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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ヒト化抗ＣＤ１９モノクローナル抗体またはそのフラグメントであって、
　前記ヒト化抗ＣＤ１９モノクローナル抗体が、図４ＡのｈＡ１９Ｖｋ（配列番号７）、
図４ＢのｈＡ１９ＶＨ（配列番号１０）およびヒト抗体の定常領域を含んでなり、
　前記フラグメントが、Ｆ（ａｂ’）２、Ｆａｂ’、Ｆａｂ、ＦｖおよびｓＦｖからなる
群から選択されるものである、ヒト化抗ＣＤ１９モノクローナル抗体またはそのフラグメ
ント。
【請求項２】
　少なくとも２つのモノクローナル抗体またはそのフラグメントを含んでなる抗体融合タ
ンパク質であって、前記モノクローナル抗体またはそのフラグメントのそれぞれが独立し
て請求項１に記載の抗ＣＤ１９モノクローナル抗体またはそのフラグメントである、抗体
融合タンパク質。
【請求項３】
　（ａ）請求項１に記載の少なくとも１つの第一の抗ＣＤ１９モノクローナル抗体または
そのフラグメントと、（ｂ）少なくとも１つの第二のモノクローナル抗体またはそのフラ
グメントとを含んでなり、前記第二のモノクローナル抗体またはそのフラグメントが抗Ｃ
Ｄ１９モノクローナル抗体またはそのフラグメント以外のものである、抗体融合タンパク
質。
【請求項４】
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　少なくとも１つのモノクローナル抗体またはそのフラグメントがターゲッティング可能
な接合体と反応性であり、前記ターゲッティング可能な接合体が診断または治療薬を有す
るものである、請求項３に記載の抗体融合タンパク質。
【請求項５】
　前記第二のモノクローナル抗体またはそのフラグメントが、ＣＤ４、ＣＤ５、ＣＤ８、
ＣＤ１４、ＣＤ１５、ＣＤ１９、ＣＤ２０、ＣＤ２１、ＣＤ２２、ＣＤ２３、ＣＤ２５、
ＣＤ３３、ＣＤ３７、ＣＤ３８、ＣＤ４０、ＣＤ４０Ｌ、ＣＤ４６、ＣＤ５２、ＣＤ５４
、ＣＤ７４、ＣＤ８０、ＣＤ１２６、ＣＤ１３８、Ｂ７、ＭＵＣ－１、Ｉａ、ＨＭ１．２
４、ＨＬＡ－ＤＲ、テネイシン、ＶＥＧＦ、ＰＩＧＦ、ＥＤ－Ｂフィブロネクチン、癌遺
伝子、癌遺伝子産物、ＮＣＡ　６６ａ－ｄ、壊死抗原、Ｉｉ、ＩＬ－２、Ｔ１０１、ＴＡ
Ｃ、ＩＬ－６、ＴＲＡＩＬ－Ｒ１（ＤＲ４）およびＴＲＡＩＬ－Ｒ２（ＤＲ５）、および
それらの組合せからなる群から選択される抗原と反応性のモノクローナル抗体からなる群
から選択されるものである、請求項４に記載の抗体融合タンパク質またはそのフラグメン
ト。
【請求項６】
　少なくとも１つの診断薬または少なくとも１つの治療薬に結合した抗体成分を含んでな
り、前記抗体成分が、請求項１に記載の抗ＣＤ１９モノクローナル抗体またはそのフラグ
メント、または、請求項２または３に記載の抗体融合タンパク質を含んでなる、Ｂ細胞タ
ーゲッティング診断または治療接合体。
【請求項７】
　前記抗体成分が、抗体融合タンパク質であり、前記モノクローナル抗体またはそのフラ
グメントのそれぞれが、少なくとも１つの治療薬に結合してなる、請求項６に記載の治療
接合体。
【請求項８】
　前記治療薬が、放射性標識、免疫調節剤、酵素、ホルモン、オリゴヌクレオチド、光活
性治療薬、細胞傷害剤およびそれらの組合せからなる群から選択されるものである、請求
項６に記載の治療接合体。
【請求項９】
　前記細胞傷害剤が薬剤または毒素である、請求項８に記載の治療接合体。
【発明の詳細な説明】
【発明の背景】
【０００１】
　本出願は、２００３年７月３１日出願の米国仮出願出願番号第６０／４９１，２８２号
に基づき優先権を主張するものであり、上記出願明細書の全内容は、引用することにより
本明細書の一部とされる。
【０００２】
発明の分野
　本発明は、抗ＣＤ１９抗体、特にヒト化、キメラおよびヒト抗ＣＤ１９抗体、特に裸で
あるかまたは少なくとも１つの治療および／または診断薬に接合したモノクローナル抗体
（ＭＡｂ）およびそのフラグメント、およびそれらの使用方法に関する。特に、本発明に
よる抗ＣＤ１９抗体は、例えば、悪性疾患および／または自己免疫疾患などの炎症性疾患
または障害のようなＢ細胞疾患の治療に用いることができる。本発明の方法および組成物
は、非ホジキンリンパ腫、慢性リンパ性白血病および急性リンパ芽球性白血病などのリン
パ腫や白血病の治療に用いることもできる。好ましい態様では、腫瘍性疾患は、進行の遅
い形態のＢ細胞リンパ腫、急速進行性形態のＢ細胞リンパ腫（非ホジキンリンパ腫）、慢
性リンパ性白血病または急性リンパ性白血病のようなＢ細胞悪性疾患、または多発性骨髄
腫である。
【０００３】
　本発明はまた、抗体融合タンパク質であって、少なくとも２つの抗ＣＤ１９　ＭＡｂも
しくはそれらのフラグメント、または少なくとも１つの抗ＣＤ１９　ＭＡｂもしくはその
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フラグメントと少なくとも１つの抗ＣＤ１９　ＭＡｂまたはそのフラグメント以外の第二
のＭＡｂもしくはそのフラグメントとを含んでなる抗体融合タンパク質に関する。本発明
の多重特異性および／または融合タンパク質は、裸であるかまたは少なくとも１つの治療
および／または診断薬に接合していることができる。
【０００４】
　ヒト化、キメラおよびヒト抗ＣＤ１９　ＭＡｂおよびそのフラグメント、および抗体融
合タンパク質およびそのフラグメントは、裸であるかまたは治療または診断薬に接合して
単独で、または別の裸の抗体と組み合わせて投与することができる。また、裸のまたは接
合した抗ＣＤ１９抗体およびそのフラグメント、および抗体融合タンパク質およびそのフ
ラグメントは、ＣＤ１９抗体またはそのフラグメント、または融合タンパク質またはその
フラグメントに接合していない少なくとも１つの治療薬または診断薬と組み合わせて投与
することができる。
【０００５】
　更に、本発明は、ヒト化、キメラまたはヒト抗ＣＤ１９抗体およびそのフラグメント、
および抗体融合タンパク質およびそのフラグメントをコードするＤＮＡ配列に関する。同
様に、このＤＮＡ配列を含むベクターおよび宿主細胞も意図される。最後に、本発明は、
ヒト化、キメラおよびヒト抗ＣＤ１９抗体およびそのフラグメント、および融合タンパク
質およびそれらのフラグメントの製造方法を開示する。
【０００６】
背景技術
　脊椎動物の免疫系は、外来抗原を正確に認識し、これらの外来抗原に特異的に結合して
除去／破壊する目的で進化してきた多数の種類の臓器および細胞からなっている。リンパ
球は、他の細胞型の中、免疫系にとって重要である。リンパ球は、２つの主要な下位個体
群のＴ細胞とＢ細胞に分割される。それらは相互依存性であるが、Ｔ細胞は主として細胞
性免疫に関与しており、Ｂ細胞は主として抗体産生（体液性免疫）に関与する。
【０００７】
　ヒトでは、それぞれのＢ細胞が莫大な数の抗体分子を産生することができる。このよう
な抗体産生は、外来抗原が中和されてしまったときには、典型的には停止（または実質的
に減少）する。しかしながら、場合によっては、特定のＢ細胞の増殖は衰えることなく継
続し、Ｂ細胞リンパ腫として知られる癌を生じることがある。非ホジキンリンパ腫のＢ細
胞サブタイプのようなＢ細胞リンパ腫は、癌死亡率の重要な一因である。Ｂ細胞悪性疾患
の様々な種類の治療に対する応答は雑多である。例えば、非ホジキンリンパ腫の適切な臨
床的病期分類が可能な場合には、屋外の放射線療法が満足な治療を提供することができる
。更に、患者の約半数は、この疾患で死亡する。Devesa et al., J. Nat'l Cancer Inst.
 79:701 (1987)。
【０００８】
　慢性リンパ性白血病の大半は、Ｂ細胞系統のものである。Freedman, Hematol. Oncol. 
Clin. North Am. 4:405 (1990)。この種のＢ細胞悪性疾患は、西欧世界で最も一般に見ら
れる白血病である。Goodman et al., Leukemia and Lymplaoma 22:1 (1996)。慢性リンパ
性白血病の自然な展開は、幾つかの時期に分類される。初期では、慢性リンパ性白血病は
、寿命が延びた小さな成熟した機能不全(functionally-imcompetent)の悪性Ｂ細胞の蓄積
を特徴とする進行の遅い疾患である。結局、悪性Ｂ細胞の倍加時間は減少して、患者には
ますます徴候が現れる。治療は徴候を軽減することができるが、患者の全般的な生存は極
めて僅かしか影響されない。慢性リンパ性白血病の後期段階は、著しい貧血および／また
は血小板減少を特徴とする。この時点での中央生存期間は２年未満である。Foon et al.,
 Annals Int. Medicine 113:525 (1990)。細胞増殖の速度が極めて低いため、慢性リンパ
性白血病は細胞傷害剤治療に抵抗性である。
【０００９】
　化学療法および放射線療法などＢ細胞悪性疾患の在来の治療方法は、毒性副作用のため
有用性は限られている。本発明は、接合したモノクローナル抗体や抗体フラグメントを用
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いて放射性核種、毒素、ＲＮＡｉ分子、または他の治療または診断薬を腫瘍部位へ選択的
に向けることによって正常組織の薬剤毒性をできるだけ少なくする。更に、抗ＣＤ１９、
－ＣＤ２０、－ＣＤ２１、－ＣＤ２３、－ＣＤ８０および－ＣＤ２２抗体のような非接合
Ｂ細胞抗体を用いて、Ｂ細胞悪性疾患上のある種の標識を標的とすることができる。また
、ＨＬＡ－ＤＲのような他の抗原は、他の細胞型上でも発現するが、正常および悪性Ｂ細
胞について標的として働くことがある。
【００１０】
　Ｂ細胞は、分化および同定のマーカーとして用いることができる細胞表面タンパク質を
含んでなる。このようなヒトＢ細胞マーカーはＣＤ１９抗原であり、成熟Ｂ細胞には見ら
れるが血漿細胞には見られない。ＣＤ１９は初期のプレＢ細胞発生の際に発現し、血漿細
胞分化までそのままである。ＣＤ１９は、正常なＢ細胞、および異常増殖がＢ細胞リンパ
腫をもたらす可能性がある悪性Ｂ細胞のいずれでも発現する。例えば、ＣＤ１９は、非ホ
ジキンリンパ腫、慢性リンパ性白血病、および急性リンパ芽球性白血病などのＢ細胞系統
の悪性疾患で発現するが、これらに限定されない。
【００１１】
　非ヒトモノクローナル抗体（例えば、ネズミモノクローナル抗体）を用いる場合の潜在
的問題点は、典型的にはヒトエフェクター機能性を欠いていることである。換言すれば、
このような抗体は、補体依存性リーシスを伝達しまたは抗体依存性細胞傷害性またはＦｃ
受容体によって伝達される貪食作用を介してヒト標的細胞をリーシスすることができない
ことがある。　更に、非ヒトモノクローナル抗体は異種タンパク質としてのヒト宿主によ
って認識することができ、従ってこのような異種抗体を反復投与することによって、免疫
応答を誘導して有害な過敏反応を生じる可能性がある。ネズミを基としたモノクローナル
抗体については、これはヒト抗マウス抗体（ＨＡＭＡ）応答と表されることが多い。
【００１２】
　キメラ抗体の使用は一層好ましく、これらはネズミ抗体ほど強いＨＡＭＡ応答を誘導し
ないからである。キメラ抗体は、２種類以上の異なる種由来の部分を含んでなる抗体であ
る。例えば、Liu, A. Y. et al,「強力なＦｃ依存性生物活性を有するＣＤ２０に対する
マウス－ヒトキメラモノクローナル抗体の産生」J. Immun. 139/10:3521-3526 (1987)に
は、ＣＤ２０抗原に対して指定されたマウス／ヒトキメラ抗体が記載されている。ＰＣＴ
国際公開第ＷＯ　８８／０４９３６号明細書も参照されたい。しかしながら、文献には、
Ｂ細胞疾患の治療にこのようなキメラ抗体を用いることの能力、効力または実用性につい
て何の情報も提供されていない。イン・ビトロでの機能性分析（例えば、補体依存性リー
シス　（ＣＤＣ）、抗体依存性細胞傷害（ＡＤＣＣ）など）は、特異抗原を発現する標的
細胞を破壊しまたは涸渇させるキメラ抗体のイン・ビボ能力を本質的に予測することがで
きないことが注目される。例えば、Robinson, R. D. et al.,「異なる抗腫瘍細胞の生物
活性を伝達するキメラマウス－ヒト抗癌抗体」Hum. Antibod. Hybridomas 2:84-93 (1991
) （検出不能なＡＤＣＣ活性を有するキメラマウス－ヒト抗体）を参照されたい。従って
、キメラ抗体の潜在的な治療効力は、イン・ビボ実験、好ましくは特定の療法についての
目的とする種における実験によってのみ真に評価することができる。
【００１３】
　ネズミモノクローナル抗体の能力を改良してＢ細胞疾患の治療に有効とする１つの方法
は、放射性標識または化学療法剤を抗体に接合させて、標識または薬剤が腫瘍部位に局在
化するようにすることであった。例えば、研究は、９０Ｙを標識した抗ＣＤ１９抗体を用
いて、マウスのリンパ腫を減少させることができ(McDevitt et al., Leukemia 16:60(200
2)）、イダルビシンに接合した抗ＣＤ１９抗体は、実験モデルでの腫瘍退縮を生じ(Rowla
nd et al., Cancer Immunol. Immunother., 37:195 (1993))、１２５Ｉおよび１１１Ｉｎ
で放射性標識したＣＤ１９は、腫瘍のある臓器に特異的に吸収される(Mitchell et al., 
J. Nucl. Med., 44:1105 (2003))ことを示している。抗ＣＤ１９抗体を用いる併用療法も
、Ek et al., Leuk. Lymphoma 31:143 (1998)およびUckum et al., Blood, 79:3116 (199
2)に記載されている。抗ＣＤ１９抗体やＣＤ３　ｘ　ＣＤ１９ダイアボディーを用いるヒ
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トＢ細胞リンパ腫の治療は、それぞれHekman et al., Cancer Immunol. Immunother., 32
:364 (1991)およびCochlovius et al., J. Immunol., 165:888 (2000)に記載されている
。
【００１４】
　しかしながら、これらの方法は、以前に集中的細胞傷害性化学療法を受けたことがある
リンパ腫の多くの患者は免疫が抑制されており、激しい予備治療を受けたことがないリン
パ腫の患者よりＨＡＭＡ率が低いという事実にもかかわらず、これらの方法ではネズミ抗
体の使用に関連した障害は除かれなかった。
【００１５】
　自己免疫疾患などの炎症性疾患も、Ｂ細胞障害と関連した疾患のクラスである。自己免
疫疾患の例としては、急性特発性血小板減少性紫斑病、慢性特発性血小板減少性紫斑病、
シデナム舞踏病、重症筋無力症、全身性エリテマトーデス、ループス腎炎、リウマチ熱、
多腺性症候群、水疱性類天疱瘡、糖尿病、ヘノッホ－シェーンライン紫斑病、ポストスト
レプトコッカス腎炎(post-streptococcalnephritis)、結節性紅斑、高安動脈炎、アジソ
ン病、関節リウマチ、多発性硬化症、サルコイドーシス、潰瘍性大腸炎、多形紅斑、Ｉｇ
Ａネフロパシー、結節性多発動脈炎、強直性脊椎炎、グッドパスチャー症候群、閉塞性血
栓血管炎(thromboangitisubiterans)、シェーグレン症候群、原発性胆汁性肝硬変症、橋
本甲状腺炎、甲状腺中毒症、強皮症、慢性活動性肝炎、多発性筋炎／皮膚筋炎、多発性軟
骨炎、尋常性天疱瘡(parnphigus vulgaris)、ヴェーゲナー肉芽腫症、膜性腎症、筋萎縮
性側索硬化症、脊髄ロウ、巨細胞性動脈炎／多発筋痛、悪性貧血、急速進行性糸球体腎炎
、乾癬、および繊維化性肺胞炎が挙げられるが、これらに限定されない。最も良く用いら
れる治療は副腎皮質ステロイドおよび細胞傷害剤であり、これらは極めて毒性が高いこと
がある。これらの薬剤は免疫系全体をも抑制し、重篤な感染症を生じる可能性があり、骨
髄、肝臓および腎臓に悪影響を及ぼす。クラスＩＩＩの自己免疫疾患の治療に今日まで用
いられてきた他の治療薬は、Ｔ細胞およびマクロファージに向けられたものであった。自
己免疫疾患、特にクラスＩＩＩの自己免疫疾患の治療のための更に有効な方法が求められ
ている。
【００１６】
　Ｂ細胞疾患およびそれらの治療に関する多くの問題点を検討するため、本発明は、ヒト
化、キメラおよびヒト抗ＣＤ１９モノクローナル抗体およびそのフラグメント、および抗
体融合タンパク質およびそのフラグメントを、ネズミ抗体の使用に関連した有害応答なし
でヒトおよび他の哺乳類におけるＢ細胞リンパ腫および白血病および自己免疫疾患の治療
の目的で提供する。本発明の抗体、融合タンパク質およびそのフラグメントは、単独で、
少なくとも１種類の診断および／または治療薬に接合して、または他の治療様式と組み合
わせて用いることができる。
【発明の概要】
【００１７】
　従って、本発明は、ＣＤ１９と呼ばれ、Ｂ細胞悪性疾患および自己免疫疾患のようなＢ
細胞疾患の治療および診断に有用なヒトＢ細胞マーカーに結合するヒト化、キメラおよび
ヒト抗ＣＤ１９抗体を提供する。
【００１８】
　本発明は、ヒトまたは家畜のような哺乳類患者を１種類以上のヒト化、キメラまたはヒ
トＣＤ１９抗体を単独で、抗体融合タンパク質として、治療接合体単独または抗体融合タ
ンパク質の部分として組み合わせて、または他の抗体、他の治療薬または免疫調節剤を用
いる多様療法(multimodal therapy)として、または少なくとも１種類の治療薬、治療用放
射性核種または免疫調節剤に結合した免疫接合体として用いる治療方法を提供する。これ
らのヒト化、キメラおよびヒトＣＤ１９抗体は、診断用画像化剤として単独で、他の診断
用画像化剤と組み合わせて、および／または治療用途と共に用いることもできる。
【００１９】
　本発明は、更に特異的ネズミＣＤＲまたはＣＤ１９に特異性を有する２つ以上のネズミ
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またはキメラ抗ＣＤ１９　ＭＡｂ由来のネズミＣＤＲの組合せを含む抗ＣＤ１９　ＭＡｂ
またはそのフラグメントに関する。これらのＭＡｂは、ヒト化、キメラまたはヒト抗ＣＤ
１９　ＭＡｂであることができる。
【００２０】
　本発明は、少なくとも２つの抗ＣＤ１９　ＭＡｂまたはそのフラグメント、または抗Ｃ
Ｄ１９　ＭＡｂまたはそのフラグメントを含んでなる第一のＭＡｂと第二のＭＡｂを含ん
でなる抗体融合タンパク質にも関する。
【００２１】
　本発明は、更に抗ＣＤ１９　ＮＵｂｓまたはそのフラグメントと、少なくとも１種類の
治療薬および／または少なくとも１種類の診断薬に結合した抗ＣＤ１９　ＭＡｂまたは他
のＭＡｂまたはそのフラグメントとの治療または診断接合体にも関する。同一または異な
る種類の複数の治療薬との抗体融合タンパク質も、本発明で考えられる。
【００２２】
　本発明は、更に、抗ＣＤ１９　ＭＡｂまたはそのフラグメントまたはその抗体融合タン
パク質またはそのフラグメントを治療に単独で、互いに組み合わせて、裸の、１種類以上
の治療薬に接合して、またはそれぞれ１種類以上の治療薬と組み合わせて投与する使用方
法にも関する。
【００２３】
　本発明は、更に、抗ＣＤ１９　ＭＡｂまたはそのフラグメントまたはその抗体融合タン
パク質またはそのフラグメントを１つ以上の診断薬に結合させたものを診断薬に使用する
方法にも関する。
【発明の具体的説明】
【００２４】
　特に断らない限り、本明細書で用いられる単数への言及は「１以上」を意味する。
１．大要
　上記のように、治療用放射性核種と未接合であるかまたはで標識されている抗ＣＤ１９
抗体は、中または急速進行性Ｂ細胞リンパ腫の患者において客観的且つ継続的応答を高比
率で提供することができなかった。本発明は、ヒトおよび家畜である哺乳類患者の治療に
有用な、単独で、接合体として、または他の裸の抗体および抗体治療接合体などの他の治
療薬と組み合わせて投与される、ヒト化、キメラおよびヒト抗ＣＤ１９抗体、およびその
抗体融合タンパク質を提供する。
【００２５】
　本発明の抗ＣＤ１９　ＭＡｂは、特異的ネズミＣＤＲまたはＣＤ１９抗原に特異性を有
する２種類以上のネズミまたはキメラ抗ＣＤ１９　ＭＡｂ由来のネズミＣＤＲの組合せを
含む。本発明の抗ＣＤ１９　ＭＡｂは、ヒト化、キメラまたはヒト　ＭＡｂであり、それ
らはネズミ抗ＣＤ１９　ＭＡｂのＣＤＲとヒト抗体の軽および重鎖定常領域のアミノ酸を
含むが、ネズミ抗ＣＤ１９　ＭＡｂのＢ細胞およびＢ細胞リンパ腫および白血病細胞への
ターゲッティングを実質的に保持する。抗ＣＤ１９　ＭＡｂの軽鎖可変領域のＣＤＲは、
アミノ酸ＫＡＳＱＳＶＤＹＤＧＤＳＹＬＮを含むＣＤＲ１、アミノ酸ＤＡＳＮＬＶＳを含
むＣＤＲ２、およびアミノ酸ＱＱＳＴＥＤＰＷＴを含むＣＤＲ３を含んでなり、抗ＣＤ１
９　ＭＡｂの重鎖可変領域のＣＤＲは、アミノ酸ＳＹＷＭＮを含むＣＤＲ１、アミノ酸Ｑ
ＩＷＰＧＤＧＤＴＮＹＮＧＫＦＫＧを含むＣＤＲ２、およびアミノ酸ＲＥＴＴＴＶＧＲＹ
ＹＹＡＭＤＹを含むＣＤＲ３を含んでなる。
【００２６】
　好ましい態様では、本発明のヒト化抗ＣＤ１９　ＭＡｂまたはそのフラグメントは、ネ
ズミ抗ＣＤ１９　ＭＡｂのＣＤＲと、ヒト抗体の軽および重鎖可変領域およびヒト抗体の
軽および重鎖定常領域のフレームワーク（ＦＲ）領域を含んでなるが、親のネズミ抗ＣＤ
１９　ＭＡｂのＢ細胞、およびＢ細胞リンパ腫および白血病細胞ターゲッティングを実質
的に保持し、抗ＣＤ１９　ＭＡｂの軽鎖可変領域のＣＤＲは、アミノ酸ＫＡＳＱＳＶＤＹ
ＤＧＤＳＹＬＮを含んでなるＣＤＲ１、アミノ酸ＤＡＳＮＬＶＳを含んでなるＣＤＲ２、
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およびアミノ酸ＱＱＳＴＥＤＰＷＴを含んでなるＣＤＲ３を含んでなり、抗ＣＤ１９　Ｍ
Ａｂの重鎖可変領域のＣＤＲは、アミノ酸ＳＹＷＭＮを含んでなるＣＤＲ１、アミノ酸Ｑ
ＩＷＰＧＤＧＤＴＮＹＮＧＫＦＫＧを含んでなるＣＤＲ２、およびアミノ酸ｓＲＥＴＴＴ
ＶＧＲＹＹＹＡＭＤＹを含んでなるＣＤＲ３を含んでなる。しかしヒト化抗ＣＤ１９　Ｍ
Ａｂまたはそのフラグメントは、更に抗体の軽および重鎖可変領域のＦＲにネズミＭＡｂ
の相当するＦＲ由来のの少なくとも１つのアミノ酸を含むことがある。具体的には、ヒト
化抗ＣＤ１９　ＭＡｂまたはそのフラグメントは、ｈＡ１９ＶＨと称される図４Ａのネズ
ミ重鎖可変領域の少なくとも１つのアミノ酸残基５、２７、２８、４０、４８、９１、９
４、１０７、および１０８と、ｈＡ１９Ｖｋと称される図４Ｂのネズミ軽鎖可変領域の少
なくとも１つのアミノ酸残基４、３９、５８、６０、８７、１００、および１０７を含む
。ネズミアミノ酸配列の１以上は、必要ならば、軽および重可変鎖のヒトＦＲ領域に保持
して、適正な結合を保持しまたはＣＤ１９抗原に対する結合を増強することができる。更
に好ましくは、本発明のヒト化抗ＣＤ１９　ＭＡｂまたはそのフラグメントは、図３Ａの
ｈＡｌ９Ｖｋおよび図３ＢのｈＡ１９ＶＨを含んでなる。
【００２７】
　本発明の好ましいキメラ抗ＣＤ１９（ｃＡ１９）ＭＡｂまたはそのフラグメントは、ネ
ズミ抗ＣＤ１９　ＭＡｂのＣＤＲと、ネズミ抗ＣＤ１９　ＭＡｂの軽および重鎖可変領域
、すなわち親ネズミＭＡｂのＦｖおよびヒト抗体の軽および重鎖定常領域のＦＲ領域を含
んでなり、キメラ抗ＣＤ１９　ＭＡｂまたはそのフラグメントはネズミ抗ＣＤ１９　ＭＡ
ｂのＢ細胞およびＢ細胞リンパ腫および白血病細胞へのターゲッティングを実質的に保持
し、抗ＣＤ１９　ＭＡｂの軽鎖可変領域のＣＤＲは、アミノ酸ＫＡＳＱＳＶＤＹＤＧＤＳ
ＹＬＮを含むＣＤＲ１、アミノ酸ＤＡＳＮＬＶＳを含むＣＤＲ２、およびアミノ酸ＱＱＳ
ＴＥＤＰＷＴを含むＣＤＲ３を含んでなり、抗ＣＤ１９　ＭＡｂの重鎖可変領域のＣＤＲ
は、アミノ酸ＳＹＷＭＮを含むＣＤＲ１、アミノ酸ＱＩＷＰＧＤＧＤＴＮＹＮＧＫＦＫＧ
を含むＣＤＲ２、およびアミノ酸ＲＥＴＴＴＶＧＲＹＹＹＡＭＤＹを含むＣＤＲ３を含ん
でなる。
【００２８】
　更に好ましくは、キメラ抗ＣＤ１９　ＭＡｂまたはそのフラグメントは、ネズミ抗ＣＤ
１９　ＭＡｂの相補性決定領域（ＣＤＲ）と、ネズミ抗ＣＤ１９　ＭＡｂの軽および重鎖
可変領域およびヒト抗体の軽および重鎖定常領域のフレームワーク（ＦＲ）領域を含んで
なり、キメラ抗ＣＤ１９　ＭＡｂまたはそのフラグメントは、ネズミ抗ＣＤ１９　ＭＡｂ
のＢ細胞およびＢ細胞リンパ腫および白血病細胞へのターゲッティングを実質的に保持し
、キメラ抗ＣＤ１９　ＭＡｂの軽鎖可変領域のＣＤＲは、それぞれｃＡ１９Ｖｋおよびｃ
Ａ１９ＶＨと称される図２Ａおよび２Ｂに示されるＣＤＲを含んでなる。
【００２９】
　本発明は、ヒト抗体の軽および重鎖可変および定常領域を含んでなるヒト抗ＣＤ１９　
ＭＡｂまたはそのフラグメントであって、上記ヒト抗ＣＤ１９　ＭＡｂがネズミ抗ＣＤ１
９　ＭＡｂのＢ細胞およびＢ細胞リンパ腫および白血病細胞ターゲッティングおよび細胞
結合特性を実質的に保持するものであり、ヒト抗ＣＤ１９　ＭＡｂの軽鎖可変領域のＣＤ
Ｒがキメラおよびヒト化抗ＣＤ１９　ＭＡｂについて上記したものおよび図２Ａおよび２
Ｂおよび３Ａおよび３Ｂにそれぞれ示したものと同じＣＤＲを含んでなる。
【００３０】
　本発明はまた、上記のように少なくとも２つの抗ＣＤ１９　ＭＡｂまたはそのフラグメ
ントを含んでなる抗体融合タンパク質またはそのフラグメントを包含することを目的とし
ている。本発明の抗体融合タンパク質またはそのフラグメントは、少なくとも１つの第一
の抗ＣＤ１９　ＭＡｂまたはそのフラグメントと、上記の抗ＣＤ１９　ＭＡｂまたはフラ
グメントを除く少なくとも１つの第二のＭＡｂまたはそのフラグメントとを含んでなる抗
体融合タンパク質またはそのフラグメントを包含することを意図している。更に好ましく
は、この第二のＭＡｂは、ＣＤ４、ＣＤ５、ＣＤ８、ＣＤ１４、ＣＤ１５、ＣＤ１９、Ｃ
Ｄ２０、ＣＤ２１、ＣＤ２２、ＣＤ２３、ＣＤ２５、ＣＤ３３、ＣＤ３７、ＣＤ３８、Ｃ
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Ｄ４０、ＣＤ４０Ｌ、ＣＤ４６、ＣＤ５２、ＣＤ５４、ＣＤ７４、ＣＤ８０、ＣＤ１２６
、ＣＤ１３８、Ｂ７、ＭＵＣ－１、Ｉａ、ＨＭ１．２４、ＨＬＡ－ＤＲ、テネイシン、血
管新生因子、ＶＥＧＦ、ＰＩＧＦ、ＥＤ－Ｂフィブロネクチン、癌遺伝子、癌遺伝子産物
、ＮＣＡ　６６ａ－ｄ、壊死抗原、Ｉｉ、ＩＬ－２、Ｔ１０１、ＴＡＣ、ＩＬ－６、ＴＲ
ＡＩＬ－Ｒ１（ＤＲ４）およびＴＲＡＩＬ－Ｒ２（ＤＲ５）、またはそれらの組合せと反
応性のＭＡｂであり、本明細書に記載の抗ＣＤ１９　ＭＡｂとは異なるエピトープに指定
されている抗ＣＤ１９　ＭＡｂでもある。本発明の抗体融合タンパク質は、１つのＣＤ１
９　ＭＡｂと異なる抗原に対する特異性を提供する１つ以上の第二のＭＡｂとから構成さ
れ、以下に更に詳細に説明する。
【００３１】
　ヒト化、キメラおよびヒト抗ＣＤ１９抗体は、Ｂ細胞リンパ腫および白血病などのＢ細
胞疾患、および自己免疫疾患の治療のための優れた治療薬を得るためのＣＤＲ突然変異、
およびＣＤＲおよび可変領域における他の配列の操作の結果として、エピトープと結合す
るアフィニティーが増加し、抗腫瘍および抗Ｂ細胞活性を有することがある。抗体の結合
特異性、アフィニティーまたはアビディティーに対する修飾は知られており、親和性成熟
としてＷＯ　９８／４４００１号明細書に記載されており、この出願明細書は修飾の方法
を要約しており、その全内容は引用することにより本明細書の一部とされる。
【００３２】
　本発明の抗体を修飾してエフェクター機能を改良し、例えば、拮抗薬の抗原依存性細胞
性細胞傷害（ＡＤＣＣ）および／または補体依存性細胞傷害（ＣＤＣ）を高めるようにす
るのが望ましいこともある。Ｆｃ領域における１以上のアミノ酸置換またはシステインの
導入を行い、インターナリゼーション能の改良および／または補体性細胞殺害およびＡＤ
ＣＣの増加を行うことができる。Caron et al., J. Ex. Med. 176:1191-1195 (1991)、お
よびShopes, Brit. J. Immunol. 148:2918-2022 (1992)を参照されたい。上記文献の全内
容は、引用することにより本明細書の一部とされる。補体リーシスおよびＡＤＣＣ能をい
ずれも高めた二重Ｆｃ領域を有する抗体融合タンパク質を調製することができる。
【００３３】
　本発明は、
　（ａ）本明細書に記載の抗ＣＤ１９　ＭＡｂまたはそのフラグメント、
　（ｂ）少なくとも２種類の抗ＣＤ１９　ＭＡｂまたはそのフラグメントを含んでなる抗
体融合タンパク質またはそのフラグメント、
　（ｃ）本明細書に記載の抗ＣＤ１９　ＭＡｂまたはそのフラグメントを含んでなる少な
くとも１つの第一のＭＡｂまたはそのフラグメントと、抗ＣＤ１９　ＭＡｂまたはそのフ
ラグメント以外の少なくとも１つの第二のＭＡｂまたはそのフラグメントとを含んでなる
抗体融合タンパク質またはそのフラグメント、および
　（ｄ）抗ＣＤ１９　ＭＡｂまたはそのフラグメントを含んでなる少なくとも１つの第一
のＭＡｂまたはそのフラグメントと、少なくとも１つの第二のＭＡｂまたはそのフラグメ
ントとを含んでなる抗体融合タンパク質またはそのフラグメントであって、第二のＭＡｂ
が、ＣＤ４、ＣＤ５、ＣＤ８、ＣＤ１４、ＣＤ１５、ＣＤ１９、ＣＤ２０、ＣＤ２１、Ｃ
Ｄ２２、ＣＤ２３、ＣＤ２５、ＣＤ３３、ＣＤ３７、ＣＤ３８、ＣＤ４０、ＣＤ４０Ｌ、
ＣＤ４６、ＣＤ５２、ＣＤ５４、ＣＤ７４、ＣＤ８０、ＣＤ１２６、ＣＤ１３８、Ｂ７、
ＭＵＣ－１、Ｉａ、ＨＭ１．２４、ＨＬＡ－ＤＲ、テネイシン、ＥＤ－Ｂフィブロネクチ
ン、ＩＬ－６、ＶＥＧＦ、ＰＩＧＦ、ＴＲＡＩＬ－Ｒ１（ＤＲ４）およびＴＲＡＩＬ－Ｒ
２（ＤＲ５）、またはそれらの組合せと反応性のＭＡｂであるもの
からなる群から選択されるＭＡｂまたはそのフラグメントをコードする核酸を含んでなる
ＤＮＡ配列にも関する。
【００３４】
　本発明は、これらのＤＮＡ配列を含んでなる発現ベクターをも包含する。これらのベク
ターは、ヒト化、キメラおよびヒト抗ＣＤ１９　ＭＡｂまたはその抗体融合タンパク質、
またはそれらのフラグメントの調製に用いるベクターの場合には、ヒト免疫グロブリンの



(9) JP 4733635 B2 2011.7.27

10

20

30

40

50

軽および重鎖定常領域とヒンジ領域を含む。これらのベクターは、更に、必要な場合には
、選択された宿主細胞でＭＡｂを発現するプロモーター、免疫グロブリンエンハンサー、
およびシグナルまたはリーダー配列を含む。本発明で特に有用なベクターは、特にＩｇＧ
のようなキメラ、ヒト化またはヒト抗体を発現するのに用いられるときには、ｐｄＨＬ２
またはＧＳであり、このベクターはＩｇＧ１の重および軽鎖定常領域およびヒンジ領域を
コードする。更に好ましくは、軽および重鎖定常領域およびヒンジ領域はヒトＥＵ骨髄腫
免疫グロブリンに由来し、場合によっては、アロタイプ位の少なくとも１つのアミノ酸は
異なるＩｇＧ１アロタイプに見られるものに変化し、且つ場合によっては、ＥＵナンバー
システムに基づいたＥＵの重鎖のアミノ酸２５３がアラニンに置換されることがある。Ed
elman et al., Proc. Natl. Acad. Sci USA 63:78-85 (1969)を参照されたい。上記文献
の全内容は、引用することにより本明細書の一部とされる。
【００３５】
　本発明の抗ＣＤ１９　ＭＡｂまたはそのフラグメント、または抗体融合タンパク質また
はそのフラグメントをコードするＤＮＡ配列を含む宿主細胞、またはこれらのＤＮＡ配列
を含むベクターを含む宿主細胞は、本発明に包含される。特に有用な宿主細胞は、哺乳類
細胞であり、更に具体的には、以下に更に詳細に説明する骨髄腫細胞のようなリンパ性細
胞である。
【００３６】
　本発明は、抗ＣＤ１９　ＭＡｂまたはそのフラグメント、または抗体融合タンパク質ま
たはそのフラグメントの発現方法であって、（ａ）哺乳類細胞に抗ＣＤ１９　ＭＡｂまた
はそのフラグメント、または抗体融合タンパク質またはそのフラグメントをコードするＤ
ＮＡ配列をトランスフェクションし、（ｂ）抗ＣＤ１９またはそのフラグメントまたは抗
体融合タンパク質またはそのフラグメントを分泌するＤＮＡ配列をトランスフェクション
した細胞を培養することを含んでなる、方法も包含する。ベクター上に選択マーカーを含
む既知の手法を用いて、ＭＡｂとマーカーを容易に選択できるようにすることができる。
【００３７】
　本発明は、Ｂリンパ腫細胞および白血病細胞ターゲッティング診断または治療接合体で
あって、特に少なくとも１つの診断または少なくとも１つの治療薬に結合し、かつＢリン
パ腫または白血病細胞に結合する、本発明の抗ＣＤ１９　ＭＡｂまたはそのフラグメント
、または抗体融合タンパク質またはそのフラグメントを含む抗体成分を含んでなる、診断
または治療接合体を包含する。
【００３８】
　診断接合体は、抗ＣＤ１９　ＭＡｂまたはそのフラグメントまたは抗体融合タンパク質
またはそのフラグメントを含んでなる抗体成分を含んでなり、この診断薬は少なくとも１
つの光活性診断薬を含んでなり、更に好ましくは、標識はエネルギーが６０　－　４，０
００ｋｅＶの放射性標識または非放射性標識である。放射性標識は、好ましくはガンマ線
－、ベータ線－、および陽電子－放射性同位体であり、１２５Ｉ、１３１Ｉ、１２３Ｉ、
１２４Ｉ、８６Ｙ、１８６Ｒｅ、１８８Ｒｅ、６２Ｃｕ、６４Ｃｕ、１１１Ｉｎ、６７Ｇ
ａ、６８Ｇａ、９９ｍＴｃ、９４ｍＴｃ、１８Ｆ、１１Ｃ、１３Ｎ、１５Ｏ、７６Ｂｒ、
およびそれらの組合せからなる群から選択される。
【００３９】
　本発明の診断接合体は、例えば、マンガン、鉄またはガドリニウムのようなコントラス
ト剤、および超音波増強剤などの診断薬も利用する。一態様では、超音波増強剤は、キメ
ラ化またはヒト化抗ＣＤ１９抗体またはそのフラグメントを含んでなるリポソームである
。超音波増強剤が気体が満たされているリポソームであるものも好ましい。同様に、二重
特異性抗体をコントラスト剤に接合することができる。例えば、二重特異性抗体は、超音
波画像化で使用する２種類以上の画像増強剤を含んでなることがある。超音波増強剤はリ
ポソームであることができ、好ましくは、リポソームはリポソームの外表面に共有結合し
た二価のＤＴＰＡ－ペプチドを含んでなる。リポソームに気体が満たされているのも好ま
しい。



(10) JP 4733635 B2 2011.7.27

10

20

30

40

50

【００４０】
　本発明の治療接合体は抗体融合タンパク質またはそのフラグメントを含んでなる抗体成
分を含んでなり、上記ＭＡｂまたはそのフラグメントのそれぞれは少なくとも１つの治療
薬に結合している。治療接合体は、好ましくは、放射性標識、免疫調節剤、ホルモン、酵
素、オリゴヌクレオチド、光活性治療薬、薬剤または毒素でもよい細胞傷害剤、およびそ
れらの組合せからなる群から選択される。本発明に有用な薬剤は、抗有糸分裂薬、アルキ
ル化剤、代謝拮抗薬、抗生物質、アルカロイド、抗血管新生薬、アポトーシス薬、および
それらの組合せからなる群から選択される薬学特性を有する薬剤、並びにＲＮＡ干渉経路
を活性化する短い二本鎖ＲＮＡ分子のようなアンチセンスオリゴヌクレオチドおよびＲＮ
Ａ分子である。更に具体的には、これらの薬剤は、ナイトロジェンマスタード、エチレン
イミン誘導体、アルキルスルホン酸塩、ニトロソ尿素、トリアゼン、葉酸類似体、ＣＯＸ
－２阻害薬、ピリミジン類似体、プリン類似体、抗生物質、酵素、エピポドフィロトキシ
ン、白金配位錯体、ビンカアルカロイド、置換尿素、メチルヒドラジン誘導体、副腎皮質
ホルモン抑制剤、サリドマイドおよびその誘導体、拮抗薬、エンドスタチン、タキソール
、カンプトテシン、アントラサイクリン、タキサン、およびそれらの類似体、およびそれ
らの組合せからなる群から選択される。本発明に包含される毒素は、リシン、アブリン、
アルファ毒素、サポリン、オンコナーゼ、すなわちリボヌクレアーゼ（ＲＮアーゼ）、Ｄ
ＮアーゼＩ、ブドウ球菌エンテロトキシンＡ、アメリカヤマゴボウ抗ウイルスタンパク質
、ゲロニン、ジフテリア毒素、シュードモナス外毒素、およびシュードモナス内毒素から
なる群から選択される。
【００４１】
　本発明に用いるのに適する他の治療薬としては、抗血管新生薬（または血管新生阻害薬
）が挙げられる。これらの薬剤は、併用療法での使用、または例えば、アンギオスタチン
、エンドスタチン、バスキュロスタチン、カンスタチンおよびマスピンへの抗体の接合、
並びに血管内皮増殖因子（ＶＥＧＦ）、胎盤増殖因子（Ｐ１ＧＦ）、ＥＤ－Ｂフィブロネ
クチンのような血管新生因子や他の血管増殖因子に対する抗体の使用に適している。一本
鎖および二本鎖オリゴヌクレオチドは新しいクラスの治療薬であり、例えば、アンチセン
スｂｃｌ－２のようなアンチセンスオリゴヌクレオチド、およびＲＮＡ干渉経路を活性化
し且つｂｃｌ－２の阻害のような遺伝子発現の高度に特異的な阻害を引き起こす二本鎖Ｒ
ＮＡ分子のような分子が挙げられる。細胞におけるｂｃｌ－２（および関連したｂｃｌフ
ァミリー分子）の阻害はｂｃｌ－２の抗アポトーシス活性を阻害し、細胞のアポトーシス
を促進する。Zangemeister-Wittke, Ann N Y Acad Sci. 1002:90-4 (2003)を参照された
い。
【００４２】
　本発明の有用な治療接合体は、サイトカイン、幹細胞増殖因子、リンホトキシン、造血
因子、コロニー刺激因子（ＣＳＦ）、インターフェロン（ＩＦＮ）、エリトロポエチン、
トロンボポエチンおよびそれらの組合せからなる群から選択される免疫調節剤である。特
に有用なものは、腫瘍壊死因子（ＴＮＦ）のようなリンホトキシン、インターロイキン（
ＩＬ）のような造血因子、顆粒球－コロニー刺激因子（Ｇ－ＣＳＦ）または顆粒球マクロ
ファージ－コロニー刺激因子（ＧＭ－ＣＳＦ）のようなコロニー刺激因子、インターフェ
ロンアルファ、ベータまたはガンマのようなインターフェロン、または「Ｓ１因子」と称
される幹細胞増殖因子である。更に具体的には、ＩＬ－１、ＩＬ－２、ＩＬ－３、ＩＬ－
６、ＩＬ－１０、ＩＬ－１２、ＩＬ－１８、ＩＬ－２１、インターフェロン、ＴＮＦまた
はそれらの組合せのような免疫調節剤が本発明で用いられる。
【００４３】
　特に有用な治療接合体は、エネルギーが６０－７００ｋｅＶである１種類以上の放射性
標識である。このような放射性標識は、２２５Ａｃ、６７Ｇａ、９０Ｙ、１１１Ｉｎ、１

３１Ｉ、１２５Ｉ、１８６Ｒｅ、１８８Ｒｅ、１７７Ｌｕ、３２Ｐ、６４Ｃｕ、６７Ｃｕ
、２１２Ｂｉ、２１３Ｂｉ、２１１Ａｔ、およびそれらの組合せからなる群から選択され
る。他の有用な治療接合体は、クロモゲンchromogen)または色素のような光活性治療薬で
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ある。
【００４４】
　本発明は、特にヒト、イヌおよびネコのような家庭内または伴侶としての愛玩動物など
の哺乳類のような患者のＢ細胞疾患の治療方法を包含する。本発明の方法によって治療す
ることができるＢ細胞疾患としては、好ましくないまたは望ましくないＢ細胞増殖または
活性を伴う任意の疾患が挙げられ、リンパ腫または白血病細胞疾患のような悪性疾患また
は自己免疫疾患が挙げられる。この方法は、薬学上許容可能なビヒクル中に処方された、
本発明の抗ＣＤ１９　ＭＡｂまたはそのフラグメントの治療上有効量を患者に投与するこ
とを含んでなる。この療法は、治療薬が結合していない「裸の抗体」を用いる。「裸の抗
ＣＤ１９抗体」の投与は、標的細胞の表面上の別の抗原に結合するまたはと反応性である
もう一つの「裸の抗体」、または治療効果があり且つ本明細書に記載のＭＡｂのＦｃ部分
におけるエフェクター機能のような他の機能を有するもう一つの「裸の抗体」の治療上有
効量を患者に同時にまたは逐次的に投与することによって補足することができる。好まし
い追加のＭＡｂは、ＣＤ４、ＣＤ５、ＣＤ８、ＣＤ１４、ＣＤ１５、ＣＤ１９、ＣＤ２０
、ＣＤ２１、ＣＤ２２、ＣＤ２３、ＣＤ２５、ＣＤ３０、ＣＤ３３、ＣＤ３７、ＣＤ３８
、ＣＤ４０、ＣＤ４０Ｌ、ＣＤ４５、ＣＤ４６、ＣＤ５２、ＣＤ５４、ＣＤ７４、ＣＤ８
０、ＣＤ１２６、ＣＤ１３８、Ｂ７、ＨＭ１．２４、ＨＬＡ－ＤＲ、血管新生因子、テネ
イシン、ＶＥＧＦ、ＰＩＧＦ、ＥＤ－Ｂフィブロネクチン、癌遺伝子、癌遺伝子産物、Ｎ
ＣＡ６６ａ－ｄ、壊死抗原、Ｉｉ、ＩＬ－２、ＭＵＣ－１、Ｔ１０１、ＴＡＣ、ＩＬ－６
、ＴＲＡＩＬ－Ｒ１（ＤＲ４）およびＴＲＡＩＬ－Ｒ２（ＤＲ５）と反応性のＭＡｂから
なる群から選択され、薬学上許容可能なビヒクル中に処方された、少なくとも１つのヒト
化、キメラ、ヒトまたはネズミ（非ヒト動物の場合）ＭＡｂである。
【００４５】
　裸の抗ＣＤ１９療法を単独でまたは上記の他の裸のＭＡｂと組み合わせた療法はいずれ
も、薬学上許容可能なビヒクル中に処方された、少なくとも１つの治療薬の治療上有効量
をを同時または逐次投与により更に補足することができる。本明細書に記載のように、治
療薬は、細胞傷害剤、放射性標識、免疫調節剤、ホルモン、オリゴヌクレオチド（例えば
、アンチセンスまたはＲＮＡｉオリゴヌクレオチド）、酵素、光活性治療薬またはそれら
の組合せを薬学上許容可能なビヒクル中に処方したものを含んでなることがある。
【００４６】
　もう一つの治療方法では、上記のように、裸の抗ＣＤ１９療法を単独でまたは上記の他
の裸のＭＡｂと組み合わせた療法はいずれも、本明細書に記載され且つ薬学上許容可能な
ビヒクル中で処方した少なくとも１つの治療接合体の治療上有効量を同時または逐次投与
により更に補足することができる。治療接合体の抗体成分は、ＣＤ４、ＣＤ５、ＣＤ８、
ＣＤ１４、ＣＤ１５、ＣＤ１９、ＣＤ２０、ＣＤ２１、ＣＤ２２、ＣＤ２３、ＣＤ２５、
ＣＤ３３、ＣＤ３７、ＣＤ３８、ＣＤ４０、ＣＤ４０Ｌ、ＣＤ４６、ＣＤ５２、ＣＤ５４
、ＣＤ７４、ＣＤ８０、ＣＤ１２６、ＣＤ１３８、Ｂ７、ＨＭ１．２４、ＨＬＡ－ＤＲ、
血管新生因子、テネイシン、ＶＥＧＦ、ＰＩＧＦ、ＥＤ－Ｂフィブロネクチン、癌遺伝子
、癌遺伝子産物、ＮＣＡ６６ａ－ｄ、壊死抗原、Ｉｉ、ＩＬ－２、Ｔ１０１、ＴＡＣ、Ｉ
Ｌ－６、ＭＵＣ－１、ＴＲＡＩＬ－Ｒ１（ＤＲ４）およびＴＲＡＩＬ－Ｒ２（ＤＲ５）と
反応性のＭＡｂからなる群から選択され、薬学上許容可能なビヒクル中に処方された、少
なくとも１つのヒト化、キメラ、ヒトまたはネズミ（非ヒト患者について）ＭＡｂを含ん
でなる。本明細書に記載のように、治療薬は、細胞傷害剤、放射性標識、免疫調節剤、ホ
ルモン、光活性治療薬またはそれらの組合せを薬学上許容可能なビヒクル中で処方したも
のを含んでなることがある。
【００４７】
　本明細書に記載のように、本発明は、特に、患者のＢ細胞リンパ腫または白血病または
自己免疫疾患の治療方法であって、薬学上許容可能なビヒクル中に処方された、抗体融合
タンパク質またはそのフラグメントであって、本発明の少なくとも２種類の抗ＣＤ１９　
ＭＡｂまたはそのフラグメントを含んでなるか、または本発明の少なくとも１つの抗ＣＤ
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１９　ＭＡｂまたはそのフラグメントと、好ましくはＣＤ４、ＣＤ５、ＣＤ８、ＣＤ１４
、ＣＤ１５、ＣＤ１９、ＣＤ２０、ＣＤ２１、ＣＤ２２、ＣＤ２３、ＣＤ２５、ＣＤ３３
、ＣＤ３７、ＣＤ３８、ＣＤ４０、ＣＤ４０Ｌ、ＣＤ４６、ＣＤ５２、ＣＤ５４、ＣＤ７
４、ＣＤ８０、ＣＤ１２６、ＣＤ１３８、Ｂ７、ＨＭ１．２４、ＨＬＡ－ＤＲ、テネイシ
ン、ＶＥＧＦ、ＰＩＧＦ、ＥＤ－Ｂフィブロネクチン、ＭＵＣ－１、癌遺伝子、癌遺伝子
産物、ＮＣＡ６６ａ－ｄ、壊死抗原、Ｉｉ、ＩＬ－２、Ｔ１０１、ＴＡＣ、ＩＬ－６、Ｔ
ＲＡＩＬ－Ｒ１（ＤＲ４）およびＴＲＡＩＬ－Ｒ２（ＤＲ５）と反応性のＭＡｂからなる
群から選択される少なくとも１つの追加のＭＡｂとを含んでなる抗体融合タンパク質また
はそのフラグメントの治療上有効量を患者に投与することを含んでなる、方法を包含する
。
【００４８】
　この治療方法は、少なくとも１つの治療薬の治療上有効量を薬学上許容可能なビヒクル
中で処方したものを患者に同時または逐次投与により更に補足することができ、治療薬は
、好ましくは、薬学上許容可能なビヒクル中に処方された、細胞傷害剤、放射性標識、免
疫調節剤、ホルモン、光活性治療薬またはそれらの組合せである。
【００４９】
　更に、抗体融合タンパク質は、少なくとも１つの治療薬に結合した少なくとも１つのＭ
Ａｂを含んでなる治療接合体の治療上有効量と共に患者に同時または逐次投与することが
でき、接合体の上記ＭＡｂ成分は、好ましくはＣＤ４、ＣＤ５、ＣＤ８、ＣＤ１４、ＣＤ
１５、ＣＤ１９、ＣＤ２０、ＣＤ２１、ＣＤ２２、ＣＤ２３、ＣＤ２５、ＣＤ３３、ＣＤ
３７、ＣＤ３８、ＣＤ４０、ＣＤ４０Ｌ、ＣＤ４６、ＣＤ５２、ＣＤ５４、ＣＤ７４、Ｃ
Ｄ８０、ＣＤ１２６、ＣＤ１３８、Ｂ７、ＭＵＣ１、Ｉａ、ＨＭ１．２４、ＨＬＡ－ＤＲ
、テネイシン、ＶＥＧＦ、ＰＩＧＦ、ＥＤ－Ｂフィブロネクチン、癌遺伝子、癌遺伝子産
物、ＮＣＡ６６ａ－ｄ、壊死抗原、Ｉｉ、ＩＬ－２、ＩＬ－６、Ｔ１０１、ＴＡＣ、ＩＬ
－６、ＴＲＡＩＬ－Ｒ１（ＤＲ４）およびＴＲＡＩＬ－Ｒ２（ＤＲ５）と反応性のＭＡｂ
からなる群から選択され、薬学上許容可能なビヒクル中に処方された、少なくとも１つの
ヒト化、キメラ、ヒトまたはネズミ（非ヒト患者について）ＭＡｂを含んでなる。抗体融
合タンパク質自身は、治療薬に接合させることができ、従って２種類以上の治療薬を抗体
成分に結合するビヒクルを提供し、これらの治療薬は、異なる列挙された薬剤の組合せま
たは同一薬剤の組合せ、例えば、２種類の異なる治療放射性標識であることができる。
【００５０】
　本発明は、患者のＢ細胞リンパ腫または白血病を診断する方法であって、ヒト、および
イヌ、ネコ、ウサギ、モルモットのような家庭内または伴侶としての愛玩動物などの哺乳
類のような患者に、リンパ腫または白血病細胞に結合する、本発明の抗ＣＤ１９　ＭＡｂ
もしくはそのフラグメント、または抗体融合タンパク質もしくはそのフラグメントを含ん
でなる診断接合体を投与してなり、抗ＣＤ１９　ＭＡｂもしくはそのフラグメントまたは
抗体融合タンパク質まもしくはそのフラグメントは、少なくとも１つの診断薬に結合され
、薬学上許容可能なビヒクル中に処方されたものである方法も包含する。有用な診断薬本
明細書に記載されている。
【００５１】
２．定義
　下記の記載において、本発明の理解を容易にするために、多数の用語が用いられ、下記
の定義が提供される。
【００５２】
　本明細書に記載の抗体は完全長（すなわち、天然に存在するか、または通常の免疫グロ
ブリン遺伝子フラグメント組換え法によって形成される）免疫グロブリン分子　（例えば
、ＩｇＧ抗体）または抗体フラグメントのような免疫グロブリン分子の免疫学的に活性な
（すなわち、特異的に結合する）部分を表す。
【００５３】
　抗体フラグメントは、Ｆ（ａｂ）２、Ｆ（ａｂ）２、Ｆａｂ、Ｆａｂ、Ｆｖ、ｓＦｖな



(13) JP 4733635 B2 2011.7.27

10

20

30

40

50

どの抗体の部分である。構造とは関わりなく、抗体フラグメントは完全な抗体によって認
識される同一抗原と結合する。例えば、抗ＣＤ１９モノクローナル抗体フラグメントはＣ
Ｄ１９のエピトープと結合する。「抗体フラグメント」という用語は、特異的抗原に結合
して複合体を形成することによって抗体のように作用する任意の合成または遺伝子工学処
理を行ったタンパク質も包含する。例えば、抗体フラグメントは、重および軽鎖の可変領
域からなる群から選択される「Ｆｖ」フラグメントのような可変領域、軽および重可変領
域がペプチドリンカー（「ｓｃＦｖタンパク質」）によって連結されている組換え一本鎖
ポリペプチド、および超可変領域に似ているアミノ酸残基からなる最小認識単位からなる
単離フラグメントを包含する。
【００５４】
　裸の抗体は、一般的には治療薬に接合していない全抗体である。これは、抗体分子のＦ
ｃ部分が補体固定およびＡＤＣＣ（抗体依存性細胞性細胞傷害）のような機構を作用させ
て細胞リーシスを生じることができるエフェクター機能を提供するからである。しかしな
がら、Ｆｃ部分を治療機能に必要とせず、アポトーシスのような他の機構が効果を発揮す
ることが可能である。裸の抗体としては、ポリクローナルおよびモノクローナル抗体、並
びにキメラ、ヒト化またはヒト抗体のようなある種の組換え抗体が挙げられる。
【００５５】
　キメラ抗体は、１つの種、好ましくは齧歯類の抗体由来の相補性決定領域（ＣＤＲ）な
どの可変ドメインを含む組換えタンパク質であり、抗体分子の定常ドメインはヒト抗体の
定常ドメインから誘導される。家畜での応用には、キメラ抗体の定常ドメインは、ネコま
たはイヌのような他の種から誘導することができる。
【００５６】
　ヒト化抗体は、１つの種、例えば、齧歯類抗体由来のＣＤＲを齧歯類抗体の重および軽
可変鎖からヒト重および軽可変ドメインに導入した組換えタンパク質である。抗体分子の
定常ドメインは、ヒト抗体の定常ドメインから誘導される。
【００５７】
　ヒト抗体は、抗原投与に応答して特異的ヒト抗体を産生するように「遺伝子工学処理」
されたトランスジェニックマウスから得られる抗体である。この手法において、ヒト重お
よび軽鎖座は、内因性の重鎖および軽鎖鎖のターゲッティング崩壊を含む胎児性幹細胞系
から誘導されるマウスの株に導入される。トランスジェニックマウスは、ヒト抗原に特異
的なヒト抗体を合成することができ、このマウスを用いてヒト抗体を分泌するハイブリド
ーマを産生することができる。トランスジェニックマウスからヒト抗体を得る方法は、Gr
een et al., Nature Genet. 7:13 (1994)、Lonberg et al., Nature 368:856 (1994)、お
よびTaylor et al., Int. Immun. 6:579 (1994)に記載されている。完全なヒト抗体も、
遺伝子または染色体トランスフェクション法、並びにファージディスプレー法によって構
築することができ、これらの方法は総て当該技術分野で知られている。例えば、免役され
ていないドナー由来の免疫グロブリン可変ドメイン遺伝子レパートリーからのヒト抗体お
よびそのフラグメントのイン・ビトロでの産生については、McCafferty et al., Nature 
348:552-553 (1990)を参照されたい。この手法では、抗体可変ドメイン遺伝子を線状バク
テリオファージのメジャーまたはマイナーコートタンパク質にクローニングし、ファージ
粒子の表面上で機能性抗体フラグメントとして表示する。線状粒子はファージゲノムの一
本鎖ＤＮＡコピーを含むので、抗体の機能特性に基づく選択によりこれらの特性を示す抗
体をコードする遺伝子も選択される。この方法では、ファージはＢ細胞の特性の幾つかが
よく似ている。ファージディスプレーは、様々なフォーマットで行うことができ、それら
の総説については、例えば、Johnson and Chiswell, CurrentOpiniion in Structural Bi
ology 3: 5564-571 (1993)を参照されたい。
【００５８】
　ヒト抗体は、イン・ビトロで活性化したＢ細胞によっても生成されることがある。米国
特許第５，５６７，６１０号明細書および第５，２２９，２７５号明細書を参照されたい
。上記特許明細書の全内容は、引用することにより本明細書の一部とされる。
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【００５９】
　治療薬は、抗体残基と別個に、同時にまたは逐次的に投与される、または抗体残基、す
なわち抗体または抗体フラグメント、または副フラグメントに接合している分子または原
子であり、疾患の治療に有用である。治療薬の例としては、抗体、抗体フラグメント、薬
剤、毒素、酵素、オリゴヌクレオチド、アンチセンスおよびＲＮＡｉオリゴヌクレオチド
、ヌクレアーゼ、ホルモン、免疫調節剤、キレート剤、ホウ素化合物、光活性剤または色
素、および放射性同位体が挙げられる。
【００６０】
　診断薬は、抗体残基、すなわち抗体または抗体フラグメント、または副フラグメントに
接合して投与される分子または原子であり、抗原を含む細胞の位置を特定することによる
疾患の診断に有用である。有用な診断薬としては、放射性同位体、色素（ビオチン－スト
レプトアビジン複合体を有するものなど）、コントラスト剤、超音波増強剤、光増強剤、
蛍光化合物または分子、および磁気共鳴映像法（ＭＲＩ）の増強剤（例えば、常磁性イオ
ン）が挙げられるが、これらに限定されない。米国特許第６，３３１，１７５号明細書に
はＭＲＩ法およびＭＲＩ増強剤に接合した抗体の調製が記載されており、上記特許明細書
の全内容は、引用することにより本明細書の一部とされる。好ましくは、診断薬は、放射
性同位体、磁気共鳴映像法に用いる増強剤、超音波、および蛍光化合物からなる群から選
択される。抗体成分に放射性金属または常磁性イオンを付加するには、イオンを結合する
ための多数のキレート基が結合している長い尾を有する試薬と反応させる必要があること
がある。このような尾は、ポリリシン、多糖類、または例えば、エチレンジアミン四酢酸
（ＥＤＴＡ）、ジエチレントリアミン五酢酸（ＤＴＰＡ）、ポルフィリン、ポリアミン、
クラウンエーテル、ビス－チオセミカルバゾン、ポリオキシムなどこの目的に有用である
ことが知られているキレート基が結合することができる側基を有する他の誘導体形成した
または誘導体形成可能な鎖のようなポリマーであることができる。キレートを、標準的化
学的方法を用いてペプチド抗原にカップリングさせる。キレートは、通常は免疫反応性の
損失をできるだけ抑え且つ凝集および／または内部架橋を最小限にして分子への結合を形
成することができる基によって抗体に連結している。キレートを抗体に接合するための他
の一層変わった方法および試薬は、１９８９年４月２５日発行の「抗体接合体」という標
題のＨａｗｔｈｏｒｎｅに対する米国特許第４，８２４，６５９号明細書に開示されてお
り、その全内容は、引用することにより本明細書の一部とされる。特に有用な金属－キレ
ート組合せとしては、一般的エネルギー範囲が６０　－　４，０００　ｋｅＶの１２５Ｉ
、１３１Ｉ、１２３Ｉ、１２４Ｉ、６２Ｃｕ、６４Ｃｕ、１８Ｆ、１１１Ｉｎ、６７Ｇａ
、６８Ｇａ、９９ｍＴｃ、９４ｍＴｃ、１１Ｃ、１３Ｎ、１５Ｏ、７６Ｂｒのような放射
性映像法の診断用同位体と共に用いられる２－ベンジル－ＤＴＰＡおよびそのモノメチル
およびシクロヘキシル類似体が挙げられる。同じキレートは、マンガン、鉄およびガドリ
ニウムのような非放射性金属と複合体形成するときには、本発明の抗体と共に用いるとき
にＭＲＩに有用である。ＮＯＴＡ、ＤＯＴＡおよびのような多環キレートは、様々な金属
および放射性金属、特にガリウム、イットリウムおよび銅と共に用いられる。このような
金属－キレート複合体は、環の大きさを目的とする金属に合わせることによって極めて安
定にすることができる。ＲＡＩＴについての２２３Ｒａのような核種を安定に結合するの
に重要な多環ポリエーテルのような他の環の種類のキレートは、本発明に包含される。
【００６１】
　免疫接合体は、抗体成分と治療または診断薬との接合体である。診断薬は放射性非放射
性標識、コントラスト剤（例えば、磁気共鳴映像法、コンピュータートモグラフイーまた
は超音波用の）を含んでなることができ、放射性標識はガンマ線－、ベータ線－、アルフ
ァ線－、オージェ電子－、または陽電子－放射性同位体であることができる。
【００６２】
　発現ベクターは、宿主細胞で発現する遺伝子を含んでなるＤＮＡ分子である。典型的に
は、遺伝子発現は、構成的または誘導的プロモーター、組織特異的調節要素、およびエン
ハンサーなどのある種の調節要素の制御下にある。このような遺伝子は、調節要素に「操
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作可能連結」しているといわれる。
【００６３】
　組換え宿主は、クローニングベクターまたは発現ベクターを含む任意の原核または真核
細胞であることができる。この用語は、原核または真核細胞、並びに遺伝子工学処理を行
って宿主細胞または宿主細胞の細胞の染色体またはゲノムに（複数の）クローニングした
遺伝子を含むトランスジェニック動物も包含する。適当な方法に宿主細胞としては、ＳＰ
２／０細胞およびＮＳＯ細胞のような骨髄腫細胞、並びにチャイニーズハムスター卵巣（
ＣＨＯ）細胞、ハイブリドーマ細胞系、および抗体発現に有用な他の哺乳類宿主細胞が挙
げられる。ＷＯ　００６３４０３　Ａ２号明細書に開示されているヒト細胞系ＰＥＲ．Ｃ
６であって、ＣＨＯ、ＣＯＳ、Ｖｅｒｏ、Ｈｅｌａ、ＢＨＫおよびＳＰ２細胞系のような
通常の哺乳類細胞系と比較して、２－２００倍の組換えタンパク質を産生するものも、Ｍ
Ａｂおよび他の融合タンパク質の発現に特に有用である。修飾された免疫系を有する特殊
なトランスジェニック動物は、完全なヒト抗体の作製に特に有用である。
【００６４】
　本明細書で用いられる抗体融合タンパク質という用語は、同一または異なる特異性を有
する２つ以上の同一または異なる一本鎖抗体または抗体フラグメントセグメントが結合し
ている組換えによって産生した抗原結合分子である。融合タンパク質の結合価は、単一の
抗原またはエピトープに対していくつの結合アームまたは部位を有するか、すなわち、一
価、二価、三価または多価であるかを示している。抗体融合タンパク質が多価であること
は、抗原に対する結合に多重相互作用を利用することにより、抗原に対する結合のアビデ
ィティーを増加することができることを意味する。特異性は、抗体融合タンパク質がいく
つの抗原またはエピトープを結合することができるか、すなわち単一特異性、二重特異性
、三重特異性、多重特異性であるかを示している。これらの定義を用いると、天然抗体、
例えば、ＩｇＧは２本の結合アームを有するので二価であるが、これは１つのエピトープ
に結合するので単一特異性である。単一特異性の多価融合タンパク質は１つのエピトープ
に対して２つ以上の結合部位を有するが、１つのエピトープ、例えば、同一抗原と反応す
る２つの結合部位を有するダイアボディーとのみ結合する。融合タンパク質は、単一の抗
体成分、多価または多重特異性の組合せの異なる抗体成分、または同一抗体成分の多数の
コピーを含んでなることがある。融合タンパク質は、更に抗体または抗体フラグメントと
治療薬を含んでなることがある。このような融合タンパク質に適する治療薬の例としては
、免疫モジュレーター（「抗体－免疫モジュレーター融合タンパク質」）および毒素（「
抗体－毒素融合タンパク質」）が挙げられる。好ましい毒素は、リボヌクレアーゼ（（Ｒ
Ｎアーゼ）であり、好ましくは組換えＲＮアーゼである。
【００６５】
　多重特異性抗体は、構造が異なる少なくとも２種類の標的、例えば、２種類の異なる抗
原、同一抗原上の２種類の異なるエピトープ、またはハプテンおよび／または抗原または
エピトープに同時に結合することができる抗体である。一つの特異性は、Ｂ細胞、Ｔ細胞
、骨髄性、血漿、およびマスト細胞抗原またはエピトープに対するものであろう。もう一
つの特異性は、Ｂ細胞上のＣＤ２０、ＣＤ１９、ＣＤ２０、ＣＤ２１、ＣＤ２３、ＣＤ４
６、ＣＤ８０、ＨＬＡ－ＤＲ、ＣＤ７４、ＣＤ２２のような同一細胞型上の異なる抗原に
対するものである可能性がある。多重特異性の多価抗体は、２つ以上の結合部位を有する
構築物であり、これらの結合部位は異なる特異性のものである。例えば、ダイアボディー
であり、一方の結合部位は１つの抗原と反応し、他の結合部位はもう一つの抗原と反応す
る。
【００６６】
　二重特異性抗体は、構造が異なる２種類の標的に同時に結合することができる抗体であ
る。二重特異性抗体（ｂｓＡｂ）および二重特異性抗体フラグメント（ｂｓＦａｂ）は、
例えば、Ｂ細胞、Ｔ細胞、骨髄性、血漿、およびマスト細胞抗原またはエピトープに特異
的に結合する少なくとも１つのアームと、治療または診断薬を有するターゲッティング可
能な接合体に特異的に結合する少なくとも１つの他のアームを有する。様々な二重特異性
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融合タンパク質は、分子の工学処理を用いて産生することができる。１つの形態では、二
重特異性融合タンパク質は一価であり、例えば、１つの抗原に対して単一結合部位を有す
るｓｃＦｖと第二の抗原に対して単一結合部位を有するＦａｂフラグメントからなってい
る。もう一つの形態では、二重特異性融合タンパク質は二価であり、例えば、１つの抗原
に対して結合部位を有するＩｇＧと、第二の抗原に対して２つの結合部位を有する２つの
ｓｃＦｖからなっている。
【００６７】
　イヌ化またはネコ化抗体は、モノクローナル抗体の齧歯類（または別の種）の相補性決
定領域が齧歯類（または別の種）の免疫グロブリンの重および軽可変鎖からそれぞれイヌ
またはネコの免疫グロブリン可変ドメインに導入されている組換えタンパク質である。
【００６８】
　家畜としては、ウマ、ウシ、ヒツジ、ヤギ、ラマ、アルパカ、およびブタのような大型
動物、並びに伴侶としての動物が挙げられる。好ましい態様では、家畜はウマである。
【００６９】
　伴侶としての動物としては、愛玩動物として飼われている動物が挙げられる。これらは
主としてイヌとネコであるが、モルモット、ハムスター、ラットおよびフェレットのよう
な小型齧歯類も、サルのようなヒトより下等な霊長類と同様に挙げられる。好ましい態様
では、伴侶としての動物は、イヌまたはネコである。
【００７０】
３．キメラ、ヒト化およびヒト抗体などのモノクローナル抗体の調製
　モノクローナル抗体（ＭＡｂ）は、特定の抗原に対する抗体の均質な個体群であり、こ
の抗体は１種類のみの抗原結合部位を含んでなり、抗原決定基上の１つのエピトープのみ
に結合する。特異抗原に対する齧歯類のモノクローナル抗体は、当業者に知られている方
法によって得ることができる。例えば、Kohler and Milstein, Nature 256:495 (1975)、
およびColigan et al.（監修），「免疫学の最新のプロトコール　第１巻」，２．５．１
－２．６．７頁(John Wiley & Sons 1991)［以下、「Coligan」と表す］を参照されたい
。簡単に説明すれば、モノクローナル抗体は、マウスに抗原を含んでなる組成物を投与し
、血清試料を採取することによって抗体産生の存在を明らかにし、脾臓を取り出してＢリ
ンパ球を得て、Ｂリンパ球を骨髄腫細胞と融合してハイブリドーマを産生し、抗原に対す
る抗体を産生する陽性クローンを選択し、抗原に対する抗体を産生するクローンを培養し
、ハイブリドーマ培養物から抗体を単離することによって得ることができる。
【００７１】
　ＭＡｂは、様々な完全に確立された手法によってハイブリドーマ培養物から単離して、
精製することができる。このような単離法としては、プロテインＡセファロースを用いる
アフィニティークロマトグラフィー、サイズ排除クロマトグラフィー、およびイオン交換
クロマトグラフィーが挙げられる。例えば、Ｃｏｌｉｇａｎの２．７．１－２．７．１２
頁および２．９．１－２．９．３頁を参照されたい。また、Baines et al.,「分子生物学
の方法　第１０巻」の「免疫グロブリンＧ（ＩｇＧ）の精製」，７９－１０４頁(The Hum
ana Press, Inc. 1992)も参照されたい。
【００７２】
　免疫源に対する抗体を最初に生じさせた後、抗体を配列決定し、次いで組換え法によっ
て調製することができる。ネズミ抗体および抗体フラグメントのヒト化およびキメラ化は
、当業者に周知である。例えば、ヒト化モノクローナル抗体は、マウス免疫グロブリンの
重および軽可変鎖由来のマウス相補性決定領域をヒト可変ドメインに導入した後、ネズミ
対応部の枠組構造領域におけるヒト残基を置換することによって産生される。ヒト化モノ
クローナル抗体由来の抗体成分を用いることによって、ネズミ定常領域の免疫原性に関す
る潜在的な問題が回避される。
【００７３】
　ネズミ免疫グロブリン可変ドメインをクローニングするための一般的手法は、例えば、
Orlandi et al., Proc. Nat'l Acad. Sci. USA 86:3833 (1989)の公表文献に記載されて
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おり、その全内容は、引用することにより本明細書の一部とされる。キメラ抗体を構築す
る手法は、当業者には周知である。一例として、Leung et al., Hybridoma 13:469 (1994
)には、アンチ－ＣＤ２２抗体であるＬＬ２モノクローナル抗体のＶおよびＶＨドメイン
をコードするＤＮＡ配列をそれぞれのヒトおよびＩｇＧ１定常領域ドメインと組み合わせ
ることによるＬＬ２キメラの産生方法が記載されている。この公表文献は、ＬＬ２軽およ
び重鎖可変領域、それぞれＶおよびＶＨのヌクレオチド配列も提供する。ヒト化ＭＡｂを
産生する手法は、例えば、Jones et al., Nature 321:522 (1986)、Riechmann et al., N
ature 332:323 (1988)、Verhoeyen et al., Science 239:1534 (1988)、Carter et al., 
Proc. Nat'l Acad. Sci. USA 89:4285 (1992)、Sandhu, Crit. Rev. Biotech. 12:437 (1
992)、およびSinger et al., J. Immun. 150:2844 (1993)に記載されており、それらの文
献のそれぞれの全内容は、引用することにより本明細書の一部とされる。
【００７４】
　キメラ抗体は、齧歯類抗体のような動物の１種由来のＣＤＲを包含する可変ドメインを
含むが、抗体分子の残りの部分、すなわち定常ドメインはヒト抗体由来である組換えタン
パク質である。従って、キメラモノクローナル抗体は、キメラＭＡｂの可変ドメインにお
けるネズミＦＲの配列を１つ以上の異なるヒトＦＲで置換することによってヒト化するこ
ともできる。具体的には、マウスＣＤＲを、マウス免疫グロブリンの重および軽可変鎖か
らヒト抗体の相当する可変ドメインに導入する。マウスＣＤＲのヒトＦＲへの単なる導入
は抗体アフィニティーの減少または喪失さえ生じることが多いので、ネズミ抗体の元のア
フィニティーを回復するために追加の修飾が必要なことがある。これは、ＦＲ領域におけ
る１つ以上のどれかのヒト残基をネズミの相対物に換えて、そのエピトープに対する良好
な結合アフィニティーを有する抗体を得ることによって行うことができる。例えば、Temp
est et al., Biotechnology 9:266 (1991)、およびVerhoeyen et al., Science 239:1534
 (1988)を参照されたい。更に、特異的エピトープに対するヒト化、キメラおよびヒトＭ
ＡｂのアフィニティーをＣＤＲの突然変異誘発によって増加させ、低用量の抗体が突然変
異誘発前の低アフィニティーＭＡｂの高用量と同じく有効にすることができる。例えば、
ＷＯ　００２９５８４Ａ１号明細書を参照されたい。
【００７５】
　本発明の抗体を産生させるもう一つの方法は、トランスジェニック家畜の乳における産
生による方法である。例えば、Colman, A., Biochem. Soc. Symp., 63:141-147, 1998、
米国特許第５，８２７，６９０号明細書を参照されたい。両文献の全内容は、引用するこ
とにより本明細書の一部とされる。対になった免疫グロブリンの重および軽鎖をコードす
るＤＮＡセグメントをそれぞれ含む２種類のＤＮＡ構築物を調製する。ＤＮＡセグメント
を、哺乳類上皮細胞で優先的に発現するプロモーター配列を含む発現ベクター中にクロー
ニングする。例としては、ウサギ、ウシおよびヒツジカゼイン遺伝子、ウシラクトグロブ
リン遺伝子、ヒツジラクトグロブリン遺伝子、およびマウスホエー酸タンパク質遺伝子由
来のプロモーターが挙げられるが、これらに限定されない。好ましくは、挿入されるフラ
グメントは、哺乳類に特異的遺伝子由来のコグネイトゲノム配列によってフランキングさ
せる。これにより、ポリアデニル化部位および転写安定化配列が提供される。発現カセッ
トを哺乳類受精卵の前核に同時投与した後、被移植雌の子宮に移植し、妊娠させる。誕生
後、子孫をサザンブロット分析法によって両トランスジーンの存在についてスクリーニン
グする。抗体が存在するためには、重および軽鎖遺伝子はいずれも同一細胞で同時に発現
しなければならない。トランスジェニック雌由来の乳を、当該技術分野で知られている抗
体または抗体フラグメントの存在および機能性について分析する。抗体は、当該技術分野
で知られている標準的方法を用いて乳から精製することができる。
【００７６】
　本発明の完全なヒト抗体、すなわちヒト抗ＣＤ１９　ＭＡｂまたは他のヒト抗体、例え
ば、ヒト化、キメラまたはヒト抗ＣＤ１９抗体との併用療法のための抗ＣＤ２２、抗ＣＤ
１９、抗ＣＤ２３、抗ＣＤ２０または抗ＣＤ２１　ＭＡｂは、非ヒトトランスジェニック
動物から得ることができる。例えば、Mendez et al., Nature Genetics, 15:146-156 (19
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97)、米国特許第５，６３３，４２５号明細書を参照されたい。これらの文献の全内容は
、引用することにより本明細書の一部とされる。例えば、ヒト抗体は、ヒト免疫グロブリ
ン座を有するトランスジェニックマウスから回収することができる。マウス体液性免疫系
は、内在性免疫グロブリン遺伝子を不活性化し、ヒト免疫グロブリン座を導入することに
よってヒト化される。ヒト免疫グロブリン座は過度に複雑であり、ヒトゲノムのほぼ０．
２％を互いに占める多数の別個なセグメントを含んでなる。トランスジェニックマウスが
抗体の適当なレパートリーを産生することができるようにするには、ヒト重および軽鎖座
の大きな部分をマウスゲノムに導入しなければならない。これは、青色細胞系配置にヒト
重または軽鎖免疫グロブリン座を含む酵母の人工染色体（ＹＡＣ）の形成から始めて、段
階的に行う。それぞれのインサートはサイズが約１　Ｍｂであるので、ＹＡＣの構築には
免疫グロブリン座の重複しているフラグメントの相同組換えが必要である。１つが重鎖座
を含み且つ１つが軽鎖座を含む２つのＹＡＣを、ＹＡＣを含む酵母スフェロブラスト(sph
eroblasts)をマウス胎児性幹細胞と融合することによってマウスに別個に導入する。次に
、胎児性幹細胞クローンを、マウス胚盤胞に微量投与する。生成するキメラ雄動物をそれ
らの生殖細胞系を介してＹＡＣを伝達する能力についてスクリーニングし、ネズミ抗体産
生に欠陥のあるマウスと共に飼育する。１つがヒト重鎖座を含み且つ他方がヒト軽鎖座を
含む２つのトランスジェニック株を飼育して、免疫化に応答してヒト抗体を産生する子孫
を作る。
【００７７】
　二重特異性ＭＡｂを産生する更に最近の方法としては、追加のシステイン残基を有し、
より普通に見られる免疫グロブリンアイソタイプより一層強力に架橋している遺伝子工学
処理を行った組換えＭＡｂが挙げられる。例えば、FitzGerald et al., Protein Eng. 10
(10):1221-1225, 1997を参照されたい。もう一つの方法は、必要とされる二重特異性を有
する２つ以上の異なる一本鎖抗体または抗体フラグメントセグメントを連結する組換え融
合タンパク質を工学処理することである。例えば、Coloma et al., Nature Biotech. 15:
159-163, 1997を参照されたい。様々な二重特異性融合タンパク質を、分子工学処理を用
いて産生することができる。例えば、Alt et al., FEBS Lett. 454:90-4 (1999)を参照さ
れたい。この文献の全内容は、引用することにより本明細書の一部とされる。一つの形態
では、二重特異性融合タンパク質は一価であり、例えば、１つの抗原に対して単一結合部
位を有するｓｃＦｖと、第二の抗原に対して単一結合部位を有するＦａｂフラグメントか
らなっている。もう一つの形態では、二重特異性融合タンパク質は二価であり、例えば、
１つの抗原に対して２つの結合部位を有するＩｇＧと、第二の抗原に対して２つの結合部
位を有する２つのｓｃＦｖからなっている。
【００７８】
　２つ以上の異なる一本鎖抗体または抗体フラグメントを連結する二重特異性融合タンパ
ク質も、同様の方法で産生される。組換え法を用いて、様々な融合タンパク質を産生する
ことができる。例えば、ヒト化モノクローナル抗ＣＤ１９抗体由来のＦａｂフラグメント
とネズミ抗ジＤＴＰＡ由来のｓｃＦｖを含んでなる融合タンパク質を産生することができ
る。ＧＧＧＳのような柔軟リンカーが、ｓｃＦｖを抗ＣＤ１９抗体の重鎖の定常領域に結
合する。あるいは、ｓｃＦｖを、別のヒト化抗体の軽鎖の定常領域に結合させることがで
きる。重鎖ＦｄをｓｃＦｖにインフレーム接続するのに必要な適当なリンカー配列を、Ｐ
ＣＲ反応によってＶＬおよびＶｋドメインに導入する。次に、ｓｃＦｖをコードするＤＮ
Ａフラグメントを、ＣＨ１ドメインをコードするＤＮＡ配列を含むステージングベクター
（ｓｔａｇｉｎｇベクター）に連結する。生成するｓｃＦｖ－ＣＨ１構築物を取り出して
、抗ＣＤ１９抗体のＶＨ領域をコードするＤＮＡ配列を含むベクターに連結する。生成す
るベクターを用いて、二重特異性融合タンパク質を発現させる目的で哺乳類細胞のような
適当な宿主細胞をトランスフェクションすることができる。
【００７９】
４．抗体フラグメントの産生
　特異的エピトープを認識する抗体フラグメントは、既知の手法によって生成させること
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ができる。抗体フラグメントは、Ｆ（ａｂ’）２、Ｆａｂ’、Ｆａｂ、Ｆｖ、ｓＦｖなど
の抗体の抗原結合部分である。他の抗体フラグメントとしては、抗体分子のペプシン消化
によって産生させることができるＦ（ａｂ）’２フラグメント、およびＦ（ａｂ）’２フ
ラグメントのジスルフィド橋を換言することによって生成させることができるＦａｂ’フ
ラグメントが挙げられるが、これらに限定されない。あるいは、Ｆａｂ’発現ライブラリ
ーを構築して(Huse et al., 1989, Science, 246:1274-1281)、所望な特異性を有するモ
ノクローナルＦａｂ’フラグメントを迅速且つ容易に同定することができる。本発明は、
抗体および抗体フラグメントを包含する。
【００８０】
　一本鎖Ｆｖ分子（ｓｃＦｖ）は、ＶＬドメインとＶＨドメインを含んでなる。ＶＬおよ
びＶＨドメインは会合して、標的結合部位を形成している。これらの２つのドメインは、
更にペプチドリンカー（Ｌ）によって共有結合している。ｓｃＦｖ分子は、ＶＬドメイン
がｓｃＦｖ分子のＮ末端部分である場合にはＶＬ－Ｌ－ＶＨと表され、またはＶＨドメイ
ンがｓｃＦｖ分子のＮ末端部分である場合にはＶＨ－Ｌ－ＶＬと表される。ｓｃＦｖ分子
を作製し、適当なペプチドリンカーをデザインする方法は、米国特許第４，７０４，６９
２号明細書、米国特許第４，９４６，７７８号明細書、R. Raag and M. Whitlow,「一本
鎖Ｆｖ」FASEB Vol 9:73-80 (1995)、およびR. E. Bird and B. W. Walker,「一本鎖抗体
可変領域」，TIBTECH, Vol 9:132-137 (1991)に記載されている。これらの文献の全内容
は、引用することにより本明細書の一部とされる。
【００８１】
　抗体フラグメントは、完全長の抗体のタンパク質分解性加水分解によって、またはＥ．
　ｃｏｌｉまたはフラグメントをコードするＤＮＡの別の宿主における発現によって調製
することができる。抗体フラグメントは、常法により完全長抗体のペプシンまたはパパイ
ン消化によって得ることができる。例えば、抗体フラグメントは、抗体をペプシンによる
酵素開裂によって産生させ、Ｆ（ａｂ）２と表される５Ｓフラグメントを提供することが
できる。このフラグメントを、チオール還元剤と、場合によってはジスルフィド結合の開
裂から生じるスルフヒドリル基の保護基を用いて開裂して、３．５Ｓ　Ｆａｂ一価フラグ
メントを産生することができる。あるいは、パパインを用いる酵素開裂により、２種類の
一価Ｆａｂフラグメントと１つのＦｃフラグメントを直接産生する。これらの方法は、例
えば、Ｇｏｌｄｅｎｂｅｒｇ、米国特許第４，０３６，９４５号明細書および第４，３３
１，６４７号明細書、およびそこに含まれている文献に記載されており、これらの文献の
全内容は、引用することにより本明細書の一部とされる。また、Nisonoff et al., Arch 
Biochem. Biophys. 89:230 (1960)、Porter, Biochem. J. 73:119 (1959)、Edelman et a
l.,「酵素学の方法　第１巻」，４２２頁(Academic Press 1967)、およびＣｏｌｉｇａｎ
，２．８．１－２．８．１０頁および２．１０．－２．１０．４頁も参照されたい。
【００８２】
　もう一つの形態の抗体フラグメントは単一の相補性決定領域（ＣＤＲ）をコードするペ
プチドである。ＣＤＲは、抗体が結合し且つ可変領域の残りより一層可変性であるエピト
ープに構造が相補性である抗体の可変領域のセグメントである。従って、ＣＤＲは、超可
変領域と表されることがある。可変領域は３つのＣＤＲを含んでなる。ＣＤＲペプチドは
、目的の抗体のＣＤＲをコードする遺伝子を構築することによって得ることができる。こ
のような遺伝子は、例えば、ポリメラーゼ連鎖反応を用いて抗体産生細胞のＲＮＡ由来の
可変領域を合成することによって調製される。例えば、Larrick et al., Methods: A Com
panion to Methods in Erazymology 2:106 (1991)、Courtenay-Luck,「モノクローナル抗
体の遺伝子操作」／『モノクローナル抗体：　産生、遺伝子工学技術および臨床応用』Ri
tter et al. （監修），１６６－１７９頁(Cambridge University Press 1995)、およびW
ard et al.,「抗体の遺伝子操作および発現」／『モノクローナル抗体：　原理と応用』
，Birch et al. (監修），１３７－１８５頁(Wiley-Liss, Inc. 1995)を参照されたい。
【００８３】
　一価の軽－重鎖フラグメントを形成するための重鎖の分離、フラグメントの更なる開裂
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、または他の酵素的、化学的または遺伝子技術のような抗体を開裂する他の方法を、完全
な抗体によって認識される抗原にフラグメントが結合する限り用いることもできる。
【００８４】
５．多重特異性の多価抗体
　抗ＣＤ１９抗体、並びに本明細書に記載の併用療法に使用する異なる特異性を有する他
の抗体を、多重特異性抗体（ＣＤ１９エピトープまたは抗原に対して少なくとも１つの結
合部位とＣＤ１９上の別のエピトープまたは別の抗原に対して少なくとも１つの結合部位
を含んでなる）および多価抗体（同一のエピトープまたは抗原に対して複数の結合部位を
含んでなる）とすることもできる。
【００８５】
　本発明は、ターゲッティングした細胞マーカーに特異的に結合する少なくとも１つの結
合領域とターゲッティング可能な接合体に特異的に結合する少なくとも１つの他の結合領
域とを有する二重特異性抗体または抗体フラグメントを提供する。ターゲッティング可能
な接合体は、二重特異性抗体または抗体フラグメントの少なくとも１つの結合領域によっ
て認識される少なくとも１つのエピトープを含んでなるまたは有するキャリヤー部分を含
んでなる。
　様々な組換え法を用いて、上記のような二重特異性抗体および抗体フラグメントを産生
することができる。
【００８６】
　抗ＣＤ１９多価抗体も、本発明において意図される。この多価の標的結合タンパク質は
、第一および第二のポリペプチドの会合によって構築される。第一のポリペプチドは、好
ましくは免疫グロブリン軽鎖可変領域ドメインである第一の免疫グロブリン様ドメインに
共有結合した第一の一本鎖Ｆｖ分子を含んでなる。第二のポリペプチドは、好ましくは免
疫グロブリン重鎖可変領域ドメインである第二の免疫グロブリン様ドメインに共有結合し
た第二の一本鎖Ｆｖ分子を含んでなる。第一および第二の一本鎖Ｆｖ分子は標的結合部位
を形成し、第一および第二の免疫グロブリン様ドメインは会合して、第三の標的結合部位
を形成する。
【００８７】
　ＶＬ－Ｌ－ＶＨ配置（但し、Ｌはリンカーである）を有する一本鎖Ｆｖ分子は、ＶＨ－
Ｌ－ＶＬ配置を有する別の一本鎖Ｆｖ分子と会合して、二価二量体を形成することがある
。この場合には、第一のｓｃＦｖのＶＬドメインと第二のｓｃＦｖ分子のＶＨドメインは
会合して一つの標的結合部位を形成し、第一のｓｃＦｖのＶＨドメインと第二のｓｃＦｖ
のＶＬドメインが会合して他の標的結合部位を形成する。
【００８８】
　本発明のもう一つの態様は、非共有的に会合して３つの結合部位を形成する２本の非相
同ポリペプチド鎖を含んでなるＣＤ１９二重特異性の三価ターゲッティングタンパク質で
あり、結合部位の２つは１つの標的にアフィニティーを有し、第三のものは作製して診断
および／または治療薬のキャリヤーに結合させることができるハプテンにアフィニティー
を有する。好ましくは、結合タンパク質は、２つのＣＤ１９結合部位と１つのＣＤ２２結
合部位を有する。二重特異性の三価ターゲッティング剤は２つの異なるｓｃＦｖを有し、
１つのｓｃＦｖは一方の抗体のＶＬドメインに短いリンカーによって連結された別の抗体
由来の２つのＶＨドメインを含み、第二のｓｃＦｖは第一の抗体のＶＨドメインに短いリ
ンカーによって連結された他の抗体由来のＶＬドメインを含む。ＶＨおよびＶＬドメイン
から多価の多重特異性薬剤を生成する方法は、宿主生物でＤＮＡプラスミドから合成され
た個々の鎖がＶＨドメイン（ＶＨ鎖）だけまたはＶＬドメイン（ＶＬ鎖）だけから構成さ
れ、多価および多重特異性の任意の薬剤を１本のＶＨ鎖と１本のＶＬ鎖の非共有的会合に
よって生成させることができることを提供する。例えば、三価の三重特異性薬剤を形成す
ると、ＶＨ鎖は３つのＶＨドメインであって、それぞれが特異性が異なる抗体に由来し、
可変長のペプチドリンカーによって連結されたもののアミノ酸配列からなり、ＶＬ鎖は、
ＶＨ鎖に用いたのと同様なペプチドリンカーによって連結された相補性ＶＬドメインから
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なる。抗体のＶＨおよびＶＬドメインは逆平行的会合しているので、本発明の好ましい方
法は、ＶＨ鎖のＶＨドメインと逆の順で配置されたＶＬ鎖のＶＬドメインを有する。
【００８９】
６．ダイアボディー、トリアボディーおよびテトラボディー
　本発明の抗ＣＤ１９抗体を用いて、ダイアボディーとも称される機能性の二重特異性一
本鎖抗体（ｂｓｃＡｂ）を調製することもでき、組換え法を用いて哺乳類細胞で産生させ
ることができる。例えば、Mack et al., Proc. Natl. Acad. Sci., 92:7021-7025, 1995
を参照されたい。上記文献の全内容は、引用することにより本明細書の一部とされる。例
えば、ｂｓｃＡｂは、組換え法を用いるグリシン－セリンリンカーを介して２つの一本鎖
Ｆｖフラグメントを結合することによって産生される。目的とする２つの抗体のＶ軽鎖（
ＶＬ）とＶ重鎖（ＶＨ）ドメインを、標準的ＰＣＲ法を用いて単離する。次に、それぞれ
のハイブリドーマから得られたＶＬおよびＶＨ　ｃＤＮＡを結合させて、二段階式ＰＣＲ
で一本鎖フラグメントを形成する。第一のＰＣＲ段階では、（Ｇｌｙ４－Ｓｅｒ１）３リ
ンカーを導入し、第二の段階ではＶＬとＶＨアンプリコンを結合する。次に、それぞれの
一本鎖分子を、細菌発現ベクター中でクローニングする。増幅の後、一本鎖分子の１つを
切り出し、目的とする第二の一本鎖分子を含む他のベクター中にサブクローニングする。
生成するｂｓｃＡｂフラグメントを、真核生物発現ベクター中にサブクローニングする。
機能性タンパク質発現は、ベクターをチャイニーズハムスター卵巣細胞にトランスフェク
ションすることによって得ることができる。二重特異性融合タンパク質は、同様の方法で
調製される。二重特異性一本鎖抗体および二重特異性融合タンパク質は、本発明の範囲内
に含まれる。
【００９０】
　例えば、ヒト化、キメラまたはヒト抗ＣＤ１９モノクローナル抗体を用いて、抗原特異
的ダイアボディー、トリアボディー、およびテトラボディーを産生することができる。単
一特異性ダイアボディー、トリアボディー、およびテトラボディーターゲッティングした
抗原に選択的に結合し、分子上の結合部位の数が増加すると、標的細胞に対するアフィニ
ティーが増加し、所望の位置における滞留時間が長くなる。ダイアボディーについては、
５つのアミノ酸残基リンカーによってヒト化ＣＤ１９　ＭＡｂのＶｋポリペプチドに連結
したヒト化ＣＤ１９　ＭＡｂのＶＨポリペプチドを含んでなる２本の鎖を用いる。それぞ
れの鎖は、ヒト化ＣＤ１９ダイアボディーの半分を形成している。トリアボディーの場合
には、リンカーを用いずにヒト化ＣＤ１９　ＭＡｂのＶｋポリペプチドに連結したヒト化
ＣＤ１９　ＭＡｂのＶＨポリペプチドを含んでなる３本の鎖を用いる。それぞれの鎖は、
ｈＣＤｌ９トリアボディーの３分の１を形成している。
【００９１】
　本明細書に記載の二重特異性ダイアボディーの究極的使用は、ＣＤ１９陽性腫瘍のプレ
ターゲッティングの後、診断または治療薬を特異的に伝達することである。これらのダイ
アボディーはターゲッティングした抗原に選択的に結合し、アフィニティーを増加し、所
望の位置における滞留時間を長くする。更に、非抗原に結合したダイアボディーは体内か
ら速やかに除かれ、正常組織の暴露は最小限になる。クリアランス速度を高めるための二
重特異性抗体の点突然変異は、Qu et al.の米国仮出願出願番号第６０／３６１，０３７
号明細書(Atty Docket No. 1873311037)に見出すことができ、上記明細書の全内容は、引
用することにより本明細書の一部とされる。アフィニティー増加についての二重特異性ダ
イアボディーは、米国特許出願第１０／２７０，０７１号明細書(Rossi et al.)、第１０
／２７０，０７３号明細書(Rossi et al.)、および第１０／３２８，１９０号明細書(Ros
si et al.)に開示されており、上記明細書の全内容は、引用することにより本明細書の一
部とされる。診断および治療薬としては、同位体、薬剤、毒素、サイトカイン、ホルモン
、酵素、オリゴヌクレオチド、増殖因子、接合体、放射性核種、および金属が挙げられる
。例えば、ガドリニウム金属は、磁気共鳴映像法（ＭＲＩ）に用いられる。放射性核種の
例は、２２５Ａｃ、１８Ｆ、６８Ｇａ、６７Ｇａ、９０Ｙ、８６Ｙ、１１１Ｉｎ、１３１

Ｉ、１２５Ｉ、１２３Ｉ、９９ｍＴｃ、１８６Ｒｅ、１８８Ｒｅ、１７７Ｌｕ、６２Ｃｕ
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、６４Ｃｕ、６７Ｃｕ、２１２Ｂｉ、２１３Ｂｉ、３２Ｐ、１１Ｃ、１３Ｎ、１５Ｏ、７

６Ｂｒおよび２１１Ａｔである。他の放射性核種、特に６０－４，０００ｋｅＶのエネル
ギー範囲のものを、診断および治療薬として用いることもできる。
【００９２】
　更に最近では、二重特異性を有する四価のタンデムダイアボディー（タンダブと呼ばれ
る）も、報告されている(Cochlovius et al., Cancer Research (2000) 60:4336-4341)。
二重特異性タンダブは２個の同一ポリペプチドの二量体であって、自己会合時に２種類の
異なる特異性のそれぞれについて２つの潜在的結合部位の形成を促進する配向で結合した
２つの異なる抗体の４つの可変ドメイン（ＶＨ１、ＶＬ１、ＶＨ２、ＶＬ２）を含む。
【００９３】
７．多価および多重特異性抗ＣＤ１９抗体の接合体
　本発明のもう一つの態様は、多価抗ＣＤ１９抗体の接合体である。多価多重特異性薬剤
の組成および方法は、Ｒｏｓｓｉ　ｅｔ　ａｌ．の２００２年１２月２４日出願の米国特
許出願出願番号第６０／４３６，３５９号明細書、および２００３年４月２３日出願の米
国特許出願出願番号第６０／４６４，５３２号明細書に記載されており、上記特許明細書
の全内容は、引用することにより本明細書の一部とされる。
【００９４】
　追加のアミノ酸残基は、第一または第二のポリペプチドのＮまたはＣ末端に付加するこ
とができる。追加のアミノ酸残基は、ペプチドタグ、シグナルペプチド、サイトカイン、
酵素（例えば、プロドラッグ活性化酵素）、ホルモン、シュードモナス外毒素のようなペ
プチド毒素、ペプチド薬、細胞傷害性タンパク質、または他の機能性タンパク質を含んで
なることがある。本明細書で用いられる機能性タンパク質は、生物学的機能を有するタン
パク質である。
【００９５】
　一態様では、薬剤、毒素、放射性化合物、酵素、ホルモン、オリゴヌクレオチド、細胞
傷害性タンパク質、キレート、サイトカイン、および他の機能性薬剤を、好ましくは多価
標的結合タンパク質のアミノ酸残基の側鎖、例えば、アミン、カルボキシル、フェニル、
チオール、またはヒドロキシル基に、共有結合を介して、多価標的結合タンパク質に接合
することができる。様々な通常のリンカー、例えば、ジイソシアネート、ジイソチオシア
ネート、ビス（ヒドロキシスクシンイミド）エステル、カルボジイミド、マレイミド－ヒ
ドロキシスクシンイミドエステル、グルタルアルデヒドなどを、この目的に用いることが
できる。多価タンパク質に対する薬剤の接合は、タンパク質の結合特異性またはその標的
に対するアフィニティーに余り影響しないことが好ましい。本明細書で用いられる機能性
薬剤は、生物学的機能を有する薬剤である。好ましい機能性薬剤は細胞傷害剤である。
【００９６】
　上記のように、酵素も有用な治療薬である。例えば、リン酸含有プロドラッグと組み合
わせて用いるアルカリホスファターゼ（米国特許第４，９７５，２７８号明細書）、硫酸
含有プロドラッグと組み合わせて用いるアリールスルファターゼ（米国特許第５，２７０
，１９６号明細書）、セラチアプロテアーゼ、サーモリシン、ズブチリシン、カルボキシ
ペプチダーゼのようなペプチダーゼおよびプロテアーゼ（米国特許第５，６６０，８２９
号明細書、第５，５８７，１６１号明細書、第５，４０５，９９０号明細書）、およびペ
プチドを基としたプロドラッグと組み合わせて用いるカテプシン（カテプシンＢおよびＬ
を包含する）、Ｄ－アミノ酸修飾プロドラッグと組み合わせて用いるＤ－アラニルカルボ
キシペプチダーゼ、グリコシル化プロドラッグと組み合わせて用いるβ－ガラクトシダー
ゼおよびノイラミニダーゼのような炭水化物開裂酵素（米国特許第５，５６１，１１９号
明細書、第５，６４６，２９８号明細書）、βラクタム含有プロドラッグと組み合わせて
用いるβ－ラクタマーゼ、フェノキシアセタミドまたはフェニルアセタミド基でアミノ窒
素を誘導体形成した薬剤と組み合わせて用いるペニシリン－Ｖ－アミダーゼ（米国特許第
４，９７５，２７８号明細書）またはペニシリン－Ｇ－アミダーゼのようなペニシリンア
ミダーゼ、および５－フルオロシトシンを基とするプロドラッグ（米国特許第４，９７５
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，２７８号明細書）と組み合わせて用いるシトシンデアミナーゼが、本発明に適当な治療
薬である。
【００９７】
　更に他の態様では、治療薬またはプロドラッグポリマーの二重特異性抗体によって指定
されるイン・ビボ標的への伝達を、放射性核種の二重特異性抗体伝達と組み合わせて、化
学療法と放射免疫療法を併用することができる。それぞれの療法をターゲッティング可能
な接合体に接合させ、同時に投与することができ、または核種を第一のターゲッティング
可能な接合体の部分として投与し、薬剤を後の段階で第二のターゲッティング可能な接合
体の部分として投与することができる。
【００９８】
　もう一つの態様では、細胞傷害剤をポリマー性キャリヤーに接合させることができ、ポ
リマー性キャリヤーを続いて多価標的結合タンパク質に接合させることができる。この方
法については、Ryser et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 75:3867-3870, 1978、米国
特許第４，６９９，７８４号明細書および米国特許第４，０４６，７２２号明細書を参照
されたい。上記文献の全内容は、引用することにより本明細書の一部とされる。接合は、
多価結合タンパク質の結合特異性またはアフィニティーに余り影響しないことが好ましい
。
【００９９】
８．治療および診断へのヒト化、キメラおよびヒト抗体の使用
　本発明によるヒト化、キメラおよびヒトモノクローナル抗体、すなわち本明細書に記載
の抗ＣＤ１９　ＭＡｂおよび他のＭＡｂは、治療方法および診断方法に用いるのに適して
いる。従って、本発明では、単独で裸の抗体として投与されるかまたは多様療法として一
時的に投薬法に準じて投与されるが、治療薬に接合していない本発明のヒト化、キメラお
よびヒト抗体を意図する。裸の抗ＣＤ１９　ＭＡｂの効力は、裸の抗体を１種類以上の他
の裸の抗体と共にし、すなわち、ＣＤ４、ＣＤ５、ＣＤ８、ＣＤ１４、ＣＤ１５、ＣＤ１
９、ＣＤ２０、ＣＤ２１、ＣＤ２２、ＣＤ２３、ＣＤ２５、ＣＤ３３、ＣＤ３７、ＣＤ３
８、ＣＤ４０、ＣＤ４０Ｌ、ＣＤ４６、ＣＤ５２、ＣＤ５４、ＣＤ７４、ＣＤ８０、ＣＤ
１２６、ＣＤ１３８、Ｂ７、ＭＵＣ－１、Ｉａ、ＨＭ１．２４、ＨＬＡ－ＤＲ、テネイシ
ン、ＶＥＧＦ、ＰＩＧＦ、ＥＤ－Ｂフィブロネクチン、癌遺伝子、癌遺伝子産物、ＮＣＡ
　６６ａ－ｄ、壊死抗原、Ｉｉ、ＩＬ－２、Ｔ１０１、ＴＡＣ、ＩＬ－６、ＴＲＡＩＬ－
Ｒ１（ＤＲ４）およびＴＲＡＩＬ－Ｒ２（ＤＲ５）のような特異抗原に対するＭＡｂを１
種類以上の抗ＣＤ１９　ＭＡｂの免疫接合体と共にし、または薬剤、毒素、免疫調節剤、
ホルモン、酵素、オリゴヌクレオチド、治療用放射性核種などの治療薬を接合した上記抗
原に対する抗体をＭＡｂと同時にまたは逐次的にまたは指定投薬法に準じて投与される薬
剤、毒素、酵素、オリゴヌクレオチド、免疫調節剤、ホルモン、治療用放射性核種などの
１種類以上の治療薬と共に補足することによって高めることができる。好ましいＢ細胞抗
原としては、ヒトＣＤ１９、ＣＤ２０、ＣＤ２１、ＣＤ２２、ＣＤ２３、ＣＤ４６、ＣＤ
５２、ＣＤ７４、ＣＤ８０およびＣＤ５抗原と同等のものが挙げられる。好ましいＴ細胞
抗原としては、ヒトＣＤ４、ＣＤ８およびＣＤ２５（ＩＬ－２受容体）抗原と同等のもの
が挙げられる。ＨＬＡ－ＤＲ抗原に同等のものを、Ｂ細胞およびＴ細胞疾患の治療に用い
ることができる。特に好ましいＢ細胞抗原は、ヒトＣＤ１９、ＣＤ２０、ＣＤ２２、ＣＤ
２１、ＣＤ２３、ＣＤ７４、ＣＤ８０およびＨＬＡ－ＤＲ抗原に同等のものである。特に
好ましいＴ細胞は、ヒトＣＤ４、ＣＤ８およびＣＤ２５抗原に同等のものである。ＣＤ４
６は、補体依存性リーシス（ＣＤＣ）をブロックする癌細胞の表面上の抗原である。
【０１００】
　更に、本発明は、Ｂ細胞リンパ腫および他の疾患または障害での診断および治療使用の
ための免疫接合体の投与を意図する。本明細書に記載の免疫接合体は、抗体成分と、診断
または治療薬を有することがあるペプチドなどの治療または診断薬を含んでなる分子であ
る。免疫接合体は抗体成分の免疫反応性を保持しており、すなわち、抗体残基は、接合前
と同様に接合後にコグネイト抗原を結合する能力がほぼ同じであるかまたは若干減少して
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いる。
【０１０１】
　多種多様な診断および治療試薬を、本発明の抗体に好都合に接合させることができる。
本明細書に記載の治療薬は、上記の裸の抗体と別個に投与するのにも有用な薬剤である。
治療薬としては、例えば、ビンカアルカロイド、アントラサイクリン、エピドフィロトキ
シン、タキサン、代謝拮抗薬、アルカリ化剤、抗生物質、ＣＯＸ－２阻害薬、抗有糸分裂
薬、抗血管新生薬およびアポトーシス薬、特にドキソルビシン、メトトレキセート、タキ
ソール、ＣＰＴ－１１、カンプトテカン、プロテオソーム阻害薬、およびこれら以外のも
のおよび他のクラスの抗癌薬、サリドマイドおよび誘導体、オリゴヌクレオチド、特にア
ンチセンスおよびＲＮＡｉオリゴヌクレオチド（例えば、ｂｃｌ－２に対する）などのよ
うな化学療法薬が挙げられる。免疫接合体および抗体融合タンパク質の調製のための他の
有用な癌化学療法薬としては、ナイトロジェンマスタード、アルキルスルホン酸塩、ニト
ロソ尿素、トリアゼン、葉酸類似体、ＣＯＸ－２阻害薬、ピリミジン類似体、プリン類似
体、白金配位錯体、酵素、ホルモン、などが挙げられる。適当な化学療法薬は、「レミン
トンの薬科学」第１９版(Mack Publishing Co. 1995)、および「グッドマンとギルマンの
治療薬の薬理学的基礎」第７版(MacMillan Publishing Co. 1985)、並びにこれらの刊行
物の改訂版に記載されている。実験薬剤のような他の適当な化学療法薬は、当業者に知ら
れている。
【０１０２】
　更に、ＤＴＰＡ、ＤＯＴＡ、ＴＥＴＡまたはＮＯＴＡのようなキレート剤、または蛍光
分子のような検出可能な標識または重金属または放射性核種のような細胞傷害剤を接合さ
せることができる適当なペプチドが挙げられる。例えば、治療上有用な免疫接合体は、光
活性薬剤または色素を抗体複合体に接合することによって得ることができる。蛍光色素の
ような蛍光組成物、および可視光線に感受性のポルフィリンのような他の色原体または色
素を用いて、適当な光線を病変に向けることによって病変部を検出し、治療が行われてき
た。療法では、これは、光放射線、光線療法または光力学療法と呼ばれてきた(Jori et a
l.（監修），「腫瘍および他の疾患の光力学療法」(Libreria Progetto1985)、 van den 
Bergh, Chem. Britain 22:430 (1986))。更に、光線療法を行うために、モノクローナル
抗体を光活性化色素とカップリングしてきた。Mew et al., J. Immunol. 130:1473 (1983
)、同上，Cancer Res. 45:4380 (1985)、Oseroff et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 
83:8744 (1986)、同上，Photochem. Photobiol. 46:83 (1987)、Hasan et al., Prog. Cl
in. Biol. Res. 288:471 (1989)、Tatsuta et al., Lasers Surg. Med. 9:422 (1989)、P
elegrin et al., Cancer 67:2529 (1991)。しかしながら、これらの初期の研究は、内視
鏡療法の使用、特に抗体フラグメントまたは下位フラグメントの使用は包含しなかった。
従って、本発明は、光活性剤または色素を含んでなる免疫接合体の治療における使用を意
図する。
【０１０３】
　本発明は、放射性および非放射性薬剤の診断薬としての使用も意図する。適当な非放射
性診断薬は、磁気共鳴映像法、コンピュータートモグラフイーまたは超音波に適するコン
トラスト剤である。磁気映像化剤としては、本発明の抗体と共に用いるときには、２－ベ
ンジル－ＤＴＰＡおよびそのモノメチルおよびシクロヘキシル類似体などの金属－キレー
ト結合体と複合体形成した、例えば、マンガン、鉄およびガドリニウムのような非放射性
金属が挙げられる。２００１年１０月１０日出願の米国特許出願番号第０９／９２１，２
９０号明細書を参照されたい。上記特許明細書の全内容は、引用することにより本明細書
の一部とされる。
【０１０４】
　更に、放射能標識抗体または免疫接合体は、診断用画像化に有用なガンマ線－放射性の
放射性同位体または陽電子エミッターを含んでなることがある。適当な放射性同位体であ
って、特にエネルギー範囲が６０　－　４，０００ｋｅＶであるものとしては、１３１Ｉ
、１２３Ｉ、１２４Ｉ、８６Ｙ、６２Ｃｕ、６４Ｃｕ、１１１Ｉｎ、６７Ｇａ、６８Ｇａ
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、９９ｍＴｃ、９４ｍＴｃ、１８Ｆ、１１Ｃ、１３Ｎ、１５Ｏ、７５Ｂｒなどが挙げられ
る。例えば、「ガリウム－６８を用いる標識ターゲッティング剤」という標題の米国特許
出願明細書、発明者G. L. Griffiths and W. J. McBride （米国仮出願第６０／３４２，
１０４号明細書）を参照されたい。この明細書には、画像化の目的での１８Ｆ、６８Ｇａ
、９４ｍＴｃなどのような陽電子エミッターが開示されており、その全内容は、引用する
ことにより本明細書の一部とされる。
【０１０５】
　シュードモナス外毒素のような毒素も、本発明の抗ＣＤ１９抗体の抗体融合タンパク質
の治療薬部分に複合体形成しまたはこの部分を形成することができる。このような接合体
または他の融合タンパク質の調製に好都合に用いられる他の毒素としては、リシン、アブ
リン、リボヌクレアーゼ（ＲＮアーゼ）、ＤＮアーゼＩ、ブドウ球菌エンテロトキシン－
Ａ、アメリカヤマゴボウ抗ウイルスタンパク質、ゲロニン、ジフテリア毒素、シュードモ
ナス外毒素、およびシュードモナス内毒素が挙げられる。例えば、Pastan et al., Cell 
47:641 (1986)、およびGoldenberg, CA-A Cancer Journal for Clinicians 44:43 (1994)
を参照されたい。本発明での使用に適する追加の毒素は当業者に知られており、米国特許
第６，０７７，４９９号明細書に開示されており、上記特許明細書の全内容は、引用する
ことにより本明細書の一部とされる。
【０１０６】
　サイトカインのような免疫調節剤は、抗体融合タンパク質の治療薬部分に接合させまた
は治療薬部分を形成し、または本発明のヒト化抗ＣＤ１９抗体と共に投与することもでき
る。本発明に適するサイトカインとしては、以下に説明するようなインターフェロンおよ
びインターロイキンが挙げられるが、これらに限定されない。
【０１０７】
９．免疫接合体の調製
　本発明の抗体または抗体融合タンパク質のいずれを、１種類以上の治療または診断薬と
接合させることもできる。一般に、１種類の治療または診断薬はそれぞれの抗体または抗
体フラグメントに結合するが、２種類以上の治療薬または診断薬が同一の抗体または抗体
フラグメントに結合することができる。本発明の抗体融合タンパク質は、２種類以上の抗
体またはそのフラグメントを含んでなり、この融合タンパク質を含んでなる抗体のそれぞ
れが治療薬または診断薬を含むことができる。更に、抗体融合タンパク質の１つ以上の抗
体は、２種類以上の治療または診断薬させることができる。更に、治療薬は同一である必
要はなく、異なる治療薬であることができる。例えば、薬剤と放射性同位体を同一の融合
タンパク質に結合することができる。特に、ＩｇＧを１３１Ｉで放射能標識して、薬剤に
結合させることができる。１３１ＩはＩｇＧのチロシンに取り込まれ、薬剤をＩｇＧリシ
ンのε－アミノ基に結合させることができる。治療および診断薬を両方とも、還元された
ＳＨ基および炭水化物側鎖に結合させることもできる。
【０１０８】
　本発明の二重特異性抗体プレターゲッティング法に有用であり、２種類の治療薬または
２種類の診断薬を患者に送達する好ましい方法を提供する。米国特許出願出願番号第０９
／３８２，１８６号明細書には、二重特異性抗体を用いるプレターゲッティングの方法で
あって、二重特異性抗体１２５Ｉで標識し、患者に届けた後、９９ｍＴｃで標識した二価
ペプチドを届ける方法が開示されている。米国特許出願出願番号第０９／３８２，１８６
号明細書および第０９／３３７，７５６号明細書には、二重特異性抗体を用いるプレター
ゲッティングの方法であって、二重特異性抗体１２５Ｉで標識し、患者に送達した後、９

９ｍＴｃで標識した二価ペプチドを届ける方法が開示されており、上記特許出願明細書の
全内容は、引用することにより本明細書の一部とされる。プレターゲッティング法は、米
国特許出願出願番号第０９／８２３，７４６号明細書(Hansen et al.)および第１０／１
５０，６５４号明細書(Goldenberg etal.)、および２００３年１月３１日出願の「治療お
よび診断薬の投与の方法および組成物」という標題の米国仮出願明細書(Atty Docket No.
 018733/1103 (McBride et al.))にも記載されており、上記特許出願明細書の全内容は、
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引用することにより本明細書の一部とされる。この送達により、１２５Ｉおよび９９ｍＴ
ｃについて優れた腫瘍／正常組織比が得られ、２種類の診断用放射性同位体の有用性が示
される。既知の治療薬または診断薬の任意の組合せを用いて、抗体および抗体融合タンパ
ク質を標識することができる。ＭＡｂ接合体の抗体成分の結合特異性、治療薬または診断
薬の効力、および抗体のＦｃ部分のエフェクター活性は、接合体の標準的試験によって決
定することができる。
【０１０９】
　治療または診断薬は、ジスルフィド結合の形成により還元抗体成分のヒンジ領域に結合
させることができる。あるいは、これらのペプチドを、Ｎ－スクシニル３－（２－ピリジ
ルジチオ）プロプリオネート（ＳＰＤＰ）のようなヘテロ二重特異性架橋剤を用いて抗体
成分に結合することができる。Yu et al., Int. J. Cancer 56:244 (1994)。このような
接合の一般的手法は、当該技術分野で周知である。例えば、Ｗｏｎｇ，「タンパク質接合
および架橋の化学」(CRC Press 1991)、「モノクローナル抗体：原理と応用」Birch et a
l. （監修）のUpeslacis et al.,「化学的方法による抗体の修飾」１８７－２３０頁(Wil
ey-Liss, Inc. 1995)、「モノクローナル抗体：産生、遺伝子工学処理および臨床応用」R
itter et al. （監修）のPrice,「合成ペプチド由来の抗体の産生および特性決定」，６
０－８４頁(Cambridge University Press 1995)を参照されたい。あるいは、治療または
診断薬を、抗体のＦｃ領域における炭水化物残基を介して接合させることができる。炭水
化物基を用いて、チオール基に結合している同じペプチドの装填量を増加させることがで
き、または炭水化物残基を用いて異なるペプチドを結合することができる。
【０１１０】
　ペプチドを抗体炭水化物残基を介して抗体成分に接合する方法は、当業者には周知であ
る。例えば、Shih et al., Int. J. Cancer 41:832 (1988)、Shih et al., Int. J. Canc
er 46:1101 (1990)、およびShih et al.,米国特許第５，０５７，３１３号明細書を参照
されたい。上記文献の全内容は、引用することにより本明細書の一部とされる。一般的方
法は、酸化された炭水化物部分を有する抗体成分を少なくとも１つの遊離アミン官能基を
有し且つ複数のペプチドが装填されているキャリヤーポリマーと反応させることを含む。
この反応により、最初のシッフ塩基（イミン）結合が生じ、これを第二アミンに還元する
ことによって安定化し、最終的接合体を形成することができる。
【０１１１】
　免疫接合体の抗体成分として用いられる抗体が抗体フラグメントであるときには、Ｆｃ
領域は存在しない。しかしながら、炭水化物残基を完全長の抗体または抗体フラグメント
の軽鎖可変領域に導入することができる。例えば、Leung et al., J. Immunol. 154:5919
 (1995)、Hansen et al.,米国特許第５，４４３，９５３号明細書（１９９５）、Leung e
t al.,米国特許第６，２５４，８６８号明細書を参照されたい。上記文献の全内容は、引
用することにより本明細書の一部とされる。遺伝子工学処理を行った炭水化物残基を用い
て、治療または診断薬を結合させる。
【０１１２】
１０．薬学上許容可能な賦形剤
　患者に送達されるヒト化、キメラおよびヒト抗ＣＤ１９　ＭＡｂは、ＭＡｂ単独、免疫
接合体、融合タンパク質からなることができ、または１種類以上の薬学上適当な賦形剤、
１種類以上の追加成分、またはこれらのある種の組合せを含んでなることができる。
【０１１３】
　本発明の免疫接合体または裸の抗体を既知の方法によって処方して、薬学上有用な組成
物を調製することによって、免疫接合体または裸の抗体を薬学上適当な賦形剤と混合して
組み合わせることができる。滅菌したリン酸緩衝食塩水は、薬学上適当な賦形剤の一例で
ある。他の適当な賦形剤は、当業者には周知である。例えば、Ansel et al.,「医薬投与
形態および薬剤送達系」，第５版(Lea & Febiger 1990)、およびGennaro （監修），「レ
ミントンの薬科学」第１８版(Mack Publishing Co. 1990)およびこれらの刊行物の改訂版
を参照されたい。
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【０１１４】
　本発明の免疫接合体または裸の抗体は、例えば、ボーラス注射または連続輸液による静
脈内投与用に処方することができる。注射用処方物は、例えば、アンプルまたは複数回投
与容器のような単位投薬形態で防腐剤を加えて提示することができる。組成物は、油性ま
たは水性ビヒクルの懸濁液、溶液またはエマルションのような形態をとることができ、懸
濁、安定および／または分散剤のような処方剤を含むことができる。あるいは、活性成分
を粉末形態にして、使用前に、滅菌した発熱物質不含水のような適当なビヒクルで構成す
ることができる。
【０１１５】
　追加の薬学的方法を用いて、治療または診断薬接合体または裸の抗体の作用の期間を制
御することができる。制御放出製剤は、免疫接合体または裸の抗体と複合体形成しまたは
吸着するポリマーを用いて調製することができる。例えば、生体適合性ポリマーとしては
、ポリ（エチレン－コ－酢酸ビニル）のマトリックス、およびステアリン酸二量体とセバ
シン酸のポリ無水物コポリマーのマトリックスが挙げられる。Sherwood et al., Bio/Tec
hnology 10:1446 (1992)。これらのマトリックスから免疫接合体の放出速度は、免疫接合
体または抗体の分子量、マトリックス中の免疫接合体、抗体の量、および分散粒子の粒度
によって変化する。Saltzman et al., Biophys. J. 55:163 (1989)、Sherwood et al., 
上記引用。他の固形投薬形態は、Ansel et al.,「医薬投与形態および薬剤送達系」，第
５版(Lea & Febiger 1990)、およびGennaro （監修），「レミントンの薬科学」第１８版
(Mack Publishing Co. 1990)およびこれらの刊行物の改訂版に記載されている。
【０１１６】
　免疫接合体、抗体融合タンパク質、または裸の抗体は、哺乳類に皮下または他の非経口
経路によって投与することもできる。更に、投与は、連続輸液によって、または単回また
は複数回ボーラス投与によって行ってもよい。一般に、ヒトに投与される免疫接合体、融
合タンパク質または裸の抗体の用量は、患者の年齢、体重、身長、性別、一般的医学的条
件、および以前の医学的履歴のような要因によって変化する。典型的には、単回静脈内輸
液として約１ｍｇ／ｋｇ－２０ｍｇ／ｋｇの範囲の免疫接合体抗体融合タンパク質または
裸の抗体の投薬量と共に賦形剤を提供するのが望ましいが、これより低いまたは高い用量
を場合によって投与してもよい。この投薬は、必要に応じて、例えば、週１回４－１０週
間、好ましくは週１回８週間、更に好ましくは週１回４週間反復することができる。これ
は、２週毎に数ヶ月間など、少ない頻度で投与することもできる。投薬は、様々な非経口
経路を介して用量および計画を適宜調整しながら行うことができる。
【０１１７】
　治療の目的で、免疫接合体、融合タンパク質または裸の抗体を、治療上有効量で投与す
る。本発明にとって適当な患者は通常はヒトであるが、ヒト以外の動物患者も考えられる
。抗体製剤は、投与量が生理学的に有意であるときには、「治療上有効量」で投与される
といわれる。薬剤の存在によってこれを投与する哺乳類の生理学に検出可能な変化を生じ
るときには、薬剤は生理学的に有意である。特に、本発明の抗体製剤の存在によって抗腫
瘍応答を誘発しまたは自己免疫疾患状態の徴候または症状が緩和されるときには、本発明
の抗体製剤は生理学的に有意である。生理学的に有意な効果は、被投与哺乳類における体
液性および／または細胞性免疫応答の喚起作用である可能性もある。
【０１１８】
１１．治療方法
　本発明は、本発明の裸の抗ＣＤ１９抗体のＢ細胞疾患および他の疾患の治療用の主要な
組成物としての使用を意図する。特に、本明細書に記載の組成物は、様々な自己免疫、並
びに進行の遅い形態のＢ細胞リンパ腫、急速進行性形態のＢ細胞リンパ腫、慢性リンパ性
白血病、急性リンパ性白血病、およびヴァルデンストレームマクログロブリン血症の治療
に特に有用である。例えば、ヒト化抗ＣＤ１９抗体成分および免疫接合体を用いて、進行
の遅いおよび急速進行性形態の非ホジキンリンパ腫を治療することができる。
【０１１９】
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　上記のように、本発明の抗体は、様々な自己免疫疾患の診断および治療にも好適である
。このような疾患としては、急性特発性血小板減少性紫斑病、慢性特発性血小板減少性紫
斑病、皮膚筋炎、シデナム舞踏病、重症筋無力症、全身性エリテマトーデス、ループス腎
炎、リウマチ熱、多腺性症候群、水疱性類天疱瘡、糖尿病、ヘノッホ－シェーンライン紫
斑病、ポストストレプトコッカス腎炎(post-streptococcalnephritis)、結節性紅斑、高
安動脈炎、アジソン病、関節リウマチ、多発性硬化症、サルコイドーシス、潰瘍性大腸炎
、多形紅斑、ＩｇＡネフロパシー、結節性多発動脈炎、強直性脊椎炎、グッドパスチャー
症候群、閉塞性血栓血管炎(thromboangitisubiterans)、シェーグレン症候群、原発性胆
汁性肝硬変症、橋本甲状腺炎、甲状腺中毒症、強皮症、慢性活動性肝炎、多発性筋炎／皮
膚筋炎、多発性軟骨炎、尋常性天疱瘡(parnphigus vulgaris)、ヴェーゲナー肉芽腫症、
膜性腎症、筋萎縮性側索硬化症、脊髄ロウ、巨細胞性動脈炎／多発筋痛、悪性貧血、急速
進行性糸球体腎炎、乾癬、および繊維化性肺胞炎が挙げられる。最も良く用いられる治療
は副腎皮質ステロイドおよび細胞傷害剤であり、これらは極めて毒性が高い可能性がある
。これらの薬剤は免疫系全体をも抑制し、重篤な感染症を生じる可能性があり、骨髄、肝
臓および腎臓に悪影響を及ぼす。クラスＩＩＩの自己免疫疾患の治療に今日まで用いられ
てきた他の治療薬は、Ｔ細胞およびマクロファージに向けられたものであった。自己免疫
疾患、特にクラスＩＩＩの自己免疫疾患の治療のための更に有効な方法が求められている
。
【０１２０】
　治療用組成物は、少なくとも１つのヒト化、キメラまたはヒトモノクローナル抗ＣＤ１
９抗体を単独で、または他のヒト化、キメラまたはヒト抗体のような他の抗体、治療薬、
または免疫調節剤と組み合わせて含む。特に、完全なヒト抗体との併用療法も考えられ、
上記のような方法によって産生される。
【０１２１】
　同一または異なるエピトープまたは抗原に対する裸のまたは接合抗体を、１つ以上の本
発明の抗体と組み合わせることもできる。例えば、ヒト化、キメラまたはヒト裸の抗ＣＤ
１９抗体を別の裸のヒト化、裸のキメラまたは裸のヒト抗ＣＤ１９（または裸のＣＤ２０
、ＣＤ２２または他のＢ細胞系統の抗体）と組み合わせることができ、ヒト化、キメラま
たはヒト裸の抗ＣＤ１９抗体を抗ＣＤ１９免疫接合体と組み合わせることができ、裸の抗
ＣＤ１９抗体を抗ＣＤ２２放射性接合体と組み合わせることができ、または抗ＣＤ２２裸
の抗体を同位体、または１種類以上の化学療法薬、サイトカイン、毒素またはそれらの組
合せに接合したヒト化、キメラまたはヒト抗ＣＤ１９抗体と組み合わせることができる。
ヒト化、キメラまたはヒトＣＤ１９抗体と毒素または免疫調節剤との融合タンパク質、ま
たは少なくとも２種類の異なるＢ細胞抗体（例えば、ＣＤ１９とＣＤ２２　ＭＡｂ、また
はＣＤ１９とＣＤ２０　Ｍａｂ）の融合タンパク質を、本発明で用いることもできる。既
に上記したＢ細胞疾患に関連した少なくとも２種類の異なる抗原をターゲッティングする
多数の異なる抗原の組合せを、裸の抗体として、または部分的に裸で且つ部分的に治療薬
または免疫調節剤と接合したものとして、または細胞傷害薬のような別の治療薬または放
射線療法と単に組み合わせたものとして構築することができる。
【０１２２】
　本明細書で用いられる「免疫調節剤」という用語としては、サイトカイン、幹細胞増殖
因子、腫瘍壊死因子（ＴＮＦ）のようなリンホトキシン、腫瘍壊死因子（ＴＮＦ）のよう
なリンホトキシン、およびインターロイキン（インターロイキン－１（ＩＬ－１）、ＩＬ
－２、ＩＬ－３、ＩＬ－６、ＩＬ－１０、ＩＬ－１２、ＩＬ－２１およびＩＬ－１８）、
コロニー刺激因子（例えば、顆粒球－コロニー刺激因子（Ｇ－ＣＳＦ）または顆粒球マク
ロファージ－コロニー刺激因子（ＧＭ－ＣＳＦ））、インターフェロン（例えば、インタ
ーフェロンアルファ、ベータまたはガンマ）、「Ｓ１因子」と称される幹細胞増殖因子、
エリトロポエチンおよびトロンボポエチンのような造血因子が挙げられる。適当な免疫調
節剤残基の例としては、ＩＬ－２、ＩＬ－６、ＩＬ－１０、ＩＬ－１２、ＩＬ－１８、Ｉ
Ｌ－２１、インターフェロン、ＴＮＦなどが挙げられる。あるいは、患者には、裸の抗Ｃ
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Ｄ１９抗体と、別個に投与されるサイトカインを投与することができ、このサイトカイン
は裸の抗ＣＤ１９抗体の投与の前に、と同時にまたはの後に投与することができる。上記
のように、抗ＣＤ１９抗体を、免疫調節剤に接合させることもできる。免疫調節剤は、異
なる抗原に結合する１種類以上の抗体からなるハイブリッド抗体に接合させることもでき
る。
【０１２３】
　本発明の多様療法としては、ＣＤ４、ＣＤ５、ＣＤ８、ＣＤ１４、ＣＤ１５、ＣＤ１９
、ＣＤ２０、ＣＤ２１、ＣＤ２２、ＣＤ２３、ＣＤ２５、ＣＤ３３、ＣＤ３７、ＣＤ３８
、ＣＤ４０、ＣＤ４０Ｌ、ＣＤ４６、ＣＤ５２、ＣＤ５４、ＣＤ７４、ＣＤ８０、ＣＤ１
２６、ＣＤ１３８、Ｂ７、ＭＵＣ１、Ｉａ、ＨＭ１．２４、ＨＬＡ－ＤＲ　（インバリア
ント鎖を含む）、テネイシン、ＶＥＧＦ、ＰＩＧＦ、ＥＤ－Ｂフィブロネクチン、癌遺伝
子、癌遺伝子産物、ＮＣＡ　６６ａ－ｄ、壊死抗原、Ｉｉ、ＩＬ－２、Ｔ１０１、ＴＡＣ
、ＩＬ－６、ＴＲＡＩＬ－Ｒ１　（ＤＲ４）、およびＴＲＡＩＬ－Ｒ２（ＤＲ５）抗体を
裸の抗体、融合タンパク質、の形態で、または免疫接合体として結合する抗体の投与を補
足した裸の抗ＣＤ１９抗体を用いる免疫療法が挙げられる。これらの抗体としては、これ
らの抗原決定基上の少なくとも１つのエピトープを認識するポリクローナル、モノクロー
ナル、キメラ、ヒトまたはヒト化抗体が挙げられる。抗ＣＤ１９および抗ＣＤ２２抗体は
、当業者に知られている。例えば、Ghetie et al., Cancer Res. 48:2610 (1988)、Hekma
n et al., Cancer Immunol. Immunother. 32:364 (1991)、Longo, Curr. Opin. Oncol. 8
:353 (1996)、および米国特許第５，７９８，５５４号明細書および第６，１８７，２８
７号明細書をを参照されたい。上記文献の全内容は、引用することにより本明細書の一部
とされる。自己免疫疾患のＢ細胞抗体を用いる免疫療法は、当該技術分野で報告されてい
る。例えば、ＷＯ　００７４７１８Ａ１号明細書をを参照されたい。この特許明細書の全
内容は、引用することにより本明細書の一部とされる。
【０１２４】
　もう一つの形態の多様療法では、患者に標準的癌化学療法と共に、裸の抗ＣＤ１９抗体
、および／または免疫接合体を投与する。例えば、「ＣＶＢ」（１．５ｇ／ｍ２シクロホ
スファミド、２００－４００ｍｇ／ｍ２エトポシド、および１５０－２００ｍｇ／ｍ２カ
ルムスチン）は、非ホジキンリンパ腫の治療に用いられる処方計画である。Patti et al.
, Eur. J Haematol. 51:18 (1993)。他の適当な組合せ化学療法薬投薬計画は、当業者に
周知である。例えば、癌医学、第２巻、第３版、Holland et al.（監修）のFreedman et 
al.,「非ホジキンリンパ腫」２０２８－２０６８頁(Lea & Febiger 1993)を参照されたい
。一例としては、中間級非ホジキンリンパ腫（ＮＨＬ）の第一世代化学療法薬投薬計画と
しては、Ｃ－ＭＯＰＰ（シクロホスファミド、ビンクリスチン、プロカルバジンおよびプ
レドニソン）、およびＣＨＯＰ（シクロホスファミド、ドキソルビシン、ビンクリスチン
、およびプレドニソン）が挙げられる。有用な第二世代化学療法薬投薬計画は、ｍ－ＢＡ
ＣＯＤ（メトトレキセート、ブレオマイシン、ドキソルビシン、シクロホスファミド、ビ
ンクリスチン、デキサメタゾンおよびロイコボリン）であるが、好ましい第三世代投薬計
画はＭＡＣＯＰ－Ｂ（メトトレキセート、ドキソルビシン、シクロホスファミド、ビンク
リスチン、プレドニソン、ブレオマイシンおよびロイコボリン）である。追加の有用な薬
剤としては、フェニルブチレートおよびブリオスタチン－１が挙げられる。アンチセンス
ｂｃｌ－２オリゴヌクレオチドも、Ｂ細胞腫瘍などある種の悪性疾患の治療薬として臨床
試験が行われている。好ましい多様療法では、化学療法薬とサイトカインを、本発明によ
る抗体、免疫接合体または融合タンパク質と同時投与する。サイトカイン、化学療法薬お
よび抗体または免疫接合体は、任意の順序でまたは一緒に投与することができる。
【０１２５】
　好ましい態様では、ＮＨＬは、ヒト化抗ＣＤ１９抗体を２００－４００ｍｇ／ｍ２の用
量で４週間連続して週１回ずつ４回の輸液（静脈内、２－８時間）により治療し、必要に
応じて次月／年にわたって反復する。ＮＨＬは、上記のように週１回ずつ４回の輸液を、
同日に３６０ｍｇ／ｍ２の用量で１時間の静脈内輸液で投与するエプラツヅマブ（ｅｐｒ
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ａｔｕｚｕｍａｂ、抗ＣＤ２２ヒト化抗体）と合わせて、抗ＣＤ１９モノクローナル抗体
輸液の前、中または後に治療するのも好ましい。更に好ましくは、ＮＨＬは、イットリウ
ム－９０のような治療用同位体（Ｙ－９０を５－３５ｍＣｉ／ｍ２の用量で数週または月
間にわたって１回以上投与）で放射能標識したＣＤ２２　ＭＡｂの１回以上の投与と合わ
せて上記と同様に抗ＣＤ１９抗体の週１回ずつ４回の輸液で治療する。ＣＤ１９　ＭＡｂ
は、同様な投薬計画でｈＡ２０ヒト化ＭＡｂ（米国特許出願出願番号第１０／３６６，７
０９号明細書、２００３年２月１４日出願）のような抗ＣＤ２０　Ｍａｂと組み合わせて
、それぞれの抗体の週１回投与ｘ４週間／サイクル（場合によっては、サイクルを反復）
が組合せにおいて２５０　ｍｇ／ｍ２ｉ．ｖ．の個々の用量が投与されるようにすること
もできる。抗体のいずれかまたは両方ともを皮下注射によって投与し、特に自己免疫疾患
の患者の治療については、同様な用量を１週おきに投与することもできる。
【０１２６】
　更に、本発明の治療組成物は、異なる非ブロック用ＣＤ１９エピトープに向けられた裸
の抗ＣＤ１９モノクローナル抗体の混合物またはハイブリッド分子を含むこともできる。
従って、本発明は、少なくとも２つのＣＤ１９エピトープを結合するモノクローナル抗Ｃ
Ｄ１９抗体の混合物を含んでなる治療組成物を意図する。更に、本明細書に記載の治療組
成物は、様々なＣＤＲ配列を有する抗ＣＤ１９抗体の混合物を含むことがある。
【０１２７】
　裸の抗ＣＤ１９抗体はＢ細胞リンパ腫および自己免疫疾患の治療のための主要な治療組
成物であるか、このような抗体療法の効力は、裸の抗体にＩＦＮアルファ、ＩＦＮベータ
およびＩＦＮガンマなどのインターフェロン、ＩＬ－１、ＩＬ－２、ＩＬ－６、ＩＬ－１
２、ＩＬ－１５、ＩＬ－１８、ＩＬ－２１などのインターロイキン、およびＧ－ＣＳＦお
よびＧＭ－ＣＳＦなどのサイトカインのような補足薬剤を補足することによって高めるこ
とができる。従って、ＣＤ１９抗体は、抗体およびサイトカインと混合物（個別にまたは
何らかの所定の投薬計画で投与される）としてまたは抗ＣＤ１９抗体に対する接合体また
は融合タンパク質として組み合わせることができるだけでなく、薬剤との併用物として投
与することもできる。例えば、抗ＣＤ１９抗体は、４薬剤化学療法投薬計画としてＣＨＯ
Ｐと組み合わせることができる。更に、裸の抗ＣＤ１９抗体を裸の抗ＣＤ２２抗体および
／または裸の抗ＣＤ２０抗体およびＣＨＯＰまたはフルダラビンとＮＨＬ療法の薬剤併用
物として組み合わせることができる。補足治療薬組成物は、抗ＣＤ１９抗体の投与の前、
中または後に投与することができる。
【０１２８】
　上記のように、本発明の抗体は、Ｂ細胞リンパ腫および白血病、および他のＢ細胞疾患
または障害の治療に用いることができる。この抗体は、好ましくないまたは望ましくない
Ｂ細胞活性または増殖を伴う任意の疾患または症候群の治療に用いることができる。例え
ば、抗ＣＤ１９抗体を用いて、Ｂ細胞に関連した自己免疫疾患、例えば、クラスＩＩＩ自
己免疫疾患、例えば、急性特発性血小板減少性紫斑病および慢性特発性血小板減少性紫斑
病のような免疫性血小板減少症、皮膚筋炎、シェーグレン症候群、多発性硬化症、シデナ
ム舞踏病、重症筋無力症、全身性エリテマトーデス、ループス腎炎、リウマチ熱、多腺性
症候群、水疱性類天疱瘡、糖尿病、ヘノッホ－シェーンライン紫斑病、ポストストレプト
コッカス腎炎(post-streptococcal nephritis)、結節性紅斑、高安動脈炎、アジソン病、
関節リウマチ、サルコイドーシス、潰瘍性大腸炎、多形性紅斑、ＩｇＡネフロパシー、結
節性多発性動脈炎、強直性脊椎炎、グッドパスチャー症候群、閉塞性血栓血管炎(thrombo
angitisubiterans)、シェーグレン症候群、原発性胆汁性肝硬変症、橋本甲状腺炎、甲状
腺中毒症、強皮症、慢性活性肝炎、多発性筋炎／皮膚筋炎、多発性軟骨炎、尋常性天疱瘡
、ヴェーゲナー肉芽腫症、膜性ネフロパシー、筋萎縮性側索硬化症、脊髄ロウ、巨細胞性
動脈炎／多発筋痛、悪性貧血、急速進行性糸球体腎炎、および繊維化性肺胞炎を治療する
ことができる。この抗体は、対宿主性移植片病のようなＢ細胞疾患の治療または移植組織
免疫抑制療法に用いることもできる。
【０１２９】
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　抗ＣＤ１９抗体は、ＣＤ１９抗原を発現する細胞にアポトーシスを誘発することもある
。この誘発の証拠は、文献で支持されている。例えば、アポトーシスは、架橋したＣＤ１
９　ＭＡｂのＩｇＧ１－Ｆｃと反応性のＦｃ受容体を有するリンパ系細胞を用いて誘発す
ることができることが示された。Shan et at., Cancer Immunol. Immunother. 48 (12):6
73-683 (2000)を参照されたい。更に、キメラＣＤ１９　ＭＡｂの凝集体、すなわちホモ
ポリマーがアポトーシスを誘導したことが報告された。Ghetie et al., Blood 97(5):139
2-1398 (2000)、およびGhetie et al., Proc. Natl. Acad. Sci USA 94(14):7509-7514 (
1997)を参照されたい。抗体のプロアポトーシス活性は、抗アポトーシス遺伝子ファミリ
ーｂｃｌ－２の１つ以上の成員の活性を阻害する薬剤のようなプロアポトーシス薬を同時
に用いることによって高めることができる。アンチセンスおよびＲＮＡｉ薬は、これに関
して特に有用であり、本明細書に記載されているようにＣＤ１９抗体と接合することによ
ってＢ細胞に向けることができる。
【０１３０】
　Ｂ細胞のＣＤ１９表面抗原に特異的な抗体を哺乳類患者に投与した後、これを正常およ
び悪性Ｂ細胞の両方のＣＤ１９細胞表面抗原に結合することができる。哺乳類患者として
は、ヒト、およびイヌおよびネコのような愛玩動物を含む家畜が挙げられる。ＣＤ１９抗
原について種交差反応性があるときには、本発明の抗ＣＤ１９　ＭＡｂ、すなわちヒト化
、キメラ、ヒト、イヌ化およびネコ化、更にはネズミ抗ＣＤ１９　ＭＡｂを用いて、非ヒ
ト哺乳類患者を治療することができる。下記の実施例１０および１１をを参照されたい。
ヒトでは免疫原性であるネズミＭＡｂは、通常は非ヒト哺乳類患者では免疫原性が少ない
。ＣＤ１９表面抗原に結合した抗ＣＤ１９抗体は、腫瘍性Ｂ細胞を破壊して、涸渇させる
。正常および悪性Ｂ細胞はいずれもＣＤ１９抗原を発現するので、抗ＣＤ１９抗体はＢ細
胞死を生じる。しかしながら、正常なＢ細胞のみが再度増殖し、悪性Ｂ細胞は根絶されま
たはかなり減少する。更に、腫瘍を破壊する潜在能力を有する化学薬剤または放射性標識
を抗ＣＤ１９抗体に接合させて、薬剤を腫瘍性Ｂ細胞に特異的にターゲッティングさせる
ことができる。
【０１３１】
１２．発現ベクター
　ヒト化、キメラまたはヒト抗ＣＤ１９　ＭＡｂをコードするＤＮＡ配列を、核酸の複製
を提供する様々な既知の宿主ベクター中で組換え処理を行うことができる。これらのベク
ターは、送達される細胞の核酸の転写、翻訳または両方を指定するのに必要な要素を含む
ように、既知の方法を用いてデザインすることができる。既知の方法を用いて、適当な転
写／翻訳制御シグナルと操作可能に連結したタンパク質コード配列を有する発現構築物を
生成することができる。これらの方法としては、イン・ビトロ組換えＤＮＡ法、および合
成法が挙げられる。例えば、Sambrook et al.,1989,「分子クローニング：　実験室マニ
ュアル」， Cold Spring Harbor Laboratory （ニューヨーク）、Ausubel et al., 1997,
「分子生物学の最新の方法」，John Wiley & Sons （ニューヨーク）をを参照されたい。
本発明では、ベクターと会合していないポリヌクレオチドの送達も提供する。
【０１３２】
　本発明での使用に適するベクターは、ウイルスまたは非ウイルス性であることができる
。ウイルスベクターの具体例としては、アデノウイルス、ＡＡＶ、単純ヘルペスウイルス
、レンチウイルス、およびレトロウイルスベクターが挙げられる。非ウイルスベクターの
一例はプラスミドである。好ましい態様では、ベクターはプラスミドである。
【０１３３】
　本明細書に記載の発現ベクターは、宿主細胞で発現する遺伝子を含んでなるポリヌクレ
オチドである。典型的には、遺伝子発現は、構成的または誘導的プロモーター、組織特異
的調節要素、およびエンハンサーなどのある種の調節要素の制御下で起こる。このような
遺伝子は、調節要素に「操作可能に連結」しているといわれる。
【０１３４】
　好ましくは、本発明の発現ベクターは、重および軽鎖可変および定常領域をいずれも含
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むヒト化、キメラまたはヒト抗ＣＤ１９　ＭＡｂをコードするＤＮＡ配列を含んでなる。
しかしながら、１つは重鎖可変および定常領域を含んでなり、他方は軽鎖可変および定常
領域を含んでなる２種類の発現ベクターを用いてもよい。更に好ましくは、発現ベクター
は、更にプロモーター、分泌シグナルペプチドをコードするＤＮＡ配列、ヒトＩｇＧ１重
鎖定常領域をコードするゲノム配列、Ｉｇエンハンサー要素、および選択マーカーをコー
ドする少なくとも１つのＤＮＡ配列を含んでなる。
【０１３５】
　本発明では、ヒト化抗ＣＤ１９　ＭＡｂを発現する方法であって、（ｉ）ヒト化、キメ
ラまたはヒト抗ＣＤ１９　ＭＡｂをコードするＤＮＡ配列を含んでなる少なくとも１つの
発現ベクターを線状化し、（ｉｉ）哺乳類細胞を少なくとも１つの上記線状化したベクタ
ーでトランスフェクションし、（ｉｉｉ）マーカー遺伝子を発現するトランスフェクショ
ン細胞を選択し、（ｉｖ）トランスフェクション細胞からヒト化抗ＣＤ１９　ＭＡｂを分
泌する細胞を同定することを含んでなる、方法も意図する。
【０１３６】
１３．抗ＣＤ１９抗体の作製方法
　一般に、抗ＣＤ１９　ＭＡｂについてのＶｋ（可変軽鎖）およびＶＨ（可変重鎖）配列
は、ＲＴ－ＰＣＲ、５’－ＲＡＣＥ、およびｃＤＮＡライブラリースクリーニングのよう
な様々な分子クローニング法によって得ることができる。具体的には、抗ＣＤ１９　ＭＡ
ｂのＶ遺伝子は、配列決定したネズミまたはキメラ抗ＣＤ１９　ＭＡｂを発現する細胞か
らＰＣＲ増幅によってクローニングすることができる。それが正しいことを確認するため
、クローニングしたＶＬおよびＶＨ遺伝子を、Orlandi et al.によって報告されたキメラ
Ａｂと同様に細胞培養物中で発現させることができ(Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 86:3
833 (1989))、この文献の全内容は、引用することにより本明細書の一部とされる。Ｖ遺
伝子配列に基づいて、ヒト化抗ＣＤ１９　ＭＡｂをLeung et al.によって報告された方法
でデザインして構築することができ(Mol. Immunol., 32:1413 (1995))この文献の全内容
は、引用することにより本明細書の一部とされる。ｃＤＮＡは、一般的分子クローニング
の手法によりネズミまたはキメラ抗ＣＤ１９　ＭＡｂを産生する任意の既知ハイブリドー
マ系またはトランスフェクション細胞系から調整することができる（Ｓａｍｂｒｏｏｋ　
ｅｔ　ａｌ．，「分子クローニング、実験室マニュアル」第２版（１９８９））。ＭＡｂ
についてのＶＫ配列はプライマーＶＫ１ＢＡＣＫおよびＶＫ１ＦＯＲ(Orlandi et al., 1
989)またはLeung et al.によって報告された伸長したプライマーセット（BioTechniques,
 15:286 (1993))を用いて増幅することができ、上記文献の内容はその開示の一部として
本明細書に引用され、一方、ＶＨ配列はプライマー対ＶＨ１ＢＡＣＫ／ＶＨ１ＦＯＲ(Orl
andi et al., 1989 上記）、またはLeung et al.によって報告されたネズミＩｇＧの定常
領域にアニーリングするプライマーを用いて増幅することができ(Hybridoma, 13: 469(19
94))、上記文献の全内容は、引用することにより本明細書の一部とされる。第一の鎖のｃ
ＤＮＡ産物１０Ｘ１、ＰＣＲ緩衝液［５００ｍＭ　ＫＣＩ、１００ｍＭ　トリス－ＨＣｌ
（ｐＨ８．３）、１５ｍＭ　ＭｇＣｌ２および０．０１％（ｗ／ｖ）ゼラチン］(Perkin 
Elmer Cetus, ノーウォーク，コネティカット）１０μｌ、それぞれのｄＮＴＰ　２５０
μＭ、プライマー２００ｎＭ、およびＴａｑ　ＤＮＡポリメラーゼ(Perkin Elmer Cetus)
５単位を含むＰＣＲ反応混合物に、ＰＣＲを３０サイクル行うことができる。それぞれの
ＰＣＲサイクルは、好ましくは、９４℃で１分間の変性、５０℃で１．５分間のアニーリ
ング、および７２℃で１．５分間の重合からなる。増幅したＶｋおよびＶＨフラグメント
は、２％アガロース（ＢｉｏＲａｄ，リッチモンド，カリフォルニア）上で精製すること
ができる。同様に、ヒト化Ｖ遺伝子は、Leung et al.によって報告された長いオリゴヌク
レオチド鋳型合成とＰＣＲ増幅との組合せによって構築することができる(Mol. Immunol.
, 32: 1413(1995))。ヒト化Ｖ遺伝子の構築に用いる自動ＲＮＡ／ＤＮＡ合成装置(Applie
d Biosystems, フォスターシティー，カリフォルニア）上でのオリゴＡおよびオリゴＢの
製造方法については、実施例３をを参照されたい。
【０１３７】
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　ＶｋについてのＰＣＲ産物は、Ｉｇプロモーター、シグナルペプチド配列およびＶｋＰ
ＣＲ産物のインフレーム連結を促進するのに好都合な制限部位を含むｐＢＲ３２７を基と
したステージングベクター(staging vector) ＶＫｐＢＲなどのステージングベクターに
サブクローニングすることができる。ＶＨについてのＰＣＲ産物は、ｐＢｌｕｅｓｃｒｉ
ｐｔを基としたＶＨｐＢＳのような同様なステージングベクターにサブクローニングする
ことができる。それぞれのＰＣＲ産物を含む個々のクローンは、Sanger et al.の方法な
どによって配列決定することができ(Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 74:5463 (1977))、
上記文献の全内容は、引用することにより本明細書の一部とされる。
【０１３８】
　本明細書に記載のＤＮＡ配列は、天然に存在するまたは誘導されたものに関わらず、総
ての対立遺伝子、突然変異体および変異体を含むものと見なされる。
【０１３９】
　ＶｋおよびＶＨをプロモーターおよびシグナルペプチド配列と共に含む発現カセットは
、それぞれＶＫｐＢＲおよびＶＨｐＢＳから二重制限消化によってＨｉｎｄＩＩＩ－Ｂａ
ｍＨＩフラグメントとして取り出すことができる。次に、ＶｋおよびＶＨ発現カセットを
、それぞれｐＫｈおよびｐＧｌｇのような適当な発現ベクターに連結することができる(L
eung et al., Hybridoma, 13:469 (1994))。発現ベクターを適当な細胞、例えば、骨髄腫
Ｓｐ２／０－Ａｇ１４（ＡＴＣＣ，ＶＡ）に同時トランスフェクションし、ハイグロマイ
シン耐性についてコロニーを選択し、上清液を、下記のように例えばＥＬＩＳＡ分析法に
よってキメラまたはヒト化抗ＣＤ１９　ＭＡｂの産生について観察することができる。あ
るいは、ＶｋおよびＶＨ発現カセットを、修飾したステージングベクターＶＫｐＢＲ２お
よびＶＨｐＢＳ２で組み立て、それぞれＸｂａＩ／ＢａｍＨＩおよびＸｈｏＩ／ＢａｍＨ
Ｉフラグメントとして切出し、Gilles et al. (J. Immunol. Methods 125:191 (1989)、
またLosman et al., Cancer, 80:2660 (1997)にも示される）によって報告されるように
ｐｄＨＬ２のような単一発現ベクターにサブクローニングし、Ｓｐ２／０－Ａｇｌ４細胞
で発現させることができる。本発明で有用なもう一つのベクターは、Barries et al., Cy
totechnology 32:109-123 (2000)に記載のＧＳベクターであり、これは好ましくはＮＳ０
細胞系およびＣＨＯ細胞で発現される。他の適当な哺乳類発現系は、Werner et al., Arz
neim. -Forsch./Drug Res. 48(11), Nr. 8, 870-880 (1998)に記載されている。
【０１４０】
　抗体分泌クローンの同時トランスフェクションおよびＥＬＩＳＡによる分析法は、下記
の通りに行うことができる。ＶＫｐＫｈ（軽鎖発現ベクター）約１０μｇとＶＨｐＧＩｇ
（重鎖発現ベクター）２０μｇを用いて、Co et al., J. Immunol., 148:1149 (1992)の
方法に準じて電気穿孔（ＢｉｏＲａｄ，リッチモンド，カリフォルニア）により５ｘ１０
６個のＳＰ２／０骨髄腫細胞のトランスフェクションを行うことができ、上記文献の全内
容は、引用することにより本明細書の一部とされる。トランスフェクションの後、細胞を
９６穴マイクロタイタープレート中、完全ＨＳＦＭ培地(Life Technologies, Inc., グラ
ンドアイランド，ニューヨーク）で３７℃、５％ＣＯ２にて増殖させることができる。選
択工程は、２日後にハイグロマイシン５００単位／ｍｌの最終濃度のハイグロマイシン選
択培地（Ｃａｌｂｉｏｃｈｅｍ，サンディエゴ，カリフォルニア）を添加することによっ
て開始することができる。コロニーは、典型的には、電気穿孔の２－３週間後に現れる。
次に、培養物を拡張して、更に分析を行うことができる。
【０１４１】
　キメラまたはヒト化重鎖の分泌に陽性のトランスフェクトーマ(transfectoma)クローン
は、ＥＬＩＳＡ分析法によって同定することができる。簡単に説明すれば、トランスフェ
クトーマ培養物からの上清試料（約１００μｌ）を、ヤギ抗ヒト（ＧＡＨ）－ＩｇＧであ
るＦ（ａｂ’）２フラグメント特異的抗体(Jackson ImmunoResearch, ウェストグローブ
，ペンシルバニア）を予備コーティングしたＥＬＩＳＡマイクロタイタープレートに３回
添加する。プレートを、室温で１時間インキュベーションする。未結合タンパク質を、洗
浄緩衝液（０．０５％ポリソルベート２０を含むＰＢＳ）で３回洗浄することによって除
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去する。西洋ワサビペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）と接合したＧＡＨ－ＩｇＧであるＦｃフ
ラグメント特異抗体(Jackson ImmunoResearch)を、ウェルに加える（未接合抗体を１．０
μｇ／ｍｌの最終濃度まで補足した抗体ストックを１０４倍に希釈したもの１００μｌ）
。１時間インキュベーションの後、プレートを典型的には３回洗浄する。反応溶液［１０
０μｌ、ＰＢＳ中にオルトフェニレンジアミン（ＯＰＤ）（Ｓｉｇｍａ，セントルイス，
ミズーリー）１６７μｇ、０．０２５％過酸化水素を含む］をウェルに加える。色を暗所
で３０分間展開させる。４Ｎ　ＨＣｌ溶液５０μｌをそれぞれのウェルに加えて反応を停
止した後、自動ＥＬＩＳＡリーダー(Bio-Tek instruments, ウィノースキー，ヴァーモン
ト）で４９０ｎｍの吸光度を測定する。次に、結合キメラ抗体を、関連性のないキメラ抗
体標準物(Scotgen, Ltd., エディンバーグ，スコットランドから入手可能）に対して測定
する。
【０１４２】
　抗体は、下記のようにして細胞培地から単離することができる。トランスフェクトーマ
培養物は無血清培地に適している。キメラ抗体の産生のため、細胞を、ＨＳＦＭを用いて
ローラーボトル中５００ｍｌ培養物として増殖させる。培養物を遠心分離し、上清を０．
２μｍ膜を介して濾過する。濾過した培地を、プロテインＡカラム（１ｘ３ｃｍ）を１ｍ
ｌ／分の流速で通過させる。次に、樹脂を約１０容のＰＢＳで洗浄し、プロテインＡに結
合した抗体を１０ｍＭ　ＥＤＴＡを含む０．１Ｍグリシン緩衝液（ｐＨ３．５）でカラム
から溶出させる。１．０ｍｌ画分を３Ｍトリス（ｐＨ８．６）１０μｌを含む試験管に集
め、タンパク質濃度を２８０／２６０ｎｍの吸光度から決定する。ピーク画分をプールし
て、ＰＢＳに対して透析し、抗体を例えばＣｅｎｔｒｉｃｏｎ　３０（Ａｍｉｃｏｎ，ベ
ヴァリー，マサチューセッツ）で濃縮する。抗体濃度は上記と同様にＥＬＩＳＡによって
決定し、その濃度をＰＢＳを用いて約１ｍｇ／ｍｌに調整する。０．０１％（ｗ／ｖ）ア
ジ化ナトリウムを、防腐剤として試料に加えるのが好都合である。
【０１４３】
　下記のものは、抗ＣＤ１９抗体の調製に用いるプライマーのヌクレオチド配列である。
hA19VKA
5'-ATCACTTGTA AGGCCAGCCA AAGTGTTGAT TATGATGGTG ATAGTTATTT GAACTGGTAC CAGCAGATTC 
CAGGGAAAGC ACCTAAATTG TTGATCTACG ATGCTTCGAA TCTAGTTTCT GGTATC-3'
hA19VKB 
5'-TGCTGACAGT GATATGTTGC AATGTCTTCT GGTTGAAGAG AGCTGATGGT GAAAGTGTAA TCTGTCCCAG 
ATCCGCTGCC AGAGAATCGA GGAGGGATAC CAGAAACTAG ATTCGAAGCA TCGTA-3'
hA19VKBack 
5'-TCCGACATCC AGCTGACCCA GTCTCCATCA TCTCTGAGCG CATCTGTTGG AGATAGGGTC ACTATCACTT 
GTAAGGCCAG CCAAAG-3'
hA19VKFor 
5'-GCTCCTTGAG ATCTGTAGCT TGGTCCCTCC ACCGAACGTC CACGGATCTT CAGTACTTTG CTGACAGTGA 
TATGTTGCAA T-3'
hA19VHA 
5'-CTGGCTACGC TTTCAGTAGC TACTGGATGA ACTGGGTGAG GCAGAGGCCT GGACAGGGTC TTGAGTGGAT 
TGGACAGATT TGGCCTGGAG ATGGTGATAC TAACTACAAT GGAAAGTTCA AGGGGCGCGC CACTATT-3'
hAl9VHB 
5'-CGTAGTCTCC CGTCTTGCAC AAGAATAGAA CGCTGTGTCC TCAGATCGTA GGCTGCTGAG TTCCATGTAG 
GCTGTATTAG TGGATTCGTC GGCAGTAATA GTGGCGCGCC CCTTGAACTT TCCATTGTA-3'
hA19VHBack 
5'-CAGGTCCAAC TGCAGCAATC AGGGGCTGAA GTCAAGAAAC CTGGGTCATCG GTGAAGGTCTC CTGCAAGGC
T TCTGGCTACG CTTTCAGTAG C-3'
hA19VHFor 
5'-TGAGGAGACG GTGACCGTGG TCCCTTGGCC CCAGTAGTCC ATAGCATAGT AATAACGGCC TACCGTCGTA 
GTCTCCCGTCTTGCACAAG- 3'
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【実施例】
【０１４４】
　本発明を、下記の実施例を参照することによって更に説明するが、これらの実施例は例
示のためにのみ提供される。本発明はこれらの実施例に限定されず、本明細書で提供され
る教示から明らかな総ての変更を包含する。
【０１４５】
実施例１．ヒト化抗ＣＤ１９抗体の構築
　キメラＡｌ　９（ｃＡｌ　９）抗体を構築して、Ｓｐ２／０細胞で発現させた。ｃＡ１
９のＶｋおよびＶＨ配列を、図１に示す。ｃＡ１９抗体は、ラージ、ダウディ、およびラ
モスのようなＣＤ１９＋ヒトリンパ腫細胞系に結合されていることが示された。精製した
ｃＡ１９のＡｇ結合特異性を、他の抗ＣＤ１９抗体、例えばＢ４(Culter)およびＢＵ１２
(Chembiochem)に対する細胞表面競合的結合測定法によって評価した。簡単に説明すれば
、様々な濃度のｃＡｌ９を、ラージ細胞と共に一定量のＩ－１２５で放射能標識した抗Ｃ
Ｄ１９抗体の存在下にて１時間インキュベーションした。洗浄によって未結合抗体を除去
した後、細胞表面に結合した放射能標識抗体をガンマーカウンターで細胞ペレットを計数
することによって定量した。図２に示されるように、ｃＡｌ９は細胞表面結合についてＢ
Ｕ１２(Chembiochem)と競合し、これらの抗体はＣＤ１９分子の同様なまたは重複エピト
ープを共有し手いることを示唆している。
【０１４６】
　ヒト化抗ｈＣＤｌ９抗体（ｈＡｌ９）をコードする軽鎖および重鎖可変領域配列をデザ
インして、構築した。ｃＡ１９の可変（Ｖ）領域枠組構造（ＦＲ）配列（図１Ａおよび１
Ｂ）をＫａｂａｔデーターベースの登録ヒト抗体と比較したところ、ｃＡｌ９　ＶｋのＦ
Ｒはヒト抗体ＲＥＩ（Ｖｋ）の配列に対して高度の配列相同性を示し、ＶＨ配列はＥＵの
それ（ＶＨ）と極めて近接に関連していた。しかしながら、ヒト抗体のＶＨＦＲ４配列Ｎ
ＥＷＭはｃＡ１９の配列と一層緊密に整列され、Ａ１９重鎖のヒト化についてＥＵ　ＦＲ
４配列を置換するのに用いた（図３Ｂ）。従って、ヒトＲＥＩ枠組構造配列をＶＫに用い
（図３Ａ）、ＥＵとＮＥＷＭ枠組構造配列の組合せをＶＨに用いた（図３Ｂ）。ＣＤＲ領
域の外側のそれぞれの鎖には、出発ヒト抗体枠組構造と比較して、多数のアミノ酸変化が
ある。ｈＡ１９の重鎖ｈＡ１９ＶＨは、ヒトＥＵおよびＮＥＷＭ枠組構造から９個の変化
を含んでいる（図３Ｂ）。ｈＡｌ９の軽鎖ｈＡ１９ＶＫは、ＲＥＩ枠組構造から９個のア
ミノ酸変化を含む（図２Ａ）。これらの残基は、Ｖｋの４Ｌ、３９Ｉ、５８Ｉ、６０Ｐ、
８７Ｈ、１００Ｇ、および１０７Ｋであり、ＶＨの５Ｑ、２７Ｙ、２８Ａ、４０Ｒ、９１
Ｓ、９４Ｒ、１０７Ｔ、および１０８Ｔである。ｈＡｌ９　ＶｋおよびＶＨのＤＮＡおよ
びアミノ酸配列を、それぞれ図４Ａおよび４Ｂに示す。
【０１４７】
実施例２．ｈＡ１９抗体の構築方法
　ＣＤＲ接合ｈＡ１９ＶＨおよびＶｋ遺伝子を遺伝子工学処理するため、Ｌｅｕｎｇ　ｅ
ｔ　ａｌ．３によって記載された方法の変法を用いて、長いオリゴヌクレオチド合成とＰ
ＣＲの組合せを用いてｈＡ１９についてデザインされたＶｋおよびＶＨ遺伝子を構築した
。簡単に説明すれば、Ｖ配列の５’－（センス鎖、Ａと称される）および３’－ハーフ（
アンチセンス鎖、Ｂと称される）を表す２本の長い合成オリゴヌクレオチド（長さが約１
３０マー）を、ＰＣＲ反応の鋳型として用いる。長いオリゴヌクレオチドＡおよびＢの３
’末端配列を、互いに重複し且つ相補性になるようにデザインする。ＰＣＲをＡおよびＢ
の３’末端をアニーリングして、長いオリゴヌクレオチドの残り（一本鎖）が隣接した短
い二本鎖ＤＮＡを形成する。それぞれのアニーリング末端は一本鎖ＤＮＡの複製のプライ
マーとして働き、ＡおよびＢを伸長して、二本鎖ＤＮＡを形成する。２本の短いオリゴヌ
クレオチドプライマーの存在下では、Ｖ遺伝子セグメントが二本鎖ＤＮＡのＰＣＲ増幅に
よって生成する。
【０１４８】
　重鎖
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　ｈＡｌ９　ＶＨドメインを構築するため、長いオリゴヌクレオチドｈＡｌ９ＶＨＡ（１
２６マー）およびｈＡ１９ＶＨＢ（１２８マー）を自動ＤＮＡ合成装置(Applied Biosyst
em)上で合成した。ｈＡ１９ＶＨＡはｈＡ１９　ＶＨドメインのｎｔ　７４－１２６を表
し、ｈＡ１９ＶＨＢはｎｔ　１７８－３０６に相補性のｈＡ１９ＶＨドメインのマイナス
鎖を表す。ｈＡ１９ＶＨＡおよびＶＨＢの３’末端配列（３３ｎｔ残基）は、互いに相補
性である。最小量のｈＡ１９ＶＨＡおよびＶＨＢ（経験的に決定）を、１０ｘＰＣＲ緩衝
液（５００ｍＭ　ＫＣｌ，１００ｍＭトリス－ＨＣｌ緩衝液，ｐＨ８．３、１５ｍＭ　Ｍ
ｇＣｌ２）、２μＭのhA19VHBack(5'-CAGGTCCAAC TGCAGCAATC AGGGGCTGAA GTCAAGAAAC CT
GGGTCATCG GTGAAGGTCTC CTGCAAGGCT TCTGGCTACG CTTTCAGTAG C-3')およびhA19VHFor (5'-
TGAGGAGACG GTGACCGTGG TCCCTTGGCC CCAGTAGTCC ATAGCATAGT AATAACGGCC TACCGTCGTA GTC
TCCCGTC TTGCACAAG-3')、および２．５単位のＴａｑ　ＤＮＡポリメラーゼ(Perkin Elmer
 Cetus, ノーウォーク，コネチカット）の存在下で増幅した。下線部分は、図４Ｂに示さ
れるように、サブクローニングの制限部位である。この反応混合物に、９４℃で１分間の
変性、４５℃で１分間のアニーリング、および７２℃で１．５分間の重合からなるポリメ
ラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）を３サイクル行った。この処置に続いて、９４℃で１分間の変
性、５５℃で１分間のアニーリング、および７２℃で１分間の重合からなるＰＣＲ反応２
７サイクル行った。生成するＤＮＡフラグメントは、アガロースゲル電気泳動で約３５０
の予想した分子サイズを示した。ｈＡ１９ＶＨについての二本鎖ＰＣＲ増幅産物をゲル精
製し、ＰｓｔＩおよびＢｓｔＥＩＩ制限酵素で制限消化し、重鎖ステージングベクターＶ
ＨｐＢＳ２の相補性ＰｓｔＩ／ＢｓｔＥｌＩ制限部位にクローニングし、ＶＨ配列は、翻
訳開始コドンをコードするＤＮＡ配列と完全に組み立てられ、ぶんぴシグナルペプチドは
５’末端でインフレーム連結し、イントロン配列は３’末端で連結した。ＶＨｐＢＳ２は
ＶＨｐＢＳの修飾したステージングベクターであり(Leung et al., Hybridoma, 13:469 (
1994))、これの翻訳開始コドンの１６塩基上流にＸｈｏＩ制限部位を導入して、次のサブ
クローニング段階を促進した。組み立てられたＶＨ遺伝子は、ＸｈｏＩ－ＢａｍＨＩ制限
フラグメントとして、ＩｇＨエンハンサーおよびＭＴ１プロモーター、並びに選択および
増幅のマーカーとしてのマウスｄｈｆｒ遺伝子の制御下でヒトＩｇＧ重および軽鎖の両方
についての発現カセットを含む発現ベクターｐｄＨＬ２にサブクローニングした（図４Ｂ
）。ｐｄＨＬ２の重鎖領域はＢａｍＨＩ制限部位を欠くので、この連結には、リンカーを
用いて可変鎖のＢａｍＨＩ部位とｐｄＨＬ２ベクターに存在するＨｉｎｄＩＩＩ部位の間
に橋を提供する必要がある。生成する発現ベクターは、ｈＡ１９ＶＨｐｄＨＬ２と命名し
た。
【０１４９】
ヒト化ＶＫ配列の完全長ＤＮＡを構築するため、ｈＡ１９ＶＫＡ（１２６マー、ｈＡ１９
　ＶＫドメインのｎｔ　６１－１８６を表す）およびｈＡ１９ＶＫＢ（１２４マー、ｎｔ
　１５７－２８１に相補性のｈＡ１９　ＶＫドメインのマイナス鎖を表す）を上記と同様
にして合成した。ｈＡ１９ＶＫＡとＶＫＢを、上記と同様にして２本の短いオリゴヌクレ
オチドhA19VKBack (5'-CAGGTCCAAC TGCAGCAATC AGGGGCTGAA GTCAAGAAAC CTGGGTCATCG GTG
AAGGTCTC CTGCAAGGCT TCTGGCTACG CTTTCAGTAG C-3')およびhA19VKFor (5'-TGAGGAGACG GT
GACCGTGG TCCCTTGGCC CCAGTAGTCC ATAGCATAGT AATAACGGCC TACCGTCGTA GTCTCCCGTC TTGCA
CAAG-3')によって増幅した。下線部は、下記のようにサブクローニングの制限部位である
。ｈＡ１９Ｖｋについてのゲル精製したＰＣＲ産物をＰｖｕＩＩおよびＢｇｌＩＩで制限
消化し、軽鎖ステージングベクターＶＫｐＢＲ２の相補性ＰｖｕＩＩ／ＢｃｌＩ部位にク
ローニングした。ＶＫｐＢＲ２はＶＫｐＢＲの修飾ステージングベクターであり(Leung e
t al., Hybridoma, 13:469 (1994))、これの翻訳開始コドンの１６塩基上流にＸｈｏＩ制
限部位を導入した。組み立てられたＶｋ遺伝子は、ＶＨ配列を含む発現ベクターｈＡ１９
ＶＨｐｄＨＬ２にＸｈｏＩ－ＢａｍＨＩ制限フラグメントとしてサブクローニングした。
生成する発現ベクターは、ｈＡ１９ｐｄＨＬ２と命名した。
【０１５０】
実施例３．ｈＡ１９抗体のトランスフェクションおよび発現
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　ｈＡｌ９についての発現ベクター約３０ｇをＳａｌＩで消化することによって線形化し
、電気穿孔（４５０Ｖおよび２５μＦ）によってＳｐ２／０－Ａｇｌ４細胞にトランスフ
ェクションした。トランスフェクション細胞を９６穴プレートで２日間培養した後、ＭＴ
Ｘ培地に０．０７５μＭの最終濃度で添加することによって薬剤耐性について選択した。
ＭＴＸ耐性コロニーは、２－３週間でウェルに現れた。選択の後に残っているコロニーの
上清を、ヒトＡｂ分泌についてＥＬＩＳＡ分析法によってスクリーニングした。簡単に説
明すれば、１００μｌの上清をＦ（ａｂ’）２フラグメント特異ＡｂであるＧＡＨ－Ｉｇ
Ｇを予備コーティングしたマイクロタイタープレートのウェルに加え、室温で１時間イン
キュベーションした。未結合タンパク質を、洗浄緩衝液（０．０５％ポリソルベート２０
を含むＰＢＳ）で３回洗浄することによって除去した。ＨＲＰと接合したＧＡＨ－ＩｇＧ
であるＦｃフラグメント特異Ａｂを、ウェルに加えた。１時間インキュベーションの後、
プレートを洗浄した。結合したＨＲＰ接合Ａｂは、４ｍＭ　ＯＰＤと０．０４％　Ｈ２Ｏ

２を含む基質溶液を添加した後に、Ａ４９０ｎｍを読むことによって明らかになった。陽
性細胞クローンを膨張させ、ｈＢ４３をプロテインＡカラム上でのアフィニティークロマ
トグラフィーによって細胞培養物上清から精製した。
【０１５１】
実施例４．抗ＣＤ１９抗体の抗原結合特異性およびアフィニティーの決定
　プロテインＡカラム上でのアフィニティークロマトグラフィーによって精製したｃＡｌ
９およびｈＡｌ９０のＡｇ結合特異性を、細胞表面競合的結合測定法によって評価し、比
較した。簡単に説明すれば、一定量（１００，０００ｃｐｍ，約１０μＣｉ／μｇ）の１

２５Ｉで標識したｃＡ１９またはｈＡ１９を、様々な濃度（０．２－７００ｎＭ）のｃＡ
ｌ９またはｈＡｌ９の存在下にてラージ細胞と共に４℃で１－２時間インキュベーション
した。未結合Ａｂは、細胞をＰＢＳで洗浄することによって除去した。細胞に関する放射
能を、洗浄後に測定した。図２に示されるように、精製したｈＡ１９は細胞表面結合につ
いて１２５Ｉ標識ｃＡｌ９と競合し、その逆も成り立つことから、見かけの結合アビディ
ティーはこれらの２種類のＡｂの間で類似していることを示している。
【０１５２】
　ｈＡ１９の抗原結合アフィニティー（アビディティー）定数を、放射能標識したＡｂの
直接細胞表面結合分析法と、ｃＡ１９と比較したスキャッチャードプロット解析によって
決定した。簡単に説明すれば、ｈＡ１９およびｃＡｌ９をクロラミンＴ法によって１２５

Ｉで標識した。様々な量の１２５Ｉ－ｈＡｌ９または１２５Ｉ－ｃＡｌ９を、２ｘ１０５

個のラージ細胞と共に４℃で２時間インキュベーションし、未結合抗体を洗浄によって除
去した。細胞に関連した放射能を計数し、スキャッチャードプロット解析を行い、細胞当
たりのｈＡｌ９およびｃＡ１９結合部位の最大数、および平衡結合の見かけの解離定数を
測定した。図３に示されるように、ｈＡ１９は、ｃＡｌ９と実質的に同一の結合アフィニ
ティーを示した。これらの２種類の抗体についての見かけの解離定数は、それぞれ１．１
および１．２ｎＭと計算された。
【０１５３】
実施例５：非ホジキンリンパ腫の治療
　進行の遅い小胞細胞ＮＨＬの患者はデキサメタゾンを含む化学療法の後に再発し、胸部
（大動脈傍リンパ節）、鬱血して入り組んだ脾臓、および鬱血した頸部リンパ節に疾病を
有する。患者に、本発明のヒト化ＣＤ１９　ＭＡｂに続いて同日にヒト化ＣＤ２０　ＭＡ
ｂ　（ｈＡ２０）を組み合わせて静脈内輸液によりそれぞれ３００ｍｇ／ｍ２のコースを
１週毎に４週間投与し、それぞれの投与時に、輸液に関連した反応を抑制するためにチレ
ノール（Ｔｙｌｅｎｏｌ）（登録商標）とベナドリル（Ｂｅｎａｄｒｙｌ）（登録商標）

を標準的な公表された用量に従って前投与した。４週間後、患者に最初の追跡調査試験を
行い、触診可能なリンパ節の幾つかが柔らかくなっている点のみを観察する。最初の治療
サイクルに続いて３ヶ月後の再来時に、患者の胸部疾患はＣＴスキャン上では４０％減少
しており、脾臓は治療前の大きさのほぼ半分であり、頸部リンパ節はほとんどなくなって
いる。患者に、次に再治療サイクルを行い、更に３ヶ月後には、脾臓は正常な大きさとな
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っており、頸部リンパ節は蝕知不能かまたはＣＴスキャン上で測定不能であり、胸部の病
巣は小さく１．５ｃｍしかなかった。患者は更に４ヶ月間通院を続けたが、疾患はほぼな
くなっていた。
【０１５４】
　上記のものは特定の好ましい態様に関するものであるが、本発明はこれらに限定されな
いことが理解されるであろう。当業者であれば、開示された態様に対して様々な修飾を行
うことができ、これらの修飾は特許請求の範囲に定義されている本発明の範囲内にあると
解釈される。
【０１５５】
　本明細書に引用されている総ての公表文献、および特許出願明細書および特許明細書の
全内容は、引用することにより本明細書の一部とされる。
【図面の簡単な説明】
【０１５６】
【図１Ａ】ｃＡｌ９（キメラ抗ＣＤ１９抗体）のＶｋ（可変軽鎖）およびＶＨ（可変重鎖
）配列。ＣＤＲ領域配列は、太字と下線を施して示す。ヌクレオチドには、順次番号を付
している。カバットＩｇ分子ナンバリングを、アミノ酸残基上のナンバリングによって示
されるようにアミノ酸残基について用いている。文字によってナンバリングされたアミノ
酸残基は、カバットナンバリング配列によって定義された挿入残基である。この挿入残基
は、前の残基と同じ先行する数字を有する。軽鎖可変領域は図１Ａに示される。
【図１Ｂ】ｃＡｌ９（キメラ抗ＣＤ１９抗体）のＶｋ（可変軽鎖）およびＶＨ（可変重鎖
）配列。ＣＤＲ領域配列は、太字と下線を施して示す。ヌクレオチドには、順次番号を付
している。カバットＩｇ分子ナンバリングを、アミノ酸残基上のナンバリングによって示
されるようにアミノ酸残基について用いている。文字によってナンバリングされたアミノ
酸残基は、カバットナンバリング配列によって定義された挿入残基である。この挿入残基
は、前の残基と同じ先行する数字を有する。例えば、図１Ｂにおける残基８２、８２Ａ、
８２Ｂおよび８２Ｃは、それぞれ８２、Ａ、ＢおよびＣと表される。重鎖可変領域は図１
Ｂに示される。
【図２】ｃＡｌ９抗体の結合特異性を他の抗ＣＤ１９抗体であるＢＵ１２およびＢ４の結
合特異性と比較するための細胞表面での競合的結合測定法の結果。ｃＡｌ９の濃度増加に
より、未標識ＢＵ１２およびＢ４と同様に放射性標識ＢＵ１２のラジ細胞への結合がブロ
ックされ、これらの抗体はＣＤ１９分子の同様なまたはオーバーラップエピトープを認識
することを示している。
【図３Ａ】ヒト抗体、キメラおよびヒト化抗ＣＤ１９抗体の可変軽鎖（Ｖｋ）および可変
重鎖（ＶＨ）のアミノ酸配列の比較。図３Ａは、ヒト抗体の可変軽鎖（Ｖｋ）（ＲＥＩＶ
ｋ）、キメラ抗体の可変軽鎖（ｃＡ１９Ｖｋ）およびヒト化抗体の可変軽鎖（ｈＡ１９Ｖ
ｋ）のアミノ酸配列の比較である。
【図３Ｂ】ヒト抗体、キメラおよびヒト化抗ＣＤ１９抗体の可変軽鎖（Ｖｋ）および可変
重鎖（ＶＨ）のアミノ酸配列の比較。図３Ｂは、ヒト抗体の可変重鎖（ＶＨ）（ＥＵおよ
びＮＥＷＭ（ＦＲ４のみ）、キメラ抗体の可変重鎖（ｃＡ１９ＶＨ）およびヒト化抗体の
可変重鎖（ｈＡ１９ＶＨ）のアミノ酸配列の比較である。
【図４Ａ】ヒト化抗ＣＤ１９抗体（ｈＡ１９）軽鎖Ｖ遺伝子（ｈＡｌ９Ｖｋ）のアミノ酸
配列（図４Ａ）。ヌクレオチド配列は、小文字で示す。ＶＫおよびＶＨアミノ酸残基のナ
ンバリングは図１のナンバリングと同一である。
【図４Ｂ】ヒト化抗ＣＤ１９抗体（ｈＡ１９）重鎖Ｖ遺伝子（ｈＡ１９ＶＨ）のアミノ酸
配列（図４Ｂ）。ヌクレオチド配列は、小文字で示す。ＶＫおよびＶＨアミノ酸残基のナ
ンバリングは図１のナンバリングと同一である。
【図５Ａ】ヒト化Ａ１９抗体（ｈＡ１９）の結合特異性および活性をｃＡｌ９の結合特異
性および活性と比較するための細胞表面競合的結合測定法の結果。図５Ａは、非接合ｈＡ
１９　（黒塗り三角形）およびｃＡ１９（黒塗り丸）がいずれも１２５Ｉ－ｈＡｌ９のラ
ジ細胞への結合をブロックすることを示している。
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【図５Ｂ】ヒト化Ａ１９抗体（ｈＡ１９）の結合特異性および活性をｃＡｌ９の結合特異
性および活性と比較するための細胞表面競合的結合測定法の結果。図５Ｂは、ｈＡ１９（
黒塗り丸）およびｃｌ９　（黒塗り四角形）が同様に１２５Ｉ－ｃＡｌ９のラジ細胞への
結合にかなり競合することを示している。ｃＡ１９またはｈＡ１９の濃度増加により、放
射能標識したｈＡ１９またはｃＡ１９のそれぞれラジ細胞への結合がブロックされた。
【図６】直接的細胞表面結合およびスキャッチャードプロット解析による抗ＣＤ１９　Ａ
ｂのＡｇ結合アフィニティー（アビディティー）の測定。様々な濃度の１２５Ｉ－ｈＡ１
９　（菱形）または１２５Ｉ－ｃＡ１９　（四角形）を、ラジ細胞と４℃で１時間インキ
ュベーションした。総および結合放射能を計測して、挿入図に示されるようにスキャッチ
ャードプロットによって解析した。ｈＡ１９は、ｃＡ１９と実質的に同じ結合アフィニテ
ィーを示した。図に示されるように、見かけの解離定数値はｈＡ１９およびｃＡ１９につ
いてそれぞれ１．１および１．２ｎＭと計算された。

【図１Ａ】 【図１Ｂ】



(40) JP 4733635 B2 2011.7.27

【図２】 【図３Ａ】

【図３Ｂ】 【図４Ａ】



(41) JP 4733635 B2 2011.7.27

【図４Ｂ】 【図５】

【図６】



(42) JP 4733635 B2 2011.7.27

【配列表】
0004733635000001.app



(43) JP 4733635 B2 2011.7.27

10

20

30

フロントページの続き

(51)Int.Cl.                             ＦＩ                                                        
   Ａ６１Ｋ  51/00     (2006.01)           Ａ６１Ｋ  39/395   　　　Ｕ          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  43/00     (2006.01)           Ａ６１Ｋ  49/00    　　　Ａ          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  37/02     (2006.01)           Ａ６１Ｋ  49/02    　　　Ａ          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  35/00     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  43/00    １１１　          　　　　　
   Ｇ０１Ｎ  33/53     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  37/02    　　　　          　　　　　
   　　　　                                Ａ６１Ｐ  35/00    　　　　          　　　　　
   　　　　                                Ｇ０１Ｎ  33/53    　　　Ｙ          　　　　　

(74)代理人  100123995
            弁理士　野田　雅一
(74)代理人  100128381
            弁理士　清水　義憲
(72)発明者  ハンス、ジェイ．ハンセン
            アメリカ合衆国ミシシッピー州、ピカユネ、アングラー、ドライブ、６０１４
(72)発明者  ゼンシン、ク
            アメリカ合衆国ニュージャージー州、ワレン、シカモア、ウェイ、１５
(72)発明者  デイビッド、エム．ゴールデンバーグ
            アメリカ合衆国ニュージャージー州、メンダム、キャロライス、ファーム、ロード、１

    審査官  石丸　聡

(56)参考文献  国際公開第０２／０８０９８７（ＷＯ，Ａ１）
              特表２００２－５１２０２０（ＪＰ，Ａ）
              Cancer Immunol. Immunother., vol. 41, pages 53-60 (1995)
              Proc. Natl. Acad. Sci. USA, vol. 91, pages 969-973 (1994)
              J. Immunol., vol. 138, pages 2793-2799 (1987)

(58)調査した分野(Int.Cl.，ＤＢ名)
              C12N  15/09
              C07K  16/28
              CA/BIOSIS/MEDLINE/WPIDS(STN)
              JSTPlus/JMEDPlus/JST7580(JDreamII)



专利名称(译) 抗CD19抗体

公开(公告)号 JP4733635B2 公开(公告)日 2011-07-27

申请号 JP2006522093 申请日 2004-08-02

[标]申请(专利权)人(译) 免疫医疗公司
IMMUNOMEDICS，INC

申请(专利权)人(译) 李亩卢武铉梅迪库斯公司

当前申请(专利权)人(译) 李亩卢武铉梅迪库斯公司

[标]发明人 ハンスジェイハンセン
ゼンシンク
デイビッドエムゴールデンバーグ

发明人 ハンス、ジェイ.ハンセン
ゼンシン、ク
デイビッド、エム.ゴールデンバーグ

IPC分类号 C12N15/09 C07K16/28 C07K16/46 A61K39/395 A61K49/00 A61K51/00 A61P43/00 A61P37/02 A61P35
/00 G01N33/53 C07K16/00 C12N

CPC分类号 A61K2039/507 A61P1/04 A61P3/10 A61P7/06 A61P13/12 A61P17/00 A61P17/06 A61P19/02 A61P21
/02 A61P21/04 A61P25/00 A61P27/02 A61P29/00 A61P35/00 A61P35/02 A61P37/02 A61P43/00 
C07K16/2803 C07K16/2887 C07K2317/565

FI分类号 C12N15/00.ZNA.A C07K16/28 C07K16/46 A61K39/395.L A61K39/395.T A61K39/395.U A61K49/00.A 
A61K49/02.A A61P43/00.111 A61P37/02 A61P35/00 G01N33/53.Y

代理人(译) 池田 成人
山口和弘
池田正人
清水义

审查员(译) 石丸聪

优先权 60/491282 2003-07-31 US

其他公开文献 JP2007528209A

外部链接 Espacenet

摘要(译)

本发明涉及结合CD19抗原的单克隆抗体或其片段，其中所述抗体或其片段是嵌合的，人源化的或完全人的。

https://share-analytics.zhihuiya.com/view/15fb1247-7825-47db-9ce7-5b64138f3c29
https://worldwide.espacenet.com/patent/search/family/034115489/publication/JP4733635B2?q=JP4733635B2



