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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　配列番号：５を有する重鎖可変領域及び配列番号：２を有する軽鎖可変領域を含むヒト
化抗－ＣＤ１１ａ抗体からなる、患者におけるＬＦＡ－１介在性疾患の治療剤であって、
　前記疾患が、喘息、リウマチ関節炎、移植における移植片対宿主拒絶、多発性硬化症、
乾癬、全身性ループスエリテマトーデス、皮膚炎、クローン病及び潰瘍性大腸炎から選択
される治療剤。
【請求項２】
　配列番号：５を有する重鎖可変領域及び配列番号：２を有する軽鎖可変領域を含むヒト
化抗－ＣＤ１１ａ抗体からなる、Ｔ細胞依存免疫機能の阻害剤。
【請求項３】
　患者におけるＬＦＡ－１介在性疾患を治療するための医薬の製造における、配列番号：
５を有する重鎖可変領域及び配列番号：２を有する軽鎖可変領域を含むヒト化抗－ＣＤ１
１ａ抗体の使用であって、
　前記疾患が、喘息、リウマチ関節炎、移植における移植片対宿主拒絶、多発性硬化症、
乾癬、全身性ループスエリテマトーデス、皮膚炎、クローン病及び潰瘍性大腸炎から選択
される使用。
【請求項４】
　Ｔ細胞依存免疫機能を阻害するための医薬の製造における、配列番号：５を有する重鎖
可変領域及び配列番号：２を有する軽鎖可変領域を含むヒト化抗－ＣＤ１１ａ抗体の使用
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。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、一般にヒト化抗ＣＤ１１ａ抗体に関する。
【背景技術】
【０００２】
　リンパ球機能関連抗原１(ＬＦＡ‐１；ＣＤ１１ａ／ＣＤ１８)は、免疫学的応答及び炎
症のために必須な細胞の相互作用の間に白血球粘着に含まれる(Larson ら、Immunol．Rev
．114:181-217(1990))。ＬＦＡ‐１は、β２インテグリンファミリーのメンバーであり且
つユニークαサブユニット、ＣＤ１１ａ及びβサブユニット、ＣＤ１８、共通の他のβ２
インテグリンレセプターＭａｃ‐１及びp1 50,95からなる。ＬＦＡ‐１のリガンドは、白
血球、内皮及び皮膚の線維芽細胞上で発現した、細胞間接着分子‐１、ＩＣＡＭ‐１(Dus
tinら、J.Immunol．137: 245-254(1986))、休眠内皮及びリンパ球上で発現したＩＣＡＭ
‐２(de Fougerol lesら、J．Exp．Med．174:253-267(1991))、及び単球と休眠リンパ球
で発現したＩＣＡＭ‐３(de Fougerollesら、J．Exp．Med．179:619-629(1994))を含む。
 
【０００３】
　ＬＦＡ‐１とＩＣＡＭｓに対するモノクローナル抗体(MAbs)は、インビトロで、Ｔ細胞
活性化(Kuypersら、Res．Immunol．140:461(1989)))、Ｔ細胞依存Ｂ細胞増殖(Fischerら
、J．Immunol．136:3198-3203(1986))、標的細胞渙散(Krensky ら、J．Immunol.131:611-
616(1983))、及び脈管内皮へのＴ細胞の接着(Loら、J ．Immunol．143:3325-3329(1989))
を含む幾つかのＴ細胞依存免疫機能を抑制することが示されている。マウスにおいて、抗
ＣＤ１１ａ ＭＡｂｓは、タンパク質抗原に対する耐性(タナカら、Eur．J．Immunol．25:
1555-1558(1995))、及び心臓(Cavazzana-calvoら、Transplantation 59:1576-1582(1995)
;ナカクラら、T ransplantation 55:1112-417(1993))、骨髄(Cavazzana-Calvoら、Transp
lantati on 59:1576-1582(1995);van Dijkenら、Transplantation 49:882-886(1990))、
角膜(Heら、Invest．Opthamol．Vis．Sci．35:3218-3225(1994))、小島(ニシハラら、Tra
nsp lantation Proc．27:372(1995))及び甲状腺(Talentoら、Transplantation 55:41 8-4
22(1993))同種移植片の存続延長を誘導する。 
【０００４】
　ヒトにおいて、抗ＣＤ１１ａ ＭＡｂｓは、骨髄移植後の移植片不全を予防し、(Fische
rら、Blood 77:249-256(1991);Stoppaら、Transplant Intl．4:3-7(1991))及びコルチコ
ステロイド及びアザチオプリンに加えて、抗ＣＤ１１ａ ＭＡｂによって予防的に処理し
た腎臓同種移植片の予備の臨床的研究が有望視される (Hourmantら、Transplantation 58
:377-380(1994))。移植拒絶に対する現行の治療は、ＯＫＴ３、ネズミの抗‐ヒトＣＤ３ 
ＭＡｂ、及びシクロスポリンＡの使用を含む。ＯＫＴ３治療は、有効であるがしかし、幾
つかの望ましくない副作用を有する；それの使用は、発熱、悪寒及び胃腸の苦痛の結果を
生じる腫瘍壊死因子‐α、インターフェロン‐γ、インターロイキン‐２、及びインター
ロイキン ‐６を含む多数のサイトカインの放出の結果を生じる(再考のため、Parlevliet
 ら、Transplant Intl．5:234-246(1992);Dantalら、Curr．Opin．Immunol．3:74 0-747(
1991)参照)。シクロスポリンＡは有効であるが、しかしまた、深刻な副作用をも有する(
再考のため、Barry，Drugs，44:554-566(1992)参照)。
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【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００５】
　本発明は、ヒト化抗ＣＤ１１ａ抗体を提供する。好ましい抗体は、ヒトＣＤ１１ａのＩ
‐ドメインに(例えば、ここで定義したような「エピトープＭＨＭ２４」に)結合し、及び
／又は約１ｘ１０-8Ｍ又はより強い親和性(affinity)とともにＣＤ１１ａと結合する。好
ましい実施態様において、該抗体は、ＩＣＡＭ- １を発現する通常のヒト表皮ケラチノサ
イトへのジャーカット細胞の接着を防ぐために約１ｎＭまでのＩＣ５０(ｎＭ)値を有する
。好ましいヒト化抗体は、混合リンパ球反応(ＭＬＲ)アッセイにおいて約１ｎＭまでのＩ
Ｃ５０(ｎＭ)の値を有するそれらである。ＭＬＲアッセイにおけるヒト化抗体のこのＩＣ
５０は、インビボで予め試験されているネズミＭＡｂ２５．３のそれよりも著しく良好で
ある (Fischerら、Blood 77:249-256(1991);Stoppaら、Transplant Intl.4:3‐7(1991);H
ourmantら、Transplantation 58:377‐380(1994))。 
【課題を解決するための手段】
【０００６】
　ヒト化抗ＣＤ１１ａ抗体は、図１中のヒト化抗体ＭＨＭ２４Ｆ(ab)‐８の、ＣＤＲ１(G
YSFTGHWHN;配列番号：１０)及び／又はＣＤＲ２(MIHPSDSETRYNQKFKD;配列番号：１１)及
び／又はＣＤＲ３(GIYFYGTTYFDY;配列番号：１２)のアミノ酸配列を備える重鎖可変領域
及び／又は図１中のヒト化抗体ＭＨＭ２４Ｆ(ab)‐８の、ＣＤＲ１(RASKTISKYLA;配列番
号：１３)及び／又はＣＤＲ２(SGSTLQS;配列番号：１４)及び／又はＣＤＲ３(QQHNEYPLT;
配列番号：１５)のアミノ酸配列を備える軽鎖可変領域を有し得る。他の実施態様におい
て、該抗体は、ヒト化ＭＨＭ２４抗体Ｆ(ab)‐８のＣＤＲｓの１又はそれ以上のアミノ酸
配列変異体を備え、該変異体は、ＣＤＲ残基内又は隣接した１又はそれ以上のアミノ酸挿
入及び／又はＣＤＲ残基内又は隣接した削除及び／又はＣＤＲ残基の置換(そのような変
異体を生成するための好適なタイプのアミノ酸代替とする置換と共に)を備える。そのよ
うな変異体は、約１ｘ１０-8ＭまでのヒトＣＤ１１ａの結合親和力を通常は有するであろ
う。 
【０００７】
　好適な実施態様において、該ヒト化抗体は、配列番号：２のアミノ酸配列を備える軽鎖
可変領域及び／又は図１中のヒト化抗体ＭＨＭ２４Ｆ(ab)‐８の配列番号：５のアミノ酸
配列を備える重鎖可変領域及び／又はそれのアミノ酸配列変異体を包含する。 
【０００８】
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　ここに記載した通り、アカゲザルＣＤ１１ａ(即ち、「アカゲザル化」抗体)に結合する
ための能力を与えるために、ヒトＣＤ１１ａ抗原と結合するが、しかしアカゲザルＣＤ１
１ａ抗原と有意ではない、ヒト化抗体を後で工作することは可能とされている。この実施
態様において、アカゲザルＣＤ１１ａと結合する抗体は、例えば配列番号：２３中のＣＤ
Ｒ２アミノ酸配列を備え得る。他のＣＤＲｓは、ヒト化ＭＨＭ２４抗体Ｆ(ab)‐８のため
のそれらと同じとされ得る。かくして、該抗体は、配列番号：２中のアミノ酸配列を備え
る軽鎖と任意に結合した、配列番号：２４中の「アカゲザル化」重鎖のアミノ酸配列を備
え得る。該抗体の各種の形が、ここに意図される。例えば、該抗ＣＤ１１ａ抗体は、完全
長抗体( 例えば、ヒト免疫グロブリン定常領域を有する)又は抗体フラグメント(例えば、
Ｆ(ab')2)とされ得る。さらに、該抗体は、検出可能な標識で標識化、固相上で固定化及
び／又は異質な化合物(細胞毒性剤のような)と接合され得る。 
【０００９】
　該抗体の診断的及び治療的な使用が意図される。一つの診断的な適用において、本発明
は、抗ＣＤ１１ａ抗体に、ＣＤ１１ａタンパク質の含有を疑われるサンプルをさらすこと
及びそのサンプルへの抗体の結合を測定することを備えるＣＤ１１ａタンパク質の存在を
測定するための方法を提供する。この使用のため、本発明は、ＣＤ１１ａタンパク質を検
出するための抗体を用いるための抗体を備えるキットと指示とを提供する。 
【００１０】
　本発明はさらに：該抗体をコード化する分離した核酸；その核酸を備えるベクター、該
ベクターにより形質転換される宿主細胞によって認識した配列を制御するために任意に操
作可能に結合した；そのベクターを備える宿主細胞；その核酸が発現されるように宿主細
胞を培養すること、及び、任意に、宿主細胞培養物から(例えば宿主細胞培養培地から)抗
体を回収することを備える該抗体の製造のための方法を提供する。本発明はまた、ヒト化
抗ＣＤ１１ａ抗体と製薬的に許容されるキャリア又は賦形剤とを備える組成物も提供する
。治療的な使用のためのこの組成物は無菌であり且つ凍結乾燥され得る。本発明はさらに
、哺乳動物にヒト化ＣＤ１１ａ抗体の製薬的有効量を投与することを備える、ＬＦＡ‐１
介在疾患に罹った哺乳動物を処置するための方法を提供する。そのような治療的使用のた
め、他の免疫抑制剤又は接着分子アンタゴニスト(例えば、別のＬＦＡ‐１アンタゴニス
ト又はＶＬＡ‐４アンタゴニスト)が、該ヒト化抗ＣＤ１１ａ抗体の前、後又は同時のい
ずれかで該哺乳動物に共投与され得る。 
【発明を実施するための最良の形態】
【００１１】
〈Ｉ．定義〉
　他に指示されぬ限り、ここで用いた場合、用語「ＣＤ１１ａ」は、いずれかの哺乳動物
からの、しかし好ましくはヒトからのＬＦＡ‐１のαサブユニットに関する。該ＣＤ１１
ａは、天然ソースの分子から分離され得るし、又は合成手段により生産され得る(例えば
、組換えＤＮＡ技術を用い)。ヒトＣＤ１１ａのためのアミノ酸配列ば、例えば、欧州特
許第362 526B1中に記載される。 用語「Ｉ‐ドメイン」は、Champeら、J．Biol．Chem．2
70:1388-1394(1995)及び／又はQuら、Proc.Natl.Acad.Sci.92:10277-10281(1995)中に記
載したこの分子のその領域に関する。ヒトＣＤ１１ａ Ｉ‐ドメイン(配列番号：７)とア
カゲザルＣＤ１１ａ Ｉ‐ドメイン(配列番号：８)のアミノ酸配列は、図２の図面中に図
示される。 
【００１２】
　ここで用いた場合、用語「エピトープＭＨＭ２４」は、他に示さない限り、ＭＨＭ２４
抗体(後述を参照)に結合するヒトＣＤ１１ａのＩ‐ドメイン中の領域に関する。このエピ
トープは、配列番号：９のアミノ酸配列を、及び任意に、ＣＤ１１ａ及び／又はＣＤ１８
の他のアミノ酸残基を含む。 用語「ＬＦＡ‐１介在疾患」は、リンパ球上のＬＦＡ‐１
レセプターを含んだ細胞接着相互作用によって生起される病理学的な状態に関する。その
ような疾患の実例は、乾癬を含む炎症性皮膚疾患のようなＴ細胞炎症性の応答；炎症性の
腸疾患(クローン病及び潰瘍性大腸炎のような)と関連した応答；成人呼吸窮迫症候群；皮
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膚炎；髄膜炎；脳炎；ブドウ膜炎；湿疹及び喘息のようなアレルギー状態；Ｔ細胞及び慢
性炎症性応答の浸潤を含む状態；皮膚知覚過敏反応(ウルシ皮膚炎(poison ivyとpoison o
ak)を含む)；アテローム硬化症；白血球接着不全；リウマチ様動脈炎、全身性エリテマト
ーデス(ＳＬＥ)、糖尿病、多発性硬化症、レナード症候群、自己免疫性甲状腺炎、実験的
自己免疫性脳脊髄炎、シェーグレン症候群、若年開始糖尿病、及びサイトカイン及び脈管
中に典型的に見出されるＴリンパ球が介在した遅延形知覚過敏に関連した免疫応答、サル
コイドージス、多発性筋炎、肉芽腫症及び脈管炎のような自己免疫疾患；悪性貧血；慢性
閉塞性肺疾患(ＣＯＰＤ)；気管支炎；インスリン炎；鼻炎；蕁麻疹；糸球体腎炎；白血球
漏出を含む疾患；ＣＮＳ炎症性疾患；敗血症又は外傷に対する多器官二次的損傷症候群；
自己免疫性溶血性貧血；ミエセミアグラビス(myethemia gravis)；抗原抗体複合体介在性
疾患；ネフローゼ症候群；悪性疾患(例えば、慢性リンパ球性白血病又はヘアリーセル白
血病のようなＢ細胞悪性疾患)；移植片対宿主又は宿主対移植片を含む全ての形の移植の
疾患；ＨＩＶとライノウイルス属感染；肺の線維症二次器官内への腫瘍細胞の転化などを
含む。 
【００１３】
　付属する治療のためにここで用いるような、用語「免疫抑制剤」は、その移植片が移植
されている中での宿主の免疫系を抑制又はマスクするように作用する物質に関する。これ
は、サイトカイン生産を抑制する、自動抗原発現をダウンレギュレーションする又は抑制
する、或いはＭＨＣ抗原をマスクする物質を含むであろう。そのような剤の実例は、2-ア
ミノ‐6-アリール‐5-置換化ピリミジン(米国特許第4,665,077号参照)、アザチオプリン(
又はシクロフォスファミド、もしアザチオプリンに対する不利な反応があれば)；ブロモ
クリプチン；グルタルアルデヒド(米国特許第4,120,649号中に記載した通り、ＭＨＣ抗原
をマスクする) ；ＭＨＣ抗原及びＭＨＣフラグメントのための抗イディオタイプ抗体；シ
クロスポリンＡ；グルココルチコイド、例えばプレドニゾン、メチルプレドニゾン、及び
デキサメタゾンのようなステロイド；抗‐インターフェロン‐γ、‐β、又は ‐α抗体
を含むサイトカイン又はサイトカインレセプターアンタゴニスト；抗腫瘍壊死因子α抗体
；抗腫瘍壊死因子β抗体：抗インターロイキン‐２抗体及び抗ＩＬ‐２レセプター抗体；
抗Ｌ３Ｔ４抗体；異種抗リンパ球グロブリン；全Ｔ抗体、好ましくは抗ＣＤ３又は抗ＣＤ
４／ＣＤ４ａ抗体；ＬＦＡ‐３結合領域を含む可能性ペプチド(1990年7月26日公開のWO 9
0/08187)；ストレプトキナーゼ；ＴＧＦ‐β；ストレプトドルナーゼ；宿主からのＲＮＡ
又はＤＮＡ；ＦＫ５０６；ＲＳ‐６１４４３；デオキシスパガリン；ラパマイシン；Ｔ細
胞レセプター(米国特許第5,114,721号)；Ｔ細胞レセプターフラグメント(Offnerら、Scie
nce 251 :430-432(1991);WO 90/11294;及びWO 91/01133)；及びＴ１０Ｂ９のようなＴ細
胞レセプター抗体(EP340,109)を含む。これらの剤は、ＣＤ１１ａ抗体と同時に又は隔た
った時間で投与され、且つ当該技術において述べられたと同じ又はそれよりも劣った投薬
量で用いられる。好ましい付属の免疫抑制剤は、患者の経歴と同じく、実施されている移
植の形を含めた治療されている疾患の形を含む多くのファクターに基づくであろうが、し
かし一般に全般に好ましくは、該剤は、シクロスポリンＡ、グルココルチコイド(基も好
ましくはプレドニゾン又はメチルプレドニゾン)、ＯＫＴ‐ ３モノクローナル抗体、アザ
チオプリン、ブロモクリプチン、異種抗リンパ球グロブリン、又はそれらの混合物から選
択される剤である。
【００１４】
　「処置(treatment)」は、治療的な処置と予防的又は予防手段の両方に関する。処置の
必要におけるそれらは、疾患が予防されるべき者であるそれらと同じく、疾患を既に持っ
たそれらを含む。
【００１５】
　処置の目的のための「哺乳動物」は、ヒト、イヌ、ウマ、ネコ、ウシなどの飼育又は家
畜動物、及び動物園、運動用、又は愛玩動物を含んだ哺乳動物として分類されるいずれか
の動物に関する。好ましくは、その動物はヒトである。 
【００１６】
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　ここで用いたような用語「移植片」は、被術者内に移植するためのドナーから得た生体
材料に関する。移植片は、小島細胞及び神経誘導細胞(例えばシュワン細胞)のような分離
した細胞、新生児の羊膜、骨髄、造血前駆体細胞のような組織、及び皮膚、心臓、肝臓、
脾臓、膵臓、甲状腺葉、肺、腎臓、脈管器官(例えば、血管又は食道)等の器官のような多
様な材料を含む。脈管器官は、食道、血管、又は朋管の損傷部分に代えて用いることがで
きる。皮膚移植片は、やけどのみならず、損傷を受けた腸に、－或いは横隔膜ヘルニアの
様な一定の欠陥を塞ぐことに調製するために使用され得る。該移植片は、死体又は生存ド
ナーからのいずれかの、ヒトを含むいずれかの哺乳動物ソースから得られる。好ましくは
、該移植片は、骨髄又は心臓のような器官であり、且つ該移植片のドナー及び宿主は、Ｈ
ＬＡクラスII抗原に適合される。 
【００１７】
　ここで用いた用語「ドナー」は、移植片が得られる、死亡した又は生きた哺乳動物種に
関する。好ましくは、該ドナーはヒトである。ヒトドナーは、主要血液群の交差が同種移
植の生存に不利益となる可能性の障壁であることから、生理学的検査において性状で且つ
同じ主要ＡＢＯ血液群であるボランティアの血液関連ドナーが好適である。しかしながら
それは、例えばＡ，Ｂ又はＡＢ受容者内へのＯ型ドナーの腎臓の移植が可能となる。 
【００１８】
　用語「移植」及びそれのバリエーションは、その移植が同系の(ここでドナーと受容者
は一般に同一である)、同種異系の(ここでドナーと受容者は遺伝的起源が異なるが、同じ
種である)、又は異種の(ここでドナーと受容者は異なる種からのものである)のいずれか
の、宿主内への移植片の挿入に関する。かくして、典型的なシナリオにおいて、宿主がヒ
トであり且つ移植片は、同じか異なる遺伝的起源のヒトから得られた同系移植片である。
別のシナリオにおいて、移植片は、ヒト受容者宿主内に移植したヒヒの心臓のような、及
び例えばブタの心臓弁、又はヒト宿主内に移植した動物ベータ小島細胞又は神経細胞のよ
うな系統発生的に広く分離した種からの動物を含む、それが移植される者とは異なる種か
ら得られる。 
【００１９】
　宿主による「移植した移植片の抵抗増加」は、それか移植された宿主中の移植片の生存
を延長させること、即ち、それが他者からの移植を良好に許容するだろうように宿主免疫
系を抑制することに関する。 
【００２０】
　「間欠性の」又は「周期性の」投与は、一定期間の時間、及び一以上の数に分離するこ
とか好適である規則的なインターバルで継続する投与である。 
【００２１】
　疾患の「選択された耐性」は、疾患の原因となる特異的な因子のための宿主の免疫系に
よって許容されること、しかし第２の同種の又は異種の移植片を拒絶する宿主の能力を維
持することに関する。好ましくは、その耐性は該免疫系が他方を完全なままにしておくよ
うなものである。 
【００２２】
　用語「ＬＦＡ‐１アンタゴニスト」は、ＩＣＡＭ‐１とのＬＦＡ‐１の相互作用の競合
的インヒビターとして作用する分子に関する。そのような分子の実例は、ＣＤ１１ａ(例
えば、ここに記載したヒト化抗ＣＤ１１ａ)又はＣＤ１８又は両方、ＩＣＡＭ‐１に対す
る抗体、及びペプチドのような他の分子(例えば擬ペプチドアンタゴニスト)のいずれかに
対し向けられる抗体を含む。 
【００２３】
　用語「ＶＬＡ－４」は、ＶＣＡＭとのＶＬＡ‐４の相互作用の競合的インヒビターとし
て作用する分子に関する。そのような分子の実例は、ＶＬＡ‐４又はＶＣＡＭ及び他の分
子(例えば擬ペプチドアンタゴニスト)のいずれかに対しで向けられる抗体を含む。 
【００２４】
　用語「抗体」は、モノクローナル抗体(完全長モノクローナル抗体を含む)、ポリクロー
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ナル抗体、多特異性抗体(例えば二特異性抗体)、及びそれらが望ましい生物学的活性を示
す限り、抗体フラグメントを最も広く理解し且つ特異的に包含することにおいて用いられ
る。 
【００２５】
　「抗体フラグメント」は、完全長抗体の部分、一般的に抗原の結合する又はそれの可変
領域を備える。抗体フラグメントの実例は、Ｆａｂ、Ｆａｂ'、Ｆ(a ｂ')2、及びＦｖフ
ラグメント；二量体；線状抗体；単鎖抗体分子；及び抗体フラグメントから形成した多特
異性抗体を含む。 
【００２６】
　ここで使用したような用語「モノクローナル抗体」は、実質的に均質な抗体の集団から
得られた抗体に関し、即ちその集団に含まれる個別の抗体は、微量において存在され得る
自然発生的変異の可能性を除き同一とされる。モノクローナル抗体は、単独抗原サイトに
対して向けられている、高度に特異的なものである。さらに、異なる決定要素(エピトー
プ)に対し向けられた異なる抗体を典型的に含む通常の(ポリクローナル)抗体調製物に対
して、それぞれのモノクローナル抗体は、抗原上の単一の決定因子に対して向けられる。
修飾語「モノクローナル」は、抗体の実質的に均質な集団から得られているような抗体の
特徴を示し、且ついずれかの特別な方法によって抗体の生産を要求することを構成するた
めのものでない。本発明に従い使用されるべきモノクローナル抗体は、Kohlerら、Nature
 2 56:495(1975)によって最初に記載されたハイブリドーマ法によって作製され得るし、
又は組換えＤＮＡ法によって作製され得る(例えば米国特許第4,816,567号参照)。該「モ
ノクローナル抗体」はまた、例えば、Clacksonら、Nature 352:624- 628(1991)とMarksら
、J．Hol．Biol．222:581-597(1991)中に記載した技法を用い、ファージ抗体ライブラリ
ーからも分離され得る。 
【００２７】
　ここでのモノクローナル抗体は、特有な種又は特有な抗体クラス又はサブクラスに属す
るものから得られた抗体における配列と同一であるか又は一致する相同物である重及び／
又は軽鎖の部分において「キメラの」抗体(免疫グロブリン)を特異的に含む一方で、該鎖
の残りは別な種の又は別な抗体クラス又はサブクラスに属するものから得られた抗体にお
ける配列と同一であるか又は一致する相同物、同様にそれが望まれる生物学的活性を示す
限りは、そのような抗体のフラグメントである(米国特許第4,816,567号；及びMorrisonら
、Proc．Natl．Acad．Sci ．USA 81:6851-6855(1984))。 
【００２８】
　ここで用いる場合、用語「超可変領域」は、抗原結合のために応答可能である抗体のア
ミノ酸残基に関する。該超可変領域は、「相補的検出領域」又は「ＣＤＲ」からのアミノ
酸残基(即ち、軽鎖可変ドメイン中の残基24-34(L1)、50-56(L2 )及び89-97(L3)及び重鎖
可変領域中の31-35(H1)、50-65(H2)及び95-1021(H3)；K abatら、Sequences of Proteins
 of Immunological Interest，5th Ed．Public Health Service，National Institutes o
f Health，Bethesda，MD.(1991))及び／又は「超可変ループ」(即ち、軽鎖可変ドメイン
中の残基26-32(L1)、50-:52(L 2)及び91-96(L3)及び重鎖可変領域中の26-32(H1)、53-55(
H2)及び96-101(H3);Ch othiaとLesk J．Mol．Biol．196:901-917(1987))からのアミノ鎖
残基を備える。「フレームワーク」又は「ＦＲ」残基は、ここに記載したような超可変領
域残基以外のそれら可変領域残基である。 
【００２９】
　非ヒト化(例えばネズミ)抗体の「ヒト化」型は、非ヒト免疫グロブリンから得た最小配
列を含むキメラの抗体である。大部分のために、ヒト化抗体は、受容者の超可変領域残基
が、望ましい特異性、親和性、及び容量を有するマウス、ラット、ウサギ又は非ヒト霊長
類のような非ヒト種からの超可変領域残基によって置換された(ドナー抗体)ヒト免疫グロ
ブリン(受容体抗体)とされる。幾つかの実例において、ヒト免疫グロブリンのＦｖフレー
ムワーク領域（ＦＲ）残基は、一致する非ヒト残基によって置き換えられる。さらに、ヒ
ト化抗体は、受容者抗体において又はドナー抗体において見出されない残基を備える。こ
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れらの修正は、抗体の効率をさらに洗練するために実行される。一般に、該ヒト化抗体は
、非ヒト免疫グロブリンのそれに一致する超可変ループの全て又は実質的に全てである、
及びＦＲ領域の全てが又は実質的に全てがヒト免疫グロブリン配列のそれである可変領域
の、少なくとも１、及び典型的には２つの実質的に全てを備えるであろう。該ヒト化抗体
は任意に、免疫グロブリン、典型的にはヒト免疫グロブリン定常領域(Ｆｃ)の少なくとも
一部も含むであろう。更なる詳細のために、Jonesら、Nature 321:522-525(1986);Reichm
annら、Nature 332:323-329(1988);及びPre sta，Curr．Op．Struct．Biol．2:593-596(1
992)を参照。 
【００３０】
　「単鎖Ｆｖ」又は「ｓＦｖ」抗体フラグメントは、抗体のＶHとＶLドメインとを備え、
これらのドメインは、単ポリペプチド鎖中に存在される。一般に、該Ｆｖポリペプチドは
、ＶHとＶLドメイン間に、抗原結合化のための望ましい構造を形成するためのｓＦｖを与
えるペプチドリンカーをさらに備える。ｓＦｖの再考のため、The Pharmacology of Mono
clonal Antibodies，vol.113、RosenburgとM oore eds．Springer-Verlag，New York，pp
.269-315(1994)中のPluckthunを参照。 
【００３１】
　用語「ダイアボディ(diabodies)」は、２の抗原結合サイトを持つ小さい抗体フラグメ
ントに関し、フラグメントは同じポリペプチド鎖中に軽鎖可変領域(ＶL)に接合した重鎖
可変領域(ＶH)とを備える(ＶH-ＶL)。同じ鎖上の２つのドメイン間を対にすることを許す
非常に短いリンカーを用いることにより、その領域は別の鎖の相補的ドメインと対をなす
ことを強いるとともに、２つの抗原結合サイトを創作する。ダイアボディは、例えば、EP
 404,097;WO 93/11161;及びHolling erら、Proc．Natl．Acad．Sci．USA 90:6444-6448(1
993)においてより完全に記載される。 
【００３２】
　この出願を通して使用した場合、「線状抗体」の表現は、Zapataら、Protein Eng．8(1
0):1057-1062(1995)中に記載される抗体に関する。簡略には、これらの抗体は、抗原結合
領域の対を形成するタンデムＦｄセグメントの対(ＶH‐ＣH１ ‐ＶH‐ＣH１）を備える。
線状抗体は、二特異的又は多特異的とされ得る。 
【００３３】
　「分離した抗体」は、それの自然な環境の成分から同定され且つ分離され及び／又は回
収されている一つである。その自然環境の汚染成分は、該抗体の診断的又は治療的使用を
妨げるであろう材料であり、酵素、ホルモン及び他の蛋白様の又は非蛋白様の溶質を含み
得る。好適な実施態様において、該抗体は、(１)ローリー法によって測定されるような抗
体の９５重量％より以上に、最も好ましくは９９重量％以上に、(２)スピニングカップシ
ークエネーターの使用によってＮ- 末端又は中間のアミノ酸配列の少なくとも１５残基を
得るために十分な度合いに、又は(３)クマシーブルー又は、適当には銀染色を用いて還元
又は非還元条件下でＳＤＳ‐ＰＡＧＥによって均質化するために精製されるであろう。分
離した抗体は、抗体の自然環境の少なくとも１の構成要素が存在されないであろうことか
ら、組換え細胞内の本来の位置の抗体を含む。通常、しかしながら、分離した抗体は、少
なくとも１の精製化工程によって調製されるであろう。 
【００３４】
　ここで使用した場合、用語「エピトープタグ化」は、「エピトープタグ」に融合した抗
ＣＤ１１ａ抗体に関する。エピトープタグポリペプチドは、それに対する抗体を作製する
ことができ、それがＣＤ１１ａ抗体の活性を妨げないような十分に短いものに対するエピ
トープを提供するために十分な残基を有する。該エピトープタグは好ましくは、それに対
する抗体が他のエピトープと実質的に交差反応しないために十分独自性である。好適なタ
グポリペプチドは、一般に、少なくとも６のアミノ酸残基を、大抵は８－５０アミノ酸残
基(好ましくは９－３０残基)を有する。実例は、ｆｌｕ ＨＡタグポリペプチド及びそれ
の抗体１２ＣＡ５ (Hieldら、Mol．Cell．Biol．8:2159-2165(1988));ｃ-ｍｙｃタグ及び
それに対する８Ｆ９，３Ｃ７，６Ｅ１０，Ｇ４，Ｂ７及び９Ｅ１０抗体(Evanら、Hol．Ce
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 ll．Biol．5(12):3610-3616(1985))；及びヘルペス単純ウイルスグリコプロイテインＤ(
ｇＤ)タグ及びそれの抗体(Paborskyら、Protein Engineering 3(6):547- 553(1990))を含
む。ある実施態様において、そのエピトープタグは、「サルベージレセプター結合エピト
ープ」である。 
【００３５】
　ここで用いたような、用語「サルベージレセプター結合エピトープ」は、ＩｇＧ分子(
例えば、ＩｇＧ1、ＩｇＧ2、ＩｇＧ3、又はＩｇＧ4)のＦｃ領域のエピトープに関し、す
なわち、ＩｇＧ分子のインビボでの血漿半減期を増加させるために応答可能である。 
【００３６】
　ここで使用したような用語「細胞毒性剤」は、細胞の機能を抑制する又は妨げる及び／
又は細胞の分解の原因となる物質に関する。その用語は、放射性アイソトープ(Ｉ131、Ｉ
125、Ｙ90及びＲｅ186)、化学療法剤、及び細菌の、カビの、植物又は動物の酵素学的活
性毒のような毒物、又はそれのフラグメントを含むことが意図される。 
【００３７】
　「化学療法剤」は、癌の治療において有用な化合物である。化学療法剤の実例は、アド
リアマイシン、ドキソルビシン、５‐フルオロウラシル、シトシンアラビノシド(「Ara-C
」)、シクロホスホアミド、チオテパ、タキソテール(docetaxe l)、ブスルファン、サイ
トキシン、タキソール、メトトレキセート、シスプラチン、メルファラン、ビンブラスチ
ン、ブレオマイシン、エトポシド、イフォスファミド、マイトマイシンＣ、ミトザントロ
ン、ビンクレイスチン、ビノールエルビン、カルボプラチン、テニポシド、ダウノマイシ
ン、カーミノマイシン、アミノプテリン、ダクチノマイシン、マイトマイシン、エスペラ
ミシン(米国特許第4 ,675,1 87号参照)、メルファラン及びナイトロジェンマスタードに
関係したその他のものを含む。 
【００３８】
　本発明において用いたような、用語「プロドラッグ」は、製薬的活性物質の前駆体又は
誘導体形に関し、即ち、親薬剤に比べて腫瘍細胞への細胞毒性が劣るものであり、且つよ
り活性な形に酵素的に活性化され又は転換され得るものである。例えば、Wilman,”Prodr
ugs in Cancer Chemotherapy”Biochemical Society Transactions，14，pp.375-382，61
5th Meeting Belfast(1986)及びStellaら、 ”Prodrugs:A Chemical Approach to Target
ed Drug Delivery,”Directed Drug Delivery，Borchardtら(ed.),pp.247-267，Humana P
ress(1985)を参照。本発明のプロドラッグは、制限されるものではないが、ホスファート
含有プロドラッグ、チオホスファート含有プロドラッグ、サルファート含有プロドラッグ
、ペプチド含有プロドラッグ、D-アミノ酸変成プロドラッグ、グリコシル化プロドラッグ
、β‐ラクタム含有プロドラッグ、任意に置換したフェノキシアセトアミドプロドラッグ
又は任意に置換したフェニルアセトアミド含有プロドラッグ、５-フルオロシトシン及び
より活性な細胞毒性フリードラッグに変換され得る他の５‐ フルオロウリジンプロドラ
ッグを含む。本発明において使用するためのプロドラッグ型に誘導化が可能な細胞毒性医
薬の実例は、制限されることなしに、上記の化学療法剤を含む。 
【００３９】
　ここで使用した場合、用語「標識」は、抗体に直接又は間接的に接合される検出可能な
化合物又は組成物に関する。該標識は、それ自身によって検出可能とされ得るし(例えば
放射性同位体標識又は蛍光標識)、又は酵素標識のケースにおいて、検出可能な基質化合
物又は組成物の触媒的化学交代し得る。 
【００４０】
　「固相」によって、本発明の抗体が接着可能であるような非水性マトリックスが意味さ
れる。ここに包含される固相の実例は、ガラス(例えば制御化多孔ガラス)、ポリサッカリ
ド(例えばアガロース)、ポリアクリルアミド、ポリスチレン、ポリビニルアルコール及び
シリコーンで部分的に又は完全に形成されたそれらを含む。ある実施態様において、該背
景に基づいて、該固相は、アッセイプレートのウェルを含むことができる；他においてそ
れは、精製カラムである(例えばアフィニティークロマトグラフィーカラム）。この用語
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はまた、米国特許第4,27 5,149号中に記載されるそれのような、分離し得る粒子の不連続
な固相をも含む。 
【００４１】
　「リポソーム」は、哺乳動物への薬剤(ここに記載した抗ＣＤ１１ａ及び、任意の化学
療法剤のような)のデリバリーのため有用とされる、各種のタイプの脂質、リン脂質及び
／又は界面活性剤から構成される小さなベシクルである。該リポソームの成分は、生物膜
の脂質配列に似た二層形態において通例は配置される。 
【００４２】
　「分離した」核酸分子は、抗体核酸の天然ソースにおいてそれが通常に結合されること
によって少なくとも１の汚染核酸分子から同定され且つ分離される核酸分子である。分離
した核酸分子は、自然においてそれが見出されるものにおける形又はセッティング以外の
ものである。分離した核酸分子は、それ故に、天然細胞中に存在するそれのような核酸分
子と区別される。しかしながら、分離した核酸分子は、例えばその核酸分子が、染色体に
おいて天然細胞のそれと異なる配置である場合には、該抗体が通常発現する細胞中に含ん
だ核酸分子を含む。 表現「コントロール配列」は、特有な宿主生物中の操作可能に結合
したコード化配列の発現のために必要なＤＮＡ配列に関する。原核生物のために好適とさ
れるコントロール配列は、例えばプロモーター、任意のオペレーター配列、及びリボソー
ム結合サイトを含む。真核生物は、プロモーター、ポリアデニル化シグナル、及びエンハ
ンサーを利用することが知られる。 
【００４３】
　核酸は、それが別の核酸配列との機能的な相関関係中に置かれた場合、「操作可能に結
合」される。例えば、プレ配列用ＤＮＡ又は分泌のリーダーは、もしそれがポリペプチド
の分泌において参加するプレタンパク質として発現される場合、ポリペプチドのためのＤ
ＮＡに操作可能に結合され；プロモーターとエンハンサーは、該配列の転写にそれが影響
を与える場合、コード化配列に操作可能に結合されるリボソーム結合サイトは、もしそれ
が翻訳を促進するために置かれた場合、コード化配列に操作可能に結合される。一般に、
「操作可能に」は、結合されているＤＮＡ配列が隣接しており、且つ、分泌リーダーのケ
ースにおいて、隣接し且つリーディング相においてであることを意味する。しかしながら
、エンハンサーは、隣接されるように有してはいない。結合は、便利な制限サイトでの結
紮によって達成される。もしそのようなサイトが存在しないなら、該合成オリゴヌクレオ
チドアダプター又はリンカーは、通常のプラクティスに従って使用される。 
【００４４】
　ここで用いたように、用語「細胞」、「細胞系」、及び「細胞培養」は、相互に取り替
え可能に用いられ、且つそのような定義の全ては、結果物を含む。かくして、用語「形質
転換」及び「形質転換した細胞」は、転移の数に関係なく最初に受ける細胞とそれから得
られた培養物を含む。それはまた、全ての結果物が、意図的な又は偶然の突然変異のため
に、ＤＮＡ内容物において完全な同一性とされなくとも良いとも解される。独創的に形質
転換した細胞においてスクリーンされると同じ機能又は生物学的活性を有する変異結果物
が含まれる。個別な定義が意図される場合に、その内容から明らかとされるであろう。
【００４５】
〈ＩＩ． 発明を実施するための形態〉
〈Ａ． 抗体調製〉
　非ヒトＣＤ１１ａ抗体をヒト化するための方法が以下の実施例中に記載される。抗ＣＤ
１１ａ抗体をヒト化するために、非ヒト抗体出発材料が調製される。そのような抗体を精
製するための典型的な方法が以下のセクション中に記載される。 
【００４６】
〈（ｉ）抗原調製〉
　抗体の調製用に使用されるべきＣＤ１１ａ抗原は、例えばＣＤ１１ａ又はＣＤ１１ａフ
ラグメントの細胞外ドメインの可溶型(例えばＣＤ１１ａ Ｉドメインフラグメントのよう
な「ＭＨＭ２４エピトープ」を備えるＣＤ１１ａフラグメント )とされ得る。代替的に、
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それの細胞表面でＣＤ１１ａを発現する細胞が、抗体を生成するために使用され得る。そ
のような細胞は、ＣＤ１１ａ且つ任意に、ＣＤ１８を発現するために形質転換でき、又は
他の天然発生細胞(例えば、ヒトリンパ芽球細胞、Hildrethら、Eur．J．Immunol．13:202
-208(1983)参照)又はジャーカット細胞(後述の実施例参照)とされ得る。抗体を生成する
ために有用なＣＤ１１ａの他の形態は、当業者にとって明らかであろう。 
【００４７】
〈（ｉｉ）ポリクローナル抗体〉 
　ポリクローナル抗体は、関連抗原とアジュバントとの複数の皮下（ｓｃ）又は腹腔内（
ｉｐ）注射によって好ましくは生起される。例えばキーホールリムペットヘモシアニン、
血清アルブミン、ウシチログロブリン、又は二機能又は誘導化剤、例えばマレイミドベン
ゾイルスルホスクシンイミドエステル(システイン残基を経て接合)、Ｎ‐ヒドロキシスク
シンイミド(リジン残基を経て)、グルタルアルデヒド、無水コハク酸、ＳＯＣｌ2、又は
Ｒ1Ｎ＝Ｃ＝ＮＲ、式中ＲとＲ1は異なるアルキル基、を用いるダイズトリプシンインヒビ
ターのような、免疫化されるべき種において免疫原性であるタンパク質に関連抗原を接合
するのに有用とされ得る。 
【００４８】
　動物は、例えばフロイント完全アジュバントの３容量と共に、該タンパク質又は結合物
の１００μｇ又は５μｇ(それぞれウサギ又はマウスのための)を複数サイトで皮下的に溶
液を注入することによって、抗原、免疫原性接合体、又は結合化による誘導体に対して免
疫化される。１ヶ月後、該動物は、複数サイトでの皮下注射によってフロイント完全アジ
ュバント中のオリジナルの量の1/5から1/10 のペプチド又は接合体によってブーストされ
る。７日から１４日後、該動物は放血され、かつその血清が抗体力価について分析される
。動物は力価プラトーまでブーストした。好ましくは、該動物は同じ抗原の接合によって
ブーストされるが、異なるタンパク質に及び／又は異なる架橋剤を通して接合される。接
合体はまた、タンパク質融合として組み換え細胞培養中に作製され得る。また、明礬のよ
うな凝集剤は、免疫応答を増大するために適当に用いられる。 
【００４９】
〈（ｉｉｉ）モノクローナル抗体〉 
　モノクローナル抗体は、Kohlerら、Nature，256:495(1975)によって最初に記載された
ハイブリドーマ法を用いて作製でき、又は組換えＤＮＡ法(米国特許第4 ,816,567号)によ
って作製され得る。 
【００５０】
　ハイブリドーマ法において、マウス、又はハムスター又はマカク属サル等の他の適当な
宿主動物は、免疫化のために使用したタンパク質の特異的に結合するであろう抗体を生産
する又は生産する可能性のあるリンパ球を引き出すために上述したように免疫化される。
代替的に、リンパ球は、インビトロにおいて免疫化され得る。リンパ球は次いで、ハイブ
リドーマ細胞を形成するため、ポリエチレングリコールのような適当な融合剤を用い、骨
髄腫細胞と融合させる(Goding，Mon oclonal Antibodies:Principles and Practice，pp.
59-103(Academic Press，19 86))。 
【００５１】
　かくて調製したハイブリドーマ細胞は、シード化され且つ、非融合、親の骨髄腫細胞の
成長又は生存を抑制する１又はそれ以上の物質を好ましくは含有する適当な培地中で培養
される。例えば、もしその親の骨髄腫細胞が酵素ヒポキサンチングアニンホスホリボシル
トランスフェラーゼ(ＨＧＰＲＴ又はＨＰＲＴ)を欠いたならば、典型的なハイブリドーマ
のための培地は、ＨＧＰＲＴ‐欠損細胞の成長を防止する物質、ヒポキサンチン、アミノ
プテリン及びチミジンを含むであろう(ＨＡＴ培地)。 
【００５２】
　好ましい骨髄腫細胞は、選択した抗体生産細胞を、効率的に融合し安定な高レベル生産
を支持する、及びＨＡＴ培地のような培地への感受性のあるそれらである。これらの中で
、好ましい骨髄腫細胞系は、Salk Institute Cell Distributi on Center，サンディエゴ
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、カリフォルニア、米国から利用可能なＭＯＰ－21とＭ.Ｃ.-11マウス腫瘍から得られる
それら、及びAmerican Type Culture Collect ion，Rockville，メリーランド、米国から
利用し得るＳＰ‐２又はＸ６３-Ａｇ８‐６５３細胞のようなネズミ骨髄腫系である。ヒ
ト骨髄腫及びマウス‐ヒト異種骨髄腫細胞系は、ヒトモノクローナル抗体の生産のために
も記載されている(K ozbor,J．Immunol．，133:3001(1984);Brodeurら、Monoclonal Anti
body Produc tion Techniques and Applications，pp.51-63(Harcel Dekker，Inc.,New Y
ork ，1987))。 
【００５３】
　ハイブリドーマ細胞が増殖している培地は、該抗原に対し向けられたモノクローナル抗
体の生産のために分析される。好ましくは、ハイブリドーマ細胞によって生産されるモノ
クローナル抗体の結合特異性は、免疫沈降によって又はラジオイムノアッセイ(ＲＩＡ)又
は酵素免疫吸着アッセイ(ＥＬＩＳＡ)のようなインビトロでの結合アッセイによって測定
される。 
【００５４】
　モノクローナル抗体の結合親和性は、例えば、Hunsonら、Anal.Biocllem.,107 :220(19
80)のスキャッチャード分析によって測定され得る。 
【００５５】
　ハイブリドーマ細胞が望ましい特異性、親和性、及び／又は活性の抗体を生産すること
が同定された後、そのクローンは、制限した希釈法によりサブクローン化されて良く且つ
標準の方法により増殖される(Goding、Monoclonal Antibodies :Principles and Practic
e，pp.59-103(Academic Press，1986))。この目的のための適当な培地は、例えばＤ‐Ｍ
ＥＭ又はＲＰＭＩ‐１６４０培地を含む。加えて、ハイブリドーマ細胞は、動物中の腹水
腫瘍としてインビボで増殖させ得る。 
【００５６】
　該サブクローンによって分泌したモノクローナル抗体は、例えばプロテインＡ ‐セフ
ァロース、ヒドロキシアパタイトクロマトグラフィー、ゲル電気泳動、透析、又はアフィ
ニティークロマトグラフィーのような通常の免疫グロブリン精製法によって、培地、腹水
液、又は血清から適切に分離される。 
【００５７】
　ＤＮＡコード化モノクローナル抗体は、直ちに分離され、且つ通常の方法(例えば、モ
ノクローナル抗体の重及び軽鎖をコード化する遺伝子に特異的に結合することができるオ
リゴヌクレオチドプローブを用いることによって)を用いて配列決定される。該ハイブリ
ドーマ細胞は、そのようなＤＮＡの好適なソースとして奉仕する。一度の分離で、該ＤＮ
Ａは、組換え宿主細胞におけるモノクローナル抗体の合成を獲得するために、大腸菌、類
人猿ＣＯＳ細胞、チャイニーズハムスター卵(ＣＨＯ)細胞、又は別のやり方で免疫グロブ
リンタンパク質を生産しない骨髄腫細胞のような宿主細胞内に移入される、発現ベクター
内に配置され得る。抗体の組換え体生産は、より詳細に後述されるであろう。 
【００５８】
〈（ｉｖ）ヒト化及びアミノ酸配列変異体〉 
　下記の実施例は、抗ＣＤ１１ａ抗体のヒト化のための手順を記載する。ある実施態様に
おいて、ヒト化抗体のアミノ酸配列変異体を生産するため、特にこれらがヒト化抗体の結
合親和性又は他の生物学的特性を改善する場合に望ましいものとされ得る。 
【００５９】
　ヒト化抗ＣＤ１１ａ抗体のアミノ酸配列変異体は、ヒト化抗ＣＤ１１ａ抗体ＤＮＡを変
える適当なヌクレオチドを導入することによって、又はペプチド合成によって調製される
。そのような変異体は、ヒト化抗ＣＤ１１ａ Ｆ(ab)-８のために示したアミノ酸配列(例
えば、配列番号２及び５のような)の中の残基の削除、及び／又は挿入及び／又は置換を
包含する。最終的な構造で生起するように作製される削除、挿入、及び置換のいずれかの
組合せは、最終の構造が望ましい特徴を所有するように提供される。変更したアミノ酸は
また、グリコシル化サイトの数又は位置を変更するような、ヒト化抗ＣＤ１１ａ抗体の後
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翻訳プロセスをも変え得る。変異誘発のための配置が好適とされたヒト化抗ＣＤ１１ａ抗
体ポリペプチドの一定の残基又は領域の同定のための有用な方法は、CunninghamとWells 
Sc ience，244:1081-1085(1989)によって開示されたような「アラニン走査変異誘発」と
称される。ここで、残基又は標的残基の群が同定され(例えば、arg,asp,his ,lys,及びgl
uのような荷電した残基)、及びＣＤ１１ａ抗原によってアミノ酸の相互作用に影響を及ぼ
すような中性又は陰性に電荷したアミノ酸(最も好ましくはアラニン又はポリアラニン)に
よって置換される。その置換体に機能的な選択性を示すそれらのアミノ酸配置は、更なる
導入又は置換のサイトで、又はそのための他の変異体によって精製される。かくして、ア
ミノ酸配列変異体を導入するためのサイトが予め決定される一方、変異それ自身の本質は
、予め決定される必要はない。例えば、与えられたサイトでの変異の遂行を分析するため
に、ala走査又はランダム変異誘発が標的コドン又は領域で導入され且つ発現したヒト化
抗ＣＤ１１ａ抗体変異体は、望ましい活性のためにスクリーンされる。 
【００６０】
　アミノ酸配列挿入物は、単一又は多数のアミノ酸残基の配列間挿入体と同様に、１００
又はそれ以上の残基を含む１残基からポリペプチドまでの長さを範囲内とするアミノ‐及
び／又はカルボキシ末端融合を含む。末端挿入体の実例は、Ｎ -末端メチオニル残基を持
ったヒト化抗ＣＤ１１ａ抗体又はエピトープタグに融合した該抗体を含む。ヒト化ＣＤ１
１ａ抗体分子の他の挿入の変異体は、抗体の血清半減期を増加させる、酵素又はポリペプ
チドのヒト化抗ＣＤ１１ａ抗体のＮ -又はＣ-末端への融合物を含む(後述を参照)。 
【００６１】
　変異体の別の型は、アミノ酸置換変異体である。これらの変異体は、取り除いたヒト化
抗ＣＤ１１ａ抗体分子中の少なくとも１のアミノ酸残基を有し且つ異なる残基がその場所
に挿入される。代りの変異誘発のため最も重要なサイトは、超可変ループを含むが、しか
しＦＲ交代もまた意図される。後述の実施例中の表ＩＶは、変更され得る超可変領域残基
のためのガイダンスを提供する。抗原結合中の含まれた超可変領域残基又はＦＲ残基は、
相対的に保存的な手法において一般に置換される。そのような保存的置換は「好適な置換
体」の頭書きの下に表Ｉ中に示した。もしそのような置換が生物学的活性における変化を
生じる結果となるなら、表Ｉ中の「典型的な置換体」に示した又はアミノ酸クラスに関す
る更なる後述のようなより本質的な変化が導入され且つその生産物がスクリーンされる。
【００６２】



(15) JP 4309383 B2 2009.8.5

10

20

30

40

50

【表Ｉ】

【００６３】
　該抗体の生物学的特性における実質的な修正は、（ａ）例えばシート又はヘリカル組織
のような、その置換のエリアにおけるポリペプチドバックボーンの構造、（ｂ）標的サイ
トでの分子の電荷又は疎水性、又は（ｃ）側鎖のかさ、を維持することについてのそれの
効果において顕著に相違する置換体を選択することによって達成される。自然に生じる残
基は、通例の側鎖特性の基づいた基の中に分割される： 
（１）疎水性：norleucine、met、ala、val、leu、ile； 
（２）中性親水性：cys、ser、thr； 
（３）酸性：asp、glu；
（４）塩基：asn、gln、his、lys、arg； 
（５）鎖配向に影響する残基：gly、pro；及び 
（６）芳香族；trp、tyr、phe。 
【００６４】
　非保存置換は、別のクラスのためにこれらクラスの一つのメンバーを交換することを伴
うであろう。ヒト化抗ＣＤ１１ａ抗体の適切な構造を維持することにおいて包含されない
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いずれかのシステイン残基はまた、分子の酸化安定性を改善するため及び異常な交差反応
を防止するために、一般にセリンによって置換され得る。逆に、システイン結合は、その
安定性を改善するために抗体に付加され得る (特に、抗体がＦｖフラグメントのような抗
体フラグメントである場合)。 
【００６５】
　該抗体のアミノ酸変異体の別のタイプは、抗体の本来のグリコシル化パターンを変更す
る。変更によって抗体中に見出される１又はそれ以上の炭水化物部分を削除すること及び
抗体中に存在しない１又はそれ以上のグリコシル化を加えることを意味する。 
【００６６】
　抗体のグリコシル化は、典型的にＮ-結合化又はＯ-結合化のいずれかである。Ｎ-結合
化は、アスパラギン残基の側鎖への炭水化物部分の接合に関する。トリペプチド配列 ア
スパラギン-Ｘ-セリン及びアスパラギン‐Ｘ‐トレオニン（式中Ｘはプロリン以外のいず
れかのアミノ酸）は、アスパラギン側鎖への炭水化物部分の酵素的接合のための認識配列
とされる。かくして、ポリペプチド中のこれらトリペプチドのいずれかの存在は、潜在的
なグリコシル化サイトを創製する。Ｏ-結合化グリコシル化は、５‐ヒドロキシプロリン
又は５‐ヒドロキシリシンが使用され得るとしても、ヒドロキシアミノ酸、最も普通には
セリン又はトレオニンへの糖Ｎ-ガラクトサミン、ガラクトース、又はキシロースの接合
に関する。 
【００６７】
　抗体へのグリコシル化サイトの付加は、それが１又はそれ以上の上述したトリペプチド
配列(Ｎ-結合化グリコシル化サイトのための)を含むようなアミノ酸配列を変更すること
によって有利に達成される。その変更はまた、本来の抗体の配列への１又はそれ以上の残
基(Ｏ-結合化グリコシル化サイトのための)の付加又はそれによる置換によってなされ得
る。 
【００６８】
　ヒト化抗ＣＤ１１ａ抗体のアミノ酸配列変異体をコード化する核酸分子は、当該分野で
周知の各種の方法によって調製される。これらの方法は、制限されることなく、天然ソー
スからの分離(自然発生的アミノ酸配列変異体のケースにおいて)又はオリゴヌクレオチド
介在(又はサイト管理化)変異誘発、ＰＣＲ変異誘発、及びヒト化抗ＣＤ１１ａ抗体の早期
調製変異体又は非変異型のカセット変異誘発による調製を含む。 
【００６９】
　通常、ヒト化抗ＣＤ１１ａ抗体のアミノ酸配列変異体は、重鎖又は軽鎖のいずれかの本
来のヒト化抗体アミノ酸配列(例えば、配列番号：２又は５のような)との少なくとも７５
％の、好ましくは少なくとも８０％の、より好ましく（は少なくとも８５％の、より好ま
しくは少なくとも９０％の、最も好ましくは少なくとも９５％の、アミノ酸配列同一性を
有するアミノ酸配列を有するであろう。この配列に関する同一性と相同性は、もし必要な
ら、配列同一性最大パーセントを達成するために、及び配列同一性の一部のようないずれ
かの保存置換(上記表Ｉ中に定義した通りの)を考慮しないために、配列を揃え及ひギャッ
プを導入した後に、ヒト化抗ＣＤ１１ａ残基と同一性のある配列候補中のアミノ酸残基の
パーセンテージとしてここに定義される。抗体配列内へのＮ末端、Ｃ末端、又は内部拡大
、削除又は、挿入のないものは、配列同一性又は相同性に影響を及ぼすように構成される
べきである。 
【００７０】
〈（ｖ）生物学的特性のためのスクリーニング〉 
　ヒト化抗ＣＤ１１ａ抗体中に望ましいとされるようにここに同定した特徴を有する抗体
がそのためにスクリーンされる。 
【００７１】
　興味のある抗体によって結合ＣＤ１１ａ上のエピトープに結合する抗体のためのスクリ
ーニングのために(例えば、ＣＤ１１ａへのＭＨＭ２４抗体の結合をブロックするそれの)
、Antibodies，A Laboratory Manual，Cold Spring Harbor L aboratory，Ed Harlow and
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 David Lane(1988)中に記載されたそれのような、ルーチンの交差ブロック化アッセイが
実行され得る。代替的に、例えば、Champeら、J．Biol．Chem．270:1388-1394(1995)中に
記載したような、エピトープマッピングは、興味あるエピトープを結合する抗体かどうか
を決定することができる。 
【００７２】
　抗体親和性(例えばヒトＣＤ１１ａ又はアカゲザルＣＤ１１ａのための)は、後述の実施
例中に記載した通り末梢血液単核細胞又はアカゲザル白血球のいずれかを用いて結合飽和
によって決定され得る。抗体親和性を決定するためのこの方法に従い、リンパ球又はアカ
ゲザル白血球は、ウェル当たり１７０μｌの容量でプレートに加えられ、且つプレートは
室温で２時間インキュベートされる。インキュベーションの後、細胞が収穫され、１０回
洗浄される。サンプルが次いで計数される。飽和プロットのナノモルと４パラメーター曲
線適合性に対する分当たりのカウント(結合対トータル)の形を変えたデータは、Ｋd(app)
値の決定が実行される。好ましいヒト化抗体は約１ｘ１０-7までの；好ましくは約１ｘ１
０-8までの、より好ましくは約１ｘ１０-9までの；最も好ましくは約２ｘ１０-10のＫｄ
値を持ったヒトＣＤ１１ａを結合するそれらである。 
【００７３】
　それはまた、「ケラチノサイト単層接着アッセイ」における有益な抗接着特性を有する
ヒト化抗体を選択することも望まれる。好適な抗体は、約２５０ｎＭまでの；好ましくは
約１００ｎＭまでの；より好ましくは約１ｎＭまでの及び通常のヒト表皮ケラチノサイト
発現ＩＣＡＭ‐１へのジャーカット細胞の接着を防止するために最も好ましくは０．５ｎ
ＭまでのＩＣ５０(nM)値を有するそれらである。このアッセイに従い、通常のヒト表皮ケ
ラチノサイトは、培養フラスコから取り除かれ、５ｘ１０5生存細胞／ｍｌの濃度でリン
パ球アッセイ培地中に懸濁される。０．１μｌ／ウェルのアリコートは、ついで平底９６
ウェルプレート中で一晩培養され；適当なウェルは、１００単位／ウェルでインターフェ
ロン‐ガンマの添加によって刺激される。ジャーカットクローンＥ６－１細胞は標識され
、洗浄され、１ｘ１０6細胞／ｍｌに再懸濁され、３０分間、４℃で５００ｎｇ／ｍｌで
２倍連続希釈を開始することでインキュベートされる。ケラチノサイト単層からの培地の
除去の後、標識化細胞の０．１ｍｌ／ウェルが加えられ且つ１時間、３７℃でインキュベ
ートされる。該ウェルは、未結合細胞を取り除くために洗浄され、かつ蛍光が測定される
。 
【００７４】
　望ましいヒト化抗ＣＤ１１ａ抗体は、ヒトリンパ球を用いる混合リンパ球応答 (ＭＬＲ
)アッセイにおいて、約１００ｎＭまでの；好ましくは約５０ｎＭまでの；より好ましく
は約５ｎＭまでの、及び最も好ましくは約１ｎＭまでのＩＣ５０ (ｎＭ)値を有するそれ
らである。ヒト及びアカゲザルの両方のＭＬＲのために、二つの無関係なドナーからの末
梢血液が、ヘパリン化全血から分離され、後述の実施例中に記載した通りの添加物によっ
てＲＰＭＩ １６４０(ＧＩＢＣＯ)中、３ｘ１０6細胞／ｍｌの濃度に再懸濁される。該刺
激細胞は、照射によって非応答性が作られる。ウェル当たり１．５ｘ１０5細胞の濃度で
のレスポンダー細胞は、９６ウェル、平底プレート中の等しい数の刺激細胞とともに共培
養される。１０ｎＭの濃度で開始する２倍連続希釈物が、２００μｌ／ウェルの全量を与
えるための培養物に加えられる。その培養物は、５日間、５％ＣＯ2中、３７℃でインキ
ュベートされ、ついで１６時間、[3Ｈ]チミジンの１μＣｉ／ウェルによりパルスされ、
且つ[3Ｈ]チミジン結合が測定される。 
【００７５】
〈（ｖｉ）抗体フラグメント〉
　ある実施態様において、ヒト化抗ＣＤ１１ａ抗体は、抗体フラグメントである。各種の
技術が、抗体フラグメントの生産のために発展している。伝統的には、これらのフラグメ
ントは、完全な抗体の蛋白分解性消化を経て誘導される(例えば、Morimotoら、Jornal of
 Biochemical and Biophysical Methods 24:107‐11 7(1992)及びBrennanら、Science 22
9:81(1985)参照)。しかしながら、これらのフラグメントは、組換え宿主細胞によって現
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在は直接生産され得る。例えば、Ｆａｂ'‐ＳＨフラグメントは、大腸菌から直接回収す
ることができ、且つＦ(ａｂ ')2フラグメントを形成するため化学的に対化される(Carter
ら、Bio/Technology 10:163-167(1992))。別なアプローチに従い、Ｆ(ａｂ'）2フラグメ
ントは、組換え宿主細胞培養から直接分離され得る。抗体フラグメントの生産のための他
の方法は、熟練した専門家に明らかとなるであろう。 
【００７６】
〈（ｖｉｉ）多特異的抗体〉 
　いずれかの実施態様において、少なくとも２つの異なるエピトープのための結合特異性
を有する多特異性(例えば二特異性)ヒト化抗ＣＤ１１ａ抗体を生成することが望ましいも
のとされ得る。二特異性抗体の実例は、ＣＤ１１ａタンパク質の２つの異なるエピトープ
に結合し得る。代替的に、抗ＣＤ１１ａアームは、Ｔ細胞レセプター分子(例えばＣＤ２
又はＣＤ３)、又はＣＤ１１ａ発現細胞に細胞防御メカニズムを集中するためのＦｃγＲ
Ｉ(ＣＤ６４)、ＦｃγＲII(ＣＤ３２) 、及びＦｃγＲIII(ＣＤ１６)のようなＩｇＧ(Ｆ
ｃγＲ)のためのＦｃレセプター、のような白血球上の誘発化分子に結合するアームを結
合させ得る。二特異的抗体は、ＣＤ１１ａを発現する細胞に対する細胞毒因子を局在化す
るためにも使用され得る。これらの抗体は、ＣＤ１１ａ結合アームと、細胞毒因子(例え
ば、サポリン、抗インターフェロンα、ビンカアルカロイド、リチンＡ鎖、メトトレキサ
ート又は放射性同位体ハプテン)を結合するアームとを所有する。二特異性抗体は、完全
長抗体又は抗体フラグメント(例えば、Ｆ(ａｂ')2二特異性抗体)。 
【００７７】
　二特異性抗体を作製するための別なアプローチに従い、抗体分子の対の間の界面は、組
換え細胞培養から回収されるヘテロダイマーのパーセンテージを最小化するために加工す
ることができる。好ましい界面は、抗体定常ドメインのＣH３ドメインの少なくとも一部
を含む。この方法において、第１の抗体分子の界面からの１又はそれ以上の小さいアミノ
酸側鎖が、より大きい側鎖(例えば、チロシン又はトリプトファン)によって置換される。
大きい側鎖と同じか又は似たサイズの埋め合わせとなる「キャビティ」は、より小さいも
の(例えばアラニン又はトレオニン)によって大きいアミノ酸側鎖を置換することによって
第２の抗体分子の界面上に創製される。これは、ホモダイマーのような他の望まれていな
い終端生産物を越えるヘテロダイマーの収量を増加するためのメカニズムを提供する。19
96年9月6日に公表のWO96／27011を参照。 
【００７８】
　二特異性抗体は、架槁化又は「異結合」抗体を含む。例えば、該異結合抗体中の一つの
抗体は、アビジン、その他にビオチンに結合し得る。異結合抗体は、いずれかの好適な架
橋法を用いて作製され得る。適当な架橋剤は、当該分野で周知であり、多数の架橋技法と
一緒に、米国特許第4,676,980号中に開示される。 
【００７９】
　抗体フラグメントから二特異性抗体を生成するための方法は、文献中にも記載されてい
る。例えば、二特異性抗体は、化学結合を用い調製することができる。 Brennanら、Scie
nce 229:81(1985)は、その手順を記載し、そこでの完全な抗体は、Ｆ(ａｂ')2フラグメン
トを生成するため蛋白分解的に切断される。これらのフラグメントは、近傍のジチオール
を安定化するため及び分子間ジスルフィド形成を防止するためにジチオール錯化剤ヒ酸ナ
トリウムの存在中で還元される。該Ｆａｂ'フラグメントは、チオニトロベンゾアート(Ｔ
ＮＢ)誘導体に変換される。Ｆａｂ'‐ＴＮＢ誘導体の一つは、メルカプトエチルアミンに
よる還元によりＦａｂ'‐チオールに再変換され、さらに二特異性抗体を形成するため他
のＦａｂ'- ＴＮＢ誘導体の等モル量と混合される。生産した二特異性抗体は、酵素の選
択的な固定化のための剤として使用され得る。 
【００８０】
　最近の進歩は、二特異性抗体を形成するために化学的に対化され得る大腸菌からのＦａ
ｂ'‐ＳＨフラグメントの直接回収を容易にしている。Shalabyら、J．E xp．Med．175:21
7-225(1992)は、完全なヒト化二特異性抗体Ｆ(ａｂ')2分子の生産を記載する。それぞれ
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のＦａｂ'フラグメントは、大腸菌から独自に分泌され且つ二特異的抗体を形成するため
にインビトロにおいて指向した化学的対化にかけられる。かくして形成した二特異性抗体
は、ヒト胸部腫瘍標的に対するヒト細胞毒性リンパ球の溶解活性を誘発すると同じく、Ｈ
ＥＲ２レセプター及び通常のヒトＴ細胞を過発現する細胞に結合され得る。 
【００８１】
　組換え細胞培養から直接に二特異性抗体フラグメントを作製及び分離するための各種の
技法もまた、記載されている。例えば、二特異性抗体は、ロイシンジッパーを用いて作製
されている。Kostelnyら、J．Immunol．148(5):1547-1553(1992)。Ｆｏｓ及びＪｕｎタン
パク質からのロイシンジッパーペプチドは、遺伝子融合によって異なる抗体のＦａｂ'部
分に結合した。該抗体ホモダイマーは、モノマーを形成するためにヒンジ領域で還元され
、抗体ヘテロダイマーを形成するために再酸化される。この方法は、抗体ホモダイマーの
生産のためにも利用され得る。Hollingerら、Proc．Natl．Acad．Sci．USA 90:6444-6448
(1993)によって記載される「ディアボディー」技法は、二特異性抗体フラグメントを作製
するための代替的なメカニズムを提供している。該フラグメントは、あまりに短いため同
じ鎖上の２つのドメイン間の対化を与えないリンカーによって軽鎖可変ドメイン (ＶL)に
結合した重鎖可変ドメイン(ＶH)を含む。従って、一つのフラグメントのＶHとＶLドメイ
ンは、別のフラグメントの相補的なＶHとＶLドメインとともに対を成すことを強制され、
それによって２つの抗原結合サイトを形成する。単鎖Ｆｖ(ｓＦｖ)ダイマーの使用によっ
て二特異性抗体フラグメントを作製するための別な戦略もまた、報告されている。Gruber
ら、J．Immunol．152:5368(1994)参照。代替的に、該二特異性抗体は、Zapataら、Protei
n Eng．8(10):1057-1062(1995)中に記載した通り生産した「線状抗体」とされ得る。 
【００８２】
　二価以上を持つ抗体が意図される。例えば、三特異性抗体が調製される。Tutt ら、J．
Immunol．147:60(1991)。 
【００８３】
〈（viii）他の変形〉 
　ヒト化抗ＣＤ１１ａ抗体の他の変形が意図される。例えば、癌の治療におけるような抗
体の有効性の増大のために、エフェクター機能に関して本発明の抗体を修正することが希
望され得る。例えばシステイン残基は、Ｆｃ領域中に導入されて良く、それによってこの
領域において鎖間のジスルフィド結合形成を与える。かくして生成したホモダイマーの抗
体は、内在化容量を改善して良く及び／又は相補介在殺細胞化及び抗体依存細胞毒性(Ａ
ＤＣＣ)を増加し得る。Caronら、J． Exp Med．176:1191‐1195(1992)とShopes、B．J．I
mmunol．148:2918-2922(1992 )を参照。増大した抗腫瘍活性を持つホモダイマー抗体は、
Wolffら、Callcer Re search 53:2560-2565(1993)中に記載したようなヘテロ二機能性架
橋剤を用いても調製され得る。代替的に、抗体は、二つのＦｃ領域を有するように加工す
ることができ且つそれによって増加した相補溶解性及びＡＤＣＣ能力を有し得る。St eve
nsonら、Anti-Cancer Drug Design 3:219-230(1989)を参照。 
【００８４】
　本発明はまた、化学療法剤、毒(例えば、細菌、カビ、植物又は動物由来の酵素的活性
毒、又はそれらのフラグメント)、又は放射性同位体(すなわち、放射性接合体)のような
細胞毒性剤に結合したここに記載した抗体を含む免疫接合体に関連する。そのような免疫
接合体の生成において利用される化学療法剤は、上述されている。使用され得る酵素的活
性毒及びそれのフラグメントは、ジフテリアＡ鎖、ジフテリア毒素の非結合活性フラグメ
ント、エキソトキシンＡ鎖(シュードモナスアエルギノーサからの)、リシンＡ鎖、アブリ
ンＡ鎖、モデクシンＡ鎖、アルファサルシン、Aleurites fordiiタンパク質、ジアンチン
タンパク質、Ph ytolaca americanaタンパク質(PAPI，PAPII,及びPAP-S)、momordica cha
rantia インヒビター、クルシン、クロチン、サパオナリア オフィシナリスインヒビター
、ゲロニン、ミトゲリン、レストリクトシン、フェノマイシン、エノマイシン及びトリコ
セセンを含む。核種の放射性核種が、放射性接合化抗ＣＤ１１ａ抗体の生産のために利用
可能である。実例は、212Ｂｉ、131Ｉ、131Ｉｎ、90Ｙ及び186Ｒｅを含む。 
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【００８５】
　抗体と細胞毒性剤の接合物は、Ｎ-スクシンイミジル‐３-(２‐ピリジルジチオール)プ
ロピオナート(ＳＰＤＰ)、イミノチオラン(ＩＴ)、イミドエステルの二機能性誘導体(ジ
メチルアジピミダート塩酸のような)、活性エステル(ジスクシンイミジルスベラートのよ
うな)、アルデヒド(グルタルアルデヒドのような) 、ビスアゾ化合物(ビス‐(p‐アジド
ベンゾイル)ヘキサンジアミン)、ビスジアゾニウム誘導体(ビス‐(p－ジアゾニウムベン
ゾイル)‐エチレンジアミンのような)、ジイソシアナート(トリレン2,6-ジイソシアナー
トのような)、及びビス ‐活性フッ素化合物(1,5-ジフルオロ-2,4‐ジニトロベンゼンの
ような)のような各種の二機能性タンパク質カップリング剤を用いて作製される。例えば
、リチン免疫毒は、vitettaら、Science 238:1098(1987)中に記載されたように調製され
得る。炭素-14-標識化1‐イソチオジアナトベンジル-3-メチルジエチレントリアミン五酢
酸(ＭＸ‐ＤＴＰＡ)は、抗体への放射性ヌクレオチドの共役のための典型的なキレート化
剤である。WO 94／11026を参照。 
【００８６】
　別な実施態様において、該抗体は、腫瘍予備標的化において利用のための「レセプター
」(ストレプトアビジンのような)に接合されて良く、ここで該抗体‐レセプター接合物は
、清澄化剤を用いる循環からの非結合共役物の除去と細胞毒性剤(例えば放射性核種)に共
役される「リガンド」(例えばアビジン)の投与に続いて患者に投与される。 
【００８７】
　ここに開示した抗ＣＤ１１ａ抗体は、イムノリポソームとしても調製され得る。抗体を
含んだリポソームは、Epsteinら、Proc．Natl．Acad．Sci．USA 82:368 8(1985)；Hwang
ら、Proc．Natl Acad．Sci．USA 77:4030(1980)；及び米国特許第4,485,045号と4,544,54
5号中に記載されたような、当該分野で周知の方法により調製される。増加した循環時間
を持つリポソームは、米国特許第5,013,556号中に開示される。 
【００８８】
　特に有用なリポソームは、ホスファチジルコリン、コレステロール及びＰＥＧ ‐誘導
化ホスファチジルエタノールアミン(ＰＥＧ－ＰＥ)を含んだ脂質組成物とともに逆相エバ
ポレーション法によって生成され得る。リポソームは、望ましい直径を持ったリポソーム
を得るため定義されたポアサイズのフィルターを通して押し出しされる。本発明の抗体の
Ｆａｂ'フラグメントは、ジスルフィド交互反応を経て、Martinら、J．Biol．Chem．257:
286-288(1982)中に記載されたようなリポソームに共役され得る。化学療法剤(ドキソルビ
シンのような)は、リポソームの内部に任意に含有せしめ得る。Gabizonら、J．National 
Cancer Inst.81(19): 1484(1989)を参照。 
【００８９】
　本発明の抗体は、活性抗癌薬にプロドラッグを変える(例えば、ペプチジル化学療法剤
、WO 81／01145を参照)プロドラッグ活性化酵素に抗体を接合することによってＡＤＥＰ
Ｔ中で使用され得る。例えば、WO 88／07378及び米国特許第4,975,278号を参照。 
【００９０】
　ＡＤＥＰＴのために有用な免疫接合体の酵素成分は、それをより活性化する、細胞毒性
形態に変換するためのそのような手法においてプロドラッグに作用することができるいず
れかの酵素を含む。 
【００９１】
　本発明に方法において有用である酵素は、制限されることなしに、ホスファート含有プ
ロドラッグを遊離の薬に変換するために有用なアルカリホスファターゼ；スルファート含
有プロドラッグを遊離の薬に変換するのに有用なアリールスルファターゼ；非毒性５-フ
ルオロシトシンを抗癌薬、５‐フルオロウラシルに変換するのに有用なシトシンデアミナ
ーゼ；ペプチド含有プロドラッグを遊離の薬に変換するのに有用である、セラティアプロ
テアーゼ、セルモリシン、ズブチリシン、カルボキシペプチダーゼ及びカテプシン(カテ
プシンＢ及びＬのような)のようなプロテアーゼ；Ｄ-アミノ酸置換体を含むプロドラッグ
を変換するのに有用な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
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を遊離の薬に変換するのに有用なβ‐ガラクトシダーゼとノイラミニダーゼのような炭水
化物切断酵素；β‐ラクタム誘導体化薬を遊離の薬に変換するのに有用なβ‐ラクタマー
ゼ；及びそれぞれフェノキシアセチル又はフェニルアセチル基によってそれのアミン窒素
において誘導体化した薬を遊離の薬に変換するのに有用な、ペニシリンＶアミダーゼ又は
ペニシリンＧアミダーゼのようなペニシリンアミダーゼを含む。代替的に、「アブザイム
」として当該分野において周知でもある、酵素活性を持った抗体は、本発明のプロドラッ
グを遊離の活性薬に変換するために使用され得る(例えば、Massey、Nature 328:457-458(
1987)を参照)。抗体‐アブザイム接合体は、腫瘍細胞集団へのアブザイムのデリバリーの
ためにここに記載したように調製され得る。 
【００９２】
　本発明の酵素は、上述したヘテロ二機能性架橋試薬の使用のような当該分野で周知の方
法によって抗ＣＤ１１ａ抗体に共有的に結合され得る。代替的に、本発明の酵素の少なく
とも機能的活性部分に結合した本発明の抗体の少なくとも抗原結合領域を備える融合タン
パク質は、当該分野で周知の組換えＤＮＡ技術を用いて構成され得る(Neubergerら、Natu
re 312:604-608(1984)を参照)。 
【００９３】
　本発明のある実施態様において、例えば腫瘍穿通を増加するために、完全な抗体と言う
よりはむしろ、抗体フラグメントを使用することが望ましいとされ得る。このケースにお
いて、それの血清半減期を増加するために抗体フラグメントを変更することが望ましいと
され得る。これは、例えば、抗体フラグメント中へのサルベージレセプター結合エピトー
プの合併によって達成され得る(例えば、抗体フラグメント中の適当な領域の変異によっ
て、又はペプチドタグ内への該エピトープの合併によって、すなわち末端又は中位でのい
ずれか一方で抗体フラグメントに融合される、例えばＤＮＡ又はペプチド合成によって)
。1996年10月17日公表のWO 96／32478を参照。 
【００９４】
　サルベージレセプター結合エピトープは、一般に領域を構成し、ここで、Ｆｃドメイン
の一又はそれ以上のループからのいずれかーつ又はそれ以上のアミノ酸残基は、抗体フラ
グメントの類似位置に転移される。より好ましくは、Ｆｃドメインの１又は２つのループ
からの３又はそれ以上の残基は、転移される。さらにより好ましくは、該エピトープは、
Ｆｃ領域の(例えばＩｇＧの）ＣＨ２ドメインから取り出され且つ該抗体のＣＨ１，ＣＨ
３、又はＶH領域、或いは一以上のそのような領域に転移される。代替的に、該エピトー
プは、Ｆｃ領域のＣＨ２ドメインから取り出され、該抗体フラグメントのＣL領域又はＶL

領域、或いは両方、に転移される。 
【００９５】
　最も好ましい実施態様において、該サルベージレセプター結合エピトープは、該配列(5
'から3')：PKNSSMISNTP(配列番号：１６)を備え、且つ、HQSLGTQ(配列番号：１７)、HQNL
SDGK(配列番号：１８)及びHQNISDGK(配列番号：１９)、又は特に該抗体フラグメントがＦ
ａｂ又はＦ(ab')2である場合、VISSHLGQ(配列番号：２０)からなる群から選択される配列
を任意にさらに備える。別の最も好ましい実施態様において、該サルベージレセプター結
合エピトープは、配列(5'から3') ：HQNLSDGK(配列番号：１８)、HQNISDGK(配列番号：１
９)、又はVISSHLGQ(配列番号：２０)と配列：PKNSSMISNTP(配列番号：１６)を含むポリペ
プチドである。 
【００９６】
　ヒト化ＣＤ１１ａ抗体の共有結合修飾もまた、本発明の範囲内に含まれる。それらは、
化学合成によって又はもし適用可能であれば、該抗体の酵素的又は化学的切断によって作
製され得る。該抗体の共有結合修飾の他のタイプは、選択した側鎖又はＮ-又はＣ-末端残
基との反応が可能な有機誘導化剤によって抗体の標的化アミノ酸残基の反応により分子内
に導入される。 
【００９７】
　最も普通にはシステイニル残基が、カルボキシメチル又はカルボキシアミドメチル誘導
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体を与えるために、クロロ酢酸又はクロロアセトアミドのようなα‐ハロアセタート(及
び相対するアミン)と反応される。システイニル残基はまた、ブロモトリフルオロアセト
ン、α‐ブロモ‐β-(５-イミドゾイル)プロピオン酸、リン酸クロロアセチル、Ｎ-アル
キルマレイミド、３-ニトロ‐２‐ピリジルジスルフィド、メチル２－ピリジルジスルフ
ィド、ｐ‐クロロ水銀ベンゾアート、２ -クロロ水銀‐４ニトロフェノール、又はクロロ
‐７‐ニトロベンゾ‐２‐オキサ-1,3-ジアゾールとの反応によって誘導される。 
【００９８】
　ヒスチジル残基は、この剤がヒスチジル側鎖のための相対的に特異的であるため、pH5.
5-7.0でジエチルピロカーボナートとの反応により誘導される。臭化パラブロモフェナシ
ルも有用である；その反応は、ｐＨ６．０で０．１Ｍカコジル酸ナトリウム中で好ましく
は実行される。 
【００９９】
　リシニル及びアミノ末端残基は、コハク酸又は他のカルボン酸無水物と反応させる。こ
れら剤による誘導体化は、リシニル残基の電荷を逆転する影響を有する。α‐アミノ含有
残基を誘導体化するための他の好適な試薬は、メチルピコリンイミダート、リン酸ピリド
キサル、ピリドキサル、塩化ホウ素水素化物トリニトロベンゼンスルホン酸、Ｏ-メチル
イソウレア、2,4-ペンタンジオンのようなイミドエステル、及びグリオキシラートとのト
ランスアミナーゼ触媒反応を含む。 
【０１００】
　アルギニル残基は、フェニルグリオキサル、2,3-ブタンジオン、1,2-シクロヘキサンジ
オン、及びニンヒドリンのそれらのうちの１又は幾つかの通常の試薬との反応によって修
飾される。アルギニン残基の誘導体化は、グアニジン官能基の高いｐＫａのためにその反
応がアルカリ条件において実行されることを要求する。さらに、これらの試薬は、アルギ
ニンエプシロンアミノ基と同じくリシンの基と反応し得る。 
【０１０１】
　チロシル残基の特異的修飾は、芳香族ジアゾニウム化合物又はテトラニトロメタンとの
反応によってチロシル残基内にスペクトルの標識を導入することへの特別な関心により作
製され得る。最も普通には、Ｎ-アセチルイミジゾールとテトラニトロメタンが、それぞ
れＯ-アセチルチロシル種及び３-ニトロ誘導体を形成するために使用される。チロシル残
基は、ラジオイムノアッセイにおける使用のために標識化タンパク質を調製するために、
125Ｉ又は131Ｉを用いてヨウ素化される。 
【０１０２】
　カルボキシル側鎖(アスパルチル又はグルタミル)は、１-シクロヘキシル‐3‐ (２-モ
ルホリニル‐４-エチル)カルボジイミド又は１-エチル‐３-(４‐アゾニア-4,4-ジメチル
フェニル)カルボジイミドのようなカルボジイミド(Ｒ-Ｎ=Ｃ=Ｎ ‐Ｒ')(式中ＲとＲ'は異
なるアルキル基である)との反応によって選択的に修飾される。さらに、アスパルチルと
グルタミル残基は、アンモニウムイオンとの反応によってアスパラギニル及びグルタミニ
ル残基に変換される。 
【０１０３】
　グルタミニルとアスパラギニル残基は、それぞれの相当するグルタミルとアスパルチル
残基にしばしば脱アミド化される。これら残基は、中性又は塩基性条件下で脱アミド化さ
れる。これら残基の脱アミド化形態は本発明の範囲内にある。 
【０１０４】
　他の修飾は、プロリンとリシンの水酸化、セリル又はトレオニル残基の水酸基のリン酸
化、リシン、アルギニン及びヒスチジン側鎖のα‐アミノ基のメチル化 (T.E．Creighton
,Proteins:Structure and Molecular Properties，W.H．Freema n & Co.,San Francisco,
pp.79-86(1983))、Ｎ-末端アミンのアセチル化、いずれかのＣ-末端カルボニル基のアミ
ド化を含む。 
【０１０５】
　別のタイプの共有結合修飾は、該抗体への化学的又は酵素的カップリンググリコシルを
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含む。これらの方法は、それらがＮ-又はＯ-結合グリコシル化のためのグリコシル化能力
を有する宿主細胞中で該抗体の生産が要求されないことにおいて有効である使用したカッ
プリングモードに基づいて、その糖は、(a)アルギニンとヒスチジン、(b)遊離カルボキシ
ル基、(c)システインのそれのような遊離スルフィドリル基、(d)セリン、トレオニン、又
はヒドロキシプロリンのそれのような遊離水酸基、(e)フェニルアラニン、チロシン、又
はトリプトファンのそれのような芳香族残基、又は(f)グルタミンのアミド基に付着させ
得る。これらの方法は、1987年9月11日公表のWO 87／05330中に、及びAplinとWristo n，
CRC Crit．Rev．Biochem.，pp.259-306(1981)中に記載される。 
【０１０６】
　該抗体上に存在するいずれかの炭水化物部分の除去は、化学的又は酵素的に達成され得
る。化学的脱グリコシル化は、化合物トリフルオロメタンスルホン酸、又は同等の化合物
に該抗体をさらすことを要求する。この処理は、結合糖(Ｎ-アセチルグルコサミン又はＮ
-アセチルガラクトサミン)を除く大部分の又は全ての糖の切断の結果となり、一方抗体は
完全に残される。化学的脱グリコシル化は、 Hakimuddinら、Arch．Biochem．Biophys．2
59:52(1987)により及びEdgeら、Anal ．Biochem.，118:131(1981)により記載される。該
抗体上の炭水化物部分の酵素的切断は、Thotakuraら、Meth．Enzymol．138:350(1987)に
より記載されるような、各種のエンド‐及びエキソ‐グリコシダーゼの使用により達成さ
れ得る。 
【０１０７】
　該抗体の共有結合修飾の別なタイプは、米国特許第4,640,835号；4,496,689号；4,301,
144号；4,670,417号；4,791,192号又は4,179,337号中に記載の手法において、各種の非タ
ンパク質ポリマー、例えばポリエチレングリコール、ポリプロピレングリコール、又はポ
リオキシアルキレンの一つに該抗原を結合することを備える。
【０１０８】
〈Ｂ．ベクター、宿主細胞、及び組換え方法〉
　本発明はまた、ヒト化抗ＣＤ１１ａ抗体をコードする単離核酸、該核酸を具備するベク
ター及び宿主細胞、並びに該抗体を産生するための組換え技術も提供する。 
【０１０９】
　前記抗体の組換産生のため、それをコードする前記核酸が単離され、更なるクローニン
グ（ＤＮＡの増幅）又は発現を行うために複製ベクターへ挿入される。モノクローナル抗
体をコードするＤＮＡを直ぐに単離して通常の方法（例えば当該抗体の重鎖及び軽鎖をコ
ードしている遺伝子に特異的に結合可能なオリゴヌクレオチドプローブにより）を使用し
て配列決定する。多くのベクターが入手可能である。ベクターの構成には一般的に、以下
のものの一又はそれ以上を含むがこれには限定されない：シグナル配列、複製起点、一又
はそれ以上のマーカー遺伝子、エンハンサーエレメント、プロモーター、及び転写終止配
列。 
【０１１０】
〈（ｉ）シグナル配列要素〉 
　本発明の抗ＣＤ１１ａ抗体は、組換え的に直接に産生するのみならず、好ましくはシグ
ナル配列又は他のポリペプチドであって成熟した蛋白質又はポリペプチドのＮ末端に特異
的開裂部位を有する非相同性ポリペプチドとの融合ポリペプチドとして産生してもよい。
選択される非相同的シグナル配列は宿主細胞により認識されて処理（即ち、シグナルペプ
チダーゼにより）されるものである。未変性の抗ＣＤ１１ａ抗体シグナル配列について認
識も処理も行わない原核性の宿主細胞の場合、このシグナル配列は例えば以下の群よりな
る原核細胞のシグナル配列から選択される：アルカリホスファターゼ、ぺニシリナーゼ、
ｌｐｐ、又は熱安定性エンテロトキシンＩＩリーダー。酵母の分泌の場合、未変性のシグ
ナル配列は、例えば酵母インベルターゼリーダー、α因子リーダー(サッカロマイセス（
Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ）及びクルイベロマイセス（Ｋｌｕｙｖｅｒｏｍｙｃｅｓ）
のα因子リーダーを含む)、酸ホスファターゼリーダー、Ｃ．アルビカンス（ａｌｂｉｃ
ａｎｓ）グルコアミラーゼリーダー、又はWO90／13646に記載のシグナルにより置換され
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ていてもよい。哺乳動物細胞の発現においては、哺乳類シグナル配列はウイルス性分泌リ
ーダー、例えば単純ヘルペスのｇＤシグナルと同様に入手可能である。 
【０１１１】
　そのような前駆体領域は、抗ＣＤ１１ａ抗体をコードするＤＮＡにリーディングフレー
ムにおいて連結される。 
【０１１２】
〈（ｉｉ）複製起点要素〉 
　発現用及びクローニング用ベクターのいずれも、一又はそれ以上の選択した宿主内でベ
クターを複製させることを可能にする核酸配列を含んでいる。一般的に、クローニンダベ
クターにおいては、この配列は宿主の染色体ＤＮＡとは独立に複製することを可能にする
ものであり、複製起点又は自律性複製配列を含んでいる。このような配列は種々の細菌、
酵母、及びウイルスに対して知られている。プラスミドｐＢＲ３２２由来の複製起点は、
ほとんどのグラム陰性細菌に適し、２ μプラスミド起点は酵母に適し、そして種々のウ
イルス起点（ＳＶ４０、ポリオーマ、アデノウイルス、ＶＳＶ、又はＢＰＶ）は、哺乳動
物細胞におけるクローニングベクターに有益である。一般的に、複製起点の構成要素は、
哺乳類の発現べクター（ＳＶ４０の起点を典型的に使用しても良いが、これは初期プロモ
ーターを含むという理由のみのためである）には必要ではない。 
【０１１３】
〈（ＩＩＩ）選択遺伝子要素〉 
　発現及びクローニングベクタには、選択遺伝子、又は選択可能マーカーともいう、を含
むことができる。典型的な選択遺伝子は、（ａ）抗生物質やその他の毒素、例えばアンピ
シリン、ネオマイシン、メトトレキセート、又はテトラサイクリンに対して抵抗性を与え
、（ｂ）栄養要求性欠損を補完し、又は（ｃ）例えば桿菌に対するＤ－アラニンラセマー
ゼをコードする遺伝子のように、複合培地からは得られない重要な栄養素を供給する、蛋
白質をコードする。 
【０１１４】
　選択スキームの一つの例は、宿主細胞の成長を停止させる薬剤を使用する。非相同性遺
伝子でうまく形質転換された細胞は、薬剤抵抗を与える蛋白質を産生し、よって選択プロ
グラムで生存する。このような優性選択の例は、ネオマイシン、マイコフェノール酸（My
cophenolic acid）、ハイグロマイシンの薬剤を使用する。 
【０１１５】
　哺乳動物細胞用の適切な選択マーカーの別の例は、ＤＨＦＲ、チミジンキナーゼ、メタ
ロチオネイン－Ｉ、及び－ＩＩ、好ましくは霊長類メタロチオネイン遺伝子、アデノシン
デアミナーゼ、オルニチンデカルボキシラーゼ等のように、抗ＣＤ１１ａ抗体核酸を取り
上げるコンピテント細胞を同定することを可能にするものである。 
【０１１６】
　例えば、ＤＨＦＲ選択性遺伝子で形質転換された細胞はまず、ＤＨＦＲのアンタゴニス
トであるメトトレキセート（Ｍｔｘ）を含む培養液中の形質転換体の全てを培養すること
によって同定される。野生型のＤＨＦＲを用いる場合の適切な宿主細胞は、ＤＨＦＲ活性
に欠失があるチャイニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）細胞株である。 
【０１１７】
　或いは、宿主細胞（特には内在性のＤＨＦＲを含む野生型の宿主）を、抗ＣＤ１１ａ抗
体、野生型ＤＨＦＲ蛋白質、及びアミノグリコシド３’－ホスホトランスフェラーゼ（Ａ
ＰＨ）等の別の選択マーカーをコードするＤＮＡ配列で形質転換又は同時形質転換したも
のは、アミノグリコシド系抗生物質、例えばカナマイシン、ネオマイシン若しくはＧ４１
８の選択性マーカー用選択剤を含む培養液中で細胞増殖させることにより選択することが
可能である。米国特許番号４，９６５，１９９を参照。 
【０１１８】
　酵母で使用する適切な選択遺伝子は、酵母プラスミドＹＲｐ７中に存在するｔｒｐ１遺
伝子である（Ｓｔｉｎｃｈｃｏｍｂら、Ｎａｔｕｒｅ、２８２：３９（１９７９））。こ
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のｔｒｐ１遺伝子は、トリプトファン中で増殖する能力を欠く、酵母の変異株、例えばＡ
ＴＣＣ番号４４０７６又はＰＥＰ４－１用の選択マーカーを提供するものである（Ｊｏｎ
ｅｓ、Ｇｅｎｅｔｉｃｓ、８５：１２（１９７７））。酵母細胞のゲノム中のｔｒｐ１障
害の存在は、次に、トリプトファンが欠如する中で増殖する形質転換体を検出するのに効
果的な環境を提供する。同様に、Ｌｅｕ２－欠失酵母株（ＡＴＣＣ２０，６２２、又は３
８，６２６）は、Ｌｅｕ２遺伝子を持つ既知のプラスミドで補完される。 
【０１１９】
　更に、１.６μｍ環状プラスミドｐＫＤ１に由来するベクターは、クルイベロマイセス
（Ｋｌｕｙｖｅｒｏｍｙｃｅｓ）酵母の形質転換に用いることができる。或いは、組換え
子ウシキモシンの大量の生産用の発現システムがＫ．ラクチス（ｌａｃｔｉｓ）に対して
報告されている（Ｖａｎ ｄｅｒ Ｂｅｒｇ、Ｂｉｏ／Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ、８：１３５
（１９９０））。クルイベマイセスの工業用株による、成熟組換えヒト血清アルブミンの
分泌用の、安定な多コピー発現ベクターもまた開示されている（Ｆｌｅｅｒら、Ｂｉｏ／
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ、９：９６８－９７５（１９９１））。 
【０１２０】
〈（ｉｖ）プロモーター要素〉 
　発現用及びクローニング用ベクターは通常、宿主生物により認識され、抗ＣＤ１１ａ抗
体核酸に機能的に連結されるプロモーターを含んでいる。原核性宿主で使用するのに適す
るプロモーターには、ｐｈｏＡプロモーター、β－ラクタマーゼ及びラクトースプロモー
ター系、アルカリホスファターゼ、トリプトファン（ｔｒｐ）プロモーター系、及びｔａ
ｃプロモーター等のようなハイブリッドプロモーターが含まれる。しかしながら、他の既
知の細菌性プロモーターも適している。細菌系で使用されるプロモーターはまた、抗ＣＤ
１１ａ抗体をコードするＤＮＡに機能的に連結されたシャイン－ダルガーノ（Ｓ．Ｄ．）
配列を含んでいる。 
【０１２１】
　真核細胞についてもプロモーターが知られている。実質的に全ての真核遺伝子は、転写
か開始される部位の上流、約２５乃至３０塩基に位置するＡＴ－リッチな領域を有してい
る。多くの遺伝子の転写開始点の上流７０乃至８０塩基に見られる別の配列は、ＣＮＣＡ
ＡＴ領域であり、ここでＮはいかなるヌクレオチドをも意味する。多くの真核遺伝子の３
’末端には、ボリＡテイルをコード配列の３ ’末端に付加するシグナルとなりえるＡＡ
ＴＡＡＡ配列がある。これらの配列の全ては、真核発現ベクター中に適切に挿入されてい
る。 
【０１２２】
　酵母宿主で用いるのに適切な促進性配列の例には、３－ホスホグリセレートキナーゼ、
又はエノラーゼ、グリセルアルデヒド－３－ホスフェートデヒドロゲナーゼ、ヘキソキナ
ーゼ、ビルビン酸デカルボキシラーゼ、ホスホフルクトキナーゼ、グルコース－６－リン
酸イソメラーゼ、３－ホスホグリセレートムターゼ、ピルビン酸キナーゼ、トリオースホ
スフェートイソメラーゼ、ホスホグルコースイソメラーゼ、及びグルコキナーゼ等の他の
解糖系酵素用のプロモーターが含まれる。 
【０１２３】
　他の酵母プロモーターで、増殖条件により転写が制御されるという付加的な利点を有す
る誘導性プロモーターであるものは、アルコールデヒドロゲナーゼ２、イソチトクローム
Ｃ、酸性ホスファターゼ、窒素代謝に関連する分解性酵素、メタロチオネイン、グリセル
アルデヒド－３－ホスフェートデヒドロゲナーゼ、並びにマルトース及びガラクトースの
利用に関与する酵素用のプロモーター領域である。酵母中での発現に使用する適切なベク
ター及びプロモーターは、更にはＥＰ７３，６５７中に記載されている。酵母エンハンサ
ーもまた、酵母プロモーターと有利に使用される。 
【０１２４】
　哺乳動物宿主細胞中におけるベクターからの抗ＣＤ１１ａ抗体の転写は、例えばポリオ
ーマウイルス、伝染性上皮腫ウイルス、アデノウイルス（例えばアデノウイルス２型）、
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ウシパピローマウイルス、トリ肉腫ウイルス、サイトメガロウイルス、レトロウイルス、
Ｂ型肝炎ウイルス、そして最も好ましくはシミアンウイルス４０（ＳＶ４０）等のような
ウイルスのゲノムから得たプロモーターや、非相同性の哺乳動物性プロモーター、例えば
アクチンプロモーター又は免疫グロブリンプロモーター、更には熱ショックプロモーター
から得られるプロモーターにより制御されているが、但しそのようなプロモーターは宿主
細胞系と適合するものであるという条件がつく。 
【０１２５】
　ＳＶ４０ウイルスの初期及び後期プロモーターはＳＶ４０の複製起点をも含むＳＶ４０
制限断片として都合よく得られる。ヒトサイトメガロウイルスの極初期プロモーターは、
ＨｉｎｄＩＩＩ Ｅ制限断片として都合よく得られる。哺乳類の宿主で、ウシパピローマ
ウイルスをベクターとして利用した、ＤＮＡを発現させる系が、米国特許番号４，４１９
，４４６に開示されている。この系を改変したものが、米国特許番号４，６０１，９７８
に記載されている。単純ヘルペスウイルス由来のチミジンキナーゼプロモーターの制御下
にあるヒトβ－インターフェロンｃＤＮＡをマウス細胞で発現させたＲｅｙｅｓらの文献
（Ｎａｔｕｒｅ，２９７：５９８－６０１（１９８２））を参照。或いは、ラウス肉腫ウ
イルスの末端反復配列もプロモータとして使用することができる。 
【０１２６】
〈（ｖ）エンハンサーエレメント要素〉 
　本発明の抗ＣＤ１１ａ抗体をコードするＤＮＡについての、高等真核生物による転写は
しばしば、ベクター中にエンハンサー配列を挿入することで増大する。哺乳類の既知の遺
伝子（グロビン、エラスターゼ、アルブミン。α－フェトプロテイン、及びインスリン）
より、多くのエンハンサー配列が知られている。しかしながら典型的には、真核細胞ウイ
ルス由来のエンハンサーを使用する例としては、複製起点の後ろ側（１００－２７０ｂｐ
）にあるＳＶ４０エンハンサー、サイトメガロウイルス初期プロモーターのエンハンサー
、複製起点の後ろ側にあるポリオーマエンハンサー、及びアデノウイルスエンハンサーが
含まれる真核性プロモーターを活性化する宜進生配列エレメントについての、Ｙａｎｉｖ
の文献（Ｎａｔｕｒｅ，２９７：１７－１８（１９８２））も参照されたい。エンハンサ
ーは、ベクター中の抗ＣＤ１１ａ抗体をコードする配列の５’又は３’側に接合させても
良いが、好ましくはプロモーターより５’側に位置させる。 
【０１２７】
〈（ｖｉ）転写終止要素〉 
　真核宿主細胞（酵母、菌類、昆虫、植物、動物、ヒト、又は他の多細胞性生物由来の有
核細胞）中で使用される発現ベクターにはまた、転写の終止及びｍＲＮＡの安定化に必要
な配列が含まれるであろう。このような配列は通常は、真核性若しくはウイルス性のＤＮ
Ａ、又はｃＤＮＡの非翻訳領域の５’、ときには３’ より得ることができる。これらの
領域には、抗ＣＤ１１ａ抗体をコードするｍＲＮＡの非翻訳領域におけるポリアデニル化
断片として転写されるヌクレオチド配列が含まれる。有益な転写終止要素の一つは、ウシ
成長ホルモンポリアデニレーション領域である。ＷＯ９４／１１０２６及びその中で開示
されている発現ベクターを参照されたい。 
【０１２８】
〈（ｖｉｉ）宿主細胞の選択及び形質転換〉 
　本願においては、ベクター中のＤＮＡを発現、又はクローニングするベクターに適する
宿主としては、上記したような、原核細胞、酵母、又は高等な真核細胞がある。この目的
に適した原核細胞には、グラム陰性又はグラム陽性の生物等のような真正細菌、例えばエ
シェリシア（Escherichia）（例：大腸菌（E.coli））、エンテロバクター（Enterobacte
r）、エルウィニア（Erwinia）、クレブシエラ（Klebsiella）、プロテウス（Proteus）
、サルモネラ（Salmonella）（例：サルモネラ．ティフィムリウム（Salmonella typhimu
rium））、セラチア（S erratia）（例：セラチア マルセスカンス（Serratia marcescan
s））、及び赤痢菌（Shigella）のようなエンテロバクテリア科と同様に、桿菌（Bacilli
）（例：Ｂ．サブチリス（subtilis）、Ｂ．リヒェニフォルミス（licheniformis ）（例
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：１９８９年４月１２日発行のＤＤ２６６，７１０に開示されているＢ．リヒェニフォル
ミス（licheniformis）４１Ｐ））、シュードモナス（Pseudomon as）（例：Ｐ．アエル
ギノサ（aeruginosa））及びストレプトミセス（Streptom yces）が含まれる。他の株、
例えばＥ．ｃｏｌｉ Ｂ、Ｅ．ｃｏｌｉ Ｘ１７７６（ＡＴＣＣ３１，５３７）、及びＥ．
ｃｏｌｉＷ３１１０（ＡＴＣＣ２７，３２５）も適しているが、大腸菌クローニング宿主
のうちの好ましいものの一つは、Ｅ．ｃｏｌｉ２９４（ＡＴＣＣ３１，４４６）である。
これらは限定するものではなく、例示するものである。 
【０１２９】
　原核細胞に加えて、糸状真菌、又は酵母のような真核性の微生物も、抗ＣＤ１１ａ抗体
をコードするベクターのクローニング又は発現用の宿主として適する。サッカロミセス 
セレビシエ（Saccharomyce cerevisiaes）、又はベーカーズ酵母として知られるものは、
低級な真核性宿主微生物の中では最もよく使用される。しかしながら、数多くの他の属、
種、及び株が入手可能でありまた本願でも有益であり、例えばシゾサッカロミセス ポン
ベ（Schizosaccharomyces pom be）；クルイベロミセス（Kluyveromyces）宿主（例：Ｋ
．ラクチス（lactis）、Ｋ．フラギリス（fragilis）（ＡＴＣＣ１２，４２４）、Ｋ．ブ
ルガリクス（ bulgaricus）（ＡＴＣＣ１６，０４５）、Ｋ．ウィカラミイ（wickeramii
）（ＡＴＣＣ２４，１７８）、Ｋ．ワルチイ（waltii）（ＡＴＣＣ５６，５００）、Ｋ．
ドロソフィラルム（drosopilarum）（ＡＴＣＣ３６，９０６）、Ｋ．サーモト・レランス
（thermotolerans）、及びＫ．マルキシアヌス（marxianus））；ヤロウィア（yarrowia
）（ＥＰ４０２，２２６）；ピチア パストリス（Pichia pastoris）（ＥＰ１８３，０７
０）；カンジダ（Candida）；トリコデルマ レエシア（Trichoderma reesia）（ＥＰ２４
４，２３４）；ニューロスポラ クラッサ（Neurospora crassa）；シュワンニオマイセス
（Schwanniomyces）（例：シュワンニオマイセス オクシデンタリス（Schwanniomyces oc
cidentalis））；及び糸状菌類（例：ニューロスポラ（Neurospora）、ペニシリウム（Pe
nici llium）、トリポクラディウム（Trypocladium）、及びアスペルギルス（Aspergi ll
us）宿主（例：Ａ．ニズランス（nidulans）、及びＡ．ニガー（niger））がある。 
【０１３０】
　グルコシル化した抗ＣＤ１１ａ抗体を発現するための適切な宿主細胞は、多細胞生物に
由来する。無脊椎生物の細胞の例としては植物及び昆虫の細胞がある。多数のバキュロウ
イルス株及び変異体、並びにスポドプテラ フルギペルダ（Spo doptera frugiperda）（
イモムシ）、アエデス アエギプチ（Aedes aegypti ）（カ）、アエデス アルボピクタス
（Aedes albopictus）（カ）、ドロソフィラ メラノガスタ（Drosophila melanogaster）
（ショウジョウバエ）、及びボンビクス モリ（Bombyx mori）などの宿主由来の、対応す
る許容性昆虫宿主細胞が同定されている。数多くの形質移入用ウイルス株、例えばオート
グラファ カリフォルニカ（Autographa californica）ＮＰＶのＬ－１変異体、及びボン
ビクス モリ（Bombyx mori）ＮＰＶのＢｍ－５株が入手可能であり、このようなウイルス
は本発明によれば、本願のウイルスとして使用することが可能であり、特にスポドプテラ
 フルギペドラ（Spodoptera frugiperda）細胞の形質移入用に使用できる。 
【０１３１】
　ワタ、トウモロコシ、ジャガイモ、ダイズ、ペチュニア、トマト、及びタバコの植物細
胞培養を宿主として使用することが可能である。 
【０１３２】
　しかしながら、脊髄生物の細胞が最も興味を持たれていて、脊髄生物の細胞の培養（組
織培養）による増殖は、日常的な方法になっている。有益な哺乳類宿主細胞の例としては
、ＳＶ４０で形質転換したサルの腎臓ＣＶ－１株（ＣＯＳ－７、ＡＴＣＣ ＣＲＬ１６５
１）；ヒト胎児性腎臓株（２９３、又は懸濁培養中で増殖させた２９３細胞のサブクロー
ン、Ｇｒａｈａｍら、Ｊ．Ｇｅｎ．Ｖｉｒｏｌ．３６：５９（１９７７））ベビーハムス
ター腎臓細胞（ＢＨＫ、ＡＴＣＣ ＣＣＬ１０）；チャイニーズハムスター卵巣細胞／－
ＤＨＦＲ（ＣＨＯ、Ｕｒｌａｕｂら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ 
７７：４２１６（１９８０））；マウスセルトリ細胞（ＴＭ４、Ｍａｔｈｅｒ、Ｂｉｏｌ
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．Ｒｅｐｒｏｄ．２３：２４３－２５１（１９８０））；サル腎臓細胞（ＣＶ１ ＡＴＣ
ＣＣＣＬ７０）；アフリカミドリザル腎臓細胞（ＶＥＲＯ－７６、ＡＴＣＣ ＣＲＬ－１
５８７）；ヒト頚部癌細胞（ＨＥＬＡ、ＡＴＣＣ ＣＣＬ２）；イヌ腎臓細胞（ＭＤＣＫ
、ＡＴＣＣ ＣＣＬ３４）；バッファロラット肝臓細胞（ＢＲＬ３Ａ、ＡＴＣＣ ＣＲＬ 
１４４２）；ヒト肺細胞（Ｗ１３８、ＡＴＣＣ ＣＣＬ７５）；ヒト肝臓細胞（ＨｅｐＧ
２、ＨＢ８０６５）；マウス乳腺癌（ＭＭＴ０６０５６２、ＡＴＣＣ ＣＣＬ５１）；Ｔ
ＲＩ細胞（Ｍａｔｈｅｒら、Ａｎｎａｌ．Ｎ．Ｙ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．３８３：４４－６
８（１９８２））；ＭＲＣ５細胞；ＦＳ４細胞；及びヒト肝細胞腫株（ＨｅｐＧ２）であ
る。 
【０１３３】
　宿主細胞は、上記の抗ＣＤ１１ａ抗体産生用の発現用又はクローニング用ベクターで形
質転換されて、プロモーターを誘導し、形質転換体を選択し、又は所望の配列をコードす
る遺伝子を増幅させるために適切に改変した通常の栄養培地中で培養される。 
【０１３４】
〈（ｖｉｉｉ）宿主細胞の培養〉 
　本発明の抗ＣＤ１１ａ抗体を産生するのに使用した宿主細胞は、種々の培地中で培養す
ることができる。商業的に入手可能な培地、例えばハムＦ１０（シグマ）、最小必須培地
（ＭＥＭ）（シグマ）、ＲＰＭＩ－１６４０（シグマ）、及びダルベッコ改変イーグル培
地（（ＤＭＥＭ）、シグマ）等が当該宿主細胞を培養するのに適している。更に、Ｈａｍ
ら（Ｍｅｔｈ．Ｅｎｚ．５８：４４（１９７９））、Ｂａｒｎｅｓら（Ａｎａｌ．Ｂｉｏ
ｃｈｅｍ．１０２：２５５（１９８０））、米国特許番号の４，７６７７０４；４，６５
７，８６６；４，９２７，７６２；４，５６０，６５５；若しくは５，１２２，４６９；
ＷＯ９０／０３Ｚ１３０；ＷＯ８７／００１９５；又は米国特許番号のＲｅ ３０，９８
５に記載される何れも、当該宿註細胞用の培地として使用することができる。これらの培
地の何れも必要であればホルモン、及び／又は他の成長因子（例えばインスリン、トラン
スフェリン、又は土皮細胞成長因子）、塩（例えば塩化ナトリウム、カルシウム、マグネ
シウム、及びリン酸塩）、緩衝液（例えばＨＥＰＥＳ）、ヌクレオチド（例えばアデノシ
ン及びチミジン）、抗生物質（例えばゲンタマイシン（商標）薬剤）、微量元素（マイク
ロモルの範囲の最終濃度で通常は存在する無機化合物と定義される）、及びグルコース又
は等価なエネルギー源で補充していてもよい。当業者に知られる他の必要な補充物のいか
なるものも、適切な濃度で含めることができる。温度、ｐＨ等の培養条件は、発現用に選
択した宿主細胞で以前に使用したものであり、当業者には明らかである。 
【０１３５】
〈（ｉｘ）抗ＣＤ１１ａ抗体の精製〉 
　組換え技術を使用すると、当該抗体は細胞内で、周辺質の空間で、又は直接培地中へ分
泌されるようにして産生することが可能である。抗体を細胞内で産生するならば、第一段
階として粒子状の細片、即ち宿主細胞又は溶解断片を、例えば遠心又は超遠心により除去
する。Carterらは、大腸菌の周辺質空間に分泌される抗体の単離方法を記載している（Ｂ
ｉｏ／Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ１０：１６３－１６７（１９９２））。簡単にいうと、細胞
ペーストを酢酸ナトリウム（ｐＨ３．５）、ＥＤＴＡ、及びフェニルメチルスホニルフル
オリド（ＰＭＳＦ）存在下で約３０分間解凍する。細胞細片は遠心で除去できる。抗体が
培地中に分泌される場合には、そのような発現系の上清は、一般的にはまず、商業的に入
手可能な蛋白質濃縮フィルター、例えばアミコン又はミリポアペリコン限外ろ過ユニット
を使用して濃縮する。ＰＭＳＦ等のプロテアーゼ阻害剤を、以後のいかなる工程に含ませ
て蛋白分解を阻害することができ、また抗生物質を含めて外来性の汚染物質の増殖を防止
しても良い。 
【０１３６】
　細胞より調製される抗体組成物は、例えばヒドロキシアパタイトクロマトグラフィー、
ゲル電気泳動、透析、及びアフィニティークロマトグラフィーを利用して精製することが
できるが、中でもアフィニティークロマトグラフィーが好ましい精製技術である。アフィ
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ニティーリガンドとしてのプロテインＡの適合性は、抗体中に存在するいずれかの免疫グ
ロブリンのＦｃ領域種及びアイソタイプに依存する。プロテインＡを利用して、ヒトのγ
１、γ２、又はγ４重鎖に基礎を置く抗体を精製することができる（Ｌｉｎｄｍａｒｋら
、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｍｅｔｈ．６２：１－１３（１９８３））。全てのマウスアイソ
タイプ、及びヒトのγ３に対しては、プロテインＧが推奨される（Ｇｕｓｓら、ＥＭＢＯ
 Ｊ．５：１５６７１５７５（１９８６））。アフィニティーリガンドを付けるマトリッ
クスは、多く：の場合、アガロースであるが、他のマトリックスでもよい。機械的に安定
なマトリックス、例えば制御されたポアグラス又はポリ（スチレンジビニル）ベンゼンな
どは、アガロースで行うものよりも、より大きい流速とより短い処理時間を可能にする。
抗体がＣH３領域を具備する場合、ＢａｋｅｒｂｏｎｄＡＢＸ（商標）レジン（Ｊ．Ｔ．
Ｂａｋｅｒ、Ｐｈｉｌｌｉｐｓｂｕｒｇ、ＮＪ）が精製に有益である。蛋白精製用の他の
技術、例えばイオン交換カラム、エタノール沈殿、逆相ＨＰＬＣ、シリカでのクロマトグ
ラフィー、アニオン若しくはカチオン交換レジン（例えばポリアスパラギン酸カラム）で
のヘパリンＳＥＰＨＡＲＯＳＥ（商標）クロマトグラフィー、クロマトフォーカシング、
ＳＤＳ－ＰＡＧＥ、及び硫安沈殿などによる分画も、回収する抗体によっては可能である
。 
【０１３７】
　予備的精製工程に引き続いて、興味のある抗体及び汚染部質を具備する混合物を、ｐＨ
が２．５乃至４．５の間の溶出緩衝液を、好ましくは低塩濃度（例：約０乃至０．２５Ｍ
の塩）において使用する低ｐＨ疎水性相互作用クロマトグラフィーにかける。 
【０１３８】
〈Ｃ． 製剤〉 
　所望の精製度の抗体と、適宜生理学的に許容されるキャリア、賦形剤、又は安定化剤を
混合することにより、凍結乾燥した製剤、又は水溶液の形態で、保存用の治療用抗体製剤
を調製する（Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ
、１６版、Ｏｓｏｌ，Ａ．編集、（１９８０））。許容可能なキャリア、賦形剤、又は安
定化剤は使用する投薬量及び濃度において摂取者に毒性がないものであり、またリン酸塩
、クエン酸塩、若しくは他の有機酸などの緩衝液；アスコルビン酸及びメチオニンを含む
酸化防止剤；保存料（例えばオクタデシルジメチルベンジル塩化アンモニウム；塩化ヘキ
サメトニウム；塩化ベンザルコニウム、塩化ベンゼトニウム；フェノール、ブチル若しく
はベンジルアルコール：メチル若しくはプロピルパラベン等のアルキルパラベン；カテコ
ール；レゾルシノール（resorcinol）；シクロヘキサノール；３－ペンタノール；及びｍ
－クレゾール）；低分子量（約１０残基未満）のポリペプチド；血清アルブミン、ゲラチ
ン、又は免疫グロブリン等の蛋白質；ポリビニルピロリドン等の親水性ポリマー；グリシ
ン、グルタミン、アスパラギン、ヒスチジン、アルギニン、リジン等のアミノ酸；モノサ
ッカライド、ジサッカライド、並びにグルコース、マンノース、又はデキストリンを含む
他の炭水化物；ＥＤＴＡ等のキレート剤；ショ糖、マンニトール、トレハロース又はソル
ビトール等の糖；ナトリウムなどの塩形成対イオン；金属錯体（例：Ｚｎ－蛋白質錯体）
；及び／又はＴＷＥＥＮ（商標）、ＰＬＵＲＯＮＩＣＳ（商標）、又はポリエチレングリ
コール（ＰＥＧ）等の非イオン性界面活性剤を含む。 
【０１３９】
　ここでの製剤はまた、治療する特定の適応症に必要な一よりも多い活性化合物、好まし
くはそれぞれが互いに有害とならない、相補的な活性を有するものを含んでいても良い。
例えば、免疫抑制剤をさらに提供することが望ましいかもしれない。そのような分子は適
切には、意図する目的に効果的である量において組合せて存在する。 
【０１４０】
　有効成分はまた、例えばコアセルベーション法や界面重合により調整されるミクロカプ
セル中に取り込ませてもよいが、この例としてはそれぞれコロイド性ドラッグデリバリー
システム中（例えばリポソーム、アルブミン微粒子、ミクロエマルジョン、ナノ－粒子、
及びナノカプセル）、又はマクロエマルジョン中におけるヒドロキシメチルセルロース若
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しくはゲラチン－ミクロカプセル、及びポリ－（メチルメタクリレート）マイクロカプセ
ルがある。このような技術は、Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ 
Ｓｃｉｅｎｃｅｓ、１６版、Ｏｓｏｌ，Ａ．編集、（１９８０）に開示されている。 
【０１４１】
　インビボ投与に使用する製剤は、無菌である必要がある。これは無菌のろ過膜によるろ
過で直ぐに達成される。 
【０１４２】
　持続性放出の製剤を調製してもよい。持続性放出の適切な例には、固体の疎水性ポリマ
ーでできた、抗体を含む半透過性マトリックスが含まれるが、これは例えばフィルムやミ
クロカプセルのように形作られた物品の形態をとる。持続性の放出マトリックスの例は、
ポリエステル、ヒドロゲル（例えば、ポリ（２－ヒドロキシエチル－メタクリレート）、
又はポリ（ビニルアルコール））、ポリ乳酸（米国特許番号３，７７３，９１９）、Ｌ－
グルタミン酸とγエチル－Ｌ－グルタミン酸の共重合体、非分解性エチレンビニルアセテ
ート、分解性乳酸－グリコール酸共重合体（例えばＬｕｐｒｏｎ Ｄｅｐｏｔ（商標）（
乳酸－グリコール酸共重合体と酢酸ロイプロリドを具備する注射用ミクロ粒子））、及び
ポリ－Ｄ－（－）－３－ヒドロキシ酪酸が含まれる。エチレン－ビニルアセテート及び乳
酸－グリコール酸等のようなポリマーが１００日以上の間分子の放出を可能にするのに対
し、ある種のヒドロゲルは蛋白質をより短い期間しか放出しない。カプセル化した抗体が
体内に長期間残る場合、３７℃で水分に露出される結果としてそれらは変性するか、又は
凝集し、生物学的活性の喪失がおき、免疫原性の変化が起る可能性がある。関与する機構
に応じて安定化する合理的な戦略が発明されうる。例えば、凝集機構がチオ－ジスルフィ
ドの交換による分子間Ｓ－Ｓ結合の形成であることか発見されれば、スルフィドリル残基
を修飾したり、酸性溶液から凍結乾燥したり、含有水分を調節したり、適切な添加剤を使
用したり、特別なポリマーマトリックス組成物を開発したりして、安定化を達成すること
が可能である。 
【０１４３】
〈Ｄ．抗体の非治療的使用〉
　本発明の抗体は、アフィニティー精製媒介物として使用することができる。この方法に
おいては、セファデックスレジンやフィルター紙のような固相に当該抗体を当該技術分野
でよく知られた方法を使用して固定化する。固定化された抗体をＣＤ１１ａ蛋白質（又は
その断片）を含む、精製用試料と接触させ、その後に支持体を、試料中のＣＤ１１ａ蛋白
質以外の物質を実質的に全て除去する適切な溶媒で洗浄するが、ＣＤ１１ａは固定化され
た抗体に結合している。最後に支持体を、ＣＤ１１ａを抗体から放出させる他の適切な溶
媒、例えばグリシン緩衝液、ｐＨ５．０で洗浄する。 
【０１４４】
　抗ＣＤ１１ａ抗体はまた、ＣＤ１１ａ蛋白質の診断用アッセイ、例えばその発現を特別
な細胞、組織、又は血清中で検出することにおいて有益である可能性がある。 
【０１４５】
　診断的適用においては、当該抗体は検出可能な成分で標識されるであろう。以下のカテ
ゴリーに分類することが可能な、数多くの標識が入手可能である： 
（ａ）35Ｓ、14Ｃ、125Ｉ、3Ｈ、及び131Ｉのような放射性同位体。例えばＣｕｒｒｅｎ
ｔ Ｐｒｏｔｏｃｏｌ ｉｎ Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ（第１巻、２巻、Ｃｏｌｉｇｅｎら編
集、Ｗｉｌｅｙ－Ｉｎｔｅｒｓｃｉｅｎｃｅ、Ｎｅｗ Ｙｏｒｋ、Ｎｅｗ Ｙｏｒｋ、Ｐｕ
ｂｓ．（１９９１））に記載される技術を使って、抗体を放射性同位体で標識することが
でき、また放射性はシンチレーションカウンターを使用して測定できる。 
（ｂ）希土類キレート（例えばユーロピウムキレート）のような蛍光標識又はフルオレセ
イン及びその誘導体、ローダミン及びその誘導体、ダンシル、リサミン、フィコエリトリ
ン、及びテキサスレッドが入手可能である。蛍光性の標識は、例えば上記のＣｕｒｒｅｎ
ｔ Ｐｒｏｔｏｃｏｌ ｉｎ Ｉｍｍｕｎｃｏｌｏｇｙに開示されている技術を利用して抗
体に共役させることができる。蛍光は蛍光定量機を使用して定量することができる。 
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（ｃ）種々の酵素－基質標識が入手可能であり、米国特許番号４，２７５，１４９は、こ
れらのいくつかについてのレビューを提供している。この酵素は一般に、種々の技術で測
定することができる色素生産性基質の化学的変化を触媒する。例えば、この酵素は基質中
の色の変化を触媒してもよいが、これは分光学的に測定することが可能である。或いは、
この酵素は基質の蛍光又は化学発光を変化させてもよい。蛍光の変化を定量する技術は上
記に記載してある。化学発光基質は、化学反応により電気的に励起し、次いで（例えば化
学発光定量機で）測定可能な光を発するか、又は蛍光受容体へエネルギーを与える。酵素
標識の例には、ルシフェラーゼ（例えば、ホタルルシフェラーゼ、細菌性ルシフェラーゼ
；米国特許番号４，７３７，４５６）、ルシフェリン、２，３－ジヒドロフタラジンジオ
ン、リンゴ酸デヒドロゲナーゼ、ウレアーゼ、ホースラディッシュペルオキシダーゼ（Ｈ
ＲＰＯ）のようなペルオキシダーゼ、アルカリホスファターゼ、β－ガラクトシダーゼ、
グルコアミラーゼ、リゾチーム、サッカリドオキシダーゼ（例えばグルコースオキシダー
ゼ、ガラクトースオキシダーゼ、及びグルコース－６－リン酸デヒドロゲナーゼ）、ヘテ
ロサイクリックオキシダーゼ（例えばウリカーゼ及びキサンチンオキシダーゼ）、ラクト
ペルオキシダーゼ、ミクロペルオキシダーゼ等が含まれる。酵素を抗体に共役する技術は
、Ｏ’Ｓｕｌｌｉｖａｎらの酵素免疫アッセイで使用するための酵素－抗体共役物の調製
方法に記載されている（Ｍｅｔｈｏｄｓ ｉｎ Ｅｎｚｙｍ．編集Ｊ．Ｌａｎｇｏｎｅ＆Ｈ
．Ｖａｎ Ｖｕｎａｋｉｓ；Ａｃａｄｅｍｉｃ ｐｒｅｓｓ、Ｎｅｗ Ｙｏｒｋ、 ７3 ：１
４７－１６１６（１９８１））。 
【０１４６】
　酵素－基質の組合せの例は、例えば以下のものが含まれる： 
（ｉ）ホースラディッシュペルオキシダーゼ（ＨＲＰＯ）と基質としての過酸化水素；こ
こで過酸化水素は、色素前駆体（例えばオルトフェニレンジアミン（ＯＰＤ）、又は３，
３’，５，５’－テトラメチルベンジジンヒドロクロリド（ＴＭＢ））を酸化する； 
（ｉｉ）アルカリホスファターゼ（ＡＰ）と色素産生性基質としてのパラーニトロフェニ
ルホスフェート；及び 
（ｉｉｉ）：β－Ｄ－ガラクトシダーゼ（β－Ｄ－Ｇａｌ）と色素生産性基質（例えばｐ
－ニトロフェニル－β－Ｄ－ガラクトシダーゼ）又は蛍光生産性基質の４－メチルウンベ
ルリフェリル－β－Ｄ－ガラクトシダーゼ（4-methylumbell iferyl-β－Ｄ－galactosid
ase）。 
【０１４７】
　他の数多くの酵素－基質の組合せも当業者にとって入手可能である。これらの一般的レ
ビューとしては、米国特許番号４，２７５，１４９及び４，３１８，９８０を参照された
い。 
【０１４８】
　ときには標識は抗体に間接的に共役される。熟練者はこれを達成する種々の技術を知っ
ているであろう。例えば、抗体はビオチンや上記したラベルについての３つの広いカテゴ
リーのいかなるものに対してもアビジンで共役させることができるし、その逆も可能であ
る。ビオチンは、選択的にアビジンに結合し、よってこの標識は抗体とこの間接的方法に
よって共役されることが可能である。或いは、標識と抗体との間接的な共役を達成するた
め、当該抗体を小さいハプテン（例えばジゴキシン）と共役して、上記した標識の異なる
タイプのものの一つを抗－ハプテン抗体（例えば抗－ジゴキシン抗体）と共役させる。故
に、標識の抗体との間接的共役が達成される。 
【０１４９】
　本発明の別の態様においては、抗ＣＤ１１ａ抗体は標識される必要はなく、その存在は
ＣＤ１１ａ抗体に結合する標識済抗体を使用して検出されることが可能である。 
【０１５０】
　本発明の抗体はいかなる既知のアッセイ方法、例えば競合的結合アッセイ、直接及び間
接サンドイッチアッセイ、及び免疫沈降アッセイにおいても用いることができる（Ｚｏｌ
ａ、Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ａ Ｍａｎｕａｌ ｏｆ Ｔｅｃｈｎｉ
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ｑｕｅｓ、ｐｐ１４７－１５８（ＣＲＣ Ｐｒｅｓｓ、Ｉｎｃ． １９８７））。 
【０１５１】
　競合的結合アッセイは、限られた量の抗体との結合に対して、標識した標準物質が試験
試料分析物と競合する能力に依存している。試験試料中のＣＤ１１ａの量は、抗体に結合
する標準物質の量と反比例する。結合する標準物質の量を決定するのを促進するため、抗
体は一般的には競合の前又は後で不溶化させて、抗体に結合した標準物質及び分析物が、
結合しないで残った標準物質及び分析物質と便利に分離できるようにする。 
【０１５２】
　サンドイッチアッセイは、二つの抗体を使用するが、それぞれは検出する蛋白質の異な
る免疫原性部分、又はエピトープに結台することができる。サンドイッチアッセイにおい
ては、試験試料分析物は、固相支持体に固定されている第一抗体によって結合され、その
後に第二抗体が分析物に結合し、よって不溶性の三部複合体を形成する。例えば米国特許
番号４，３７６，１１０を参照されたい。第二抗体はそれ自体で検出可能部え標識されて
いても良く（直接的サンドイッチアッセイ）、又は検出可能部で標識された抗－免疫グロ
ブリン抗体を使用して測定することも可能である（間接的サンドイッチアッセイ）。例え
ば、サンドイッチアッセイの一つのタイプはＥＬＩＳＡアッセイであり、この場合には検
出可能な部分は酵素である。免疫組織化学の場合、腫瘍試料は新鮮なものであっても又は
凍結されたものであっても、或いはパラフィン中に包埋され、例えばホルマリン等の保存
料により固定されていてもよい。 
【０１５３】
　抗体は、インビボの診断アッセイにも使用することが可能である。一般的に、抗体は放
射性核種（例えば111Ｉｎ、99Ｔｃ、14Ｃ、131Ｉ、125Ｉ、3Ｈ、32Ｐ、又は35Ｓ等）で標
識されていて、免疫シンチオグラフィーを使用して腫瘍が位置づけられるようになってい
る。 
【０１５４】
〈Ｅ．診断キット〉 
　便宜上の問題として、本発明の抗体はキット、即ち予め決められた量の試薬を、診断ア
ッセイの実施用の指示書とともに組み合わせてパッケージしたものとして提供することが
可能である。抗体が酵素で標識されている場合には、キットには当該酵素により要求され
る基質及び補助因子が含まれるであろう（例えば検出可能な発色団又は蛍光団を提供する
基質前駆体）。更に、安定化剤や、緩衝液（例：ブロック緩衝液又は溶解緩衝液）等の他
の添加物を含めることが可能である。種々の試薬の相対量を大きく変化させて、アッセイ
の感受性を実質的に最適化する試薬についての溶液中の濃度を規定する。特に試薬は、溶
解すると適切な濃度の試薬溶液を提供する賦形剤を含み、通常は凍結乾燥された乾燥粉末
とすることかできる。 
【０１５５】
〈Ｆ．抗体についての治療的使用〉 
　本発明の抗ＣＤ１１ａ抗体は、、本願に記載する種々のＬＦＡ－１媒介性疾患を治療す
るのに使用することができるように考慮されている。 
【０１５６】
　この抗ＣＤ１１ａ抗体は、いかなる適切な手段によって投与することができ、これには
非経口的、皮下的、腹腔内、肺内、及び鼻孔内投与が含まれるが、部分的な免疫抑制治療
の場合には、必要とあらば病巣内投与（灌流適用、又はさもなくば移植前に移植片を抗体
に接触させることを含む）が含まれる。非経口的な注入には、筋肉内、静脈内、動脈内、
腹腔内、又は皮下的投与が含まれる。更に、抗ＣＤ１１ａ抗体は適切にはパルス注入によ
り投与され、特には抗体を減少させて行う。好ましくは、投薬は注射により行われ、最も
好ましくは静脈内又は皮下的注射により行われるが、これらは投薬か短期間であるか又は
慢性的であるかにより、一部依存する。 
【０１５７】
　疾患の予防又は治療の場合、抗体の適切な投薬量は治療する疾患のタイプ、上に定義し
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たように疾患の重症度及び経緯、予防若しくは治療目的で投与するか否か、以前の治療、
患者の臨床的病歴、及び抗体に対する反応、並びに従事している医者の慎重さによっても
依存するであろう。抗体は適切には一回、又は一連の治療に渡って患者に投与される。 
【０１５８】
　疾患のタイプ及び重症度に依存するが、例えば一又はそれ以上の別々の投与によっても
、又は連続的な注入によっても、約１μｇ／ｋｇ乃至１５ｍｇ／ｋｇ（例えば０．１乃至
２．０ｍｇ／ｋｇ）の抗体が、患者に対する初期的な投薬量の候補である。典型的な一日
当たりの投与量は、約１μｇ／ｋｇ乃至１００ｍｇ／ｋｇの範囲か、それより多いが、こ
れは上記したような因子に依存する。数日間又はそれよりも長い期間、繰り返して投与す
る場合には、疾患の症状が望ましく抑制されるまで治療は持続される。しかしながら、他
の投薬療法も有益であるかもしれない。治療の進行は通常の技術及びアッセイによって簡
単にモニターされる。規範的な投薬療法がＷＯ９４／０４１８８に開示されている。 
【０１５９】
　抗体組成物は、好ましい医学的習慣によって、製剤化、服用、及び投与される。この点
において考慮する要素には、治療する特定の疾患、治療する特定の哺乳類、個々の患者の
臨床的状態、疾患の原因、用剤のデリバリー部位、投与方法、投与のスケジュール、及び
医学従事者に知られる他の要素が含まれる。投与する抗体の”治療的に有効な量”とは、
上記のような考慮により決まるであろうし、またこれはＬＦＡ－１媒介性の疾患を予防、
回復、又は治療すること（リウマチ性関節炎の治療、炎症性反応の低減、免疫賦活薬の許
容誘導、ホストによる移植片の拒絶若しくはその逆が生じるかもしれない免疫反応の防止
、又は移植片の生存の引き延ばしが含まれる）に必要な最小の量のことである。このよう
な量は好ましくは、ホストにとって毒性のあるか、より顕著にホストを感染に感受性を与
える量よりも低い。 
【０１６０】
　抗体は必ずしもそうである必要はないが、問題となっている疾患の予防若しくは治療に
現在使用されている一又はそれ以上の薬剤とともに適宜製剤化される。例えば、リウマチ
性関節炎においては、抗体はグルココルチコステロイドと組み合わせて与えられる。更に
、Ｔ細胞受容体ペプチドセラピーは、適切には自己免疫性脳脊髄炎の臨床的サインを予防
するための補助的セラピーである。移植片の場合、抗体は上に定義したような、例えばシ
クロスポリンＡなどの免疫抑制剤とともに、又はこれとは別にして投与されて、免疫抑制
効果を調節する。或いは、又は更に、ＶＬＡ－４アンタゴニスト若しくはその他のＬＦＡ
－１アンタゴニストをＬＦＡ－１媒介性疾患に苦しむ哺乳動物に投与してもよい。このよ
うな他の薬剤の効果的な量は、製剤中に存在する抗ＣＤ１１ａ抗体の量、治療する疾患又
は処置のタイプ、及び上記で考察した他の要素に依存する。これらは一般に同じ投薬量で
、また上記で用いたような投与経路で用いられるか、又はこれまで用いた投薬量の約１乃
至９９％で用いられる。 
【０１６１】
〈Ｇ．製造物〉 
　本発明の別の態様においては、上記した疾患の治療に有益である物質を含んだ製造物が
提供される。この製造物は、容器及びラベルを具備している。適切な容器には例えば、ビ
ン、バイアル、シリンジ、及び試験管が含まれる。この容器は、ガラスやプラスチックな
どの種々の物質から形成されていてもよい。この容器は、状態を処置するのに効果的な組
成物を保持し、また無菌のアクセスポートを有していても良い（例えば容器は、皮下組織
注射用の針で突き刺すことが可能なストッパーを有する静脈用溶液バッグやバイアルであ
ってもよい）。組成物中の有効成分は、抗ＣＤ１１ａ抗体である。容器の上、又はそれに
取付たラベルは、当該組成物が選択する状態の治療に用いられることを表示する。製造物
は更に、第二の容器であって薬学的に許容される緩衝液、例えばリン酸塩緩衝生理食塩水
、リンゲル（Ｒｉｎｇｅｒ’ｓ）溶液、及びデキストロース溶液等を含んだものを具備し
ていても良い。更には、商業的若しくは使用者的観点から望ましい他の物質を含んでいて
も良く、これには他の、緩衝液、希釈液、フィルター、針、シリンジ、及び使用にあたっ
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ての指示書を含んだパッケージ挿入物などが含まれる。 
【実施例】
【０１６２】
〈ヒト化抗ＣＤ１１ａ抗体の産生〉 
　本実施例は、マウス抗ヒトＣＤ１１ａモノクローナル抗体であるＭＨＭ２４（Ｈｉｌｄ
ｒｅｔｈら、Ｅｕｒ．Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１３：２０２－２０８（１９８３））のヒト
化、及びインビトロでの生物学的有効性を記載する。マウスのＭＨＭ２４についての以前
の研究においては、他の抗ＣＤ１１ａ抗体のように、Ｔ細胞の機能を阻害することを示し
ている（Ｈｉｌｄｒｅｔｈら、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１３４：３２７２－３２８０（１９
８５）；Ｄｏｕｇｈｅｒｔｙら、Ｅｕｒ．Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１７：９４３－９４７（
１９８７））。マウスの及びヒト化したＭＡｂｓの両方は、ヒトＴ細胞がヒトケラチノサ
イトに接着するのを効果的に防止し、またＭＨＣクラスＩＩ抗原の応答性のモデルである
、混合リンパ球応答（ＭＬＲ）における非自己性リンパ球へ応答したＴ細胞の増殖も防止
する（ＭｃＣａｂｅら、Ｃｅｌｌｕｌａｒ Ｉｍｍｕｎｏｌ．１５０：３６４－３７５（
１９９３））。しかしながら、マウスの（Ｒｅｉｍａｎｎら、ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ、１７
：１０２－１０８（１９９４））、及びヒト化したＭＡｂｓはヒト以外の霊長類のＣＤ１
１ａとは、チンパンジーのＣＤ１１ａを除いて交差反応しなかった。アカゲザルにおける
前臨床的研究に役立つヒト化ＭＡｂを得るため、可変重鎖領域における相補性決定領域の
一つである、ＣＤＲ－Ｈ２における４つの残基を代えることによりアカゲザルのＣＤ１１
ａに結合するように、ヒト化したＭＡｂを再操作した。アカゲザルのＣＤ１１ａＩ－領域
のクローニング及び分子モデリングは、ヒトＣＤ１１ａＩ－領域中のリジン残基の、アカ
ゲザルＣＤ１１ａＩ－領域中のグルタミン残基への変化が、マウスの及びヒト化したＭＡ
ｂｓがアカゲザルＣＤ１１ａへ結合しない理由であることを示唆した。 
【０１６３】
〈材料及び方法〉 
〈（ａ）ヒト化したＦ（ａｂ’）ｓの構築〉 
　マウスの抗－ヒトＣＤ１１ａＭＡｂ、ＭＨＭ２４（Ｈｉｌｄｒｅｔｈら、Ｅｕｒ．Ｊ．
Ｉｍｍｕｎｏｌ．１３：２０２－２０８（１９８３）；Ｈｉｌｄｒｅｔｈら、Ｊ．Ｉｍｍ
ｕｎｏｌ．１３４：３２７２－３２８０（１９８５））をクローン化して配列決定した。
突然変異誘発に有益であり、そして同様に大腸菌内でＦ（ａｂ）を発現させるためのプラ
スミドを得るためにファージミドｐＥＭＸ１を構築した。ｐＢ０４７５（Ｃｕｎｎｉｎｇ
ｈａｍら、Ｓｃｉｅｎｃｅ ２４３：１３３０－１３３６（１９８９））の誘導体である
ファージミドｐｂ－０７２０に基づき、ｐＥＭＸ１は、ヒト化したκ－サブグループＩ軽
鎖及びヒト化したサブグループＩＩＩ重鎖（ＶＨ－ＣＨ１）をコードするＤＮＡ断片と、
アルカリホスファターゼプロモーター及びシャイン－ダルガーノ配列を含んでいるが、こ
れら両者は以前に記載された別のｐＵＣ１１９に基づくプラスミドであるｐＡＫ２（Ｃａ
ｒｔｅｒら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ ８９：４２８５（１９９
２））に由来するものである。ユニークなＳｐｅｌ制限部位がまた、Ｆ（ａｂ）の軽鎖及
び重鎖をコードするＤＮＡの間に挿入されている。 
【０１６４】
　ヒト化したＭＨＭ２４の最初のＦ（ａｂ）変異体を構築するため、部位特異的突然変異
誘発（Ｋｕｎｋｅｌ、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ ８２：４８８（
１９８５））を、デオキシウリジンを含有する、ｐＥＭＸ１の鋳型に対して行った；六つ
のＣＤＲの全てをＭＨＭ２４配列に変化させた。他のＦ（ａｂ）変異体の全ては、Ｆ（ａ
ｂ）－１の鋳型より構築した。二本鎖及び一本鎖ＤＮＡを調製するため、プラスミドを、
大腸菌株ＸＬ－１ Ｂｌｕｅ（Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ、Ｓａｎ Ｄｉｅｇｏ、ＣＡ）に形質
転換した。それぞれの変異体については、軽鎖及び重鎖の両方ともに、ジデオキシヌクレ
オチド法を使って完全に配列決定した（シーケナーゼ、U．Ｓ．Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ 
Ｃｏｒｐ．）。プラスミドは、ＭＭ２９４の誘導体である大腸菌株１６Ｃ９に形質転換し
て、５μｇ／ｍｌのカルベニシリンを含んだＬＢプレートにまいて、蛋白発現用に単一コ
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ロニーを選択した。この単一コロニーを１００μｇ／ｍｌカルベニシリンを含む５ｍｌの
ＬＢ培地中で、３７℃で５－８時間増殖させた。この５ｍｌの培養物を５００ｍｌのＡＰ
５－１００μｇ／ｍｌカルベニシリンに加えて、４リットルのバッフル付震盪フラスコ中
で３７℃で１６時間増殖させた。ＡＰＳ培地は、１．５ｇのグルコース、１１．０Ｈｙｃ
ａｓｅ ＳＦ、０．６ｇの酵母抽出物（保証済）、０．19ｇのＭｇＳＯ４（無水物）、１
．０７gのＮＨ４Ｃ１、３．７３ｇのＫＣｌ、１．２ｇのＮａＣｌ１２０ｍｌの１Ｍトリ
エタノールアミンｐＨ７．４、を１Ｌの水へ加えたものからなり、０．１μｍのＳｅａｌ
ｋｅｅｎフィルターを通して無菌化した。 
【０１６５】
　細胞はＩＬの遠心ボトル（Ｎａｌｇｅｎｅ）中で３０００×ｇで遠心して回収し、上清
を取り除いた。１時間の凍結後、ペレットを２５ｍｌの冷却した１０ｍＭ ＭＥＳ－１０
ｍＭ ＥＤＴＡ、ｐＨ５．０（緩衝液Ａ）中に再懸濁した。２５０μlの０．１Ｍ ＰＭＳ
Ｆ（シグマ）を加えて蛋白分解を阻害し、１０ｍｇ／ｍｌの雌鳥卵白のリゾチームのスト
ックを３．５ｍｌ加えて、細菌の細胞壁の溶解を援助した。氷上で１時間穏やかに震盪し
た後、試料を４０，０００×ｇで１５分間遠心した。緩衝液Ａで上清を５０ｍｌにして、
緩衝液Ａで平衡化した２ｍｌＤＥＡＥカラムにかけた。フロースルーを、緩衝液Ａで平衡
化したプロテインＧ－セファロースＣＬ－４Ｂ（ファルマシア）カラム（０．５ｍｌのベ
ッド容量）にかけた。カラムを１０ｍｌの緩衝液Ａで洗浄して、３ｍｌの０．３Ｍグリシ
ン、ｐＨ３．０で溶出して１，２５ｍｌの１Ｍトリス、ｐＨ８．０に入れた。Ｆ（ａｂ）
を次いで、セントリコン－３０（アミコン）を使用してＰＢＳへ緩衝液交換し、最終容量
を０．５ｍｌに濃縮した。全てのＦ（ａｂ）についてＳＤＳ－ＰＡＧＥゲルを行って純度
を確認し、またエレクトロスプレー質量分析によりそれそれの変異体の分子量を確認した
。 
【０１６６】
〈（ｂ）キメラ及びヒト化したＩｇＧの構築〉 
　キメラ（ｃｈＩｇＧ１）のヒトＩｇＧ１変異体、及びヒト化した（ＨｕＩｇＧ１）ＭＨ
Ｍ２４について、適切なマウス又はヒト化した可変軽鎖及び可変重鎖（Ｆ（ａｂ）－８、
表ＩＩ）領域をそれぞれ、ｐＲＫベクターとして以前記載されているもの（Ｇｏｒｍａｎ
ら、ＤＮＡ Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｅｎｇ．Ｔｅｃｈ．２：３（１９９０））へ別々にサブクロ
ーン化した。ＨｕＩｇＧ１軽鎖及び重鎖のプラスミドについて部位特異的突然変異導入（
Ｋｕｎｋｅｌ、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ ８２：４８８（１９８
５））を行って、アラニン－スキャン変異体を構築した。それぞれの変異体のＤＮＡ配列
はジデオキシヌクレオチド配列決定法により確認した。 
【０１６７】
　高効率法（Ｇｒａｈａｍら、Ｊ．Ｇｅｎ．Ｖｉｒｏｌ．３６：５９（１９７７）；Ｇｏ
ｒｍａｎら、Ｓｃｉｅｎｃｅ，２２１：５５１（１９８３））を利用して、重鎖及び軽鎖
のプラスミドを、アデノウイルスで形質転換したヒト胎児性腎臓細胞株、２９３（Ｇｒａ
ｈａｍら、Ｊ．Ｇｅｎ．Ｖｉｒｏｌ．３６：５９（１９７７））に同時形質移入した。培
地を無血清のものに交換して、５日間、毎日回収した。プロテインＡ－セファロースＣＬ
－４Ｂ（ファルマシア）を使用して、上清のプールから抗体を精製した。溶出した抗体を
、セントリコン－３０（アミコン）を使用してＰＢＳに緩衝液交換し、０．５ｍｌに濃縮
して、Ｍｉｌｌｅｘ－ＧＶ（ミリポア）でフィルターにかけて無菌化して、４℃で保存し
た。 
【０１６８】
　抗体の濃度は、全Ｉｇ－結合性ＥＬＩＳＡで決定した。参照用のヒト化抗－ｐ１８５HE
RＩｇＧ１（Ｃａｒｔｅｒら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ ８９：４
２８５（１９９２））の濃度はアミノ酸組成分析により決定した。９６穴プレートのそれ
ぞれのウェルを１μｇ／ｍｌのヤギ抗－ヒトＩｇＧＦ（ａｂ’）2（Ｃａｐｐｅｌ Ｌａｂ
ｏｒａｔｏｒｉｅｓ、Ｗｅｓｔｃｈｅｓｔｅｒ，ＰＡ）で４℃で２４時間コートした。精
製した抗体を希釈し、二つ一組にしてコート済プレートに加えた。１．５時間のインキュ
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ベーション後、プレートをＰＢＳ－０．０２％Ｔｗｅｅｎ２０で洗浄し、１：２０００に
希釈したホースラディッシュペルオキシダーゼ共役ヒツジ抗－ヒトＩｇＧＦ（ａｂ’）2
を加えた。１．５時間のインキュベーション後、プレートを洗浄して０．１ｍｌの０．２
ｍｇ／ｍｌのｏ－フェニレンジアミンジヒドロクロリド－０．０１％過酸化水素－ＰＢＳ
を加えた。１０分後、２Ｍの硫酸で反応を停止させ、４９０ｎｍの０．Ｄ．を測定した。
 
【０１６９】
〈（ｃ）アカゲザルＣＤ１１ａＩ－領域のクローニング〉 
　ＲＴ－ＰＣＲ及びヒトＣＤ１１ａＤＮＡ配列由来のプライマーを使用してアカゲザルの
Ｉ領域のＤＮＡ配列を得た。簡単にいうと、Ｆａｓｔ Ｔｒａｃｋ ｍＲＮＡ精製キット（
Ｉｎｖｔｏｒｇｅｎ）を使用して、ｍＲＮＡを約１０7のアカゲザルリンパ球より単離し
た。ＭｕＬＶ逆転写酵素を利用して、１０μｇのｍＲＮＡを逆転写した。次いで、第一鎖
ｃＤＮＡを以下のプライマーを使用して４０サイクルのＰＣＲで増幅させた： 
５’－ＣＡＣＴＴＴＧＧＡＴＡＣＣＧＣＧＴＣＣＴＧＣＡＧＧＴ－３’（前向き）（配列
認識番号：２１）、及び 
５－ＣＡＴＣＣＴＧＣＡＧＧＴＣＴＧＣＣＴＴＣＡＧＧＴＣＡ－３’（逆向き）（配列認
識番号：２２）。 
【０１７０】
　アガロース電気泳動により、予想したサイズの単一バンドをＰＣＲ反応物から精製した
。ＰＣＲ産物を制限酵素Ｓｓｅ８３８７Ｉ（タカラ）で消化し、同じ制限酵素で消化済の
ヒトＣＤ１１ａ含有プラスミドに連結した。ヒトＣＤ１１ａ配列には二つのＳｓｅ８３８
７Ｉ部位があり、一つはＩ－領域の何れか側にある。得られたプラスミドはアカゲザルＩ
－領域でヒトＩ－領域を置換したヒトＣＤ１１ａからなるキメラをコードしている。ＤＮ
Ａ配列分析により、ヒトどアカゲザルとの間で５アミノ酸の違いがあることが判明した。
一つはＩ－領域のＮ－末端領域側にあり（Ｔｈｒ５９Ｓｅｒ）、その他の４つはＩ－領域
自身内にあった：Ｖａ１１３３Ｉｌｅ、Ａｒｇ１８９Ｇｌｎ、Ｌｙｓ１９７Ｇ１ｕ、及び
Ｖａ１３０８Ａ１ａ（図２）。 
【０１７１】
〈（ｄ）Ｆ（ａｂ）及びＩｇＧのジャーカット細胞への結合のＦＡＣＳｃａｎ分析〉 
　ヒト化した及び対照の抗体について、ＰＢＳ－０．１％ＢＳＡ－１０ｍＭアジ化ナトリ
ウムで連続的に希釈したもので、１０6のジャーカツトＴ－細胞の一定分量を、４℃で４
５分間インキュベーションした。細胞を洗浄し、次いでフルオレセイン共役ヤギ抗－ヒト
Ｆ（ａｂ’）2（Ｏｒｇａｎｏｎ Ｔｅｋｎｉｋａ、Ｗｅｓｔｃｈｅｓｔｅｒ、ＰＡ）中で
、４℃で４５分間インキュベーションした。細胞を洗浄してＦＡＣＳｃａｎ（Ｂｅｃｔｏ
ｎ Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ、Ｍｏｕｎｔａｉｎ Ｖｉｅｗ、ＣＡ）で分析した。８×１０3の
細胞をリストモードで得て、前光スキャッター 対 側光スキャッターでゲートして、これ
によって死滅細胞及び細片を除外した。 
【０１７２】
〈（ｅ）見かけのＫdｓを決定するための飽和結合〉 
　Ｉｏｄｏ－Gｅｎ（Ｐｉｅｒｃｅ，Ｒｏｃｋｆｏｒｄ、ＩＬ）を、製造者の指示に従っ
て使用して、放射性標識した抗体を調製した。５０μｇの抗体及び１ｍＣｉの125Ｉ（Ｄ
ｕＰｏｎｔ、Ｗｉｌｍｉｎｇｔｏｎ、ＤＥ）をそれぞれのチューブに加えて、２５℃で１
５分間インキュベーションした。放射性標識した蛋白質を、０．２％ゲラチン含有のハン
クの均衡塩溶液（ＨＢＳＳ、Ｌｉｆｅ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ、Ｇｒａｎｄ Ｉｓｌａ
ｎｄ、ＮＹ）で平衡化したＰＤ－１０カラム（ファルマシア、Ｕｐｐｓａｌａ、Ｓｗｅｄ
ｅｎ）を使用して、残りのフリー遊離125Ｉから精製した。 
【０１７３】
　リンパ球分離培地（ＬＳＭ、Ｏｒｇａｎｏｎ Ｔｅｋｎｉｋａ、Ｄｕｒｈａｍ、ＮＣ）
を製造者の指示に従って使用して、単核細胞を、二人の提供者より得た、ヘパリン処理済
ヒト末梢血から精製した。血液は、４００×ｇで４０分間２５ ℃で、ブレーキなしで遠
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心した。ＬＳＭと血漿の界面の細胞を回収して、次いでＨＢＳＳ－０．２％ゲラチン中に
再懸濁した。 
【０１７４】
　デキストラン沈殿により二匹のアカゲザルの個体より回収した、ヘパリン処理済末梢血
より、リンパ球を精製した。血液は、等量のＰＢＳ中の３％デキストランＴ５００（ファ
ルマシア）で希釈して、２５℃で３０分間放置して沈殿させた。沈殿後、上清中に残って
いる細胞を回収して、４００×ｇで５分間遠心して沈殿させた。残った赤血球は、蒸留水
及び２×ＨＢＳＳを使用した、２サイクルの低浸透圧性溶解により除去した。赤血球の溶
解後、細胞をＰＢＳで洗浄して、次いでＨＢＳＳ－０．２％ゲラチン中に再懸濁した。 
【０１７５】
　抗体の親和性は、末梢血単核細胞（マウスＭＨＭ２４及びＨｕＩｇＧ１）、又はアカゲ
ザルリンパ球（ＭＨＭ２３、ＲｈＩｇＧ１）の何れかを使用して、飽和結合により決定し
た。それぞれのアッセイでは、放射性標識した抗体を、４つ一組にしてＨＢＳＳ－０．２
％ゲラチンで連続的に希釈した。非特異的結合は、最終濃度５００ｎＭの相同性非標識抗
体を二つ一組にして連続的に希釈して加えることにより決定した。ヒトリンパ球又はアカ
ゲザルリンパ球を、１ウェル当たり１７０μｌの容量でプレートに加えた。プレートを、
軌道プレート震盪機上で２時間、室温でインキュベーションした。インキュベーション後
、ＳＫＡＴＲＯＮ（商標）細胞回収器（Ｌｉｅｒ、Ｎｏｒｗａｙ）を使用して回収し、０
．２５％ゲラチン及び０．１％アジ化ナトリウムを含有するＰＢＳで１０回洗浄した。次
いで試料は、ＬＢＫ Ｗａｌｌａｃ ＧａｍｍａＭａｓｔｅｒ ガンマカウンター（Ｇａｉ
ｔｈｅｒｂｕｒｇ、ＭＤ）中で１分間カウントした。データは、毎分のカウント数から、
ナノモル濃度に変換し、次いで飽和プロットの４変数曲線最適化（結合 対 全）を行って
Ｋd（ａｐｐ）値を決定した。 
【０１７６】
〈（ｆ）ケラチノサイト単層接着アッセイ〉 
　正常なヒト上皮ケラチノサイト（Ｃｌｏｎｅｔｉｃｓ、Ｓａｎ Ｄｉｅｇｏ、ＣＡ）を
、トリプシン－ＥＤＴＡで培養フラスコより除去し、遠心し、リンパ球アッセイ培地（Ｒ
ＰＭＩ１６４０（ＧＩＢＣＯ）－１０％ウシ胎児血清－１％ペニシリン／ストレプトマイ
シン）中に、５×１０5生細胞／ｍｌの濃度で再懸濁した。０．１ｍｌ／ウェルの一定分
量を次いで、底が平面の９６穴プレート中で一晩培養した；インターフェロン－ガンマ（
Ｇｅｎｅｎｔｅｃｈ、Ｓｏｕｔｈ Ｓａｎ Ｆｒａｎｃｉｓｃｏ、ＣＡ）を１００単位／ウ
ェルで加えて、適当なウェルを刺激した。 
【０１７７】
　ジャーカット細胞クローンＥ６－１（ＡＴＣＣ、Ｒｏｃｋｖｉｌｌｅ、ＭＤ）又は精製
済アカゲザルリンパ球（ＭＬＲ法を参照されたい）を、２０μｇ／ｍｌのＣａｌｃｅｉｎ
 ＡＭ（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｐｒｏｂｅ、Ｅｕｇｅｎｅ、ＯＲ）で、３７℃で４５分間標
識した。リンパ球アッセイ培地で３回洗浄した後、ジャーカット又はアカゲザルリンパ球
細胞を１×１０6細胞／ｍｌに再懸濁し、連続的に希釈した抗体とともに、４℃で３０分
間インキュベーションした。ケラチノサイトの単層より培地を除去した後、０．１ｍｌ／
ウェルの標識済細胞を加えて、３７℃で１時間インキュベーションした。ウェルを０．２
ｍｌ／ウェル／回で、３７℃のリンパ球培地で５回洗浄して、非接着細胞を除去した。Ｃ
ｙｔｏｆｌｕｏｒ２３３０（ミリポア、Ｂｅｄｆｏｒｄ、ＭＡ）を使用して、蛍光を測定
した。 
【０１７８】
　アカゲザルのＩ－領域を有するヒトＣＤ１１ａを具備した、アカゲザル－ヒトキメラＣ
Ｄ１１ａ（Ｒｈ／ＨｕＣＤ１１ａ）を、部位特異的突然変異導入（Ｋｕｎｋｅｌ、Ｐｒｏ
ｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ ８２：４８８（１９８５））により、ヒトＣ
Ｄ１１ａをコードしたデオキシウリジン含有鋳型プラスミド上で構築した。４つの残基を
変化させた：Ｖａ１１３３Ｉｌｅ、Ａｒｇ１８９Ｇｌｎ、Ｌｙｓ１９７Ｇ１ｕ、及びＶａ
１３０８Ａ１ａ（図２）。ＲＨ／ＨｕＣＤ１１ｂｉ及びヒトＣＤ１１ａをコードするプラ
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スミド（ＥＰ３６４，６９０）を、高効率法（Ｇｒａｈａｍら、Ｊ．Ｇｅｎ．Ｖｉｒｏｌ
．３６：５９（１９７７）；Ｇｏｒｍａｎら、Ｓｃｉｅｎｃｅ，２２１：５５１（１９８
３））を利用して、アデノウイルスで形質転換したヒト胎児性腎臓細胞株、２９３（Ｇｒ
ａｈａｍら、Ｊ．Ｇｅｎ．Ｖｉｒｏｌ．３６：５９（１９７７））に同時形質移入した。
Ｒｈ／ＨｕＣＤ１１ａで形質移入した２９３細胞を、２０μｇ／ｍｌのＣａｌｃｅｉｎ 
ＡＭで、３７℃で４５分間標識した。リンパ球アッセイ培地で３回洗浄した後、Ｒｈ／Ｈ
ｕＣＤ１１ａで形質移入した２９３細胞を、１×１０6細胞／ｍｌに再懸濁し、連続的に
希釈した抗体とともに、４℃で３０分間インキュベーションした。培地をケラチノサイト
単層より除去した後、０．１ｍｌ／ウェルの標識済２９３細胞を加えて、３７℃で１時間
インキュベーションした。ウェルを、０．２ｍｌ／ウェル／回の、３７℃のリンパ球培地
で５回洗浄して、非接着細胞を除去した。Ｃｙｔｏｆ１ｕｏｒ２３００を使用して蛍光を
測定した。 
【０１７９】
〈（ｇ）ＩＣＡＭ接着アッセイ〉 
　Ｍａｘｉｓｏｒｐ（Ｎｕｎｃ）９６穴のプレートを０．１ｍｌ／ウェルの１μｇ／ｍｌ
ヤギ抗－ヒトＩｇＧＦｃ（Ｃａｌｔａｇ）で、３７℃で１時間コートした。プレートをＰ
ＢＳで３回洗浄した後、プレートを１％ＢＳＡ－ＰＢＳで、２５℃で１時間ブロックした
。次いでプレートをＰＢＳで３回洗浄し、０．１ｍｌ／ウェルの５０ｎｇ／ｍｌ組換えヒ
トＩＣＡＭ－ＩｇＧを加えて、一晩インキュベーションした。 
【０１８０】
　ＩＣＡＭ－ＩｇＧは、ヒトＩｇＧＦｃに融合させたヒトＩＣＡＭの５つの細胞外領域か
らなる。ヒトＩＣＡＭ－１（Ｓｉｍｍｏｎｓら、Ｃｅｌｌ、３３１：６２４－６２７（１
９８８）、及びＳｔａｕｔｏｎら、Ｃｅｌｌ、５２：９２５－９３３（１９８８））イム
ノアドヘシンの発現用のプラスミドで、ｐＲＫ．５ｄＩＣＡＭＧａＩＧと呼ばれるものを
構築した。これは、ＩＣＡＭ－１のＩｇ－様領域を５つ、サブチリシンＢＰＮ’のＨ６４
Ａ変異体であるＧｅｎｅｎａｓｅＩ（Ｃａｒｔｅｒら、Ｐｒｏｔｅｉｎｓ：Ｓｔｒｕｃｔ
ｕｒｅ Ｆｕｎｃｔｉｏｎ、ａｎｄ Ｇｅｎｅｔｉｃｓ ６：２４０－２４８（１９８９）
）により認識される６アミノ酸の開裂部位、及ひヒトＩｇＧ１（Ｅｌｌｉｓｏｎら、Ｎｕ
ｃｌｅｉｃ Ａｃｉｄｓ Ｒｅｓｅａｒｃｈ １０：４０７１－４０７９（１９８２））の
Ｆｃ領域をｐＲＫ５ベクター（Ｅａｔｏｎら、Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ２５：８３４
３－８３４７（１９８６））に含むものである。ヒト胎児性腎臓２９３細胞（Ｇｒａｈａ
ｍら、Ｊ．Ｇｅｎ．Ｖｉｒｏｌ． ３６：５９（１９７７））をｐＲＫ．５ｄＩＣＡＭＧ
ａＩｇ、及びＲＳＶ－ｎｅｏプラスミド（Ｇｏｒｍａｎら、Ｓｃｉｅｎｃｅ、２２１：５
５１－５５３（１９８３））で安定に形質転換して、ＩＣＡＭＩｇの５つの領域（５ｄＩ
ＣＡＭＩｇ）を発現する細胞株を作り出した。ヒトＩｇＧＦｃに対する抗体（Ｃａｌｔａ
ｇ、Ｂｕｒｌｉｎｇａｍｅ、ＣＡ）及びＩＣＡＭ－１（ＢＢＩＧ－ＩＩ；Ｒ＆Ｄ Ｓｙｓ
ｔｅｍ、Ｍｉｎｎｅａｐｏｌｉｓ、ＭＮ）を使用した酵素結合免疫吸着検定法（ＥＬＩＳ
Ａ）により、分泌した５ｄＩＣＡＭＩｇを２０μｇ／ｍｌ発現するクローンを選択した。
０．０１Ｍ Ｈｅｐｅｓ緩衝液（ｐＨ７．０）、０．１５Ｍ ＮａＣｌ（ＨＢＳ）、で平衡
化したＰｒｏｔｅｉｎＡカラム（ＰｒｏｓｅｐＡ、Ｂｉｏｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ、Ｌｔｄ
．、Ｄｕｒｈａｍ、Ｅｎｇｌａｎｄ）にこの細胞株の細胞培養の上清をかけ、カラムをＨ
ＢＳ、次いで０．０１Ｍ Ｈｅｐｅｓ緩衝液（ｐＨ７．０）、０．５ＭＮａＣｌ、０．５
Ｍ ＴＭＡＣ（テトラ－メチルアンモニウムクロリド）で洗浄して、非特異的結合物質を
除去した。ＨＢＳで、ＴＭＡＣ緩衝液をカラムから完全に洗浄し、５ｄＩＣＡＭＩｇを０
，０１Ｍ Ｈｅｐｅｓ（ｐＨ７．０）、３．５Ｍ ＭｇＣｌ２及び１０％（ｗ／ｖ）グリセ
ロールで溶出した。ＰｒｏｔｅｉｎＡプールをＨＢＳに対して徹底的に透析して濃縮した
。 
【０１８１】
　精製したアカゲザルのリンパ球（ＭＬＲ法を参照されたい）を、２０μｇ／ｍｌのＣａ
ｌｃｅｉｎＡＭ（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｐｒｏｂｅ、Ｅｕｇｅｎｅ、ＯＲ）で３７℃で４
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５分間標識した。リンパ球アッセイ培地で３回洗浄した後、アカゲザルリンパ球細胞を１
×１０6細胞／ｍｌに再懸濁し、連続的に希釈した抗体とともに、４℃で３０分間インキ
ュベーションした。ＩＣＡＭ－ＩｇＧでコートしたプレートより培地を除去した後、０．
１ｍｌ／ウェルの標識済細胞を加えて、３７℃で１時間インキュベーションした。ウェル
を０．２ｍｌ／ウェル／回で、３７℃のリンパ球培地で５回洗浄して、非接着細胞を除去
した。Ｃｙｔｏｆｌｕｏｒ２３３０（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ、Ｂｅｄｆｏｒｄ、ＭＡ）を使
用して、蛍光を測定した。 
【０１８２】
〈（ｈ）一方向混合リンパ球応答（ＭＬＲ）〉 
　ヒト及びアカゲザルのＭＬＲに対し、リンパ球分離培地（Ｏｒｇａｎｏｎ Ｔｅｋｎｉ
ｋａ、Ｄｕｒｈａｍ、ＮＣ）を使用して、二つの関連していない提供者に由来する末梢血
リンパ球を、ヘパリン処理した全血より単離した。リンパ球は、ＲＰＭＩ１６４０（ＧＩ
ＢＣＯ）－１０％ヒトＡＢ血清－１％グルタミン－１％ペニシリン／ストレプトマイシン
－１％非必須アミノ酸－１％ピルビン酸塩－５×１０-5Ｍ ２－β－メルカプトエタノー
ル－５０μｇ／ｍｌゲンタマイシン－５μｇ／ｍｌポリミキシンＢ中に３×１０6細胞／
ｍｌの濃度で再葱濁した。セシウム照射装置中で３０００ラッドの放射を行って、刺激細
胞を非反応性にした。ウェル当たり１．５×１０5細胞の濃度の応答細胞を、等数の刺激
細胞とともに、９６ウェルの平底プレート中で一緒に培養した。２倍づつ連続して希釈し
たそれぞれの抗体を、培養物に加えて全量を２００μｌ／ウェルにした。培養物を、５％
ＣＯ２中で３７℃で５日間培養した後、１μＣｉ／ウェルの［3Ｈ]チミジンとともに１６
時間、パルスした。［3Ｈ]チミジンの取り込みを、Ｂｅｃｋｍａｎシンチレーションカウ
ンターで測定した。アッセイは３つ一組にして行った。ヒト化抗－ヒトｐ１８５HERＭＡ
ｂ（Ｃａｒｔｅｒら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ ８９：４２８５
（１９９２））を、ＨｕＩｇＧ１及びＲｈＩｇＧ１に対するアイソタイプ対照として使用
した。マウス抗－ハムスターｔＰＡ ＭＡｂ（Ｇｅｎｅｎｔｅｃｈ）を、ＭＨＭ２３ ＭＡ
ｂに対するアイソタイプ対照（マウスＩｇＧ１）として使用した。ＭＡｂ２５．３は、Ｉ
ｍｍｕｎｏｔｅｃｈ社（Ｗｅｓｔｂｒｏｏｋ、ＭＥ）より購入した。 
【０１８３】
〈（ｉ）マウス及びヒト化ＭＨＭ２４にコンピュータグラフィックスモデル〉 
　ＶＬ及び、ＶＨ領域の配列（図１Ａ及びＢ）を使用して、マウスのＭＨＭ２４ＶＬ－Ｖ
Ｈ領域のコンピュータグラフィックスモデルを構築した。このモデルを使って、どのフレ
ームワーク残基をヒト化抗体へ組み込むべきかを決定した。Ｆ（ａｂ）－８のモデルもま
た構築して、マウスのフレームワーク残基の正しい選択を確認した。モデルの構築は、以
前記載されたようにして（Ｃａｒｔｅｒら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ
ＳＡ８９：４２８５（１９９２）；Ｅｉｇｅｎｂｒｏｔら、Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２２
９：９６９（１９９３））行った。 
【０１８４】
〈結果〉 
〈（ａ）ヒト化〉 
　ヒト重鎖サブグループＩＩＩ及び軽鎖サブグループκＩのコンセンサス配列をヒト化の
フレームワークとして使用した（Ｋａｂａｔら、Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆ Ｐｒｏｔｅｉ
ｎｓ ｏｆ Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ Ｉｎｔｅｒｅｓ．５ｔｈ Ｅｄ．Ｐｕｂｌｉｃ 
Ｈｅａｌｔｈ Ｓｅｒｖｉｃｅ、Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｈｅａｌｔ
ｈ、Ｂｅｔｈｅｓｄａ，ＭＤ．（１９９１））（図１Ａ及びＢ）。このフレームワークを
うまく使用してマウスの他の抗体のヒト化に成功した（Ｃａｒｔｅｒら、Ｐｒｏｃ．Ｎａ
ｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ ８９：４２８５（１９９２）；Ｐｒｅｔａら、Ｊ．Ｉ
ｍｍｕｎｏｌ．１５１：２６２３－２６３２（１９９３）；Ｅｉｇｅｎｂｒｏｔら、Ｐｒ
ｏｔｅｉｎｓ １８：４９－６２（１９９４））。ヒト化変異体の全てをまず作製して大
腸菌内で発現したＦ（ａｂ）ｓについての結合性によりスクリーニングした。典型的な収
量としては、５００ｍｌの震盪フラスコ当たり、０．２－０．５ｍｇのＦ（ａｂ）であっ
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た。マススペクトロスコピーによって、それぞれのＦ（ａｂ）の質量は５質量単位内にあ
ることが確認された。 
【０１８５】
　ＣＤＲ－Ｈ１はＨ２８－Ｈ３５残基を含んでいたが、これにはＫａｂａｔら（Ｓｅｑｕ
ｅｎｃｅｓ ｏｆ Ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｏｆ Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ Ｉｎｔｅｒｅｓ
．５ｔｈ Ｅｄ．Ｐｕｂｌｉｃ Ｈｅａｌｔｈ Ｓｅｒｖｉｃｅ、Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｉｎｓ
ｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｈｅａｌｔｈ、Ｂｅｔｈｅｓｄａ，ＭＤ．（１９９１））、及びＣｈ
ｏｔｈｉａら（Ｎａｔｕｒｅ、３４２：８７７－８８３（１９８９））の露出残基の全て
が含まれていた。他の超可変ループは、Ｃｈｏｔｈｉａら（１９８９）に従って定義した
。軽鎖の残基数はＬの接頭辞が付き、重鎖の残基数はＨの接頭辞が付く。 
【０１８６】
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【表ＩＩ】

【０１８７】
　最初の変異体であるＦ（ａｂ）－１においては、ＣＤＲ残基はマウスの抗体からヒトの
フレームワークへと移行されている。更に、残基Ｈ７１について、ヒトのＡｒｇからマウ
スのＶａｌに変化させたが、それはこの残基かＣＤＲ－Ｈ１及びＣＤＲ－Ｈ２のコンホメ
ーションに影響することが以前に示されたからである（Ｃｈｏｔｈｉａら、Ｎａｔｕｒｅ
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、３４２：８７７－８８３（１９８９）；Ｔｒａｍｏｎｔａｎｏ Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ
．２１５：１７５（１９９０））。このＦ（ａｂ）では検出可能な結合は見られなかった
。Ｆ（ａｂ）－２においては、ＣＤＲ－Ｈ２は、配列に基づく定義（即ち、残基Ｈ６０－
Ｈ６５を含む）を含むように伸長された。ヒトＣＤ１１ａに対するＦ（ａｂ）－２の結合
のＥＣ５０は、７７１±３２０ｎｇ／ｍｌであったが、これはキメラＩｇＧ１のＥＣ５０
（５．２±３．０ｎｇ／ｍｌ）よりも１４８倍弱いものである。 
【０１８８】
　以前行ったヒト化においては、ＣＤＲ－Ｈ１及びＣＤＲ－Ｈ２に隣接するフレームワー
クループ（ＦＲ－３）中の残基が結合に影響することが発見されている（Ｅｉｇｅｎｂｒ
ｏｔら、Ｐｒｏｔｅｉｎｓ １８：４９－６２（１９９４））。Ｆ（ａｂ）－５において
は、このループ中の３つの残基が対応するマウスのもの代えられていて、またこの変異体
は結合において２３倍の改善がみられた（表ＩＩ）。ヒトのＬ５３及びＬ５５の残基をマ
ウスのものにすると（即ち、ＳｅｒＬ５３Ｔｈｅ、及びＧｌｕＬ５５Ｇｌｎ）、更に４倍
も結合が改善された（Ｆ（ａｂ）－６、表ＩＩ）；これはＣＤＲ－Ｌ２を、構造に基づく
定義（残基Ｌ５０－Ｌ５２）から、配列に基づく定義（残基Ｌ５０－Ｌ５６）に効果的に
変換した。ＣＤＲ－Ｈ１において引き続いて行ったＰｈｅＨ２７からマウスのＴｙｒへの
変換により、更に３倍の改善がなされた（Ｆ（ａｂ）－７；表ＩＩ）。最後に、マウスの
及びヒト化したＭＨＭ２４のモデルに基づいて、ＦＲ－３における３つのマウス残基のう
ち２つ（Ｈ７５及びＨ７６）をヒトに戻し、この二つの残基は結合にはなんら影響を与え
ないことがわかった（Ｆ（ａｂ）－７及びＦ（ａｂ）－８を参照；表ＩＩ）。Ｆ（ａｂ）
－８のＥＣ５０の平均はキメラＩｇＧのものよりも若干良かった（表ＩＩ）。必ずしもヒ
トからマウスへの変化の全てが結合を改善したわけではない。ＰｈｅＨ６７をマウスのＡ
ｌａに変化させたか、それはこの部位が結合に影響を与えることが以前にわかっていたが
（Ｐｒｅｓｔａら、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１５１：２６２３－２６３２（１９９３））、
効果が明らかではなかったためである（Ｆ（ａｂ）－３、表ＩＩ）。ＶａｌＨ７１をヒト
Ａｒｇに戻すと、結合性が３倍減少したが（Ｆ（ａｂ）－４、表ＩＩ）、これはＦ（ａｂ
）－１にＶａ１Ｈ７１を取り込むことを支持する。 
【０１８９】
　Ｆ（ａｂ）－８由来のＶＬ及びＶＨ領域を、ヒトＩｇＧ１の定常領域に移行した。全長
の無処置の抗体であるＨｕＩｇＧ１は、Ｆ（ａｂ）－８と同等のＥＣ５０を示し、全長の
キメラＩｇＧ１と比較したときには改善されていた（表ＩＩ）。アラニン－スキャン及び
ＭＬＲアッセイ用の標準物質としての使用を含む（以下参照）ＨｕＩｇＧ１の全てのアッ
セイのデータを考慮すると、ヒトＣＤ１１ａに対するＨｕＩｇＧのＥＣ５０は、０．０４
２±０．０７２ｎＭ（Ｎ＝１５）であった。飽和結合アッセイも更に行って、見かけの解
離定数Ｋd（ａｐｐ）を決定した：マウスＭＨＭ２４については０．１５±０．０２ｎＭ
；ＨｕＩｇＧ１については０．１５±０．０４ｎＭ（表ＩＩＩ）。 
【０１９０】
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【表ＩＩＩ】

【０１９１】
〈（ｂ）ＣＤＲ残基のアラニン－スキャン〉 
　どのＣＤＲ残基がヒトＣＤ１１ａへの結合に関るのかを決めるため、ＨｕＩｇＧ１のＣ
ＤＲ残基についてのアラニン－スキャン（Ｃｕｎｎｉｎｇｈａｍら、Ｓｃｉｅｎｃｅ、２
４４：１０８１（１９８９））を行った。それぞれの変異体について、ジャーカット細胞
上のＣＤ１１ａへの結合を試験した。軽鎖においては、ＣＤＲ－Ｌ３のみが結合に寄与し
た。ＨｉｓＬ９１は、大きな効果があったが（表ＩＶ）、この側鎖は一部が埋まっている
はずであるから、おそらくはコンホメーション的なものであろう。残基ＡｓｎＬ９２及び
ＴｙｒＬ９４はより適度の効果があり、それぞれ３倍及び１２倍の減少があった。しかし
ながら、これらの二つの残基を（ＧｌｕＬ９３Ａ１ａと同様に）アラニンに同時に変化さ
せると、結合については付加的な影響を与えることがないことに注目されたい（変異体Ｌ
３、表ＩＶ）。 
【０１９２】
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【０１９３】
　重鎖においては、ＣＤＲ－Ｈ２及びＣＤＲ－Ｈ３は結合に関しての顕著な貢献をしてい
る。ＣＤＲ－Ｈ１のＴｒｐＨ３３Ａｌａ残基は大きな効果を有するが、ＴｒｐＨ３３が一
部において埋まっているはずであるためコンホメーション変化によるものであると思われ
る。結合について最も重要な単一残基は、ＣＤＲ－Ｈ２中のＡｓｐ-Ｈ５４である；この
残基をアラニンに代えると、結合について１４７倍の減少が起きる（表ＩＶ）。ＣＤＲ－
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Ｈ２中の、結合に関る他の残基には、ＧｌｕＨ５６、ＧｌｎＨ６１、及びＬｙｓＨ６４（
表ＩＶ）が含まれる。ＣＤＲ－Ｈ３においては、ＴｙｒＨ９７Ａｌａにより、結合が１１
倍減少し、ＴｙｒＨ１００ｃＡｌａにより結合が８倍減少した。ＣＤＲ－Ｌ３のように、
複数のＣＤＲ－Ｈ３残基を同時にアラニンに変化させると、結合についての、非付加的な
大きな変化が起きた（変異体Ｈ３と、ＴｙｒＨ９７Ａｌａ及びＴｙｒＨ９９Ａｌａとの対
比を参照されたい；表ＩＶ）。更に、ヒト化したものに含まれるＦＲ－３のＬｙｓＨ７３
残基はまた、アラニン又はアルギニンへ変化したときには、結合について５倍の減少を示
した（表ＩＶ）。 
【０１９４】
〈（ｃ）アカゲザルＣＤ１１ａへ結合させるためのＨｕＩｇＧ１の再改変〉 
　マウスＭＨＭ２４及びＨｕＩｇＧ１は共に、アカゲザルＣＤ１１ａへの結合について約
１０００倍の減少を示した：ＨｕＩｇＧ１は、アカゲザルＣＤ１１ａに対して４５．６±
４０．４ｎＭ（Ｎ＝１６）であるＥＣ５０を有し、これに対し、ヒトＣＤ１１ａに対して
のＥＣ５０は０．０４２±０．０７２ｎＭである。ＭＨＭ２４の生物学、毒性及び有効性
において、霊長類モデルは重要であるため、ＨｕＩｇＧ１のアカゲザルＣＤ１１ａに対す
る結合を改善することは、有益であると思われる。初期においては、アカゲザルにとって
は重要であるがヒトとってはそうではないものが変化されるようにして、ＭＡｂの超可変
領域の残基でヒトＣＤ１１ａ及びアカゲザルのＣＤ１１ａへの結合に重要であるものが決
定された。従って、アラニン－スキャン変異体もまた、末梢血リンパ球上のアカゲザルの
ＣＤ１１ａに対してアッセイにかけられた。最も重要な発見は、多重アラニン－変異体株
の一つであるＨ２変異体が、ＨｕＩｇＧ１よりも１８倍よくアカゲザルＣＤ１１ａに結合
したことである（表ＩＶ）。しかしながら、Ｈ２変異体に含まれる３つの残基における個
々の変異は、結合について最小の改善しか示さなかった：ＨｉｓＨ５２Ａｌａ、０．７倍
改善、ＳｅｒＨ５３Ａｌａ、０．７倍改善、及びＳｅｒＨ５５Ａｌａ、 １．３倍悪化（
表ＩＶ）。これら３つの残基における一連の二重変異は、ＨｉｓＨ５２Ａｌａ－ＳｅｒＨ
５３Ａ１ａの組合せが最も良いことを示したが、これによってＨｕＩｇＧ１に比較して７
７倍の改善が提供される（変異体Ｈ２Ａ１，Ｈ２Ａ２，及びＨ２Ａ３を参照、表ＩＶ）。
更に、ＨｕＩｇＧ１におけるＡｓｐＨ５４は、ヒトＣＤ１１ａについて最も重要な結合性
残基であるが、ＡｓｐＨ５４Ａｌａ及びＧｌｕＨ５６Ａｌａ変異体はまた、ＨｕＩｇＧよ
りも３倍の改善を示した（表ＩＶ）。 
【０１９５】
　アカゲザルのＣＤ１１ａへの結合を改善するがヒトＣＤ１１ａへの結合は低減しないと
思われる、部位Ｈ５４における単一の置換を発見するため、部位Ｈ５４を種々のアミノ酸
で置換した。全ての置換において、１オーダー以上の大きさにで結合性が低減されたが、
一方、ＡｓｐＨ５４Ａｓｎ置換によりアカゲザルの結合が１０倍改善された（表Ｖ）。
【０１９６】
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【表Ｖ】

【０１９７】
　部位Ｈ５２－Ｈ５３での変異について、非付加的効果が見られたので、これらを部位Ｈ
５４及びＨ５６における種々の変化と組み合わせた（表ＶＩ）。全ての変異体に対しては
、Ｈ５２及びＨ５３はアラニンであった。一つのシリーズにおいては、部位Ｈ５４はＡｓ
ｎであり、部位Ｈ５６はＧｌｕ（オリジナル）、Ａｌａ、Ａｓｎ、又はＧｌｎであった。
これらの変異体のいずれも、Ｈ２Ａ１変異体をうわまる、アカゲザルＣＤ１１ａへの改善
した結合を示さなかった（表ＶＩ）。別のシリーズにおいては、部位Ｈ５４はＡｌａであ
り、Ｈ５６はＧｌｕ（オリジナル）、Ａｌａ、Ｓｅｒ、又はＡｓｎであり、再び、Ｈ２Ａ
１よりも悪かった。第三のシリーズにおいては、部位５４はＳｅｒであり、部位Ｈ５６は
Ｇｌｕ（オリジナル）、Ａｌａ、Ｓｅｒ、又はＡｓｎであった。これらの変異体の内の二
つは、Ｈ２Ａ１変異体と比較して改善された、アカゲザルＣＤ１１ａに対する結合を示し
た（Ｈ２Ｃ１１及びＨ２Ｃ１２、表ＶＩ）。これら二つの変異体についてのアカゲザルＣ
Ｄ１１ａのＥＣ５０は、Ｈ２Ｃ１１については０．１１± ０．１１ｎＭ（Ｎ＝９）であ
り、Ｈ２Ｃ１２については０．１９±０．０８（Ｎ＝７）であった。これらの値は、ヒト
ＣＤ１１ａに対するＨｕＩｇＧ１のＥＣ５０（０．０４２ｎＭ）よりも３倍から５倍弱い
ものであるが、アカゲザルＣＤ１１ａに対するＨｕＩｇＧ１のＥＣ５０（４５．６ｎＭ）
よりも２４．０倍から４１５倍も改善されている。Ｈ２Ｃ１２は以後、ＲｈＩｇＧ１と呼
ぶ。飽和結合実験由来の見かけのＫd値は、マウスＭＨＭ２３がアカゲザルＣＤ１８に結
合したのと同様に、ＲｈＩｇＧ１がアカゲザルＣＤ１１ａに対して結合することを示した
（表ＩＩＩ）。 
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【０１９８】
【表ＶＩ】

【０１９９】
　ＨｕＩｇＧ１－ヒトＣＤ１１ａの相互作用については、ＡｓｐＨ５４が最も重要な残基
であった（表ＩＶ）；この残基を他のアミノ酸に代えると、顕著に結合性を低減したが、
そのなかでは、Ｇｌｕ、Ａｓｎ、及びＧｌｎへ代えるものが最も減少が低かった。しかし
ながら、ＨｕＩｇＧ１－アカゲザルＣＤ１１ａの相互作用の場合には、ＡｓｐＨ５４は、
この残基をＡｌａやＡｓｎに代えると結合が改善されるので有害であった（表Ｖ）。ヒト
及びアカゲザルのＣＤ１１ａの結合の間の差異を理解するため、後者をアカゲザルＰＢＬ
ライブラリーよりクローン化した。図２は、アカゲザルＣＤ１１ａＩ－領域は、ヒトＣＤ
１１ａＩ－領域とは、４つの部位：１３３、１８９、１９７、３０８のみにおいて異なっ
ていることを示している。以前、ＭＨＭ２４のヒトＣＤ１１ａエピトープが、残基１９７
－２０３にマッピングされたが（Ｃｈａｍｐｅら、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ.２７０：１
３８８－１３９４（１９９５））、これにはアカゲザルにおける、ヒトＬｙｓ１９７から
アカゲザルＧｌｕ１９７への変化が含まれている。 
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【０２００】
〈（ｄ）ケラチノサイト細胞付着アッセイ〉 
　マウスＭＨＭ２４、キメラＩｇＧ１及びＨｕＩｇＧ１を、ジャーカット細胞（ＬＦＡ－
１を発現するヒトＴ－細胞）の、ＩＣＡＭ－１を発現する正常なヒト上皮ケラチノサイト
への付着を阻止する能力について比較した。３つの抗体全ては、同様のＩＣ５０で同様に
振る舞った（図３）（表ＶＩＩ）。
【０２０１】
【表ＶＩＩ】

【０２０２】
　マウス及びヒト化したＭＨＭ２４のいずれも、アカゲザルとカニクイザルのリンパ球が
ヒトケラチノサイトに付着するのを阻止しなかった。ヒトケラチノサイトに対するアカゲ
ザルリンパ球の付着を阻止することにおいて、ＲｈＩｇＧ１をマウスの抗－ヒトＣＤ１８
抗体ＭＨＭ２３（Ｈｉｌｄｒｅｔｈら、Ｅｕｒ．Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１３：２０２－２
０８（１９８３）：Ｈｉｌｄｒｅｔｈら、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１３４：３２７２－３２
８０（１９８５））と比較すると、ＲｈＩｇＧ１はＭＨＭ２３よりも７４倍、効果が低い
（図４Ａ、表ＶＩＩ）。しかしながら、組換体のヒトＩＣＡＭ－１を（ヒトケラチノサイ
トの代りに）プレートにコートすると、ＲｈＩｇＧ１はＭＨＭ２３よりも４倍効果が低い
のみであった（図４Ｂ、表ＶＩＩ）。Ｉ－領域がアカゲザルに変異したヒトＣＤ１１ａ（
Ｖａｌ１３３Ｉｌｅ、Ａｒｇ１８９Ｇｌｎ、Ｌｙｓ１９７Ｇ１ｕ、Ｖａｌ３０８Ａｌａ）
を具備するキメラＣＤ１１ａを、ヒト胎児性腎臓２９３細胞内へ形質移入した。これらの
Ｒｈ／ＨｕＣＤ１１ａ－２９３細胞についての、ヒトケラチノサイトへの付着を阻止する
ことにおいて、ＲｈＩｇＧ１は再び、ＭＨＭ２３よりも４倍低かった（図４Ｃ、表ＶＩＩ
）。 
【０２０３】
　ＲｈＩｇＧ１に対する、対照のアイソタイプ抗体（ヒト化抗－ｐ１８５HER2抗体；Ｃａ
ｒｔｅｒら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ８９：４２８５（１９９２
））、及びＭＨＭ２３（マウスＭＡｂ３５４、マウスＩｇＧ１抗－ハムスターｔｐＡ）は
、ヒトケラチノサイトに対するアカゲザルリンパ球の結合も、ヒトケラチノサイトに対す
る組換体ＩＣＡＭ－１（図４Ａ、４Ｂ）、やＲｈ／ＨｕＣＤ１１ａ（図４Ｃ）の結合も阻
止することはなかった。これは、アカゲザルリンパ球：ヒトケラチノサイトアッセイにお
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けるマウスＭＨＭ２３と比較した場合の、ＲＩｇＧ１の低減した成績は、（ＭＨＭ２３の
マウスＦｃと比較したときの）ＨｕＩｇＧ１のヒトＦｃのアカゲザルリンパ球との予期せ
ぬ相互作用によるものではないことを示唆しているが、これはアカゲザルＣＤ１１ａへの
結合が可能なＲｈＩｇＧ１の濃度を低減させるかもしれない。組換体のヒトＩＣＡＭ－１
のデータは、ＲｈＩｇＧ１はアカゲザルリンパ球に結合していて、マウスＭＨＭ２３とほ
とんど同様に付着を阻止していることを示している（図４Ｂ、表ＶＩＩ）。Ｒｈ／ＨｕＣ
Ｄ１１ａ－２９３のデータ（図４Ｃ、表ＶＩＩ）は、ＲｈＩｇＧ１が、ヒトケラチノサイ
ト上の標的には結合しておらず（ＨｕＩｇＧ１と比較した場合）、これはアカゲザルＣＤ
１１ａへ結合することが可能なＲｈＩｇＧ１の濃度を低減させるかもしれない。更に、ア
カゲザルＩｇＧ１に対するＲｈＩｇＧ１のＫd（ａｐｐ）は、１ｍｇ／ｍｌのヒトＩｇＧ
１有（アカゲザルドナー３）の場合、無し（アカゲザルドナー１）の場合と同様であった
（表ＩＩＩ）。これは、ＲｈＩｇＧ１の結合が、アカゲザルＣＤ１１ａに特異的であるこ
とを示している。 
【０２０４】
〈（ｅ）混合リンパ球応答アッセイ〉 
　ＭＬＲにおいては、ＨｕＩｇＧ１はマウスＭＨＭ２４よりも２倍弱いＩＣ５０値を示し
た（表ＶＩＩＩ、図５）。 
【０２０５】
【表ＶＩＩＩ】

【０２０６】
　マウスの及びヒト化したＭＡｂｓは、ＭＡｂ２５．３よりも１０倍から２０倍、うまく
いったが、ＭＡｂ２５．３は以前にｉｎ ｖｉｖｏで試験されている（Ｆｉｓｈｅｒら、
Ｂｌｏｏｄ７７：２４９－２５６（１９９１）；Ｓｔｏｐｐａら、Ｔｒａｎｓｐｌａｎｔ
 Ｉｎｔｌ．４：３－７（１９９１）；Ｈｏｕｒｍａｎｔら、Ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔ
ｉｏｎ、５８：３７７－３８０（１９９４））。アカゲザル－結合性変異体のＲｈＩｇＧ
１は、マウスＭＨＭ２３よりも若干だけよいＩＣ５０を示した（表ＶＩＩＩ）。異なる応
答者：刺激者の血液提供者を、独立したアッセイにおいて使用したが、結果は顕著には異
ならなかった。アカゲザルＣＤ１１ａに対するＲｈＩｇＧ１のＫdは、ヒトＣＤ１１ａに
対するＨｕＩｇＧ１のＫｄよりも２６倍低く（表ＩＩＩ）、これはＭＬＲアッセイに由来
するＩＣ５０値に反映されている（表ＶＩＩＩ）。
【図面の簡単な説明】
【０２０７】
【図１Ａ】図１Ａは、ネズミＭＨＭ２４軽鎖(配列番号：１)、ヒト化ＭＨＭ２４ Ｆ(ab) 
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‐８軽鎖(配列番号：２)、サブグループ軽鎖κＩ(humκI)のヒトコンセンサス配列(配列
番号：３)のアミノ酸配列を示した。
【図１Ｂ】図１Ｂは、ネズミＭＨＭ２４重鎖(配列番号：４)、ヒト化ＭＨＭ２４ Ｆ(ab) 
‐８重鎖(配列番号：５)、重鎖サブグループIII(humIII)のヒトコンセンサス配列(配列番
号：６)及び実施例の「アカグザル化」抗体変異体重鎖(配列番号：２４)のアミノ酸配列
を示した。 図１Ａと１Ｂにおいて、配列超可変性に基づいた超可変性領域(Kabatら、Seq
u ences of Proteins of Immunological Interest．5th Ed．Public Health Servi ce，N
ational Institutes of Health，Bethesda，MD.(1991))は、ブラケット内に納められ、且
つＦ(ab)‐抗原複合体の構造に基づく超可変ループ(Chothiaら、 Nature 342:8767(1989)
)は、イタリックとした。残基の番号付けは、a,b,及びc で示した挿入物によって、Kabat
らに従う。
【図２】図２は、ヒトＣＤ１１ａ Ｉ-ドメイン(配列番号：７)及びアカゲザルＣＤ１１ａ
 Ｉ‐ドメイン(配列番号：８)の配列を示した。β鎖とαへリックスは、下線を付し、且
つQuら、Proc．Natl．Acad．Sci．92:10277-10281(1995)に従い標識される。該アカゲザ
ルＩ‐ドメイン配列(ｒｈＣＤ１１ａ)は、ヒトＩ‐ドメインと４つの相違のみであること
を示した。ＭＨＭ２４ ＭＡｂ(配列番号：９)のための結合エピトープは、肉太字で示し
た(Champeら、J．Biol．Chem．270:1388-1 394(1995))。
【図３】図３は、ネズミＭＨＭ２４(詰まった円)、キメラＭＨＭ２５(開放三角)、ヒト化
ＭＨＭ２４(HuIgG1)(詰まった四角)、及びヒトＩｇＧ１アイソタイプコントロール(+)に
よる通常のヒト ケラチノサイトへのヒト ジャーカットＴ細胞の抑制を表す。パーセント
結合は、標識化ジャーカット細胞の蛍光により測定した。
【図４Ａ】図４Ａは、通常のヒトケラチノサイトに対するアカゲザルリンパ球の結合の抑
制を示した。アカゲザル結合ＭＨＭ２４(RhIgG1)(詰まった四角)、抗ＣＤ１８ＭＨＭ２３
(詰まった円)、ヒトＩｇＧ１アイソタイプコントロール(+)による抑制。
【図４Ｂ】図４Ｂは、プレート上に被覆した組換えヒトＩＣＡＭ‐１に対するアカゲザル
 リンパ球の結合の抑制を示した。アカゲザル結合ＭＨＭ２４(RhIgG1)(詰まった四角)、
抗ＣＤ１８ＭＨＭ２３(詰まった円)及びネズミＩｇＧ１アイソタイプコントロール(+)に
よる抑制。
【図４Ｃ】図４Ｃは、通常のヒトケラチノサイトに対するアカゲザル／ヒトＣＤ１１ａキ
メラー移入化２９３細胞の結合の抑制を示した。アカゲザル結合ＭＨＭ２４(RhIgG1)(詰
まった四角)、抗ＣＤ１８ＭＨＭ２３(詰まった円)、ヒトＩｇＧ１アイソタイプコントロ
ール(+)による抑制。
【図５】図５は、ヒトリンパ球反応アッセイ(ＭＬＲ)が、ネズミＭＨＭ２４(詰まった円)
、ヒト化ＭＨＭ２４(HuIgG1)(詰まった四角)、及びヒト化アイソタイプＩｇＧコントロー
ル(詰まったダイアモンド)によってブロック化されることを示した。パーセント刺激イン
デックス(％ＳＩ)は、ＭＡｂ不在での最大応答に対し与えられたＭＡｂ濃度での応答の比
である。データは、少なくとも２つの異なる刺激／応答対を用いる複数アッセイの実例で
ある。
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