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(57)【要約】
本発明は、B7-H3 抗体、その抗原結合フラグメント、及
びそれらの医学的使用を提供する。更に、本発明は、前
記 B7-H3 抗体又はその抗原結合フラグメントを含む医
薬組成物、及び医薬品としてのその使用を開示する。特
に、本発明は、B7-H3 関連疾患又は症状を治療するため
の医薬品を製造するための、ヒト B7-H3 抗体又はその
抗原結合フラグメントの使用を開示する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　以下の（i）から（ii）のうちの何れかのモノクローナル抗体又はその抗原結合フラグ
メントから選択される、ヒトB7-H3 に結合する、B7-H3 抗体又はその抗原結合フラグメン
ト：
（i）以下の配列から選択されるか、又は以下の配列と少なくとも 95 ％の同一性を有す
るアミノ酸配列から選択される 1 つ以上の CDR 領域配列を含む、モノクローナル抗体又
はその抗原結合フラグメント：
配列番号：10、11 及び 12 に示される抗体重鎖可変領域 HCDR 配列；並びに
配列番号：13、14 及び 15 に示される抗体軽鎖可変領域 LCDR 配列；
（ii）以下の配列から選択されるか、又は以下の配列と少なくとも 95 ％の同一性を有す
るアミノ酸配列から選択される 1 つ以上の CDR 領域配列を含む、モノクローナル抗体又
はその抗原結合フラグメント：
配列番号：16、17 及び 18 に示される抗体重鎖可変領域 HCDR 配列；並びに
配列番号：19、20 及び 21 に示される抗体軽鎖可変領域 LCDR 配列。
【請求項２】
　前記モノクローナル抗体が組換え抗体である、請求項１に記載の B7-H3 抗体又はその
抗原結合フラグメント。
【請求項３】
　前記モノクローナル抗体がヒト組換え抗体又はその抗原結合フラグメントである、請求
項２に記載の B7-H3 抗体又はその抗原結合フラグメント。
【請求項４】
　前記ヒト組換え抗体の軽鎖及び重鎖可変領域のフレームワーク（FR）配列が、それぞれ
ヒト生殖細胞系列型軽鎖及び重鎖、又はそれらの変異配列に由来する、請求項３に記載の
 B7-H3 抗体又はその抗原結合フラグメント。
【請求項５】
　前記ヒト組換え抗体が、配列番号：6 又は 8 に示される重鎖可変領域又はそれらのバ
リアントを含み、前記バリアントは、配列番号：6 又は 8 の重鎖可変領域中に 1-10 個
のアミノ酸の欠失、置換又は付加を有する、請求項４に記載の B7-H3 抗体又はその抗原
結合フラグメント。
【請求項６】
　前記ヒト組換え抗体が、配列番号：7 又は 9 に示される軽鎖可変領域又はそれらのバ
リアントを含み、前記バリアントは、配列番号：7 又は 9 の軽鎖可変領域中に1-10 個の
アミノ酸の欠失、置換又は付加を有する、請求項４に記載の B7-H3 抗体又はその抗原結
合フラグメント。
【請求項７】
　前記 B7-H3 抗体がヒト抗体定常領域を更に含み、好ましくは前記 B7-H3 抗体が、それ
ぞれ配列番号：22 及び 23 に示される重鎖及び軽鎖からなる完全長抗体、若しくはそれ
ぞれ配列番号：22 及び 26 に示される重鎖及び軽鎖からなる完全長抗体、又はそれぞれ
配列番号：24 及び 25 に示される重鎖及び軽鎖からなる完全長抗体である、請求項１か
ら６の何れか一項に記載の B7-H3 抗体又はその抗原結合フラグメント。
【請求項８】
　前記抗原結合フラグメントが、Fab、Fab'、F(ab')2 及び単鎖抗体（scFv）、二量体化 
V 領域（ダイアボディ）、ジスルフィド安定化 V 領域（dsFv）及び CDR-含有ペプチドか
らなる群から選択される、請求項１から６の何れか一項に記載の B7-H3 抗体又はその抗
原結合フラグメント。
【請求項９】
　ヒト B7-H3 への結合に関して、請求項１から８の何れか一項に記載の B7-H3 抗体又は
その抗原結合フラグメントと競合することを特徴とする、単離した B7-H3 抗体又はその
抗原結合フラグメント。
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【請求項１０】
　治療有効量の請求項１から９の何れか１項に記載の B7-H3 抗体又はその抗原結合フラ
グメント、及び 1 種以上の薬学的に許容される担体、希釈剤又は賦形剤を含む、医薬組
成物。
【請求項１１】
　請求項１から９の何れか一項に記載の抗体又はその抗原結合フラグメントをコードする
、核酸分子。
【請求項１２】
　請求項１１に記載の核酸分子を含む、組換えベクター。
【請求項１３】
　宿主細胞が、原核細胞及び真核細胞、好ましくは真核細胞、より好ましくは哺乳動物細
胞又は酵母細胞からなる群から選択される、請求項１２に記載の組換えベクターで形質転
換した宿主細胞。
【請求項１４】
　請求項１から９の何れか一項に記載の B7-H3 抗体又はその抗原結合フラグメントを形
成及び蓄積するために請求項１３に記載の宿主細胞を培養物中で培養すること、及び蓄積
した抗体又はその抗原結合フラグメントを前記培養物から回収すること、を含む、請求項
１から９の何れか一項に記載の抗体又はその抗原結合フラグメントを産生するための方法
。
【請求項１５】
　請求項１から９の何れか一項に記載の B7-H3 抗体又はその抗原結合フラグメントを使
用して B7-H3 を検出するステップを含む、B7-H3 を免疫学的に検出する又は測定するた
めの方法。
【請求項１６】
　請求項１から９の何れか一項に記載の B7-H3 抗体又はその抗原結合フラグメントを含
む、ヒト B7-H3 を検出する又は測定するための試薬。
【請求項１７】
　請求項１から９の何れか一項に記載の B7-H3 抗体又はその抗原結合フラグメントを含
む、ヒト B7-H3 陽性細胞に関連する疾患を検出するための診断薬。
【請求項１８】
　請求項１から９の何れか一項に記載の B7-H3 抗体又はその抗原結合フラグメントを使
用して、B7-H3 又は B7-H3 陽性細胞を検出する又は測定するステップを含む、ヒト B7-H
3 陽性細胞に関連する疾患を診断するための方法。
【請求項１９】
　請求項１から９の何れか一項に記載の B7-H3 抗体又はその抗原結合フラグメント、若
しくは請求項１０に記載の医薬組成物、又は請求項１１の核酸分子を含む、B7-H3 陽性細
胞に関連する疾患を治療するための治療薬。
【請求項２０】
　請求項１から９の何れか一項に記載の B7-H3 抗体又はその抗原結合フラグメント、若
しくは請求項１０の医薬組成物、又は請求項１１の核酸分子を利用することにより、B7-H
3 陽性細胞の死を誘導することを含む、B7-H3 陽性細胞に関連する疾患を治療するための
方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、B7-H3 抗体又はその抗原結合フラグメントに関する。本発明は更に、B7-H3 
抗体の CDR 領域を含むヒト抗体に関する。本発明は又、B7-H3 抗体又はその抗原結合フ
ラグメントを含む医薬組成物、及び B7-H3 関連疾患の診断薬及び治療薬としてのその使
用にも関する。
【背景技術】
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【０００２】
　T 細胞媒介免疫応答は生物の抗腫瘍プロセスにおいて非常に重要な役割を果たしている
が、T 細胞の活性化と増殖には TCR によって認識される抗原シグナルだけでなく、共刺
激分子によって提供される 2 番目のシグナルも必要である。B7 ファミリーの分子は、共
刺激分子免疫グロブリン・スーパーファミリーに属する。ますます多くの研究によって、
このファミリーの分子が、生物の正常な免疫機能と病理状態において、重要な調節的役割
を果たしていることが示されてきている。
【０００３】
　B7-H3 は B7 ファミリーのメンバーであり、アミノ末端にシグナル・ペプチド、細胞外
免疫グロブリン様可変領域（IgV）及び定常領域（IgC）、膜貫通領域、45 個のアミノ酸
を有する細胞質尾部領域（Tissue Antigens. 2007 Aug; 70(2): 96-104）を含む I 型膜
貫通タンパク質に属する。現在のところ、B7-H3 には、主に 2 種類のスプライシング・
バリアント、B7-H3a 及び B7-H3b が含まれている。B7-H3a の細胞外ドメインは、IgV-Ig
C の 2 つの免疫グロブリン・ドメイン（2IgB7-H3 としても知られる）で構成され、B7-H
3b の細胞外ドメインは、IgV-IgC-IgV-IgC の 4 つの免疫グロブリンドメイン（4IgB7-H3
 としても知られる）で構成されている。
【０００４】
　B7-H3 タンパク質は、正常な組織及び細胞では発現しないか、又はほとんど発現しない
が、様々な腫瘍組織で高度に発現し、腫瘍の進行、患者の生存及び予後に密接に関連して
いる。B7-H3 は、多くの種類のがん、特に非小細胞肺がん、腎がん、尿路上皮がん、結腸
直腸がん、前立腺がん、多形性膠芽腫、卵巣がん、膵臓がんで過剰発現することが臨床的
に報告されている（Lung Cancer. 2009 Nov; 66(2): 245-249；Clin Cancer Res. 2008 A
ug 15; 14(16): 5150-5157）。更に、前立腺がんでは、B7-H3 の発現レベルは臨床病理学
的な悪性度（腫瘍体積、前立腺外浸潤、グリーソン・スコア等）と正の相関があり、又が
んの進行と関連していることも文献で報告されている（Cancer Res. 2007 Aug 15; 67(16
):7893-7900）。同様に、多形性膠芽腫では、B7-H3 の発現はイベント・フリーでの生存
（event-free survival）と逆相関し、膵臓がんでは、B7-H3 の発現はリンパ節転移及び
病理学的進行と関連している。従って、B7-H3 は新しい腫瘍マーカー及び治療標的となる
可能性があるものと考えられている。
【０００５】
　現在、前臨床研究に、B7-H3 標的に特異的な治療戦略がある。例えば、マウス B7-H3 
を標的とする抗体によって、腫瘍中の浸潤性 CD8 陽性 T 細胞が高まり、腫瘍の成長が阻
害される（Mod Pathol. 2010 Aug; 23（8）：1104-1112）。更に、特許 WO 2008/066691 
は、B7-H3 バリアント B7-H3a を認識する抗体が、腺がんに対して in vivo で抗腫瘍効
果を示したことを示している。臨床試験では、放射性 I131 と結合したマウス B7-H3 抗
体の ADC が、患者の神経芽細胞腫の成長を有意に抑制した（J Neufooocol 97(3):409-18
 (2010)）。しかしながら、現在研究中の B7H3 抗体は、マウス抗体をヒト化することに
よって改変したヒト化抗体である。しかしながら、免疫化したときのヒト化抗体には、マ
ウス抗体成分を含まない完全ヒト抗体よりも高い免疫原性がある。これは、ヒトへの適用
において好ましくない要因である。
【０００６】
　ファージ・ディスプレイ技術は、外因性タンパク質又はポリペプチドとファージ・コー
ト・タンパク質との融合を指し、ファージの表面に外因性タンパク質を発現させる。その
ファージ抗体ライブラリは、ファージ・ディスプレイ技術、PCR 増幅技術、及びタンパク
質発現技術を組み合わせることにより確立された抗体ライブラリである。
【０００７】
　ファージ抗体ライブラリの最大の利点は、in vivo での抗体産生の 3 つのプロセスを
模倣することにより、in vivo で免疫することなく、完全なヒト抗体を調製することであ
る。更に、前記ファージ抗体ライブラリには次の利点がある：1）遺伝子型と表現型の統
一が達成される；更に、その実験方法は単純且つ迅速である。ここで、ハイブリドーマ技
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術による従来の抗体産生方法には数ヶ月かかるが、対照的に、抗体ライブラリ技術は数週
間しかかからない。2）発現産物は完全なヒト抗体であり、その分子量は小さく、前記抗
体は主に活性フラグメントFab 及び scFv の形態で発現する；完全な抗体と比較すると、
前記抗体は組織浸透性に明らかな利点がある。3）スクリーニング容量が大きい：ハイブ
リドーマ技術は、数千のクローンをスクリーニングするために使用されるが、抗体ライブ
ラリ技術は、数百万又は数億の分子から選択するために使用することができる；従って、
より多くの種類の抗体が得られる。4）幅広い用途：原核生物発の現システムを利用する
と、大規模生産でより明らかな利点が得られる（Curr Opin Biotechnol. 2002 Dec;13(6)
:598-602; Immunotechnology, 2013, 48(13) 48(13): 63-73）。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００８】
　現在、WO2008100934、WO2010096734、WO2012147713、WO2015181267、WO2016044383 等
の特許が B7-H3 抗体を報告しているが、それらのほとんどはマウス抗体又はヒト化抗体
である；そして、それらのほとんどは、国内又は海外の何れかでまだ臨床フェーズ I 及
び探索フェーズにあり、B7-H3 を標的とする抗体薬はいずれも市場では入手できない。そ
のため、関連疾患の治療と適用のためには、より高い活性、高い親和性、高い安定性を備
えたB7-H3 完全ヒト抗体を更に開発する必要がある。
【課題を解決するための手段】
【０００９】
　本発明の 1 つの目的は、B7-H3 細胞外領域のアミノ酸配列又は三次元構造に結合する
、モノクローナル抗体又はその抗原結合フラグメントを提供することである。更に、本発
明の別の目的は、前記モノクローナル抗体又はその抗体フラグメントと競合する、高度に
活性のある且つ高度に安定な抗ヒト B7-H3 完全ヒト抗体をスクリーニング及び取得する
ことである。
【００１０】
　更に、本発明は、前記抗体をコードする DNA、前記 DNA を含むベクター、前記ベクタ
ーを形質転換して得られる形質転換体、前記形質転換体を使用した抗体又はその抗体フラ
グメントの産生方法、及び前記抗体又はその抗体フラグメントが有効成分として機能する
診断薬又は治療薬を提供する。
【００１１】
　ある態様では、本発明は、以下の（i）から（ii）のうちの何れかのモノクローナル抗
体又はその抗原結合フラグメントから選択される、ヒト B7-H3 に結合する、B7-H3 抗体
又はその抗原結合フラグメント：
（i）以下の配列から選択されるか、又は以下と少なくとも 95 ％の同一性を有するアミ
ノ酸配列から選択される 1 つ以上の CDR 領域配列を含む、モノクローナル抗体又はその
抗原結合フラグメント：
配列番号：10、11 及び 12 に示される抗体重鎖可変領域 HCDR 配列；並びに
配列番号：13、14 及び 15 に示される抗体軽鎖可変領域 LCDR アミノ酸配列；
（ii）以下の配列から選択されるか、又は以下と少なくとも 95 ％の同一性を有するアミ
ノ酸配列から選択される 1 つ以上の CDR 領域配列を含むモノクローナル抗体又はその抗
原結合フラグメント：
配列番号：16、17 及び 18 に示される抗体重鎖可変領域 HCDR 配列；並びに
配列番号：19、20 及び 21 に示される抗体軽鎖可変領域 LCDR 配列、
を提供する。
【００１２】
　好ましい実施形態では、前記モノクローナル抗体が組換え抗体である、本発明による B
7-H3 抗体又はその抗原結合フラグメント、が提供される。
【００１３】
　好ましい実施形態では、前記モノクローナル抗体がヒト組換え抗体又はその抗原結合フ



(6) JP 2020-515251 A 2020.5.28

10

20

30

40

50

ラグメントである、本発明による B7-H3 抗体又はその抗原結合フラグメント、が提供さ
れる。
【００１４】
　好ましい実施形態では、ヒト組換え抗体の軽鎖及び重鎖可変領域のフレームワーク（FR
）配列が、それぞれヒト生殖細胞系列型軽鎖及び重鎖、又はそれらの変異配列に由来する
、本発明による B7-H3 抗体又はその抗原結合フラグメント、が提供される。
【００１５】
　好ましい実施形態では、前記ヒト組換え抗体が、配列番号：6 又は 8 に示される重鎖
可変領域又はそれらのバリアントを含み；前記バリアントは、配列番号：6 又は 8 で示
される重鎖可変領域配列中に 1-10 個のアミノ酸の置換を有する、本発明による B7-H3 
抗体又はその抗原結合フラグメント、が提供される。
【００１６】
　好ましい実施形態では、前記ヒト組換え抗体が、配列番号：7 又は 9 に示される軽鎖
可変領域又はそれらのバリアントを含み；前記バリアントは、配列番号：7 又は 9 の軽
鎖可変領域配列中に1-10 個のアミノ酸の置換を有する、本発明による B7-H3 抗体又はそ
の抗原結合フラグメント、が提供される。
【００１７】
　好ましい実施形態では、前記 B7-H3 抗体がヒト抗体定常領域を更に含み、好ましくは
前記 B7-H3 抗体が、それぞれ配列番号：22 及び 23 に示される重鎖配列及び軽鎖配列か
らなる完全長抗体；若しくはそれぞれ配列番号：22 及び 26 に示される重鎖配列及び軽
鎖配列からなる完全長抗体；又はそれぞれ配列番号：24 及び 25 に示される重鎖及び軽
鎖からなる完全長抗体である、本発明による B7-H3 抗体又はその抗原結合フラグメント
、が提供される。
【００１８】
　好ましい実施形態では、前記抗原結合フラグメントが、Fab、Fab'、F(ab')2、単鎖抗体
（scFv）、二量体化 V 領域（ダイアボディ）、ジスルフィド安定化 V 領域（dsFv）及び
 CDR-含有ペプチドからなる群から選択される、本発明による B7-H3 抗体又はその抗原結
合フラグメント、が提供される。
【００１９】
　別の態様において、本発明は、ヒト B7-H3 への結合に関して、上記の B7-H3 抗体又は
その抗原結合フラグメントと競合することを特徴とする、単離した B7-H3 抗体又はその
抗原結合フラグメント、を提供する。
【００２０】
　本発明は又、治療有効量の本発明による B7-H3 抗体又はその抗原結合フラグメント、
及び 1 種以上の薬学的に許容される担体、希釈剤又は賦形剤を含む、医薬組成物、も提
供する。
【００２１】
　本発明は又、本発明に記載の B7-H3 抗体又はその抗原結合フラグメントをコードする
、核酸分子、も提供する。
【００２２】
　本発明は又、上記の核酸分子を含む、組換えベクター、も提供する。
【００２３】
　本発明は、宿主細胞が、原核細胞及び真核細胞、好ましくは真核細胞、より好ましくは
哺乳動物細胞又は酵母細胞からなる群から選択される、上記の組換えベクターで形質転換
した宿主細胞、も提供する。
【００２４】
　本発明は又、本発明による B7-H3 抗体又はその抗原結合フラグメントを形成及び蓄積
するために上記の宿主細胞を培養物中で培養すること、及び蓄積した抗体又はその抗原結
合フラグメントを前記培養物から回収すること、を含む、本発明による抗体又はその抗原
結合フラグメントを産生するための方法、も提供する。
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【００２５】
　本発明は又、本発明に記載の B7-H3 抗体又はその抗原結合フラグメントを使用するこ
とを含む、B7-H3 を免疫学的に検出する又は測定するための方法、も提供する。
【００２６】
　本発明は又、本発明に記載の B7-H3 抗体又はその抗原結合フラグメントを含む、ヒト 
B7-H3 を検出する又は測定するための試薬、も提供する。
【００２７】
　本発明は又、本発明に記載の B7-H3 抗体又はその抗原結合フラグメントを含む、ヒト 
B7-H3 陽性細胞に関連する疾患を検出するための診断薬、も提供する。
【００２８】
　本発明は又、本発明に記載の B7-H3 抗体又はその抗原結合フラグメントを使用して、B
7-H3 又は B7-H3 陽性細胞を検出する又は測定することを含む、B7-H3 陽性細胞に関連す
る疾患を診断するための方法、も提供する。
【００２９】
　別の態様において、本発明は又、B7-H3 陽性細胞に関連する疾患の診断薬を調製するた
めの、本発明に記載の B7-H3 抗体又はその抗原結合フラグメントの使用、も提供する。
【００３０】
　別の態様では、本発明は、本発明に記載の B7-H3 抗体又はその抗原結合フラグメント
、若しくは上記の医薬組成物、又は上記の核酸分子を含む、B7-H3 陽性細胞に関連する疾
患を治療するための治療薬、を更に提供する。
【００３１】
　本発明は又、本発明に記載の抗体若しくはその抗原結合フラグメント、若しくは上記の
医薬組成物、又は上記の核酸分子を利用することにより、B7-H3 陽性細胞の細胞死を誘導
することを含む、B7-H3 陽性細胞に関連する疾患を治療する方法、も提供する。
【００３２】
　別の態様では、本発明は、B7-H3 陽性細胞に関連する疾患を治療するための治療薬を調
製する際に、本発明に記載の抗体若しくはその抗原結合フラグメント、若しくは医薬組成
物、又は核酸分子の使用、を更に提供する。
【図面の簡単な説明】
【００３３】
【図１】図１：ヒト 2Ig-B7-H3 抗原に対する異なる抗体の結合能；
【図２】図２：ヒト 4Ig-B7-H3 抗原に対する異なる抗体の結合能；
【図３】図３：マウス B7-H3 抗原に対する異なる抗体の交差結合能；
【図４】図４：U87MG 細胞に対する異なる抗体の結合能；
【図５】図５：U87MG 細胞に対する異なる抗体のエンドサイトーシス効果。
【発明を実施するための形態】
【００３４】
　１．用語
　本発明をより容易に理解するために、ある特定の技術用語及び科学用語を以下で具体的
に定義する。本文書の他の箇所で特に示されていない限り、本明細書で使用される他のす
べての技術用語及び科学用語は、本発明が関係する当業者によって一般に理解される意味
を有する。
【００３５】
　本明細書で使用される場合、アミノ酸の 3 文字コード及び 1 文字コードは、J. biol.
 chem, 243, p3558 (1968) に記載される通りである。
【００３６】
　本明細書で使用される「抗体」は、免疫グロブリン、2 つの同一の重鎖と 2 つの同一
の軽鎖の間のジスルフィド結合によって一緒に繋げられた 4 つのペプチド鎖の構造、を
指す。様々な免疫グロブリン重鎖定常領域は、様々なアミノ酸組成とランク順を示し、そ
れ故に、様々な種類の抗原性を示す。従って、免疫グロブリンは、重鎖μ、δ、γ、α及
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びεを有する免疫グロブリン・アイソタイプ、即ちIgM、IgD、IgG、IgA 及び IgE とそれ
ぞれ呼ばれる、5 つのカテゴリーに分類できる。ヒンジ領域のアミノ酸組成と重鎖ジスル
フィド結合の数と位置に応じて、同じタイプの Ig を異なるサブカテゴリー、例えば、Ig
G は IgG1、IgG2、IgG3、及び IgG4、に分けることができる。軽鎖は、定常領域が異なる
ため、κ又はλ鎖に分けることができる。5 種類の中の各 IgG は、κ又はλ鎖を有する
。
【００３７】
　本発明において、本明細書に記載の抗体軽鎖は、軽鎖定常領域を更に含み、前記軽鎖定
常領域は、ヒト又はマウスのκ、λ鎖又はそのバリアントを含む。
【００３８】
　本発明において、本明細書に記載の抗体重鎖は、ヒト又はマウス IgG1、IgG2、IgG3、I
gG4 又はそのバリアントを含む重鎖定常領域、を更に含む。
【００３９】
　前記抗体の重鎖及び軽鎖の N 末端に近い約 110 アミノ酸の配列は、大きく変化し、可
変領域（Fv 領域）として知られている。C 末端に近いアミノ酸の残りの配列は比較的安
定しており、定常領域として知られている。可変領域は、3つの超可変領域（HVR）と比較
的保存された配列を持つ 4 つのフレームワーク領域（FR）を含む。3 つの超可変領域は
、相補性決定領域（CDR）としても知られていて、抗体の特異性を決定する。各軽鎖可変
領域（LCVR）及び各重鎖可変領域（HCVR）は、3つの CDR 領域と4つの FR 領域で構成さ
れていて、アミノ末端からカルボキシル末端に向かって順に、FR1、CDR1、FR2、CDR2、FR
3、CDR3、及び FR4 となる。3 つの軽鎖 CDRs は、LCDR1、LCDR2、及び LCDR3 を指す；3
 つの重鎖 CDRs は、HCDR1、HCDR2、及び HCDR3 を指す。本明細書の抗体又は抗原結合フ
ラグメントの LCVR 及び HCVR 領域にあるCDR アミノ酸残基の数と位置は、既知の Kabat
 番号付け基準（LCDR1-3、HCDR2-3）に準拠するか、Kabat 及び Chothia 番号付け基準（
HCDR1）に準拠する。
【００４０】
　用語「ヒト抗体」及び「ヒト由来抗体」は互換的に使用され、ヒト免疫グロブリン配列
に由来する 1 つ以上の可変領域及び定常領域を含む抗体を指す。好ましい方法の 1 つは
、可変領域及び定常領域の全てがヒト免疫グロブリン配列に由来する、即ち、「完全ヒト
由来抗体」又は「完全ヒト抗体」である。これらの抗体は、ファージ・ディスプレイ技術
（これには、ヒト PBMC、脾臓、リンパ節組織から B 細胞を単離し、天然の一本鎖ファー
ジ・ヒト抗体ライブラリを構築することが含まれる）を使用することによって、又はヒト
抗体の軽鎖及び重鎖を発現するトランスジェニック・マウスを免疫化すること及びスクリ
ーニングをすることによって、取得した抗体等を含む、様々な方法で取得できる。
【００４１】
　本発明で使用される用語「マウス抗体」は、当技術分野の知識及び技術に従って調製さ
れたヒト B7-H3 に対するモノクローナル抗体を指す。調製過程では、対象に B7-H3 抗原
を注射し、その後、所望の配列又は機能特性を有する抗体を発現するハイブリドーマを単
離する。本発明の好ましい態様において、マウス B7-H3 抗体又はその抗原結合フラグメ
ントは、マウス・カッパ、ラムダ鎖又はそれらのバリアントの軽鎖定常領域を更に含むか
、又はマウス IgG1、IgG2、IgG3 又はそれらのバリアントの重鎖定常領域を更に含む。
【００４２】
　用語「キメラ抗体」は、マウス抗体によって誘導される免疫応答を軽減するために、マ
ウス抗体の可変領域をヒト抗体の定常領域と融合させることにより形成される抗体である
。キメラ抗体を確立するためには、特定のマウス・モノクローナル抗体を分泌するハイブ
リドーマを確立し、マウス・ハイブリドーマ細胞から可変領域遺伝子をクローン化し、次
にヒト抗体の所望の定常領域遺伝子をクローン化する。そして、前記ヒト抗体の所望の定
常領域遺伝子を前記マウス可変領域遺伝子と連結させて、発現ベクターに挿入できるキメ
ラ遺伝子とし、最終的にキメラ抗体分子を真核生物系又は原核生物系で発現させる。本発
明の好ましい実施形態では、B7-H3 キメラ抗体の軽鎖は、ヒト・カッパ、ラムダ鎖又はそ
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れらのバリアントに由来する軽鎖定常領域を更に含む。B7-H3 キメラ抗体の重鎖は、ヒト
 IgG1、IgG2、IgG3 若しくは IgG4 又はそれらのバリアントに由来する重鎖定常領域を更
に含み、好ましくはヒト IgG1、IgG2 若しくは IgG4 又はアミノ酸変異（YTE 変異や復帰
変異など）を伴う IgG1、IgG2、若しくは IgG4 のバリアントに由来する重鎖定常領域を
含む。
【００４３】
　CDR 移植抗体としても知られる用語「ヒト化抗体」は、マウス CDR 配列をヒト抗体の
可変領域フレームワークに移植することにより生成される抗体（即ち、様々なタイプのヒ
ト生殖細胞系列型抗体フレームワーク配列内で生成される抗体）を指す。ヒト化抗体は、
マウス・タンパク質成分を多く有するキメラ抗体によって誘導される異種反応を克服する
。そのようなフレームワーク配列は、生殖細胞系列型抗体遺伝子配列又は公開された参考
文献を含む公共の DNA データベースから取得できる。例えば、ヒト重鎖及び軽鎖可変領
域遺伝子の生殖細胞系列型 DNA 配列は、例えば、「VBase」ヒト生殖細胞系列型配列デー
タベース（www.mrccpe.com.ac.uk/vbase でインターネットで利用可能）、及び Kabat, E
A, et al, 1991 Sequences of Proteins of Immunological Interest、第5版中にある。
【００４４】
　CDR 移植は、抗原と接触しているフレームワーク残基のために、B7-H3 抗体又はその抗
原結合フラグメントの抗原に対する親和性を低下させる可能性がある。そのような相互作
用は、体細胞の超変異の結果であることがある。従って、そのようなドナー・フレームワ
ークのアミノ酸をヒト化抗体のフレームワークに移植することが依然として必要な場合が
ある。抗原結合に関与する非‐ヒト B7-H3 抗体又はその抗原結合フラグメント由来のア
ミノ酸残基は、マウス・モノクローナル抗体の可変領域配列及び構造を調べることにより
同定できる。生殖細胞系列型とは異なる CDR ドナー・フレームワークの各残基は、関連
があると見なし得る。最も近い生殖細胞系列型を決定できない場合、その配列を、サブタ
イプの共通配列又は高い類似率のマウス配列と比較することがある。稀なフレームワーク
残基は、体細胞超変異の結果であると考えられているため、結合に重要な役割を果たす。
【００４５】
　抗体の「抗原結合フラグメント」又は「機能的フラグメント」という用語は、抗原（例
えば、B7-H3）に対する特異的な結合能を保持する抗体の 1 種以上のフラグメントを指す
。抗体の抗原結合機能には、全長抗体のフラグメントを使用できることが示されてきてい
る。抗体の「抗原結合フラグメント」という用語に含まれる結合フラグメントの例には、
以下が含まれる：（i）Fab フラグメント、VL、VH、CL 及び CH1 ドメインからなる一価
フラグメント；（ii）F(ab')2 フラグメント、ヒンジ領域のジスルフィド結合により連結
された 2 つの Fab フラグメントを含む二価フラグメント、（iii）Fd フラグメント、VH
 及び CH1 ドメインからなる；（iv）Fv フラグメント、抗体の片腕の VH 及び VL ドメ
インからなる；（v）VH ドメインで構成される単一ドメイン又は dAb フラグメント（War
d et al. (1989) Nature 341: 544-546）;及び（vi）別個の相補性決定領域（CDR）；又
は（vii）合成リンカーで任意選択的に連結した 2 つ以上の別個の CDRs の組み合わせ。
更に、Fv フラグメントの VL ドメインとVH ドメインは別個の遺伝子によってコードされ
るが、それらを組み換え法を使用して合成リンカーによって繋げ、前記VL ドメインと VH
 ドメインとをペアリングすることによって一価分子である、単一のタンパク質鎖を生成
できるようにすることができる（単鎖 Fv（scFv）；例えば、Bird et al. (1988) Scienc
e 242: 423-426；及び Huston et al. (1988) Proc. Natl. Acad. Sci USA 85: 5879-588
3）。そのような単鎖抗体は、抗体の「抗原結合フラグメント」という用語に含まれるこ
とも意図されている。そのような抗体フラグメントは、当該分野で公知の従来の技術を使
用して得られ、フラグメントの機能的スクリーニングには、何も欠けていない完全な抗体
と同じ方法を使用する。前記抗原結合部位は、組換え DNA 技術により、又は何も欠けて
いない完全な免疫グロブリンを酵素的に又は化学的に破壊することにより生成することが
できる。前記抗体は、様々な表現型、例えばIgG（例えば、IgG1、IgG2、IgG3 又は IgG4 
サブタイプ）、IgA1、IgA2、IgD、IgE 又は IgM 抗体、であることがある。
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【００４６】
　本発明の抗原結合フラグメントには、Fab、F(ab')2、Fab'、単鎖抗体（scFv）、二量体
化V 領域（ダイアボディ）、ジスルフィド安定化 V 領域（dsFv）、CDR 含有ペプチド等
、が含まれる。
【００４７】
　Fab は、分子量約 50,000 の、抗原結合活性を有する抗体フラグメントであり、そのよ
うなフラグメントは、IgG 抗体分子をプロテアーゼ・パパインで処理する（H 鎖の 224 
位のアミノ酸残基を切断する）ことにより得られ、H 鎖の N 末端側の約半分と L 鎖全体
がジスルフィド結合で結合している。
【００４８】
　本発明の Fab は、ヒト B7-H3 を特異的に認識し、その細胞外領域のアミノ酸配列又は
その三次元構造に結合する本発明のモノクローナル抗体を、パパインで処理することによ
り、製造することができる。更に、抗体の Fab をコードする DNA を原核生物の発現ベク
ター又は真核生物の発現ベクターに挿入し、そのベクターを原核生物又は真核生物に導入
して Fab を発現させることにより、Fab を作製することができる。
【００４９】
　F(ab’)2は、IgG ヒンジ領域の 2 つのジスルフィド結合の下部をペプシンで消化して
得られる抗体フラグメントである。それは約 100,000 の分子量及び抗原結合活性を有し
、ヒンジ位置で繋がった 2 つの Fab 領域を含む。
【００５０】
　本発明のF(ab’)2 は、ヒト B7-H3 を特異的に認識し、その細胞外領域のアミノ酸配列
又はその三次元構造に結合する本発明のモノクローナル抗体を、ペプシンで処理すること
により、製造することができる。更に、前記 F(ab’)2 は、以下に説明する Fab' をチオ
エーテル結合又はジスルフィド結合で繋げることにより作製することができる。
【００５１】
　Fab' は、分子量約 50,000 の、抗原結合活性を有する抗体フラグメントである。上記
の 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。本発明の 
Fab' は、ヒト B7-H3 を特異的に認識し、その細胞外領域のアミノ酸配列又はその三次元
構造に結合する本発明の F(ab')2 を還元剤（例えば ジチオトレイトール等）で処理する
ことによって、作製することがある。
【００５２】
　更に、抗体のFab' フラグメントをコードする DNA を原核生物の発現ベクター又は真核
生物の発現ベクターに挿入し、そのベクターを原核生物又は真核生物に導入して Fab' を
発現させることにより、Fab' を作製することがある。
【００５３】
　用語「単鎖抗体」、「単鎖 Fv」又は「scFv」は、リンカーによって繋げられた抗体重
鎖可変ドメイン（又は領域；VH）及び抗体軽鎖可変ドメイン（又は領域；VL）を含む分子
を指す。そのような scFv 分子は、一般的な構造：NH2-VL-リンカー-VH-COOH 又は NH2-V
H-リンカー-VL-COOH を有する。先行技術における適切なリンカーには、繰り返される GG
GGS アミノ酸配列又はそのバリアント、例えば 1 から 4 回の繰り返しを有するバリアン
ト、からなる（Holliger et al. (1993), Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 6444 -6448
）。本発明で使用できる他のリンカーは、Alfthan et al. (1995), Protein Eng. 8: 725
-731、Choi et al. (2001), Eur. J. Immunol. 31: 94-106、Hu et al. (1996), Cancer 
Res. 56: 3055-3061、Kipriyanov et al. (1999), J. Mol. Biol. 293: 41-56 及び Roov
ers et al. (2001), Cancer Immunol に、記載されている。
【００５４】
　本発明のscFV は、以下のステップによって作製することができる：ヒト B7-H3 を特異
的に認識し、その細胞外領域のアミノ酸配列又はその三次元構造に結合する本発明のモノ
クローナル抗体の VH 及び VL をコードするcDNA を得る；scFv をコードする DNA を構
築する；その DNA を原核生物の発現ベクター又は真核生物の発現ベクターに挿入する；
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そして、その発現ベクターを原核生物又は真核生物に導入して、前記 scFv を発現させる
。
【００５５】
　ダイアボディは、前記 scFv が二量体化した抗体フラグメントであり、二価の抗原結合
活性を有する抗体フラグメントである。前記二価抗原結合活性において、2 つの抗原は同
じでも異なっていてもよい。
【００５６】
　本発明のダイアボディは、以下のステップによって作製することができる：ヒト B7-H3
 を特異的に認識し、その細胞外領域のアミノ酸配列又はその三次元構造に結合する本発
明のモノクローナル抗体の VH 及び VL をコードするcDNA を得る；リンカーペプチドの
長さが 8 アミノ酸残基以下になるように scFv をコードする DNA を構築する；その DNA
を原核生物の発現ベクター又は真核生物の発現ベクターに挿入する；そして、その発現ベ
クターを原核生物又は真核生物に導入して、前記ダイアボディを発現させる。
【００５７】
　前記 dsFv は、VH 及び VL のそれぞれの 1 つのアミノ酸残基をシステイン残基で置換
し、次いで、2 つのシステイン残基間のジスルフィド結合を介してポリペプチドを連結す
ることにより得られる。システイン残基で置換されるアミノ酸残基は、既知の方法（Prot
ein Engineering, 7, 697 (1994)）に従って抗体の抗体三次元構造予測に基づいて選択す
ることができる。
【００５８】
　本発明のdsFv は、以下のステップによって作製することができる：ヒト B7-H3 を特異
的に認識し、その細胞外領域のアミノ酸配列又はその三次元構造に結合する本発明のモノ
クローナル抗体の VH 及び VL をコードするcDNA を得る；dsFv をコードする DNA を構
築する；その DNA を原核生物の発現ベクター又は真核生物の発現ベクターに挿入する；
そして、その発現ベクターを原核生物又は真核生物に導入して、前記 dsFv を発現させる
。
【００５９】
　CDR 含有ペプチドは、VH 又は VL の CDR の 1 つ以上の領域により構築される。いく
つかの CDRs を含むペプチドを、直接的に、又は適切なペプチドリンカーを介して、結合
させることができる。
【００６０】
　本発明の CDR 含有ペプチドは、以下のステップによって作製することができる：ヒト 
B7-H3 を特異的に認識し、その細胞外領域のアミノ酸配列又はその三次元構造に結合する
本発明のモノクローナル抗体の VH 及び VL の CDRs をコードする DNA を構築する；そ
の DNA を原核生物の発現ベクター又は真核生物の発現ベクターに挿入する；そして、そ
の発現ベクターを原核生物又は真核生物に導入して、前記ペプチドを発現させる。前記 C
DR 含有ペプチドは、Fmoc 法又は tBoc 法等の化学合成法によって作製することもできる
。
【００６１】
　用語「CDR」は、主に抗原結合に寄与する抗体の可変ドメイン内の 6 つの超可変領域の
うちの 1 つを指す。前記 6つの CDRs について最もよく使用される定義のうちの 1 つは
、Kabat E.A. et al. (1991) Sequences of proteins of immunological interest. NIH 
Publication 91-3242 に記載されている。本明細書で使用される場合、CDR に関する Kab
at の定義は、軽鎖可変ドメインの CDR1、CDR2 及び CDR3（CDR L1、CDR L2、CDR L3 又
は L1、L2、L3）、及び重鎖可変ドメインの CDR2 及び CDR3（CDR H2、CDR H3 又は H2、
H3）にのみ適用される。
【００６２】
　本明細書で使用される用語「抗体フレームワーク」は、可変ドメイン VL 又は VH の一
部を指し、これらは、可変ドメインの抗原結合ループ（CDR）の足場として機能する。基
本的に、「抗体フレームワーク」は、CDRs がない可変ドメインである。
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【００６３】
　用語「エピトープ」又は「抗原決定基」は、免疫グロブリン又は抗体が特異的に結合す
る抗原上の部位（例えば、B7-H3 分子上の特定の部位）を指す。エピトープは、典型的に
は、ユニークな空間的コンフォメーション中に、少なくとも 3、4、5、6、7、8、9、10、
11、12、13、14 又は 15 個の連続の又は非連続のアミノ酸を含む。例えば、Epitope Map
ping Protocols in Methods in Molecular Biology, Vol. 66, G. E. Morris, Ed. (1996
) を参照のこと。
【００６４】
　用語「特異的結合」、「選択的結合」、「選択的に結合する」及び「特異的に結合する
」は、所定の抗原上のエピトープに抗体が結合することを指す。典型的には、前記抗体は
約 10-7 M 未満、例えば約 10-8 M、10-9 M 若しくは 10-10 M 未満又はより小さい親和
性（KD）で結合する。
【００６５】
　用語「KD」又は「Kd」は、特定の抗体‐抗原相互作用の解離平衡定数を指す。典型的に
は、本発明の抗体は、例えば、BIACORE 機器における表面プラズモン共鳴（SPR）技術を
使用して決定した場合、約 10-7 M 未満、例えば約 10-8 M、10-9 M 若しくは 10-10 M 
未満又はより小さい解離平衡定数（KD）で、B7-H3 に結合する。
【００６６】
　用語「競合的結合」は、抗体が、本発明のモノクローナル抗体によって認識されるもの
と同じ、エピトープ（抗原決定基としても知られる）又はヒト B7H3 の細胞外ドメインの
その一部、を認識し、及び結合することを指す。本発明のモノクローナル抗体と同じエピ
トープに結合する抗体とは、本発明のモノクローナル抗体によって認識されるヒト B7-H3
 のアミノ酸配列を認識して結合する抗体を指す。
【００６７】
　本明細書で使用される用語「核酸分子」は、DNA 分子及び RNA 分子を指す。前記核酸
分子は一本鎖でも二本鎖でもよいが、好ましくは二本鎖 DNA である。核酸は、別の核酸
配列と機能的な関係に置かれると、「効果的に繋がる」ようになる。例えば、プロモータ
ー又はエンハンサーがコーディング配列の転写に影響を及ぼす場合、前記プロモーター又
はエンハンサーはコーディング配列に効果的に繋がっている。
【００６８】
　用語「ベクター」は、繋がっている別の核酸を運ぶことができる核酸分子を指す。ある
実施形態では、前記ベクターは、「プラスミド」であり、これは、追加の DNA セグメン
トを繋げることができる環状の二本鎖 DNA ループを指す。別の実施形態では、前記ベク
ターはウイルスベクターであり、そこでは、追加の DNA セグメントをウイルス・ゲノム
に繋げることができる。本明細書で開示されるベクターは、それらが導入された宿主細胞
で自己複製することができ（例えば、バクテリアの複製起点を有するバクテリア・ベクタ
ー及びエピソーマル哺乳動物ベクター）、又は宿主細胞への導入時に宿主細胞のゲノムに
組み込むことができ、それにより、宿主ゲノムと共に複製される（例えば、非‐エピソー
マル哺乳動物ベクター）。
【００６９】
　抗体及び抗原結合フラグメントを産生及び精製する方法は、Cold Spring Harbor Antib
ody Technical Guide、5-8 章及び 15 章等、当技術分野で周知である。例えば、マウス
をヒト B7-H3 又はそのフラグメントで免疫することができる。そして、得られた抗体は
、当技術分野で知られている従来の方法を使用することにより、再生（re-natured）、精
製、及び配列決定することができる。前記抗原結合フラグメントは、従来の方法によって
調製することもできる。本発明の抗体又は抗原結合フラグメントは、非‐ヒト CDR 領域
中に 1 つ以上のヒト FR 領域を追加するように遺伝的に改変される。前記ヒト FR 生殖
細胞系列型配列は、ImMunoGeneTics（IMGT）Web サイト（http://imgt.cines.fr）又は J
ournal of Immunoglobulins 2001ISBN012441351 の、ヒト抗体の可変生殖細胞系列型遺伝
子データベースとのアライメント及び MOE ソフトウェアによって取得できる。
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【００７０】
　用語「宿主細胞」は、発現ベクターが導入された細胞を指す。宿主細胞には、バクテリ
ア、微生物、植物又は動物の細胞が含まれ得る。形質転換されやすいバクテリアには、大
腸菌やサルモネラの菌株等の腸内細菌科のファミリー；枯草菌などのバチルス科；肺炎球
菌；連鎖球菌及びインフルエンザ菌、のメンバーが含まれる。適した微生物には、サッカ
ロミセス・セレビシエ（Saccharomyces cerevisiae）及びピキア・パストリス（Pichia p
astoris）が含まれる。適した動物宿主細胞株には、CHO（チャイニーズ・ハムスター卵巣
細胞株）及び NS0 細胞が含まれる。
【００７１】
　本発明の改変操作をした抗体又は抗原結合フラグメントは、従来の方法によって調製及
び精製することがある。例えば、重鎖及び軽鎖をコードする cDNA 配列をクローン化し、
GS 発現ベクターに組み換えることができる。組換え免疫グロブリンの発現ベクターは、C
HO 細胞に安定的にトランスフェクトすることができる。より推奨される先行技術として
、哺乳動物発現系によって、特に前記 Fc 領域中の高度に保存された N 末端部位で、抗
体のグリコシル化がもたらされる。安定したクローンは、ヒト B7-H3 に特異的に結合す
る抗体を発現させることにより得られる。陽性クローンを、バイオリアクター中で、無血
清培地で増殖させ、抗体を産生させる。分泌された抗体を含む培地は、従来の技術により
精製することができる。例えば、互換性のあるバッファーで平衡化した A 又は G セファ
ロース FF カラムを使用して精製を行う。非‐特異的に結合した成分を、洗浄により除去
する。結合した抗体を、pH 勾配法により溶出し、前記抗体フラグメントを SDS-PAGE に
より検出し、回収する。前記抗体を、従来の方法でろ過及び濃縮することができる。可溶
性の凝集体及び多量体を、サイズ排除やイオン交換等の従来の方法で除去することもでき
る。その生成物は、-70°C 等ですぐに凍結するか、凍結乾燥する必要がある。
【００７２】
　「投与（Administration）」及び「治療（treatment）」は、動物、ヒト、実験対象、
細胞、組織、器官、又は体液に適用する場合、外因性の医薬品、治療薬、診断薬、又は組
成物を動物、ヒト、対象、細胞、組織、器官、又は体液と接触させることを指す。「投与
」及び「治療」は、例えば、治療、薬物動態、診断、研究、及び実験方法を指すことがあ
る。細胞を治療することは、試薬を前記細胞と接触させること、並びに試薬を流体と接触
させることを含み、ここで、前記流体は前記細胞と接触している。「投与」及び「治療」
は、例えば細胞の、試薬、診断、結合組成物又は別の細胞による、in vitro 及び ex viv
o 治療も意味する。「治療」は、ヒト、獣医、又は研究対象に適用する場合、治療的治療
、予防又は予防措置（prophylactic or preventative measures）、研究及び診断への適
用を指す。
【００７３】
　「治療する（treat）」とは、本発明の結合化合物の何れかを含む組成物等の治療薬を
、前記治療薬が既知の治療活性を有する 1 種以上の疾患症状を有する患者に、内部的に
又は外部的に投与することを意味する。典型的には、前記薬剤は、治療を受ける患者又は
集団の 1 種以上の疾患症状を緩和するのに有効な量で投与され、そのような症状の退行
を誘導するか、又は臨床的に測定可能な程度で進行を防ぐ。特定の疾患症状を緩和するの
に有効な治療薬の量（「治療有効量」とも呼ばれる）は、前記患者の病状、年齢、体重、
及び前記薬剤が前記患者に望ましい反応を引き出す作用等の要因によって異なる。病気の
症状が緩和されたかどうかは、その症状の重症度又は進行状態を評価するために医師又は
他の熟練した医療提供者が通常使用する臨床測定によって評価できる。本発明の実施形態
（例えば、治療方法又は製造品）は、全ての患者の標的疾患症状を緩和するのに効果的で
はない場合でも、スチューデントの t 検定、カイ2乗検定、マンホイットニー（Mann and
 Whitney）による U 検定、クラスカル‐ウォリス（Kruskal-Wallis）検定（H 検定）、
ヨンクヒール‐タプストラ（Jonckheere-Terpstra）検定、及びウィルコクソン検定等、
当該技術分野で既知の統計試験によって判定されるように、統計的に有意な数の患者にお
いて、前記標的疾患の症状を緩和するはずである。
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【００７４】
　「保存的改変（Conservative modification）」又は「保存的置換又は置換（conservat
ive replacement or substitution）」とは、あるタンパク質内のアミノ酸を、類似の特
性（例えば、電荷、側鎖サイズ、疎水性／親水性、骨格の立体配座及び剛性等）を有する
他のアミノ酸と置換することを指し、前記タンパク質の生物活性を変えることなく頻繁に
変更を加えることができる。一般に、ポリペプチドの非‐必須領域における単一のアミノ
酸置換は、生物学的活性を実質的に変化させないことを当業者は理解するであろう（例え
ば、Watson et al. (1987) Molecular Biology of the Gene, The Benjamin/Cummings Pu
b. Co., 224ページ、（第4版））。更に、構造的に又は機能的に類似したアミノ酸による
置換は、生物学的活性を破壊する可能性が低い。
【００７５】
　「有効量」には、医学的疾患の症状又は状態を改善又は予防するのに十分な量が含まれ
る。有効量とは、診断を可能にするか、又は促進するのに十分な量も意味する。特定の患
者又は獣医学的な対象に対する有効量は、治療すべき状態、患者の全体的な健康状態、投
与経路及び投与量、及び副作用の重症度等の要因によって異なる。有効量は、重大な副作
用又は毒性作用を回避する、最大用量又は投与計画であることがある。
【００７６】
　「外因性（Exogenous）」とは、状況に応じて、生物、細胞、又はヒトの外部で産生さ
れる物質を指す。「内因性（Endogenous）」とは、状況に応じて、細胞、生物、又はヒト
の内部で産生される物質を指す。
【００７７】
　「同一性（identity）」とは、2 つのポリヌクレオチド配列又は 2 つのポリペプチド
配列間の配列類似性を指す。比較する 2 つの配列の位置が同じ塩基又はアミノ酸モノマ
ー・サブユニットで占められている場合（例えば、2 つの DNA 分子の各位置が両方とも
アデニンで占められている場合）、前記分子は前記位置で相同であると見なされる。前記
 2 つの配列間の同一性パーセントは、2 つの配列が共有する一致又は相同な位置の数を
、比較する位置の数で割り、100 倍する、という関数である。例えば、配列を最適にアラ
イメントし、2 つの配列間の 10 個の位置の間で、6 個の一致又は相同体がある場合、前
記 2 つの配列は 60％ の相同性があると見なされる；2 つの配列間の 100 個の位置に95
 個の一致又は相同体がある場合、2 つの配列は 95 ％の相同性があると見なされる。一
般に、2 つの配列のアライメントを行うことによって、最大の同一性パーセンテージが得
られる場合に、比較が実行される。
【００７８】
　本明細書で使用される場合、表現「細胞」、「細胞株」及び「細胞培養」は互換的に使
用され、そのような用語は全て、その子孫を含む。従って、「形質転換体（transformant
）」及び「形質転換細胞（transformed cell）」という言葉には、継代数に関係なく、初
代試験細胞及びそれに由来する培養物が含まれる。又、意図的な又は不注意な突然変異の
ために、すべての子孫が DNA 含有量に関して、厳密には同一ではない場合があることも
理解されたい。最初に形質転換した細胞についてスクリーニングしたものと、同じ機能又
は生物学的活性を有する変異体の子孫が含まれる。別の名前の場合、文脈から明確に理解
される。
【００７９】
　本明細書で使用される場合、「ポリメラーゼ連鎖反応」又は「PCR」は、例えば、米国
特許第 4,683,195 号に記載されているような、少量の核酸、RNA、及び／又は DNA の特
定の部分を増幅する手順又は技術を指す。一般的に、その末端から又は標的領域を超えて
配列情報を取得する必要があり、それによりオリゴヌクレオチド・プライマーを設計する
ことがある；これらのプライマーは、増幅すべきテンプレートの反対の鎖と同一である、
又は類似している。2 つのプライマーの 5' 末端ヌクレオチドは、増幅すべき材料の末端
と同一であることがある。PCR を使用して、特定の RNA 配列、全ゲノム DNA から特定の
 DNA 配列、及び全細胞 RNA から転写された cDNA、ファージ又はプラスミド配列等を増
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幅することができる。一般的には、Mullis et al. (1987) Cold Spring Harbor Symp. Ou
ant. Biol. 51:263；Erlich 編., (1989) PCR TECHNOLOGY (Stockton Press, N.Y.) を参
照のこと。本明細書で使用される PCR は、核酸の試験試料を増幅するための核酸ポリメ
ラーゼ反応の方法の例（しかし、それだけではない）とみなされ、前記方法は、プライマ
ーとしての既知の核酸及び核酸ポリメラーゼを使用し、前記核酸の特定の部分を増幅する
こと、又は産生することを含む。
【００８０】
　「任意選択的な」又は「任意選択的に」とは、後に記載するイベント又は状況が発生す
る可能性がある（必然性は無い）ことを意味するが、これは前記イベント又は状況が発生
する場合又は発生しない場合を含む。例えば、「1～3 個の抗体重鎖可変領域を任意選択
的に含む」とは、特定の配列を有する抗体重鎖可変領域が存在することがあるが、必ずし
も存在する必要は無いことを意味する。
【００８１】
　「医薬組成物」は、本明細書に記載の 1 種以上の化合物若しくはその生理学的／薬学
的に許容される塩、又はそのプロドラッグを、生理学的／薬学的に許容される担体及び賦
形剤等の他の化学成分とともに含む混合物を意味する。前記医薬組成物の目的は、生物へ
の投与を促進し、活性成分の吸収を促進し、それにより生物活性を発揮させることである
。
【００８２】
　更に、本発明は、B7-H3 を免疫学的に検出又は測定する方法、B7-H3 を免疫学的に検出
又は測定する試薬、B7-H3 を発現する細胞を免疫学的に検出又は測定する方法、及び B7-
H3 陽性細胞に関連する疾患の診断用診断薬、に関するものであり、ヒト B7-H3 を特異的
に認識し、その細胞外領域のアミノ酸配列又はその三次元構造に結合する本発明のモノク
ローナル抗体又は抗体フラグメントを有効成分として含む。
【００８３】
　本発明において、B7-H3 の量を検出又は測定する方法は、任意の既知の方法であること
がある。それには、例えば、免疫検出又はアッセイが含まれる。
【００８４】
　前記免疫検出又はアッセイは、標識した抗原又は抗体を使用して、抗体又は抗原の量を
検出又は測定する方法である。免疫検出又はアッセイの例には、放射性物質で標識した免
疫学的抗体法（RIA）、酵素免疫測定法（EIA 又はELISA）、蛍光免疫測定法（FIA）、発
光免疫測定法、ウェスタンブロット法、物理化学的な方法等が含まれる。
【００８５】
　本発明のモノクローナル抗体又はその抗体フラグメントを用いて B7-H3 を発現する細
胞を検出又は測定することにより、B7-H3 陽性細胞に関連する上記疾患を診断することが
できる。
【００８６】
　前記ポリペプチドを発現する細胞を検出するために、既知の免疫検出法を使用でき、好
ましくは、免疫沈降法、蛍光細胞染色法又は免疫組織化学染色法等を使用できる。更に、
FMAT8100HTS システム（Applied Biosystem）を用いた蛍光抗体染色法等を使用すること
ができる。
【００８７】
　本発明において、B7-H3 を検出又は測定するための生体試料は、組織細胞、血液、血漿
、血清、膵液、尿、糞、組織液又は培養液等の、B7-H3 を発現する細胞を含む可能性があ
る限り、特に限定されない。
【００８８】
　本発明のモノクローナル抗体又はその抗体フラグメントを含む診断薬は、所望の診断方
法に応じて、抗原抗体反応を行うための試薬又は前記反応を検出するための試薬を更に含
むことがある。抗原‐抗体反応を行うための試薬には、バッファー、塩等が含まれる。検
出用試薬には、モノクローナル抗体、抗体フラグメント又はそのコンジュゲートを認識す
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れる試薬が含まれる。
【００８９】
　本発明は、ヒトB7-H3 陽性細胞に関連する疾患を治療する方法、特にがん及び炎症を治
療することにおける方法にも関する。
【実施例】
【００９０】
　本発明を実施例と関連させて以下に更に説明するが、本発明の範囲はそれに限定されな
い。本発明の実施例において、特定の条件が記載されていない場合、実験は一般に、Cold
 Spring Harbor Antibody Technology Laboratory Manual, Molecular Cloning Manual 
に記載されている従来の条件下、又は原料の製造業者が推奨する条件下、で行われる。試
薬の供給元が具体的に示されていない場合、その試薬は市販されている従来の試薬である
。
【００９１】
　実施例１．検出のための B7-H3 抗原及びタンパク質の調製
　B7-H3 抗原の設計
　配列番号：1 に示すヒトB7-H3 を本発明の B7-H3 のテンプレートとして使用し、本発
明に関与する検出用の抗原及びタンパク質のアミノ酸配列を設計した。特に明記しない限
り、以下の B7-H3 抗原はヒト B7-H3 である。
【００９２】
　ヒト B7-H3 全長タンパク質：B7-H3（配列番号：1）：

【化１】

【００９３】
　注：
　二重下線部分はシグナル・ペプチド（シグナル・ペプチド：1-28）である；
　下線部分はB7-H3 細胞外ドメイン（細胞外ドメイン：29-466）であり、29-139 は Ig 
様 V 型 1 ドメインであり、145-238 は Ig様 C2 型1ドメインである；243-357 は Ig 様
 V 型 2 ドメイン、363-456 は Ig 様 C2 型 2 ドメインである；
　点線部分は膜貫通ドメイン部分である（膜貫通ドメイン：467-487）；
　斜体部分は細胞内ドメインである（細胞質ドメイン：488-534）。
【００９４】
　マウス B7-H3 の完全長アミノ酸配列（配列番号：2）
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【化２】

 
【００９５】
　注：
　二重下線部分はシグナル・ペプチド（シグナル・ペプチド：1-28）である；
　下線部分はB7-H3細胞外ドメイン（細胞外ドメイン：29-248）であり、ここで、29-139 
は Ig 様 V 型ドメインであり、145-238 は Ig 様 C2 型ドメインである；
　点線部分は膜貫通ドメイン部分である（膜貫通ドメイン：249-269）；
　斜体部分は細胞内ドメインである（細胞質ドメイン：270-316）。
【００９６】
　スクリーニング及び検出に使用するヒト B7-H3 抗原（配列番号：3）は市販品（R＆D 
カタログ番号1949-B3-050/CF、略称 2Ig-B7-H3）であり、配列は次の通りである：
【化３】

【００９７】
　注：下線部分はB7-H3 細胞外領域である；斜体部分は His‐タグ・マーカーである。
【００９８】
　検出に使用するヒト B7-H3 抗原（配列番号：4）は市販品（SinoBiological cat＃1118
8-H08H、略称 4Ig-B7-H3）であり、配列は次の通りである：
【化４】

【００９９】
　注：下線部分はB7-H3 細胞外領域である；斜体部分は His タグ・マーカーである。
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【０１００】
　スクリーニング及び検出に使用するマウス B7-H3 抗原（配列番号：5）は市販製品（R
＆D cat＃1397-B3-050/CF）であり、配列は次の通りである：
【化５】

【０１０１】
　注：下線部分はB7-H3 細胞外領域である；斜体部分は His タグ・マーカーである。
【０１０２】
　実施例２．ヒトB7-H3 への特異的結合についての陽性配列のスクリーニング
　B 細胞をヒト PBMC、脾臓、及びリンパ節組織から単離し、RNA を抽出してナイーブ sc
Fv ファージ抗体ライブラリ（容量 3.2×1010）を構築した。構築したナイーブ scFv フ
ァージ抗体ライブラリをパッケージングしてファージ粒子を形成し、液相法によるパニン
グに供した。ファージは、液相でビオチン化した B7-H3 に結合し、それから、ストレプ
トアビジン磁気ビーズによって分離した。ヒトB7-H3（R＆D カタログ番号 1949-B3-050/C
F）に結合する陽性配列を得るために、ビオチン化ヒトB7-H3 をパニングに使用し、500 
個のモノクローナル・コロニーを拾い、ファージ ELISA 試験用のファージ scFv 抗体に
パッケージした。ヒト B7-H3（R＆D cat＃1949-B3-050 /CF）及びマウス B7-H3（R＆D ca
t＃1397-B3-050/CF）へのモノクローナル・ファージの結合活性を個別に試験した：1 μg
/ml ヒト B7-H3 又はマウス B7-H3 及び 1％ BSA を ELISA プレートにコーティングし、
ブロッキング・バッファーで 1：1 に希釈したファージ上清を添加し、抗‐M13 HRP で検
出した；ELISA OD450 値が 0.5 を超える、及びヒト又はマウスB7-H3 との結合に関する 
ELISA OD450 値と 1％ BSA との結合に関する ELISA OD450 値との比が 2.0 を超える、
クローンを選択したところ、9 つのクローンを得た。
【０１０３】
　実施例３．全長モノクローナル抗体の構築
　ファージ・ライブラリ・スクリーニングによって得られたこれらの 9 クローンに対し
て、完全長抗体を構築した。そして、ELISA 結合アッセイによって、2 つの抗体（それぞ
れ、h1702 及び h1703）で、強い親和性を有することが、確認された。完全長モノクロー
ナル抗体を構築するプロセスは次の通りであった：
相スクリーニング（phase screening）により得られた scFv 抗体の配列に基づいて、プ
ライマーを設計し、PCR により各単鎖抗体配列の VH/VK/VL 遺伝子フラグメントを構築し
た。h1702 及び h1703 の重鎖及び軽鎖可変領域を得た。
【０１０４】
　>h1702 重鎖可変領域配列
【化６】

【０１０５】
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　>h1702 軽鎖可変領域配列
【化７】

　　配列番号：7
【０１０６】
　>h1703 重鎖可変領域配列
【化８】

【０１０７】
　>h1703 軽鎖可変領域配列
【化９】

【０１０８】
　注：順序は、FR1-CDR1-FR2-CDR2-FR3-CDR3-FR4 で、配列内の斜体は FR 配列で、CDR 
配列には下線が引かれている。
【０１０９】
　各抗体の軽鎖及び重鎖の CDR 配列を表１に示す。
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【０１１０】
　次いで、抗体可変領域を定常領域遺伝子（CH1-FC/CL）フラグメントと相同的に組換え
て、完全な抗体 VH-CH1-FC/VK-CL/VL-CL を構築した。
【０１１１】
　構築された完全抗体 h1702-IgG1、h1703-IgG1 の配列は次の通りである： 
h1702-IgG1：
【０１１２】
h1702-IgG1 重鎖アミノ酸配列：（配列番号：22）
【化１０】

【０１１３】
h1702 軽鎖アミノ酸配列：ラムダ（配列番号：23）
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【０１１４】
h1703-IgG1:
【０１１５】
　h1703-IgG1 重鎖アミノ酸配列：（配列番号：24）
【化１２】

【０１１６】
h1703 軽鎖アミノ酸配列：カッパ（配列番号：25）

【化１３】

【０１１７】
　抗体の安定性を更に向上させるために、h1702 軽鎖配列のアミノ酸を変異させた。ここ
で、特定の変異には、より安定で均一なモノクローナル抗体を得るために、軽鎖の N 末
端の最初のアミノ酸残基 Q をD に置換し、C 末端の最初のアミノ酸残基 S を欠失させる
ことが含まれる。
【０１１８】
　変異で改変した h1702-1 軽鎖アミノ酸配列：（配列番号：26）
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【０１１９】
　実施例４．完全ヒト抗体の発現及び精製
　抗体の軽鎖及び重鎖をそれぞれ発現するプラスミドを 1.5:1 の比率で HEK293E 細胞に
トランスフェクトし、細胞培養上清を 6 日後に回収し、細胞の残骸を高速遠心分離によ
り除去し、プロテイン A カラムによって精製を行った。A280 の測定値がベースラインに
下がるまで、カラムを PBS で洗浄した。標的タンパク質は、pH 3.0 - pH 3.5 の酸性溶
離液で溶出し、1 M Tris-HCl、pH 8.0-9.0で中和した。溶出したサンプルを適切に濃縮し
、PBS で平衡化したゲル・クロマトグラフィー Superdex 200（GE）で更に精製し、凝集
体を除去した。モノマーのピークを回収し、分注して使用した。
【０１２０】
　本発明の抗体の性能及び有益な効果を、以下の試験方法により試験した：
【０１２１】
　試験例１．ELISA 結合アッセイ
　ヒト B7-H3 の様々な形態への、スクリーニングした B7-H3 抗体の、in vitro での結
合能を試験するために、ヒト 2Ig-B7-H3（Cat.＃1949-B3-050/CF、R＆D）及びヒト 4Ig-B
7-H3（Cat# 11188-H08H, Sino Biological）を、in vitro の結合アッセイに使用した。
【０１２２】
　ヒト B7-H3 タンパク質（2Ig / 4Ig）を PBS バッファー、pH 7.4（Sigma、P4417-100T
AB）で、1 μg/ml の濃度に希釈し、100 μl/ウェルの容量で 96 ウェル Elisa プレート
（Corning, CLS3590-100 EA）に添加し、4 °Cで 16-20 時間の一晩置いた。この液体を
廃棄した後、PBST バッファー（0.05％Tween-20 を含む pH 7.4 PBS）で希釈した 5％ス
キムミルク（GuangMing スキム・ミルク・パウダー）ブロッキング溶液を 120 μl/ウェ
ルで添加し、混合物を 37°Cで 2 時間インキュベートしてブロッキングを行った。その
ブロッキングの終わりに、前記ブロッキング溶液を捨て、前記プレートを PBST バッファ
ーで 4 回洗浄した。次に、連続希釈した対応する B7-H3 抗体を 100 μl/ウェル、加え
た。初期濃度を 1 μM として、PBST バッファーで 8 段階に希釈し、インキュベーター
内で 37°Cで 1 時間インキュベートした。インキュベーション後、プレート内の反応溶
液を捨て、前記プレートを PBST で 4 回洗浄した。PBST で希釈した HRP‐標識ヤギ抗‐
ヒトIgG Fcγ フラグメントに特異的な二次抗体（Jackson Immuno Research, 109-005-00
8）（1:4000）を、100 μl/ウェルで添加し、37 ℃で 1 時間インキュベートした。前記
プレートを PBST で 4 回洗浄した後、TMB 発色基質（KPL, 52-00-03）を 100 μl/ウェ
ルで加え、室温で 3-5 分間インキュベートし、1 M H2SO4を 100 μl/ウェルで加えて前
記反応を停止させた。NOVOStar マイクロプレート・リーダーを使用して450 nm で吸光度
値を読み取り、前記抗体と前記抗原間の結合の EC50 値を計算した。その結果を表２、図
１及び図２に示す。
【０１２３】
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【表２】

【０１２４】
　本結果は、h1702 及び h1703 は、ヒト 2Ig-B7-H3 及び 4Ig-B7-H3 の両方に対して有
意な結合能を有し、h1702 がより強い結合能を有することを示す。
【０１２５】
　試験例２．異なる種に由来する B7-H3 への交差結合アッセイ
　スクリーニングした B7-H3 抗体の、異なる種に由来する B7-H3 への結合能を in vitr
o で試験するために、マウス B7-H3（Cat. #1397-B3-050/CF, R&D）を in vitro での結
合アッセイに使用した。
【０１２６】
　異なる種に由来する B7-H3 タンパク質（マウス B7-H3）を、PBS バッファー、pH 7.4
（Sigma、P4417-100TAB）で 1 μg/ ml の濃度に希釈し、100 μl/ウェルの量で、96 ウ
ェルのマイクロタイター・プレート（Corning, CLS3590-100 EA）に添加し、4 °Cで 16-
20 時間の一晩置いた。この液体を廃棄した後、PBST バッファー（0.05％Tween-20 を含
む pH 7.4 PBS）で希釈した 5％スキムミルク（GuangMing スキム・ミルク・パウダー）
ブロッキング溶液を 120 μl/ウェルで添加し、混合物を 37°Cで 2 時間インキュベート
してブロッキングを行った。そのブロッキングの終わりに、前記ブロッキング溶液を捨て
、前記プレートを PBST バッファーで 4 回洗浄した。次に、1 μM の初期濃度の、対応
する B7-H3 抗体を 100 μl/ウェルで加え、PBST バッファーで 8 段階に希釈し、インキ
ュベーター内で 37°Cで 1 時間インキュベートした。インキュベーション後、プレート
内の反応溶液を捨て、前記プレートを PBST で 4 回洗浄し、PBST で希釈した HRP‐標識
ヤギ抗‐ヒトIgG Fcγ フラグメントに特異的な二次抗体（Jackson Immuno Research, 10
9-005-008）（1:4000）を、100 μl/ウェルで添加し、37 ℃で 1 時間インキュベートし
た。前記プレートを PBST で 4 回洗浄した後、TMB 発色基質（KPL, 52-00-03）を 100 
μl/ウェルで加え、室温で 3-5 分間インキュベートし、1 M H2SO4を 100 μl/ウェルで
加えて前記反応を停止させた。NOVOStar マイクロプレート・リーダーを使用して450 nm 
で吸光度値を読み取り、前記抗体と前記抗原間の結合の EC50 値を計算した（その結果を
表３、図３に示す。）。
【０１２７】
【表３】

【０１２８】
　本結果は、マウスB7-H3 への h1702 及び h1703 の結合能は弱く、2 つのモノクローナ
ル抗体がヒト B7-H3 に特異的に結合することを示す。
【０１２９】
　試験例３．抗体親和性のビアコア試験
　ヒト及びマウスのB7-H3 に対する抗‐B7-H3 抗体の反応親和性を、Biacore, GE instru
ment を使用して測定した。
【０１３０】
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　バイオセンサー・チップ・プロテイン A（Cat. # 29127556, GE）を使用して、ある特
定量の試験すべき抗体を親和性で捕捉した。連続希釈したヒト 2Ig-B7-H3 抗原（Cat. #1
949- B3-050/CF, R&D）、ヒト 4Ig-B7-H3 抗原（Cat. #11188-H08H, Sino Biological）
又はマウス B7-H3 抗原（Cat. # 1397-B3-050/CF, R&D）を、前記チップの表面に流して
通した。結合及び解離曲線を得るために、Biacore機器（Biacore T200, GE）を使用して
リアル－タイムの反応シグナルを検出した。各サイクルでの解離を完了させた後、バイオ
チップを洗浄し、グリシン－塩酸の再生溶液（pH 1.5）（Cat.#BR-1003-54, GE）で再生
させた。本実験で使用したバッファーは、HBS-EP バッファー溶液（pH 7.4）（Cat. # BR
-1001-88, GE）であった。
【０１３１】
　本実験のデータは、親和性の値を得るために、BIA 評価バージョン 4.1 GE ソフトウェ
アを使って、（1:1）ラングミュア・モデル（Langmuir model）に適合させた。本実験結
果を表４－６に示す。
【０１３２】

【表４】

【０１３３】
【表５】

【０１３４】
【表６】

【０１３５】
　Biacore テストの親和性の結果は、h1702 がヒト 4Ig-B7-H3 に強い親和性を有し、nM 
のレベルに達することを示しているが、ヒト 2Ig-B7-H3 又はマウス B7-H3 への親和性は
比較してより弱い； h1703 は、ヒト 4Ig-B7-H3、ヒト 2Ig-B7-H3、及びマウス B7-H3 に
対する親和性がより弱い、ことを示す。
【０１３６】
　試験例４．In vitro 細胞結合アッセイ
　この実験では、細胞表面への抗体結合の蛍光シグナルの強度に基づいて、抗体の結合を
評価した。10 μgの一次抗体を、氷上で、2×105 個のU87MG 細胞とともに 30 分間イン
キュベートした後、過剰な抗体を洗浄により除去した。前記細胞を APC 抗‐ヒト IgG Fc
（Biolegend, 409306）と室温で 30 分間インキュベートし、過剰な抗体を除去した後、
細胞表面の蛍光シグナルを BD Verse を使用して読み取った（結果を図４に示した）。本
結果は、h1702 が、B7-H3 を過剰発現する腫瘍細胞 U87MG に特異的に結合することを示
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す。
【０１３７】
　試験例５．In vitro エンドサイトーシス試験
　この実験では、内在化された抗体について測定された蛍光シグナルの強度に基づいて、
抗体のエンドサイトーシス効果を評価した。B7-H3 抗体と APC 抗‐ヒト IgG Fc（Bioleg
end, 409306）を 1:2 のモル比で混合し、氷上で 15 分間インキュベートした。その抗体
混合物を、氷上で、2×105個の U87MG 細胞とともに 30 分間インキュベートした後、過
剰な抗体を洗浄により除去した。それから、前記細胞を 37°C に予め温めておいた培地
に移し、37°Cで0、15、30 、60 及び 120 分間、それぞれインキュベートした。前記細
胞を遠心分離し、抗体溶出バッファーに再懸濁して、抗体を除去した。室温で 7 分間イ
ンキュベートした後、前記抗体溶出バッファーを洗浄により除去し、BD Verse を使用し
て細胞内蛍光シグナルを読み取った（結果を図５に示す）。本結果は、h1702 及び h1703
 の両方が U87MG 細胞に結合した後、細胞内に効率的にエンドサイトーシスされたことを
示す。
【０１３８】
　試験例６．SD ラットでの T1/2 の評価
　4 匹の SD ラット（JSJ 実験動物株式会社から購入）（2 匹のオスと 2 匹のメス）は
、12/12 時間に調整した明暗サイクル、24±3°Cの一定温度、湿度50- 60％、及び餌と水
へ自由にアクセス、で飼育した。本実験の当日に、SD ラットに、3 mg/kg の用量及び 5 
ml/kg の注入量で、試験薬剤を尾静脈に注射した。
【０１３９】
　採血時間：投与初日、投与後 5 分、8 時間、24 時間、2 日、3 日、5 日、8 日、及び
 15 日目に眼底静脈から、各回 200 μL（血清 100 μL に相当）、血液を採取した；採
取した血液サンプルは、凝固するまで 30 分間室温で静置し、その後、10,000 x g で 4
℃で 10 分間遠心分離した。上清を回収し、すぐに -80℃で保存した。血清中の B7-H3 
抗体濃度を ELISA で測定し、PK 分析を実施した。本結果を表７に示す。
【０１４０】
【表７】

【０１４１】
　本結果は、ラットにおける本発明の抗体の半減期が約 185 時間（7.7 日）であること
を示している。
【０１４２】
　試験例７．B7-H3 抗体の物理的安定性
　DSC を使用して、異なる抗体の熱安定性を検出し、様々な pH 条件下の様々なバッファ
ー・システムでの熱安定性を比較した。様々な pH に対応する例示的なバッファー系は、
10 mM PB（pH 7）及び 10 mM 酢酸（pH 5.2）であった。サンプルを対応するバッファー
に溶解し、サンプル濃度を約 1 mg/ml にコントロールした。MicroCal * VP-Capillary D
SC（Malvern）を使用して、検出を行った。検出前に、各サンプルとブランク・バッファ
ーを真空脱気装置で 1 から 2 分間脱気した。400 μl のサンプル又はブランク・バッフ
ァーをサンプル・プレートの各ウェルに添加した（機器にロードするのは 300 μl であ
る）。ウェル・プレートの最後の2 組には、クリーニング用にそれぞれ 14％ の Decon 9
0 と ddH2O を添加した。前記サンプル・プレートをロードした後、プラスチック製のソ
フト・カバーをかけた。スキャン温度は 25°Cから始まり、100°Cで終了した。スキャン
速度は 60°C/h とした。本結果を表８に示す。いくつかの試験系では、h1702 と h1703 
の両方が良好な熱安定性を示した。
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【０１４３】
【表８】

【０１４４】
　SEC-HPLC でサンプルの純度をモニターし、ある特定の濃度条件下での安定性を検討し
た。条件の例として、前記サンプルの濃度を約40-50 mg/mlにコントロールした。異なる
抗体の安定性を、PBS（pH 7.4）系と pH 5.2 の酢酸／ショ糖系中、4℃、30℃、40℃で、
1 か月間保存して比較した。Xbridge タンパク質 BEH SEC 200A（Waters）HPLC カラムを
使用して、抗体の純度を調べた。1 か月間の検討の後、h1702 とh1703 の両方が良好な安
定性を示した。本結果を表９に示す。
【０１４５】
【表９】

【０１４６】
　本結果は、h1702 と h1703 の両方が酢酸と PBS バッファーの両方で優れた安定性を示
すことを示す。
【０１４７】
　試験例８．B7-H3 抗体の化学的安定性
　抗体調製後の化学的修飾（特に、CDR 領域のいくつかのアミノ酸での高度な脱アミノ化
、酸化、異性化の修飾）は、製品の安定性の問題につながる一般的な理由のうちの 1 つ
である。これらの修飾は、避けるか、減らすべきである。試験する 500 μg の抗体を 50
0 μl の PBS pH 7.4 に溶解し、40°C の水浴に供した；酵素加水分解実験のために、サ
ンプルをそれぞれ0、10、20 日目に採取した。100 μg のサンプルを様々な時点で採取し
、0.2 M His-HCl、8 M Gua-HCl、pH 6.0 の 100 μl 溶液に溶解した；3 μl の 0.1 g/m
L DTT を加え、50°Cの水浴に 1 時間、供した；その後、前記サンプルを 0.02 M His-HC
l、pH 6.0 の溶液で 2 回限外ろ過し、3 μL の0.25 mg/mL トリプシンを加えた。その混
合物を水浴中で 37℃で一晩加水分解した。修飾される可能性がある部位を、Agilent 653
0 Q-TOF を使用して、質量分析法で分析した（結果を表１０に示す）。本結果は、本発明
に記載の h1702 及び h1703 は、脱アミド化、酸化又は不均一性の傾向が有意には増加し
ていないことを示しており、前記分子が優れた化学的安定性を有することを示している。
【０１４８】
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【表１０】

【０１４９】
　試験例９．h1702-1 抗体の安定性
　ラムダ型は、カッパ型軽鎖よりも C 末端に 1 つ多くのアミノ酸 S を持ち、S による
立体障害が、軽鎖と重鎖の間の鎖間ジスルフィド結合の不安定性を引き起こす要因になる
ことがある。モレキュラー・クローニング（molecular cloning）により末端のアミノ酸 
S をノックアウトすることができ、アルカリ条件下での抗体の安定性が著しく改善される
。
【０１５０】
　裸の抗体の軽鎖のN 末端にある最初のアミノ酸が Q の場合、抗体内で部分環化も起こ
り、これによってサンプルの電荷の不均一性が増加し、製剤及び製品の安定性に影響を与
える。N 末端の最初のアミノ酸 Qを、モレキュラー・クローニング（molecular cloning
）によって D に変異させ、不完全な環化を排除し、抗体の安定性を大幅に改善させた。
上記の修飾は、改変操作をした抗体のその抗原に対する親和性に、有意な影響を与えなか
った。
【０１５１】
　h1702 及び h1702-1 の安定性に関して、SEC、非還元 CE-SDS 分析法（pH 9.0）及び I
EX 分析法によって試験した。
【０１５２】
　SEC 検出：Waters e2695 クロマトグラフと Xbridge BEH 200A SEC カラムを使用した
。50 μg の抗体をロードし、一定勾配の PBS 移動相を使用して溶出を行った。
【０１５３】
　CE-SDS NR の方法：
　サンプルを、Beckman SDS-MW Analysis Kit を使用して処理した。バッファー液を 100
 μg の試験抗体に加え、製造者プロトコル（manned protocol）に記載されているように
サンプル・バッファー中で加熱することにより変性させた。PA800 キャピラリー電気泳動
装置を使用してデータを収集した。
【０１５４】
　IEX の方法：
　Waters Acquity H-Class クロマトグラフと Thermo MAbPac SCX-10 カラムを使用した
。試験をする抗体 50 μg をロードし、CX-1 pH Gradient Buffer Kit を移動相として使
用して、線形勾配を適用した；280 nm の波長の紫外線シグナルを収集した。
【０１５５】
【表１１】

【０１５６】
　本発明は、明確な理解を目的として、図面及び特定の実施形態で詳細に説明されている
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組み込まれる。
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摘要(译)

本发明提供了B7-H3抗体，其抗原结合片段及其医学用途。 此外，本发明公开了包含所述B7-H3抗体或其抗原结合片段的药物组合
物，以及其作为药物的用途。 特别地，本发明公开了人B7-H3抗体或其抗原结合片段在制备用于治疗与B7-H3相关的疾病或病症的
药物中的用途。
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