
JP 2008-529489 A 2008.8.7

(57)【要約】
　本発明は、抗原結合分子（ＡＢＭ）に関する。特定の実施形態において、本発明は、組
換えモノクローナル抗体、例えばヒトＥＧＦＲに特異的なキメラ、霊長類化またはヒト化
抗体に関する。さらに本発明は、このようなＡＢＭをコードする核酸分子、ならびにこの
ような核酸分子を含むベクターおよび宿主細胞に関する。本発明はさらに、本発明のＡＢ
Ｍを産生するための方法に、そして疾患の治療におけるこれらのＡＢＭの使用方法に関す
る。さらに本発明は、改良された治療特性を有する修飾グリコシル化を示すＡＢＭ、例え
ばＦｃ受容体結合増大およびエフェクター機能増大を示す抗体に関する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　以下の：
　（ａ）配列番号５６、配列番号５８、配列番号６２、配列番号６４、配列番号６８、配
列番号７０、配列番号７２、配列番号７４、配列番号１２２および配列番号１２４から成
る群から選択される配列；ならびに
　（ｂ）配列番号７６、配列番号７８、配列番号８０、配列番号８２、配列番号８４、配
列番号８６、配列番号８８、配列番号９０、配列番号９２、配列番号９４、配列番号９６
、配列番号９８、配列番号１００、配列番号１０２、配列番号１０４、配列番号１０６お
よび配列番号１２６から成る群から選択される配列；ならびに
　（ｃ）配列番号１０８
を含む単離ポリヌクレオチド。
【請求項２】
　以下の：
　（ａ）配列番号５４、配列番号５６、配列番号５８、配列番号６０、配列番号６２、配
列番号６４、配列番号６６、配列番号６８、配列番号７０、配列番号７２、配列番号７４
、配列番号１２２および配列番号１２４から成る群から選択される配列；ならびに
　（ｂ）配列番号７８、配列番号８０、配列番号８２、配列番号８４、配列番号８６、配
列番号８８、配列番号９０、配列番号９４、配列番号９６、配列番号１００、配列番号１
０２、配列番号１０４、配列番号１０６および配列番号１２６から成る群から選択される
配列；ならびに
　（ｃ）配列番号１０８
を含む単離ポリヌクレオチド。
【請求項３】
　以下の：
　（ａ）配列番号１１２または配列番号１１４；
　（ｂ）配列番号１１８；ならびに
　（ｃ）配列番号１１９
を含む単離ポリヌクレオチド。
【請求項４】
　以下の：
　（ａ）配列番号１１４；
　（ｂ）配列番号１１６および配列番号１１８；ならびに
　（ｃ）配列番号１１９
を含む単離ポリヌクレオチド。
【請求項５】
　融合ポリペプチドをコードする請求項１～４のいずれか一項に記載の単離ポリヌクレオ
チド。
【請求項６】
　配列番号４、配列番号６、配列番号８、配列番号１０、配列番号１２、配列番号１４、
配列番号１６、配列番号１８、配列番号２０、配列番号２２、配列番号２４、配列番号２
６、配列番号２８、配列番号３０、配列番号３２、配列番号３４、配列番号３６、配列番
号３８、配列番号４０および配列番号１２０から成る群から選択される配列を含む単離ポ
リヌクレオチド。
【請求項７】
　配列番号３６を含む請求項６記載の単離ポリヌクレオチド。
【請求項８】
　配列番号３８を含む請求項６記載の単離ポリヌクレオチド。
【請求項９】
　配列番号４０を含む請求項６記載の単離ポリヌクレオチド。
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【請求項１０】
　配列番号４６、配列番号５０および配列番号５２から成る群から選択される配列を含む
単離ポリヌクレオチド。
【請求項１１】
　配列番号４６を含む請求項１０記載の単離ポリヌクレオチド。
【請求項１２】
　融合ポリペプチドをコードする請求項６～１１のいずれか一項に記載の単離ポリヌクレ
オチド。
【請求項１３】
　以下の：
　（ａ）配列番号２、配列番号４、配列番号６、配列番号８、配列番号１０、配列番号１
２、配列番号１４、配列番号１６、配列番号１８、配列番号２０、配列番号２２、配列番
号２４、配列番号２６、配列番号２８、配列番号３０、配列番号３２、配列番号３４、配
列番号３６、配列番号３８、配列番号４０および配列番号１２０から成る群から選択され
る配列を有するポリペプチドをコードする配列；ならびに
　（ｂ）配列番号４４、配列番号４６、配列番号５０および配列番号５２から成る群から
選択される配列を有するポリペプチドをコードする配列
を含む単離ポリヌクレオチド。
【請求項１４】
　配列番号２、配列番号４、配列番号６、配列番号８、配列番号１０、配列番号１２、配
列番号１４、配列番号１６、配列番号１８、配列番号２０、配列番号２２、配列番号２４
、配列番号２６、配列番号２８、配列番号３０、配列番号３２、配列番号３４、配列番号
３６、配列番号３８、配列番号４０および配列番号１２０から成る群から選択される配列
と少なくとも80％の同一性を有する配列を含む単離ポリヌクレオチドであって、融合ポリ
ペプチドをコードする単離ポリヌクレオチド。
【請求項１５】
　配列番号２、配列番号４、配列番号６、配列番号８、配列番号１０、配列番号１２、配
列番号１４、配列番号１６、配列番号１８、配列番号２０、配列番号２２、配列番号２４
、配列番号２６、配列番号２８、配列番号３０、配列番号３２、配列番号３４、配列番号
３６、配列番号３８、配列番号４０および配列番号１２０から成る群から選択される配列
と少なくとも85％の同一性を有する配列を含む請求項１４記載の単離ポリヌクレオチドで
あって、融合ポリペプチドをコードする単離ポリヌクレオチド。
【請求項１６】
　配列番号２、配列番号４、配列番号６、配列番号８、配列番号１０、配列番号１２、配
列番号１４、配列番号１６、配列番号１８、配列番号２０、配列番号２２、配列番号２４
、配列番号２６、配列番号２８、配列番号３０、配列番号３２、配列番号３４、配列番号
３６、配列番号３８、配列番号４０および配列番号１２０から成る群から選択される配列
と少なくとも90％の同一性を有する配列を含む請求項１４または１５記載の単離ポリヌク
レオチドであって、融合ポリペプチドをコードする単離ポリヌクレオチド。
【請求項１７】
　配列番号２、配列番号４、配列番号６、配列番号８、配列番号１０、配列番号１２、配
列番号１４、配列番号１６、配列番号１８、配列番号２０、配列番号２２、配列番号２４
、配列番号２６、配列番号２８、配列番号３０、配列番号３２、配列番号３４、配列番号
３６、配列番号３８、配列番号４０および配列番号１２０から成る群から選択される配列
と少なくとも95％の同一性を有する配列を含む請求項１４～１６記載の単離ポリヌクレオ
チドであって、融合ポリペプチドをコードする単離ポリヌクレオチド。
【請求項１８】
　配列番号２、配列番号４、配列番号６、配列番号８、配列番号１０、配列番号１２、配
列番号１４、配列番号１６、配列番号１８、配列番号２０、配列番号２２、配列番号２４
、配列番号２６、配列番号２８、配列番号３０、配列番号３２、配列番号３４、配列番号
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３６、配列番号３８、配列番号４０および配列番号１２０から成る群から選択される配列
と少なくとも99％の同一性を有する配列を含む請求項１４記載の単離ポリヌクレオチドで
あって、融合ポリペプチドをコードする単離ポリヌクレオチド。
【請求項１９】
　配列番号４４、配列番号４６、配列番号５０および配列番号５２から成る群から選択さ
れる配列と少なくとも80％の同一性を有する配列を含む単離ポリヌクレオチドであって、
融合ポリペプチドをコードする単離ポリヌクレオチド。
【請求項２０】
　配列番号４４、配列番号４６、配列番号５０および配列番号５２から成る群から選択さ
れる配列と少なくとも85％の同一性を有する配列を含む請求項１９記載の単離ポリヌクレ
オチドであって、融合ポリペプチドをコードする単離ポリヌクレオチド。
【請求項２１】
　配列番号４４、配列番号４６、配列番号５０および配列番号５２から成る群から選択さ
れる配列と少なくとも90％の同一性を有する配列を含む請求項２０記載の単離ポリヌクレ
オチドであって、融合ポリペプチドをコードする単離ポリヌクレオチド。
【請求項２２】
　配列番号４４、配列番号４６、配列番号５０および配列番号５２から成る群から選択さ
れる配列と少なくとも95％の同一性を有する配列を含む請求項２１記載の単離ポリヌクレ
オチドであって、融合ポリペプチドをコードする単離ポリヌクレオチド。
【請求項２３】
　配列番号４４、配列番号４６、配列番号５０および配列番号５２から成る群から選択さ
れる配列と少なくとも99％の同一性を有する配列を含む請求項２２記載の単離ポリヌクレ
オチドであって、融合ポリペプチドをコードする単離ポリヌクレオチド。
【請求項２４】
　配列番号４、配列番号６、配列番号８、配列番号１０、配列番号１２、配列番号１４、
配列番号１６、配列番号１８、配列番号２０、配列番号２２、配列番号２４、配列番号２
６、配列番号２８、配列番号３０、配列番号３２、配列番号３４、配列番号３６、配列番
号３８、配列番号４０および配列番号１２０から成る群から選択される配列と少なくとも
80％の同一性を有する配列を含む単離ポリヌクレオチド。
【請求項２５】
　配列番号４６、配列番号５０、配列番号５２から成る群から選択される配列と少なくと
も80％の同一性を有する配列を含む単離ポリヌクレオチド。
【請求項２６】
　配列番号４、配列番号６、配列番号８、配列番号１０、配列番号１２、配列番号１４、
配列番号１６、配列番号１８、配列番号２０、配列番号２２、配列番号２４、配列番号２
６、配列番号２８、配列番号３０、配列番号３２、配列番号３４、配列番号３６、配列番
号３８、配列番号４０および配列番号１２０から成る群から選択される配列と少なくとも
85％の同一性を有する配列を含む請求項２４記載の単離ポリヌクレオチド。
【請求項２７】
　配列番号４６、配列番号５０、配列番号５２から成る群から選択される配列と少なくと
も85％の同一性を有する配列を含む請求項２５記載の単離ポリヌクレオチド。
【請求項２８】
　配列番号４、配列番号６、配列番号８、配列番号１０、配列番号１２、配列番号１４、
配列番号１６、配列番号１８、配列番号２０、配列番号２２、配列番号２４、配列番号２
６、配列番号２８、配列番号３０、配列番号３２、配列番号３４、配列番号３６、配列番
号３８、配列番号４０および配列番号１２０から成る群から選択される配列と少なくとも
90％の同一性を有する配列を含む請求項２６記載の単離ポリヌクレオチド。
【請求項２９】
　配列番号４６、配列番号５０および配列番号５２から成る群から選択される配列と少な
くとも90％の同一性を有する配列を含む請求項２５または２７のいずれか一項に記載の単
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離ポリヌクレオチド。
【請求項３０】
　配列番号４、配列番号６、配列番号８、配列番号１０、配列番号１２、配列番号１４、
配列番号１６、配列番号１８、配列番号２０、配列番号２２、配列番号２４、配列番号２
６、配列番号２８、配列番号３０、配列番号３２、配列番号３４、配列番号３６、配列番
号３８、配列番号４０および配列番号１２０から成る群から選択される配列と少なくとも
95％の同一性を有する配列を含む請求項２６または２８のいずれか一項に記載の単離ポリ
ヌクレオチド。
【請求項３１】
　配列番号４６、配列番号５０および配列番号５２から成る群から選択される配列と少な
くとも95％の同一性を有する配列を含む請求項２５、２７または２９のいずれか一項に記
載の単離ポリヌクレオチド。
【請求項３２】
　配列番号４、配列番号６、配列番号８、配列番号１０、配列番号１２、配列番号１４、
配列番号１６、配列番号１８、配列番号２０、配列番号２２、配列番号２４、配列番号２
６、配列番号２８、配列番号３０、配列番号３２、配列番号３４、配列番号３６、配列番
号３８、配列番号４０および配列番号１２０から成る群から選択される配列と少なくとも
99％の同一性を有する配列を含む請求項２６、２８または３０のいずれか一項に記載の単
離ポリヌクレオチド。
【請求項３３】
　配列番号４６、配列番号５０および配列番号５２から成る群から選択される配列と少な
くとも99％の同一性を有する配列を含む請求項２５、２７、２９または３１のいずれか一
項に記載の単離ポリヌクレオチド。
【請求項３４】
　以下の：
　（ａ）配列番号１、配列番号３、配列番号５、配列番号７、配列番号９、配列番号１１
、配列番号１３、配列番号１５、配列番号１７、配列番号１９、配列番号２１、配列番号
２３、配列番号２５、配列番号２７、配列番号２９、配列番号３１、配列番号３３、配列
番号３５、配列番号３７、配列番号３９および配列番号１２１から成る群から選択される
配列を有するポリペプチドをコードする配列；ならびに
　（ｂ）ラット以外の種からの抗体Ｆｃ領域の配列またはその断片を有するポリペプチド
をコードする配列
を含む単離ポリヌクレオチド。
【請求項３５】
　抗体Ｆｃ領域の配列を有する前記ポリペプチドが抗体定常領域である請求項３４記載の
単離ポリヌクレオチド。
【請求項３６】
　以下の：
　（ａ）配列番号４３、配列番号４５、配列番号４９および配列番号５１から成る群から
選択される配列を有するポリペプチドをコードする配列；ならびに
　（ｂ）ラット以外の種からの抗体軽鎖定常領域の配列またはその断片を有するポリペプ
チドをコードする配列
を含む単離ポリヌクレオチド。
【請求項３７】
　配列番号３、配列番号５、配列番号７、配列番号９、配列番号１１、配列番号１３、配
列番号１５、配列番号１７、配列番号１９、配列番号２１、配列番号２３、配列番号２５
、配列番号２７、配列番号２９、配列番号３１、配列番号３３、配列番号３５、配列番号
３７、配列番号３９および配列番号１２１から成る群から選択される配列を有するポリペ
プチドをコードする単離ポリヌクレオチド。
【請求項３８】
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　配列番号４５、配列番号４９および配列番号５１から成る群から選択される配列を有す
るポリペプチドをコードする単離ポリヌクレオチド。
【請求項３９】
　配列番号３、配列番号５、配列番号７、配列番号９、配列番号１１、配列番号１３、配
列番号１５、配列番号１７、配列番号１９、配列番号２１、配列番号２３、配列番号２５
、配列番号２７、配列番号２９、配列番号３１、配列番号３３、配列番号３５、配列番号
３７、配列番号３９および配列番号１２１から成る群から選択される配列を有するポリペ
プチドをコードする配列を含む単離ポリヌクレオチド。
【請求項４０】
　配列番号４５、配列番号４９および配列番号５１から成る群から選択される配列を有す
るポリペプチドをコードする配列を含む単離ポリヌクレオチド。
【請求項４１】
　請求項１～４０のいずれか一項に記載の単離ポリヌクレオチドを含む発現ベクター。
【請求項４２】
　多シストロン性である請求項４１記載のベクター。
【請求項４３】
　請求項４１記載の発現ベクターを含む宿主細胞。
【請求項４４】
　請求項１～３７のいずれか一項に記載の単離ポリヌクレオチドを含む宿主細胞。
【請求項４５】
　ヒト抗体軽鎖または重鎖定常領域をコードする配列をさらに含む請求項６～１０のいず
れか一項に記載の単離ポリヌクレオチド。
【請求項４６】
　請求項３９記載の単離ポリヌクレオチドおよび抗体軽鎖の可変領域をコードする配列を
含むポリヌクレオチドを発現する宿主細胞。
【請求項４７】
　ラットＩＣＲ６２抗体由来の配列および異種ペプチド由来の配列を含むポリペプチド。
【請求項４８】
　請求項４７記載のポリペプチドを含む抗原結合分子。
【請求項４９】
　ヒトＥＧＦＲを結合する請求項４８記載の抗原結合分子。
【請求項５０】
　抗体である請求項４８または４９記載の抗原結合分子。
【請求項５１】
　前記抗体がキメラ性である請求項５０記載の抗原結合分子。
【請求項５２】
　前記キメラ抗体がヒト化抗体である請求項５１記載の抗原結合分子。
【請求項５３】
　配列番号１の配列を含むキメラポリペプチドまたはその変異体。
【請求項５４】
　配列番号４３の配列を含むキメラポリペプチドまたはその変異体。
【請求項５５】
　以下の：
　（ａ）配列番号５３、配列番号５５、配列番号５７、配列番号１２３、配列番号５９、
配列番号６１、配列番号６３、配列番号６５、配列番号６７、配列番号６９、配列番号７
１、配列番号７３および配列番号１２５から成る群から選択される配列を有するポリペプ
チド；
　（ｂ）配列番号７５、配列番号７７、配列番号７９、配列番号８１、配列番号８３、配
列番号８５、配列番号８７、配列番号８９、配列番号１２７、配列番号９１、配列番号９
３、配列番号９５、配列番号９７、配列番号９９、配列番号１０１、配列番号１０１、配
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列番号１０３、配列番号１０５および配列番号１０５から成る群から選択される配列を有
するポリペプチド；ならびに
　（ｃ）配列番号１０７の配列を有するポリペプチド
を含むキメラポリペプチド。
【請求項５６】
　以下の：
　（ａ）配列番号１１１または配列番号１１３の配列を有するポリペプチド；
　（ｂ）配列番号１１５の配列を有するポリペプチド；ならびに
　（ｃ）配列番号１１７の配列を有するポリペプチド
を含むキメラポリペプチド。
【請求項５７】
　配列番号１、配列番号３、配列番号５、配列番号７、配列番号９、配列番号１１、配列
番号１３、配列番号１５、配列番号１７、配列番号１９、配列番号２１、配列番号２３、
配列番号２５、配列番号２７、配列番号２９、配列番号３１、配列番号３３、配列番号３
５、配列番号３７、配列番号３９および配列番号１２１から成る群から選択される配列を
含む単離ポリヌクレオチドまたはその変異体。
【請求項５８】
　配列番号４３、配列番号４５、配列番号４９および配列番号５１から成る群から選択さ
れる配列を含む単離ポリペプチドまたはその変異体。
【請求項５９】
　融合ポリペプチドである請求項５７または５８記載の単離ポリペプチド。
【請求項６０】
　請求項５７記載のポリペプチドおよび請求項５８記載のポリペプチドを含む抗原結合分
子。
【請求項６１】
　請求項５９記載の単離ポリペプチドを含む抗原結合分子。
【請求項６２】
　抗体である請求項６１記載の抗原結合分子。
【請求項６３】
　ＥＧＦＲと結合する請求項６１～６２のいずれか一項に記載の抗原結合分子。
【請求項６４】
　ＥＧＦＲ変異体ＩＩＩと結合する請求項６１～６３のいずれか一項に記載の抗原結合分
子。
【請求項６５】
　ラット抗体ＩＣＲ６２と同一エピトープと結合する請求項６１～６４のいずれか一項に
記載の抗原結合分子。
【請求項６６】
　ヒト化抗体である請求項６２記載の抗体。
【請求項６７】
　霊長類化抗体である請求項６２記載の抗体。
【請求項６８】
　抗体断片である請求項６１または６３～６５のいずれか一項に記載の抗原結合分子。
【請求項６９】
　前記抗体断片がヒト化される請求項６８記載の抗原結合分子。
【請求項７０】
　前記抗体断片がｓｃＦｖ断片、Ｆｖ断片、Ｆ（ａｂ‘）２断片、ミニボディ、ダイアボ
ディ、トリアボディおよびテトラボディから成る群から選択される請求項６８または請求
項６９記載の抗原結合分子。
【請求項７１】
　組換え抗体である請求項６１または請求項６２記載の抗原結合分子。
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【請求項７２】
　前記組換え抗体がヒト化される請求項７１記載の抗原結合分子。
【請求項７３】
　前記組換え抗体がヒトＦｃ領域を含む請求項７１または請求項７２記載の抗原結合分子
。
【請求項７４】
　前記ヒトＦｃ領域がヒトＩｇＧ　Ｆｃ領域である請求項７３記載の抗原結合分子。
【請求項７５】
　Ｆｃ領域中にオリゴ糖構造変化を有するよう糖鎖工学処理された請求項６１～７４のい
ずれかに記載の抗原結合分子。
【請求項７６】
　前記Ｆｃ領域が非糖鎖工学処理抗原結合分子と比較してフコース残基数低減を有する請
求項７５記載の抗原結合分子。
【請求項７７】
　前記Ｆｃ領域が非糖鎖工学処理抗体と比較して二分岐オリゴ糖の比率増大を示す請求項
７５または請求項７６記載の抗原結合分子。
【請求項７８】
　前記修飾オリゴ糖が二分岐複合体である請求項７５～７７のいずれか一項に記載の抗原
結合分子。
【請求項７９】
　前記修飾オリゴ糖が非糖鎖工学処理抗原結合分子と比較して前記抗原結合分子のＦｃ領
域中の二分岐非フコシル化オリゴ糖の比率増大を示す請求項７５～７７のいずれか一項に
記載の抗原結合分子。
【請求項８０】
　前記糖鎖工学処理抗体が非糖鎖工学処理抗原結合分子と比較してＦｃ領域中のＧｌｃＮ
Ａｃ残渣対フコース残渣の比増大を示す請求項７５～７９のいずれか一項に記載の抗原結
合分子。
【請求項８１】
　前記二分岐非フコシル化オリゴ糖がハイブリッドである請求項７９記載の抗原結合分子
。
【請求項８２】
　前記二分岐非フコシル化オリゴ糖が複合体である請求項７９記載の抗原結合分子。
【請求項８３】
　前記ポリペプチドのＦｃ領域中のオリゴ糖の少なくとも20％が二分岐化非フコシル化さ
れる請求項７５記載の抗原結合分子。
【請求項８４】
　前記ポリペプチドのＦｃ領域中のオリゴ糖の少なくとも30％が二分岐化非フコシル化さ
れる請求項８３記載の抗原結合分子。
【請求項８５】
　前記ポリペプチドのＦｃ領域中のオリゴ糖の少なくとも35％が二分岐化非フコシル化さ
れる請求項８４記載の抗原結合分子。
【請求項８６】
　前記ポリペプチドのＦｃ領域中のオリゴ糖の少なくとも70％が二分岐化非フコシル化さ
れる請求項８５記載の抗原結合分子。
【請求項８７】
　Ｆｃ領域中のオリゴ糖の少なくとも50％が二分岐化される請求項７５記載の抗原結合分
子。
【請求項８８】
　Ｆｃ領域中のオリゴ糖の少なくとも60％が二分岐化される請求項８７記載の抗原結合分
子。



(9) JP 2008-529489 A 2008.8.7

10

20

30

40

50

【請求項８９】
　Ｆｃ領域中のオリゴ糖の少なくとも70％が二分岐化される請求項８８記載の抗原結合分
子。
【請求項９０】
　Ｆｃ領域中のオリゴ糖の少なくとも80％が二分岐化される請求項８９記載の抗原結合分
子。
【請求項９１】
　Ｆｃ領域中のオリゴ糖の少なくとも90％が二分岐化される請求項９０記載の抗原結合分
子。
【請求項９２】
　Ｆｃ領域中のオリゴ糖の少なくとも50％が非フコシル化される請求項７５記載の抗原結
合分子。
【請求項９３】
　Ｆｃ領域中のオリゴ糖の少なくとも60％が非フコシル化される請求項９２記載の抗原結
合分子。
【請求項９４】
　Ｆｃ領域中のオリゴ糖の少なくとも70％が非フコシル化される請求項９３記載の抗原結
合分子。
【請求項９５】
　Ｆｃ領域中のオリゴ糖の少なくとも75％が非フコシル化される請求項９４記載の抗原結
合分子。
【請求項９６】
　ヒトＥＧＦＲとの結合に関してラットＩＣＲ６２抗体と競合し得る、そしてキメラ性で
ある抗原結合分子の産生方法であって、以下の：
　（ａ）前記抗原結合分子をコードする前記ポリヌクレオチドの発現を可能にする条件下
で培地中で請求項４３または請求項４４記載の宿主細胞を培養すること；そして
　（ｂ）前記抗原結合分子を回収すること
を包含する方法。
【請求項９７】
　前記抗原結合分子が抗体である請求項９６記載の方法。
【請求項９８】
　前記キメラ抗原結合分子がヒト化される請求項９７記載の方法。
【請求項９９】
　請求項４７～５２のいずれかに記載の抗原結合分子および製薬上許容可能な担体を含む
製剤組成物。
【請求項１００】
　ＥＧＦＲ関連障害の治療方法であって、以下の：
　（ａ）癌に関する予測生体マーカーの発現および／または活性化を検出する1つまたは
複数の試薬を用いて治療の前にヒト被験者からの試料を検定することによりヒト被験者に
おける抗ＥＧＦＲ療法に対する応答を予測すること；
　（ｂ）前記予測生体マーカーのうちの1つまたは複数の発現および／または活性化のパ
ターンであって、抗ＥＧＦＲ療法に対するヒト被験者の応答を予測するパターンを確定す
ること；そして
　（ｃ）治療的有効量の請求項９９記載の組成物を抗ＥＧＦＲ指向療法に応答することが
予測されるヒト被験者に投与すること
を包含する方法。
【請求項１０１】
　予測生体マーカーが増殖因子受容体または増殖因子受容体関連下流シグナル伝達分子で
ある請求項１００記載の方法。
【請求項１０２】
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　増殖因子受容体がＥＧＦＲ、リン酸化ＥＧＦＲ、ＨＥＲ２／ｎｅｕ、ＨＥＲ３またはそ
の任意の組合せである請求項１０１記載の方法。
【請求項１０３】
　増殖因子受容体関連下流シグナル伝達分子がＡｋｔ、ＲＡＳ、ＲＡＦ、ＭＡＰＫ、ＥＲ
Ｋ１、ＥＲＫ２、ＰＫＣ、ＳＴＡＴ３およびＳＴＡＴ５から成る群から選択される請求項
１０１記載の方法。
【請求項１０４】
　予測生体マーカーがＥＧＦＲおよびＨＥＲ３である請求項１００記載の方法。
【請求項１０５】
　前記組成物がアジュバントをさらに含む請求項９９記載の製剤組成物。
【請求項１０６】
　被験者におけるＥＧＦＲを発現する細胞のターゲッティング方法であって、請求項９９
記載の製剤組成物を前記被験者に投与することを包含する方法。
【請求項１０７】
　前記細胞がＥＧＦＲを過剰発現する請求項１０６記載の方法。
【請求項１０８】
　前記被験者におけるＥＧＦＲ発現により特性化される障害を診断するために実施される
請求項１０６記載の方法。
【請求項１０９】
　前記被験者におけるＥＧＦＲ発現により特性化される障害を治療するために実施される
請求項１０６記載の方法。
【請求項１１０】
　ＥＧＦＲ媒介性シグナル伝達を遮断することにより治療可能な細胞増殖性障害の治療方
法であって、それを必要とするヒト被験者に治療的有効量の請求項９９記載の製剤組成物
を投与することを包含する方法。
【請求項１１１】
　試料中のＥＧＦＲの存在をin vivoまたはin vitroで検出する方法であって、以下の：
　（ａ）試験されるべき試料を、任意に対照試料を用いて、抗原結合分子およびＥＧＦＲ
間の複合体の形成を可能にする条件下で請求項４７～５２または６０～９５のいずれかに
記載の抗原結合分子と接触させること；そして
　（ｂ）前記抗原結合分子‐ＥＧＦＲ複合体を検出すること
を包含する方法。
【請求項１１２】
　前記宿主細胞により産生されるポリペプチドのＦｃ領域中のオリゴ糖を修飾するのに十
分な量でβ（１，４）‐Ｎ‐アセチルグルコサミニルトランスフェラーゼＩＩＩ活性を有
するポリペプチドをコードする少なくとも1つの核酸を発現するよう工学処理される宿主
細胞であって、前記ポリペプチドが請求項４７～５２または６０～９５のいずれか一項に
記載の抗原結合分子である宿主細胞。
【請求項１１３】
　β（１，４）‐Ｎ‐アセチルグルコサミニルトランスフェラーゼＩＩＩ活性を有する前
記ポリペプチドが融合ポリペプチドである請求項１１２記載の宿主細胞。
【請求項１１４】
　前記抗原結合分子が抗体である請求項１１３記載の宿主細胞。
【請求項１１５】
　前記抗原結合分子が抗体断片である請求項１１２または請求項１１３記載の宿主細胞。
【請求項１１６】
　前記抗原結合分子がヒトＩｇＧのＦｃ領域と等価の領域を含む請求項１１２または請求
項１１３記載の宿主細胞。
【請求項１１７】
　前記宿主細胞により産生される前記抗原結合分子が前記修飾の結果としてＦｃ受容体結
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合親和性増大を示す請求項１１２または請求項１１３記載の宿主細胞。
【請求項１１８】
　前記宿主細胞により産生される前記抗原結合分子が前記修飾の結果としてエフェクター
機能増大を示す請求項１１２、１１３または１１７のいずれか一項に記載の宿主細胞。
【請求項１１９】
　前記融合ポリペプチドがβ（１，４）‐Ｎ‐アセチルグルコサミニルトランスフェラー
ゼＩＩＩの触媒ドメインを含む請求項１１３記載の宿主細胞。
【請求項１２０】
　前記融合ポリペプチドが異種ゴルジ常在性ポリペプチドのゴルジ局在化ドメインをさら
に含む請求項１１９記載の宿主細胞。
【請求項１２１】
　前記ゴルジ局在化ドメインがマンノシダーゼＩＩの局在化ドメインである請求項１２０
記載の宿主細胞。
【請求項１２２】
　前記ゴルジ局在化ドメインがβ（１，２）‐Ｎ‐アセチルグルコサミニルトランスフェ
ラーゼＩの局在化ドメインである請求項１２０記載の宿主細胞。
【請求項１２３】
　前記ゴルジ局在化ドメインがβ（１，２）‐Ｎ‐アセチルグルコサミニルトランスフェ
ラーゼＩＩの局在化ドメインである請求項１２０記載の宿主細胞。
【請求項１２４】
　前記ゴルジ局在化ドメインがマンノシダーゼＩの局在化ドメインである請求項１２０記
載の宿主細胞。
【請求項１２５】
　前記ゴルジ局在化ドメインがα１‐６コアフコシルトランスフェラーゼの局在化ドメイ
ンである請求項１２０記載の宿主細胞。
【請求項１２６】
　前記エフェクター機能増大がＦｃ媒介性細胞性細胞傷害増大である請求項１１８記載の
宿主細胞。
【請求項１２７】
　前記エフェクター機能増大がＮＫ細胞との結合増大である請求項１１８記載の宿主細胞
。
【請求項１２８】
　前記エフェクター機能増大がマクロファージとの結合増大である請求項１１８記載の宿
主細胞。
【請求項１２９】
　前記エフェクター機能増大が多形核細胞との結合増大である請求項１１８記載の宿主細
胞。
【請求項１３０】
　前記エフェクター機能増大が単球との結合増大である請求項１１８記載の宿主細胞。
【請求項１３１】
　前記エフェクター機能増大が直接シグナル伝達誘導性アポトーシス増大である請求項１
１８記載の宿主細胞。
【請求項１３２】
　前記エフェクター機能増大が樹状細胞成熟増大である請求項１１８記載の宿主細胞。
【請求項１３３】
　前記エフェクター機能増大がＴ細胞初回抗原刺激増大である請求項１１８記載の宿主細
胞。
【請求項１３４】
　前記Ｆｃ受容体がＦｃγ活性化受容体である請求項１１７記載の宿主細胞。
【請求項１３５】
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　前記Ｆｃ受容体がＦｃγＩＩＩＡ受容体である請求項１１７記載の宿主細胞。
【請求項１３６】
　ＨＥＫ２９３‐ＥＢＮＡ細胞、ＣＨＯ細胞、ＢＨＫ細胞、ＮＳＯ細胞、ＳＰ２／０細胞
、ＹＯ骨髄腫細胞、Ｐ３Ｘ６３マウス骨髄腫細胞、ＰＥＲ細胞、ＰＥＲ．Ｃ６細胞または
ハイブリドーマ細胞である請求項１１２記載の宿主細胞。
【請求項１３７】
　植物細胞または酵母細胞である請求項１１２記載の宿主細胞。
【請求項１３８】
　請求項４７および５３～５６のいずれか一項に記載のポリペプチドをコードする少なく
とも1つのトランスフェクト化ポリヌクレオチドをさらに含み、そして前記核酸がヒト免
疫グロブリンのＦｃ領域と等価の領域をコードする配列を含む請求項１１２記載の宿主細
胞。
【請求項１３９】
　β（１，２）‐Ｎ‐アセチルグルコサミニルトランスフェラーゼＩＩＩ活性を有するポ
リペプチドをコードする前記少なくとも1つの核酸が構成性プロモーター素子と操作可能
的に連結される請求項１１２記載の宿主細胞。
【請求項１４０】
　β（１，２）‐Ｎ‐アセチルグルコサミニルトランスフェラーゼＩＩＩ活性を有する前
記ポリペプチドが融合ポリペプチドである請求項１３９記載の宿主細胞。
【請求項１４１】
　Ｆｃ領域中のオリゴ糖の少なくとも50％が二分岐化される請求項７３記載の抗原結合分
子。
【請求項１４２】
　Ｆｃ領域中のオリゴ糖の少なくとも60％が二分岐化される請求項１４１記載の抗原結合
分子。
【請求項１４３】
　Ｆｃ領域中のオリゴ糖の少なくとも70％が二分岐化される請求項１４２記載の抗原結合
分子。
【請求項１４４】
　Ｆｃ領域中のオリゴ糖の少なくとも80％が二分岐化される請求項１４３記載の抗原結合
分子。
【請求項１４５】
　Ｆｃ領域中のオリゴ糖の少なくとも90％が二分岐化される請求項１４４記載の抗原結合
分子。
【請求項１４６】
　Ｆｃ領域中のオリゴ糖の少なくとも50％が非フコシル化される請求項７３記載の抗原結
合分子。
【請求項１４７】
　Ｆｃ領域中のオリゴ糖の少なくとも60％が非フコシル化される請求項１４６記載の抗原
結合分子。
【請求項１４８】
　Ｆｃ領域中のオリゴ糖の少なくとも70％が非フコシル化される請求項１４７記載の抗原
結合分子。
【請求項１４９】
　Ｆｃ領域中のオリゴ糖の少なくとも75％が非フコシル化される請求項１４８記載の抗原
結合分子。
【請求項１５０】
　前記障害が乳癌、膀胱癌、頭部および頚部癌、皮膚癌、膵臓癌、肺癌、卵巣癌、結腸癌
、前立腺癌、腎臓癌および脳癌から成る群から選択される癌である請求項１１０記載の方
法。
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【請求項１５１】
　ラットＩＣＲ６２抗体の少なくとも1つの相補性決定領域を含む単離ポリヌクレオチド
、あるいは前記相補性決定領域に対する少なくとも特異性決定残基を含有するその変異体
または切頭化形態を含み、融合ポリペプチドをコードする単離ポリヌクレオチド。
【請求項１５２】
　前記相補性決定領域が配列番号５４、配列番号５６、配列番号５８、配列番号６０、配
列番号６２、配列番号６４、配列番号６６、配列番号６８、配列番号７０、配列番号７２
、配列番号７４、配列番号１２２、配列番号１２４、配列番号７６、配列番号７８、配列
番号８０、配列番号８２、配列番号８４、配列番号８６、配列番号８８、配列番号９０、
配列番号９２、配列番号９４、配列番号９６、配列番号９８、配列番号１００、配列番号
１０２、配列番号１０４、配列番号１０６、配列番号１２６、配列番号１０８、配列番号
１１２、配列番号１４、配列番号１１６、配列番号１１８および配列番号１１９から成る
群から選択される請求項１５１記載の単離ポリヌクレオチド。
【請求項１５３】
　抗原結合分子をコードする請求項１５１記載の単離ポリヌクレオチド。
【請求項１５４】
　ラットＩＣＲ６２抗体の少なくとも2つの相補性決定領域を含む単離ポリヌクレオチド
、あるいは前記相補性決定領域に対する少なくとも特異性決定残基を含有するその変異体
または切頭化形態を含み、融合ポリペプチドをコードする単離ポリヌクレオチド。
【請求項１５５】
　前記少なくとも2つの相補性決定領域が配列番号５４、配列番号５６、配列番号５８、
配列番号６０、配列番号６２、配列番号６４、配列番号６６、配列番号６８、配列番号７
０、配列番号７２、配列番号７４、配列番号１２２、配列番号１２４、配列番号７６、配
列番号７８、配列番号８０、配列番号８２、配列番号８４、配列番号８６、配列番号８８
、配列番号９０、配列番号９２、配列番号９４、配列番号９６、配列番号９８、配列番号
１００、配列番号１０２、配列番号１０４、配列番号１０６、配列番号１２６、配列番号
１０８、配列番号１１２、配列番号１４、配列番号１１６、配列番号１１８および配列番
号１１９から成る群から選択される請求項１５４記載の単離ポリヌクレオチド。
【請求項１５６】
　ラットＩＣＲ６２抗体の少なくとも3つの相補性決定領域を含む単離ポリヌクレオチド
、あるいは前記3つの相補性決定領域の各々に対する少なくとも特異性決定残基を含有す
るその変異体または切頭化形態を含み、融合ポリペプチドをコードする単離ポリヌクレオ
チド。
【請求項１５７】
　前記少なくとも3つの相補性決定領域が配列番号５４、配列番号５６、配列番号５８、
配列番号６０、配列番号６２、配列番号６４、配列番号６６、配列番号６８、配列番号７
０、配列番号７２、配列番号７４、配列番号１２２、配列番号１２４、配列番号７６、配
列番号７８、配列番号８０、配列番号８２、配列番号８４、配列番号８６、配列番号８８
、配列番号９０、配列番号９２、配列番号９４、配列番号９６、配列番号９８、配列番号
１００、配列番号１０２、配列番号１０４、配列番号１０６、配列番号１２６、配列番号
１０８、配列番号１１２、配列番号１４、配列番号１１６、配列番号１１８および配列番
号１１９から成る群から選択される請求項１５６記載の単離ポリヌクレオチド。
【請求項１５８】
　前記相補性決定領域が配列番号５４、配列番号５６、配列番号５８、配列番号６０、配
列番号６２、配列番号６４、配列番号６６、配列番号６８、配列番号７０、配列番号７２
、配列番号７４、配列番号１２２および配列番号１２４から成る群から選択される少なく
とも1つの配列；ならびに配列番号７６、配列番号７８、配列番号８０、配列番号８２、
配列番号８４、配列番号８６、配列番号８８、配列番号９０、配列番号９２、配列番号９
４、配列番号９６、配列番号９８、配列番号１００、配列番号１０２、配列番号１０４、
配列番号１０６および配列番号１２６；ならびに配列番号１０８から成る群から選択され
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る少なくとも1つの配列、あるいは前記相補性決定領域の各々に対する少なくとも特異性
決定残基を含有する前記配列の切頭形態を含む請求項１５６記載の単離ポリヌクレオチド
。
【請求項１５９】
　ラットＩＣＲ６２抗体の少なくとも4つの相補性決定領域を含む単離ポリヌクレオチド
、あるいは前記相補性決定領域に対する少なくとも特異性決定残基を含有するその変異体
または切頭化形態を含み、融合ポリペプチドをコードする単離ポリヌクレオチド。
【請求項１６０】
　前記少なくとも４つの相補性決定領域が配列番号５４、配列番号５６、配列番号５８、
配列番号６０、配列番号６２、配列番号６４、配列番号６６、配列番号６８、配列番号７
０、配列番号７２、配列番号７４、配列番号１２２、配列番号１２４、配列番号７６、配
列番号７８、配列番号８０、配列番号８２、配列番号８４、配列番号８６、配列番号８８
、配列番号９０、配列番号９２、配列番号９４、配列番号９６、配列番号９８、配列番号
１００、配列番号１０２、配列番号１０４、配列番号１０６、配列番号１２６および配列
番号１０８、配列番号１１２、配列番号１４、配列番号１１６、配列番号１１８および配
列番号１１９から成る群から選択される請求項１５９記載の単離ポリヌクレオチド。
【請求項１６１】
　ラットＩＣＲ６２抗体の少なくとも5つの相補性決定領域を含む単離ポリヌクレオチド
、あるいは前記相補性決定領域に対する少なくとも特異性決定残基を含有するその変異体
または切頭化形態を含み、融合ポリペプチドをコードする単離ポリヌクレオチド。
【請求項１６２】
　前記少なくとも5つの相補性決定領域が配列番号５４、配列番号５６、配列番号５８、
配列番号６０、配列番号６２、配列番号６４、配列番号６６、配列番号６８、配列番号７
０、配列番号７２、配列番号７４、配列番号１２２、配列番号１２４、配列番号７６、配
列番号７８、配列番号８０、配列番号８２、配列番号８４、配列番号８６、配列番号８８
、配列番号９０、配列番号９２、配列番号９４、配列番号９６、配列番号９８、配列番号
１００、配列番号１０２、配列番号１０４、配列番号１０６、配列番号１２６および配列
番号１０８、配列番号１１２、配列番号１４、配列番号１１６、配列番号１１８および配
列番号１１９から成る群から選択される請求項１６１記載の単離ポリヌクレオチド。
【請求項１６３】
　ラットＩＣＲ６２抗体の6つの相補性決定領域を含む単離ポリヌクレオチド、あるいは
前記相補性決定領域に対する少なくとも特異性決定残基を含有するその変異体または切頭
化形態を含み、融合ポリペプチドをコードする単離ポリヌクレオチド。
【請求項１６４】
　前記相補性決定領域が配列番号５４、配列番号５６、配列番号５８、配列番号６０、配
列番号６２、配列番号６４、配列番号６６、配列番号６８、配列番号７０、配列番号７２
、配列番号７４、配列番号１２２、配列番号１２４、配列番号７６、配列番号７８、配列
番号８０、配列番号８２、配列番号８４、配列番号８６、配列番号８８、配列番号９０、
配列番号９２、配列番号９４、配列番号９６、配列番号９８、配列番号１００、配列番号
１０２、配列番号１０４、配列番号１０６、配列番号１２６および配列番号１０８、配列
番号１１２、配列番号１４、配列番号１１６、配列番号１１８および配列番号１１９から
成る群から選択される請求項１６３記載の単離ポリヌクレオチド。
【請求項１６５】
　請求項１５１～１６４のいずれかに記載の単離ポリヌクレオチドによりコードされる単
離ポリペプチド。
【請求項１６６】
　ラットＩＣＲ６２抗体の少なくとも1、2、3、4、5または6つの相補性決定領域を含む抗
原結合分子、あるいは前記相補性決定領域（単数または複数）に対する少なくとも特異性
決定残基を含有するその変異体または切頭化形態を含み、そしてさらに異種ポリペプチド
由来の配列を含む抗原結合分子。
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【請求項１６７】
　ラットＩＣＲ６２抗体の少なくとも3つの相補性決定領域、あるいは前記相補性決定領
域の各々に対する少なくとも特異性決定残基を含有するその変異体または切頭化形態を含
む請求項１６６記載の抗原結合分子。
【請求項１６８】
　抗体軽鎖または重鎖の可変領域を含む請求項１６７記載の抗原結合分子。
【請求項１６９】
　キメラまたはヒト化抗体である請求項１６７記載の抗原結合分子。
【請求項１７０】
　宿主細胞中での修飾オリゴ糖を有する抗原結合分子の産生方法であって、以下の：
　（ａ）前記抗原結合分子の産生を可能にする、そして前記抗原結合分子のＦｃ領域に存
在するオリゴ糖の修飾を可能にする条件下でβ（１，４）‐Ｎ‐アセチルグルコサミニル
トランスフェラーゼＩＩＩ活性を有するポリペプチドをコードする少なくとも1つの核酸
を発現するよう工学処理された宿主細胞を培養すること；そして
　（ｂ）ＥＧＦＲとの結合に関してＩＣＲ６２抗体と競合し得る抗原結合分子であって、
前記抗原結合分子またはその断片がキメラである抗原結合分子を単離すること
を包含する方法。
【請求項１７１】
　前記修飾オリゴ糖が非修飾オリゴ糖と比較してフコシル化低減を示す請求項１７０記載
の方法。
【請求項１７２】
　前記修飾オリゴ糖がハイブリッドである請求項１７０または請求項１７１記載の方法。
【請求項１７３】
　前記修飾オリゴ糖が複合体である請求項１７０または請求項１７１記載の方法。
【請求項１７４】
　前記宿主細胞により産生される前記組換え抗体またはその断片が前記ポリペプチドのＦ
ｃ領域中の二分岐化、非フコシル化オリゴ糖の比率増大を示す請求項１７０または請求項
１７１記載の方法。
【請求項１７５】
　前記二分岐化、非フコシル化オリゴ糖がハイブリッドである請求項１７４記載の方法。
【請求項１７６】
　前記二分岐化、非フコシル化オリゴ糖が複合体である請求項１７４記載の方法。
【請求項１７７】
　前記ポリペプチドのＦｃ領域中のオリゴ糖の少なくとも20％が二分岐化非フコシル化さ
れる請求項１７０記載の方法。
【請求項１７８】
　前記ポリペプチドのＦｃ領域中のオリゴ糖の少なくとも30％が二分岐化非フコシル化さ
れる請求項１７７記載の方法。
【請求項１７９】
　前記ポリペプチドのＦｃ領域中のオリゴ糖の少なくとも35％が二分岐化非フコシル化さ
れる請求項１７８記載の方法。
【請求項１８０】
　請求項１７０～１７９のいずれか一項に記載の方法により産生されるエフェクター機能
増大を示すよう工学処理される抗原結合分子。
【請求項１８１】
　抗体である請求項１８０記載の抗原結合分子。
【請求項１８２】
　請求項１７０～１７９のいずれか一項に記載の方法により産生されるＦｃ受容体結合親
和性増大を示すよう工学処理される抗原結合分子。
【請求項１８３】
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　抗体である請求項１８２記載の抗原結合分子。
【請求項１８４】
　前記エフェクター機能増大がＦｃ媒介性細胞性細胞傷害性増大である請求項１８０記載
の抗原結合分子。
【請求項１８５】
　前記エフェクター機能増大がＮＫ細胞との結合増大である請求項１８０記載の抗原結合
分子。
【請求項１８６】
　前記エフェクター機能増大がマクロファージとの結合増大である請求項１８０記載の抗
原結合分子。
【請求項１８７】
　前記エフェクター機能増大が単球との結合増大である請求項１８０記載の抗原結合分子
。
【請求項１８８】
　前記エフェクター機能増大が多形核細胞との結合増大である請求項１８０記載の抗原結
合分子。
【請求項１８９】
　前記エフェクター機能増大が直接シグナル伝達誘導性アポトーシス増大である請求項１
８０記載の抗原結合分子。
【請求項１９０】
　前記エフェクター機能増大が樹状細胞成熟増大である請求項１８０記載の抗原結合分子
。
【請求項１９１】
　前記エフェクター機能増大がＴ細胞初回抗原刺激増大である請求項１８０記載の抗原結
合分子。
【請求項１９２】
　前記Ｆｃ受容体がＦｃ活性化受容体である請求項１８２記載の抗原結合分子。
【請求項１９３】
　前記Ｆｃ受容体がＦｃγＲＩＩＩａ受容体である請求項１９２記載の抗原結合分子。
【請求項１９４】
　Ｆｃ領域を含有する抗体断片であって、エフェクター機能増大を示すよう工学処理され
る請求項１７０～１７９のいずれかに記載の方法により産生される抗原結合分子。
【請求項１９５】
　配列番号１、配列番号３、配列番号５、配列番号７、配列番号９、配列番号１１、配列
番号１３、配列番号１５、配列番号１７、配列番号１９、配列番号２１、配列番号２３、
配列番号２５、配列番号２７、配列番号２９、配列番号３１、配列番号３３、配列番号３
５、配列番号３７、配列番号３９および配列番号１２１から成る群から選択される配列を
有するポリペプチド、ならびに免疫グロブリンのＦｃ領域と等価でありそしてエフェクタ
ー機能増体を示すよう工学処理された領域を含む融合タンパク質である請求項１７０～１
７９のいずれかに記載の方法により産生される抗原結合分子。
【請求項１９６】
　配列番号４３、配列番号４５、配列番号４９および配列番号５１から成る群から選択さ
れる配列を有するポリペプチド、ならびに免疫グロブリンのＦｃ領域と等価でありそして
エフェクター機能増体を示すよう工学処理された領域を含む融合タンパク質である請求項
１７０～１７９のいずれかに記載の方法により産生される抗原結合分子。
【請求項１９７】
　請求項１８０～１９６のいずれかに記載の抗原結合分子および製薬上許容可能な担体を
含む製剤組成物。
【請求項１９８】
　請求項６８記載の抗体断片および製薬上許容可能な担体を含む製剤組成物。
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【請求項１９９】
　請求項５９記載の融合ポリペプチドおよび製薬上許容可能な担体を含む製剤組成物。
【請求項２００】
　ＥＧＦＲ活性低減により治療可能な疾患の治療方法であって、それを必要とするヒト被
験者に請求項１８０～１９６のいずれかに記載の治療的有効量の抗原結合分子を投与する
ことを包含する方法。
【請求項２０１】
　前記治療的有効量が約1.0 mg/kg～約15 mg/kgである請求項１１０または２００記載の
方法。
【請求項２０２】
　前記治療的有効量が約1.5 mg/kg～約12 mg/kgである請求項２０１記載の方法。
【請求項２０３】
　前記治療的有効量が約1.5 mg/kg～約4.5 mg/kgである請求項２０２記載の方法。
【請求項２０４】
　前記治療的有効量が約4.5 mg/kg～約12 mg/kgである請求項２０２記載の方法。
【請求項２０５】
　前記治療的有効量が約1.5 mg/kgである請求項２０２記載の方法。
【請求項２０６】
　前記治療的有効量が約4.5 mg/kgである請求項２０２記載の方法。
【請求項２０７】
　前記治療的有効量が約12 mg/kgである請求項２０２記載の方法。
【請求項２０８】
　このような治療を必要とする被験者におけるＥＧＦＲ関連障害の治療方法であって、約
1.0 mg/kg～約15 mg/kgの量で請求項４８～５２、６０～９５、１４１～１４９、１６６
～１６９または１８０～１９６のいずれかに記載の抗原結合分子を前記被験者に投与する
ことを包含する方法。
【請求項２０９】
　前記治療的有効量が約1.5 mg/kg～約12 mg/kgである請求項２０８記載の方法。
【請求項２１０】
　前記治療的有効量が約1.5 mg/kg～約4.5 mg/kgである請求項２０８記載の方法。
【請求項２１１】
　前記治療的有効量が約4.5 mg/kg～約12 mg/kgである請求項２０８記載の方法。
【請求項２１２】
　前記治療的有効量が約1.5 mg/kgである請求項２０８記載の方法。
【請求項２１３】
　前記治療的有効量が約4.5 mg/kgである請求項２０８記載の方法。
【請求項２１４】
　前記治療的有効量が約12 mg/kgである請求項２０８記載の方法。
【請求項２１５】
　前記被験者が哺乳類である請求項２０８記載の方法。
【請求項２１６】
　前記哺乳類がヒトである請求項２１５記載の方法。
【請求項２１７】
　前記障害が乳癌、膀胱癌、頭部および頚部癌、皮膚癌、膵臓癌、肺癌、卵巣癌、結腸癌
、前立腺癌、腎臓癌および脳癌から成る群から選択される癌である請求項２０８記載の方
法。
【請求項２１８】
　薬剤として用いるための、特に癌に用いるための請求項４８～５２、６０～９５、１４
１～１４９、１６６～１６９または１８０～１９６のいずれかに記載の抗原結合分子。
【請求項２１９】
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　前記癌が乳癌、膀胱癌、頭部および頚部癌、皮膚癌、膵臓癌、肺癌、卵巣癌、結腸癌、
前立腺癌、腎臓癌および脳癌から成る群から選択される請求項２１８記載の抗原結合分子
。
【請求項２２０】
　癌の治療または予防のための薬剤の製造のための請求項４８～５２、６０～９５、１４
１～１４９、１６６～１６９または１８０～１９６のいずれかに記載の抗原結合分子の使
用。
【請求項２２１】
　前記癌が乳癌、膀胱癌、頭部および頚部癌、皮膚癌、膵臓癌、肺癌、卵巣癌、結腸癌、
前立腺癌、腎臓癌および脳癌から成る群から選択される請求項２２０記載の使用。
【請求項２２２】
　前記抗原結合分子が約1.0 mg/kg～約15 mg/kgの治療的有効量で用いられる請求項２２
０または２２１のいずれか一項記載の使用。
【請求項２２３】
　前記治療的有効量が約1.5 mg/kg～約12 mg/kgである請求項２２０～２２２のいずれか
一項に記載の使用。
【請求項２２４】
　前記治療的有効量が約1.5 mg/kg～約4.5 mg/kgである請求項２２０～２２３のいずれか
一項に記載の使用。
【請求項２２５】
　前記治療的有効量が約4.5 mg/kg～約12 mg/kgである請求項２２０～２２４のいずれか
一項に記載の使用。
【請求項２２６】
　前記治療的有効量が約1.5 mg/kgである請求項２２０～２２５のいずれか一項に記載の
使用。
【請求項２２７】
　前記治療的有効量が約4.5 mg/kgである請求項２２０～２２６のいずれか一項に記載の
使用。
【請求項２２８】
　前記治療的有効量が約12 mg/kgである請求項２２０～２２７のいずれか一項に記載の使
用。
【請求項２２９】
　本明細書中に記載されるような新規の化合物、過程、製剤組成物、方法および使用。
【請求項２３０】
　請求項１～３９のいずれかに記載の単離ポリヌクレオチドによりコードされる単離ポリ
ペプチド。
【請求項２３１】
　請求項２３０記載の単離ポリペプチドを含む抗原結合分子。
【請求項２３２】
　配列番号６を含む請求項６記載の単離ポリヌクレオチド。
【請求項２３３】
　配列番号１０を含む請求項６記載の単離ポリヌクレオチド。
【請求項２３４】
　請求項２３２または２３３記載の単離ポリペプチドによりコードされる単離ポリペプチ
ドを含む抗原結合分子。
【請求項２３５】
　以下の：
　（ａ）配列番号５４、配列番号５６、配列番号５８、配列番号６０、配列番号６２、配
列番号６４、配列番号６６、配列番号６８、配列番号７０、配列番号７２、配列番号７４
、配列番号１２２および配列番号１２４から成る群から選択される配列；
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　（ｂ）配列番号７６、配列番号７８、配列番号８０、配列番号８２、配列番号８４、配
列番号８６、配列番号８８、配列番号９０、配列番号９２、配列番号９４、配列番号９６
、配列番号９８、配列番号１００、配列番号１０２、配列番号１０４、配列番号１０６お
よび配列番号１２６から成る群から選択される配列；
　（ｃ）配列番号１０８；ならびに
　（ｄ）1つまたは複数のヒト生殖系列遺伝子配列によりコードされるヒト軽鎖可変領域
を含むポリペプチド
を含む抗原結合分子。
【請求項２３６】
　配列番号１、配列番号３、配列番号５、配列番号７、配列番号９、配列番号１１、配列
番号１３、配列番号１５、配列番号１７、配列番号１９、配列番号２１、配列番号２３、
配列番号２５、配列番号２７、配列番号２９、配列番号３１、配列番号３３、配列番号３
５、配列番号３７、配列番号３９および配列番号１２１から成る群から選択される配列な
らびに1つまたは複数のヒト生殖系列可変領域遺伝子配列を含む軽鎖を含む抗原結合分子
。
【請求項２３７】
　ヒト生殖系列可変領域遺伝子配列がＶＫ１＿６生殖系列遺伝子配列を含む請求項２３５
または２３６記載の抗原結合分子。
【請求項２３８】
　ヒト生殖系列可変領域遺伝子配列が異なるヒト生殖系列軽鎖可変領域遺伝子配列からの
配列による1つまたは複数のアミノ酸コドンの置換を有するＶＫ１＿６生殖系列遺伝子配
列を含む請求項２３７記載の抗原結合分子。
【請求項２３９】
　1μg/血清1 mlより高い濃度で哺乳類被験者に投与される場合、臨床的有意レベルの毒
性を前記哺乳類被験者において生じない請求項４８～５２、６０～９５、１４１～１４９
、１６６～１６９、１８０～１９６または２３４～２３８のいずれかに記載の抗原結合分
子。
【請求項２４０】
　前記毒性レベルが一連の血液化学値を測定することにより確定される請求項２３９記載
の抗原結合分子。
【請求項２４１】
　前記毒性レベルが一連の組織病理学的パラメーターを観察することにより確定される請
求項２３９記載の抗原結合分子。
【請求項２４２】
　その治療を必要とする哺乳類におけるＥＧＦＲ関連障害の治療方法であって、請求項４
８～５２、６０～９５、１４１～１４９、１６６～１６９、１８０～１９６または２３５
～２４１のいずれかに記載の抗原結合分子を前記哺乳類に投与することを包含する方法で
あって、前記治療が少なくとも4週間の期間中、約1～約100 μg/mlの前期抗原結合分子の
血清濃度を生じ、そして前記治療が臨床的有意レベルの毒性を前記哺乳類において生じな
い方法。
【請求項２４３】
　前記抗原結合分子が糖鎖工学処理された抗体を含み、前記抗体が非糖鎖工学処理形態の
抗体と比較してＦｃγＲＩＩＩ結合親和性増大を示す請求項２４２記載の方法。
【請求項２４４】
　癌の治療または予防のための薬剤の製造のための請求項２３４～２４３のいずれかに記
載の抗原結合分子の使用。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
産業上の利用分野
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　本発明は、抗原結合分子（ＡＢＭ）に関する。特定の実施形態において、本発明は、組
換えモノクローナル抗体、例えばヒト上皮細胞増殖因子受容体（ＥＧＦＲ）に特異的なキ
メラ、霊長類化またはヒト化抗体に関する。さらに本発明は、このようなＡＢＭをコード
する核酸分子、ならびにこのような核酸分子を含むベクターおよび宿主細胞に関する。本
発明はさらに、本発明のＡＢＭを産生するための方法に、そして疾患の治療におけるこれ
らのＡＢＭの使用方法に関する。さらに本発明は、改良された治療特性を有する修飾グリ
コシル化を示すＡＢＭ、例えばＦｃ受容体結合増大およびエフェクター機能増大を示す抗
体に関する。
【背景技術】
【０００２】
発明の背景
ＥＧＦＲおよび抗ＥＧＦＲ抗体
　ヒト上皮細胞増殖因子受容体（ＨＥＲ‐１またはＥｒｂ‐Ｂ１としても既知であり、本
明細書中では「ＥＧＦＲ」として言及される）は、ｃ‐ｅｒｂＢ癌原遺伝子によりコード
される170 kDa膜貫通受容体であり、固有のチロシンキナーゼ活性を示す（Modjtahedi et
 al., Br. J. Cancer 73: 228-235 (1996)；Herbst and Shin, Cancer 94: 1593-1611 (2
002)）。SwissProtデータベース登録P00533は、ＥＧＦＲの配列を提供する。ＥＧＦＲの
アイソフォームおよび変異体（例えば代替的ＲＮＡ転写体、切頭化バージョン、多形体等
）も存在し、例としては、SwissProtデータベース登録P00533-1、P00533-2、P00533-3お
よびP00533-4が挙げられるが、これらに限定されない。ＥＧＦＲは、リガンド、例えば上
皮細胞増殖因子（ＥＧＦ）、形質転換増殖因子‐α（ＴＧｆ‐α）、アンフィレグリン、
ヘパリン結合ＥＧＦ（ｈｂ‐ＥＧＦ）、ベータセルリンおよびエピレグリンと結合するこ
とが既知である（Herbst and Shin, Cancer 94: 1593-1611 (2002)；Mendelsohn and Bas
elga, Oncogene 19: 6550-65 (2000)）。ＥＧＦＲは、チロシンキナーゼ媒介性シグナル
伝達経路による多数の細胞プロセス、例えば細胞の増殖、分化、細胞生存、アポトーシス
、新血管形成、有糸分裂誘発および転移を制御するシグナル伝達経路の活性化（これらに
限定されない）を調節する（Atalay et al., Ann. Oncology 14: 1346-1363 (2003)；Tsa
o and Herbst, Signal 4: 4-9 (2003)；Herbst and Shin, Cancer 94: 1593-1611 (2002)
；Modjtahedi et al., Br. J. Cancer 73: 228-235 (1996)）。
【０００３】
　ＥＧＦＲの過剰発現は、多数のヒト悪性状態、例えば膀胱、脳、頭部および頚部、膵臓
、肺、乳房、卵巣、結腸、前立腺および腎臓の癌において報告されている（Atalay et al
., Ann. Oncology 14: 1346-1363 (2003)；Herbst and Shin, Cancer 94: 1593-1611 (20
02)；Modjtahedi et al., Br. J. Cancer 73: 228-235 (1996)）。これらの状態の多くに
おいて、ＥＧＦＲの過剰発現は、患者の不十分な予後と相関し、あるいは関連する（Herb
st and Shin, Cancer 94: 1593-1611 (2002)；Modjtahedi et al., Br. J. Cancer 73: 2
28-235 (1996)）。ＥＧＦＲは、正常組織、特に皮膚、肝臓および消化管の上皮組織の細
胞中でも発現されるが、しかし一般的には、悪性細胞中よりも低レベルである（Herbst a
nd Shin, Cancer 94: 1593-1611 (2002)）。
【０００４】
　非接合モノクローナル抗体（ｍＡｂ）は、進行性乳癌の治療（Grillo-Lopez, A.-J., e
t al., Semin. Oncol. 26: 66-73 (1999)；Goldenberg, M.M., Clin. Ther. 21: 309-18 
(1999)）のためのトラスツズマブの；ＣＤ２０陽性Ｂ細胞低悪性度または濾胞性非ホジキ
ンリンパ腫の治療のためのリツキシマブ（RituxanTM、IDEC Pharmaceuticals, San Diego
, CAおよびGenentech Inc., San Francisco, CA）の；再発性球性骨髄性白血病の治療の
ためのゲムツズマブ（MylotargTM、Celltech/Wyeth-Ayerst）の；ならびにＢ細胞慢性リ
ンパ性白血病の治療のためのアレムツズマブ（CAMPATHTM、Millenium Phamaceuticals/Sc
hering AG）の米国食品医薬品局の承認により実証されるように、癌の治療のための有用
な薬剤であり得る。これらの製品の成功は、それらの効力だけでなく、それらの顕著な安
全性プロフィールにもよっている（Grillo-Lopez, A.-J., et al., Semin. Oncol. 26: 6
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6-73 (1999)；Goldenberg, M.M., Clin. Ther. 21: 309-18 (1999)）。これらの薬剤の業
績にもかかわらず、非接合ｍＡｂ療法により典型的にもたらされるものより高い特異的抗
体活性を得ることに大きな関心が一般に存在する。
【０００５】
　多数の研究の結果は、Ｆｃ受容体依存性メカニズムが腫瘍に対する細胞傷害性抗体の作
用に実質的に関与するということを示唆し、そして腫瘍に対する最適抗体が活性化Ｆｃ受
容体と優先的に、そして抑制性相手ＦｃγＲＩＩＢと最小度に結合する、ということを示
す（Clynes, R.A., et al., Nature Medicine 6 (4): 443-446 (2000)；Kalergis, A.M.,
 and Ravetch, J.V., J. Exp. Med. 195 (12): 1653-1659 (June 2002)）。例えば少なく
とも1つの研究の結果は、ＦｃγＲＩＩＩａ受容体における多形性が、特に、抗体療法の
効能に強く関連する、ということを示唆する（Cartron, G., et al., Blood 99 (3): 754
-757 (February 2002)）。その研究は、ＦｃγＲＩＩＩａと同型接合性の患者は、リツキ
シマブに対して異型接合性患者より良好な応答を有する、ということを示す。優れた応答
はＦｃγＲＩＩＩａに対する抗体のより良好なin vivo結合によるものであり、これがリ
ンパ腫細胞に対するより良好なＡＤＣＣ活性を生じる、と著者等は結論づけた（Cartron,
 G., et al., Blood 99 (3): 754-757 (February 2002)）。
【０００６】
　ＥＧＦＲを標的化し、そしてＥＧＦＲシグナル伝達経路を遮断するための種々の戦略が
報告されている。小分子チロシンキナーゼ阻害薬、例えばゲフィチニブ、エルロチニブお
よびＣＩ‐1033は、細胞内チロシンキナーゼ領域の自己リン酸化を遮断し、それにより下
流シグナル伝達事象を抑制する（Tsao and Herbst, Signal 4: 4-9 (2003)）。他方で、
モノクローナル抗体はＥＧＦＲの細胞外部分を標的化し、これがリガンド結合の遮断を生
じて、それにより細胞増殖のような下流事象を抑制する（Tsao and Herbst, Signal 4: 4
-9 (2003)）。
【０００７】
　そのような遮断をin vitroで達成するいくつかのネズミモノクローナル抗体が産生され
ており、これらはマウス異種移植モデルにおける腫瘍増殖に影響を及ぼすその能力に関し
て評価されている（Masui, et al., Cancer Res. 46: 5592-5598 (1986)；Masui, et al.
, Cancer Res. 44: 1002-1007 (1984)；Goldstein, et al., Clin. Cancer Res. 1: 1311
-1318 (1995)）。例えばEMD 55900（EMD Pharmaceuticals）は、ヒト類表皮癌細胞株Ａ４
３１に対して産生されたネズミ抗ＥＧＦＲモノクローナル抗体であり、喉頭または下咽頭
の進行性扁平上皮癌を有する患者の臨床的研究で試験された（Bier et al., Eur. Arch. 
Otohinolaryngol. 252: 433-9 (1995)）。さらに、ＥＧＦＲの細胞外ドメインと結合する
ラットモノクローナル抗体ＩＣＲ１６、ＩＣＲ６２およびＩＣＲ８０は、ＥＧＦおよびＴ
ＧＦ‐α受容体の結合を抑制するのに有効であることが示されている（Modjtahedi et al
., Int. J. Cancer 75: 310-316 (1998)）。ネズミモノクローナル抗体４２５は、ヒトＡ
４３１癌細胞株に対して産生された別のＭＡｂであり、そしてヒト上皮細胞増殖因子受容
体の外部ドメイン上のポリペプチドエピトープと結合することが判明した（Murthy et al
., Arch. Biochem. Biophys. 252 (2): 549-560 (1987)）。治療的処置におけるネズミ抗
体の使用に伴う潜在的問題は、非ヒトモノクローナル抗体が外来タンパク質としてヒト宿
主により認識され得ない点である；したがってこのような外来抗体の反復注射は免疫応答
の誘導をもたらして、有害な過敏性応答を生じ得る。ネズミベースのモノクローナル抗体
に関して、これはしばしば、ヒト抗マウス抗体応答、または「ＨＡＭＡ」応答、またはヒ
ト抗ラット抗体または「ＨＡＲＡ」応答として言及される。さらに、これらの「外来」抗
体は、それらが、実際には、それらの標的部位に到達する前に中和されるよう、宿主の免
疫系により襲撃され得る。さらに、非ヒトモノクローナル抗体（例えばネズミモノクロー
ナル抗体）は典型的には、ヒトエフェクター機能性を欠き、即ちそれらは、とりわけ補体
依存性溶解を媒介し得ないし、あるいは抗体依存性細胞毒性またはＦｃ受容体媒介性貪食
作用によりヒト標的細胞を溶解し得ない。
【０００８】
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　2またはそれより多い異なる種（例えばマウスおよびヒト）からの抗体の一部を含むキ
メラ抗体は、「接合」抗体の代替物として開発されてきた。例えば米国特許第5,891,996
号（Mateo de Acosta del Rio等）はＥＧＦＲに対して向けられるマウス／ヒトキメラ抗
体Ｒ３を考察し、そして米国特許第5,558,864号はキメラおよびヒト化形態のネズミ抗Ｅ
ＧＦＲ　ＭＡｂ４２５の産生を考察する。さらにまた、ＩＭＣ‐Ｃ225（エルビタックス
（登録商標）；ImClone）は、種々のヒト異種移植モデルにおける抗腫瘍効力を実証する
ことが報告されているキメラマウス／ヒト抗ＥＧＦＲモノクローナル抗体（マウスＭ225
モノクローナル抗体を基礎とし、これがヒト臨床試験においてＨＡＭＡ応答を生じた）で
ある（Herbst and Shin, Cancer 94: 1593-1611 (2002)）。ＩＭＣ‐Ｃ225の効力は、Ｅ
ＧＦＲシグナル伝達経路により、そしておそらくは抗体依存性細胞傷害性（ＡＤＣＣ）活
性増大により調節される細胞事象の抑制を含めたいくつかのメカニズムに起因すると考え
られる（Herbst and Shin, Cancer 94: 1593-1611 (2002)）。ＩＭＣ‐Ｃ225は、臨床試
験に、例えば放射線療法と化学療法の組合せにも用いられた（Herbst and Shin, Cancer 
94: 1593-1611 (2002)）。近年、Abgenix, Inc.（Fremont, CA）は、癌療法のためのＡＢ
Ｘ‐ＥＧＦを開発した。ＡＢＸ‐ＥＧＦは、完全ヒト抗ＥＧＦＲモノクローナル抗体であ
る（Yang et al., Crit. Rev. Oncol./Hematol. 38: 17-23 (2001)）。
【０００９】
抗体グリコシル化
　オリゴ糖構成成分は、治療用糖タンパク質の効力に関連した特性、例えば物理的安定性
、プロテアーゼ襲撃に対する耐性、免疫系との相互作用、薬物動態および特異的生物学的
活性に有意に影響を及ぼし得る。このような特性は、オリゴ糖の存在または非存在だけで
なく、その特異的構造にもより得る。オリゴ糖構造および糖タンパク質間の何らかの汎化
が成され得る。例えばある種のオリゴ糖構造は特定炭水化物結合タンパク質との相互作用
により血流からの糖タンパク質の迅速クリアランスを媒介するが、一方、他のものは抗体
により結合され、そして望ましくない免疫反応を誘発し得る（Jenkins et al., Nature B
iotechnol. 14: 975-81 (1996)）。
【００１０】
　哺乳類細胞は、ヒト適用のために最も適合可能形態でタンパク質をグリコシル化するそ
れらの能力のため、治療用糖タンパク質の産生のための好ましい宿主である（Cumming et
 al., Glycobiology 1: 115-30 (1991)；Jenkins et al., Nature Biotechnol. 14: 975-
81 (1996)）。細菌は非常に稀にしかグリコシル化せず、そして他の種類の一般的宿主、
例えば酵母、糸状真菌、昆虫および植物細胞と同様に、血流からの迅速クリアランス、望
ましくない免疫相互作用、そしていくつかの特定の場合には、生物学的活性に関連したグ
リコシル化パターンを生じする。哺乳類細胞の間で、チャイニーズハムスター卵巣（ＣＨ
Ｏ）細胞はここ20年間に最も一般的に用いられてきた。適切なグリコシル化パターンを提
供するほかに、これらの細胞は、遺伝的に安定な、高生産性クローン細胞株の一貫した産
生を可能にする。それらは無血清培地を用いて簡単なバイオリアクター中で高密度に培養
され、そして安全且つ再現可能なバイオプロセスの開発を可能にする。その他の一般的に
用いられる動物細胞としては、仔ハムスター腎臓（ＢＨＫ）細胞、ＮＳ０‐およびＳＰ２
／０‐マウス骨髄腫細胞が挙げられる。さらに近年、トランスジェニック動物からの産生
も試験されている（Jenkins et al., Nature Biotechnol. 14: 975-81 (1996)）。
【００１１】
　抗体はすべて、重鎖定常領域中の保存位置に炭水化物構造を含有し、各アイソタイプは
Ｎ結合型炭水化物構造の異なるアレイを保有し、これがタンパク質集合体、分泌または機
能活性に可変的に影響を及ぼす（Wright, A., and Morrison, S.L., Trends Biotech. 15
: 26-32 (1997)）。付着されたＮ結合型炭水化物の構造はプロセシングの程度によってか
なり変化し、そして高マンノース、多分枝鎖ならびに二分岐複合オリゴ糖を包含し得る（
Wright, A., and Morrison, S.L., Trends Biotech. 15: 26-32 (1997)）。典型的には、
モノクローナル抗体でさえ多糖形態として存在するよう、特定グリコシル化部位に付着さ
れるコアオリゴ糖構造のヘテロジニアス・プロセッシングが存在する。同様に、抗体グリ
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コシル化における主な差は細胞株間に生じ、そして小さな差でさえ、異なる培養条件下で
増殖される所定の細胞株に関して認められる、ということが示されている（Lifely, M.R.
 et al., Glycobiology 5 (8): 813-22 (1995)）。
【００１２】
　簡単な産生過程を保持しながら、そして潜在的に有意の望ましくない副作用を回避しな
がら、効力の大きな増大を得るための一方法は、Umana, P. et al., Nature Biotechnol.
 17: 176-180 (1999)および米国特許第6,602,684号（これらの記載内容は参照により本明
細書中で援用される）に記載されているように、それらのオリゴ糖構成成分を工学処理す
ることにより、モノクローナル抗体の天然細胞媒介性エフェクター機能を増強することで
ある。癌免疫療法で最も一般的に用いられる抗体であるＩｇＧ１型抗体は、各ＣＨ２度メ
イン中のＡｓｎ２９７に保存Ｎ結合型グリコシル化部位を有する糖タンパク質である。Ａ
ｓｎ２９７に付着される2つの複合二分岐オリゴ糖は、ＣＨ２ドメイン間に埋められて、
ポリペプチド主鎖との広範な接触を形成し、そしてそれらの存在は、抗体依存性細胞性細
胞傷害性（ＡＤＣＣ）のようなエフェクター機能を抗体が媒介するために不可欠である（
Jefferis, R., et al., Immunol Rev. 163: 59-76 (1998)；Wright, A. and Morrison, S
.L., Trends Biotechnol. 15: 26-32 (1997)）。
【００１３】
　Umana等は、二分岐オリゴ糖の形成を触媒するグリコシルトランスフェラーゼであるβ
（１，４）‐Ｎ‐アセチルグルコサミニルトランスフェラーゼＩＩＩ（「ＧｎＴＩＩＩ」
）のチャイニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）細胞中での過剰発現は、工学処理ＣＨＯ細胞
により産生される抗神経芽細胞腫キメラモノクローナル抗体（ｃｈＣＥ７）のin vitroＡ
ＤＣＣ活性を有意に増大する、ということを前に示した（Umana, P. et al., Nature Bio
technol. 17: 176-180 (1999)；国際公告WO 99/54342参照）（これらの記載内容は参照に
より本明細書中で援用される）。抗体ｃｈＣＥ７は、非接合ｍＡｂの大きなクラスに属し
、これらは、高腫瘍親和性および特異性を有するが、しかしＧｎＴＩＩＩ酵素を欠く標準
工業細胞株中で産生される場合に、効能が少なすぎて臨床的に有用でない（Umana, P. et
 al., Nature Biotechnol. 17: 176-180 (1999)）。その研究は、ＡＤＣＣ活性の大きな
増大がＧｎＴＩＩＩを発現するよう抗体産生細胞を工学処理することによって得られ、こ
れは、定常領域（Ｆｃ）関連、二分岐オリゴ糖、例えば二分岐、非フコシル化オリゴ糖の
比率の、天然抗体中で見出されるレベルを上回る増大ももたらす、ということを示す最初
のものであった。
【００１４】
　霊長類、例えばヒト（これに限定されない）における細胞増殖性障害であって、ＥＧＦ
Ｒ発現、特に異常発現（例えば過剰発現）により特性化される障害、例えば膀胱、脳、頭
部および頚部、膵臓、肺、乳房、卵巣、結腸、前立腺および腎臓の癌（これらに限定され
ない）の治療のためにＥＧＦＲをターゲッティングする増強された治療的アプローチに対
する必要性が依然として存在する。
【００１５】
発明の要約
　ラットＩＣＲ６２抗体の結合特異性を有する（例えば同一エピトープと結合する）、そ
してＦｃ受容体結合親和性およびエフェクター機能を増強するために糖鎖工学処理された
抗原結合分子（ＡＢＭ）のとてつもなく大きな治療的能力を認識しながら、本発明は、こ
のようなＡＢＭを産生するための方法を開発した。とりわけこの方法は、組換えキメラ抗
体またはそのキメラ断片を産生することを包含する。これらのＡＢＭの効率はさらに、抗
体Ｆｃ領域のグリコシル化プロフィールを工学処理することにより増強される。
【００１６】
　したがって一態様において、本発明は、（ａ）配列番号５４、配列番号５６、配列番号
５８、配列番号６０、配列番号６２、配列番号６４、配列番号６６、配列番号６８、配列
番号７０、配列番号７２、配列番号７４、配列番号１２２および配列番号１２４から成る
群から選択される配列；（ｂ）配列番号７６、配列番号７８、配列番号８０、配列番号８
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２、配列番号８４、配列番号８６、配列番号８８、配列番号９０、配列番号９２、配列番
号９４、配列番号９６、配列番号９８、配列番号１００、配列番号１０２、配列番号１０
４、配列番号１０６および配列番号１２６から成る群から選択される配列；ならびに（ｃ
）配列番号１０８を含む単離ポリヌクレオチドに向けられる。別の態様では、本発明は、
（ａ）配列番号１１２および配列番号１１４から成る群から選択される配列；（ｂ）配列
番号１１６および配列番号１１８から成る群から選択される配列；ならびに（ｃ）配列番
号１１９を含む単離ポリヌクレオチドに向けられる。一実施形態では、これらのポリヌク
レオチドはどれでも、融合ポリペプチドをコードする。
【００１７】
　さらなる態様において、本発明は、配列番号２、配列番号４、配列番号６、配列番号８
、配列番号１０、配列番号１２、配列番号１４、配列番号１６、配列番号１８、配列番号
２０、配列番号２２、配列番号２４、配列番号２６、配列番号２８、配列番号３０、配列
番号３２、配列番号３４、配列番号３６、配列番号３８、配列番号４０および配列番号１
２０から成る群から選択される配列を含む単離ポリヌクレオチドに向けられる。別の態様
では、本発明は、配列番号４４、配列番号４６、配列番号５０および配列番号５２から成
る群から選択される配列を含む単離ポリヌクレオチドに向けられる。
【００１８】
　本発明はさらに、配列番号２、配列番号４、配列番号６、配列番号８、配列番号１０、
配列番号１２、配列番号１４、配列番号１６、配列番号１８、配列番号２０、配列番号２
２、配列番号２４、配列番号２６、配列番号２８、配列番号３０、配列番号３２、配列番
号３４、配列番号３６、配列番号３８、配列番号４０および配列番号１２０から成る群か
ら選択される配列と少なくとも80％、85％、90％、95％または99％の同一性を有する配列
を含む単離ポリヌクレオチドであって、融合ポリペプチドをコードする単離ポリヌクレオ
チドに向けられる。付加的態様では、本発明は、配列番号４４、配列番号４６、配列番号
５０および配列番号５２から成る群から選択される配列と少なくとも80％の同一性を有す
る配列を含む単離ポリヌクレオチドであって、融合ポリペプチドをコードする単離ポリヌ
クレオチドに向けられる。
【００１９】
　本発明は、配列番号１の配列を有するキメラポリペプチドをコードする単離ポリヌクレ
オチドにも向けられる。一実施形態では、ポリヌクレオチドは、配列番号１の配列を有す
るポリペプチドをコードする配列；ならびにラット以外の種からの抗体Ｆｃ領域の配列ま
たはその断片を有するポリペプチドをコードする配列を含む。本発明は、配列番号３、配
列番号５、配列番号７、配列番号９、配列番号１１、配列番号１３、配列番号１５、配列
番号１７、配列番号１９、配列番号２１、配列番号２３、配列番号２５、配列番号２７、
配列番号２９、配列番号３１、配列番号３３、配列番号３５、配列番号３７、配列番号３
９および配列番号１２１から成る群から選択される配列を有するキメラポリペプチドをコ
ードする単離ポリヌクレオチドにも向けられる。一実施形態では、ポリヌクレオチドは、
配列番号３、配列番号５、配列番号７、配列番号９、配列番号１１、配列番号１３、配列
番号１５、配列番号１７、配列番号１９、配列番号２１、配列番号２３、配列番号２５、
配列番号２７、配列番号２９、配列番号３１、配列番号３３、配列番号３５、配列番号３
７、配列番号３９および配列番号１２１から成る群から選択される配列を有するポリペプ
チドをコードする配列；ならびにラット以外の種からの抗体Ｆｃ領域の配列またはその断
片を有するポリペプチドをコードする配列を含む。
【００２０】
　さらに別の態様では、本発明は、配列番号４３の配列を有するキメラポリペプチドをコ
ードする単離ポリヌクレオチドに向けられる。一実施形態では、ポリヌクレオチドは、配
列番号４３の配列を有するポリペプチドをコードする配列；ならびにラット以外の種から
の抗体Ｆｃ領域の配列またはその断片を有するポリペプチドをコードする配列を含む。さ
らに別の態様では、本発明は、配列番号４５、配列番号４９および配列番号５１から成る
群から選択される配列を有するキメラポリペプチドをコードする単離ポリヌクレオチドに
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向けられる。一実施形態では、ポリヌクレオチドは、配列番号４５、配列番号４９および
配列番号５１から成る群から選択される配列を有するポリペプチドをコードする配列；な
らびにラット以外の種からの抗体軽鎖定常領域（ＣＬ）の配列またはその断片を有するポ
リペプチドをコードする配列を含む。
【００２１】
　本発明は、ＩＣＲ６２抗体のＶＨ領域を有するポリペプチドまたはその機能性変異体を
コードする配列；ならびにラット以外の種からの抗体Ｆｃ領域の配列またはその断片を有
するポリペプチドをコードする配列を含む単離ポリヌクレオチドにも向けられる。別の態
様では、本発明は、ＩＣＲ６２抗体のＶＬ領域を有するポリペプチドまたはその機能性変
異体をコードする配列；ならびにラット以外の種からの抗体ＣＬ領域の配列またはその断
片を有するポリペプチドをコードする配列を含む単離ポリヌクレオチドに向けられる。
【００２２】
　本発明はさらに、上記の単離ポリヌクレオチドのいずれかを含む発現ベクターに、なら
びにこのような発現ベクターを含む宿主細胞に向けられる。さらなる態様では、本発明は
、上記の単離ポリヌクレオチドのいずれかを含む宿主細胞に向けられる。
【００２３】
　一態様では、本発明は、（ａ）配列番号５３、配列番号５５、配列番号５７、配列番号
５９、配列番号６１、配列番号６３、配列番号６５、配列番号６７、配列番号６９、配列
番号７１、配列番号７３、配列番号１２３および配列番号１２５から成る群から選択され
る配列；（ｂ）配列番号７５、配列番号７７、配列番号７９、配列番号８１、配列番号８
３、配列番号８５、配列番号８７、配列番号８９、配列番号９１、配列番号９３、配列番
号９５、配列番号９７、配列番号９９、配列番号１０１、配列番号１０３、配列番号１０
５および配列番号１２７から成る群から選択される配列；ならびに（ｃ）配列番号１０７
を含む単離ポリペプチドであって、融合ポリペプチドである単離ポリペプチドに向けられ
る。別の態様では、本発明は、（ａ）配列番号１１１または配列番号１１３から成る群か
ら選択される配列；（ｂ）配列番号１１５；ならびに
　（ｃ）配列番号１１７を含む単離ポリペプチドであって、融合ポリペプチドである単離
ポリペプチドに向けられる。
【００２４】
　本発明は、本発明は、配列番号１の配列を含むキメラポリペプチド、またはその変異体
にも向けられる。本発明はさらに、配列番号４３の配列を含むキメラポリペプチドまたは
その変異体に向けられる。一実施形態では、これらのポリペプチドのいずれか１つは、ヒ
トＦｃ領域および／またはヒトＣＬ領域を含む。本発明は、配列番号３、配列番号５、配
列番号７、配列番号９、配列番号１１、配列番号１３、配列番号１５、配列番号１７、配
列番号１９、配列番号２１、配列番号２３、配列番号２５、配列番号２７、配列番号２９
、配列番号３１、配列番号３３、配列番号３５、配列番号３７、配列番号３９および配列
番号１２１から成る群から選択される配列を含むキメラポリペプチドまたはその変異体に
も向けられる。本発明はさらに、配列番号４５、配列番号４９および配列番号５１から成
る群から選択される配列を含むキメラポリペプチドまたはその変異体に向けられる。一実
施形態では、これらのポリペプチドのいずれか１つはさらに、ヒトＦｃ領域および／また
はヒトＣＬ領域を含む。一実施形態では、ヒトＦｃ領域はＩｇＧ１を含む。
【００２５】
　別の実施形態では、本発明は、ＩＣＲ６２抗体由来の配列および異種ポリペプチド由来
の配列を含むポリペプチドに、ならびにこのようなポリペプチドを含む抗原結合分子に向
けられる。一実施形態では、抗原結合分子は抗体である。好ましい一実施形態では、抗体
はキメラ性である。別の好ましい実施形態では、抗体はヒト化または霊長類化される。
【００２６】
　別の態様では、本発明は、ＥＧＦＲとの結合に関してラットＩＣＲ６２抗体と競合し得
る、そしてキメラ性であるＡＢＭに向けられる。一実施形態では、ＡＢＭは抗体またはそ
の断片である。さらなる一実施形態では、ＡＢＭは、配列番号１、配列番号３、配列番号



(26) JP 2008-529489 A 2008.8.7

10

20

30

40

50

５、配列番号７、配列番号９、配列番号１１、配列番号１３、配列番号１５、配列番号１
７、配列番号１９、配列番号２１、配列番号２３、配列番号２５、配列番号２７、配列番
号２９、配列番号３１、配列番号３３、配列番号３５、配列番号３７、配列番号３９およ
び配列番号１２１から成る群から選択されるアミノ酸配列を有するＶＨ領域を含む組換え
抗体である。別の実施形態では、ＡＢＭは、配列番号４３、配列番号４５、配列番号４９
および配列番号５１から成る群から選択されるアミノ酸配列を有するＶＬ領域を含む組換
え抗体である。さらなる実施形態では、ＡＢＭは霊長類化される組換え抗体である。さら
にさらなる実施形態では、ＡＢＭはヒト化される組換え抗体である。別の実施形態では、
ＡＢＭはヒトＦｃ領域を含む組換え抗体である。さらなる実施形態では、上記のＡＢＭの
いずれかが毒素または放射能標識のような部分に接合され得る。
【００２７】
　本発明はさらに、本発明のＡＢＭであって、修飾オリゴ糖を有するＡＢＭに関する。一
実施形態では、修飾オリゴ糖は、非修飾オリゴ糖と比較して、フコシル化低減を示す。他
の実施形態では、修飾オリゴ糖はハイブリッドまたは複合体である。さらなる実施形態で
は、ＡＢＭは、上記分子のＦｃ領域中の非フコシル化オリゴ糖または二分岐非フコシル化
オリゴ糖の比率増大を示す。一実施形態では、二分岐非フコシル化オリゴ糖はハイブリッ
ドである。さらなる一実施形態では、二分岐非フコシル化オリゴ糖は複合体である。一実
施形態では、上記ポリペプチドのＦｃ領域中のオリゴ糖の少なくとも20％は、非フコシル
化または二分岐化非フコシル化される。さらに好ましい実施形態では、少なくとも30％、
35％、40％、45％、50％、55％、60％、65％、70％または75％またはそれより多くのオリ
ゴ糖が非フコシル化または二分岐非フコシル化される。
【００２８】
　本発明はさらに、上記のＡＢＭのいずれかをコードするポリヌクレオチドに、そしてこ
のようなポリヌクレオチドを含む発現ベクターおよび細胞に関する。
【００２９】
　本発明はさらに、ＥＧＦＲとの結合に関してラットＩＣＲ６２抗体と競合し得る、そし
てキメラ性であるＡＢＭの産生方法であって、以下の：（ａ）上記ＡＢＭをコードする上
記ポリヌクレオチドの発現を可能にする条件下で培地中で本発明ＡＢＭをコードするポリ
ヌクレオチドを含む宿主細胞を培養すること；そして（ｂ）その結果生じる培養から上記
ＡＢＭを回収することを包含する方法に関する。
【００３０】
　別の態様では、本発明は、本発明のＡＢＭを含む製剤組成物に関する。製剤組成物はさ
らに、製薬上許容可能な担体およびアジュバントまたはその組合せを含み得る、と意図さ
れる。
【００３１】
　さらなる一態様において、本発明は、ＥＧＦＲの発現（例えばＥＧＦＲの異常または過
剰発現）により特性化される疾患の治療方法に関する。当該方法は、それを必要とする被
験者、好ましくは哺乳類被験者、さらに好ましくはヒトに、治療的有効量のＡＢＭを投与
することを包含する。好ましい一実施形態では、疾患は、キメラ（例えばヒト化）抗体ま
たは抗体のキメラ断片であるＡＢＭを投与することにより治療される。一実施形態では、
ＡＢＭは約1.0 mg/kg～約15.0 mg/kgの量で投与される。別の実施形態では、ＡＢＭは約1
.5 mg/kg～約12.0 mg/kgの量で投与される。さらなる一実施形態では、ＡＢＭは約1.5 mg
/kg～約4.5 mg/kgの量で投与される。さらなる一実施形態では、ＡＢＭは約4.5 mg/kg～
約12.0 mg/kgの量で投与される。さらなる一実施形態では、ＡＢＭは約1.5および約4.5お
よび約12.0 mg/kgから成る群から選択される量で投与される。
【００３２】
　さらに別の態様では、本発明は、宿主細胞により産生されるＡＢＭ（ＥＧＦＲとの結合
に関してラットＩＣＲ６２抗体と競合し得る、そしてキメラ性である）のＦｃ領域中のオ
リゴ糖を修飾するのに十分な量でＧｎＴＩＩＩ活性を有するポリペプチドをコードする少
なくとも1つの拡散を発現するよう工学処理される宿主細胞に関する。一実施形態では、
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ＧｎＴＩＩＩ活性を有するポリペプチドは融合ポリペプチドである。別の実施形態では、
宿主細胞により産生されるＡＢＭは、抗体または抗体断片である。一実施形態では、抗体
または抗体断片はヒト化される。さらなる一実施形態では、ＡＢＭはヒトＩｇＧのＦｃ領
域と等価の領域を含む。
【００３３】
　本発明は、ラットＩＣＲ６２抗体の少なくとも1つ（例えば1、2、3、4、5または6）の
相補性決定領域または上記相補性決定領域に関する少なくとも特異性決定残基を含有する
その変異体または切頭化形態を含む単離ポリヌクレオチドであって、融合ポリペプチドを
コードする単離ポリヌクレオチドにも向けられる。好ましくはこのような単離ポリヌクレ
オチドは、抗原結合分子である融合ポリペプチドをコードする。一実施形態では、ポリヌ
クレオチドは、ラットＩＣＲ６２抗体の3つの相補性決定領域または上記3つの相補性決定
領域に関する少なくとも特異性決定残基を含有するその変異体または切頭化形態を含む。
別の実施形態では、ポリヌクレオチドは、キメラ（例えばヒト化）抗体の軽鎖または重鎖
の全可変領域をコードする。本発明はさらに、このようなポリヌクレオチドによりコード
されるポリペプチドに向けられる。
【００３４】
　別の実施形態では、本発明は、ラットＩＣＲ６２抗体の少なくとも1つ（例えば1、2、3
、4、5または6）の相補性決定領域または上記相補性決定領域に関する少なくとも特異性
決定残基を含有するその変異体または切頭化形態を含み、そして異種ポリペプチド由来の
配列を含む抗原結合分子に向けられる。一実施形態では、抗原結合分子は、ラットＩＣＲ
６２抗体の3つの相補性決定領域または上記3つの相補性決定領域に関する少なくとも特異
性決定残基を含有するその変異体または切頭化形態を含む。別の実施形態では、抗原結合
分子は、抗体の軽鎖または重鎖の可変領域を含む。特定の有用な一実施形態では、抗原結
合分子はキメラ、例えばヒト化抗体である。本発明は、このような抗原結合分子の製造方
法、ならびに、膀胱、脳、頭部および頚部、膵臓、肺、乳房、卵巣、結腸、前立腺、皮膚
および腎臓の癌のような悪性疾患を含めた疾患の治療におけるその使用にも向けられる。
【００３５】
　本発明の宿主細胞は、ＨＥＫ２９３‐ＥＢＮＡ細胞、ＣＨＯ細胞、ＢＨＫ細胞、ＮＳＯ
細胞、ＳＰ２／０細胞、ＹＯ骨髄腫細胞、Ｐ３Ｘ６３マウス骨髄腫細胞、ＰＥＲ細胞、Ｐ
ＥＲ．Ｃ６細胞またはハイブリドーマ細胞（これらに限定されない）から成る群から選択
され得る。一実施形態では、本発明の宿主細胞はさらに、ラットＩＣＲ６２抗体またはそ
の変異体のＶＬ領域をコードするポリヌクレオチドならびにヒト免疫グロブリンのＦｃ領
域と等価の領域をコードする配列を含むトランスフェクト化ポリヌクレオチドを含む。別
の実施形態では、本発明の宿主細胞はさらに、ラットＩＣＲ６２抗体またはその変異体の
ＶＨ領域をコードするポリヌクレオチドならびにヒト免疫グロブリンのＦｃ領域と等価の
領域をコードする配列を含むトランスフェクト化ポリヌクレオチドを含む。
【００３６】
　さらなる態様では、本発明は、Ｆｃ受容体結合親和性増大および／またはそのオリゴ糖
の修飾の結果としてのエフェクター機能増大を示すＡＢＭを産生する宿主細胞に向けられ
る。一実施形態では、増大される結合親和性は、Ｆｃ受容体、特にＦｃγＲＩＩＩＡに対
してである。本明細書中で意図されるエフェクター機能は、Ｆｃ媒介性細胞性細胞傷害性
増大；ＮＫ細胞との結合増大；マクロファージとの結合増大；多形核細胞との結合増大；
単球との結合増大；直接シグナル伝達誘導性アポトーシス増大；樹状細胞成熟増大；およ
びＴ細胞初回抗原刺激増大（これらに限定されない）から成る群から選択され得る。
【００３７】
　さらなる一実施形態では、本発明の宿主細胞は、構成性プロモーター素子と操作可能的
に連結されるＧｎＴＩＩＩ活性を有するポリペプチドをコードする少なくとも1つの核酸
を含む。
【００３８】
　別の態様では、本発明は、宿主細胞中での修飾オリゴ糖を有する抗原結合分子の産生方
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法であって、以下の：（ａ）上記ＡＢＭの産生を可能にする、そして上記ＡＢＭのＦｃ領
域に存在するオリゴ糖の修飾を可能にする条件下でＧｎＴＩＩＩ活性を有する融合ポリペ
プチドをコードする少なくとも1つのポリヌクレオチドを発現するよう工学処理された宿
主細胞を培養すること；そして（ｂ）ＥＧＦＲとの結合に関してＩＣＲ６２抗体と競合し
得る上記ＡＢＭであって、上記ＡＢＭがキメラである（例えばヒト化される）上記ＡＢＭ
を単離することを包含する方法に向けられる。一実施形態では、ＧｎＴＩＩＩ活性を有す
るポリペプチドは融合ポリペプチドであり、好ましくはＧｎＴＩＩＩの触媒ドメインを、
そしてマンノシダーゼＩＩの局在化ドメイン、β（１，２）‐Ｎ‐アセチルグルコサミニ
ルトランスフェラーゼＩ（「ＧｎＴＩ」）の局在化ドメイン、マンノシダーゼＩの局在化
ドメイン、β（１，２）‐Ｎ‐アセチルグルコサミニルトランスフェラーゼＩＩ（「Ｇｎ
ＴＩＩ」）の局在化ドメインおよびα１‐６コアフコシルトランスフェラーゼの局在化ド
メインから成る群から選択される異種ゴルジ常在性ポリペプチドのゴルジ局在化ドメイン
を含む融合ポリペプチドである。好ましくはゴルジ局在化ドメインは、マンノシダーゼＩ
ＩまたはＧｎＴＩからである。
【００３９】
　さらなる態様において、本発明は、宿主細胞により産生される抗ＥＧＦＲ　ＡＢＭのグ
リコシル化プロフィールの修飾方法であって、本発明の少なくとも1つの核酸または発現
ベクターを宿主細胞中に導入することを包含する方法に向けられる。一実施形態では、Ａ
ＢＭは抗体またはその断片であり、好ましくはＩｇＧのＦｃ領域を含む。あるいはポリペ
プチドは、ヒトＩｇＧのＦｃ領域と等価の領域を含む融合タンパク質である。
【００４０】
　一態様では、本発明は、ＥＧＦＲとの結合に関してラットＩＣＲ６２抗体と競合し得る
、そしてフコシル化低減を示す、組換え、キメラ抗体またはその断片に関する。
【００４１】
　別の態様では、本発明は、ＧｎＴＩＩＩ活性を有し、異種ゴルジ常在性ポリペプチドの
ゴルジ局在化ドメインを含む融合ポリペプチドを用いることによる本発明の組換え抗体ま
たはその断片のグリコシル化の修飾方法に向けられる。一実施形態では、本発明の融合ポ
リペプチドは、ＧｎＴＩＩＩの触媒ドメインを含む。別の実施形態では、ゴルジ局在化ド
メインは、マンノシダーゼＩＩの局在化ドメイン、ＧｎＴＩの局在化ドメイン、マンノシ
ダーゼＩの局在化ドメイン、ＧｎＴＩＩの局在化ドメインおよびα１‐６コアフコシルト
ランスフェラーゼの局在化ドメインから成る群から選択される。好ましくはゴルジ局在化
ドメインはマンノシダーゼＩＩまたはＧｎＴＩからである。
【００４２】
　一実施形態では、本発明の方法は、修飾オリゴ糖（非修飾オリゴ糖と比較してフコシル
化低減を示す）を有する組換えキメラ抗体またはその断片の産生に向けられる。本発明に
よれば、これらの修飾オリゴ糖はハイブリッドまたは複合体であり得る。別の実施形態で
は、本発明の方法は、上記ポリペプチドのＦｃ領域中の二分岐非フコシル化オリゴ糖の比
率増大を示す組換えキメラ（例えばヒト化）抗体またはその断片の産生に向けられる。一
実施形態では、二分岐非フコシル化オリゴ糖はハイブリッドである。別の実施形態では、
二分岐非フコシル化オリゴ糖は複合体である。さらなる一実施形態では、本発明の方法は
、二分岐非フコシル化される上記ポリペプチドのＦｃ領域中に少なくとも20％のオリゴ糖
を有する組換えキメラ抗体またはその断片の産生に向けられる。好ましい一実施形態では
、上記ポリペプチドのＦｃ領域中のオリゴ糖の少なくとも30％は二分岐化非フコシル化さ
れる。別の好ましい実施形態では、上記ポリペプチドのＦｃ領域中のオリゴ糖の少なくと
も35％が二分岐化非フコシル化される。
【００４３】
　さらなる態様において、本発明は、そのオリゴ糖の修飾の結果としてＦｃ受容体結合親
和性増大および／またはエフェクター機能増大を示す組換えキメラ抗体またはその断片に
向けられる。一実施形態では、結合親和性増大はＦｃ活性化受容体に対してである。さら
なる一実施形態では、Ｆｃ受容体は、Ｆｃγ活性化受容体、特にＦｃγＲＩＩＩＡ受容体
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である。本明細書中で意図されるエフェクター機能は、Ｆｃ媒介性細胞性細胞傷害性増大
；ＮＫ細胞との結合増大；マクロファージとの結合増大；多形核細胞との結合増大；単球
との結合増大；直接シグナル伝達誘導性アポトーシス増大；樹状細胞成熟増大；およびＴ
細胞初回抗原刺激増大（これらに限定されない）から成る群から選択され得る。
【００４４】
　別の態様では、本発明は、本発明の方法のいずれかにより産生されるエフェクター機能
増大を有するよう工学処理される、ラットＩＣＲ６２抗体の結合特異性を有しそしてＦｃ
領域を含有する組換えキメラ（ヒト化）抗体断片に向けられる。
【００４５】
　別の態様では、本発明は、配列番号１、配列番号３、配列番号５、配列番号７、配列番
号９、配列番号１１、配列番号１３、配列番号１５、配列番号１７、配列番号１９、配列
番号２１、配列番号２３、配列番号２５、配列番号２７、配列番号２９、配列番号３１、
配列番号３３、配列番号３５、配列番号３７、配列番号３９および配列番号１２１から成
る群から選択される配列、ならびに免疫グロブリンのＦｃ領域と等価の、そして本発明の
方法のいずれかにより産生されるエフェクター機能増大を示すよう工学処理された領域を
有するポリペプチドを含む融合タンパク質に向けられる。
【００４６】
　別の態様では、本発明は、配列番号４３、配列番号４５、配列番号４９および配列番号
５１から成る群から選択される配列、ならびに免疫グロブリンのＦｃ領域と等価の、そし
て本発明の方法のいずれかにより産生されるエフェクター機能増大を示すよう工学処理さ
れた領域を有するポリペプチドを含む融合タンパク質に向けられる。
【００４７】
　一態様では、本発明は、本発明の方法のいずれかにより産生される組換えキメラ（例え
ばヒト化）抗体、および製薬上許容可能な担体を含む製剤組成物に向けられる。別の態様
では、本発明は、本発明の方法のいずれかにより産生される組換えキメラ（例えばヒト化
）抗体断片、および製薬上許容可能な担体を含む製剤組成物に向けられる。別の態様では
、本発明は、本発明の方法のいずれかにより産生される融合タンパク質、および製薬上許
容可能な担体を含む製剤組成物に向けられる。
【００４８】
　さらなる一態様では、本発明は、ＥＧＦＲを発現するin vivoまたはin vitro細胞をタ
ーゲッティングするための方法に向けられる。一実施形態では、本発明は、被験者におい
てＥＧＦＲを発現する細胞をターゲッティングする方法であって、本発明のＡＢＭを含む
組成物を被験者に投与することを包含する方法に向けられる。
【００４９】
　さらに別の態様では、本発明は、試料中のＥＧＦＲの存在をin vivoまたはin vitroで
検出するための、例えばＥＧＦＲ発現に関連した障害を診断するための方法に向けられる
。一実施形態では、検出は、ＡＢＭおよびＥＧＦＲ間の複合体の形成を可能にする条件下
で、試験されるべき試料を、任意に対照試料を用いて、本発明のＡＢＭと接触させること
により実施される。次に複合体形成が検出される（例えばＥＬＩＳＡまたは当該技術分野
で既知のその他の方法により）。対照試料を試験試料とともに用いる場合、ＡＢＭ‐ＥＧ
ＦＲ複合体の形成における任意の統計学的有意差は、試験および対照試料と比較した場合
、試験試料中のＥＧＦＲの存在を示す。
【００５０】
　本発明はさらに、ＥＧＦＲ発現に関連した障害、特にＥＧＦＲが発現される、さらに特
定的にはＥＧＦＲが異常に発現される（例えば過剰発現される）細胞増殖障害、例えば膀
胱、脳、頭部および頚部、膵臓、肺、乳房、卵巣、結腸、前立腺、皮膚および腎臓の癌の
治療方法に向けられる。
【発明を実施するための最良の形態】
【００５１】
本発明の詳細な説明
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　用語は、以下のように定義されない限り、当該技術分野で一般的に用いられるように本
明細書中で用いられる。
【００５２】
　本明細書中で用いる場合、抗体という用語は、全抗体分子、例えばモノクローナル、ポ
リクローナルおよび多重特異性（二重特異性）抗体、ならびにＦｃ領域を有し、結合特異
性を保有する抗体断片、ならびに免疫グロブリンのＦｃ領域と等価の領域を含む、そして
結合特異性を保有する融合タンパク質を含むよう意図される。結合特異性を保有する抗体
断片、例えばＶＨ断片、ＶＬ断片、Ｆａｂ断片、Ｆ（ａｂ‘）2断片、ｓｃＦｖ断片、Ｆ
ｖ断片、ミニボディ、ディアボディ、トリアボディおよびテトラボディ（これらに限定さ
れない）も包含される（例えばHudson and Souriau, Nature Med. 9: 129-134 (2003)参
照）。ヒト化、霊長類化およびキメラ抗体も包含される。
【００５３】
　本明細書中で用いる場合、Ｆｃ領域という用語は、ＩｇＧ重鎖のＣ末端領域を指すよう
意図される。ＩｇＧ重鎖のＦｃ領域の境界はわずかに変化し得るが、しかしヒトＩｇＧ重
鎖Ｆｃ領域は通常は、位置Ｃｙｓ２２６のアミノ酸残基からカルボキシル末端まで伸びる
と定義される。
【００５４】
　本明細書中で用いる場合、免疫グロブリンのＦｃ領域と等価の領域という用語は、免疫
グロブリンのＦｃ領域の天然対立遺伝子変異体、ならびに置換、付加または欠失を生じる
が、しかしエフェクター機能（例えば抗体依存性細胞性細胞傷害性）を媒介する免疫グロ
ブリンの能力を実質的に低減しない変化を有する変異体を含むよう意図される。例えば1
つまたは複数のアミノ酸は、生物学的機能の実質的損失を伴わずに、免疫グロブリンのＦ
ｃ領域のＮ末端またはＣ末端から欠失され得る。このような変異体は、活性に及ぼす最小
作用を有するよう、当該技術分野で既知の一般原則に従って選択され得る（例えばBowie,
 J.U. et al., Science 247: 1306-1310 (1990)参照）。
【００５５】
　本明細書中で用いる場合、ＥＧＦＲという用語は、ヒト上皮細胞増殖因子受容体（ＨＥ
Ｒ‐１またはＥｒｂ‐Ｂ１としても既知である）（Ulrich, A. et al., Nature 309: 418
-425 (1984)；SwissProt寄託番号P00533；二次寄託番号：O00688、O00732、P06268、Q142
25、Q92795、Q9BZS2、Q9GZX1、Q9H2C9、Q9H3C9、Q9UMD7、Q9UMD8、Q9UMG5）、ならびに天
然アイソフォームおよびその変異体を指す。このようなアイソフォームおよび変異体とし
ては、ＥＧＦＲｖＩＩＩ変異体、代替的スプライシング産物（例えばSwissProt寄託番号P
00533-1、P00533-2、P00533-3、P00533-4により同定されるような）、変異体ＧＬＮ‐９
８、ＡＲＧ‐２６６、Ｌｙｓ‐５２１、ＩＬＥ‐６７４、ＧＬＹ‐９６２およびＰＲＯ‐
９８８（Livingston, R.J. et al., NIEHS-SNPs, environmental genome project, NIEHS
 ES15478, Department of Genome Sciences, Seattle, WA (2004)）、ならびに以下の寄
託番号により同定される他のもの：NM_005228.3、NM_201282.1、NM_201283.1、NM_201284
.1（参照配列ｍＲＮＡ）；AF125253.1、AF277897.1、AF288738.1、AI217671.1、AK127817
.1、AL598260.1、AU137334.1、AW163038.1、AW295229.1、BC057802.1、CB160831.1、K031
93.1、U48722.1、U95089.1、X00588.1、X00663.1；H54484S1、H54484S3、H54484S2（ＭＩ
ＰＳアセンブリー）；DT.453606、DT.86855651、DT.95165593、DT.97822681、DT.9516560
0、DT.100752430、DT.91654361、DT.92034460、DT.92446349、DT.97784849、DT.10197801
9、DT.418647、DT.86842167、DT.91803457、DT.92446350、DT.95153003、DT.95254161、D
T.97816654、DT.87014330、DT.87079224（ＤＯＴＳアセンブリー）が挙げられるが、これ
らに限定されない。
【００５６】
　本明細書中で用いる場合、ＥＧＦＲリガンドという用語は、ＥＧＦＲと結合するかおよ
び／または活性化するポリペプチドを指す。当該用語は、膜結合前駆体形態のＥＧＦＲリ
ガンド、ならびにタンパク質分解的加工処理化可溶性形態のＥＧＦＲリガンドを含む。
【００５７】
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　本明細書中で用いる場合、ＥＧＦＲのリガンド活性化という用語は、ＥＧＦＲリガンド
結合により媒介されるシグナル伝達（例えばＥＧＦＲ中のチロシン残基をリン酸化するＥ
ＧＦＲ受容体の細胞内キナーゼドメインまたは基質ポリペプチドにより引き起こされる）
を指す。
【００５８】
　本明細書中で用いる場合、ＥＧＦＲまたはＥＧＦＲリガンドの異常活性化または産生に
より特性化される疾患または障害、あるいはＥＧＦＲ発現に関連した障害という用語は、
当該疾患または障害を有するかまたは罹り易くされた被験者の細胞または組織中にＥＧＦ
Ｒおよび／またはＥＧＦＲリガンドの異常活性化および／または産生が生じている状態を
指し、これは悪性疾患または癌を包含することもある。
【００５９】
　本明細書中で用いる場合、過剰発現する、過剰発現されるおよび過剰発現しているとい
う用語は、ＥＧＦＲを発現する細胞と関連して用いられる場合、同一組織型の正常細胞と
比較して、測定可能的により高いレベルのＥＧＦＲをその表面に有する細胞を指す。この
ような過剰発現は、遺伝子増幅により、あるいは転写または翻訳増大により引き起こされ
得る。ＥＧＦＲ発現（そしてそれゆえ、過剰発現）は、当該技術分野で既知である技法に
より、例えば免疫組織化学検定、免疫蛍光検定、免疫酵素検定、ＥＬＩＳＡ、フローサイ
トメトリー、ラジオイムノアッセイ、ウエスタンブロット、リガンド結合、キナーゼ活性
等により、細胞の表面にまたは細胞溶解物中に存在するＥＧＦＲのレベルを評価すること
により、診断または予後検定で確定され得る（一般的には、CELL BIOLOGY: A LABORATORY
 HANDBOOK, Celis, J., ed., Academic Press (2d ed., 1998)；CURRENT PROTOCOLS IN P
ROTEIN SCIENCE, Coligan, J.E. et al., eds., John Wiley & Sons (1995-2003)参照；S
umitomo et al., Clin. Cancer Res. 10: 794-801 (2004)（ウエスタンブロット、フロー
サイトメトリーおよび免疫組織化学を記載する）も参照）（これらの記載内容は参照によ
り本明細書中で援用される）。代替的にはまたは付加的には、例えば蛍光in situハイブ
リダイゼーション、サザンブロッティングまたはＰＣＲ技法により、細胞中のＥＧＦＲコ
ード核酸分子のレベルを測定し得る。正常細胞中のＥＧＦＲのレベルは、ＥＧＦＲが過剰
発現されるか否かを確定するために、細胞増殖障害（例えば癌）による影響を受ける細胞
のレベルと比較される。
【００６０】
　本明細書中で用いる場合、抗原結合分子という用語は、その最も広い意味で、抗原決定
基と特異的に結合する分子を指す。さらに特定的には、ＥＧＦＲと結合する抗原結合分子
は、典型的には上皮細胞増殖因子受容体（ＥＧＦＲ）と呼ばれるが、しかしＨＥＲ‐１ま
たはＥｒｂＢ１としても既知である170 kDaの膜貫通受容体と特異的に結合する分子であ
る。「特異的に結合する」とは、結合が抗原に関して選択的であることを意味し、そして
望ましくないかまたは非特異的な相互作用とは区別され得る。
【００６１】
　本明細書中で用いる場合、融合およびキメラという用語は、ＡＢＭのようなポリペプチ
ドに関して用いられる場合、異なる種からの抗体の一部のような、2またはそれより多い
異種ポリペプチド由来のアミノ酸配列を含むポリペプチドを指す。例えばキメラＡＢＭに
関して、非抗原結合構成成分は、広範な種々の種、例えば霊長類、例えばチンパンジーお
よびヒト由来であり得る。キメラＡＢＭの定常領域は、最も好ましくは天然ヒト抗体の定
常領域と実質的に同一である；キメラ抗体の可変領域は、最も好ましくはネズミ可変領域
のアミノ酸配列を有する組換え抗ＥＧＦＲ抗体のものと実質的に同一である。ヒト化抗体
は、融合またはキメラ抗体の特に好ましい形態である。
【００６２】
　本明細書中で用いる場合、ＧｎＴＩＩＩ活性を有するポリペプチドとは、Ｎ結合型オリ
ゴ糖のトリマンノシルコアのβ結合型マンノシドへのβ‐１‐４連結中のＮ‐アセチルグ
ルコサミン（ＧｌｃＮＡｃ）残基の付加を触媒し得るポリペプチドを指す。これは、特定
の生物学的検定（用量依存性を伴ってまたは伴わずに）で測定した場合に、国際生化学分
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子生物学連合の命名委員会によりβ‐１，４‐マンノシル‐糖タンパク質４‐ベータ‐Ｎ
‐アセチルグルコサミニル‐トランスフェラーゼ（EC 2.4.1.144）としても既知であるβ
（１，４）‐Ｎ‐アセチルグルコサミニルトランスフェラーゼＩＩＩの活性と類似するが
しかし必ずしも同一ではない酵素活性を示す融合ポリペプチドを包含する。用量依存性が
存在する場合、ＧｎＴＩＩＩのものと同一である必要はなく、むしろ、ＧｎＴＩＩＩと比
較した場合、所定の活性における用量依存性と実質的に類似する（即ち、ＧｎＴＩＩＩに
比して、候補ポリペプチドはより大きな活性、または約25分の1以下、好ましくは約10分
の1以下の活性、最も好ましくは約3分の1以下の活性を示す）。
【００６３】
　本明細書中で用いる場合、変異体（または類似体）という用語は、例えば組換えＤＮＡ
技術を用いて作製されるアミノ酸挿入、欠失および置換による本発明の特定的に列挙され
たポリペプチドとは異なるポリペプチドを指す。本発明のＡＢＭの変異体としては、抗原
（例えばＥＧＦＲ）結合親和性に実質的に影響を及ぼさないような方法で1つまたはいく
つかのアミノ酸残基が置換、付加および／または欠失により修飾されるキメラ、霊長類化
またはヒト化抗原結合分子が挙げられる。当該活性を無効にすることなくどのアミノ酸残
基が取り替えられ、付加され、または欠失され得るかを決定するに際しての指針は、特定
ポリペプチドの配列を相同ペプチドの配列と比較し、高相同性の領域（保存領域）中に作
られるアミノ酸配列変化の数を最小限にすることにより、あるいはアミノ酸配列をコンセ
ンサス配列と取り替えることにより、見出され得る。
【００６４】
　あるいはこれらの同一または類似ポリペプチドをコードする組換え変異体は、遺伝暗号
の「冗長性」を用いることにより、合成されるかまたは選択され得る。種々のコドン置換
、例えば種々の制限部位を生じるサイレント変化は、プラスミドまたはウイルスベクター
中へのクローニングあるいは特定の原核生物または真核生物系中の発現を最適にするため
に導入され得る。ポリヌクレオチド配列中の突然変異は、ポリペプチドに付加されるポリ
ペプチドまたは他のペプチドのドメインに反映されて、ポリペプチドの任意の部分の比率
を修正し、リガンド結合親和性、鎖間親和性または分解／代謝回転率のような特質を変更
する。
【００６５】
　好ましくはアミノ酸「置換」は、一アミノ酸を、類似の構造的および／または化学的特
性を有する別のアミノ酸と取り替えた結果（即ち保存的アミノ酸置換）である。「保存的
」アミノ酸置換は、包含される残基の極性、電荷、溶解性、疎水性、親水性および／また
は両親媒性における類似性に基づいて作製され得る。例えば非極性（疎水性）アミノ酸と
しては、アラニン、ロイシン、イソロイシン、バリン、プロリン、フェニルアラニン、ト
リプトファンおよびメチオニンが挙げられ；極性中性アミノ酸としては、グリシン、セリ
ン、トレオニン、システイン、チロシン、アスパラギンおよびグルタミンが挙げられ；正
荷電（塩基性）アミノ酸としては、アルギニン、リシンおよびヒスチジンが挙げられ；そ
して負荷電（酸性）アミノ酸としてはアスパラギン酸およびグルタミン酸が挙げられる。
「挿入」または「欠失」は好ましくは、約1～20アミノ酸、さらに好ましくは1～10アミノ
酸の範囲である。可能にされる変異は、組換えＤＮＡ技術を用いてポリペプチド分子中に
アミノ酸の挿入、欠失または置換を系統的に作製し、そしてその結果生じる組換え変異体
を活性に関して検定することにより、実験的に確定され得る。
【００６６】
　本明細書中で用いる場合、ヒト化されるという用語は、親分子の抗原結合特性を保有す
るかまたは実質的に保有するが、しかしヒトにおいて低免疫原性である非ヒト抗原結合分
子由来の抗原結合分子、例えばネズミ抗体を指すために用いられる。これは、以下の：（
ａ）ヒト定常領域上に全非ヒト可変ドメインをグラフトして、キメラ抗体を産生し、（ｂ
）重要フレームワーク残基（例えば良好な抗原結合親和性または抗体機能を保有するため
に重要であるもの）の保持を伴うかまたは伴わずに、ヒトフレームワークおよび定常領域
上に非ヒトＣＤＲのみをグラフトし、あるいは（ｃ）全非ヒト可変ドメインを移植するが
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、しかし表面残基の置換によりヒト様部分でそれらを「覆う」ことを含めた種々の方法に
より達成され得る。このような方法は、Jones et al., Morrison et al., Proc. Natl. A
cad. Sci., 81: 6851-6855 (1984)；Morrison and Oi, Adv. Immunol., 44: 65-92 (1988
)；Verhoeyen et al., Science, 239: 1534-1536 (1988)；Padlan, Molec. Immun., 28: 
489-498 (1991)；Padlan, Molec. Immun., 31 (3): 169-217 (1994)（これらの記載内容
はすべて、参照により本明細書中で援用される）に開示されている。抗体の重鎖および軽
鎖可変ドメインの各々に一般的に3つの相補性決定領域またはＣＤＲ（ＣＤＲ１、ＣＤＲ
２およびＣＤＲ３）が存在し、これらは、抗体の重鎖および軽鎖可変ドメインの各々にお
ける4つのフレームワーク亜領域（即ちＦＲ１、ＦＲ２、ＦＲ３およびＦＲ４）により隣
接される：ＦＲ１‐ＣＤＲ１‐ＦＲ２‐ＣＤＲ２‐ＦＲ３‐ＣＤＲ３‐ＦＲ４‐ＣＤＲ４
。ヒト化抗体についての考察は、特に、米国特許第6,632,927号にそして公開済み米国特
許出願第2003/0175269号（これらの記載内容はともに参照により本明細書中で援用される
）に見出され得る。
【００６７】
　同様に、本明細書中で用いる場合、霊長類化されるという用語は、親分子の抗原結合特
性を保有するかまたは実質的に保有するが、しかし霊長類において低免疫原性である非霊
長類抗原結合分子由来の抗原結合分子、例えばネズミ抗体を指すために用いられる。
【００６８】
　当該技術分野内で用いられるかおよび／または受容される用語の2またはそれより多い
定義が存在する場合、本明細書中で用いられるような用語の定義は、明白に別記されない
限り、すべてのこのような意味を含むよう意図される。特定の一例は、重鎖および軽鎖ポ
リペプチドの両方の可変領域内に見出される非連続抗原結合部位を記載するための「相補
性決定領域」（「ＣＤＲ」）という用語の使用である。この特定の領域は、Kabat et al.
, U.S. Dept. of Health and Human Services, “Sequences of Proteins of Immunologi
cal Interest” (1983)により、ならびにChothia et al., J. Mol. Biol. 196: 901-917 
(1987)により（これらの記載内容は参照により本明細書中で援用される）記載されており
、この場合、当該定義は、互いに比較した場合、アミノ酸残基の重複またはサブセットを
包含する。それにもかかわらず、抗体またはその変異体のＣＤＲに言及するためのいずれ
かの定義の適用は、本明細書中で定義され、用いられるような用語の範囲内であるよう意
図される。上記の引用参考文献の各々により定義されるようなＣＤＲを包含する適切なア
ミノ酸残基は、比較として表１に以下で記述される。特定ＣＤＲを包含する的確な残基数
は、ＣＤＲの配列およびサイズによって変わる。抗体の可変領域アミノ酸配列を仮定する
と、どの残基が特定ＣＤＲを含むかを当業者はルーチンに確定し得る。
【００６９】
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【表１】

【００７０】
　Kabat等は、任意の抗体に適用可能である可変ドメイン配列に関するナンバリングシス
テムも定義した。配列それ自体異常に任意の実験データに頼ることなく、任意の可変ドメ
イン配列に「Kabatナンバリング」のこの系を非多義的に当業者は割り当て得る。本明細
書中で用いる場合、「Kabatナンバリング」は、Kabat et al., U.S. Dept. of Health an
d Human Services, “Sequences of Proteins of Immunological Interest” (1983)によ
り記述されたナンバリングシステムを指す。別記しない限り、ＡＢＭ中の特定アミノ酸残
基位置のナンバリングへの言及は、Kabatナンバリング系に従う。配列表の配列（即ち配
列番号１～配列番号１２７）は、Kabatナンバリング系に従って番号を付されるわけでは
ない。しかしながら上記のように、そこに提示されるような配列のナンバリングに基づい
て配列表中の任意の可変領域配列のKabatナンバリングスキームを確定することは、当業
者内では十分である。
【００７１】
　本発明の参照ヌクレオチド配列と例えば少なくとも95％「同一である」ヌクレオチド配
列を有する核酸またはポリヌクレオチドとは、ポリヌクレオチドのヌクレオチド配列が参
照ヌクレオチド配列の各々100ヌクレオチド当たり5までの点突然変異を含み得る以外は、
ポリヌクレオチドのヌクレオチド配列は参照配列と同一であると意図される。言い換えれ
ば、参照ヌクレオチド配列と少なくとも95％同一であるヌクレオチド配列を有するポリヌ
クレオチドを得るためには、参照配列中のヌクレオチドの5％までが欠失されるかまたは
別のヌクレオチドで置換され得るし、あるいは参照配列中の全ヌクレオチドの5％までの
数のヌクレオチドが参照配列中に挿入され得る。
【００７２】
　実際問題として、任意の特定核酸分子またはポリペプチドが本発明のヌクレオチド配列
またはポリペプチド配列と少なくとも80％、85％、90％、95％、96％、97％、98％または
99％同一であるか否かは、既知のコンピュータープログラムを用いて慣用的に確定され得
る。クエリ配列（本発明の配列）および対象配列間の最良の全体的整合（全体的配列アラ
インメントとも呼ばれる）を確定するための好ましい方法は、Brutlag et al., Comp. Ap
p. Biosci. 6: 237-245 (1990)のアルゴリズムに基づいたＦＡＳＴＤＢコンピュータープ
ログラムを用いて確定され得る。配列アラインメントでは、クエリおよび対象配列はとも
にＤＮＡ配列である。ＲＮＡ配列は、ＵをＴに転換することにより比較され得る。上記の
全体的配列アラインメントの結果は、同一性％である。同一性％を算定するためにＤＮＡ
配列のＦＡＳＴＤＢアラインメントに用いられる好ましいパラメーターを以下に示す：行
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列＝ユニタリ、ｋ-tuple＝4、ミスマッチ・ペナルティ＝1、連結ペナルティ＝30、無作為
化群長＝0、カットオフ・スコア＝1、ギャップ・ペナルティ＝5、ギャップサイズ・ペナ
ルティ＝0.05、ウインドウサイズ＝500または対象ヌクレオチド配列の長さ（いずれか短
い方）。
【００７３】
　５’または３’欠失のため（内部欠失のためでなく）対象配列がクエリ配列より短い場
合、結果に対してマニュアル補正がなされなければならない。これは、同一性％を算定す
る場合、ＦＡＳＴＤＢプログラムが対象配列の５’および３’切頭化を説明しないためで
ある。５’または３’末端で切頭化される対象配列に関しては、クエリ配列に比して、同
一性％は、クエリ配列の総塩基の％として、整合／整列されない対象配列の５’および３
’であるクエリ配列の塩基数を算定することにより補正される。ヌクレオチドが整合／整
列されるか否かは、ＦＡＳＴＤＢ配列アラインメントの結果により確定される。次にこの
パーセンテージは、特定パラメーターを用いて上記ＦＡＳＴＤＢプログラムにより算定さ
れる同一性％から差し引かれて、最終同一性％スコアに到達する。この補正スコアは、本
発明の目的のために用いられるものである。クエリ配列と整合／整列されないＦＡＳＴＤ
Ｂアラインメントにより表示されるような対象配列の５’および３’塩基の外側の塩基の
みが、同一性％スコアをマニュアル調整する目的のために算定される。
【００７４】
　例えば90塩基対象配列は、同一性％を確定するために、100塩基クエリ配列と整列され
る。欠失は対象配列の５’末端で起こり、したがってＦＡＳＴＤＢアラインメントは、５
’末端の最初の10塩基の整合化／アラインメントを示さない。10非対合塩基は10％配列（
整合されない５’および３’末端の塩基数／クエリ配列中の塩基の総数）を表わし、そこ
でＦＡＳＴＤＢプログラムにより算定される同一性％スコアから10％が差し引かれる。残
りの90塩基が完全に整合された場合、最終同一性％は90％である。別の例では、90塩基対
象配列が100塩基クエリ配列と比較される。この時点で、欠失は内部欠失であり、したが
ってクエリと整合／整列されない対象配列の５’または３’上に塩基は存在しない。この
場合、ＦＡＳＴＤＢにより算定される同一性％はマニュアル補正されない。さらにまた、
クエリ配列と整合／整列されない対象配列の塩基５’および３’のみがマニュアル補正さ
れる。本発明の目的のためになされる他のマニュアル補正はない。
【００７５】
　本発明のクエリアミノ酸配列と例えば少なくとも95％「同一である」アミノ酸配列を有
するポリペプチドとは、対象ポリペプチドのアミノ酸配列がクエリアミノ酸配列の各々10
0アミノ酸当たり5までのアミノ酸変化を含み得る以外は、対象ポリペプチドのアミノ酸配
列はクエリ配列と同一であると意図される。言い換えれば、クエリアミノ酸配列と少なく
とも95％同一であるアミノ酸配列を有するポリペプチドを得るためには、対象配列中のア
ミノ酸残基の5％までが欠失されるかまたは別のアミノ酸で置換され得る。参照配列のこ
れらの変化は、参照アミノ酸配列の網のまたはカルボキシ末端位置、あるいは参照配列中
のあるいは参照配列内の1つまたは複数の連続群中の残基間に独立して差し入れられるそ
れらの末端位置間の何処かで起こり得る。
【００７６】
　実際問題として、任意の特定ポリペプチドが参照ポリペプチドと少なくとも80％、85％
、90％、95％、96％、97％、98％または99％同一であるか否かは、既知のコンピューター
プログラムを用いて慣用的に確定され得る。クエリ配列（本発明の配列）および対象配列
間の最良の全体的整合（全体的配列アラインメントとも呼ばれる）を確定するための好ま
しい方法は、Brutlag et al., Comp. App. Biosci. 6: 237-245 (1990)のアルゴリズムに
基づいたＦＡＳＴＤＢコンピュータープログラムを用いて確定され得る。配列アラインメ
ントでは、クエリおよび対象配列はともにヌクレオチド配列であるか、ともにアミノ酸配
列である。上記の全体的配列アラインメントの結果は、同一性％である。ＦＡＳＴＤＢア
ミノ酸アラインメントに用いられる好ましいパラメーターを以下に示す：行列＝ＰＡＭ 0
、ｋ-tuple＝2、ミスマッチ・ペナルティ＝1、連結ペナルティ＝20、無作為化群長＝0、
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カットオフ・スコア＝1、ウインドウサイズ＝配列長、ギャップ・ペナルティ＝5、ギャッ
プサイズ・ペナルティ＝0.05、ウインドウサイズ＝500または対象アミノ酸配列の長さ（
いずれか短い方）。
【００７７】
　Ｎ‐またはＣ‐末端欠失のため（内部欠失のためでなく）対象配列がクエリ配列より短
い場合、結果に対してマニュアル補正がなされなければならない。これは、全体的同一性
％を算定する場合、ＦＡＳＴＤＢプログラムが対象配列のＮ‐およびＣ‐末端切頭化を説
明しないためである。Ｎ‐およびＣ‐末端で切頭化される対象配列に関しては、クエリ配
列に比して、同一性％は、クエリ配列の総塩基の％として、対応する対象残基と整合／整
列されない対象配列のＮ‐およびＣ‐末端であるクエリ配列の残基数を算定することによ
り補正される。残基が整合／整列されるか否かは、ＦＡＳＴＤＢ配列アラインメントの結
果により確定される。次にこのパーセンテージは、特定パラメーターを用いて上記ＦＡＳ
ＴＤＢプログラムにより算定される同一性％から差し引かれて、最終同一性％スコアに到
達する。この最終同一性％スコアは、本発明の目的のために用いられるものである。クエ
リ配列と整合／整列されない対象配列のＮ‐およびＣ‐末端塩基への残基のみが、同一性
％スコアをマニュアル調整する目的のために考察される。
【００７８】
　例えば90アミノ酸残基対象配列は、同一性％を確定するために、100残基クエリ配列と
整列される。欠失は対象配列のＮ‐末端で起こり、したがってＦＡＳＴＤＢアラインメン
トは、Ｎ‐末端の最初の10残基の整合化／アラインメントを示さない。10非対合残基は配
列の10％（整合されないＮ‐およびＣ‐末端の残基数／クエリ配列中の残基の総数）を表
わし、そこでＦＡＳＴＤＢプログラムにより算定される同一性％スコアから10％が差し引
かれる。残りの90残基が完全に整合された場合、最終同一性％は90％である。別の例では
、90残基対象配列が100残基クエリ配列と比較される。この時点で、欠失は内部欠失であ
り、したがってクエリと整合／整列されない対象配列のＮ‐またはＣ‐末端に残基は存在
しない。この場合、ＦＡＳＴＤＢにより算定される同一性％はマニュアル補正されない。
さらにまた、クエリ配列と整合／整列されない、ＦＡＳＴＤＢアラインメントで表示され
るような、対象配列のＮ－およびＣ‐末端の外側の残基位置のみがマニュアル補正される
。本発明の目的のためになされる他のマニュアル補正はない。
【００７９】
　本明細書中で用いる場合、本発明の核酸配列と「緊縮条件下でハイブリダイズする」核
酸とは、50％ホルムアミド、5×ＳＳＣ（750 mMＮａＣｌ、75 mMクエン酸ナトリウム）、
50 mMリン酸ナトリウム（ｐＨ7.6）、5×デンハート溶液、10％硫酸デキストランおよび2
0 μg/ml変性剪断サケ精子ＤＮＡを含む溶液中で42℃で一晩インキュベーションし、その
後、約65℃で0.1×ＳＳＣ中でフィルターを洗浄して、ハイブリダイズするポリヌクレオ
チドを指す。
【００８０】
　本明細書中で用いる場合、ゴルジ局在化ドメインという用語は、ゴルジ複合体内の位置
にポリペプチドを固定するのに関与するゴルジ常在性ポリペプチドのアミノ酸配列を指す
。一般的に、局在化ドメインは酵素のアミノ末端「尾部」を含む。
【００８１】
　本明細書中で用いる場合、エフェクター機能という用語は、抗体のＦｃ領域（ネイティ
ブ配列Ｆｃ領域またはアミノ酸配列変異体Ｆｃ領域）に起因する生物学的活性を指す。抗
体エフェクター機能の例としては、Ｆｃ受容体結合親和性、抗体依存性細胞性細胞傷害性
（ＡＤＣＣ）、抗体依存性細胞性貪食作用（ＡＤＣＰ）、サイトカイン分泌、抗原提示細
胞による免疫複合体媒介性抗原取込み、細胞表面受容体の下向き調節等が挙げられるが、
これらに限定されない。
【００８２】
　本明細書中で用いる場合、工学処理する、工学処理される、工学処理およびグリコシル
化工学処理という用語は、天然または組換えポリペプチドまたはその断片のグリコシル化
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パターンの任意の操作を含むとみなされる。グリコシル化工学処理としては、細胞のグリ
コシル化機構の代謝的工学処理、例えば細胞中で発現される糖タンパク質のグリコシル化
変更を達成するためのオリゴ糖合成経路の遺伝子操作が挙げられる。さらに、グリコシル
化工学処理は、グリコシル化に及ぼす突然変異および細胞環境の影響を包含する。一実施
形態では、グリコシル化工学処理は、グリコシルトランスフェラーゼ活性の変更である。
特定の実施形態では、工学処理は、グリコサミニルトランスフェラーゼ活性および／また
はフコシルトランスフェラーゼ活性の変更を生じる。
【００８３】
　本明細書中で用いる場合、宿主細胞という用語は、本発明のポリペプチドおよび抗原結
合分子を生成するよう工学処理され得る任意の種類の細胞系を網羅する。一実施形態では
、宿主細胞は、修飾化糖鎖を有する抗原結合分子の産生を可能にするよう工学処理される
。好ましい実施形態では、抗原結合分子は、抗体、抗体断片または融合タンパク質である
。ある種の実施形態では、宿主細胞は、ＧｎＴＩＩＩ活性を有する1つまたは複数のポリ
ペプチドのレベル増大を発現するようさらに操作された。宿主細胞としては、少数の例を
挙げれば、培養細胞、例えば哺乳類培養細胞、例えばＣＨＯ細胞、ＨＥＫ２９３‐ＥＢＮ
Ａ細胞、ＢＨＫ細胞、ＮＳ０細胞、ＳＰ２／０細胞、ＹＯ骨髄腫細胞、Ｐ３Ｘ６３マウス
骨髄腫細胞、ＰＥＲ細胞、ＰＥＲ．Ｃ６細胞またはハイブリドーマ細胞、酵母細胞、昆虫
細胞および植物細胞が挙げられるが、しかしトランスジェニック動物、トランスジェニッ
ク植物または培養植物または動物組織内に含まれる細胞も挙げられる。
【００８４】
　本明細書中で用いる場合、Ｆｃ媒介性細胞性細胞傷害性という用語は、抗体依存性細胞
性細胞傷害性、ならびにヒトＦｃ領域を含有する可溶性Ｆｃ融合タンパク質により媒介さ
れる細胞性細胞障害性を包含する。それは、「ヒト免疫エフェクター細胞」による「抗体
標的化細胞」の溶解をもたらす免疫メカニズムである。
【００８５】
　ヒト免疫エフェクター細胞は、抗体のまたはＦｃ融合タンパク質のＦｃ領域にそれらが
結合するそれらの表面にＦｃ受容体を表示し、そしてエフェクター機能を実施する白血球
の集団である。このような集団としては、末梢血単核球（ＰＢＭＣ）および／またはナチ
ュラルキラー（ＮＫ）細胞が挙げられるが、これらに限定されない。
【００８６】
　抗体標的化細胞は、抗体またはＦｃ融合タンパク質により結合される細胞である。抗体
またはＦｃ融合タンパク質は、Ｆｃ領域に対してＮ末端のタンパク質部分を介して標的細
胞と結合する。
【００８７】
　本明細書中で用いる場合、Ｆｃ媒介性細胞性細胞障害性増大という用語は、上記のＦｃ
媒介性細胞性細胞傷害性のメカニズムにより、所定時間で、標的細胞周囲の培地中の抗体
のまたはＦｃ融合タンパク質の所定濃度で溶解される「抗体標的化細胞」の数の増大、お
よび／または、Ｆｃ媒介性細胞傷害性のメカニズムにより、所定時間に、所定数の「抗体
標的化細胞」の溶解を達成するために必要とされる標的細胞周囲の培地中の抗体のまたは
Ｆｃ融合タンパク質の濃度の低減と定義される。Ｆｃ媒介性細胞性細胞傷害性の増大は、
当業者に既知である同一標準産生、精製、処方および貯蔵方法を用いて、同一型の宿主細
胞により産生されるが、しかし本明細書中に記載される方法によりグリコシルトランスフ
ェラーゼＧｎＴＩＩＩを発現するよう工学処理される宿主細胞により産生されなかった同
一抗体またはＦｃ融合タンパク質により媒介される細胞性細胞傷害性に関連する。
【００８８】
　抗体依存性細胞性細胞傷害性増大を示す抗体（ＡＤＣＣ）とは、当該用語が本明細書中
で定義される場合、当業者に既知の任意の適切な方法により確定されるようなＡＤＣＣ増
大を示す抗体を意味する。一許容in vitroＡＤＣＣ検定を以下に示す：
　　１）検定は、抗体の抗原結合領域により認識される標的抗原を発現することが既知で
ある標的細胞を用いる；
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　　２）検定は、エフェクター細胞として無作為選択される健常ドナーの血液から単離さ
れるヒト末梢血単核球（ＰＢＭＣ）を用いる；
　　３）検定は、以下のプロトコールに従って実行される：
　　　ｉ）ＰＢＭＣは標準密度遠心分離手法を用いて単離され、ＲＰＭＩ細胞培地中に5
×106細胞／mlで懸濁される；
　　　ｉｉ）標的細胞は標準組織培養法により増殖され、90％より高い生存度で指数増殖
期から収穫され、ＲＰＭＩ細胞培地中で洗浄され、100マイクロキュリーの51Ｃｒで標識
され、細胞培地で2回洗浄され、105細胞／mlの密度で細胞培地中に再懸濁される；
　　　ｉｉｉ）上記の100マイクロリットルの最終標的細胞懸濁液を96ウエル微量滴定プ
レートの各ウエルに移し；
　　　ｉｖ）抗体を細胞培地中で4000 ng/mlから0.04 ng/mlに連続希釈し、その結果生じ
た抗体溶液50マイクロリットルを96ウエル微量プレート中の標的細胞に付加して、上記の
全濃度範囲を網羅する種々の抗体濃度を三重反復実験で試験する；
　　　ｖ）最大放出（ＭＲ）制御のために、標識化標的細胞を含有するプレート中の3つ
の付加的ウエルは、抗体溶液（上記ｉｖ時点）の代わりに、非イオン性洗剤（Nonidet, S
igma, St. Louis）の2％（V/V）水溶液50マイクロリットルを入れる；
　　　ｖｉ）自発的放出（ＳＲ）制御のために、標識化標的細胞を含有するプレート中の
3つの付加的ウエルは、抗体溶液（上記ｉｖ時点）の代わりに、ＲＰＭＩ細胞培地50マイ
クロリットルを入れる；
　　　ｖｉｉ）96ウエル微量滴定プレートは次に、50×gで1分間遠心分離され、4℃で1時
間インキュベートされる；
　　　ｖｉｉｉ）ＰＢＭＣ懸濁液（上記ｉ時点）50マイクロリットルは各ウエルに付加さ
れて、25:1のエフェクター：標的細胞比を生じ、そしてプレートは、37℃で4時間、5％Ｃ
Ｏ2大気下でインキュベーター中に置かれる；
　　　ｉｘ）各ウエルからの無細胞上清を収穫し、そして実験的に放出される放射能（Ｅ
Ｒ）はガンマ計数器を用いて定量される；
　　　ｘ）特異的溶解のパーセンテージは、式（ＥＲ‐ＭＲ）／（ＭＲ‐ＳＲ）×100（
式中、ＥＲはその抗体濃度に関して定量される平均放射能であり（上記ｉｘ時点参照）、
ＭＲはＭＲ対照（上記ｖ時点参照）に関して定量される平均放射能（上記ｉｘ時点参照）
であり、そしてＳＲは、ＳＲ対照（上記ｖｉ時点参照）に関して定量される平均放射能（
上記ｉｘ時点参照）である）により、各抗体濃度に関して算定される；
　　４）「ＡＤＣＣ増大」は、上記の試験される抗体濃度範囲内で観察される特異的溶解
の最大パーセンテージの増大、および／または上記の試験される抗体濃度範囲内で観察さ
れる特異的溶解の最大パーセンテージの半分を達成するために必要とされる抗体の濃度の
低減と定義される。ＡＤＣＣの増大は、当業者に既知であるが、しかしＧｎＴＩＩＩを過
剰発現するよう工学処理された宿主細胞により産生されなかった同一標準産生、精製、処
方および貯蔵方法を用いて、上記の検定で測定され、同一抗体により媒介され、同一型の
宿主細胞により産生されるＡＤＣＣに比例する。
【００８９】
　一態様では、本発明は、ラットＩＣＲ６２の結合特異性を有する（即ち実質的に同一エ
ピトープと結合する）抗原結合分子に、ならびにそれらのエフェクター機能がグリコシル
化変更により増強され得るという発見に関する。一実施形態では、抗原結合分子はキメラ
抗体である。好ましい実施形態では、本発明は、配列番号５３～１０８および／または配
列番号１２２～１２７のいずれかのＣＤＲのうちの1つまたは複数を含むキメラ抗体また
はその断片に向けられる。特定的には、好ましい実施形態では、本発明は、（ａ）配列番
号５４、配列番号５６、配列番号５８、配列番号６０、配列番号６２、配列番号６４、配
列番号６６、配列番号６８、配列番号７０、配列番号７２、配列番号７４、配列番号１２
２および配列番号１２４から成る群から選択される配列；（ｂ）配列番号７６、配列番号
７８、配列番号８０、配列番号８２、配列番号８４、配列番号８６、配列番号８８、配列
番号９０、配列番号９２、配列番号９４、配列番号９６、配列番号９８、配列番号１００
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、配列番号１０２、配列番号１０４、配列番号１０６および配列番号１２６から成る群か
ら選択される配列；ならびに（ｃ）配列番号１０８を含む単離ポリヌクレオチドに向けら
れる。別の好ましい実施形態では、本発明は、（ａ）配列番号１１２および配列番号１１
４から成る群から選択される配列；（ｂ）配列番号１１６および配列番号１１８から成る
群から選択される配列；ならびに（ｃ）配列番号１１９を含む単離ポリヌクレオチドに向
けられる。一実施形態では、これらのポリヌクレオチドはどれでも、融合ポリペプチドを
コードする。
【００９０】
　別の実施形態では、抗原結合分子は、配列番号１または配列番号２によりコードされる
ラットＩＣＲ６２抗体またはその変異体のＶHドメイン、ならびに非ネズミポリペプチド
を含む。別の好ましい実施形態では、本発明は、配列番号４３または配列番号４４により
コードされるラット抗体またはその変異体のＶLドメイン、ならびに非ネズミポリペプチ
ドを含む抗原結合分子に向けられる。
【００９１】
　別の態様では、本発明は、ＩＣＲ６２の1つまたは複数の（例えば1、2、3、4、5または
6）切頭化ＣＤＲを服務抗原結合分子に向けられる。このような切頭化ＣＤＲは、最小限
で、所定のＣＤＲに関する特異性決定アミノ酸残基を含有する。「特異性決定残基」とは
、抗原との相互作用に直接関与する残基を意味する。概して、所定のＣＤＲ中の残基の約
1/5～1/3だけが抗原との結合に参加する。特定ＣＤＲ中の特異性決定残基は、例えばPadl
an et al., FASEB J. 9 (1): 133-139 (1995)（この記載内容は参照により本明細書中で
援用される）に記載された方法に従って、三次元モデリングからの原子間接触のコンピュ
ーター処理ならびに所定の残基位置での配列変異性の決定により同定され得る。
【００９２】
　したがって本発明は、ラットＩＣＲ６２抗体の少なくとも1つ（例えば1、2、3、4、5ま
たは6）の相補性決定領域あるいは上記相補性決定領域に関する少なくとも特異性決定残
基を含有するその変異体または切頭化形態を含む単離ポリヌクレオチドであって、融合ポ
リペプチドをコードする単離ポリヌクレオチドにも向けられる。好ましくはこのような単
離ポリヌクレオチドは、抗原結合分子である融合ポリペプチドをコードする。一実施形態
では、ポリヌクレオチドは、ラットＩＣＲ６２抗体の3つの相補性決定領域または上記3つ
の相補性決定領域に関する少なくとも特異性決定残基を含有するその変異体または切頭化
形態を含む。一実施形態では、ポリペプチドは以下の表２～５に記述されるＣＤＲのうち
の少なくとも1つを含む。別の実施形態では、ポリヌクレオチドは、キメラ（例えばヒト
化）抗体の軽鎖または重鎖の全可変領域をコードする。本発明はさらに、このようなポリ
ヌクレオチドによりコードされるポリペプチドに向けられる。
【００９３】
　別の実施形態では、本発明は、ラットＩＣＲ６２抗体の少なくとも1つ（例えば1、2、3
、4、5または6）の相補性決定領域または上記相補性決定領域に関する少なくとも特異性
決定残基を含有するその変異体または切頭化形態を含み、そして異種ポリペプチド由来の
配列を含む抗原結合分子に向けられる。一実施形態では、抗原結合分子は、ラットＩＣＲ
６２抗体の3つの相補性決定領域または上記3つの相補性決定領域に関する少なくとも特異
性決定残基を含有するその変異体または切頭化形態を含む。一実施形態では、抗原結合分
子は、以下の表２～５に記述されるＣＤＲのうちの少なくとも1つを含む。別の態様では
、抗原結合分子は、抗体の軽鎖または重鎖の可変領域を含む。特定の有用な一実施形態で
は、抗原結合分子はキメラ、例えばヒト化抗体である。本発明は、このような抗原結合分
子の製造方法、ならびにＥＧＦＲが発現される、特に同一細胞型の正常組織と比較してＥ
ＧＦＲが異常に発現される（例えば過剰発現される）疾患、特に細胞増殖性障害の治療に
おけるその使用にも向けられる。このような障害としては、膀胱、脳、頭部および頚部、
膵臓、肺、乳房、卵巣、結腸、前立腺、皮膚および腎臓の癌（これらに限定されない）が
挙げられる。ＥＧＦＲ発現レベルは、当該技術分野で既知の方法および本明細書中に記載
される方法により（例えば免疫組織化学検定、免疫蛍光検定、免疫酵素検定、ＥＬＩＳＡ
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、フローサイトメトリー、ラジオイムノアッセイ、ウエスタンブロット、リガンド結合、
キナーゼ活性等により）確定される。
【００９４】
　本発明は、ＥＧＦＲを発現するin vivoまたはin vitro細胞をターゲッティングするた
めの方法にも向けられる。ＥＧＦＲを発現する細胞は、治療目的のために（ＥＧＦＲ媒介
性シグナル伝達の崩壊により、例えばリガンド結合を遮断することにより、あるいは免疫
系による破壊に関してＥＧＦＲ発現細胞をターゲッティングすることにより、治療可能で
ある障害を治療するために）ターゲッティングされ得る。一実施形態では、本発明は、被
験者においてＥＧＦＲを発現する細胞をターゲッティングする方法であって、本発明のＡ
ＢＭを含む組成物を被験者に投与することを包含する方法に向けられる。ＥＧＦＲを発現
する細胞は、診断目的のためにも（例えば、それらがＥＧＦＲを、正常に発現しているか
または異常に発現しているかを確定するために）ターゲッティングされ得る。したがって
本発明は、ＥＧＦＲの存在を、あるいはin vitroまたはin vivoで、ＥＧＦＲを発現する
細胞を検出するための方法にも向けられる。本発明によるＥＧＦＲ発現を検出する一方法
は、ＡＢＭおよびＥＧＦＲ間の複合体の形成を可能にする条件下で、試験されるべき試料
を、任意に対照試料を用いて、本発明のＡＢＭと接触させることを包含する。次に複合体
形成が検出される（例えばＥＬＩＳＡまたは当該技術分野で既知のその他の方法により）
。対照試料を試験試料とともに用いる場合、ＡＢＭ‐ＥＧＦＲ複合体の形成における任意
の統計学的有意差は、試験および対照試料と比較した場合、試験試料中のＥＧＦＲの存在
を示す。
【００９５】
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【表２】

【００９６】
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【００９７】
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【表４】

【００９８】
【表５】

【００９９】
　いくつかのメカニズム、例えばＥＧＦＲと結合するリガンド（例えばＥＧＦ、ＴＧＦ‐
α等）の遮断、そしてその後のシグナル伝達経路の活性化、抗体依存性細胞性細胞傷害性
（ＡＤＣＣ）および増殖停止または最終分化の誘導が、抗ＥＧＦＲ抗体の治療的効能に関
与する、ということが既知である。
【０１００】
　ラットモノクローナル抗体ＩＣＲ６２（ＩｇＧ２ｂ）は、ＰＣＴ公告WO 95/20045（こ
の記載内容は参照により本明細書中で援用される）で考察されている。それはＥＧＦＲの
Ｃエピトープに向けられ、そしてリガンド結合を抑制し、ＥＧＦＲを発現する扁平上皮癌
のin vitro増殖を抑制し、そして無胸腺マウスにおける腫瘍の異種移植片の退縮を誘導す
ることが示された（WO 95/20045；Modjtahedi et al., Br. J. Cancer 73: 228-235 (199



(44) JP 2008-529489 A 2008.8.7

10

20

30

40

50

6)）。完全齧歯類抗体として、ＩＣＲ６２ラットモノクローナル抗体のヒトへの投与は、
単一用量投与後でさえ、何人かの患者においてＨＡＲＡ応答を生じた（WO 95/20045；Mod
jtahedi et al., Br. J. Cancer 73: 228-235 (1996)）。
【０１０１】
　キメラマウス／ヒト抗体が記載されている（例えばMorrison, S.L. et al., PNAS 11: 
6851-6854 (November 1984)；欧州特許公告第173494号；Boulianna, G.L., et al., Natu
re 312: 642 (December 1984)；Neubeiger, M.S. et al., Nature 314: 268 (March 1985
)；欧州特許公告第125023号；Tan et al., J. Immunol. 135: 8564 (November 1985)；Su
n, L.K. et al., Hybridoma 5 (1): 517 (1986)；Sahagan et al., J. Immunol. 137: 10
66-1074 (1986)参照）。（一般的には、Muron, Nature 312: 597 (December 1984)；Dick
son, Genetic Engineering News 5 (3) (March 1985)；Marx, Science 229: 455 (August
 1985)；およびMorrison Science 229: 1202-1207 (September 1985)参照）。ＩＭＣ‐Ｃ
２２５（エルビタックス（登録商標）；ImClone）は、ＥＧＦＲに対して向けられる、そ
してマウス可変領域およびヒト定常領域を有するキメラモノクローナル抗体である（Herb
st and Shin, Cancer 94: 1593-1611 (2002)参照）。ＩＭＣ‐２２５のネズミ部分はＭ２
２５に由来するが、これは、ＥＧＦＲを結合し、そしてＥＧＦ誘導性チロシンキナーゼ依
存性リン酸化を抑制し、ならびにＥＧＦＲを過剰発現する腫瘍細胞株中にアポトーシスを
誘導することが判明した（Herbst and Shin, Cancer 94: 1593-1611 (2002)）。しかしな
がらＭ２２５は、Ｉ期臨床試験において抗体で治療される患者においてＨＡＭＨ反応を引
き出した（Herbst and Shin, Cancer 94: 1593-1611 (2002)）。ＩＭＣ‐２２５はin viv
oおよびin vitroで試験されており、そして不十分な予後に関連したものを含めた多数の
腫瘍型における放射線療法および化学療法と組合せて用いられてきた（Herbst and Shin,
 Cancer 94: 1593-1611 (2002)）。しかしながらＩＭＣ‐２２５は、臨床試験においてＩ
ＭＣ‐２２５抗体を投与される患者における毒性、例えばアレルギーおよび皮膚反応に関
連している（Herbst and Shin, Cancer 94: 1593-1611 (2002)）。
【０１０２】
　特定の好ましい実施形態では、本発明のキメラＡＢＭはヒト化抗体である。非ヒト抗体
をヒト化するための方法は、当該技術分野で既知である。例えば本発明のヒト化ＡＢＭは
、米国特許第5,225,539号（Winter）、米国特許第6,180,370号（Queen等）、米国特許第6
,632,927号（Adair等）または米国特許出願広告第2003/0039649号（Foote）（これらの記
載内容は各々、参照により本明細書中で援用される）の方法に従って調製され得る。好ま
しくは、ヒト化抗体は、非ヒトである供給源からそれに導入される1つまたは複数のアミ
ノ酸残基を有する。これらの非ヒトアミノ酸残基はしばしば「輸入」残基と呼ばれ、これ
は典型的には「輸入」可変ドメインから得られる。ヒト化は、超可変領域配列をヒト抗体
の対応する配列で置換することにより、Winterと共同研究者（Jones et al., Nature, 32
1: 522-525 (1986)；Riechmann et al., Nature, 332: 323-327 (1988)；Verhoeyen et a
l., Science, 239: 1534-1536 (1988)）の方法に従って本質的には実施され得る。したが
ってこのような「ヒト化」抗体は、実質的により少ない無傷ヒト可変ドメインが非ヒト種
からの対応する配列により置換されたキメラ抗体（米国特許第4,816,567号）である。実
際、ヒト化抗体は、典型的には、いくつかの超可変領域残基およびおそらくはいくつかの
ＦＲ残基が齧歯類抗体中の類似部位からの残基により置換されるヒト抗体である。対象ヒ
ト化抗ＥＧＦＲ抗体は、ヒト免疫グロブリンの定常領域を含む。
【０１０３】
　ヒト化抗体の作製に用いられるべきヒト可変ドメイン（軽鎖および重鎖の両方）の選択
は、抗原性を低減するために非常に重要である。いわゆる「ベスト・フィット」方法によ
れば、齧歯類抗体の可変ドメインの配列は、既知のヒト可変ドメイン配列の全ライブラリ
ーに対してスクリーニングされる。次に齧歯類のものに最も近いヒト配列が、ヒト化抗体
のためのヒトフレームワーク領域（ＦＲ）として受容される（Sims et al., J. Immunol.
, 151: 2296 (1993)；Chothia et al., J. Mol. Biol., 196: 901 (1987)）。ヒト・フレ
ームワーク配列の別の選択方法は、全齧歯類フレームワークの各々の個々の亜領域（即ち
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ＦＲ１、ＦＲ２、ＦＲ３およびＦＲ４）、あるいは個々の亜領域のいくつかの組合せ（例
えばＦＲ１およびＦＲ２）の配列を、そのフレームワーク亜領域に対応する既知のヒト可
変領域のライブラリー（例えばKabatナンバリングにより確定されるような）に対して比
較し、そして齧歯類のものに最も近い各亜領域または組合せに関してヒト配列を選択する
ことである（Leung,米国特許出願広告第2003/0040606A1号（2003年2月27日発行））（こ
れらの記載内容はすべて参照により本明細書中で援用される）。別の方法は、軽鎖または
重鎖の特定の亜群のすべてのヒト抗体のコンセンサス配列由来の特定フレームワークを用
いる。同一フレームワークは、いくつかの異なるヒト化抗体のために用いられ得る（Cart
er et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89: 4285 (1992)；Presta et al., J. Immuno
l., 151: 2623 (1993)）（これらの記載内容はすべて参照により本明細書中で援用される
）。
【０１０４】
　さらに、抗体が、抗原に対する高親和性の保持およびその他の好ましい生物学的特性を
伴ってヒト化される、ということは重要である。この目標を達成するために、好ましい方
法に従って、親およびヒト化配列の三次元モデルを用いた親配列および種々の概念的ヒト
化産物の分析プロセスにより、ヒト化抗体が調製される。三次元免疫グロブリンモデルは
、当業者に周知のコンピュータープログラム（例えばInsightII, Accelrys, Inc.（以前
はMSI）またはhttp://swissmodel.expasy.org）を用いて作られ得る。これらのコンピュ
ータープログラムは、選定候補免疫グロブリン配列の有望な三次元立体配座構造を例証し
、表示し得る。これらの表示の精査は、候補免疫グロブリン配列の機能における残基の考
え得る役割の分析、即ちその抗原を結合する候補免疫グロブリンの能力に影響を及ぼす残
基の分析を可能にする。このようにして、ＦＲ残基が選択され、所望の抗体特質、例えば
標的抗原（単数または複数）に対する親和性増大が達成されるよう、レシピエントおよび
輸入配列から併合され得る。概して、超可変領域残基は、直接的にそして最も実質的に、
抗原結合に影響を及ぼすのに関与する。
【０１０５】
　一実施形態では、本発明の抗体はヒトＦｃ領域を含む。特定の一実施形態では、ヒト定
常領域は、配列番号１０９および１１０に記載されるようなそして下記のようなＩｇＧ１
である：
【０１０６】
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【化１】

【０１０７】
【化２】

【０１０８】
　しかしながら、ヒトＦｃ領域の変異体およびアイソフォームも本発明に包含される。例
えば本発明に用いるのに適した変異体Ｆｃ領域は、米国特許第6,737,056号（Presta）（1
つまたは複数のアミノ酸修飾のためにエフェクター機能変更を示すＦｃ領域変異体）に；
あるいは米国特許出願第60/439,498号；第60/456,041号；第60/514,549号；またはWO 200
4/063351（アミノ酸修飾のために結合親和性増大を示す変異体Ｆｃ領域）に；あるいは米
国特許出願第10/672,280号またはWO 2004/099249（アミノ酸修飾のためにＦｃγＲとの結
合変更を示すＦｃ変異体）（これらの記載内容は各々、参照により本明細書中で援用され
る）に教示された方法に従って産生され得る。
【０１０９】
　別の実施形態では、本発明の抗原結合分子は、例えば米国特許出願第2004/0132066号（
Balint等）（この全記載内容は参照により本明細書中で援用される）に開示された方法に
従って、結合親和性増強を有するよう工学処理される。
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【０１１０】
　一実施形態では、本発明の抗原結合分子は、付加的部分、例えば放射能標識または毒素
と接合される。このような接合ＡＢＭは、当該技術分野で周知である多数の方法により産
生され得る。
【０１１１】
　種々の放射性核種が本発明に適用可能であり、そしてどの放射性核種が種々の環境下で
最も適しているか否かを容易に確定する能力を当業者は与えられる。例えば131ヨウ素は
、標的化免疫療法のために用いられる周知の放射性核種である。しかしながら131ヨウ素
の臨床的有用性は、例えば以下のいくつかの因子により限定され得る：8日の物理的半減
期；血中および腫瘍部位の両方におけるヨウ素化抗体の脱ハロゲン化；ならびに腫瘍中の
限局性線量沈着に関して次善的であり得る放射特質（例えば大ガンマ成分）。優れたキレ
ート化剤の到来に伴って、金属キレート基をタンパク質に付着するための機会はその他の
放射性核種、例えば111インジウムおよび90イットリウムを利用する機会を増大した。90

イットリウムは、放射線免疫療法的用途における利用に関していくつかの利益を提供する
：90イットリウムの64時間半減期は腫瘍による抗体蓄積を可能にするのに十分に長く、そ
して例えば131ヨウ素と違って、90イットリウムは、その崩壊に際してガンマ照射を伴わ
ずに高エネルギーの純ベータエミッターであって、組織中の範囲は直径100～1000細胞で
ある。さらに最小量の透過性放射線は、90イットリウム標識抗体の外来患者投与を可能に
する。さらに、標識抗体のインターナライゼーションは細胞殺害のために必要ではなく、
そして電離放射線の局所放射が標的抗原を欠く隣接腫瘍細胞に対して致死的であるべきで
ある。
【０１１２】
　90イットリウム標識抗ＥＧＦＲ抗体の有効単一治療投与量（即ち治療的有効量）は、約
5～約75 mCi、さらに好ましくは約10～約40 mCiの範囲である。131ヨウ素標識抗ＥＧＦＲ
抗体の有効単一治療非骨髄除去投与量は、約5～約70 mCi、さらに好ましくは約5～約40 m
Ciの範囲である。131ヨウ素標識抗ＥＧＦＲ抗体の有効単一治療除去投与量（即ち、自己
由来骨髄移植を要し得る）は、約30～約600 mCi、さらに好ましくは約50～約500 mCi未満
の範囲である。キメラ抗ＥＧＦＲ抗体と連係して、ネズミ抗体と比較してより長い循環半
減期のために、131ヨウ素標識キメラ抗ＥＧＦＲ抗体の有効単一治療非骨髄除去投与量は
、約5～約40 mCi、さらに好ましくは約30 mCi未満の範囲である。例えば111インジウム標
識に関するイメージング判定基準は、典型的には約5 mCi未満である。
【０１１３】
　放射能標識抗ＥＧＦＲ抗体に関しては、治療はそのほかに、単一治療処置を用いて、ま
たは多処置を用いても生じ得る。放射性核種成分のため、処置前に、末梢幹細胞（「ＰＳ
Ｃ」）または骨髄（「ＢＭ」）が放射線に起因する潜在的致死的骨髄毒を体験している患
者に関して「採取」されるのが好ましい。ＢＭおよび／またはＰＳＣは標準技法を用いて
採取され、次に浄化され、そして考え得る自家輸血のために凍結される。さらに、処置前
に、診断的標識抗体を用いた（例えば111インジウムを用いた）診断線量測定試験が患者
に実行されるのが最も好ましく、この目的は、治療的標識抗体（例えば90イットリウムを
使用）が任意の正常器官または組織中で必ずしも「濃縮される」わけではないことを保証
するためである。
【０１１４】
　好ましい実施形態では、本発明は、以下の表７中のアミノ酸配列を有するポリペプチド
をコードする配列を含む単離ポリヌクレオチドに向けられる。好ましい実施形態では、本
発明は、以下の表６に示される配列を含む単離ポリヌクレオチドに向けられる。本発明は
さらに、以下の表６に示されるヌクレオチド配列と少なくとも80％、85％、90％、95％、
96％、97％、98％または99％同一である配列を含む単離核酸に向けられる。別の実施形態
では、本発明は、表７中のアミノ酸配列と少なくとも80％、85％、90％、95％、96％、97
％、98％または99％同一であるアミノ酸配列を有するポリペプチドをコードする配列を含
む単離核酸に向けられる。本発明は、保存的アミノ酸置換を有する表７中の構築物のいず
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【０１１５】
【表６】

【０１１６】
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【表７】

【０１１７】
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【表８】

【０１１８】
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【表９】

【０１１９】
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【表１０】

【０１２０】
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【表１１】

【０１２１】
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【０１２２】
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【０１２４】
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【表１５】

【０１２５】
　別の実施形態では、本発明は、本発明の1つまたは複数の単離ポリヌクレオチドを含む
発現ベクターおよび／または宿主細胞に向けられる。
【０１２６】
　一般的に、任意の種類の培養細胞株を用いて、本発明のＡＢＭを発現し得る。好ましい
実施形態では、ＨＥＫ２９３‐ＥＢＮＡ細胞、ＣＨＯ細胞、ＢＨＫ細胞、ＮＳ０細胞、Ｓ
Ｐ２／０細胞、ＹＯ骨髄腫細胞、Ｐ３Ｘ６３マウス骨髄腫細胞、ＰＥＲ細胞、ＰＥＲ．Ｃ
６細胞またはハイブリドーマ細胞、その他の哺乳類細胞、酵母細胞、昆虫細胞または植物
細胞がバックグラウンド細胞株として用いられて、本発明の工学処理宿主細胞を生み出す
。
【０１２７】
　本発明のＡＢＭの治療的効能は、ＧｎＴＩＩＩ活性を有するポリペプチドをコードする
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ポリヌクレオチドをさらに発現する宿主細胞中でそれらを産生することにより増強され得
る。好ましい一実施形態では、ＧｎＴＩＩＩ活性を有するポリペプチドは、ゴルジ常在性
ポリペプチドのゴルジ局在化ドメインを含む融合ポリペプチドである。別の好ましい実施
形態では、ＧｎＴＩＩＩ活性を有するポリペプチドをコードするポリヌクレオチドを発現
する宿主細胞中での本発明のＡＢＭの発現は、Ｆｃ受容体結合親和性増大およびエフェク
ター機能増大を示すＡＢＭを生じる。したがって一実施形態では、本発明は、（ａ）Ｇｎ
ＴＩＩＩ活性を有するポリペプチドをコードする配列を含む単離核酸；ならびに（ｂ）ヒ
トＥＧＦＲと結合するキメラ、霊長類化またはヒト化抗体のような本発明のＡＢＭをコー
ドする単離ポリヌクレオチドを含む宿主細胞に向けられる。好ましい一実施形態では、Ｇ
ｎＴＩＩＩ活性を有するポリペプチドは、ＧｎＴＩＩＩの触媒ドメインを含む融合ポリペ
プチドであり、そしてゴルジ局在化ドメインはマンノシダーゼＩＩの局在化ドメインであ
る。このような融合ポリペプチドを生成するための、そしてエフェクター機能増大を有す
る抗体を産生するためにそれらを使用するための方法は、米国特許仮出願第60/495,142号
および米国特許出願第2004/0241817 A1号（これらの記載内容は各々、参照により本明細
書中で援用される）に開示されている。別の好ましい実施形態では、キメラＡＢＭは、ラ
ットＩＣＲ６２抗体の結合特異性を有するキメラ抗体またはその断片である。特に好まし
い実施形態では、キメラ抗体はヒトＦｃを含む。別の好ましい実施形態では、抗体は霊長
類化またはヒト化される。
【０１２８】
　一実施形態では、本発明のＡＢＭをコードする1または数個のポリヌクレオチドは、構
成性プロモーターまたは代替的には調節性発現系の制御下で発現され得る。適切な調節性
発現系としては、テトラサイクリン調節性発現系、エクジソン誘導性発現系、ｌａｃスイ
ッチ発現系、糖質コルチコイド誘導性発現系、温度誘導性プロモーター系およびメタロチ
オネイン金属誘導性発現系が挙げられるが、これらに限定されない。本発明のＡＢＭをコ
ードするいくつかの異なる核酸は、宿主細胞系内に含まれ、それらのうちのいくつかは、
構成性プロモーターの制御下で発現され得るが、一方、他のものは、調節性プロモーター
の制御下で発現される。最大発現レベルは、細胞増殖率に有意の悪影響を及ぼさない安定
ポリペプチド発現の考え得る最高レベルであるとみなされ、そしてルーチンの実験を用い
て確定される。発現レベルは、当該技術分野で一般的に既知の方法、例えばＡＢＭに特異
的な抗体、またはＡＢＭと融合されたペプチドタグに特異的な抗体を用いるウエスタンブ
ロット分析；ならびにノーザンブロット分析により確定される。さらなる代替的実施形態
では、ポリヌクレオチドは、レポーター遺伝子と操作可能的に連結され得る；ラットＩＣ
Ｒ６２抗体の実質的に同一の結合特異性を有するキメラ（例えばヒト化）ＡＢＭの発現レ
ベルは、レポーター遺伝子の発現レベルと相関させたシグナルを測定することにより確定
される。レポーター遺伝子は、単一ｍＲＮＡ分子として上記の融合ポリペプチドをコード
する核酸（単数または複数）と一緒に転写され得る；それらのそれぞれのコード配列は、
内部リボソーム進入部位（ＩＲＥＳ）により、またはキャップ非依存性翻訳エンハンサー
（ＣＩＴＥ）により連結され得る。レポーター遺伝子は、単一ポリペプチド鎖が形成され
るよう、ラットＩＣＲ６２抗体の実質的に同一の結合特異性を有するキメラ（例えばヒト
化）ＡＢＭをコードする少なくとも1つの核酸と一緒に翻訳され得る。本発明のＡＭＢを
コードする核酸は、単一プロモーターの制御下でレポーター遺伝子と操作可能的に連結さ
れ、したがって融合ポリペプチドおよびレポーター遺伝子をコードする核酸が2つの別個
のメッセンジャーＲＮＡ（ｍＲＮＡ）分子に二者択一的にスプライスされるＲＮＡ分子に
転写される；その結果生じるｍＲＮＡのうちの一方は、上記レポータータンパク質に翻訳
され、そして他方は上記融合ポリペプチドに翻訳される。
【０１２９】
　当業者に周知である方法は、ラットＩＣＲ６２抗体の実質的に同一の結合特異性を有す
るＡＢＭのコード配列を含有する発現ベクターを構築するために、適切な転写／翻訳制御
シグナルと一緒に用いられ得る。これらの方法としては、in vitro組換えＤＮＡ技法、合
成技法およびin vivo組換え／遺伝子組換えが挙げられる（例えばManiatis et al., Mole
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cular Cloning A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, N.Y. (1989)お
よびAusubel et al., Current Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing As
sociates and Wiley Interscience, N.Y. (1989)に記載された技法を参照）。
【０１３０】
　本発明のＡＢＭのコード配列を発現するために、種々の宿主‐発現ベクター系が利用さ
れ得る。好ましくは、当該タンパク質のコード配列および融合ポリペプチドのコード配列
を含有する組換えプラスミドＤＮＡまたはコスミドＤＮＡ発現ベクターでトランスフェク
トされた宿主細胞として、哺乳類細胞が用いられる。最も好ましくは、ＨＥＫ２９３‐Ｅ
ＢＮＡ細胞、ＣＨＯ細胞、ＢＨＫ細胞、ＮＳ０細胞、ＳＰ２／０細胞、ＹＯ骨髄腫細胞、
Ｐ３Ｘ６３マウス骨髄腫細胞、ＰＥＲ細胞、ＰＥＲ．Ｃ６細胞またはハイブリドーマ細胞
、その他の哺乳類細胞、酵母細胞、昆虫細胞または植物細胞が宿主細胞系として用いられ
る。発現系および選択方法のいくつかの例は、以下の参考文献およびその中の参考文献に
記載されている：Borth et al., Biotechnol. Bioen. 71 (4): 266-73 (2000-2001)；Wer
ner et al., Arzneimittelforschung/Drug Res. 48 (8): 870-80 (1998)；Andersen and 
Krummen, Curr. Op. Biotechnol. 13: 117-123 (2002)；Chadd and Chamow, Curr. Op. B
iotechnol. 12: 188-194 (2001)および；Giddings, Curr. Op. Biotechnol. 12: 450-454
 (2001)。代替的実施形態では、他の真核生物宿主細胞系、例えば本発明のＡＢＭのコー
ド配列を含有する組換え酵母発現ベクターで形質転換された酵母細胞、例えば米国特許出
願第60/344,169号およびWO 03/056914（非ヒト真核生物宿主細胞中でのヒト様糖タンパク
質の産生方法）（これらの記載内容は各々、参照により本明細書中で援用される）に教示
された発現系；ラットＩＣＲ６２抗体の実質的に同一の結合特異性を有するキメラＡＢＭ
のコード配列を含有する組換えウイルス発現ベクター（例えばバキュロウイルス）に感染
させた昆虫細胞系；組換えウイルス発現ベクター（例えばカリフラワーモザイクウイルス
、ＣａＭＶ；タバコモザイクウイルス、ＴＭＶ）に感染させるか、あるいは本発明のＡＢ
Ｍのコード配列を含有する組換えプラスミド発現ベクター（例えばＴｉプラスミド）で形
質転換させた植物細胞系、例えば米国特許第6,815,184号（遺伝子工学処理ウキクサから
の生物学的活性ポリペプチドの発現および分泌方法）、WO 2004/057002（グリコシルトラ
ンスフェラーゼ遺伝子の導入によるコケ植物細胞中でのグリコシル化タンパク質の産生）
およびWO 2004/024927（コケ類プロトプラスト中での細胞外異種非植物タンパク質の生成
方法）ならびに米国特許出願第60/365,769号、第60/368,047号およびWO 2003/078614（機
能性哺乳類ＧｎＴＩＩＩ酵素を含むトランスジェニック植物中での糖タンパク質プロセシ
ング）（これらの記載内容は各々、参照により本明細書中で援用される）（これらに限定
されない）に教示された発現系；あるいは組換えウイルス発現ベクター（例えばアデノウ
イルス、ワクシニアウイルス）に感染させた動物細胞系、例えば二重微小染色体（例えば
ネズミ細胞株）中で安定的に増幅された（ＣＨＯ／ｄｈｆｒ）かまたは不安定的に増幅さ
れたラットＩＣＲ６２の実質的に同一の結合特異性を有するキメラＡＢＭをコードするＤ
ＮＡの多重コピーを含有するよう工学処理された細胞株が用いられ得る。一実施形態では
、本発明のＡＢＭをコードするポリヌクレオチド（単数または複数）を含むベクターは、
多シストロン性である。さらにまた、一実施形態では、上記のＡＢＭは、抗体またはその
断片である。好ましい一実施形態では、ＡＢＭはヒト化抗体である。
【０１３１】
　本発明の方法に関して、安定発現は、典型的にはより再現可能な結果を達成し、そして
大規模生産により応じ易いため、一般的に一過性発現が選択される。複製のウイルス起源
を含有する発現ベクターを用いるよりむしろ、宿主細胞は、適切な発現制御素子（例えば
プロモーター、エンハンサー、配列、転写ターミネーター、ポリアデニル化部位等）およ
び選択可能マーカーにより制御されるそれぞれのコード核酸で形質転換され得る。外来Ｄ
ＮＡの導入後、工学処理細胞は濃化培地中で1～2日間増殖させられ、次に、選択培地に切
り替えられる。組換えプラスミド中の選択可能マーカーは、選択に対する耐性を付与し、
そしてそれらの染色体中にプラスミドを安定的に組込んだ、そして増殖して病巣を形成し
、次にこれがクローン化されて、細胞株中に拡げられ得る細胞の選択を可能にする。
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【０１３２】
　多数の選択系が用いられ、例としては単純ヘルペスウイルスチミジンキナーゼ（Wigler
 et al., Cell 11: 223 (1977)）、ヒポキサンチン‐グアニンホスホリボシルトランスフ
ェラーゼ（Szybalska & Szybalski, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 48: 2026 (1962)）、
およびアデニンホスホリボシルトランスフェラーゼ（Lowy et al., Cell 22: 817 (1980)
）が挙げられる（これらに限定されない）が、これらはそれぞれｔｋ‐、ｈｇｐｒｔ‐ま
たはａｐｒｔ‐細胞に用いられ得る。さらにまた、抗代謝産物耐性が、ｄｈｆｒ（メトト
レキセートに対する耐性を付与する）（Wigler et al., Natl. Acad. Sci. USA 77: 3567
 (1989)；O’Hare et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78: 1527 (1981)）；ｇｐｔ（
ミコフェノール酸に対する耐性を付与する）（Mulligan & Berg, Proc. Natl. Acad. Sci
. USA 78: 2072 (1981)）；ｎｅｏ（アミノグリコシドＧ‐４１８に対する耐性を付与す
る）（Colberre-Garapin et al., J. Mol. Biol. 150: 1 (1981)）；ならびにｈｙｇｒｏ
（ヒグロマイシンに対する耐性を付与する）（Santerre et al., Gene 30: 147 (1984)）
遺伝子に関する選択の基礎として用いられる。近年、付加的選択可能遺伝子、即ちｔｒｐ
Ｂ（トリプトファンの代わりにインドールを細胞に利用させる）；ｈｉｓＤ（ヒスチジン
の代わりにヒスチノールを細胞に利用させる）（HARTMAN & Mulligan, Proc. Natl. Acad
. Sci. USA 85: 8047 (1988)）；グルタミンシンターゼ系；ならびにＯＤＣ（オルニチン
デカルボキシラーゼ）（オルニチンデカルボキシラーゼ阻害剤、２‐（ジフルオロメチル
）‐ＤＬ‐オルニチン、ＤＦＭＯに対する耐性を付与する）（McConlogue,in:Current Co
mmunications in Molecular Biology, Cold Spring Harbor Laboratory ed. (1987)）が
記載されている。
【０１３３】
　本発明はさらに、宿主細胞により産生される本発明のＡＢＭのグリコシル化プロフィー
ルの修飾方法であって、本発明のＡＢＭをコードする核酸ならびにＧｎＴＩＩＩ活性を有
するポリペプチドをコードする核酸、またはこのような核酸を含むベクターを宿主細胞中
で発現することを包含する方法に向けられる。好ましくは修飾ポリペプチドは、Ｆｃ領域
を含むＩｇＧまたはその断片である。特に好ましい一実施形態では、ＡＢＭはヒト化抗体
またはその断片である。
【０１３４】
　本発明の宿主細胞により産生される修飾ＡＢＭは、修飾の結果として、Ｆｃ受容体結合
親和性増大および／またはエフェクター機能増大を示す。特に好ましい実施形態では、Ａ
ＢＭは、Ｆｃ領域を含有するヒト化抗体またはその断片である。好ましくはＦｃ受容体結
合親和性増大は、Ｆｃγ活性化受容体、例えばＦｃγＲＩＩＩａ受容体との結合増大であ
る。エフェクター機能増大は、好ましくは以下のうちの1つまたは複数のものの増大であ
る：抗体依存性細胞性細胞傷害性増大、抗体依存性細胞性貪食作用（ＡＤＣＰ）増大、サ
イトカイン分泌増大、抗原提示細胞による免疫複合体媒介性抗原取込み増大、Ｆｃ媒介性
細胞性細胞傷害性増大、ＮＫ細胞との結合増大、マクロファージとの結合増大、多形核細
胞（ＰＭＮ）との結合増大、単球との結合増大、標的結合抗体の架橋増大、直接シグナル
伝達誘導性アポトーシス増大、樹状細胞成熟増大およびＴ細胞初回抗原刺激増大である。
【０１３５】
　本発明は、宿主細胞中での修飾オリゴ糖を有する本発明のＡＢＭの産生方法であって、
（ａ）本発明のＡＢＭの産生を可能にする条件下でＧｎＴＩＩＩ活性を有するポリペプチ
ドをコードする少なくとも1つの核酸を発現するよう工学処理された宿主細胞を培養する
こと（この場合、ＧｎＴＩＩＩ活性を有する上記ポリペプチドは上記宿主細胞により産生
される上記ＡＢＭのＦｃ領域中のオリゴ糖を修飾するのに十分な量で発現される）；そし
て（ｂ）上記ＡＢＭを単離することを包含する方法にも向けられる。好ましい一実施形態
では、ＧｎＴＩＩＩ活性を有するポリペプチドは、ＧｎＴＩＩＩの触媒ドメインを含む融
合ポリペプチドである。特に好ましい実施形態では、融合ポリペプチドはさらにゴルジ常
在性ポリペプチドのゴルジ局在化ドメインを含む。
【０１３６】
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　好ましくはゴルジ局在化ドメインは、マンノシダーゼＩＩまたはＧｎＴＩの局在化ドメ
インである。あるいはゴルジ局在化ドメインは、マンノシダーゼＩの局在化ドメイン、Ｇ
ｎＴＩＩの局在化ドメインおよびα１‐６コアフコシルトランスフェラーゼの局在化ドメ
インから成る群から選択される。本発明の方法により産生されるＡＢＭは、Ｆｃ受容体結
合親和性増大および／またはエフェクター機能増大を示す。好ましくは、エフェクター機
能増大は、以下のうちの1つまたは複数である：Ｆｃ媒介性細胞性細胞傷害性増大（抗体
依存性細胞性細胞傷害性増大を含む）、抗体依存性細胞性貪食作用（ＡＤＣＰ）増大、サ
イトカイン分泌増大、抗原提示細胞による免疫複合体媒介性抗原取込み増大、ＮＫ細胞と
の結合増大、マクロファージとの結合増大、単球との結合増大、多形核細胞との結合増大
、直接シグナル伝達誘導性アポトーシス増大、標的結合抗体の架橋増大、樹状細胞成熟増
大またはＴ細胞初回抗原刺激増大。Ｆｃ受容体結合親和性増大は、好ましくはＦｃγ活性
化受容体、例えばＦｃγＲＩＩＩａとの結合増大である。特に好ましい実施形態では、Ａ
ＢＭはヒト化抗体またはその断片である。
【０１３７】
　別の実施形態では、本発明は、上記ポリペプチドのＦｃ領域中の二分岐化オリゴ糖の比
率増大を示す本発明の方法により産生されるラットＩＣＲ２抗体の実質的同一結合特異性
を有するキメラＡＢＭに向けられる。このようなＡＢＭはＦｃ領域を含む抗体およびその
断片を包含する、と意図される。好ましい一実施形態では、ＡＢＭはヒト化抗体である。
一実施形態では、ＡＢＭのＦｃ領域中の二分岐化オリゴ糖のパーセンテージは、総オリゴ
糖の少なくとも50％、さらに好ましくは少なくとも60％、少なくとも70％、少なくとも80
％、または少なくとも90％、最も好ましくは少なくとも90～95％である。さらに別の実施
形態では、本発明の方法により産生されるＡＢＭは、本発明の方法によるそのオリゴ糖の
修飾の結果として、Ｆｃ領域中の非フコシル化オリゴ糖の比率増大を示す。一実施形態で
は、非フコシル化オリゴ糖のパーセンテージは、少なくとも50％、好ましくは少なくとも
60％～70％、最も好ましくは少なくとも75％である。非フコシル化オリゴ糖は、ハイブリ
ッドまたは複合体型のものであり得る。特に好ましい一実施形態では、本発明の宿主細胞
および方法により産生されるＡＢＭは、Ｆｃ領域中の二分岐非フコシル化オリゴ糖の比率
増大を示す。二分岐非フコシル化オリゴ糖は、ハイブリッドまたは複合体であり得る。特
定的には、本発明の方法は、ＡＢＭのＦｃ領域中のオリゴ糖の少なくとも15％、さらに好
ましくは少なくとも20％、さらに好ましくは少なくとも25％、さらに好ましくは少なくと
も30％、さらに好ましくは少なくとも35％が二分岐非フコシル化されるＡＢＭを産生する
ために用いられ得る。本発明の方法は、ポリペプチドのＦｃ領域中のオリゴ糖の少なくと
も15％、さらに好ましくは少なくとも20％、さらに好ましくは少なくとも25％、さらに好
ましくは少なくとも30％、さらに好ましくは少なくとも35％が二分岐化ハイブリッド非フ
コシル化されるポリペプチドを産生するためにも用いられ得る。
【０１３８】
　別の実施形態では、本発明は、本発明の方法により産生されるエフェクター機能増大お
よび／またはＦｃ受容体結合親和性増大を示すよう工学処理されたラットＩＣＲ６２抗体
の実質的に同一の結合特異性を有するキメラＡＢＭに向けられる。好ましくはエフェクタ
ー機能増大は、以下のうちの1つまたは複数である：Ｆｃ媒介性細胞性細胞傷害性増大（
抗体依存性細胞性細胞傷害性増大を含む）、抗体依存性細胞性貪食作用（ＡＤＣＰ）増大
、サイトカイン分泌増大、抗原提示細胞による免疫複合体媒介性抗原取込み増大、ＮＫ細
胞との結合増大、マクロファージとの結合増大、単球との結合増大、多形核細胞との結合
増大、直接シグナル伝達誘導性アポトーシス増大、標的結合抗体の架橋増大、樹状細胞成
熟増大またはＴ細胞初回抗原刺激増大。好ましい一実施形態では、Ｆｃ受容体結合親和性
増大は、Ｆｃγ活性化受容体、最も好ましくはＦｃγＲＩＩＩａとの結合増大である。一
実施形態では、ＡＢＭは、抗体、Ｆｃ領域を含有する抗体断片、または免疫グロブリンの
Ｆｃ領域と等価の領域を含む融合タンパク質である。特に好ましい一実施形態では、ＡＢ
Ｍはヒト化抗体である。
【０１３９】
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　本発明はさらに、本発明のＡＢＭならびに製薬上許容可能な担体を含む製剤組成物に向
けられる。
【０１４０】
　本発明はさらに、癌の治療方法におけるこのような製剤組成物の使用に向けられる。特
定的には、本発明は、癌の治療方法であって、治療的有効量の本発明の製剤組成物を投与
することを包含する方法に向けられる。
【０１４１】
　本発明はさらに、Ｆｃ受容体結合親和性増大、好ましくはＦｃ活性化受容体との結合増
大を示し、および／またはエフェクター機能増大、例えば抗体依存性細胞性細胞傷害性増
大を示す糖鎖形態の本発明のＡＢＭの産生のための宿主細胞の生成および使用のための方
法を提供する。本発明のＡＢＭとともに用いられ得る糖鎖工学処理法は、米国特許第6,60
2,684号、米国特許出願公告第2004/0241817 A1号、米国特許出願公告第2003/0175884 A1
号、米国特許仮出願第60/441,307号、WO 2004/065540（これらの記載内容は各々、参照に
より本明細書中で援用される）にさらに詳細に記載されている。本発明のＡＢＭは代替的
には、米国特許出願公告第2003/0157108号（Genentech）に、あるいはEP 1 176 195 A1、
WO 03/084570、WO 03/085119、ならびに米国特許出願公告第2003/0115614号、第2004/093
621号、第2004/110282号、第2004/110704号、第2004/132140号（Kyowa）（これらの記載
内容は各々、参照により本明細書中で援用される）に開示された技法に従って、Ｆｃ領域
中のフコース残基低減を示すよう糖鎖工学処理され得る。本発明の糖鎖工学処理ＡＢＭは
、米国特許出願公告第60/344,169号およびWO 03/056914（GlycoFi, Inc.）に、あるいはW
O 2004/057002およびWO 2004/024927（Greenovation）（これらの記載内容は各々、参照
により本明細書中で援用される）に教示されたような修飾糖タンパク質を産生する発現系
でも産生され得る。
【０１４２】
　グリコシル化パターン変更を示すタンパク質の産生のための細胞株の生成
　本発明は、修飾グリコシル化パターンを有する本発明のＡＢＭの生成のための宿主細胞
発現系を提供する。特に本発明は、治療値改善を示す糖鎖形態の本発明のＡＢＭの生成の
ための宿主細胞系を提供する。したがって本発明は、ＧｎＴＩＩＩ活性を有するポリペプ
チドを発現するために選択されるかまたは工学処理される宿主細胞発現系を提供する。一
実施形態では、ＧｎＴＩＩＩ活性を有するポリペプチドは、異種ゴルジ常在性ポリペプチ
ドのゴルジ局在化ドメインを含む融合ポリペプチドである。特定的には、このような宿主
細胞発現系は、構成性または調節性プロモーター系と操作可能的に連結されるＧｎＴＩＩ
Ｉを有するポリペプチドをコードする組換え核酸分子を含むよう工学処理され得る。
【０１４３】
　特定の一実施形態では、本発明は、ＧｎＴＩＩＩ活性を有し、異種ゴルジ常在性ポリペ
プチドのゴルジ局在化ドメインを含む融合ポリペプチドをコードする少なくとも1つの核
酸を発現するよう工学処理された宿主細胞を提供する。一態様において、宿主細胞は、Ｇ
ｎＴＩＩＩ活性を有し、異種ゴルジ常在性ポリペプチドのゴルジ局在化ドメインを含む融
合ポリペプチドをコードする少なくとも1つの遺伝子を含む核酸を用いて工学処理される
。
【０１４４】
　一般的には、任意の種類の培養細胞株、例えば上記の細胞株が、本発明の宿主細胞株を
工学処理するためにバックグラウンドとして用いられ得る。好ましい一実施形態では、Ｈ
ＥＫ２９３‐ＥＢＮＡ細胞、ＣＨＯ細胞、ＢＨＫ細胞、ＮＳ０細胞、ＳＰ２／０細胞、Ｙ
Ｏ骨髄腫細胞、Ｐ３Ｘ６３マウス骨髄腫細胞、ＰＥＲ細胞、ＰＥＲ．Ｃ６細胞またはハイ
ブリドーマ細胞、その他の哺乳類細胞、酵母細胞、昆虫細胞または植物細胞がバックグラ
ウンド細胞株として用いられて、本発明の工学処理宿主細胞を生み出す。
【０１４５】
　本発明は、ＧｎＴＩＩＩ活性を有するポリペプチド、例えば本明細書中に記載されるゴ
ルジ常在性ポリペプチドのゴルジ局在化ドメインを含む融合ポリペプチドを発現する任意
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の工学処理宿主細胞を包含するよう意図される。
【０１４６】
　ＧｎＴＩＩＩ活性を有するポリペプチドをコードする1つまたはいくつかの核酸は、構
成性プロモーター、あるいは調節性発現系の制御下で発現され得る。このような系は当該
技術分野で周知であり、そして上記の系を含む。ＧｎＴＩＩＩ活性を有し、異種ゴルジ常
在性ポリペプチドのゴルジ局在化ドメインを含む融合ポリペプチドをコードするいくつか
の異なる核酸が宿主細胞系内に含まれる場合、それらのいくつかは構成性プロモーターの
制御下で発現され得るし、一方、他のものは調節性プロモーターの制御下で発現される。
ＧｎＴＩＩＩ活性を有する融合ポリペプチドの発現レベルは、当該技術分野で一般的に既
知の方法、例えばウエスタンブロット分析、ノーザンブロット分析、レポーター遺伝子発
現分析またはＧｎＴＩＩＩ活性の測定により確定される。あるいは、ＧｎＴＩＩＩ活性を
有するポリペプチドをコードする核酸で工学処理された細胞により産生される抗体により
媒介されるＦｃ受容体結合増大またはエフェクター機能増大を測定する機能的検定が用い
られ得る。
【０１４７】
　修飾グリコシル化パターンを有するタンパク質を発現するトランスフェクト体または形
質転換体の同定
　ラットＩＣＲ６２抗体の実質的同一結合特異性を有するキメラ（例えばヒト化）ＡＢＭ
のコード配列を含有し、そして生物学的活性遺伝子産物を発現する宿主細胞は、以下の少
なくとも4つの一般的アプローチにより同定され得る：（ａ）ＤＮＡ‐ＤＮＡまたはＤＮ
Ａ‐ＲＮＡハイブリダイゼーション；（ｂ）「マーカー」遺伝子機能の存在または非存在
；（ｃ）宿主細胞中のそれぞれのｍＲＮＡ転写体の発現により測定されるような転写レベ
ルの査定；ならびに（ｄ）イムノアッセイによりまたはその生物学的活性により測定され
るような遺伝子産物の検出。
【０１４８】
　第一のアプローチでは、ラットＩＣＲ６２抗体の実質的同一結合特異性を有するキメラ
（例えばヒト化）ＡＢＭのコード配列、ならびにＧｎＴＩＩＩ活性を有するポリペプチド
のコード配列の存在が、それぞれ、それぞれのコード配列と相同であるヌクレオチド配列
あるいはその一部または誘導体を含むプローブを用いて、ＤＮＡ‐ＤＮＡまたはＤＮＡ‐
ＲＮＡハイブリダイゼーションにより検出され得る。
【０１４９】
　第二のアプローチでは、ある種の「マーカー」遺伝子機能（例えばチミジンキナーゼ活
性、抗体に対する耐性、メトトレキセートに対する耐性、形質転換表現型、バキュロウイ
ルス中の封入体形成等）の存在または非存在に基づいて、組換え発現ベクター／宿主系が
同定されそして選択され得る。例えば、本発明のＡＢＭのコード配列またはその断片、な
らびにＧｎＴＩＩＩ活性を有するポリペプチドのコード配列がベクターのマーカー遺伝子
配列内に挿入される場合、それぞれのコード配列を含有する組換え体はマーカー遺伝子機
能の非存在により同定され得る。あるいはマーカー遺伝子は、コード配列の発現を制御す
るために用いられる同一のまたは異なるプロモーターの制御下で、コード配列とともにタ
ンデムで配置され得る。誘導または選択に応答するマーカーの発現は、本発明のＡＢＭの
コード配列ならびにＧｎＴＩＩＩ活性を有するポリペプチドのコード配列の発現を示す。
【０１５０】
　第三のアプローチでは、本発明のＡＢＭのコード領域またはその断片、ならびにＧｎＴ
ＩＩＩ活性を有するポリペプチドのコード配列に関する転写活性は、ハイブリダイゼーシ
ョン検定により査定され得る。例えばＲＮＡは、本発明のＡＢＭのコード配列またはその
断片、ならびにＧｎＴＩＩＩ活性を有するポリペプチドまたはその特定部分のコード配列
と相同のプローブを用いて、ノーザンブロットにより単離され、分析され得る。あるいは
宿主細胞の全核酸が抽出され、このようなプローブとのハイブリダイゼーションに関して
検定され得る。
【０１５１】
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　第四のアプローチでは、タンパク質産物の発現は、例えばウエスタンブロット、イムノ
アッセイ、例えば放射線免疫沈降、酵素結合イムノアッセイ等により免疫学的に査定され
得る。しかしながら発現系の成功についての最終試験は、生物学的に活性な遺伝子産物の
検出を包含する。
【０１５２】
　抗体依存性細胞性細胞傷害性を含めたエフェクター機能増大を示すＡＢＭの生成および
使用
　好ましい実施形態では、本発明は、ラットＩＣＲ６２抗体の実質的同一結合特異性を有
し、そして抗体依存性細胞性細胞傷害性を含めたエフェクター機能増大を示す糖鎖形態の
キメラ（例えばヒト化）ＡＢＭを提供する。抗体のグリコシル化工学処理は、以前に記載
されている（例えば米国特許第6,602,684号（この記載内容は参照により本明細書中で援
用される）参照）。
【０１５３】
　いくつかの種類の癌の治療のための非接合型モノクローナル抗体（ｍＡｂ）の臨床試験
は、近年、有望な結果を生じている（Dillman, Cancer Biother. & Radiopharm. 12: 223
-25 (1997)；Deo et al., Immunology Today 18: 127 (1997)）。キメラ非接合型ＩｇＧ
１は、低段階または濾胞性Ｂ細胞非ホジキンリンパ腫に関して承認されている（Dillman,
 Cancer Biother. & Radiopharm. 12: 223-25 (1997)）が、一方、固形乳房腫瘍をターゲ
ッティングする別の非接合型ｍＡｂ、ヒト化ＩｇＧ１も、ＩＩＩ期臨床試験において有望
な結果を示されている（Deo et al., Immunology Today 18: 127 (1997)）。これら2つの
ｍＡｂの抗原は、それらのそれぞれの腫瘍細胞中で高度に発現され、そして抗体はin vit
roおよびin vivoでエフェクター細胞による強力な腫瘍破壊を媒介する。それに反して、
優れた腫瘍特異性を有する多数のその他の非接合型ｍＡｂは、臨床的に有用であるのに十
分な効力を有するエフェクター機能を誘発し得ない（Frost et al., Cancer 80: 317-33 
(1997)；Surfus et al., J. Immunother. 19: 184-91 (1996)）。これらの弱ｍＡｂのい
くつかに関して、補助サイトカイン療法が一般に試験されつつある。サイトカインの付加
は、循環リンパ球の活性および数を増大することにより、抗体依存性細胞性細胞傷害性（
ＡＤＣＣ）を刺激し得る（Frost et al., Cancer 80: 317-33 (1997)；Surfus et al., J
. Immunother. 19: 184-91 (1996)）。ＡＤＣＣである抗体標的化細胞における溶解性襲
撃は、白血球受容体と抗体の定常領域（Ｆｃ）との結合時に誘発される（Deo et al., Im
munology Today 18: 127 (1997)）。
【０１５４】
　非接合型ＩｇＧ１のＡＤＣＣ活性を増大するための、異なるがしかし補足的なアプロー
チは、抗体のＦｃ領域を工学処理することである。タンパク質工学処理試験は、ＦｃγＲ
がＩｇＧ　ＣＨ２ドメインのより低いヒンジ領域と相互作用する、ということを示してい
る（Lund et al., J. Immunol. 157: 4963-69 (1996)）。しかしながらＦｃγＲ結合は、
ＣＨ２領域中の保存Ａｓｎ２９７で共有結合されるオリゴ糖の存在も必要とする。Lund e
t al., J. Immunol. 157: 4963-69 (1996)；Wright and Morrison, Trends Biotech, 15:
 26-31 (1997)は、オリゴ糖およびポリペプチドがともに相互作用部位に直接的に関与す
るということ、あるいはオリゴ糖が活性ＣＨ２ポリペプチド立体配座を保持するために必
要とされるということを示唆する。したがってオリゴ糖構造の修飾は、相互作用の親和性
を増大するための一手段として探究され得る。
【０１５５】
　ＩｇＧ分子は、そのＦｃ領域中に2つのＮ結合型オリゴ糖を保有する（各重鎖上に1つ）
。任意の糖タンパク質と同様に、抗体は、同一ポリペプチド主鎖を共有するが、しかしグ
リコシル化部位に結合される異なるオリゴ糖を有する糖鎖形態の集団として産生される。
血清ＩｇＧのＦｃ領域中に普通に見出されるオリゴ糖は複合二分岐型のものであり（Worm
ald et al., Biochemistry 36: 130-38 (1997)）、低レベルの末端サリチル酸および二分
岐Ｎ‐アセチルグルコサミン（ＧｌｃＮＡｃ）ならびに可変程度の末端ガラクトシル化お
よびコア・フコシル化を伴う。いくつかの試験は、ＦｃγＲ結合に必要とされる最小炭水
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化物構造はオリゴ糖コア内にある、ということを示唆する（Lund et al., J. Immunol. 1
57: 4963-69 (1996)）。
【０１５６】
　非接合型治療用ｍＡｂの製造のために産業界および大学で用いられるマウスまたはハム
スター由来細胞株は、普通は必要なオリゴ糖決定基をＦｃ部位に結合する。しかしながら
この細胞株中で発現されるＩｇＧは、血清ＩｇＧ中に少量で見出される二分岐ＧｌｃＮＡ
ｃを欠く（Lifely et al., Glycobiology 318: 813-22 (1995)）。これに反して、ラット
骨髄腫産生性ヒト化ＩｇＧ１（ＣＡＭＰＡＴＨ‐１Ｈ）はその糖鎖のいくつかに二分岐Ｇ
ｌｃＮＡｃを保有する、ということが最近観察された（Lifely et al., Glycobiology 31
8: 813-22 (1995)）。ラット細胞由来抗体は、標準細胞株中で産生されるＣＡＭＰＡＴＨ
‐１Ｈ抗体として、しかし有意に低い抗体濃度で、類似の最大in vitroＡＤＣＣ活性に達
する。
【０１５７】
　ＣＡＭＰＡＴＨ抗原は普通はリンパ腫細胞上で抗のレベルで存在し、そしてこのキメラ
ｍＡｂは二分岐ＧｌｃＮＡｃの非存在下で高ＡＤＣＣ活性を有する（Lifely et al., Gly
cobiology 318: 813-22 (1995)）。Ｎ結合型グリコシル化経路では、二分岐ＧｌｃＮＡｃ
はＧｎＴＩＩＩにより付加される（Schachter, Biochem. Cell Biol. 64: 163-81 (1986)
）。
【０１５８】
　従来の研究は、外部調節方式で、異なるレベルのクローン化ＧｎＴＩＩＩ遺伝子酵素を
発現するよう予め工学処理された単一抗体産生ＣＨＯ細胞を用いた（Umana, P., et al.,
 Nature Biotechnol. 17: 176-180 (1999)）。このアプローチは、ＧｎＴＩＩＩの発現と
修飾抗体のＡＤＣＣ活性との間の厳密な相関を、初めて確立した。したがって本発明は、
ＧｎＴＩＩＩ活性増大に起因するグリコシル化変更を示すラットＩＣＲ６２抗体の結合特
異性を有する組換えキメラ抗体またはその断片を意図する。ＧｎＴＩＩＩ活性増大は、二
分岐オリゴ糖のパーセンテージ増大、ならびにＡＢＭのＦｃ領域中のフコース残基のパー
センテージ低減を生じる。この抗体またはその断片は、Ｆｃ受容体結合親和性を増大し、
そしてエフェクター機能を増大した。さらに本発明は、免疫グロブリンのＦｃ領域と等価
である量胃子を含む抗体断片および融合タンパク質に向けられる。好ましい実施形態では
、抗体はヒト化される。
【０１５９】
本発明の方法により産生されるＡＢＭの治療的適用
　最も広い意味で、本発明のＡＢＭは、ＥＧＦＲを発現するin vivoまたはin vitroの細
胞をターゲッティングするために用いられ得る。ＥＧＦＲを発現する細胞は、診断的また
は治療的目的のためにターゲッティングされ得る。一態様では、本発明のＡＢＭは、試料
中のＥＧＦＲの存在を検出するために用いられ得る。別の態様では、本発明のＡＢＭは、
その表面にＥＧＦＲを発現する細胞中でのＥＧＦＲ媒介性シグナル伝達を抑制するかまた
は低減するために用いられ得る。ＥＧＦＲは、同一細胞型の非腫瘍組織と比較して、多数
のヒト腫瘍中で異常に発現される（例えば過剰発現される）。したがって本発明のＡＢＭ
は、腫瘍形成の防止、腫瘍の根絶ならびに腫瘍増殖の抑制に特に有用である。ＥＧＦＲリ
ガンドとＥＧＦＲの結合を遮断することにより、本発明のＡＢＭは、ＥＧＦ依存性腫瘍細
胞活性化、例えばＥＧＦＲチロシンリン酸化、細胞外酸性化率増大および細胞増殖を抑制
する。本発明のＡＢＭは、細胞周期を静止し、標的細胞（例えば腫瘍細胞）のアポトーシ
スを引き起こし、そして標的細胞の新血管形成および／または分化を抑制するためにも作
用する。本発明のＡＢＭは、ＥＧＦＲを発現する任意の腫瘍を治療するために用いられ得
る。本発明のＡＢＭを用いて治療され得る特定の悪性疾患としては、上皮細胞および扁平
上皮細胞癌、非小細胞肺癌、神経膠腫、膵臓癌、卵巣癌、前立腺癌、乳癌、膀胱癌、頭部
および頚部癌、ならびに腎細胞癌が挙げられるが、これらに限定されない。
【０１６０】
　本発明のＡＢＭは、in vivoで腫瘍細胞を標的化し、殺害するために単独で用いられ得
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る。ＡＢＭはまた、ヒト癌腫を治療するために、適切な治療薬と一緒に用いられ得る。例
えばＡＢＭは、標準または慣用的治療方法、例えば化学療法、放射線療法と組合せて用い
られ得るし、あるいは、癌腫の部位への治療薬の送達のために、治療薬または毒素と、な
らびにリンフォカインまたは種様抑制増殖因子と接合されるかまたは連結され得る。最重
要性を有する本発明のＡＢＭの接合体は、（１）免疫毒素（ＡＢＭおよび細胞傷害性部分
の接合体）、ならびに（２）標識が、標識化ＡＢＭを含む免疫複合体を同定するための一
手段を提供する標識化（例えば放射能標識化、酵素標識化または蛍光色素標識化）ＡＢＭ
である。ＡＢＭは、天然補体プロセスにより溶解を誘導するために、そして普通は存在す
る抗体依存性細胞傷害性細胞と相互作用するためにも用いられ得る。
【０１６１】
　免疫毒素の細胞傷害性部分は、細菌または植物起源の細胞傷害薬あるいは酵素的活性毒
素またはこのような毒素の酵素的活性断片（「Ａ鎖」）であり得る。用いられる酵素的活
性毒素およびその断片は、ジフテリアＡ鎖、ジフテリア毒素の非結合活性断片、外毒素Ａ
鎖（緑膿菌から）、リシンＡ鎖、アブリンＡ鎖、モデクシンＡ鎖、α‐サルシン、アブラ
ギリタンパク質、ジアンシン（dianthin）タンパク質、ヨウシュヤマゴボウタンパク質（
ＰＡＰＩ、ＰＡＰＩＩおよびＰＡＰ‐Ｓ）、ニガウリ阻害剤、クルシン、クロチン、サボ
ンソウ（sapaonaria officinalis）阻害剤、ミトゲリン（mitogellin）、リストリクトシ
ン、フェノマイシンおよびエノマイシンである。別の実施形態では、ＡＢＭは、小分子抗
癌薬と接合される。ＡＢＭとこのような細胞傷害性部分の接合体は、種々の二機能性タン
パク質カップリング剤を用いて作製される。このような試薬の例は、ＳＰＤＰ、ＩＴ、イ
ミドエステルの二機能性誘導体、例えばジメチルアジピミデート、ビスアジド化合物、例
えばビス（ｐ‐アジドベンゾイル）ヘキサンジアミン、ビス‐ジアゾニウム誘導体、例え
ばビス‐（ｐ‐ジアゾニウムベンゾイル）‐エチレンジアミン、ジイソシアネート、例え
ばトリレン２，６‐ジイソシアネート、ならびにビス‐活性フッ素化合物、例えば１，５
‐ジフルオロ‐２，４‐ジニトロベンゼンである。毒素の溶解部分は、ＡＢＭのＦａｂ断
片に連結され得る。付加的な適切な毒素は、公開済み米国特許出願第2002/0128448号（こ
の記載内容は参照により本明細書中で援用される）で証明されたように、当該技術分野で
既知である。
【０１６２】
　一実施形態では、ラットＩＣＲ６２抗体の実質的同一結合特異性を有するキメラ（例え
ばヒト化）糖鎖工学処理ＡＢＭは、リシンＡ鎖に接合される。最も有益には、リシンＡ鎖
は、組換え手段により脱グリコシル化され、産生される。リシン免疫毒素を作製する有益
な方法は、Vitetta et al., Science 238, 1098 (1987)（この記載内容は参照により本明
細書中で援用される）に記載されている。
　診断目的のためにin vitroでヒト癌細胞を殺害するために用いられる場合、接合体は典
型的には、少なくとも約10 nMの濃度で細胞培地に付加される。in vitro使用のための処
方物および投与方式は、重要ではない。培地または還流媒質と相溶性である水性処方物が
、普通は用いられる。細胞傷害性は、癌の存在または程度を確定するために慣用的技法に
より読み取られ得る。
【０１６３】
　上記のように、癌を治療するための細胞傷害性放射性医薬品は、放射性同位体（例えば
Ｉ、Ｙ、Ｐｒ）を、ラットＩＣＲ６２抗体の実質的同一結合特異性を有するキメラ糖鎖工
学処理ＡＢＭと接合することにより作製され得る。「細胞傷害性部分」という用語は、本
明細書中で用いる場合、このような同位体を含むよう意図される。
【０１６４】
　別の実施形態では、リポソームは細胞傷害薬を充填され、そしてそのリポソームは本発
明のＡＢＭで被覆される。ＥＧＦＲ発現悪性疾患細胞の表面には多数のＥＧＦＲ分子が存
在するため、この方法は、正しい細胞型への大量の薬剤の送達を可能にする。
【０１６５】
　このような治療薬を抗体に接合するための技法は、周知である（例えばAmon et al., 
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“Monoclonal Antibodies for Immunotargeting of Drugs in Cancer Therapy”, in Mon
oclonal Antibodies and Cancer Therapy, Reisfeld et al. (eds.), pp. 243-56 (Alan 
R. Liss, Inc. 1985)；Hellstrom et al., “Antibodies For Drug Delivery”, in Cont
rolled Drug Delivery (2nd Ed.), Robinson et al. (eds.), pp. 623-53 (Marcel Dekke
r, Inc. 1987)；Thorpe, “Antibody Carriers Of Cytotoxic Agents In Cancer Therapy
: A Review”, in Monoclonal Antibodies ’84: Biological And Clinical Application
s, Pinchera et al. (eds.), pp. 475-506 (1985)；およびThorpe et al., “The Prepar
ation And Cytotoxic Properties Of Antibody-Toxin Conjugates”, Immunol. Rev., 62
: 119-58 (1982)参照）。
【０１６６】
　本発明のＡＢＭに関するさらに他の治療的適用としては、プロドラッグを細胞傷害薬に
転化し得る酵素との、例えば組換えＤＮＡ技術による、接合または連結、ならびに腫瘍部
位でプロドラッグを細胞傷害薬に転化するためのプロドラッグと組合せた抗体‐酵素接合
体の使用が挙げられる（例えばSenter et al., “Anti-Tumor Effects of Antibody-alka
line Phosphatase”, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85: 4842-46 (1988)；”Enhancement
 of the in vitro and in vivo Antitumor Activites of Phosphorylated Mitocycin C a
nd Etoposide Derivatives by Monoclonal Antibody-Alkaline Phosphatase Conjugates
”, Cancer Research 49: 5789-5792 (1989)；およびSenter, “Activaton of Prodrugs 
by Antibody-Enzyme Conjugates: A New Approach to Cancer Therapy,” FASEB J. 4: 1
88-193 (1990)参照）。
【０１６７】
　本発明のＡＢＭに関するさらに別の治療的使用は、補体の存在下で、非接合型で、ある
いは抗体‐薬剤または抗体‐毒素接合体の一部として、癌患者の骨髄から腫瘍細胞を除去
するための使用を包含する。このアプローチによれば、自系骨髄は抗体を用いた治療によ
りex-vivoでパージされ、骨髄は患者に注入し戻され得る［例えばRamsay et al., “Bone
 Marrow Purging Using Monoclonal Antibodies”, J. Clin. Immunol., 8 (2): 81-88 (
1988)参照］。
【０１６８】
　さらに、本発明は、ラットＩＣＲ６２抗体と実質的に同一の結合特異性を可能にする抗
原結合ドメイン（例えばラットＩＣＲ６２抗体のＣＤＲを含むポリペプチド）を含み、そ
してさらに毒素ポリペプチドを含む１本鎖免疫毒素を含むことが意図される。本発明の１
本鎖免疫毒素は、in vivoでヒト癌腫を治療するために用いられ得る。
【０１６９】
　同様に、抗腫瘍活性を有する二次タンパク質例えばリンフォカインまたはオンコスタチ
ンの少なくとも機能的活性部分と連結される本発明のＡＢＭの少なくとも抗原結合領域を
含む融合タンパク質は、in vivoでヒト癌腫を治療するために用いられ得る。
【０１７０】
　本発明は、ＥＧＦＲを発現する腫瘍細胞を選択的に殺害するための方法を提供する。こ
の方法は、本発明の免疫接合体（例えば免疫毒素）を上記腫瘍細胞と反応させることを包
含する。これらの腫瘍細胞は、ヒト癌腫からであり得る。
【０１７１】
　さらに本発明は、in vivoで癌腫（例えばヒト癌腫）を治療する方法を提供する。この
方法は、本発明の少なくとも1つの免疫接合体（例えば免疫毒素）を含有する薬学的有効
量の組成物を被験者に投与することを包含する。
【０１７２】
　さらなる一態様では、本発明は、ＥＧＦＲが発現される、特にＥＧＦＲが異常に発現さ
れる（例えば過剰発現される）細胞増殖障害、例えば膀胱、脳、頭部および頚部、膵臓、
肺、乳房、卵巣、結腸、前立腺、皮膚および腎臓の癌を治療するための改良型方法であっ
て、治療的有効量の本発明のＡＢＭをそれを必要とするヒト被験者に投与することを包含
する方法に向けられる。好ましい一実施形態では、ＡＢＭは、ラットＩＣＲ６２抗体のも
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のと実質的に同一の結合特異性を有する糖鎖工学処理抗ＥＧＦＲ抗体である。別の好まし
い実施形態では、抗体はヒト化される。本発明のＡＢＭにより治療され得る細胞増殖障害
の例としては、以下の：腹部、骨、乳房、消化器系、肝臓、膵臓、腹膜、内分泌腺（副腎
、上皮小体、下垂体、精巣、卵巣、胸腺、甲状腺）、眼、頭部および頚部、神経系（中枢
および末梢）、リンパ系、骨盤、皮膚、柔組織、脾臓、胸郭領域および尿生殖器系中で突
き止められる新生物が挙げられるが、これらに限定されない。
【０１７３】
　同様に、他の細胞増殖障害も、本発明のＡＢＭにより治療され得る。このような細胞増
殖障害の例としては、高ガンマグロブリン血症、リンパ増殖性障害、パラプロテイン血症
、紫斑病、類肉腫、セザリー症候群、ワルデンストロンのマクログロブリン血症、ゴーシ
ェ病、組織球増加症、ならびに上記の器官系に見出されるその他の細胞増殖疾患、さらに
新生物形成が挙げられるが、これらに限定されない。
【０１７４】
　本発明の実行に従って、被験者はヒト、ウマ、ブタ、ウシ、ネズミ、イヌ、ネコおよび
鳥類被験者であり得る。その他の温血動物も、本発明に含まれる。
【０１７５】
　本発明はさらに、ヒト腫瘍細胞の増殖を抑制し、被験者における腫瘍を治療し、そして
被験者における増殖型疾患を治療するための方法を提供する。これらの方法は、有効量の
本発明の組成物を被験者に投与することを包含する。
【０１７６】
　本発明はさらに、ＥＧＦＲあるいは1つまたは複数のＥＧＦＲリガンドの異常活性化ま
たは産生により特性化される哺乳類における非悪性疾患または障害の治療方法であって、
治療的有効量の本発明のＡＢＭを哺乳類に投与することを包含する方法に向けられる。被
験者は一般に、本発明のＡＢＭが被験者内の細胞と結合し得るよう、例えばその疾患組織
中にＥＧＦＲ発現細胞を有する。
【０１７７】
　ＥＧＦＲまたはＥＧＦＲリガンドの異常活性化または発現は、被験者の細胞中で、例え
ば被験者の疾患細胞中で生じている可能性がある。ＥＧＦＲの異常活性化は、ＥＧＦＲお
よび／またはＥＧＦＲリガンドの増幅、過剰発現または異所性産生に起因すると考えられ
る。本発明の一実施形態では、診断または予後検定は、ＥＧＦＲ（またはＥＧＦＲリガン
ド）の異常産生または活性化が被験者において生じつつあるか否かを確定するために実施
される。例えばＥＧＦＲおよび／またはリガンドの遺伝子増幅および／または過剰発現が
確定され得る。このような増幅／過剰発現を確定するための種々の検定が当該技術分野で
利用可能であり、例としては、ＩＨＣ、ＦＩＳＨならびに上記のshed抗原検定が挙げられ
る。代替的にまたは付加的に、試料中のまたは試料に関連したＥＧＦＲリガンド、例えば
ＴＧＦ‐αのレベルが、既知の手法により確定され得る。このような検定は、試験される
べき試料中のタンパク質および／またはそれをコードする核酸を検出し得る。一実施形態
では、試料中のＥＧＦＲリガンドレベルは、免疫組織化学（ＩＨＣ）を用いて確定され得
る（例えばScher et al. Clin. Cancer Research 1: 545-550 (1995)参照）。代替的にま
たは付加的に、例えばＦＩＳＨ、サザンブロッティングまたはＰＣＲ技法により、試験さ
れるべき試料中のＥＧＦＲコード核酸のレベルを評価し得る。
【０１７８】
　さらに、ＥＧＦＲまたはＥＧＦＲリガンド過剰発現または増幅は、例えば検出されるべ
き分子を結合しそして検出可能標識（他と放射性同位体）でタグされる分子（例えば抗体
）を投与し、標識の局在化に関して患者を外部走査することにより、in vivo診断検定を
用いて評価され得る。
【０１７９】
　あるいは、治療前に、患者における、他とその疾患組織中のＥＧＦＲへテロ二量体、特
にＥＧＦＲ‐ＥｒｂＢ２、ＥＧＦＲ‐ＥｒｂＢ３またはＥＧＦＲ‐ＥｒｂＢ４ヘテロ二量
体を検出し得る。非共有結合的タンパク質‐タンパク質相互作用を検出するか、そうでな
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ければ当該タンパク質間の近接を示すための種々の方法が利用可能である。ＥＧＦＲへテ
ロ二量体を検出するための例示的方法としては、免疫親和性ベースの方法、例えば免疫沈
降；蛍光共鳴エネルギー移動法（ＦＲＥＴ）（Selvin, Nat. Struct. Biol. 7: 730-34 (
2000)；Gadella & Jovin, J. Cell Biol. 129: 1543-58 (1995)；およびNagy et al., Cy
tometry 32: 120-131 (1998)）；標準直接または間接的免疫蛍光技法ならびに共焦点レー
ザー走査顕微鏡を用いるＥＧＦＲとＥｒｂＢ２またはＥｒｂＢ３との同時局在化；高処理
量フォーマットでの、例えば微量ウエルプレート中での抗体結合ＥＧＦＲとＥｒｂＢ２ま
たはＥｒｂＢ３との同時局在化を検出するためのレーザー走査イメージング（ＬＳＩ）（
Zuck et al, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 96: 11122-11127 (1999)）；あるいはｅＴａ
ｇ／ｍ検定系（Aclara Bio Sciences, Mountain View, Calif.；および米国特許出願第20
01/0049105号（2001年12月6日公開））が挙げられるが、これらに限定されない。
【０１８０】
　したがって、本発明は、ヒト悪性疾患、例えば膀胱、脳、頭部および頚部、膵臓、肺、
乳房、卵巣、結腸、前立腺、皮膚および腎臓の癌を治療するための製剤組成物、組合せお
よび方法を包含する、ということは明らかである。例えば本発明は、薬学的有効量の本発
明の抗体、および製薬上許容可能な担体を含むヒト悪性疾患の治療に用いるための製剤組
成物を包含する。
【０１８１】
　本発明のＡＢＭ組成物は、慣用的投与方式、例えば静脈内、腹腔内、経口、リンパ内投
与または種用への直接投与を用いて投与され得る。静脈内投与が好ましい。
【０１８２】
　本発明の一態様では、本発明のＡＢＭを含有する治療用処方物は、凍結乾燥処方物また
は水溶液の形態で、所望程度の純度を有する抗体を、任意の製薬上許容可能な担体、賦形
剤または安定剤と混合することにより（REMINGTON’S PHARMACEUTICAL SCIENCES, 16th e
dition, Osol, A. Ed. (1980)）、貯蔵のために調製される。許容可能な担体、賦形剤ま
たは安定剤は、用いられる投与量および濃度でレシピエントに対して非毒性であり、例と
しては、緩衝剤、例えば燐酸塩、クエン酸塩およびその他の有機酸；酸化防止剤、例えば
アスコルビン酸およびメチオニン；防腐剤（例えば塩化オクタデシルジメチルベンジルア
ンモニウム；塩化ヘキサメトニウム；塩化ベンズアルコニウム、塩化ベンズエトニウム；
フェノール、ブチルまたはベンジルアルコール；アルキルパラベン、例えばメチルまたは
プロピルパラベン；カテコール；レゾルシノール；シクロヘキサノール；３‐ペンタノー
ル；およびｍ‐クレゾール）；低分子量（約10残基未満）ポリペプチド；タンパク質、例
えば血清アルブミン、ゼラチンまたは免疫グロブリン；親水性ポリマー、例えばポリビニ
ルピロリドン；アミノ酸、例えばグリシン、グルタミン、アスパラギン、ヒスチジン、ア
ルギニンまたはリシン；単糖類、二糖類、およびその他の炭水化物、例えばグルコース、
マンノースまたはデキストリン；キレート化剤、例えばＥＤＴＡ；糖、例えばスクロース
、マンニトール、トレハロースまたはソルビトール；塩形成対イオン、例えばナトリウム
；金属錯体（例えばＺｎ‐タンパク質錯体）；および／または非イオン性界面活性剤、例
えばトゥイーンTM、プルロニクスTMまたはポリエチレングリコール（ＰＥＧ）が挙げられ
るが、これらに限定されない。
【０１８３】
　本発明のＡＢＭは、異常ＥＧＦＲまたはＥＧＦＲリガンド活性により特性化される疾患
または障害、例えば腫瘍を治療するために、単独で、または例えば化学療法薬および／ま
たは放射線療法との組合せ療法で、被験者に投与され得る。例示的抗ＥＧＦＲ抗体処方物
は、Herbst and Shen, Cancer 94 (5): 1593-1611に記載されている。適切な化学療法薬
としては、シスプラチン、ドキソルビシン、トポテカン、パクリタキセル、ビンブラスチ
ン、カルボプラチンおよびエトポシドが挙げられる。
【０１８４】
　皮下投与のために適合される凍結乾燥処方物は、WO 97/04801に記載されている。この
ような凍結乾燥処方物は、適切な希釈剤で高タンパク質濃度に再構成され、そして再構成
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処方物は、本明細書中で処理されるべき哺乳類に皮下投与され得る。
【０１８５】
　本明細書中の処方物は、治療されるべき特定の適応症に必要であるような1つより多い
活性化合物、好ましくは互いに悪影響を及ぼさない相補的活性を有するものも含有し得る
。例えば細胞傷害薬、化学療法薬、サイトカインまたは免疫抑制薬（例えばＴ細胞に作用
するもの、例えばシクロスポリン、またはＴ細胞と結合する抗体、例えばＬＦＡ‐１と結
合するもの）をさらに提供するのが望ましい。このような他の作用物質の有効量は、処方
物中に存在するアンタゴニストの量、疾患または障害または治療の種類、ならびに上記の
その他の因子によっている。これらは一般的に、本明細書中上記で用いられたのと同一の
投与量および投与経路で、あるいは今まで用いられた投与量の約1～99％で用いられる。
【０１８６】
　活性成分は、例えばコアセルベーション技法によりまたは界面重合により調製されるマ
イクロカプセル、例えばコロイド薬剤送達系（例えばリポソーム、アルブミンマイクロス
フェア、マイクロエマルション、ナノ粒子およびナノカプセル）中の、またはマクロエマ
ルション中の、それぞれヒドロキシメチルセルロースまたはゼラチンマイクロカプセルお
よびポリ‐（メチルメタクリレート）マイクロカプセル中にも閉じ込められ得る。このよ
うな技法は、Remington’s Pharmaceutical Sciences 16th edition, Osol, A. Ed. (198
0)に開示されている。
【０１８７】
　徐放性調製物が調製され得る。徐放性調製物の適切な例としては、アンタゴニストを含
有する固体疎水性ポリマーの半透性マトリックスが挙げられるが、このマトリックスは、
造形品、例えば皮膜またはマイクロカプセルの形態である。徐放性マトリックスの例とし
ては、ポリエステル、ヒドロゲル（例えばポリ（２‐ヒドロキシエチル‐メタクリレート
）またはポリ（ビニルアルコール））、ポリラクチド（米国特許第3,773,919号）、Ｌ‐
グルタミン酸およびγエチル‐Ｌ‐グルタメートのコポリマー、非分解性エチレン‐酢酸
ビニル、分解性乳酸‐グリコール酸コポリマー、例えばLUPRON DEPOTTM（乳酸‐グリコー
ル酸コポリマーおよび酢酸ロイプロリドからなる注射用マイクロスフェア）、ならびにポ
リ‐Ｄ‐（－）‐３‐ヒドロキシ酪酸が挙げられる。
【０１８８】
　in vivo投与のために用いられるべき処方物は、滅菌性でなければならない。これは、
滅菌濾過膜を通した濾過により容易に成し遂げられる。
【０１８９】
　本発明の組成物は種々の投与形態であり、例としては液体溶液または懸濁液、錠剤、ピ
ル、粉末、座薬、高分子マイクロカプセルまたはマイクロベシクル、リポソーム、ならび
に注射用または注入用溶液が挙げられるが、これらに限定されない。好ましい形態は、投
与方式および治療用途によっている。
【０１９０】
　本発明の組成物は好ましくは、当該技術分野で既知の慣用的製薬上許容可能な担体およ
びアジュバント、例えばヒト血清アルブミン、イオン交換剤、アルミナ、レシチン、緩衝
物質、例えば燐酸塩、グリシン、ソルビン酸、ソルビン酸カリウム、ならびに塩または電
解質、例えば硫酸プロタミンも含む。
【０１９１】
　本発明の製剤組成物に関する最も有効な投与方式および投与量レジメンは、疾患の重症
度および経過、患者の健康および治療に対する応答ならびに治療医師の判断によっている
。したがって組成物の投与量は、個々の患者に対して滴定されるべきである。それにもか
かわらず、本発明の組成物の有効用量は、一般に、約0.01～約2000 mg/kgの範囲である。
一実施形態では、有効用量は約1.0 mg/kg～約15.0 mg/kgの範囲である。さらに特定の実
施形態では、用量は約1.5 mg/kg～約12 mg/kgの範囲である。他の実施形態では、用量は
約1.5 mg/kg～約4.5 mg/kgまたは約4.5 mg/kg～約12 mg/kgの範囲である。本発明の用量
は、これらの範囲内の任意の用量であり、例えば1.0 mg/kg、1.5 mg/kg、2.0 mg/kg、2.5
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 mg/kg、3.0 mg/kg、3.5 mg/kg、4.0 mg/kg、4.5 mg/kg、5.0 mg/kg、5.5 mg/kg、6.0 mg
/kg、6.5 mg/kg、7.0 mg/kg、7.5 mg/kg、8.0 mg/kg、8.5 mg/kg、9.0 mg/kg、9.5 mg/kg
、10.0 mg/kg、10.5 mg/kg、11.0 mg/kg、11.5 mg/kg、12.0 mg/kg、12.5 mg/kg、13.0 m
g/kg、13.5 mg/kg、14.0 mg/kg、14.5 mg/kgまたは15.0 mg/kgであり得るが、これらに限
定されない。
【０１９２】
　本明細書中に記載される分子は種々の剤形であり、例えば液体溶液または懸濁液、錠剤
、ピル、粉末、座薬、高分子マイクロカプセルまたはマイクロベシクル、リポソーム、な
らびに注射用または注入用溶液が挙げられるが、これらに限定されない。好ましい形態は
、投与方式および治療用途によっている。
【０１９３】
　本発明の投与量は、いくつかの場合、予測的生体マーカーの使用により確定され得る。
予測的生体マーカーは、腫瘍関連遺伝子またはタンパク質の、あるいは腫瘍関連シグナル
伝達経路の細胞構成成分の発現および／または活性化のパターンを確定する（即ち観察し
および／または定量する）ために用いられる分子マーカーである。腫瘍組織における標的
化療法の生物学的作用を解明し、そしてこれらの作用と臨床応答を相関させることは、腫
瘍中で作用する優勢な増殖および生存経路を同定するのを手助けし、それにより見込みの
ある応答者のプロフィールを確立し、そして逆に、抵抗性を克服するための戦略を計画す
るための理論的根拠を提供する。例えば抗ＥＧＦＲ療法のための生体マーカーは、細胞増
殖障害をもたらすＥＧＦＲ下流シグナル伝達経路に存在する分子、例えばＡｋｔ、ＲＡＳ
、ＲＡＦ、ＭＡＰＫ、ＥＲＫ１、ＥＲＫ２、ＰＫＣ、ＳＴＡＴ３、ＳＴＡＴ５（これらに
限定されない）を含み得る（Mitchell, Nature Biotech. 22: 363-364 (2004)；Becker, 
Nature Biotech 22: 15-18 (2004)；Tsao and Herbst, Signal 4: 4-9 (2003)）。抗ＥＧ
ＦＲ療法に関する生体マーカーは、増殖因子受容体、例えばＥＧＦＲ、ＥｒｂＢ‐２（Ｈ
ＥＲ２／ｎｅｕ）およびＥｒｂＢ‐３（ＨＥＲ３）も含み得るし、そして抗ＥＧＦＲ療法
に対する患者応答の正または負の予測子であり得る。例えば増殖因子受容体ＥｒｂＢ‐３
（ＨＥＲ３）は、抗ＥＧＦＲ抗体ＡＢＸ‐ＥＧＦに関する負の予測的生体マーカーである
ことが確定された（米国特許出願公告第2004/0132097 A1号）。
【０１９４】
　予測的生体マーカーは、当該技術分野で周知である細胞検定、例えば免疫組織化学、フ
ローサイトメトリー、免疫蛍光、捕捉および検出検定、ならびに逆相検定および／または
米国特許出願公告第2004/0132097 A1号に記述された検定（この記載内容は参照により本
明細書中で援用される）により測定され得るが、これらに限定されない。抗ＥＧＦＲ療法
の予測的生体マーカーは、それ自体、米国特許出願公告第2003/0190689 A1号（この記載
内容は参照により本明細書中で援用される）に記述された技法に従って同定され得る。
【０１９５】
　一態様において、本発明は、ＥＧＦＲ関連障害の治療方法であって、ＥＧＦＲ関連障害
、例えば癌に関する予測的生体マーカーの発現および／または活性化を検出する1つまた
は複数の試薬による治療の前にヒト被験者からの試料を検定し、1つまたは複数の予測的
生体マーカーの発現および／または活性化のパターンを確定する（この場合、パターンは
抗ＥＧＦＲ療法に対するヒト被験者の応答を予測する）ことにより、治療を必要とするヒ
ト被験者における抗ＥＧＦＲ療法に対する応答を予測し；そして抗ＥＧＦＲ治療に対して
正の応答をすることが予測されるヒト被験者に、治療的有効量の本発明のＡＢＭを含む組
成物を投与することを包含する方法を提供する。本明細書中で用いる場合、抗ＥＧＦＲ治
療に対して正の応答をすると予測されるヒト被験者は、抗ＥＧＦＲがＥＧＦＲ関連障害に
及ぼす測定可能な作用（例えば腫瘍退縮／縮小）を有する者、そして抗ＥＧＦＲ療法の利
益が副作用（例えば毒性）を上まわる者である。本明細書中で用いる場合、試料は、1つ
または複数の細胞、例えば任意の起源、組織、あるいは乳房、肺、消化管、皮膚、子宮頚
部、卵巣、前立腺、腎臓、脳、頭部および頚部のような器官、あるいは身体の任意のその
他の器官または組織から切除された生検試料の単独細胞、ならびにその他の身体試料、例
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えば塗抹、痰、分泌物、脳脊髄液、胆汁、血液、リンパ液、尿および糞（これらに限定さ
れない）を含む生物体、特にヒトからの任意の生物学的試料を意味する。
【０１９６】
　本発明のＡＢＭを含む組成物は、良好な医学的実地と一致した様式で処方され、用量分
けされ、投与される。この状況における考察のための因子としては、治療されている特定
の疾患または障害、治療されている特定の哺乳類、個々の患者の臨床状態、疾患または障
害の原因、作用物質の送達部位、投与方法、投与計画、ならびに開業医に既知のその他の
因子が挙げられる。投与されるべき治療的有効量は、このような考察により支配される。
【０１９７】
　一般命題として、用量当たり非経口的に投与される抗体の治療的有効量は、約0.1～約2
0 mg/患者の体重1kg/日の範囲であり、用いられるアンタゴニストの典型的初期範囲は約2
～10 mg/kgである。一実施形態では、治療的有効用量は約1.0 mg/kg～約15.0 mg/kgの範
囲である。さらに特定の実施形態では、用量は約1.5 mg/kg～約12 mg/kgの範囲である。
他の実施形態では、用量は約1.5 mg/kg～約4.5 mg/kgまたは約4.5 mg/kg～約12 mg/kgの
範囲である。本発明の用量は、これらの範囲内の任意の用量であり、例えば1.0 mg/kg、1
.5 mg/kg、2.0 mg/kg、2.5 mg/kg、3.0 mg/kg、3.5 mg/kg、4.0 mg/kg、4.5 mg/kg、5.0 
mg/kg、5.5 mg/kg、6.0 mg/kg、6.5 mg/kg、7.0 mg/kg、7.5 mg/kg、8.0 mg/kg、8.5 mg/
kg、9.0 mg/kg、9.5 mg/kg、10.0 mg/kg、10.5 mg/kg、11.0 mg/kg、11.5 mg/kg、12.0 m
g/kg、12.5 mg/kg、13.0 mg/kg、13.5 mg/kg、14.0 mg/kg、14.5 mg/kgまたは15.0 mg/kg
であり得るが、これらに限定されない。
【０１９８】
　好ましい一実施形態では、ＡＢＭは、抗体、好ましくはヒト化抗体である。このような
非接合型抗体に関する適切な投与量は、例えば約20 mg/m2～約1000 mg/m2の範囲である。
例えば実質的に375 mg/m2未満の抗体の1または複数の用量を患者に投与し得るが、例えば
この場合、用量は約20 mg/m2～約250 mg/m2、例えば約50 mg/m2～約200 mg/m2の範囲であ
る。
【０１９９】
　さらに、1または複数の初期用量（単数または複数）の抗体、その後、1または複数のそ
の後の用量（単数または複数）を投与し得るが、この場合、その後の用量（単数または複
数）における抗体のmg/m2用量は、初期用量（単数または複数）における抗体のmg/m2用量
を上回る。例えば初期用量は、約20 mg/m2～約250 mg/m2（例えば約50 mg/m2～約200 mg/
m2）の範囲であり、その後の用量は約250 mg/m2～約1000 mg/m2の範囲であり得る。
【０２００】
　しかしながら、上記のように、ＡＢＭのこれらの示唆量は、多大の治療的裁量権を必要
とする。適切な用量を選択性そして計画するに際して重要な因子は、上記のように、得ら
れた結果である。例えば相対的に高い用量は、進行中のおよび急性の疾患の治療のために
初期に必要とされ得る。最も効果的な結果を得るために、疾患または障害によって、でき
るだけ疾患または障害の最初の兆候、診断、出現または発生に近くで、あるいは疾患また
は障害の寛解中に、アンタゴニストが投与される。
【０２０１】
　腫瘍を治療するために用いられる抗ＥＧＦＲ抗体の場合、最適治療結果は、一般に、標
的細胞上のＥＧＦ受容体を完全に飽和させるのに十分である用量で達成された。飽和を達
成するために必要な用量は、腫瘍細胞当たりで発現されるＥＧＦ受容体の数によっている
（これは、異なる腫瘍型間で有意に変わり得る）。30 nMという低い血清濃度がいくつか
の腫瘍を治療するのに有効であったが、一方、100 nMより高い濃度が他の腫瘍に関する最
適治療効果を達成するために必要であり得る。所定の腫瘍に関する飽和を達成するために
必要な用量は、ラジオイムノアッセイまたは免疫沈降によりin vitroで容易に確定され得
る。
【０２０２】
　概して、放射線との組合せ療法に関しては、適切な一治療レジメンは、100～500 mg/m2
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の初回負荷用量およびその後の100～250 mg/m2の維持用量で本発明の抗ＥＧＦＲ　ＡＢＭ
を毎週8回注入し、そして毎日2.0 Gyの用量で70.0 Gyの量の放射線を照射することを包含
する。化学療法との組合せ療法に関しては、適切な一治療レジメンは、3週間毎に100 mg/
m2の用量のシスプラチンと組合せて、100/100 mg/m2、400/250 mg/m2、または500/250 mg
/m2の毎週負荷／維持用量として本発明の抗ＥＧＦＲ　ＡＢＭを投与することを包含する
。あるいはゲムシタビンまたはイリノテカンが、シスプラチンの代わりに用いられ得る。
【０２０３】
　本発明のＡＢＭは、非経口的、皮下、腹腔内、肺内および鼻内を含めた任意の適切な手
段により、ならびに所望により、局所免疫抑制治療、病変内投与のために、投与される。
非経口的注入としては、筋肉内、静脈内、動脈内腹腔内または皮下投与が挙げられる。さ
らに、アンタゴニストは、例えば漸減用量のアンタゴニストを用いて、パルス注入により
適切に投与され得る。好ましくは用量投与は、一部は、投与が短期であるか長期であるか
によって、注射により、最も好ましくは静脈内または皮下注射により提供される。
【０２０４】
　本明細書中のアンタゴニストとともに、他の化合物、例えば細胞傷害薬、化学療法薬、
免疫抑制薬および／またはサイトカインを投与し得る。組合せ投与としては、別個の処方
物または単一製剤処方物を用いる同時投与、ならびにいずれかの順序での連続投与（この
場合、好ましくは両方（またはすべて）の活性作用物質がそれらの生物学的活性を同時に
発揮する時間が存在する）が挙げられる。
【０２０５】
　治癒を達成するために必要とされる本発明の組成物の用量は計画最適化に伴ってさらに
低減され得る、ということは明らかである。
【０２０６】
　本発明の実地に従って、製剤担体は脂質担体であり得る。脂質担体は、リン脂質であり
得る。さらに脂質担体は、脂肪酸であり得る。さらにまた脂質担体は、界面活性剤であり
得る。本明細書中で用いる場合、界面活性剤は、液体の表面張力を変える、一般的にはそ
れを低下させる任意の物質である。
【０２０７】
　本発明の一例では、界面活性剤は非イオン性界面活性剤であり得る。非イオン性界面活
性剤の例としては、ポリソルベート８０（トゥイーン８０または（ポリオキシエチレンソ
ルビタンモノオレエート）としても既知）、Ｂｒｉｊ、およびトリトン（例えばトリトン
ＷＲ‐1339およびトリトンＡ‐２０）が挙げられるが、これらに限定されない。
【０２０８】
　あるいは界面活性剤は、イオン性界面活性剤であり得る。イオン性界面活性剤の一例と
しては、臭化アルキルトリメチルアンモニウムが挙げられるが、これに限定されない。
【０２０９】
　さらに、本発明に従って、脂質担体はリポソームであり得る。本出願中で用いる場合、
「リポソーム」とは、本発明の任意の分子またはその組合せを含有する任意の膜結合小胞
である。
【０２１０】
　さらに別の実施形態では、本発明は、薬として用いるための、特に癌の治療または予防
に用いるための、あるいは前癌状態または病変に用いるための本発明によるＡＢＭに関す
る。例えば癌は、肺癌、非小細胞肺（ＮＳＣＬ）癌、細気管支肺胞細胞肺癌、骨癌、膵臓
癌、皮膚癌、頭部または頚部の癌、皮膚または眼内黒色腫、子宮癌、卵巣癌、直腸癌、肛
門領域の癌、胃癌、胃体癌、結腸癌、乳癌、子宮癌、ファロピウス管の癌、子宮内膜癌、
子宮頚部癌、膣癌、外陰部癌、ホジキン病、食道癌、小腸癌、内分泌系の癌、甲状腺癌、
上皮小体癌、副腎癌、柔組織の肉腫、尿道癌、陰茎癌、前立腺癌、膀胱癌、腎臓または尿
管の癌、腎細胞癌、腎盂癌、中皮腫、肝細胞癌、胆道癌、慢性または急性白血病、リンパ
球性白血病、中枢神経系（ＣＮＳ）の新生物、軸椎腫瘍、脳幹神経膠腫、未分化神経膠芽
腫、星状細胞腫、シュワン細胞腫、上衣腫、髄芽腫、髄膜腫、扁平上皮細胞癌、下垂体腺
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腫（上記癌のいずれかの難治性バージョン、あるいは上記癌の1つまたは複数の組合せを
含む）であり得る。前癌状態または病変としては、例えば口腔白斑症、光線性角化症（日
光性角化症）、結腸または直腸の前癌性ポリープ、胃上皮異形成、腺腫性異形成、遺伝性
非ポリープ性結腸癌症候群（ＨＮＰＣＣ）、バレット食道、膀胱異形成ならびに前癌性子
宮頚部状態から成る群が挙げられる。
【０２１１】
　好ましくは上記癌は、乳癌、膀胱癌、頭部および頚部癌、皮膚癌、膵臓癌、肺癌、卵巣
癌、結腸癌、前立腺癌、腎臓癌および脳癌から成る群から選択される。
【０２１２】
　さらに別の実施形態は、癌の治療または予防のための薬剤の製造のための本発明による
ＡＢＭの使用である。癌は、上記と同様である。
【０２１３】
　好ましくは上記癌は、乳癌、膀胱癌、頭部および頚部癌、皮膚癌、膵臓癌、肺癌、卵巣
癌、結腸癌、前立腺癌、腎臓癌および脳癌から成る群から選択される。
【０２１４】
　さらにまた好ましくは、上記抗原結合分子は、約1.0 mg/kg～約15 mg/kgの治療的有効
量で用いられる。
【０２１５】
　さらにまた好ましくは、上記抗原結合分子は、約1.5 mg/kg～約12 mg/kgの治療的有効
量で用いられる。
【０２１６】
　さらにまた好ましくは、上記抗原結合分子は、約1.5 mg/kg～約4.5 mg/kgの治療的有効
量で用いられる。
【０２１７】
　さらにまた好ましくは、上記抗原結合分子は、約4.5 mg/kg～約12 mg/kgの治療的有効
量で用いられる。
【０２１８】
　最も好ましくは、上記抗原結合分子は、約1.5 mg/kgの治療的有効量で用いられる。
【０２１９】
　さらにまた最も好ましくは、上記抗原結合分子は、約4.5 mg/kgの治療的有効量で用い
られる。
【０２２０】
　さらに最も好ましくは、上記抗原結合分子は、約12 mg/kgの治療的有効量で用いられる
。
【０２２１】
　別の実施形態では、本発明は、それを必要とする哺乳類におけるＥＧＦＲ関連障害の治
療方法であって、本発明のＡＢＭを哺乳類に投与することを包含する方法であり、治療が
少なくとも4週間の期間、約1～約500 μg/mlの上記ＡＢＭの血清濃度を生じ、そして治療
が上記哺乳類において臨床的有意レベルの毒性を生じない方法に向けられる。その他の実
施形態では、血清濃度は、約1 μg/ml、約25 μg/ml、約50 μg/ml、約100 μg/ml、約20
0 μg/ml、約300 μg/ml、約400 μg/ml、約500 μg/ml、約1～約100 μg/ml、約1～約20
0 μg/ml、約1～約300 μg/ml、約1～約400 μg/mlならびに約1～約500 μg/mlから成る
群から選択される量である。好ましい一実施形態では、哺乳類はヒトである。一実施形態
では、ＡＢＭは抗体である。好ましい一実施形態では、抗体は糖鎖工学処理され、そして
非糖鎖工学処理形態の抗体と比較してＦｃγＲＩＩＩ結合増大を示す。
【０２２２】
製品
　本発明の別の実施形態では、上記障害の治療のために有用な物質を含有する製品が提供
される。製品は、容器、ならびに容器の上のまたはそれに関連したラベルまたは包装挿入
物を含む。適切な容器としては、例えばビン、バイアル、注射器等が挙げられる。容器は
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、当該状態を治療するために有効である組成物を保持し、そして滅菌性入口を有し得る（
例えば容器は、静脈内溶液袋または皮下注射用針により貫通可能な栓を有するバイアル）
。組成物中の少なくとも1つの活性作用物質は、抗ＥＧＦＲ抗体である。ラベルまたは包
装挿入物は、ＥＧＦＲ受容体および／またはＥＧＦＲリガンドの異常活性化または産生を
包含する非悪性疾患または障害、多徒良性過増殖性疾患または障害といった選択範囲の状
態を治療するために用いられる、ということを示す。さらに製品は、（ａ）その中に含入
される組成物を有する第一容器（この場合、組成物は、ＥＧＦＲと結合し、ＥＧＦＲを過
剰発現する細胞の増殖を抑制する一次抗体を含む）；ならびに（ｂ）そこに含入される組
成物を有する第二容器（この場合、組成物は、ＥＧＦＲを結合し、ＥＧＦＲ受容体のリガ
ンド活性化を遮断する）を含み得る。本発明のこの実施形態における製品はさらに、一次
および二次抗体組成物が上記定義の節におけるこのような疾患または障害のリストからの
非悪性疾患または障害を治療するために用いられ得る、ということを示す包装挿入物を含
み得る。さらに包装挿入物は、抗体を用いた療法ならびに前節に記載された補助療法（他
と化学療法薬、ＥＧＦＲ標的化薬、抗新血管形成薬、免疫抑制薬、チロシンキナーゼ阻害
薬、抗ホルモン化合物、心臓保護薬および／またはサイトカイン）のいずれかを組合せる
ことを組成物（ＥＧＦＲを結合し、ＥＧＦＲ受容体のリガンド活性化を遮断する抗体を含
む）の使用者に説明し得る。代替的にまたは付加的に、製品はさらに、製薬上許容可能な
緩衝剤、例えば注射用静菌水（ＢＷＦＩ）、リン酸塩緩衝生理食塩水、リンガー溶液およ
びデキストロース溶液を含む第二（または第三）容器を含み得る。それはさらに、商業的
および使用者の見地から望ましいその他の物質、例えばその他の緩衝剤、希釈剤、フィル
ター、針および注射器を包含し得る。
【０２２３】
　以下の実施例は、本発明をさらに詳細に説明する。以下の調製物および実施例は、当業
者が本発明をより明瞭に理解し、実行し得るために提供される。しかしながら本発明は、
例示実施形態により範囲を限定されず、本発明の単一態様の例証として意図されるだけで
あり、機能的に等価である方法は、本発明の範囲内である。実際、前記の説明および添付
の図面から、本明細書中に記載されたもののほかに、本発明の種々の修正が当業者に明ら
かになる。このような修正は、添付の特許請求の範囲内であるよう意図される。
【０２２４】
　本出願中で引用された特許、出願および出版物はすべて、これらの記載内容が参照によ
り本明細書中で援用される
【実施例】
【０２２５】
実施例
　別記しない限り、以下の実施例中の特定アミノ酸残基位置のナンバリングへの言及は、
Kabatナンバリング系に従っている。別記しない限り、これらの作業例に記載された抗体
を作製するために用いられる材料および方法は、米国特許出願第10/981,738号（この記載
内容は、参照により本明細書中で援用される）の実施例に記述されたものに従っている。
【０２２６】
実施例１
材料と方法
高相同性アクセプターアプローチ
　ラットＩＣＲ６２タンパク質配列をヒト生殖系列配列のコレクションと整列させて、す
べての標準残基を機能レベルに保存しながら、最高配列同一性を示したヒト配列を選択す
ることにより、高相同性抗体アクセプター・フレームワーク検索を実施した。ここで、Ｖ
Ｂａｓｅデータベース内のＶＨ１ファミリーからの配列１‐ｅを重鎖フレームワークアク
セプター配列として選択し、そしてＶＢａｓｅデータベースのＶＫ１ファミリーからのＡ
３０配列を軽鎖のためのフレームワークアクセプターであると選択した。これら2つのア
クセプター・フレームワークに関して、3つの相補性決定領域（ＣＤＲ）および／または
ラットＩＣＲ６２重さおよび軽鎖可変ドメインのそれらのＣＤＲの特異性決定残基をグラ
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フトした。フレームワーク４領域は生殖系列遺伝子の可変領域の一部ではないため、その
位置に関するアラインメントを独立して実施した。ＪＨ６領域を重鎖に関して選択し、Ｊ
Ｋ２領域を軽鎖に関して選択した。設計される免疫グロブリンドメインの分子モデリング
は、ＣＤＲの外側のヒトアミノ酸残基の代わりにネズミアミノ酸残基を潜在的に必要とす
るKabatＣＤＲ１の外側の1つの位置を明示した。ヒトフレームワーク中へのネズミアミノ
酸残基の再導入は、いわゆる「復帰突然変異」を生じる。例えばKabat位置２７のヒトア
クセプターアミノ酸残基（１‐ｅ中のグリシン）をチロシン残基に復帰突然変異させた。
抗原結合に関する残基の重要性を示すために、復帰突然変異を包含するかまたは省くヒト
化抗体変異体を設計した。ヒト化抗体軽鎖は、いかなる復帰突然変異も必要としなかった
。タンパク質配列を設計後、これらのタンパク質をコードするＤＮＡ配列を、以下で詳述
するように合成した。
【０２２７】
混合フレームワークアプローチ
　ヒトアクセプター・フレームワークの重要位置（良好な抗原結合親和性または抗体機能
を保持するために重要）に復帰突然変異を導入する必要性を回避するために、機能的ヒト
化抗体のフレームワーク領域１（ＦＲ１）、フレームワーク領域１（ＦＲ１）および２（
ＦＲ２）が一緒に、またはフレームワーク領域３（ＦＲ３）が、天然ヒト生殖系列配列中
の重要な残基位置にドナー残基または機能的にドナー残基と機能的に等価であるアミノ酸
残基をすでに有するヒト抗体配列により取り替えられ得るか否かを調べた。この目的のた
めに、ラットＩＣＲ６２　ＶＨ配列のＶＨフレームワーク１、２および３を、独立して、
ヒト生殖系列配列と整列させた。ここで、アクセプター・フレームワークを選択するため
に最高配列同一性を用いなかった；代わりに、いくつかの重要な残基のマッチングを実施
した。それらの重要残基は、いわゆる標準残基、ならびに位置２７、２８および３０（Ka
batナンバリング）のそれらの残基（KabatによるＣＤＲ１定義外であるがしかししばしば
抗原結合に関与する）を含む。さらに、重要残基は、分子モデリングを用いて確定され得
るように、ＣＤＲとの重要な相互作用を示すものである。ＩＭＧＴ配列ＩＧＨＶ１‐５８
（寄託番号M29809）、ＩＧＨＶ５‐５１（寄託番号M99686）、ならびにＶＨ１ファミリー
からのＶＢａｓｅ配列１‐０２を、ＦＲ１、２または３に代わる適切なものとして選択し
た。要するに、ＩＧＨＶ１‐５８は、Kabat位置２７～３０における有望なパターンを示
したが、しかし標準位置７１に関する判定基準を満たさない。ＩＧＨＶ５‐５１はマッチ
ング残基７１を有し、したがってそのＦＲ３を用い得た。さらにまた、そのＦＲ１は所望
のＦＲ１配列に近い。
【０２２８】
　ＶＨ１の１‐ｅは、位置２７と別に、すべての判定基準を満たした。配列１‐０２はＦ
Ｒ１およびＦＲ２領域に許容可能であるとみなされたが、しかしＦＲ３では復帰突然変異
を要する。
【０２２９】
　タンパク質配列設計後、これらのタンパク質をコードするＤＮＡ配列を、以下に詳述す
るように合成した。このアプローチを用いると、良好なレベルの抗原結合を保持するため
、復帰突然変異は重鎖の構築物のほとんどで必要でなかった。混合フレームワーク構築物
の順序および理由は、結果の節で説明する。
【０２３０】
抗体遺伝子の合成
　ヒト化抗体Ｖ領域のアミノ酸配列を設計した後、ＤＮＡ配列を生成した。個々のフレー
ムワーク領域のＤＮＡ配列データは、ヒト生殖系列配列に関するデータベース（例えばＩ
ＭＧＴまたはＶＢａｓｅ）中に見出された。ＣＤＲ領域のＤＮＡ配列情報を、ラットＩＣ
Ｒ６２抗体の発表済み配列から得た（例えばＰＣＲ公告WO 95/20045参照）。これらの配
列を用いて、全ＤＮＡ配列を事実上組み立てた。このＤＮＡ配列データを有して、無症候
性突然変異を導入し、制限エンドヌクレアーゼに関する認識部位を作製することにより、
診断制限部位を実際の配列中に導入した。物理的ＤＮＡ鎖を得るために、遺伝子合成を実
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施した（例えばWheeler et al. 1995参照）。この方法では、一連のオリゴヌクレオチド
がコード鎖に由来し、他のシリーズが非コード鎖に由来するよう、当該遺伝子からオリゴ
ヌクレオチドを設計する。各オリゴヌクレオチドの３’および５’末端（列中の極先端お
よび最終端を除く）は常に、反対鎖由来の2つのプライマーに対して相補的配列を示す。
任意の熱安定性ポリメラーゼに適した反応緩衝液中にこれらのオリゴヌクレオチドを入れ
、Ｍｇ2+、ｄＮＴＳおよびＤＮＡポリメラーゼを付加すると、各オリゴヌクレオチドはそ
の３’末端から伸長される。次に一プライマーの新規形成３’末端は反対鎖の次のプライ
マーとアニーリングし、そして鋳型依存性ＤＮＡ鎖伸長に適した条件下でさらに、その配
列を伸長する。大腸菌中での増殖のために、最終産物を慣用的ベクター中にクローン化し
た。
【０２３１】
抗体産生
　キメラ（即ち全ラットＶ領域およびヒトＣ領域）およびヒト化抗ＥＧＦＲ軽鎖および重
鎖発現ベクターの構築のために、ヒト重鎖および軽鎖リーダー配列（分泌のために）を可
変領域ＤＮＡ配列の上流に付加した。標準分子生物学的技法を用いて、可変領域の下流に
、重鎖に関するＩｇＧ１の定常領域を付加し、そして軽鎖に関するカッパ定常領域を付加
した。その結果生じた全抗体重鎖および軽鎖ＤＮＡ配列を、ＭＰＳＶプロモーターの制御
下で、合成ポリＡ部位の上流で、哺乳類発現ベクター（1つは軽鎖用、1つは重鎖用）中で
サブクローニングした（各ベクターはＥＢＶ　ＯｒｉＰ配列を保有する）。
【０２３２】
　リン酸カルシウム‐トランスフェクションアプローチを用いて、哺乳類抗体重鎖および
軽鎖発現ベクターでＨＥＫ２９３‐ＥＢＮＡ細胞を同時トランスフェクトすることにより
、抗体を産生した。指数関数的に増殖するＨＥＫ２９３‐ＥＢＮＡ細胞を、リン酸カルシ
ウム法によりトランスフェクトした。非修飾抗体の産生のために、抗体重鎖および軽鎖発
現ベクター（1:1比）のみで細胞をトランスフェクトした。糖鎖工学処理抗体の産生のた
めに、4つのプラスミド（2つは抗体発現用、1つは融合ＧｎＴＩＩＩポリペプチド発現用
、そして1つはマンノシダーゼＩＩ発現用。それぞれ4:4:1:1比）で細胞を同時トランスフ
ェクトした。10％ＦＣＳを補足したＤＭＥＭ培地を用いてＴフラスコ中で接着単一層培養
として細胞を増殖させ、それらが50～80％集密になったら、トランスフェクトした。Ｔ７
５フラスコのトランスフェクションのために、トランスフェクションの前に、ＦＣＳ（最
終濃度10％V/Vで）、250 g/mlネオマイシンを補足したＤＭＥＭ培地14 ml中に800万細胞
を植え付けて、細胞を37℃で5％ＣＯ2大気を有するインキュベーター中に一晩入れた。ト
ランスフェクトされるべき各Ｔ７５フラスコに関しては、軽鎖および重鎖発現ベクター間
に等しく分配される総プラスミドベクターＤＮＡ47 μg、1 MＣａＣｌ2溶液235 μlを混
合し、水を付加して最終濃度を469 μlとすることにより、ＤＮＡ、ＣａＣｌ2および水の
溶液を調製した。この溶液に、469 μlの50 mMＨＥＰＥＳ、280 mMＮａＣｌ、1.5 mMＮａ

2ＨＰＯ4溶液、ｐＨ7.05を付加し、直ちに10秒間混合して、室温で20秒間放置した。2％
ＦＣＳを補足したＤＭＥＭ12 mlで懸濁液を希釈し、現存する培地の代わりにＴ７５に付
加した。細胞を37℃、5％ＣＯ2で約17～20時間インキュベートし、次に培地を12mlのＤＭ
ＥＭ、10％ＦＣＳと取り替えた。状態調節化培地をトランスフェクション後5～7日目に収
穫し、1200 rpmで5分間遠心分離した後、4000 rpmで10分間、2回目の遠心分離をして、4
℃に保持した。
【０２３３】
　プロテインＡアフィニティークロマトグラフィーと、その後の陽イオン交換クロマトグ
ラフィーならびにSuperdex 200カラム（Amersham Pharmacia）上での最終サイズ排除クロ
マトグラフィー工程により処理し、緩衝液を燐酸塩緩衝生理食塩水に交換し、そして純単
量体ＩｇＧ１抗体を収集することにより、分泌抗体を精製した。280 nmでの吸光度から分
光光度計を用いて、抗体濃度を概算した。25 mMリン酸カルシウム、125 mM塩化ナトリウ
ム、100 mMグリシン溶液、ｐＨ6.7中で、抗体を処方した。
【０２３４】
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　ＧｎＴ‐ＩＩＩグリコシルトランスフェラーゼ発現ベクターと一緒に、あるいはＧｎＴ
‐ＩＩＩ発現ベクター＋ゴルジマンノシダーゼＩＩ発現ベクターと一緒に、抗体発現ベク
ターの同時トランスフェクションにより、ヒト化抗体の糖鎖工学処理変異体を産生した。
糖鎖工学処理抗体を精製し、非糖鎖工学処理抗体に関して上記したように処方した。抗体
のＦｃ領域に結合されるオリゴ糖を、下記のようにＭＡＬＤＩ／ＴＯＦ‐Ｍにより分析し
た。
【０２３５】
オリゴ糖分析
　ＰＮＧアーゼＦ消化により抗体からオリゴ糖を酵素的に放出させたが、抗体はＰＶＤＦ
膜上に固定されるかまたは溶液中に存在した。
【０２３６】
　放出オリゴ糖を含有するその結果生じた消化溶液は、ＭＡＬＤＩ／ＴＯＦ‐ＭＳ分析の
ために直接調製するか、あるいはＥｎｄｏＨグリコシダーゼでさらに消化した後、ＭＡＬ
ＤＩ／ＴＯＦ‐ＭＳ分析のために試料を調製した。
【０２３７】
ＰＶＤＦ膜固定抗体に関するオリゴ糖放出方法
　ＰＶＤＦ（Immobilon P, Millipore, Bedford, Massachusetts）膜で作製された96ウエ
ルプレートのウエルを100 μlメタノールで湿らせて、マルチスクリーン真空多岐管（Mil
lipore, Bedford, Massachusetts）に適用される真空を用いて、ＰＶＤＦ膜を通して液体
を抜き取った。ＰＶＤＦ膜を水300 μlで3回洗浄した。次にウエルを50 μlのＲＣＭ緩衝
液（8 M尿素、360 mMトリス、3.2 mMＥＤＴＡ、ｐＨ8.6）で洗浄した。10 μlのＲＣＭ緩
衝液を含有するウエル中に30～40 μgの抗体を入れた。真空を適用することにより膜を通
してウエル中の液体を抜き取り、その後、膜を50 μlのＲＣＭ緩衝液で2回洗浄した。Ｒ
ＣＭ中の0.1 Mジチオトレイトール50 μlを付加し、37℃で1時間インキュベートすること
により、ジスルフィド架橋の還元を実施した。
【０２３８】
　還元後、真空を適用してジチオトレイトール溶液をウエルから除去した。ウエルを300 
μlの水で3回洗浄した後、ＲＣＭ緩衝液中の0.1 Mヨード酢酸50 μlを付加し、暗所で30
分間、室温でインキュベートすることにより、システイン残基のカルボキシメチル化を実
施した。
【０２３９】
　カルボキシメチル化後、ウエルを真空で抜き取り、その後、300 μlの水で3回洗浄した
。次に、室温で1時間、ポリビニルピロリドン３６０の1％水溶液100 μlをインキュベー
トすることにより、ＰＶＤＦ膜を遮断して、エンドグリコシダーゼの吸着を防止した。次
に、静かに真空処理し、その後、300 μlの水で3回洗浄することにより、遮断試薬を除去
した。
【０２４０】
　2.5 mUペプチド‐Ｎ‐グリコシダーゼＦ（組換えＮ‐グリカナーゼ、GLYKO, Novato, C
A）および0.1 mUシラシダーゼ（GLYKO, Novato, CA）を付加して、任意の電位荷電単糖残
基を取り出すことにより、20 mMＮａＨＣＯ3、ｐＨ7.0中で最終容積25 μl中に、Ｎ結合
型オリゴ糖を放出させた。
【０２４１】
溶液中の抗体に関するオリゴ糖放出方法
　40～50 μgの抗体を、25 μlの最終容積中の2 mMトリス、ｐＨ7.0中の2.5 mUのＰＮＧ
アーゼＦ（Glyko, U.S.A.）と混合し、混合物を37℃で3時間、インキュベートした。
【０２４２】
ＭＡＬＤＩ／ＴＯＦ‐ＭＳ中性オリゴ糖ピークへのハイブリッド二分岐オリゴ糖構造の割
り当てのためのＰＮＧアーゼＦ放出オリゴ糖のエンドグリコシダーゼＨ消化の使用
　ＰＮＧアーゼＦ放出オリゴ糖を、その後、エンドグリコシダーゼＨ（EC 3.2.1.96）で
消化した。ＥｎｄｏＨ消化のために、15 mUのＥｎｄｏＨ（Roche, Switzerland）をＰＮ
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ＧアーゼＦ消化物（上記方法の溶液中の抗体）に付加して、30μlの最終容積を得て、混
合物を37℃で3時間インキュベートした。ＥｎｄｏＨは、Ｎ‐結合型オリゴ糖のキトビオ
ースコアのＮ‐アセチルグルコサミン残基間を切断する。酵素はオリゴマンノースおよび
ほとんどのハイブリッド型グリカンのみを消化し得るが、一方、複合型オリゴ糖は加水分
解されない。
【０２４３】
ＭＡＬＤＩ／ＴＯＦ‐ＭＳのための試料調製
　酢酸を付加して採集濃度を150 mMとした後、放出オリゴ糖を含有する酵素消化物を室温
でさらに3時間インキュベートし、その後、ミクロ・バイオ・スピンクロマトグラフィー
カラム（BioRad, Switzerland）中に充填された陽イオン交換樹脂（ＡＧ５０Ｗ‐Ｘ８樹
脂、水素形態、100～200メッシュ、BioRad, Swtzerland）0.6 mlを通過させて、陽イオン
およびタンパク質を除去した。その結果生じた試料1 μlをステンレススチール標的プレ
ートに適用し、プレート上でｓＤＨＢマトリックス1 μlと混合した。エタノール／10 mM
水性塩化ナトリウム　1:1（v/v）1 ml中に2 mgの２，５‐ジヒドロキシ安息香酸＋0.1 mg
の５‐メトキシサリチル酸を溶解することにより、ｓＤＨＢマトリックスを調製した。試
料を風乾氏、0.2 μlのエタノールを適用し、試料を空気中で最終的に再結晶化させた。
【０２４４】
ＭＡＬＤＩ／ＴＯＦ‐ＭＳ
　質量スペクトルを得るために用いたＭＡＬＤＩ‐ＴＯＦ質量分光計は、Voyager Elite
（Perspective Biosystems）であった。20 kVの加速度および80 ns遅延で、線状立体配置
で、計器を操作した。オリゴ糖を用いる外部較正を、イオンの質量割当のために用いた。
200レーザーショットからのスペクトルを合計して、最終スペクトルを得た。
【０２４５】
抗原結合検定
　フローサイトメトリーベースの検定を用いて、Ａ４３１ヒト上皮細胞株上のヒト上皮細
胞増殖因子受容体（ＥＧＦＲ、ＨＥＲ‐１またはＥｒｂＢ１としても文献中で言及される
）との結合に関して、精製単量体ヒト化抗体変異体を試験した。ＦＡＣＳ緩衝液（2％Ｆ
ＣＳおよび5 mMＥＤＴＡを含有するＰＢＳ）180 μl中の200,000細胞（例えばヒトＡ４３
１細胞株から）を、5 mlポリスチレン試験管に移し、20 μlの10倍濃縮抗ＥＧＦＲ抗体（
第一抗体）試料（最終濃度1～5000 ng/ml）またはＰＢＳのみを付加した。試料を静かに
混合した後、試験管を暗所で4℃で30分間インキュベートした。その後、試料をＦＡＣＳ
緩衝液で2回洗浄し、300×gで3分間ペレット化した。上清を吸引して、細胞を50 μlのＦ
ＡＣＳ緩衝液中に取って、2 μlの二次抗体（抗Ｆｃ特異的Ｆ（ａｂ’）２‐ＦＩＴＣ断
片（Jackson Immuno Research Laboratories, USA））を付加し、試験管を4℃で30分間イ
ンキュベートした。試料をＦＡＣＳ緩衝液で2回洗浄し、フローサイトメトリーによる分
析のためにＦＡＣＳ500 μl中に取った。抗体濃度に対する幾何平均蛍光をプロットする
ことにより、結合を確定した。
【０２４６】
単量体ＩｇＧ１糖変異体とＦｃγＲＩＩＩＡ発現ＣＯＨ細胞株との結合
　ＦｃγＲＩＩＩＡ‐Ｖａｌ１５８　α鎖およびγ鎖をコードする発現ベクターを用いて
電気穿孔（280 V, 950 μF, 0.4 cm）により、ＣＨＯ細胞をトランスフェクトした。6 μ
g/mlプロマイシンの付加によりトランスフェクト体を選択し、そして106細胞に対して10 
μlのＦＩＴＣ接合抗ＦｃγＲＩＩＩ　３Ｇ８モノクローナル抗体（BD Biosciences, All
schwil/Switzerland）を用いて、ＦＡＣＳにより安定クローンを分析した。ＩｇＧ１とＦ
ｃγＲＩＩＩＡ‐Ｖａｌ１５８発現ＣＨＯ細胞との結合を実施した。要するに、抗Ｆｃγ
ＲＩＩＩＡ　３Ｇ８　Ｆ（ａｂ‘）２断片（Ancell, Bayport, MN/USA）を10 μg/mlの濃
度で付加して抗体糖変異体（3 μg/ml）の結合を完了した。結合抗体変異体を指す蛍光強
度を、ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ（BD Biosciences, Allschwil/Switzerland）で確定した
。
【０２４７】
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ＡＤＣＣ検定
　ヒト末梢血単核球（ＰＢＭＣ）をエフェクター細胞として用い、そして、本質的にメー
カーの使用説明書に従って、Histopaque-1077（Sigma Diagnostics Inc., St. Louis, MO
63178 USA）を用いて調製した。要するに、健常有志から、ヘパリン処理注射器を用いて
静脈血を採取した。血液をＰＢＳ（Ｃａ++またはＭｇ++を含有しない）で1:0.75～1.3希
釈して、Histopaque-1077上に層化した。勾配を、破壊を伴わずに室温で30分間、400×g
で遠心分離した。ＰＢＭＣを含有する界面を収集し、ＰＢＳ（2つの勾配からの細胞当た
り50 ml）で洗浄して、室温で10分間、300×gでの遠心分離により収穫した。ＰＢＳでペ
レットを再懸濁後、ＰＢＭＣを計数し、室温で10分間、200×gでの遠心分離により2回目
の洗浄をした。次に、その後の手順のために、細胞を適切な培地中に再懸濁した。
【０２４８】
　ＡＤＣＣ検定のために用いられるエフェクター対標的比は、ＰＢＭＣおよびＮＫ細胞に
関して、それぞれ25:1および10:1であった。丸底96ウエルプレートのウエル当たり50 μl
を付加するために、適切な濃度でＡＩＭ‐Ｖ培地中でエフェクター細胞を調製した。標的
細胞は、10％ＦＣＳを含有するＤＭＥＭ中で増殖させたヒトＥＧＦＲ発現細胞（例えばＡ
４３１、ＥＢＣ‐１またはＬＮ２２９）であった。標的細胞をＰＢＳ中で洗浄し、計数し
て、100 l／マイクロウエル中の30,000細胞を付加するために、0.3×106/mlでＡＩＭ‐Ｖ
中に再懸濁した。抗体をＡＩＭ‐Ｖ中に希釈し、50 μl中で予備プレート化標的細胞に付
加し、室温で10分間、標的と結合させた。次にエフェクター細胞を付加し、5％ＣＯ2を含
有する保湿大気中で37℃で4時間、プレートをインキュベートした。細胞傷害性検出キッ
ト（Roche Diagnostics、Rotkreuz, Switzerland）を用いた損傷細胞からのラクテートデ
ヒドロゲナーゼ（ＬＤＨ）放出の測定により、標的細胞の殺害を査定した。4時間インキ
ュベーション後、プレートを800×gで遠心分離した。各ウエルからの上清100 μlを新し
い透明平底96ウエルプレートに移した。キットからの発色基質緩衝液100 μlを、ウエル
当たりで付加した。ＳＯＦＴｍａｘＰＲＯソフトウエア（Molecular Devices, Sunnyvale
, CA94089, USA）を用いて、少なくとも10分間、490 nmでＥＬＩＳＡ読取機で、発色反応
物のＶｍａｘ値を確定した。標的およびエフェクター細胞のみを含有し、抗体を含まない
ウエルから、自発性ＬＤＨ放出を測定した。標的細胞および1％トリトンＸ‐１００のみ
を含有するウエルから、最大放出を確定した。特異的抗体媒介性殺害のパーセンテージを
、以下のように算定した：（ｘ－ＳＲ）／（ＭＲ－ＳＲ）*100（式中、ｘは特異的抗体濃
度でのＶｍａｘの平均であり、ＳＲは自発性放出のＶｍａｘの平均であり、そしてＭＲは
最大放出のＶｍａｘの平均である）。
【０２４９】
実施例２
結果および考察
　キメラＩＣＲ６２軽鎖と、あるいはＩＣＲ６２軽鎖（Ｉ‐ＫＡ、Ｉ‐ＫＢまたはＩ‐Ｋ
Ｃ）および親キメラ抗体ｃｈ‐ＩＣＲ６２と複合された抗体変異体Ｉ‐ＨＨＡ、Ｉ‐ＨＨ
Ｂ、Ｉ‐ＨＨＣ、Ｉ‐ＨＬＡ、Ｉ‐ＨＬＢ、Ｉ‐ＨＬＣ、Ｉ‐ＨＬＡ１、Ｉ‐ＨＬＡ２、
Ｉ‐ＨＬＡ３、Ｉ‐ＨＬＡ４、Ｉ‐ＨＬＡ５、Ｉ‐ＨＬＡ６、Ｉ‐ＨＬＡ７、Ｉ‐ＨＬＡ
８、Ｉ‐ＨＬＡ９、Ｉ‐ＨＨＤ、Ｉ‐ＨＨＥ、Ｉ‐ＨＨＦおよびＩ‐ＨＨＧのヒトＥＧＦ
受容体との結合の比較は、すべての抗体が1 log単位内に同様のＥＣ５０値を有する、と
いうことを示す。Ｉ‐ＨＨＡのみは、結合活性の強力な減少を示す（図２参照）。図１は
、それぞれヒト化構築物Ｉ‐ＨＨＣおよびＩ‐ＫＢと組合された場合の、個々のキメラＩ
ＣＲ６２（ｃｈ‐ＩＣＲ６２）ポリペプチド鎖の機能的活性を示す。この実験では、ｃｈ
‐ＩＣＲ６２の軽鎖、重鎖のいずれかまたは両鎖を同時に、上記のヒト化構築物により取
り替えた。これは、ＶＨ／ＶＬ界面形成が齧歯類抗体中で、ならびにヒト化構築物中で同
様に働くように思われる、ということを示す。
【０２５０】
　図２に示したように、ヒト化重鎖Ｉ‐ＨＨＡは、Ｉ‐ＫＡまたはＩ‐ＫＢ軽鎖との結合
活性を回復し得なかった。Ｉ‐ＨＬＡはＩ‐ＫＡおよびＩ‐ＫＢの両方との結合を示さな
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かったため、Ｉ‐ＨＨＡの重鎖は抗原結合に機能的でない、と本発明人等は結論づけた。
図１および２は、図３と組合せて、軽鎖構築物Ｉ‐ＫＡ、Ｉ‐ＫＢおよびＩ‐ＫＣが齧歯
類対応物とは区別可能な結合行動を有する、ということを示す。変異体Ｉ‐ＫＣはいかな
る復帰突然変異も保有せず、そして残基２４～２９がヒトアクセプター配列（上記のよう
に、ＶＫ１のＡ３０）に由来し得る付加的に部分的にヒト化されたそのＣＤＲ１を有する
。
【０２５１】
　シリーズＩ‐ＨＨＡ、Ｉ‐ＨＨＢおよびＩ‐ＨＨＣでは、後者2つの変異体のみが申し
分ない結合行動を示した（図２および３）。Ｉ‐ＨＨＡの配列分析は、この行動に関与す
る3つの潜在的アミノ酸残基：Ｌｙｓ３３、Ｈｉｓ３５およびＴｙｒ５０を明示した。チ
ロシンと取り替えられたＬｙｓ３３を有する構築物は、トリプトファンと取り替えられた
Ｔｙｒ５０を有する構築物と同様、良好な結合を示した。これら2つの残基がそれぞれア
ラニンおよびグリシンにより取り替えられた場合のみ、その結合は失われた。Ｉ‐ＨＨＣ
はＩ‐ＨＨＢより良好な結合を示さなかったため、残基Ａｓｎ６０、Ｇｌｕ６１、Ｌｙｓ
６４およびＳｅｒ６５は齧歯類起源のものである必要はない：あるいはそれらはそれぞれ
Ａｌａ、Ｇｌｎ、ＧｌｎおよびＧｌｙにより取り替えられ得る、と本発明人等は結論づけ
た。この手順は、アミノ酸位置６０～６５がKabatＣＤＲ定義の一部であるが、しかしこ
の抗体に関して齧歯類ドナー残基をグラフトする必要はないため、ＣＤＲ２がよりヒト化
される構築物をもたらす。
【０２５２】
　図４および５は、シリーズＩ‐ＨＬＡ１、Ｉ‐ＨＬＡ２、Ｉ‐ＨＬＡ３、Ｉ‐ＨＬＡ４
、Ｉ‐ＨＬＡ５およびＩ‐ＨＬＡ６の構築物を比較する。最良の結合行動は構築物ｃｈ‐
ＩＣＲ６２、Ｉ‐ＨＬＡ１およびＩ‐ＨＬＡ２において観察され、ＥＣ５０値は約300 ng
/mlであった。他の構築物は、この値が2つのうちの一因子により増大され、したがって結
合活性のわずかな低減を示した。このデータからの第一の結論は、KabatＣＤＲ１内では
、Ｌｙｓ３３ＴｙｒおよびＩｌｅ３４Ｍｅｔ置換が耐容された、ということである。これ
ら2つの位置はＣＤＲ１のKabat定義内に存在するが、しかしChotiaＣＤＲ境界の外側であ
る（配列分析というよりむしろ構造に基づいた）。ＣＤＲ１の後者部分では、その場合、
少なくとも多少の混合状態が許される。
【０２５３】
　第二の結論は、ＣＤＲ２内では、非ドナー残基による残基Ａｓｎ６０およびＧｌｕ６１
の上記の取替えのほかに、KabatＣＤＲ内のＡｓｎ６０Ｓｅｒ、Ｇｌｕ６１Ｐｒｏおよび
Ｌｙｓ６２Ｓｅｒ非ドナー置換も可能にされた、ということである。これらの残基は、Ｆ
Ｒ３アクセプター配列として用いられるヒト生殖系列ＩＧＨＶ５‐５１アクセプター配列
に由来する。構築物Ｉ‐ＨＬＡ３およびＩ‐ＨＬＡ４は、Ｐｈｅ２７Ｔｙｒ復帰突然変異
の除去によってのみ、Ｉ‐ＨＬＡ１およびＩ‐ＨＬＡ２と異なり、そしてＩ‐ＨＬＡ３お
よびＩ‐ＨＬＡ４構築物はともに、それらの親構築物と比較して、親和性を失う。したが
ってＩ‐ＨＬＡ１、Ｉ‐ＨＬＡ２、Ｉ‐ＨＬＡ３、Ｉ‐ＨＬＡ４、Ｉ‐ＨＬＡ５およびＩ
‐ＨＬＡ６の比較についての第三の結論は、ＣＤＲ１のループ立体配座の修飾による、直
接または間接的な、抗原結合におけるＰｈｅ２７の関与である。
【０２５４】
　変異体Ｉ‐ＨＬＡ５およびＩ‐ＨＬＡ６は、天然に存在するＰｈｅ２７が別の生殖系列
アクセプター配列により取り替えられたそれぞれＩ‐ＨＬＡ１およびＩ‐ＨＬＡ２のＦＲ
１を有する（即ちＩＧＨＶ１‐５８）。これは、いくつかのその他の突然変異：Ｖａｌ１
２Ｍｅｔ、Ａｌａ９ＰｒｏおよびＡｌａ１６Ｔｈｒを同時的に導入することによってのみ
達成され得た。そうすることにより、Ｐｈｅ２７を（再）導入することの有益な作用が再
び阻止された。
【０２５５】
　Ｉ‐ＨＬＡ７構築物を査定して、Ｉ‐ＨＬＡ６構築物の重鎖ＣＤＲ１およびＣＤＲ２中
の付加的ドナー残基の回復が、ＩＣＲ６２と比較して、十分な結合活性を回復するか、否



(82) JP 2008-529489 A 2008.8.7

10

20

30

40

50

かを確定した。図６に示したように、これは事実でなかった。
【０２５６】
　図７および８に示したように、2つの付加的構築物Ｉ‐ＨＬＡ８およびＩ‐ＨＬＡ９を
試験して、ｃｈ‐ＩＣＲ６２と比較して完全な結合活性が達成されたか否かを確定した。
Ｉ‐ＨＨＢ構築物から出発して、ＦＲ１領域を、ChotiaＣＤＲ１領域内に最大相同を有す
るＦＲ１領域に取替えた。Ｉ‐ＨＬＡ８構築物はＩＧＨＶ１‐５８配列のＦＲ１を有し、
そしてＩ‐ＨＬＡ９はＩＧＨＶ５‐５１　ＦＲ１領域を有する。両構築物は少なくともｃ
ｈ‐ＩＣＲ６２抗体と同様に抗原を結合した。Ｉ‐ＨＬＡ８構築物は、実際、より良好で
さえあり、2つのうちの一因子により低減されたＥＣ５０を有した。Ｉ‐ＨＬＡ８構築物
は、Ｉ‐ＨＬＡ５およびＩ‐ＨＬＡ６構築物と同一のＦＲ１配列を有し、したがって同一
非ドナー残基（即ちＶａｌ２Ｍｅｔ、Ａｌａ９ＰｒｏおよびＡｌａ１６Ｔｈｒ）を有した
が、このことは、これら非ドナー残基の存在が結合に負の作用を及ぼさない、ということ
を示唆する。Ｉ‐ＨＬＡ５および６に生じる非有益突然変異は、ＶＨ５　ＦＲ３と対合さ
れたＶＨ１　ＦＲ１の組合せから生じ、これは潜在的に、同一ＶＨファミリーのＦＲ１お
よびＦＲ３を有することにより補償され得る。
【０２５７】
　図８に示したのは、ＣＤＲ内に非ドナー残基を含有する構築物である。したがってこれ
らの構築物は、非ドナー残基がこれらの構築物に関して選択されたヒトフレームワーク領
域で生じるため、ＣＤＲ内でさらにヒト化されることさえある。Ｉ‐ＨＨＥ（Ｈｉｓ３５
Ｓｅｒ）、Ｉ‐ＨＨＦ（Ｔｈｒ５８Ａｓｎ）およびＩ‐ＨＨＧ（Ｓｅｒ５７Ａｌａ）構築
物はすべて、ヒト化されるＣＤＲ１またはＣＤＲ２内の1つの残基を有する（Ｉ‐ＨＨＢ
構築物と比較）。構築物Ｉ‐ＨＨＤ（Ｇｌｙ２４Ａｌａ）も検定した。Ｉ‐ＨＨＦは結合
低減を示したが、これは、Ｔｈｒ５８の重要性を示す。KabatＣＤＲ残基５８と対比して
、Ｓｅｒ５７Ａｌａ突然変異は明らかに結合に影響を及ぼさないため、アミノ酸５７は置
換に対してより耐容性である（図８）。
【０２５８】
　ＩＧＨＶ５‐５１のＦＲ３領域はＩ‐ＨＬＡ１および２構築物中で有望な特性を示すと
思われるため、同一生殖系列配列のＦＲ１はＩ‐ＨＬＡ９構築物中で有用であることを立
証し、ＩＧＨＶ５‐５１のＦＲ１、ＦＲ２およびＦＲ３を、ループグラフティングのため
のアクセプターとして一緒に用いられるよう設計した。
【０２５９】
ヒト化ＩＣＲ６２構築物中の標準残基の分析の要約
　ＶＬ：Kabat位置２：Ｉｌｅがおそらくは必要。
　　　　Kabat位置７１：ＩｌｅまたはＰｈｅが可能。
　ＶＨ：位置２４：Ｇｌｙ、Ｔｈｒ、Ａｌａ、Ｖａｌ、Ｓｅｒが可能。
　　　：位置２６：Ｇｌｙが可能。
　　　：位置２９：Ｐｈｅ、Ｉｌｅ、Ｌｅｕ、Ｖａｌ、Ｓｅｒが可能。
　　　：位置３４：Ｉｌｅ、Ｍｅｔ、Ｌｅｕ、Ｖａｌ、Ｔｒｐ、Ｔｙｒ、Ｔｈｒが可能。
　　　：位置７１：Ａｌａ、Ｌｅｕ、Ｖａｌ、Ｔｈｒが可能。
　　　：位置９４：Ａｒｇ、Ｇｌｙ、Ａｓｎ、Ｌｙｓ、Ｓｅｒ、Ｈｉｓ、Ｔｈｒ、Ａｌａ
が可能。
【０２６０】
ＡＤＣＣ実験の結果
　図９は、種々の糖鎖形態のキメラＩＣＲ６２抗体に関して、ならびにヒト化変異体Ｉ‐
ＨＬＡ４に関して示される抗体媒介性細胞性細胞傷害性（ＡＤＣＣ）の比較を示す。非糖
鎖工学処理（ＷＴ）、糖鎖形態１（Ｇ１）または糖鎖形態２（Ｇ２）を示す標識により、
異なる糖鎖形態をマークする。「Ｇ１」は、ＧｎＴＩＩＩとの同時発現による抗体の糖鎖
工学処理を指す。「Ｇ２」は、ＧｎＴＩＩＩおよびＭａｎＩＩとの同時発現による抗体の
糖鎖工学処理を指す。「ＷＴ」は、糖鎖工学処理されなかった抗体を指す。ヒト化構築物
すべてに関する軽鎖は、Ｉ‐ＫＣ変異体であり、明白に標識されなかった。



(83) JP 2008-529489 A 2008.8.7

10

20

30

40

【０２６１】
　2つの異なる糖鎖工学処理アプローチにより、キメラならびにヒト化抗体を、それらの
潜在能および効能において改良した。ｃｈ‐ＩＣＲ６２構築物は、それぞれ野生型または
糖鎖形態に関してＩ‐ＨＬＡ４よりわずかに良好に成し遂げた。図４で観察されるように
、それらの抗原に対する2つの抗体の親和性を比較した場合、ｃｈ‐ＩＣＲ６２は2分の1
のＥＣ５０値を有した。親和性のこの差は、ここでは、効能の差に反映される。
【０２６２】
　図１０は、ヒト化ＩＣＲ６２抗体構築物Ｉ‐ＨＨＢおよびＩ‐ＨＬＡ７の非糖鎖工学処
理（「野生型」）およびＧ２糖鎖形態に関する抗体媒介性細胞性細胞傷害性（ＡＤＣＣ）
の比較を示す。同一抗体を2つの異なる標的細胞株に適用した。図１０のパネルＡでは、
標的細胞株ＬＮ２２９を用いた；そして図１０のパネルＢでは、細胞株Ａ４３１を用いた
。Ａ４３１細胞は、ＬＮ２２９細胞より、抗体媒介性細胞殺害に対して明らかにより感受
性である。さらに重要なのは、糖鎖工学処理が両抗体の潜在能を増強したことである。こ
の作用は、Ｉ‐ＨＨＢに関してより、Ｉ‐ＨＬＡ７に関してより顕著であると思われた。
Ｉ‐ＨＨＢに関する最大抗体濃度での細胞殺害のパーセンテージは、ＬＮ２２９標的細胞
株を用いる場合、Ｇ２糖鎖工学処理変異体を導入することにより～30％から～40％にシフ
トされ得る。Ａ４３１細胞株を用いる場合、この値は明らかに変わらなかった。この行動
は、Ｉ‐ＨＬＡ７に関して完全に異なった。最大抗体濃度での標的細胞殺害は、Ｇ２糖鎖
工学処理変異体を導入することにより、ＬＮ２２９細胞に関しては約10％から約50％に、
そしてＡ４３１細胞に関しては約40％から約70％にシフトされた。この場合、Ｉ‐ＨＨＢ
に比してＩ‐ＨＬＡ７に関して非糖鎖工学処理交代においてより低い活性を有するにもか
かわらず、活性の順位付けは糖鎖工学処理に関して逆にされる。図１１および１２も、キ
メラＩＣＲ６２ならびにヒト化ＩＣＲ６２抗体構築物Ｉ‐ＨＨＢおよびＩ‐ＨＬＡ７の非
糖鎖工学処理（ＷＴ）およびＧ２糖鎖形態の比較を示す。
【０２６３】
実施例３
カニクイザルへの静脈内（ボーラス）投与による予備毒性試験---生体分析的分析
序論
糖鎖工学処理抗ＥＧＦＲ検定
　この生体分析的分析は、本明細書中で下記のような抗ＥＧＦＲ（上記のような重鎖Ｉ‐
ＨＨＢおよび軽鎖Ｉ‐ＫＣ遺伝子を保有する抗体発現ベクターを有する培養中のトランス
フェクト化哺乳類細胞から産生され、上記のように精製される組換え糖鎖工学処理抗ＥＧ
ＦＲ抗体）の静脈内（ボーラス）投与後のカニクイザル起源の試料中の抗ＥＧＦＲの測定
を説明する。総数78のサル血清試料を、使用するまで約－20℃で凍結保存した。
【０２６４】
　抗ＥＧＦＲの確定のために用いられる生体分析法は、ＥＬＩＳＡ法を用いて、抗ＥＧＦ
Ｒの血清濃度を測定した。許容性判定基準を、精度および不正確度に関して±20％（±25
％低ＱＣ）に設定した。
【０２６５】
材料および方法
　目的：本試験の目的は、カニクイザルへの糖‐ｍＡｂ（抗ＥＧＦＲ）静脈内（ボーラス
）投与とその後の8週間回復期間の全身性毒性能力の査定であった。
【０２６６】
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【表１６】

【０２６７】

【表１７】

【０２６８】
投与量レベル選択の論理的根拠
　1.5～7.5 mg/kgがヒト試験に関する予測範囲である（7.5 mg/kgはヒトにおける類似化
合物に関する対応用量である）。
【０２６９】

【表１８】

【０２７０】
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【表１９】

【０２７１】
【表２０】

【０２７２】

【表２１】

【０２７３】
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【表２２】

【０２７４】
【表２３】

【０２７５】
【表２４】

組織学
【０２７６】
【表２５】
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【０２７７】
【表２６】

【０２７８】
イムノアッセイ手順
　プレートを100 μl／ウエルのコーティング溶液（5 μlヒツジ抗ヒトＩｇＧ（サル吸着
ＩｇＧ、the Binding Site, UK）を11495 μlの重炭酸塩緩衝液（0.05 M, ｐＨ9.6）に付
加し、室温で約2時間インキュベートした。プレートを400 μl／ウエルの洗浄溶液（ＰＢ
Ｓ（Sigma Chemical Co. UK）0.01（v/v）トリトン‐Ｘ１００（Sigma Chemical Co. UK
））で3回洗浄した）で被覆し、タップ乾燥した。
【０２７９】
　検定緩衝液（1％w/vＢＳＡ、Sigma Chemical Co. UK）を200 μl／ウエルで付加し、室
温で約1時間インキュベートした。プレートを400 μl／ウエルの洗浄溶液で3回洗浄し、
タップ乾燥した。
　　較正標準、品質対照（ＱＣ）および／または試料を100 μl／ウエルで付加し、室温
で約2時間インキュベートした後、プレートを400 μl／ウエルの洗浄溶液で3回洗浄し、
タップ乾燥した。
【０２８０】
　接合溶液（6 μlのヤギ抗ヒトＩｇＧカッパ‐ＨＲＰ接合体（Bethyl Laboratories Inc
., USA）を12 ml検定緩衝液に付加）を100 μl／ウエルで付加し、室温で約1時間インキ
ュベートした。プレートを400 μl／ウエルの洗浄溶液で3回洗浄し、タップ乾燥した。
【０２８１】
　トリメチルベンジジン（ＴＭＢ：Europa Bioproducts, Ely, UK）を100 μl／ウエルで
付加した。プレートを被覆して、室温で約15分間インキュベートした。次に100 μlの停
止溶液（0.5 MＨＣｌ、Fisher, UK）を各ウエルに付加した。DYNATECH MRX微量プレート
読取機（Mettler Instruments, UK）で450 NM（参照フィルター630 nm）で吸光度を読み
取った。
【０２８２】
結果および考察
試験試料分析
　本明細書中で上記したプロトコールに従って作製した78サル血清試料で、イムノアッセ
イ法（ＥＬＩＳＡ）により抗ＥＧＦＲの濃度を測定した。これらの結果を、以下の表１９
～２１に示す。
【０２８３】
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【表２７】

【０２８４】
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【表２８】

【０２８５】
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【表２９】

【０２８６】
実施例４
カニクイザルへの静脈内（ボーラス）投与による予備毒性試験---毒物動態
要約
　抗ＥＧＦＲに対する動物の全身性曝露を査定するために、28日の毒性試験の1、8、15お
よび22日目に、カニクイザル（雄1匹および雌1匹／群）の3群に抗ＥＧＦＲの静脈内ボー
ラス用量を投与した。一次用量投与後672時間までに収集された試料中の抗ＥＧＦＲの血
清濃度を、イムノアッセイ法により確定した。血清濃度‐時間データの薬物動態学的分析
は、以下の薬物動態パラメーターを生じた：
【０２８７】
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【表３０】

【０２８８】
　血清抗ＥＧＦＲ濃度‐時間曲線した面積（ＡＵＣ168）および1日目用量レベル間の関係
を、以下に提示する：
【０２８９】

【表３１】

【０２９０】
　ＡＵＣ168により特性化される抗ＥＧＦＲへのサルの全身曝露の率および程度は、1.5～
4.5 mg/kg/事例の用量範囲を上回るが、しかし1日目の用量範囲4.5～12 mg/kg/事例を上
回る比例的用量増大以上までの用量増大に伴って、ほぼ比例的に増大した。最高用量（12
 mg/kg ／事例）で、ＡＵＣ168は、線状関係により予測されるものより約2.8倍高かった
。
【０２９１】
　抗ＥＧＦＲへの雌サルの全身曝露の程度（ＡＵＣ168）は一般に、雄サルにおける曝露
と類似した。
【０２９２】
　反復静脈内用量投与後、抗ＥＧＦＲの用量投与前血清濃度は一般に、1回用量投与後の
値より高く、このことは、試験期間中の血清中の抗ＥＧＦＲの蓄積を示した。
【０２９３】
　全動物に関して最終半減期は適切に概算されなかったが、しかしそれが概算され得る場
合には、32.5～63.1時間の範囲であり、雄動物における用量に伴って増大すると思われた
。抗ＥＧＦＲの総血清クリアランスは、1.5～4.5 mg/kg／事例の範囲を上回る用量と無関
係であると思われたが、しかし雄および雌サルにおいて最高用量レベルでは低減された。
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【０２９４】
　要するに、抗ＥＧＦＲへのカニクイザルの全身曝露の程度は、静脈内毒性試験の1日目
の1.5～12 mg/kg／事例という用量範囲を上回る非線状（用量依存性）動力学により特性
化されると思われた。4.5 mg/kg／事例を上回る抗ＥＧＦＲの用量増大は、線状関係から
予測されるより高い全身性曝露を生じると考えられるが、これは、抗ＥＧＦＲの排除に関
する容量限定プロセスの可能性と一致する。
【０２９５】
　さらに当該試験は、概して、抗ＥＧＦＲへの雄および雌サルの全身性曝露における差は
認められなかったという、そして反復静脈内投与後に蓄積が認められたという証拠も提供
した。
【０２９６】
序論
　カニクイザルの雄1匹および雌1匹の3群に、予備毒性試験の1、8、15および22日目に、1
.5、4.5および12 mg/kg／事例の用量レベルで、静脈内ボーラス注射により抗ＥＧＦＲを
投与した。1日目の投与後、以下の時点：用量投与後1、4、12、24、72および120時間に、
各動物から血液試料を採取した。さらに、用量投与前、8、15および22日目の用量投与後1
時間目、ならびに1日目の最初の用量投与後672時間目に、試料を採取した。分離血清を、
イムノアッセイ法による抗ＥＧＦＲの血清濃度の分析前に、約－20℃で凍結した。
略語
　　　ＡＵＣ：　　 血清濃度‐時間曲線下面積対無限時間
　　　ＡＵＣ168：　168時間用量投与期間中の血清濃度‐時間曲線下面積
　　　ＢＬＱ：　　 定量限界以下
　　　ｃａ：　　　 約
　　　ＣＬ：　　　 総血清クリアランス
　　　Ｃｍａｘ：　 最大血清濃度
　　　Ｆ：　　　　 雌
　　　ｋ：　　　　 最終速度定数
　　　Ｍ：　　　　 雄
　　　ｔ1/2：　　　最終半減期
　　　Ｔｍａｘ：　 Ｃｍａｘが生じた時間
　　　Ｖｓｓ：　　 定常状態での分布容積
【０２９７】
試験に用いられる抗体
　Ｆｃ‐ＦｃγＲＩＩＩ受容体結合親和性増大ならびにＡＤＣＣ増大のためにＦｃ工学処
理された抗ＥＧＦＲ抗体である糖‐ｍＡｂ（抗ＥＧＦＲ）を、上記のように産生し、精製
し、特性化した。要するに、Ｉ‐ＨＨＢ抗体重鎖、Ｉ‐ＫＣ抗体軽鎖、ＧｎＴ‐ＩＩＩお
よびＭａｎＩＩの発現のために、プラスミドＤＮＡベクターを用いたＨＥＫ‐２９３‐Ｅ
ＢＮＡ細胞の同時トランスフェクションにより、抗体を産生した。上記のトランスフェク
ション法の線状スケールアップバージョンを用いて、Ｔフラスコの代わりにローラーボト
ル中で、トランスフェクト細胞単一層培養した。上記のサイズ排除クロマトグラフィー・
ステップ直前に、Ｑ‐セファロース・マトリックスを用いた付加的フロースルー陰イオン
交換クロマトグラフィー・ステップを精製工程に含めた。
【０２９８】
　酵素的放出Ｆｃ由来オリゴ糖のＭＡＬＤＩ／ＴＯＦ‐ＭＳ分光測光を用いて、Ｆｃ工学
処理抗体のグリコシル化パターンを上記のように分析した。オリゴ糖プロフィールを、図
２３に示す。
【０２９９】
　それぞれＡ４３１およびＣＯＳ‐７細胞を用いた上記のような全細胞結合、ならびにＦ
ＡＣＳベースの分析により、ヒトＥＧＦＲおよびサルＥＧＦＲとの結合を実証した。結合
曲線を、それぞれ図２４および２５に示す。
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【０３００】
　ヒトＦｃγＲＩＩＩの表面発現のために工学処理されたＣＨＯ細胞との全細胞結合、な
らびにＦＡＣＳベースの分析を用いて、適用Ｆｃ工学処理に起因するＦｃγＲＩＩＩ受容
体結合増大を上記のように実証した。結果を図２６に示す。さらに、工学処理抗体は、他
の箇所に記載された（Ferrara, C. et al., J Biol Chem. 2005 Dec 5；［印刷前の電子
出版］「糖‐２」抗体（Ｆｃ‐オリゴ糖に関する75％が非フコシル化型のものである）と
等程度のＦｃ工学処理を有する。このようなＦｃ工学処理抗体は、標準非Ｆｃ工学処理抗
体に比して、ヒトＦｃγＲＩＩＩに対する結合親和性の50倍までの増大を示す（ヒト受容
体の１５８Ｖおよび１５８Ｆ多形変異体に関する15および150 nMの平衡解離定数対同一受
容体変異体に関するそれぞれ750および5000 nM（非Ｆｃ工学処理ヒトＩｇＧ１抗体と結合
する場合））。
【０３０１】
　2つの標的細胞株：Ａ５４９ヒト肺癌細胞およびＣＹＮＯＭ‐Ｋ１カニクイザルケラチ
ノサイト細胞を用いて、上記のようにＡＤＣＣを測定した。結果を、それぞれ図２７およ
び２８に示す。
【０３０２】
データ処理
　コンピュータープログラムWinNonlin Proバージョン3.3（Pharsight Corporation, USA
）を用いて、薬物動態パラメーターを算定した。
【０３０３】
　この試験の一部として与えられる全血清濃度を、４有効数字または３小数位に報告した
。薬物動態パラメーターを以下のように報告した：Ｃｍａｘ、ＡＵＣ168、ＣＬおよびＶ
ｓｓ（有効数字４）；ｋ（小数位４）；ｔ1/2（小数位１）。
【０３０４】
　ＢＬＱ（<0.195 μg/mL）である値をゼロとして薬物動態的処理に入れた。
【０３０５】
毒物動態
　抗ＥＧＦＲの最大血清濃度（Ｃｍａｘ）およびそれらの発生時間（Ｔｍａｘ）は、観察
値であった。168時間用量投与間隔内の血清抗ＥＧＦＲ濃度‐時間曲線下面積（ＡＵＣ168

）を、線状台形方式により概算した。ＡＵＣ168値の算定に際して、最初の2つの試料採取
時間に基づいた対数線状回帰分析を用いて逆外挿により、ゼロ時間での血清抗ＥＧＦＲ濃
度を概算下が、しかしながら血清濃度がこの期間中に減少しなかった場合には、ゼロ時間
での血清濃度は最初の試料採取時での濃度と等価であるとみなされた。血清抗ＥＧＦＲ濃
度‐時間曲線下面積（対無限時間）（ＡＵＣ）を、以下の式により概算した：
　　ＡＵＣ＝ＡＵＣ168＋Ｃｌａｓｔ／ｋ
（式中、Ｃｌａｓｔは最終定量可能試料点での予測血清濃度であり、そしてｋは最終速度
定数である）。
【０３０６】
　時間に対する対数濃度の線状回帰を適合することにより、最終速度定数（ｋ）を概算し
た。信頼できるとして許容されるべきｋの概算のために、以下の判定基準を課した：
　　１．　最終データ点を、単一直線に関して明らかに無作為に分布させた（視覚的検査
で）。
　　２．　最低3データ点が回帰に関して利用可のであった。
　　３．　回帰計数は≧0.95であり、そして割合を占める分散の分画は≧0.90であった。
　　４．　回帰に関して選択されるデータ点を含む間隔は半減期それ自体の少なくとも2
倍であった。
【０３０７】
　最終半減期（ｔ1/2）をＩｎ２／ｋとして算定した。総血清クリアランス（ＣＬ）を、
用量／ＡＵＣとして算定した。定常状態での分布の容積（Ｖｓｓ）を、用量．ＡＵＭＣ／
ＡＵＣ２として算定した。蓄積（Ｒ）は、最終用量投与（22日目）後の最低値濃度対初回
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の血清濃度（8日目の予備用量投与）として、蓄積（Ｒ）を査定した。
【０３０８】
結果および考察
　毒性試験中、1日目の用量投与後120時間まで；用量投与前ならびに8、15および22日目
の用量投与後1時間目、ならびに1日目の用量投与後672時間目に、血液試料を採取して、
試験の1、8、15および22日目に1.5、4.5および12 mg/kg/事例の用量レベルでの静脈内ボ
ーラス投与後の抗ＥＧＦＲへの雄および雌サルの全身曝露を査定した。用量投与後168時
間までに採取した試料中の抗ＥＧＦＲの血清濃度を表２７～２９に示し、そして平均血清
濃度‐時間プロフィールを図１８および１９に示す。
【０３０９】
　抗ＥＧＦＲの薬物動態パラメーターを表５０に提示し、そしてＡＵＣ168値を以下に要
約する：
【０３１０】

【表３２】

【０３１１】
　最大血清濃度が生じる時間（Ｔｍａｘ）は一般に、用量投与後1時間（第一試料時点）
であったが、しかし雌２Ｆ４６２（4.5 mg/kg）および３Ｆ６１２（12 mg/kg）では用量
投与後4時間（第二試料時点）に生じた。しかしながらこれらの両方の雌に関しては、用
量投与後4時間での濃度は用量投与後1時間での濃度と非常によく似ており、おそらくは検
定の可変性内であった。したがってＴｍａｘの見かけの遅延は、いかなる意義も有さない
と思われる。
【０３１２】
　次の用量投与前の抗ＥＧＦＲの血清濃度は、22日目の雄２Ｍ４６１（4.5 mg/kg／事例
用量レベル）を除いて、すべての動物中で定量可能であり、したがって、概して用量投与
期間中は抗ＥＧＦＲの定量可能の濃度に動物を連続曝露した。
【０３１３】
　血清抗ＥＧＦＲ濃度‐時間曲線下面積（ＡＵＣ168）および1日目の用量レベル間の関係
を、以下に示す：
【０３１４】
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【表３３】

【０３１５】
　ＡＵＣ168により特性化される抗ＥＧＦＲへのサルの全身曝露の率および程度は、1.5～
4.5 mg/kg/事例の用量範囲を上回るが、しかし1日目の用量範囲4.5～12 mg/kg/事例を上
回る比例的用量増大以上までの用量増大に伴って、ほぼ比例的に増大した。最高用量（12
 mg/kg ／事例）で、ＡＵＣ168は、線状関係により予測されるものより約2.8倍高かった
（図２０）。
【０３１６】
　抗ＥＧＦＲへの雌サルの全身曝露の程度（ＡＵＣ168）は一般に、雄サルにおける曝露
と類似した。
【０３１７】
　反復静脈内用量投与後、抗ＥＧＦＲの用量投与前血清濃度は一般に、1回用量投与後の
値より高く（図２１～２２）、このことは、試験期間中の血清中の抗ＥＧＦＲの蓄積を示
した。この蓄積は一般に、最高用量レベル以外は、雄より雌においてより低かった。22日
目の最終用量投与（1日目用量投与後672時間）後の最低値（用量投与前）濃度対1日目の
初回用量投与後の最低値濃度の比を、以下の表２６に示す：
【０３１８】
【表３４】

【０３１９】
　1日目の抗ＥＧＦＲの最終速度定数（ｋ）および対応する最終半減期（ｔ1/2）を、表３
０に示す。全動物に関して最終半減期は適切に概算されなかったが、しかしそれが概算さ
れ得る場合には、32.5～63.1時間の範囲であり、雄動物における用量に伴って増大すると
思われた。抗ＥＧＦＲの総血清クリアランスは、1.5～4.5 mg/kg／事例の範囲を上回る用
量と無関係であると思われたが、しかし雄および雌サルにおいて最高用量レベルでは低減
された。
【０３２０】
　要するに、抗ＥＧＦＲへのカニクイザルの全身曝露の程度は、静脈内毒性試験の1日目
の1.5～12 mg/kg／事例という用量範囲を上回る非線状（用量依存性）動力学により特性
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化されると思われた。4.5 mg/kg／事例を上回る抗ＥＧＦＲの用量増大は、線状関係から
予測されるより高い全身性曝露を生じると考えられるが、これは、抗ＥＧＦＲの排除に関
する容量限定プロセスの可能性と一致する。
【０３２１】
　さらに当該試験は、概して、抗ＥＧＦＲへの雄および雌サルの全身性曝露における差は
認められなかったという、そして反復静脈内投与後に蓄積が認められたという証拠も提供
した。
【０３２２】
【表３５】

【０３２３】
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【表３６】

【０３２４】
【表３７】

【０３２５】
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【０３２６】
血液化学および血液学的知見
　1、8、15および22日目に糖ＭＡＢ抗ＥＧＦＲの静脈内ボーラス注射を投与したカニクイ
ザルの大腿静脈から、血液試料を採取した。食物から一晩隔離（死亡者なし）後、用量投
与のために用いられない足から試料を採取した。前処理、2回目用量投与後3日目、ならび
に終了時に、抗凝血剤としてリチウムヘパリンを用いて、以下のパラメーターに関して試
料を検査した：
　　アルカリ性ホスファターゼ
　　アルカリ性アミノトランスフェラーゼ
　　アスパラギン酸アミノトランスフェラーゼ
　　ビリルビン（総）
　　尿素
　　クレアチニン
　　グルコース
　　コレステロール（総）
　　トリグリセリド
　　ナトリウム
　　カリウム
　　塩化物
　　カルシウム
　　リン
　　総タンパク質
　　タンパク質電気泳動図
　　アルブミン／グロブリン比
【０３２７】
　平均正常カニクイザル血液化学分析データを、表３１に示す。
【０３２８】
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【０３２９】
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【表４０】

【０３３０】
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【表４１】

【０３３１】
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【表４２】

【０３３２】
　1、8、15および22日目に糖ＭＡＢ抗ＥＧＦＲの静脈内ボーラス注射を投与したカニクイ
ザルの大腿静脈から、血液学的末梢血分析のための試料を採取した。食物から一晩隔離（
死亡者なし）後、用量投与のために用いられない足から試料を採取した。前処理、2回目
用量投与後3日目、ならびに終了時に、以下のパラメーターに関して試料を検査した：
　　１）抗凝血剤としてＥＤＴＡを使用：
　　　ヘマトクリットヘモグロビン濃度
　　　赤血球数
　　　網状赤血球
　　　平均血球ヘモグロビン
　　　平均血球ヘモグロビン濃度
　　　平均血球容積
　　　総白血球数
　　　鑑別血球数
　　　血小板数
　　　血液形態学の異常
　　　　赤血球不同症
　　　　小赤血球症
　　　　大赤血球症
　　　　低色素性
　　　　高色素性
　　２）抗凝血剤としてクエン酸塩を使用
　　　プロトロンビン時間
　　　活性化部分トロンボプラスチン時間
【０３３３】
　平均正常カニクイザル血液学的分析データを、表３２に示す。
【０３３４】



(103) JP 2008-529489 A 2008.8.7

10

20

30

40

【表４３】

【０３３５】
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【表４４】

【０３３６】
　サルに関する生化学的累積個体値を、以下の表３３ａ～ｈに示す：
【０３３７】
【表４５】

【０３３８】
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【表４６】

【０３３９】
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【表４７】

【０３４０】
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【表４８】

【０３４１】
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【表４９】

【０３４２】
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【表５０】

【０３４３】
【表５１】

【０３４４】
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【表５２】

【０３４５】

【表５３】

【０３４６】
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【表５４】

【０３４７】
　サルに関する血液学的累積個体値を、以下の表３４ａ～ｌに示す：
【０３４８】
【表５５】

【０３４９】
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【表５６】

【０３５０】

【表５７】

【０３５１】
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【表５８】

【０３５２】
【表５９】

【０３５３】
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【表６０】

【０３５４】
【表６１】

【０３５５】
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【表６２】

【０３５６】
【表６３】

【０３５７】
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【表６４】

【０３５８】
【表６５】

【０３５９】
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【表６６】

【０３６０】

【表６７】

【０３６１】
【表６８】

【０３６２】
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【表６９】

【０３６３】
【表７０】

【０３６４】
顕微鏡的病理学‐処置関連知見
　12 mg/kg／日で用量投与した雌サルにおいて胆管周囲炎（胆管周囲の結合組織の炎症）
が観察されたが、しかし任意の他の雌または雄においては観察されなかった。この知見は
、糖‐ｍＡｂ（抗ＥＧＦＲ）による処置に関連し得るが、しかしこのような小数の動物に
関しては有意性は不明である。他のすべての知見は、偶発的なものであり、毒物学的有意
性を有さないとみなされた。
【０３６５】
肉眼的病理学および組織病理学
　試験した全動物に関する組織病理学的知見の要約を、以下の表３５に記述する：
【０３６６】
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【０３６７】
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【表７２】

【０３６８】
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【表７３】

【０３６９】
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【表７４】

【０３７０】
全動物に関する個々の知見
　個々の動物に関する病理学観察を、以下の表３６に記述する：
【０３７１】

【表７５】

【０３７２】
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【表７６】

【０３７３】
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【表７７】

【０３７４】
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【表７８】

【０３７５】
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【表７９】

【０３７６】
　カニクイザルの個々の体重を、以下の表３７に示す：
【０３７７】
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【表８０】

【０３７８】
結論
　注射部位での処置の作用ならびに糖‐ｍＡｂ（抗ＥＧＦＲ）による処置に関連している
とみなされる臨床知見は認められなかった。体重変化は、正常予測範囲内であった。肉眼
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予測範囲内であった。要するに、1.5、4.5または12 mg/kg／事例での処置は、全身性毒性
の明白な知見を伴わずに良好に耐容された。
【０３７９】
　ＥＧＦＲは、それが種々の正常組織の、例えば肝臓、腎臓および皮膚の表面に存在する
ため、腫瘍特異的標的ではない。ヒトＩｇＧ１　Ｆｃ領域を有する抗ＥＧＦＲ抗体は以前
にヒトに投与されており、そして耐容可能副作用プロフィールを示されている（Vanhoefe
r, U. et al., Clin. Oncol. 2004 Jan 1: 22(1): 175-84；Needle MN, Semin Oncol. 20
02 Oct; 29 (5 Suppl 14): 55-60）。明らかに、重要な正常組織、例えば肝臓、腎臓およ
び皮膚に対して表示され得る殺害活性増強のため、ＡＤＣＣの有意の増大を伴う抗ＥＧＦ
Ｒ抗体のヒトまたは他の動物への投与は有意の関心事であった。意外にも、哺乳類へのin
 vivoでの、上記のように工学処理され、ＡＤＣＣ活性の1000倍までの増大を示すような
抗ＥＧＦＲ抗体Ｆｃの投与は有意の毒性をもたらさない、ということを本発明は見出した
。抗体の濃度を、少なくとも4週間、約1μg／mlより高く（そして数匹の動物に関しては1
00 μg/mlより高く）保持した。このような曝露レベルは、動物療法に関しては典型的で
ある。この試験の動物に関する最大ＡＤＣＣは、1μg/mlの濃度ですでに達成される。ヒ
ト癌患者への抗ＥＧＦＲ抗体（親ラットＩＣＲ62抗体）の40および100 mgの用量の単一用
量投与は、in vivoでの首相の特異的ターゲッティングを示した（Modjtahedi, H. et al.
, Br J Cancer. 1996 Jan; 73 (2): 228-35）。カニクイザルエフェクター細胞は、高相
同性ＦｃγＲＩＩＩ受容体を有し、そしてＦｃ工学処理抗体を用いて（そしてＦｃ領域中
の非フコシル化オリゴ糖のレベル増大のために糖鎖工学処理された抗体を用いて）ＡＤＣ
Ｃ増強を媒介することが示されている。ＡＤＣＣ増大のレベルは、ヒトエフェクター細胞
（ＰＢＭＣ）で観察されるものと非常によく似ている。
【０３８０】
　要約すると、Ｆｃ‐ＦｃγＲＩＩＩ結合親和性増大のために、そして、有意の毒性をも
たらすことなくin vivoで標的細胞上の抗体の有意の蓄積に通常は関連する薬剤曝露を生
じるために、少なくとも4週間、ＡＤＣＣ増大のために工学処理された抗ＥＧＦＲ抗体Ｆ
ｃが哺乳類に投与されて、1 μgを上回る抗体／血清1 ml濃度を得る、ということをわれ
われは見出した。
【０３８１】
　本発明の抗原結合分子の毒性は、本明細書中に上記された方法および／またはパラメー
ター（例えば血液化学値、組織病理学的指標等）のいずれかを用いて、あるいは当業者に
既知の任意の手段により、測定されおよび／または確定され得る。毒性の臨床的有意レベ
ルは、臨床的に投与される抗体に関して米国食品医薬品局に一般的に許容されたレベルを
超えるレベルである、と当業者に理解される。
【０３８２】
実施例５
軽鎖ＣＤＲの修飾
　上記の方法を用いて、Ｉ‐ＫＣ軽鎖可変領域構築物（配列番号４３および配列番号４５
）から抗ＥＧＦＲ軽鎖可変領域変異体を生成したが、この場合、ラットＩＣＲ６２　ＣＤ
Ｒ中の種々の位置でのアミノ酸残基をコードする配列を、ヒト生殖系列可変遺伝子配列か
らの対応するアミノ酸残基と取り替えた。表３８は、Ｉ‐ＫＣ軽鎖可変領域構築物（配列
番号４５）のＣＤＲ内に作製された置換を示す。
【０３８３】
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【表８１】

【０３８４】
　　上記で同定された置換残基はすべて、ヒトＶＫ１＿６アクセプター配列に由来したが
、但し、Ｙ３２Ｗ交換は、関連ヒト生殖系列配列のＷを配列番号４５中の位置３２でＹと
置換した。
【０３８５】
　Ｉ‐ＫＣ変異体構築物（Ｉ‐ＫＣ１～Ｉ‐ＫＣ９）の各々を、構築物Ｉ‐ＨＨＤ（配列
番号１６および配列番号１５）を含む重鎖可変領域と対合させ、前の実施例に記載した方
法に従って結合検定を実施した。構築物Ｉ‐ＫＣ１～Ｉ‐ＫＣ９を、Ａ４３１標的細胞中
でのＥＧＦＲとの結合親和性に関して、Ｉ‐ＫＣ構築物（配列番号４６および配列番号４
５）と比較した（図２９）。図２９で分かるように、残基３４のその対応するヒト配列へ
の修飾（Ｎ３４Ｇ）のみが、結合親和性のわずかな低減を生じた（ＥＣ50値は10のうちの
一因子により増大された）。他の構築物はすべて、Ｉ‐ＫＣ構築物（配列番号４５）に匹
敵する結合活性を保持した。したがって、ＥＧＦＲに特異的なキメラ（例えばヒト化）重
鎖構築物と対合させると、軽鎖は完全にヒトであり（例えばヒト軽鎖Ｖ遺伝子配列から）
、そして依然としてＥＧＦＲに対する特異的結合を保持する。特に、ＣＤＲ２およびＣＤ
Ｒ３は、完全にヒト生殖系列形態であり得る。
【０３８６】
ＥＧＦＲ特異的ＣＤＲを含む抗原結合分子
　したがって本発明は、軽鎖可変領域と対合されたＥＧＦＲ特異的ＣＤＲを含むキメラ（
例えばヒト化）重鎖可変領域を含む抗原結合分子を意図するが、この場合、軽鎖可変領域
は10より少ない非ヒトアミノ酸残基を有する。他の実施形態では、軽鎖可変領域は、9よ
り少ない、8、7、6、5、4、3、2、1個の非ヒトアミノ酸残基（単数または複数）を有する
。好ましい実施形態では、軽鎖可変領域は、2つより少ない、または1つより少ない（即ち
ゼロ）非ヒトアミノ酸残基を有する。一実施形態では、軽鎖可変領域は、1つまたは複数
のヒト生殖系列可変領域遺伝子配列を含む。軽鎖可変領域をコードするヒト生殖系列可変
領域遺伝子配列は当該技術分野で既知であり、例えばＩＭＧＴデータベース（http://img
t.cines.fr/home.htmlで入手可能）に見出され得る。好ましい実施形態では、ヒト生殖系
列配列は、ＶＫ１＿6生殖系列配列に由来する。他の実施形態では、ヒト生殖系列軽鎖可
変領域アミノ酸配列内のアミノ酸残基は、別のヒト生殖系列軽鎖可変領域配列からの1つ
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または複数の残基で置換され得る。
【０３８７】
　一実施形態では、本発明は、配列番号１、配列番号３、配列番号５、配列番号７、配列
番号９、配列番号１１、配列番号１３、配列番号１５、配列番号１７、配列番号１９、配
列番号２１、配列番号２３、配列番号２５、配列番号２７、配列番号２９、配列番号３１
、配列番号３３、配列番号３５、配列番号３７、配列番号３９および配列番号１２１から
成る群から選択される配列、ならびに1つまたは複数のヒト生殖系列可変遺伝子配列によ
りコードされるポリペプチドを含む軽鎖を含む抗原結合分子に向けられる。好ましい一実
施形態では、ヒト生殖系列配列は、ＶＫ１＿６生殖系列配列に由来する。
【０３８８】
　別の実施形態では、本発明は、（ａ）配列番号５４、配列番号５６、配列番号５８、配
列番号６０、配列番号６２、配列番号６４、配列番号６６、配列番号６８、配列番号７０
、配列番号７２、配列番号７４、配列番号１２２および配列番号１２４から成る群から選
択される配列；（ｂ）配列番号７６、配列番号７８、配列番号８０、配列番号８２、配列
番号８４、配列番号８６、配列番号８８、配列番号９０、配列番号９２、配列番号９４、
配列番号９６、配列番号９８、配列番号１００、配列番号１０２、配列番号１０４、配列
番号１０６および配列番号１２６から成る群から選択される配列；（ｃ）配列番号１０８
；ならびに（ｄ）1つまたは複数のヒト生殖系列遺伝子配列によりコードされるヒト軽鎖
可変領域を含むポリペプチドを含む抗原結合分子に向けられる。特定の実施形態では、ヒ
ト生殖系列配列はＶＫ１＿６生殖系列配列に由来する。別の実施形態では、ヒト生殖系列
可変領域遺伝子配列は、異なるヒト生殖系列軽鎖可変領域遺伝子配列からの配列による1
つまたは複数のアミノ酸コドンの置換を有するＶＫ１＿６生殖系列遺伝子配列を含む。
【０３８９】
　他の実施形態では、本発明の抗原結合分子は、本発明のＥＧＦＲ特異的重鎖可変領域、
および配列番号４５の変異体を含む。一実施形態では、配列番号４５の変異体は、相補性
決定領域（ＣＤＲ）中の1つまたは複数の位置にアミノ酸置換を含む。特定の実施形態で
は、置換は、以下の：配列番号４５のアミノ酸位置３０；配列番号４５のアミノ酸位置３
２；配列番号４５のアミノ酸位置３４；配列番号４５のアミノ酸位置５０；配列番号４５
のアミノ酸位置５１；配列番号４５のアミノ酸位置５２；配列番号４５のアミノ酸位置５
３；配列番号４５のアミノ酸位置５６；配列番号４５のアミノ酸位置９４；ならびにその
置換の任意の組合せからなる群から選択される位置のアミノ酸残基の置換である。さらに
特定の実施形態では、配列番号４５中の置換は、以下の：配列番号４５の位置３０のアス
パラギン（Ｎ）に対するアルギニン（Ｒ）の置換；配列番号４５の位置３２のチロシン（
Ｙ）に対するトリプトファン（Ｗ）の置換；配列番号４５の位置３４のアスパラギン（Ｎ
）に対するグリシン（Ｇ）の置換；配列番号４５の位置５０のアスパラギン（Ｎ）に対す
るトレオニン（Ｔ）の置換；配列番号４５の位置５１のトレオニン（Ｔ）に対するアラニ
ン（Ａ）の置換；配列番号４５の位置５２のアスパラギン（Ｎ）に対するセリン（Ｓ）の
置換；配列番号４５の位置５３のアスパラギン（Ｎ）に対するセリン（Ｓ）の置換；配列
番号４５の位置５６のトレオニン（Ｔ）に対するセリン（Ｓ）の置換；配列番号４５の位
置９４のフェニルアラニン（Ｆ）に対するチロシン（Ｙ）の置換；ならびにその任意の組
合せから成る群から選択される。特定の実施形態では、配列番号４５中のアミノ酸残基の
これらの置換のすべてが、単一軽鎖変異体中に組入れられる。好ましい実施形態では、Ｉ
ＣＲ６２　ＣＤＲに関するアミノ酸置換を有する軽鎖変異体を含む抗原結合分子は、軽鎖
変異体が本発明の重鎖可変領域を含むポリペプチドと対合される場合、ＥＧＦＲとの特異
的結合を保持する（配列番号４５の配列を含む軽鎖可変領域を含む抗原結合分子と比較し
て）。
【０３９０】
　本発明は、上記ポリペプチドおよび／または抗原結合分子のいずれかをコードするポリ
ヌクレオチドにも向けられる。本発明はさらに、製薬上許容可能な担体を伴う上記の抗原
結合分子に向けられる。
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【０３９１】
　すべての出版物、例えば教科書、季刊誌、GenBankまたはその他の配列データベース登
録、公開済み出願、ならびに本明細書中に記述された特許出願は、個々の出版物または特
許出願の各々が特定的にそして個別に参照により含まれることが示されたのと同程度に、
参照により本明細書中で援用される。
【図面の簡単な説明】
【０３９２】
【図１】図１は、ヒト化ＩＣＲ６２構築物Ｉ‐ＨＨＣ（重鎖）およびＩ‐ＫＢ（軽鎖）と
組合せた場合の個々の重および軽キメララット‐ヒトＩＣＲ６２ポリペプチド鎖の機能的
活性を示す。ｒＶＬはキメラ軽鎖を表わし、そしてｒＶＨはキメラ重鎖を表わす。「ｒ」
という呼称は、可変ドメインがオリジナルラット抗体からである、ということを示す。
【図２】図２は、種々の立体配置で対合される重鎖可変領域構築物Ｉ‐ＨＨＣ、Ｉ‐ＨＨ
ＡおよびＩ‐ＨＬＡならびにヒト化軽鎖可変領域構築物Ｉ‐ＫＡおよびＩ‐ＫＢを含むヒ
ト化ＩＣＲ６２抗体の結合活性を示す。
【図３】図３は、種々の立体配置で対合される重鎖可変領域構築物Ｉ‐ＨＬＢ、Ｉ‐ＨＬ
ＣおよびＩ‐ＨＬＡならびにヒト化軽鎖可変領域構築物Ｉ‐ＫＡおよびＩ‐ＫＣを含むヒ
ト化ＩＣＲ６２抗体の結合活性を示す。
【図４】図４は、キメララット‐ヒトＩＣＲ６２抗体と比較した場合の重鎖可変領域構築
物Ｉ‐ＨＬＡ２、Ｉ‐ＨＬＡ３およびＩ‐ＨＬＡ４ならびにヒト化軽鎖可変領域構築物Ｉ
‐ＫＣを含むヒト化ＩＣＲ６２抗体の結合活性を示す。
【図５】図５は、キメララット‐ヒトＩＣＲ６２抗体と比較した場合の重鎖可変領域構築
物Ｉ‐ＨＬＡ１、Ｉ‐ＨＬＡ３、Ｉ‐ＨＬＡ５およびＩ‐ＨＬＡ６ならびにヒト化軽鎖可
変領域構築物Ｉ‐ＫＣを含むヒト化ＩＣＲ６２抗体の結合活性を示す。
【図６】図６は、キメララット‐ヒトＩＣＲ６２抗体と比較した場合の重鎖可変領域構築
物Ｉ‐ＨＬＡ７、Ｉ‐ＨＬＡ６およびＩ‐ＨＨＢならびにヒト化軽鎖可変領域構築物Ｉ‐
ＫＣを含むヒト化ＩＣＲ６２抗体の結合活性を示す。
【図７】図７は、キメララット‐ヒトＩＣＲ６２抗体と比較した場合の重鎖可変領域構築
物Ｉ‐ＨＨＦ、Ｉ‐ＨＬＡ９およびＩ‐ＨＬＡ８ならびにヒト化軽鎖可変領域構築物Ｉ‐
ＫＣを含むヒト化ＩＣＲ６２抗体の結合活性を示す。
【図８】図８は、重鎖可変領域構築物Ｉ‐ＨＨＢ、Ｉ‐ＨＨＤ、Ｉ‐ＨＨＧ、Ｉ‐ＨＨＦ
、Ｉ‐ＨＬＡ７およびＩ‐ＨＬＡ９ならびにヒト化軽鎖可変領域構築物Ｉ‐ＫＣを含むヒ
ト化抗体の結合活性を示す。
【図９】図９は、キメラＩＣＲ６２抗体の種々の糖鎖に関する、ならびにヒト化変異体Ｉ
‐ＨＬＡ４に関する抗体媒介性細胞性細胞傷害性（ＡＤＣＣ）の比較を示す。「Ｇ１」は
、ＧｎＴＩＩＩとの同時発現による抗体の糖鎖工学処理を指す。「Ｇ２」は、ＧｎＴＩＩ
ＩおよびＭａｎＩＩとの同時発現による抗体の糖鎖工学処理を指す。「ＷＴ」は、糖鎖工
学処理されなかった抗体を指す。ヒト化重鎖構築物は、Ｉ‐ＫＣ軽鎖構築物と対合された
。
【図１０】図１０は、ヒト化ＩＣＲ６２抗体構築物Ｉ‐ＨＨＢおよびＩ‐ＨＬＡ７の非糖
鎖工学処理形態（ＷＴ）およびＧ２糖鎖（即ち、ＧｎＴＩＩＩおよびＭａｎＩＩとの同時
発現により糖鎖工学処理される）に関するＡＤＣＣの比較を示す。同一抗体を2つの異な
る標的細胞株に適用した：パネルＡでは、標的細胞株ＬＮ２２９を用いた；パネルＢでは
細胞株Ａ４３１を用いた。ヒト化重鎖構築物をＩ‐ＫＣ軽鎖構築物と対合させた。
【図１１】図１１Ａおよび１１Ｂは、非糖鎖工学処理形態（ＷＴ）およびＧ２糖鎖形態の
キメラＩＣＲ６２およびヒト化ＩＣＲ６２抗体構築物Ｉ‐ＨＨＢおよびＩ‐ＨＬＡ７の比
較を示す。標的細胞株Ａ４３１を用いた。ヒト化重鎖構築物をＩ‐ＫＣ軽鎖構築物と対合
させた。
【図１２】図１２は、Ｇ２糖鎖形態のキメラＩＣＲ６２およびヒト化ＩＣＲ６２抗体構築
物Ｉ‐ＨＨＢおよびＩ‐ＨＬＡ７に冠する72時間ＡＤＣＣの比較を示す。
【図１３】図１３は、ラットＩＣＲ６２配列と比較した場合のヒト化ＩＣＲ６２重鎖可変
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領域構築物のアミノ酸配列アラインメントを示す。ドットは、所定構築物内の所定位置で
のアミノ酸残基の同一性を表わす。
【図１４】図１４は、組換えヒトＦｃγＲＩＩＩａを表示するＣＨＯ細胞を用いたＦｃγ
ＲＩＩＩａ‐Ｆｃ結合検定を示す。糖鎖工学処理Ｉ‐ＨＨＢ／ＫＣヒト化抗ＥＧＦＲ　Ｉ
ｇＧ１抗体を非糖鎖工学処理（Ｗｔ）抗体と比較した。
【図１５】図１５は、糖鎖工学処理ヒト化抗ＥＧＦＲ　ＩｇＧ１抗体、１‐ＨＨＢ／ＫＣ
に関するＭＡＬＤ／ＴＯＦ‐ＭＳオリゴ糖プロフィールを示す。ＧｎＴＩＩＩおよびゴル
ジマンノシダーゼＩＩ活性を有する酵素をコードする遺伝子の抗体産生細胞中の過剰発現
により達成される糖鎖工学処理は、70％を上回る非フコシル化Ｆｃ‐Ａｓｎ２９７連結オ
リゴ糖を生じる。
【図１６】図１６は、1％サル血清マトリックス（サル血清プールＣＭＳ２５／３１／３
３、供給元HLS）中の抗ＥＧＦＲの確定のための抗ＥＧＦＲ精度プロフィール（ｎ＝6；検
量範囲全体での反復実験）を示す。
【図１７】図１７は、1％サル血清マトリックス中の抗ＥＧＦＲの確定のための代表的抗
ＥＧＦＲ検量曲線を示す。
【図１８】図１８は、雄カニクイザルへの抗ＥＧＦＲの毎週静脈内投与の1日目の抗ＥＧ
ＦＲの血清濃度を示す。
【図１９】図１９は、雌カニクイザルへの抗ＥＧＦＲの毎週静脈内投与の1日目の抗ＥＧ
ＦＲの血清濃度を示す。
【図２０】図２０は、血清抗ＥＧＦＲ濃度‐時間曲線下面積（ＡＵＣ168）とカニクイザ
ルへの抗ＥＧＦＲの毎週静脈内投与の1日目の用量レベルとの間の関係を示す。
【図２１】図２１は、雄カニクイザルへの抗ＥＧＦＲの毎週静脈内投与中の抗ＥＧＦＲの
血清濃度を示す。
【図２２】図２２は、雌カニクイザルへの抗ＥＧＦＲの毎週静脈内投与中の抗ＥＧＦＲの
血清濃度を示す。
【図２３】図２３は、以下の本明細書中の実施例に記載されるin vivoサル試験のために
用いられるＦｃ工学処理（糖鎖工学処理）抗ＥＧＦＲ抗体からのオリゴ糖のＭＡＬＤＩ／
ＴＯＦ‐ＭＳプロフィールを示す。
【図２４】図２４は、ヒトＡ４３１類表皮癌細胞の表面で発現されるＥＧＦＲとの結合を
示す。結合試験のために用いられた抗体は、以下の本明細書中の実施例に記載されるin v
ivoサル試験のために用いられるＦｃ工学処理抗ＥＧＦＲ抗体（Ｉ‐ＨＨＢ構築物）であ
った。
【図２５】図２５は、サルＣＯＳ‐７腎臓細胞の表面で発現されるＥＧＦＲとの結合を示
す。用いられた抗体は、抗ＥＧＦＲ抗体（Ｉ‐ＨＨＢ重鎖；Ｉ‐ＫＣ軽鎖）であった。参
照のために、低ヒトＥＧＦＲ発現細胞、ＭＣＦ‐７乳癌細胞との結合を示す。
【図２６】図２６は、全細胞（それらの表面でヒトＦｃｇＲＩＩＩａを発現するよう工学
処理されたＣＨＯ細胞）を用いたＦｃ‐ＦｃγＲＩＩＩａ結合を示す。用いられた抗体は
、以下の本明細書中の実施例に記載されるin vivoサル試験のために用いられるＦｃ工学
処理（糖鎖工学処理）抗ＥＧＦＲ抗体であった。非Ｆｃ工学処理（非修飾）対照ＩｇＧ１
抗体に関する結合を、比較のために示す。
【図２７】図２７は、Ｆｃ工学処理（糖鎖工学処理）抗ＥＧＦＲ抗体により媒介されるＡ
ＤＣＣを示す。標的細胞は、Ａ５４９ヒト肺癌細胞である。抗体の非Ｆｃ工学処理（非修
飾）形態に関するＡＤＣＣ活性を、比較のために示す。
【図２８】図２８は、Ｆｃ工学処理（糖鎖工学処理）抗ＥＧＦＲ抗体により媒介されるＡ
ＤＣＣを示す。標的細胞は、ＣＹＮＯＭ‐Ｋ１cynomolgusサルケラチノサイト細胞株であ
る。抗体の非Ｆｃ工学処理（非修飾）形態に関するＡＤＣＣ活性を、比較のために示す。
【図２９】図２９は、重鎖Ｉ‐ＨＨＤ構築物と対合されたＩ‐ＫＣ構築物に基づいた種々
の軽鎖構築物変異体のＥＧＦＲ標的結合を示す。
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摘要(译)

本发明涉及抗原结合分子（ABM）。在具体的实施方案中，本发明涉及重组单克隆抗体，包括对人EGFR特异的嵌合，灵长类化或
人源化抗体。此外，本发明涉及编码这种ABM的核酸分子，以及包含这种核酸分子的载体和宿主细胞。本发明还涉及制备本发明
ABM的方法，以及使用这些ABM治疗疾病的方法。此外，本发明涉及具有改善的治疗性质的修饰的糖基化的ABM，包括具有增加
的Fc受体结合和增加的效应子功能的抗体。
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