 施 さ れ る こ と は 理 解 さ れ よ う 。 す べ て の 製 薬 化 学 者 に 公 式 に 知 ら れ て い る Remington's 
Pharmaceutical Sciences(第 18版 、 Mack Publishing Company、 Easton、 PA、 1990)、 特 に
そ の 中 の Block、 Lawrenceに よ る 第 87章 中 に 、 多 数 の 適 切 な 配 合 物 を 見 つ け る こ と が で き
る 。 こ れ ら の 配 合 物 に は 例 え ば 、 粉 末 、 ペ ー ス ト 、 軟 膏 、 ゼ リ ー 、 ワ ッ ク ス 、 油 、 脂 質 、
脂 質 (カ チ オ ン ま た は ア ニ オ ン )含 有 賦 形 剤 (Lipofectin(商 標 )な ど )、 DNA複 合 体 、 無 水 吸
収 性 ペ ー ス ト 、 水 中 油 お よ び 油 中 水 型 エ マ ル ジ ョ ン 、 エ マ ル ジ ョ ン カ ー ボ ワ ッ ク ス (様 々
な 分 子 量 の ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル )、 半 固 体 状 ゲ ル 、 お よ び カ ー ボ ワ ッ ク ス を 含 む 半 固
体 状 混 合 物 が あ る 。 前 述 の 混 合 物 は い ず れ も 、 本 発 明 の 治 療 お よ び 療 法 に お い て 適 切 で あ
る 可 能 性 が あ る 、 た だ し 配 合 物 中 の 活 性 成 分 は 配 合 に よ っ て 不 活 性 化 さ れ ず 、 配 合 物 は 投
与 の 経 路 と 生 理 的 に 適 合 性 お よ び 寛 容 性 が あ る も の と す る 。 製 薬 化 学 者 に よ く 知 ら れ て い
る 配 合 物 、 賦 形 剤 お よ び 担 体 に 関 す る 他 の 情 報 に 関 し て は 、 Baldrick P.「 Pharmaceutica
l excipient development:the need for preclinical guidance.」 Regal.Toxicol.Pharma
col.32(2):210～ 8(2000)、 Wang W.「 Lyophilization and development of solid protein
 pharmaceuticals.」 Int.J.Pharm.203(1～ 2):1～ 60(2000)、 Charman WN 「 Lipids、 lipop
hilic drugs、 and Oral drug delivery-some emerging concepts.」 J Pharm Sci.89(8):9
67～ 78(2000)、 Powellら 、 「 Compendium of excipients for parenteral formulations」
PDA J Phram Sci Technol.52:238～ 311(1998)、 お よ び そ の 中 の 引 用 も 参 照 の こ と 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 （ 抗 体 の 調 製 ）
　 本 明 細 書 に 記 載 す る 抗 体 は 、 以 下 に 記 載 し た の と 同 様 の XenoMouse(登 録 商 標 )技 術 を 使
用 す る こ と に よ っ て 調 製 し た 。 し た が っ て こ の よ う な マ ウ ス は 、 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子
お よ び 抗 体 を 生 成 す る こ と が で き 、 マ ウ ス 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 お よ び 抗 体 の 生 成 に 欠 陥 が
あ る 。 こ れ を 達 成 す る た め に 使 用 さ れ る 技 術 は 、 本 明 細 書 に 開 示 す る 特 許 、 出 願 、 お よ び
参 照 文 献 中 に 開 示 さ れ て い る 。 し か し な が ら 詳 細 に は 、 そ れ に 由 来 す る マ ウ ス お よ び 抗 体
の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 生 成 の 一 実 施 形 態 が 、 1996年 12月 3日 に 出 願 さ れ た 米 国 特 許 出 願 第 0
8/759,620号 、 お よ び 1998年 6月 11日 に 公 開 さ れ た 国 際 特 許 出 願 WO98/24893、 な ら び に 2000
年 12月 21日 に 公 開 さ れ た WO00/76310中 に 開 示 さ れ て い る 。 こ れ ら は 、 参 照 と し て 本 願 明 細
書 に 組 み 込 ま れ る 。 Mendezら 、 Nature Genetics 15:146～ 156(1997)も 参 照 の こ と 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 こ の よ う な 技 術 を 使 用 す る こ と に よ っ て 、 様 々 な 抗 原 に 対 す る 完 全 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 を 生 成 す る こ と が で き る 。 一 実 施 形 態 で は 、 XenoMouse(登 録 商 標 )系 マ ウ ス を 対 象 抗
原 (例 え ば EGFRvIII)で 免 疫 し 、 リ ン パ 細 胞 (B細 胞 な ど )を 抗 体 を 発 現 し た マ ウ ス か ら 回 収
し 、 こ の よ う な 細 胞 を 骨 髄 型 細 胞 系 と 融 合 さ せ 不 死 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 系 を 調 製 し て 、 こ
の よ う な ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 系 を ス ク リ ー ニ ン グ お よ び 選 択 し て 、 対 象 抗 原 に 特 異 的 な 抗
体 を 生 成 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 系 を 同 定 す る 。 本 明 細 書 で 与 え る の は 、 EGFRvIIIに 特 異
的 な 抗 体 を 生 成 す る 多 数 の ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 系 を 生 成 す る た め の 方 法 で あ る 。 さ ら に 本
明 細 書 で 与 え る の は 、 こ の よ う な 抗 体 の 重 鎖 お よ び 軽 鎖 の ヌ ク レ オ チ ド お よ び ア ミ ノ 酸 配
列 を 含 め た 、 こ の よ う な 細 胞 系 に よ っ て 生 成 さ れ る 抗 体 の 特 徴 で あ る 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 あ る い は 、 ミ エ ロ ー マ 細 胞 と 融 合 さ せ て ハ イ ブ リ ド ー マ を 作 製 す る 代 わ り に 、 免 疫 処 済
み XenoMouse(登 録 商 標 )系 マ ウ ス か ら 単 離 し た 回 収 細 胞 に よ っ て 生 成 さ れ た 抗 体 を 、 初 回
抗 原 、 好 ま し く は EGFRvIIIタ ン パ ク 質 に 対 す る 反 応 性 に 関 し て さ ら に ス ク リ ー ニ ン グ す る
。 こ の よ う な ス ク リ ー ニ ン グ は 、 EGFRvIIIタ ン パ ク 質 を 用 い る ELISA、 完 全 長 EGFRvIIIを
安 定 的 に 発 現 す る NR6M細 胞 と の in vitro結 合 、 お よ び NR6M細 胞 中 で の 抗 体 に よ る EGFRvIII
受 容 体 の イ ン タ ー ナ リ ゼ ー シ ョ ン を 含 む 。 対 象 抗 体 を 分 泌 す る B細 胞 を 、 EGFRvIII特 異 的
溶 血 プ ラ ー ク ア ッ セ イ を 使 用 し て 次 い で 単 離 す る (Babcookら 、 Proc Natl Acad Sci U S A
、 i93:7843～ 7848(1996))。 溶 解 の 標 的 細 胞 は 、 好 ま し く は EGFRvIII抗 原 で コ ー テ ィ ン グ
さ れ た ヒ ツ ジ 赤 血 球 細 胞 (SRBC)で あ る 。 当 該 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン お よ び 補 体 を 分 泌 す る B細
胞 培 養 物 の 存 在 下 で は 、 プ ラ ー ク の 形 成 は 、 標 的 細 胞 が 特 異 的 な EGFRvIIIを 介 し て 溶 解 し
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た こ と を 示 す 。 プ ラ ー ク の 中 心 に 存 在 す る 抗 原 に 特 異 的 な プ ラ ズ マ 細 胞 を 単 離 す る こ と が
で き 、 抗 体 の 特 異 性 を コ ー ド す る 遺 伝 情 報 を プ ラ ズ マ 細 胞 か ら 単 離 す る 。 逆 転 写 酵 素 PCR
を 使 用 し て 、 分 泌 さ れ る 抗 体 の 可 変 領 域 を コ ー ド す る DNAを ク ロ ー ニ ン グ す る こ と が で き
る 。 次 い で こ の よ う な ク ロ ー ニ ン グ DNAを 、 適 切 な 発 現 ベ ク タ ー 、 好 ま し く は pcDNAな ど の
ベ ク タ ー カ セ ッ ト 、 よ り 好 ま し く は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 お よ び 軽 鎖 の 定 常 ド メ イ ン を 含 む
こ の よ う な pcDNAベ ク タ ー 中 に さ ら に 挿 入 す る こ と が で き る 。 作 製 し た ベ ク タ ー は 次 い で
宿 主 細 胞 、 好 ま し く は CHO細 胞 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る こ と が で き 、 プ ロ モ ー タ ー を 誘 導
し 、 形 質 転 換 体 を 選 択 し 、 あ る い は 望 ま し い 配 列 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 増 幅 す る の に 適 し
た よ う に 改 変 し た 従 来 の 栄 養 培 地 で 培 養 す る こ と が で き る 。 本 明 細 書 に お い て 我 々 は 、 EG
FRvIIIに 特 異 的 な 抗 体 を 生 成 す る 多 数 の プ ラ ズ マ 細 胞 の 単 離 を 記 載 す る 。 さ ら に 、 抗 EGFR
vIII抗 体 の 特 異 性 を コ ー ド す る 遺 伝 物 質 を 単 離 し 、 適 切 な 発 現 ベ ク タ ー 中 に 導 入 し 、 次 い
で そ れ を 宿 主 細 胞 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 XenoMouseマ ウ ス 由 来 の B細 胞 は 、 抗 体 デ ィ ス プ レ ー ラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 す る こ と が で き
る 遺 伝 物 質 の 供 給 源 と し て 使 用 す る こ と も で き る 。 こ の よ う な ラ イ ブ ラ リ ー は 、 バ ク テ リ
オ フ ァ ー ジ 、 酵 母 菌 中 に 、 あ る い は 当 分 野 の 通 常 の 技 術 を 使 用 し て リ ボ ソ ー ム デ ィ ス プ レ
ー に よ っ て in vitroで 作 製 す る こ と が で き る 。 過 剰 免 疫 し た XenoMouseマ ウ ス は 、 高 親 和
性 で 、 抗 原 反 応 性 が あ る 抗 体 を そ こ か ら 単 離 す る こ と が で き る 豊 富 な 供 給 源 で あ る 可 能 性
が あ る 。 し た が っ て 、 EGFRvIIIを 過 剰 免 疫 し た XenoMouseマ ウ ス を 使 用 し て 、 EGFRvIIIに
対 す る 高 親 和 性 抗 体 を 単 離 す る こ と が で き る 抗 体 デ ィ ス プ レ ー ラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 す る こ
と が で き る 。 こ の よ う な ラ イ ブ ラ リ ー は pep3オ リ ゴ ペ プ チ ド に 対 し て ス ク リ ー ニ ン グ す る
こ と が で き る と 思 わ れ 、 EGFRvIIIを 発 現 す る 細 胞 に 対 す る 抗 体 ス ク リ ー ニ ン グ を 結 果 と し
て 誘 導 し て 、 本 来 提 示 さ れ る 抗 原 に 関 す る 特 異 性 を 確 認 す る こ と が で き る と 思 わ れ る 。 次
い で 完 全 IgG抗 体 を 、 組 換 え DNA技 術 を 使 用 し て 発 現 さ せ る こ と が で き る 。 例 え ば WO99/530
49を 参 照 の こ と 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 一 般 に 、 前 述 の 細 胞 系 に よ っ て 生 成 さ れ た 抗 体 は 、 完 全 な ヒ ト IgG1ま た は IgG2重 鎖 お よ
び ヒ ト kappa軽 鎖 を 有 し て い た 。 一 実 施 形 態 で は 、 抗 体 は 高 い 親 和 性 を 有 し て お り 、 固 相
お よ び 溶 液 相 に よ っ て 測 定 す る と 、 典 型 的 に は 約 10 - 9 ～ 約 10 - 1 3 Mの Kdを 有 し て い た 。 他 の
実 施 形 態 で は 、 抗 体 は 約 10 - 6 ～ 約 10 - 8 Mの 低 い 親 和 性 を 有 し て い た 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 当 業 者 に よ っ て 理 解 さ れ る よ う に 、 本 発 明 の 実 施 形 態 の 抗 体 は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 系
以 外 の 細 胞 系 に お い て 発 現 さ せ る こ と が で き る 。 特 定 の 抗 体 を コ ー ド す る 配 列 は 、 適 切 な
哺 乳 動 物 宿 主 細 胞 の 形 質 転 換 用 に 使 用 す る こ と が で き る 。 形 質 転 換 は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
を 宿 主 細 胞 に 導 入 す る た め の 任 意 の 既 知 の 方 法 、 例 え ば ウ イ ル ス 中 (あ る い は ウ イ ル ス ベ
ク タ ー 中 へ の )ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の パ ッ ケ ー ジ 化 、 お よ び ウ イ ル ス (ま た は ベ ク タ ー )を 用
い た 宿 主 細 胞 の 形 質 導 入 、 ま た は 米 国 特 許 第 4,399,216号 、 米 国 特 許 第 4,912,040号 、 米 国
特 許 第 4,740,461号 、 お よ び 米 国 特 許 第 4,959,455号 に よ っ て 例 示 さ れ た の と 同 様 の 、 当 分
野 で 知 ら れ て い る ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 手 順 に よ る も の で あ っ て よ い 。 使 用 す る 形 質 転 換
手 順 は 、 形 質 転 換 す る 宿 主 に 依 存 す る 。 異 種 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 哺 乳 動 物 細 胞 に 導 入 す る
た め の 方 法 は 当 分 野 で よ く 知 ら れ て お り 、 デ キ ス ト ラ ン 仲 介 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 リ ン
酸 カ ル シ ウ ム 沈 殿 法 、 ポ リ ブ レ ン 仲 介 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 プ ロ ト プ ラ ス ト 融 合 、 エ レ
ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 、 リ ポ ソ ー ム 中 へ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 被 包 、 お よ び 核 へ の DNAの 直
接 的 な マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン を 含 む 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 発 現 用 の 宿 主 と し て 利 用 可 能 な 哺 乳 動 物 細 胞 系 は 当 分 野 で よ く 知 ら れ て お り 、 チ ャ イ ニ
ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 巣 (CHO)細 胞 、 HeLa細 胞 、 ベ ビ ー ハ ム ス タ ー 腎 臓 (BHK)細 胞 、 サ ル 腎 臓 細
胞 (COS)、 ヒ ト 原 発 性 肝 癌 細 胞 (例 え ば HepG2)、 お よ び い く つ か の 他 の 細 胞 系 だ け に は 限 ら
れ な い が こ れ ら を 含 め た 、 American Type Culture Collection(ATCC)か ら 入 手 可 能 な 多 く
の 不 死 細 胞 系 を 含 む 。 特 に 好 ま し い 細 胞 系 は 、 ど の 細 胞 系 が 高 い 発 現 レ ベ ル を 有 し 、 構 成
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的 EGFRvIII結 合 性 を 有 す る 抗 体 を 生 成 す る か を 決 定 す る こ と に よ っ て 選 択 す る 。
【 実 施 例 】
【 ０ １ ６ ３ 】
　 行 わ れ た 実 験 お よ び 得 ら れ た 結 果 を 含 む 以 下 の 実 施 例 は 、 専 ら 図 示 す る 目 的 で 提 供 さ れ
、 本 発 明 を 制 限 す る も の と し て 解 釈 さ れ る べ き も の で は な い 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 EGFRvIII特 異 的 抗 体 を 生 成 す る た め の 戦 略 に は 、 当 初 か ら 、 複 数 の 抗 原 (ペ プ チ ド 、 様
々 な 可 溶 性 タ ン パ ク 質 、 抗 原 発 現 細 胞 )と 組 み 合 わ せ た XenoMouseマ ウ ス に お け る 免 疫 感 作
に 続 い て 、 ハ イ ブ リ ド ー マ を 産 生 す る た め の 融 合 か も し く は XenoMax(商 標 )/SLAM(商 標 )技
術 に よ る B細 胞 の 単 離 を 用 い た 抗 体 産 生 細 胞 の 単 離 が 必 要 で あ っ た 。 抗 体 産 生 細 胞 に 対 し
、 ELISAに よ る 特 異 性 に 対 す る 一 次 ス ク リ ー ニ ン グ 、 そ し て FMATお よ び /ま た は FACSに よ る
細 胞 表 面 結 合 性 に 対 す る 二 次 ス ク リ ー ニ ン グ を 施 し た 。 次 い で 、 薬 物 送 達 に と っ て 有 用 と
考 え ら れ る 抗 体 を 同 定 す る の に イ ン タ ー ナ リ ゼ ー シ ョ ン ア ッ セ イ を 実 施 し た 。 抗 体 の 親 和
性 を 測 定 し た 。 エ ピ ト ー プ マ ッ ピ ン グ に 対 す る 特 定 の 抗 体 を 選 択 し た 。 さ ら に 、 癌 治 療 に
お け る か か る 抗 体 の 有 効 性 を 分 析 す る た め の in vitroお よ び in vivo試 験 用 に 特 定 の 抗 体
を 選 択 し た 。
【 ０ １ ６ ５ 】
(実 施 例 1： 抗 原 調 製 )
（ A.EGFRvIII PEP3-KLH抗 原 の 調 製 ）
　 実 施 例 2と 関 連 し て 、 14-merヒ ト EGFRvIII PEP3(LEEKKGNYVVTDHC(配 列 番 号 56))ペ プ チ ド
を R&D Systemsに よ っ て カ ス タ ム 合 成 し た 。 次 い で 、 PEP3ペ プ チ ド を 以 下 の よ う に キ ー ホ
ー ル リ ン ペ ッ ト ヘ モ シ ニ ア ン (KLH)と 結 合 さ せ た 。 EGFRvIII PEP3(200mcg)(R&D)を 蒸 留 水
を 用 い て 最 終 容 量 が 165mclに な る ま で 50mcgの キ ー ホ ー ル リ ン ペ ッ ト ヘ モ シ ニ ア ン (KLH;Pi
erce、 イ リ ノ イ 州 ロ ッ ク フ ォ ー ド )と 混 合 さ せ た 。 250mclの 複 合 体 用 緩 衝 液 (0.1M MES、 0.
9M NaCl、 pH4.7)を 添 加 し 、 10mg/mlの ス ト ッ ク 溶 液 で あ る 1-エ チ ル -3-[3-ジ メ チ ル ア ミ ノ
プ ロ ピ ル ]カ ル ボ ジ イ ミ ド 塩 酸 (EDC、 Pierce、 イ リ ノ イ 州 ロ ッ ク フ ォ ー ド )25mclの 添 加 に
よ っ て EGFRvIII PEP3お よ び KLHを 架 橋 し た 。 こ の 複 合 体 を 室 温 で 2時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し
、 PBS pH7.4を 用 い て 1kDaフ ィ ル タ (遠 心 フ ィ ル タ ;Millipore、 マ サ チ ュ ー セ ッ ツ 州 ベ ッ ド
フ ォ ー ド )を 介 し て 反 応 し て い な い EDCを 遠 心 分 離 に よ っ て 除 去 し た 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 実 施 例 3と 関 連 し て 、 14-merヒ ト EGFRvIII PEP3(LEEKKGNYVVTDHC(配 列 番 号 56))ペ プ チ ド
を カ ス タ ム 合 成 し た 。 次 い で 、 PEP3ペ プ チ ド を 以 下 の よ う に KLHと 結 合 さ せ た 。 ヒ ト EGFRv
III PEP3(200mcg)を 蒸 留 水 を 用 い て 最 終 容 量 が 165mclに な る ま で 50mcgの キ ー ホ ー ル リ ン
ペ ッ ト ヘ モ シ ニ ア ン (KLH;Pierce、 イ リ ノ イ 州 ロ ッ ク フ ォ ー ド )と 混 合 さ せ た 。 250mclの 複
合 体 用 緩 衝 液 (0.1M MES、 0.9M NaCl、 pH4.7)を 添 加 し 、 10mg/mlの ス ト ッ ク 溶 液 で あ る 1-
エ チ ル -3-[3-ジ メ チ ル ア ミ ノ プ ロ ピ ル ]カ ル ボ ジ イ ミ ド 塩 酸 (EDC、 Pierce、 イ リ ノ イ 州 ロ
ッ ク フ ォ ー ド )25mclの 添 加 に よ っ て EGFRvIII PEP3お よ び KLHを 架 橋 し た 。 複 合 体 を 室 温 で
2時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 PBS pH7.4を 用 い て 1kDaフ ィ ル タ (遠 心 フ ィ ル タ ;Millipore、 マ
サ チ ュ ー セ ッ ツ 州 ベ ッ ド フ ォ ー ド )を 介 し て 反 応 し て い な い EDCを 遠 心 分 離 に よ っ て 除 去 し
た 。
【 ０ １ ６ ７ 】
（ B.B300.19/EGFRvIIIト ラ ン ス フ ェ ク タ ン ト ）
　 B300.19/EGFRvIIIト ラ ン ス フ ェ ク タ ン ト を 調 製 す る た め に 、 野 生 型 EGFRを A431細 胞 か ら
予 め ク ロ ー ニ ン グ し 、 EGFR遺 伝 子 を 、 6～ 273残 基 を コ ー ド す る コ ド ン が 欠 失 し 、 欠 失 の 接
合 部 で 生 成 さ れ る グ リ シ ン 残 基 を コ ー ド す る コ ド ン を 有 す る EGFRvIIIを コ ー ド す る よ う に
改 変 し た 。 欠 失 GTT(バ リ ン )お よ び CGT(ア ル ギ ニ ン )を 囲 む コ ド ン の 範 囲 内 で 欠 失 が 起 こ り
、 欠 失 後 に 生 成 さ れ る コ ド ン は GGT(グ リ シ ン )で あ る (Wikstrandら 、 J Neurovirol.4(2):1
48～ 58(1998))。
【 ０ １ ６ ８ 】
〈 1.野 生 型 EGFRコ ン ス ト ラ ク ト の ク ロ ー ニ ン グ 〉
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　 Micro-fast RNAキ ッ ト (Invitrogen、 オ ン タ リ オ 州 バ ー リ ン ト ン )を 用 い て PolyA+mRNAを
A431(ATCC)細 胞 か ら 抽 出 し た 。 ラ ン ダ ム pdN6プ ラ イ マ ー お よ び M-MuLV逆 転 写 酵 素 (NEB、 Ne
w England Biolabs、 マ サ チ ュ ー セ ッ ツ 州 ビ バ リ ー )を 用 い て polyA+mRNAか ら 全 cDNAを 合 成
し た 。 Pfu DNAポ リ メ ラ ー ゼ を 用 い て 、
プ ラ イ マ ー :セ ン ス 5'-GGATCTCGAGCCAGACCGGAACGACAGGCCACCTC-3';(配 列 番 号 62)と
ア ン チ セ ン ス 5'-CGGATCTCGAGCCGGAGCCCAGCACTTTGATCTT-3'(配 列 番 号 63)
を 用 い て A431 cDNAか ら 2.3kbの PCR産 物 を 増 幅 し た 。
【 ０ １ ６ ９ 】
　 PCR産 物 を XhoIで 消 化 し 、 ゲ ル を 精 製 し 、 XhoIで 直 線 化 し た プ ラ ス ミ ド pWBFNP内 に ラ イ
ゲ ー シ ョ ン し (国 際 特 許 出 願 No.WO99/45031)、 プ ラ ス ミ ド Wt-EGFR/pWBFNPを 生 成 し た 。
【 ０ １ ７ ０ 】
〈 2.EGFRvIIIコ ン ス ト ラ ク ト の 生 成 〉
　 プ ラ イ マ ー 対 の C13659/C29538お よ び C29539/C14288(BioSource International)を 用 い
て 、 プ ラ ス ミ ド Wt-EGFR/pWBFNP鋳 型 か ら 増 幅 さ れ た PCR産 物 を ラ イ ゲ ー シ ョ ン し 、 EGFR細
胞 外 ド メ イ ン の ア ミ ノ 酸 6か ら 273ま で を コ ー ド す る 配 列 内 で 欠 失 を 導 入 し 、 発 現 ベ ク タ ー
pWBDHFR2内 に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し た (国 際 特 許 出 願 No.WO99/45031)。 用 い た C29538お よ び C
29539は 、 T4ポ リ ヌ ク レ オ チ ド キ ナ ー ゼ (NEB、 New England Biolabs、 マ サ チ ュ ー セ ッ ツ 州
ビ バ リ ー ):
　 C13659:5'-CGGATGAATTCCCAGACCGGACGACAGGCCACCTC-3'(セ ン ス )(配 列 番 号 64);
　 C29538:5'-CTTTCTTTTCCTCCAGAGCC-3'(ア ン チ セ ン ス )(配 列 番 号 65);
　 C29539:5'-GTAATTATGTGGTGACAGATC-3'(セ ン ス )(配 列 番 号 66);
　 C14288:5'-CGGATCTCGAGCTCAAGAGAGCTTGGTTGGGAGCT-3'(ア ン チ セ ン ス )(配 列 番 号 67)
に よ っ て リ ン 酸 化 し た 。 　
【 ０ １ ７ １ 】
　 プ ラ イ マ ー 対 C13659/C29538を 用 い て 、 Pfuポ リ メ ラ ー ゼ (NEB、 New England Biolabs、
マ サ チ ュ ー セ ッ ツ 州 ビ バ リ ー )を 使 用 し て 増 幅 し た Wt-EGFR/pWBFNP鋳 型 か ら 、 5'末 端 を 欠
失 し た 232bp断 片 を 生 成 し た 。 PCR産 物 を EcoRI(NEB、 New England Biolabs、 マ サ チ ュ ー セ
ッ ツ 州 ビ バ リ ー )を 用 い て 消 化 し 、 ゲ ル を 精 製 し た 。 プ ラ イ マ ー 対 C29539/C14288を 用 い て
、 Pfuポ リ メ ラ ー ゼ に よ っ て 増 幅 し た Wt-EGFR/pWBFNP鋳 型 か ら 、 3'末 端 を 欠 失 し た 1273bp
断 片 を 生 成 し た 。 PCR産 物 を XhoI(NEB、 New England Biolabs、 マ サ チ ュ ー セ ッ ツ 州 ビ バ リ
ー )に よ っ て 消 化 し 、 ゲ ル を 精 製 し た 。 T4 DNAリ ガ ー ゼ (NEB、 New England Biolabs、 マ サ
チ ュ ー セ ッ ツ 州 ビ バ リ ー )を 用 い て EcoR1/XhoIで 消 化 さ れ た pWBDHFR2内 に 断 片 を ラ イ ゲ ー
シ ョ ン し 、 コ ン ス ト ラ ク ト EGFRvIII/pWBDHFRを 生 成 し た 。
【 ０ １ ７ ２ 】
　 EGFRの 細 胞 内 ド メ イ ン を 以 下 の よ う に し て 生 成 し た コ ン ス ト ラ ク ト 内 に 導 入 し た 。 1566
bpの DraIII/XhoI断 片 を プ ラ ス ミ ド Wt-EGFR/pWBFNPか ら 単 離 し 、 DraIII/XhoIで 消 化 さ れ た
EGFRvIII/pWBDHFR内 に ラ イ ゲ ー シ ョ ン し 、 EGFRvIII-FL/pWBDHFRを 生 成 し た 。
【 ０ １ ７ ３ 】
〈 3.EGFRvIII-FL/pWBDHFR用 い た B300.19細 胞 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 〉
　 700μ lの DMEM/HI培 地 内 で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン ご と に B300.19細 胞 (8× 10 6 )を 用 い た 。
EGFRvIII-FL/pWBDHFR20μ gお よ び CMV-Puroプ ラ ス ミ ド DNA2μ gを 添 加 し た 。 Bio-Rad Gene 
Pulserを 用 い て 300ボ ル ト /960μ Fで 細 胞 を エ レ ク ト ロ ポ レ ー ト し た 。 エ レ ク ト ロ ポ レ ー ト
し た 後 、 細 胞 を 氷 上 で 10分 間 冷 却 し 、 そ の 後 、 10mlの 非 選 択 培 地 (DMEM/HIグ ル コ ー ス 、 10
%FBS、 50μ MBME、 L-グ ル タ ミ ン 2mM、 100単 位 の ペ ニ シ リ ン -G/ml、 100単 位 の MCGス ト レ プ
ト マ イ シ ン /ml)を 添 加 し た 。 細 胞 を 7.5%CO 2 、 37℃ で 48時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ １ ７ ４ 】
　 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 細 胞 を 96ウ ェ ル プ レ ー ト 内 の 2× 10 4 、 0.4× 10 4 お よ び 0.08× 10
4 細 胞 /ウ ェ ル で 選 択 培 地 (DMEM/HIグ ル コ ー ス 、 10%FBS、 2mM L-グ ル タ ミ ン 、 50μ M BME、 1
00単 位 の ペ ニ シ リ ン -G/ml、 100単 位 の MCGス ト レ プ ト マ イ シ ン /ml、 2ug/mlの ピ ュ ー ロ マ イ
シ ン )に 分 離 し 、 14日 間 選 択 培 地 内 で 選 択 し 、 安 定 な ク ロ ー ン を 生 成 し た 。 純 粋 な 耐 性 ク
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ロ ー ン を E752mAb(Yangら 、 Crit Rev Oncol Hematol.、 38(1):17～ 23(2001)に 記 載 の 抗 EGF
R抗 体 )お よ び ヤ ギ 抗 ヒ ト IgG PEで 染 色 し 、 次 い で FACS Vantage(Becton Dickinson)を 用 い
て 分 析 し た 。
【 ０ １ ７ ５ 】
（ C.EGFRvIII-RbFc発 現 コ ン ス ト ラ ク ト の 構 築 物 ）
　 EGFRvIIIウ サ ギ Fc融 合 タ ン パ ク 質 を 生 成 す る た め に 、 本 発 明 者 は ま ず ウ サ ギ Fcを コ ー ド
す る DNAを 含 有 す る ベ ク タ ー を 構 築 し た 。 こ れ を EGFRvIIIを コ ー ド す る DNAに ラ イ ゲ ー シ ョ
ン し た 。 こ の ア プ ロ ー チ を 以 下 に よ り 詳 細 に 述 べ る 。
【 ０ １ ７ ６ 】
〈 1.RbFc/pcDNA3.1 Hygroの 構 築 物 〉
　 プ ラ イ マ ー 1322/867(下 記 )を 用 い て 、 ウ サ ギ IgGの Hinge-CH2-CH3ド メ イ ン を コ ー ド す る
721bp断 片 を 増 幅 し た 。
　 #1322(セ ン ス ):5'-GGTGGCGGTACCTGGACAAGACCGTTGCG-3'(配 列 番 号 68)
　 #867(ア ン チ セ ン ス ):5'-ATAAGAATGCGGCCGCTCATTTACCCGGAGAGCGGGA-3'(配 列 番 号 69)
【 ０ １ ７ ７ 】
　 KpnIお よ び NotIを 用 い 、 生 成 し た PCR産 物 を 消 化 し 、 ゲ ル を 精 製 し 、 KpnI/NotIで 消 化 し
た pcDNA3.1(+)/Hygro(Invitrogen、 オ ン タ リ オ 州 バ ー リ ン ト ン )内 に ラ イ ゲ ー シ ョ ン し 、
プ ラ ス ミ ド RbFc/pcDNA3.1 Hygroを 生 成 し た 。
【 ０ １ ７ ８ 】
〈 2.EGFRvIII-RbFc/pCEP4の 構 築 物 〉
　 プ ラ イ マ ー 1290/1293(下 記 )を 用 い る こ と で 、 Pfuポ リ メ ラ ー ゼ に よ っ て EGFRvIII-FL/pW
BDHFRプ ラ ス ミ ド 鋳 型 か ら 1165bp産 物 を 増 幅 し た 。
　 #1290(セ ン ス ):5'-CTACTAGCTAGCCACCATGCGACCCTCCGGGA-3'(配 列 番 号 70)
　 #1293(ア ン チ セ ン ス ):5'-CGGGGTACCCGGCGATGGACGGGATC-3'(配 列 番 号 71) 
【 ０ １ ７ ９ 】
　 PCR産 物 を NheIお よ び KpnIで 消 化 し 、 ゲ ル を 精 製 し 、 NheI/KpnIで 消 化 さ れ た RbFc/pcDNA
3.1 Hygro内 で ラ イ ゲ ー シ ョ ン し 、 プ ラ ス ミ ド EGFRvIII-RbFc/pcDNA3.1 Hygroを 生 成 し た
。
【 ０ １ ８ ０ 】
　 EGFRvIII-RbFc/pcDNA3.1 Hygroか ら 2170bpの SnaBI/XhoI断 片 を 単 離 し 、 SnaBI/XhoIで 消
化 し た pCEP4(Invitrogen、 オ ン タ リ オ 州 バ ー リ ン ト ン )内 で サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し 、 プ ラ ス
ミ ド EGFRvIII-RbFc/pCEP4を 生 成 し た 。
【 ０ １ ８ １ 】
〈 3.293F EGFRvIII-RbFcの 安 定 な 細 胞 系 の 生 成 〉
　 以 下 の よ う に 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に よ っ て プ ラ ス ミ ド EGFRvIII
-RbFc/pCEP4を 293F細 胞 (Gibco、 ニ ュ ー ヨ ー ク 州 グ ラ ン ド ア イ ラ ン ド )内 に 導 入 し た 。 ト ラ
ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 1日 前 に 、 1× 10 6 個 の 293F細 胞 を ゼ ラ チ ン で コ ー テ ィ ン グ さ れ た 100mm
の 組 織 培 養 ペ ト リ 皿 上 に 播 種 し 、 5%CO 2 、 37℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ
ョ ン の 2～ 3時 間 前 に 、 細 胞 を 新 鮮 な 非 選 択 培 地 (DMEM/F12、 10%FBS、 L-グ ル タ ミ ン 2mM、 ペ
ニ シ リ ン G 100U/ml、 MCGス ト レ プ ト マ イ シ ン 100U/ml)10mlに 与 え た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ
ン 試 薬 を マ イ ク ロ チ ュ ー ブ 内 で 以 下 の よ う に 調 製 し た 。 DNA(EGFRvIII-RbFc/pCEP4)10μ g
を 62μ lの 2Mリ ン 酸 カ ル シ ウ ム お よ び 脱 イ オ ン 水 と 混 合 し 、 最 終 容 量 が 500μ lと な る よ う
に し た 。 別 の チ ュ ー ブ ピ ペ ッ ト で 500μ lの 2XHBSを 取 り 出 し 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 試 薬
を 移 す の に 用 い た 。
【 ０ １ ８ ２ 】
　 　 チ ュ ー ブ ピ ペ ッ ト に お け る 溶 液 を 一 滴 ず つ 細 胞 に 添 加 す る 一 方 で 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ
ョ ン す る ま で 5%CO 2 イ ン キ ュ ベ ー タ ー 内 に 細 胞 を 残 存 さ せ る こ と に よ っ て 適 切 な pHを 維 持
し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 15～ 20時 間 後 、 PBSを 用 い て 細 胞 を 洗 浄 し 、 10mlの 新 鮮 な 2
93F非 選 択 培 地 に 与 え た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 48～ 72時 間 後 に 発 現 細 胞 を ト リ プ シ ン
を 用 い て 採 取 し 、 細 胞 を 293F選 択 培 地 (DMEM/F12、 10%FBS、 L-グ ル タ ミ ン 2mM、 ペ ニ シ リ ン
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G100U/ml、 MCGス ト レ プ ト マ イ シ ン 100U/ml、 ハ イ グ ロ マ イ シ ン 250ug/ml)中 の 96ウ ェ ル プ
レ ー ト 内 に 0.08× 10 4 細 胞 /ウ ェ ル で 14日 間 置 い た 。
【 ０ １ ８ ３ 】
　 捕 捉 抗 体 と し て 1μ g/mlの 抗 EGFR抗 体 E763(米 国 特 許 第 6235883号 )を 用 い 、 か つ 1:100希
釈 で ヤ ギ 抗 ウ サ ギ IgGHRPO(CalTag)で 検 出 し て 、 ELISAに よ っ て ハ イ グ ロ マ イ シ ン 耐 性 ク ロ
ー ン を ス ク リ ー ニ ン グ し た 。
【 ０ １ ８ ４ 】
(実 施 例 2： ハ イ ブ リ ド ー マ 生 成 に よ る 抗 EGFRvIII抗 体 の 産 生 )
　 0日 目 に γ -1定 常 領 域 を 有 す る 抗 体 を 産 生 す る 8匹 の XenoMouseマ ウ ス (XenoMouse Glマ ウ
ス )を 免 疫 し 、 こ の プ ロ ト コ ル に し た が い 、 11、 21、 32、 44、 お よ び 54日 目 に 追 加 免 疫 を
行 い 、 58日 目 に 融 合 を 実 施 し た 。 す べ て の 注 射 に つ い て 、 尻 尾 の 根 元 に お け る 皮 下 投 与 に
加 え 、 腹 腔 内 投 与 を 介 し て す べ て の 免 疫 を 行 っ た 。 0日 目 に 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト (
CFA)(Sigma、 ミ ズ ー リ 州 セ ン ト ル イ ス )と 1:1v/vで 混 合 さ れ た パ イ ロ ジ ェ ン を 含 ま な い DPB
Sに 懸 濁 さ れ た 1.5× 10 7 個 の B300.19/EGFRvIIIト ラ ン ス フ ェ ク ト 細 胞 (実 施 例 1A)を 用 い て
免 疫 を 行 っ た 。 11、 21、 お よ び 32日 目 に 、 不 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト (IFA)(Sigma、
ミ ズ ー リ 州 セ ン ト ル イ ス )と 1:1v/vで 混 合 さ れ た 、 DPBS中 の 1.5× 10 7 個 の B300.19/EGFRvII
Iト ラ ン ス フ ェ ク ト 細 胞 を 用 い て 追 加 免 疫 を 行 っ た 。 44日 目 に IFAと 1:1v/vで 混 合 さ れ た DP
BS内 の PEP3(EGFRvIIIペ プ チ ド )-KLH複 合 体 5μ g(実 施 例 1)を 用 い て 追 加 免 疫 を 行 い 、 54日
目 に ア ジ ュ バ ン ト を 含 ま な い 、 DPBS内 の PEP3(EGFRvIIIペ プ チ ド )-KLH複 合 体 5μ gを 用 い て
最 後 の 追 加 免 疫 を 行 っ た 。
【 ０ １ ８ ５ 】
　 58日 目 に 、 マ ウ ス を 安 楽 死 さ せ 、 次 い で 鼠 径 お よ び 腰 リ ン パ 節 を 回 収 し た 。 組 織 グ ラ イ
ン ダ ー を 用 い た リ ン パ 節 の 機 械 的 破 壊 に よ っ て リ ン パ 球 を 放 出 し 、 次 い で CD90の 負 の 選 択
に よ っ て T細 胞 を 減 少 さ せ た 。 洗 浄 し た 濃 縮 B細 胞 と 、 ATCC、 cat.#CRL1580(Kearneyら 、 J.
Immunol.123:1548～ 1550(1979))か ら 購 入 し た 非 分 泌 性 骨 髄 腫 の P3X63Ag8.653細 胞 と を 1:1
の 比 率 で 混 合 さ せ る こ と に よ っ て 融 合 を 実 施 し た 。 細 胞 混 合 物 を 800gで 遠 心 分 離 に よ っ て
静 か に ペ レ ッ ト 状 に し た 。 上 清 を 完 全 に 取 り 出 し た 後 、 細 胞 を プ ロ ナ ー ゼ 溶 液 (CalBioche
m、 cat.#53702;PBS内 で 0.5mg/ml)2～ 4mLを 用 い て 2分 間 処 理 し た 。 次 い で 、 FBS3～ 5mlを 添
加 し て 酵 素 活 性 を 中 断 さ せ 、 そ し て 電 気 細 胞 融 合 溶 液 で あ る ECFS(0.3Mス ク ロ ー ス 、 Sigma
、 Cat#S7903、 0.1mMの 酢 酸 マ グ ネ シ ウ ム 、 Sigma、 Cat#M2545、 0.1mMの 酢 酸 カ ル シ ウ ム 、 S
igma、 Cat#C4705(ミ ズ ー リ 州 セ ン ト ル イ ス ))を 用 い て 懸 濁 液 を 全 容 量 40mlに 調 節 し た 。
【 ０ １ ８ ６ 】
　 遠 心 分 離 後 に 上 清 を 取 り 出 し 、 ECFS40mlを 用 い た 再 懸 濁 に よ っ て 細 胞 を 洗 浄 し た 。 こ の
洗 浄 工 程 を 繰 り 返 し 、 再 度 細 胞 を ECFSで 2× 10 6 個 の 細 胞 /mlの 濃 度 に な る ま で 再 懸 濁 し た
。 融 合 ジ ェ ネ レ ー タ ー で あ る ECM2001型 、 Genetronic、 Inc.、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 サ ン デ ィ
エ ゴ を 用 い て 電 気 細 胞 融 合 を 実 施 し た 。 用 い た 融 合 チ ャ ン バ ー の 大 き さ は 2.0mlで 、 機 器
上 の 条 件 と し て 、 ア ラ イ メ ン ト 条 件 :電 圧 50V、 時 間 50秒 、 膜 破 壊 :電 圧 3000V、 時 間 30μ s
、 融 合 後 の 保 持 時 間 3秒 を 用 い た 。 融 合 後 、 HATを 含 有 す る DMEM(JRH Biosciences)、 15%FC
S(Hyclone)で 細 胞 を 再 懸 濁 し 、 37℃ お よ び 10%CO 2 で 培 養 す る た め に 、 L-グ ル タ ミ ン 、 ペ ン
/連 鎖 球 菌 、 OPI(オ キ サ ロ 酢 酸 、 ピ ル ビ ン 酸 塩 、 ウ シ イ ン ス リ ン )(す べ て が Sigma、 ミ ズ ー
リ 州 セ ン ト ル イ ス 由 来 )お よ び IL-6(Boehringer Mannheim)を 補 っ た 。
【 ０ １ ８ ７ 】
　 細 胞 を 、 平 底 の 96ウ ェ ル の 組 織 培 養 プ レ ー ト に 1ウ ェ ル 当 た り 4× 10 4 個 の 細 胞 数 で プ レ
ー テ ィ ン グ し た 。 HT(ヒ ポ キ サ ン チ ン お よ び チ ミ ジ ン )を 追 加 し た 培 地 に 移 す 2週 間 前 に 、
培 養 物 を HAT(ヒ ポ キ サ ン チ ン 、 ア ミ ノ プ テ リ ン お よ び チ ミ ジ ン )を 追 加 し た 培 地 内 で 維 持
し た 。 ハ イ ブ リ ド ー マ を HAT培 地 内 の 生 存 に よ っ て 選 択 し 、 抗 原 反 応 性 に つ い て ELISAを 用
い て 上 清 を ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 ELISAに お い て は 、 抗 原 で コ ー テ ィ ン グ さ れ た プ レ ー ト (
EGFRvIIIペ プ チ ド -OVAで コ ー テ ィ ン グ さ れ た プ レ ー ト 、 お よ び 、 カ ウ ン タ ー ス ク リ ー ニ ン
グ と し て 野 生 型 EGFrペ プ チ ド -OVAで コ ー テ ィ ン グ さ れ た プ レ ー ト )上 で 上 清 を イ ン キ ュ ベ
ー ト す る こ と や 、 ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ (HRP)で 標 識 さ れ た マ ウ ス 抗 ヒ ト I
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gGを 用 い て EGFRvIII特 異 的 結 合 を 検 出 す る こ と を 必 要 と す る (表 2.1参 照 )。
【 ０ １ ８ ８ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ８ ９ 】
　 観 察 さ れ る よ う に 、 少 な く と も 4種 類 の 抗 原 特 異 的 な ハ イ ブ リ ド ー マ 、 す な わ ち 13.1、 1
3.2、 13.3、 お よ び 13.4を 検 出 し た 。 ELISAア ッ セ イ に よ る EGFRvIII特 異 性 に お い て 陽 性 で
あ っ た こ れ ら の ハ イ ブ リ ド ー マ は 、 EGFRvIIIを 発 現 す る ト ラ ン ス フ ェ ク ト 300.19細 胞 お よ
び ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ て い な い 親 細 胞 300.19を 用 い た FACSに よ っ て 確 認 し た 。
【 ０ １ ９ ０ 】
　 限 界 希 釈 播 種 を 用 い 、 選 択 さ れ た 抗 原 陽 性 ウ ェ ル の ク ロ ー ニ ン グ を 実 施 し た 。 単 一 の コ
ロ ニ ー の 増 殖 に 対 し て プ レ ー ト を 視 覚 的 に 検 査 し 、 次 い で 上 記 の よ う な 抗 原 特 異 的 な ELIS
Aお よ び FACSに よ る 確 認 に よ っ て 単 一 コ ロ ニ ー ウ ェ ル 由 来 の 上 清 を ス ク リ ー ニ ン グ し た 。
高 度 な 反 応 性 を 有 す る ク ロ ー ン を ア ッ セ イ し 、 Luminex機 器 を 用 い た 多 重 ELISAに よ っ て ヒ
ト の γ 鎖 お よ び κ 鎖 の 純 度 を 検 証 し た 。 ELISAお よ び FACSア ッ セ イ に お け る EGFRvIIIの 特
異 性 に 基 づ き 、 さ ら な る ス ク リ ー ニ ン グ お よ び 分 析 に お け る 最 も 有 望 な 候 補 と し て ク ロ ー
ン 13.1.2を 選 択 し た 。 13.1.2抗 体 の 重 鎖 お よ び 軽 鎖 の ヌ ク レ オ チ ド お よ び ア ミ ノ 酸 の 配 列
を 図 3Lな ら び に 重 鎖 お よ び 軽 鎖 の 核 酸 に 対 す る 配 列 番 号 137お よ び 139、 重 鎖 お よ び 軽 鎖 の
ア ミ ノ 酸 配 列 に 対 す る 138お よ び 140に 示 す 。 さ ら に 、 13.1.2の 重 鎖 お よ び 軽 鎖 の 配 列 と そ
れ ら の 由 来 で あ る 生 殖 細 胞 系 配 列 と の 比 較 に つ い て 図 4お よ び 図 5に 示 す 。
【 ０ １ ９ １ 】
(実 施 例 3： XenoMax技 術 の 利 用 に よ る 抗 体 産 生 )
（ XenoMouse動 物 の 免 疫 感 作 ）
　 γ -1定 常 領 域 (XenoMouseG1マ ウ ス )を 有 す る 抗 体 を 産 生 す る XenoMouseマ ウ ス 、 γ -2定 常
領 域 (XenoMouseXMG2マ ウ ス )を 有 す る 抗 体 を 産 生 す る XenoMouseマ ウ ス 、 お よ び γ -4定 常 領
域 (XenoMouseG4マ ウ ス )を 有 す る 抗 体 を 産 生 す る XenoMouseマ ウ ス に 連 続 し て 免 疫 す る こ と
に よ り 、 ヒ ト EGFRvIIIに 対 す る ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 作 製 し た 。
【 ０ １ ９ ２ 】
　 XenoMax技 術 を 介 し て mAbを 生 成 す る た め に 、 XenoMouseG1お よ び XMG2マ ウ ス の 集 団 に つ
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い て 、 EGFRvIII PEP3(実 施 例 1A)お よ び EGFRvIII発 現 300.19細 胞 (実 施 例 1B)で 、 細 菌 に よ
り 発 現 し た EGFRvIIIタ ン パ ク 質 の 細 胞 外 ド メ イ ン (EGFRvIII-ECD)(Dr.Bigner、 デ ュ ー ク 大
学 )お よ び EGFRvIII発 現 300.19細 胞 で 、 ま た は EGFRvIII-ウ サ ギ Fc融 合 タ ン パ ク 質 (EGFRvII
I-RbFc)(実 施 例 1C)お よ び EGFRvIII発 現 300.19細 胞 で 、 ま た は EGFRvIII-RbFcの み で 、 皮 下
注 射 お よ び 腹 膜 内 (BIP)に よ っ て 足 蹠 (FP)を 介 し て 、 ま た は 、 尻 尾 の 根 元 を 介 し て 免 疫 し
た 。
【 ０ １ ９ ３ 】
　 足 蹠 で の 免 疫 感 作 に お い て 、 最 初 の 免 疫 は 、 10X 10 6 個 の EGFRvIII発 現 300.19細 胞 が 存
在 す る 場 合 ま た は 存 在 し な い 場 合 で 、 ま た マ ウ ス 1匹 当 た り 1:1v/vの Titermax gold(Sigma
、 オ ン タ リ オ 州 オ ー ク ビ ル )と 混 合 し た 10μ gの EGFRvIII PEP3も し く は EGFRvIII-ECDも し
く は EGFRvIII-RbFcが 存 在 す る 場 合 ま た は 存 在 し な い 場 合 で 行 っ た 。 続 い て 最 初 の 免 疫 に
お い て 用 い た 半 分 の 量 の 免 疫 原 で 追 加 免 疫 し た 。 下 記 の 表 3.1に お い て 示 さ れ る よ う に 、
マ ウ ス 1匹 当 た り 一 晩 吸 着 さ せ た ミ ョ ウ バ ン (Sigma、 オ ン タ リ オ 州 オ ー ク ビ ル )と 混 合 し た
免 疫 原 を 用 い て 、 最 初 の 4回 の 追 加 免 疫 を 行 っ た 。 こ れ に 続 い て 、 表 3.1に 示 す よ う に 、 Ti
termax goldを 用 い た そ れ ぞ れ の 免 疫 原 の 1回 の 注 射 、 ミ ョ ウ バ ン を 用 い た 1回 の 注 射 、 次
い で PBSを 用 い た 免 疫 原 に よ っ て 最 後 の 追 加 免 疫 を 行 っ た 。 特 に 、 0、 3、 7、 10、 14、 17、
21お よ び 24日 目 に 動 物 に 免 疫 し た 。 19日 目 に 動 物 を 出 血 さ せ 、 血 清 を 採 血 し 、 採 血 の 選 択
に つ い て の 力 価 を 測 定 し た 。 28日 目 に 動 物 を 採 血 し た 。
【 ０ １ ９ ４ 】
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【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ９ ５ 】
　 足 蹠 で の 免 疫 に お い て 説 明 し た そ れ ぞ れ の 免 疫 原 に よ る 最 初 の BIPに お け る 免 疫 を 、 マ
ウ ス 1匹 当 た り 1:1v/vで 混 合 し た 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト (CFA、 Sigma、 オ ン タ リ オ 州
オ ー ク ビ ル )で 行 っ た 。 続 い て ま ず 、 マ ウ ス 1匹 当 た り 1:1v/vで 不 完 全 フ ロ イ ン ド ア ジ ュ バ
ン ト (IFA、 Sigma、 オ ン タ リ オ 州 オ ー ク ビ ル )と 混 合 し た そ れ ぞ れ の 免 疫 原 で 追 加 免 疫 し て
か ら 、 PBSを 用 い た 免 疫 源 に よ っ て 最 後 の 追 加 免 疫 を 行 っ た 。 以 下 の 表 3.2に 示 す よ う に 、
0、 14、 28、 42、 56、 お よ び 75日 目 (最 後 の 追 加 免 疫 )に 動 物 に 免 疫 し た 。 63日 目 に 動 物 を
出 血 さ せ 、 血 清 を 採 血 し 、 採 血 の 選 択 の た め に 力 価 を 測 定 し た 。 78日 目 に 動 物 を 採 血 し た
。
【 ０ １ ９ ６ 】
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【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ９ ７ 】
（ 力 価 測 定 に よ る 採 血 の た め の 動 物 の 選 択 ）
　 ELISAに よ っ て 抗 hEGFRvIII抗 体 力 価 を 測 定 し た 。 EGFRvIII-RbFc(2.5μ g/ml)、 対 照 RbFc
(2μ g/ml)、 EGFRvIIIペ プ チ ド -OVA(2μ g/ml)(実 施 例 1)、 対 照 OVA(4μ g/ml)の い ず れ か を C
ostar Labcoat Universal Binding Polystyrene 96ウ ェ ル プ レ ー ト (Corning、 マ サ チ ュ ー
セ ッ ツ 州 ア ク ト ン )上 に 4℃ で 一 晩 コ ー テ ィ ン グ し た 。 結 合 さ れ て い な い 抗 原 を 含 有 す る 溶
液 を 取 り 出 し 、 プ レ ー ト を UV光 (365nm)で 4分 間 (4000マ イ ク ロ ジ ュ ー ル )処 理 し た 。 プ レ ー
ト を dH 2 Oで 5回 洗 浄 し た 。 EGFRvIIIで 免 疫 し た XenoMouse(登 録 商 標 )動 物 す な わ ち naive Xe
noMouse(登 録 商 標 )動 物 由 来 の 血 清 の 力 価 を 、 2サ ン プ ル ず つ 1:100希 釈 か ら は じ め て 、 1:2
希 釈 の 2%ミ ル ク /PBS中 で 測 定 し た 。 最 後 の ウ ェ ル は ブ ラ ン ク と し た 。 dH 2 Oで プ レ ー ト を 5
回 洗 浄 し た 。 ヤ ギ 抗 ヒ ト IgG Fc特 異 的 ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ (HRP、 Pierce
、 イ リ ノ イ 州 ロ ッ ク フ ォ ー ド )を 結 合 し た 抗 体 を 室 温 で 1時 間 、 最 終 濃 度 1μ g/mLで 添 加 し
た 。 プ レ ー ト を dH 2 Oで 5回 洗 浄 し た 。 TMB発 色 基 質 (メ リ ー ラ ン ド 州 ガ イ ザ ー ス ベ ル グ )を 添
加 し て 、 30分 間 プ レ ー ト を 発 色 さ せ 、 1Mリ ン 酸 の 添 加 に よ っ て ELISAを 中 断 し た 。 個 々 の X
enoMouse(登 録 商 標 )動 物 の 特 定 の 力 価 を 450nmに お け る 吸 光 度 か ら 測 定 し 、 表 3.3お よ び 表
3.4に 示 す 。 力 価 は 、 血 清 の 希 釈 度 の 逆 数 を 示 す こ と か ら 、 そ の 数 が 大 き く な る と hEGFRvI
IIに 対 す る 液 性 免 疫 応 答 が 亢 進 す る こ と を 意 味 す る 。
【 ０ １ ９ ８ 】
　 皮 下 注 射 お よ び 腹 腔 内 に よ っ て 尻 尾 の 根 元 を 介 し て 免 疫 し た マ ウ ス に つ い て 、 EGFRvIII
-RbFc(2.0μ g/ml)ま た は 対 照 RbFc(2.5μ g/ml)で プ レ ー ト を コ ー テ ィ ン グ し た 以 外 は 上 記
と ど う よ う に 力 価 を 測 定 し た 。
【 ０ １ ９ ９ 】
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【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ０ ０ 】
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　 血 清 学 に 基 づ き 、 XenoMax採 血 サ ン プ ル に つ い て 、 表 3.3か ら 、 グ ル ー プ 5に 由 来 す る す
べ て の XenoMouse動 物 お よ び グ ル ー プ 6に 由 来 す る XenoMouse動 物 0743-5を 選 択 し た 。
【 ０ ２ ０ １ 】
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【 表 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ０ ２ 】

10

20

30

40

50

(63) JP 2007-526233 A 2007.9.13



　 表 3.4に お け る 血 清 学 デ ー タ に 基 づ き 、 採 血 サ ン プ ル に つ い て 、 XenoMouse動 物 (0695-1
、 0695-3お よ び 0695-4)を 選 択 し た 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
　 （ B細 胞 の 選 択 ）
　 先 に 考 察 し た 動 物 由 来 の B細 胞 を 採 取 し 、 培 養 し た 。 EGFRvIIIペ プ チ ド 特 異 的 抗 体 を 分
泌 す る B細 胞 を Babcookら 、 Proc.Natl.Acad.Sci.USA、 93:7843～ 7848(1996)に 記 載 の よ う
に 単 離 し た 。 ELISAを 用 い て 、 一 次 EGFRvIIIペ プ チ ド OVA特 異 的 ウ ェ ル を 同 定 し た 。 500個
、 150個 、 も し く は 50個 の 細 胞 /ウ ェ ル で の 245枚 の 96ウ ェ ル プ レ ー ト で XenoMouse動 物 由 来
の 約 500万 個 の B細 胞 を 培 養 し 、 EGFRvIIIペ プ チ ド -OVA上 で ス ク リ ー ニ ン グ し 、 抗 原 特 異 的
な ウ ェ ル を 同 定 し た 。 約 515個 の ウ ェ ル は 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド を 大 幅 に 超 え る ODを 示 し た
。 代 表 的 な 試 料 を 表 3.5に 示 す 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
【 表 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ０ ５ 】
　 OD>0.5で あ る EGFRvIIIペ プ チ ド -OVA-ELISA陽 性 ウ ェ ル 244個 を 、 EGFRvIIIペ プ チ ド -OVA
お よ び OVAに 対 し て 再 度 ス ク リ ー ニ ン グ し 、 そ れ ら が EGFRvIIIペ プ チ ド に 特 異 的 で あ る こ
と を 確 認 し た 。 こ れ ら の 結 果 の 代 表 例 を 表 3.6に 示 す 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
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【 表 ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ０ ７ 】
（ 限 界 抗 原 ア ッ セ イ お よ び 分 析 ）
　 限 界 抗 原 分 析 は 、 他 の す べ て の 抗 原 特 異 的 抗 体 に 対 し て B細 胞 培 養 上 清 中 に 存 在 す る 抗
原 特 異 的 抗 体 を 親 和 性 で ラ ン ク づ け す る 方 法 で あ る 。 コ ー テ ィ ン グ 抗 原 が 極 め て 少 な い の
存 在 下 で 、 最 も 高 い 親 和 性 を 有 す る 抗 体 の み が 、 平 衡 状 態 で 任 意 の 検 出 可 能 な レ ベ ル で 結
合 で き る (例 え ば 、 国 際 特 許 出 願 No.WO03/48730)。
【 ０ ２ ０ ８ 】
　 EGFRvIIIペ プ チ ド -OVAを 7.5ng/ml、 1.5ng/mlお よ び 0.03ng/mlの 3つ の 濃 度 で 96ウ ェ ル El
isaプ レ ー ト 上 で 4℃ で 一 晩 コ ー テ ィ ン グ し た 。 0.05%ア ジ 化 ナ ト リ ウ ム を 含 む PBS中 の 1%ミ
ル ク 50μ lを プ レ ー ト に 添 加 す る 前 に 、 各 プ レ ー ト を dH 2 Oで 5時 間 洗 浄 し 、 そ れ か ら B細 胞
の 上 清 4μ lを 各 ウ ェ ル に 添 加 し た 。 室 温 で シ ェ ー カ ー で 18時 間 経 過 し た 後 、 再 度 プ レ ー ト
を dH 2 Oで 5時 間 洗 浄 し た 。 各 ウ ェ ル に 1μ g/mlの ヤ ギ 抗 ヒ ト (Fc)-HRP50μ lを 添 加 し た 。 室
温 で 1時 間 後 、 再 度 プ レ ー ト を dH 2 Oで 5時 間 洗 浄 し 、 TMB基 質 50μ lを 各 ウ ェ ル に 添 加 し た 。
1Mリ ン 酸 50μ Lの 各 ウ ェ ル へ の 添 加 に よ っ て 反 応 を 中 断 さ せ 、 プ レ ー ト を 波 長 450nmで 読 み
取 っ た 。 結 果 を 表 3.7に 示 す 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
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【 表 ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ １ ０ 】
　 限 界 抗 原 分 析 か ら 生 成 さ れ た 結 果 を 高 濃 度 の 抗 原 ア ッ セ イ に お い て 得 ら れ た OD全 体 と 比
較 し た 。 限 界 抗 原 ア ッ セ イ に お い て 得 ら れ た ODに 対 す る 高 濃 度 の 抗 原 ア ッ セ イ に お い て 得
ら れ た ODの 比 率 を と る こ と に よ り 、 親 和 性 の 相 対 的 ラ ン ク づ け を 行 っ た 。 よ り 高 い 比 率 を
有 す る 抗 体 は 最 も 高 い 親 和 性 を 有 す る こ と に な る 。 表 3.7は 、 (最 も 低 い 抗 原 プ レ ー テ ィ ン
グ 濃 度 0.03ng/mlに お け る )限 界 抗 原 ア ッ セ イ の ODに 対 す る 高 濃 度 の 抗 原 ア ッ セ イ の ODに 基
づ い て ラ ン ク づ け さ れ た B細 胞 の 培 養 上 清 試 料 を 示 す 。
【 ０ ２ １ １ 】
（ FMATに よ る ネ イ テ ィ ブ 細 胞 の 結 合 ア ッ セ イ ）
　 EGFRvIIIペ プ チ ド -OVA-Elisaに お け る 陽 性 の ウ ェ ル の 上 清 に つ い て 、 NR6細 胞 (NR6M細 胞
)上 に 安 定 的 に 発 現 し た ネ イ テ ィ ブ 形 態 の EGFRvIIIに 対 す る 結 合 能 を 分 析 し た (Batraら 、 E
pidermal growth factor ligand-independent,unregulated,cell transforming potentia
l of a naturally occurring human mutant EGFRvIII gene.Cell Growth Differ.6(10):1
251～ 9(1995)参 照 )。 NR6M細 胞 を 1ウ ェ ル 当 た り 8000個 の 細 胞 で 播 種 し 、 96ウ ェ ル FMATプ レ
ー ト で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 い で ウ ェ ル 内 に 15μ lを 残 し て 培 地 を 取 り 出 し た 。 B細
胞 の 培 養 上 清 15μ lを 添 加 し 、 15μ lの 抗 ヒ ト IgG Fc Cy5を 最 終 濃 度 1μ g/mlで ウ ェ ル に 添
加 し た 。 次 い で 、 そ れ を 4℃ で 2時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト の 状 態 に し た 。 細 胞 を PBS150μ lで 洗
浄 し 、 そ し て FMATで 読 み 取 る 前 に 固 定 し た 。 結 果 を 全 蛍 光 強 度 と し て 示 し た (表 3.8)。 ヒ
ト 抗 EGFRvIII mAb13.1.2を 最 終 濃 度 1μ g/mlで 開 始 す る ポ ジ テ ィ ブ 対 照 と し て 用 い 、 ネ ガ
テ ィ ブ 対 照 は 同 濃 度 の PK16.3.1と し た 。 試 験 試 料 244個 中 134個 は NR6M細 胞 に 結 合 し 、 そ の
う ち 62個 は 8000を 超 え る 総 蛍 光 量 を 有 し て い た 。 こ れ ら の 結 合 し た 134個 の う ち 6個 は 偽 陽
性 で あ っ た 。
【 ０ ２ １ ２ 】
　 Wt受 容 体 へ の 結 合 に 起 因 す る 結 合 を 除 去 す る た め に 、 同 種 の ネ イ テ ィ ブ 結 合 ア ッ セ イ を
NR6Wt細 胞 (EGF受 容 体 を 発 現 す る NR6細 胞 )(Batraら 、 Epidermal growth factor ligand-in
dependent,unregulated,cell transforming potential of a naturally occurring human
 mutant EGFRvIII gene.Cell Growth Differ.6(10):1251～ 9(1995)参 照 )に お い て 実 施 し
た (表 3.8)。 ABX-EGFを ポ ジ テ ィ ブ 対 照 と し て 用 い 、 同 濃 度 の PK16.3.1を ネ ガ テ ィ ブ 対 照 抗
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体 と し て 用 い た 。 134の NR6M結 合 サ ン プ ル の う ち 3つ は 、 NR6 Wt細 胞 に 強 く 結 合 し て い た 。
Elisaに お い て EGFRvIIIペ プ チ ド に 結 合 し た 244個 の う ち の 190個 の ウ ェ ル は 、 細 胞 上 の ネ
イ テ ィ ブ 形 態 に も 結 合 し た 。 表 3.8に 例 を 挙 げ る 。
【 ０ ２ １ ３ 】
【 表 ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ １ ４ 】
　 表 3.8で は 、 ウ ェ ル 187A4由 来 の 上 清 を Wt結 合 サ ン プ ル と し て 同 定 し 、 141C6は NR6 M細 胞
の 結 合 に 対 し て 偽 陽 性 で あ っ た 。 ウ ェ ル 129H6お よ び 183E11は 、 何 ら の ネ イ テ ィ ブ 結 合 性
も 有 し な い 強 い ペ プ チ ド 結 合 サ ン プ ル で あ っ た 。
【 ０ ２ １ ５ 】
（ イ ン タ ー ナ リ ゼ ー シ ョ ン ア ッ セ イ ）
　 上 位 60の ネ イ テ ィ ブ 結 合 性 B細 胞 培 養 上 清 を 、 受 容 体 に 対 す る イ ン タ ー ナ リ ゼ ー シ ョ ン
能 力 に つ い て さ ら に ア ッ セ イ し た 。 NR6 M細 胞 を 8000個 の 細 胞 /ウ ェ ル で 96ウ ェ ル FMATプ レ
ー ト 内 に 播 種 し 、 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 培 地 を 取 り 出 し 、 全 容 量 30μ l培 地 で B細 胞 の
培 養 上 清 10～ 15μ lを 2サ ン プ ル 添 加 し た 。 次 い で 、 二 次 抗 体 (最 終 濃 度 1.5μ g/mlで SS Ale
xa647抗 ヒ ト IgG Fab)15μ lを 添 加 し 、 混 合 物 を 氷 上 で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 培 地 の
効 果 を 調 べ る た め に 、 不 適 切 な B細 胞 の 培 養 上 清 を 用 い た 。 ヒ ト 抗 EGFRvIII mAb13.2.1を
、 1μ g/ml(最 終 濃 度 )で 開 始 す る ポ ジ テ ィ ブ 対 照 と し て 用 い 、 ネ ガ テ ィ ブ 対 照 は 同 濃 度 の P
K16.3.1(ヒ ト 抗 KLHIgG2抗 体 )と し た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 細 胞 を 冷 却 PBSで 洗 浄 し 、 5
0μ lの 培 地 を す べ て の ウ ェ ル に 添 加 し 、 2サ ン プ ル の 一 方 を 37℃ で 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト
し 、 他 方 を 氷 上 で 維 持 し た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 培 地 を 取 り 出 し 、 冷 却 し た 50mMグ ル
タ チ オ ン 100μ lを 37℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト し た セ ッ ト に 添 加 し 、 冷 却 し た 培 地 100μ lを 他 方
の セ ッ ト に 添 加 し 、 次 い で 両 方 の セ ッ ト を 氷 上 に 1時 間 放 置 し た 。 次 い で 細 胞 を 冷 却 PBS10
0μ lで 洗 浄 し 、 1%パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド で 固 定 し 、 FMATで 読 み 取 っ た 。 グ ル タ チ オ ン 存 在
下 で の 全 蛍 光 /グ ル タ チ オ ン 非 存 在 下 で の 全 蛍 光 X100で 計 算 し て 、 結 果 を %イ ン タ ー ナ リ ゼ
ー シ ョ ン と し て 示 し た 。 代 表 的 な デ ー タ を 表 3.9に 挙 げ る 。
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【 ０ ２ １ ６ 】
【 表 １ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ １ ７ 】
こ の ア ッ セ イ を 行 う の に 多 数 の 特 定 試 薬 を 必 要 と し た 。 こ れ ら の 試 薬 を 以 下 の よ う に 調 製
し た 。
【 ０ ２ １ ８ 】
1.ヒ ツ ジ 赤 血 球 (SRBC)の ビ オ チ ン 化 。
　 SRBCを 25%ス ト ッ ク と し て RPMI培 地 内 に 保 存 し た 。 SRBC1.0mlを 未 使 用 の エ ッ ペ ン ド ル フ
チ ュ ー ブ に 小 分 け す る こ と に よ っ て SRBCの 濃 縮 細 胞 ペ レ ッ ト 250μ lを 得 た 。 微 量 遠 心 機 を
用 い た 8000rpm(6800rcf)パ ル ス 回 転 に よ っ て SRBCを ペ レ ッ ト 状 に し 、 上 清 を 回 収 し 、 ペ レ
ッ ト を pH8.6の PBS1.0mlに 再 懸 濁 し 、 そ し て 遠 心 分 離 を 繰 り 返 し た 。 洗 浄 サ イ ク ル を 2回 繰
り 返 し 、 次 い で SRBCペ レ ッ ト を 15mlの フ ァ ル コ ン チ ュ ー ブ に 移 し 、 pH8.6の PBSに よ っ て 5m
lに し た 。 分 離 し た 50mlの フ ァ ル コ ン チ ュ ー ブ 、 ス ル ホ -NHSビ オ チ ン 2.5mgを pH8.6の PBS45
mlに 添 加 し た 。 ビ オ チ ン が 完 全 に 溶 解 し て か ら 、 SRBC5mlを 添 加 し 、 チ ュ ー ブ を RTで 1時 間
回 転 し た 。 SRBCを 3000rpmで 5分 間 遠 心 分 離 し 、 上 清 を 回 収 し た 。 ビ オ チ ン 化 し た SRBCを エ
ッ ペ ン ド ル フ チ ュ ー ブ に 移 し 、 pH7.4の PBS以 外 で は 上 記 の よ う に 3回 洗 浄 し 、 次 い で 15ml
の フ ァ ル コ ン チ ュ ー ブ 内 で 免 疫 細 胞 用 培 地 (RPMI1640)に よ っ て 5mlに な る よ う に し た (5%B-
SRBCス ト ッ ク )。 ス ト ッ ク を 必 要 に な る ま で 4℃ で 保 存 し た 。
【 ０ ２ １ ９ 】
2.B-SRBCの ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン (SA)コ ー テ ィ ン グ 。
　 5%B-SRBCス ト ッ ク 1mlを 未 使 用 の エ ッ ペ ン ド ル フ チ ュ ー ブ 内 に 移 し た 。 上 記 の よ う に B-S
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RBC細 胞 を 3回 洗 浄 し 、 pH7.4の PBS1.0mlに 再 懸 濁 す る こ と で 最 終 濃 度 5%(v/v)を 得 た 。 10mg
/mlの ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン (CalBiochem、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 サ ン デ ィ エ ゴ )ス ト ッ ク 溶 液 10
μ lを 添 加 し 、 チ ュ ー ブ を RTで 20分 間 混 合 し 回 転 し た 。 洗 浄 工 程 を 繰 り 返 し 、 SA-SRBCを pH
7.4の PBS1ml(5%(v/v))に 再 懸 濁 し た 。
【 ０ ２ ２ ０ 】
3.SA-SRBCの EGFRvIIIに よ る コ ー テ ィ ン グ 。
　 SA-SRBCを 10μ g/mlの ビ オ チ ン 化 し た EGFRvIIIペ プ チ ド -OVAで コ ー テ ィ ン グ し 、 20分 間 R
Tで 混 合 し 回 転 さ せ た 。 上 記 の よ う に SRBCを pH7.4の PBS1.0mlで 2回 洗 浄 し た 。 EGFRvIIIで
コ ー テ ィ ン グ し た SRBCを RPMI(+10%FCS)で 再 懸 濁 し 、 最 終 濃 度 を 5%(v/v)に し た 。
【 ０ ２ ２ １ 】
4.免 疫 蛍 光 (IF)に よ る EGFRvIIIペ プ チ ド -SRBCの 判 定 。
　 5%SA-SRBC10μ lお よ び 5%EGFRvIIIペ プ チ ド で コ ー テ ィ ン グ さ れ た SRBC10μ lを 、 PBS40μ
lを 含 有 す る 別 の 未 使 用 の 1.5mlの エ ッ ペ ン ド ル フ チ ュ ー ブ に そ れ ぞ れ 添 加 し た 。 対 照 ヒ ト
抗 EGFRvIII抗 体 を 45μ g/mlで SRBCの 各 試 料 に 添 加 し た 。 チ ュ ー ブ を RTで 25分 間 回 転 し 、 次
い で 細 胞 を PBS100μ lで 3回 洗 浄 し た 。 細 胞 を PBS50μ lに 再 懸 濁 し 、 Alexa488(Molecular P
robes、 オ レ ゴ ン 州 ユ ー ジ ン )に 結 合 し た ヤ ギ 抗 ヒ ト IgG Fc抗 体 40mcg/mLと と も に イ ン キ ュ
ベ ー ト し た 。 RTで 25分 間 チ ュ ー ブ を 回 転 し 、 次 い で PBS100μ lで 洗 浄 し 、 細 胞 を PBS10μ l
に 再 懸 濁 し た 。 染 色 細 胞 10μ lを ク リ ー ン な ガ ラ ス 顕 微 鏡 ス ラ イ ド 上 に ス ポ ッ ト し 、 ガ ラ
ス カ バ ー ス リ ッ プ で 覆 っ て 蛍 光 下 で 観 察 し 、 そ し て 0～ 4の 任 意 の ス ケ ー ル で ス コ ア リ ン グ
し た 。
【 ０ ２ ２ ２ 】
5.形 質 細 胞 の 調 製 。
　 様 々 な ア ッ セ イ に よ っ て 対 象 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 分 泌 す る B細 胞 ク ロ ー ン を 含 有 す る も
の と し て 予 め 同 定 さ れ た 単 一 の ミ ク ロ 培 養 ウ ェ ル の 中 身 を 回 収 し た 。 100～ 1000μ lの ピ ペ
ッ ト マ ン を 用 い て 、 37℃ の RPMI(10%FCS)を 添 加 す る こ と に よ っ て ウ ェ ル の 含 量 を 回 復 さ せ
た 。 ピ ペ ッ テ ィ ン グ に よ っ て 細 胞 を 再 懸 濁 し 、 次 い で 未 使 用 の 1.5mlの エ ッ ペ ン ド ル フ チ
ュ ー ブ (最 終 容 量 約 500～ 700μ l)に 移 し た 。 微 量 遠 心 機 で 2500rpm(660rcf)、 室 温 で 1分 間
細 胞 を 遠 心 分 離 し 、 次 い で チ ュ ー ブ を 180度 回 転 さ せ 、 再 度 2500rpmで 1分 間 回 転 さ せ た 。
凍 結 培 地 を 回 収 し 、 免 疫 細 胞 を RPMI(10%FCS)100μ l中 に 再 懸 濁 し 、 次 い で 遠 心 分 離 し た 。
RPMI(10%FCS)で の こ の 洗 浄 を 繰 り 返 し 、 細 胞 を RPMI(10%FCS)60μ l中 に 再 懸 濁 し 、 使 用 準
備 が で き る ま で 氷 上 で 保 存 し た 。
【 ０ ２ ２ ３ 】
6.形 質 細 胞 の 顕 微 操 作 。
　 予 め シ リ コ ー ン エ ッ ジ で ス ラ イ ド ガ ラ ス (2× 3イ ン チ )を 調 製 し 、 RTで 一 晩 、 保 存 可 能 な
状 態 に し た 。 使 用 前 に 、 ス ラ イ ド を 約 5μ lの SigmaCoat(Sigma、 オ ン タ リ オ 州 オ ー ク ビ ル )
で 処 理 し 、 ガ ラ ス 表 面 上 を 均 一 に ふ き 取 り 、 乾 燥 さ せ 、 次 い で 完 全 に ふ き 取 っ た 。 細 胞 の
試 料 60μ lに 、 EGFRvIIIペ プ チ ド で コ ー テ ィ ン グ し た 各 SRBC(5%v/vス ト ッ ク )を 60μ lず つ
、 RPMI(10%FCS)で 調 製 し た 4× モ ル モ ッ ト 補 体 (Sigma、 オ ン タ リ オ 州 オ ー ク ビ ル )ス ト ッ ク
、 お よ び 4× 濃 縮 血 清 ス ト ッ ク (10%FCSを 含 む RPMI中 で 1:150)を 添 加 し た 。 混 合 物 を 調 製 し
た ス ラ イ ド 上 に ス ポ ッ ト し (10～ 15μ l)、 こ れ ら ス ポ ッ ト を 希 釈 さ れ て い な い パ ラ フ ィ ン
オ イ ル で 覆 っ た 。 ス ラ イ ド を 37℃ で 最 低 45分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 EGFRvIIIに 特 異 的 な
形 質 細 胞 を プ ラ ー ク に よ り 同 定 し 、 顕 微 操 作 に よ っ て ピ ッ ク ア ッ プ し た (表 3.10参 照 )。
【 ０ ２ ２ ４ 】
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【 表 １ １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ２ ５ 】
（ 組 み 換 え 抗 EGFRvIII抗 体 の 単 一 細 胞 PCR、 ク ロ ー ニ ン グ 、 発 現 、 精 製 お よ び 特 性 決 定 ）
　 可 変 領 域 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 、 単 一 の 顕 微 操 作 さ れ た 形 質 細 胞 に お い て RT-PCRに よ っ
て 解 析 し た 。 mRNAを 抽 出 し 、 逆 転 写 酵 素 PCRを 実 施 す る こ と で cDNAを 生 成 し た 。 ポ リ メ ラ
ー ゼ 連 鎖 反 応 を 用 い て 、 可 変 重 鎖 お よ び 軽 鎖 を コ ー ド す る cDNAを 特 異 的 に 増 幅 さ せ た 。 ヒ
ト 可 変 重 鎖 領 域 を IgG1発 現 ベ ク タ ー 中 に ク ロ ー ニ ン グ し た 。 pcDNA3.1+/Hygro(Invitrogen
、 オ ン タ リ オ 州 バ ー リ ン ト ン )の 複 数 の ク ロ ー ニ ン グ 部 位 内 に ヒ ト IgG1の 定 常 ド メ イ ン を
ク ロ ー ニ ン グ す る こ と に よ り 、 こ の ベ ク タ ー を 生 成 し た 。 ヒ ト 可 変 軽 鎖 領 域 を IgK発 現 ベ
ク タ ー 中 に ク ロ ー ニ ン グ し た 。 ヒ ト IgKの 定 常 ド メ イ ン を pcDNA3.1+/Neo(Invitrogen、 オ
ン タ リ オ 州 バ ー リ ン ト ン )の 複 数 の ク ロ ー ニ ン グ 部 位 内 に ク ロ ー ニ ン グ す る こ と に よ り 、
こ れ ら の ベ ク タ ー を 生 成 し た 。 次 い で 、 重 鎖 お よ び 軽 鎖 発 現 ベ ク タ ー を 70%コ ン フ ル エ ン
ト の ヒ ト 胎 児 腎 臓 293細 胞 の 60mmデ ィ ッ シ ュ 内 に 同 時 リ ポ フ ェ ク シ ョ ン し 、 ト ラ ン ス フ ェ
ク ト さ れ た 細 胞 が 24～ 72時 間 に お い て 元 の 形 質 細 胞 と 同 一 の 特 異 性 を 有 す る 組 み 換 え 抗 体
を 分 泌 で き た 。 上 清 (3mL)を HEK293細 胞 か ら 回 収 し 、 ヒ ト IgGを 特 異 的 に 検 出 す る サ ン ド イ
ッ チ ELISAを 用 い て イ ン タ ク ト (intact)抗 体 の 分 泌 を 求 め た (表 3.11)。 ELISAを 用 い て 組 み
換 え 抗 体 の EGFRvIIIに 対 す る 結 合 を 介 し て 特 異 性 を 評 価 し た (表 3.11)。
【 ０ ２ ２ ６ 】
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【 表 １ ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ２ ７ 】
　 分 泌 ELISA試 験 を 以 下 の よ う に 実 施 し た 。 Ab分 泌 の た め に 、 2μ g/mLの ヤ ギ 抗 ヒ ト IgGH+L
を 、 そ し て 、 抗 原 結 合 性 の た め に 、 EGFRvIII-Rab Ig Fc融 合 タ ン パ ク 質 1.5μ g/mlを Costa
r Labcoat Universal Bindingポ リ ス チ レ ン 96ウ ェ ル プ レ ー ト 上 に コ ー テ ィ ン グ し 、 4℃ で
一 晩 保 持 し た 。 プ レ ー ト を dH 2 Oで 5時 間 洗 浄 し た 。 希 釈 さ れ て い な い ミ ニ リ ポ フ ェ ク シ ョ
ン (minilipofection)上 清 由 来 の 7個 の ウ ェ ル に つ い て 1:2で 組 み 換 え 抗 体 の 力 価 を 求 め た
。 プ レ ー ト を dH 2 Oで 5回 洗 浄 し た 。 分 泌 プ レ ー ト に つ い て は 、 ヤ ギ 抗 ヒ ト IgG Fc特 異 的 -HR
P結 合 抗 体 を 、 RTで 最 終 濃 度 1μ g/mLで 1時 間 添 加 し 、 結 合 プ レ ー ト に つ い て は 、 室 温 で 1時
間 、 1μ g/mlの Rb抗 Hu Fcで 検 出 し た 。 プ レ ー ト を dH 2 Oで 5回 洗 浄 し た 。 30分 間 TMBの 添 加 と
と も に プ レ ー ト を 発 色 さ せ 、 1Mリ ン 酸 の 添 加 に よ っ て ELISAを 中 断 し た 。 各 ELISAプ レ ー ト
を 分 析 し 、 450nmで 各 ウ ェ ル の 吸 光 度 を 判 定 し た 。
【 ０ ２ ２ ８ 】
（ シ ー ク エ ン シ ン グ お よ び 配 列 分 析 ）
　 ク ロ ー ニ ン グ さ れ た 重 鎖 お よ び 軽 鎖 の cDNAを 両 方 向 で シ ー ク エ ン シ ン グ し 、 分 析 す る こ
と で 抗 体 の 生 殖 細 胞 系 配 列 の 派 生 を 決 定 し 、 生 殖 細 胞 系 配 列 か ら の 変 化 を 同 定 し た 。 上 記
配 列 を 図 3A～ 3Kお よ び (配 列 番 号 34～ 55)に 示 す 。 重 鎖 お よ び 軽 鎖 の 各 配 列 と こ れ ら の 由 来
で あ る 生 殖 細 胞 系 配 列 の 比 較 に つ い て 図 4～ 7に 示 す 。 さ ら に 、 図 4お よ び 図 5に お い て 、 ハ
イ ブ リ ド ー マ 由 来 の 13.1.2抗 体 の 配 列 を そ の 生 殖 細 胞 系 配 列 と 比 較 す る 。
【 ０ ２ ２ ９ 】
　 本 明 細 書 に お け る 考 察 か ら 認 識 さ れ る よ う に 、 131抗 体 お よ び 13.1.2抗 体 は 、 EGFRvIII
に 対 し て 極 め て 高 い 親 和 性 を 有 し 、 細 胞 に よ っ て 十 分 に イ ン タ ー ナ リ ゼ ー シ ョ ン さ れ 、 毒
素 と 結 合 さ せ た 場 合 、 細 胞 殺 滅 に 極 め て 有 効 で あ る と 考 え ら れ る 。 興 味 深 い こ と に 、 各 抗
体 は 、 XenoMouseマ ウ ス の 異 な る 免 疫 感 作 に お い て 生 成 さ れ 、 そ し て 、 そ れ ぞ れ は 異 な る
技 術 を 利 用 し た が 、 極 め て 類 似 す る 生 殖 細 胞 系 遺 伝 子 に 由 来 す る 。 し か し な が ら 、 エ ピ ト
ー プ マ ッ ピ ン グ の 結 果 (本 明 細 書 に お い て 記 載 )に 基 づ く と 、 各 抗 体 は 、 EGFRvIII分 子 上 の
わ ず か に 異 な る エ ピ ト ー プ に 結 合 し 、 結 合 に 不 可 欠 で あ る EGFRvIII上 の わ ず か に 異 な る 残
基 を 有 す る と 考 え ら れ る 。 こ れ ら の 結 果 は 、 生 殖 細 胞 系 遺 伝 子 の 利 用 が EGFRvIIIを 標 的 化
す る 抗 体 治 療 の 実 現 に と っ て 重 要 で 、 こ れ ら の 構 造 的 知 見 に 基 づ い た 抗 体 お よ び 他 の 治 療
法 の さ ら な る 設 計 を 可 能 に す る 方 法 に お い て 、 小 規 模 の 変 化 に よ っ て 抗 体 の 結 合 お よ び 効
果 が 改 変 で き る こ と を 示 唆 す る 。
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【 ０ ２ ３ ０ 】
（ 細 胞 上 に 発 現 し た ネ イ テ ィ ブ EGFRvIIIに 対 す る 抗 EGFRvIII mAbの 結 合 ）
　 こ の 実 施 例 で は 、 抗 EGFRvIII抗 体 の NR6M細 胞 へ の 結 合 を 測 定 し た 。 特 に 、 XenoMaxに 由
来 す る IgG1組 み 換 え 抗 体 の 定 量 さ れ て い な い 上 清 の NR6Mお よ び NR6Wt細 胞 に 対 す る 結 合 能
に つ い て ア ッ セ イ し た 。 細 胞 を 10000/ウ ェ ル で 播 種 し 、 FMAT96ウ ェ ル プ レ ー ト 内 で 37℃ で
一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 培 地 を 取 り 出 し 、 ミ ニ リ ポ (mini lipo)上 清 (力 価 低 下 )40μ lを
添 加 し 、 細 胞 を 氷 上 で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ヒ ト 13.1.2の EGFRvIII抗 体 お よ び ABXEG
F(E7.6.3、 米 国 特 許 第 6235883号 )抗 体 を ポ ジ テ ィ ブ 対 照 と し て 添 加 し た 。 PK16.3.1抗 体 を
ネ ガ テ ィ ブ 対 象 と し て 用 い た 。 細 胞 を 冷 PBSで 洗 浄 し 、 二 次 抗 体 を 1μ g/ml、 40μ l/ウ ェ ル
で 添 加 し (SSAlexa抗 ヒ ト IgGFc)、 氷 上 で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 い で 、 細 胞 を 冷 却 P
BSで 洗 浄 し 、 固 定 し 、 FMATに よ っ て 読 み 取 っ た 。 カ ウ ン タ ー ス ク リ ー ニ ン グ に よ る NR6Wt
細 胞 に 対 す る 結 合 へ の 特 異 性 に つ い て 、 す べ て の 抗 体 を 試 験 し た 。 　
【 ０ ２ ３ １ 】
（ 組 み 換 え 抗 EGFRvIII抗 体 の 精 製 ）
　 よ り 大 規 模 な 産 生 に お い て 、 重 鎖 お よ び 軽 鎖 の 発 現 ベ ク タ ー (2.5μ gの 各 鎖 /デ ィ ッ シ ュ
)を HEK293細 胞 で 70%コ ン フ ル エ ン ト で あ っ た 10枚 の 100mmの デ ィ ッ シ ュ 内 に リ ポ フ ェ ク ト
し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 細 胞 を 37℃ で 4日 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 上 清 (6mL)を 回 収 し 、
6mLの 新 鮮 な 培 地 と 交 換 し た 。 7日 目 に 、 上 清 を 取 り 出 し 、 最 初 の 回 収 物 と と も に プ ー ル し
た (10枚 の プ レ ー ト か ら 全 部 で 120mL)。 プ ロ テ イ ン -A セ フ ァ ロ ー ス (Amersham Bioscience
s、 ニ ュ ー ジ ャ ー ジ ー 州 ピ ス カ タ ウ ェ イ )ア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー (1mL)を 用 い て
各 抗 体 を 上 清 か ら 精 製 し た 。 pH2.5の 0.1Mグ リ シ ン 500mcLを 用 い て プ ロ テ イ ン -Aカ ラ ム か
ら 抗 体 を 溶 出 し た 。 溶 出 液 を pH7.4の PBSで 透 析 し 、 フ ィ ル タ で 無 菌 化 し た 。 非 還 元 SDS-PA
GEに よ っ て 抗 体 を 分 析 す る こ と で 純 度 お よ び 収 量 を 評 価 し た 。 さ ら に 、 OD250に お け る UV
分 析 に よ っ て 濃 度 を 測 定 し た 。 　
【 ０ ２ ３ ２ 】
（ 組 み 換 え 抗 EGFRvIII mAbに よ る EGFRvIII受 容 体 の イ ン タ ー ナ リ ゼ ー シ ョ ン ）
　 XenoMax由 来 の IgG1組 み 換 え 抗 体 を 発 現 さ せ 、 先 に 説 明 し た よ う に 精 製 し 、 定 量 し た 。
さ ら に 、 抗 体 を NR6M細 胞 の EGFRvIII受 容 体 に 対 す る そ の イ ン タ ー ナ リ ゼ ー シ ョ ン 能 に つ い
て ア ッ セ イ し た 。 250,000個 の NR6M細 胞 0.25μ g/mlを 一 次 抗 体 (SC95、 SC131、 SC133、 SC13
9、 SC150、 SC170、 SC211、 SC230、 SC250お よ び 対 照 と し て ヒ ト 13.1.2)と と も に 3回 、 96ウ
ェ ル V底 プ レ ー ト 内 で 氷 上 で 7分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 PBS中 の 冷 却 10%FCSで 細 胞 を 洗 浄
し 、 3μ g/mlで 二 次 抗 体 (SSAlexa抗 ヒ ト IgGFab)Fabを 添 加 し 、 氷 上 で 7分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト
し た 。 細 胞 を PBS中 の 冷 却 10%FCSで 1回 洗 浄 し 、 次 い で 冷 培 地 で 再 懸 濁 し た 。 次 い で 、 3サ
ン プ ル の う ち の 2セ ッ ト を 37℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 残 存 す る 1セ ッ ト を 4℃ で 1時 間 イ ン キ
ュ ベ ー ト し た 。 そ の 後 で 4℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ た 細 胞 お よ び 37℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト さ
れ た 1セ ッ ト の 細 胞 を グ ル タ チ オ ン に よ っ て 氷 上 で 1時 間 処 理 し た (前 記 の 通 り )。 次 い で 、
PBS中 の 冷 却 1%FCS100μ lで 細 胞 を 洗 浄 し て 再 懸 濁 し 、 FACSに よ っ て 分 析 し た 。 %イ ン タ ー
ナ リ ゼ ー シ ョ ン を FACS分 析 か ら 得 ら れ た 幾 何 学 的 平 均 値 か ら 計 算 し た [(グ ル タ チ オ ン 存 在
下 の 37℃ で の 平 均 値 -グ ル タ チ オ ン 存 在 下 の 4℃ で の 平 均 値 )/(グ ル タ チ オ ン 非 存 在 下 の 37
℃ で の 平 均 値 -グ ル タ チ オ ン 存 在 下 の 4℃ で の 平 均 値 )]。 NAと は 、 FACS分 析 を 実 施 し た も の
の 、 デ ー タ を 表 3.12に 示 さ な か っ た こ と を 意 味 す る 。
【 ０ ２ ３ ３ 】
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【 表 １ ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ３ ４ 】
　 13.1.2は 、 EGFRvIIIエ ピ ト ー プ を 対 象 と す る ハ イ ブ リ ド ー マ 生 成 (実 施 例 2)を 介 し て 生
成 さ れ 、 こ の 実 験 に お い て ポ ジ テ ィ ブ 対 照 と し て 用 い ら れ た 抗 体 で あ っ た 。 表 3.12に お け
る こ れ ら の 結 果 は 、 2種 類 の 抗 体 の サ ブ セ ッ ト 即 ち 効 率 的 に イ ン タ ー ナ リ ゼ ー シ ョ ン さ れ
た も の (70～ 80%)お よ び イ ン タ ー ナ リ ゼ ー シ ョ ン さ れ な か っ た も の (22%以 下 )の 存 在 を 明 ら
か に す る 。
【 ０ ２ ３ ５ 】
(実 施 例 4： ヒ ト 抗 EGFRvIII抗 体 の エ ピ ト ー プ マ ッ ピ ン グ )
　 本 発 明 の 特 定 の 抗 体 が 結 合 す る エ ピ ト ー プ を 決 定 す る た め に 、 特 異 的 な EGFRvIIIペ プ チ
ド 配 列 由 来 の 合 成 ペ プ チ ド を 用 い 、 6つ の ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 お よ び 3つ の マ ウ ス モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 (mabs)の EGFRvIIIに 対 す る エ ピ ト ー プ を マ ッ ピ ン グ し た 。 マ ッ ピ ン グ し た
抗 体 は 、 ヒ ト ハ イ ブ リ ド ー マ 由 来 の 抗 EGFRvIII13.1.2抗 体 、 ヒ ト XenoMax由 来 の 抗 EGFRvII
I131、 139、 250、 095、 お よ び 211抗 体 、 な ら び に マ ウ ス 抗 EGFRvIII H10、 Y10、 お よ び B9
抗 体 (Dr.D.Bigner、 デ ュ ー ク 大 学 を 由 来 )で あ っ た 。 　
【 ０ ２ ３ ６ 】
　 用 い た ア プ ロ ー チ は 、 ヒ ト 抗 EGFrVIII抗 体 の こ れ ら の ペ プ チ ド エ ピ ト ー プ と の 分 子 相 互
作 用 を 試 験 す る た め の カ ス タ ム し た SPOTペ プ チ ド ア レ イ (Sigma Genosys)で あ っ た 。 SPOT
技 術 は 、 抗 体 エ ピ ト ー プ の 系 統 的 分 析 に 適 す る フ ォ ー マ ッ ト に お け る ペ プ チ ド の 固 相 合 成
に 基 づ く 。 カ ス タ ム ア レ イ オ リ ゴ ペ プ チ ド の 合 成 は 、 Sigma-Genosysか ら 購 入 可 能 で あ る
。 EGFrVIII変 異 体 の ア ミ ノ 酸 配 列 由 来 の オ ー バ ー ラ ッ ピ ン グ オ リ ゴ ペ プ チ ド の ペ プ チ ド ア
レ イ を Sigma-Genosysか ら 注 文 し た 。
【 ０ ２ ３ ７ 】
　 ポ リ プ ロ ピ レ ン メ ン ブ レ ン シ ー ト 上 の ス ポ ッ ト と し て 、 連 続 す る 12-merペ プ チ ド を 合 成
し た 。 ペ プ チ ド ア レ イ は 、 EGFrVIII配 列 の 残 基 1～ 20に 及 び 、 こ れ ら は wtEGFrの 細 胞 外 ド
メ イ ン に お け る ア ミ ノ 酸 6～ 273の 欠 失 お よ び 接 合 部 に お け る グ リ シ ン (G)残 基 の 生 成 を 意
味 し て い た 。 各 々 の 連 続 す る ペ プ チ ド に つ い て 、 前 の ペ プ チ ド か ら 1残 基 ず ら し て 、 ア レ
イ オ リ ゴ ペ プ チ ド の ネ ス ト さ れ た オ ー バ ー ラ ッ ピ ン グ ラ イ ブ ラ リ ー を 生 成 し た 。 9種 類 の
ペ プ チ ド が 結 合 し た メ ン ブ レ ン を 9種 類 の 異 な る 抗 EGFrVIII抗 体 (1μ g/ml)と 反 応 さ せ た 。

10

20

30

40

50

(73) JP 2007-526233 A 2007.9.13



メ ン ブ レ ン 結 合 ペ プ チ ド に 対 す る mAbの 結 合 を 、 HRP結 合 二 次 抗 体 を 用 い た 増 幅 化 学 発 光 (E
CL)を 利 用 し て 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 ア ッ セ イ に よ っ て 評 価 し た 。 利 用 し た ア レ イ を 表 4.1に 示
す 。
【 ０ ２ ３ ８ 】
【 表 １ ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ３ ９ 】
　 さ ら に 、 コ ン ビ ナ ト リ ア ル ア ラ ニ ン ス キ ャ ン に よ っ て 機 能 的 エ ピ ト ー プ を マ ッ ピ ン グ し
た 。 こ の 処 理 に お い て 、 コ ン ビ ナ ト リ ア ル ア ラ ニ ン ス キ ャ ン 方 法 を 用 い る こ と で 、 抗 EGFR
vIII mAbと の 相 互 作 用 に 必 要 な EGFrVIIIペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 を 同 定 し た 。 こ れ を 達 成 す る
た め 、 ア ラ ニ ン ス キ ャ ン 用 に SPOTア レ イ の 2番 目 の セ ッ ト を 指 定 し た 。 12個 の 残 基 の そ れ
ぞ れ に ア ラ ニ ン 置 換 を 含 む 1群 の 変 異 体 ペ プ チ ド を 上 記 の よ う に ス キ ャ ン し た 。 変 異 し な
か っ た 配 列 で あ る ス ポ ッ ト #1は 、 抗 体 結 合 に お け る ポ ジ テ ィ ブ 対 照 で あ る 。 利 用 し た ア レ
イ を 表 4.2に 示 す 。
【 ０ ２ ４ ０ 】
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【 表 １ ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ４ １ 】
　 ヒ ト EGFrVIIIに 対 す る 9種 類 全 部 の mAbの エ ピ ト ー プ を マ ッ ピ ン グ し 、 SPOTの 手 順 に よ っ
て 同 定 し た 。 9種 類 全 部 の 抗 体 を ペ プ チ ド と 反 応 さ せ た 。 3種 類 の マ ウ ス 抗 体 お よ び 6種 類
の XenoMouseマ ウ ス 由 来 の ヒ ト 抗 体 を 用 い て 得 ら れ る 結 果 を 表 4.3に 示 す 。 ハ イ ラ イ ト さ れ
た 残 基 は 、 本 発 明 者 が ア ラ ニ ン に 変 異 さ せ 、 試 験 抗 体 に よ る 結 合 が 無 く な っ た 残 基 で あ る
。 し た が っ て 、 こ れ ら は 抗 体 へ の 結 合 に 関 連 す る 残 基 で あ る 。
【 ０ ２ ４ ２ 】
【 表 １ ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ４ ３ 】
　 表 4.3に 示 さ れ た 網 掛 け し た ア ミ ノ 酸 は 、 抗 体 認 識 に 対 す る エ ピ ト ー プ に 最 も 関 連 が あ
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る 残 基 で あ る 。 オ ー バ ー ラ ッ ピ ン グ 配 列 の ペ プ チ ド を 用 い て 10種 類 全 部 の mAbの エ ピ ト ー
プ の 最 小 の 長 さ を 正 確 に マ ッ ピ ン グ し 、 エ ピ ト ー プ 中 の 各 残 基 を ア ラ ニ ン で 置 換 す る こ と
に よ っ て 、 変 異 エ ピ ト ー プ に 結 合 す る mAbに 対 す る 耐 性 を 判 定 し た 。
【 ０ ２ ４ ４ 】
　 表 4.4に 、 抗 体 に 関 す る 更 な る 特 性 を ま と め た 。 特 に 、 非 還 元 か 還 元 の い ず れ か の 条 件
下 で の ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 の ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト プ レ ー ト で 抗 体 サ ブ セ ッ ト
の 腫 瘍 細 胞 系 の 溶 解 物 に 対 す る 結 合 性 に 対 し て 試 験 し た 。 精 製 さ れ た 組 み 換 え タ ン パ ク 質
も 含 め る 。 非 還 元 と 還 元 の 両 方 の 条 件 下 で の 抗 体 結 合 は 、 エ ピ ト ー プ が 直 鎖 状 で あ る こ と
を 示 唆 す る 。 試 料 :
　 EGFRvIII-ウ サ ギ Fc融 合 タ ン パ ク 質
　 H1477-EGFRvIII発 現 コ ン ス ト ラ ク ト で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た H80ヒ ト 腫 瘍 細 胞 系
　 （ こ れ ら の 細 胞 は 、 EGFRと EGFRvIIIの 両 方 を 発 現 す る 。 ）
　 EGFR-精 製 野 生 型 EGFRタ ン パ ク 質
　 A431-野 生 型 EGFRの み を 発 現 す る ヒ ト 腫 瘍 細 胞 系
　 A549-野 生 型 EGFRの み を 発 現 す る ヒ ト 腫 瘍 細 胞 系
　 H80-野 生 型 EGFRの み を 発 現 す る ヒ ト 腫 瘍 細 胞 系
　 EGFR Biacore-特 異 性 の 高 感 度 試 験 と し て 、 精 製 EGFRに 対 す る 結 合 性 に つ い て Biacoreで
mAbを 試 験 し た 。
【 ０ ２ ４ ５ 】
【 表 １ ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ４ ６ 】
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【 表 １ ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ４ ７ 】
　 こ れ ら の 結 果 は 、 こ れ ら mAbの 大 半 が 本 質 的 に 同 一 の 結 合 特 異 性 を 示 し 、 7種 類 の mAbが E
GFrVIII変 異 体 に 特 異 的 に 結 合 す る こ と が 示 さ れ た 一 方 、 2種 類 の mAbsが 、 A431細 胞 の 溶 解
物 を 用 い た 精 製 タ ン パ ク 質 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト に お い て 野 生 型 EGFr(マ ウ ス H10お よ び ヒ ト
211)と 交 差 反 応 し た こ と を 示 し た 。 し か し な が ら 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト に お い て 、 抗 体 21
1が 、 ネ イ テ ィ ブ の EGFRvIIIと 還 元 さ れ 精 製 さ れ た EGFRvIIIの 両 方 に 結 合 す る 一 方 、 非 還
元 タ ン パ ク 質 に や や よ り 強 く 結 合 す る こ と に 着 目 す べ き で あ る 。 A431細 胞 の 溶 解 物 に 対 す
る 試 験 で は 、 抗 体 211が 、 非 還 元 試 料 の 野 生 型 EGFRの サ イ ズ の バ ン ド に 強 く 結 合 す る が 、
還 元 試 料 中 に は 何 の シ グ ナ ル も 認 め ら れ な い 。 こ の こ と は 、 抗 体 211の 結 合 が 野 生 型 EGFR
中 に 存 在 す る 立 体 構 造 エ ピ ト ー プ に 起 因 し 、 EGFRvIII変 異 体 と は 異 な る 挙 動 を 示 し た こ と
を 示 唆 す る 。 5種 類 の mAbの エ ピ ト ー プ が EGFRvIII変 異 体 に 特 異 的 な グ リ シ ン 残 基 に 及 ぶ 残
基 2～ 12の 範 囲 内 に あ る 一 方 、 (H10お よ び 211を 含 む )4種 類 の mAbの エ ピ ト ー プ が EGFRvIII
お よ び 野 生 型 EGFrに 共 通 の 残 基 7～ 16に 及 ぶ 。 FACSに お い て 抗 体 131は A431お よ び A549の 細
胞 に 結 合 す る 。 こ れ ら の 細 胞 は 、 EGFR発 現 に 対 し て 陽 性 で あ る 一 方 で EGFRvIIIの 発 現 に 対
し て 明 ら か に 陰 性 で あ る 。 抗 体 131は 、 ウ ェ ス タ ン に お い て 、 非 還 元 も し く は 非 還 元 精 製 E
GFRま た は A43お よ び A549細 胞 の 還 元 も し く は 非 還 元 溶 解 物 に 結 合 し な い が 、 こ れ は 抗 体 13
1が 一 部 の ヒ ト 腫 瘍 細 胞 系 の 細 胞 表 面 上 に 発 現 さ れ た EGFRの 変 異 体 に 結 合 し て い る 可 能 性
が あ る こ と を 示 唆 す る 。 こ の 変 異 体 は 変 性 の 影 響 を 受 け や す い と 考 え ら れ る 。
【 ０ ２ ４ ８ 】
(実 施 例 5： in vitroに お け る 抗 EGFRvIII抗 体 の 特 異 性 の 特 性 決 定 )
　 精 製 抗 体 の 特 異 性 は 、 野 生 型 も し く は 変 異 体 EGFRを ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た NR6細 胞 に お
い て FACS解 析 を 実 施 す る こ と に よ っ て 確 認 し た 。 細 胞 を 5μ g/mlず つ の 各 抗 体 と と も に 氷
上 で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 FAC緩 衝 液 で 洗 浄 し 、 続 い て PE結 合 ヤ ギ 抗 ヒ ト IgGと と も に
イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 　
【 ０ ２ ４ ９ 】
(実 施 例 6： 増 幅 さ れ た EGFRと の 交 差 反 応 )
　 変 異 体 EGF受 容 体 を 認 識 す る 抗 体 は 、 遺 伝 子 増 幅 が 発 生 し て い る 細 胞 上 の 野 生 型 EGF受 容
体 の サ ブ セ ッ ト と 交 差 反 応 す る こ と が 示 さ れ て い る (Johnsら 、 Int.J.Cancer.98:398、 200
2)。 同 定 さ れ た ヒ ト EGFRvIII抗 体 が 類 似 の 特 性 を 有 す る か 否 か 判 定 す る た め に 、 培 養 中 の
種 々 の 細 胞 に お け る 同 抗 体 の 野 生 型 EGF受 容 体 に 対 す る 認 識 能 に つ い て 試 験 し た 。 抗 体 を
指 定 さ れ た 細 胞 系 と と も に 4℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 FACS緩 衝 液 で 洗 浄 後 、 フ ィ コ エ リ
ス リ ン (phycoerythrin)結 合 二 次 抗 体 を 添 加 し 、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を 継 続 し た 。 分 析 対
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象 の す べ て の 細 胞 系 が 野 生 型 EGFRを 発 現 し た 。 野 生 型 EGFRの 1つ の サ ブ セ ッ ト は 、 抗 体 XG1
～ 131に よ っ て 、 A431と SF-539細 胞 上 で は 認 識 さ れ た が 、 A498も し く は SKRC-52細 胞 上 で は
認 識 さ れ な か っ た 。 EGFRvIIIに 対 す る 別 種 の 抗 体 で あ る 13.1.2は 、 こ の 野 生 型 EGFRの サ ブ
セ ッ ト を 認 識 し な か っ た 。 併 せ て 考 慮 す る と 、 こ れ ら の デ ー タ は 、 変 異 体 EGFRvIIIを 認 識
す る 抗 体 の サ ブ セ ッ ト の み が 細 胞 表 面 上 の 野 生 型 EGFRを 認 識 で き る こ と を 示 唆 す る 。 変 異
体 EGFRvIIIを 認 識 す る 特 定 の 抗 体 に お け る 野 生 型 EGF受 容 体 の 小 集 団 に 対 す る 認 識 能 は 、 E
GFRの 総 密 度 に 依 存 し な い が 、 腫 瘍 細 胞 に 固 有 の 新 規 な 立 体 構 造 エ ピ ト ー プ を 意 味 す る 可
能 性 が 高 い 。 EGFRvIIIを 認 識 す る 抗 体 に お け る 野 生 型 受 容 体 の 小 集 団 と 交 差 反 応 す る 能 力
は 、 変 異 体 受 容 体 の 接 合 部 内 の 特 異 的 な エ ピ ト ー プ お よ び こ の 特 徴 的 な エ ピ ト ー プ に 対 す
る 抗 体 の 親 和 性 の 両 方 に よ っ て 決 定 で き る (本 明 細 書 に お け る エ ピ ト ー プ マ ッ ピ ン グ の 結
果 お よ び 親 和 性 を 決 定 す る 切 片 を 参 照 )。
【 ０ ２ ５ ０ 】
(実 施 例 7： in vitroに お け る 抗 EGFRvIII抗 体 の 特 異 性 の 特 性 決 定 :抗 体 の 細 胞 系 に 対 す る
結 合 )
　 1群 の 細 胞 系 に 関 し て FACS解 析 を 実 施 す る こ と に よ っ て 精 製 抗 体 の 特 異 性 を 確 認 し た 。
ヒ ト 膠 芽 細 胞 腫 系 で あ る H80お よ び EGFRvIIIを 高 レ ベ ル に 発 現 す る H1477(H80-EGFRvIII)、
ヒ ト 類 表 皮 癌 系 で あ る A431、 お よ び ヒ ト 肺 癌 細 胞 系 で あ る A549を 細 胞 系 と し て 用 い た 。 AT
CC(米 国 メ リ ー ラ ン ド 州 ロ ッ ク ヴ ィ ル )か ら 得 た A431お よ び A549以 外 の す べ て の 細 胞 系 は 、
Dr.Bignerか ら 得 た 。 細 胞 を 10μ g/mlず つ の 各 抗 体 と と も に 氷 上 で 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト
し 、 FACS緩 衝 液 で 洗 浄 し 、 続 い て Jackson ImmunoResearch(米 国 ペ ン シ ル ベ ニ ア 州 ウ ェ ス
ト グ ロ ー ブ )製 PE結 合 ヤ ギ 抗 ヒ ト IgGと と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 図 9A～ 9Lお よ び 10A～ 1
0Dで は 、 暗 色 の ヒ ス ト グ ラ ム は 不 適 切 な IgGで 染 色 さ れ た 細 胞 を 示 し 、 縁 取 ら れ た す な わ
ち 白 色 の ヒ ス ト グ ラ ム は 適 切 な 抗 体 の 染 色 に つ い て 示 す 。 抗 EGFRvIII抗 体 13.1.2、 131お
よ び 139は 、 ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 細 胞 系 の EGFRvIIIタ ン パ ク 質 に 結 合 す る 。 結 果 の 一 部
を ま と め る グ ラ フ を 図 9M～ 9Pに 示 す 。
【 ０ ２ ５ １ 】
　 変 異 体 EGF受 容 体 を 認 識 す る 抗 体 は 、 遺 伝 子 増 幅 が 生 じ て い る 細 胞 上 の 野 生 型 EGF受 容 体
の サ ブ セ ッ ト と 交 差 反 応 す る こ と が 示 さ れ て い る (Johnsら 、 Int.J.Cancer.98:398、 2002)
。 こ の 実 施 例 で は 、 XG1-131お よ び XG1-139に よ っ て 染 色 さ れ た A431お よ び A549。 図 10Bお
よ び 図 10Cは 、 131お よ び 139が 、 単 に H80系 、 A431系 お よ び A549系 内 の 集 団 の サ ブ セ ッ ト を
認 識 す る 代 わ り に 、 野 生 型 EGFRと 特 定 の 交 差 反 応 を 行 う こ と を 示 す 。 し か し な が ら 、 こ の
交 差 反 応 は こ れ ら の 細 胞 系 に お け る ABX-EGF(E7.6.3)染 色 の わ ず か 10%の レ ベ ル で 行 わ れ る
に す ぎ な い 。 こ れ ら の 結 果 は 、 図 9A～ 9Pお よ び 図 10A～ l0Dに 提 示 さ れ る 。
【 ０ ２ ５ ２ 】
　 細 胞 表 面 抗 原 を 認 識 す る 抗 体 は 、 薬 物 ま た は 毒 素 を 細 胞 内 に 特 異 的 に 輸 送 す る 送 達 賦 形
剤 と し て 使 用 で き る 。 抗 体 が 抗 原 の イ ン タ ー ナ リ ゼ ー シ ョ ン を 刺 激 す る 場 合 に は 、 お そ ら
く は 薬 物 ま た は 毒 素 が 抗 体 か ら 切 断 さ れ た 後 で 薬 物 ま た は 毒 素 が 細 胞 の 死 を 引 き 起 こ す 可
能 性 が あ る 。 上 記 の 機 構 を 利 用 す る こ と で 、 動 物 お よ び 患 者 に お け る 腫 瘍 細 胞 を 特 異 的 に
殺 傷 す る こ と が で き る 。 薬 物 を 細 胞 に 送 達 で き る 抗 体 を 選 択 す る 1つ の 方 法 は 、 二 次 細 胞
毒 性 ア ッ セ イ で あ る 。 こ れ ら の ア ッ セ イ で は 、 一 次 抗 体 は 細 胞 表 面 に 結 合 し 、 薬 物 ま た は
毒 素 と 結 合 し た 二 次 抗 体 を 添 加 す る 。 一 次 抗 体 が 抗 原 の イ ン タ ー ナ リ ゼ ー シ ョ ン を 刺 激 す
る 場 合 、 二 次 抗 体 も と も に イ ン タ ー ナ リ ゼ ー シ ョ ン さ れ 、 薬 物 ま た は 毒 素 の 切 断 時 に は 細
胞 死 を 招 く で あ ろ う 。
【 ０ ２ ５ ３ 】
(実 施 例 8： 二 次 細 胞 毒 性 ア ッ セ イ )
　 こ の 実 施 例 に よ り 、 ど の よ う に し て 抗 体 が 、 二 次 抗 体 を 介 し て 結 合 し た 毒 物 を 、 標 的 エ
ピ ト ー プ を 発 現 す る 細 胞 （ 標 的 細 胞 ） に 向 か わ せ る の に 使 用 す る こ と が で き る か を 求 め る
。 毒 物 を 結 合 し た 抗 体 を 、 標 的 ペ プ チ ド を 発 現 す る 細 胞 に 投 与 す る 。 こ れ ら の 細 胞 の 死 は
、 抗 体 毒 物 の 組 合 せ が 有 効 で あ る こ と を 示 す 。
【 ０ ２ ５ ４ 】
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　 要 求 さ れ る 特 異 的 な 致 死 量 は 、 特 定 の 使 用 に 左 右 さ れ て 変 化 す る 可 能 性 が あ る 。 1つ の
実 施 形 態 で は 、 癌 の 可 能 性 が あ る 細 胞 の 任 意 の 低 下 で 十 分 で あ る 。 例 え ば 、 標 的 細 胞 で は
、 0～ 1、 1～ 5、 5～ 10、 10～ 20、 20～ 30、 30～ 40、 40～ 50、 50～ 60、 60～ 70、 70～ 80、 80
～ 90、 90～ 95、 95～ 99、 100%の い ず れ か の 低 下 で 十 分 で あ ろ う 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 標 的
細 胞 数 に お い て 所 望 さ れ る 低 下 は 、 抗 体 の 組 合 せ に 関 す る 非 特 異 的 致 死 性 の 機 能 で も あ る
。 例 え ば 、 抗 体 に よ っ て 非 特 異 的 な 標 的 化 お よ び 致 死 性 が 極 め て 低 下 し て い る 場 合 、 標 的
細 胞 数 が 10%低 下 す る だ け で 抗 体 /毒 素 の 組 合 せ は 十 分 と な り う る 。 例 え ば 、 抗 体 /毒 素 の
組 合 せ に よ っ て は 10%未 満 の 標 的 で な い 集 団 が 死 に 至 る 。 さ ら に 、 そ の 特 定 量 は 特 定 の 需
要 や 状 況 に 左 右 さ れ る だ ろ う 。 特 に 有 用 で あ る の は 、 標 的 細 胞 に 対 し て 高 度 に 選 択 性 が あ
り 、 標 的 細 胞 ま た は 同 細 胞 に 関 連 す る タ ン パ ク 質 に 十 分 に 結 合 す る 抗 体 で あ る 。 1つ の 実
施 形 態 で は 、 標 的 は EGFRvIIIタ ン パ ク 質 ま た は そ れ ら の 断 片 で あ る 。 1つ の 実 施 形 態 で は
、 EGFRvIIIタ ン パ ク 質 も し く は そ れ ら の 断 片 に 特 異 的 な 、 イ ン タ ー ナ リ ゼ ー シ ョ ン さ れ る
際 に 効 率 的 な ヒ ト の ま た は ヒ ト 化 し た 抗 体 は 、 EGFRvIIIタ ン パ ク 質 も し く は 断 片 と 密 接 に
関 連 し 、 有 効 な 毒 素 に 関 連 す る が 、 こ の こ と は こ れ ら の 実 施 例 か ら 教 示 さ れ る 。
【 ０ ２ ５ ５ 】
(実 施 例 9： 二 次 細 胞 毒 性 clonogenic assay)
　 二 次 細 胞 毒 性 ア ッ セ イ に 加 え 、 EGFRvIII特 異 的 抗 体 を clonogenic assayに 用 い る こ と が
で き る 。 前 記 し た よ う に 、 毒 物 が 結 合 し た 抗 体 を 細 胞 に 投 与 す る 。 増 殖 の 減 少 は 、 抗 体 毒
物 の 組 合 せ が 効 果 的 で あ る こ と を 示 す 。
【 ０ ２ ５ ６ 】
(実 施 例 10： 細 胞 毒 性 ア ッ セ イ に お け る 抗 EGFRvIII抗 体 (13.1.2)の 直 接 結 合 物 )
　 間 接 的 結 合 物 に 関 す る 前 記 実 施 例 に 加 え 、 毒 物 が 直 接 結 合 し た 抗 体 を 用 い て こ れ ら の 試
験 を 行 う こ と が で き る 。 直 接 毒 物 に 結 合 し た 抗 体 は 、 実 施 例 8の 抗 体 毒 物 結 合 物 と 同 様 の
方 法 で 使 用 す る 。
【 ０ ２ ５ ７ 】
(実 施 例 11： in vivoに お け る 抗 EGFRvIII抗 体 の 特 性 決 定 )
　 抗 体 毒 物 結 合 物 を 、 in vivoで も 使 用 す る こ と が で き る 。 抗 体 毒 物 結 合 物 を 、 標 的 細 胞
を 有 し 標 的 ペ プ チ ド を 発 現 す る 試 験 組 織 に 投 与 す る 。 標 的 組 織 内 で の 標 的 細 胞 数 の 減 少 は
、 毒 物 結 合 抗 体 が in vivoセ ッ テ ィ ン グ に お い て 機 能 す る 能 力 を 有 す る こ と を 示 す 。
【 ０ ２ ５ ８ 】
(実 施 例 12： 癌 患 者 /ヒ ト 腫 瘍 に お け る EGFRvIIIの 発 現 )
　 EGFRvIIIに 特 異 的 に 結 合 す る こ と で 知 ら れ る 2つ の マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (B9、 IgG1
お よ び Y10、 IgG2(Dr.Bigner、 デ ュ ー ク 大 学 ))の 組 合 せ を 用 い て 種 々 の 癌 患 者 由 来 の 凍 結
組 織 切 片 を 染 色 す る こ と に よ り 、 ヒ ト 腫 瘍 に お け る EGFRvIIIの 発 現 を 測 定 し た 。 同 切 片 を
ア イ ソ タ イ プ が 同 じ で あ る 対 照 抗 体 で 染 色 し た 。 す べ て の 患 者 の 試 料 か ら 得 ら れ た 染 色 結
果 を ま と め た も の を 表 12.1に 示 す 。
【 ０ ２ ５ ９ 】
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【 表 １ ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ６ ０ 】
　 主 に 細 胞 膜 お よ び /ま た は 細 胞 質 上 に 発 現 を 認 め た 。 か な り 多 数 の 乳 癌 (31%)、 NSCL(47%
)、 お よ び 頭 頚 部 (42%)癌 の 染 色 標 本 は EGFRvIIIに 対 し て 陽 性 を 示 し た 。 あ る 例 に よ る と 、
質 の 高 い IHC染 色 を 得 る の に 、 2種 類 の 抗 体 の 使 用 は 、 1種 類 の 抗 体 の 使 用 よ り も 優 れ て い
る 可 能 性 が あ る 。 凍 結 組 織 標 本 は 固 定 化 組 織 よ り も 優 れ て い た 。
【 ０ ２ ６ １ 】
　 当 業 者 に よ っ て 認 識 さ れ て い る よ う に 、 治 療 中 の 腫 瘍 が EGFRvIIIを 発 現 す る こ と を 確 か
め る た め に 、 治 療 用 抗 体 を 用 い て 患 者 を 試 験 す る こ と は 有 利 で あ ろ う 。
【 ０ ２ ６ ２ 】
(実 施 例 13： in vivoに お け る 抗 EGFRvIII抗 体 の 特 性 決 定 )
　 実 施 例 11の 方 法 を 用 い る こ と で 、 肺 癌 お よ び 神 経 膠 腫 が 治 療 さ れ る こ と に な る 。 こ れ は
動 物 モ デ ル の 作 製 に よ っ て 幅 広 く 検 討 さ れ る こ と に な る 。 膠 芽 細 胞 腫 お よ び 肺 癌 に 対 す る
動 物 モ デ ル を 以 下 の よ う に 作 製 す る 。 wt-EGFRを 発 現 す る 肺 癌 細 胞 を 、 EGFRvIIIで ト ラ ン
ス フ ェ ク ト す る 。 同 細 胞 を nu/nuマ ウ ス の 肺 の 中 に 注 射 し 、 腫 瘍 が 上 記 に 匹 敵 す る ス テ ー
ジ に 進 行 さ せ る 。 次 い で 、 抗 EGFRvIII結 合 物 を 必 要 に 応 じ て 1か ら 10日 ご と に 上 記 の よ う
に 静 脈 内 に 注 射 す る 。 次 い で 、 そ れ ら 癌 細 胞 の 大 き さ お よ び 予 防 ま た は 持 続 的 成 長 の 抑 制
を モ ニ タ ー す る こ と で 、 こ れ ら の 抗 EGFRvIII抗 体 お よ び 抗 体 -毒 素 の 組 合 せ の 有 効 性 を 判
定 す る こ と に な る 。 当 業 者 に よ っ て 認 識 さ れ る よ う に 、 こ れ は 本 明 細 書 に お い て 開 示 さ れ
る 抗 体 の い ず れ か に 対 し て 実 施 可 能 で あ る 。 　
【 ０ ２ ６ ３ 】
(実 施 例 14： 置 換 ア ッ セ イ に よ る エ ピ ト ー プ の 機 能 的 特 性 決 定 )
　 EGFRvIIIエ ピ ト ー プ 内 部 に お け る 結 合 に と っ て 不 可 欠 な こ れ ら の ア ミ ノ 酸 残 基 の 正 体 を
さ ら に 決 定 す る た め に 、 エ ピ ト ー プ ペ プ チ ド 内 の ア ミ ノ 酸 の 置 換 解 析 を 実 施 し た 。 実 施 例
4に 由 来 す る 配 列 、 す な わ ち LEEKKGNYVVTD(配 列 番 号 59)か ら 開 始 し た 。 こ の 実 施 例 で は 、
マ ッ ピ ン グ さ れ た エ ピ ト ー プ の 各 ア ミ ノ 酸 を 20種 類 の 全 L-ア ミ ノ 酸 に よ っ て 1回 に つ き 1個
置 換 す る こ と に よ り 、 あ ら ゆ る 単 一 部 位 の 置 換 が 可 能 な 類 似 体 を 合 成 し 、 ス ク リ ー ニ ン グ
す る こ と で ペ プ チ ド 結 合 の フ ォ ー マ ッ ト に 関 す る 詳 細 な 情 報 を 提 供 し た 。 mAb131お よ び 13
.1.2に つ い て の 個 別 の 置 換 パ タ ー ン を 同 定 し た 。 こ れ ら 置 換 か ら 得 ら れ た 結 果 に つ い て 表
14.1に ま と め る 。
【 ０ ２ ６ ４ 】
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【 表 ２ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ６ ５ 】
　 mAb13.1.2に お け る 5つ の 残 基 は 結 合 に と っ て 重 要 (太 字 )で あ る が 、 4つ の 残 基 の み が mAb
131の 結 合 に と っ て 不 可 欠 で あ る と 思 わ れ る 。 残 り の 残 基 を 結 合 上 の 損 失 を あ ま り 伴 う こ
と な く 様 々 な ア ミ ノ 酸 で 置 換 し た 。 131お よ び 13.1.2エ ピ ト ー プ は 配 列 お よ び 長 さ で 一 致
す る も の の 、 そ れ ぞ れ に お け る 結 合 パ タ ー ン は 異 な る よ う に 思 わ れ る 。 mAb131の 結 合 は 残
基 EKNY(配 列 番 号 60)に 大 き く 依 存 す る 。 一 方 、 前 記 デ ー タ に よ り 、 残 基 EEKGN(配 列 番 号 61
)が mAb13.1.2の 結 合 に 関 与 す る こ と が 明 ら か に な っ た 。
【 ０ ２ ６ ６ 】
(実 施 例 15： mAbs鎖 シ ャ ッ フ リ ン グ )
　 mAbの 131お よ び 13.1.2の 重 鎖 お よ び 軽 鎖 を シ ャ ッ フ リ ン グ し 、 293T細 胞 内 に 一 過 的 に ト
ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 72時 間 後 、 上 清 を 収 集 し 、 ELISAに よ っ て 分 泌 お よ び EGFrVIII抗 原
に 対 す る 結 合 に つ い て ア ッ セ イ し た 。
【 ０ ２ ６ ７ 】
　 結 果 と し て 、 13.1.2の κ 鎖 を 有 す る 131の 重 鎖 の 発 現 か ら 得 ら れ た 抗 体 と そ の 逆 は 十 分
に 発 現 す る こ と が 示 さ れ た が 、 お そ ら く は EGFrVIII抗 原 に 対 す る こ れ ら 2種 類 の mAbの 異 な
る 結 合 パ タ ー ン に 起 因 し て 結 合 活 性 が 75%低 下 す る で あ ろ う (デ ー タ は 示 さ な い )。 こ れ に
よ り 、 mAbの 131お よ び 13.1.2と い う 2種 類 の パ ラ ト ー プ 間 の 差 異 が 求 ま り 、 さ ら に 2種 類 の
mAb間 に お い て 選 択 さ れ た エ ピ ト ー プ の 構 造 的 特 徴 が 異 な る こ と を 示 唆 し て い る 。
【 ０ ２ ６ ８ 】
(実 施 例 16： 131の 分 子 モ デ リ ン グ お よ び そ の パ ラ ト ー プ )
　 本 実 施 例 は 、 こ れ ら 実 施 形 態 の タ ン パ ク 質 に お い て 三 次 元 構 造 が い か に し て 生 成 で き る
か を 実 証 す る 。 Accelrys(カ リ フ ォ ル ニ ア 州 サ ン デ ィ エ ゴ )製 InsightIIモ デ リ ン グ パ ッ ケ
ー ジ を 用 い 、 抗 体 131の 可 変 領 域 の 三 次 元 構 造 モ デ ル を 相 同 モ デ リ ン グ ア プ ロ ー チ を 通 じ
て 生 成 さ せ た 。 同 モ デ ル を 以 下 の 表 16.1に 記 載 さ れ る 可 変 領 域 配 列 か ら 構 築 し た 。 残 基 の
番 号 付 与 を 軽 鎖 ア ミ ノ 酸 か ら 開 始 し 、 重 鎖 ア ミ ノ 酸 へ と 継 続 し た 。
【 ０ ２ ６ ９ 】
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【 表 ２ １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ７ ０ 】
　 抗 体 131の 配 列 を 用 い て Protein Data Bankを 探 索 す る こ と で 、 相 同 抗 体 お よ び そ れ ら の
構 造 を 同 定 し た 。 相 同 抗 体 の 配 列 の 131抗 体 に 対 す る 類 似 性 に 基 づ き 、 数 種 類 の 構 造 が 選
択 さ れ た 。 Protein Data Bank由 来 の 試 料 の モ デ リ ン グ 用 に 選 択 し た 構 造 は 、 Protein Dat
a Bankで 同 定 さ れ て い る 1HEZ、 2H1P、 1AQK、 1DQL、 1MF2お よ び 1FLRを 有 し て い た 。 次 い で
、 こ れ ら の 鋳 型 構 造 を 重 ね あ わ せ に よ っ て ア ラ イ メ ン ト さ せ 、 用 い る こ と で 複 数 の 鋳 型 の
中 で 構 造 に 基 づ く 配 列 ア ラ イ メ ン ト を 生 成 し た 。 次 い で 、 抗 体 131の 可 変 領 域 の 配 列 を 鋳
型 配 列 に 対 し て ア ラ イ メ ン ト さ せ た 。 構 造 お よ び 配 列 の ア ラ イ メ ン ト を 用 い る こ と で 、 13
1抗 体 の 可 変 領 域 に お け る 分 子 モ デ ル を 生 成 し た 。 軽 鎖 CDR1の 配 列 は 、 RSSQSLVHSDGNTYLS(
配 列 番 号 103)で あ っ た 。 軽 鎖 CDR2の 配 列 は 、 RISRRFS(配 列 番 号 103)で あ っ た 。 軽 鎖 CDR3の
配 列 は MQSTHVPWT(配 列 番 号 105)で あ っ た 。 重 鎖 CDR1の 配 列 は NYGMH(配 列 番 号 108)で あ っ た
。 重 鎖 CDR2の 配 列 は VIWYDGSDKYYADSVRG(配 列 番 号 110)で あ っ た 。 重 鎖 CDR3の 配 列 は DGYDIL
TGNPRDFDY(配 列 番 号 112)で あ っ た 。
【 ０ ２ ７ １ 】
　 抗 体 131に 対 し て 相 互 作 用 す る 表 面 を 構 造 モ デ ル か ら 算 出 し 、 図 11に 示 し た 。 様 々 な CDR
を L1(軽 鎖 CDR1)10、 H1(重 鎖 CDR1)20、 L2 30、 H2 40、 L3 50お よ び H3 60の よ う に 同 定 す る
。 予 測 さ れ た 抗 体 131と 相 互 作 用 す る 表 面 に 関 す る 顕 著 な 特 徴 は 深 い キ ャ ビ テ ィ で あ る 。
こ の キ ャ ビ テ ィ を 、 軽 鎖 CDR1に よ っ て 与 え ら れ る 小 部 分 と と も に 、 主 に 重 鎖 の CDR2、 CDR3
お よ び 軽 鎖 の CDR3に よ っ て 囲 ま れ て い る 。 キ ャ ビ テ ィ は お そ ら く は 結 合 ポ ケ ッ ト で あ る 。
結 合 キ ャ ビ テ ィ の 5オ ン グ ス ト ロ ー ム 以 内 に 、 残 基 31、 37、 95～ 101、 143～ 147、 159、 162
～ 166、 169～ 171、 211～ 219、 221お よ び 223が 存 在 す る 。 こ れ ら の 残 基 は 、 パ ラ ト ー プ を
含 み 、 EGFRvIIIエ ピ ト ー プ の 結 合 に 密 接 に 関 与 す る 可 能 性 が 高 い 。 さ ら に 、 こ れ ら の 残 基
は 一 般 に 結 合 部 位 に 対 す る 重 要 な 構 造 上 の 特 徴 を 提 示 す る 可 能 性 が 高 い 。
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【 ０ ２ ７ ２ 】
(実 施 例 17： 抗 体 131の モ デ ル を 確 立 す る 部 位 特 異 的 変 異 導 入 )
　 本 実 施 例 で は 、 結 合 に 重 要 で あ る 残 基 を 示 唆 す る モ デ ル を 試 験 す る 1つ の 方 法 を 示 す 。
ま た 、 本 実 施 例 か ら い く つ か の 変 異 抗 体 が も た ら さ れ る 。 131ク ロ ー ン の 変 異 抗 体 は 、 単
一 残 基 の 変 異 を mAb 131の 重 鎖 や 軽 鎖 に 導 入 す る こ と で 作 成 さ れ る 。 こ れ ら の 変 異 体 を 分
析 し て 、 点 変 異 に よ っ て 変 化 し た 側 鎖 が 抗 原 へ の 結 合 に 及 ぼ す 影 響 を 明 ら か に し た 。 　
【 ０ ２ ７ ３ 】
　 mAb 131の 重 鎖 お よ び 軽 鎖 を 変 化 さ せ た 。 重 鎖 で は 、 部 位 特 異 的 変 異 導 入 法 に よ っ て 216
番 目 の Lを Rに 変 え た 。 軽 鎖 で は 、 99番 目 の Vを Fに 変 更 し た 。 野 生 型 の 配 列 と 比 較 す る と 、
両 変 異 は 変 異 抗 原 の 発 現 と 分 泌 に 影 響 を 与 え て い た 。 い ず れ の 変 異 で も 、 変 異 mAbは EGFRv
III抗 原 に 結 合 し な く な っ た 。 L216お よ び V99を そ れ ぞ れ Rと Fに 置 換 す る と 活 性 が 低 下 す る
の で 、 L216お よ び V99は EGFRvIII抗 原 と の 重 大 な 接 触 を お そ ら く 有 す る こ と が 証 明 さ れ た
。 も ち ろ ん 、 こ れ ら の 置 換 が 抗 体 全 体 の 構 造 を 崩 壊 さ せ る と い う 選 択 肢 は 常 に 存 在 す る 。
【 ０ ２ ７ ４ 】
(実 施 例 18： 13.1.2の 分 子 モ デ リ ン グ と パ ラ ト ー プ )
　 Accelrys(カ リ フ ォ ル ニ ア 州 サ ン デ ィ エ ゴ )が 販 売 す る InsightIIモ デ リ ン グ パ ッ ケ ー ジ
と 同 じ モ デ リ ン グ 法 に よ っ て 、 抗 体 13.1.2の 可 変 領 域 の 3次 元 構 造 モ デ ル を 作 成 し た 。 こ
の モ デ ル は 、 下 記 の 表 18.1に 示 す 可 変 領 域 配 列 か ら 、 既 知 の X線 結 晶 構 造 を テ ン プ レ ー ト
に 形 成 さ れ た 。
【 ０ ２ ７ ５ 】
【 表 ２ ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ７ ６ 】
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　 軽 鎖 CDR1の 配 列 は RSSQSLVHSDGNTYLS(配 列 番 号 101)で あ っ た 。 軽 鎖 CDR2の 配 列 は KISNSRF
S(配 列 番 号 116)で あ っ た 。 軽 鎖 CDR3の 配 列 は MQATQLPRT(配 列 番 号 118)で あ っ た 。 重 鎖 CDR1
の 配 列 は SYGMH(配 列 番 号 121)で あ っ た 。 重 鎖 CDR2の 配 列 は VIWYDGSNKYYVDSVKG(配 列 番 号 12
3)で あ っ た 。 重 鎖 CDR3の 配 列 は DGWQQLAPFDY(配 列 番 号 125)で あ っ た 。
【 ０ ２ ７ ７ 】
　 抗 体 13.1.2の 配 列 を 用 い て Protein Data Bankを 検 索 し 、 ホ モ ロ グ 抗 体 を 明 ら か に し た
。 抗 体 13.1.2の 配 列 と の 類 似 性 に 基 づ い て 、 Protein Data Bankの IDが 1HEZ、 2H1P、 8FAB
、 お よ び 1AQKの 構 造 を モ デ リ ン グ テ ン プ レ ー ト と し て 選 択 し た 。 テ ン プ レ ー ト の 構 造 を 重
ね 合 わ せ る よ う に 一 直 線 に 並 べ て 、 構 造 に 基 づ く 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト を テ ン プ レ ー ト 間 で
作 成 し た 。 抗 体 13.1.2の 可 変 領 域 配 列 を テ ン プ レ ー ト の 配 列 と 並 べ た 。 構 造 お よ び 配 列 ア
ラ イ ン メ ン ト を 用 い て 抗 体 13.1.2の 可 変 領 域 の 分 子 モ デ ル を 作 成 し た 。
【 ０ ２ ７ ８ 】
　 こ の モ デ ル の 相 互 作 用 面 を 算 出 し た 結 果 を 図 12に 示 す 。 13.1.2モ デ ル の 大 き な 特 色 と し
て 、 CDR領 域 表 面 の 長 細 い 溝 が 挙 げ ら れ る 。 こ の 溝 の 境 界 は 、 重 鎖 の CDR2 140と CDR3 160
、 軽 鎖 の CDR1 110、 CDR2 130、 お よ び CDR3 150に よ っ て 形 成 さ れ て い る 。 こ の 溝 の 一 端 は
軽 鎖 CDR3 150の 残 部 と 接 し 、 他 端 は 重 鎖 と 軽 鎖 の 接 点 付 近 で 重 鎖 CDR3 160の 広 い 領 域 に 開
放 し て い る 。 こ の 溝 は お そ ら く 抗 原 に 対 す る 結 合 窩 で あ る と 考 え ら れ る 。 結 合 溝 の 5オ ン
グ ス ト ロ ー ム 以 内 に 31、 33、 35～ 39、 51、 54～ 56、 58～ 61、 94～ 101、 144～ 148、 160、 16
3～ 166、 172、 お よ び 211～ 221番 目 の 残 基 が あ る 。 こ れ ら の 残 基 は EGFRvIIIエ ピ ト ー プ が
結 合 す る パ ラ ト ー プ を 構 成 し て い る 可 能 性 が 高 い 。 ま た 、 こ れ ら の 残 基 は 結 合 部 位 一 般 に
重 要 な 構 造 的 特 色 と な っ て い る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ２ ７ ９ 】
(実 施 例 19： ペ プ チ ド と 抗 体 の 結 合 モ デ ル )
　 実 施 例 14の エ ピ ト ー プ マ ッ ピ ン グ 研 究 か ら 、 エ ピ ト ー プ が mAb 13.2.1の パ ラ ト ー プ に 結
合 す る た め に 必 要 な ア ミ ノ 酸 は 6残 基 か ら な る ペ プ チ ド EEKKGN(配 列 番 号 127)の 中 に 存 在 す
る こ と が 明 ら か に さ れ た 。 し た が っ て 、 こ の 6残 基 ペ プ チ ド を 13.1.2構 造 モ デ ル の CDR領 域
と 組 み 合 わ せ て 結 合 モ デ ル を 作 成 し た 。 ま ず 、 ペ プ チ ド EEKKGN(配 列 番 号 127)の モ デ ル を
作 成 し た 。 こ れ は 前 記 の 方 法 と 同 様 に 行 わ れ た が 、 今 回 は Protein Data Bankで 同 定 さ れ
た 1I8Iの X線 結 晶 構 造 を テ ン プ レ ー ト と し て 使 用 し た 。 次 に 、 こ の ペ プ チ ド 構 造 を 長 い 溝
の 中 に マ ニ ュ ア ル 操 作 で 置 い て 、 初 期 複 合 体 を 形 成 し た 。 InsightIIの 結 合 モ ジ ュ ー ル を
用 い て 立 体 配 座 空 間 お よ び 配 向 空 間 を モ ン テ カ ル ロ 法 で 自 動 的 に 検 索 し た 。 フ ァ イ 角 、 プ
シ ー 角 、 お よ び カ イ 角 に 完 全 な 回 転 自 由 度 を 与 え る こ と に よ っ て ペ プ チ ド の 立 体 配 座 に 柔
軟 性 を 持 た せ た 。 結 合 の 過 程 に お い て 、 結 合 溝 か ら 5オ ン グ ス ト ロ ー ム 以 内 に あ る 残 基 は
可 動 性 を 有 し た が 、 そ れ 以 外 の 抗 体 の 残 基 は 固 定 さ れ た 。 モ ン テ カ ル ロ 検 索 に よ っ て 発 見
さ れ た 信 頼 性 の 高 い 配 置 に simulated annealingお よ び エ ネ ル ギ ー 最 小 化 を 行 い 、 最 終 複
合 構 造 モ デ ル を 得 た 。 得 ら れ た 各 結 合 モ デ ル で 、 InsightIIパ ッ ケ ー ジ の Discover_3モ ジ
ュ ー ル を 用 い て 抗 体 と ペ プ チ ド と の 相 互 作 用 エ ネ ル ギ ー を 算 出 し た 。 全 結 合 モ デ ル の 相 互
作 用 エ ネ ル ギ ー を 評 価 し 、 全 体 的 な 抗 体 -ペ プ チ ド の 相 互 作 用 が も っ と も 強 い モ デ ル を 検
討 し た 。 こ れ ら の 相 互 作 用 エ ネ ル ギ ー を 図 13Aお よ び 図 13示 す 。 　
【 ０ ２ ８ ０ 】
　 図 13Bに 示 す よ う に 、 こ の 結 合 モ デ ル に は ペ プ チ ド EEKKGN(配 列 番 号 127)と 抗 体 13.1.2と
の 間 に 6カ 所 の 水 素 結 合 が 存 在 す る 。 ペ プ チ ド 残 基 に は N末 端 か ら C末 端 の 方 向 に 1か ら 6ま
で の 番 号 が ふ ら れ て い る 。 6カ 所 の 水 素 結 合 を 緑 色 の 点 線 で 示 す 。 水 素 結 合 を 形 成 す る 6組
の ア ミ ノ 酸 は 、 E2...Y172、 K3...H31、 K4...H31、 N6...D33、 N6...Y37、 N6...K55で あ る
。 こ の 結 合 モ デ ル で は 、 伸 び た β 鎖 構 造 の 溝 に ペ プ チ ド が 結 合 し て い る 。 ペ プ チ ド 内 の 残
基 は 溶 媒 と 抗 体 表 面 に 交 互 に 面 し て い る 。 結 合 溝 に 面 し 抗 体 と の 接 触 が 著 明 な 残 基 は E2、
K4、 N6で あ る 。 こ れ は 、 こ の 3残 基 が ペ プ チ ド の 結 合 に 重 要 で あ る 可 能 性 を 示 し て お り 、
エ ピ ト ー プ マ ッ ピ ン グ の 結 果 と 一 致 す る 。 6個 の ペ プ チ ド 残 基 の そ れ ぞ れ と 13.1.2の パ ラ
ト ー プ と の 間 の 相 互 作 用 エ ネ ル ギ ー を Discover_3モ ジ ュ ー ル で 算 出 し 、 そ の 結 果 を 表 19.1
に 示 す 。 表 19.1は 6個 の ペ プ チ ド 残 基 の そ れ ぞ れ と 13.1.2の パ ラ ト ー プ と の 相 互 作 用 エ ネ
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ル ギ ー を 示 す 。 エ ネ ル ギ ー の 単 位 は す べ て kcal/molと す る 。
【 ０ ２ ８ １ 】
　 相 互 作 用 エ ネ ル ギ ー の 高 い 残 基 は エ ネ ル ギ ー の 高 い 順 に N6、 K4、 E2で あ り 、 抗 体 -抗 原
反 応 に お い て こ れ ら の 残 基 が 抗 原 側 で 重 要 な 役 割 を 担 っ て い る こ と が 裏 付 け ら れ 、 こ れ も
実 験 デ ー タ と 一 致 し て い た 。 こ れ ら の デ ー タ は 、 結 合 モ デ ル を 支 持 す る 強 固 な 証 拠 で あ る
。 本 実 施 形 態 で は 、 パ ラ ト ー プ は 結 合 し た ペ プ チ ド か ら 5オ ン グ ス ト ロ ー ム 以 内 に あ る 残
基 と 定 義 さ れ る 。 定 義 の よ う な パ ラ ト ー プ を 構 成 す る 20残 基 は 、 31～ 33、 35、 37、 55、 96
～ 101、 148、 163、 165、 170、 172、 178、 お よ び 217～ 218番 目 の 残 基 で あ る 。 残 基 ベ ー ス
で 各 抗 体 残 基 が 抗 体 -抗 原 反 応 に ど の 程 度 貢 献 し て い る か を 評 価 す る た め に 、 パ ラ ト ー プ
残 基 と ペ プ チ ド EEKKGN(配 列 番 号 127)と の 相 互 作 用 エ ネ ル ギ ー を 前 記 20残 基 の そ れ ぞ れ に
つ い て 算 出 し た 。 そ の 結 果 を 表 19.2に 列 挙 す る 。 表 19.2は 、 20個 の パ ラ ト ー プ 残 基 の そ れ
ぞ れ と ペ プ チ ド EEKKGN(配 列 番 号 127)と の 相 互 作 用 エ ネ ル ギ ー を 示 す 。 エ ネ ル ギ ー の 単 位
は す べ て kcal/molと す る 。 ペ プ チ ド と の 相 互 作 用 エ ネ ル ギ ー が 高 か っ た 残 基 は Lys55と His
31で あ り 、 そ れ に Tyr172、 Ala96、 Asp33、 Tyr37、 Leu99、 Thr97、 Gln98、 Lys178、 Asn170
が 続 い た 。
【 ０ ２ ８ ２ 】
【 表 ２ ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ８ ３ 】
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【 表 ２ ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ８ ４ 】
(実 施 例 20： 抗 体 の 親 和 性 を 改 善 す る 合 理 的 デ ザ イ ン )
　 本 実 施 例 で は 、 部 位 特 異 的 変 異 導 入 法 に よ っ て 抗 体 の 親 和 性 を 改 善 す る 合 理 的 デ ザ イ ン
の 基 礎 と し て 結 合 モ デ ル が ど の よ う に 利 用 で き る か を 示 す 。 13.1.2パ ラ ト ー プ の 各 残 基 を
in silicoで 他 の 19種 の ア ミ ノ 酸 の そ れ ぞ れ に 変 化 さ せ た 。 結 果 と し て 、 19× 20、 す な わ
ち 計 380種 の 仮 想 変 異 体 が 形 成 さ れ た 。 残 基 の 置 換 後 に 50段 階 か ら な る エ ネ ル ギ ー 最 小 化
を 行 っ て 変 異 を 起 こ し 、 側 鎖 の 変 化 に よ っ て 局 所 立 体 配 座 の 変 化 を 誘 発 し た 。 ペ プ チ ド 全
体 と パ ラ ト ー プ 全 体 と の 相 互 作 用 エ ネ ル ギ ー を 各 変 異 体 で 算 出 し た 。 全 体 の 相 互 作 用 エ ネ
ル ギ ー が 野 生 型 の 13.1.2よ り も 高 い 変 異 体 は 、 ペ プ チ ド EEKKGN(配 列 番 号 127)に 対 し て よ
り 強 い 親 和 性 を 秘 め 、 EGFRvIII蛋 白 質 全 体 に 対 し て も 強 い 親 和 性 を 有 す る 可 能 性 が あ る と
考 え ら れ た 。 こ れ ら の 変 異 体 の 大 半 は 野 生 型 の 13.1.2よ り も ク ー ロ ン 相 互 作 用 が 強 か っ た
が 、 フ ァ ン デ ル ワ ー ル ス (VdW)相 互 作 用 は 野 生 型 抗 体 よ り も 弱 い 変 異 体 も あ っ た 。 野 生 型
抗 体 13.1.2の VdW相 互 作 用 エ ネ ル ギ ー は -9.689kcal/molで あ る こ と を 考 慮 し て 、 VdW相 互 作
用 エ ネ ル ギ ー が -8.5kcal/molよ り も 低 い 変 異 体 は 除 外 し た 。 相 互 作 用 エ ネ ル ギ ー の 総 和 が
野 生 型 13.1.2よ り も 高 い 残 り の 変 異 体 を 表 20.1に 列 挙 す る 。 比 較 用 に 、 野 生 型 の デ ー タ を
最 下 段 に 記 載 す る 。 エ ネ ル ギ ー の 単 位 は す べ て kcal/molと す る 。 　
【 ０ ２ ８ ５ 】
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【 表 ２ ５ Ａ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ８ ６ 】
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【 表 ２ ５ Ｂ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ８ ７ 】
　 表 20.1に 記 載 し た 変 異 体 は 、 抗 体 の 親 和 性 を 改 良 す る 際 に 操 作 対 象 と な り 得 る 候 補 で あ
る 。 一 覧 表 の 上 位 14番 目 ま で の 候 補 に つ い て は 、 各 残 基 が 抗 原 側 お よ び 抗 体 側 に 及 ぼ す 影
響 に つ い て さ ら に 分 析 が 行 わ れ 、 提 案 さ れ た 修 飾 の 影 響 が 検 討 さ れ て い る 。 in vivoの 部
位 特 異 的 変 異 導 入 法 の 対 象 と し て 、 Tyr172Arg、 Arg101Glu、 Leu99Asn、 Leu99His、 Arg101
Asp、 Leu217Gln、 Leu99Thr、 Leu217Asn、 Arg101Gln、 お よ び Asn35Glyの 10変 異 体 が 選 択 さ
れ た 。 こ の 結 果 は 実 施 例 21で 述 べ る 。
【 ０ ２ ８ ８ 】
(実 施 例 21： 13.1.2の モ デ ル を 確 立 す る 部 位 特 異 的 変 異 導 入 法 )
　 本 実 施 例 で は 、 結 合 に 重 要 な 残 基 を 示 唆 す る 前 記 モ デ ル を 検 証 す る 1つ の 方 法 を 示 す 。
ま た 、 本 実 施 例 に よ っ て い く つ か の 変 異 抗 体 が も た ら さ れ る 。 13.1.2の 変 異 抗 体 は 、 13.1
.2 mAbの 重 鎖 や 軽 鎖 に 単 一 残 基 の 変 異 を 導 入 す る こ と で 作 成 さ れ る 。 こ れ ら の 変 異 体 を 分
析 し て 、 種 々 の 側 鎖 が 抗 原 と の 結 合 に 及 ぼ す 影 響 を 明 ら か に し た 。 部 位 特 異 的 変 異 導 入 法
に よ っ て 誘 発 さ れ た 一 連 の 変 異 を 表 21.1に ま と め る 。 　
【 ０ ２ ８ ９ 】
【 表 ２ ６ 】
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【 ０ ２ ９ ０ 】
　 表 21.1に 挙 げ た 10の 変 異 を 13.1.2 mAbの 重 鎖 ま た は 軽 鎖 に そ れ ぞ れ 導 入 し た 。 次 に 、 変
異 の 生 じ た そ れ ぞ れ の 鎖 を 補 完 的 な 野 生 型 の 鎖 と と も に 293細 胞 に 導 入 し た 。 ヒ ト IgG抗 体
の 発 現 と 分 泌 、 お よ び EGFrVIII抗 原 へ の 結 合 に つ い て 上 清 を 検 討 し た 。 ELISAに よ る 測 定
結 果 を 表 21.2に ま と め る 。
【 ０ ２ ９ １ 】
【 表 ２ ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ９ ２ 】
(実 施 例 22： EGFRvIII/pFLAG変 異 体 の コ ン ス ト ラ ク ト の 調 製 )
　 本 実 施 例 で は 、 EGFRvIII変 異 体 の 作 成 法 を 示 す 。 EGFRvIIIの 細 胞 外 領 域 を コ ー ド す る 10
92塩 基 対 の 断 片 を 、 9712と 9713の プ ラ イ マ ー 対 (Qiagen、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 バ レ ン シ ア )
　 プ ラ イ マ ー #9712:5'-ataaaagcttctggaggaaaagaaaggtaatta-3'(セ ン ス )(配 列 番 号 128)
　 プ ラ イ マ ー #9713:5'-TTATTGGTACCTCAGGCGATGGACGGGATCTTA-3'(ア ン チ セ ン ス )(配 列 番 号
129)
　 を 用 い て 、 Pfu DNAポ リ メ ラ ー ゼ 酵 素 (Stratagene、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 ラ ホ イ ヤ )で 増 幅
し た プ ラ ス ミ ド テ ン プ レ ー ト EGFRvIII-rbIgG/pCEP4(前 記 の と お り )か ら 作 成 し た 。 プ ラ イ
マ ー #9712を HindIII部 位 に 、 プ ラ イ マ ー #9713を KpnI部 位 に 導 入 し た 。 PCR産 物 を カ ラ ム (Q
iagenカ ラ ム 精 製 キ ッ ト 、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 バ レ ン シ ア )に か け て 精 製 し 、 HindIIIお よ び K
pnI(NEB、 New England Biolabs、 マ サ チ ュ ー セ ッ ツ 州 ベ バ リ ー )で 消 化 し 、 ゲ ル 精 製 (Qiag
enゲ ル 精 製 キ ッ ト 、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 バ レ ン シ ア )し た 。 T4 DNAリ ガ ー ゼ (NEB、 New Engla
nd Biolabs、 マ サ チ ュ ー セ ッ ツ 州 ベ バ リ ー )で 断 片 と pFLAG-CMV-1(Sigma、 ミ ズ ー リ 州 セ ン
ト ル イ ス )の ラ イ ゲ ー シ ョ ン を 行 い 、 HindIIIお よ び KpnI(NEB、 New England Biolabs、 マ
サ チ ュ ー セ ッ ツ 州 ベ バ リ ー )で 直 鎖 化 し た 。 得 ら れ た ベ ク タ ー を EGFRvIII/pFLAG-CMV-1#1
と 名 付 け た 。 　
【 ０ ２ ９ ３ 】
(実 施 例 23： EGFRvIII/pFLAG組 み 換 え 蛋 白 質 の 調 製 )
　 本 実 施 例 で は 、 EGFRvIII蛋 白 質 変 異 体 の 作 成 法 を 示 す 。 ま ず 、 500μ gの EGFRvIII/pFLAG
-CMV-1#1プ ラ ス ミ ド DNAを 25mlの Opti-MEMI(Invitrogen、 オ ン タ リ オ 州 バ ー リ ン ト ン )に 再
懸 濁 し 、 25mlの Opti-MEMIに 再 懸 濁 し た 500μ lの 293fectin(Invitrogen、 オ ン タ リ オ 州 バ
ー リ ン ト ン )と 合 わ せ た 。 混 合 物 を 室 温 で 20分 間 反 応 さ せ て か ら 、 2%の FBSと 50μ g/mlの G4
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18(Invitrogen、 オ ン タ リ オ 州 バ ー リ ン ト ン )を 含 む 1Lの 293FreeStyle培 地 (Invitrogen、
オ ン タ リ オ 州 バ ー リ ン ト ン )に 調 製 し た 293T細 胞 (1× 10 9 )と 混 ぜ 合 わ せ た 。 細 胞 を 、 8%CO 2
下 37℃ で 7日 間 、 125rpmで 震 盪 し な が ら 培 養 し た 。 　
【 ０ ２ ９ ４ 】
　 EGFRvIII-FLAG融 合 蛋 白 質 の 精 製 は 、 抗 FLAG M2ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー キ ッ
ト (Sigma、 ミ ズ ー リ 州 セ ン ト ル イ ス )を 用 い て 、 製 造 者 の プ ロ ト コ ル に 従 っ て 行 っ た 。
【 ０ ２ ９ ５ 】
　 単 量 体 の 融 合 蛋 白 質 は 次 の よ う に 作 成 し た 。 ま ず 、 最 終 濃 度 が 10mMに な る よ う に 精 製 蛋
白 質 (1508μ g)に DTTを 加 え て 、 55℃ で 30分 間 還 元 し た 。 次 に 、 IAA(ヨ ー ド 酢 酸 )(Sigma、
ミ ズ ー リ 州 セ ン ト ル イ ス )を 加 え て 22mMと し て か ら 遮 光 し て 室 温 で 15分 間 反 応 さ せ 、 こ れ
を 7k MWCO透 析 カ セ ッ ト (Pierce、 イ リ ノ イ 州 ロ ッ ク フ ォ ー ド )に 充 填 し て 4℃ の PBSで 透 析
し た 。
【 ０ ２ ９ ６ 】
(実 施 例 24～ 30： 変 異 抗 体 の 結 合 試 験 )
　 以 下 の 実 施 例 に は 、 Biacore実 験 (表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 )お よ び KinExA実 験 が 含 ま れ る 。
こ れ ら の 実 施 例 で は 、 前 記 実 施 例 で 産 生 さ れ た 種 々 の 抗 体 お よ び そ の 変 異 体 が 期 待 ど お り
の 結 合 特 性 を 有 す る こ と を 明 ら か に す る た め の 試 験 法 に つ い て 示 す 。 対 象 と な っ た 変 異 体
は す べ て 13.1.2を 背 景 に 有 す る も の で あ っ た 。 　
【 ０ ２ ９ ７ 】
（ 装 置 ）
　 表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 実 験 は す べ て Biacore 2000光 学 バ イ オ セ ン サ ー (Biacore,Inc.、 ニ
ュ ー ジ ャ ー ジ ー 州 ピ ス カ タ ウ ェ イ )を 使 用 し て 行 っ た 。 結 合 平 衡 除 外 法 は す べ て KinExA 30
00(Sapidyne Instruments,Inc.、 ア イ ダ ホ 州 ボ イ シ )を 使 用 し て 行 っ た 。 　
【 ０ ２ ９ ８ 】
（ 試 薬 ）
　 Pep-3の NH 2 -LEEKKGNYVVTDHG-OH(分 子 量 1590Da)(配 列 番 号 130)の 合 成 は 外 注 に し て 、 Ana
tech,Inc.(カ リ フ ォ ル ニ ア 州 サ ン ノ ゼ )か ら 購 入 し た 。 mAbは す べ て 社 内 で 調 製 し た 。 分 子
量 39,907の 抗 原 EGFRvIIIpflag(遊 離 SH基 を 介 し た 凝 集 を 阻 害 す る た め に ヨ ー ド 酢 酸 と 反 応
さ せ た )も 社 内 で 調 製 し た 。 ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン (BSA)フ ラ ク シ ョ ン V(#BP1605-100)は Fish
er Scientific(ペ ン シ ル バ ニ ア 州 ピ ッ ツ バ ー グ )か ら 購 入 し た 。 そ の 他 の 一 般 的 な 試 薬 は
す べ て Sigma-Aldrich,Inc(ミ ズ ー リ 州 セ ン ト ル イ ス )か ら 購 入 し た 。 　
【 ０ ２ ９ ９ 】
　 Biacore分 析 用 お よ び KinExA分 析 用 の 抗 原 と mAbの 試 料 は す べ て 、 真 空 で 脱 気 し 100μ g/m
lの BSAを 加 え た HBS-P緩 衝 液 (0.01M HEPES、 0.15M NaCl、 0.005%サ ー フ ァ ク タ ン ト P-20、 B
iacore Inc.、 ス ウ ェ ー デ ン ウ プ サ ラ )で 調 製 し た 。 Biacoreア ミ ン カ ッ プ リ ン グ 試 薬 、 1-
エ チ ル -3-(3-ジ メ チ ル ア ミ ノ プ ロ ピ ル )カ ル ボ ジ イ ミ ド (EDC)、 N-ヒ ド ロ キ シ サ ク シ ン イ ミ
ド (NHS)、 お よ び エ タ ノ ー ル ア ミ ン は Biacore Inc.か ら 購 入 し た 。 pep-3/mAb 131の 実 験 で
Biacoreセ ン サ ー 表 面 を 再 生 す る に は 、 26mMの NaOHを 12秒 間 パ ル ス 投 与 し た 。 他 の mAbは す
べ て 20分 以 内 に 解 離 し て ベ ー ス ラ イ ン 値 に 戻 っ た 。 研 究 グ レ ー ド の CM5バ イ オ セ ン サ ー チ
ッ プ は Biacore,Inc.か ら 購 入 し た 。
【 ０ ３ ０ ０ 】
　 KinExA検 出 抗 体 に は Fcγ に 特 異 的 な Cy5標 識 ヤ ギ 抗 ヒ ト IgG(Jackson ImmunoResearch La
boratories,Inc.、 ペ ン シ ル バ ニ ア 州 ウ ェ ス ト グ ロ ー ブ 、 #109-175-008)を 用 い 、 こ の 0.5m
g/mLス ト ッ ク (1× PBS、 pH7.4)を HEPES緩 衝 液 (0.01M HEPES、 0.15M NaCl、 pH7.2)で 1000倍
に 希 釈 し た 。 KinExA実 験 に は 固 相 粒 子 と し て NHS活 性 化 Sepharose 4 Fast Flowビ ー ズ (Pha
rmacia Biotech AB、 ス ウ ェ ー デ ン ウ プ サ ラ 、 #17-0906-01)を 使 用 し た 。 マ イ ク ロ 遠 心 チ
ュ ー ブ に 分 注 し た セ フ ァ ロ ー ス ビ ー ズ ス ト ッ ク 1.5mLを 遠 心 し て 、 沈 降 し た ビ ー ズ を 冷 や
し た 脱 イ オ ン 水 で 少 な く と も 6回 洗 浄 し て か ら セ フ ァ ロ ー ス ビ ー ズ と 抗 原 を 反 応 さ せ た 。
ビ ー ズ を 炭 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液 (0.05M、 pH9.3)で 1回 洗 浄 し て か ら 、 炭 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝
液 中 の 抗 原 (約 40μ g)を セ フ ァ ロ ー ス ビ ー ズ に 加 え た 。 セ フ ァ ロ ー ス と 抗 原 の 入 っ た チ ュ
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ー ブ を 4℃ で 1晩 震 盪 し た 。 震 盪 後 に 遠 心 し て セ フ ァ ロ ー ス を 沈 降 さ せ 、 pH8.3の 1Mト リ ス
緩 衝 液 で 2回 洗 浄 し た 。 BSA 2%を 含 む 1Mト リ ス 緩 衝 液 中 、 抗 原 で 被 覆 し た ビ ー ズ を 室 温 で 1
時 間 震 盪 し た 。
【 ０ ３ ０ １ 】
（ Biacore測 定 ）
　 標 準 EDC/NHSお よ び 炭 水 化 物 カ ッ プ リ ン グ を 用 い て 、 mAbを 共 有 結 合 で CM5 セ ン サ ー チ ッ
プ に 固 定 化 し た 。 質 量 の 移 動 と 密 集 を 最 低 限 に 抑 え る た め に 、 最 大 抗 原 結 合 反 応 (R m a x )が
50～ 100RUを 超 え な い よ う な 濃 度 で mAbを 固 定 化 し た 。 対 照 と し て 使 用 す る 各 チ ッ プ の 対 照
フ ロ ー セ ル で は 、 活 性 化 や 阻 害 を mAbな し で 行 っ た 。 　
【 ０ ３ ０ ２ 】
　 Biacoreキ ネ テ ィ ク ス 実 験 は す べ て 23℃ で 行 っ た 。 各 実 験 で は 、 2倍 希 釈 法 を 用 い て (1.0
1μ Mの pep-3か ら 始 ま る )6～ 8種 の 濃 度 の 抗 原 を 調 製 し た 。 抗 原 試 料 を 3回 、 バ イ オ セ ン サ
ー の 表 面 に 100μ L/分 で 無 作 為 に 添 加 し た 。 緩 衝 ブ ラ ン ク 液 を 実 験 中 に 間 欠 的 に 数 回 注 入
し て 二 重 参 照 と し た 。 各 濃 度 の pep-3 溶 液 と ブ ラ ン ク 液 を 90秒 間 添 加 し た 。 解 離 の 様 子 を
13～ 180分 間 追 跡 し た 。 251nMの pep-3と ブ ラ ン ク 液 を 交 互 に 3回 ず つ 追 加 で 添 加 し て 解 離 相
を 3～ 4時 間 追 跡 し 、 mAb 131に 結 合 す る pep-3の 解 離 デ ー タ を 得 た 。
【 ０ ３ ０ ３ 】
　 Biacoreセ ン サ ー グ ラ ム は す べ て Scrubberソ フ ト ウ ェ ア (バ ー ジ ョ ン 1.1f、 BioLogic Sof
tware、 オ ー ス ト ラ リ ア )を 用 い て 処 理 し た 。 セ ン サ ー グ ラ ム を ま ず y軸 上 で ゼ ロ 化 し て か
ら 、 添 加 開 始 時 に x軸 に 整 列 さ せ た 。 バ ル ク 屈 折 率 の 変 化 は 、 対 照 フ ロ ー セ ル の 反 応 を 減
じ る こ と で 除 去 し た 。 添 加 し た ブ ラ ン ク 液 全 体 の 反 応 の 平 均 値 を ア ナ ラ イ ト お よ び ブ ラ ン
ク 液 の 全 セ ン サ ー グ ラ ム か ら 減 じ て 、 測 定 フ ロ ー セ ル と 対 照 フ ロ ー セ ル と の 間 の 体 系 的 ア
ー チ フ ァ ク ト を 除 去 し た 。 CLAMP バ イ オ セ ン サ ー デ ー タ 解 析 ソ フ ト ウ ェ ア (バ ー ジ ョ ン 3.4
0、 BioLogic Software、 オ ー ス ト ラ リ ア )を 用 い て 、 処 理 し た デ ー タ 一 式 か ら k a お よ び k d
を 求 め た 。 全 フ ロ ー セ ル か ら の デ ー タ は マ ス ト ラ ン ス ポ ー ト 期 間 を 含 む 1:1生 体 分 子 結 合
モ デ ル と 全 体 的 に 適 合 し た 。 い く つ か の mAbで は 、 1:1相 互 作 用 モ デ ル で は セ ン サ ー グ ラ ム
を う ま く 説 明 で き な い こ と が 明 ら か な 場 合 に 、 一 連 の pep-3溶 液 で 第 1濃 度 ま た は 第 2濃 度
に 相 当 す る 溶 液 を 除 外 し て キ ネ テ ィ ク ス 曲 線 の あ て は め を 行 っ た 。 K D は k d /k a か ら 算 出 し
た 。
【 ０ ３ ０ ４ 】
（ KinExA平 衡 測 定 ）
　 KinExA実 験 は す べ て 室 温 で 行 っ た (約 23℃ )。 す べ て の 平 衡 実 験 に お い て 、 抗 原 を 連 続 的
に 希 釈 し て mAb結 合 部 位 濃 度 が 一 定 の 溶 液 を 作 成 し た 。 最 初 の 10の 滴 定 点 ま で は 2倍 希 釈 を
行 い 、 11番 目 と 12番 目 の 連 続 す る 希 釈 は 10倍 希 釈 と し た 。 す べ て の 実 験 で 、 試 料 の 流 速 は
0.25mL/分 、 標 識 抗 体 の 流 速 は 0.5mL/分 と し た 。 次 に 、 抗 原 /抗 体 試 料 が 平 衡 に 達 す る よ う
に し た 。 こ れ に は 約 48～ 72時 間 を 要 し た 。 pep-3/mAb 131 KinExA実 験 で は 、 K D 制 御 滴 定 に
お け る pep-3の 開 始 濃 度 は 352nM、 定 数 [mAb結 合 部 位 ]=219pMと し た 。 mAb制 御 滴 定 で は 、 開
始 時 [pep-3]は 251nM、 [mAb結 合 部 位 ]は 11nMと し た 。 pep-3/mAb 131を 用 い た K D 制 御 実 験 で
は 、 各 試 料 1.25mLを フ ロ ー セ ル か ら 採 取 し た 。 250μ Lの 試 料 を 抗 体 制 御 実 験 で 分 析 し た 。
す べ て の 平 衡 実 験 で 、 試 料 ご と に 2、 3回 反 復 し て 測 定 を 行 っ た 。 KinExAソ フ ト ウ ェ ア (バ
ー ジ ョ ン 2.4、 Sapidyne Instruments)を 用 い た と こ ろ 、 平 衡 滴 定 デ ー タ は 二 重 曲 線 分 析 に
お い て 1:1結 合 モ デ ル に 適 合 し た 。 　
【 ０ ３ ０ ５ 】
　 EGFRvIIIpflag/mAb 131複 合 体 を 、 KinExAを 用 い て K D 制 御 下 で の み 検 討 し た 。 開 始 時 の [
EGFRvIIIpflag]は 198nM、 [mAb結 合 部 位 ]は 150pMと し た 。 試 料 1mLを フ ロ ー セ ル か ら 採 取 し
た 。 す べ て の 試 料 を 2回 測 定 し た 。 KinExAソ フ ト ウ ェ ア (バ ー ジ ョ ン 2.4、 Sapidyne Instru
ments)を 用 い た と こ ろ 、 平 衡 滴 定 デ ー タ は 二 重 曲 線 分 析 に お い て 1:1結 合 モ デ ル に 適 合 し
た 。 こ の 結 果 お よ び 予 測 平 衡 定 数 に つ い て は 、 後 記 の 実 施 例 28を 参 照 の こ と 。
【 ０ ３ ０ ６ 】
　 EGFRvIIIpflag/mAb 13.1.2複 合 体 の KinExA滴 定 で は 、 EGFRvIIIの 開 始 濃 度 は 5.26μ M(mA
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b制 御 )ま た は 230.1nM(K D 制 御 )、 [mAb結 合 部 位 ]は 9.59nM(mAb制 御 )ま た は 498pM(K D 制 御 )と
し た 。 K D 制 御 実 験 中 に 、 各 試 料 1.30mLを フ ロ ー セ ル か ら 採 取 し た 。 抗 体 制 御 実 験 で は 250
μ Lの 試 料 を 分 析 し た 。 す べ て の 平 衡 実 験 で 、 試 料 ご と に 2、 3回 反 復 し て 測 定 を 行 っ た 。 K
inExAソ フ ト ウ ェ ア (バ ー ジ ョ ン 2.4、 Sapidyne Instruments)を 用 い た と こ ろ 、 平 衡 滴 定 デ
ー タ は 二 重 曲 線 分 析 に お い て 1:1結 合 モ デ ル に 適 合 し た 。
【 ０ ３ ０ ７ 】
(実 施 例 24： 抗 体 の 結 合 定 数 の in vitroで の 決 定 )
　 野 生 型 mAb 131の 結 合 キ ネ テ ィ ク ス を 、 Biacoreの 表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 (SPR)装 置 を 用 い
て 観 察 し た 。 K D は 380pMと 著 明 な 低 値 で あ り 、 こ れ は き わ め て 緩 徐 な k d と 急 速 な k a に 起 因
し て い た 。 曲 線 の あ て は め に 基 づ く 他 の キ ネ テ ィ ク ス パ ラ メ ー タ ー の 推 定 値 は 、 k a =2.246
x10 6 、 k d =8.502x10

- 4 で あ っ た 。 　
【 ０ ３ ０ ８ 】
　 あ る 実 施 形 態 で は 、 キ ネ テ ィ ク ス の 向 上 し た 改 良 型 抗 体 あ る い は 変 異 抗 体 が 教 示 さ れ た
。 キ ネ テ ィ ク ス の 向 上 と は 、 抗 体 が エ ピ ト ー プ に 結 合 す る 際 の キ ネ テ ィ ク ス の 要 素 の 1つ
が 、 同 じ エ ピ ト ー プ に 既 知 の 抗 体 が 結 合 す る 際 の 要 素 よ り も 優 れ て い る こ と を 意 味 す る 。
例 え ば 、 (結 合 能 力 と し て )1.3x10 - 9 よ り も 大 き い K D で pep-3に 結 合 す る 抗 体 は 改 良 型 抗 体
で あ る 。 そ れ 故 に 、 K D が 500nM未 満 、 500～ 300nM、 300～ 100nM、 100～ 1nM、 1.3nM、 1.3nM
～ 1000pM、 1000pM～ 900pM、 900～ 500pM、 500～ 400pM、 400～ 300pM、 300～ 100pM、 100～ 50
pM、 50～ 1pM、 あ る い は そ れ 未 満 の 抗 体 が 考 え ら れ た 。
【 ０ ３ ０ ９ 】
(実 施 例 25： 抗 体 の 結 合 定 数 の in vitroで の 決 定 )
　 実 施 例 24と 同 様 に 、 Pep-3(EGFRvIIIエ ピ ト ー プ )に 対 す る mAb 13.1.2の 結 合 キ ネ テ ィ ク
ス を 検 討 し た 。 推 定 K D は 67nMで あ っ た が 、 実 験 ご と に 若 干 の 違 い が み ら れ た 。 曲 線 を あ て
は め て 他 の キ ネ テ ィ ク ス パ ラ メ ー タ ー の 推 定 値 を 導 き 出 し た と こ ろ 、 k a =2.835x10

5 、 k d =0
.01922で あ っ た 。
【 ０ ３ １ ０ 】
(実 施 例 26： 抗 体 の 結 合 定 数 の in vitroで の 決 定 )
　 実 施 例 24と 同 様 に 、 Pep-3(EGFRvIIIエ ピ ト ー プ )に 対 す る mAb 095の 結 合 キ ネ テ ィ ク ス を
検 討 し た 。 推 定 K D は 66nMで あ っ た 。 曲 線 を あ て は め て キ ネ テ ィ ク ス パ ラ メ ー タ ー の 推 定 値
を 導 き 出 し た と こ ろ 、 k a =1.491x10

5 、 k d =9.927x10
- 3 で あ っ た 。

【 ０ ３ １ １ 】
(実 施 例 27： 抗 体 の 結 合 定 数 の in vitroで の 決 定 )
　 実 施 例 24と 同 様 に 、 Pep-3(EGFRvIIIエ ピ ト ー プ )に 対 す る mAb 139の 結 合 キ ネ テ ィ ク ス を
検 討 し た 。 推 定 K D は 290nMで あ っ た 。 曲 線 を あ て は め て キ ネ テ ィ ク ス パ ラ メ ー タ ー の 推 定
値 を 導 き 出 し た と こ ろ 、 k a =10328、 k d =2.981x10

- 3 で あ っ た 。
【 ０ ３ １ ２ 】
(実 施 例 28： 抗 体 の 結 合 定 数 の in vitroで の 決 定 )
　 抗 体 の 結 合 特 性 を さ ら に 完 全 に 分 析 す る た め に 、 KinExA実 験 を 実 施 し て mAb 131の 結 合
特 性 を 明 ら か に し た 。 二 重 曲 線 分 析 か ら 導 き 出 し た K D は 1.74x10

- 1 0 で あ っ た 。 KinExA実 験
で は 、 mAb 131に 対 す る EGFRvIIIpflagの K D は 6.266x10

- 1 1 で あ っ た 。
【 ０ ３ １ ３ 】
(実 施 例 29： 変 異 抗 体 の 結 合 定 数 の in vitroで の 決 定 )
　 13.1.2抗 体 の 結 合 特 性 を さ ら に 完 全 に 分 析 す る た め に 、 KinExA実 験 を 実 施 し て mAb 13.1
.2の 結 合 特 性 を 明 ら か に し た 。 二 重 曲 線 分 析 か ら 導 き 出 し た K D は 7.538x10

- 1 0 で あ っ た 。
ま た 、 本 実 施 例 の 抗 原 は EGFRvIIIpflagの 変 異 体 で あ り 、 ヨ ー ド 酢 酸 (IAA)と 相 互 作 用 を 起
こ し た 。
【 ０ ３ １ ４ 】
(実 施 例 30： Biacoreの 結 果 と KinExAの 結 果 と の 比 較 )
　 前 記 の 実 施 例 お よ び KinExA試 験 の 結 果 を 下 記 の 表 30.1に 示 す 。 表 30.1の 括 弧 内 の 数 字 は
95%信 頼 区 間 で あ る 。 「 ND」 は 未 測 定 を 意 味 し 、 「 *」 は pep-3で は な く (ヨ ー ド 酢 酸 と 反 応
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し た )EGFRvIIIpflagと の 結 合 で あ る こ と を 表 す 。
【 ０ ３ １ ５ 】
　 速 度 定 数 が 立 証 す る よ う に 、 mAb 131の 結 合 定 数 が 最 大 、 解 離 定 数 が 最 小 で あ っ た こ と
か ら 、 mAb 131の K D が も っ と も 小 さ か っ た 。
【 ０ ３ １ ６ 】
【 表 ２ ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ３ １ ７ 】
(実 施 例 31： L99T-5.3変 異 抗 体 の 結 合 定 数 の in vitroで の 決 定 )
　 Pep-3(EGFRvIIIエ ピ ト ー プ )に 対 す る mAb L99T-5.3の 結 合 キ ネ テ ィ ク ス を 検 討 し た 。 最
初 の 段 階 と し て 、 標 準 EDC/NHSカ ッ プ リ ン グ 反 応 を 用 い て 、 5,600共 鳴 単 位 (RU)か ら 8,000R
Uの mAb L99T-5.3を CM5セ ン サ ー チ ッ プ の 2つ の フ ロ ー セ ル (Fc)に 固 定 化 し 、 5,600共 鳴 単 位
(RU)か ら 8,000RUの mAb 13.1.2を 1つ の Fcに 固 定 化 し た 。 こ の 表 面 密 度 に よ っ て 生 じ た pep-
3と の 結 合 シ グ ナ ル は 100RU未 満 で あ っ た 。 合 わ せ て 2つ の CM5セ ン サ ー チ ッ プ を 用 い て 両 方
の mAbを 固 定 化 し た 。 こ れ と 過 去 に 収 集 し た デ ー タ と を 合 わ せ る と 、 そ れ ぞ れ の 抗 体 に 対
し て 計 5回 の 独 立 し た 実 験 が 行 わ れ 、 95%信 頼 区 間 が 算 出 さ れ た 。 す べ て の 試 験 で Biacore 
2000光 学 バ イ オ セ ン サ ー を 使 用 し た 。 　
【 ０ ３ １ ８ 】
　 次 に 、 mAbを 固 定 化 し た バ イ オ セ ン サ ー の 表 面 に pep-3を 流 し た 。 pep-3の 開 始 濃 度 は 1.2
5 μ Mと し 、 続 い て 2倍 希 釈 を 連 続 8回 行 っ て 得 ら れ た 希 釈 液 を 3回 測 定 で 無 作 為 に 添 加 し た
。 一 連 の 添 加 の 過 程 を 通 じ て 、 ブ ラ ン ク 液 を 6標 本 ご と に 添 加 し て 二 重 参 照 と し た 。
【 ０ ３ １ ９ 】
　 最 後 に 、 バ イ オ セ ン サ ー の デ ー タ を Scrubberで 処 理 し 、 マ ス ト ラ ン ス ポ ー ト 期 間 を 含 む
1:1相 互 作 用 モ デ ル に よ る Clampを 利 用 し て デ ー タ を 曲 線 に あ て は め た 。 1.25μ Mの 高 濃 度
液 の 添 加 は 、 デ ー タ が 1:1相 互 作 用 モ デ ル に 適 合 し な い こ と が 明 ら か で あ っ た の で 、 動 態
曲 線 に あ て は め る 際 に 除 外 し た 。 こ の 逸 脱 は 、 pep-3が 高 濃 度 の 場 合 に 生 じ る 非 特 異 的 相
互 作 用 が 原 因 で あ っ た 可 能 性 が も っ と も 高 い 。 す べ て の キ ネ テ ィ ク ス デ ー タ は 1:1相 互 作
用 モ デ ル に 十 分 に 適 合 し た 。
【 ０ ３ ２ ０ 】
　 推 定 K D は 54～ 70nMと 様 々 で あ っ た 。 他 の キ ネ テ ィ ク ス パ ラ メ ー タ ー に も 実 験 ご と に 若 干
の ば ら つ き が み ら れ た が 、 こ の 推 定 値 は k a =2.238x10

5 、 k d =0.01217で あ っ た 。
【 ０ ３ ２ １ 】
(実 施 例 32～ 38)
　 実 施 例 32～ 38で は 、 Biacore装 置 を 用 い て 変 異 mAbの 結 合 キ ネ テ ィ ク ス に つ い て さ ら に 検
討 し た 。 こ れ ら の 実 施 例 の 第 1段 階 と し て 、 5,600共 鳴 単 位 (RU)か ら 8,000RUの 対 象 mAbを CM
5セ ン サ ー チ ッ プ の フ ロ ー セ ル (Fc)1つ に 標 準 EDC/NHSカ ッ プ リ ン グ 反 応 を 用 い て そ れ ぞ れ
固 定 化 し た 。 こ の 表 面 密 度 に よ っ て 生 じ た pep-3と の 結 合 シ グ ナ ル は 100RU未 満 で あ っ た 。
各 フ ロ ー セ ル に 特 有 の mAbを 固 定 化 し て 、 計 3つ の CM5セ ン サ ー チ ッ プ で す べ て の 変 異 mAbを
固 定 化 し た 。 3つ の セ ン サ ー チ ッ プ の う ち 2つ で は 、 1つ の フ ロ ー セ ル に mAb 13.1.2が 含 ま
れ て い た 。 す べ て の 試 験 で Biacore 2000光 学 バ イ オ セ ン サ ー を 使 用 し た 。 　
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【 ０ ３ ２ ２ 】
　 次 に 、 mAbを 固 定 化 し た バ イ オ セ ン サ ー の 表 面 に pep-3を 流 し た 。 pep-3の 開 始 濃 度 は 4.9
8μ Mと し 、 続 い て 2倍 希 釈 を 連 続 8～ 11回 行 っ て 得 ら れ た 希 釈 液 を 2回 測 定 ま た は 3回 測 定 で
無 作 為 に 添 加 し た 。 一 連 の 添 加 の 過 程 を 通 じ て 、 ブ ラ ン ク 液 を 6標 本 ご と に 添 加 し て 二 重
参 照 と し た 。
【 ０ ３ ２ ３ 】
　 最 後 に 、 バ イ オ セ ン サ ー の デ ー タ を Scrubberで 処 理 し 、 マ ス ト ラ ン ス ポ ー ト 期 間 を 含 む
1:1相 互 作 用 モ デ ル に よ る Clampを 利 用 し て デ ー タ を 曲 線 に あ て は め た 。 高 濃 度 液 (4.98～ 1
.25μ M)の 添 加 は 、 mAbお よ び そ の 親 和 性 に よ っ て は デ ー タ が 1:1相 互 作 用 モ デ ル に 適 合 し
な い こ と が 明 ら か で あ っ た の で 、 動 態 曲 線 に あ て は め る 際 に 一 部 除 外 し た 。 こ の 逸 脱 は 、
pep-3が 高 濃 度 の 場 合 に 生 じ る 非 特 異 的 相 互 作 用 が 原 因 で あ っ た 可 能 性 が も っ と も 高 い 。
す べ て の キ ネ テ ィ ク ス デ ー タ は 1:1相 互 作 用 モ デ ル に 適 合 し た 。 　
【 ０ ３ ２ ４ 】
　 (実 施 例 32： L217Q-10.1変 異 抗 体 の 結 合 定 数 の in vitroで の 決 定 )
　 mAb L217Q-10.1の Pep-3(EGFRvIIIエ ピ ト ー プ )に 対 す る 結 合 キ ネ テ ィ ク ス を 検 討 し た 。
推 定 K D は 92nMで あ っ た 。 曲 線 を あ て は め て 導 き 出 し た 他 の キ ネ テ ィ ク ス パ ラ メ ー タ ー の 推
定 値 は 、 k a =2.04x10

5 、 k d =0.01885で あ っ た 。
【 ０ ３ ２ ５ 】
(実 施 例 33： L217N-2.1変 異 抗 体 の 結 合 定 数 の in vitroで の 決 定 )
　 実 施 例 32と 同 様 に 、 mAb L217N-2.1の Pep-3(EGFRvIIIエ ピ ト ー プ )に 対 す る 結 合 キ ネ テ ィ
ク ス を 検 討 し た 。 推 定 K D は 185nMで あ っ た 。 曲 線 を あ て は め て 導 き 出 し た 他 の キ ネ テ ィ ク
ス パ ラ メ ー タ ー の 推 定 値 は 、 k a =2.198x10

5 、 k d =0.04069で あ っ た 。
【 ０ ３ ２ ６ 】
(実 施 例 34： N35G-3.1変 異 抗 体 の 結 合 定 数 の in vitroで の 決 定 )
　 実 施 例 32と 同 様 に 、 mAb N35G-3.1の Pep-3(EGFRvIIIエ ピ ト ー プ )に 対 す る 結 合 キ ネ テ ィ
ク ス を 検 討 し た 。 推 定 K D は 204nMで あ っ た 。 曲 線 を あ て は め て 導 き 出 し た 他 の キ ネ テ ィ ク
ス パ ラ メ ー タ ー の 推 定 値 は 、 k a =1.497x10

5 、 k d =0.03057で あ っ た 。
【 ０ ３ ２ ７ 】
(実 施 例 35： 変 異 抗 体 の 結 合 定 数 の in vitroで の 決 定 )
　 実 施 例 32と 同 様 に 、 mAb L99H-9.2の Pep-3(EGFRvIIIエ ピ ト ー プ )に 対 す る 結 合 キ ネ テ ィ
ク ス を 検 討 し た 。 推 定 K D は 395nMで あ っ た 。 曲 線 を あ て は め て 導 き 出 し た 他 の キ ネ テ ィ ク
ス パ ラ メ ー タ ー の 推 定 値 は 、 k a =83390、 k d =0.03293で あ っ た 。
【 ０ ３ ２ ８ 】
(実 施 例 36： 変 異 抗 体 の 結 合 定 数 の in vitroで の 決 定 )
　 実 施 例 32と 同 様 に 、 mAb Y172R-1.2の Pep-3(EGFRvIIIエ ピ ト ー プ )に 対 す る 結 合 キ ネ テ ィ
ク ス を 検 討 し た 。 推 定 K D は 927nMで あ っ た 。 曲 線 を あ て は め て 導 き 出 し た 他 の キ ネ テ ィ ク
ス パ ラ メ ー タ ー の 推 定 値 は 、 k a =82237、 k d =0.07622で あ っ た 。
【 ０ ３ ２ ９ 】
(実 施 例 37： L217N-2.1変 異 抗 体 の 結 合 定 数 の in vitroで の 決 定 )
　 実 施 例 32と 同 様 に 、 mAb L99N-4.1の Pep-3(EGFRvIIIエ ピ ト ー プ )に 対 す る 結 合 キ ネ テ ィ
ク ス を 検 討 し た 。 推 定 K D は 1.4μ Mで あ っ た 。 キ ネ テ ィ ク ス が 速 す ぎ て 適 合 し な か っ た の で
、 K D の 測 定 に は 定 常 状 態 (平 衡 )結 合 モ デ ル を 使 用 し て mAb L99N-4.1を 適 合 さ せ た 。
【 ０ ３ ３ ０ 】
(実 施 例 38： 13.1.2と 設 計 さ れ た 変 異 体 と の 比 較 )
　 表 38.1に 示 す よ う に 、 結 合 特 性 の 向 上 し た mAbが 開 発 さ れ た 。 95%信 頼 区 間 を 括 弧 内 に 記
す 。 L99T-5.3で は k a が 増 加 し て k d が 減 少 し て お り 、 し た が っ て 全 体 の K D は 小 さ く な っ た 。
13.1.2お よ び L99T-5.3に 対 す る Pep-3の 結 合 に つ い て は 、 平 衡 解 離 定 数 お よ び 複 合 体 形 成
速 度 定 数 の 統 計 学 的 有 意 差 (95%信 頼 区 間 で 比 較 )は 存 在 し て も ご く 小 さ い が 、 L99T-5.3に
対 す る Pep-3の 結 合 の 方 が わ ず か に 親 和 性 の 高 く な る よ う な 自 然 な バ イ ア ス が 存 在 す る と
見 受 け ら れ る 。 ま た 、 同 じ バ イ オ セ ン サ ー チ ッ プ を 用 い た 場 合 は 、 L99T-5.3の 方 が 13.1.2
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よ り も 常 に 高 い 親 和 性 を 示 す と 考 え ら れ た 。 　
【 ０ ３ ３ １ 】
【 表 ２ ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ３ ３ ２ 】
（ 付 加 的 な 結 合 モ デ ル な ら び に モ デ ル 選 択 法 と 結 合 親 和 性 推 定 法 ）
　 他 の 実 施 形 態 で は 、 ち ょ う ど 6ア ミ ノ 酸 長 の ペ プ チ ド だ け で は な く 多 様 な 長 さ の ペ プ チ
ド に 前 記 実 施 例 を 使 用 で き 、 こ れ は 不 可 欠 な 結 合 残 基 が ペ プ チ ド に 含 ま れ て い る 限 り 実 施
可 能 で あ る 。 例 え ば 、 6ア ミ ノ 酸 の ペ プ チ ド EEKKGN(配 列 番 号 127)の 代 わ り に 7ア ミ ノ 酸 の
ペ プ チ ド EEKKGNY(配 列 番 号 131)を 使 用 す る こ と が で き る 。 エ ピ ト ー プ と し て ど の よ う な 大
き さ の ペ プ チ ド も 使 用 で き る 。 他 の 実 施 形 態 で は 、 LEEKKGNYVVTDHC(配 列 番 号 56)、 LEEKKG
NYVVTD(配 列 番 号 59)、 LEEKKGNYVVT(配 列 番 号 132)、 お よ び EEKKGNYVVT(配 列 番 号 57)の 中 か
ら ペ プ チ ド を 選 択 し た 。 こ こ で 開 示 さ れ た 短 い 断 片 か ら 全 長 の ペ プ チ ド や そ の 変 異 体 ま で
、 あ ら ゆ る 大 き さ の ペ プ チ ド が 使 用 可 能 で あ る 。 　
【 ０ ３ ３ ３ 】
　 当 業 者 が 認 め る よ う に 、 ア ミ ノ 酸 が 付 加 さ れ る と 、 ペ プ チ ド が 抗 体 に 結 合 す る 様 式 に 変
化 が 生 じ る こ と が あ る 。 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 は 、 ペ プ チ ド と 抗 体 と の 間 に も う 1つ の 付 加
的 な 結 合 を 形 成 さ せ る だ け で な く 、 ペ プ チ ド が 抗 体 に 結 合 す る 際 に ペ プ チ ド や 抗 体 の 構 造
を 変 化 さ せ る こ と も あ る 。 し た が っ て 、 あ る 実 施 形 態 で は 、 EEKKGN(配 列 番 号 127)や EEKKG
NY(配 列 番 号 131)な ど 様 々 な 長 さ の エ ピ ト ー プ ペ プ チ ド で 結 合 の 特 性 や 最 適 化 に つ い て 調
べ る こ と が で き る 。 ペ プ チ ド の 長 い 断 片 を 用 い れ ば 、 ペ プ チ ド と 抗 体 と の 相 互 作 用 を ペ プ
チ ド の よ り 長 い 部 分 に つ い て 正 確 に 描 出 で き る 。 そ れ ば か り で な く 、 結 合 力 の 変 化 お よ び
結 合 に 関 与 す る 残 基 を 調 べ る こ と に よ っ て 、 長 い ペ プ チ ド に 関 す る さ ら な る 情 報 を デ ー タ
か ら 推 定 す る こ と が 可 能 に な る 。
【 ０ ３ ３ ４ 】
　 ま た 、 お そ ら く は 長 い ペ プ チ ド 断 片 の 検 証 を 補 完 し て 、 種 々 の 結 合 モ デ ル に フ ィ ル タ リ
ン グ 処 理 を 追 加 で 実 施 す る こ と に よ っ て 、 よ り 正 確 な 結 合 モ デ ル を 選 択 す る こ と が で き る
。 フ ィ ル タ リ ン グ 処 理 を 追 加 す る こ と に よ っ て 、 莫 大 な 数 の 結 合 モ デ ル を フ ィ ル タ ー に か
け て 入 手 可 能 な 実 験 デ ー タ と 一 致 す る モ デ ル を 見 出 す こ と が で き る 。
【 ０ ３ ３ ５ 】
あ る 実 施 形 態 で は 、 フ ィ ル タ ー は 、 高 解 像 度 エ ピ ト ー プ マ ッ ピ ン グ デ ー タ や 実 験 に よ っ て
特 徴 が 明 ら か に さ れ た 個 々 の 残 基 の 結 合 プ ロ フ ァ イ ル な ど に 基 づ い て お り 、 こ れ は ペ プ チ
ド 中 の 各 ア ミ ノ 酸 に 関 し て 算 出 さ れ た 結 合 エ ネ ル ギ ー プ ロ フ ァ イ ル と 相 関 す る 可 能 性 が あ
る 。 例 え ば 、 7ア ミ ノ 酸 か ら な る ペ プ チ ド の 結 合 エ ネ ル ギ ー プ ロ フ ァ イ ル を 、 似 た よ う な
結 合 エ ネ ル ギ ー プ ロ フ ァ イ ル を 示 す 結 合 モ デ ル を 選 択 す る 際 に 利 用 す る こ と が で き る 。 結
合 エ ネ ル ギ ー プ ロ フ ァ イ ル は 、 ペ プ チ ド 中 の 特 定 の ア ミ ノ 酸 に 割 り 当 て ら れ た 結 合 エ ネ ル
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ギ ー で あ り 、 そ の モ デ ル に 含 ま れ る 各 ア ミ ノ 酸 の 結 合 エ ネ ル ギ ー と い う 観 点 か ら ペ プ チ ド
の プ ロ フ ァ イ ル を 作 成 す る た め の も の で あ る 。 例 を 挙 げ る と 、 あ る 結 合 モ デ ル に お い て 、
ア ミ ノ 酸 Aお よ び Bか ら な る ペ プ チ ド で Aの 結 合 エ ネ ル ギ ー が -5、 Bの 結 合 エ ネ ル ギ ー が -20
と す る と 、 そ の プ ロ フ ァ イ ル は (-5に )A1お よ び (-20に )B2と な る 。 こ の プ ロ フ ァ イ ル は 他
の 結 合 モ デ ル を フ ィ ル タ ー に か け て 選 択 す る た め に 使 用 で き る 。 例 え ば 、 こ の 結 合 エ ネ ル
ギ ー プ ロ フ ァ イ ル を フ ィ ル タ ー ま た は 「 テ ン プ レ ー ト 」 と し て 使 用 す る と 、 Aに 相 当 す る
部 分 が 相 対 的 に 小 さ い 値 で Bに 相 当 す る 部 分 が 相 対 的 に 大 き い 値 (負 の 数 と し て 小 さ い 、 ま
た は 絶 対 値 が 大 き い )の ペ プ チ ド が 候 補 モ デ ル に 含 ま れ る と そ の 結 合 モ デ ル が 選 択 さ れ る
こ と に な る 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 Bの 部 分 の 値 は Aの 部 分 の 値 よ り も 4倍 大 き い 値 で あ る と
い っ た 制 限 を テ ン プ レ ー ト に さ ら に 加 え る 必 要 が 生 じ る 。
【 ０ ３ ３ ６ 】
　 結 合 エ ネ ル ギ ー プ ロ フ ァ イ ル の テ ン プ レ ー ト は 、 他 の 結 合 モ デ ル 中 の ペ プ チ ド の プ ロ フ
ァ イ ル と 様 々 な 方 法 で 比 較 す る こ と が で き る 。 結 合 エ ネ ル ギ ー プ ロ フ ァ イ ル の テ ン プ レ ー
ト が 期 待 さ れ る 結 合 エ ネ ル ギ ー プ ロ フ ァ イ ル と 類 似 し て い る 場 合 は 、 フ ィ ル タ ー に よ っ て
さ ら な る 調 査 に 用 い る 好 ま し い 結 合 モ デ ル を 選 択 す る こ と が で き る 。 結 合 エ ネ ル ギ ー プ ロ
フ ァ イ ル の テ ン プ レ ー ト が 期 待 さ れ た 結 合 エ ネ ル ギ ー プ ロ フ ァ イ ル と 異 な る 場 合 に は 、 フ
ィ ル タ ー を 利 用 し て 好 ま し く な い 結 合 モ デ ル を 除 外 す る こ と が で き る 。 あ る 実 施 形 態 で は
、 フ ィ ル タ リ ン グ の 過 程 に は 好 ま し い 結 合 エ ネ ル ギ ー と そ う で な い も の の 両 方 の テ ン プ レ
ー ト が 含 ま れ 、 フ ィ ル タ ー は 結 合 モ デ ル の 選 択 と 除 外 の い ず れ に も 使 用 さ れ る 。 当 業 者 が
認 め る よ う に 、 多 数 の 異 な る 結 合 エ ネ ル ギ ー プ ロ フ ァ イ ル が 存 在 す る 可 能 性 が あ り 、 し た
が っ て 状 況 に 応 じ て 使 用 で き る 結 合 エ ネ ル ギ ー プ ロ フ ァ イ ル の テ ン プ レ ー ト も 多 様 で あ る
。
【 ０ ３ ３ ７ 】
　 あ る 実 施 形 態 で は 、 結 合 エ ネ ル ギ ー プ ロ フ ァ イ ル の テ ン プ レ ー ト を 、 ペ プ チ ド 中 の 特 定
部 位 の 結 合 エ ネ ル ギ ー が 相 対 的 に 大 き い テ ン プ レ ー ト と 定 義 す る こ と が 可 能 で あ る 。 好 ま
し い 実 施 形 態 で は 、 結 合 エ ネ ル ギ ー プ ロ フ ァ イ ル の テ ン プ レ ー ト お よ び テ ン プ レ ー ト に よ
っ て 選 択 さ れ た 結 合 エ ネ ル ギ ー プ ロ フ ァ イ ル は 、 ペ プ チ ド EEKKGNY(配 列 番 号 131)の 2、 4、
6番 目 の 位 置 で 相 対 的 に 大 き い 結 合 エ ネ ル ギ ー を 示 す 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 結 合 エ ネ ル ギ
ー プ ロ フ ァ イ ル の テ ン プ レ ー ト は ペ プ チ ド EEKKGNY(配 列 番 号 131)の 3番 目 の 位 置 で 相 対 的
に 小 さ い 結 合 エ ネ ル ギ ー を 示 す 。 こ の 議 論 で は 、 E1、 E2、 K3、 K4、 G5、 N6、 Y7の よ う に 位
置 が 割 り 振 ら れ て い る 。
【 ０ ３ ３ ８ 】
　 あ る 実 施 形 態 で は 、 フ ィ ル タ リ ン グ の 過 程 で ま ず K3と K4の 結 合 エ ネ ル ギ ー が 比 較 さ れ る
。 K3と 比 較 し て K4の 結 合 エ ネ ル ギ ー が 相 対 的 に 大 き い 結 合 モ デ ル を 選 択 し 、 K3と 比 較 し て
K4の 結 合 エ ネ ル ギ ー が 相 対 的 に 小 さ い 結 合 モ デ ル は 除 外 す る 。 し た が っ て 、 「 相 対 的 に 大
き い 」 と い う 言 葉 は K3と 比 較 し て K4の 方 が 大 き い 結 合 エ ネ ル ギ ー を 有 す る (負 の 数 と し て
小 さ い 、 ま た は 絶 対 値 が 大 き い )こ と を 意 味 し て い る 。 次 に 、 結 合 モ デ ル を 結 合 エ ネ ル ギ
ー プ ロ フ ァ イ ル の テ ン プ レ ー ト を 用 い て 再 度 結 合 モ デ ル の フ ィ ル タ リ ン グ を 行 う が 、 今 度
は 2、 4、 6番 目 の 位 置 の 結 合 エ ネ ル ギ ー が 相 対 的 に 大 き い 結 合 モ デ ル を 選 択 し 、 そ れ 以 外
の モ デ ル は 除 外 す る 。 し た が っ て 、 「 相 対 的 に 大 き い 」 と い う 言 葉 は ペ プ チ ド 中 の 最 小 結
合 エ ネ ル ギ ー と 比 較 し て 2、 4、 6番 目 の 位 置 の 結 合 エ ネ ル ギ ー の 方 が 大 き い (負 の 数 と し て
小 さ い 、 ま た は 絶 対 値 が 大 き い )こ と を 意 味 し て い る 。 よ っ て 、 こ の 実 施 形 態 で は 、 結 合
エ ネ ル ギ ー プ ロ フ ァ イ ル の テ ン プ レ ー ト は 、 E1は い か な る 値 で も 可 、 E2は 最 小 値 よ り も 大
き い 値 、 K3は K4よ り も 小 さ い 値 、 K4は 最 小 値 よ り も 大 き い 値 、 G5は い か な る 値 で も 可 、 N6
は 最 小 値 よ り も 大 き い 値 、 Y7は い か な る 値 で も 可 、 と い う よ う に ま と め ら れ る 。 E2、 K4、
N6の い ず れ か よ り も 小 さ い 値 が 少 な く と も 1つ あ る 限 り (ま た は K3が E2、 K4、 N6の い ず れ か
よ り も 小 さ い 限 り )、 E1、 G5、 Y7は い か な る 値 も 取 り 得 る 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 「 相 対 的
に 大 き い 」 値 を モ デ リ ン グ や 実 験 で 明 ら か に さ れ た 標 準 値 に 合 わ せ る こ と も あ る 。 あ る 実
施 形 態 で は 、 結 合 モ デ ル が 最 初 の フ ィ ル タ ー を 通 過 す る こ と の 方 が 2番 目 の フ ィ ル タ リ ン
グ の 段 階 を 通 過 す る こ と よ り も 重 要 で あ る 。 当 業 者 が 認 め る よ う に 、 こ れ ら 2つ の 処 理 は
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順 番 に 行 う 必 要 は な く 、 同 時 に 行 っ て も 構 わ な い 。
【 ０ ３ ３ ９ 】
　 ま た 、 結 果 の フ ィ ル タ リ ン グ に 使 用 す る こ れ ら の プ ロ フ ァ イ ル の テ ン プ レ ー ト は 、 ペ プ
チ ド や 抗 体 、 結 合 の 状 態 に よ っ て 変 化 す る 。 今 回 の 開 示 、 特 に 実 施 例 14に 関 す る 開 示 に よ
っ て 、 当 業 者 は 適 切 な 結 合 エ ネ ル ギ ー プ ロ フ ァ イ ル の テ ン プ レ ー ト を 決 定 す る こ と が で き
る 。 例 え ば 、 表 14.1に 示 す よ う に 、 131抗 体 お よ び 13.1.2抗 体 に は ペ プ チ ド 結 合 に 重 要 と
な る で あ ろ う 残 基 が い く つ か 認 め ら れ る 。 131 mAbで は 、 検 証 し た 特 定 の ペ プ チ ド に 関 し
て E2、 K4、 N6、 お よ び Y7の 位 置 が 重 要 で あ っ た 。 13.1.2 mAbで は 、 検 証 し た 特 定 の ペ プ チ
ド に 関 し て は E2、 K4、 G5、 お よ び N6の 位 置 が 重 要 で あ っ た 。 こ れ ら の 重 要 残 基 は 、 結 合 エ
ネ ル ギ ー プ ロ フ ァ イ ル の テ ン プ レ ー ト を 作 成 す る 際 に 関 与 し 得 る 残 基 で あ る 。 後 記 の 議 論
か ら も 明 ら か な よ う に 、 実 施 例 39の 結 合 エ ネ ル ギ ー プ ロ フ ァ イ ル の テ ン プ レ ー ト は 実 施 例
14の 分 析 で 示 唆 さ れ る も の と は 異 な る と 考 え ら れ る 。 実 施 例 39は あ ま り 厳 密 で は な い テ ン
プ レ ー ト で 、 多 く の モ デ ル が ス ク リ ー ニ ン グ の 段 階 を 通 過 で き る よ う に な っ て い る 。 ス ク
リ ー ニ ン グ の 段 階 を 通 過 で き る モ デ ル 数 を 減 ら し た い と 望 む な ら ば 、 E1お よ び G5に 関 す る
必 要 条 件 を さ ら に 追 加 す る こ と が で き る 。
【 ０ ３ ４ ０ 】
　 次 の 実 施 例 で は 、 長 い ペ プ チ ド の 使 用 が 前 記 の 結 果 を ど の よ う に 変 化 さ せ 、 そ の 変 化 が
何 を 意 味 す る の か に つ い て 示 す 。 ま た 、 前 記 の フ ィ ル タ ー の 1つ を 使 用 し て 特 定 の 結 合 モ
デ ル を 選 択 し た 様 子 を 示 す 。
【 ０ ３ ４ １ 】
(実 施 例 39： 7ア ミ ノ 酸 か ら な る ペ プ チ ド の エ ピ ト ー プ -抗 体 結 合 モ デ ル )
　 本 実 施 例 は 、 13.1.2構 造 モ デ ル の CDR領 域 に 複 合 さ せ た 7残 基 ペ プ チ ド に 対 す る 1組 の 結
合 モ デ ル の 作 成 に つ い て 示 す 。 ま た 、 本 実 施 例 で は 1つ の 結 合 モ デ ル を 他 の 結 合 モ デ ル の
中 か ら 選 別 す る 方 法 を 示 す 。 　
【 ０ ３ ４ ２ 】
　 ま ず 、 7残 基 ペ プ チ ド EEKKGNY(配 列 番 号 131)の 構 造 モ デ ル を 広 が っ た 立 体 配 座 で 構 築 し
、 InsightIIモ デ リ ン グ パ ッ ケ ー ジ の Discover_3モ ジ ュ ー ル で エ ネ ル ギ ー の 最 小 化 を 行 っ
た 。 次 に 、 マ ニ ュ ア ル 操 作 で ペ プ チ ド 構 造 を 結 合 部 位 に 置 い て 初 期 複 合 体 を 形 成 し た 。 In
sightII結 合 モ ジ ュ ー ル の 緩 和 エ ネ ル ギ ー 拘 束 を 用 い て 、 移 動 空 間 お よ び 回 転 空 間 の モ ン
テ カ ル ロ 検 索 を 自 動 的 に 実 施 し た 。 結 合 の 過 程 に お い て 、 結 合 溝 か ら 5オ ン グ ス ト ロ ー ム
以 内 に 位 置 す る 残 基 は 可 動 性 を 有 し た が 、 他 の 抗 体 残 基 は 固 定 さ れ て い た 。 ペ プ チ ド を 開
始 部 位 か ら 5オ ン グ ス ト ロ ー ム 以 内 に 拘 束 し た 。 モ ン テ カ ル ロ 検 索 に よ っ て 発 見 さ れ た 信
頼 性 の 高 い 配 置 に simulated annealingお よ び エ ネ ル ギ ー 最 小 化 を 行 っ て 、 最 終 的 な 複 合
構 造 モ デ ル を 得 た 。 計 63個 の 結 合 モ デ ル が 得 ら れ た 。
【 ０ ３ ４ ３ 】
　 そ れ ぞ れ の 結 合 モ デ ル で 、 抗 体 と ペ プ チ ド 中 の 各 残 基 と の 相 互 作 用 エ ネ ル ギ ー を Discov
er_3で 算 出 し た 。 各 残 基 が エ ピ ト ー プ -抗 体 結 合 に ど の 程 度 関 与 し て い る か を 示 す プ ロ フ
ァ イ ル を 調 査 し て 、 高 分 解 能 エ ピ ト ー プ マ ッ ピ ン グ デ ー タ 、 す な わ ち 「 結 合 エ ネ ル ギ ー プ
ロ フ ァ イ ル の テ ン プ レ ー ト 」 に 一 致 す る 結 合 モ デ ル を 選 択 し た 。 63の 結 合 モ デ ル の う ち 19
が こ の 調 査 を 通 過 し た 。 個 々 の 残 基 の 一 般 的 な 結 合 エ ネ ル ギ ー プ ロ フ ァ イ ル を 表 39.1に 示
す 。 実 施 例 14の エ ピ ト ー プ マ ッ ピ ン グ デ ー タ と 一 致 し て 、 K4の 結 合 エ ネ ル ギ ー が 傑 出 し て
お り 、 N6と E2の 結 合 エ ネ ル ギ ー も 大 き か っ た 。 こ の 結 合 エ ネ ル ギ ー プ ロ フ ァ イ ル の テ ン プ
レ ー ト で は 、 K4が K3よ り も 大 き い と い う 事 実 が 特 に 強 調 さ れ て い る 。 ま た 、 こ の 結 合 エ ネ
ル ギ ー プ ロ フ ァ イ ル で は 、 E2、 K4、 お よ び N6が 相 対 的 に 大 き い 値 で あ る と い う 必 要 条 件 も
重 視 さ れ て い る 。 換 言 す れ ば 、 E2、 K4、 お よ び N6の 結 合 エ ネ ル ギ ー が ペ プ チ ド 中 の 最 小 結
合 エ ネ ル ギ ー (負 の 数 と し て 最 大 、 あ る い は 絶 対 値 が 最 小 )で は な か っ た 。
【 ０ ３ ４ ４ 】
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【 表 ３ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ３ ４ ５ 】
　 結 合 エ ネ ル ギ ー プ ロ フ ァ イ ル に 基 づ く フ ィ ル タ リ ン グ を 通 過 し た 19の モ デ ル で 、 親 和 性
デ ー タ が 存 在 す る 7つ の 変 異 体 (実 施 例 36の Tyr172Arg、 実 施 例 33の Leu217Asn、 実 施 例 32の
Leu217Gln、 実 施 例 34の Asn35Gly、 実 施 例 37の Leu99Asn、 実 施 例 35の Leu99His、 実 施 例 31
の Leu99Thr)の そ れ ぞ れ に 対 し て エ ピ ト ー プ -抗 体 結 合 エ ネ ル ギ ー 特 性 の シ ミ ュ レ ー シ ョ ン
を 実 施 し た 。 こ の 複 合 体 の 静 電 相 互 作 用 の 程 度 を 概 算 し な け れ ば な ら な い こ と か ら 、 一 連
の 計 算 で は 多 数 の 異 な る 誘 電 定 数 を 使 用 し た 。 側 鎖 の 変 化 が 誘 発 す る 局 所 構 造 の 変 化 を 説
明 す る た め に 、 残 基 置 換 後 に 30～ 100段 階 の エ ネ ル ギ ー 最 小 化 を 行 っ て 変 異 を 生 じ さ せ た
。 そ れ ぞ れ の 結 合 モ デ ル で 、 各 変 異 の 選 択 さ れ た パ ラ メ ー タ ー に つ い て 、 7残 基 ペ プ チ ド
と 抗 体 全 体 と の 相 互 作 用 エ ネ ル ギ ー を 算 出 し た 。 8つ の 結 合 エ ネ ル ギ ー を 1ま と ま り と す る
各 組 (変 異 型 7つ と 野 生 型 )に 対 し て 、 そ れ ぞ れ の 結 合 デ ー タ 一 式 の 直 線 あ て は め を 行 っ て
、 K d の 対 数 と 比 較 し た 。 直 線 あ て は め の 相 関 係 数 を そ れ ぞ れ 算 出 し た 。 も っ と も 強 い 相 関
が 得 ら れ た 1つ の モ デ ル は 表 39.1に 示 す デ ー タ を 有 し 、 誘 電 定 数 は 1*rで 、 50段 階 の エ ネ ル
ギ ー 最 小 化 が 行 わ れ た 。 こ の モ デ ル の エ ピ ト ー プ -抗 体 結 合 エ ネ ル ギ ー を 表 39.2に 示 す 。
す べ て の デ ー タ の 相 関 係 数 は 0.80で あ っ た 。 実 施 例 37に あ る よ う に 、 Leu99Asnの K D は 高 い
精 度 で 測 定 さ れ て い な い こ と か ら 、 Leu99Asnの デ ー タ を 除 外 し た 直 線 あ て は め が 別 途 行 わ
れ た 。 図 14に 示 す よ う に 、 0.91と い う 優 れ た 相 関 係 数 が 得 ら れ た 。 し た が っ て 、 正 確 な 結
合 モ デ ル は こ の 選 択 モ デ ル に よ っ て 十 分 に 表 さ れ て い る 。 空 間 を 占 め る ペ プ チ ド を 示 し た
モ デ ル が 図 15で あ り 、 水 素 結 合 は 図 16に 示 す 。 L3 150は 図 16の 下 方 、 H3 160は 上 方 に 位 置
す る 。 H2 140は ペ プ チ ド 結 合 領 域 の 右 側 に あ る 。 ペ プ チ ド 自 体 は 結 合 部 位 に 位 置 し 、 E1が
ペ ー ジ 上 方 に 淡 色 で 示 さ れ 、 下 方 に 向 か っ て 順 に K3、 K4、 G5、 N6、 Y7と 陰 影 が 濃 く な っ て
い く 。 水 素 結 合 に 関 与 す る 抗 体 残 基 を 図 16に 示 す 。 こ の 実 施 例 か ら 生 ま れ た モ デ ル で は 、
K4...Q95、 K4...Q95、 N6...Q98、 G5...H31、 Y7...H31、 お よ び Y7...W165の 7つ の 水 素 結 合
が 示 さ れ る 。
【 ０ ３ ４ ６ 】

10

20

30

(98) JP 2007-526233 A 2007.9.13



【 表 ３ １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ３ ４ ７ 】
　 実 施 例 39で 選 択 さ れ た 図 21の モ デ ル に み ら れ る よ う に 、 結 合 モ デ ル か ら い く つ か の 予 期
せ ぬ 結 果 が 明 示 さ れ た 。 1つ の 興 味 深 い 結 果 と し て 、 E2、 K4、 N6と い っ た 残 基 が ペ プ チ ド
全 体 と し て み る と 結 合 に 重 要 な 残 基 で あ る 一 方 で 、 こ れ ら の ア ミ ノ 酸 の す べ て が 抗 体 と の
水 素 結 合 形 成 に 関 与 す る よ う に は 作 ら れ て い な い こ と が 挙 げ ら れ る 。 K4は Q95と の 2つ の 水
素 結 合 形 成 に 関 与 し て い る と み ら れ 、 こ れ は 結 合 エ ネ ル ギ ー プ ロ フ ァ イ ル や プ ロ フ ァ イ ル
テ ン プ レ ー ト に お け る K4の 重 要 性 と 矛 盾 が な い 。 モ デ ル で は 、 N6も Q98と 結 合 す る と さ れ
て い る 。 し か し 、 こ の 特 定 の モ デ ル で は 、 E2は モ デ ル 内 で 水 素 結 合 を 形 成 す る よ う に は み
え な い 。 こ れ に 一 致 す る 興 味 深 い 傾 向 と し て 、 結 合 エ ネ ル ギ ー プ ロ フ ァ イ ル の テ ン プ レ ー
ト 内 の 各 重 要 残 基 (E2、 K4、 N6な ど )の 大 半 は 埋 も れ て 、 抗 体 結 合 溝 と 接 近 し て い る 。 し た
が っ て 、 こ の 結 合 モ デ ル の 選 択 は 、 こ れ ら の 残 基 は 抗 体 と 密 接 に 相 互 作 用 し て い る と い う
理 由 か ら 重 要 で あ る と い う 事 実 を 説 明 し 得 る も の で あ る 。 ま た 、 E1が W214と の 水 素 結 合 形
成 に 関 与 す る こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ ３ ４ ８ 】
　 実 施 例 39は 、 前 記 の 方 法 で は 結 合 エ ネ ル ギ ー と K D と の 間 に 強 い 相 関 が 生 じ る こ と も 示 し
て い る 。 こ れ は 、 こ の 方 法 で 作 成 さ れ た モ デ ル が 、 抗 体 -ペ プ チ ド 複 合 体 の K D の 最 適 化 あ
る い は 少 な く と も 予 測 を 可 能 に す る こ と を 示 唆 し て い る
【 ０ ３ ４ ９ 】
　 実 施 例 39と 実 施 例 19と の 比 較 か ら わ か る よ う に 、 2つ の モ デ ル の 両 方 で 重 要 と な る 残 基
や 、 7ア ミ ノ 酸 結 合 モ デ ル に の み 認 め ら れ る 残 基 が あ り 、 一 方 で 7ア ミ ノ 酸 結 合 モ デ ル で は
重 要 と み な さ れ な い 残 基 が あ る 。 例 え ば 、 7ペ プ チ ド の エ ピ ト ー プ は 、 K4...Q95、 K4...Q9
5、 N6...Q98、 G5...H31、 Y7...H31、 Y7...W165の 間 に 水 素 結 合 を 形 成 す る と 考 え ら れ る 。
こ れ に 対 し て 、 6ペ プ チ ド の エ ピ ト ー プ は 、 E2...Y172、 K3...H31、 K4...H31、 N6...D33、
N6...Y37、 N6...K55の 間 に 水 素 結 合 を 形 成 す る と 考 え ら れ る 。 こ れ ら の デ ー タ が 示 す よ う
に 、 6ア ミ ノ 酸 ペ プ チ ド モ デ ル と 7ア ミ ノ 酸 ペ プ チ ド モ デ ル の 両 方 で H31の 重 要 性 が 強 調 さ
れ て お り 、 両 モ デ ル で H31が ペ プ チ ド と 2つ の 水 素 結 合 を 形 成 し て い る 。 2組 の デ ー タ 間 に
そ の 他 の 傾 向 が 存 在 す る 可 能 性 も あ る が 、 結 合 作 用 の 多 く は 6ア ミ ノ 酸 モ デ ル か ら 7ア ミ ノ
酸 モ デ ル に 変 化 し て い る よ う で あ る 。 し か し 、 こ れ ら の モ デ ル で は エ ピ ト ー プ の 大 き さ に
よ る 多 様 性 が 検 出 さ れ 、 し た が っ て 、 今 回 の 開 示 の 観 点 か ら し て 、 短 い も の か ら 長 い も の
へ と エ ピ ト ー プ ペ プ チ ド を 大 き く す る こ と が 問 題 で あ っ て は な ら な い こ と を 実 施 例 は 示 し
て い る 。 種 々 の 結 合 モ デ ル で 一 貫 し て 重 要 性 を 明 示 す る ア ミ ノ 酸 の 存 在 は 、 短 い ペ プ チ ド
モ デ ル が 長 い ペ プ チ ド 相 互 作 用 を 代 表 で き る よ う な 種 々 の 相 互 作 用 の 重 要 性 に 対 す る バ イ
ア ス を 生 む 。
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【 ０ ３ ５ ０ 】
　 当 業 者 が 認 め る よ う に 、 前 記 の 議 論 あ る い は 実 施 例 の う ち 6ア ミ ノ 酸 ペ プ チ ド EEKKGN(配
列 番 号 127)に 関 す る も の は 、 7ア ミ ノ 酸 ペ プ チ ド EEKKGNY(配 列 番 号 131)ま た は そ れ よ り も
長 い ペ プ チ ド に も あ て は め る こ と が で き る 。 例 え ば 、 実 施 例 39の 情 報 を 用 い て 実 施 例 20を
再 現 し 、 部 位 特 異 的 変 異 導 入 法 に よ っ て 親 和 性 の 向 上 し た 抗 体 を 合 理 的 に 計 画 す る こ と が
で き る 。 さ ら に 、 部 位 特 異 的 変 異 導 入 法 に よ っ て 抗 体 の 親 和 性 を 改 良 す る 合 理 的 計 画 を 試
み た 後 に 、 実 施 例 39の 結 果 を 用 い て 実 施 例 21を 再 現 し 、 実 施 例 20で 得 ら れ た 新 規 抗 体 を 検
証 す る こ と も で き る 。
【 ０ ３ ５ １ 】
　 あ る 実 施 形 態 で は 、 実 施 例 39の 結 果 が 抗 体 と ペ プ チ ド と の 相 互 作 用 部 分 の 再 定 義 に 使 用
さ れ る 。 例 を 挙 げ る と 、 EEKKGNY(配 列 番 号 131)に 対 す る パ ラ ト ー プ は 、 例 え ば 95番 目 の 残
基 の よ う に ペ プ チ ド と 相 互 作 用 す る こ と が 予 測 さ れ る 抗 体 残 基 を 含 む も の と 定 義 す る こ と
が で き る 。 あ る い は 、 実 施 例 19に あ る よ う に 、 パ ラ ト ー プ は 結 合 し た ペ プ チ ド の 5オ ン グ
ス ト ロ ー ム 以 内 に 存 在 す る 全 残 基 と 定 義 す る こ と も で き る 。
【 ０ ３ ５ ２ 】
（ 種 々 の 蛋 白 質 に お け る in silicoで の 親 和 性 成 熟 ）
　 多 数 の 異 な る 研 究 で 、 in vitroで の 抗 体 の 親 和 性 成 熟 が 成 功 し て い る 。 一 般 的 に は 、 分
子 生 物 学 的 手 法 で 無 作 為 化 変 異 体 ラ イ ブ ラ リ ー を 作 成 す る 必 要 が あ り 、 そ し て 、 優 れ た 結
合 能 を 有 す る ク ロ ー ン を 増 幅 す る た め に 、 選 択 /ス ク リ ー ニ ン グ 法 を 開 発 す る 必 要 が あ る
。 次 に 、 選 択 さ れ た 変 異 体 を 精 製 し て 親 和 性 を 測 定 し な け れ ば な ら な い 。 こ の 過 程 で は 、
長 く 面 倒 な 一 連 の 実 験 が 要 求 さ れ る 。 以 下 の 実 施 例 は 、 抗 体 -抗 原 複 合 体 構 造 の み を 利 用
し て in silicoで の 選 択 に よ っ て 親 和 性 成 熟 の 正 確 な 予 測 が 可 能 で あ る こ と を 示 す 。 　
【 ０ ３ ５ ３ 】
(実 施 例 40： 抗 体 -抗 原 結 合 エ ネ ル ギ ー 特 性 シ ミ ュ レ ー シ ョ ン に よ る in silicoで の 親 和 性
成 熟 )
　 本 実 施 例 で は 、 in silicoの 抗 体 -抗 原 結 合 エ ネ ル ギ ー 特 性 シ ミ ュ レ ー シ ョ ン が 親 和 性 成
熟 に 使 用 で き る こ と を 示 す 。 特 に 、 本 実 施 例 で は 、 Fab-12(rhuMab VEGFと し て 知 ら れ る Ig
G型 )の VEGF(血 管 内 皮 成 長 因 子 )に 対 す る 結 合 キ ネ テ ィ ク ス が 前 記 の in silicoの 過 程 を 通
じ て 予 測 で き る こ と を 示 す 。 　
【 ０ ３ ５ ４ 】
　 使 用 し た VEGF-Fab複 合 体 の 結 晶 構 造 は 、 PDBデ ー タ ベ ー ス 内 に み つ か り 、 ア ク セ ス 番 号
は 1BJ1、 分 解 能 は 2.4オ ン グ ス ト ロ ー ム で あ っ た 。 一 連 の 抗 VEGF Fab変 異 体 に 関 す る 既 発
表 の 実 験 親 和 性 デ ー タ を 用 い て 概 念 を 検 証 し た 。 VEGF-Fab構 造 の 3次 元 配 位 を 使 用 し て 、 H
97Y、 S100aT、 T28D、 28D31H、 28D31H97Y100aT、 N31H、 Y53W、 71I73K、 71V73Vの 各 変 異 体
に in silicoで 変 異 を 起 こ し た 。 親 和 性 デ ー タ は 、 Chen,Yら の 論 文 (J Mol Biol.,293(4):8
65-81(1999年 ))か ら 得 た 。 実 施 例 39で 述 べ た よ う に 、 種 々 の VEGF-Fab変 異 体 間 で エ ネ ル ギ
ー 特 性 シ ミ ュ レ ー シ ョ ン を 実 施 し た 。 結 果 を 表 40.1に 列 挙 す る 。 本 実 施 例 の 結 果 は 、 結 合
エ ネ ル ギ ー と 親 和 性 順 位 と の 有 意 な 相 関 関 係 が こ の 過 程 を 通 じ て 得 ら れ た こ と を 示 し て い
る 。 結 合 エ ネ ル ギ ー と 相 対 親 和 性 の 対 数 と の 直 線 あ て は め を 図 23に 示 す 。 -0.91と い う 相
関 係 数 は 、 in silicoの シ ミ ュ レ ー シ ョ ン が 相 互 作 用 の 詳 細 を 原 子 レ ベ ル で 正 確 に 表 現 し
て い る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ３ ５ ５ 】
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【 表 ３ ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ３ ５ ６ 】
　 前 記 実 施 例 か ら 明 ら か な よ う に 、 シ ミ ュ レ ー シ ョ ン に 基 づ い て 推 定 を 行 い 、 in vitro実
験 を 用 い ず に 親 和 性 の 高 い 変 異 体 を 同 定 す る こ と が で き る 。 ま た 、 こ の 研 究 方 法 が 異 な る
抗 体 や ペ プ チ ド に も 有 用 な こ と は 明 ら か で あ る 。 分 解 能 の 高 い 抗 体 -抗 原 複 合 体 構 造 の み
を 使 用 し 、 こ の 方 法 論 を 広 く 適 用 す る と in silicoで 親 和 性 を 成 熟 さ せ る こ と が で き る 。
あ る 実 施 形 態 で は 、 こ の in silicoの 親 和 性 成 熟 を 使 用 す る こ と に よ っ て 膨 大 な 時 間 と 資
源 が 節 約 で き る 。 　
【 ０ ３ ５ ７ 】
(実 施 例 41： 抗 体 の 標 準 ク ラ ス の 決 定 )
　 Chothiaら は 、 各 免 疫 グ ロ ブ リ ン 鎖 の 超 可 変 領 域 の 「 標 準 ク ラ ス 」 と い う 点 か ら 抗 体 構
造 を 記 述 し て い る (J.Mol.Biol.1987年 8月 20日 ;196(4):901～ 17)。 種 々 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン
の Fabお よ び VL断 端 の 原 子 構 造 を 分 析 し て 、 抗 原 結 合 部 位 の ア ミ ノ 酸 配 列 と 3次 元 構 造 と の
関 連 を 明 ら か に し た 。 Chothiaら は 、 パ ッ キ ン グ 、 水 素 結 合 、 ま た は 独 特 の φ 立 体 配 座 、
ψ 立 体 配 座 、 あ る い は ω 立 体 配 座 を と る 能 力 を 介 し て 超 可 変 領 域 の 主 鎖 立 体 配 座 に 主 と し
て 責 任 を 負 う 残 基 は あ ま り な い こ と を 発 見 し た 。 こ れ ら の 残 基 は 、 超 可 変 領 域 内 や 保 存 さ
れ た β シ ー ト の 枠 組 み の 中 に 生 じ る こ と が 知 ら れ て い る 。 構 造 が 明 ら か に さ れ て い な い 免
疫 グ ロ ブ リ ン の 配 列 を 検 討 す る こ と に よ っ て 、 Chothiaら は 、 多 く の 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 超
過 変 領 域 は 構 造 が 既 知 の 抗 体 の そ れ と 大 き さ が 類 似 し て い る こ と を 示 し た 。 さ ら に 、 観 察
さ れ た 立 体 配 座 に 責 任 を 負 う 部 位 に 相 同 の 残 基 が 含 ま れ る こ と も 示 し て い る 。 　
【 ０ ３ ５ ８ 】
　 Chothiaら の 発 見 か ら 、 こ れ ら の 超 可 変 領 域 は 既 知 の 構 造 の 超 可 変 領 域 と 類 似 し た 立 体
配 座 を 有 す る こ と が 示 唆 さ れ る 。 超 過 変 領 域 の う ち 5カ 所 に 関 し て は 、 立 体 配 座 の 繰 り 返
し は 比 較 的 少 数 の 個 別 的 な 構 造 ク ラ ス に 限 定 し て 認 め ら れ る と 考 え ら れ る 。 超 過 変 領 域 に
一 般 的 に 生 じ る こ れ ら の 主 鎖 立 体 配 座 は 、 「 標 準 構 造 」 と 名 づ け ら れ て い る 。 Chothiaら (
Nature.1989年 12月 21～ 28日 ;342(6252):877～ 83)や 他 の グ ル ー プ (Martin他 .J.Mol.Biol.1
996年 11月 15日 ;263(5):800～ 15)が さ ら に 行 っ た 研 究 で は 、 抗 体 の 6カ 所 の 超 過 変 領 域 の う
ち 少 な く と も 5カ 所 に 主 鎖 立 体 配 座 の 小 さ な 繰 り 返 し が 存 在 す る こ と が 確 認 さ れ て い る 。
【 ０ ３ ５ ９ 】
　 前 記 抗 体 の 一 部 を 分 析 し て 、 各 抗 体 の 相 補 性 決 定 領 域 (CDR)の 標 準 ク ラ ス を 明 ら か に し
た 。 周 知 の と お り 、 標 準 ク ラ ス は 、 抗 体 軽 鎖 の CDR1、 CDR2、 お よ び CDR3に 加 え て 、 抗 体 重
鎖 の CDR1お よ び CDR2に の み 割 り 振 ら れ て い る 。 後 記 の 表 (41.1)に 分 析 結 果 を ま と め る 。 標
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準 ク ラ ス デ ー タ は *HCDR1-HCDR2-LCDR1-LCDR2-LCDR3の 形 で 表 さ れ て お り 、 こ こ で 「 HCDR」
は 重 鎖 、 「 LCDR」 は 軽 鎖 を 示 し て い る 。 し た が っ て 、 例 え ば 1-3-2-1-5と い う 標 準 ク ラ ス
は 、 HCDR1が 標 準 ク ラ ス 1、 HCDR2が 標 準 ク ラ ス 3、 LCDR1が 標 準 ク ラ ス 2、 LCDR2が 標 準 ク ラ
ス 1、 LCDR3が 標 準 ク ラ ス 5に 相 当 す る 抗 体 を 示 す 。
【 ０ ３ ６ ０ 】
【 表 ３ ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ３ ６ １ 】
　 必 要 な 長 さ を 備 え 、 標 準 ク ラ ス に 定 め ら れ る 重 要 残 基 に 合 致 し て い れ ば 、 (H3を 除 く )各
CDRは 標 準 構 造 に 割 り 振 ら れ る 。 例 え ば 、 前 記 Chothiaら の 論 文 中 に 、 各 抗 体 で 定 義 さ れ た
ア ミ ノ 酸 を 確 認 す る こ と が で き る 。 　
【 ０ ３ ６ ２ 】
（ 均 等 物 ）
　 上 記 の 記 述 お よ び 実 施 例 は 、 本 発 明 の 特 定 の 好 ま し い 実 施 形 態 を 詳 述 し た も の で あ り 、
発 明 者 が 意 図 し た 最 良 の 方 法 が 説 明 さ れ て い る 。 し か し 、 前 記 が 文 中 で 詳 細 に 記 述 さ れ て
い る よ う に 見 受 け ら れ た と し て も 、 本 発 明 の 実 施 方 法 は 多 様 で あ り 、 本 発 明 は 添 付 の 請 求
項 お よ び そ の 均 等 物 に 従 っ て 解 釈 さ れ な け れ ば な ら な い 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ３ ６ ３ 】
【 図 １ 】 野 生 型 EGFRと EGFRvIIIと の ア ラ イ ン メ ン ト の 図 で あ る 。 267個 の ア ミ ノ 酸 の 欠 失
お よ び Gの 置 換 を 示 す 。
【 図 ２ 】 EGFRvIII PEP3 14-merペ プ チ ド の 設 計 図 で あ る 。 図 2Aで は 、 EGFRvIII の N末 端 ア
ミ ノ 酸 配 列 LEEKK(配 列 番 号 58)(1～ 5)は EGFRの N末 端 配 列 と 同 一 で あ り 、 こ の 後 ろ に 特 有 の
グ リ シ ン 残 基 が 認 め ら れ 、 さ ら に EGFRの 273か ら 280残 基 と 同 一 な ア ミ ノ 酸 が 続 く 。 図 2Bは
EGFRvIII(6-272)で 欠 失 し て い る EGFRの ア ミ ノ 酸 を 示 す 。
【 図 ３ Ａ 】 発 明 抗 体 の 配 列 の 図 で あ る 。 各 抗 体 の 重 鎖 可 変 領 域 お よ び 軽 鎖 可 変 領 域 の ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 と ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 。 し た が っ て 、 記 載 の 抗 体 の そ れ ぞ れ に つ き 4つ の 配
列 を 示 す 。
【 図 ３ Ｂ 】 図 ３ Ａ と 同 じ 。
【 図 ３ Ｃ 】 図 ３ Ａ と 同 じ 。
【 図 ３ Ｄ 】 図 ３ Ａ と 同 じ 。
【 図 ３ Ｅ 】 図 ３ Ａ と 同 じ 。
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【 図 ３ Ｆ 】 図 ３ Ａ と 同 じ 。
【 図 ３ Ｇ 】 図 ３ Ａ と 同 じ 。
【 図 ３ Ｈ 】 図 ３ Ａ と 同 じ 。
【 図 ３ Ｉ 】 図 ３ Ａ と 同 じ 。
【 図 ３ Ｊ 】 図 ３ Ａ と 同 じ 。
【 図 ３ Ｋ 】 図 ３ Ａ と 同 じ 。
【 図 ３ Ｌ 】 図 ３ Ａ と 同 じ 。
【 図 ４ 】 13.1.2抗 体 の 重 鎖 領 域 と 特 定 の 生 殖 細 胞 系 重 鎖 領 域 と を 比 較 し た 表 で あ る 。 「 -
」 は ハ イ ブ リ ド ー マ 重 鎖 領 域 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 生 殖 細 胞 系 の 同 じ 部 位 の ア ミ ノ 酸 残 基 と 同
じ で あ る こ と を 表 す 。 生 殖 細 胞 系 か ら の 逸 脱 は 適 切 な ア ミ ノ 酸 残 基 で 示 す 。
【 図 ５ 】 13.1.2抗 体 の 軽 鎖 領 域 と 特 定 の 生 殖 細 胞 系 軽 鎖 領 域 と を 比 較 し た 表 で あ る 。 「 -
」 は ハ イ ブ リ ド ー マ 軽 鎖 領 域 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 生 殖 細 胞 系 の 同 じ 部 位 の ア ミ ノ 酸 残 基 と 同
じ で あ る こ と を 表 す 。 生 殖 細 胞 系 か ら の 逸 脱 は 適 切 な ア ミ ノ 酸 残 基 で 示 す 。
【 図 ６ 】 種 々 の ハ イ ブ リ ド ー マ 由 来 抗 体 重 鎖 領 域 と 特 定 の 生 殖 細 胞 系 重 鎖 領 域 と を 比 較 し
た 表 で あ る 。 「 -」 は ハ イ ブ リ ド ー マ 重 鎖 領 域 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 生 殖 細 胞 系 の 同 じ 部 位 の
ア ミ ノ 酸 残 基 と 同 一 で あ る こ と を 表 す 。 生 殖 細 胞 系 か ら の 逸 脱 は 適 切 な ア ミ ノ 酸 残 基 で 示
す 。
【 図 ７ 】 種 々 の ハ イ ブ リ ド ー マ 由 来 抗 体 軽 鎖 領 域 と 特 定 の 生 殖 細 胞 系 軽 鎖 領 域 と を 比 較 し
た 表 で あ る 。 「 -」 は ハ イ ブ リ ド ー マ 軽 鎖 領 域 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 生 殖 細 胞 系 の 同 じ 部 位 の
ア ミ ノ 酸 残 基 と 同 一 で あ る こ と を 表 す 。 生 殖 細 胞 系 か ら の 逸 脱 は 適 切 な ア ミ ノ 酸 残 基 で 示
す 。
【 図 ８ 】 組 み 替 え EGFRvIII mAbと EGFRvIIIを 発 現 す る 細 胞 (NR6細 胞 )と の 結 合 を 表 す 図 で
あ る 。 ひ し 形 は 95、 三 角 形 は 133、 正 方 形 は 139、 「 x」 は 150、 ア ス テ リ ク ス は 170、 円 は 2
21、 直 線 は 230、 長 方 形 は 250を 示 す 。
【 図 ９ Ａ 】 H80に 対 す る ヒ ト 抗 EGFR抗 体 (ABX-EGF)の FACS染 色 解 析 の 図 で あ る 。
【 図 ９ Ｂ 】 H80に 対 す る 抗 体 131の FACS染 色 解 析 の 図 で あ る 。
【 図 ９ Ｃ 】 H80に 対 す る 抗 体 139の FACS染 色 解 析 の 図 で あ る 。
【 図 ９ Ｄ 】 H80に 対 す る 抗 体 13.1.2の FACS染 色 解 析 の 図 で あ る 。
【 図 ９ Ｅ 】 H1477に 対 す る ABX-EGFの FACS染 色 解 析 の 図 で あ る 。
【 図 ９ Ｆ 】 H1477に 対 す る 抗 体 131の FACS染 色 解 析 の 図 で あ る 。
【 図 ９ Ｇ 】 H1477に 対 す る 抗 体 139の FACS染 色 解 析 の 図 で あ る 。
【 図 ９ Ｈ 】 H1477に 対 す る 抗 体 13.1.2の FACS染 色 解 析 の 図 で あ る 。
【 図 ９ Ｉ 】 A549に 対 す る ABX-EGFの FACS染 色 解 析 の 図 で あ る 。
【 図 ９ Ｊ 】 A549に 対 す る 抗 体 131の FACS染 色 解 析 の 図 で あ る 。
【 図 ９ Ｋ 】 A549に 対 す る 抗 体 139の FACS染 色 解 析 の 図 で あ る 。
【 図 ９ Ｌ 】 A549に 対 す る 抗 体 13.1.2の FACS染 色 解 析 の 図 で あ る 。
【 図 ９ Ｍ 】 膠 芽 腫 細 胞 に 対 す る EGFRvIII mAbの 結 合 を 示 す グ ラ フ で あ る 。 黒 い 三 角 形 は H1
477に 対 す る 抗 体 131の 結 合 を 示 す 。 黒 い 正 方 形 は H1477に 対 す る 抗 体 13.1.2の 結 合 を 示 す
。 白 い 三 角 形 は H80に 対 す る 抗 体 131の 結 合 を 示 す 。 白 い 正 方 形 は H80に 対 す る 抗 体 13.1.2
の 結 合 を 示 す 。
【 図 ９ Ｎ 】 ヒ ト 類 表 皮 癌 細 胞 系 A431に 対 す る EGFRvIII mAbの 結 合 を 示 す グ ラ フ で あ る 。 黒
い 正 方 形 は 抗 体 13.1.2を 示 す 。 黒 い 三 角 形 は 抗 体 131を 示 す 。
【 図 ９ Ｏ 】 マ ウ ス 線 維 芽 細 胞 系 NR6に 対 す る 抗 体 13.1.2の 結 合 を 示 す グ ラ フ で あ る 。 正 方
形 は NR6を 示 す 。 三 角 形 は 野 生 型 EDFRを 有 す る NR6を 示 す 。 円 は EGFRvIIIを 発 現 す る NR6を
示 す 。
【 図 ９ Ｐ 】 マ ウ ス 線 維 芽 細 胞 系 に 対 す る 抗 体 131の 結 合 を 示 す グ ラ フ で あ る 。 正 方 形 は NR6
を 示 す 。 三 角 形 は 野 生 型 EDFRを 発 現 す る NR6を 示 す 。 円 は EGFRvIIIを 発 現 す る NR6を 示 す 。
【 図 １ ０ Ａ 】 EGFRを 発 現 す る 細 胞 (A431)に 結 合 す る ヒ ト 抗 EGFR抗 体 (ABX-EGF)の FACS染 色
解 析 の 図 で あ る 。
【 図 １ ０ Ｂ 】 EGFRを 発 現 す る 細 胞 (A431)に 結 合 す る 抗 体 131の FACS染 色 解 析 の 図 で あ る 。
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【 図 １ ０ Ｃ 】 EGFRを 発 現 す る 細 胞 (A431)に 結 合 す る 抗 体 139の FACS染 色 解 析 の 図 で あ る 。
【 図 １ ０ Ｄ 】 EGFRを 発 現 す る 細 胞 (A431)に 結 合 す る 抗 体 13.1.2の FACS染 色 解 析 の 図 で あ る
。
【 図 １ １ 】 抗 体 131の 構 造 モ デ ル の 分 子 表 面 を 示 す 図 で あ る 。 6カ 所 の CDRに 異 な る 陰 影 で
濃 淡 を つ け て そ れ ぞ れ の 境 界 を 示 し た 。 結 合 キ ャ ビ テ ィ は 中 心 付 近 に 位 置 す る 。
【 図 １ ２ 】 抗 体 13.1.2分 子 表 面 の 構 造 モ デ ル の 図 で あ る 。 6カ 所 の CDR領 域 に は 濃 淡 を つ け
て 番 号 を ふ っ た 。 垂 直 中 心 線 に ほ ぼ 沿 っ て 長 い 溝 が 位 置 す る 。
【 図 １ ３ Ａ 】 13.1.2抗 体 と ペ プ チ ド BEKKGN(配 列 番 号 127)と の 複 合 体 の 予 測 結 合 モ デ ル 図
で あ る 。 CDR領 域 に 陰 影 を つ け て 境 界 を 示 し た 。
【 図 １ ３ Ｂ 】 13.1.2抗 体 と ペ プ チ ド BEKKGN(配 列 番 号 127)と の 複 合 体 の 結 合 モ デ ル に お け
る 水 素 結 合 を 示 す 図 で あ る 。 CDRの ル ー プ お よ び 残 基 の 陰 影 は 図 12に 準 ず る 。 ペ プ チ ド 残
基 に は 、 図 上 方 の N末 端 側 か ら C末 端 方 向 へ 1か ら 6ま で 番 号 を ふ っ た 。 6カ 所 の 水 素 結 合 は
点 線 で 示 し た 。 水 素 結 合 を 形 成 す る 6組 の ア ミ ノ 酸 は 、 E2...Y172、 K3...H31、 K4...H31、
N6...D33、 N6...Y37、 N6...K55で あ る 。
【 図 １ ４ 】 選 択 さ れ た 結 合 モ デ ル の 1つ に お け る エ ピ ト ー プ -抗 体 結 合 エ ネ ル ギ ー と Kdの 対
数 と の 相 関 を 示 す グ ラ フ で あ る 。
【 図 １ ５ 】 ペ プ チ ド -13.1.2抗 体 複 合 体 の 精 妙 な 結 合 モ デ ル を 示 す 図 で あ る 。 ペ プ チ ド が
空 間 を 埋 め る よ う な 形 に な っ て い る 。
【 図 １ ６ 】 精 妙 な 結 合 モ デ ル の 水 素 結 合 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 １ ７ 】 抗 体 -抗 原 結 合 エ ネ ル ギ ー と 相 対 親 和 性 の 対 数 と が 線 形 関 係 に あ る こ と を 示 す
グ ラ フ で あ る 。
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【 図 ３ Ａ 】 【 図 ３ Ｂ 】

【 図 ３ Ｃ 】 【 図 ３ Ｄ 】
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【 図 ３ Ｅ 】 【 図 ３ Ｆ 】

【 図 ３ Ｇ 】 【 図 ３ Ｈ 】
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【 図 ３ Ｉ 】 【 図 ３ Ｊ 】

【 図 ３ Ｋ 】 【 図 ３ Ｌ 】
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【 図 ４ 】 【 図 ５ 】

【 図 ６ 】 【 図 ７ 】
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【 図 ８ 】 【 図 ９ Ａ 】

【 図 ９ Ｂ 】

【 図 ９ Ｃ 】

【 図 ９ Ｄ 】

【 図 ９ Ｅ 】

【 図 ９ Ｆ 】
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【 図 ９ Ｇ 】

【 図 ９ Ｈ 】

【 図 ９ Ｉ 】

【 図 ９ Ｊ 】

【 図 ９ Ｋ 】

【 図 ９ Ｌ 】

【 図 ９ Ｍ 】
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【 図 ９ Ｎ 】 【 図 ９ Ｏ 】

【 図 ９ Ｐ 】

【 図 １ ０ Ａ 】

【 図 １ ０ Ｂ 】

【 図 １ ０ Ｃ 】
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【 図 １ ０ Ｄ 】

【 図 １ １ 】

【 図 １ ２ 】

【 図 １ ３ Ａ 】

【 図 １ ３ Ｂ 】 【 図 １ ４ 】

【 図 １ ５ 】
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【 図 １ ６ 】 【 図 １ ７ 】

【 配 列 表 】

【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 18年 3月 1日 (2006.3.1)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
【 補 正 対 象 項 目 名 】 全 文
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 列 LEEKKGNYVVTDHC(配 列 番 号 56)を 含 む ペ プ チ ド と 特 異 的 に 結 合

単 離 し た ヒ ト モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ２ 】
　

【 請 求 項 ３ 】
　

【 請 求 項 ４ 】
　 列 EEKKGNYVVT(配 列 番 号 57) 結 合 す る

抗 体 。
【 請 求 項 ５ 】
　 剤 と し て 許 容 可 能 な 担 体 ま た は 希 釈 剤 と 結 合 し て い る 、 請 求 項 に 記 載 の
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配 し 、 上 皮 成 長 因 子 （ EG
F） の 上 皮 成 長 因 子 受 容 体 vIII（ EGFRvIII） に 対 す る 結 合 を 阻 害 す る

EGFRvIIIの 配 列 LEEKKGNYVVTDHC(配 列 番 号 56)を 含 む エ ピ ト ー プ に 特 異 的 に 結 合 す る 、 請
求 項 1に 記 載 の 単 離 し た ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。

LEEKKGNYVVTDHC(配 列 番 号 56)を 含 む エ ピ ト ー プ の 6番 目 の グ リ シ ン 残 基 を 特 異 的 に 認 識
す る 、 請 求 項 1に 記 載 の ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。

配 を 有 す る ペ プ チ ド と 更 に 、 請 求 項 1に 記 載 の ヒ ト
モ ノ ク ロ ー ナ ル
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抗 体 。
【 請 求 項 ６ 】
　 治 療 剤 を 結 合 さ せ た 、 単 離 し た 抗 体 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 治 療 剤 が 毒 素 で あ る 、 請 求 項 に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ８ 】
　
【 請 求 項 ９ 】
　 .3x10 - 9 M未 満 の K D を 有 す る 抗 体 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 00pM未 満 の K D を 有 す る 抗 体 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 前 記 抗 体 が 131で あ る 、 請 求 項 に 記 載 の
抗 体 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 前 記 抗 体 が 13.1.2で あ る 、 請 求 項 に 記
載 の 抗 体 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 前 記 抗 体 が イ ン タ ー ナ リ ゼ ー シ ョ ン さ れ る 、 請 求 項 に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　
【 請 求 項 １ ５ 】
　 乳 動 物 組 織 ま た は 細 胞 中 の EGFRvIIIを 検 出 す る た め の ア ッ セ イ キ ッ ト で あ っ て 、

抗 体 、 お よ び 存 在 す る 場 合 抗 体 と の を 示
す た め の 手 段 を 含 む キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 前 記 抗 体 が モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 に 記 載 の ア ッ セ イ キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 記 抗 体 が 標 識 さ れ て い る 、 請 求 項 に 記 載 の ア ッ セ イ キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 前 記 抗 体 が 非 標 識 の 一 次 抗 体 で あ り 、 反 応 を 示 す た め の 前 記 手 段 が 抗 免 疫 グ ロ ブ リ ン で
あ る 標 識 し た 二 次 抗 体 を 含 む 、 請 求 項 に 記 載 の ア ッ セ イ キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 記 抗 体 が 、 蛍 光 色 素 、 酵 素 、 放 射 性 核 種 お よ び 放 射 線 不 透 過 性 物 質 か ら な る 群 か ら 選
択 さ れ る マ ー カ ー で 標 識 さ れ て い る 、 請 求 項 に 記 載 の ア ッ セ イ キ ッ ト 。
【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 19年 6月 19日 (2007.6.19)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
【 補 正 対 象 項 目 名 】 全 文
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 配 列 LEEKKGNYVVTDHC(配 列 番 号 56)を 含 む ペ プ チ ド と 特 異 的 に 結 合 し 、 上 皮 成 長 因 子 （ EG
F） の 上 皮 成 長 因 子 受 容 体 vIII（ EGFRvIII） に 対 す る 結 合 を 阻 害 す る 単 離 し た ヒ ト モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ２ 】
　 EGFRvIIIの 配 列 LEEKKGNYVVTDHC(配 列 番 号 56)を 含 む エ ピ ト ー プ に 特 異 的 に 結 合 す る 、 請
求 項 1に 記 載 の 単 離 し た ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
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完 全 な ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 1に 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。

1 、 請 求 項 8に 記 載 の

5 、 請 求 項 8に 記 載 の

完 全 な ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 8

完 全 な ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 8

こ と が で き る 1

薬 剤 と し て 許 容 可 能 な 担 体 ま た は 希 釈 剤 と 結 合 し て い る 、 請 求 項 1に 記 載 の 抗 体 。

哺 請 求
項 1か ら 11の い ず れ か 一 項 に 記 載 の EGFRvIII 結 合
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【 請 求 項 ３ 】
　 LEEKKGNYVVTDHC(配 列 番 号 56)を 含 む エ ピ ト ー プ の 6番 目 の グ リ シ ン 残 基 を 特 異 的 に 認 識
す る 、 請 求 項 1に 記 載 の ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ４ 】
　 配 列 EEKKGNYVVT(配 列 番 号 57)を 有 す る ペ プ チ ド と 更 に 結 合 す る 、 請 求 項 1に 記 載 の ヒ ト
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ５ 】
　 薬 剤 と し て 許 容 可 能 な 担 体 ま た は 希 釈 剤 と 結 合 し て い る 、 請 求 項 1に 記 載 の モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ６ 】
　 治 療 剤 を 更 に 結 合 さ せ た 、 請 求 項 1に 記 載 の 単 離 し た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 治 療 剤 が 毒 素 で あ る 、 請 求 項 6に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ８ 】
　 完 全 な ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 1に 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ９ 】
　 1.3x10 - 9 M未 満 の K D を 有 す る 、 請 求 項 8に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 500pM未 満 の K D を 有 す る 、 請 求 項 に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 前 記 完 全 な ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 131で あ る 、 請 求 項 8に 記 載 の
抗 体 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 前 記 完 全 な ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 13.1.2で あ る 、 請 求 項 8に 記
載 の 抗 体 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 前 記 抗 体 が イ ン タ ー ナ リ ゼ ー シ ョ ン さ れ る こ と が で き る 、 請 求 項 1に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 薬 剤 と し て 許 容 可 能 な 担 体 ま た は 希 釈 剤 と 結 合 し て い る 、 請 求 項 に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 哺 乳 動 物 組 織 ま た は 細 胞 中 の EGFRvIIIを 検 出 す る た め の ア ッ セ イ キ ッ ト で あ っ て 、 請 求
項 1か ら 11の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 抗 体 、 お よ び 存 在 す る 場 合 抗 体 と EGFRvIIIの 結 合 を 示
す た め の 手 段 を 含 む キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 前 記 抗 体 が モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 15に 記 載 の ア ッ セ イ キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 前 記 抗 体 が 標 識 さ れ て い る 、 請 求 項 16に 記 載 の ア ッ セ イ キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 前 記 抗 体 が 非 標 識 の 一 次 抗 体 で あ り 、 反 応 を 示 す た め の 前 記 手 段 が 抗 免 疫 グ ロ ブ リ ン で
あ る 標 識 し た 二 次 抗 体 を 含 む 、 請 求 項 15に 記 載 の ア ッ セ イ キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 前 記 抗 体 が 、 蛍 光 色 素 、 酵 素 、 放 射 性 核 種 お よ び 放 射 線 不 透 過 性 物 質 か ら な る 群 か ら 選
択 さ れ る マ ー カ ー で 標 識 さ れ て い る 、 請 求 項 15に 記 載 の ア ッ セ イ キ ッ ト 。
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https://worldwide.espacenet.com/patent/search/family/034108807/publication/JP2007526233A?q=JP2007526233A

