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(57)【要約】
　本発明は、抗Ａｘｌ抗体、並びに診断及び治療方法におけるその抗体の使用に関する。
特に、本発明は、Ｈ－ＣＤＲ１領域にSEQ ID NO:2の配列を含み、Ｈ－ＣＤＲ２領域にSEQ
 ID NO:3の配列を含み、Ｈ－ＣＤＲ３領域にSEQ ID NO:4の配列を含む重鎖可変領域と、
Ｌ－ＣＤＲ１領域にSEQ ID NO:6の配列を含み、Ｌ－ＣＤＲ２領域にSEQ ID NO:7の配列を
含み、Ｌ－ＣＤＲ３領域にSEQ ID NO:8の配列を含む軽鎖可変領域とを備えたＡｘｌに対
する特異性を有するモノクローナル抗体に関する。該モノクローナル抗体は、SEQ ID NO:
9及びSEQ IDNO:10の配列を介してＡｘｌの細胞外ドメインに結合する。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　Ｈ－ＣＤＲ１領域にSEQ ID NO:2の配列を含み、Ｈ－ＣＤＲ２領域にSEQ ID NO:3の配列
を含み、Ｈ－ＣＤＲ３領域にSEQ ID NO:4の配列を含む重鎖可変領域と、
Ｌ－ＣＤＲ１領域にSEQ ID NO:6の配列を含み、Ｌ－ＣＤＲ２領域にSEQ ID NO:7の配列を
含み、Ｌ－ＣＤＲ３領域にSEQ ID NO:8の配列を含む軽鎖可変領域とを備えているＡｘｌ
に対する特異性を有するモノクローナル抗体。
【請求項２】
　前記重鎖可変領域は、SEQID NO:1のアミノ酸配列を有する請求項１に記載のモノクロー
ナル抗体。
【請求項３】
　前記軽鎖可変領域は、SEQ ID NO:5のアミノ酸配列を有する請求項１に記載のモノクロ
ーナル抗体。
【請求項４】
　前記重鎖可変領域はSEQ ID NO:1のアミノ酸配列を有し、且つ、前記軽鎖可変領域はSEQ
 ID NO:5のアミノ酸配列を有する請求項２又は３に記載のモノクローナル抗体。
【請求項５】
　キメラ抗体、好ましくはキメラマウス／ヒト抗体である請求項４に記載のモノクローナ
ル抗体。
【請求項６】
　ヒト化抗体である請求項１に記載のモノクローナル抗体。
【請求項７】
　SEQ ID NO:9のアミノ酸配列及びSEQ ID NO:10のアミノ酸配列のＡｘｌ細胞外ドメイン
に結合する請求項１～６のいずれか１項に記載のモノクローナル抗体。
【請求項８】
　Fv, Fab, F(ab’)2, Fab’, dsFv, scFv, sc(Fv)2及び二重特異性抗体からなる群から
選択される請求項１～７のいずれか１項に記載のモノクローナル抗体の断片。
【請求項９】
　請求項１～７のいずれか１項に記載のモノクローナル抗体の重鎖又は軽鎖をコードする
核酸配列。
【請求項１０】
　請求項９に記載の核酸を含むベクター。
【請求項１１】
　請求項９に記載の核酸又は請求項１０に記載のベクターを含む宿主細胞。
【請求項１２】
　請求項１～７のいずれか１項に記載のモノクローナル抗体又は請求項８に記載のモノク
ローナル抗体の断片を含む医薬組成物。
【請求項１３】
　薬物として使用するための請求項１～７のいずれか１項に記載のモノクローナル抗体又
は請求項８に記載のモノクローナル抗体の断片。
【請求項１４】
　請求項１～７のいずれか１項に記載のモノクローナル抗体又は請求項８に記載のモノク
ローナル抗体の断片を患者に投与することを含む癌の治療方法。
【請求項１５】
　癌の診断に用いるための請求項１～７のいずれか１項に記載のモノクローナル抗体又は
請求項８に記載のモノクローナル抗体の断片。
【請求項１６】
　請求項１～７のいずれか１項に記載のモノクローナル抗体又は請求項８に記載のモノク
ローナル抗体の断片を患者に投与することを含むヒト免疫異常症、血栓性疾患、循環器疾
患、及びウイルス、細菌又は寄生生物の感染からなる群から選択される疾病の治療方法。
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【請求項１７】
　請求項１～７のいずれか１項に記載のモノクローナル抗体又は請求項８に記載のモノク
ローナル抗体の断片を患者に投与することを含む自然免疫応答の活性化方法。
【請求項１８】
　ヒト免疫異常症、血栓性疾患、循環器疾患、及びウイルス、細菌又は寄生生物の感染か
らなる群から選択される疾病の診断に用いるための請求項１～７のいずれか１項に記載の
モノクローナル抗体又は請求項８に記載のモノクローナル抗体の断片。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、抗Ａｘｌ抗体、並びに診断方法及び治療方法におけるその抗体の使用に関す
る。
【背景技術】
【０００２】
　Ａｘｌは、Ｔｙｒｏ３及びＭｅｒを含む受容体型チロシンキナーゼ（ＲＴＫｓ）のＴＡ
Ｍサブファミリーに属する。ＴＡＭ受容体は、細胞外領域における２つのイムノグロブリ
ン様ドメイン及びデュアルフィブロネクチンタイプIIIリピート、並びに細胞質キナーゼ
ドメインの組み合わせにより特徴付けられる。ＴＡＭ受容体に対するリガンドは、Ｇａｓ
６(growth-arrest-specific 6)及びプロテインＳ、４３％のアミノ酸配列同一性を示し、
類似のドメイン構造を共にする２つのビタミンＫ依存性タンパク質である。それぞれのタ
ンパク質は、４つの上皮成長因子（ＥＧＦ）様モジュールの前に１１のｇ－カルボキシグ
ルタミン酸残基を含むＮ末端ＧＩａドメインと、２つのタンデムラミニンＧドメインから
なるＣ末端性ホルモン結合クロブリン（ＳＨＢＧ）様構造を有する。ＳＨＢＧドメインは
、ＴＡＭ受容体に結合し、活性するために必要且つ十分であり、ＧＩａドメインは、負電
荷を有する膜リン脂質に結合し、アポトーシス細胞に対するＴＡＭを介した食作用におけ
る重要な役割を果たす。ＴＡＭ活性化及びシグナリングは、細胞の生存、増殖、遊走及び
付着を含む複数の細胞反応に関係する。
【０００３】
　Ａｘｌ又はそのリガンドＧａｓ６の異常調節は、ヒトの種々の癌における病因に関係す
る。Ａｘｌの過剰発現は、種々のヒト癌（肺癌、前立腺癌、乳癌、胃癌、膵臓癌、卵巣癌
、甲状腺癌、血液系癌、腎細胞癌及び膠芽腫等）において報告されており、侵襲性、転移
及び予後不良に関係する。これらの知見は、Ａｘｌが腫瘍の成長、侵襲及び血管新生を含
む腫瘍化の様々な面における制御に関連し、特に抗転移癌治療の開発及び薬剤耐性癌の治
療を含む他の種々の癌治療といった癌における治療介入のための標的の代表となることを
提示している。従って、抗Ａｘｌモノクローナル抗体が、癌の治療における使用のために
発表されてきた。例えば、抗Ａｘｌ抗体に関する公開は、WO2009/063965、WO2009/062690
及びWO2011/014457を含む。
【０００４】
　免疫機能の阻害、血小板凝集及びウイルス感染誘導体の活性（例えばエボラ及びラッサ
ウイルスの取り込みはＡｘｌにより促進される）等のＡｘｌ依存性又は非依存性リガンド
の他の役割は、腫瘍学よりも他の適用のための治療標的としてＡｘｌの潜在力を強調する
。
【発明の概要】
【０００５】
　本発明は、Ｈ－ＣＤＲ１領域にSEQ ID NO:2の配列を含み、Ｈ－ＣＤＲ２領域にSEQ ID 
NO:3の配列を含み、Ｈ－ＣＤＲ３領域にSEQ ID NO:4の配列を含む重鎖可変領域と、Ｌ－
ＣＤＲ１領域にSEQ ID NO:6の配列を含み、Ｌ－ＣＤＲ２領域にSEQ ID NO:7の配列を含み
、Ｌ－ＣＤＲ３領域にSEQ ID NO:8の配列を含む軽鎖可変領域とを備えたＡｘｌに対する
特異性を有するモノクローナル抗体に関する。該モノクローナル抗体は、SEQ ID NO:9及
びSEQ IDNO:10の配列を介してＡｘｌの細胞外ドメインに結合する。
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【０００６】
　(定義)
　「Ａｘｌ」の用語は、本技術分野におけるその用語の一般的な意味を有し、ヒトＡｘｌ
を意味する。また、Ａｘｌは、「Ａｒｋ」、「Ｔｙｒｏ－７」、「ｕｆｏ」又は「ｊｔｋ
１１」としても知られている。
【０００７】
　「抗Ａｘｌ抗体」の用語は、Ａｘｌに向かう抗体を意味する。
【０００８】
　本発明において、「抗体」又は「イムノグロブリン」は同一の意味を有し、本発明にお
いて同様に用いられ得る。本明細書で用いられる「抗体」の用語は、イムノグロブリン分
子、及びイムノグロブリン分子の免疫学的活性部分、すなわち抗原に免疫特異的に結合す
る抗原結合サイトを含む分子を意味する。従って、抗体の用語は、全抗体分子のみならず
、抗体断片、並びに抗体及び抗体断片の変異体（誘導体を含む）を含む。自然抗体におい
て、２つの重鎖はジスルフィド結合により互いに結合し、それぞれの重鎖はジスルフィド
結合により１つの軽鎖と結合している。ラムダ（ｌ）とカッパ（ｋ）の２つの軽鎖のタイ
プがある。抗体分子の機能活性を決定する５つの主な重鎖のクラス（イソタイプ）がある
：ＩｇＭ、ＩｇＤ、ＩｇＧ、ＩｇＡ及びＩｇＥ。それぞれの鎖は、異なる配列ドメインを
含む。軽鎖は可変ドメイン（ＶＬ）及び定常ドメイン（ＣＬ）の２つのドメインを含む。
重鎖は、可変ドメイン（ＶＨ）及び３つの定常ドメイン（ＣＨ１、ＣＨ２及びＣＨ３、こ
れらをまとめてＣＨという）の４つのドメインを含む。軽鎖（ＶＬ）及び重鎖（ＶＨ）の
両方の可変領域は、抗原に対する結合認識及び特異性を決定する。軽鎖（ＣＬ）及び重鎖
（ＣＨ）の定常領域ドメインは、抗体鎖結合、分泌、胎盤移動、補体結合及びＦｃ受容体
（ＦｃＲ）との結合等の重要な生物学的特性を与える。Ｆｖ断片は、イムノグロブリンの
Ｆａｂ断片のＮ末端部であり、１つの軽鎖及び１つの重鎖の可変部からなる。抗体の特異
性は、抗体結合サイトと抗原決定基との間の構造的相補性に帰する。抗体結合サイトは、
高度可変領域又は相補性決定領域（ＣＤＲｓ）から主になる残基で構成されている。時々
、非高度可変領域又はフレームワーク領域（ＦＲ）からの残基が、全ドメイン構造及び結
合サイトに影響する。相補性決定領域又はＣＤＲｓは、ネイティブイムノグロブリン結合
サイトの自然Ｆｖ領域の結合親和性及び特異性を定義するアミノ酸配列を意味する。イム
ノグロブリンの軽鎖は、L-CDR1, L-CDR2,L-CDR3である３つのＣＤＲを有し、イムノグロ
ブリンの重鎖は、H-CDR1, H-CDR2,H-CDR3である３つのＣＤＲを有する。従って、抗原結
合サイトは、重鎖及び軽鎖のＶ領域のそれぞれのＣＤＲのセットを含む６つのＣＤＲを有
する。フレームワーク領域（ＦＲs）は、ＣＤＲｓの間に配置されたアミノ酸配列を意味
する。
【０００９】
　「キメラ抗体」の用語は、3E3E8抗体由来の抗体のＶＨドメイン及びＶＬドメイン、並
びにヒト抗体のＣＨドメイン及びＣＬドメインを含む抗体を意味する。
【００１０】
　本発明において、「ヒト化抗体」は、ヒト抗体からの可変領域フレームワーク及び定常
領域を有するが、3E3E8抗体のＣＤＲsを保持する抗体を意味する。
【００１１】
　「Ｆａｂ」の用語は、分子量が約５００００であり、抗原結合活性を有し、プロテアー
ゼであるパパインを用いてＩｇＧを処理することにより得られる断片のうちＨ鎖のＮ末端
側の約半分とＬ鎖の全体とが互いにジスルフィド結合により結合した抗体断片を意味する
。
【００１２】
　「Ｆ（ａｂ’）２」は、分子量が約１０００００であり、抗原結合活性を有し、プロテ
アーゼであるペプシンを用いてＩｇＧを処理することにより得られる断片のうちヒンジ領
域のジスルフィド結合を介して結合されたＦａｂよりもわずかに長い抗体断片を意味する
。
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　「Ｆａｂ’」の用語は、分子量が約５００００であり、抗原結合活性を有し、Ｆ（ａｂ
’）２のヒンジ領域のジスルフィド結合を切断することにより得られる抗体断片を意味す
る。
【００１４】
　一本鎖Ｆｖ（「ｓｃＦｖ」）ポリペプチドは、ペプチドをコードするリンカーにより結
合されたＶＨ及びＶＬコード遺伝子を含む遺伝子融合から、通常、発現される共有結合さ
れたＶＨ::ＶＬヘテロダイマーである。「ｄｓＦｖ」は、ジスルフィド結合により安定化
されたＶＨ::ＶＬヘテロダイマーである。二価抗体断片及び多価抗体断片は、一価ｓｃＦ
ｖｓの結合により自発的に形成可能であり、又は二価ｓｃ（Ｆｖ）２等のペプチドリンカ
ーによる一価ｓｃＦｖｓの結合により生じ得る。
【００１５】
　「二重特異性抗体」は、２つの抗原結合サイトを有する低分子抗体断片であり、同一の
ポリペプチド鎖（ＶＨ－ＶＬ）における軽鎖可変ドメイン（ＶＬ）に結合された重鎖可変
ドメイン（ＶＨ）を含む断片を意味する。同一鎖における２つのドメイン間でペアにさせ
るには短すぎるリンカーを用いることによって、ドメインが他方の鎖の相補的なドメイン
とペアにすることができ、２つの抗原結合サイトが生成される。
【００１６】
　　「精製」及び「単離」は、本発明に係る抗体又はヌクレオチド配列に用いる場合、示
された分子が同一のタイプの他の生物学的高分子の実質的非存在下に在ることを意味する
。本明細書で用いられる「精製」の用語は、示された分子が同一のタイプの生物学的高分
子のうち、好ましくは少なくとも７５重量％、より好ましくは少なくとも８５重量％、さ
らにより好ましくは少なくとも９５重量％、最も好ましくは少なくとも９８重量％存在す
ることを意味する。特定のポリペプチドをコードする「単離された」核酸分子は、ポリペ
プチドをコードしていない他の核酸分子が実質的に無い核酸分子を意味するが、その分子
は、組成物の基本的特性に有害に影響しない追加の塩基又は成分を含み得る。
【００１７】
　（本発明の抗体）
　本発明は、単離された抗Ａｘｌ抗体又はその断片を提供する。特に、本発明者らは、マ
ウス抗Ａｘｌ抗体(3E3E8)生成ハイブリドーマを生成した。本発明者らは、mAb 3E3E8の軽
鎖及び重鎖の可変領域をクローン化し、特徴付けて、表１に示す前記抗体の相補性決定領
域（ＣＤＲｓ）ドメインを決定した。
【００１８】



(6) JP 2014-522639 A 2014.9.8

10

20

30

40

50

【表１】

【００１９】
　従って、本発明は、Ｈ－ＣＤＲ１に係るSEQ ID NO:2、Ｈ－ＣＤＲ２に係るSEQ ID NO:3
及びＨ－ＣＤＲ３に係るSEQ ID NO:4からなる群から選択される配列を有する少なくとも
１つのＣＤＲを含む可変ドメインを有する重鎖を備えた、Ａｘｌに特異性を有するモノク
ローナル抗体に関する。
【００２０】
　また、本発明は、Ｌ－ＣＤＲ１に係るSEQ ID NO:6、Ｌ－ＣＤＲ２に係るSEQ ID NO:7及
びＬ－ＣＤＲ３に係るSEQ ID NO:8からなる群から選択される配列を有する少なくとも１
つのＣＤＲを含む可変ドメインを有する軽鎖を備えた、Ａｘｌに特異性を有するモノクロ
ーナル抗体に関する。
【００２１】
　本発明のモノクローナル抗体は、Ｈ－ＣＤＲ１に係るSEQ ID NO:2、Ｈ－ＣＤＲ２に係
るSEQ ID NO:3及びＨ－ＣＤＲ３に係るSEQ ID NO:4からなる群から選択される配列を有す
る少なくとも１つのＣＤＲを含む可変ドメインを有する重鎖と、Ｌ－ＣＤＲ１に係るSEQ 
ID NO:6、Ｌ－ＣＤＲ２に係るSEQ ID NO:7及びＬ－ＣＤＲ３に係るSEQ ID NO:8からなる
群から選択される配列を有する少なくとも１つのＣＤＲを含む可変ドメインを有する軽鎖
とを含み得る。特に、本発明は、Ｈ－ＣＤＲ１領域にSEQ ID NO:2の配列を含み、Ｈ－Ｃ
ＤＲ２領域にSEQ ID NO:3の配列を含み、Ｈ－ＣＤＲ３領域にSEQ ID NO:4の配列を含む重
鎖可変領域と、
　Ｌ－ＣＤＲ１領域にSEQ ID NO:6の配列を含み、Ｌ－ＣＤＲ２領域にSEQ ID NO:7の配列
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を含み、Ｌ－ＣＤＲ３領域にSEQ ID NO:8の配列を含む軽鎖可変領域とを備えている抗Ａ
ｘｌモノクローナル抗体を提供する。
【００２２】
　特定の実施形態において、前記抗体の重鎖可変領域は、SEQ ID NO:1のアミノ酸配列を
有する、及び／又は前記抗体の軽鎖可変領域は、SEQ ID NO:5のアミノ酸配列を有する。
【００２３】
　他の実施形態において、本発明のモノクローナル抗体は、キメラ抗体、好ましくは、キ
メラマウス／ヒト抗体である。特に、前記マウス／ヒトキメラ抗体は、上記3E3E8抗体の
可変領域を含み得る。
【００２４】
　他の実施形態において、本発明のモノクローナル抗体は、ヒト化抗体である。特に、前
記ヒト化抗体において、可変ドメインは、ヒトアクセプタフレームワーク領域、任意に、
有する場合はヒト定常ドメイン、及び上記のようなマウスＣＤＲs等の非ヒトドナーＣＤ
Ｒsを含む。
【００２５】
　さらに、本発明は、以下のものに限られないが、Fv、Fab、F(ab’)2、Fab’、dsFv、sc
Fv、sc(Fv)2及び二重特異性抗体を含む抗Ａｘｌ抗体断片を提供する。
【００２６】
　さらに、本発明は、Ａｘｌの細胞外部分におけるSEQ ID NO:9及びSEQ ID NO:10のアミ
ノ酸配列に結合する抗Ａｘｌ抗体又は断片を提供する。
【００２７】

【表２】

 
【００２８】
　他の態様において、本発明は、SEQ ID NO: 1、SEQ ID NO:2、SEQ ID NO:3、SEQ ID NO:
4、SEQ ID NO:5、SEQ ID NO: 6、SEQ ID NO:7及びSEQ ID NO:8からなる群から選択される
配列を有するポリペプチドに関する。
【００２９】
　（本発明の抗体の生成方法）
　本発明の抗Ａｘｌ抗体は、以下のものに限られないが、化学的、生物学的、遺伝学的又
は酵素学的方法等の本技術分野において周知の方法により生成され得る。
【００３０】
　所望の配列のアミノ酸配列を知ることで、当業者は、ポリペプチドの生成のための標準
的方法により前記抗体を容易に生成できる。例えば、それらは、周知の固相法を用いて、
好ましくは商業的に入手可能なペプチド合成装置（AppliedBiosystems, Foster City, Ca
liforniaにより製造されているもの等）を用いて、メーカーの説明書に従って合成され得
る。また、本発明の抗体は、本技術分野において、周知の組み換えＤＮＡ技術により合成
され得る。例えば、抗体は、発現ベクターの中への抗体をコードするＤＮＡ配列の組み込
み、及び所望の抗体を発現し得る適当な真核又は原核の宿主生物の中への上記ベクターの
導入後に、ＤＮＡ発現産物として得られ、それらは周知の方法を用いて後に単離され得る
。
【００３１】
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　従って、本発明の更なる目的は、本発明に係る抗体をコードする核酸配列に関する。特
に、その核酸配列は、本発明の抗体の重鎖又は軽鎖をコードする。
【００３２】
　通常、前記核酸は、ＤＮＡ又はＲＮＡ分子であり、それらはプラスミド、コスミド、エ
ピソーム、人工染色体、ファージ又はウイルスベクター等の適当なベクターに含まれ得る
。
【００３３】
　「ベクター」、「クローニングベクター」及び「発現ベクター」は、宿主生物のトラン
スフォーム及び導入された配列の発現（例えば転写及び翻訳）の促進のために、ＤＮＡ又
はＲＮＡ配列（例えば、外来遺伝子）を宿主細胞内に導入し得る媒体を意味する。
【００３４】
　本発明の更なる目的は、本発明の核酸を含むベクターに関する。
【００３５】
　そのようなベクターは、検体への投与によって前記抗体の発現を引き起こす又は発現を
促すために、プロモーター、エンハンサー、ターミネーター等の制御エレメントを含み得
る。動物細胞のための発現ベクターに用いられるプロモーター及びエンハンサーの例は、
ＳＶ４０の初期プロモーター及びエンハンサー(Mizukami T.等. 1987)、モロニーマウス
白血病ウイルスのＬＴＲプロモーター及びエンハンサー(Kuwana Y等. 1987)、イムノグロ
ブリンＨ鎖のプロモーター(Mason JO 等. 1985)及びエンハンサー(Gillies SD等. 1983)
等を含む。
【００３６】
　動物細胞のための発現ベクターは、ヒト抗体Ｃ領域をコードする遺伝子が挿入及び発現
され得る限り、用いられ得る。適当なベクターの例は、pAGE107 (Miyaji H 等. 1990)、 
pAGE103 (Mizukami T 等. 1987)、pHSG274 (Brady G 等. 1984)、pKCR (O'Hare K 等. 19
81)、pSG1 beta d2-4-(Miyaji H 等. 1990)等を含む。
【００３７】
　プラスミドの他の例は、複製開始点を含む複製プラスミド、又はｐＵＣ、ｐｃＤＮＡ、
ｐＢＲ等の組み込みプラスミドを含む。
【００３８】
　ウイルスベクターの他の例は、アデノウイルス、レトロウイルス、ヘルペスウイルス及
びＡＡＶベクターを含む。そのような組み換えウイルスは、本技術分野において周知の方
法によって、例えばトランスフェクションパッケージング細胞、又はヘルパープラスミド
若しくはウイルスを用いた一過性トランスフェクション等によって生成され得る。ウイル
スパッケージング細胞の一般例は、PA317細胞、PsiCRIP細胞、GPenv+細胞、293細胞等を
含む。そのような複製欠損組み換えウイルスを生成するための詳細なプロトコールは、例
えばWO 95/14785、WO 96/22378、US 5,882,877、US 6,013,516、US 4,861,719、US 5,278
,056及びWO 94/19478に記載されている。
【００３９】
　本発明の更なる目的は、本発明に係る核酸及び／又はベクターによりトランスフェクシ
ョン、感染又は形質転換された宿主細胞に関する。
【００４０】
　「形質転換」の用語は、通常導入される遺伝子又は配列によりコードされたタンパク質
又は酵素である所望の物質を宿主細胞に生成させるために、宿主細胞へ導入された遺伝子
又は配列を発現させる、「外来」（すなわち、外因性又は細胞外の）遺伝子、ＤＮＡ又は
ＲＮＡ配列の導入を意味する。導入されたＤＮＡ又はＲＮＡを受ける及び発現する宿主細
胞は、「形質転換」されている。
【００４１】
　本発明の核酸は、適当な発現システムによる本発明の抗体の生成に用いられ得る。「発
現システム」の用語は、例えばベクターにより運ばれる外来ＤＮＡによるコードされたタ
ンパク質の発現のための条件、及び宿主への導入の条件といった適当な条件に基づく宿主
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細胞及び適合性ベクターを意味する。
【００４２】
　通常の発現システムは、E.coli宿主細胞とプラスミドベクター、昆虫宿主細胞とバキュ
ロウイルスベクター、及び哺乳動物宿主細胞とベクターを含む。他の宿主細胞の例は、以
下のものに限られないが、原核細胞（細菌等）及び真核細胞（酵母細胞、哺乳動物細胞、
昆虫細胞、植物細胞等）を含む。特定の例は、E.coli、Kluyveromyces又はSaccharomyces
 yeasts、哺乳動物細胞株 (例えば、Vero細胞、CHO細胞、3T3細胞、COS細胞等)、及び初
代培養哺乳動物細胞又は樹立哺乳動物細胞（例えば、リンパ芽球、線維芽細胞、胚細胞、
上皮細胞、神経細胞、脂肪細胞等）を含む。また、例としては、マウスSP2/0-Ag14細胞(A
TCC CRL1581)、マウスP3X63-Ag8.653細胞(ATCC CRL1580)、ジヒドロ葉酸レダクダーゼ遺
伝子（以下、「ＤＨＦＲ遺伝子」という。）が欠損されたCHO細胞、ラットYB2/3HL.P2.G1
1.16Ag.20細胞(ATCC CRL1662, 以下、「ＴＢ２／０細胞」という。)等を含む。
【００４３】
　また、本発明は、本発明に係る抗体を発現する組み換え宿主細胞を生成する方法に関し
、該方法は、(i)上記の組み換え核酸又はベクターをコンピテント宿主細胞内にインビト
ロ又はエクスビボで導入するステップと、(ii)得られた組み換え宿主細胞をインビトロ又
はエクスビボで培養するステップと、(iii)任意で、上記抗体を発現及び／又は分泌する
細胞を選択するステップとを備えている。そのような組み換え宿主細胞は、本発明の抗体
の生成のために用いられ得る。
【００４４】
　他の特定の実施形態において、その方法は、(i) 3E3E8抗体を発現させるのに適当な条
件下で3E3E8ハイブリドーマを培養するステップと、(ii)発現された抗体を回収するステ
ップとを備えている。
【００４５】
　本発明の抗体は、例えばプロテインＡセファロース、ヒドロキシルアパタイトクロマト
グラフィー、ゲル電気泳動、透析又は親和性クロマトグラフィー等の従来のイムノグロブ
リン精製方法により培養培地から適当に分離される。
【００４６】
　特定の実施形態において、本発明のヒトキメラ抗体は、上記のＶＬ及びＶＨドメインを
コードする核酸配列を得ることにより生成され得る。ヒト抗体のＣＨ及びヒト抗体のＣＬ
をコードする遺伝子を有する動物細胞に対する発現ベクター内にそれらを挿入することに
よりヒトキメラ抗体発現ベクターを構築でき、動物細胞内にその発現ベクターを導入する
ことによりコードされた配列を発現できる。
【００４７】
　ヒトキメラ抗体のＣＨドメインとしては、ヒトイムノグロブリンに属する領域であれば
よいが、ＩｇＧクラスのＣＨドメインが適当であり、IgG1, IgG2, IgG3及びIgG4等のＩｇ
Ｇクラスに属するサブクラスのいずれか１つも用いられ得る。また、ヒトキメラ抗体のＣ
Ｌは、Ｉｇに属する領域であればよく、カッパクラス又はラムダクラスのＣＬが用いられ
得る。
【００４８】
　キメラ抗体の生成方法は、本技術分野において周知である従来の組み換えＤＮＡ及び遺
伝子導入技術を含む(Morrison SL. 等. (1984)、並びに特許文献US5,202,238;及びUS5,20
4, 244を参照。)。
【００４９】
　本発明のヒト化抗体は、上記のＣＤＲドメインをコードする核酸配列を得ることにより
生成され得る。(i)ヒト抗体と同一の重鎖定常領域、及び(ii)ヒト抗体と同一の軽鎖定常
領域をコードする遺伝子を有する動物細胞のための発現ベクター内にその配列を挿入する
ことによりヒト化抗体発現ベクターを構築でき、動物細胞内にその発現ベクターを導入す
ることによりその遺伝子を発現できる。
【００５０】
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　ヒト化抗体発現ベクターは、抗体重鎖をコードする遺伝子及び抗体軽鎖をコードする遺
伝子が別々のベクターに存在するタイプ、又は両方の遺伝子が同一のベクターに存在する
タイプ(タンデムタイプ)のいずれかであってよい。ヒト化抗体発現ベクターの構築の容易
性、動物細胞への導入の容易性、及び動物細胞における抗体のＨ鎖とＬ鎖の発現レベルの
バランスの点で、タンデムタイプのヒト化抗体発現ベクターの方が好ましい(Shitara K 
等. 1994)。タンデムタイプのヒト化抗体発現ベクターの例は、pKANTEX93 (WO 97/10354)
及びpEE18等を含む。
【００５１】
　従来の組み換えＤＮＡ及び遺伝子導入技術に基づくヒト化抗体の生成方法は、本技術分
野において周知である(例えば、Riechmann L. 等.1988; Neuberger MS.等. 1985を参照。
)。抗体は、例えばＣＤＲグラフティング(EP 239,400; PCT公開公報WO91/09967; U.S. Pa
t. No5,225,539; 5,530,101;及び5,585,089), 接合（veneering）又は 再建（resurfacin
g） (EP 592,106; EP 519,596; Padlan EA (1991); Studnicka GM 等. (1994); Roguska 
MA.等. (1994))、及び鎖シャッフリング（chain shuffling） (U.S. Pat. No.5,565,332)
を含む本技術分野において周知の種々の方法を用いてヒト化され得る。そのような抗体の
調製のための一般的な組み換えＤＮＡ技術も周知である(欧州特許出願 EP 125023及び国
際特許出願WO 96/02576を参照。)。
【００５２】
　本発明のＦａｂは、プロテアーゼであるパパインを用いて、Ａｘｌと特異的に反応する
抗体を処理することにより得られ得る。また、そのＦａｂは、原核性発現システム又は真
核性発現システムのためのベクター内に抗体のＦａｂをコードするＤＮＡを挿入し、Ｆａ
ｂを発現するための(適当な)原核生物又は真核生物内にそのベクターを導入することによ
り生成され得る。
【００５３】
　本発明のＦ（ａｂ’）２は、プロテアーゼであるペプシンを用いて、Ａｘｌと特異的に
反応する抗体を処理することにより得られ得る。また、そのＦ（ａｂ’）２は、チオエー
テル結合又はジスルフィド結合を介して、以下に記載のＦａｂ’を結合することにより得
られ得る。
【００５４】
　本発明のＦａｂ’は、還元剤であるジチオスレイトールを用いて、Ａｘｌと特異的に反
応するＦ（ａｂ’）２を処理することにより得られ得る。また、Ｆａｂ’は、原核生物の
ための発現ベクター又は真核生物のための発現ベクター内に抗体のＦａｂ’断片をコード
するＤＮＡを挿入し、その発現を実行するための(適当な)原核生物又は真核生物内にその
ベクターを導入することにより生成され得る。
本発明のｓｃＦｖは、上記のＶＨ及びＶＬドメインをコードするｃＤＮＡを得て、ｓｃＦ
ｖをコードするＤＮＡを構築し、原核生物のための発現ベクター又は真核生物のための発
現ベクター内にそのＤＮＡを挿入し、ｓｃＦｖを発現するための(適当な)原核生物又は真
核生物内にそのベクターを導入することにより生成され得る。ヒト化ｓｃＦｖ断片を生成
するためにＣＤＲグラフティングと呼ばれる周知の方法を用いることができ、それはドナ
ーのｓｃＦｖ断片から相補性決定領域（ＣＤＲｓ）を選択すること、及び周知の三次元構
造のヒトｓｃＦｖ断片フレームワークにそれを移植することを含む。(例えば、W098/4532
2; WO 87/02671; US5,859,205;US5,585,089; US4,816,567; EP0173494を参照。)。
【００５５】
　本明細書において、記載されている抗体のアミノ酸配列変異は意図されている。例えば
、それは、抗体の結合親和性及び／又は他の生物学的特性を改善するために望ましい。ヒ
ト化抗体が、ヒト抗体のＶＨ及びＶＬのＦＲｓに、非ヒト動物由来の抗体のＶＨ及びＶＬ
におけるＣＤＲｓのみを単純に移植することにより生成された場合、抗原結合活性は非ヒ
ト動物由来の元の抗体におけるその活性と比較して低減することが知られている。非ヒト
抗体のＶＨ及びＶＬのうちＣＤＲｓだけでなくＦＲｓにおけるいくつかのアミノ酸残基は
、抗原結合活性に直接又は間接的に関連している。それ故、それらのアミノ酸残基がヒト
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抗体のＶＨ及びＶＬのＦＲｓ由来の異なるアミノ酸残基に置換されることは、結合活性の
低減となると考えられる。ヒトＣＤＲにより移植された抗体におけるこの問題を解決する
ために、ヒト抗体のＶＨ及びＶＬのＦＲのアミノ酸配列のうち、抗体の結合に直接に関連
するアミノ酸残基、ＣＤＲのアミノ酸残基と相互作用するアミノ酸残基、抗体の三次元構
造を維持するアミノ酸残基、及び抗原への結合に直接に関連するアミノ酸残基を同定しな
ければならない。低減された抗原結合活性は、非ヒト動物由来の元の抗体のアミノ酸残基
と同一のアミノ酸を置換することにより増大され得る。
【００５６】
　変異及び変更は、本発明の抗体の構造、及びそれらをコードするＤＮＡ配列において行
われてもよく、また、そうすることで、所望の特性を有する抗体をコードする機能性分子
を得られる。
【００５７】
　アミノ酸配列の変更において、アミノ酸の疎水性指標が考慮され得る。タンパク質に相
互作用的生物機能を与えることにおけるアミノ酸疎水性指標の重要性は、本技術分野にお
いて一般に理解されている。アミノ酸の相対的な疎水性は、結果物としてのタンパク質の
二次構造に寄与することが認められており、それは、例えば酵素、基質、レセプター、Ｄ
ＮＡ、抗体及び抗原等の他の分子とのタンパク質の相互作用を順に規定する。それぞれの
アミノ酸は、それらの疎水性及び電荷特性に基づいて決められており、具体的に、それら
は、イソロイシン(+4.5); バリン(+4.2); ロイシン(+3.8) ; フェニルアラニン(+2.8); 
システイン/シスチン (+2.5); メチオニン(+1.9);アラニン(+1.8); グリシン(-0.4); ト
レオニン(-0.7); セリン(-0.8); トリプトファン(-0.9); チロシン(-1.3); プロリン(-1.
6); ヒスチジン(-3.2); グルタミン酸 (-3.5); グルタミン(-3.5); アスパラギン酸(-3.5
); アスパラギン(-3.5); リジン(-3.9); 及びアルギニン(-4.5)と決められている。
【００５８】
　本発明の更なる対象は、本発明の抗体の機能が保存された変異体をも含む。
【００５９】
　「機能が保存された変異体」は、以下のものに限られないが、類似の特性（例えば、極
性、水素結合ポテンシャル、酸性、塩基性、疎水性及び芳香性等）を有するアミノ酸との
置換を含む、全体としての形態及びポリペプチドの機能を改変することなくタンパク質又
は酵素における所定のアミノ酸が変更されているものである。保存されたアミノ酸以外の
アミノ酸は、タンパク質において異なっていてもよい。類似の機能をもつ２つのタンパク
質間のタンパク質又はアミノ酸配列の類似性の割合が異なっていてもよく、また、例えば
類似性がMEGALIGNアルゴリズムに基づくクラスター法等によるアライメントスキームに従
って決定される７０％～９９％であってもよい。また、「機能が保存された変異体」は、
ＢＬＡＳＴ又はＦＡＳＴＡアルゴリズムによって決定されるような、少なくとも６０％の
アミノ酸の同一性、好ましくは少なくとも７５％、より好ましくは少なくとも８５％、さ
らに好ましくは少なくとも９０％、より一層好ましくは少なくとも９５％のアミノ酸の同
一性を有しているポリペプチドを含み、天然または元のタンパク質と比較して、同一また
は実質的によく似た特性または機能を有しているポリペプチドを含む。
【００６０】
　アミノ酸が８０％、好ましくは８５％、好ましくは９０％よりも高い同一性がある場合
、又はより短い配列の全長に対して約９０％、好ましくは９５％よりも高い類似性がある
（機能的な同一性がある）場合に、２つのアミノ酸配列は、「実質的に相同」又は「実質
的に類似」である。好ましくは、類似配列又は相同配列は、例えば、ＧＣＧ（Genetics C
omputer Group, Program Manual for the GCG Package, Version7, Madison, Wisconsin
）のｐｉｌｅｕｐプログラム、又はＢＬＡＳＴ、ＦＡＳＴＡ等の配列比較アルゴリズムの
何れかを用いたアライメントによって決定される。
【００６１】
　例えば、あるアミノ酸は、かなりの活性が欠損することなくタンパク質構造における他
のアミノ酸により置換されてもよい。タンパク質の相互作用能力及びタンパク質の性質が
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タンパク質の生物学的機能活性を定義するため、類似の特性を有するタンパク質を得るこ
とができれば、あるアミノ酸の置換はタンパク質配列において生じてもよく、また、その
配列をコードするＤＮＡにおいて生じてもよい。種々の変更は、抗体の生物学的活性の多
くを欠損することが無いように、本発明の抗体の配列、又は該抗体をコードする対応のＤ
ＮＡ配列において行われ得る。
【００６２】
　あるアミノ酸が類似の疎水性指標又はスコアを有する他のアミノ酸に置換されてもよく
、その結果、類似の生物学的活性を有するタンパク質が生じる、すなわち生物機能的に同
等のタンパク質が得られることは、本技術分野において周知である。
【００６３】
　上記概説のように、アミノ酸置換は、アミノ酸側鎖置換基の相対的類似性、例えばそれ
らの疎水性、親水性、電荷及びサイズ等に基づく。考慮される種々の前記特性を得る置換
の例は、当業者に周知であり、アルギニンとリジン、グルタミン酸とアスパラギン酸、セ
リンとトレオニン、グルタミンとアスパラギン、及びバリンとロイシンとイソロイシン、
を含む。
【００６４】
　従って、本発明は、重鎖を備えた抗体を提供し、その重鎖の可変ドメインは、
　SEQ ID NO: 2の配列と少なくとも９０％又は９５％の同一性を有するＨ－ＣＤＲ１と、
　SEQ ID NO: 3の配列と少なくとも９０％又は９５％の同一性を有するＨ－ＣＤＲ２と、
　SEQ ID NO: 4の配列と少なくとも９０％又は９５％の同一性を有するＨ－ＣＤＲ３と、
　SEQ ID NO: 6の配列と少なくとも９０％又は９５％の同一性を有するＬ－ＣＤＲ１と、
　SEQ ID NO: 7の配列と少なくとも９０％又は９５％の同一性を有するＬ－ＣＤＲ２と、
　SEQ ID NO: 8の配列と少なくとも９０％又は９５％の同一性を有するＬ－ＣＤＲ３とを
備え、Ｈ－ＣＤＲ１に係るSEQ ID NO: 2、Ｈ－ＣＤＲ２に係るSEQ ID NO: 3、及びＨ－Ｃ
ＤＲ３に係るSEQ ID NO: 4を含む可変ドメインを有する重鎖と、Ｌ－ＣＤＲ１に係るSEQ 
IDNO: 6、Ｌ－ＣＤＲ２に係るSEQ ID NO: 7、及びＬ－ＣＤＲ３に係るSEQ ID NO: 8を含
む可変領域を有する軽鎖とを含む抗体と実質的に同一の親和性で、より好ましくは、マウ
ス抗Ａｘｌ抗体3E3E8と実質的に同一の親和性でＡｘｌと特異的に結合する抗体を提供す
る。
【００６５】
　従って、本発明は、Ａｘｌの細胞外部分のＦＮ３ドメイン１及びＦＮ３ドメイン２（Ａ
ｘｌのエピトープアミノ酸配列SEQ ID NO: 9 及びSEQ ID NO: 10）に結合する抗体を提供
する。
【００６６】
　前記抗体は、本技術分野において周知の方法により特異的な結合のためにアッセイされ
得る。多くの異なる競合的結合アッセイフォーマットがエピトープビニングのために用い
られ得る。以下のものに限られないが、ウエスタンブロット、ラジオ免疫アッセイ、ＥＬ
ＩＳＡ、「サンドイッチ」免疫アッセイ、免疫沈降アッセイ、沈降素アッセイ、ゲル拡散
沈降素アッセイ、免疫放射線アッセイ、蛍光免疫アッセイ、プロテインＡ免疫アッセイ、
及び補体結合アッセイ等の方法を用いる競合アッセイシステムを含む免疫アッセイが用い
られ得る。そのようなアッセイは、ルーチンであり、本技術分野において周知である（例
えば、Ausubel 等, eds, 1994 Current Protocols inMolecular Biology, Vol. 1, John 
Wiley & sons, Inc., New Yorkを参照。)。例えば、BIACORE(登録商標)(GE Healthcare, 
Piscaataway, NJ)は、モノクローナル抗体のエピトープビンパネルにルーチン的に用いら
れる種々の表面プラズモン共鳴アッセイフォーマットの１つである。さらに、Antibodies
, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, EdHarlow and David Lane, 1
988に記載されたルーチンクロスブロッキングアッセイが行われ得る。
【００６７】
　本発明の改変抗体は、例えば抗体の特性を改善するためのＶＨ及び／又はＶＬ内のフレ
ームワーク残基における改変を含む。通常、そのようなフレームワークの改変は、抗体の
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免疫原性を低減させる。例えば、１つのアプローチは、１つ又はそれ以上のフレームワー
ク残基を対応する生殖細胞系配列に「復帰突然変異」することである。特に、体細胞突然
変異を受けた抗体は、その抗体に由来する生殖細胞系配列と異なるフレームワーク残基を
含んでもよい。そのような残基は、その抗体に由来する生殖細胞系配列と抗体フレームワ
ーク配列とを比較することにより同定され得る。フレームワーク領域の配列をそれらの生
殖細胞系構造に戻すために、体細胞突然変異は、例えば部位特異的突然変異誘発又はＰＣ
Ｒによる突然変異誘発により、生殖細胞系配列に復帰突然変異され得る。そのような「復
帰突然変異」された抗体は、本発明に含まれることが意図される。フレームワークの改変
の他のタイプは、Ｔ細胞のエピトープを除去して抗体の潜在的免疫原性を低減するために
、フレームワーク領域内、又は１つ若しくはそれ以上のＣＤＲ領域内における１つ又はそ
れ以上の残基を改変することを含む。このアプローチは、「脱免疫性」とも呼ばれ、更な
る詳細はCarr等.による米国特許公開No.20030153043に記載されている。
【００６８】
　フレームワーク又はＣＤＲ領域内での追加的又は代替的な改変において、本発明の抗体
は、血清半減期、補体結合、Ｆｃ受容体結合及び／又は抗原依存性細胞毒性といった抗体
の１つ又はそれ以上の機能的特性を変更するために、Ｆｃ領域内における改変を含むよう
に設計されていてもよい。さらに、本発明の抗体は、化学的に改変されていてもよく（例
えば、１つ又はそれ以上の化学的部位が抗体に結合され得る）、また、そのグリコシル化
を変更するように改変されていてもよく、また、抗体の１つ又はそれ以上の機能的特性を
変更するように改変されていてもよい。それらの実施形態のそれぞれは、以下にさらに詳
細に記載されている。Ｆｃ領域における残基の番号付けは、KabatのEUインデックスに基
づく。
【００６９】
　一実施形態において、ＣＨ１のヒンジ領域は、そのヒンジ領域のシステイン残基の番号
が変更されるように、例えば増える又は減るように改変されている。このアプローチは、
さらに、Bodmer 等.による米国特許No.5,677,425に記載されている。ＣＨ１のヒンジ領域
におけるシステイン残基の番号は、例えば軽鎖及び重鎖の構築を促進する、又は抗体の安
定性を増大若しくは低減するように変更される。
【００７０】
　他の実施形態において、抗体のＦｃヒンジ領域は、抗体の生物学的半減期を低減するよ
うに改変される。特に、１つ又はそれ以上の改変は、その抗体における黄色ブドウ球菌プ
ロテインＡ（ＳｐＡ）との結合性が天然ＦｃヒンジドメインのＳｐＡ結合性と比較して低
くなるように、Ｆｃヒンジ断片のＣＨ２－ＣＨ３ドメインインターフェイス領域内に導入
される。このアプローチは、Ward 等による米国特許No. 6,165,745にさらに詳細に記載さ
れている。
【００７１】
　他の実施形態において、抗体はその生物学的半減期を増大するために改変される。種々
のアプローチが可能である。例えば、Ward 等による米国特許No. 6,277,375に記載されて
いるようにT252L, T254S, T256Fの変異の１つ又はそれ以上が導入される。代替的に、生
物学的半減期を増大するために、抗体は、Presta等.による米国特許Nos.5,869,046及び6,
121 ,022 に記載されているように、ＩｇＧのＦｃ領域のＣＨ２ドメインにおける２つの
ループから得られるサルベージ受容体結合エピトープを含むようにＣＨ１又はＣＬ領域内
で改変され得る。
【００７２】
　他の実施形態において、Ｆｃ領域は、抗体のエフェクター機能を変更するために、少な
くとも１つのアミノ酸残基を異なるアミノ酸残基に置換することにより変更される。例え
ば、１つ又はそれ以上のアミノ酸は、抗体がエフェクターリガンドに対する変更された親
和性を有するが本抗体の抗原結合能力を維持するように、異なるアミノ酸残基に置換され
得る。親和性が変更されたエフェクターリガンドは、例えばＦｃ受容体又は補体のＣ１コ
ンポーネントとなり得る。このアプローチは、Winter 等.による米国特許Nos.5,624,821
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及び5,648,260にさらに詳細に記載されている。
【００７３】
　他の実施形態において、抗体が変更されたＣ１ｑ結合性、及び／又は低減された若しく
は無効にされた低減補体依存性細胞傷害（ＣＤＣ）を有するように、アミノ酸残基から選
択される１つ又はそれ以上のアミノ酸は、異なるアミノ酸残基と置換され得る。このアプ
ローチは、ldusogie等による米国特許Nos. 6,194,551にさらに詳細に記載されている。
【００７４】
　他の実施形態において、補体に結合するための抗体の能力を変更するように、１つ又は
それ以上のアミノ酸残基は変更されている。このアプローチは、Bodmer等によるＰＣＴ公
開公報WO 94/29351に記載されている。
【００７５】
　他の実施形態において、Ｆｃ領域は、１つ又はそれ以上のアミノ酸を改変することによ
り、抗体依存性細胞傷害（ＡＤＣＣ）を媒介するための抗体の能力を増大する、及び／又
はＦｃレセプターに対する抗体の親和性を増大するように改変されている。このアプロー
チは、Presta によるＰＣＴ公開公報WO 00/42072にさらに記載されている。さらに、Fcγ
RI、FcγRII、FcγRIII及びFcRnに対するヒトＩｇＧIにおける結合サイトは既に位置づけ
られており、改善された変異体は既に開示されている（Shields, R. L. 等., 2001 J. Bi
ol. Chen.276:6591-6604, WO2010106180を参照。）。
【００７６】
　他の実施形態において、抗体のグリコシル化が改変されている。例えば、脱グリコシル
化抗体が作製され得る（すなわち、抗体がグリコシル化を欠いている。）。グリコシル化
は、例えば抗原に対する抗体の親和性を増大するために変更され得る。そのような炭水化
物修飾は、例えば抗体配列内の１つ又はそれ以上のグリコシル化のサイトを変更すること
によってなされ得る。例えば、１つ又はそれ以上のアミノ酸置換は、１つ又はそれ以上の
可変領域フレームワークのグリコシル化サイトの除去することによるそのサイトにおける
グリコシル化の除去によってなされ得る。そのような脱グリコシル化は、抗原に対する抗
体の親和性を増大し得る。そのようなアプローチは、Co 等による米国特許Nos. 5,714,35
0及び6,350,861 にさらに記載されている。
【００７７】
　追加的に又は代替的に、低減された量のフコシル残基を有する若しくはフコシル残基が
ないといった低フコシル化若しくは非フコシル化された抗体、又は増大された二分された
GlcNac構造を有する抗体のような、の変更されたグリコシル化のタイプを有する抗体が作
製され得る。そのような変更されたグリコシル化パターンは、抗体のＡＤＣＣ能を増大す
るために行われる。そのような炭水化物修飾は、例えば変更されたグリコシル化機構を有
する宿主細胞に抗体を発現することにより達成され得る。変更されたグリコシル機構を有
する細胞は、本技術分野において周知であり、本発明の組み換え抗体を発現する宿主細胞
として用いられ得る。これにより変更されたグリコシル化を有する抗体を得られる。例え
ば、Hang 等によるEP 1 ,176,195には、機能的に破壊されたFUT8遺伝子を有する細胞株が
記載されており、FUT8遺伝子はフコシルトランスフェラーゼをコードし、そのような細胞
株において発現された抗体は、低フコシル化を示す、又はフコシル残基がない。従って、
一実施形態において、低フコシル化を示す、又はフコシル化パターンがない本発明の抗体
は、細胞株における組み換え発現により生成され得る。それは、例えば、フコシルトラン
スフェラーゼをコードするFUT8の発現を不完全に行う動物細胞株である。PrestaによるＰ
ＣＴ公開公報WO 03/035835には、Asn(297)結合炭水化物にフコースを結合する能力が低減
されたCHO 細胞株変異体、Lecl3細胞変異体が記載されている。その宿主細胞で発現され
た抗体は低フコシル化となる（Shields, R.L. 等., 2002 J. Biol. Chem.277:26733-2674
0）。Umana等によるＰＣＴ公開公報WO 99/54342には、糖タンパク質修飾グリコシルトラ
ンスフェラーゼ(例えばβ(1,4)-NアセチルグルコサミニルトランスフェラーゼIII（GnTII
I）)を発現するように設計された細胞株が記載されている。その設計された細胞株で発現
された抗体は、抗体のＡＤＣＣ能が増大されるように、二分されたGlcNac構造が増大され
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ている（Umana等., 1999 Nat. Biotech. 17:176-180を参照。）。さらに、EurekaTherape
uticsには、フコシル残基が欠けた変更された哺乳動物グリコシル化パターンを有する抗
体を生成できる遺伝子的に改変されたCHO哺乳動物細胞が記載されている（http://www.eu
rekainc.com/a&boutus/companyoverview.html）。代替的に、本発明の抗体は、哺乳動物
様グリコシル化パターンのために改変され、グリコシル化パターンとしてフコースを欠い
ている抗体を生成できる酵母又は糸状菌で生成され得る（例えばEP1297172B1を参照。）
。
【００７８】
　本発明としてみなされる本発明の抗体の他の改変はペグ化である。抗体は、例えば抗体
の生物学的（例えば血清）半減期の増大のためにペグ化され得る。抗体のペグ化のために
、通常、抗体又はその断片は、１つ又はそれ以上のＰＥＧ基が抗体又は抗体断片に結合す
る条件下で、ＰＥＧの反応性エステル又はアルデヒド誘導体といったポリエチレングリコ
ール（ＰＥＧ）と反応される。ペグ化は、反応性ＰＥＧ分子（又は類似の反応性・水溶性
ポリマー）とのアシル化反応又はアルキル化反応により行われ得る。本明細書で用いられ
る「ポリエチレングリコール」の用語は、モノ（Ｃ１－Ｃ１０）アルコキシ若しくはアリ
ロキシポリエチレングリコール、又はポリエチレングリコールマレイミド等の他のタンパ
ク質を誘導体化するために用いられるＰＥＧの形態のいずれかを含むことを意図する。特
定の実施形態において、ペグ化されるための抗体は、脱グリコシル化抗体である。タンパ
ク質をペグ化する方法は、本技術分野において周知であり、本発明の抗体に適用され得る
。例えばNishimura等によるEP O 154 316及びIshikawa等によるEP 0 401 384を参照でき
る。
【００７９】
　本発明により考えられる抗体の他の実施形態は、本発明の抗体の少なくとも抗原結合領
域と、ヒト血清アルブミン又はその断片等の血清タンパク質との結合体又はタンパク質融
合体であり、それらの結果生じた分子は半減期を増大させる。そのようなアプローチは、
例えばBallance 等の EP0322094に記載されている。
【００８０】
　他の可能性は、ヒト血清アルブミン等の血清タンパク質に結合可能タンパク質に対する
本発明の抗体の少なくとも抗原結合領域を融合することであり、その結果生じた分子の半
減期は増大する。そのようなアプローチは、例えばNygren 等の EP 0 486 525に記載され
ている。
【００８１】
　(免疫結合体)
　本発明の抗体は、抗Ａｘｌ免疫結合体を形成するために、検出可能なラベルと結合され
得る。適当な検出可能なラベルは、例えば放射性同位体、蛍光ラベル、化学発光ラベル、
酵素ラベル、生物発光ラベル又は金コロイドを含む。そのような検出可能にラベルされた
免疫結合体を作製及び検出する方法は、当業者に周知であり、以下により詳細に記載する
。
【００８２】
　検出可能なラベルは、オートラジオグラフィーにより検出される放射性同位体であり得
る。本発明の目的のために特に有益なアイソトープは、3H, 125I,131I, 35S 及び 14Cで
ある。
【００８３】
　また、抗Ａｘｌ免疫結合体は、蛍光化合物によりラベルされ得る。蛍光ラベルされた抗
体の存在は、適当な波長の光にその免疫結合体を当てて、それにより生じた蛍光により決
定される。蛍光ラベル化合物は、フルオレセイン、イソチオシアネート、ローダミン、フ
ィコエリトリン、フィコシアニン、アロフィコシアニン、ｏ－フタルアルデヒド及びフル
オレスカミンを含む。
【００８４】
　代替的に、抗Ａｘｌ免疫結合体は、化学発光化合物に抗体を結合することにより検出可
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能にラベルされ得る。化学発光ラベルされた免疫結合体の存在は、化学的反応の過程の間
に生じる発光の存在を検出することにより決定される。化学発光ラベル化合物の例は、ル
ミノール、イソルミノール、芳香族アクリジニウムエステル、イミダゾール、アクリジニ
ウム塩及びシュウ酸エステルを含む。
【００８５】
　同様に、生物発光化合物は、本発明の抗Ａｘｌ免疫結合体をラベルするのに用いられ得
る。生物発光は、触媒タンパク質が化学発光反応の効率を増大する生物学的システムにお
いて見出された化学発光の１つの型である。生物発光タンパク質の存在は、発光の存在を
検出することにより決定される。ラベリングに有益な生物発光化合物は、ルシフェリン、
ルシフェラーゼ及びイクオリンを含む。
【００８６】
　代替的に、抗Ａｘｌ免疫結合体は、酵素を抗Ａｘｌモノクローナル抗体に結合すること
により検出可能にラベルされ得る。抗Ａｘｌ酵素結合体が適切な基質の存在下でインキュ
ベートされるとき、酵素部分は、例えば分光光度法、蛍光分析法又は可視的手段により検
出され得る化学的部分を生成するように基質と反応する。多特異的免疫結合体を検出可能
にラベルするのに用いられ得る酵素の例は、βガラクトシダーゼ、グルコースオキシダー
ゼ、ペルオキシダーゼ及びアルカリホスファターゼを含む。
【００８７】
　本発明において用いられ得る他の適当なラベルは、当業者に周知である。抗Ａｘｌモノ
クローナル抗体にマーカー部を結合することは、本技術分野において周知の標準的な技術
を用いて達成され得る。これに関する一般の方法論は、Kennedy等, Clin. Chim. Acta 70
:1, 1976;Schurs等., Clin. Chim. Acta 81:1, 1977; Shih 等., Int'l J. Cancer 46:11
01, 1990; Stein等.,Cancer Res. 50:1330, 1990;及び上記の Coliganに記載されている
。
【００８８】
　さらに、免疫化学検出の簡便性及び汎用性は、アビジン、ストレプトアビジン及びビオ
チンと結合された抗Ａｘｌモノクローナル抗体を用いることにより向上され得る（例えば
、Wilchek等. (eds), “Avidin-Biotin Technology,”Methods In Enzymology (Vol. 184
) (Academic Press 1990); Bayer等., “Immunochemical Applications of Avidin-Bioti
n Technology,” inMethods In Molecular Biology (Vol. 10) 149-162 (Manson, ed., T
he Humana Press,Inc. 1992)を参照。）。
【００８９】
　イムノアッセイを行うための方法は、十分に確立されている(例えば、Cook及びSelf,“
Monoclonal Antibodies in Diagnostic Immunoassays,” in Monoclonal Antibodies:Pro
duction, Engineering, and Clinical Application 180-208 (Ritter 及び Ladyman, eds
., Cambridge University Press 1995); Perry, “The Roleof Monoclonal Antibodies i
n the Advancement of Immunoassay Technology,” inMonoclonal Antibodies: Principl
es and Applications 107-120 (Birch 及び Lennox, eds., Wiley-Liss, Inc. 1995); Di
amandis, Immunoassay(Academic Press, Inc. 1996)を参照。)。
【００９０】
　他の態様において、本発明は、抗Ａｘｌモノクローナル抗体－薬物結合体を提供する。
ここで用いられる「抗Ａｘｌモノクローナル抗体－薬物結合体」は、治療薬に結合された
本発明に係る抗Ａｘｌモノクローナル抗体をいう。そのような抗Ａｘｌモノクローナル抗
体－薬物結合体は、例えばＡｘｌ発現性癌の患者等の対象に投与されることで、Ａｘｌ発
現細胞に臨床的に有益な効果を生じさせる。上記投与は、通常単独での投与だけでなく他
の治療薬と組み合わせて投与される。
【００９１】
　一般的な実施形態において、抗Ａｘｌモノクローナル抗体は細胞毒物に結合され、生じ
た抗体－薬物結合体は、Ａｘｌ発現細胞（例えばＡｘｌ発現癌細胞）に取りこまれたとき
又は吸収させたときに、Ａｘｌ発現細胞（例えばＡｘｌ発現癌細胞）に細胞毒性作用又は
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細胞増殖抑制作用を示す。抗体に結合するのに特に適する部分は、化学療法剤、プロドラ
ッグ変換酵素、放射性同位体若しくは化合物、又は毒物である。例えば、抗Ａｘｌモノク
ローナル抗体は、化学療法剤又は毒物等（例えば、アブリン、リシンＡ、緑膿菌外毒素又
はジフテリア毒素等の細胞増殖抑制剤又は細胞致死剤）の細胞毒物に結合され得る。
【００９２】
　細胞毒物の有益なクラスは、例えば抗チューブリン剤、オーリスタチン、ＤＮＡマイナ
ーグルーブ結合剤、ＤＮＡ複製阻害剤、アルキル化剤（例えばシスプラチン等の白金複合
体、モノ白金、ビス白金、三核白金複合体、及びカルボプラチン）、アントラサイクリン
、抗生物質、抗葉酸剤、代謝拮抗物質、化学療法増感剤、デュオカルマイシン、エトポシ
ド、フッ化ピリミジン、イオノフォア、レキシトロプシン、ニトロソウレア、プラチノー
ル、プレフォーミング化合物、プリン代謝拮抗物質、プロマイシン、放射線増感剤、スト
ロイド、タキサン、トポイソメラーゼ阻害剤、又はビンカアルカロイド等を含む。
【００９３】
　それぞれの細胞毒物は、例えばアンドロジェン、アントラマイシン（ＡＭＣ）、アスパ
ラギナーゼ、５－アザシチジン、アザチオプリン、ブレオマイシン、ブサルファン、ブチ
オニン、スルホキシミン、カンプトテシン、カルボプラチン、カルムスチン（ＢＳＮＵ）
CC-1065 (Li等., Cancer Res. 42:999-1004,1982)、クロランブシル、シスプラチン、コ
ルヒシン、シクロホスファミド、シタラビン、シチジンアラビノシド、シトカラシンＢ、
ダカルバジン、ダクチノマイシン（以前はアクチノマイシン）、ダウノルビシン、デカル
バジン、ドセタキセル、ドキソルビシン、エストロジェン、５－フルオロデオキシウリジ
ン、エトプシドホスフェイト（ＶＰ-１６）、５－フルオロウラシル、グラミシジンＤ、
ヒドロキシウレア、イダルビシン、イホスファミド、イリノテカン、ロムスチン（ＣＣＮ
Ｕ）、メクロレタミン、メルファラン、６－メルカプトプリン、メトトレキサート、ミト
ラマイシン、ミトマイシンＣ、ミトキサントロン、ニトロイミダゾール、パクリタキセル
、プリカマイシン、プロカルビジン、ストレプトゾトシン、テノポシド（ＶＭ－２６）、
６－チオグアニン、チオＴＥＰＡ、トポテカン、ビンブラスチン、ビンクリスチン、及び
ビノレルビンを含む。
【００９４】
　特に適する細胞毒物は、例えばドラスタチン（例えばオーリスタチンＥ、ＡＦＰ、ＭＭ
ＡＦ、ＭＭＡＥ）、ＤＮＡマイナーグルーブ結合剤（例えばエンジイン及びレキシトロプ
シン）、デュオカルマイシン、タキサン(例えばパクリタキセル及びドセタキセル)、ピュ
ーロマイシン、ビンカアルカロイド、CC-1065、SN-38（７－エチル－１０－ヒドロキシ－
カンプトテシン）、トポテカン、モルフォリノ－ドキソルビシン、リゾキシン、シアノモ
ルフォリノ－ドキソルビシン、エチノマイシン、コンブレスタチン、ネトロプシン、エポ
チロンＡ及びＢ、エストラムスチン、クリプトフィシン、セマドチン、メイタンシノイド
、ディスコデルモリド、エリュテロビン、及びミトキサントロンを含む。
【００９５】
　特定の実施形態において、細胞毒物は、例えばドキソルビシン、パクリタキセル、メル
ファラン、ビンカアルカロイド、メトトレキサート、ミトマイシンＣ又はエトポシド等の
従来の化学療法剤である。さらに、CC-1065アナログ、カリケアミシン、ドラスタチン１
０のアナログ、リゾキシン、及びパリトキシン等の有効な薬物は、抗Ａｘｌ発現抗体に結
合され得る。
【００９６】
　特定のバリエーションにおいて、細胞毒物又は細胞増殖抑制剤は、オーリスタチンＥ（
ドラスタチン１０とも知られている）又はその誘導体である。通常、オーリスタチン誘導
体は、例えばオーリスタチンＥとケト酸との間で生成されるエステルである。例えば、オ
ーリスタチンＥは、ＡＥＢ及びＡＥＶＢをそれぞれ生成するために、パラアセチル安息香
酸又はベンゾイル吉草酸と反応され得る。他の一般的なオーリスタチン誘導体は、ＡＦＰ
（ジメチルバリン－バリン－ドライソロイイン－ドラプロリン－フェニルアラニン－ｐ－
フェニレンジアミン）、ＭＭＡＦ（ドバリン－バリン－ドライソロイニン－ドラプロリン
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－フェニルアラニン）、及びＭＡＥ（モノメチルオーリスタチンＥ）を含む。オーリスタ
チンＥ及びその誘導体の合成及び構造は、米国特許出願公開 No. 20030083263; 国際公開
 WO 2002/088172 及び WO 2004/010957; 並びに 米国特許NO. 6,884,869;6,323,315; 6,2
39,104; 6,034,065; 5,780,588; 5,665,860; 5,663,149; 5,635,483;5,599,902; 5,554,7
25; 5,530,097; 5,521,284; 5,504,191; 5,410,024; 5,138,036;5,076,973; 4,986,988; 
4,978,744; 4,879,278; 4,816,444;及び4,486,414に記載されている。
【００９７】
　他のバリエーションにおいて、細胞毒物は、ＤＮＡマイナーグルーブ結合剤（例えば、
米国特許No. 6,130,237を参照）である。例えば、特定の実施形態において、マイナーグ
ルーブ結合剤は、ＣＢＩ化合物である。他の実施形態において、マイナーグルーブ結合剤
は、エンジインである。
【００９８】
　特定の実施形態において、抗体－薬物結合体は、抗チューブリン剤を含む。抗チューブ
リン剤の例は、タキサン（例えばTaxol(登録商標)（パクリタキセル）、Taxotere(登録商
標)（ドセタキセル））、Ｔ６７（Tularik）、ビンカアルカロイド（例えばビンクリスチ
ン、ビンブラスチン、ビンデシン及びビノレルビン）、並びにドラスタチン（例えばオー
リスタチンＥ、ＡＦＰ、ＭＭＡＦ、ＭＭＡＥ、ＡＥＢ、ＡＥＶＢ）を含む。他の抗チュー
ブリン剤は、例えばバッカチン誘導体、タキサンアナログ（例えばエポチロンＡ及びＢ）
、ノコダゾール、コルチシン及びコルシミド、エストラムスチン、クリプトフィシン、セ
マドチン、マイタンシノイド、コンブレタスタチン、ディスコデルモリド、並びにエリュ
テロビンを含む。特定の実施形態において、細胞毒物は、抗チューブリン剤の他のグルー
プであるメイタンシノイドである。例えば、特定の実施形態において、メイタンシノイド
は、メイタンシン又はＤＭ－１（ImmunoGen, Inc.; Chari等., Cancer Res.52:127-131, 
1992を参照）である。
【００９９】
　他の実施形態において、細胞毒物は、代謝拮抗剤である。代謝拮抗剤は、例えばプリン
アンタゴニスト（例えばアゾチオプリン若しくはミコフェノレートモフェチル）、ジヒド
ロフォレートレダクターゼ阻害剤(例えばメトトレキサート)、アシクロビル、ガンシクロ
ビル、ジドブジン、ビダラビン、リババリン、アジドチミジン、シチジン、アラビノシド
、アマンタジン、ジデオキシウリジン、イオドデオキシウリジン、ポスカーネット、又は
トリフルリジンであってもよい。
【０１００】
　他の実施形態において、抗Ａｘｌモノクローナル抗体は、プロドラッグ転換酵素に結合
されている。プロドラッグ転換酵素は、周知の方法を用いて抗体に組み換えで融合又は化
学的に結合され得る。プロドラッグ転換酵素の例は、カルボキシペプチダーゼＧ２、βグ
ルクロニダーゼ、ペニシリン－Ｖ－アミダーゼ、ペニシリン－Ｇ－アミダーゼ、βラクタ
マーゼ、β－グルコシダーゼ、ニトロレダクターゼ、およびカルボキシペプチダーゼＡで
ある。
【０１０１】
　タンパク質、特に抗体に治療薬を結合するための方法は、周知である（例えば、Arnon 
等., “Monoclonal Antibodies ForImmunotargeting Of Drugs In Cancer Therapy,” in
 Monoclonal Antibodies AndCancer Therapy (Reisfeld 等. eds., Alan R. Liss, Inc.,
1985); Hellstrom 等., “Antibodies For Drug Delivery,” inControlled Drug Delive
ry (Robinson等. eds., MarcelDeiker, Inc., 2nd ed. 1987); Thorpe, “Antibody Carr
iers Of Cytotoxic Agents InCancer Therapy: A Review,” in Monoclonal Antibodies 
'84: Biological AndClinical Applications (Pinchera 等. eds., 1985);“Analysis, R
esults, and Future Prospective of the Therapeutic Use ofRadiolabeled Antibody In
 Cancer Therapy,” in Monoclonal Antibodies For CancerDetection And Therapy (Bal
dwin 等. eds., Academic Press,1985); 及び Thorpe 等., 1982,Immunol. Rev. 62:119-
58. See also, e.g., PCT publication WO 89/12624を参照）。
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【０１０２】
　（診断的使用）
　本発明の更なる対象は、Ａｘｌレベルが改変（増大又は低減）されるガン及び他の病気
を診断及び／又はモニタリングするための本発明の抗Ａｘｌ抗体に関する。
【０１０３】
　好ましい実施形態において、本発明の抗体は、蛍光分子、放射性分子又は上記の本技術
分野において周知の他のラベル等の検出可能な分子又は基質を用いてラベルされ得る。例
えば、本発明の抗体は、本技術分野において周知の方法により放射性分子を用いてラベル
され得る。例えば、放射性分子は、以下のものに限られないが、I123, I124, In111, Re1
86, Re188等のシンチグラフ検査のための放射性原子を含む。本発明の抗体は、ヨウ素１
２３、ヨウ素１３１、インジウム１１１、フッ素１９、炭素１３、窒素１５、酸素１７、
ガドリニウム、マンガン又は鉄等の核磁気共鳴（ＮＭＲ）イメージング（核磁気共鳴画像
法、ｍｒｉとも知られている）のためのスピンラベルを用いてラベルされ得る。抗体の投
与の後、患者内における抗体の分布が検出される。特定のラベルの分布を検出する方法は
、当業者に周知であり、適切な方法が用いられ得る。非限定的な例は、コンピュータ断層
撮影（ＣＴ）、ポジトロン断層撮影（ＰＥＴ）、核磁気共鳴画像法（ＭＲＩ）、蛍光、化
学発光、及び超音波検査法を含む。
【０１０４】
　本発明の抗体は、(例えばラジオイメージングにおける)Ａｘｌの過剰発現に関連するガ
ンの診断及び病期分類に有益となり得る。Ａｘｌの過剰発現に関連するガンは、通常、以
下のものに限られないが、扁平細胞癌、小細性肺癌、非小細胞性肺癌、胃癌、膵臓癌、グ
リオブラストーマ及びニューロフィブロマトーシス等のグリア細胞腫、子宮頚癌、卵巣癌
、肝臓癌、膀胱癌、ヘパトーマ、乳癌、大腸癌、メラノーマ、結腸直腸癌、子宮内膜癌、
唾液腺癌、腎臓癌、腎癌、前立腺癌、外陰癌、甲状腺癌、肝臓癌、サルコーマ、血液癌(
白血病)、アストロサイトーマ、並びに頭及び首における種々のタイプの癌、又は他のＡ
ｘｌの発現若しくは過剰発現をする過剰増殖性疾患を含む。
【０１０５】
　本発明の抗体は、Ａｘｌ発現が増大又は低減される（可溶性Ａｘｌ型又は細胞Ａｘｌ型
）癌以外の病気を診断するのに有益となり得る。
【０１０６】
　通常、前記診断方法は、患者から得られた生物学的サンプルの使用を含む。本明細書で
用いられる「生物学的サンプル」は、対象から得られた種々の型のサンプルを含み、診断
アッセイ又はモニタリングアッセイに用いられ得る。生物学的サンプルは、以下のものに
限られないが、血液及び他の生物の液体サンプル、生検材料若しくは組織培養物又はそれ
ら由来の細胞及びその子孫等の固体組織サンプルを含む。例えば、生物学的サンプルは、
Ａｘｌ過剰発現に関連する癌を有するそれぞれの懸濁液から回収された組織サンプルから
得られた細胞を含み、好ましい実施形態においては、グリオーマ、胃、肺、膵臓、乳房、
前立腺、腎臓、肝臓及び子宮内膜から得られた細胞を含む。従って、生物学的サンプルは
、臨床サンプル、培養液中の細胞、細胞上清、細胞溶解液、血清、血漿、生物学的流体及
び組織サンプルを含む。
【０１０７】
　特定の実施形態において、本発明は、本発明の抗体を用いる患者からの細胞においてＡ
ｘｌを検出することにより、患者におけるＡｘｌ過剰発現に関連する癌を診断する方法で
ある。特に、前記診断方法は、
（ａ）Ａｘｌを発現する生物学的サンプルの細胞と複合体を形成する抗体が十分にある条
件下で、本発明に係る抗体を用いてＡｘｌ過剰発現に関連する癌に罹ったおそれがある患
者の生物学的サンプルを回収するステップと、
（ｂ）その複合体を検出及び／又は定量するステップとを含み、その複合体の検出は、Ａ
ｘｌ過剰発現に関連する癌を指標とする。
【０１０８】
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　癌をモニターするために、すなわち、サンプルへの抗体の結合が増大又は低減するかど
うか決定し、それによって、癌が進行又は改善しているかどうか決定するために、本発明
に係る診断方法は異なる時間間隔で繰り返され得る。
【０１０９】
　特定の実施形態において、本発明は、Ａｘｌの発現若しくは過剰発現、又はＡｘｌの可
溶性形態の低減若しくは増大に関連する病気の診断方法である。ヒト免疫障害、血栓性疾
患（血栓症及びアテローム血栓症）及び心血管疾患は、本発明の抗Ａｘｌ抗体により診断
され得る。
【０１１０】
　(治療的使用)
　本発明の抗体、断片又は免疫結合体は、Ａｘｌ過剰発現に優先的な癌に関連する疾病の
治療に有益となり得る。
【０１１１】
　１）本発明の抗Ａｘｌ抗体は、Ａｘｌ及び／又はＧａｓ６の発現、過剰発現又は活性化
に関連する過剰増殖性疾患の治療に用いられ得る。腫瘍組織に特に限定されず、例えば、
扁平細胞癌、小細性肺癌、非小細胞性肺癌、胃癌、膵臓癌、グリオブラストーマ及びニュ
ーロフィブロマトーシス等のグリア細胞腫、子宮頚癌、卵巣癌、肝臓癌、膀胱癌、ヘパト
ーマ、乳癌、大腸癌、メラノーマ、結腸直腸癌、子宮内膜癌、唾液腺癌、腎臓癌、腎癌、
前立腺癌、外陰癌、甲状腺癌、肝臓癌、サルコーマ、血液癌(白血病)、アストロサイトー
マ、並びに頭及び首における種々のタイプの癌を含む。２）本発明の抗Ａｘｌ抗体は、先
天的免疫反応の潜在的活性因子であり、敗血症等のヒト免疫障害の治療に用いられ得る。
また、ワクチン等の免疫賦活剤として用いられ、（細菌、ウイルス、寄生生物に対する）
抗感染因子として用いられ得る。３）本発明の抗Ａｘｌ抗体は、静脈及び動脈血栓症並び
にアテローム血栓症等の血栓症を予防又は治療し得る。
【０１１２】
　４）本発明の抗Ａｘｌ抗体は、心血管疾患を予防、防止又は治療し得る。
【０１１３】
　５）本発明の抗Ａｘｌ抗体は、ラッサウイルス及びエボラウイルス等のウイルスの侵入
を防止又は阻害し、ウイルス感染の治療に用いられ得る。
【０１１４】
　本明細書に記載された治療方法の実施形態のそれぞれにおいて、抗Ａｘｌモノクローナ
ル抗体又は抗Ａｘｌモノクローナル抗体－薬物結合体は、治療しようとする疾病又は障害
の管理に関する従来の方法論に一致した方法で実現される。本明細書の開示において、そ
の抗体又は抗体－薬物の結合体の有効量は、疾病又は障害を防止する又は治療するために
十分な時間及び条件下で、そのような治療が必要な患者に投与される。
【０１１５】
　従って、本発明の対象は、本発明の抗体、断片又は免疫結合体の治療的有効量を用いて
、それが必要な患者に投与することを含む、Ａｘｌの発現に関連する疾病の治療のための
方法に関する。
【０１１６】
　本発明において、本明細書で用いられる「治療すること（treating）」又は「治療（tr
eatment）」の用語は、そのような障害又は状態の進行を回復する、緩和する、阻害する
又は防止することを意味する。その用語は、そのような障害又は状態の１つ又はそれ以上
の症状に対して用いられる。
【０１１７】
　本発明において、「患者」又は「それが必要な患者」の用語は、Ａｘｌの過剰発現に関
連する疾病に冒されている又は冒されているおそれがあるヒトを意味する。
【０１１８】
　本発明の抗体の「治療的有効量」は、医薬的治療に適用できる適切なベネフィット／リ
スク比において、癌を治療するための抗体の十分な量を意味する。しかしながら、本発明
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の抗体及び組成物の一日当たりの総用量は、健全な医学的判断の範囲内で主治医により決
められ得ることが理解されるだろう。特定の患者のための特定の治療的有効用量レベルは
、治療される障害及び障害の重症度、用いられる特定の抗体の活性、用いられる特定の組
成物、患者の年齢、体重、健康状態、性別及び食事、投与時間、投与経路、用いられる特
定の抗体の排出率、治療の期間、用いられる特定の抗体と組み合わせで用いられる又は同
時に用いられる薬物、並びに医学分野で周知の因子等の種々の因子に依存するだろう。例
えば、所望の治療効果を達成するために必要な用量よりも低いレベルの化合物の用量で開
始すること、及び所望の効果が達成されるまで用量を徐々に増大することは当業者に周知
である。
【０１１９】
　特定の実施形態において、抗Ａｘｌモノクローナル抗体又は抗体－薬物結合体は、疾病
又は障害の治療のための第２の薬物と組み合わせて用いられる。癌の治療のために用いら
れる場合、本発明の抗Ａｘｌモノクローナル抗体又は抗体－薬物結合体は、例えば手術、
放射線療法、化学療法又はそれらの組み合わせ等の従来の癌治療と組み合わせて用いられ
得る。特定の態様において、本発明に係る抗Ａｘｌ抗体又は抗体－薬物結合体との組み合
わせの癌治療のために有益な他の治療薬物は、抗血管新生薬を含む。いくつかの態様にお
いて、本発明に係る抗体又は抗体－薬物結合体は、サイトカイン(例えば腫瘍に対しての
免疫反応を刺激するサイトカイン)と同時投与される。
【０１２０】
　いくつかの実施形態において、本明細書で記載されているような抗Ａｘｌモノクローナ
ル抗体又は抗体－薬物結合体は、チロシンキナーゼ阻害剤（ＴＫＩ）と組み合わせて用い
られる。
【０１２１】
　いくつかの実施形態において、本明細書で記載されているような抗Ａｘｌモノクローナ
ル抗体又は抗体－薬物結合体は、他の治療モノクローナル抗体（ｍＡｂ）と組み合わせて
用いられる。トラスツズマブ（ハーセプチン、Roche)、ベバシズマブ（アバスチンRoche)
、及びセツキシマブ（アービタックス、Merck)は、そのようなｍＡｂと認可されている。
他のｍＡｂは、以下のものに限られないが、インフリキシマブ（レミケード、Johnson&Jo
hnson)、リツキシマブ（リツキサン、Roche)、アダリムマブ（ヒュミラ、Abbott)及びナ
タリズマブ（タイサブリ、Biogen)を含む。
【０１２２】
　(医薬組成物)
　投与のために、抗Ａｘｌモノクローナル抗体又は抗体－薬物結合体は、医薬組成物とし
て調製される。抗Ａｘｌモノクローナル抗体又は抗体－薬物結合体を含む医薬組成物は、
医薬的に有益な組成物を調製するために周知の方法に従って調製され得る。治療分子は、
医薬的に許容可能なキャリアとの混合物と組み合わせられる。組成物は、その投与が投与
される患者に許容され得る場合、「医薬的に許容可能なキャリア」といわれる。無菌リン
酸緩衝生理食塩水は、医薬的に許容可能なキャリアの一例である。他の適当なキャリアは
、本技術分野において周知である（例えば、Gennaro (ed.), Remington's Pharmaceutica
l Sciences (Mack PublishingCompany, 19th ed. 1995を参照)。製剤は、１つ又はそれ以
上の賦形剤、保存剤、可溶化剤、緩衝剤、バイアル表面等におけるタンパク質のロスを防
止するためのアルブミン等をさらに含み得る。
【０１２３】
　医薬組成物の形態、投与経路、用量及びレジメンは、当然、治療される患者の疾病の重
症度、年齢、体重及び性別等といった条件に依存する。
【０１２４】
　本発明の医薬組成物は、局所、経口、非経口、鼻腔内、静脈、筋肉内、皮下又は眼内投
与等のために製剤化され得る。
【０１２５】
　好ましくは、医薬組成物は、注射可能な製剤のために医薬的許容可能な媒体を含む。そ
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れらは、特に等張液、無菌液、食塩溶液（モノナトリウム若しくはジナトリウムリン酸、
ナトリウム、カリウム、カルシウム若しくはマグネシウム塩化物等、又はそのような塩の
混合物）、又はケースバイケースで無菌水又は生理食塩水が添加されて注射可能な溶液の
構成となる乾燥、特に凍結乾燥組成物であってもよい。
【０１２６】
　投与のために用いられる用量は、特に用いられる投与モード、関連性がある病態又は代
替的に所望の治療期間といった種々のパラメータに適合され得る。
【０１２７】
　医薬組成物の調製のために、抗体の有効量は、医薬的に許容可能なキャリア又は水媒体
に溶解又は分散され得る。
【０１２８】
　注射可能な適切な医薬形態は、無菌水溶液又は分散液、ゴマ油、落花生油又は水性プロ
ピレングリコールを含む製剤、注射可能無菌溶液又は分散液の即時調製のための無菌粉末
を含む。全ての場合、その形態は無菌でなければならず、容易に注射可能な程度まで流動
的でなければならない。それは、製造及び保存の条件下で安定でなければならず、細菌及
び菌類等の微生物のコンタミネーションに対して保護されてなければならない。
【０１２９】
　遊離塩基又は薬理学的に許容可能な塩のような活性化合物の溶液は、ヒドロキシプロピ
ルセルロース等の界面活性剤と適当に混合された水で調製され得る。また、分散液は、グ
リコール、液体ポリエチレングリコール及びそれらの混合液、並びに油で調製され得る。
保存及び使用の通常の条件下において、それらの製剤は、微生物の成長を妨げるために防
腐剤を含む。
【０１３０】
　本発明の抗体は、中性形態又は塩形態で組成物内に含まれ得る。医薬的に許容可能な塩
は、(タンパク質の遊離アミノ基で形成された)酸付加塩、及び、例えば塩酸若しくはリン
酸等の無機酸又は酢酸、シュウ酸、酒石酸及びマンデル酸等の有機酸で形成された酸付加
塩を含む。遊離カルボキシル基で形成された塩は、例えばナトリウム、カリウム、アンモ
ニウム、カルシウム又は水酸化二鉄等の無機塩基、及びイソプロピルアミン、トリメチル
アミン、ヒスチジン、プロカイン等の有機塩由来であってもよい。
【０１３１】
　キャリアは、例えば水、エタノール、ポリオール（例えば、グリコール、プロピレング
リコール、及び液体ポリエチレングリコール等）、及び適当なそれらの混合物、並びに植
物性油を含む溶媒又は分散媒であってもよい。適切な流動性は、例えばレクチン等のコー
ティングの使用によって、分散液の場合は必要とされる粒子のサイズの維持によって、及
び界面活性剤の使用によって、維持され得る。微生物の活動の防止は、例えばパラベン、
クロロブタノール、フェノール、ソルビン酸、チメロサール等の種々の抗菌剤及び抗真菌
剤によりもたらされ得る。多くの場合、それは、例えば糖又は塩化ナトリウムといった等
張剤を含むことが好ましい。注射可能な組成物の延長された吸収は、例えばモノステアリ
ン酸アルミニウム及びゼラチンといった吸収遅延剤の使用によりもたらされ得る。
【０１３２】
　無菌注射用液は、適当な溶媒における必要量の活性化合物を上述の種々の他の成分を組
み合わせることにより調製され、適宜、その後に濾過滅菌される。一般に、分散液は、種
々の無菌活性成分を、塩基性分散媒を含む無菌媒体及び必要な上述の他の成分と組み合わ
されることにより調製される。無菌注射液の調製のための無菌粉末の場合、好ましい調製
方法は、その濾過滅菌された溶液から、所望の追加成分が加えられた活性成分の粉末をも
たらす真空乾燥及び凍結乾燥方法である。
【０１３３】
　直接の注射のためのより高い濃度の溶液の調製も考えられ、溶媒としてＤＭＳＯを使用
すると非常に速く浸透されることが予想され、小さい腫瘍領域に対して抗濃度の活性剤を
運ぶ。
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【０１３４】
　製剤形態に基づき、溶液は、投薬形態と相性が良い方式で、また、治療効果がある用量
で投与される。製剤は、上記の注射用液等の種々の投薬形態で容易に投与され、薬物放出
カプセル等も用いられ得る。
【０１３５】
　水溶液の非経口投与のために、例えば溶液は、必要に応じて適当に緩衝されるべきであ
り、十分な塩又はグルコースを含む等張にされた液体希釈剤とすべきである。これらの特
定の水溶液は、静脈内、筋肉内、皮下、腹腔内への投与に特に適する。これに関して、適
用され得る無菌水性媒体は、本開示を考慮すれば当業者には明らかである。例えば、１回
の投与量は、１ｍｌの等張ＮａＣｌ液に溶解され、１０００ｍｌの皮下注入液に加えられ
得る、又は点滴の提示された領域において注入され得る（例えば、Remington's Pharmace
utical Sciences" 15th Edition, pages1035-1038 及び1570-1580を参照）。投与量のい
くつかのバリエーションは、治療される患者の状態に依存して必然的に生じる。いずれに
しても、投与の責任者が個々の患者のための適切な用量を決定する。
【０１３６】
　本発明の抗体は、１回の投与において約０．０００１～１．０ｍｇ、約０．００１～０
．１ｍｇ、約０．１～１．０ｍｇ又は約１０ｍｇ含まれるように、治療混合物内に含有さ
れる。多数回投与もされ得る。
【０１３７】
　静脈内又は筋肉内注射等の非経口投与のために製剤化された化合物に加えて、他の医薬
的に許容可能な形態は、例えばタブレット又は経口投与のための他の固体、放出カプセル
、及び近年用いられている他の形態を含む。
【０１３８】
　特定の実施形態において、リポソーム及び／又はナノ粒子の使用は、宿主細胞内への抗
体の導入のために考えられるものである。リポソーム及び／又はナノ粒子の形態及び使用
は、当業者に周知である。
【０１３９】
　ナノカプセルは、通常、安定且つ再生可能な方法で化合物を含有させ得る。細胞内にお
ける高分子繊維の過負荷による副作用を避けるために、超微細粒子（０．１μｍ程度）は
、通常、インビボで分解され得るポリマーを用いて設計される。それらの要件に適合する
生分解性ポリアルキルシアノアクリレートナノ粒子は、本発明に用いられることが考えら
れ、そのような粒子は、容易に作製され得る。
【０１４０】
　リポソームは、水性媒体において分散され、多重膜の同心円状二分子小胞（多重膜小胞
（ＭＬＶｓ）とも呼ばれる）を自然に形成するリン脂質から形成される。ＭＬＶｓは、通
常、２５ｎｍ～４μｍの径を有する。ＭＬＶを超音波処理すると、径が２００Å～５００
Åであり、コアに水溶液を含む小さい単一小胞（ＳＵＶｓ）が形成される。リポソームの
物理的特性は、ｐＨ、イオン強度及び二価カチオンの存在に依存する。
【０１４１】
　（キット）
　本発明は、本発明の少なくとも１つの抗体を含むキットも提供する。本発明の抗体を含
むキットは、Ａｘｌの発現（増大又は低減）を検出するために、又は治療的アッセイ若し
くは診断的アッセイのために使用される。本発明のキットは、例えば組織培養プレート又
はビーズ（例えばセファロースビーズ）といった固体担体と結合された抗体を含み得る。
キットとしては、例えばＥＬＩＳＡ又はウエスタンブロットといったインビトロで検出及
び定量するための抗体を含むものが提供され得る。検出に有益なそのような抗体は、蛍光
又は放射線等のラベルが付加されていてもよい。
【０１４２】
　本発明は、以下の図面及び実施例によってさらに詳細に説明される。しかしながら、そ
れらの実施例及び図面は、本発明の範囲を限定するためのものであると解釈されるべきで
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ない。
【図面の簡単な説明】
【０１４３】
【図１】ｈＡｘｌに対するマウスモノクローナル抗体の親和性及び特異性を調べるための
ＥＬＩＳＡ試験である。ヒトＡｘｌ‐Ｆｃ（ｈ－Ａｘｌ）、マウスＡｘｌ‐Ｆｃ（ｍ－Ａ
ｘｌ）又はヒトＭｅｒ‐Ｆｃ（ｈ－Ｍｅｒ）、Ｔｙｒｏ－３－Ｆｃ（ｈ－Ｔｙｒｏ－３）
でコートされたプレートは、抗Ａｘｌ抗体(mAb1, mAb2,mAb3, mAb4 or 3E3-E8)を用いて
インキュベートした。洗浄後、ＨＲＰ結合抗マウスＩｇＧを加えた。3E3-E8は、h-Tyro-3
、h-Mer又はm-Axlと交差反応しない。
【図２】Ａ５４９における細胞表面Ａｘｌのフローサイトメトリー分析である。Ａ５４９
をモノクローナル抗Ａｘｌ抗体(mAb1,mAb2, mAb3, mAb4又は3E3-E8)とフルオレセイン結
合抗マウスＩｇＧとを用いて染色した。3E3-E8での染色により１桁シフトし、それらの細
胞の表面におけるＡｘｌの過剰発現が認められる。
【図３Ａ】BIAcoreを用いたＧａｓ６の存在下又は非存在下における3E3-E8の親和性測定
の結果を示す。Ｇａｓ６の非存在下において、会合速度（ｋａ）及び解離速度（ｋｄ）を
１体１のラングミュア結合モデルを用いて算出した。平衡解離定数（ＫＤ）をｋａ／ｋｄ
比として得た。3E3-E8は、約１．６ｎＭのＫＤの高い親和性でヒトＡｘｌに結合する。
【図３Ｂ】BIAcoreを用いたＧａｓ６の存在下又は非存在下における3E3-E8の親和性測定
の結果を示す。Ｇａｓ６の非存在下において、会合速度（ｋａ）及び解離速度（ｋｄ）を
１体１のラングミュア結合モデルを用いて算出した。平衡解離定数（ＫＤ）をｋａ／ｋｄ
比として得た。3E3-E8は、Ａｘｌに対するＧａｓ６リガンドの結合をブロックしない。
【図４】Ａｘｌレセプターのリン酸化における3E3-E8 mAbの影響を調べるためのＥＬＩＳ
Ａ試験である。BXPC3,Capan-1, PANC1及びMIAPaCa-2膵臓癌細胞を、血清不足条件下でマ
ウス抗Ａｘｌ抗体存在下でプレインキュベートし、Ｇａｓ６リガンドで処理した。細胞溶
解物をPathScan（登録商標）Phospho-Axl(PanTyr) Sandwich ELISA plates (RD Systems,
 Minneapolis, MN)に移した。他の抗体と比較して、3E3-E8は、Ｇａｓ６刺激細胞におけ
るＡｘｌリン酸化レベルの減少により示される４つの細胞株でＧａｓ６媒介Ａｘｌ活性を
ブロック又は顕著に低減した。
【図５】細胞遊走及び増殖におけるマウス抗Ａｘｌ抗体の効果を調べるための、創傷治癒
／傷アッセイ（Woundhealing/scratch assay）である。Ａ５４９細胞をコンフルエントに
なるまで増殖させた後、血清を欠乏させ、ピペットチップで傷を付けた。3E3E8マウス抗
Ａｘｌは、Ｇａｓ６で細胞を処理したにもかかわらず、ｍＡｂ１よりも顕著にクリアな領
域の再生が減少した。
【図６】抗Ａｘｌ3E3-E8の抗増殖効果を調べるための細胞生存率アッセイである。Capan-
1,PANC1及びMIAPaCa-2膵臓癌細胞を培地内で増殖させ、所定濃度のmAb1又は3E3-E8で５日
間処理した。細胞増殖率をＭＴＳで測定した。3E3-E8は、試験した全ての細胞株の増殖を
ｍＡｂ１よりも阻害し、阻害の割合は濃度依存的である。
【図７Ａ】モノクローナル抗Ａｘｌ3E3-E8抗体は、Ａｘｌ受容体の速いダウンレギュレー
ションを誘導し、Ａｋｔ経路を阻害する。Panc1細胞を、１００μｇ／ｍｌのmAb 3E3-E8
と種々の時間でインキュベートした。細胞を溶解し、総タンパク質を直接にウエスタンブ
ロットに用いた。図７Ａに示すようにmAb 3E3-E8は、Panc1細胞におけるＡｘｌ受容体の
発現を速くダウンレギュレートする。mAb3E3-E8を用いた１時間のインキュベートの後、
細胞をＧａｓ６と３０分間インキュベートし、チロシン７０２でのＡｘｌ受容体のリン酸
化及びセリン４７３におけるＡｋｔのリン酸化の存在を、ウエスタンブロットにより解析
した。
【図７Ｂ】モノクローナル抗Ａｘｌ3E3-E8抗体は、Ａｘｌ受容体の速いダウンレギュレー
ションを誘導し、Ａｋｔ経路を阻害する。Panc1細胞を、１００μｇ／ｍｌのmAb 3E3-E8
と種々の時間でインキュベートした。細胞を溶解し、総タンパク質を直接にウエスタンブ
ロットに用いた。図７Ｂに示すように、mAb 3E3-E8インキュベーションは、Ｇａｓ６誘導
型のＡｘｌ及びＡｋｔタンパク質のリン酸化の減少を引き起こす。
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【図８Ａ】ヌードマウスにおけるヒト三種陰性乳癌及びヒト膵臓癌に対するマウス抗Ａｘ
ｌ抗体の効果を調べるための異種移植モデルである。MDA-MB-231 (三種陰性乳癌細胞)又
はMIAPaca-2, BXPC3 (膵臓癌細胞)を無胸腺ヌードマウスの右側腹部に移植した。動物に
３００μｇのマウス抗Ａｘｌ抗体を注射した。処理の間、腫瘍の増殖をカリパスで週１回
モニターした。3E3-E8は、mAb1よりもヌードマウスにおける膵臓癌及び三種陰性癌の全体
の増殖を低減した。
【図８Ｂ】ヌードマウスにおけるヒト三種陰性乳癌及びヒト膵臓癌に対するマウス抗Ａｘ
ｌ抗体の効果を調べるための異種移植モデルである。MDA-MB-231 (三種陰性乳癌細胞)又
はMIAPaca-2, BXPC3 (膵臓癌細胞)を無胸腺ヌードマウスの右側腹部に移植した。動物に
３００μｇのマウス抗Ａｘｌ抗体を注射した。処理の間、腫瘍の増殖をカリパスで週１回
モニターした。3E3-E8は、mAb1よりもヌードマウスにおける膵臓癌及び三種陰性癌の全体
の増殖を低減した。
【図８Ｃ】ヌードマウスにおけるヒト三種陰性乳癌及びヒト膵臓癌に対するマウス抗Ａｘ
ｌ抗体の効果を調べるための異種移植モデルである。MDA-MB-231 (三種陰性乳癌細胞)又
はMIAPaca-2, BXPC3 (膵臓癌細胞)を無胸腺ヌードマウスの右側腹部に移植した。動物に
３００μｇのマウス抗Ａｘｌ抗体を注射した。処理の間、腫瘍の増殖をカリパスで週１回
モニターした。3E3-E8は、mAb1よりもヌードマウスにおける膵臓癌及び三種陰性癌の全体
の増殖を低減した。
【図８Ｄ】ヌードマウスにおけるヒト三種陰性乳癌及びヒト膵臓癌に対するマウス抗Ａｘ
ｌ抗体の効果を調べるための異種移植モデルである。MDA-MB-231 (三種陰性乳癌細胞)又
はMIAPaca-2, BXPC3 (膵臓癌細胞)を無胸腺ヌードマウスの右側腹部に移植した。動物に
３００μｇのマウス抗Ａｘｌ抗体を注射した。処理の間、腫瘍の増殖をカリパスで週１回
モニターした。膵臓BXPC3異種移植マウスにおいて、媒体又はゲムシタビンと比較して全
体の生存率を顕著に増大した。
【図８Ｅ】ヌードマウスにおけるヒト三種陰性乳癌及びヒト膵臓癌に対するマウス抗Ａｘ
ｌ抗体の効果を調べるための異種移植モデルである。MDA-MB-231 (三種陰性乳癌細胞)又
はMIAPaca-2, BXPC3 (膵臓癌細胞)を無胸腺ヌードマウスの右側腹部に移植した。動物に
３００μｇのマウス抗Ａｘｌ抗体を注射した。処理の間、腫瘍の増殖をカリパスで週１回
モニターした。２回の注射を受けた外移片MIAPaca-2異種移植腫瘍において、mAb 3E3-E8
によるＡｘｌ受容体の顕著なダウンレギュレートが見られる。
【図９】ｈＡｘｌ－ｈＦｃの配列、及び抗ＡｘｌmAb 3E3-E8のエピトープの位置／配列で
ある。抗Ａｘｌ抗体3E3-E8のエピトープを、トリプシン又はGluCプロテアーゼのいずれか
を用いた制限タンパク分解アッセイ及びＭＡＬＤＩ質量分析により同定した。図は、ヒト
ＩｇＧ１のＦｃ部に融合されたＡｘｌの細胞外ドメインのアミノ酸３３から４４０までと
ヒスチジンタグとで構成された、この試験で用いられた抗原（ｈＡｘｌ－ｈＦｃ）の構成
を示す。Ａｘｌタンパク質のイムノグロブリン様ドメイン及びフィブロネクチン３ドメイ
ンのそれぞれは、その配列に示されている。mAb 3E3-E8は、第１及び第２のフィブロネク
チンドメイン（タンパク質の配列において枠で囲まれた配列であり、表において示される
）に位置する２つのペプチド（立体構造エピトープ）に結合する。
【図１０】ヒトＡｘｌのエクトドメインのモデル、並びに抗Ａｘｌマウスモノクローナル
抗体3E3-E8のエピトープ及びＧａｓ６結合ドメインの位置を示す。図１０Ａは、４つ全て
のラベルされたドメインを有するヒトＡｘｌの細胞外ドメイン全体のモデルの模式図を示
す。図１０Ｂにおいて、Ｇａｓ６のアミノ酸３０５～３１５の断片が薄灰色のβシートと
して加えられ、Ａｘｌのイムノグロブリン様ドメイン１内にＧａｓ６結合ドメインが描か
れている。図１０Ｃは、灰色の面として、フィブロネクチンタイプIIIドメイン１及び２
内における3E3-E8のエピトープを示す。エピトープの２つの部分がそれぞれのドメインの
外側面に位置することが確認される。図１０ＣはＧａｓ６とエピトープとの相互作用部位
がヒトＡｘｌエクトドメインからそれぞれ離れて位置することを示す。
【発明を実施するための形態】
【０１４４】
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　実施例１：マウス抗Ａｘｌモノクローナル抗体の生成
　Ａｘｌに対するモノクローナル抗体をBalb/cマウスの連続免疫により得た。Balb/cマウ
スを、ヒトＦｃドメインに融合されたヒトＡｘｌ細胞外ドメイン(hAxlECD) (hAxl-hFc pr
otein; R&D system)を用いて過免疫した。Balb/cマウスに対して、１０μｇの可溶性hAxl
-hFcを０日目、１４日目及び２８日目に、完全フロイント（第１注射）又は不完全フロイ
ント（第２及び第３注射）アジュバントの存在下で皮下注射した。以前に記載されたプロ
トコール(Salhi 等.Biochem. J. 2004)を用いて、マウスからの脾臓細胞をマウスミエロ
ーマ細胞(PX63.Ag8.653;ATCC, Rockville, MD)と融合させた。細胞をハイブリドーマの選
択のためのＨＡＴ培地を用いてプレートで培養した（１０５／ｗｅｌｌ）。１２日後、上
清を回収し、直接酵素結合免疫吸着法（ＥＬＩＳＡ）によるＡｘｌ結合特異性（hAxl-hFc
又はhFc単独）でのスクリーニングを行った。限界希釈によるサブクローニングの２回目
の後に最も高い免疫結合を示す８つの陽性クローンを、インビトロでのラージスケールの
ｍＡｂの生成のために増殖させた。条件上清をタンパク質Ｇ親和性クロマトグラフィーに
より精製した。
【０１４５】
　実施例２：マウス抗Ａｘｌモノクローナル抗体は、マウスＡｘｌ又はヒトＴＡＭ受容体
ファミリーの他のメンバーと交差反応しない
　実施例２．１：ＥＬＩＳＡにより測定されたように、マウス抗Ａｘｌモノクローナル抗
体は、マウスＡｘｌ又はヒトＴＡＭ受容体ファミリーの他のメンバーと交差反応しない
　簡単に言うと、プレートにコートされたhAxl-hFcを、１％ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ
）ＰＢＳ、0.1% Tween 20(PBST)で満たした。
【０１４６】
　交差反応アッセイのために、コートされたプレートを、ヒトAxl-Fc (h-Axl), マウスAx
l-Fc (m-Axl)又はマウス Mer-Fc (h-Mer), Tyro-3-Fc (h-Tyro-3)と、３７℃で１時間イ
ンキュベートし、ＰＢＳＴで４回洗浄した。プレートを抗ＡｘｌｍＡｂｓ（３７℃で２時
間）とインキュベートし、ＰＢＳＴで４回洗浄した。プレートをＰＢＳＴ、１％ＢＳＡで
１：２０００希釈されたＨＲＰ結合抗マウスＩｇＧ(Sigma)とインキュベートした（３７
℃で１時間）。オルトフェニレンジアミン溶液(Sigma)を加え、暗所、室温で３０分間反
応させ、吸光度を４５０ｎｍで測定した。
【０１４７】
　濃度特異的様式で、選択された１０種の抗ｈＡｘｌＥＣＤｍＡｂsのｈ－Ａｘｌに対す
る特異性を測定した（図１）。
【０１４８】
　実施例２．２：ＦＡＣＳにより測定した結果、マウス抗Ａｘｌモノクローナル抗体はＡ
ｘｌ発現細胞に特異的に結合する
　Ａｘｌ発現細胞を特異的に認識するためのマウス抗Ａｘｌモノクローナル抗体の性能を
、標準的方法を用いたＦＡＣＳにより測定した。簡単に言うと、Ａ５４９細胞(ATCC numb
er:CCL-185)を回収し、生成された本発明のマウス抗Ａｘｌモノクローナル抗体を用いて
４℃で１時間染色し、ＰＢＳ‐ＢＳＡで３回洗浄し、フルオレセイン結合抗マウスＩｇＧ
(1:50)を用いて暗所において４℃で４５分間染色した。サンプルをＥＰＩＣＳフローサイ
トメーター(Beckman-Coulter, Fullerton, CA)で分析した。図２に示すように、本発明の
マウス抗Ａｘｌモノクローナル抗体は、Ａｘｌ発現Ａ５４９細胞に特異的に結合した。
【０１４９】
　実施例２．３：ＢＩＡＣｏｒｅにより評価されたマウス抗Ａｘｌモノクローナル抗体の
親和性測定
　抗Ａｘｌ抗体の結合親和性の測定のために、BIAcore-3000装置を用いた表面プラズモン
共鳴測定を用いた(BIACORE AB, Uppsala, Sweden)。研究室に配置されたProteomic Imagi
ngand Molecular Interactions (M. Pugniere)のプラットホームからの施設で試験を行っ
た。抗Ａｘｌ抗体とhAxl-hFcとの間の親和性を測定するために、マウス抗Ａｘｌモノクロ
ーナル抗体を（アミンカップリングキット(BIAcore AB)を用いて）hAxl-hFcでコートされ
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たＣＭ５バイオセンサチップにより捕捉した。反応速度測定のために、10 mM HEPES, 150
 mM NaCl, pH 7.4, 0.005% 界面活性剤 P20 バッファーに含まれた種々の濃度の抗Ａｘｌ
ｍＡｂ（２～１３３ｎＭ）を５０μl/minの流量、２５℃で注入した。会合速度（Ｋａ）
及び解離速度（ｋｄ）を１体１のラングミュア結合モデル(BIAcoreEvaluation Software 
version 3.2)を用いて算出した。平衡解離定数（ＫＤ）をｋａ／ｋｄ比として算出した。
示すように（図３Ａ）、3E3-E8は、ＫＤが1.6x10-9Mを示した。
【０１５０】
　実施例３：マウス抗Ａｘｌモノクローナル抗体はＧａｓ６の結合をブロックしない
　競合試験のために、飽和濃度（６２５ｎＭ）のＧａｓ６を（amine couplingkit (BIAco
re AB)を用いて）ｈＡｘｌ－ｈＦｃでコートされたＣＭ５バイオセンサチップに導入した
。マウス抗Ａｘｌモノクローナル抗体（６６６ｎＭ）を、Ｇａｓ６を除去することなく導
入した。同一の試験を、まずマウス抗Ａｘｌモノクローナル抗体（６６６ｎＭ）を導入し
、次にＧａｓ６（６２５ｎＭ）を導入して行った。3E3-E8はｈＡｘｌＥＣＤに対してＧａ
ｓ６と競合しない結果を示した（図３Ｂ）。
【０１５１】
　実施例４：本発明のマウス抗Ａｘｌモノクローナル抗体はインビトロでリガンド誘導性
のＡｘｌのリン酸化を阻害する
　本発明のマウス抗Ａｘｌモノクローナル抗体がリガンドであるＧａｓ６誘導性のＡｘｌ
のリン酸化を阻害するかどうか調べるために、ＥＬＩＳＡ試験を行った。簡単に言うと、
BXPC3 (ATCCnumber: CRL-1687), Capan-1 (ATCC number: HTB-79), PANC1 (ATCC number:
 CRL-1469)及びMIAPaCa-2(ATCC number: CRL-1420)細胞を、通常の培養培地を含む平底の
６ウェルプレートに播種した。次の日に、２４時間、一晩中細胞を飢餓状態にするために
、培養培地を無血清培地に交換した。細胞を本発明の１００μｇ／ｍＬの精製抗Ａｘｌマ
ウスモノクローナル抗体とプレインキュベートし、その後、２５０ｎｇ／ｍＬのＧａｓ６
の存在下又は非存在下において３７℃で３０分間インキュベートした。その後、培地を除
去し、細胞をホスファターゼ及びプロテアーゼ阻害剤(RocheDiagnostics, Meylan, Franc
e)を添加した５０μＬの溶解バッファー(20 mM Tris pH7.5, 150 mM NaCl, 1.5 mM MgCl2
, 1 mM EDTA, 1% Triton X-100 (v/v),10% グリセロール (v/v), 100 mM フッ化ナトリウ
ム, 0.1 mM フッ化フェニルメチルするホニル, 1 mM オルトバナジン酸ナトリウム (Sigm
a))で３０分間溶解した。細胞破片を遠心分離により除去し、タンパク質濃度をブラッド
フォード比色反応により測定した。比色試験において４５０ｎｍの吸光度を測定してリン
酸化Ａｘｌレベルを測定するために、メーカーによって記載されるようにPathScan（登録
商標） Phospho-Axl (PanTyr) SandwichELISA Kit (RD Systems, Minneapolis, MN)を用
いた。
【０１５２】
　図４に示すように、mAb 3E3-E8は、全ての膵臓癌細胞株においてＧａｓ６リガンド誘導
性Ａｘｌリン酸化を強く阻害した。他のｍＡｂsは、全ての膵臓癌細胞株においてＧａｓ
６リガンド誘導性Ａｘｌリン酸化を阻害しない、又はわずかに阻害した。
【０１５３】
　実施例５：本発明の抗Ａｘｌマウスモノクローナル抗体は細胞遊走を阻害する
　人工的な傷の端における細胞が損傷領域に向かって移動する治癒プロセスを観察する損
傷治癒アッセイ（wound healing assay）を行った。Ａ５４９細胞を、２４ウェルプレー
トにコンフルエンスで、またコンフルエンスに近い程度（＞９０％）で培養した。無菌ピ
ペットチップを用いてウェルの中央に損傷領域を作った。遊走細胞は、隆起部が拡大し、
最終的に損傷領域に広がり、それを閉じ得る。その細胞を、ＰＢＳで緩やかにリンスし、
100 μg/mLのＧａｓ６の存在下又は非存在下で、本発明の精製マウス抗Ａｘｌモノクロー
ナル抗体(100 μg/mL)とインキュベートした。顕微鏡画像を用いて処理後２４時間、細胞
遊走速度を測定した。図５に示すように、mAb3E3-E8は、ｍＡｂ１又はＧａｓ６処理細胞
と対照的に治癒領域が見えるように細胞遊走を強く阻害した。
【０１５４】
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　実施例６：本発明の抗Ａｘｌマウスモノクローナル抗体は細胞増殖を阻害する
　MIAPaca-2,Capan-1及びPANC1膵臓癌細胞を９６ウェルプレートに４０００cells/wellと
なるように播種し、マウス抗Ａｘｌモノクローナル抗体(25, 50 又は100 μg/mL)で５日
間処理した。細胞増殖アッセイをＭＴＳアッセイ(3-(4,5-ジメチルチアゾール-2-イル)-5
-(3-カルボキシメトキシフェニル)-2-(4-スルホフェニル)-2H-テトラゾリウム)を用いて
行った。ＭＴＳは、細胞により組織培養培地に溶解され得るホルマザン生成物に還元され
る。４９０ｎｍにおけるホルマザンの吸光度を、分光光度計を用いて測定した。図６に示
すように、mAb 3E3-E8は、膵臓細胞の増殖を強く阻害したが、他のＡｘｌ特異性抗体（ｍ
Ａｂ１）ではわずかな阻害が見られた。
【０１５５】
　実施例７：本発明の抗ヒトＡｘｌマウスモノクローナル抗体は、Ａｘｌの発現をダウン
レギュレートし、Ａｋｔ経路を阻害する
　mAb 3E3-E8により細胞遊走及びＡｘｌリン酸化の阻害に関連するメカニズムを解明する
ために、Ａｘｌレセプター及び下流のシグナル経路への直接の影響を分析した（Ｇａｓ６
リガンドによるＡｘｌレセプターの活性化は、いくつかのキーシグナルカスケード、特に
Ａｋｔ経路を誘導すると報告されている）。Ａｘｌレセプターのダウンレギュレーション
、並びにＡｘｌレセプター及びＡｋｔのリン酸化を、3E3-E8 mAbで処理された膵臓癌細胞
株（Panc-1細胞）を用いてウエスタンブロットにより分析した。
【０１５６】
　膵臓癌細胞株（Panc-1細胞）を、６ウェルプレートに播種し(1x106cells／well)、100 
ug/mlの3E3-E8と３７℃でインキュベートした。異なる時点で回収された細胞株をそれぞ
れ2 mMフッ化フェニルメチルスルホニル, 100 mM フッ化ナトリウム, 10 mM オルトバナ
ジン酸ナトリウム,及び１タブレットのコンプリートプロテアーゼ阻害剤混交物 (Sigma, 
St Louis, MO)を含むバッファー(150mM NaCl ,10 mM TRIS pH7.4, 1mM EDTA, 1% TRITON 
X100)で溶解した。還元条件下で８％又は１０％ＳＤＳ-ＰＡＧＥにより分離した後、タン
パク質をポリフッ化ビニリデン膜(Millipore,Bedford, MA)に転写し、0.1% Tween 20及び
5%脱脂粉乳を含むＰＢＳに浸した。その膜を、Cell SignalingTechnologyから得た抗ヒト
-AXL (R&D systems), 抗リン酸化(Y702) Axl 又は抗リン酸化(S473) Aktの適当な希釈液
内において４℃で一晩中インキュベートした。イムノブロットをGAPDH (Millipore)に対
する抗体を用いて標準化した。その後、その膜を、適当なホースラディッシュペルオキシ
ダーゼ結合二次抗体(Bio-Rad)とインキュベートし、ECL detection (Amersham)で処理し
、G:BOX iChemi (Syngene)で分析した。
【０１５７】
　細胞をmAb 3E3-E8で処理した場合、Ａｘｌの発現は９０分後に速やかに減少し、２４時
間後ではほとんど検出できない（図７Ａ）。リン酸化Ａｘｌ及びリン酸化Ａｋｔの量の感
応は、細胞をＧａｓ６で刺激した場合に観察された。両方のシグナルは、mAb 3E3-E8での
前処理により顕著に阻害された（図７Ｂ）。
【０１５８】
　実施例８：本発明の抗ヒトＡｘｌマウスモノクローナル抗体はＡｘｌレセプターのダウ
ンレギュレートに関連するヒト三種陰性乳癌及び膵臓癌の増殖をインビボで低減する。
【０１５９】
　全てのインビボ試験を試験動物研究のためのフランスのガイドライン(Agreement no.C3
4-172-27)に従って行った。６週齢のメスの胸腺欠損ヌードマウスを、Harlanから購入し
た。三種陰性乳癌細胞(5 x 106; MDA-MB-231; ATCC number: HTB-26)又は膵臓癌細胞(3.5
 x 106, BXPC3; 5x106, MIAPaCa-2)を胸腺欠損ヌードマウスの右側腹部に移植した。腫瘍
が生じたマウスを、腫瘍が約１００ｍｍ３の大きさに達した際に、異なる処理群にランダ
ムに分けた。マウスに対して、媒体(0.9% NaCl)、300 μg/injectionの本発明の抗Ａｘｌ
マウスモノクローナル抗体のみ（連続４週間、１週間に２回）、又はゲムシタビン(GEMZA
R)を腹腔内に注射することにより処理した。腫瘍体積を、カリパスを用いて週毎に測定し
た。BXPC3における結果を、腫瘍が予め定めた２０００ｍｍ３の体積に達するのにかかる
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時間を用いた変形Kaplan-Meier生存率曲線により表した。中間遅延時間を、５０％のマウ
スが２０００ｍｍ３の体積に達する腫瘍を有する時間として定義した。抗hAxl mAb 3E3-E
8では、MDA-MB-231及び膵臓異種移植片の腫瘍増殖が低減し、ｍＡｂでは低減しなかった
（図８Ａ，Ｂ，Ｃ）。変形Kaplan-Meier生存率曲線は、マウスを3E3E8抗体で処理した場
合、ＮａＣｌ処理マウスと比較して、５０％生存に達するのに１５日間の遅延時間を示し
た（図８Ｄ）。
【０１６０】
　他の試験系統において、mAb 3E3-E8又は不適切なマウスＩｇＧ１イソタイプmAb (Px) 
で処理されたMIAPaca-2異種移植片を、２度のｍＡｂ注射の後に外移植し、Ａｘｌレセプ
ター(抗-Axl mAb, R&D systems)又はGAPDHコントロールタンパク質(抗GAPDH, Millipore)
のウエスタンブロット検出を用いた。mAb 3E3-E8処理は腫瘍におけるＡｘｌ発現の顕著な
低減を誘導した（図８Ｅ）。
【０１６１】
　実施例９：マウス抗ヒトＡｘｌモノクローナル抗体のエピトープは２つのペプチドで構
成された構造エピトープであり、１つはフィブロネクチン３ドメイン１にあり、１つはヒ
トＡｘｌのフィブロネクチン３ドメイン２にある
　エピトープ構造を定義するために、固定化された抗原－抗体複合体のタンパク質限定分
解アッセイを行った。3E3-E8エピトープのマッピングのために、hAxl-hFcを生理的条件下
で固定された3E3-E8モノクローナル抗体に親和性結合させた。3E3-E8により保護されてい
ないhAxl-Fc残基を除去するために、一連のタンパク質分解酵素による切断（セリンプロ
テアーゼトリプシン及びエンドプロテイナーゼＧｌｕＣ）を行った。溶出後、保護された
残基、すなわち3E3-E8エピトープについて、固定化された抗体に親和性結合されたペプチ
ドのMALDI-MS分析により測定された分子量に基づいて同定した。
【０１６２】
　販売者の手順書に従って、3E3-E8モノクローナル抗体（２５０μｇ）を、室温で１時間
ProMagMagnetics Microsphere PMC3N (Bangs Laboratories)に結合した。５０μｇの3E3-
E8マイクロビーズ複合体を５０μｇのhAxl-hFc 抗原(R&D system)とインキュベートし、
４℃で９０分間結合させた。バッファーで３回洗浄することにより、遊離抗原を除去した
。3E3-E8とhAxl-hFcとの免疫複合体を0.35 μgのトリプシン又はGluCを用いて３７℃で２
時間１５分間切断した。上清を遠心分離(2000g, 4°C, 3 min)により分離し、除去した。
3E3-E8及びhAxl-hFc保護残基と結合したマイクロビーズをバッファーで３回洗浄した。０
．１％のＴＦＡ（トリフルオロ酸）を用いて室温で４０分間分離させた。合計１５００回
のレーザー発射したMALDI 質量分析 (ABSCIEX MALDI 4800、 Laser Nd/YAG 355nm, 200Hz
, 電圧20kV, 抽出時間 250 ns)、により、スペクトルを得た。サンプルに用いられたマト
リクスは、5mg/mLのα-シアノ-4-ヒドロキシケイ皮酸(CHCA)とした。 hAxl-hFc 抗原(R&D
 system)の配列構成、及び同定された3E3-E8のエピトープ配列を図９に示す。マウスモノ
クローナル抗体3E3-E8は、１つがフィブロネクチンタイプIIIドメイン１に位置し（配列
： NLHLVSR）、１つがフィブロネクチンタイプIIIドメイン２（配列： VLMDIGLRQEVTLE）
に位置する２ペプチドで構成された立体構造３Ｄエピトープに結合する。
【０１６３】
　実施例１０：マウス抗ヒトＡｘｌモノクローナル抗体のエピトープは溶媒露出面に露出
し、構造的にＧａｓ６の相互作用サイトから離れて位置している
　ヒトＡｘｌタンパク質の細胞外ドメインモデルを２ステップで構築した。第１に、イム
ノグロブリン様ドメイン（ドメイン１及び２）を、コード２Ｃ５Ｄに基づいてProtein Da
ta Bankで得られる結晶構造から抽出した。この構造は、Ａｘｌエクトドメインの２つの
イムノグロブリン様ドメインがＧａｓ６の第１ラミニンＧ様ドメインにクロスリンクされ
たＡｘｌ／Ｇａｓ６複合体を示す。あいにく、Ａｘｌの２つのフィブロネクチンタイプII
I（ＦＮ３）ドメインは、未だ結晶化されておらず、従って、モデル化される必要がある
。そのモデルを、テンプレートとしてヒトチチンタンパク質(PDB id: 3LPW)のＡ鎖からの
ＦＮ３タンデムA77-A78の３Ｄ構造を用いたホモロジーモデリングにより構築した。アラ
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イメントの後、２つのタンパク質の配列は、２２．８％の同一性を共有する。イムノグロ
ブリン様ドメインとフィブロネクチンタイプIIIドメインとを、２つのドメインの側鎖間
の立体障害を最小化するために、二面角を変更するロイシン２２４とプロリン２２５との
間で互いに結合させた。
【０１６４】
　マウス抗Ａｘｌ抗体3E3-E8のエピトープ及びＧａｓ６結合ドメインを、ヒトＡｘｌのエ
クトドメイン全体のこのモデルにおいて同定した。このモデルは、Ａｘｌにおける3E3-E8
により認識され、表面に位置する２つの抗原性サイトの特定の位置を表した（図１０）。
また、このモデルは、２ペプチド（第１のものはＦＮ３ドメイン１にあり、第２のものは
ＡｘｌのＦＮ３ドメイン２にある）で構成される3E3-E8のエピトープが、行われた競合試
験（実施例３；図３Ｂ）に従って、リガンド結合サイト（ＩｇＧ様ドメイン１に位置する
Ｇａｓ６結合サイト）から離れて位置することを表した。
【０１６５】
　（参考文献）
　本明細書における種々の参考文献が本発明に属する先端技術を記載する。これらの参考
文献の開示は、本開示内に参照により援用される。
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