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(57)【要約】
　本発明は、高親和性でＣＤ６４に結合する単離されたモノクローナル抗体、とりわけヒ
ト抗体を提供する。本発明の抗体をコードする核酸分子、本発明の抗体を発現するための
発現ベクター、宿主細胞および方法もまた提供される。本発明の抗体を含んでなる免疫複
合体、二重特異性分子および製薬学的組成物もまた提供される。本発明は、抗原および抗
ＣＤ６４抗体の複合物を使用する、自己免疫障害、移植片拒絶反応、移植片対宿主病若し
くは癌の処置方法および抗原の高められた提示方法もまた提供する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　単離されたヒトモノクローナル抗体若しくはその抗原結合部分であって、該抗体が：
（ａ）ヒトＣＤ６４に特異的に結合し
（ｂ）ＣＤ６４の表面発現を抑制的調節し；
（ｃ）ヒトＣＤ６４のその天然のリガンド（ヒトＩｇＧ）への結合を阻害せず；
（ｄ）ヒトＩｇＧのヒトＣＤ６４への結合をブロックせず；かつ
（ｅ）ＣＤ６４媒介性の食作用を阻害する、
上記抗体。
【請求項２】
　ＩｇＧ１アイソタイプの完全長抗体である、請求項１に記載の抗体。
【請求項３】
　抗体フラグメント若しくは一本鎖抗体である、請求項１に記載の抗体。
【請求項４】
　ヒトＶＨ　３－３３遺伝子の産物若しくはそれ由来であるＨ鎖可変領域を含んでなる、
単離されたモノクローナル抗体若しくはその抗原結合部分であって、該抗体がヒトＣＤ６
４に特異的に結合する、上記抗体。
【請求項５】
　ヒトＶＫ　Ｌ６遺伝子の産物若しくはそれ由来であるＬ鎖可変領域を含んでなる、単離
されたモノクローナル抗体若しくはその抗原結合部分であって、該抗体がヒトＣＤ６４に
特異的に結合する、上記抗体。
【請求項６】
　（ａ）ヒトＶＨ　３－３３遺伝子の産物もしくはそれ由来であるＨ鎖可変領域；および
（ｂ）ヒトＶｋ　Ｌ６遺伝子の産物もしくはそれ由来であるＬ鎖可変領域
を含んでなる、単離されたモノクローナル抗体若しくはその抗原結合部分であって；
該抗体がヒトＣＤ６４に特異的に結合する、上記抗体。
【請求項７】
　ＣＤＲ１、ＣＤＲ２およびＣＤＲ３配列を含んでなるＨ鎖可変領域；ならびに
ＣＤＲ１、ＣＤＲ２およびＣＤＲ３配列を含んでなるＬ鎖可変領域
を含んでなる、単離されたモノクローナル抗体若しくはその抗原結合部分であって、
（ａ）該Ｈ鎖可変領域のＣＤＲ３配列が、配列番号３のアミノ酸配列若しくはその保存的
改変を含んでなり；
（ｂ）該Ｌ鎖可変領域のＣＤＲ３配列が、配列番号６のアミノ酸配列若しくはその保存的
改変を含んでなり；および
（ｃ）該抗体がヒトＣＤ６４に特異的に結合する、
上記抗体。
【請求項８】
　前記抗体が、機能特性：
（ａ）該抗体がＣＤ６４の表面発現を抑制的調節するか；
（ｂ）該抗体がＣＤ６４のその天然のリガンド（ＩｇＧ）への結合をブロックしないか；
（ｃ）該抗体がＣＤ６４媒介性の食作用を阻害するか；若しくは
（ｄ）該抗体がヒトエフェクター細胞の存在下での標的細胞の食作用を媒介する、
の最低１種を表す、請求項７に記載の抗体。
【請求項９】
　Ｈ鎖可変領域のＣＤＲ２配列が、配列番号２のアミノ酸配列若しくはその保存的改変を
含んでなり；かつ、Ｌ鎖可変領域のＣＤＲ２配列が、配列番号５のアミノ酸配列若しくは
その保存的改変を含んでなる、請求項７に記載の抗体。
【請求項１０】
　Ｈ鎖可変領域のＣＤＲ１配列が、配列番号１のアミノ酸配列若しくはその保存的改変を
含んでなり；かつ、Ｌ鎖可変領域のＣＤＲ１配列が、配列番号４のアミノ酸配列若しくは
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その保存的改変を含んでなる、請求項７に記載の抗体。
【請求項１１】
　ヒト抗体である、請求項７に記載の抗体。
【請求項１２】
　ヒト化若しくはキメラ抗体である、請求項７に記載の抗体。
【請求項１３】
　Ｈ鎖可変領域およびＬ鎖可変領域を含んでなる、単離されたモノクローナル抗体若しく
はその抗原結合部分であって、
（ａ）該Ｈ鎖可変領域が、配列番号７のアミノ酸配列に最低８０％相同であるアミノ酸配
列を含んでなり；
（ｂ）該Ｌ鎖可変領域が、配列番号８のアミノ酸配列に最低８０％相同であるアミノ酸配
列を含んでなり；および
（ｃ）該抗体がヒトＣＤ６４に特異的に結合する、
上記抗体。
【請求項１４】
　前記抗体が、機能特性：
（ａ）該抗体がＣＤ６４の表面発現を抑制的調節するか；
（ｂ）該抗体がＣＤ６４のその天然のリガンド（ＩｇＧ）への結合をブロックしないか；
（ｃ）該抗体がＣＤ６４媒介性の食作用を阻害するか；若しくは
（ｄ）該抗体が、ヒトエフェクター細胞の存在下での標的細胞の食作用を媒介する、
の最低１種を表す、請求項１３に記載の抗体。
【請求項１５】
　ヒト抗体である、請求項１３に記載の抗体。
【請求項１６】
　ヒト化若しくはキメラ抗体である、請求項１３に記載の抗体。
【請求項１７】
　（ａ）配列番号１、２および３のアミノ酸配列をそれぞれ含んでなるＨ鎖可変領域ＣＤ
Ｒ１、ＣＤＲ２およびＣＤＲ３；ならびに
（ｂ）配列番号４、５および６のアミノ酸配列をそれぞれ含んでなるＬ鎖可変領域ＣＤＲ
１、ＣＤＲ２およびＣＤＲ３
を含んでなる、単離されたモノクローナル抗体若しくはその抗原結合部分であって；
該抗体がヒトＣＤ６４に特異的に結合する、
上記抗体。
【請求項１８】
　該抗体が、機能特性：
（ａ）該抗体がＣＤ６４の表面発現を抑制的調節するか；
（ｂ）該抗体がＣＤ６４のその天然のリガンド（ＩｇＧ）への結合をブロックしないか；
（ｃ）該抗体がＣＤ６４媒介性の食作用を阻害するか；若しくは
（ｄ）該抗体がヒトエフェクター細胞の存在下での標的細胞の食作用を媒介する、
の最低１種を表す、請求項１７に記載の抗体。
【請求項１９】
　（ａ）配列番号７のアミノ酸配列を含んでなるＨ鎖可変領域；および
（ｂ）配列番号８のアミノ酸配列を含んでなるＬ鎖可変領域
を含んでなる、単離されたモノクローナル抗体若しくはその抗原結合部分であって；
該抗体がヒトＣＤ６４に特異的に結合する、
上記抗体。
【請求項２０】
　ＣＤ６４への結合について、請求項１９に記載の抗体と競合する、単離されたヒト抗体
若しくはその抗原結合部分。
【請求項２１】
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　請求項１～２０のいずれか１つに記載の抗体若しくはその抗原結合部分、および製薬学
的に許容できる担体を含んでなる組成物。
【請求項２２】
　治療薬に連結された、請求項１～２０のいずれか１つに記載の抗体若しくはその抗原結
合部分を含んでなる免疫複合体。
【請求項２３】
　請求項２２に記載の免疫複合体および製薬学的に許容できる担体を含んでなる組成物。
【請求項２４】
　治療薬が細胞毒である、請求項２２に記載の免疫複合体。
【請求項２５】
　請求項２４に記載の免疫複合体および製薬学的に許容できる担体を含んでなる組成物。
【請求項２６】
　治療薬が放射活性同位体である、請求項２２に記載の免疫複合体。
【請求項２７】
　請求項２６に記載の免疫複合体および製薬学的に許容できる担体を含んでなる組成物。
【請求項２８】
　抗体若しくはその抗原結合部分と異なる結合特異性を有する第二の機能部分に連結され
た、請求項１～２０のいずれか１つに記載の抗体若しくはその抗原結合部分を含んでなる
二重特異性若しくは多重特異性分子。
【請求項２９】
　第二の機能部分が抗体若しくは細胞受容体リガンドを含んでなる、請求項２８に記載の
二重特異性若しくは多重特異性分子。
【請求項３０】
　第二の機能部分が、腫瘍細胞若しくは病原体上の標的抗原に対する結合特異性を有する
、請求項２８に記載の二重特異性若しくは多重特異性分子。
【請求項３１】
　エフェクター細胞の存在下で、標的抗原を発現する細胞若しくは病原体の抗体依存性の
細胞媒介性の細胞傷害性（ＡＤＣＣ）を誘導する、請求項３０に記載の二重特異性若しく
は多重特異性分子。
【請求項３２】
　補体の存在下で標的抗原を発現する細胞若しくは病原体の補体媒介性の死滅を誘導する
、請求項３０に記載の二重特異性若しくは多重特異性分子。
【請求項３３】
　標的抗原が、炭疽菌抗原、ボツリヌス毒素、マラリア抗原、ウマ脳炎ウイルス抗原、ペ
スト菌（Ｙ．ｐｅｓｔｉｓ）抗原、ガストリン放出ペプチド受容体抗原（ＧＲＰ）、ムチ
ン抗原、上皮成長因子受容体（ＥＧＦ－Ｒ）、ＨＥＲ２／ｎｅｕ、ＨＥＲ３、ＨＥＲ４、
ＣＤ２０、ＣＤ３０、ＰＳＭＡ、癌胎児性抗原（ＣＥＡ）、Ｐｍｅｌ１７、β－ヒト絨毛
性ゴナドトロピン（βＨＣＧ）、α－フェトプロテイン（ＡＦＰ）、ｇｐ１００、ＭＡＲ
Ｔ１、ＴＲＰ－２、ｍｅｌａｎ－Ａ、ＮＹ－ＥＳＯ－１、ＭＮ（ｇｐ２５０）イディオタ
イプ、ＭＡＧＥ抗原、ＳＡＲＴ抗原、チロシナーゼ、テロメラーゼ、ＴＡＧ－７２抗原、
ＭＵＣ－１抗原、血液型抗原Ｌｅａ、Ｌｅｂ、ＬｅＸ、ＬｅＹ、Ｈ－２、Ｂ－１およびＢ
－２、ＨＩＶ－１　ｇａｇ、ＨＩＶ－１　ｅｎｖ、ＨＩＶ－１　ｎｅｆ、ＨＢＶコア、Ｆ
ＡＳ、ＨＳＶ－１、ＨＳＶ－２、ｐ１７、ＨＴＬＶ、ＦＥＬＶ、ＯＲＦ２およびＯＲＦ３
抗原、原生動物特異的抗原、カンジダ　アルビカンス（Ｃａｎｄｉｄａ　ａｌｂｉｃａｎ
ｓ）抗原、細菌抗原、トキソプラズマ（Ｔｏｘｏｐｌａｓｍａ　ｇｏｎｄｉｉ）抗原、梅
毒トレポネーマ（Ｔｒｅｐｏｎｅｍａ　ｐａｌｌｉｄｕｍ）抗原、黄色ブドウ球菌（Ｓｔ
ａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ）抗原、溶血性連鎖球菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏ
ｃｃｕｓ　ｈｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ）抗原、ならびにヒト結核菌（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒ
ｉｕｍ　ｔｕｂｅｒｃｕｌｓｉｓ）抗原よりなる群から選択される、請求項３０に記載の
二重特異性若しくは多重特異性分子。
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【請求項３４】
　請求項２８に記載の二重特異性若しくは多重特異性分子、および製薬学的に許容できる
担体を含んでなる組成物。
【請求項３５】
　抗原に連結された、請求項１～２０のいずれか１つに記載の抗体を含んでなるワクチン
複合体。
【請求項３６】
　抗原が、ウイルス抗原、細菌抗原、寄生虫抗原、アレルゲン、蛇毒、自己抗原、移植さ
れた抗原および腫瘍関連抗原よりなる群から選択される、請求項３５に記載のワクチン複
合体。
【請求項３７】
　抗原が、ガストリン放出ペプチド受容体抗原（ＧＲＰ）、ムチン抗原、上皮成長因子受
容体（ＥＧＦ－Ｒ）、ＨＥＲ２／ｎｅｕ、ＨＥＲ３、ＨＥＲ４、ＣＤ２０、ＣＤ３０、Ｐ
ＳＭＡ、癌胎児性抗原（ＣＥＡ）、Ｐｍｅｌ１７、β－ヒト絨毛性ゴナドトロピン（βＨ
ＣＧ）、α－フェトプロテイン（ＡＦＰ）、ｇｐ１００、ＭＡＲＴ１、ＴＲＰ－２、ｍｅ
ｌａｎ－Ａ、ＮＹ－ＥＳＯ－１、ＭＮ（ｇｐ２５０）イディオタイプ、ＭＡＧＥ抗原、Ｓ
ＡＲＴ抗原、チロシナーゼ、テロメラーゼ、ＴＡＧ－７２抗原、ＭＵＣ－１抗原、血液型
抗原Ｌｅａ、Ｌｅｂ、ＬｅＸ、ＬｅＹ、Ｈ－２、Ｂ－１およびＢ－２よりなる群から選択
される腫瘍関連抗原である、請求項３６に記載のワクチン複合体。
【請求項３８】
　請求項３５に記載のワクチン複合体および製薬学的に許容できる担体を含んでなる組成
物。
【請求項３９】
　請求項１～２０のいずれか１つに記載の抗体若しくはその抗原結合部分をコードする単
離された核酸分子。
【請求項４０】
　請求項３９に記載の核酸分子を含んでなる発現ベクター。
【請求項４１】
　請求項４０に記載の発現ベクターを含んでなる宿主細胞。
【請求項４２】
　ヒト免疫グロブリンＨおよびＬ鎖導入遺伝子を含んでなるトランスジェニックマウスで
あって、該マウスが請求項１～２０のいずれか１つに記載の抗体を発現する、上記マウス
。
【請求項４３】
　請求項１～２０のいずれか１つに記載の抗体を産生するハイブリドーマ。
【請求項４４】
　請求項１～２０のいずれか１つに記載の抗体を被験体に投与して、その結果被験体が自
己免疫障害、移植片拒絶反応若しくは移植片対宿主病（ＧＶＨＤ）について処置されるこ
とを含んでなる、被験体におけるＣＤ６４を発現する細胞を伴う自己免疫疾患、移植片拒
絶反応若しくはＧＶＨＤの処置若しくは予防方法。
【請求項４５】
　自己免疫障害、移植片拒絶反応若しくはＧＶＨＤが、関節リウマチ（ＲＡ）、全身性エ
リテマトーデス（ＳＬＥ）、全身性硬化症、アトピー性皮膚炎、グレーブス病、橋本甲状
腺炎、ヴェゲナー肉芽腫、オーメン症候群、慢性腎不全、特発性血小板減少性紫斑病（Ｉ
ＴＰ）、炎症性腸疾患（ＩＢＤ；クローン病、潰瘍性大腸炎およびスプルー、シェリアキ
ー、セリアック病を包含する）、インスリン依存型糖尿病（ＩＤＤＭ）、急性感染性単核
症、ＨＩＶ、ヘルペスウイルス関連疾患、多発性硬化症（ＭＳ）、溶血性貧血、甲状腺炎
、スティッフマン症候群、尋常性天疱瘡ならびに重症筋無力症（ＭＧ）よりなる群から選
択される、請求項４４に記載の方法。
【請求項４６】
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　標的細胞の食作用が阻害されるように、ＣＤ６４を発現する細胞を請求項１～２０のい
ずれか１つに記載の抗体と接触させることを含んでなる、ＣＤ６４を発現する細胞による
標的細胞のＣＤ６４媒介性の食作用の阻害方法。
【請求項４７】
　細胞の増殖が阻害されるように、細胞を請求項１～２０のいずれか１つに記載の抗体を
含んでなる二重特異性若しくは多重特異性分子または免疫複合体の有効量と接触させるこ
とを含んでなり、該二重特異性若しくは多重特異性分子または免疫複合体が標的細胞上の
一成分に結合する、標的細胞の増殖の阻害方法。
【請求項４８】
　増殖がＡＤＣＣにより阻害される、請求項４７に記載の方法。
【請求項４９】
　増殖が、補体媒介性の細胞の細胞傷害性により阻害される、請求項４７に記載の方法。
【請求項５０】
　標的細胞が、卵巣癌細胞、乳癌細胞、精巣癌細胞、前立腺癌細胞、白血病細胞およびリ
ンパ腫細胞よりなる群から選択される、請求項４７に記載の方法。
【請求項５１】
　標的細胞が免疫細胞である、請求項４７に記載の方法。
【請求項５２】
　標的細胞が病原体である、請求項４７に記載の方法。
【請求項５３】
　病原体が、細菌、ウイルスに感染した細胞および寄生虫よりなる群から選択される、請
求項５２に記載の方法。
【請求項５４】
　抗原に連結された請求項１～２０のいずれか１つに記載の抗体を含んでなるワクチン複
合体を被験体に投与することを含んでなる、被験体における免疫細胞への抗原の提示を誘
導し若しくは高める方法。
【請求項５５】
　（ａ）抗体とＣＤ６４の間の複合体の形成を見込む条件下で、請求項１～２０のいずれ
か１つに記載の抗体とサンプルを接触させること；および
（ｂ）複合体の形成を検出すること
を含んでなる、サンプル中のＣＤ６４若しくはＣＤ６４を発現する細胞の存在の検出方法
。
【請求項５６】
　（ａ）（ｉ）配列番号１、２および３のそれぞれＣＤＲ１、ＣＤＲ２およびＣＤＲ３配
列を含んでなるＨ鎖可変領域抗体配列；若しくは（ｉｉ）配列番号４、５および６のそれ
ぞれＣＤＲ１、ＣＤＲ２およびＣＤＲ３配列を含んでなるＬ鎖可変領域抗体配列を提供す
ること；
（ｂ）最低１種のＨ鎖可変領域抗体配列およびＬ鎖可変領域抗体配列から選択される可変
領域抗体配列内の最低１アミノ酸残基を変えて最低１種の変えられた抗体配列を創製する
こと；ならびに
（ｃ）変えられた抗体配列をタンパク質として発現させること
を含んでなる、抗ＣＤ６４抗体の製造方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連出願
　本出願は、２００４年６月３日出願の米国仮出願第６０／５７６，９７６号（この引用
することによりそっくりそのまま本明細書に組み込まれる）に対する優先権を主張する。
【背景技術】
【０００２】
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　抗体のＦｃ領域の受容体（ＦｃＲ）は免疫において調整する役割を演じている。それら
は多様な型の細胞上で発現され、そしてエンドサイトーシス、食作用、抗体依存性の細胞
媒介性の細胞傷害性（ＡＤＣＣ）およびサイトカイン産生から抗原提示の促進までの範囲
にわたる機能を媒介する。抗原提示は、抗原が主要組織適合遺伝子複合体（ＭＨＣ）分子
に結合する前に捕捉され、適切な区画にターゲッティングされかつプロセシングされる過
程を表す。
【０００３】
　ＩｇＧに対する白血球のＦｃＲ（ＦｃγＲ）は、受容体構造、細胞分布およびＩｇＧに
対する親和性に基づき３クラス（ＦｃγＲＩ、ＩＩおよびＩＩＩ）に分割される、多遺伝
子ファミリーを含んでなる（非特許文献１）。ＦｃγＲ分子は抗原提示を強力に高め得る
。関与するＦｃγＲのタイプは、抗原提示細胞により提示されるエピトープの型の決定的
に重要な決定子であることが示されている（非特許文献２）。
【０００４】
　ＩｇＧのヒトの高親和性受容体ｈＦｃγＲＩ（ＣＤ６４）は、単球、マクロファージお
よび樹状細胞のような抗原提示細胞上で一貫して発現されている。ＣＤ６４は、それが（
１）主として免疫エフェクター細胞上で発現され；（２）細胞傷害活性（例えばＡＤＣＣ
、食作用）を媒介し；かつ（３）それらを標的とする抗原の高められた抗原提示を媒介す
るため、治療における使用に好ましいトリガー受容体である。事実、ヒトＣＤ６４を標的
とする抗原はｉｎ　ｖｉｔｒｏおよびｉｎ　ｖｉｖｏ双方で効率的に提示される（非特許
文献３；非特許文献４）。従って、ＣＤ６４は免疫機能を媒介するための治療上重要な受
容体である。
【非特許文献１】Ｖａｎ　ｄｅ　Ｗｉｎｋｅｌら（１９９３）Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｔｏｄａ
ｙ　１４：２１５
【非特許文献２】Ａｍｉｇｏｒｅｎａら（１９９８）Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．１８７：５０
５
【非特許文献３】Ｌｉｕら（１９９６）Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｉｎｖｅｓｔ．９８：２００１
【非特許文献４】Ｈｅｉｊｎｅｎら（１９９６）Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｉｎｖｅｓｔ．９７：３
３１
【発明の開示】
【０００５】
［発明の要約］
　本発明は、細胞傷害性トリガー分子、ヒトＣＤ６４の治療能力を活用する改良された免
疫治療薬を提供する。とりわけ、本発明は、ヒトＣＤ６４に結合する単離されたヒトモノ
クローナル抗体、ならびにこうした抗体を含有する治療的組成物、二重特異性抗体および
免疫複合体を提供する。
【０００６】
　好ましい一態様において、本発明のヒト抗体は、例えばＣＤ６４表面発現およびＣＤ６
４媒介性の食作用を包含するＣＤ６４活性を調節することが可能である。特定の一態様に
おいて、該抗体は、ＣＤ３２（ＦｃγＲＩＩ）およびＣＤ１６（ＦｃγＲＩＩＩ）のよう
な他のヒトＦｃ受容体を同様に調節することなく、ヒトＣＤ６４に選択的に結合しかつそ
れを調節する。
【０００７】
　本発明の別の特定の態様において、該抗体はヒトＩｇＧ（ヒトＣＤ６４の天然のリガン
ド）により阻害されず、例えば、それはＩｇＧ結合部位と異なる部位でＣＤ６４に結合す
る。あるいは、該抗体は、例えばＩｇＧ結合部位内若しくはその近くにある部位でＣＤ６
４を結合することにより、ＣＤ６４へのＩｇＧ結合を阻害し得る。
【０００８】
　一態様において、本発明は、ヒトＶＨ　３－３３遺伝子の産物若しくはそれ由来である
Ｈ鎖可変領域を含んでなる、単離されたモノクローナル抗体若しくはその抗原結合部分を
提供し、該抗体はヒトＣＤ６４に特異的に結合する。別の態様において、本発明は、ヒト
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ＶＫ　Ｌ６遺伝子の産物若しくはそれ由来であるＬ鎖可変領域を含んでなる、単離された
モノクローナル抗体若しくはその抗原結合部分を提供し、該抗体はヒトＣＤ６４に特異的
に結合する。好ましい一態様において、本発明は、単離されたモノクローナル抗体若しく
はその抗原結合部分を提供し、該抗体は：
（ａ）ヒトＶＨ　３－３３遺伝子の産物もしくはそれ由来であるＨ鎖可変領域（その遺伝
子は配列番号１１に示されるところのアミノ酸配列をコードする）；および
（ｂ）ヒトＶｋ　Ｌ６遺伝子の産物もしくはそれ由来であるＬ鎖可変領域（その遺伝子は
配列番号１２に示されるところのアミノ酸配列をコードする）
を含んでなり；
該抗体はヒトＣＤ６４に特異的に結合する。
【０００９】
　別の局面において、本発明は、ＣＤＲ１、ＣＤＲ２およびＣＤＲ３配列を含んでなるＨ
鎖可変領域、ならびにＣＤＲ１、ＣＤＲ２およびＣＤＲ３配列を含んでなるＬ鎖可変領域
を含んでなる、単離されたモノクローナル抗体若しくはその抗原結合部分を提供し、
（ａ）該Ｈ鎖可変領域のＣＤＲ３配列は、配列番号３のアミノ酸配列若しくはその保存的
改変を含んでなり；
（ｂ）該Ｌ鎖可変領域のＣＤＲ３配列は、配列番号６のアミノ酸配列若しくはその保存的
改変を含んでなり；および
（ｃ）該抗体はヒトＣＤ６４に特異的に結合する。
【００１０】
　一態様において、こうした抗体は、以下の特性：
（ｉ）該ヒト抗体がＣＤ６４の表面発現を抑制的調節するか；
（ｉｉ）該ヒト抗体がＣＤ６４のその天然のリガンド（ＩｇＧ）への結合をブロックしな
いか；
（ｉｉｉ）該ヒト抗体がＣＤ６４媒介性の食作用を阻害するか；若しくは
（ｉｖ）該ヒト抗体がヒトエフェクター細胞の存在下での標的細胞の食作用を媒介する、
の１種若しくはそれ以上を表し得る。
【００１１】
　好ましい一態様において、Ｈ鎖可変領域のＣＤＲ２配列は、配列番号２のアミノ酸配列
若しくはその保存的改変を含んでなり；また、Ｌ鎖可変領域のＣＤＲ２配列は、配列番号
５のアミノ酸配列若しくはその保存的改変を含んでなる。別の好ましい態様において、Ｈ
鎖可変領域のＣＤＲ１配列は、配列番号１のアミノ酸配列若しくはその保存的改変を含ん
でなり；かつ、Ｌ鎖可変領域のＣＤＲ１配列は、配列番号４のアミノ酸配列若しくはその
保存的改変を含んでなる。該抗体は、例えばヒト抗体、ヒト化抗体若しくはキメラ抗体で
あり得る。
【００１２】
　別の局面において、本発明は、Ｈ鎖可変領域およびＬ鎖可変領域を含んでなる、単離さ
れたモノクローナル抗体若しくはその抗原結合部分を提供し、
（ａ）該Ｈ鎖可変領域は、配列番号７のアミノ酸配列に最低８０％相同であるアミノ酸配
列を含んでなり；
（ｂ）該Ｌ鎖可変領域は、配列番号８のアミノ酸配列に最低８０％相同であるアミノ酸配
列を含んでなり；および
（ｃ）該抗体はヒトＣＤ６４に特異的に結合する。
【００１３】
　一態様において、こうした抗体は、以下の特性：
（ｉ）該ヒト抗体がＣＤ６４の表面発現を抑制的調節するか；
（ｉｉ）該ヒト抗体がＣＤ６４のその天然のリガンド（ＩｇＧ）への結合をブロックしな
いか；
（ｉｉｉ）該ヒト抗体がＣＤ６４媒介性の食作用を阻害するか；若しくは
（ｉｖ）該ヒト抗体が、ヒトエフェクター細胞の存在下での標的細胞の食作用を媒介する
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、
の１種若しくはそれ以上を表し得る。
【００１４】
　該抗体は、例えばヒト抗体、ヒト化抗体若しくはキメラ抗体であり得る。
【００１５】
　別の局面において、本発明は、配列番号１、配列番号２および配列番号３のアミノ酸配
列をそれぞれ含んでなるＣＤＲ１、ＣＤＲ２およびＣＤＲ３配列を含んでなるＨ鎖可変領
域、ならびに配列番号４、配列番号５および配列番号６のアミノ酸配列をそれぞれ含んで
なるＣＤＲ１、ＣＤＲ２およびＣＤＲ３配列を含んでなるＬ鎖可変領域を含んでなる、単
離されたモノクローナル抗体若しくはその抗原結合部分に関し、該抗体はヒトＣＤ６４に
特異的に結合する。
【００１６】
　一態様において、こうした抗体は、以下の特性：
（ｉ）該ヒト抗体がＣＤ６４の表面発現を抑制的調節するか；
（ｉｉ）該ヒト抗体がＣＤ６４のその天然のリガンド（ＩｇＧ）への結合をブロックしな
いか；
（ｉｉｉ）該ヒト抗体がＣＤ６４媒介性の食作用を阻害するか；若しくは
（ｉｖ）該ヒト抗体がヒトエフェクター細胞の存在下での標的細胞の食作用を媒介する、
の１種若しくはそれ以上を表し得る。
【００１７】
　他の好ましい態様において、本発明は、
（ａ）配列番号７のアミノ酸配列を含んでなるＨ鎖可変領域；および
（ｂ）配列番号８のアミノ酸配列を含んでなるＬ鎖可変領域
を含んでなる、単離されたモノクローナル抗体若しくはその抗原結合部分を提供し、
該抗体はヒトＣＤ６４に特異的に結合する、
　本発明の別の局面において、ＣＤ６４への結合について、前述の抗体のいずれかと競合
する抗体若しくはその抗原結合部分が提供される。
【００１８】
　本発明の抗体は、例えば、例えばＩｇＧ１アイソタイプの完全長抗体であり得る。ある
いは、該抗体はＦａｂ若しくはＦａｂ’２フラグメントのような抗体フラグメントまたは
一本鎖抗体であり得る。
【００１９】
　本発明はまた、細胞毒若しくは放射活性同位体のような治療薬に連結された本発明の抗
体若しくはその抗原結合部分を含んでなる免疫複合体も提供する。本発明はまた、抗体と
異なる結合特異性を有する第二の機能部分若しくはその抗原結合部分に連結された本発明
の抗体若しくはその抗原結合部分を含んでなる二重特異性分子も提供する。
【００２０】
　別の局面において、本発明は、抗体若しくはその抗原結合部分、および、別の抗体若し
くは細胞受容体リガンドのような前記抗体若しくはその抗原結合部分と異なる結合特異性
を有する第二の機能部分を含んでなる二重特異性若しくは多重特異性分子に関し、該第二
の機能部分は腫瘍細胞若しくは病原体上の標的分子に対する結合特異性を有する。一態様
において、該二重特異性若しくは多重特異性分子は、エフェクター細胞の存在下での標的
分子を発現する細胞若しくは病原体の抗体依存性の細胞媒介性の細胞傷害性（ＡＤＣＣ）
を誘導する。別の態様において、該二重特異性若しくは多重特異性分子は、補体の存在下
での標的分子を発現する細胞若しくは病原体の補体媒介性の死滅を誘導する。好ましい一
態様において、標的分子は、炭疽菌抗原、ボツリヌス毒素、マラリア抗原、ウマ脳炎ウイ
ルス抗原、ペスト菌（Ｙ．ｐｅｓｔｉｓ）抗原、ガストリン放出ペプチド受容体抗原（Ｇ
ＲＰ）、ムチン抗原、上皮成長因子受容体（ＥＧＦ－Ｒ）、ＨＥＲ２／ｎｅｕ、ＨＥＲ３
、ＨＥＲ４、ＣＤ２０、ＣＤ３０、ＰＳＭＡ、癌胎児性抗原（ＣＥＡ）、Ｐｍｅｌ１７、
β－ヒト絨毛性ゴナドトロピン（βＨＣＧ）、α－フェトプロテイン（ＡＦＰ）、ｇｐ１
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００、ＭＡＲＴ１、ＴＲＰ－２、ｍｅｌａｎ－Ａ、ＮＹ－ＥＳＯ－１、ＭＮ（ｇｐ２５０
）イディオタイプ、ＭＡＧＥ抗原、ＳＡＲＴ抗原、チロシナーゼ、テロメラーゼ、ＴＡＧ
－７２抗原、ＭＵＣ－１抗原、血液型抗原Ｌｅａ、Ｌｅｂ、ＬｅＸ、ＬｅＹ、Ｈ－２、Ｂ
－１およびＢ－２、ＨＩＶ－１　ｇａｇ、ＨＩＶ－１　ｅｎｖ、ＨＩＶ－１　ｎｅｆ、Ｈ
ＢＶコア、ＦＡＳ、ＨＳＶ－１、ＨＳＶ－２、ｐ１７、ＨＴＬＶ、ＦＥＬＶ、ＯＲＦ２お
よびＯＲＦ３抗原、原生動物特異的抗原、カンジダ　アルビカンス（Ｃａｎｄｉｄａ　ａ
ｌｂｉｃａｎｓ）抗原、細菌抗原、トキソプラズマ（Ｔｏｘｏｐｌａｓｍａ　ｇｏｎｄｉ
ｉ）抗原、梅毒トレポネーマ（Ｔｒｅｐｏｎｅｍａ　ｐａｌｌｉｄｕｍ）抗原、黄色ブド
ウ球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ）抗原、溶血性連鎖球菌（Ｓｔｒ
ｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｈｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ）抗原、ならびにヒト結核菌（Ｍｙｃｏ
ｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｔｕｂｅｒｃｕｌｓｉｓ）抗原よりなる群から選択される。
【００２１】
　本発明の別の局面は、疾患生物体、感染した細胞、疾患生物体の遺伝子産物若しくは癌
細胞からの抗原を包含することによる、癌を包含する疾患に対するワクチン接種に有用で
ある分子を提供する。これらの目的上、本発明は、抗原を免疫系に向ける結合決定子とし
てはたらく本発明の抗ＣＤ６４抗体に有用な効果的な抗原を連結する結合剤である組成物
を提供する。好ましい一態様において、抗原は、ウイルス、細菌、寄生虫、アレルゲン、
蛇毒、自己抗原、移植された抗原、ならびに、ガストリン放出ペプチド受容体抗原（ＧＲ
Ｐ）、ムチン抗原、上皮成長因子受容体（ＥＧＦ－Ｒ）、ＨＥＲ２／ｎｅｕ、ＨＥＲ３、
ＨＥＲ４、ＣＤ２０、ＣＤ３０、ＰＳＭＡ、癌胎児性抗原（ＣＥＡ）、Ｐｍｅｌ１７、β
－ヒト絨毛性ゴナドトロピン（βＨＣＧ）、α－フェトプロテイン（ＡＦＰ）、ｇｐ１０
０、ＭＡＲＴ１、ＴＲＰ－２、ｍｅｌａｎ－Ａ、ＮＹ－ＥＳＯ－１、ＭＮ（ｇｐ２５０）
イディオタイプ、ＭＡＧＥ抗原、ＳＡＲＴ抗原、チロシナーゼ、テロメラーゼ、ＴＡＧ－
７２抗原、ＭＵＣ－１抗原、血液型抗原Ｌｅａ、Ｌｅｂ、ＬｅＸ、ＬｅＹ、Ｈ－２、Ｂ－
１およびＢ－２よりなる群から選択される腫瘍関連抗原のような腫瘍関連抗原よりなる群
から選択される。別の局面において、本発明は、抗原に連結された本発明の抗体を含んで
なるワクチン複合体を被験体に投与することを含んでなる、被験体における免疫細胞への
抗原の提示の誘導若しくは高める方法を提供する。
【００２２】
　本発明の抗体、若しくはその抗原結合部分、または免疫複合体若しくは二重特異性分子
、および製薬学的に許容できる担体を含んでなる組成物もまた提供される。
【００２３】
　本発明の抗体若しくはその抗原結合部分をコードする核酸分子、ならびにこうした核酸
を含んでなる発現ベクター、およびこうした発現ベクターを含んでなる宿主細胞もまた本
発明により包含される。さらに、本発明はヒト免疫グロブリンＨおよびＬ鎖導入遺伝子を
含んでなるトランスジェニックマウス（該マウスは本発明の抗体を発現する）、ならびに
こうしたマウスから調製されるハイブリドーマ（該ハイブリドーマは本発明の抗体を産生
する）を提供する。
【００２４】
　別の局面において、本発明は、自己免疫疾患、移植片拒絶反応若しくは移植片対宿主病
（ＧＶＨＤ）のような、ＣＤ６４を発現する細胞を伴う障害の処置若しくは予防方法を提
供する。該方法は、本発明の抗体若しくはその抗原結合部分を被験体に投与して、その結
果、障害、例えば自己免疫疾患、移植片拒絶反応若しくは移植片対宿主病（ＧＶＨＤ）が
処置若しくは予防されることを含んでなる。疾患は、例えば、関節リウマチ（ＲＡ）、全
身性エリテマトーデス（ＳＬＥ）、全身性硬化症、アトピー性皮膚炎、グレーブス病、橋
本甲状腺炎、ヴェゲナー肉芽腫、オーメン症候群、慢性腎不全、特発性血小板減少性紫斑
病（ＩＴＰ）、炎症性腸疾患（ＩＢＤ；クローン病、潰瘍性大腸炎およびスプルー、シェ
リアキー、セリアック病を包含する）、インスリン依存型糖尿病（ＩＤＤＭ）、急性感染
性単核症、ＨＩＶ、ヘルペスウイルス関連疾患、多発性硬化症（ＭＳ）、溶血性貧血、甲
状腺炎、スティッフマン症候群、尋常性天疱瘡ならびに重症筋無力症（ＭＧ）であり得る
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。
【００２５】
　別の局面において、本発明は、ＣＤ６４を発現する細胞を本発明の抗体若しくは抗体フ
ラグメントと接触させ、その結果標的細胞の食作用が阻害されることを含んでなる、ＣＤ
６４を発現する細胞による標的細胞のＣＤ６４媒介性の食作用の阻害方法を提供する。
【００２６】
　別の局面において、本発明は、本発明の抗体を含んでなる二重特異性若しくは多重特異
性分子または免疫複合体の有効量と標的細胞を接触させ、その結果細胞の増殖が阻害され
ることを含んでなる、標的細胞の増殖の阻害方法を提供し、該二重特異性若しくは多重特
異性分子または免疫複合体は標的細胞上の一成分に結合する。一局面において、増殖はＡ
ＤＣＣにより阻害される。別の局面において、増殖は補体媒介性の細胞の細胞傷害性によ
り阻害される。好ましい一態様において、標的細胞は、卵巣癌、乳癌、精巣癌、前立腺癌
、白血病およびリンパ腫の群から選択される癌細胞である。他の態様において、標的細胞
は免疫細胞若しくは病原体である。こうした病原体の例は、細菌、ウイルスに感染した細
胞および寄生虫を包含する。
【００２７】
　別の局面において、本発明は、
（ａ）本発明の抗体とＣＤ６４の間の複合体の形成を見込む条件下で、該抗体とサンプル
を接触させること；および
（ｂ）複合体の形成を検出すること
を含んでなる、サンプル中のＣＤ６４若しくはＣＤ６４を発現する細胞の存在の検出方法
を提供する。
【００２８】
　本発明はまた、本明細書で提供される抗ＣＤ６４抗体の配列に基づく「第二世代」の抗
ＣＤ６４抗体の作成方法も提供する。例えば、本発明は、
（ａ）（ｉ）配列番号１、配列番号２および配列番号３それぞれのアミノ酸配列を含んで
なるＣＤＲ１、ＣＤＲ２およびＣＤＲ３配列を含んでなるＨ鎖可変領域抗体配列；ならび
に／若しくは（ｉｉ）配列番号４、配列番号５および配列番号６それぞれのアミノ酸配列
を含んでなるＣＤＲ１、ＣＤＲ２およびＣＤＲ３配列を含んでなるＬ鎖可変領域抗体配列
を提供すること；
（ｂ）Ｈ鎖可変領域抗体配列および／若しくはＬ鎖可変領域抗体配列内の最低１アミノ酸
残基を変えて最低１種の変えられた抗体配列を創製すること；ならびに
（ｃ）変えられた抗体配列をタンパク質として発現させること
を含んでなる、抗ＣＤ６４抗体の製造方法を提供する。
【００２９】
　本発明の他の特徴および利点は、制限するとして解釈されるべきでない以下の詳細な記
述および実施例から明らかであろう。
【００３０】
［発明の詳細な記述］
　本発明は、ＩｇＧのヒト高親和性受容体ＣＤ６４の治療能力を活用するための改良され
た抗体に基づく治療および組成物を提供する。本発明の治療は、単離されたヒトモノクロ
ーナル抗体および／若しくはＣＤ６４上に存在するエピトープに結合する抗体を含有する
関連組成物を使用する。特定の一態様において、本発明の抗体は、ＣＤ３２（ＦｃγＲＩ
Ｉ）およびＣＤ１６（ＦｃγＲＩＩＩ）のような他のヒトＦｃ受容体を同様に調節するこ
となくＣＤ６４に選択的に結合しかつそれを調節する。例えば、本発明のヒト抗体は、Ｃ
Ｄ３２若しくはＣＤ１６に関しての同一の効果に本質的に関わることなく、（１）ＣＤ６
４架橋、（２）ＣＤ６４発現の抑制的調節、（３）ＣＤ６４媒介性の食作用の阻害、およ
び（４）ＣＤ６４媒介性のスーパーオキシド誘導の誘発に選択的に関わり得る。
【００３１】
　本発明の抗体および抗体誘導体（例えば複合物および二重特異性物）の治療的（例えば
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多様な疾患を処置かつ／若しくは予防するため）ならびに標的細胞若しくは病原体の食作
用および／若しくは溶解を媒介するための使用方法もまた本発明により包含される。例え
ば、ＣＤ６４をもつ免疫細胞および特異的標的細胞（すなわちその排除が宿主にとって有
益であるとみられる細胞）双方に結合するそれらの能力に基づき、本の二重特異性および
多重特異性分子を、自己免疫疾患および癌のようないくつかの疾患を処置するために使用
し得る。
【００３２】
　本明細書に例示される別の態様において、ヒト抗体を、Ｖ－Ｄ－Ｊ組換えおよびアイソ
タイプスイッチを受けることによりＣＤ６４に対するヒトモノクローナル抗体の複数のア
イソタイプを産生することが可能なヒト以外のトランスジェニック動物、例えばトランス
ジェニックマウス中で産生させる。従って、本発明の局面は、抗体、抗体フラグメント、
二重特異性／多重特異性抗体およびそれらの製薬学的組成物のみならず、しかしまたモノ
クローナル抗体を産生するヒト以外のトランスジェニック動物、Ｂ細胞、トランスフェク
トーマ（ｔｒａｎｓｆｅｃｔｏｍａ）およびハイブリドーマも包含する。
【００３３】
　本発明がより容易に理解されうるために、ある種の用語を後に続くとおり定義すること
ができる。付加的な定義は詳細な記述全体に示される。
【００３４】
　本明細書で使用されるところの「ヒトＣＤ６４」、「ヒト高親和性ＩｇＧ受容体」およ
び「ヒトＦｃγ受容体Ｉ」（ＦｃγＲＩ）という用語は互換性に使用され、そしてヒト染
色体１ｑ２１．１に位置するＦｃγＲＩａ遺伝子産物を包含することを意図している。Ｆ
ｃγＲＩ（ＣＤ６４）は、単球、マクロファージおよび樹状細胞のような抗原提示細胞上
で構成的に発現される。ＣＤ６４は、それが（１）主に免疫エフェクター細胞上で発現さ
れ；（２）細胞傷害活性（例えばＡＤＣＣ、食作用）を媒介し；かつ（３）それらを標的
とする抗原の高められた抗原提示を媒介するために、好ましいトリガー受容体である。に
もかかわらず、ヒトＣＤ６４に結合する本発明のヒト抗体は、他のヒト以外の種（例えば
他の哺乳動物および脊椎動物）からのＣＤ６４ならびに／若しくは関連する受容体にもま
た結合しうる。
【００３５】
　本明細書で使用されるところの「エフェクター細胞」という用語は免疫応答の認識およ
び活性化期と対照的に免疫応答のエフェクター期に関与する免疫細胞を指す。例示的免疫
細胞は、骨髄若しくはリンパ球起源の細胞、例えばリンパ球（例えばＢ細胞および細胞傷
害性Ｔ細胞（ＣＴＬ）を包含するＴ細胞）、キラー細胞、ナチュラルキラー細胞、マクロ
ファージ、単球、好酸球、好中球、多形核細胞、顆粒球、肥満細胞ならびに好塩基球を包
含する。数種のエフェクター細胞は特殊なＦｃ受容体を発現し、そして特殊な免疫機能を
実行する。好ましい態様において、エフェクター細胞は抗体依存性の細胞媒介性の細胞傷
害性（ＡＤＣＣ）を誘導することが可能である（例えばＡＤＣＣを誘導することが可能な
好中球）。例えば、ＦｃＲを発現する単球、マクロファージは、標的細胞の特異的死滅お
よび免疫系の他の構成要素への抗原の提示、若しくは抗原を提示する細胞への結合に関与
する。他の態様において、エフェクター細胞は標的抗原、標的細胞若しくは微生物を食作
用し得る。エフェクター細胞上での特定の１ＦｃＲの発現はサイトカインのような体液性
因子により調節され得る。例えば、ＦｃαＲＩの発現はＧ－ＣＳＦ若しくはＧＭ－ＣＳＦ
によりアップレギュレートされることが見出されている。この高められた発現は、標的に
対するＦｃαＲＩをもつ細胞のエフェクター機能を増大させる。エフェクター細胞は標的
抗原若しくは標的細胞を食作用若しくは溶解し得る。本発明の好ましいエフェクター細胞
はＣＤ６４を発現するエフェクター細胞であり、単球、マクロファージおよび樹状細胞を
包含する。
【００３６】
　「標的細胞」は、その排除が被験体（例えばヒト若しくは動物）において有益であると
みられ、また本発明の組成物（例えばヒトモノクローナル抗体、二重特異性若しくは多重
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特異性分子）により標的とされ得る、いかなる細胞若しくは病原体も指す。例えば、標的
細胞はＣＤ６４を発現若しくは過剰発現する細胞であり得る。あるいは、標的細胞は、乳
房、卵巣、前立腺、精巣、肺、結腸、直腸、膵、肝、中枢神経系、腎、頭部、頚部、骨、
血液若しくはリンパ系の癌から選択される細胞のような腫瘍細胞であり得る。加えて、標
的細胞は自己抗体を産生するリンパ球（自己免疫疾患の処置のため）およびＩｇＥを産生
するリンパ球（アレルギーの処置のため）を包含する。標的細胞は微生物（例えば細菌、
若しくはウイルスに感染した細胞）を包含する。微生物は、病原体、ウイルス、細菌、真
菌および原生動物を包含する。なお他の適する標的は、リウマチ因子ならびに他の自己抗
体および毒素のような可溶性抗原を包含する。
【００３７】
　「抗原」という用語は、タンパク質、ペプチド若しくはハプテンのようないかなる天然
若しくは合成の免疫原性物質も指す。「抗原」という用語は、複合体形成されない形態で
非免疫原性であるがしかし複合体形成される場合に免疫原性となる物質もまた包含する。
「複合体形成されない」という用語は、本発明の分子複合体を形成するように別の分子に
連結されない物質を包含する。「複合体形成される」という用語は、別の分子（例えば本
発明の抗ＣＤ６４抗体）に連結されて本発明の分子複合体を形成する物質を包含する。
【００３８】
　本明細書で使用されるところの「増殖を阻害する」（例えば細胞を指して）という用語
は、細胞の増殖のいかなる測定可能な減少、例えば最低約１０％、２０％、３０％、４０
％、５０％、６０％、７０％、８０％、９０％、９９％若しくは１００％の細胞の増殖の
阻害も包含することを意図している。
【００３９】
　本明細書で使用されるところの「結合を阻害する」および「結合をブロックする」（例
えばＣＤ６４へのＣＤ６４リガンド、例えばＩｇＧの結合の阻害／ブロックを指す）とい
う用語は互換性に使用され、そして部分的および完全双方の阻害／ブロックを包含する。
ＣＤ６４に対するＩｇＧの阻害／ブロックは、好ましくは、ＩｇＧが阻害若しくはブロッ
クを伴わずにＣＤ６４に結合する場合に存在するエフェクター細胞の機能の正常のレベル
若しくは型を低下させるか若しくは変える。阻害およびブロックは、抗ＣＤ６４抗体と接
触していないリガンドと比較して抗ＣＤ６４抗体と接触させた場合のＣＤ６４へのＩｇＧ
の結合親和性のいかなる測定可能な低下、例えば最低約１０％、２０％、３０％、４０％
、５０％、６０％、７０％、８０％、９０％、９９％若しくは１００％のＣＤ６４に対す
るＣＤ６４リガンドのブロックも包含することもまた意図している。
【００４０】
　本明細書で称されるところの「抗体」という用語は、抗体全体およびそれらのいずれか
の抗原結合フラグメント（すなわち「抗原結合部分」）若しくは一本鎖を包含する。「抗
体」は、ジスルフィド結合により相互結合された最低２本のＨ鎖および２本のＬ鎖、若し
くはその抗原結合部分を含んでなる糖タンパク質を指す。各Ｈ鎖はＨ鎖可変領域（本明細
書でＶＨと略称される）およびＨ鎖定常領域から構成される。Ｈ鎖定常領域は３ドメイン
、ＣＨ１、ＣＨ２およびＣＨ３から構成される。各Ｌ鎖はＬ鎖可変領域（本明細書でＶＬ
と略称される）およびＬ鎖定常領域から構成される。Ｌ鎖定常領域は１ドメインＣＬから
構成される。ＶＨおよびＶＬ領域は、枠組み領域（ＦＲ）と命名される、より保存されて
いる領域が組み入れられた、相補性決定領域（ＣＤＲ）と命名される超可変領域にさらに
細分し得る。各ＶＨおよびＶＬは、アミノ末端からカルボキシ末端まで、以下の順序すな
わちＦＲ１、ＣＤＲ１、ＦＲ２、ＣＤＲ２、ＦＲ３、ＣＤＲ３、ＦＲ４で配置される３個
のＣＤ３および４個のＦＲから構成される。ＨおよびＬ鎖の可変領域は抗原と相互作用す
る結合ドメインを含有する。抗体の定常領域は、免疫系の多様な細胞（例えばエフェクタ
ー細胞）および古典的補体系の第一の成分（Ｃ１ｑ）を包含する、宿主組織若しくは因子
への免疫グロブリンの結合を媒介しうる。
【００４１】
　本明細書で使用されるところの抗体の「抗原結合部分」（若しくは単に「抗体部分」）
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という用語は、抗原に特異的に結合する能力を保持する抗体の１個若しくはそれ以上のフ
ラグメント（例えばＣＤ６４）を指す。抗体の抗原結合機能は完全長抗体のフラグメント
により実施され得ることが示されている。抗体の「抗原結合部分」という用語内に包含さ
れる結合フラグメントの例は、（ｉ）Ｆａｂフラグメント、すなわちＶＬ、ＶＨ、ＣＬお
よびＣＨ１ドメインよりなる一価フラグメント；（ｉｉ）Ｆ（ａｂ’）２フラグメント、
すなわちヒンジ領域のジスルフィド架橋により連結された２個のＦａｂフラグメントを含
んでなる二価のフラグメント；（ｉｉｉ）ＶＨおよびＣＨ１ドメインよりなるＦｄフラグ
メント；（ｉｖ）抗体の一本鎖アームのＶＬおよびＶＨドメインよりなるＦｖフラグメン
ト、（ｖ）ＶＨドメインよりなるｄＡｂフラグメント（Ｗａｒｄら、（１９８９）Ｎａｔ
ｕｒｅ　３４１：５４４－５４６）；ならびに（ｖｉ）単離された相補性決定領域（ＣＤ
Ｒ）を包含する。さらに、Ｆｖフラグメントの２ドメインＶＬおよびＶＨは別個の遺伝子
によりコードされるとは言え、それらは、組換え法を使用して、ＶＬおよびＶＨ領域が対
を形成して一価の分子を形成する単一のタンパク質鎖（一本鎖Ｆｖ（ｓｃＦｖ）として知
られる；例えばＢｉｒｄら（１９８８）Ｓｃｉｅｎｃｅ　２４２：４２３－４２６；およ
びＨｕｓｔｏｎら（１９８８）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８５：
５８７９－５８８３を参照されたい）としてそれらが作成されることを可能にする合成リ
ンカーにより結合され得る。こうした一本鎖抗体は、抗体の「抗原結合部分」という用語
内に包含されることもまた意図している。これらの抗体フラグメントは当業者に既知の慣
習的技術を使用して得られ、そして該フラグメントは無傷の抗体がそうであると同じ様式
で利用性についてスクリーニングされる。
【００４２】
　「エピトープ」という用語は、抗体への特異的結合若しくは抗体による特異的結合が可
能な、タンパク質決定子のような分子決定子を意味している。エピトープは通常、アミノ
酸若しくは糖側鎖のような分子の化学的に活性の表面基よりなり、そして、通常は特殊な
三次元構造の特徴ならびに特定の電荷の特徴を有する。コンホメーションおよび非コンホ
メーションエピトープは、前者への結合が変性溶媒の存在下で喪失されるがしかし後者へ
の結合はされないために区別される。
【００４３】
　「二重特異性分子」という用語は、２種の異なる結合特異性を有するいかなる剤、例え
ばタンパク質、ペプチド、またはタンパク質若しくはペプチド複合体も包含することを意
図している。例えば、該分子は（ａ）細胞表面抗原および（ｂ）エフェクター細胞の表面
上のＦｃ受容体、例えばＣＤ６４に結合若しくはそれらと相互作用しうる。「多重特異性
分子」若しくは「異種特異性分子」という用語は、２種以上の異なる結合特異性を有する
いかなる剤、例えばタンパク質、ペプチド、またはタンパク質若しくはペプチド複合体も
包含することを意図している。例えば、該分子は（ａ）細胞表面抗原、（ｂ）エフェクタ
ー細胞の表面上のＦｃ受容体、および（ｃ）最低１種の他の成分に結合若しくはそれらと
相互作用しうる。従って、本発明は、限定されるものでないが、ＣＤ６４のような細胞表
面抗原およびエフェクター細胞上のＦｃ受容体のような他の標的に向けられる、二重特異
性、三特異性、四特異性および他の多重特異性分子を挙げることができる。
【００４４】
　「二重特異性抗体」という用語はまた二重特異性抗体（ｄｉａｂｏｄｙ）も包含する。
二重特異性抗体は、ＶＨおよびＶＬドメインが、しかし同一鎖上の２ドメイン間で対形成
することを見込むのには短すぎるリンカーを使用して、単一のポリペプチド鎖上で発現さ
れて、それにより該ドメインを別の鎖の相補的ドメインと対形成させそして２個の抗原結
合部位を創製させる、二価の二重特異性抗体である（例えば、Ｈｏｌｌｉｇｅｒ，Ｐ．ら
（１９９３）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９０：６４４４－６４６
８；Ｐｏｌｊａｋ，Ｒ．Ｊ．ら（１９９４）Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ　２：１１２１－１１２
３を参照されたい）。
【００４５】
　「ヒト抗体誘導体」という用語は、いずれかの改変された形態のヒト抗体、例えば抗体
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および別の剤若しくは抗体の複合物を指す。
【００４６】
　本明細書で使用されるところの「異種抗体」という用語は、それらの最低２種が異なる
特異性を有する、一緒に連結された２種若しくはそれ以上の抗体、抗体結合フラグメント
（例えばＦａｂ）、それらからの誘導体、若しくは抗原結合領域を指す。これらの異なる
特異性は、エフェクター細胞上のＦｃ受容体例えばＣＤ６４に対する結合特異性、および
標的細胞例えば腫瘍細胞上の抗原若しくはエピトープに対する結合特異性を包含する。
【００４７】
　本明細書で使用されるところの「モノクローナル抗体」若しくは「モノクローナル抗体
組成物」という用語は、単一分子組成物の抗体分子の調製物を指す。モノクローナル抗体
組成物は、特定の１エピトープに対する単一の結合特異性および親和性を表す。
【００４８】
　本明細書で使用されるところの「ヒト抗体」という用語は、枠組みおよびＣＤＲ双方の
領域がヒト生殖系列免疫グロブリン配列由来である可変領域を有する抗体を指すことを意
図している。さらに、抗体が定常領域を含有する場合、該定常領域もまたヒト生殖系列免
疫グロブリン配列由来である。本発明のヒト抗体は、ヒト生殖系列免疫グロブリン配列に
よりコードされないアミノ酸残基（例えばｉｎ　ｖｉｔｒｏでの無作為若しくは部位特異
的突然変異誘発またはｉｎ　ｖｉｖｏでの体細胞突然変異により導入される突然変異）を
包含しうる。しかしながら、本明細書で使用されるところの「ヒト抗体」という用語は、
マウスのような別の哺乳動物種の生殖系列由来のＣＤＲ配列がヒト枠組み配列に移植され
た抗体を包含することを意図していない。
【００４９】
　「ヒトモノクローナル抗体」という用語は、枠組みおよびＣＤＲ双方の領域がヒト生殖
系列免疫グロブリン配列由来である可変領域を有する、単一結合特異性を表す抗体を指す
。一態様において、ヒトモノクローナル抗体は、不死化細胞に融合されたヒトＨ鎖導入遺
伝子およびＬ鎖導入遺伝子を含んでなるゲノムを有するトランスジェニックのヒト以外の
動物、例えばトランスジェニックマウスから得られるＢ細胞を包含するハイブリドーマに
より産生される。
【００５０】
　本明細書で使用されるところの「組換えヒト抗体」という用語は、（ａ）ヒト免疫グロ
ブリン遺伝子に対しトランスジェニック若しくは導入染色体（ｔｒａｎｓｃｈｒｏｍｏｓ
ｏｍａｌ）である動物（例えばマウス）またはそれから調製したハイブリドーマ（さらに
下述する）から単離された抗体、（ｂ）ヒト抗体を発現するように形質転換された宿主細
胞、例えばトランスフェクトーマから単離された抗体、（ｃ）組換えのコンビナトリアル
ヒト抗体ライブラリーから単離された抗体、および（ｄ）ヒト免疫グロブリン遺伝子の他
のＤＮＡ配列へのスプライシングを必要とするいずれかの他の手段により製造、発現、創
製若しくは単離された抗体、のような、組換え手段により製造、発現、創製若しくは単離
される全部のヒト抗体を包含する。こうした組換えヒト抗体は、枠組みおよびＣＤＲ領域
がヒト生殖系列免疫グロブリン配列由来である可変領域を有する。ある態様においては、
しかしながら、こうした組換えヒト抗体は、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ突然変異誘発（若しくは、
ヒトＩｇ配列についてトランスジェニックの動物を使用する場合にはｉｎ　ｖｉｖｏ体細
胞突然変異）にかけることができ、そして、従って、組換え抗体のＶＨおよびＶＬ領域の
アミノ酸配列は、ヒト生殖系列のＶＨおよびＶＬ配列由来かつそれらに関係しつつ、ｉｎ
　ｖｉｖｏでのヒト抗体生殖系列のレパートリー内に天然に存在しないことがある配列で
ある。
【００５１】
　本明細書で使用されるところの「異種抗体」は、こうした抗体を産生するトランスジェ
ニックのヒト以外の生物体に関して定義される。この用語は、トランスジェニックのヒト
以外の動物よりならず、そして一般にはトランスジェニックのヒト以外の動物のもの以外
の種からの生物体で見出されるものに対応するアミノ酸配列若しくはコードする核酸配列
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を有する抗体を指す。
【００５２】
　本明細書で使用されるところの「単離された抗体」は、異なる抗原特異性を有する他の
抗体を実質的に含まない抗体を指すことを意図している（例えば、ＣＤ６４に特異的に結
合する単離された抗体は、ＣＤ６４以外の抗原を特異的に結合する抗体を実質的に含まな
い）。ヒトＣＤ６４のエピトープ、アイソフォーム若しくはバリアントに特異的に結合す
る単離された抗体は、しかしながら、例えば他の種からの他の関連した抗原（例えばＣＤ
６４種ホモログ）に対する交差反応性を有しうる。さらに、単離された抗体は他の細胞物
質および／若しくは化学物質を実質的に含まないことができる。本発明の一態様において
、異なる特異性を有する「単離された」モノクローナル抗体の組合せは、十分に定義され
た組成物中で組み合わせられる。
【００５３】
　本明細書で使用されるところの「特異的結合」は、予め決められた抗原に結合する抗体
を指す。典型的には、抗体は１０－７Ｍ若しくは未満の解離定数（ＫＤ）で結合し、また
、予め決められた抗原若しくは緊密に関連する抗原以外の非特異的抗原（例えばＢＳＡ、
カゼイン）への結合についてそのＫＤより最低２倍より小さいＫＤで、予め決められた抗
原に結合する。「抗原を認識する抗体」および「抗原に特異的な抗体」という句は、本明
細書で「抗原に特異的に結合する抗体」という用語と互換性に使用される。
【００５４】
　本明細書で使用されるところのＩｇＧ抗体に対する「高親和性」という用語は、１０－

８Ｍ若しくは未満、より好ましくは１０－９Ｍ若しくは未満、およびなおより好ましくは
１０－１０Ｍ若しくは未満のＫＤを有する抗体を指す。しかしながら、「高親和性」結合
は他の抗体アイソタイプに関して変動し得る。例えば、ＩｇＭアイソタイプに対する「高
親和性」結合は、１０－７Ｍ若しくは未満、より好ましくは１０－８Ｍ若しくは未満のＫ
Ｄを有する抗体を指す。
【００５５】
　本明細書で使用されるところの「Ｋａｓｓｏｃ」若しくは「Ｋａ」という用語は、特定
の１抗体－抗原相互作用の会合速度を指すことを意図している一方、本明細書で使用され
るところの「Ｋｄｉｓ」若しくは「Ｋｄ」という用語は、特定の１抗体－抗原相互作用の
解離速度を指すことを意図している。本明細書で使用されるところの「ＫＤ」という用語
は、Ｋａに対するＫｄの比（すなわちＫｄ／Ｋａ）から得られかつモル濃度（Ｍ）として
表される解離定数を指すことを意図している。
【００５６】
　本明細書で使用されるところの「アイソタイプ」は、Ｈ鎖定常領域遺伝子によりコード
される抗体クラス（例えばＩｇＭ若しくはＩｇＧ１）を指す。
【００５７】
　本明細書で使用されるところの「アイソタイプスイッチ」は、抗体のクラス若しくはア
イソタイプが１種のＩｇクラスから他のＩｇクラスの１種に変化する現象を指す。
【００５８】
　本明細書で使用されるところの「スイッチされない（ｎｏｎｓｗｉｔｃｈｅｄ）アイソ
タイプ」は、アイソタイプスイッチが起こらない場合に産生されるＨ鎖のアイソタイプク
ラスを指し；スイッチされないアイソタイプをコードするＣＨ遺伝子は、典型的には、機
能的に再配列されたＶＤＪ遺伝子からすぐ下流の最初のＣＨ遺伝子である。アイソタイプ
スイッチは古典的若しくは非古典的アイソタイプスイッチとして分類されている。古典的
アイソタイプスイッチは、導入遺伝子中の最低１個のスイッチ配列領域を伴う組換え事象
により起こる。非古典的アイソタイプスイッチは、例えばヒトσμとヒトΣμの間の相同
的組換え（δ関連の欠失）により起こりうる。とりわけ導入遺伝子間および／若しくは染
色体間の組換えのような代替の非古典的スイッチ機構が存在することができかつアイソタ
イプスイッチを達成しうる。
【００５９】
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　本明細書で使用されるところの「スイッチ配列」という用語は、スイッチ組換えを司る
ＤＮＡ配列を指す。「スイッチドナー」配列、典型的にはμスイッチ領域は、スイッチ組
換えの間に欠失されるべき構築物領域の５’（すなわち上流）であることができる。「ス
イッチアクセプター」領域は、欠失されるべき構築物領域と置換定常領域（例えばγ、ε
など）の間であることができる。組換えが常に起こる特異的部位が存在しないため、最終
的な遺伝子配列は、典型的には、構築物から予測可能でないことができる。
【００６０】
　本明細書で使用されるところの「グリコシル化パターン」は、タンパク質、より具体的
には免疫グロブリンタンパク質に共有結合される炭水化物単位のパターンと定義される。
異種抗体のグリコシル化パターンは、異種抗体のグリコシル化パターンを、導入遺伝子の
ＣＨ遺伝子が由来した種よりもヒト以外のトランスジェニック動物の種でのグリコシル化
の前記パターンにより類似であるとして当業者が認識するとみられる場合に、ヒト以外の
トランスジェニック動物の種により産生される抗体で天然に存在するグリコシル化パター
ンに実質的に類似であると特徴付け得る。
【００６１】
　対象に適用されるように本明細書で使用されるところの「天然に存在する」という用語
は、対象が天然で見出され得るという事実を指す。例えば、天然に供給源から単離され得
かつ実験室で人により意図的に改変されていない、生物体（ウイルスを包含する）中に存
在するポリペプチド若しくはポリヌクレオチド配列は、天然に存在する。
【００６２】
　本明細書で使用されるところの「再配列された」という用語は、本質的に完全なＶＨ若
しくはＶＬドメインをコードする形態でそれぞれＤ－Ｊ若しくはＪセグメントに直に隣接
してＶセグメントが配置されている、Ｈ鎖若しくはＬ鎖免疫グロブリン遺伝子座の配置を
指す。再配列された免疫グロブリン遺伝子の遺伝子座は生殖系列ＤＮＡとの比較により同
定し得；再配列された遺伝子座は最低１種の組換えられたヘプタマー／ノナマー相同エレ
メントを有することができる。
【００６３】
　Ｖセグメントに関して本明細書で使用されるところの「再配列されない」若しくは「生
殖系列配置」という用語は、ＶセグメントがＤ若しくはＪセグメントに直に隣接するよう
に組換えられていない配置を指す。
【００６４】
　本明細書で使用されるところの「核酸分子」という用語は、ＤＮＡ分子およびＲＮＡ分
子を包含することを意図している。核酸分子は一本鎖でも若しくは二本鎖でありうるが、
しかし好ましくは二本鎖ＤＮＡである。
【００６５】
　ＣＤ６４に結合する抗体若しくは抗体部分（例えばＶＨ、ＶＬ、ＣＤＲ３）をコードす
る核酸に関して本明細書で使用されるところの「単離された核酸分子」という用語は、抗
体若しくは抗体部分をコードするヌクレオチド配列がＣＤ６４以外の抗原を結合する抗体
若しくは抗体部分をコードする他のヌクレオチド配列を含まない（この他の配列はヒトゲ
ノムＤＮＡ中で該核酸に天然に隣接しうる）核酸分子を指すことを意図している。
【００６６】
　本明細書に開示かつ特許請求されるところの、配列番号１～１０に示される配列は、「
保存的配列改変」、すなわちヌクレオチド配列によりコードされるか若しくはアミノ酸配
列を含有する抗体の結合の特徴に有意に影響を及ぼさないか若しくはそれらを変えない、
ヌクレオチドおよびアミノ酸配列の改変を包含する。こうした保存的配列改変はヌクレオ
チドおよびアミノ酸の置換、付加および欠失を包含する。改変は、部位特異的突然変異誘
発およびＰＣＲ媒介性突然変異誘発のような当該技術分野で既知の標準的技術により、配
列番号１～１０に導入し得る。保存的アミノ酸置換は、アミノ酸残基が類似の側鎖を有す
るアミノ酸残基で置き換えられているものを包含する。類似の側鎖を有するアミノ酸残基
のファミリーが当該技術分野で定義されている。これらのファミリーは、塩基性側鎖（例
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えばリシン、アルギニン、ヒスチジン）、酸性側鎖（例えばアスパラギン酸、グルタミン
酸）、電荷をもたない極性側鎖（例えばグリシン、アスパラギン、グルタミン、セリン、
トレオニン、チロシン、システイン、トリプトファン）、非極性側鎖（例えばアラニン、
バリン、ロイシン、イソロイシン、プロリン、フェニルアラニン、メチオニン）、β分枝
状側鎖（例えばトレオニン、バリン、イソロイシン）、および芳香族側鎖（例えばチロシ
ン、フェニルアラニン、トリプトファン、ヒスチジン）をもつアミノ酸を包含する。従っ
て、ヒト抗ＣＤ６４抗体中の予測される不可欠でないアミノ酸残基は、好ましくは同一の
側鎖ファミリーからの別のアミノ酸残基で置換する。
【００６７】
　あるいは、別の態様において、突然変異は飽和突然変異誘発によるような、抗ＣＤ６４
抗体のコーディング配列の全部若しくは一部に沿って無作為に導入し得、そして、生じる
改変された抗ＣＤ６４抗体を結合活性についてスクリーニングし得る。
【００６８】
　従って、本明細書に開示される（ＨおよびＬ鎖可変領域）ヌクレオチド配列（すなわち
配列番号９および１０）によりコードされかつ／若しくは本明細書に開示される（Ｈおよ
びＬ鎖可変領域）アミノ酸配列（すなわち配列番号７および８）を含有する抗体は、保存
的に改変された類似の配列によりコードされるか若しくはそれらを含有する実質的に類似
の抗体を包含する。配列番号１～１０として本明細書に開示される配列（すなわちＨおよ
びＬ鎖可変領域若しくはそれらのＣＤＲ）に基づきこうした実質的に類似の抗体をどのよ
うに生成し得るかに関するさらなる論考が下に提供される。
【００６９】
　核酸について、「実質的相同性」という用語は、２種の核酸若しくはそれらの指定され
た部分が最適に整列かつ比較される場合に、ヌクレオチドの最低約８０％、通常最低約９
０％ないし９５％、およびより好ましくはヌクレオチドの最低約９８％ないし９９．５％
で、適切なヌクレオチドの挿入若しくは欠失を伴い同一であることを示す。あるいは、実
質的相同性は、セグメントが選択的ハイブリダイゼーション条件下で該鎖の相補物にハイ
ブリダイズすることができる場合に存在する。
【００７０】
　２配列間の同一性パーセントは、該２配列の最適なアライメントのための導入されるこ
とが必要であるギャップの数および各ギャップの長さを考慮に入れた、該配列により共有
される同一の位置の数の関数である（すなわち、相同性％＝同一の位置の数／位置の総数
×１００）。配列の比較、および２配列間の同一性パーセントの決定は、下の制限しない
例に記述されるところの数学的アルゴリズムを使用して達成し得る。
【００７１】
　２種のヌクレオチド配列間の同一性パーセントは、ＮＷＳｇａｐｄｎａ．ＣＭＰマトリ
ックスならびに４０、５０、６０、７０若しくは８０のギャップ重み（ｇａｐ　ｗｅｉｇ
ｈｔ）および１、２、３、４、５若しくは６の長さ重み（ｌｅｎｇｔｈ　ｗｅｉｇｈｔ）
を使用して、ＧＣＧソフトウェアパッケージのＧＡＰプログラム（ｗｗｗ．ｇｃｇ．ｃｏ
ｍで入手可能）を使用して決定し得る。２種のヌクレオチド若しくはアミノ酸配列間の同
一性パーセントは、ＰＡＭ１２０重み残基テーブル（ｗｅｉｇｈｔ　ｒｅｓｉｄｕｅ　ｔ
ａｂｌｅ）、１２のギャップ長ペナルティ（ｇａｐ　ｌｅｎｇｈｔ　ｐｅｎａｌｔｙ）お
よび４のギャップペナルティ（ｇａｐ　ｐｅｎａｌｔｙ）を使用して、ＡＬＩＧＮプログ
ラム（バージョン２．０）に組み込まれたＥ．ＭｅｙｅｒｓとＷ．Ｍｉｌｌｅｒのアルゴ
リズム（Ｃｏｍｐｕｔ．Ａｐｐｌ．Ｂｉｏｓｃｉ．、４：１１－１７（１９８８））を使
用してもまた決定し得る。加えて、２種のアミノ酸配列間の同一性パーセントは、Ｂｌｏ
ｓｓｕｍ　６２マトリックス若しくはＰＡＭ２５０マトリックスのいずれか、ならびに１
６、１４、１２、１０、８、６若しくは４のギャップ重みおよび１、２、３、４、５若し
くは６の長さ重みを使用して、ＧＣＧソフトウェアパッケージのＧＡＰプログラムに組み
込まれたＮｅｅｄｌｅｍａｎとＷｕｎｓｃｈ（Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．４８：４４４－４
５３（１９７０））のアルゴリズム（ｗｗｗ．ｇｃｇ．ｃｏｍで入手可能）を使用して決
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定し得る。
【００７２】
　本発明の核酸およびタンパク質配列は、例えば関係する配列を同定するための公的デー
タベースに対する検索を実施するための「クエリ配列」としてさらに使用し得る。こうし
た検索は、Ａｌｔｓｃｈｕｌら（１９９０）Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２１５：４０３－１
０のＮＢＬＡＳＴおよびＸＢＬＡＳＴプログラム（バージョン２．０）を使用して実施し
得る。ＢＬＡＳＴヌクレオチド検索は、ＮＢＬＡＳＴプログラム、スコア＝１００、語長
（ｗｏｒｄｌｅｎｇｔｈ）＝１２で実施して、本発明の核酸分子に相同なヌクレオチド配
列を得ることができる。ＢＬＡＳＴタンパク質検索は、ＸＢＬＡＳＴプログラム、スコア
＝５０、語長＝３で実施して、本発明のタンパク質分子に相同なアミノ酸配列を得ること
ができる。比較の目的上ギャップをつけたアライメントを得るために、Ｇａｐｐｅｄ　Ｂ
ＬＡＳＴをＡｌｔｓｃｈｕｌら、（１９９７）Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．２
５（１７）：３３８９－３４０２に記述されるとおり利用し得る。ＢＬＡＳＴおよびＧａ
ｐｐｅｄ　ＢＬＡＳＴプログラムを利用する場合、それぞれのプログラム（例えばＸＢＬ
ＡＳＴおよびＮＢＬＡＳＴ）のデフォルトのパラメータを使用し得る。ｗｗｗ．ｎｃｂｉ
．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖを参照されたい。
【００７３】
　核酸は、全細胞中、細胞ライセート中に、または部分的に精製された若しくは実質的に
純粋な形態で存在しうる。核酸は、アルカリ／ＳＤＳ処理、ＣｓＣｌバンド形成、カラム
クロマトグラフィー、アガロースゲル電気泳動、および当該技術分野で公知の他者を包含
する標準的技術により、他の細胞成分若しくは他の汚染物質、例えば他の細胞性核酸若し
くはタンパク質から精製された場合に「単離されて」若しくは「実質的に純粋にされて」
いる。Ｆ．Ａｕｓｕｂｅｌら編、Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅ
ｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ、Ｇｒｅｅｎｅ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　ａｎｄ　Ｗｉｌｅ
ｙ　Ｉｎｔｅｒｓｃｉｅｎｃｅ、ニューヨーク（１９８７）を参照されたい。
【００７４】
　ｃＤＮＡ、ゲノム若しくは混合物のいずれかからの本発明の核酸組成物は、しばしば天
然の配列（改変された制限部位などを除く）にある一方で、遺伝子配列を提供するための
標準的技術によりその変異されうる。コーディング配列については、これらの突然変異は
所望のとおりアミノ酸配列に影響を及ぼしうる。とりわけ、天然のＶ、Ｄ、Ｊ、定常、ス
イッチ、および本明細書に記述される他のこうした配列に実質的に相同な若しくはそれら
由来のＤＮＡ配列を企図している（「由来の」は、ある配列が別の配列に同一若しくはそ
れから改変されていることを示す）。
【００７５】
　核酸は、それが別の核酸配列と機能的関係におかれる場合に「作動可能に連結」される
。例えば、プロモーター若しくはエンハンサーは、コーディング配列の転写にそれが影響
を及ぼす場合に、該配列に作動可能に連結されている。転写制御配列に関して、作動可能
に連結されるは、連結されているＤＮＡ配列が連続的であり、かつ、２種のタンパク質コ
ーディング領域を結合することが必要な場合は連続的かつ同じ読み枠であることを意味し
ている。スイッチ配列については、作動可能に連結されるは、該配列がスイッチ組換えを
遂げることが可能であることを示す。
【００７６】
　本明細書で使用されるところの「ベクター」という用語は、それが連結された別の核酸
を輸送することが可能な核酸分子を指すことを意図している。１つの型のベクターは「プ
ラスミド」であり、付加的ＤＮＡセグメントを連結しうる環状二本鎖ＤＮＡループを指す
。別の型のベクターはウイルスベクターであり、付加的ＤＮＡセグメントをウイルスゲノ
ムに連結しうる。あるベクターはそれらが導入される宿主細胞中での自律複製が可能であ
る（例えば、細菌の複製起点を有する細菌ベクターおよびエピソーム哺乳動物ベクター）
。他のベクター（例えば非エピソーム哺乳動物ベクター）は、宿主細胞への導入に際して
宿主細胞のゲノム中に組込み得、そしてそれにより宿主ゲノムと一緒に複製される。さら
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に、あるベクターは、それらが効果的に連結されている遺伝子の発現を指図することが可
能である。こうしたベクターは本明細書で「組換え発現ベクター」（若しくは単に「発現
ベクター」）と称される。一般に、組換えＤＮＡ技術で有用な発現ベクターはしばしばプ
ラスミドの形態である。プラスミドが最も一般的に使用される形態のベクターであるため
、本明細で「プラスミド」および「ベクター」は互換性に使用しうる。しかしながら、本
発明は、同等な機能を供するウイルスベクター（例えば複製欠損レトロウイルス、アデノ
ウイルスおよびアデノ随伴ウイルス）のようなこうした他の形態の発現ベクターを包含す
ることを意図している。
【００７７】
　本明細書で使用されるところの「組換え宿主細胞」（若しくは単に「宿主細胞」）とい
う用語は、組換え発現ベクターが導入された細胞を指すことを意図している。こうした用
語は特定の被験体細胞のみならずしかしこうした細胞の子孫を指すことを意図しているこ
とが理解されるべきである。突然変異若しくは環境の影響のいずれにもより後に続く世代
である種の改変が起こりうるため、こうした子孫は実際には親細胞に同一でないことがあ
るが、しかしなお、本明細書で使用されるところの「宿主細胞」という用語の範囲内に包
含される。組換え宿主細胞は、例えば、ＣＨＯ細胞、トランスフェクトーマおよびリンパ
球細胞を包含する。
【００７８】
　本明細書で使用されるところの「被験体」という用語はいかなるヒト若しくはヒト以外
の動物も包含する。「ヒト以外の動物」という用語は、全部の脊椎動物、例えば、ヒト以
外の霊長類、ヒツジ、イヌ、ネコ、ウマ、ウシ、ニワトリ、両生類、爬虫類などのような
哺乳動物および哺乳動物以外を包含する。
【００７９】
　「トランスジェニックのヒト以外の動物」という用語は、１種若しくはそれ以上のヒト
Ｈおよび／若しくはＬ鎖の導入遺伝子若しくは導入染色体（動物の天然のゲノムＤＮＡ中
に組込まれるか若しくは組込まれないかのいずれも）を含んでなるゲノムを有しかつ完全
なヒト抗体を発現することが可能であるヒト以外の動物を指す。例えば、トランスジェニ
ックマウスは、ヒトＬ鎖導入遺伝子およびヒトＨ鎖導入遺伝子若しくはヒトＨ鎖導入染色
体のいずれかを有し得、その結果、該マウスはＣＤ６４抗原および／若しくはＣＤ６４を
発現する細胞で免疫した場合にヒト抗ＣＤ６４抗体を産生する。ヒトＨ鎖導入遺伝子は、
トランスジェニックの、例えばＨｕＭＡｂマウスの場合のようにマウスの染色体ＤＮＡに
組込まれ得るか、若しくは、ヒトＨ鎖導入遺伝子は、第ＷＯ　０２／４３４７８号明細書
に記述されるところの導入染色体（例えばＫＭ）マウスの場合のように染色体外で維持さ
れ得る。こうしたトランスジェニックおよび導入染色体マウスは、Ｖ－Ｄ－Ｊ組換えおよ
びアイソタイプスイッチを受けることにより、ＣＤ６４に対するヒトモノクローナル抗体
の複数のアイソタイプ（例えばＩｇＧ、ＩｇＡおよび／若しくはＩｇＥ）を産生すること
が可能である。
【００８０】
　本発明の多様な局面は以下の下位節にさらに詳細に記述する。
【００８１】
抗ＣＤ６４抗体
　本発明の抗体は、抗体の特定の機能の特徴若しくは特性を特徴とする。例えば、該抗体
はヒトＣＤ６４に特異的に結合する。好ましくは、本発明の抗体は、高親和性、例えば１
０－８Ｍ若しくは未満、または１０－９Ｍ若しくは未満、またはなお１０－１０Ｍ若しく
は未満のＫＤでＣＤ６４に結合する。加えて、本発明の抗体は以下の特徴の１種若しくは
それ以上を特徴としうる。すなわち、該抗体はＣＤ６４の表面発現を抑制的調節するか、
該抗体はＣＤ６４媒介性の食作用を阻害するか、または該抗体はＣＤ６４のその天然のリ
ガンド（ＩｇＧ）への結合を阻害しないか、若しくはＩｇＧのＣＤ６４への結合を阻害し
ない。
【００８２】
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　例えばＥＬＩＳＡ、ウエスタンブロットおよびＲＩＡを包含するＣＤ６４への抗体の結
合能力を評価するための標準的アッセイが当該技術分野で既知である。適するアッセイは
実施例に詳細に記述する。抗体の結合キネティクス（例えば結合親和性）もまた、Ｂｉａ
ｃｏｒｅ分析のような当該技術分野で既知の標準的アッセイにより評価し得る。
【００８３】
モノクローナル抗体６１１
　本発明の好ましい抗体は、実施例１および２に記述されるとおり単離かつ構造的に特徴
付けられたヒトモノクローナル抗体６１１を包含する。６１１のＶＨのアミノ酸配列を配
列番号７に示す。６１１のＶＬのアミノ酸配列を配列番号８に示す。
【００８４】
　従って、一局面において、本発明は：
（ａ）配列番号７のアミノ酸配列を含んでなるＨ鎖可変領域；および
（ｂ）配列番号８のアミノ酸配列を含んでなるＬ鎖可変領域
を含んでなる、単離されたモノクローナル抗体若しくはその抗原結合部分を提供し；
該抗体はヒトＣＤ６４を特異的に結合する。
【００８５】
　別の局面において、本発明は、６１１のＨ鎖およびＬ鎖のＣＤＲ１、ＣＤＲ２およびＣ
ＤＲ３若しくはそれらの組合せを含んでなる抗体を提供する。ＶＨのＣＤＲ１、２および
３領域のアミノ酸配列をそれぞれ配列番号１、２および３に示す。ＶＬのＣＤＲ１、２お
よび３領域のアミノ酸配列はそれぞれ配列番号４、５および６に示す。ＣＤＲ領域はＫａ
ｂａｔの系（Ｋａｂａｔ，Ｅ．Ａ．ら（１９９１）Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｏｆ　Ｐｒｏｔ
ｅｉｎｓ　ｏｆ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｉｎｔｅｒｅｓｔ、第５版、米国保健・
福祉省（Ｕ．Ｓ．Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ　ｏｆ　Ｈｅａｌｔｈ　ａｎｄ　Ｈｕｍａｎ　Ｓ
ｅｒｖｉｃｅｓ）、ＮＩＨ刊行物第９１－３２４２号）を使用して描写する。
【００８６】
　従って、別の局面において、本発明は：
（ａ）配列番号１、２および３のアミノ酸配列をそれぞれ含んでなるＣＤＲ１、ＣＤＲ２
およびＣＤＲ３を含んでなるＨ鎖可変領域；
（ｂ）配列番号４、５および６のアミノ酸配列をそれぞれ含んでなるＣＤＲ１、ＣＤＲ２
およびＣＤＲ３を含んでなるＬ鎖可変領域
を含んでなる、単離されたモノクローナル抗体若しくはその抗原結合部分を提供し；
該抗体はヒトＣＤ６４を特異的に結合する。
【００８７】
６１１と同一のエピトープに結合する抗体
　別の態様において、本発明は、ヒトＣＤ６４上のモノクローナル抗体６１１と同一のエ
ピトープに結合する（配列番号７および８に示されるところのＶＨおよびＶＬ配列を有す
る）抗体を提供する。こうした抗体は、標準的ＣＤ６４結合アッセイにおいて６１１と交
差競合するそれらの能力に基づき同定し得る。ヒトＣＤ６４への６１１の結合を阻害する
試験抗体の能力は、該試験抗体がヒトＣＤ６４への結合について６１１と競合し得かつ従
ってヒトＣＤ６４上の６１１と同一のエピトープに結合することを示す。好ましい一態様
において、ヒトＣＤ６４上の６１１と同一のエピトープに結合する抗体はヒトモノクロー
ナル抗体である。こうしたヒトモノクローナル抗体は実施例に記述されるとおり製造かつ
単離し得る。
【００８８】
特定の生殖系列配列を有する抗体
　ある態様において、本発明の抗体は、特定の１生殖系列のＨ鎖免疫グロブリン遺伝子か
らのＨ鎖可変領域および／若しくは特定の１生殖系列のＬ鎖免疫グロブリン遺伝子からの
Ｌ鎖可変領域を含んでなる。
【００８９】
　例えば、好ましい一態様において、本発明は、ヒトＶＨ　３－３３遺伝子の産物若しく
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はそれ由来であるＨ鎖可変領域を含んでなる単離されたモノクローナル抗体若しくはその
抗原結合部分を提供し、該抗体はヒトＣＤ６４に特異的に結合する。別の好ましい態様に
おいて、本発明は、ヒトＶｋ　Ｌ６遺伝子の産物若しくはそれ由来であるＬ鎖可変領域を
含んでなる単離されたモノクローナル抗体若しくはその抗原結合部分を提供し、該抗体は
ヒトＣＤ６４に特異的に結合する。
【００９０】
　なお別の好ましい態様において、本発明は、抗体が：
（ａ）ヒトＶＨ　３－３３遺伝子（配列番号１１に示されるアミノ酸配列をコードする）
の産物若しくはそれ由来であるＨ鎖可変領域を含んでなり；
（ｂ）ヒトＶｋ　Ｌ６遺伝子（配列番号１２に示されるアミノ酸配列をコードする）の産
物若しくはそれ由来であるＬ鎖可変領域を含んでなり；かつ
（ｃ）ヒトＣＤ６４に特異的に結合する、
単離されたモノクローナル抗体若しくはその抗原結合部分を提供する。
【００９１】
　ＶＨ　３－３３およびＶｋ　Ｌ６のそれぞれＶＨおよびＶＫを有する抗体の一例は６１
１抗体である。
【００９２】
　本明細書で使用されるところのヒト抗体は、該抗体の可変領域がヒト生殖系列免疫グロ
ブリン遺伝子を使用する系から得られる場合に特定の１生殖系列配列「の産物」若しくは
「由来」であるＨ若しくはＬ鎖可変領域を含んでなる。こうした系は、ヒト免疫グロブリ
ン遺伝子を運搬するトランスジェニックマウスを目的の抗原で免疫すること、若しくはフ
ァージ上に表示されるヒト免疫グロブリン遺伝子ライブラリーを目的の抗原でスクリーニ
ングすることを包含する。ヒト生殖系列免疫グロブリン配列「の産物」若しくは「由来」
であるヒト抗体は、ヒト抗体のアミノ酸配列をヒト生殖系列免疫グロブリンのアミノ酸配
列と（例えばＶｂａｓｅデータベースを使用して）比較すること、およびヒト抗体の配列
に配列が最も近い（すなわち最大の同一性％）ヒト生殖系列免疫グロブリン配列を選択す
ることにより、そうしたものと同定し得る。特定の１ヒト生殖系列免疫グロブリン配列「
の産物」若しくは「由来」であるヒト抗体は、例えば自然に起こる体細胞突然変異若しく
は部位特異的突然変異の意図的な導入により、生殖系列配列に比較してアミノ酸の差違を
含有しうる。しかしながら、選択されたヒト抗体は、典型的には、ヒト生殖系列免疫グロ
ブリン遺伝子によりコードされるアミノ酸配列にアミノ酸配列が最低９０％同一であり、
そして他の種の生殖系列免疫グロブリンアミノ酸配列（例えばネズミの生殖系列配列）に
比較した場合に該ヒト抗体をヒトであると同定するアミノ酸残基を含有する。ある場合に
は、ヒト抗体は、生殖系列免疫グロブリン遺伝子によりコードされるアミノ酸配列にアミ
ノ酸配列が最低９５％、またはなお最低９６％、９７％、９８％若しくは９９％同一であ
りうる。典型的には、特定の１ヒト生殖系列配列由来のヒト抗体は、ヒト生殖系列免疫グ
ロブリン遺伝子によりコードされるアミノ酸配列から１０を超えないアミノ酸の差違を表
すことができる。ある場合には、ヒト抗体は、生殖系列免疫グロブリン遺伝子によりコー
ドされるアミノ酸配列から５を超えない、またはなお４、３、２若しくは１を超えないア
ミノ酸の差違を表しうる。
【００９３】
相同な抗体
　なお別の態様において、本発明の抗体は、本明細書に記述される好ましい抗体のアミノ
酸配列に相同であるアミノ酸配列を含んでなるＨおよびＬ鎖可変領域を含んでなり、また
、該抗体は本発明の抗ＣＤ６４抗体の所望の機能特性を保持する。
【００９４】
　例えば、本発明は、Ｈ鎖可変領域およびＬ鎖可変領域を含んでなる、単離されたモノク
ローナル抗体若しくはその抗原結合部分を提供し：
（ａ）Ｈ鎖可変領域は配列番号７のアミノ酸配列に最低８０％相同であるアミノ酸配列を
含んでなり；
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（ｂ）Ｌ鎖可変領域は配列番号８のアミノ酸配列に最低８０％相同であるアミノ酸配列を
含んでなり；かつ
（ｃ）該抗体はヒトＣＤ６４に特異的に結合する。
【００９５】
　一態様において、こうした抗体は、以下の特性：
（ｉ）該ヒト抗体がＣＤ６４の表面発現を抑制的調節するか；
（ｉｉ）該ヒト抗体がＣＤ６４のその天然のリガンド（ＩｇＧ）への結合を阻害しない（
か、若しくは天然のリガンドＩｇＧのＣＤ６４への結合を阻害しない）か；
（ｉｉｉ）該ヒト抗体がＣＤ６４媒介性の食作用を阻害するか；または
（ｉｖ）該ヒト抗体がヒトエフェクター細胞の存在下での標的細胞の食作用を媒介する
の１種若しくはそれ以上を表し得る。
【００９６】
　多様な態様において、該抗体は例えばヒト抗体、ヒト化抗体若しくはキメラ抗体であり
得る。
【００９７】
　他の態様において、ＶＨおよび／若しくはＶＬアミノ酸配列は、上に示される配列に８
５％、９０％、９５％、９６％、９７％、９８％若しくは９９％相同でありうる。上に示
される配列のＶＨおよびＶＬ領域に対する高い（すなわち８０％若しくはそれ以上）相同
性を有するＶＨおよびＶＬ領域を有する抗体は、配列番号７若しくは８をコードする核酸
分子の突然変異誘発（例えば部位特異的若しくはＰＣＲ媒介性突然変異誘発）、次いで本
明細書に記述される機能アッセイを使用して保持される機能（すなわち上の（ｃ）および
（ｄ）に示される機能）についてのコードされる変えられた抗体の試験により、得ること
ができる。
【００９８】
　本明細書で使用されるところの２種のアミノ酸配列間の相同性パーセントは、該２配列
間の同一性パーセントに同等である。２配列間の同一性パーセントは、該２配列の最適の
アライメントのため導入されることが必要であるギャップの数およびギャップの長さを考
慮に入れた、該配列により共有される同一の位置の数の関数である（すなわち、相同性％
＝同一位置の数／位置の総数×１００）。配列の比較および２配列間の同一性パーセント
の決定は、下の制限しない例に記述されるところの数学的アルゴリズムを使用して達成し
得る。
【００９９】
　２種のアミノ酸配列間の同一性パーセントは、ＰＡＭ１２０重み残基テーブル、１２の
ギャップ長ペナルティおよび４のギャップペナルティを使用して、ＡＬＩＧＮプログラム
（バージョン２．０）に組み込まれた、Ｅ．ＭｅｙｅｒｓとＷ．Ｍｉｌｌｅｒのアルゴリ
ズム（Ｃｏｍｐｕｔ．Ａｐｐｌ．Ｂｉｏｓｃｉ．、４：１１－１７（１９８８））を使用
して決定し得る。加えて、２種のアミノ酸配列間の同一性パーセントは、Ｂｌｏｓｓｕｍ
　６２マトリックス若しくはＰＡＭ２５０マトリックスのいずれか、ならびに１６、１４
、１２、１０、８、６若しくは４のギャップ重みおよび１、２、３、４、５若しくは６の
長さ重みを使用して、ＧＣＧソフトウェアパッケージのＧＡＰプログラム（ｗｗｗ．ｇｃ
ｇ．ｃｏｍで入手可能）に組み込まれたＮｅｅｄｌｅｍａｎとＷｕｎｓｃｈ（Ｊ．Ｍｏｌ
．Ｂｉｏｌ．４８：４４４－４５３（１９７０））のアルゴリズムを使用して決定し得る
。
【０１００】
　加えて、若しくは、あるいは、本発明のタンパク質配列は、例えば関係する配列を同定
するために公的データベースに対する検索を実施するための「クエリ配列」としてさらに
使用し得る。こうした検索は、Ａｌｔｓｃｈｕｌら（１９９０）Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．
２１５：４０３－１０のＸＢＬＡＳＴプログラム（バージョン２．０）を使用して実施し
得る。ＢＬＡＳＴタンパク質検索は、ＸＢＬＡＳＴプログラム、スコア＝５０、語長＝３
で実施して、本発明の抗体分子に相同なアミノ酸配列を得ることができる。比較の目的上
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ギャップをつけたアライメントを得るために、Ｇａｐｐｅｄ　ＢＬＡＳＴをＡｌｔｓｃｈ
ｕｌら、（１９９７）Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．２５（１７）：３３８９－
３４０２に記述されるとおり利用し得る。ＢＬＡＳＴおよびＧａｐｐｅｄ　ＢＬＡＳＴプ
ログラムを利用する場合、それぞれのプログラム（例えばＸＢＬＡＳＴおよびＮＢＬＡＳ
Ｔ）のデフォルトのパラメータを使用し得る。ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏ
ｖを参照されたい。
【０１０１】
保存的改変を伴う抗体
　ある態様において、本発明の抗体は、ＣＤＲ１、ＣＤＲ２およびＣＤＲ３配列を含んで
なるＨ鎖可変領域、ならびにＣＤＲ１、ＣＤＲ２およびＣＤＲ３配列を含んでなるＬ鎖可
変領域を含んでなり、これらのＣＤＲ配列の１種若しくはそれ以上は、本明細書に記述さ
れる好ましい抗体（例えば６１１）若しくはそれらの保存的改変に基づく指定されたアミ
ノ酸配列を含んでなり、また、該抗体は本発明の抗ＣＤ６４抗体の所望の機能特性を保持
している。従って、本発明は、ＣＤＲ１、ＣＤＲ２およびＣＤＲ３配列を含んでなるＨ鎖
可変領域、ならびにＣＤＲ１、ＣＤＲ２およびＣＤＲ３配列を含んでなるＬ鎖可変領域を
含んでなる、単離されたモノクローナル抗体若しくはその抗原結合部分を提供し、
（ａ）Ｈ鎖可変領域のＣＤＲ３配列は配列番号３のアミノ酸配列若しくはその保存的改変
を含んでなり；
（ｂ）Ｌ鎖可変領域のＣＤＲ３配列は配列番号６のアミノ酸配列若しくはその保存的改変
を含んでなり；かつ
（ｃ）該抗体はヒトＣＤ６４に特異的に結合する。
【０１０２】
　一態様において、こうした抗体は、以下の特性：
（ｉ）該ヒト抗体がＣＤ６４の表面発現を抑制的調節するか；
（ｉｉ）該ヒト抗体がＣＤ６４のその天然のリガンド（ＩｇＧ）への結合を阻害しない（
か、若しくは天然のリガンドＩｇＧのＣＤ６４への結合を阻害しない）か；
（ｉｉｉ）該ヒト抗体がＣＤ６４媒介性の食作用を阻害するか；または
（ｉｖ）該ヒト抗体がヒトエフェクター細胞の存在下での標的細胞の食作用を媒介する
の１種若しくはそれ以上を表し得る。
【０１０３】
　好ましい一態様において、Ｈ鎖可変領域のＣＤＲ２配列は配列番号２のアミノ酸配列若
しくはその保存的改変を含んでなり；また、Ｌ鎖可変領域のＣＤＲ２配列は配列番号５の
アミノ酸配列若しくはその保存的改変を含んでなる。別の好ましい態様において、Ｈ鎖可
変領域のＣＤＲ１配列は配列番号１のアミノ酸配列若しくはその保存的改変を含んでなり
；また、Ｌ鎖可変領域のＣＤＲ１配列は配列番号４のアミノ酸配列若しくはその保存的改
変を含んでなる。
【０１０４】
　多様な態様において、抗体は例えばヒト抗体、ヒト化抗体若しくはキメラ抗体であり得
る。
【０１０５】
　本明細書で使用されるところの「保存的配列改変」という用語は、該アミノ酸配列を含
有する抗体の結合の特徴に有意に影響を及ぼさないか若しくはそれらを変えないアミノ酸
改変を指すことを意図している。こうした保存的改変はアミノ酸の置換、付加および欠失
を包含する。改変は、部位特異的突然変異誘発およびＰＣＲ媒介性の突然変異誘発のよう
な当該技術分野で既知の標準的技術により本発明の抗体に導入し得る。保存的アミノ酸置
換は、アミノ酸残基が類似の側鎖を有するアミノ酸残基で置き換えられているものである
。類似の側鎖を有するアミノ酸残基のファミリーが当該技術分野で定義されている。これ
らのファミリーは、塩基性側鎖（例えばリシン、アルギニン、ヒスチジン）、酸性側鎖（
例えばアスパラギン酸、グルタミン酸）、荷電していない極性側鎖（例えばグリシン、ア
スパラギン、グルタミン、セリン、トレオニン、チロシン、システイン、トリプトファン
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）、非極性側鎖（例えばアラニン、バリン、ロイシン、イソロイシン、プロリン、フェニ
ルアラニン、メチオニン）、β分枝状側鎖（例えばトレオニン、バリン、イソロイシン）
、および芳香族側鎖（例えばチロシン、フェニルアラニン、トリプトファン、ヒスチジン
）をもつアミノ酸を包含する。従って、本発明の抗体のＣＤＲ領域内の１個若しくはそれ
以上のアミノ酸残基を同一の側鎖ファミリーからの他のアミノ酸残基で置換し得、そして
、変えられた抗体は、本明細書に記述される機能アッセイを使用して、保持された機能（
すなわち上の（ｃ）から（ｊ）に示される機能）について試験し得る。
【０１０６】
本発明の抗ＣＤ６４抗体と同一のエピトープに結合する抗体
　別の態様において、本発明は、本明細書に記述される６１１抗体と同一のエピトープに
結合する他のヒト抗体のような、本明細書で提供される本発明の多様な抗ＣＤ６４抗体が
結合すると同一のエピトープに結合する抗体を提供する。こうした付加的な抗体は、標準
的ＣＤ６４結合アッセイにおいて、６１１のような本発明の他の抗体と交差競合する（例
えば、統計学的に意義のある様式でその結合を競合的に阻害する）それらの能力に基づき
同定し得る。例えば６１１のヒトＣＤ６４への結合を阻害する試験抗体の能力は、該試験
抗体がヒトＣＤ６４への結合についてその抗体と競合し得ることを示し；こうした抗体は
、制限しない論理に従えば、ヒトＣＤ６４上のそれが競合する抗体と同一の若しくは関係
する（例えば構造的に類似若しくは空間的に近接の）エピトープに結合しうる。好ましい
一態様において、ヒトＣＤ６４上の６１１と同一のエピトープに結合する抗体はヒトモノ
クローナル抗体である。こうしたヒトモノクローナル抗体は実施例に記述されるとおり製
造かつ単離し得る。
【０１０７】
工作および改変された抗体
　本発明の抗体は、改変された抗体を工作するための出発原料として、本明細書に開示さ
れるＶＨおよび／若しくはＶＬ配列の１種若しくはそれ以上を有する抗体を使用してさら
に製造し得、この改変された抗体は出発抗体から変えられた特性を有しうる。抗体は、一
方若しくは双方の可変領域（すなわちＶＨおよび／若しくはＶＬ）内、例えば１個若しく
はそれ以上のＣＤＲ領域内および／または１個若しくはそれ以上の枠組み領域内の１個若
しくはそれ以上の残基を改変することにより工作し得る。付加的に、若しくは、あるいは
、抗体は、例えば抗体のエフェクター機能（１種若しくは複数）を変えるために、定常領
域（１個若しくは複数）内の残基を改変することにより工作し得る。
【０１０８】
　実施し得る１つの型の可変領域の工作はＣＤＲグラフトである。抗体は、主として、６
個のＨおよびＬ鎖の相補性決定領域（ＣＤＲ）中に配置されているアミノ酸残基により、
標的抗原と相互作用する。この理由から、ＣＤＲ内のアミノ酸配列は、ＣＤＲの外側の配
列よりも個々の抗体間でより多彩である。ＣＤＲ配列は大部分の抗体－抗原相互作用の原
因であるため、異なる特性をもつ異なる抗体からの枠組み配列にグラフトした特異的な天
然に存在する抗体からのＣＤＲ配列を包含する発現ベクターを構築することにより、特異
的な天然に存在する抗体の特性を模倣する組換え抗体を発現することが可能である（例え
ば、Ｒｉｅｃｈｍａｎｎ，Ｌ．ら（１９９８）Ｎａｔｕｒｅ　３３２：３２３－３２７；
Ｊｏｎｅｓ，Ｐ．ら（１９８６）Ｎａｔｕｒｅ　３２１：５２２－５２５；Ｑｕｅｅｎ，
Ｃ．ら（１９８９）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｅｅ．Ｕ．Ｓ．Ａ．８６：１００
２９－１００３３；Ｗｉｎｔｅｒへの米国特許第５，２２５，５３９号、ならびにＱｕｅ
ｅｎらへの米国特許第５，５３０，１０１号；同第５，５８５，０８９号；同第５，６９
３，７６２号および同第６，１８０，３７０号明細書を参照されたい）。
【０１０９】
　従って、本発明の別の態様は、それぞれ配列番号１、２および３のＣＤＲ１、ＣＤＲ２
およびＣＤＲ３配列を含んでなるＨ鎖可変領域、ならびにそれぞれ配列番号４、５および
６のアミノ酸配列を含んでなるＣＤＲ１、ＣＤＲ２およびＣＤＲ３配列を含んでなるＬ鎖
可変領域を含んでなる、単離されたモノクローナル抗体若しくはその抗原結合部分に関す
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る。従って、こうした抗体は、モノクローナル抗体６１１のＶＨおよびＶＬのＣＤＲ配列
を含有するが、それでもなおこれらの抗体からの多様な枠組み配列を含有しうる。
【０１１０】
　こうした枠組み配列は、生殖系列抗体遺伝子配列を包含する公的なＤＮＡデータベース
若しくは公表された参考文献から得ることができる。例えば、ヒトＨおよびＬ鎖可変領域
遺伝子の生殖系列ＤＮＡ配列は、「ＶＢａｓｅ」ヒト生殖系列配列データベース（ｗｗｗ
．ｍｒｃ－ｃｐｅ．ｃａｍ．ａｃ．ｕｋ／ｖｂａｓｅでインターネット上で入手可能）、
ならびにＫａｂａｔ，Ｅ．Ａ．ら（１９９１）Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｏｆ　Ｐｒｏｔｅｉ
ｎｓ　ｏｆ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｉｎｔｅｒｅｓｔ、第５版、米国保健・福祉
省（Ｕ．Ｓ．Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ　ｏｆ　Ｈｅａｌｔｈ　ａｎｄ　Ｈｕｍａｎ　Ｓｅｒ
ｖｉｃｅｓ）、ＮＩＨ刊行物第９１－３２４２号；Ｔｏｍｌｉｎｓｏｎ，Ｉ．Ｍ．ら（１
９９２）“Ｔｈｅ　Ｒｅｐａｒｔｏｉｒｅ　ｏｆ　Ｈｕｍａｎ　Ｇｅｒｍｌｉｎｅ　ＶＨ

　Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　Ｒｅｖｅａｌｓ　ａｂｏｕｔ　Ｆｉｆｔｙ　Ｇｒｏｕｐｓ　ｏｆ
　ＶＨ　Ｓｅｇｍｅｎｔｓ　ｗｉｔｈ　Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　Ｈｙｐｅｒｖａｒｉａｂｌ
ｅ　Ｌｏｏｐｓ”Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２２７：７７６－７９８；およびＣｏｘ，Ｊ．
Ｐ．Ｌ．ら（１９９４）“Ａ　Ｄｉｒｅｃｔｏｒｙ　ｏｆ　Ｈｕｍａｎ　Ｇｅｒｍ－ｌｉ
ｎｅ　ＶＨ　Ｓｅｇｍｅｎｔｓ　Ｒｅｖｅａｌｓ　ａ　Ｓｔｒｏｎｇ　Ｂｉａｓ　ｉｎ　
ｔｈｅｉｒ　Ｕｓａｇｅ”Ｅｕｒ．Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．２４：８２７－８３６；それら
のそれぞれの内容は引用することにより明らかに本明細書に組み込まれる）に見出し得る
。
【０１１１】
　本発明の抗体での使用に好ましい枠組み配列は、本発明の選択された抗体により使用さ
れる枠組み配列に構造的に類似、例えば、本発明の好ましいモノクローナル抗体により使
用されるＶＨ　３－３３配列（配列番号１１のアミノ酸配列をコードする）および／若し
くはＶｋ　Ｌ６枠組み配列（配列番号１２のアミノ酸配列をコードする）に類似であるも
のである。ＶＨのＣＤＲ１、２および３配列、ならびにＶＫ　のＣＤＲ１、２および３配
列は、枠組み配列が由来する生殖系列免疫グロブリン遺伝子中で見出されるものに同一の
配列を有する枠組み領域にグラフトし得るか、または、ＣＤＲ配列は、生殖系列配列に比
較して１個若しくはそれ以上の突然変異を含有する枠組み領域にグラフトし得る。例えば
、ある場合には、抗体の抗原結合能力を維持する若しくは高めるように枠組み領域内の残
基を変異させることが有益であることが見出された（例えば、Ｑｕｅｅｎらへの米国特許
第５，５３０，１０１号；同第５，５８５，０８９号；同第５，６９３，７６２号および
同第６，１８０，３７０号明細書を参照されたい）。
【０１１２】
　別の型の可変領域改変は、ＶＨおよび／若しくはＶＫのＣＤＲ１、ＣＤＲ２および／若
しくはＣＤＲ３領域内のアミノ酸残基を変異させてそれにより目的の抗体の１種若しくは
それ以上の結合特性（例えば親和性）を向上させることである。部位特異的突然変異誘発
若しくはＰＣＲ媒介性の突然変異誘発を実施して、突然変異（１個若しくは複数）および
抗体結合に対する影響を導入し得るか、または、目的の他の機能特性を、本明細書に記述
されかつ実施例に提供されるところのｉｎ　ｖｉｔｒｏ若しくはｉｎ　ｖｉｖｏアッセイ
で評価し得る。好ましくは（上で論考されたところの）保存的改変を導入する。突然変異
はアミノ酸の置換、付加若しくは欠失でありうるが、しかし好ましくは置換である。さら
に、典型的には、ＣＤＲ領域内の１、２、３、４若しくは５を超えない残基が変えられる
。
【０１１３】
　従って、別の態様において、本発明は：（ａ）それぞれ配列番号１、２および３のアミ
ノ酸配列、または配列番号１、２および３と比較して１、２、３、４若しくは５個のアミ
ノ酸置換、欠失若しくは付加を有するアミノ酸配列を含んでなるＶＨのＣＤＲ１、ＣＤＲ
２およびＣＤＲ３領域；（ｂ）それぞれ配列番号４、５および６のアミノ酸配列、または
配列番号４、５および６と比較して１、２、３、４若しくは５個のアミノ酸置換、欠失若
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しくは付加を有するアミノ酸配列を含んでなるＶＫのＣＤＲ１、ＣＤＲ２およびＣＤＲ３
領域を含んでなるＨ鎖可変領域を含んでなる、単離された抗ＣＤ６４モノクローナル抗体
若しくはその抗原結合部分を提供する。
【０１１４】
　本発明の工作された抗体は、例えば抗体の特性を改良するためにＶＨおよび／若しくは
ＶＫ内の枠組み残基に対する改変がなされたものを包含する。典型的には、こうした枠組
み改変は抗体の免疫原性を低下させるように行われる。例えば、１アプローチは、１個若
しくはそれ以上の枠組み残基を対応する生殖系列配列に「戻し変異させる（ｂａｃｋｍｕ
ｔａｔｅ）」ことである。より具体的には、体細胞突然変異を受けた抗体は、該抗体が由
来する生殖系列配列と異なる枠組み残基を含有しうる。こうした残基は、抗体の枠組み配
列を該抗体が由来する生殖系列配列と比較することにより同定し得る。例えば、６１１に
ついて、ＶＨのアミノ酸残基＃２８（ＦＲ１内）はイソロイシンである一方、対応するＶ

Ｈ　３－３３生殖系列配列中のこの残基はトレオニンである。別の例として、６１１につ
いて、ＶＨのアミノ酸残基＃４９（ＦＲ２内）はトレオニンである一方、対応するＶＨ　
３－３３生殖系列配列中のこの残基はアラニンである。枠組み領域配列をそれらの生殖系
列の配置に戻すために、体細胞突然変異を、例えば、部位特異的突然変異誘発若しくはＰ
ＣＲ媒介性の突然変異誘発により、生殖系列配列に「戻し変異させ」得る（例えば、６１
１のＶＨのＦＲ１内の残基２８をイソロイシンからトレオニンに「戻し変異させ」得るか
、若しくは、６１１のＶＨのＦＲ２内の残基４９をトレオニンからアラニンに「戻し変異
させ」得る）。こうした「戻し変異」抗体もまた、本発明により包含されることを意図し
ている。
【０１１５】
　別の型の枠組み改変は、枠組み領域、またはなお１個若しくはそれ以上のＣＤＲ領域内
の１個若しくはそれ以上の残基を変異させてＴ細胞エピトープを除去してそれにより抗体
の潜在的免疫原性を低下させることを必要とする。このアプローチは「脱免疫化（ｄｅｉ
ｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎ）」ともまた称され、そしてＣａｒｒらによる米国特許公開第２
００３０１５３０４３号明細書にさらに詳細に記述されている。
【０１１６】
　枠組み若しくはＣＤＲ領域内でなされる改変に加え、若しくはそれに代わり、本発明の
抗体は、典型的には、血清半減期、補体固定、Ｆｃ受容体結合および／若しくは抗原依存
性の細胞の細胞傷害性のような抗体の１種若しくはそれ以上の機能特性を変えるために、
Ｆｃ領域内の改変を包含するように工作しうる。さらに、本発明の抗体は、再度、該抗体
の１種若しくはそれ以上の機能特性を変えるために、化学的に改変しうる（例えば１個若
しくはそれ以上の化学的部分を該抗体に結合し得る）か、またはそのグリコシル化を変え
るように改変しうる。これらの態様のそれぞれは下にさらに詳細に記述されている。Ｆｃ
領域中の残基の番号付けはＫａｂａｔのＥＵインデックスのものである。
【０１１７】
　一態様において、ＣＨ１のヒンジ領域中のシステイン残基の数を変える、例えば増大若
しくは減少させるようなＣＨ１のヒンジ領域が改変される。このアプローチはＢｏｄｍｅ
ｒらによる米国特許第５，６７７，４２５号明細書にさらに記述されている。ＣＨ１のヒ
ンジ領域中のシステイン残基の数は、例えばＬおよびＨ鎖の集成を容易にするように、ま
たは抗体の安定性を増大若しくは低下させるように変えられる。
【０１１８】
　別の態様において、抗体のＦｃヒンジ領域は抗体の生物学的半減期を低下させるように
変異させる。より具体的には、抗体が天然のＦｃ－ヒンジドメインのブドウ球菌プロテイ
ンＡ（ＳｐＡ）結合に関して損なわれたＳｐＡ結合を有するような、１個若しくはそれ以
上のアミノ酸突然変異をＦｃ－ヒンジフラグメントのＣＨ２－ＣＨ３ドメインの界面領域
に導入する。このアプローチはＷａｒｄらによる米国特許第６，１６５，７４５号明細書
にさらに詳細に記述されている。
【０１１９】
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　別の態様において、抗体はその生物学的半減期を増大させるように改変される。多様な
アプローチが可能である。例えば、以下の突然変異、すなわち、Ｗａｒｄへの米国特許第
６，２７７，３７５号明細書に記述されるところのＴ２５２Ｌ、Ｔ２５４Ｓ、Ｔ２５６Ｆ
の１個若しくはそれ以上を導入し得る。あるいは、生物学的半減期を増大させるため、Ｐ
ｒｅｓｔａらによる米国特許第５，８６９，０４６号および同第６，１２１，０２２号明
細書に記述されるとおり、ＩｇＧのＦｃ領域のＣＨ２ドメインの２個のループから採用さ
れたサルベージ受容体（ｓａｌｖａｇｅ　ｒｅｃｅｐｔｏｒ）結合エピトープを含有する
ように、ＣＨ１若しくはＣＬ領域内で抗体を変えることができる。
【０１２０】
　なお他の態様において、Ｆｃ領域は、最低１個のアミノ酸残基を、該抗体のエフェクタ
ー機能（１種若しくは複数）を変えるように異なるアミノ酸残基で置換することにより変
えられる。例えば、アミノ酸残基２３４、２３５、２３６、２３７、２９７、３１８、３
２０および３２２から選択される１個若しくはそれ以上のアミノ酸を、該抗体がエフェク
ターリガンドに対する変えられた親和性を有するがしかし親抗体の抗原結合能力を保持す
るような異なるアミノ酸残基で置換し得る。それに対する親和性が変えられるエフェクタ
ーリガンドは、例えばＦｃ受容体若しくは補体のＣ１成分であり得る。このアプローチは
、双方ともＷｉｎｔｅｒらによる米国特許第５，６２４，８２１号および同第５，６４８
，２６０号明細書にさらに詳細に記述されている。
【０１２１】
　別の例において、アミノ酸残基３２９、３３１および３２２から選択される１個若しく
はそれ以上のアミノ酸を、該抗体が変えられたＣ１ｑ結合および／または低下若しくは廃
止された補体依存性の細胞傷害性（ＣＤＣ）を有するような異なるアミノ酸残基で置換し
得る。このアプローチは、Ｉｄｕｓｏｇｉｅらによる米国特許第６，１９４，５５１号明
細書にさらに詳細に記述されている。
【０１２２】
　別の例において、アミノ酸位置２３１および２３９内の１個若しくはそれ以上のアミノ
酸残基を変えて、それにより補体を固定する抗体の能力を変える。このアプローチは、Ｂ
ｏｄｍｅｒらによるＰＣＴ公開第ＷＯ　９４／２９３５１号明細書にさらに詳細に記述さ
れている。
【０１２３】
　なお別の例において、Ｆｃ領域が、抗体依存性の細胞の細胞傷害性（ＡＤＣＣ）を媒介
する該抗体の能力を増大させかつ／若しくはＦｃγ受容体に対する該抗体の親和性を増大
させるように、以下の位置すなわち２３８、２３９、２４８、２４９、２５２、２５４、
２５５、２５６、２５８、２６５、２６７、２６８、２６９、２７０、２７２、２７６、
２７８、２８０、２８３、２８５、２８６、２８９、２９０、２９２、２９３、２９４、
２９５、２９６、２９８、３０１、３０３、３０５、３０７、３０９、３１２、３１５、
３２０、３２２、３２４、３２６、３２７、３２９、３３０、３３１、３３３、３３４、
３３５、３３７、３３８、３４０、３６０、３７３、３７６、３７８、３８２、３８８、
３８９、３９８、４１４、４１６、４１９、４３０、４３４、４３５、４３７、４３８若
しくは４３９の１個若しくはそれ以上のアミノ酸を改変することにより、改変される。こ
のアプローチはＰｒｅｓｔａによるＰＣＴ公開第ＷＯ　００／４２０７２号明細書にさら
に記述されている。さらに、ＦｃγＲ１、ＦｃγＲＩＩ、ＦｃγＲＩＩＩおよびＦｃＲｎ
に対するヒトＩｇＧ上の結合部位がマッピングされており、また、改良された結合を伴う
バリアントが記述されている（Ｓｈｉｅｌｄｓ，Ｒ．Ｌ．ら（２００１）Ｊ．Ｂｉｏｌ．
Ｃｈｅｍ．２７６：６５９１－６６０４を参照されたい）。位置２５６、２９０、２９８
、３３３、３３４および３３９の特定の突然変異がＦｃγＲＩＩＩへの結合を改善するこ
とが示された。加えて、以下の組合せ突然変異すなわちＴ２５６Ａ／Ｓ２９８Ａ、Ｓ２９
８Ａ／Ｅ３３３Ａ、Ｓ２９８Ａ／Ｋ２２４ＡおよびＳ２９８Ａ／Ｅ３３３Ａ／Ｋ３３４Ａ
が、ＦｃγＲＩＩＩ結合を向上させることが示された。
【０１２４】
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　なお別の態様においては、抗体のグリコシル化が改変される。例えば、アグリコシル化
（ａｇｌｙｃｏｓｌａｔｅｄ）抗体を作成し得る（すなわち抗体はグリコシル化を欠く）
。グリコシル化は、例えば抗原に対する抗体の親和性を増大させるように変えることがで
きる。こうした炭水化物の改変は、例えば抗体配列内のグリコシル化部位の１個若しくは
それ以上を変えることにより達成し得る。例えば、１個若しくはそれ以上の可変領域枠組
みのグリコシル化部位の排除をもたらしてそれによりその部位でのグリコシル化を排除す
る、１個若しくはそれ以上のアミノ酸置換を行い得る。こうしたアグリコシル化は抗原に
対する抗体の親和性を増大させうる。こうしたアプローチは、Ｃｏらによる米国特許第５
，７１４，３５０号および同第６，３５０，８６１号明細書にさらに詳細に記述されてい
る。
【０１２５】
　加えて、若しくは、あるいは、低下された量のフコシル残基を有する低フコシル化（ｈ
ｙｐｏｆｕｃｏｓｙｌａｔｅｄ）抗体、若しくは増大された分岐ＧｌｕＮａｃ構造を有す
る抗体のような、変えられたグリコシル化の型を有する抗体を作成し得る。こうした変え
られたグリコシル化パターンは抗体のＡＤＣＣ能力を増大させることが示されている。こ
うした炭水化物の改変は、例えば変えられたグリコシル化機構をもつ宿主細胞中で抗体を
発現させることにより達成し得る。変えられたグリコシル化機構をもつ細胞は当該技術分
野で記述されており、そして本発明の組換え抗体を発現させてそれにより変えられたグリ
コシル化を伴う抗体を産生させる宿主細胞として使用し得る。例えば、Ｈａｎａｉらによ
る欧州特許第ＥＰ　１，１７６，１９５号明細書は、機能的に破壊されたＦＵＴ８遺伝子
（フコシルトランスフェラーゼをコードする）をもつ細胞株を記述しており、その結果、
こうした細胞株中で発現される抗体は低フコシル化を表す。ＰｒｅｓｔａによるＰＣＴ公
開第ＷＯ　０３／０３５８３５号明細書は、またその宿主細胞中で発現される抗体の低フ
コシル化をもたらす、Ａｓｎ（２９７）に連結した炭水化物にフコースを結合させる低下
された能力を伴うバリアントＣＨＯ細胞株Ｌｅｃ１３を記述している（Ｓｈｉｅｌｄｓ，
Ｒ．Ｌ．ら（２００２）Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２７７：２６７３３－２６７４０もま
た参照されたい）。ＵｍａｎａらによるＰＣＴ公開第ＷＯ　９９／５４３４２号明細書は
、工作された細胞株中で発現される抗体が、抗体の増大されたＡＤＣＣ活性をもたらす増
大された分岐ＧｌｕＮａｃ構造を表すような、糖タンパク質を改変するグリコシルトラン
スフェラーゼ（例えばβ（１，４）－Ｎ－アセチルグルコサミニルトランスフェラーゼＩ
ＩＩ（ＧｎＴＩＩＩ））を発現するよう工作された細胞株を記述している（Ｕｍａｎａら
（１９９９）Ｎａｔ．Ｂｉｏｔｅｃｈ．１７：１７６－１８０もまた参照されたい）。
【０１２６】
　本発明により企図される本明細書の抗体の別の改変はペグ化である。抗体は、例えば抗
体の生物学的（例えば血清）半減期を増大させるためにペグ化し得る。抗体をペグ化する
ためには、抗体若しくはそのフラグメントを、典型的には、１個若しくはそれ以上のポリ
エチレングリコール（ＰＥＧ）基が抗体若しくは抗体フラグメントに結合される条件下で
、ＰＥＧの反応性エステル若しくはアルデヒド誘導体のようなＰＥＧと反応させる。好ま
しくは、ペグ化は、反応性のＰＥＧ分子（若しくは類似の反応性の水溶性ポリマー）との
アシル化反応若しくはアルキル化反応を介して実施する。本明細書で使用されるところの
「ポリエチレングリコール」という用語は、モノ（Ｃ１－Ｃ１０）アルコキシ若しくはア
リールオキシポリエチレングリコールまたはポリエチレングリコール－マレイミドのよう
な、他のタンパク質を誘導体化するのに使用されているＰＥＧの形態のいずれも包含する
ことを意図している。ある態様において、ペグ化されるべき抗体はアグリコシル化抗体で
ある。タンパク質のペグ化方法は当該技術分野で既知であり、そして本発明の抗体に適用
し得る。例えばＮｉｓｈｉｍｕｒａらによる欧州特許第ＥＰ　０　１５４　３１６号およ
びＩｓｈｉｋａｗａらによる欧州特許第ＥＰ　０　４０１　３８４号明細書を参照された
い。
【０１２７】
抗体の工作方法
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　上で論考されたとおり、本明細書に開示されるＶＨおよびＶＫ配列を有する抗ＣＤ６４
抗体は、ＶＨおよび／若しくはＶＫ配列、またはそれに結合された定常領域（１個若しく
は複数）を改変することにより、新たな抗ＣＤ６４抗体を創製するのに使用し得る。従っ
て、本発明の別の局面において、ヒトＣＤ６４への結合のような本発明の抗体の最低１種
の機能特性を保持している構造上関係した抗ＣＤ６４抗体を創製するために、本発明の抗
ＣＤ６４抗体、例えば６１１の構造の特徴を使用する。例えば、６１１の１個若しくはそ
れ以上のＣＤＲ領域またはそれらの変異体を、既知の枠組み領域および／若しくは他のＣ
ＤＲと組換え的に組合せて、上で論考されたところの本発明の付加的な組換え的に工作さ
れた抗ＣＤ６４抗体を創製し得る。他の型の改変は前の節に記述されたものを包含する。
該工作方法の出発原料は、本明細書で提供されるＶＨおよび／若しくはＶＫ配列の１種若
しくはそれ以上、またはそれらの１個若しくはそれ以上のＣＤＲ領域である。工作された
抗体を創製するためには、本明細書に提供されるＶＨおよび／若しくはＶＫ配列の１種若
しくはそれ以上、またはそれらの１個若しくはそれ以上のＣＤＲ領域を有する抗体を実際
に製造する（すなわちタンパク質として発現させる）ことは必要でない。むしろ、該配列
（１種若しくは複数）中に含有される情報を、元の配列（１種若しくはそれ以上）由来の
「第二世代」の配列（１種若しくは複数）を創製するための出発原料として使用し、そし
てその後、該「第二世代」の配列（１種若しくは複数）を調製しかつタンパク質として発
現させる。
【０１２８】
　従って、別の態様において、本発明は：
（ａ）（ｉ）配列番号１、２および３のそれぞれＣＤＲ１、ＣＤＲ２およびＣＤＲ３配列
を含んでなるＨ鎖可変領域抗体配列；ならびに／若しくは（ｉｉ）配列番号４、５および
６のそれぞれＣＤＲ１、ＣＤＲ２およびＣＤＲ３配列を含んでなるＬ鎖可変領域抗体配列
を提供すること；
（ｂ）Ｈ鎖可変領域抗体配列および／若しくはＬ鎖可変領域抗体配列内の１個若しくはそ
れ以上のアミノ酸残基を変えて、最低１種の変えられた抗体配列を創製すること；ならび
に
（ｃ）変えられた抗体配列をタンパク質として発現させること
を含んでなる、抗ＣＤ６４抗体の製造方法を提供する。
【０１２９】
　標準的な分子生物学技術を、変えられた抗体配列を製造しかつ発現させるのに使用し得
る。
【０１３０】
　好ましくは、変えられた抗体配列（１種若しくは複数）によりコードされる抗体は、本
明細書に記述される抗ＣＤ６４抗体の機能特性の１種、数種若しくは全部を保持するもの
であり、その機能特性は、限定されるものでないが：
（ｉ）ヒトＣＤ６４に特異的に結合する；
（ｉｉ）ＣＤ６４の表面発現を抑制的調節する；
（ｉｉｉ）ＣＤ６４のその天然のリガンド（ＩｇＧ）への結合を阻害しない；
（ｉｖ）ＣＤ６４媒介性の食作用を阻害する；
（ｉｖ）ヒトエフェクター細胞の存在下での標的細胞の食作用を媒介する、
を挙げることができる。
【０１３１】
　変えられた抗体の機能特性は、実施例に示されるもの（例えばフローサイトメトリー、
結合アッセイ）のような、当該技術分野で利用可能かつ／若しくは本明細書に記述される
標準的アッセイを使用して評価し得る。
【０１３２】
　本発明の抗体の工作方法のある態様において、抗ＣＤ６４抗体のコーディング配列の全
部若しくは一部に沿って突然変異を無作為に若しくは選択的に導入し得、そして、生じる
改変された抗ＣＤ６４抗体を、結合活性および／若しくは本明細書に記述されるところの
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他の機能特性についてスクリーニングし得る。突然変異方法は当該技術分野で記述されて
いる。例えば、ＳｈｏｒｔによるＰＣＴ公開第ＷＯ　０２／０９２７８０号明細書は、飽
和突然変異誘発、合成ライゲーション集成若しくはそれらの組合せを使用する抗体の突然
変異の創製およびスクリーニング方法を記述している。あるいは、ＬａｚａｒらによるＰ
ＣＴ公開第ＷＯ　０３／０７４６７９号明細書は、抗体の物理化学特性を最適化するため
のコンピュータによるスクリーニング方法の使用方法を記述している。
【０１３３】
本発明の抗体をコードする核酸分子
　本発明の別の局面は、本発明の抗体をコードする核酸分子に関する。該核酸は、全細胞
中、細胞ライセート中に、または部分的に精製された若しくは実質的に純粋な形態で存在
しうる。核酸は、アルカリ／ＳＤＳ処理、ＣｓＣｌバンド形成、カラムクロマトグラフィ
ー、アガロースゲル電気泳動、および当該技術分野で公知の他者を包含する標準的技術に
より、他の細胞成分若しくは他の汚染物質、例えば他の細胞性核酸若しくはタンパク質か
ら精製されている場合に「単離されて」若しくは「実質的に純粋にされて」いる。Ｆ．Ａ
ｕｓｕｂｅｌら編（１９８７）Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃ
ｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ、Ｇｒｅｅｎｅ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　ａｎｄ　Ｗｉｌｅｙ
　Ｉｎｔｅｒｓｃｉｅｎｃｅ、ニューヨークを参照されたい。本発明の核酸は例えばＤＮ
Ａ若しくはＲＮＡであり得、そしてイントロン配列を含有しても若しくはしなくてもよい
。好ましい一態様において、核酸はｃＤＮＡ分子である。
【０１３４】
　本発明の核酸は標準的な分子生物学技術を使用して得ることができる。ハイブリドーマ
（例えば、さらに下述されるところのヒト免疫グロブリン遺伝子を運搬するトランスジェ
ニックマウスから調製したハイブリドーマ）により発現される抗体について、該ハイブリ
ドーマにより作成される抗体のＬおよびＨ鎖をコードするｃＤＮＡは、標準的なＰＣＲ増
幅若しくはｃＤＮＡクローニング技術により得ることができる。（例えばファージディス
プレイ技術を使用して）免疫グロブリン遺伝子ライブラリーから得られる抗体については
、該抗体をコードする核酸を該ライブラリーから回収し得る。
【０１３５】
　本発明の好ましい核酸分子は、６１１モノクローナル抗体のＶＨおよびＶＬ配列をコー
ドするものである。６１１のＶＨ配列をコードするＤＮＡ配列を配列番号９に示す。６１
１のＶＬ配列をコードするＤＮＡ配列を配列番号１０に示す。
【０１３６】
　ＶＨおよびＶＬセグメントをコードするＤＮＡフラグメントが一旦得られれば、これら
のＤＮＡフラグメントは、例えば可変領域遺伝子を完全長の抗体鎖遺伝子、Ｆａｂフラグ
メント遺伝子若しくはｓｃＦｖ遺伝子に転化するための標準的組換えＤＮＡ技術によりさ
らに操作し得る。これらの操作において、ＶＬ若しくはＶＨをコードするＤＮＡフラグメ
ントは、抗体の定常領域若しくはフレキシブルリンカーのような別のタンパク質をコード
する別のＤＮＡフラグメントに効果的に連結する。この文脈で使用されるところの「効果
的に連結される」という用語は、２種のＤＮＡフラグメントによりコードされるアミノ酸
配列がインフレームのまま留まるような２種のＤＮＡフラグメントを結合することを意味
することを意図している。
【０１３７】
　ＶＨ領域をコードする単離されたＤＮＡは、ＶＨをコードするＤＮＡを、Ｈ鎖定常領域
（ＣＨ１、ＣＨ２およびＣＨ３）をコードする別のＤＮＡ分子に効果的に連結することに
より、完全長のＨ鎖遺伝子に転化し得る。ヒトＨ鎖定常領域遺伝子の配列は当該技術分野
で既知であり（例えば、Ｋａｂａｔ，Ｅ．Ａ．ら（１９９１）Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｏｆ
　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ｏｆ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｉｎｔｅｒｅｓｔ、第５版、
米国保健・福祉省（Ｕ．Ｓ．Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ　ｏｆ　Ｈｅａｌｔｈ　ａｎｄ　Ｈｕ
ｍａｎ　Ｓｅｒｖｉｃｅｓ）、ＮＩＨ刊行物第９１－３２４２号を参照されたい）、そし
て、これらの領域を包含するＤＮＡフラグメントは標準的なＰＣＲ増幅により得ることが
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できる。Ｈ鎖定常領域は、ＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、ＩｇＧ４、ＩｇＡ、ＩｇＥ、
ＩｇＭ若しくはＩｇＤ定常領域であり得るが、しかし、最も好ましくは、ＩｇＧ１若しく
はＩｇＧ４定常領域である。ＦａｂフラグメントのＨ鎖遺伝子について、ＶＨをコードす
るＤＮＡを、Ｈ鎖のＣＨ１定常領域のみをコードする別のＤＮＡ分子に効果的に連結し得
る。
【０１３８】
　ＶＬ領域をコードする単離されたＤＮＡは、ＶＬをコードするＤＮＡを、Ｌ鎖定常領域
ＣＬをコードする別のＤＮＡ分子に効果的に連結することにより、完全長のＬ鎖遺伝子（
ならびにＦａｂのＬ鎖遺伝子）に転化し得る。ヒトＬ鎖定常領域遺伝子の配列は当該技術
分野で既知であり（例えば、Ｋａｂａｔ，Ｅ．Ａ．ら（１９９１）Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　
ｏｆ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ｏｆ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｉｎｔｅｒｅｓｔ、第５
版、米国保健・福祉省（Ｕ．Ｓ．Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ　ｏｆ　Ｈｅａｌｔｈ　ａｎｄ　
Ｈｕｍａｎ　Ｓｅｒｖｉｃｅｓ）、ＮＩＨ刊行物第９１－３２４２号を参照されたい）、
そしてこれらの領域を包含するＤＮＡフラグメントは標準的なＰＣＲ増幅により得ること
ができる。Ｌ鎖定常領域はκ若しくはλ定常領域であり得るが、しかし、最も好ましくは
κ定常領域である。
【０１３９】
　ｓｃＦｖ遺伝子を創製するためには、ＶＨおよびＶＬをコードするＤＮＡフラグメント
を、フレキシブルリンカーをコードする、例えばアミノ酸配列（Ｇｌｙ４－Ｓｅｒ）３を
コードする別のフラグメントに効果的に連結し、その結果、該ＶＨおよびＶＬ配列は、Ｖ
ＬおよびＶＨ領域がフレキシブルリンカーにより結合された連続した一本鎖タンパク質と
して発現され得る（例えば、Ｂｉｒｄら（１９８８）Ｓｃｉｅｎｃｅ　２４２：４２３－
４２６；Ｈｕｓｔｏｎら（１９８８）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　
８５：５８７９－５８８３；ＭｃＣａｆｆｅｒｔｙら、（１９９０）Ｎａｔｕｒｅ　３４
８：５５２－５５４を参照されたい）。
【０１４０】
本発明のモノクローナル抗体の製造
　本発明のモノクローナル抗体（ｍＡｂ）は、慣習的なモノクローナル抗体の方法論、例
えばＫｏｈｌｅｒとＭｉｌｓｔｅｉｎ（１９７５）Ｎａｔｕｒｅ　２５６：４９５の標準
的な体細胞ハイブリダイゼーション技術を包含する多様な技術により製造し得る。体細胞
ハイブリダイゼーション手順が好ましいとは言え、原則的に、モノクローナル抗体を産生
する他の技術、例えばＢリンパ球のウイルス若しくは癌性形質転換を使用し得る。
【０１４１】
　ハイブリドーマを製造するのに好ましい動物系はネズミの系である。マウスでのハイブ
リドーマ産生は非常に十分に確立された手順である。免疫化プロトコルおよび融合のため
の免疫化した脾細胞の単離のための技術は当該技術分野で既知である。融合パートナー（
例えばネズミ骨髄腫細胞）および融合手順もまた既知である。
【０１４２】
　本発明のキメラ若しくはヒト化抗体は、上述されたとおり製造したネズミモノクローナ
ル抗体の配列に基づいて製造し得る。ＨおよびＬ鎖免疫グロブリンをコードするＤＮＡを
目的のネズミのハイブリドーマから得ることができ、そして、標準的な分子生物学技術を
使用して、ネズミ以外（例えばヒト）の免疫グロブリン配列を含有するように工作し得る
。例えば、キメラ抗体を創製するために、当該技術分野で既知の方法を使用してネズミの
可変領域をヒト定常領域に連結し得る（例えば、Ｃａｂｉｌｌｙらへの米国特許第４，８
１６，５６７号明細書を参照されたい）。ヒト化抗体を創製するためには、当該技術分野
で既知の方法を使用して、ネズミのＣＤＲ領域をヒト枠組みに挿入し得る（例えば、Ｗｉ
ｎｔｅｒへの米国特許第５，２２５，５３９号、ならびにＱｕｅｅｎらへの米国特許第５
，５３０，１０１号；同第５，５８５，０８９号；同第５，６９３，７６２号および同第
６，１８０，３７０号明細書を参照されたい）。
【０１４３】
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　好ましい一態様において、本発明の抗体はヒトモノクローナル抗体である。ＣＤ６４に
対し向けられたこうしたヒトモノクローナル抗体は、マウスの免疫系よりむしろヒトの免
疫系の一部を運搬するトランスジェニック若しくは導入染色体マウスを使用して生成し得
る。これらのトランスジェニックおよび導入染色体マウスは、それぞれＨｕＭＡｂマウス
およびＫＭマウスと本明細書で称されるマウスを包含し、そして集合的に本明細書で「ヒ
トＩｇマウス」と称される。
【０１４４】
　ＨｕＭＡｂ　Ｍｏｕｓｅ（Ｒ）（Ｍｅｄａｒｅｘ，Ｉｎｃ．）は、内因性のμおよびκ
鎖遺伝子座を不活性化する標的突然変異と一緒に、再配列されないヒトＨ（μおよびγ）
ならびにκ　Ｌ鎖免疫グロブリン配列をコードする、ヒト免疫グロブリン遺伝子のミニ遺
伝子座（ｍｉｎｉｌｏｃｕｓ）を含有する（例えばＬｏｎｂｅｒｇら（１９９４）Ｎａｔ
ｕｒｅ　３６８（６４７４）：８５６－８５９を参照されたい）。従って、該マウスはマ
ウスＩｇＭ若しくはκの低下された発現を表し、そして免疫化に応答して、導入されたヒ
トＨおよびＬ鎖導入遺伝子が、クラススイッチおよび体細胞突然変異を受けて、高親和性
のヒトＩｇＧκモノクローナルを生成する（Ｌｏｎｂｅｒｇ，Ｎ．ら（１９９４）、上記
；Ｌｏｎｂｅｒｇ，Ｎ．（１９９４）Ｈａｎｄｂｏｏｋ　ｏｆ　Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａ
ｌ　Ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ　１１３：４９－１０１；Ｌｏｎｂｅｒｇ，Ｎ．とＨｕｓ
ｚａｒ，Ｄ．（１９９５）Ｉｎｔｅｒｎ．Ｒｅｖ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１３：６５－９３、
およびＨａｒｄｉｎｇ，Ｆ．とＬｏｎｂｅｒｇ，Ｎ．（１９９５）Ａｎｎ．Ｎ．Ｙ．Ａｃ
ａｄ．Ｓｃｉ．７６４：５３６－５４６に総説されている）。ＨｕＭａｂマウスの製造お
よび使用、ならびにこうしたマウスによる運搬されるゲノム改変は、Ｔａｙｌｏｒ，Ｌ．
ら（１９９２）Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　２０：６２８７－６２
９５；Ｃｈｅｎ，Ｊ．ら（１９９３）Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇ
ｙ　５：６４７－６５６；Ｔｕａｉｌｌｏｎら（１９９３）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａ
ｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９０：３７２０－３７２４；Ｃｈｏｉら（１９９３）Ｎａｔｕｒｅ
　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　４：１１７－１２３；Ｃｈｅｎ，Ｊ．ら（１９９３）ＥＭＢＯ　Ｊ
．１２：８２１－８３０；Ｔｕａｉｌｌｏｎら（１９９４）Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１５２
：２９１２－２９２０；Ｔａｙｌｏｒ，Ｌ．ら（１９９４）Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ
　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ　６：５７９－５９１；およびＦｉｓｈｗｉｌｄ，Ｄ．ら（１９
９６）Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　１４：８４５－８５１（それらの全
部の内容はそっくりそのまま引用することによりここにとりわけ組み込まれる）にさらに
記述されている。さらに、米国特許第５，５４５，８０６号；同第５，５６９，８２５号
；同第５，６２５，１２６号；同第５，６３３，４２５号；同第５，７８９，６５０号；
同第５，８７７，３９７号；同第５，６６１，０１６号；同第５，８１４，３１８号；同
第５，８７４，２９９号；および５，７７０，４２９号明細書；全部ＬｏｎｂｅｒｇとＫ
ａｙへ；Ｓｕｒａｎｉらへの米国特許第５，５４５，８０７号；ＰＣＴ公開第ＷＯ　９２
／０３９１８号、同第ＷＯ　９３／１２２２７号、同第ＷＯ　９４／２５５８５号、同第
ＷＯ　９７／１３８５２号、同第ＷＯ　９８／２４８８４号および同第ＷＯ　９９／４５
９６２号明細書（全部ＬｏｎｂｅｒｇとＫａｙへ）；ならびにＫｏｒｍａｎらへのＰＣＴ
公開第ＷＯ　０１／１４４２４号明細書を参照されたい。
【０１４５】
　別の態様において、本発明のヒト抗体は、ヒトＨ鎖導入遺伝子およびヒトＬ鎖導入染色
体を運搬するマウスのような、ヒト免疫グロブリン配列を導入遺伝子および導入染色体上
に運搬するマウスを使用して生じさせ得る。「ＫＭマウス」と本明細書で称されるこうし
たマウスは、ＩｓｈｉｄａらへのＰＣＴ公開第ＷＯ　０２／４３４７８号明細書に詳細に
記述されている。
【０１４６】
　なおさらに、ヒト免疫グロブリン遺伝子を発現する代替のトランスジェニック動物系が
当該技術分野で利用可能であり、そして本発明の抗ＣＤ６４抗体を生じさせるのに使用し
得る。例えば、Ｘｅｎｏｍｏｕｓｅ（Ａｂｇｅｎｉｘ，Ｉｎｃ．）と称される代替のトラ



(34) JP 2008-508860 A 2008.3.27

10

20

30

40

50

ンスジェニック系を使用し得；こうしたマウスは、例えば、Ｋｕｃｈｅｒｌａｐａｔｉら
への米国特許第５，９３９，５９８号；同第６，０７５，１８１号；同第６，１１４，５
９８号；同第６，１５０，５８４号および同第６，１６２，９６３号明細書に記述されて
いる。
【０１４７】
　さらに、ヒト免疫グロブリン遺伝子を発現する代替の導入染色体動物系が当該技術分野
で利用可能であり、そして本発明の抗ＣＤ６４抗体を生じさせるのに使用し得る。例えば
、「ＴＣマウス」と称される、ヒトＨ鎖導入染色体およびヒトＬ鎖導入染色体双方を運搬
するマウスを使用し得；こうしたマウスはＴｏｍｉｚｕｋａら（２０００）Ｐｒｏｃ．Ｎ
ａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９７：７２２－７２７に記述されている。さらに、
ヒトＨおよびＬ鎖導入染色体を運搬する乳牛が当該技術分野で記述されており（Ｋｕｒｏ
ｉｗａら（２００２）Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　２０：８８９－８９
４）、そして本発明の抗ＣＤ６４抗体を生じさせるのに使用し得る。
【０１４８】
　本発明のヒトモノクローナル抗体は、ヒト免疫グロブリン遺伝子のライブラリーをスク
リーニングするためのファージディスプレイ法を使用してもまた製造し得る。ヒト抗体を
単離するためのこうしたファージディスプレイ法は当該技術分野で確立されている。例え
ば：Ｌａｄｎｅｒらへの米国特許第５，２２３，４０９号；同第５，４０３，４８４号；
および同第５，５７１，６９８号明細書；Ｄｏｗｅｒらへの米国特許第５，４２７，９０
８号および同第５，５８０，７１７号明細書；ＭｃＣａｆｆｅｒｔｙらへの米国特許第５
，９６９，１０８号および同第６，１７２，１９７号明細書；ならびにＧｒｉｆｆｉｔｈ
ｓらへの米国特許第５，８８５，７９３号；同第６，５２１，４０４号；同第６，５４４
，７３１号；同第６，５５５，３１３号；同第６，５８２，９１５号および同第６，５９
３，０８１号明細書を参照されたい。
【０１４９】
　本発明のヒトモノクローナル抗体は、ヒト抗体応答が免疫化に際して生成され得るよう
な、ヒト免疫細胞がその中で再構成されているＳＣＩＤマウスを使用してもまた製造し得
る。こうしたマウスは、例えばＷｉｌｓｏｎらへの米国特許第５，４７６，９９６号およ
び同第５，６９８，７６７号明細書に記述されている。
【０１５０】
ヒトＩｇマウスの免疫化
　ヒトＩｇマウスを本発明のヒト抗体を生じさせるのに使用する場合、こうしたマウスを
、Ｌｏｎｂｅｒｇ，Ｎ．ら（１９９４）Ｎａｔｕｒｅ　３６８（６４７４）：８５６－８
５９；Ｆｉｓｈｗｉｌｄ，Ｄ．ら（１９９６）Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇ
ｙ　１４：８４５－８５１；ならびにＰＣＴ公開第ＷＯ　９８／２４８８４号および同第
ＷＯ　０１／１４４２４号明細書により記述されるとおり、ＣＤ６４抗原および／若しく
は組換えＣＤ６４またはＣＤ６４融合タンパク質の精製若しくは濃縮された調製物で免疫
し得る。好ましくは、マウスは第一の注入に際して６～１６週齢であることができる。例
えば、ＣＤ６４抗原の精製した若しくは組換えの調製物（５～５０μｇ）を使用して、ヒ
トＩｇマウスを腹腔内で免疫し得る。
【０１５１】
　ＣＤ６４に対する完全にヒトのモノクローナル抗体を生成させるための詳細な手順を下
の実施例１に記述する。多様な抗原での累積的実験は、最初にフロイントの完全アジュバ
ント中の抗原で腹腔内で（ＩＰ）免疫し、次いでフロイントの不完全アジュバント中の抗
原で１週おきにＩＰ免疫化した（合計６回まで）場合にトランスジェニックマウスが応答
することを示した。しかしながら、フロイントのアジュバント以外のアジュバントもまた
有効であることが見出されている。加えて、アジュバントの非存在下での全細胞が高度に
免疫原性であることが見出されている。免疫応答は、後眼窩出血により得られている血漿
サンプルでの免疫化プロトコルの経過にわたりモニターし得る。血漿を（下述されるとこ
ろの）ＥＬＩＳＡによりスクリーニングし得、そして、抗ＣＤ６４ヒト免疫グロブリンの
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十分な力価をもつマウスを融合に使用し得る。マウスは屠殺および脾の取り出しの３日前
に抗原で静脈内で追加刺激し得る。各免疫化に２～３回の融合が実施されることが必要で
ありうることが期待される。６と２４匹との間のマウスを典型的に各抗原について免疫す
る。単一系統のトランスジェニックマウス、若しくは１系統以上のトランスジェニックマ
ウスを使用し得る。例えば、ＨＣｏ７およびＨＣｏ１２双方の系統を使用し得る。加えて
、ＨＣｏ７およびＨＣｏ１２双方の導入遺伝子を、２種の異なるヒトＨ鎖導入遺伝子を有
する単一のマウス中に一緒に繁殖させ（ｂｒｅｄ）得る（ＨＣｏ７／ＨＣｏ１２）。
【０１５２】
本発明のヒトモノクローナル抗体を産生するハイブリドーマの生成
　本発明のヒトモノクローナル抗体を産生するハイブリドーマを生成させるため、免疫し
たマウスからの脾細胞および／若しくはリンパ節細胞を単離し得、そしてマウス骨髄腫細
胞株のような適切な不死化細胞株に融合し得る。生じるハイブリドーマを抗原特異的抗体
の産生についてスクリーニングし得る。例えば、免疫したマウスからの脾リンパ球の単細
胞懸濁液を、５０％ＰＥＧを用い、１／６の数のＰ３Ｘ６３－Ａｇ８．６５３非分泌性（
ｎｏｎｓｅｃｒｅｔｉｎｇ）マウス骨髄腫細胞（ＡＴＣＣ、ＣＲＬ　１５８０）に融合し
得る。細胞を平底マイクロタイタープレートにおよそ２×１０５でプレーティングし、次
いで、２０％胎児クローン血清、１８％「６５３」馴化培地、５％ｏｒｉｇｅｎ（ＩＧＥ
Ｎ）、４ｍＭ　Ｌ－グルタミン、１ｍＭピルビン酸ナトリウム、５ｍＭ　ＨＥＰＥＳ、０
．０５５ｍＭ　２－メルカプトエタノール、５０単位／ｍｌペニシリン、５０ｍｇ／ｍｌ
ストレプトマイシン、５０ｍｇ／ｍｌゲンタマイシンおよび１×ＨＡＴ（Ｓｉｇｍａ；Ｈ
ＡＴは融合２４時間後に添加する）を含有する選択培地中で２週間インキュベートする。
およそ２週間後に、細胞をＨＡＴがＨＴで置換されている培地中で培養し得る。個々のウ
ェルをその後、ＥＬＩＳＡによりヒトモノクローナルＩｇＭおよびＩｇＧ抗体についてス
クリーニングし得る。広範囲のハイブリドーマ増殖が一旦発生すれば、培地を通常１０～
１４日後に観察し得る。抗体を分泌するハイブリドーマを再プレーティングし得、再度ス
クリーニングし得、そして、ヒトＩｇＧについてなお陽性の場合は、モノクローナル抗体
を限界希釈により最低２回サブクローニングし得る。安定なサブクローンをその後ｉｎ　
ｖｉｔｒｏで培養して、特徴付けのために組織培養培地中で少量の抗体を生成させ得る。
【０１５３】
　ヒトモノクローナル抗体を精製するために、選択したハイブリドーマを、モノクローナ
ル抗体精製のため２リットルスピナーフラスコ中で増殖させ得る。プロテインＡ－セファ
ロース（Ｐｈａｒｍａｃｉａ、ニュージャージー州ピスカタウェイ）でのアフィニティー
クロマトグラフィーの前に上清を濾過かつ濃縮し得る。溶出されたＩｇＧを、純度を確保
するために、ゲル電気泳動および高速液体クロマトグラフィーにより確認し得る。緩衝溶
液をＰＢＳに変更し得、そして１．４３の消光係数を使用してＯＤ２８０により濃度を測
定し得る。モノクローナル抗体を分注しかつ－８０℃で保存し得る。
【０１５４】
本発明のモノクローナル抗体を産生するトランスフェクトーマの生成
　本発明の抗体は、例えば公知の組換えＤＮＡ技術および遺伝子トランスフェクション法
（例えばＭｏｒｒｉｓｏｎ，Ｓ．（１９８５）Ｓｃｉｅｎｃｅ　２２９：１２０２）の組
合せを使用して、宿主細胞のトランスフェクトーマ中でもまた産生させ得る。
【０１５５】
　例えば、抗体若しくはその抗体フラグメントを発現させるため、部分的若しくは完全長
のＬおよびＨ鎖をコードするＤＮＡを、標準的分子生物学技術（例えば、目的の抗体を発
現するハイブリドーマを使用するＰＣＲ増幅若しくはｃＤＮＡクローニング）により得る
ことができ、そして、該ＤＮＡを、該遺伝子が転写および翻訳制御配列に効果的に連結さ
れているような発現ベクターに挿入し得る。この文脈で、「効果的に連結される」という
用語は、抗体遺伝子が、ベクター内の転写および翻訳制御配列が抗体遺伝子の転写および
翻訳を調節するというそれらの意図された機能を供するようなベクターに連結されている
ことを意味することを意図している。発現ベクターおよび発現制御配列は使用する発現宿
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主細胞と適合性であるように選ぶ。抗体Ｌ鎖遺伝子および抗体Ｈ鎖遺伝子は別個のベクタ
ーに挿入し得るか、若しくは、より典型的には、双方の遺伝子を同一の発現ベクターに挿
入する。抗体遺伝子は標準的方法（例えば、抗体遺伝子フラグメントおよびベクターへの
相補的制限部位の連結、若しくは、制限部位が存在しない場合は平滑末端連結）により発
現ベクターに挿入する。本明細書に記述される抗体のＬおよびＨ鎖可変領域を使用して、
ＶＨセグメントが該ベクター内のＣＨセグメント（１個若しくは複数）に効果的に連結さ
れかつＶＫセグメントが該ベクター内のＣＬセグメントに効果的に連結されているような
、所望のアイソタイプのＨ鎖定常およびＬ鎖定常領域を既にコードする発現ベクターにそ
れらを挿入することにより、いかなる抗体アイソタイプの完全長抗体遺伝子も創製し得る
。加えて、若しくは、あるいは、組換え発現ベクターは、宿主細胞からの抗体鎖の分泌を
助長するシグナルペプチドをコードし得る。抗体鎖遺伝子は、シグナルペプチドが該抗体
鎖遺伝子のアミノ末端にインフレームで連結されているようなベクターにクローン化し得
る。シグナルペプチドは、免疫グロブリンのシグナルペプチド若しくは異種シグナルペプ
チド（すなわち免疫グロブリン以外のタンパク質からのシグナルペプチド）であり得る。
【０１５６】
　抗体鎖遺伝子に加え、本発明の組換え発現ベクターは、宿主細胞中での抗体鎖遺伝子の
発現を制御する制御配列を運搬する。「制御配列」という用語は、プロモーター、エンハ
ンサー、および抗体鎖遺伝子の転写若しくは翻訳を制御する他の発現調節領域（例えばポ
リアデニル化シグナル）を包含することを意図している。こうした制御配列は、例えばＧ
ｏｅｄｄｅｌ（Ｇｅｎｅ　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ．Ｍｅｔｈｏｄ
ｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ　１８５、Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ、カリフォル
ニア州サンディエゴ（１９９０））に記述されている。制御配列の選択を包含する発現ベ
クターの設計は、形質転換されるべき宿主細胞の選択、所望のタンパク質の発現のレベル
などのような因子に依存しうることが、当業者により認識されるであろう。哺乳動物宿主
細胞発現に好ましい制御配列は、サイトメガロウイルス（ＣＭＶ）、ＳＶ４０、アデノウ
イルス（例えばアデノウイルス主後期（ｍａｊｏｒ　ｌａｔｅ）プロモーター（ＡｄＭＬ
Ｐ）およびポリオーマ由来のプロモーターおよび／若しくはエンハンサーのような、哺乳
動物細胞中での高レベルのタンパク質発現を指図するウイルス要素を包含する。あるいは
、ユビキチンプロモーター若しくはβ－グロビンプロモーターのような非ウイルス性制御
配列を使用しうる。なおさらに、制御配列は、ＳＶ４０初期プロモーター、およびヒトＴ
細胞白血病ウイルス１型の末端反復配列（Ｔａｋｅｂｅ，Ｙ．ら（１９８８）Ｍｏｌ．Ｃ
ｅｌｌ．Ｂｉｏｌ．８：４６６－４７２）からの配列を含有するＳＲαプロモーター系の
ような多様な供給源からの配列から構成した。
【０１５７】
　抗体鎖遺伝子および制御配列に加え、本発明の組換え発現ベクターは、宿主細胞中での
ベクターの複製を調節する配列（例えば複製起点）および選択可能なマーカー遺伝子のよ
うな付加的な配列を運搬しうる。選択可能なマーカー遺伝子は、ベクターが導入された宿
主細胞の選択を容易にする（例えば、米国特許第４，３９９，２１６号、同第４，６３４
，６６５号および同第５，１７９，０１７号明細書（全部Ａｘｅｌらによる）を参照され
たい）。例えば、典型的には、選択可能なマーカー遺伝子は、ベクターが導入された宿主
細胞に、Ｇ４１８、ハイグロマイシン若しくはメトトレキセートのような薬物に対する抵
抗性を与える。好ましい選択可能なマーカー遺伝子は、ジヒドロ葉酸還元酵素（ＤＨＦＲ
）遺伝子（メトトレキセート選択／増幅とともにｄｈｆｒ－宿主細胞での使用のため）お
よびｎｅｏ遺伝子（Ｇ４１８選択のため）を包含する。
【０１５８】
　ＬおよびＨ鎖の発現のため、ＨおよびＬ鎖をコードする発現ベクター（１種若しくは複
数）を標準技術により宿主細胞にトランスフェクトする。多様な形態の「トランスフェク
ション」という用語は、外因性ＤＮＡの原核生物若しくは真核生物宿主細胞中への導入に
一般に使用される多様な技術、例えば電気穿孔法、カルシウム－リン酸沈殿、ＤＥＡＥ－
デキストラントランスフェクションなどを包含することを意図している。本発明の抗体を
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原核生物若しくは真核生物いずれの宿主細胞中でも発現させることが理論上可能であると
は言え、真核生物細胞、および最も好ましくは哺乳動物宿主細胞中での抗体の発現が最も
好ましい。こうした真核生物細胞、およびとりわけ哺乳動物細胞は、適正にフォールディ
ングされかつ免疫学的に活性の抗体を集成かつ分泌することが原核生物細胞よりもよりあ
りそうであるためである。抗体遺伝子の原核生物発現は、活性の抗体の高収量の産生に無
効であることが報告された（Ｂｏｓｓ，Ｍ．Ａ．とＷｏｏｄ，Ｃ．Ｒ．（１９８５）Ｉｍ
ｍｕｎｏｌｏｇｙ　Ｔｏｄａｙ　６：１２－１３）。
【０１５９】
　本発明の組換え抗体を発現するのに好ましい哺乳動物宿主は、チャイニーズハムスター
卵巣（ＣＨＯ細胞）（例えばＲ．Ｊ．ＫａｕｆｍａｎとＰ．Ａ．Ｓｈａｒｐ（１９８２）
Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．１５９：６０１－６２１に記述されるようにＤＨＦＲで選択可能なマ
ーカーとともに使用される、ＵｒｌａｕｂとＣｈａｓｉｎ、（１９８０）Ｐｒｏｃ．Ｎａ
ｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　７７：４２１６－４２２０に記述されるｄｈｆｒ－　
ＣＨＯ細胞を包含する）、ＮＳ０骨髄腫細胞、ＣＯＳ細胞およびＳＰ２細胞を包含する。
とりわけ、ＮＳ０骨髄腫細胞との使用のための、別の好ましい発現系は、第ＷＯ　８７／
０４４６２号、同第ＷＯ　８９／０１０３６号および欧州特許第ＥＰ　３３８，８４１号
明細書に開示されるＧＳ遺伝子発現系である。抗体遺伝子をコードする組換え発現ベクタ
ーを哺乳動物宿主細胞に導入する場合、抗体は、宿主細胞中での該抗体の発現、若しくは
より好ましくは、該宿主細胞が増殖されている培地中への抗体の分泌を見込むのに十分な
時間、宿主細胞を培養することにより産生される。抗体は標準的なタンパク質精製法を使
用して培地から回収し得る。
【０１６０】
　加えて、若しくは、あるいは、ＣＤ６４を単純に結合するため、上述されたもののよう
な工作された抗体は：
（ａ）ヒトＣＤ６４に対する特異性；
（ｂ）１０－８Ｍ若しくは未満のＫＤでヒトＣＤ６４に結合する能力；
（ｃ）ＣＤ６４の表面発現を抑制的調節する能力；
（ｄ）その天然のリガンド（ＩｇＧ）と異なる部位でヒトＣＤ６４を結合する能力；
（ｅ）ＣＤ６４媒介性の食作用を阻害する能力；および
（ｆ）ヒトエフェクター細胞の存在下で標的細胞の食作用を媒介する能力
のような、本発明の抗体の他の機能特性のそれらの保持について選択しうる。
【０１６１】
抗原への抗体結合の特徴付け
　本発明の抗体は、例えば標準的なＥＬＩＳＡによりＣＤ６４への結合について試験し得
る。簡潔には、マイクロタイタープレートをＰＢＳ中０．２５μｇ／ｍｌの精製したＣＤ
６４で被覆し、そしてその後ＰＢＳ中５％ウシ血清アルブミンでブロッキングする。抗体
の希釈（例えばＣＤ６４で免疫したマウスからの血漿の希釈）を各ウェルに添加し、そし
て３７℃で１～２時間インキュベートする。プレートをＰＢＳ／Ｔｗｅｅｎで洗浄し、そ
してその後、アルカリホスファターゼに結合した二次試薬（例えば、ヒト抗体について、
ヤギ抗ヒトＩｇＧ　Ｆｃ特異的ポリクローナル試薬）とともに３７℃で１時間インキュベ
ートする。洗浄した後にプレートをｐＮＰＰ基質（１ｍｇ／ｍｌ）で発色させ、そして４
０５～６５０のＯＤで分析する。好ましくは、最高の力価を発生させるマウスを融合に使
用することができる。
【０１６２】
　上述されたところのＥＬＩＳＡアッセイは、ＣＤ６４免疫原との正の反応性を示すハイ
ブリドーマについてスクリーニングするのにもまた使用し得る。ＣＤ６４に高親和性で結
合するハイブリドーマをサブクローニングしかつさらに特徴付けする。（ＥＬＩＳＡによ
り）親細胞の反応性を保持する各ハイブリドーマからの１クローンを、－１４０℃で保存
する５～１０バイアルの細胞バンクを作成するため、および抗体精製のために選ぶことが
できる。
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【０１６３】
　抗ＣＤ６４抗体を精製するため、選択したハイブリドーマを、モノクローナル抗体精製
のため２リットルスピナーフラスコ中で増殖させ得る。プロテインＡ－セファロース（Ｐ
ｈａｒｍａｃｉａ、ニュージャージー州ピスカタウェイ）でのアフィニティークロマトグ
ラフィーの前に上清を濾過しかつ濃縮し得る。溶出されたＩｇＧを、純度を確保するため
に、ゲル電気泳動および高速液体クロマトグラフィーにより確認し得る。緩衝溶液をＰＢ
Ｓに変更し得、そして、１．４３の消光係数を使用してＯＤ２８０により濃度を測定し得
る。モノクローナル抗体を分注しかつ－８０℃で保存し得る。
【０１６４】
　選択された抗ＣＤ６４モノクローナル抗体が独特なエピトープに結合するかどうかを決
定するため、商業的に入手可能な試薬（Ｐｉｅｒｃｅ、イリノイ州ロックフォード）を使
用して各抗体をビオチニル化し得る。未標識のモノクローナル抗体およびビオチニル化モ
ノクローナル抗体を使用する競合試験を、上述されたところのＣＤ６４被覆したＥＬＩＳ
Ａプレートを使用して実施し得る。ビオチニル化ｍＡｂ結合は、ｓｔｒｅｐ－ａｖｉｄｉ
ｎ－アルカリホスファターゼプローブを用いて検出し得る。
【０１６５】
　精製された抗体のアイソタイプを決定するため、特定の１アイソタイプの抗体に特異的
な試薬を使用してアイソタイプＥＬＩＳＡを実施し得る。例えば、ヒトモノクローナル抗
体のアイソタイプを決定するために、マイクロタイタープレートのウェルを、１μｇ／ｍ
ｌの抗ヒト免疫グロブリンで４℃で一夜被覆し得る。１％ＢＳＡでブロッキングした後に
、プレートを、１μｇ／ｍｌ若しくは未満の試験モノクローナル抗体若しくは精製したア
イソタイプ対照と周囲温度で１ないし２時間反応させる。ウェルをその後、ヒトＩｇＧ１
若しくはヒトＩｇＭ特異的アルカリホスファターゼ結合プローブのいずれかと反応させ得
る。プレートを上述されたとおり発色させかつ分析する。
【０１６６】
　抗ＣＤ６４ヒトＩｇＧは、ウェスタンブロッティングにより、ＣＤ６４抗原との反応性
についてさらに試験し得る。簡潔には、ＣＤ６４を調製しかつドデシル硫酸ナトリウムポ
リアクリルアミドゲル電気泳動にかけることができる。電気泳動後、分離された抗原をニ
トロセルロースメンブレンに転写し、１０％ウシ胎児血清でブロッキングし、そして試験
されるべきモノクローナル抗体でプロービングする。ヒトＩｇＧ結合を、抗ヒトＩｇＧア
ルカリホスファターゼを使用して検出し得、そしてＢＣＩＰ／ＮＢＴ基質錠剤（Ｓｉｇｍ
ａ　Ｃｈｅｍ．Ｃｏ．、ミズーリ州セントルイス）で発色させ得る。
【０１６７】
免疫複合体
　別の局面において、本発明は、細胞毒、薬物（例えば免疫抑制薬）若しくは放射性毒の
ような治療的部分に複合させた抗ＣＤ６４抗体若しくはそのフラグメントを特徴とする。
こうした複合物は本明細書で「免疫複合体」と称される。１種若しくはそれ以上の細胞毒
を包含する免疫複合体は「免疫毒素」と称される。細胞毒若しくは細胞傷害剤は細胞に有
害である（すなわち死滅させる）いかなる剤も包含する。例は、タキソール、サイトカラ
シンＢ、グラミシジンＤ、臭化エチジウム、エメチン、マイトマイシン、エトポシド、テ
ノポシド、ビンクリスチン、ビンブラスチン、コルヒチン、ドキソルビシン、ダウノルビ
シン、ジヒドロキシアントラシンジオン、マイトキサントロン、ミトラマイシン、アクチ
ノマイシンＤ、１－デヒドロテストステロン、グルココルチコイド、プロカイン、テトラ
カイン、リドカイン、プロプラノロールおよびピューロマイシン、ならびにそれらのアナ
ログ若しくはホモログを包含する。治療薬はまた、例えば、代謝拮抗薬（例えばメトトレ
キセート、６－メルカプトプリン、６－チオグアニン、シタラビン、５－フルオロウラシ
ルデカルバジン）、アルキル化剤（例えばメクロレタミン、チオエパクロラムブシル、メ
ルファラン、カルムスチン（ＢＳＮＵ）およびロムスチン（ＣＣＮＵ）、シクロトスファ
ミド、ブスルファン、ジブロモマンニトール、ストレプトゾトシン、マイトマイシンＣな
らびにｃｉｓ－ジクロロジアミン白金（ＩＩ）（ＤＤＰ）シスプラチン）、アントラサイ
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クリン（例えばダウノルビシン（以前はダウノマイシン）およびドキソルビシン）、抗生
物質（例えばダクチノマイシン（以前はアクチノマイシン）、ブレオマイシン、ミトラマ
イシンおよびアントラマイシン（ＡＭＣ））、ならびに有糸分裂阻害剤（例えばビンクリ
スチンおよびビンブラスチン）も包含する。
【０１６８】
　本発明の抗体に複合させ得る治療的細胞毒の他の好ましい例は、デュオカルマイシン（
ｄｕｏｃａｒｍｙｃｉｎ）、カリチュアミシン、マイタンシンおよびオーリスタチン（ａ
ｕｒｉｓｔａｔｉｎ）ならびにそれらの誘導体を包含する。カリチュアミシン抗体複合体
の一例は商業的に入手可能である（ＭｙｌｏｔａｒｇＴＭ；Ｗｙｅｔｈ－Ａｙｅｒｓｔ）
。
【０１６９】
　細胞毒は、当該技術分野で利用可能なリンカー技術を使用して本発明の抗体に複合させ
得る。細胞毒を抗体に複合させるのに使用されているリンカー型の例は、限定されるもの
でないがヒドラゾン、チオエーテル、エステル、ジスルフィドおよびペプチド含有リンカ
ーを挙げることができる。例えばリソソーム区画内の低ｐＨによる切断に感受性、若しく
はカテプシン（例えばカテプシンＢ、Ｃ、Ｄ）のような腫瘍組織中で優先的に発現される
プロテアーゼのようなプロテアーゼによる切断に感受性であるリンカーを選ぶことができ
る。
【０１７０】
　サイトカインの型、リンカー、および抗体への治療薬の複合方法のさらなる論考につい
ては、Ｓａｉｔｏ，Ｇ．ら（２００３）Ａｄｖ．Ｄｒｕｇ　Ｄｅｌｉｖ．Ｒｅｖ．５５：
１９９－２１５；Ｔｒａｉｌ，Ｐ．Ａ．ら（２００３）Ｃａｎｃｅｒ　Ｉｍｍｕｎｏｌ．
Ｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒ．５２：３２８－３３７；Ｐａｙｎｅ，Ｇ．（２００３）Ｃａｎｃ
ｅｒ　Ｃｅｌｌ　３：２０７－２１２；Ａｌｌｅｎ，Ｔ．Ｍ．（２００２）Ｎａｔ．Ｒｅ
ｖ．Ｃａｎｃｅｒ　２：７５０－７６３；Ｐａｓｔａｎ，Ｉ．とＫｒｅｉｔｍａｎ，Ｒ．
Ｊ．（２００２）Ｃｕｒｒ．Ｏｐｉｎ．Ｉｎｖｅｓｔｉｇ．Ｄｒｕｇｓ　３：１０８９－
１０９１；Ｓｅｎｔｅｒ，Ｐ．Ｄ．とＳｐｒｉｎｇｅｒ，Ｃ．Ｊ．（２００１）Ａｄｖ．
Ｄｒｕｇ　Ｄｅｌｉｖ．Ｒｅｖ．５３：２４７－２６４もまた参照されたい。
【０１７１】
　本発明の抗体はまた、放射活性同位体に複合して、放射免疫複合体ともまた称される細
胞傷害性の放射性医薬品も生成させ得る。診断的若しくは治療的使用のため抗体に複合し
得る放射活性同位体の例は、限定されるものでないがヨウ素１３１、インジウム１１１、
イットリウム９０およびルテチウム１７７を挙げることができる。放射免疫複合体の製造
方法は当該技術分野で確立されている。ＺｅｖａｌｉｎＴＭ（ＩＤＥＣ　Ｐｈａｒｍａｃ
ｅｕｔｉｃａｌｓ）およびＢｅｘｘａｒＴＭ（Ｃｏｒｉｘａ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃ
ａｌｓ）を包含する放射免疫複合体の例は商業的に入手可能であり、そして、類似の方法
を使用して、本発明の抗体を使用する放射免疫複合体を製造し得る。
【０１７２】
　本発明の抗体複合体は所定の生物学的応答を改変するのに使用し得、そして、薬物部分
は古典的な化学的治療薬に制限されると解釈されるべきでない。例えば、薬物部分は所望
の生物学的活性を有するタンパク質若しくはポリペプチドでありうる。こうしたタンパク
質は、例えば、アブリン、リシンＡ、緑膿菌外毒素若しくはジフテリア毒素のような酵素
活性トキシン若しくはその活性フラグメント；腫瘍壊死因子若しくはインターフェロン－
γのようなタンパク質；または、例えばリンホカイン、インターロイキン－１（「ＩＬ－
１」）、インターロイキン－２（「ＩＬ－２」）、インターロイキン－６（「ＩＬ－６」
）、顆粒球マクロファージコロニー刺激因子（「ＧＭ－ＣＳＦ」）、顆粒球コロニー刺激
因子（「Ｇ－ＣＳＦ」）若しくは他の増殖因子のような生物学的反応修飾物質を包含しう
る。
【０１７３】
　こうした治療的部分を抗体に複合させるための技術は公知であり、例えば、Ｍｏｎｏｃ
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ｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　Ａｎｄ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｔｈｅｒａｐｙ、Ｒｅｉｓ
ｆｅｌｄら（編）中、Ａｒｎｏｎら、“Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　
Ｆｏｒ　Ｉｍｍｕｎｏｔａｒｇｅｔｉｎｇ　Ｏｆ　Ｄｒｕｇｓ　Ｉｎ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｔ
ｈｅｒａｐｙ”、ｐｐ．２４３－５６（Ａｌａｎ　Ｒ．Ｌｉｓｓ，Ｉｎｃ．１９８５）；
Ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ　Ｄｒｕｇ　Ｄｅｌｉｖｅｒｙ（第２版）、Ｒｏｂｉｎｓｏｎら（
編）中、Ｈｅｌｌｓｔｒｏｍら、“Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　Ｆｏｒ　Ｄｒｕｇ　Ｄｅｌｉ
ｖｅｒｙ”、ｐｐ．６２３－５３（Ｍａｒｃｅｌ　Ｄｅｋｋｅｒ，Ｉｎｃ．１９８７）；
Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　’８４：Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　Ａｎｄ
　Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ、Ｐｉｎｃｈｅｒａら（編）中、Ｔｈｏ
ｒｐｅ、“Ａｎｔｉｂｏｄｙ　Ｃａｒｒｉｅｒｓ　Ｏｆ　Ｃｙｔｏｔｏｘｉｃ　Ａｇｅｎ
ｔｓ　Ｉｎ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｔｈｅｒａｐｙ：Ａ　Ｒｅｖｉｅｗ”、ｐｐ．４７５－５０
６（１９８５）；Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　Ｆｏｒ　Ｃａｎｃｅｒ
　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　Ａｎｄ　Ｔｈｅｒａｐｙ、Ｂｏｌｄｗｉｎら（編）中、“Ａｎａ
ｌｙｓｉｓ，Ｒｅｓｕｌｔｓ　Ａｎｄ　Ｆｕｔｕｒｅ　Ｐｒｏｓｐｅｃｔｉｖｅ　Ｏｆ　
Ｔｈｅ　Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ　Ｕｓｅ　Ｏｆ　Ｒａｄｉｏｌａｂｅｌｅｄ　Ａｎｔｉ
ｂｏｄｙ　Ｉｎ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｔｈｅｒａｐｙ”、ｐｐ．３０３－１６（Ａｃａｄｅｍ
ｉｃ　Ｐｒｅｓｓ　１９８５）、およびＴｈｏｒｐｅら、“Ｔｈｅ　Ｐｒｅｐａｒａｔｉ
ｏｎ　Ａｎｄ　Ｃｙｔｏｔｏｘｉｃ　Ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ　Ｏｆ　Ａｎｔｉｂｏｄｙ－
Ｔｏｘｉｎ　Ｃｏｎｊｕｇａｔｅｓ”、Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｒｅｖ．、６２：１１９－５８
（１９８２）を参照されたい。
【０１７４】
二重特異性分子
　別の局面において、本発明は、本発明の抗ＣＤ６４抗体若しくはそのフラグメントを含
んでなる二重特異性分子を特徴とする。本発明の抗体、若しくはその抗原結合部分は、誘
導体化、または別の機能性分子、例えば別のペプチド若しくはタンパク質（例えば別の抗
体若しくは受容体のリガンド）に連結して、最低２種の異なる結合部位若しくは標的分子
に結合する二重特異性分子を生成させ得る。本発明の抗体は、事実、誘導体化、若しくは
１種以上の他の機能的分子に連結して、２種以上の異なる結合部位および／若しくは標的
分子に結合する多重特異性分子を生成することができ；こうした多重特異性分子もまた、
本明細書で使用されるところの「二重特異性分子」という用語により包含されることを意
図している。本発明の二重特異性分子を創製するために、本発明の抗体を、別の抗体、抗
体フラグメント、腫瘍特異的若しくは病原体特異的抗原、ペプチド若しくは結合模倣物の
ような１種若しくはそれ以上の他の結合分子に（例えば化学結合、遺伝子融合、非共有会
合若しくは別の方法により）機能的に連結し得、その結果二重特異性分子が生じる。
【０１７５】
　従って、本発明は、ＣＤ６４に対する特異性を有する最低１種の第一の結合分子、およ
び第二の標的エピトープに対する特異性を有する第二の結合分子を含んでなる二重特異性
分子を包含する。本発明の特定の一態様において、第二の結合分子は、標的細胞、例えば
腫瘍細胞若しくは病原体上の標的抗原に特異的な別の抗体若しくは抗体部分でありうる。
一例として、第二の結合分子は乳癌細胞を結合する抗Ｈｅｒ２／Ｎｅｕ抗体でありうる。
本発明の別の特定の態様において、第二の結合分子は標的受容体に特異的なリガンドであ
りうる。一例として、第二の結合分子は、腫瘍細胞上の上皮成長因子（ＥＧＦ）受容体を
結合するＥＧＦ若しくはＥＧＦの受容体結合部分でありうる。従って、本発明は、Ｆｃγ
ＲＩを発現するエフェクター細胞（例えば単球、マクロファージ若しくは樹状細胞、およ
び標的細胞の双方に結合することが可能な二重特異性分子を包含する。これらの二重特異
性分子はＣＤ６４を発現するエフェクター細胞の標的を、それに二重特異性分子が結合し
かつ標的を発現する細胞の食作用、抗体依存性の細胞媒介性の細胞傷害性（ＡＤＣＣ）、
サイトカイン放出若しくはスーパーオキシドアニオンの生成のようなＦｃ受容体媒介性の
エフェクター細胞活性を誘発する標的分子を発現する標的細胞に向ける。
【０１７６】
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　二重特異性分子が多重特異性である本発明の一態様において、該分子は、抗Ｆｃ結合特
異性および抗ＣＤ６４結合特異性に加え、第三の結合特異性をさらに包含し得る。一態様
において、第三の結合特異性は、抗増強因子（ａｎｔｉ－ｅｎｈａｎｃｅｍｅｎｔ　ｆａ
ｃｔｏｒ）（ＥＦ）部分、例えば細胞傷害活性に関与する表面タンパク質に結合しかつそ
れにより標的細胞に対する免疫応答を増大させる分子である。「抗増強因子部分」は、抗
体、機能的抗体フラグメント、または所定の分子、例えば抗原若しくは受容体に結合しそ
してそれによりＦｃ受容体若しくは標的細胞抗原の結合決定子の効果の増強をもたらすリ
ガンドであり得る。「抗増強因子部分」はＦｃ受容体若しくは標的細胞抗原を結合しうる
。あるいは、抗増強因子部分は、第一および第二の結合特異性が結合する実体と異なる実
体に結合し得る。例えば、抗増強因子部分は、細胞傷害性Ｔ細胞を（例えば、ＣＤ２、Ｃ
Ｄ３、ＣＤ８、ＣＤ２８、ＣＤ４、ＣＤ４０、ＩＣＡＭ－１、若しくは標的細胞に対する
増大された免疫応答をもたらす他の免疫細胞を介して）結合し得る。
【０１７７】
　一態様において、本発明の二重特異性分子は、結合特異性として最低１種の抗体、また
は例えばＦａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ（ａｂ’）２、Ｆｖ若しくは一本鎖Ｆｖを包含するその抗
体フラグメントを含んでなる。抗体はまた、Ｌ鎖若しくはＨ鎖二量体、またはＦｖ、若し
くはＬａｄｎｅｒら　米国特許第４，９４６，７７８号明細書（その内容は引用すること
により明らかに組み込まれる）に記述されるところの一本鎖構築物のようなそれらのいず
れかの最小フラグメントでもありうる。
【０１７８】
　一態様において、Ｆｃγ受容体（例えば本発明の抗ＣＤ６４抗体）の結合特異性は、そ
の結合がヒト免疫グロブリンＧ（ＩｇＧ）により阻害されないモノクローナル抗体により
提供される。
【０１７９】
　ヒトモノクローナル抗体が好ましい一方、本発明の二重特異性分子で使用し得る他の抗
体は、ネズミ、キメラおよびヒト化モノクローナル抗体である。
【０１８０】
　本発明の二重特異性分子は、構成的結合特異性、例えば抗ＣＤ６４結合特異性、および
抗標的細胞結合特異性を、当該技術分野で既知の方法を使用して複合させることにより製
造し得る。例えば、二重特異性分子の各結合特異性を別個に生成させ得、そしてその後相
互に複合させ得る。結合特異性がタンパク質若しくはペプチドである場合、多様なカップ
リング若しくは架橋剤を共有複合に使用し得る。架橋剤の例は、プロテインＡ、カルボジ
イミド、Ｎ－スクシンイミジル－Ｓ－アセチルチオアセテート（ＳＡＴＡ）、５，５’－
ジチオビス（２－ニトロ安息香酸）（ＤＴＮＢ）、ｏ－フェニレンジマレイミド（ｏＰＤ
Ｍ）、Ｎ－スクシンイミジル－３－（２－ピリジルジチオ）プロピオネート（ＳＰＤＰ）
および４－（Ｎ－マレイミドメチル）シクロヘキサン－１－カルボン酸スルホスクシンイ
ミジル（ｓｕｌｆｏ－ＳＭＣＣ）を包含する（例えば、Ｋａｒｐｏｖｓｋｙら（１９８４
）Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．１６０：１６８６；Ｌｉｕ，ＭＡら（１９８５）Ｐｒｏｃ．Ｎａ
ｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８２：８６４８を参照されたい）。他の方法は、Ｐａ
ｕｌｕｓ（１９８５）Ｂｅｈｒｉｎｇ　Ｉｎｓ．Ｍｉｔｔ．Ｎｏ．７８、１１８－１３２
；Ｂｒｅｎｎａｎら（１９８５）Ｓｃｉｅｎｃｅ　２２９：８１－８３）、およびＧｌｅ
ｎｎｉｅら（１９８７）Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１３９：２３６７－２３７５）に記述され
るものを包含する。好ましい複合剤は、双方ともＰｉｅｒｃｅ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏ
．（イリノイ州ロックフォード）から入手可能なＳＡＴＡおよびｓｕｌｆｏ－ＳＭＣＣで
ある。
【０１８１】
　結合特異性が抗体である場合、それらは２本のＨ鎖のＣ末端ヒンジ領域のスルフヒドリ
ル結合を介して複合し得る。とりわけ好ましい一態様において、ヒンジ領域は複合前に奇
数のスルフヒドリル残基（好ましくは１個）を含有するように改変する。
【０１８２】
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　あるいは、双方の結合特異性を同一ベクターにコードさせ得、そして同一宿主中で発現
かつ集成し得る。この方法は、二重特異性分子がｍＡｂ×ｍＡｂ、ｍＡｂ×Ｆａｂ、Ｆａ
ｂ×Ｆ（ａｂ’）２若しくはリガンド×Ｆａｂ融合タンパク質である場合にとりわけ有用
である。本発明の二重特異性分子は、１種の一本鎖抗体および１個の結合決定子を含んで
なる一本鎖分子、若しくは２個の結合決定子を含んでなる一本鎖二重特異性分子であり得
る。二重特異性分子は最低２種の一本鎖分子を含みうる。二重特異性分子の製造方法は、
例えば、米国特許第５，２６０，２０３号；米国特許第５，４５５，０３０号；米国特許
第４，８８１，１７５号；米国特許第５，１３２，４０５号；米国特許第５，０９１，５
１３号；米国特許第５，４７６，７８６号；米国特許第５，０１３，６５３号；米国特許
第５，２５８，４９８号；および米国特許第５，４８２，８５８号明細書に記述されてい
る。
【０１８３】
　それらの特異的標的への二重特異性分子の結合は、例えば、酵素結合免疫測定法（ＥＬ
ＩＳＡ）、ラジオイムノアッセイ（ＲＩＡ）、ＦＡＣＳ分析、バイオアッセイ（例えば増
殖阻害）若しくはウエスタンブロットアッセイにより確認し得る。これらのアッセイのそ
れぞれは、一般に、目的の複合体に特異的な標識試薬（例えば抗体）を使用することによ
り特定の目的のタンパク質－抗体複合体の存在を検出する。例えば、ＦｃＲ－抗体複合体
は、例えば、抗体－ＦｃＲ複合体を認識しかつそれらに特異的に結合する酵素が結合され
た抗体若しくは抗体フラグメントを使用して検出し得る。あるいは、複合体は多様な他の
イムノアッセイのいずれかを使用して検出し得る。例えば、抗体を放射活性標識しかつラ
ジオイムノアッセイ（ＲＩＡ）で使用し得る（例えば、Ｗｅｉｎｔｒａｕｂ，Ｂ．、Ｐｒ
ｉｎｃｉｐｌｅｓ　ｏｆ　Ｒａｄｉｏｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙｓ、Ｓｅｖｅｎｔｈ　Ｔｒ
ａｉｎｉｎｇ　Ｃｏｕｒｓｅ　ｏｎ　Ｒａｄｉｏｌｉｇａｎｄ　Ａｓｓａｙ　Ｔｅｃｈｎ
ｉｑｕｅｓ、Ｔｈｅ　Ｅｎｄｏｃｒｉｎｅ　Ｓｏｃｉｅｔｙ、Ｍａｒｃｈ　１９８６（引
用することにより本明細書に組み込まれる）を参照されたい）。放射活性同位体は、ガン
マカウンター若しくはシンチレーションカウンターの使用のような手段またはオートラジ
オグラフィーにより検出し得る。
【０１８４】
抗体ワクチン複合体
　本発明は、さらに、腫瘍若しくはウイルス抗原のような１種若しくはそれ以上の抗原に
連結されてワクチン複合体を形成する、１種若しくはそれ以上のヒト抗ＣＤ６４抗体（若
しくはそれらのフラグメント）を包含する多様な治療的複合物を提供する。これは、プロ
セシング、提示、および究極的には抗原（１種若しくは複数）に対する免疫応答を高める
ための、ＣＤ６４を発現する免疫細胞、とりわけ抗原提示細胞（ＡＰＣ）への多様な抗原
のターゲッティングを見込む。
【０１８５】
　本発明の抗体－抗原ワクチン複合体は、遺伝子的若しくは化学的を包含するいずれの実
務的方法論を使用しても作成し得る。いずれの場合も、複合体の抗体部分は、抗体全体、
またはＦａｂフラグメント若しくは一本鎖Ｆｖのような抗体の一部分よりなりうる。加え
て、１種以上の抗原を単一の抗体構築物に付加し得る。
【０１８６】
　遺伝子的に構築した抗ＣＤ６４抗体－抗原複合物（例えば単一の組換え融合タンパク質
として発現されるもの）は、最適な抗原を多様な位置で抗体に連結することにより作成し
得る。例えば、抗原はヒト抗体Ｈ鎖のＣＨ３ドメインの端に融合し得る。抗原はまた、Ｆ
ａｂ融合構築物中で抗体Ｈ鎖のヒンジ領域で、若しくは、一本鎖の融合構築物（ＳｃＦｖ
構築物）中に可変ＬおよびＨ鎖（ＶＨおよびＶＬ）をもつ配列にも融合し得る。あるいは
、抗原は抗体Ｈ鎖の代わりに抗体Ｌ鎖に融合し得る。
【０１８７】
　化学的に構築される抗体－抗原複合物は、多様な公知のかつ容易に入手可能な架橋試薬
を使用して作成し得る。これらの架橋試薬は、抗ＣＤ６４抗体および選択された抗原上の
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多様な反応性アミノ酸若しくは炭水化物側鎖と共有結合を形成する、ＳＰＤＰ、ＳＡＴＡ
、ＳＭＣＣ、ＤＴＮＢのようなホモ官能性若しくはヘテロ官能性化合物であり得る。
【０１８８】
　クローン化かつ発現若しくは精製され得るいかなる抗原も、本発明の抗体－抗原ワクチ
ン複合体での使用に選択し得る。こうした抗原を得るための技術は当該技術分野で公知で
ある。例えば、腫瘍関連抗原は癌細胞から直接精製し得、そしてタンデム質量分析のよう
な物理化学的技術により同定し得る。あるいは、腫瘍特異的Ｔ細胞クローンを、抗原を発
現するクローンを単離するためにプラスミドＤＮＡクローンでトランスフェクトされるこ
とにより抗原を獲得した抗原陰性細胞に対し試験し得る。合成ペプチドをその後構築して
、抗原部位すなわちエピトープを正確に同定し得る。
【０１８９】
　本発明の抗体－抗原複合物の大きな一利点は、強い免疫応答をワクチンから迅速に導き
出してそれによりワクチン接種の有効性を向上させるそれらの能力である。従って、それ
に対し免疫応答が保護的若しくは治療的である感染性疾患抗原および腫瘍抗原を、抗体６
１１のような本発明のヒト抗ＣＤ６４抗体に複合させて、高度に有効なワクチンを形成さ
せ得る。感染性疾患抗原の例は、限定されるものでないが、ウイルスタンパク質、細菌タ
ンパク質および炭水化物、真菌タンパク質および炭水化物を挙げることができる。
【０１９０】
　本発明の抗体－抗原複合物はまた、旅行の間に若しくは細菌戦により遭遇されうる感染
性生物体およびそれらの毒素に対するワクチン接種の有効性を向上させるのにも使用し得
る。こうした抗原の例は、例えば炭疽菌抗原、ボツリヌス毒素、マラリア抗原、ウマ脳炎
およびペスト菌（Ｙ．ｐｅｓｔｉｓ）抗原を包含する。
【０１９１】
　本発明の抗体－抗原複合物での使用のための他の適する抗原は、癌の予防若しくは処置
のための腫瘍関連抗原を包含する。腫瘍関連抗原の例は、限定されるものでないが、ガス
トリン放出ペプチド受容体抗原（ＧＲＰ）、ムチン抗原、上皮成長因子受容体（ＥＧＦ－
Ｒ）、ＨＥＲ２／ｎｅｕ、ＨＥＲ３、ＨＥＲ４、ＣＤ２０、ＣＤ３０、ＰＳＭＡ、癌胎児
性抗原（ＣＥＡ）、Ｐｍｅｌ１７、β－ヒト絨毛性ゴナドトロピン（βＨＣＧ）、α－フ
ェトプロテイン（ＡＦＰ）、ｇｐ１００、ＭＡＲＴ１、ＴＲＰ－２、ｍｅｌａｎ－Ａ、Ｎ
Ｙ－ＥＳＯ－１、ＭＮ（ｇｐ２５０）イディオタイプ、ＭＡＧＥ抗原、例えばＭＡＧＥ－
１およびＭＡＧＥ－３、ＳＡＲＴ抗原、チロシナーゼ、テロメラーゼ、ＴＡＧ－７２抗原
ならびにＭＵＣ－１抗原を挙げることができる。腫瘍関連抗原は、血液型抗原、例えばＬ
ｅａ、Ｌｅｂ、ＬｅＸ、ＬｅＹ、Ｈ－２、Ｂ－１、Ｂ－２抗原もまた包含する。別の好ま
しい態様において、１種以上の抗原が単一の抗ＣＤ６４抗体構築物に融合される。例えば
、ＭＡＧＥ抗原は、ＧＭ－ＣＳＦ若しくはＩＬ－１２のようなアジュバントと一緒に、メ
ラニンＡ、チロシナーゼおよびｇｐ１００のような他の抗原と組合せ得、そして抗ＣＤ６
４抗体構築物、例えば６１１に融合し得る。
【０１９２】
　他の適する抗原は、ウイルス性疾患の予防若しくは処置のためのウイルス抗原を包含す
る。ウイルス抗原の例は、限定されるものでないが、ＨＩＶ－１　ｇａｇ、ＨＩＶ－１　
ｅｎｖ、ＨＩＶ－１　ｎｅｆ、ＨＢＶコア、ＦＡＳ、ＨＳＶ－１、ＨＳＶ－２、ｐ１７、
ＨＴＬＶ、ＦＥＬＶ、ＯＲＦ２およびＯＲＦ３抗原を挙げることができる。別の好ましい
態様において、選択される抗原は、限定されるものでないがｇｐ１００若しくはＰｍｅｌ
１７を挙げることができる黒色腫特異的抗原である。別の好ましい態様において、選択さ
れる抗原は、原生動物特異的抗原、例えば真菌抗原（例えばカンジダ　アルビカンス（Ｃ
ａｎｄｉｄａ　ａｌｂｉｃａｎｓ））である。なお別の態様において、選択される抗原は
、限定されるものでないが、トキソプラズマ（Ｔｏｘｏｐｌａｓｍａ　ｇｏｎｄｉｉ）若
しくは梅毒トレポネーマ（Ｔｒｅｐｏｎｅｍａ　ｐａｌｌｉｄｕｍ）を挙げることができ
る細菌抗原である。本発明の抗体－細菌抗原複合物は、炭疽菌、ボツリヌス、破傷風、ク
ラミジア、コレラ、ジフテリア、ライム病、梅毒および結核のような多様な細菌性疾患の
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処置若しくは予防においてであり得る（例えば、黄色ブドウ球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｌｏ
ｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ）、溶血性連鎖球菌（Ｓｔｒｅｏｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｈｅｍｏｌ
ｙｔｉｃｕｓ）およびヒト結核菌（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｔｕｂｅｒｃｕｌｓｉ
ｓ））。
【０１９３】
製薬学的組成物
　別の局面において、本発明は、製薬学的に許容できる担体と一緒に処方された本発明の
モノクローナル抗体若しくはそれらの抗原結合部分（１個若しくは複数）の１種若しくは
組合せを含有する組成物、例えば製薬学的組成物を提供する。こうした組成物は、本発明
の（例えば２種若しくはそれ以上の異なる）抗体若しくは免疫複合体若しくは二重特異性
分子の１種若しくは組合せを包含しうる。例えば、本発明の製薬学的組成物は、標的抗原
上の多様なエピトープに結合する、若しくは相補的活性を有する抗体（または免疫複合体
若しくは二重特異性物（ｂｉｓｐｅｃｉｆｉｃｓ））の組合せを含み得る。
【０１９４】
　本発明の製薬学的組成物はまた、併用療法で、すなわち他剤と組合せても投与し得る。
例えば、併用療法は、最低１種の他の抗炎症若しくは免疫抑制剤と組合せた本発明の抗Ｃ
Ｄ６４抗体を包含し得る。併用療法で使用し得る治療薬の例は、下の本発明の抗体の用途
に関する節により詳細に記述されている。
【０１９５】
　本明細書で使用されるところの「製薬学的に許容できる担体」は、生理学的に適合性で
あるいずれかおよび全部の溶媒、分散媒、コーティング、抗菌および抗真菌薬、等張およ
び吸収遅延剤などを包含する。好ましくは、担体は、（例えば注入（ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ
）若しくは注入（ｉｎｆｕｓｉｏｎ）による）静脈内、筋肉内、皮下、非経口、脊髄若し
くは表皮投与に適する。投与経路に依存して、有効成分、すなわち抗体、免疫複合体若し
くは二重特異性分子は、化合物を不活性化しうる酸および他の天然の条件の作用から化合
物を保護するため物質中に被覆されうる。
【０１９６】
　本発明の製薬学的化合物は１種若しくはそれ以上の製薬学的に許容できる塩を包含しう
る。「製薬学的に許容できる塩」は、親化合物の所望の生物学的活性を保持しかついかな
る望ましくない毒物学的影響も与えない塩を指す（例えばＢｅｒｇｅ，Ｓ．Ｍ．ら（１９
７７）Ｊ．Ｐｈａｒｍ．Ｓｃｉ．６６：１－１９を参照されたい）。こうした塩の例は酸
付加塩および塩基付加塩を包含する。酸付加塩は、塩酸、硝酸、リン酸、硫酸、臭化水素
酸、ヨウ化水素酸、亜リン酸などのような非毒性の無機酸、ならびに脂肪族モノおよびジ
カルボン酸、フェニル置換アルカン酸、ヒドロキシアルカン酸、芳香族酸、脂肪族および
芳香族スルホン酸などのような非毒性の有機酸由来のものを包含する。塩基付加塩は、ナ
トリウム、カリウム、マグネシウム、カルシウムなどのようなアルカリ土類金属、ならび
にＮ，Ｎ’－ジベンジルエチレンジアミン、Ｎ－メチルグルカミン、クロロプロカイン、
コリン、ジエタノールアミン、エチレンジアミン、プロカインなどのような非毒性の有機
アミン由来のものを包含する。
【０１９７】
　本発明の製薬学的組成物は、製薬学的に許容できる抗酸化剤もまた包含しうる。製薬学
的に許容できる抗酸化剤の例は：（１）アスコルビン酸、システイン塩酸塩、重硫酸ナト
リウム、メタ重亜硫酸ナトリウム、亜硫酸ナトリウムなどのような水溶性抗酸化剤；（２
）アスコルビルパルミテート、ブチル化ヒドロキシアニソール（ＢＨＡ）、ブチル化ヒド
ロキシトルエン（ＢＨＴ）、レシチン、没食子酸プロピル、α－トコフェロールなどのよ
うな油溶性抗酸化剤、および（３）クエン酸、エチレンジアミン四酢酸（ＥＤＴＡ）、ソ
ルビトール、酒石酸、リン酸などの金属キレート剤を包含する。
【０１９８】
　本発明の製薬学的組成物で使用しうる適する水性および非水性担体の例は、水、エタノ
ール、多価アルコール（グリセロール、プロピレングリコール、ポリエチレングリコール
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などのような）、およびそれらの適する混合物、オリーブ油のような植物油、ならびにエ
チルオレエートのような注入可能な有機エステルを包含する。適正な流動性は、例えば、
レシチンのようなコーティング物質の使用、分散剤の場合は必要とされる粒子径の維持、
および界面活性剤の使用により維持し得る。
【０１９９】
　これらの組成物は、保存剤、湿潤剤、乳化剤および分散助剤のような補助物質もまた含
有しうる。微生物の存在の予防は、滅菌処置、上記、ならびに多様な抗菌および抗真菌薬
、例えばパラベン、クロロブタノール、フェノールソルビン酸などの包含の双方により確
実にしうる。糖、塩化ナトリウムなどのような等張剤を組成物に包含することもまた望ま
しいことができる。加えて、注入可能な製薬学的形態の持続吸収は、モノステアリン酸ア
ルミニウムおよびゼラチンのような吸収を遅延させる剤の包含によりもたらされうる。
【０２００】
　製薬学的に許容できる担体は、滅菌の水性溶液若しくは懸濁剤、および滅菌の注入可能
な溶液若しくは分散剤の即座の調製のための滅菌粉末を包含する。製薬学的有効成分のた
めのこうした媒体および剤の使用は当該技術分野で既知である。いずれかの慣習的媒体若
しくは剤が有効成分と不適合性である場合を除き、本発明の製薬学的組成物中でのそれら
の使用を企図している。補助的有効成分もまた組成物中に組み込み得る。
【０２０１】
　治療的組成物は、典型的には無菌でありかつ製造および貯蔵の条件下で安定でなければ
ならない。組成物は、溶液、マイクロエマルション、リポソーム、若しくは高薬物濃度に
適する他の規則的構造として処方し得る。担体は、例えば水、エタノール、多価アルコー
ル（例えばグリセロール、プロピレングリコールおよび液体ポリエチレングリコールなど
）ならびにそれらの適する混合物を含有する溶媒若しくは分散媒であり得る。適正な流動
性は、例えば、レシチンのようなコーティングの使用、分散剤の場合は必要とされる粒子
径の維持、および界面活性剤の使用により維持し得る。多くの場合、等張剤、例えば糖、
マンニトール、ソルビトールのような多価アルコール、若しくは塩化ナトリウムを組成物
中に包含することが好ましいことができる。注入可能な組成物の持続吸収は、吸収を遅延
させる剤、例えばモノステアリン酸塩およびゼラチンを組成物中に包含することによりも
たらされ得る。
【０２０２】
　滅菌の注入可能な溶液は、必要な量の有効成分を、必要とされるところの上で挙げられ
た成分の１種若しくは組合せと適切な溶媒中に組み込むこと、次いで滅菌精密濾過により
製造し得る。一般に、分散剤は、基本的分散媒および上で挙げられた成分からの必要とさ
れる他の成分を含有する滅菌ベヒクル中に、有効成分を組み込むことにより製造する。滅
菌の注入可能な溶液の製造のための滅菌粉末の場合、好ましい製造方法は、その以前に滅
菌濾過した溶液から有効成分およびいかなる付加的な所望の成分の粉末も生じる真空乾燥
および凍結乾燥（ｆｒｅｅｚｅ－ｄｒｙｉｎｇ）（凍結乾燥（ｌｙｏｐｈｉｌｉｚａｔｉ
ｏｎ））である。
【０２０３】
　単一の投薬形態物を製造するため担体物質と組合せ得る有効成分の量は、処置されてい
る被験体および特定の投与様式に依存して変動することができる。単一の投薬形態物を製
造するため担体物質と組合せ得る有効成分の量は、一般に、治療効果を生じさせる組成物
の量であることができる。一般に、１００パーセントのうち、この量は、約０．０１パー
セントから約９９パーセントまでの有効成分、好ましくは約０．１パーセントから約７０
パーセントまで、最も好ましくは約１パーセントから約３０パーセントまでの、製薬学的
に許容できる担体と組合せの有効成分の範囲にわたることができる。
【０２０４】
　投薬レジメンは最適の所望の応答（例えば治療応答）を提供するように調節される。例
えば、単回ボーラスを投与しても、数回の分割された用量を長時間にわたり投与しても、
または、用量を治療状況の緊急の要件により示されるとおり比例して減少若しくは増大し
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てもよい。非経口組成物を、投与の容易さおよび投薬量の均一性のため、投薬単位形態物
に処方することがとりわけ有利である。本明細書で使用されるところの投薬単位形態物は
、処置されるべき被験体の単位投薬量として適する物理的に別個の単位を指し；各単位は
、必要とされる製薬学的担体とともに所望の治療効果を生じるよう計算された、予め決め
られた量の有効成分を含有する。本発明の投薬単位形態物の仕様は、（ａ）有効成分の独
特の特徴および達成されるべき特定の治療効果、ならびに（ｂ）個体の感受性の処置のた
めの有効成分のような調合の技術分野に固有の制限により支配され、かつ、それらに直接
依存する。
【０２０５】
　抗体の投与のため、投薬量は、約０．０００１から１００ｍｇ／ｋｇまで、およびより
通常は０．０１ないし５ｍｇ／ｋｇ宿主体重の範囲にわたる。例えば、投薬量は、０．３
ｍｇ／ｋｇ体重、１ｍｇ／ｋｇ体重、３ｍｇ／ｋｇ体重、５ｍｇ／ｋｇ体重若しくは１０
ｍｇ／ｋｇ体重、または１～１０ｍｇ／ｋｇの範囲内であり得る。例示的処置レジメンは
、週あたり１回、２週ごとに１回、３週ごとに１回、４週ごとに１回、月１回、３か月ご
とに１回若しくは３ないし６か月ごとに１回の投与を必要とする。本発明の抗ＣＤ６４抗
体に好ましい投薬レジメンは、静脈内投与を介しての１ｍｇ／ｋｇ体重若しくは３ｍｇ／
ｋｇ体重を包含し、抗体は以下の投与スケジュール、すなわち（ｉ）６投薬量について４
週ごと、その後３か月ごと；（ｉｉ）３週ごと；（ｉｉｉ）３ｍｇ／ｋｇ体重を１回、次
いで３週ごとに１ｍｇ／ｋｇ体重の１つを使用して与える。
【０２０６】
　いくつかの方法において、異なる結合特異性をもつ２種若しくはそれ以上のモノクロー
ナル抗体を同時に投与し、この場合は投与される各抗体の投薬量は示される範囲内にある
。抗体は通常複数の機会に投与される。単一投薬量の間の間隔は、例えば、週、月、３か
月若しくは年であり得る。間隔はまた、患者における標的抗原に対する抗体の血中濃度を
測定することにより示されるように不定期でもあり得る。いくつかの方法において、投薬
量は約１～１０００μｇ／ｍｌ、およびいくつかの方法においては約２５～３００μｇ／
ｍｌの血漿抗体濃度を達成するよう調節される。
【０２０７】
　あるいは、抗体は除放性製剤として投与し得、その場合にはより少なく頻繁な投与が必
要とされる。投薬量および頻度は患者における抗体の半減期に依存して変動する。一般に
、ヒト抗体は最長の半減期を示し、次いでヒト化抗体、キメラ抗体およびヒト以外の抗体
である。投薬量および投与の頻度は、処置が予防的であるか若しくは治療的であるかどう
かに依存して変動し得る。予防的用途においては、相対的に低投薬量を長期間にわたり比
較的頻繁でない間隔で投与する。若干の患者は彼らの生涯の残りの間、処置を受領し続け
る。治療的用途においては、比較的短い間隔での比較的高投薬量が、疾患の進行が低下若
しくは終了されるまで、および好ましくは患者が疾患の症状の部分的若しくは完全な改善
を示すまで、ときに必要とされる。その後は患者に予防的レジメンを投与し得る。
【０２０８】
　本発明の製薬学的組成物中の有効成分の実際の投薬量レベルは、患者に対し毒性である
ことなく、特定の患者、組成物および投与様式について所望の治療応答を達成するのに有
効である有効成分の量を得るように変動させうる。選択される投薬量レベルは、医学の技
術分野で公知の、使用される本発明の特定の組成物、またはそれらのエステル、塩若しく
はアミドの活性、投与経路、投与時間、使用されている特定の化合物の排泄速度、処置の
持続期間、使用される特定の組成物とともに使用される他の薬物、化合物および／若しく
は物質、処置されている患者の齢、性別、重量、状態、全身の健康状態および以前の病歴
ならびに類似の因子を包含する多様な薬物動態因子に依存することができる。
【０２０９】
　本発明の抗ＣＤ６４抗体の「治療上有効な投薬量」は、好ましくは、疾患の症状の重症
度の低下、疾患の症状のない期間の頻度および持続期間の増大、若しくは疾患の苦痛によ
る機能的障害若しくは身体障害の予防をもたらす。例えば、癌性腫瘍の処置のため、「治
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療上有効な投薬量」は、好ましくは、細胞増殖若しくは腫瘍の増殖を未処置の被験体に関
して最低約２０％、より好ましくは最低約４０％、なおより好ましくは最低約６０％、お
よびなおより好ましくは最低約８０％阻害する。腫瘍の増殖を阻害する化合物の能力は、
ヒト腫瘍における有効性を予測する動物モデル系で評価し得る。あるいは、組成物のこの
特性は、化合物の阻害する能力を検査することにより評価し得、こうしたｉｎ　ｖｉｔｒ
ｏの阻害を当業者に既知のアッセイにより。治療上有効な量の治療的化合物は、腫瘍の大
きさを減少させ得るか、若しくは被験体における症状を別の方法で改善し得る。当業者は
、被験体の大きさ、被験体の症状の重症度、および特定の組成物若しくは選択された投与
経路のような因子に基づき、こうした量を決定することが可能であろう。
【０２１０】
　本発明の組成物は、当該技術分野で既知の多様な方法の１種若しくはそれ以上を使用し
て、１種若しくはそれ以上の投与経路を介して投与し得る。当業者により認識されるであ
ろうとおり、投与の経路および／若しくは様式は所望の結果に依存して変動することがで
きる。本発明の抗体に好ましい投与経路は、例えば注入（ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ）若しくは
注入（ｉｎｆｕｓｉｏｎ）による静脈内、筋肉内、皮内、腹腔内、皮下、脊髄若しくは他
の非経口投与経路を包含する。本明細書で使用されるところの「非経口投与」という句は
、通常は注入による腸および局所投与以外の投与様式を意味しており、そして、制限なし
に、静脈内、筋肉内、動脈内、硬膜下腔内、嚢内、眼窩内、心内、皮内、腹腔内、気管内
、皮下、表皮下、関節内、皮膜下、クモ膜下、脊髄内、硬膜外および胸骨内注入（ｉｎｊ
ｅｃｔｉｏｎ）および注入（ｉｎｆｕｓｉｏｎ）を包含する。
【０２１１】
　あるいは、本発明の抗体は、局所、表皮若しくは粘膜投与経路のような非腸管外経路を
介して、例えば鼻内で、経口で、膣で、直腸で、舌下で若しくは局所で投与し得る。
【０２１２】
　有効成分は、植込物、経皮貼付剤および微小被包化送達系を包含する制御放出製剤のよ
うな、迅速な放出に対して化合物を保護することができる担体とともに調製し得る。エチ
レンビニルアセテート、ポリ無水物、ポリグリコール酸、コラーゲン、ポリオルトエステ
ルおよびポリ乳酸のような生物分解可能な生物適合性ポリマーを使用し得る。こうした製
剤の多くの製造方法は特許を受けているか若しくは当業者に公知である。例えば、Ｓｕｓ
ｔａｉｎｅｄ　ａｎｄ　Ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ　Ｒｅｌｅａｓｅ　Ｄｒｕｇ　Ｄｅｌｉｖ
ｅｒｙ　Ｓｙｓｔｅｍｓ、Ｊ．Ｒ．Ｒｏｂｉｎｓｏｎ編、Ｍａｒｃｅｌ　Ｄｅｋｋｅｒ，
Ｉｎｃ．、ニューヨーク、１９７８を参照されたい。
【０２１３】
　治療的組成物は、当該技術分野で既知の医療用具を用いて投与し得る。例えば、好まし
い一態様において、本発明の治療的組成物は、米国特許第５，３９９，１６３号；同第５
，３８３，８５１号；同第５，３１２，３３５号；同第５，０６４，４１３号；同第４，
９４１，８８０号；同第４，７９０，８２４号；若しくは同第４，５９６，５５６号に開
示される装置のような無針注入装置で投与し得る。本発明で有用な公知の植込物およびモ
ジュールの例は：制御された速度で医薬品を分注するための植込可能な微量注入ポンプを
開示する米国特許第４，４８７，６０３号明細書；皮膚を通して医薬品を投与するための
治療装置を開示する米国特許第４，４８６，１９４号明細書；正確な注入速度で医薬品を
送達するための医薬品注入ポンプを開示する米国特許第４，４４７，２３３号明細書；連
続的薬物送達のための可変流量の植込可能な注入装置を開示する米国特許第４，４４７，
２２４号明細書；多室区画を有する浸透圧薬物送達系を開示する米国特許第４，４３９，
１９６号明細書；および浸透圧薬物送達系を開示する米国特許第４，４７５，１９６号明
細書を包含する。多くの他のこうした植込物、送達系およびモジュールが当業者に既知で
ある。
【０２１４】
　ある態様において、本発明のヒトモノクローナル抗体は、ｉｎ　ｖｉｖｏでの適正な分
布を確実にするように処方し得る。例えば、血液脳関門（ＢＢＢ）は多くの高度に親水性
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の化合物を排除する。本発明の治療的化合物がＢＢＢを横断することを確実にするために
（所望の場合）、それらは例えばリポソーム中に処方し得る。リポソームの製造方法につ
いては、例えば米国特許第４，５２２，８１１号；同第５，３７４，５４８号；および同
第５，３９９，３３１号明細書を参照されたい。リポソームは、特定の細胞若しくは器官
中に選択的に輸送されて従って標的薬物送達を高める１個若しくはそれ以上の部分を含み
うる（例えばＶ．Ｖ．Ｒａｎａｄｅ（１９８９）Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｐｈａｒｍａｃｏｌ．２
９：６８５を参照されたい）。例示的ターゲッティング部分は、葉酸若しくはビオチン（
例えばＬｏｗらへの米国特許第５，４１６，０１６号明細書を参照されたい）；マンノシ
ド（Ｕｍｅｚａｗａら、（１９８８）Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ｒｅｓ．Ｃｏｍ
ｍｕｎ．１５３：１０３８）；抗体（Ｐ．Ｇ．Ｂｌｏｅｍａｎら（１９９５）ＦＥＢＳ　
Ｌｅｔｔ．３５７：１４０；Ｍ．Ｏｗａｉｓら（１９９５）Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂ．Ａｇ
ｅｎｔｓ　Ｃｈｅｍｏｔｈｅｒ．３９：１８０）；界面活性剤プロテインＡ受容体（Ｂｒ
ｉｓｃｏｅら（１９９５）Ａｍ．Ｊ．Ｐｈｙｓｉｏｌ．１２３３：１３４）；ｐ１２０（
Ｓｃｈｒｅｉｅｒら（１９９４）Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２６９：９０９０を参照され
たい）を包含し；Ｋ．Ｋｅｉｎａｎｅｎ；Ｍ．Ｌ．Ｌａｕｋｋａｎｅｎ（１９９４）ＦＥ
ＢＳ　Ｌｅｔｔ．３４６：１２３；Ｊ．Ｊ．Ｋｉｌｌｉｏｎ；Ｉ．Ｊ．Ｆｉｄｌｅｒ（１
９９４）Ｉｍｍｕｎｏｍｅｔｈｏｄｓ　４：２７３もまた参照されたい。
【０２１５】
本発明の用途および方法
　本発明のヒト抗体、抗体組成物および方法は、ＣＤ６４に媒介される障害の診断および
処置を伴う無数のｉｎ　ｖｉｔｒｏおよびｉｎ　ｖｉｖｏの診断的および治療的利用性を
有する。例えば、これらの分子は、多様な障害を処置、予防および診断するために、例え
ばｉｎ　ｖｉｔｒｏ若しくはｅｘ　ｖｉｖｏの培養物中の細胞、または例えばｉｎ　ｖｉ
ｖｏでヒト被験体に投与し得る。本明細書で使用されるところの「被験体」という用語は
ヒトおよびヒト以外の動物を包含することを意図している。ヒト以外の動物は全部の脊椎
動物、例えば、ヒト以外の霊長類、ヒツジ、イヌ、ネコ、ウシ、ウマ、ニワトリ、両生類
および爬虫類のような哺乳動物および哺乳動物以外を包含する。ＣＤ６４に対する抗体を
別の剤と一緒に投与する場合、該二者は順番に若しくは同時にのいずれでも投与し得る。
【０２１６】
　ｉｎ　ｖｉｖｏおよびｉｎ　ｖｉｔｒｏの本発明の抗体組成物（例えばヒトモノクロー
ナル抗体、多重特異性および二重特異性分子、免疫複合体若しくはワクチン）の適する投
与経路は当該技術分野で公知であり、そして当業者により選択され得る。例えば、抗体組
成物は注入（例えば静脈内若しくは皮下）により投与し得る。使用される分子の適する投
薬量は、被験体の齢および重量、ならびに抗体組成物の濃度および／若しくは製剤に依存
することができる。
【０２１７】
検出方法
　一態様において、本発明の抗体（例えばヒトモノクローナル抗体、多重特異性および二
重特異性分子ならびに組成物）を使用して、ＣＤ６４のレベル、若しくはＣＤ６４をそれ
らの膜表面に含有する細胞のレベルを検出し得、それらのレベルをその後、ある疾患の診
断に結びつけ得る。これは、例えば、抗体とＣＤ６４の間の複合体の形成を見込む条件下
で、サンプル（ｉｎ　ｖｉｔｒｏサンプルのような）および対照サンプルを抗ＣＤ６４抗
体と接触させることにより達成し得る。抗体とＣＤ６４の間で形成されるいかなる複合体
も、サンプルおよび対照中で検出かつ比較する。例えば、ＥＬＩＳＡおよびフローサイト
メトリーアッセイのような当該技術分野で公知の標準的検出方法を、本発明の組成物を使
用して実施し得る。
【０２１８】
　従って、一局面において、本発明はさらに、本発明の抗体若しくはその部分とＣＤ６４
の間での複合体の形成を見込む条件下で、サンプルおよび対照サンプルを抗体若しくはＣ
Ｄ６４に特異的に結合するその抗原結合部分と接触させることを含んでなる、サンプル中
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のＣＤ６４（例えばヒトＣＤ６４抗原）の存在の検出若しくはＣＤ６４の量の測定方法を
提供する。複合体の形成をその後検出し、対照サンプルと比較したサンプル間の複合体形
成の差違は、サンプル中のＣＤ６４の存在を暗示する。
【０２１９】
　なお別の態様において、本発明は、ｉｎ　ｖｉｖｏ若しくはｉｎ　ｖｉｔｒｏでのＦｃ
発現細胞の存在の検出若しくはその量の定量方法を提供する。該方法は、（ｉ）検出可能
なマーカーに複合させた本発明の組成物（例えばモノクローナル抗体または多若しくは二
重特異性分子）あるいはそのフラグメントを被験体に投与すること；（ｉｉ）前記検出可
能なマーカーを検出してＦｃ発現細胞を含有する領域を同定するための手段に被験体を曝
露することを含んでなる。
【０２２０】
　本発明の組成物（例えばヒト抗体、多重特異性および二重特異性分子）はまた、例えば
こうした細胞を標識するためにＦｃγＲ若しくはＣＤ６４を発現する細胞を標的とするの
にも使用し得る。こうした使用のため、検出され得る分子に結合剤を連結し得る。従って
、本発明はＦｃγＲのようなＲｃ受容体すなわちＣＤ６４を発現する細胞のｅｘ　ｖｉｖ
ｏ若しくはｉｎ　ｖｉｔｒｏでの位置推定方法を提供する。検出可能な標識は、例えば放
射性同位体、蛍光化合物、酵素若しくは酵素補助因子であり得る。
【０２２１】
抗ＣＤ６４抗体の用途
　該抗体は、ＣＤ６４の機能を阻害若しくはブロックするのに使用し得、それは順にある
疾患の症状の予防若しくは改善に結びつけられてそれによりＣＤ６４を該疾患の媒介物質
として関係しているとみなし得る。非疾患状態に比較しての疾患状態の間のＣＤ６４発現
の差違は、該疾患に罹っている被験体からの試験サンプルおよび対照サンプルを、抗体と
ＣＤ６４の間での複合体の形成を見込む条件下で抗ＣＤ６４抗体と接触させることにより
測定し得る。抗体とＣＤ６４の間で形成されるいかなる複合体も、サンプルおよび対照中
で検出かつ比較する。
【０２２２】
　一態様において、本発明のヒト抗体若しくはその結合部分を、細胞表面上の受容体をキ
ャッピングかつ排除することによるような、エフェクター細胞上のＣＤ６４のレベルを調
節するのに使用し得る。抗Ｆｃ受容体抗体の混合物もまたこの目的上使用し得る。
【０２２３】
　好ましい一態様において、抗ＣＤ６４抗体は免疫性血小板減少性紫斑病（ＩＴＰ）を処
置するのに使用し得る。ＩＴＰはＩｇＧと会合した血小板の自己抗体媒介性の破壊を特徴
とする自己免疫疾患である（Ｃｒｏｗ　ＡＲとＬａｚａｒｕｓ　ＡＨ（２００３）Ｊ　ｐ
ｅｒｉａｔｒ　Ｈｅｍａｔｏｌ　Ｏｎｃｏｌ　２５　Ｓｕｐｐｌ　１：Ｓ１４－１８）。
抗ＣＤ６４抗体はＦｃγ受容体を結合し、そしてＦｃγ受容体媒介性の食作用を阻害して
、単球への血小板の結合を阻害することにより血小板の寿命を延長させる（Ｗａｌｌａｃ
ｅ　ＰＫら（１９９７）Ｃａｎｃｅｒ　Ｉｍｍｕｎｏｌ　Ｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒ　４５：
１３７－４１；Ｗｉｅｎｅｒ　Ｅら（２０００）Ｅｕｒ　Ｊ　Ｈａｅｍａｔｏｌ　６５：
３９９－４０６）。
【０２２４】
二重特異性および多重特異性試薬の用途
　上述された二重特異性および多重特異性ヒト抗体を用いる自己免疫障害、癌若しくは病
原性感染症のような障害の処置方法がさらに本発明の範囲内にある。こうした二重特異性
および多重特異性分子は、ＣＤ６４に対する最低１種の結合特異性（例えば本発明のヒト
抗ＣＤ６４抗体）および標的抗原に対する最低１種の結合特異性を包含する。別の態様に
おいて、該抗体は同一の標的抗原および／若しくは受容体の異なるエピトープへの抗原結
合領域に対する第三の結合特異性を包含する。被験体中の不必要な細胞、すなわち標的細
胞若しくは抗原の排除方法は、該被験体を本発明の二重特異性若しくは多重特異性分子で
処置することを包含する。一態様において、こうした方法は、本発明の二重特異性若しく
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は多重特異性分子を、標的細胞の除去が望ましい被験体（例えば腫瘍をもつ被験体）に投
与することを包含する。別の態様において、こうした方法は、被験体から血液若しくは血
液細胞のサンプルのアリコートを得ること、製薬学的に許容できる担体中の治療上有効な
用量の本発明の二重特異性若しくは多重特異性抗体で該血液若しくは血液細胞をｅｘ　ｖ
ｉｖｏで処理すること、および該処理した血液若しくは血液細胞を被験体に戻すことを包
含する。好ましくは、血液のサンプルの細胞を単離しかつ培養物中で増殖させ、また、よ
り好ましくは、血液のサンプルの細胞をＣＤ６４の数若しくは活性を高める剤で処理する
。こうした剤は、サイトカイン、リンホカイン若しくは成長因子、例えばＧ－ＣＳＦ、Ｇ
Ｍ－ＣＳＦ、ＩＦＮ－γ、ＴＮＦ、ならびにＩＬ－２、ＩＬ－１０およびＩＬ－１２のよ
うなインターロイキンを包含する。
【０２２５】
　標的特異的エフェクター細胞、例えば本発明の組成物（例えばヒト抗体、多重特異性お
よび二重特異性分子）に連結したエフェクター細胞もまた治療薬として使用し得る。ター
ゲッティングのためのエフェクター細胞は、マクロファージ、好中球若しくは単球のよう
なヒト白血球であり得る。他の細胞は好酸球、ナチュラルキラー細胞および他のＩｇＧ若
しくはＩｇＡ受容体をもつ細胞を包含する。所望の場合は、エフェクター細胞は処置され
るべき被験体から得ることができる。標的特異的エフェクター細胞は、生理学的に許容で
きる溶液中の細胞の懸濁液として投与し得る。投与される細胞の数は１０８～１０９の桁
であり得るが、しかし治療目的に依存して変動することができる。一般に、該量は、標的
細胞、例えば目的の標的を発現する腫瘍細胞での位置推定を得るため、および例えば食作
用による細胞の死滅を遂げるために十分であることができる。投与経路もまた変動し得る
。
【０２２６】
　標的特異的エフェクター細胞での治療は、標的とされる細胞の除去のための他の技術と
ともに実施し得る。例えば、本発明の組成物（例えばヒト抗体、多重特異性および二重特
異性分子）ならびに／若しくはこれらの組成物を備えたエフェクター細胞を使用する抗腫
瘍療法を、化学療法とともに使用し得る。加えて、２種の異なる細胞傷害性エフェクター
集団を腫瘍細胞拒絶に向けるために組合せ免疫療法を使用しうる。例えば、抗ＦｃγＲＩ
若しくは抗ＣＤ３に連結した抗ＣＤ６４抗体をＩｇＧ若しくはＩｇＡ受容体特異的結合剤
とともに使用しうる。
【０２２７】
　本発明の二重特異性および多重特異性分子は、細胞表面上の受容体のキャッピングおよ
び排除によるような、エフェクター細胞上のＦｃγＲ若しくはＦｃγＲレベルを調節する
のにもまた使用し得る。抗Ｆｃ受容体の混合物もまたこの目的上使用し得る。
【０２２８】
　補体を結合するＩｇＧ１、２若しくは３またはＩｇＭからの部分のような補体結合部位
を有する本発明の組成物（例えばヒト抗体、多重特異性および二重特異性分子ならびに免
疫複合体）は、補体の存在下でもまた使用し得る。一態様において、本発明の結合剤およ
び適切なエフェクター細胞での標的細胞を含んでなる細胞の一集団のｅｘ　ｖｉｖｏ処理
は、補体若しくは補体を含有する血清の添加により補われ得る。本発明の結合剤で被覆し
た標的細胞の食作用は補体タンパク質の結合により改善され得る。別の態様において、本
発明の組成物（例えばヒト抗体、多重特異性および二重特異性分子）で被覆した標的細胞
もまた補体により溶解されうる。なお別の態様において、本発明の組成物は補体を活性化
しない。
【０２２９】
　本発明の組成物（例えばヒト抗体、多重特異性および二重特異性分子ならびに免疫複合
体）はまた補体と一緒にも投与し得る。従って、ヒト抗体、多重特異性若しくは二重特異
性分子および血清若しくは補体を含んでなる組成物が本発明の範囲内にある。これらの組
成物は、補体がヒト抗体、多重特異性若しくは二重特異性分子に対し密接な近接に配置さ
れるために有利である。あるいは、本発明のヒト抗体、多重特異性若しくは二重特異性分
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子、および補体若しくは血清を別個に投与し得る。
【０２３０】
免疫複合体の使用および併用療法
　前述されたとおり、本発明のヒト抗ＣＤ６４抗体は一方若しくは他方のそれ以上の治療
薬、例えば細胞傷害剤、放射性毒剤若しくは免疫抑制剤と共投与し得る。該抗体は該剤に
（免疫複合体として）連結し得るか、若しくは該剤と別個に投与し得る。後者の場合（別
個の投与）、抗体は該剤の前、後若しくはそれと同時に投与し得るか、または他の既知の
治療、例えば抗癌治療、例えば放射線療法と共投与し得る。こうした治療薬は、とりわけ
、単独では患者に対し毒性若しくは準毒性であるレベルでのみ有効である、ドキソルビシ
ン（アドリアマイシン）、シスプラチン硫酸ブレオマイシン、カルムスチン、クロラムブ
シル、およびシクロホスファミドヒドロキシ尿素を包含する。シスプラチンは４週ごとに
１回１００ｍｇ／ｍｌ用量として静脈内投与し、また、アドリアマイシンは２１日ごとに
１回６０～７５ｍｇ／ｍｌ用量として静脈内投与する。
【０２３１】
　一態様において、本発明の免疫複合体は、化合物（例えば治療薬、標識、細胞毒、放射
性毒、免疫抑制薬など）を抗体に連結することにより、ＣＤ６４細胞表面受容体を有する
細胞にこうした化合物の標的を向けるのに使用し得る。従って、本発明はまた、（例えば
放射性同位体、蛍光化合物、酵素若しくは酵素補助因子のような検出可能な標識を用いる
）ＣＤ６４およびＣＤ６４リガンドを発現する細胞のｅｘ　ｖｉｖｏ若しくはｉｎ　ｖｉ
ｔｒｏ位置推定方法も提供する。あるいは、免疫複合体は、（例えば自己免疫障害におけ
る）免疫応答を阻害する手段として、細胞毒若しくは放射性毒の標的を、ＣＤ６４を発現
する腫瘍細胞に向けてそれにより腫瘍細胞を排除するか、またはＣＤ６４を発現する抗原
提示細胞に向けてそれによりＡＰＣを排除するようなＣＤ６４に向けることにより、ＣＤ
６４細胞表面受容体を有する細胞を死滅させるのに使用し得る。他の態様において、例え
ばサイトカインで被験体を処置することにより、Ｆｃγ若しくはＦｃγ受容体の発現若し
くは活性を調節する、例えば高める若しくは阻害する剤で被験体を付加的に処置し得る。
多重特異性分子での処置の間の投与に好ましいサイトカインは、顆粒球コロニー刺激因子
（Ｇ－ＣＳＦ）、顆粒球マクロファージコロニー刺激因子（ＧＭ－ＣＳＦ）、インターフ
ェロン－γ（ＩＦＮ－γ）および腫瘍壊死因子（ＴＮＦ）のを包含する。
【０２３２】
　別の態様において、被験体はリンホカイン製剤で付加的に処置し得る。ＣＤ６４を高度
に発現しない癌細胞は、リンホカイン製剤を使用してそうするよう誘導し得る。リンホカ
イン製剤は、より有効な治療に至り得る、腫瘍の細胞のなかでのＣＤ６４のより均一な発
現を引き起こし得る。投与に適するリンホカイン製剤は、インターフェロン－γ、腫瘍壊
死因子およびそれらの組合せを包含する。これらは静脈内で投与し得る。リンホカインの
適する投薬量は１０，０００ないし１，０００，０００単位／患者である。
【０２３３】
ワクチンの使用
　特定の一態様において、本発明は、本発明のワクチン組成物を使用して、癌抗原、病原
体若しくは病原体により感染された細胞上で見出される抗原のような抗原に対し被験体を
免疫することによる、目的の抗原に対する免疫応答の刺激方法を提供する。こうした方法
は、ワクチン複合体を含んでなる組成物を製薬学的に許容できる担体中で被験体に投与す
ることを包含し、この複合体は、病原性の感染性生物体の抗原若しくは感染した細胞の抗
原または癌細胞の抗原のような目的の１種若しくはそれ以上の抗原に連結した本発明の抗
ＣＤ６４抗体を含んでなる。本発明のワクチン組成物は、抗原提示細胞上のＣＤ６４への
抗ＣＤ６４抗体の結合を介して抗原の標的を抗原提示細胞に向け、従って該抗原に対する
免疫応答を促進するために抗原提示を増大させる。
【０２３４】
自己免疫疾患の処置
　該組成物は、ＣＤ６４により媒介されるかもしくはそれが関係する疾患、例えば、体液
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性および細胞性双方の自己免疫の組合せを伴うものを包含する自己免疫疾患、移植片拒絶
反応若しくは移植片対宿主病（ＧＶＨＤ）のようなＣＤ６４の発現、典型的には過剰発現
を特徴とする疾患を処置するのにｉｎ　ｖｉｔｒｏ若しくはｉｎ　ｖｉｖｏで使用し得る
。一態様において、本発明の抗体はＣＤ６４に対する天然のリガンドＩｇＧの結合部位を
ブロックすることができ、その結果結合が低下若しくは自己抗原に対する自己抗体の結合
を予防して、それにより標的細胞、例えば特発性血小板減少性紫斑病において血小板若し
くは貧血において赤血球の食作用を予防するとみられる。該組成物は、ＣＤ６４を発現す
る悪性病変、例えば急性白血病を包含するＣＤ６４発現細胞により媒介されるいずれかの
疾患、またはマクロファージ、活性化された好中球、樹状細胞若しくはＮＫ細胞により媒
介されるいずれかの自己免疫疾患を処置するのにもまた使用し得る。こうした疾患の例は
、限定されるものでないが、関節リウマチ（ＲＡ）、全身性エリテマトーデス（ＳＬＥ）
、全身性硬化症、アトピー性皮膚炎、グレーブス病、橋本甲状腺炎、ヴェゲナー肉芽腫、
オーメン症候群、慢性腎不全、特発性血小板減少性紫斑病（ＩＴＰ）、炎症性腸疾患（Ｉ
ＢＤ；クローン病、潰瘍性大腸炎およびスプルー、シェリアキー、セリアック病を包含す
る）、インスリン依存型糖尿病（ＩＤＤＭ）、急性感染性単核症、ＨＩＶ、ヘルペスウイ
ルス関連疾患、多発性硬化症（ＭＳ）、溶血性貧血、甲状腺炎、スティッフマン症候群、
尋常性天疱瘡ならびに重症筋無力症（ＭＧ）を挙げることができる。
【０２３５】
癌の処置
　別の態様において、本発明は、ＣＤ６４発現を伴う腫瘍原性障害、例えばホジキン病、
非ホジキンリンパ腫、バーキットリンパ腫、未分化大細胞性リンパ腫（ＡＬＣＬ）、皮膚
Ｔ細胞リンパ腫、結節性核切れ込み小細胞型リンパ腫、リンパ球性リンパ腫、末梢Ｔ細胞
リンパ腫、レナートリンパ腫、免疫芽球性リンパ腫、Ｔ細胞白血病／リンパ腫（ＡＴＬＬ
）、成人Ｔ細胞白血病（Ｔ－ＡＬＬ）、胚中心細胞／中心細胞（ｃｂ／ｃｃ）濾胞性リン
パ腫癌、Ｂ系統のびまん性大細胞型リンパ腫、血管免疫芽球性リンパ節症（ＡＩＬＤ）様
Ｔ細胞リンパ腫、ＨＩＶ関連の体腔に基づく（ｂｏｄｙ　ｃａｖｉｔｙ　ｂａｓｅｄ）リ
ンパ腫、胚性癌腫、鼻咽喉の未分化癌（例えばシュミンケ（Ｓｃｈｍｉｎｃｋｅ）腫瘍）
、キャッスルマン病、カポシ肉腫および他のＢ細胞リンパ腫の処置若しくは予防方法を提
供する。該方法は、該障害を処置若しくは予防するのに有効な量の本発明の抗体組成物を
被験体に投与することを伴う。該抗体組成物は、単独で、または、ＣＤ６４媒介性の疾患
を処置若しくは予防するように抗体組成物とともに若しくは相乗的に作用する細胞傷害性
若しくは放射性毒の剤のような別の治療薬と一緒に、投与し得る。
【０２３６】
キット
　本発明の組成物（例えば抗体、ヒト抗体、免疫複合体、二重特異性分子およびワクチン
複合体）ならびに使用説明書を含んでなるキットもまた本発明の範囲内にある。該キット
はさらに、免疫抑制試薬、細胞傷害剤若しくは放射性毒剤、または本発明の１種若しくは
それ以上の付加的なヒト抗体（例えば、第一のヒト抗体と別個の、ＣＤ６４抗原中の１エ
ピトープに結合する補足活性を有するヒト抗体）のような１種若しくはそれ以上の付加的
な試薬を含有し得る。キットは、典型的には、該キットの内容の意図される使用を示すラ
ベルを包含する。ラベルという用語は、キット上に若しくはそれとともに供給されるかま
たは該キットに別の方法で付随するいかなる文書若しくは記録媒体も包含する。
【０２３７】
　本発明は、さらに制限すると解釈されるべきでない、以下の実施例によりさらに具体的
に説明される。本明細書を通じて引用される全部の参考文献、Ｇｅｎｂａｎｋエントリ、
特許および公開特許出願、ならびに図および配列表の内容は、引用することにより本明細
書に明らかに組み込まれる。
実施例
【実施例１】
【０２３８】
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ＣＤ６４に対するヒトモノクローナル抗体の生成
トランスジェニックＨｕＭａｂマウス
　ＣＤ６４に対する完全にヒトのモノクローナル抗体は、ヒト抗体遺伝子を発現するＨＣ
ｏ７系統のＨｕＭａｂトランスジェニックマウスを使用して製造した。このマウス系では
、内因性のマウスκ　Ｌ鎖遺伝子は、Ｃｈｅｎら（１９９３）ＥＭＢＯ　Ｊ．１２：８１
１－８２０に記述されるとおりホモ接合性に破壊されており、また、内因性のマウスＨ鎖
遺伝子は、ＰＣＴ公開第ＷＯ　０１／０９１８７号明細書の実施例１に記述されるとおり
ホモ接合性に破壊されている。さらに、このマウス系統は、Ｆｉｓｈｗｉｌｄら（１９９
６）Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　１４：８４５－８５１に記述されると
ころのヒトκ　Ｌ鎖導入遺伝子ＫＣｏ５、ならびに米国特許第５，５４５，８０６号；同
第５，６２５，８２５号；および同第５，５４５，８０７号明細書に記述されるところの
ヒトＨ鎖導入遺伝子ＨＣｏ７を運搬する。
【０２３９】
ＨｕＭａｂ免疫化：
　ＣＤ６４に対する完全にヒトのモノクローナル抗体を生成させるため、ヒトＣＤ６４の
細胞外ドメインをＨｕＭａｂマウスで抗体を生じさせることにおける初回免疫原として使
用し、次いで、天然の完全長ＣＤ６４を発現するＵ９３７細胞で腹腔内で追加免疫した。
ＨｕＭａｂマウスの一般的な免疫化スキームは、Ｌｏｎｂｅｒｇ，Ｎ．ら（１９９４）Ｎ
ａｔｕｒｅ　３６８（６４７６）：８５６－８５９；Ｆｉｓｈｗｉｌｄ，Ｄ．ら（１９９
６）Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　１４：８４５－８５１およびＰＣＴ公
開第ＷＯ　９８／２４８８４号明細書に記述されている。マウスは抗原の最初の注入に際
して６～１６週齢であった。
【０２４０】
　免疫応答を後眼窩出血によりモニターした。血漿をＥＬＩＳＡにより（下述されるとお
り）スクリーニングし、そして十分な力価の抗ＣＤ６４ヒト免疫グロブリンを伴うマウス
を融合に使用した。マウスを、屠殺および脾の取り出しの３および２日前に抗原で静脈内
に追加免疫した。典型的には、のための１０～１５回の融合を実施し、そして数ダースの
マウスを免疫した。
【０２４１】
抗ＩＲＴＡ５抗体を産生するＨｕＭａｂマウスの選択：
　ＣＤ６４を結合した抗体を産生するＨｕＭａｂマウスを選択するために、免疫したマウ
スからの血清を、元はＦｉｓｈｗｉｌｄ，Ｄ．ら（１９９６）に記述されたところの改変
ＥＬＩＳＡにより検査した。簡潔には、マイクロタイタープレートをＰＢＳ中１～２μｇ
／ｍｌの精製した組換えＣＤ６４、５０μｌ／ウェルで被覆し、４℃で一夜インキュベー
トし、その後ＰＢＳ中５％ＢＳＡの２００μｌ／ウェルでブロッキングした。ＣＤ６４で
免疫したマウスからの血漿の希釈を各ウェルに添加し、そして周囲温度で１～２時間イン
キュベートした。プレートをＰＢＳ／Ｔｗｅｅｎで洗浄し、そしてその後、アルカリホス
ファターゼと結合したヤギ抗ヒトκ　Ｌ鎖ポリクローナル抗体とともに室温で１時間イン
キュベートした。洗浄した後にプレートをｐＮＰＰ基質で発色させ、そして分光光度計に
よりＯＤ　４１５～６５０で分析した。抗ＣＤ６４抗体の最高力価を発生したマウスを融
合に使用した。融合は下述されるとおり実施し、そしてハイブリドーマ上清をＥＬＩＳＡ
により抗ＣＤ６４活性について試験した。
【０２４２】
ＣＤ６４に対するヒトモノクローナル抗体を産生するハイブリドーマの生成：
　マウス脾細胞をＨｕＭａｂマウスから単離し、標準的プロトコルに基づきマウス骨髄腫
細胞株にＰＥＧを用いて融合した。生じるハイブリドーマをその後、ＣＤ６４特異的抗体
の産生についてスクリーニングした。免疫したマウスからの脾リンパ球の単細胞懸濁液を
、１／４の数のＰ３Ｘ６４－Ａｇ８．６５３非分泌性マウス骨髄腫細胞（ＡＴＣＣ、ＣＲ
Ｌ　１５８０）若しくはＳＰ２／０非分泌性マウス骨髄腫細胞（ＡＴＣＣ、ＣＲＬ　１５
８１）に５０％ＰＥＧ（Ｓｉｇｍａ）を用いて融合した。細胞を平底マイクロタイタープ
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レート中におよそ１×１０５／ウェルでプレーティングし、次いで、ＤＭＥＭ（Ｍｅｄｉ
ａｔｅｃｈ、ＣＲＬ　１００１３、高グルコース、Ｌ－グルタミンおよびピルビン酸ナト
リウムを含む）中に１０％ウシ胎児血清、１０％Ｐ３８８Ｄ１（ＡＴＣＣ、ＣＲＬ　ＴＩ
Ｂ－６３）馴化培地、３～５％ｏｒｉｇｅｎ（ＩＧＥＮ）、ならびに５ｍＭ　ＨＥＰＥＳ
、０．０５５ｍＭ　２－メルカプトエタノール、５０ｍｇ／ｍｌゲンタマイシンおよび１
×ＨＡＴ（Ｓｉｇｍａ、ＣＲＬ　Ｐ－７１８５）を含有する選択培地中で約２週間インキ
ュベートした。１～２週後に、ＨＡＴをＨＴで置換した培地中で細胞を培養した。個々の
ウェルをその後、ヒト抗ＣＤ６４モノクローナルＩｇＧ抗体についてＥＬＩＳＡ（下述す
る）によりスクリーニングした。広範囲のハイブリドーマ増殖が一旦発生すれば、培地を
通常１０～１４日後にモニターした。抗体を分泌するハイブリドーマを再プレーティング
し、再度スクリーニングし、そして、ヒトＩｇＧについてなお陽性の場合は、抗ＣＤ６４
モノクローナル抗体を限界希釈により最低２回サブクローニングした。安定なサブクロー
ンをその後ｉｎ　ｖｉｔｒｏで培養して、特徴付けのため組織培養培地中で少量の抗体を
生成させた。
【０２４３】
　ハイブリドーマクローン６１１をさらなる分析に選択した。
【実施例２】
【０２４４】
ヒトモノクローナル抗体６１１の構造の特徴付け
　６１１モノクローナル抗体のＨおよびＬ鎖可変領域をコードするｃＤＮＡ配列を、標準
的ＰＣＲ技術を使用して６１１ハイブリドーマから得、そして標準的ＤＮＡ配列決定技術
を使用して配列決定した。
【０２４５】
　６１１のＨ鎖可変領域のヌクレオチドおよびアミノ酸配列を図１Ａならびにそれぞれ配
列番号９および７に示す。
【０２４６】
　６１１のＬ鎖可変領域のヌクレオチドおよびアミノ酸配列を図１Ｂならびにそれぞれ配
列番号１０および８に示す。
【０２４７】
　６１１のＨ鎖免疫グロブリン配列の既知のヒト生殖系列免疫グロブリンＨ鎖配列との比
較は、６１１のＨ鎖がヒト生殖系列ＶＨ　３－３３からのＶＨセグメント、未決定のＤセ
グメント、およびヒト生殖系列ＪＨ４からのＪＨセグメントを利用していることを示した
。６１１のＶＨ配列の生殖系列ＶＨ　３－３３配列へのアライメントを図２に示す。ＣＤ
Ｒ領域決定のＫａｂａｔの系を使用する６１１のＶＨ配列のさらなる分析は、図１Ａおよ
び２、ならびにそれぞれ配列番号１、２および３に示されるところのＨ鎖ＣＤＲ１、ＣＤ
Ｒ２およびＣＤ３領域の描写に至った。
【０２４８】
　６１１のＬ鎖免疫グロブリン配列の既知のヒト生殖系列免疫グロブリンＬ鎖配列との比
較は、６１１のＬ鎖が、ヒト生殖系列ＶＫ　Ｌ６からのＶＬセグメントおよびヒト生殖系
列ＪＫ２からのＪＫセグメントを利用していることを示した。６１１のＶＬ配列の生殖系
列ＶＫ　Ｌ６配列へのアライメントを図３に示す。ＣＤＲ領域決定のＫａｂａｔの系を使
用する６１１のＶＬ配列のさらなる分析は、図１Ｂおよび３、ならびにそれぞれ配列番号
４、５および６に示されるところのＬ鎖ＣＤＲ１、ＣＤＲ２およびＣＤ３領域の描写に至
った。
【０２４９】
　どのＨおよびＬ鎖アイソタイプが抗体６１１により利用されているかを決定するため、
抗体をＥＬＩＳＡにより試験した。ＥＬＩＳＡプレートを、１０μｇ／ｍｌ　ＰＢＳ中の
ヤギ抗ヒトκ鎖、５０μｌ／ウェルで被覆し、そして４℃で一夜インキュベートした。プ
レートを洗浄しかつ５％ＰＢＡ（５％ウシ血清アルブミンおよび０．０５％アジ化ナトリ
ウムを含有するＰＢＳ）、１５０μｌ／ウェルでブロッキングし、そして３７℃で最低１
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時間インキュベートした。プレートをその後洗浄し、そして融合からの上清を５０～７５
μｌ／ウェルで添加した。プレートを、１０、１　０．１および０．０１μｇ／ｍｌの陰
性対照としてのＰＢＡならびに陽性対照としてのＨ２２（ヒト化抗ＣＤ６４　ｍＡｂ）を
使用して３７℃で１～２時間インキュベートした。プレートをその後洗浄し、そしてアル
カリホスファターゼ標識抗ヒトγ鎖特異的抗体若しくはアルカリホスファターゼ標識抗ヒ
トＩｇＧ１を５０μｌ／ウェルで添加した。プレートを３７℃で１～２時間インキュベー
トしかつ洗浄した。１ｍｇ／ｍｌのＰＮＰＰ基質をアッセイ混合物に添加した。ＯＤを発
色後に読み取った。モノクローナル抗体６１１はヒトκ　Ｌ鎖およびヒトγ　Ｈ鎖双方を
発現することが示され、またヒトＩｇＧ１抗体であることが示された。
【実施例３】
【０２５０】
モノクローナル抗体６１１はＣＤ６４上のＩｇＧリガンド結合部位の外側を結合する
　モノクローナル抗体６１１を、ＣＤ６４を発現するＵ９３７細胞を使用する結合競合ア
ッセイおよびフローサイトメトリー（ＦＡＣＳ分析）により、ＩｇＧに対する結合につい
て試験した。ＣＤ６４を発現するＵ９３７細胞を、過剰の（３ｍｇ／ｍｌ）未標識ヒトＩ
ｇＧの存在下で、多様な濃度のＦＩＴＣ標識６１１（１μｇ／ｍｌ）、ＦＩＴＣ標識Ｈ２
２（ヒト化抗ＣＤ６４、０．２μｇ／ｍｌ）若しくはＦＩＴＣ標識非特異的ヒトＩｇＧ（
０．１μｇ／ｍｌ）とともに氷上で１時間インキュベートした。細胞を洗浄し、そして標
準的手順を使用するフローサイトメトリーにより細胞関連の蛍光について評価した。Ｈｕ
ＭＡｂ　６１１はヒトＩｇＧの存在下でＣＤ６４に結合し、それがリガンド結合部位の外
側を結合することを示す。ネズミ抗体Ｈ２２もまたリガンド結合部位の外側を結合するが
、しかし非特異的ＩｇＧはしない。該結果を図４に示す。加えて、該アッセイをＩｇＧの
非存在下で実施し、そして、ＨｕＭＡｂ　６１１は、ＣＤ６４を発現するＵ９３７細胞に
結合することがなお可能であった。
【実施例４】
【０２５１】
ネズミおよびヒト化抗ＣＤ６４モノクローナル抗体を用いる交差競合試験。
【０２５２】
　６１１と他のモノクローナル抗体の間で結合を比較するため、Ｕ９３７細胞を使用する
交差競合試験およびＦＡＣＳ分析を上のとおり実施した。ＣＤ６４を発現するＵ９３７細
胞を、多様な濃度の未標識のＨ２２、６１１若しくはＭ３２と一緒に、固定した濃度のＭ
３２－ＦＩＴＣ（ＦＩＴＣで標識したネズミのモノクローナル抗ＣＤ６４、２μｇ／ｍｌ
）、１９７－ＦＩＴＣ（ＦＩＴＣで標識したネズミのモノクローナル抗ＣＤ６４、１μｇ
／ｍｌ）若しくは６１１－ＦＩＴＣ（１μｇ／ｍｌ）とともにインキュベートした。細胞
を洗浄し、そして細胞に関連する蛍光についてフローサイトメトリーによりアッセイした
。未標識のＨｕＭＡｂ　６１１は、ＦＩＴＣで標識した抗体Ｈ２２、Ｍ３２およびＭ１９
７のＣＤ６４への結合を阻害した。加えて、ＦＩＴＣ標識した６１１のＣＤ６４への結合
に対する未標識抗体Ｈ２２、Ｍ３２およびＭ１９７の影響を試験するためのアッセイを実
施した。各未標識抗体は、ＣＤ６４を発現するＵ９３７細胞へのＦＩＴＣ標識６１１の結
合を阻害することが可能であった。
【実施例５】
【０２５３】
ＣＤ６４に対するヒトモノクローナル抗体の機能活性
　ＨｕＭＡｂ　６１１を下述されるとおり試験し、そして、ヒト化抗ＣＤ６４抗体Ｈ２２
（Ｇｒａｚｉａｎｏ，Ｒ．Ｆ．ら（１９９５）Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ　１５５（１０）：４
９９６－５００２およびＰＣＴ公開第ＷＯ　９４／１０３３２号明細書）に類似の様式で
ＣＤ６４の表面発現を抑制的調節することおよびＣＤ６４媒介性の食作用を阻害すること
が示された。
【０２５４】
　表面調節試験のため、ＣＤ６４を発現するＵ９３７細胞を、多様な濃度のｍＡｂ　Ｈ２
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２若しくは６１１とともに４℃若しくは３７℃のいずれかで２時間インキュベートした。
細胞を洗浄し、そしてＦＩＴＣ標識した抗ヒト抗体とともにインキュベートした。細胞を
洗浄し、そしてフローサイトメトリーにより細胞関連の蛍光について評価した。結果を図
５に示す。ＣＤ６４の抑制的調節パーセント（％）は、細胞を４℃に対し３７℃でインキ
ュベートした場合に見られる蛍光量の比である。
【０２５５】
　食作用アッセイは、Ｗａｌｌａｃｅ，Ｐ．Ｋ．ら（１９９７）Ｊ．Ｌｅｕｋｏｃｙｔｅ
　Ｂｉｏｌｏｇｙ　６２：４６９－４７９に記述されるとおり実施した。簡潔には、改変
二色フローサイトメトリーアッセイを使用して、赤血球（ＲＢＣ）のｍｏｎｏ－Ｄ媒介性
の食作用に対する６１１の効果を評価した。Ｒｈ＋の志願者から静脈穿刺によりヘパリン
中に収集した標的ＲＢＣを、細胞膜中に安定に挿入する赤色蛍光親油性色素ＰＫＨ－２４
（Ｓｉｇｍａ）で標識した。精製した単球エフェクター細胞を、１０％ウシ胎児血清を含
有する完全培地（ＣＭ）に再懸濁し、そして２００μｌの容量中ウェルあたり５×１０５

エフェクター細胞の密度で９６ウェル滅菌ポリプロピレンプレートに移した。単球を、対
照としてＣＭ単独中、若しくは１６０ＵのヒトｒＩＦＮ－γとともにのいずれかでインキ
ュベートした。一夜インキュベーション後に、単球エフェクターを２回洗浄してサイトカ
インを除去し、そして新鮮ＣＭに再懸濁した。抗ＣＤ６４モノクローナル抗体６１１を単
球に添加した。Ｍｏｎｏ－Ｄ（０．１μｇ／ｍｌ）およびＰＫＨ－２６で標識したＲＢＣ
（５：１のエフェクター対標的比）を添加して２００μｌの最終容量をなし、そしてアッ
セイを３７℃で９０分間インキュベートした。食作用は、ＦＩＴＣ結合した抗ＣＤ１４　
Ａｂで単球を標識した後にフローサイトメトリーによりアッセイした。ＣＤ１４陽性単球
をＦＵチャンネルで検出し、また、ＰＤＨ－２６陽性ＲＢＣをＦＬ２チャンネルで検出し
た。食作用は、ＦＩＴＣ標識したエフェクターによるＰＫＨ－２６標識した標的細胞の摂
取により示された。Ｍｏｎｏ－Ｄ媒介性の食作用を、Ｍｏｎｏ－Ｄの存在下で発生する食
作用の総量から抗体の非存在下で発生する非特異的食作用の割合を減算することにより計
算した。結果を図６に示す。ＨｕＭＡｂ　６１１はＨ２２に類似の様式でＣＤ６４媒介性
の食作用を阻害することが示された。
【実施例６】
【０２５６】
抗ＣＤ６４二重特異性抗体の特徴付け
二重特異性抗体の生成
　抗ＣＤ６４抗体結合部分および細菌タンパク質に結合する第二の抗体を含んでなる二特
異的抗体を使用して、ヒトＣＤ６４を発現するよう工作されたトランスジェニックマウス
モデルにおける該二重特異性抗体の抗ＣＤ６４抗体部分のＣＤ６４への特異的結合を示し
た。
【０２５７】
　２種のＨｕＭＡｂモノクローナル抗体、具体的には抗ＣＤ６４抗体６１１および抗細菌
抗体９Ａ７を使用して二重特異性抗体を生成させた。ＨｕＭＡｂのそれぞれのＦ（ａｂ’
）２フラグメントをペプシン消化により生成させ、そしてＳｕｐｅｒｄｅｘ　２００ゲル
濾過クロマトグラフィーにより均質まで精製した。サイズ排除ＨＰＬＣを実施し、そして
双方のＦ（ａｂ’）２フラグメントは９５％超純粋であることが見出された。個別の６１
１および９Ａ７　Ｆａｂ’フラグメントをその後、メルカプトエタノールアミン（ＭＥＡ
）でのＦ（ａｂ’）２フラグメントのＨ鎖間ジスルフィド結合の穏やかな還元により生成
させた。サイズ排除ＨＰＬＣを実施し、そして６１１および９Ａ７　Ｆａｂ’フラグメン
トが９０％超純粋であることが見出された。６１１および９Ａ７　Ｆａｂ’フラグメント
を、Ｇ－２５カラムクロマトグラフィーにより遊離ＭＥＡから分離した。６１１　Ｆａｂ
’フラグメントをジニトロチオベンゾエート（ＤＴＮＢ）とともにインキュベートして６
１１　Ｆａｂ’－ＴＮＢ複合物を生成させた。９Ａ７　Ｆａｂ’フラグメントおよび６１
１　Ｆａｂ’－ＴＮＢ複合物を１：１のモル比で室温で一夜混合した。生じる二重特異性
抗体をＳｕｐｅｒｄｅｘ　２００サイズ排除クロマトグラフィーにより精製した。
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【０２５８】
二重特異性抗体の結合特異性の特徴付け
　６１１×９Ａ７二重特異性抗体を使用して、ヒトＣＤ６４トランスジェニックマウスか
らの血液サンプルをＣＤ６４発現細胞型への結合について試験した。ヒトＣＤ６４導入遺
伝子を発現するトランスジェニックマウス若しくは非トランスジェニックの同腹子から血
液を採取した。血液を３０μｇ／ｍｌの濃度の二重特異性抗体と室温で３０分間インキュ
ベートした。血液をその後洗浄し、そしてＦＩＴＣ標識した抗ヒトＩｇＧ抗体とともに室
温で３０分間インキュベートした。赤血球を溶解し、そして残存する白血球をフローサイ
トメトリーにより染色について分析した。リンパ球、単球および好中球集団に対応する領
域をゲートし、そして個別に分析した。抗ヒトＣＤ６４を含んでなる二特異的抗体はヒト
ＣＤ６４を発現する細胞に特異的に結合した。ヒトＣＤ６４は、ヒトＣＤ６４トランスジ
ェニックマウスの単球、およびより少ない程度まで好中球上で発現されることが示された
。ヒトＣＤ６４はトランスジェニックマウスのリンパ球により発現されなかった。結果を
図７に示す。
【０２５９】
　本実施例は、ヒトＣＤ６４に対する完全にヒトの抗体が、ヒトＣＤ６４を発現するよう
工作された動物の血液から単離した免疫細胞上のＣＤ６４に結合することを示す。該結果
は、ヒトＣＤ６４に対する該ＨｕＭＡｂの特異性を確認し、そしてまた、ヒトＣＤ６４に
向けられた治療薬の有効性を評価するためのこのトランスジェニックモデルも検証する。
【０２６０】
同等物
　当業者は、わずかに慣例の実験を使用して、本明細書に記述される本発明の特定の態様
の多くの同等物を認識するであろうか、若しくは確かめることが可能であろう。こうした
同等物は、以下の請求の範囲により包含されることを意図している。
【０２６１】
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【表１】

【図面の簡単な説明】
【０２６２】
【図１Ａ】６１１ヒトモノクローナル抗体のＨ鎖可変領域のヌクレオチド配列（配列番号
９）およびアミノ酸配列（配列番号７）を示す。ＣＤＲ１（配列番号１）、ＣＤＲ２（配
列番号２）およびＣＤＲ３（配列番号３）領域の輪郭を描き、また、Ｖ、ＤおよびＪ生殖
系列の派生を示す。
【図１Ｂ】６１１ヒトモノクローナル抗体のＬ鎖可変領域のヌクレオチド配列（配列番号
１０）およびアミノ酸配列（配列番号８）を示す。ＣＤＲ１（配列番号４）、ＣＤＲ２（
配列番号５）およびＣＤＲ３（配列番号６）領域の輪郭を描き、また、ＶおよびＪ生殖系
列の派生を示す。
【図２】６１１のＨ鎖可変領域のアミノ酸配列（配列番号７）のヒト生殖系列ＶＨ　３－
３３アミノ酸配列（配列番号１１）とのアライメントを示す。
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【図３】６１１のＬ鎖可変領域のアミノ酸配列（配列番号８）のヒト生殖系列Ｖｋ　Ｌ６
アミノ酸配列（配列番号１２）とのアライメントを示す。
【図４】ＦＩＴＣ標識ヒトモノクローナル抗体（ＨｕＭａｂ）６１１がヒトＩｇＧの存在
下でＣＤ６４に結合することを示し、それがリガンド結合部位の外側を結合することを示
すグラフである。ヒト化抗ＣＤ６４抗体Ｈ２２を陽性対照として使用し、また、非特異的
ＩｇＧ１を陰性対照として使用した。
【図５】ＨｕＭＡｂ　６１１がＵ９３７細胞上のＣＤ６４の表面発現を抑制的調節するこ
とを示すグラフである。
【図６】ＨｕＭＡｂ　６１１がＣＤ６４媒介性の食作用を阻害することを示すグラフであ
る。
【図７Ａ－７Ｃ】ＣＤ６４を発現するヒトＣＤ６４トランスジェニックマウスからの単球
（図７Ｂ）および好中球（図７Ｃ）への抗ＣＤ６４二重特異性抗体の特異的結合を示すグ
ラフである。リンパ球（図７Ａ）は陰性対照として示す。

【図１Ａ】 【図１Ｂ】



(60) JP 2008-508860 A 2008.3.27

【図２】 【図３】

【図４】 【図５】



(61) JP 2008-508860 A 2008.3.27

【図６】 【図７】

【配列表】
2008508860000001.xml



(62) JP 2008-508860 A 2008.3.27

10

20

30

40

【国際調査報告】



(63) JP 2008-508860 A 2008.3.27

10

20

30

40



(64) JP 2008-508860 A 2008.3.27

10

20

30

40



(65) JP 2008-508860 A 2008.3.27

10

20

30

40



(66) JP 2008-508860 A 2008.3.27

10

20

30

40



(67) JP 2008-508860 A 2008.3.27

10

20

30

40

フロントページの続き

(51)Int.Cl.                             ＦＩ                                    テーマコード（参考）
   Ｃ０７Ｋ  16/14     (2006.01)           Ｃ０７Ｋ  16/14    　　　　          　　　　　
   Ｃ０７Ｋ  16/18     (2006.01)           Ｃ０７Ｋ  16/18    　　　　          　　　　　
   Ｃ０７Ｋ  16/40     (2006.01)           Ｃ０７Ｋ  16/40    　　　　          　　　　　
   Ｃ０７Ｋ  16/42     (2006.01)           Ｃ０７Ｋ  16/42    　　　　          　　　　　
   Ｃ１２Ｎ   1/15     (2006.01)           Ｃ１２Ｎ   1/15    　　　　          　　　　　
   Ｃ１２Ｎ   1/19     (2006.01)           Ｃ１２Ｎ   1/19    　　　　          　　　　　
   Ｃ１２Ｎ   1/21     (2006.01)           Ｃ１２Ｎ   1/21    　　　　          　　　　　
   Ｃ１２Ｎ   5/10     (2006.01)           Ｃ１２Ｎ   5/00    　　　Ａ          　　　　　
   Ａ０１Ｋ  67/027    (2006.01)           Ｃ１２Ｎ   5/00    　　　Ｂ          　　　　　
   Ｃ１２Ｎ  15/02     (2006.01)           Ａ０１Ｋ  67/027   　　　　          　　　　　
   Ｃ１２Ｐ  21/02     (2006.01)           Ｃ１２Ｎ  15/00    　　　Ｃ          　　　　　
   Ａ６１Ｋ  39/395    (2006.01)           Ｃ１２Ｐ  21/02    　　　Ｃ          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  37/06     (2006.01)           Ａ６１Ｋ  39/395   　　　Ｎ          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  29/00     (2006.01)           Ａ６１Ｋ  39/395   　　　Ｔ          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  21/04     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  37/06    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  37/08     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  29/00    １０１　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  13/12     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  21/04    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ   1/04     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  37/08    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ   3/10     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  13/12    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  31/18     (2006.01)           Ａ６１Ｐ   1/04    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  31/14     (2006.01)           Ａ６１Ｐ   3/10    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  25/00     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  31/18    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  35/00     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  31/14    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ   5/14     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  25/00    １０１　          　　　　　
   Ｇ０１Ｎ  33/53     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  35/00    　　　　          　　　　　
   Ｃ１２Ｐ  21/08     (2006.01)           Ａ６１Ｐ   5/14    　　　　          　　　　　
   　　　　                                Ｇ０１Ｎ  33/53    　　　Ｙ          　　　　　
   　　　　                                Ｃ１２Ｐ  21/08    　　　　          　　　　　

(81)指定国　　　　  AP(BW,GH,GM,KE,LS,MW,MZ,NA,SD,SL,SZ,TZ,UG,ZM,ZW),EA(AM,AZ,BY,KG,KZ,MD,RU,TJ,TM),
EP(AT,BE,BG,CH,CY,CZ,DE,DK,EE,ES,FI,FR,GB,GR,HU,IE,IS,IT,LT,LU,MC,NL,PL,PT,RO,SE,SI,SK,TR),OA(BF,BJ,
CF,CG,CI,CM,GA,GN,GQ,GW,ML,MR,NE,SN,TD,TG),AE,AG,AL,AM,AT,AU,AZ,BA,BB,BG,BR,BW,BY,BZ,CA,CH,CN,CO,CR,
CU,CZ,DE,DK,DM,DZ,EC,EE,EG,ES,FI,GB,GD,GE,GH,GM,HR,HU,ID,IL,IN,IS,JP,KE,KG,KM,KP,KR,KZ,LC,LK,LR,LS,L
T,LU,LV,MA,MD,MG,MK,MN,MW,MX,MZ,NA,NG,NI,NO,NZ,OM,PG,PH,PL,PT,RO,RU,SC,SD,SE,SG,SK,SL,SM,SY,TJ,TM,TN
,TR,TT,TZ,UA,UG,US,UZ,VC,VN,YU,ZA,ZM,ZW

Ｆターム(参考) 4B024 AA01  BA46  CA04  DA02  EA02  GA01  GA11 
　　　　 　　  4B064 AG27  CA10  CA20  CC24  DA01 
　　　　 　　  4B065 AA92X AB05  CA25  CA44 
　　　　 　　  4C085 AA14  BB42  CC02  CC03  CC05  CC23  DD63  EE01 
　　　　 　　  4H045 AA11  AA20  AA30  BA10  DA76  EA20  FA74 



专利名称(译) 针对Fcγ受体1（CD64）的人单克隆抗体

公开(公告)号 JP2008508860A 公开(公告)日 2008-03-27

申请号 JP2007515706 申请日 2005-06-03

[标]申请(专利权)人(译) 米德列斯公司

申请(专利权)人(译) 每次Medaretsukusu酒店股份有限公司的Rete

[标]发明人 グラジアノロバート
スンダラパンデイヤンカルナ

发明人 グラジアノ,ロバート
スンダラパンデイヤン,カルナ

IPC分类号 C12N15/09 C07K16/28 C07K16/46 C07K16/08 C07K16/12 C07K16/14 C07K16/18 C07K16/40 C07K16
/42 C12N1/15 C12N1/19 C12N1/21 C12N5/10 A01K67/027 C12N15/02 C12P21/02 A61K39/395 
A61P37/06 A61P29/00 A61P21/04 A61P37/08 A61P13/12 A61P1/04 A61P3/10 A61P31/18 A61P31/14 
A61P25/00 A61P35/00 A61P5/14 G01N33/53 C12P21/08

CPC分类号 A61P1/04 A61P13/12 A61P21/04 A61P25/00 A61P29/00 C07K16/283 C07K2317/21 C07K2317/56 
C07K2317/76 C07K2317/77

FI分类号 C12N15/00.ZNA.A C07K16/28 C07K16/46 C07K16/08 C07K16/12 C07K16/14 C07K16/18 C07K16/40 
C07K16/42 C12N1/15 C12N1/19 C12N1/21 C12N5/00.A C12N5/00.B A01K67/027 C12N15/00.C 
C12P21/02.C A61K39/395.N A61K39/395.T A61P37/06 A61P29/00.101 A61P21/04 A61P37/08 A61P13
/12 A61P1/04 A61P3/10 A61P31/18 A61P31/14 A61P25/00.101 A61P35/00 A61P5/14 G01N33/53.Y 
C12P21/08

F-TERM分类号 4B024/AA01 4B024/BA46 4B024/CA04 4B024/DA02 4B024/EA02 4B024/GA01 4B024/GA11 4B064
/AG27 4B064/CA10 4B064/CA20 4B064/CC24 4B064/DA01 4B065/AA92X 4B065/AB05 4B065/CA25 
4B065/CA44 4C085/AA14 4C085/BB42 4C085/CC02 4C085/CC03 4C085/CC05 4C085/CC23 4C085
/DD63 4C085/EE01 4H045/AA11 4H045/AA20 4H045/AA30 4H045/BA10 4H045/DA76 4H045/EA20 
4H045/FA74

优先权 60/576976 2004-06-03 US

外部链接 Espacenet

摘要(译)

本发明提供了以高亲和力结合CD64的分离的单克隆抗体，特别是人抗
体。还提供了编码本发明抗体的核酸分子，用于表达本发明抗体的表达
载体，宿主细胞和方法。还提供了免疫缀合物，双特异性分子和包含本
发明抗体的药物组合物。本发明使用的抗原和抗CD64抗体，自身免疫性
疾病，移植排斥，治疗方法和增强的抗原性移植物抗宿主疾病或癌症的
方法呈现的复合也提供。

https://share-analytics.zhihuiya.com/view/77be537c-c869-4414-a62a-81f35a676282
https://worldwide.espacenet.com/patent/search/family/035429393/publication/JP2008508860A?q=JP2008508860A

