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(57)【要約】
本発明は、ＯＡｃＧＤ２ガングリオシドに特異的に結合する、抗体、その機能的断片、お
よび誘導体に関し、前記抗体は、ｉ）アミノ酸配列の配列番号１１２を有するヒト化軽鎖
可変領域（ＶＬ）ポリペプチド、およびｉｉ）アミノ酸配列の配列番号７６を有するヒト
化重鎖可変領域（ＶＨ）を含み、さらに診断および療法におけるその使用に関する。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　Ｏ－アセチル化ＧＤ２（ＯＡｃＧＤ２）ガングリオシドに特異的に結合する、抗体、そ
の機能的断片、および誘導体であって、
　ａ）アミノ酸配列の配列番号１１２を有するヒト化軽鎖可変領域（ＶＬ）ポリペプチド
、および
　ｂ）アミノ酸配列の配列番号７６を有するヒト化重鎖可変領域（ＶＨ）
を含む前記抗体。
【請求項２】
　前記抗体、その機能的断片または誘導体が、
　－　ＶＬ３０ＢＨ（配列番号１３４）およびＶＬ２８Ｂｓ０１／Ａ２（配列番号１３５
）を含む群から選択されたアミノ酸配列を有する軽鎖可変領域（ＶＬ）、ならびに／また
は
　－　ＶＨ７２Ｂｍａｘ（配列番号１３１）、ＶＨ４９Ｂ（配列番号１３２）、およびＶ
Ｈ４９Ｂｍａｘ（配列番号１３３）を含む群から選択されたアミノ酸配列を有する重鎖可
変領域（ＶＨ）
を含む、請求項１に記載の抗体。
【請求項３】
　前記抗体、その機能的断片または誘導体が、
　－　ＶＬ１（配列番号８）、ＶＬ２（配列番号９）、ＶＬ３（配列番号１０）、ＶＬ４
（配列番号１１）、ＶＬ２８ＢＨ（配列番号１４０）、ＶＬ３０ＢＨ（配列番号１３４）
およびＶＬ２８Ｂｓ０１／Ａ２（配列番号１３５）を含む群から選択されたアミノ酸配列
を有する軽鎖可変領域（ＶＬ）、ならびに／または
　－　ＶＨ１（配列番号３）、ＶＨ２（配列番号４）、およびＶＨ３（配列番号５）、Ｖ
Ｈ７２ＢＣＤＲ（配列番号１３６）、ＶＨ７２ＢＨ（配列番号１３７）、ＶＨ４９ＢＣＤ
Ｒ（配列番号１３８）、ＶＨ４９ＢＨ（配列番号１３９）、ＶＨ７２Ｂｍａｘ（配列番号
１３１）、ＶＨ４９Ｂ（配列番号１３２）、およびＶＨ４９Ｂｍａｘ（配列番号１３３）
を含む群から選択されたアミノ酸配列を有する重鎖可変領域（ＶＨ）
を含む、請求項１に記載の抗体。
【請求項４】
　前記ＯＡｃＧＤ２ガングリオシドに特異的に結合する、前記抗体、その機能的断片また
は誘導体が、２５℃において前記ガングリオシドについて５×１０－６Ｍ未満のＫｄ、好
ましくは５×１０－７Ｍ以下のＫｄ、最も好ましくは１×１０－７Ｍ以下のＫｄ、および
さらにより好ましくは５×１０－８Ｍ以下のＫＤを示す、請求項１から３のいずれか一項
に記載の抗体。
【請求項５】
　前記ＯＡｃＧＤ２ガングリオシドに特異的に結合する、前記抗体、その機能的断片また
は誘導体が、ＧＤ２ガングリオシドについて２５℃において５×１０－５Ｍより大きい結
合親和性（Ｋｄ）、好ましくはＧＤ２ガングリオシドについて１０－５Ｍより大きいＫｄ

を示す、請求項１から４のいずれか一項に記載の抗体。
【請求項６】
　前記抗体、その機能的断片または誘導体が、少なくとも前記重鎖および軽鎖可変領域の
両方を含む、請求項１から５のいずれか一項に記載の抗体。
【請求項７】
　前記抗体、その機能的断片または誘導体が、キメラ抗原受容体（ＣＡＲ）の膜アンカー
単鎖可変部である、請求項１から６のいずれか一項に記載の抗体。
【請求項８】
　前記ＣＡＲが、エクトドメイン、膜貫通ドメインおよびエンドドメインを含む、請求項
７に記載の抗体。
【請求項９】
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　前記抗体が、免疫複合体である、請求項１から８のいずれか一項に記載の抗体。
【請求項１０】
　前記機能的断片が、ＳｃＦｖ断片、Ｆａｂ断片、Ｆａｂ’断片、Ｆ（ａｂ’）２断片、
Ｆａｃｂ断片、ＦｖおよびＦｄ断片を含む群から選択される、請求項１から９のいずれか
一項に記載の抗体。
【請求項１１】
　少なくとも一種の請求項１から１０のいずれか一項に記載の抗体、その機能的断片また
は誘導体、および薬学的に許容可能な担体を含む医薬組成物。
【請求項１２】
　対象においてＯＡｃＧＤ２ガングリオシドを発現しているがんを予防および／または治
療する方法において使用するための請求項１１に記載の医薬組成物。
【請求項１３】
　前記対象が、哺乳動物、好ましくはヒトである、請求項１１または１２のいずれか一項
に記載の医薬組成物。
【請求項１４】
　ＯＡｃＧＤ２ガングリオシドを発現している前記がんが、神経芽細胞腫、神経膠腫、網
膜芽細胞腫、ユーイングファミリー腫瘍、肉腫、小細胞肺がん、乳がん、黒色腫、転移性
腎癌腫、頭頸部がんおよび血液がんを含む群から選択される、請求項１１から１３のいず
れか一項に記載の医薬組成物。
【請求項１５】
　対象においてＯＡｃＧＤ２ガングリオシドを発現しているがんを診断するための方法で
あって、生体試料における前記ＯＡｃＧＤ２ガングリオシド発現レベルを決定するために
、前記対象の生体試料を、請求項１から１０のいずれか一項に記載の少なくとも一種の抗
体、その機能的断片または誘導体と接触させるステップであって、検出可能なＯＡｃＧＤ
２ガングリオシド発現レベルが前記がんを示す、ステップを含む、方法。
【請求項１６】
　請求項１から１０のいずれか一項に記載の少なくとも一種の抗体、その機能的断片また
は誘導体と、最終的に対象への前記抗体、その機能的断片または誘導体の投与に有用であ
る手段とを含む、前記対象においてＯＡｃＧＤ２ガングリオシドを発現しているがんを診
断するためのキット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本特許出願は、２０１６年７月１５日に出願され、参照により本明細書に組み込まれる
欧州特許出願ＥＰ１６００１５６４．０の優先権を主張する。
【０００２】
　本発明は、新規抗体ならびにがん療法および診断におけるそれらの使用を提供する。
【背景技術】
【０００３】
　ＧＤ２、ジシアロガングリオシドは、神経幹細胞、および間葉系幹細胞においても見ら
れる、胎児において発現される腫瘍胎児抗原である。
【０００４】
　ガングリオシドＧＤ２は、神経芽細胞腫、神経膠腫、網膜芽細胞腫、ユーイングファミ
リー腫瘍、横紋筋肉腫、骨肉腫、平滑筋肉腫、脂肪肉腫、線維肉腫、小細胞肺がんおよび
黒色腫を含めた広範囲のヒトがんおよび幹細胞において見られる腫瘍関連表面抗原でもあ
る。それにもかかわらず、ガングリオシドＧＤ２は、幹細胞、神経細胞、一部の神経線維
および皮膚の基底層でも見られる。
【０００５】
　これを踏まえ、ＧＤ２に対する抗体ジヌツキシマブ（ＵＮＩＴＥＤ　ＴＨＥＲＡＰＥＵ
ＴＩＣＳ）がＦＤＡおよびＥＭＡによって認可され、最近抗体ジヌツキシマブベータ（Ａ
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ＰＥＩＲＯＮ）がＥＭＡによって先ごろ認可され、これらはどちらも神経芽細胞腫の治療
用である。しかしながら、顆粒球マクロファージコロニー刺激因子（ＧＭ－ＣＳＦ）、イ
ンターロイキン２（ＩＬ－２）およびイソトレチノイン（ＲＡ）を併用して与えられたジ
ヌツキシマブは、（モルヒネ硫酸塩注入を含めた鎮痛剤での前治療にもかかわらず）８５
％の患者における重度の副作用特に強度の神経因性疼痛、神経および脳細胞上のＧＤ２の
発現に関連した重篤な感覚および運動ニューロパチーを誘発する。イソトレチノインでの
標準治療と比較した場合の患者の５％に対して５２％において激しい痛み（グレード３）
が発生した。中枢神経系に対する毒性も報告されており臨床医にとって悩みの種となって
いる。現在、その神経毒性のために、その使用は小児患者における危険性が高い神経芽細
胞腫に制限されている。
【０００６】
　この標的毒性は、患者の生活の質に高度に悪影響をもたらし、抗ＧＤ２療法の有効性を
限定し、ＧＤ２陽性がんを標的とする次世代免疫療法の開発に支障を生じさせる。神経芽
細胞腫治療における著しい進歩にもかかわらず、危険性が高いＮＢは、予後不良と関連し
ており、ＮＢおよび他のがんを治療するためのより有効かつ低毒性の薬物および戦略の強
い要望がある。
【０００７】
　ＧＤ２の変性形態－すなわちＯ－アセチル化ＧＤ２ガングリオシド（ＯＡｃＧＤ２）－
は、ＧＤ２と対照的に、末梢神経、脳下垂体またはヒト脳細胞における発現が無い、より
安全な発現パターンを有するが、ＧＤ２と同様に、腫瘍においてＯＡｃＧＤ２が発現され
ることがこれまでに実証されている。結果として、このＯＡｃＧＤ２を標的とするマウス
治療抗体（８Ｂ６）の投与は、特に健康な細胞、とりわけ末梢神経でのこのがん抗原の発
現の欠如が原因で、いかなる神経毒性とも関連しないことが特許文献１において示されて
いる。ｃ８Ｂ６という名の、ヒト－マウスキメラ抗体が最初に生成された。この特異抗体
は、ＧＤ２とも、他のガングリオシドとも交差反応を示さず、正常な脳組織においてＯＡ
ｃＧＤ２抗原発現がないことを示す。動物モデルにおいて、抗ＯＡｃＧＤ２キメラ抗体は
、それらの毒性を回避しながら、抗ＧＤ２モノクローナル抗体（ｍＡｂ）と類似した抗腫
瘍活性を示し、ＯＡｃＧＤ２がＧＤ２よりも優れた腫瘍関連抗原であることおよび抗ＯＡ
ｃＧＤ２　ｍＡｂは一般に抗ＧＤ２　ｍＡｂ療法に関連した不快な副作用を軽減し、患者
の生活の質を改善する能力がある最高クラスの抗体であることを示している。しかしなが
ら、キメラ抗体は、免疫原性を生じ、抗ＯＡｃＧＤ２有効性を低減し得る。この問題は、
「ヒト」、「ヒト化」、または「ヒューマニア化」抗体を生成することによって克服され
得る。そこで、ヒト化抗ＯＡｃＧＤ２抗体が必要とされる。
【０００８】
　ヒト化抗体は一般に、ヒト療法における使用のためのマウスまたは場合によってはキメ
ラ抗体に勝る少なくとも３つの潜在的利点を有する：
　（１）エフェクター部分がヒトであるため、ヒト化抗体は、ヒト免疫システムの他の部
分とより良好に相互作用し得る（例えば、補体依存性細胞障害（ＣＤＣ）または抗体依存
性細胞傷害（ＡＤＣＣ））によってより効果的に標的細胞を破壊する）、
　（２）ヒト免疫システムは、ヒト化抗体のフレームワーク領域または定常領域を異質と
して認識すべきでなく、したがってこうした注入された抗体に対する抗体反応は、完全に
異質のマウス抗体または部分的に異質のキメラ抗体に対するよりも少なくなければならな
い、および
　（３）注入されたマウス抗体は、ヒト抗体の半減期よりもずっと短いヒト循環における
半減期を有することが報告されている。注入されたヒト化抗体は、恐らく自然に発生する
ヒト抗体により類似した半減期を有し、与えられる投薬量をより少量かつ低頻度にするこ
とが可能であろう。
【０００９】
　それでも、ヒト化処理は大抵の場合抗原結合親和性の損失および／または特異性の損失
をもたらすのでヒト化抗体の獲得はそれほど簡単ではない。ＣＤＲ領域は抗原に対する親
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和性および特異性の両方を与えるので、潜在的免疫原性を減少するためのこれらの領域の
修飾は、問題となり得る。
【００１０】
　したがって、抗体ヒト化は、ヒトにおける最小の免疫原性を有する分子を生成しながら
、抗原に対する抗体の特異性および親和性を維持するように設計されなければならない。
【００１１】
　現在、この処理は、こうしたヒト化抗体の獲得が一度も明白になっていないほど非常に
複雑である。
【先行技術文献】
【特許文献】
【００１２】
【特許文献１】国際公開第２００８／０４３７７７号
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【００１３】
　現在、本発明者らは、意外にも抗体の免疫原性が改善されるかまたは潜在的に改善され
るかにかかわらず、特異的置換のみが結合親和性を維持することを示した。したがって、
本発明者らは、こうした置換を有する新規のヒト化抗ＯＡｃＧＤ２抗体（ＯＧＤ２０１）
を提供する。
【００１４】
　その結果として、本発明は、ＯＡｃＧＤ２ガングリオシドに特異的に結合する、抗体、
その機能的断片、および誘導体であって、
　ａ）アミノ酸配列の配列番号１１２を有するヒト化軽鎖可変領域（ＶＬ）ポリペプチド
、および
　ｂ）アミノ酸配列の配列番号７６を有するヒト化重鎖可変領域（ＶＨ）
を含む前記抗体に関する。
【００１５】
　本発明は、こうした抗体、および薬学的に許容可能な担体の少なくとも一種を含む医薬
組成物にも関する。
【００１６】
　さらに、本発明は、少なくとも一種の前記抗体、または少なくとも一種のその機能的断
片もしくは誘導体を含むこうした医薬組成物を、それを必要とする患者に提供することを
含むＯＡｃＧＤ２を発現しているがんを治療するおよび／または予防するための方法に関
する。
【００１７】
　本発明は、ＯＡｃＧＤ２ガングリオシドを発現しているがんを治療および／または予防
するための方法において使用するためのこうした抗体の少なくとも一種、または少なくと
も一種のそのこうした機能的断片もしくは誘導体を含む医薬組成物に関する。
【００１８】
　本発明は、対象においてＯＡｃＧＤ２ガングリオシドを発現しているがんを診断するた
めの方法であって、生体試料におけるＯＡｃＧＤ２ガングリオシド発現レベルを決定する
ために、前記対象の生体試料を、本明細書に記載される少なくとも一種の抗体、その機能
的断片または誘導体と接触させるステップであって、検出可能なＯＡｃＧＤ２ガングリオ
シド発現レベルがこのようながんを示す、ステップを含む、方法に関する。
【００１９】
　最後に、本発明は、こうした抗体の少なくとも一種、または少なくとも一種のその機能
的断片もしくは誘導体を含む、対象においてＯＡｃＧＤ２ガングリオシドを発現している
がんを診断するためのキットに関する。
【図面の簡単な説明】
【００２０】
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【図１】マウス抗体と比較したＶＨヒト化抗ＯＡｃＧＤ２（８Ｂ６　ＶＬ）ｍＡｂのＩＭ
Ｒ５細胞での結合滴定アッセイを示す。
【図２】マウス抗体と比較したＶＬヒト化抗ＯＡｃＧＤ２（８Ｂ６　ＶＨ）ｍＡｂのＩＭ
Ｒ５細胞での結合滴定アッセイを示す。
【図３】マウス抗体と比較したＶＨ－ＶＬヒト化抗ＯＡｃＧＤ２　ｍＡｂのＩＭＲ５細胞
での結合滴定アッセイを示す。
【発明を実施するための形態】
【００２１】
　第１の態様において、本発明は、ＯＡｃＧＤ２ガングリオシドに特異的に結合する、抗
体、その機能的断片、および誘導体であって、
　ａ）アミノ酸配列の配列番号１１２を有するヒト化軽鎖可変領域（ＶＬ）ポリペプチド
、および
　ｂ）アミノ酸配列の配列番号７６を有するヒト化重鎖可変領域（ＶＨ）
を含む前記抗体に関する。
【００２２】
　第１の好ましい実施形態において、ヒト化軽鎖可変領域（ＶＬ）ポリペプチドは、ＶＬ
３０ＢＨ（配列番号１３４）およびＶＬ２８Ｂｓ０１／Ａ２（配列番号１３５）を含む群
から選択される。
【００２３】
　好ましくは、ヒト化重鎖可変領域（ＶＨ）ポリペプチドは、ＶＨ７２Ｂｍａｘ（配列番
号１３１）、ＶＨ４９Ｂ（配列番号１３２）、およびＶＨ４９Ｂｍａｘ（配列番号１３３
）を含む群から選択される。
【００２４】
　実際には、本発明者らは、意外にもＶＨ７２Ｂｍａｘ、ＶＨ４９Ｂ、ＶＨ４９Ｂｍａｘ
、ＶＬ３０ＢＨ、およびＶＬ２８Ｂｓ０１／Ａ２がそれらのマウス対照物と同等な結合親
和性、および弱くなった免疫原性の両方を有することを立証した。
【００２５】
　第２の好ましい実施形態において、ヒト化軽鎖可変領域（ＶＬ）ポリペプチドは、ＶＬ
１（配列番号８）、ＶＬ２（配列番号９）、ＶＬ３（配列番号１０）、ＶＬ４（配列番号
１１）、ＶＬ２８ＢＨ（配列番号１４０）、ＶＬ３０ＢＨ（配列番号１３４）およびＶＬ
２８Ｂｓ０１／Ａ２（配列番号１３５）を含む群から選択される。
【００２６】
　好ましくは、ヒト化重鎖可変領域（ＶＨ）ポリペプチドは、ＶＨ１（配列番号３）、Ｖ
Ｈ２（配列番号４）、およびＶＨ３（配列番号５）、ＶＨ７２ＢＣＤＲ（配列番号１３６
）、ＶＨ７２ＢＨ（配列番号１３７）、ＶＨ４９ＢＣＤＲ（配列番号１３８）、ＶＨ４９
ＢＨ（配列番号１３９）、ＶＨ７２Ｂｍａｘ（配列番号１３１）、ＶＨ４９Ｂ（配列番号
１３２）、およびＶＨ４９Ｂｍａｘ（配列番号１３３）を含む群から選択される。
【００２７】
　実際には、本発明者らは、意外にもこれら全ての配列が、それらのマウス対照物と同等
な結合親和性、および弱くなった免疫原性の両方を示すことを立証した。
【００２８】
　抗体は、ジスルフィド結合によって相互に接続された４つのポリペプチド鎖である、２
つの同一の重（Ｈ）鎖（全長の場合約５０～７０ｋＤａ）および２つの同一の軽（Ｌ）鎖
（全長の場合約２５ｋＤａ）を含む四量体に相当する免疫グロブリン分子である。軽鎖は
、カッパおよびラムダに分類される。
【００２９】
　「抗体」と言う語は、本明細書で使用する場合、モノクローナル抗体それ自体を指す。
【００３０】
　それぞれの重鎖は、Ｎ末端重鎖可変領域（本明細書においてＶＨと略される）および重
鎖定常領域からなる。重鎖定常領域は、ＣＨ１ドメインとＣＨ２ドメインとの間にヒンジ
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ドメインを有する、ＩｇＧの３個のドメイン（ＣＨ１、ＣＨ２、およびＣＨ３）からなる
。
【００３１】
　それぞれの軽鎖は、Ｎ末端軽鎖可変領域（本明細書においてＶＬと略される）および軽
鎖定常領域からなる。軽鎖定常領域は、１個のドメイン、ＣＬからなる。ＶＨおよびＶＬ
領域は、相補性決定領域（ＣＤＲ）と呼ばれる、超可変性の領域、フレームワーク領域（
ＦＲ）と呼ばれる、より保存された散在した領域にさらに細分され得る。それぞれのＶＨ
およびＶＬは、アミノ末端からカルボキシ末端へ次の順序で配列された、３個のＣＤＲお
よび４個のＦＲから構成される：ＦＲ１、ＣＤＲ１、ＦＲ２、ＣＤＲ２、ＦＲ３、ＣＤＲ
３、ＦＲ４。それぞれのドメインへのアミノ酸の割り当ては、ＩＭＧＴ、Ｋａｂａｔおよ
びＣｈｏｔｈｉａシステム（ＩＭＧＴ、Ｔｈｅ　Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ　Ｉｍｍｕ
ｎｏｇｅｎｅｔｉｃｓ　Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ　Ｓｙｓｔｅｍ（登録商標）、ＬＥＦＲ
ＡＮＣら、Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ、第２７巻、２０９～２１２
頁、１９９９年、ＫＡＢＡＴ、ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｏｆ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ｏｆ　Ｉ
ｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｉｎｔｅｒｅｓｔ、第５版、Ｕ．Ｓ　Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ
　ｏｆ　Ｈｅａｌｔｈ　ａｎｄ　Ｈｕｍａｎ　Ｓｅｒｖｉｃｅｓ、Ｐｕｂｌｉｃ　Ｈｅａ
ｌｔｈ　Ｓｅｒｖｉｃｅ、Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅｓ　ｏｆ　Ｈｅａｌｔ
ｈ、ＮＩＨ　ｐｕｂｌｉｃａｔｉｏｎ、Ｎｏ９１－３２４２、９９１、ＣＬＯＴＨＩＡ＆
ＬＥＳＫ、Ｊ　Ｍｏｌ　Ｂｉｏｌ、１９６（４）巻、９０１～９１７頁、１９８７年）を
含めたよく知られている番号体系に従う。特定の抗原に結合する抗体の機能的能力は、そ
れぞれの軽鎖／重鎖対の可変領域に依存し、ＣＤＲによって大部分決定される。
【００３２】
　別の好ましい実施形態によれば、ヒト化軽鎖可変領域（ＶＬ）ポリペプチドは、アミノ
酸配列の配列番号２９である。
【００３３】
　別の好ましい実施形態によれば、ヒト化軽鎖可変領域（ＶＬ）ポリペプチドは、アミノ
酸配列の配列番号７である。
【００３４】
　別の好ましい実施形態によれば、ヒト化重鎖可変領域（ＶＨ）ポリペプチドは、アミノ
酸配列の配列番号１２である。
【００３５】
　さらに別の好ましい実施形態によれば、ヒト化重鎖可変領域（ＶＨ）ポリペプチドは、
アミノ酸配列の配列番号２である。
【００３６】
　「機能的断片」と言う語は、本明細書で使用する場合、ＯＡｃＧＤ２ガングリオシドに
特異的に結合する、抗体断片を指す。こうした断片は、当業者によって簡単に特定されて
よく、例として、ＳｃＦｖ断片、Ｆａｂ断片（例えば、パパイン消化による）、Ｆａｂ’

断片（例えば、ペプシン消化および部分還元による）、Ｆ（ａｂ’）２断片（例えば、ペ
プシン消化による）、Ｆａｃｂ（例えば、プラスミン消化による）を含んでいてよく、Ｆ

ｖおよびＦｄ（例えば、ペプシン消化、部分還元および再凝集による）断片も本発明に含
まれる。
【００３７】
　こうした断片は、ＳＴＡＮＷＯＲＴＨら（Ｈａｎｄｂｏｏｋ　ｏｆ　Ｅｘｐｅｒｉｍｅ
ｎｔａｌ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ、１巻、８章、Ｂｌａｃｋｗｅｌｌ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆ
ｉｃ　Ｐｕｂｌｉｃａｔｉｏｎｓ、１９７８年）に記載されているような、当技術分野に
おいて良く知られている方法を用いて酵素的開裂、合成または組換え体技術によって産生
され得る。抗体は、１つまたは複数の終止コドンが自然終結部位の上流に導入されている
抗体遺伝子を用いて種々の欠失型においても産生され得る。例えば、Ｆ（ａｂ’）２重鎖
部分をコードする組み合わせ遺伝子は、重鎖のＣＨ１ドメインおよび／またはヒンジ領域
をコードするＤＮＡ配列を含めるように設計され得る。抗体の種々の部分は、従来の技術
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によって化学的に結合されてよく、または遺伝子工学技術を用いて隣接したタンパク質と
して調製されてよい。
【００３８】
　「Ｏ－アセチル化ＧＤ２ガングリオシドに特異的に結合する」という表現は、Ｏ－アセ
チル化ＧＤ２ガングリオシドについて２５℃において５×１０－６Ｍ未満の結合親和性（
Ｋｄ）、好ましくは５×１０－７Ｍ以下のＫｄ、より好ましくは１×１０－７Ｍまたはさ
らに５×１０－８Ｍ以下のＫｄを指す。こうした親和性は、当技術分野において利用可能
な技術、例えばスキャッチャードアッセイ、競合ＥＬＩＳＡ、ＢＩＡＣＯＲＥアッセイま
たはＫＩＮＥＸＡアッセイによって容易に測定され得る。
【００３９】
　「Ｏ－アセチル化ＧＤ２ガングリオシドに特異的に結合する」という表現は、ＧＤ２ガ
ングリオシドについて２５℃において５×１０－５Ｍより大きい結合親和性（Ｋｄ）、好
ましくはＧＤ２ガングリオシドについて１０－５Ｍより大きいＫｄを指す。
【００４０】
　ここで、これらの断片は、少なくとも前述の重鎖および軽鎖の可変領域を含む。
【００４１】
　これらの断片は、可溶性であってよいが、キメラ抗原受容体（ＣＡＲ）の単鎖可変部と
して、細胞膜内に繋ぎとめられていてもよい。
【００４２】
　「キメラ抗原受容体（ＣＡＲ）」という語は、本明細書で使用する場合、少なくとも一
種の抗体の抗原結合ドメインおよび少なくとも一種のエフェクター細胞シグナル伝達ドメ
インを含む人工のハイブリッドポリペプチドを指す。こうしたＣＡＲは、特定の免疫エフ
ェクター細胞（例えばＴ細胞、ＮＫ細胞およびＮＫＴ細胞）上へ人工の特異性をグラフト
する改変された受容体を包含する。ＣＡＲは、ＭＨＣ非拘束性手法においてＴ細胞へモノ
クローナル抗体の特異性を与えるために採用されてよく、したがってモノクローナル抗体
の抗原結合特性を活用する。Ｔ細胞において発現された場合、ＣＡＲは、生理学的Ｔ細胞
受容体（ＴＣＲ）とは異なり、主要組織適合性抗原のそれらの発現とは無関係に未処理の
抗原を認識し、したがって腫瘍エスケープの２つの主な機序、ＨＬＡ発現の下方制御また
はプロテアソームの抗原プロセシングを回避する。特異抗原へのＣＡＲの結合は、免疫反
応を誘発する。
【００４３】
　特定の態様において、ＣＡＲは、エクトドメイン、膜貫通ドメインおよびエンドドメイ
ンを含む。ここで、配列は、多重結合、例えば二重特異性抗体であってよくまたは多量体
（例えば、国際特許出願ＰＣＴ国際公開第２０１６／０１６３４３号に記載されている多
重鎖キメラ抗原受容体）であってもよい。
【００４４】
　エクトドメインは、抗原結合ドメインおよびスペーサードメイン（ストーク領域）に相
当する。抗原結合ドメインは、好ましくは単鎖可変断片（ｓｃＦｖ）である。こうしたｓ
ｃＦｖは通常は、例としてＰＬＵＣＫＴＨＵＮ（Ｔｈｅ　Ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ　ｏ
ｆ　Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ、１１３巻、Ｒｏｓｅｎｂｕｒｇおよ
びＭｏｏｒｅ編、Ｓｐｒｉｎｇｅｒ－Ｖｅｒｌａｇ、ニューヨーク、２６９～３１５頁、
１９９４年）に記載されているように、柔軟なペプチドリンカーによって繋げられた、免
疫グロブリンの重鎖および軽鎖、またはＶＨおよびＶＬなどそれらの一部からなる遺伝子
操作された抗体断片である。柔軟なペプチドリンカーは、６から４０個のアミノ酸残基の
ペプチドであってよい。アラニンおよびグリシンなどの小さいアミノ酸の使用は、柔軟な
リンカーの産生に役立つ。例示的な柔軟なリンカーには、グリシンポリマー（Ｇ）ｎ、グ
リシン－セリンポリマー例えば（ＧＳ）ｎ、ＧＳＧＧＳｎ（配列番号１１３）ｎ、ＧＧＧ
Ｓｎ（配列番号１１４）ｎおよびＧＧＧＧＳｎ（配列番号１１５）ｎ（式中ｎは、１以上
の整数）、グリシン－アラニンポリマーまたはグリシン－セリンポリマー、あるいは当技
術分野において既知の他の柔軟なリンカーが含まれる。有用なポリマーの例として、ＧＧ



(9) JP 2019-532016 A 2019.11.7

10

20

30

40

50

ＧＧＳＧＧＧＧＳＧＧＧＧＳ（（Ｇ４Ｓ）３、配列番号１１６）、ＧＳＴＳＧＳＧＫＰＧ
ＳＧＥＧＳＴＫＧ（ＣＤ１９リンカー、配列番号１１７）、ＧＧＳＳＲＳＳＳＳＧＧＧＧ
ＳＧＧＧＧ（１８ｍｅｒ、配列番号１１８）、ＧＧＧＧＳＧＧＧＧＳＧＧＧＧＳＧＧＧＧ
Ｓ（（Ｇ４Ｓ）４、配列番号１１９）、ＫＥＳＧＳＶＳＳＥＱＬＡＱＦＲＳＬＤ（配列番
号１２０）、ＥＧＫＳＳＧＳＧＳＥＳＫＳＴ（配列番号１２１）、ＧＳＡＧＳＡＡＧＳＧ
ＥＦ（配列番号１２２）、ＧＧＧＧＧＧＧＧ（配列番号１２３）またはＧＧＧＧＧＧ（配
列番号１２４）が挙げられる。最終的に、これらのｓｃＦｖ断片は、ＧＩＬＬＩＬＡＮＤ
ら（Ｔｉｓｓｕｅ　Ａｎｔｉｇｅｎｓ、４７巻、１～２０頁、１９９６年）によって述べ
られているような、当業者に良く知られている方法によって取得され得る。本明細書で使
用する場合「スペーサーまたはヒンジドメイン」とも呼ばれる「ストーク領域」と言う語
は、膜貫通ドメインをエクトドメインへ連結する機能を果たす任意のオリゴペプチドまた
はポリペプチドを指す。具体的には、ストーク領域は、エクトドメインにより高い柔軟性
および接近容易性を提供するために使用される。スペーサー要素は、主としてＣＡＲにお
ける構造的役割を果たす。スペーサーは、ターゲティング部分をＴ細胞膜から物理的に分
離する。必要とされる最適距離は、各抗原によって異なる可能性が高い。効率的な標的ア
クセスを可能にするために、スペーサーは、ＣＡＲが標的細胞膜の近くに位置するエピト
ープに結合する場合、または抗原のサイズが複雑であり、グリコシル化状態である場合に
必要と思われる。ヒトＩｇＧ－誘導スペーサー（ヒンジ－ＣＨ２－ＣＨ３）は、ＣＡＲ発
現に対するそれらの安定化作用のために一般的に使用されるがスペーサーのＦｃドメイン
と骨髄性細胞上のＦｃガンマ受容体（ＦｃｇＲ）との間の相互作用は、Ｔ細胞の活性化誘
導細胞死およびｉｎ－ｖｉｖｏでの限定的な持続性に繋がり得る。これは、ＦｃｇＲ結合
に不可欠である定常重鎖（ＣＨ）２ドメインの領域を減少または修正しそれによって前臨
床モデルにおけるｉｎ－ｖｉｖｏでのＣＡＲ　Ｔ細胞持続性および抗腫瘍活性を改善する
ことによって克服され得る。一般的に使用される他のヒンジドメインには、ＣＤ２８もし
くはＣＤ８由来のものまたはヒトＩｇＧ－誘導スペーサーからの他の欠失断片が含まれる
。好ましい実施形態において、ＣＡＲは、エクトドメインと膜貫通ドメインとの間のスト
ーク領域を含む。ストーク領域は、最大３００個のアミノ酸、好ましくは１０から１００
個のアミノ酸および最も好ましくは２５から５０個のアミノ酸を含んでいてよい。このス
トーク領域は、ＣＤ８、ＣＤ４またはＣＤ２８の細胞外領域の一部などの、天然に存在す
る分子の全部または一部、あるいは抗体定常領域の全部または一部から誘導されてよい。
あるいは、このストーク領域は、合成配列であってよい。
【００４５】
　膜貫通ドメインは、膜アンカードメインであり、エクトドメインとエンドドメインとの
間のリンカーでもある。この膜貫通ドメインは、ヒトＩｇＧ４Ｆｃヒンジ領域、Ｆｃ領域
、ＣＤ４膜貫通ドメイン、Ｔ細胞受容体膜貫通、またはＣＤ１６、ＴＣＲゼータ鎖（ＣＤ
３ζ）、ＣＤ２８およびＣＤ８ならびにエリスロポエチン受容体、ならびにその突然変異
体などの、他のヒト膜貫通シグナル伝達タンパク質からの他の膜貫通ドメインであってよ
い。好ましくは、この膜貫通ドメインは、Ｔ細胞受容体膜貫通ドメインである。好ましく
は、Ｔ細胞受容体膜貫通ドメインは、抗原のＴ細胞受容体（ＴＣＲ）と複合体を形成する
ことができる膜貫通タンパク質由来である。好ましくは、Ｔ細胞受容体膜貫通ドメインは
、ＴＣＲゼータ鎖（ＣＤ３ζ）、ＣＤ２８、ＯＸ４０／ＣＤ１３４、４－１ＢＢ／ＣＤ１
３７／ＴＮＦＲＳＦ９、ＦｃεＲＩγ、ＩＣＯＳ／ＣＤ２７８、ＩＬＲＢ／ＣＤ１２２、
ＩＬ－２ＲＧ／ＣＤ１３２、ＣＤ２７、ＤＡＰ１０およびＣＤ４０のうちの１種または複
数の一部または全部を含む。
【００４６】
　エンドドメインは、免疫細胞の活性化をもたらすエクトドメインの標的抗原への結合後
の細胞内シグナル伝達を担う、細胞内シグナル伝達ドメインである。言い換えれば、細胞
内シグナル伝達ドメインは、キメラ受容体が発現される免疫細胞の通常のエフェクター機
能のうちの少なくとも一種の活性化を担う。「エフェクター機能」という語は、細胞溶解
活性またはサイトカインの分泌を含むヘルパー活性であってよい、Ｔ細胞の特殊機能を指
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す。したがって「細胞内シグナル伝達ドメイン」という語は、エフェクター機能シグナル
を形質導入し、細胞に特殊機能を実行することを指示するタンパク質の部分を指す。通常
は細胞内シグナル伝達ドメイン全体が使用されるであろう一方で、多くの場合細胞内ポリ
ペプチド全体を使用する必要はないであろう。細胞内シグナル伝達ドメインの欠失部分が
使用され得る範囲内において、こうした欠失部分は、エフェクター機能シグナルをまだ形
質導入する限りは完全な鎖の代わりに用いられ得る。細胞内シグナル伝達ドメインという
語は、したがってエフェクター機能シグナルを形質導入するのに十分な細胞内シグナル伝
達ドメインのいかなる欠失部分も含まれることが意図される。
【００４７】
　多重鎖ＣＡＲにおいて使用するためのシグナル形質導入ドメインの好ましい例は、Ｆｃ
受容体またはＴ細胞受容体および連携して作用し抗原受容体関与後にシグナル形質導入を
開始する共受容体の細胞質配列、ならびにこれらの配列の任意の誘導体または変異体およ
び同一の機能的能力を有する任意の合成配列であってよい。シグナル形質導入ドメインは
、抗原依存性の一次活性化を開始するもの、および抗原非依存性の方法で作用して二次ま
たは共刺激シグナルを提供するものの、２つの異なる細胞質シグナル伝達配列のクラスを
含む。一次細胞質シグナル伝達配列は、ＩＴＡＭの免疫受容活性化チロシンモチーフとし
て知られるシグナル伝達モチーフを含み得る。ＩＴＡＭは、ｓｙｋ／ｚａｐ７０クラスチ
ロシンキナーゼの結合部位としての機能を果たす種々の受容体の細胞質内尾部において見
られる明確なシグナル伝達モチーフである。本発明において用いられるＩＴＡＭの例には
、ＴＣＲｚｅｔａ、ＦｃＲｇａｍｍａ、ＦｃＲｂｅｔａ、ＦｃＲｅｐｓｉｌｏｎ、ＣＤ３
ｇａｍｍａ、ＣＤ３ｄｅｌｔａ、ＣＤ３ｅｐｓｉｌｏｎ、ＣＤ５、ＣＤ２２、ＣＤ７９ａ
、ＣＤ７９ｂおよびＣＤ６６ｄに由来するものが非限定的な例として含まれ得る。好まし
い実施形態において、多重鎖ＣＡＲのシグナル形質導入ドメインは、ＣＤ３ｚｅｔａシグ
ナル伝達ドメイン、またはＦｃεＲＩベータまたはガンマ鎖の細胞質内ドメインを含んで
いてよい。
【００４８】
　特定の実施形態において本発明の多重鎖ＣＡＲのシグナル形質導入ドメインは、共刺激
シグナル分子を含む。共刺激分子は、有効な免疫反応のために必要な抗原受容体またはそ
れらのリガンド以外の細胞表面分子である。
【００４９】
　「共刺激リガンド」は、Ｔ細胞上の同種の共刺激分子に特異的に結合し、それによって
、例えば、ペプチドが添加されたＭＨＣ分子とのＴＣＲ／ＣＤ３複合体の結合によって提
供される一次シグナルに加えて、これに限らないが、増殖活性化、分化などを含めた、Ｔ
細胞反応を媒介するシグナルを提供する抗原提示細胞上の分子を指す。共刺激リガンドに
は、これに限らないがＣＤ７、Ｂ７－１（ＣＤ８０）、Ｂ７－２（ＣＤ８６）、ＰＤ－Ｌ
１、ＰＤ－Ｌ２、４－１ＢＢＬ、ＯＸ４０Ｌ、誘導性の共刺激リガンド（ＩＣＯＳ－Ｌ）
、細胞間接着分子（ＩＣＡＭ、ＣＤ３０Ｌ、ＣＤ４０、ＣＤ７０、ＣＤ８３、ＨＬＡ－Ｇ
、ＭＩＣＡ、Ｍ１ＣＢ、ＨＶＥＭ、リンフォトキシンベータ受容体、３／ＴＲ６、ＩＬＴ
３、ＩＬＴ４）、アゴニストまたはＴｏｌｌリガンド受容体に結合する抗体およびＢ７－
Ｈ３と特異的に結合するリガンドが含まれ得る。共刺激リガンドは、特に、これに限らな
いが、ＣＤ２７、ＣＤ２８、４－ＩＢＢ、ＯＸ４０、ＣＤ３０、ＣＤ４０、ＰＤ－１、Ｉ
ＣＯＳ、ＤＡＰ－１０、リンパ球機能関連抗原－１（ＬＦＡ－１）、ＣＤ２、ＣＤ７、Ｌ
ＴＧＨＴ、ＮＫＧ２Ｃ、Ｂ７－Ｈ３、ＣＤ８と特異的に結合するリガンドなどの、Ｔ細胞
上にある共刺激分子と特異的に結合する抗体も包含する。
【００５０】
　「共刺激分子」は、共刺激リガンドと特異的に結合し、それによってこれに限らないが
増殖などの、細胞による共刺激反応を媒介するＴ細胞上の同種の結合パートナーを指す。
共刺激分子には、これに限定されないがＭＨＣクラスＩ分子、ＢＴＬＡおよびＴｏｌｌリ
ガンド受容体が含まれる。共刺激分子の例には、ＣＤ２７、ＣＤ２８、ＣＤ８、４－１Ｂ
Ｂ（ＣＤ１３７）、ＯＸ４０、ＣＤ３０、ＣＤ４０、ＰＤ－１、ＩＣＯＳ、ＤＡＰ－１０
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、リンパ球機能関連抗原－１（ＬＦＡ－１）、ＣＤ２、ＣＤ７、ＬＩＧＨＴ、ＮＫＧ２Ｃ
、Ｂ７－Ｈ３およびＣＤ８３などと特異的に結合するリガンドが含まれる。
【００５１】
　本明細書で使用する場合、「誘導体」と言う語は、配列番号：２、３、４、５、７、８
、９、１０、１１、１２、２９、４０、４１、４２、４３、４４、４５、４６、７６およ
び１１２からなる群から選択されるアミノ酸配列を有する少なくとも９０％、好ましくは
少なくとも９５％、最も好ましくは少なくとも９８％（すなわちそれぞれ約１０、５およ
び２個のアミノ酸置換に相当）、好ましくは少なくとも９９％（すなわち約１個のアミノ
酸置換に相当）の同一性の割合を有するアミノ酸配列を指す。こうした誘導体は、その個
人的知識および本特許出願の教示の点から見て当業者によって容易に特定され得る。天然
アミノ酸は、化学修飾アミノ酸によって置き換えられ得ることも理解されるであろう。典
型的には、こうした化学修飾アミノ酸は、ポリペプチド半減期を増加する。
【００５２】
　本明細書で使用する場合、２個のアミノ酸配列の間の「同一性の割合」は、前記配列の
最良の並びで得られる、比較される２個の配列間の、同一のアミノ酸の割合であり、この
割合は純粋に統計的であり、これら２個の配列間の相違はアミノ酸配列上に無作為に分散
していることを意味する。本明細書で使用する場合、「最良の並び」または「最適の並び
」は、決定された同一性の割合（下記参照）が最高である並びを意味する。２個のアミノ
酸配列間の配列比較は、通常は最良の並びに従って前もって並べられているこれらの配列
を比較することによって実現され、この比較は、類似性の局所的領域を特定および比較す
るために比較の区域上で実現される。比較を実行するための最良の配列並びは、手動の方
法に加え、ＳｍｉｔｈおよびＷａｔｅｒｍａｎによって開発された局地的相同性アルゴリ
ズム（Ａｄ．Ａｐｐ．Ｍａｔｈ．、２巻、４８２頁、１９８１年）を用いて、Ｎｅｄｄｌ
ｅｍａｎおよびＷｕｎｓｃｈによって開発された全体的相同性アルゴリズム（Ｊ．Ｍｏｌ
．Ｂｉｏｌ．、４８巻、４４３頁、１９７０年）を用いることによって、Ｐｅａｒｓｏｎ
およびＬｉｐｍｏｌａｎによって開発された類似性の方法（Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａ
ｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ、８５巻、２４４４頁、１９８８年）を用いることによって、こうし
たアルゴリズムを使用するコンピュータソフト（ＧＡＰ，ＢＥＳＴＦＩＴ，ＢＬＡＳＴ　
Ｐ，ＢＬＡＳＴ　Ｎ，ＦＡＳＴＡ，ＴＦＡＳＴＡ　ｉｎ　ｔｈｅ　Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ　
Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　ｓｏｆｔｗａｒｅ　Ｐａｃｋａｇｅ、Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　Ｃｏｍｐｕ
ｔｅｒ　Ｇｒｏｕｐ　５７５　Ｓｃｉｅｎｃｅ　Ｄｒ．，Ｍａｄｉｓｏｎ、米国ウィスコ
ンシン州）を用いることによって、ＭＵＳＣＬＥマルチプルアラインメントアルゴリズム
（Ｅｄｇａｒ，Ｒｏｂｅｒｔ　Ｃ．、Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ、
３２巻、１７９２頁、２００４年）を用いることによって実現され得る。最良の局所的並
びを得るために、好ましくはＢＬＡＳＴソフトウェアをＢＬＯＳＵＭ　６２マトリクスで
使用してよい。２個のアミノ酸の配列間の同一性割合は、アミノ酸配列がこれらの２個の
配列間の最適の並びを得るために参照配列に関して追加または削除を包含することができ
る、これらの最適に並べられた２個の配列を比較することによって測定される。同一性の
割合は、これらの２個の配列間の同一の位置の数を測定すること、およびこの数を比較し
た位置の総数で除算すること、および得られる結果に１００を乗ずることによってこれら
の２個の配列間の同一性の割合を取得して計算される。
【００５３】
　本発明の抗体は、組換えで産生される。
【００５４】
　抗体は、グリコシル化されていてもよくされていなくてもよいが、グリコシル化抗体は
好ましい。好ましい実施形態において、本発明の抗体は、低フコースであってよい。
【００５５】
　本発明の抗体は、免疫複合体を包含する。
【００５６】
　本明細書で使用する場合、「免疫複合体」という語は、第２の分子に結合した、少なく
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とも一種の抗体、その機能的断片または誘導体を含む複合体分子、好ましくは免疫調節剤
、細胞毒性剤または放射性同位体を指す。こうした免疫複合体は、抗体薬物複合体（ＡＤ
Ｃ）、免疫サイトカイン（ＩＣＫ）または抗体放射線複合体（Ａｎｔｉｂｏｄｙ　Ｒａｄ
ｉｏ　Ｃｏｎｊｕｇａｔｅｓ）（ＡＲＣ）であってよい。ここで、この第２の分子は、形
成された免疫複合体がＢｉＴＥ（二重特異性Ｔ細胞誘導抗体）のような二重特異性抗体で
ある、別の抗原に対する結合特異性を有する抗体であってよい。前記抗体またはその断片
は、前記第２の分子に複合または共有結合している（例えば融合タンパク質）。好ましく
は、前記抗体またはその断片は、共有結合によって前記第２の分子に結合している。
【００５７】
　本発明の第２の態様は、本明細書に述べるような少なくとも一種の抗体、少なくとも一
種のその機能的断片、または少なくとも一種の誘導体、および療法において使用するため
の薬学的に許容可能な担体を含む医薬組成物に関する。
【００５８】
　「薬学的に許容可能な」という表現は、生理学的に許容でき、典型的にはヒトに投与さ
れた場合に急性胃蠕動、眩暈などの、アレルギー性のまたは類似の望ましくない反応を生
じない分子実体および組成物を指す。好ましくは、本明細書で使用する場合、「薬学的に
許容可能な」という表現は、連邦政府または州政府規制の当局により認可可能であること
あるいは米国薬局方または動物、およびより詳細にはヒトにおいて使用するために一般に
認められている他の薬局方に記載されていることを意味する。
【００５９】
　「担体」という語は、それと共に化合物が投与される溶媒、アジュバント、賦形剤、ま
たはビヒクルを指す。こうした医薬品担体は、石油、動物、植物または合成由来の物、例
えば落花生油、大豆油、鉱油、ゴマ油などを含めた、水および油などの無菌液体であって
よい。
【００６０】
　前記組成物は、これに限らないが溶液、懸濁液、凍結乾燥粉末、カプセルおよび錠剤を
含めた、患者への投与に適した任意の医薬品形態であってよい。ここで、本発明の組成物
の投与経路は、好ましくは非経口であり、本明細書で使用する場合、「非経口」という語
には、静脈内、筋肉内、皮下、腹腔内、直腸、膣、粘膜、髄腔内、頭蓋内、または腫瘍内
投与が含まれる。したがって、医薬組成物は、注射されることが意図される製剤のための
薬学的に許容可能なビヒクルを含有する。これらは、具体的には等張性、無菌の、食塩水
（一ナトリウムまたは二ナトリウムリン酸塩、塩化ナトリウム、塩化カリウム、塩化カル
シウムまたは塩化マグネシウムなどあるいはこうした塩の混合物）、または場合によって
、滅菌水もしくは生理食塩水の添加で、注射可能な溶液の構成を可能にする乾燥、特に凍
結乾燥組成物であってよい。適した医薬品担体は、Ｅ．Ｗ．Ｍａｒｔｉｎによる「Ｒｅｍ
ｉｎｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ」に記載されてい
る。
【００６１】
　最も好ましくは、組成物は、患者への静脈内投与に適した任意の医薬品の形態である。
【００６２】
　本発明の抗体、機能的断片または誘導体は、緩衝液または水に可溶化されているかある
いはエマルション、マイクロエマルション、ハイドロゲル（例えばＰＬＧＡ－ＰＥＧ－Ｐ
ＬＧＡトリブロックコポリマー系ハイドロゲル）、ミクロスフェア、ナノスフェア、ミク
ロ粒子、ナノ粒子（例えば乳酸－グリコール酸共重合体ミクロ粒子（例えばポリ乳酸（Ｐ
ＬＡ）、ラクチド－グリコール酸共重合体（ｐｏｌｙ（ｌａｃｔｉｄｅ－ｃｏ－ｇｌｙｃ
ｏｌｉｃ　ａｃｉｄ））（ＰＬＧＡ）、ポリグルタメートミクロスフェア、ナノスフェア
、ミクロ粒子またはナノ粒子）、リポソーム、または他のガレヌス製剤に組み込まれてい
てよい。全ての場合において、製剤は、無菌でなければならず、許容可能な注射可能性の
程度まで流動性でなければならない。製剤は、製造および保管の状態下で安定でなければ
ならず、細菌および真菌などの、微生物の汚染作用に対して保護されなければならない。
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【００６３】
　分散液は、グリセロール、液体ポリエチレングリコール、およびそれらの混合物におい
てならびに油においても調製され得る。保管および使用の通常の状態下で、これらの調製
物は、微生物の増殖を防ぐために防腐剤を含有する。
【００６４】
　本発明の抗体、機能的断片または誘導体は、中性または塩の形態の組成物に製剤化され
得る。薬学的に許容可能な塩には、無機酸、例えば、塩酸またはリン酸、あるいは酢酸、
シュウ酸、酒石酸、マンデル酸などのようなこうした有機酸などと共に形成される酸付加
塩（タンパク質の遊離アミノ基と共に形成される）が含まれる。遊離カルボキシル基と共
に形成された塩は、例えば、ナトリウム、カリウム、アンモニウム、カルシウム、または
水酸化第二鉄などの、無機塩基、およびイソプロピルアミン、トリメチルアミン、ヒスチ
ジン、プロカインなどのようなこうした有機塩基からも導かれてよい。
【００６５】
　担体は、例えば、水、エタノール、ポリオール（例えば、グリセロール、プロピレング
リコール、および液体ポリエチレングリコールなど）、それらの適した混合物、および植
物油を含有する溶媒または分散媒体であってもよい。本発明の抗体は、その生物学的利用
能（ｂｉｏｄｉｓｐｏｎｉｂｉｌｉｔｙ）を増加するように、例としてペグ化によって、
修飾されてもよい。
【００６６】
　適切な流動性は、例えば、レシチンなどの、コーティングの使用によって、分散液の場
合は必要な粒径の維持によっておよび界面活性剤の使用によって、維持され得る。微生物
の作用の予防は、種々の抗菌および抗真菌剤、例えば、パラベン、クロロブタノール、フ
ェノール、ソルビン酸、チメロサールなどによってもたらされ得る。多くの場合において
、等張剤、例えば、糖または塩化ナトリウムを含むことは好ましいであろう。
【００６７】
　注射可能な組成物の持続的吸収は、組成物における吸収を遅らせる薬剤、例えば、モノ
ステアリン酸アルミニウム、ゼラチン、ポリオール、ならびに半減期増加共有結合および
非共有結合製剤の使用によってもたらされ得る。
【００６８】
　加水分解および変性を含め、ペプチド不安定性または分解の非常に多くの原因がある。
疎水性相互作用は、分子の合わさったクランピングを引き起こし得る（すなわち凝集）。
こうした問題を軽減または予防するために安定剤を加えてよい。
【００６９】
　安定剤には、シクロデキストリンおよびそれらの誘導体が含まれる（米国特許第５，７
３０，９６９号を参照）。スクロース、マンニトール、ソルビトール、トレハロース、デ
キストランおよびグリセリンなどの適した保存料も、最終製剤を安定化するために加えて
よい。イオン性および非イオン性界面活性剤、Ｄ－グルコース、Ｄ－ガラクトース、Ｄ－
キシロース、Ｄ－ガラクツロン酸、トレハロース、デキストラン、ヒドロキシエチルデン
プン、およびそれらの混合物から選択される安定剤は、製剤に加えてよい。アルカリ金属
塩または塩化マグネシウムの添加は、ペプチドを安定化させ得る。ペプチドは、それをデ
キストラン、コンドロイチン硫酸、デンプン、グリコーゲン、デキストリン、およびアル
ギン酸塩からなる群から選択されるサッカリドと接触させることによっても安定化され得
る。加えてよい他の糖には、単糖類、二糖類、糖アルコール、およびそれらの混合物（例
えば、グルコース、マンノース、ガラクトース、フルクトース、スクロース、マルトース
、ラクトース、マンニトール、キシリトール）が含まれる。ポリオールは、ペプチドを安
定化させる可能性があり、水混和性または水溶性である。適したポリオールは、マンニト
ール、グリセロール、エチレングリコール、プロピレングリコール、トリメチルグリコー
ル、ビニルピロリドン、グルコース、フルクトース、アラビノース、マンノース、マルト
ース、スクロース、およびそれらの重合体を含めた、ポリヒドロキシアルコール、単糖類
および二糖類であり得る。血清アルブミン、アミノ酸、ヘパリン、脂肪酸およびリン脂質
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、界面活性剤、金属、ポリオール、還元剤、金属キレート剤、ポリビニルピロリドン、加
水分解ゼラチン、ならびに硫酸アンモニウムを含めた、種々の賦形剤も、ペプチドを安定
化させ得る。
【００７０】
　別の目的において、既に述べたように組成物は、対象においてＯＡｃＧＤ２ガングリオ
シドを発現しているがんを予防および／または治療するための方法において使用するため
のものである。
【００７１】
　本明細書で使用する場合、「対象」という語は、齧歯類、ネコ、イヌまたは霊長類など
の哺乳動物、および最も好ましくはヒトを意味する。
【００７２】
　本発明との関連で、「ＯＡｃＧＤ２ガングリオシドを発現しているがんを治療すること
」という語は、本明細書で使用する場合、こうしたがん細胞の成長の抑制を意味する。好
ましくはこうした治療は、腫瘍成長または転移拡大の退縮、すなわち、測定可能な腫瘍の
サイズの減少にも繋がる。最も好ましくは、こうした治療は、腫瘍の完全な退縮に繋がる
。
【００７３】
　前記ＯＡｃＧＤ２ガングリオシドを発現しているがんは、神経芽細胞腫、神経膠腫、網
膜芽細胞腫、ユーイングファミリー腫瘍、肉腫（すなわち横紋筋肉腫、骨肉腫、平滑筋肉
腫、脂肪肉腫、および線維肉腫）、小細胞肺がん、乳がん、黒色腫、転移性腎癌腫、頭頸
部がんおよび血液がん（すなわち白血病、ホジキンリンパ腫、非ホジキンリンパ腫および
骨髄腫）を含む群から選択される。
【００７４】
　本発明の抗体は、意図される目的を達成するために有効な量、および選択された投与経
路に適した投薬量で前記医薬組成物に含有される。
【００７５】
　複合体の「有効量」は、腫瘍成長または転移拡大の退縮を誘導するために十分な量であ
る。投与に使用される投与量は、種々のパラメーターに応じて、具体的には用いられる投
与方法、関連した病状、または治療の所望の継続期間に応じて適合されてよい。当然のこ
ととして、医薬組成物の形態、投与の経路、投薬量および投薬計画は、対象の治療される
状態、病気の重症度、年齢、体重、および性別などに必然的に依存する。以下に示される
有効量の範囲は、本発明を制限することおよび好ましい投与量範囲を表わすことは意図さ
れない。しかしながら、好ましい投与量は、過度の実験をせず、当業者によって理解され
、確定できるように、個々の対象に合わせられてよい。
【００７６】
　好ましい実施形態によれば、抗体、その機能的断片または誘導体は、対象１ｍ２当たり
２から２，０００ｍｇを含む投与量、好ましくは５から１，０００ｍｇ／ｍ２を含む投与
量、および最も好ましくは１０から５００ｍｇ／ｍ２を含む投与量で注射によって投与さ
れてよい。
【００７７】
　別の好ましい実施形態によれば、本発明の抗体、その機能的断片または誘導体は、キメ
ラ抗原受容体（ＣＡＲ）の形態である。したがって、投与される形質導入細胞（Ｔ細胞、
ＮＫＴ細胞またはＮＫ細胞など）の量は、投与の経路を考慮に入れるべきであり、所望の
治療反応を達成するために十分な数の形質導入細胞が導入されることになるようにすべき
である。さらに、本明細書に述べる組成物に含まれるそれぞれの活性薬剤の量（例えば、
接触されるそれぞれの細胞当たりの量または特定の体重当たりの量）は、異なる用途にお
いて様々であってよい。一般には、形質導入Ｔ細胞の濃度は、望ましくは治療されている
対象に少なくとも１ｍ２当たり約１×１０４から約１×１０９個の形質導入細胞、さらに
より望ましくは、約１×１０６または１×１０７から約５×１０８個の形質導入細胞を提
供するのに十分であるべきであるが、それより多い、例えば、５×１０８細胞より多い、
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または少ない、例えば、１×１０７細胞未満のいずれでも任意の適した量が利用されてよ
い。服薬スケジュールは、確立した細胞療法に基づいてよく（例えば、ＴＯＰＡＬＩＡＮ
　ａｎｄ　ＲＯＳＥＮＢＥＲＧ、１９８７年、米国特許第４，６９０，９１５号を参照）
、または代替の連続的な注入計画を採用してよい。
【００７８】
　これらの値は、本発明の実践のために本発明の方法を最大活用するにあたり施術者によ
って利用される形質導入Ｔ細胞の範囲の一般的手引きを提供する。こうした範囲の本明細
書における詳述は、特定の用途において正当とされ得るように、成分のより多量または少
量の使用を決して除外しない。例えば、実際の投与量およびスケジュールは、組成物が他
の医薬組成物と併用して投与されるかどうかに応じて、または薬物動態、薬物消長、およ
び代謝における個人間の差に応じて異なってよい。当業者は、特定の状況の危急の事情に
従って任意の必要な調整を容易に行い得る。
【００７９】
　本発明の第３の態様は、有効量の少なくとも一種の抗体、その機能的断片、または誘導
体を、それを必要とする対象に投与するステップを含む、対象においてＯＡｃＧＤ２ガン
グリオシドを発現しているがんを治療および／または予防するための方法に関する。
【００８０】
　好ましくは、対象は、哺乳動物および最も好ましくはヒトを指す。
【００８１】
　前記ＯＡｃＧＤ２ガングリオシドを発現しているがんは、神経芽細胞腫、神経膠腫、網
膜芽細胞腫、ユーイングファミリー腫瘍、肉腫（すなわち横紋筋肉腫、骨肉腫、平滑筋肉
腫、脂肪肉腫、および線維肉腫）、小細胞肺がん、乳がん、黒色腫、転移性腎癌腫、頭頸
部がんおよび血液がん（すなわち白血病、ホジキンリンパ腫、非ホジキンリンパ腫および
骨髄腫）を含む群から選択される。
【００８２】
　本発明の第４の態様は、対象においてＯＡｃＧＤ２ガングリオシドを発現しているがん
を診断するための方法、好ましくはｉｎ　ｖｉｔｒｏでの方法であって、生体試料におけ
るＯＡｃＧＤ２ガングリオシド発現レベルを決定するために、前記対象の生体試料を、本
明細書に記載される少なくとも一種の抗体、その機能的断片または誘導体と接触させるス
テップであって、検出可能なＯＡｃＧＤ２ガングリオシド発現レベルがこのようながんを
示す、ステップを含む、方法に関する。
【００８３】
　好ましくは、前記対象は、哺乳動物および最も好ましくはヒトを指す。
【００８４】
　本明細書で使用する場合、生体試料は、血液試料またはがん生検材料などのがん細胞を
潜在的に含む試料を指す。
【００８５】
　前記ＯＡｃＧＤ２ガングリオシドを発現しているがんは、神経芽細胞腫、神経膠腫、網
膜芽細胞腫、ユーイングファミリー腫瘍、肉腫（すなわち横紋筋肉腫、骨肉腫、平滑筋肉
腫、脂肪肉腫、および線維肉腫）、小細胞肺がん、乳がん、黒色腫、転移性腎癌腫、頭頸
部がんおよび血液がん（すなわち白血病、ホジキンリンパ腫、非ホジキンリンパ腫および
骨髄腫）を含む群から選択される。
【００８６】
　好ましい実施形態において、本発明の方法は、前記ＯＡｃＧＤ２ガングリオシド発現を
対照と比較するステップをさらに含む。
【００８７】
　本明細書で使用する場合、前記「対照」は、健康な対象からの生体試料の細胞に相当す
る対照試料におけるＯＡｃＧＤ２ガングリオシド発現レベルを指す。
【００８８】
　第５の態様において、本発明は、前述のような少なくとも一種の抗体、機能的断片また
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は誘導体と、最終的に対象への前記抗体、その機能的断片もしくは誘導体または前記製剤
の投与に有用である手段とを含む、前記対象においてＯＡｃＧＤ２ガングリオシドを発現
しているがんを診断するためのキットに関する。
【００８９】
　前述のように、前記キットの前記抗体、その機能的断片または誘導体は、特に対象の反
応性を画像化および監視することによる診断のために、対象においてＯＡｃＧＤ２ガング
リオシドを発現しているがんを診断するためにｉｎ　ｖｉｖｏでの方法において使用する
ための画像技術によって直接検出されるのに適した免疫複合体、例えば蛍光体または放射
性同位体を含む免疫複合体を指し得る。
【００９０】
　本明細書で使用する場合、「キット」という語は、材料を送達するための任意の送達シ
ステムを指す。反応アッセイとの関連で、こうした送達システムには、ある場所から別の
場所への反応試薬の保存、輸送、もしくは送達を可能にするシステムおよび／または支持
材料（例えば、緩衝剤、アッセイを実行するための書面での指示書など）が含まれる。例
えば、キットには、関連した反応試薬および／または支持材料を含有する１つまたは複数
の囲壁（例えば、箱）が含まれる。本明細書で使用する場合、「断片化キット」という語
は、それぞれ全キット構成要素の副部を含有する２個以上の別個の容器を含む送達システ
ムを指す。容器は、意図されるレシピエントに一緒にまたは別々に送達されてよい。「断
片化キット」という語は、連邦食品・医薬品・化粧品法の５２０（ｅ）節の下で規制され
ている分析物特異的試薬（ＡＳＲ）を含有するキットを包含することが意図されるが、こ
れに限定されない。実際には、それぞれ全キット構成要素の副部を含有する２個以上の別
々の容器を含む任意の送達システムは、「断片化キット」という語に含まれる。対照的に
、「組み合わせキット」は、単一容器において（例えば、所望の構成要素のそれぞれを収
容する単一の箱において）反応アッセイの全ての構成要素を含有する送達システムを指す
。「キット」という語には、断片化キットおよび組み合わせキットの両方が含まれる。
【００９１】
　本キットには、本方法の実装を容易に推進するための、１種もしくは複数の試薬、緩衝
剤、ハイブリダイゼーション培地、固体支持体、データベース、分配順序を計算するため
のコンピュータープログラムおよび／または使い捨ての実験室設備、例えばマルチウェル
プレートも含まれ得る。本キットに含まれていてよい酵素には、ヌクレオチドポリメラー
ゼなどが含まれる。固体支持体には、ビーズおよび同類のものが含まれ得るのに対して、
分子量マーカーには複合体形成可能な（ｃｏｎｊｕｇａｔａｂｌｅ）マーカー、例えばビ
オチンおよびストレプトアビジンまたは同種のものが含まれ得る。一実施形態において、
キットは、本明細書に述べる方法を実行するための指示書で構成されている。指示書は、
紙印刷物、コンピューター読み取り可能媒体、または同種のものなどの、有形媒体を介し
て任意の明瞭な形態で提供され得る。
【００９２】
　以下において、本発明は、アミノ酸配列、核酸配列および実施例への参照と共により詳
細に記載される。しかしながら、実施例の詳細による本発明の限定は意図されない。むし
ろ、本発明は、本明細書における実施例において明白に言及されていないが、過度の努力
なしに当業者が見出す詳細を含む任意の実施形態に関係する。
【実施例】
【００９３】
　１）ヒト化
　１．１　第１ラウンド：
　８Ｂ６配列は、最も限定された特定されているヒト生殖系列を使用することによってＣ
ＤＲグラフティング法を用いてヒト化されている。次いで、得られたヒト化抗体（ＯＧＤ
２０１）の結合を、ＰＢＳ、１％ＢＳＡ中で４５分間氷上でＩＭＲ５細胞上で（すなわち
それらの表面にＯＡｃＧＤ２を発現している）異なる濃度（すなわち０．０１から１０μ
ｇ／ｍｌ）におけるそれらのインキュベーションによって試験した。インキュベーション
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および洗浄後、抗体結合を、３０分間氷上でのＦＩＴＣ（Ｓｏｕｔｈｅｒｎ　Ｂｉｏｔｅ
ｃｈ）を結合したヤギ抗マウスＩｇＧとのインキュベーションによって検出した。最後に
、細胞蛍光を、フローサイトメーターによって分析した。
【００９４】
　唯一の機能的生殖系列に関する結果を、表１ならびに図１および図２に示す。
【００９５】
【表１】
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【００９６】
　ＣＤＲは、参照およびコンセンサス配列においては太字で表し、突然変異した変異型ア
ミノ酸は灰色で強調表示する。
【００９７】
　図１は、マウス抗体（８Ｂ６）と比較したＶＨヒト化抗ＯＡｃＧＤ２　ｍＡｂ（ＯＧＤ
２０１　ＶＨ３（配列番号５）、ＯＧＤ２０１　ＶＨ２（配列番号４）、およびＯＧＤ２
０１　ＶＨ１（配列番号３））のＩＭＲ５細胞での結合滴定アッセイを表す。
【００９８】
　図２は、マウス抗体（８Ｂ６）と比較したＶＬヒト化抗ＯＡｃＧＤ２　ｍＡｂ（ＯＧＤ
２０１　ＶＬ１（配列番号８）、ＯＧＤ２０１　ＶＬ２（配列番号９）、ＯＧＤ２０１　
ＶＬ３（配列番号１０）、およびＯＧＤ２０１　ＶＬ４（配列番号１１））のＩＭＲ５細
胞での結合滴定アッセイを表す。
【００９９】
　図３は、マウス抗体（８Ｂ６）と比較したＶＨ－ＶＬヒト化抗ＯＡｃＧＤ２　ｍＡｂの
ＩＭＲ５細胞での結合滴定アッセイを表す。これらのＶＨ－ＶＬヒト化抗ＯＡｃＧＤ２　
ｍＡｂは、ＶＨヒト化抗ＯＡｃＧＤ２　ｍＡｂ（ＯＧＤ２０１　ＶＨ３（配列番号５）、
ＯＧＤ２０１　ＶＨ２（配列番号４）、またはＯＧＤ２０１　ＶＨ１（配列番号３））を
ＶＬヒト化抗ＯＡｃＧＤ２　ｍＡｂ（ＯＧＤ２０１　ＶＬ１（配列番号８）、ＯＧＤ２０
１　ＶＬ２（配列番号９）、ＯＧＤ２０１　ＶＬ３（配列番号１０）、およびＯＧＤ２０
１　ＶＬ４（配列番号１１））と結合させる。
【０１００】
　結果は、非常に多くの試験したヒト生殖系列（データは示さず）で、本発明者らが、ヒ
ト生殖系列と少なくとも８３％および８４％の同一性を有する第１のＶＨおよびＶＬコン
センサス配列を同定したことを示す。得られたコンセンサス配列は、それぞれ元の抗体よ
りほぼ１０％および７％多くヒト化され、同時にＯＡｃＧＤ２への極めて良好な結合を有
する（図１、２および３を参照）。
【０１０１】
　１．２　最適化：
　抗体ヒト化度を増加する目的で、本発明者らは、ＯＡｃＧＤ２への結合に影響を及ぼさ
ないものを選択するために８Ｂ６配列で点突然変異体の試験を開始する。次いで、得られ
たヒト化抗体（ＯＧＤ２０１）のＯＡｃＧＤ２結合を、前述のように試験した。
【０１０２】
　試験した点突然変異体に関する結果を、表２に示す。
【０１０３】
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【表２】

【０１０４】
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【表３】

【０１０５】
　ＣＤＲは、コンセンサス配列においては太字で表し、突然変異した変異型アミノ酸は、
灰色で強調表示する。
【０１０６】
　本発明者らは、ＯＡｃＧＤ２結合に影響を及ぼさずに変異／ヒト化され得る新規の位置
を特定した。これらの結果に基づいて、本発明者らは、より大きいヒト化抗体度の獲得を
可能にする新規のコンセンサス配列を確立した（コンセンサス配列２）。
【０１０７】
　１．３　ヒト化第２ラウンド：
　前に行った最適化ステップおよび対応するコンセンサス配列に基づいて、本発明者らは
、ＯＡｃＧＤ２へのそれらの結合を試験した新規のヒト化ＶＨおよびＶＬ配列を設計した
。
【０１０８】
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【表４】

【０１０９】
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【０１１０】
　ＣＤＲは太字で表し、突然変異した変異型アミノ酸は灰色で強調表示する。
【０１１１】
　次いで、得られたヒト化抗体の結合を、ＰＢＳ、１％ＢＳＡ中で４５分間氷上でＩＭＲ
５細胞上で（すなわちそれらの表面にＯＡｃＧＤ２を発現している）異なる濃度（すなわ
ち０．０１から１０μｇ／ｍｌ）におけるそれらのインキュベーションによって試験する
。インキュベーションおよび洗浄後、抗体結合を、３０分間氷上でのＦＩＴＣ（Ｓｏｕｔ
ｈｅｒｎ　Ｂｉｏｔｅｃｈ）を結合したヤギ抗マウスＩｇＧとのインキュベーションによ
って検出する。最後に、細胞蛍光を、フローサイトメーターによって分析する。
【０１１２】
　１．４　最適化：
　抗体ヒト化度を再び増加するように、本発明者らは、ＯＡｃＧＤ２への結合に影響を及
ぼさないものを選択するように今回はＣＤＲにおける点突然変異体の新規のラウンドを開
始する。次いで、得られた抗体のＯＡｃＧＤ２結合を、前述のように試験する。
【０１１３】
　試験した点突然変異体を、表４に示す。
【０１１４】
表４
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【表６】

【０１１５】



(24) JP 2019-532016 A 2019.11.7

10

20

30

40

50

【表７】

【０１１６】



(25) JP 2019-532016 A 2019.11.7

10

20

30

40

50

【表８】

【０１１７】
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【表９】

【０１１８】
　ＣＤＲは太字で表し、突然変異した変異型アミノ酸は灰色で強調表示する。
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【０１１９】
　１．５　ヒト化第３ラウンド：
　前に行った最適化ステップおよび対応するコンセンサス配列に基づいて、本発明者らは
、ＯＡｃＧＤ２へのそれらの結合を試験した新規のヒト化ＶＨおよびＶＬ配列を設計した
。
【０１２０】
【表１０】
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【０１２１】
　ＣＤＲは太字で表し、突然変異した変異型アミノ酸は灰色で強調表示する。
【０１２２】
　次いで、得られたヒト化抗体の結合を、ＰＢＳ、１％ＢＳＡ中で４５分間氷上でＩＭＲ
５細胞上で（すなわちそれらの表面にＯＡｃＧＤ２を発現している）異なる濃度（すなわ
ち０．０１から１０μｇ／ｍｌ）におけるそれらのインキュベーションによって試験する
。インキュベーションおよび洗浄後、抗体結合を、３０分間氷上でのＦＩＴＣ（ＳＯＵＴ
ＨＥＲＮ　ＢＩＯＴＥＣＨ）を結合したヤギ抗マウスＩｇＧとのインキュベーションによ
って検出する。最後に、細胞蛍光を、フローサイトメーターによって分析する。
【０１２３】
　意外にも、結果は、ＶＨ７２Ｂｍａｘ、ＶＨ４９Ｂ、ＶＨ４９Ｂｍａｘ、ＶＬ３０ＢＨ
、およびＶＬ２８Ｂｓ０１／Ａ２はそれらのマウス対照物と比較してはるかに変性されて
いる一方で、それらはこのマウス対照物と同等の結合親和性を取得しており、ＶＨ４９Ｂ
ｍａｘおよびＶＬ２８Ｂｓ０１／Ａ２はより良好な結合親和性を有していることを示す。
【０１２４】
　２）ｓｃＦｖ構造
　選択されたヒト化ＶＨおよびＶＬ配列は、表５に開示されたリンカーを用いてＶＨ－リ
ンカー－ＶＬまたはＶＬ－リンカー－ＶＨ方向において融合される。これらのポリペプチ
ドの精製のステップを単純化するために種々のタグを、Ｃ末端の先端、好ましくはＨｉｓ
タグ（ＨＨＨＨＨＨ、配列番号１２５）に加えることが可能であった。
【０１２５】

【表１１】

【０１２６】
　次いで、設計したｓｃＦｖ断片を、使用されているタグに応じて（例えばＨｉｓタグの
場合はニッケルイオンでキレート化したニッケル）大腸菌系またはＣＨＯ、Ｓｐ２／Ｏ、
ＨＥＫ２９３を含めた哺乳動物において産生しさらにアフィニティークロマトグラフィー
によって精製する。
【０１２７】
　３）Ｋｄ測定
　ヒト化抗体およびその断片（ｓｃＦｖ）の親和力を、ＢＩＡＣＯＲＥ　Ｔ２００　ＢＩ
ＯＳＥＮＳＯＲ（ＧＥ　ＨＥＡＬＴＨＣＡＲＥ）を用いて評価する。これらの実験のため
に、ガングリオシド（ＯＡｃＧＤ２、ＧＤ２、ＧＭ２）を、疎水性相互作用によってＣＭ
５バイオセンサーチップ上に直接固定化する。これのために、ガングリオシド希釈混合物
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（５０μｇ／ｍｌ）を、５μｌ／分の流速で１５分の間注入する（７５μｌ）。
【０１２８】
　次いで、２５０ｍＭ　ＮａＣｌを含有するＨＢＳ－Ｅ緩衝剤に希釈した、増加させてい
る濃度（６．２５から２００ｎＭ）の精製した抗体またはその断片（ｓｃＦｖ）を調製す
る。試験する試料（６０μｌ）を、２分かけて３０μｌ／分の流速でセンサー表面上に注
入する。
【０１２９】
　最後に、結合データを、ＢＩＡＣＯＲＥ　Ｔ－２００評価ソフトウェアを用いて二価分
析モデル（ｂｉｖａｌｅｎｔ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｍｏｄｅｌ）および速度定数のデフォ
ルトパラメータ設定によって分析する。
【０１３０】
【表１２】

【０１３１】
　４）細胞毒性活性測定
　精製したヒト化抗体またはその断片の直接細胞毒性を、ヨウ化プロピジウム組み込み（
ＰＩ）によって分析する。
【０１３２】
　ＩＰアッセイにおいて、１×１０５ＩＭＲ５細胞を、４８ウェルプレート中で３７℃で
２４時間インキュベートする。４０μｇ／ｍｌの抗体またはその断片を追加して３７℃で
１６時間インキュベートする。インキュベーション後、ＰＢＳ中１０μｇ／ｍｌでＰＩを
追加して蛍光をフローサイトメトリーによって直ちに分析する。死細胞の割合を、３連で
平均値±ＳＤとして表した。
【０１３３】
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　ＡＤＣＣ活性を、以下のように測定した。腫瘍細胞を、製造業者の説明に従って細胞膜
染色ＰＫＨ－２６（Ｓｉｇｍａ　Ａｌｄｒｉｃｈ）で標識した。標識した細胞（１００μ
Ｌ中１０４細胞）を、９６ウェルマイクロタイタープレート中で５０μＬの抗体と共にイ
ンキュベートした。ヒト細胞株ＮＫ－９２－ＲＦｃｇＩＩＩ＋、または全ＰＢＭＣを、エ
フェクター細胞として用いた。示したエフェクター対標的比率でエフェクター細胞（５０
μＬ）を腫瘍細胞に加えて３７℃で２４時間インキュベートした。次いでＰＫＨ－２６＋
標的細胞集団内の細胞死を、ＴＯＰＲＯ－３ヨウ化物（ＴＰ３）（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎ
ｏｌｏｇｉｅｓ）の添加によって評価した。二重陽性のＴＰ３＋、ＰＫＨ２６＋死標的細
胞集団を、フローサイトメトリーによって検出した。特異的溶解の割合を、１００×（生
存不能二重陽性標的細胞）／（生存不能二重陽性標的細胞＋生存可能ＰＫＨ２６＋標的細
胞）として計算した。
【０１３４】
　５）免疫原性測定
　抗体の免疫原性可能性を調査するために、ＰＲＯＰＲＥＳＥＮＴ（登録商標）Ａｎｔｉ
ｇｅｎ　Ｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎ　Ａｓｓａｙｓ（ＰＲＯＩＭＭＵＮＥ）またはＥＰＩ
ＳＣＲＥＥＮ（ＡＮＴＩＴＯＰＥ）またはＥＰＩＢＡＳＥ　Ｔ　ＣＥＬＬ　ａｓｓａｙ（
ＬＯＮＺＡ）またはＩＭＭＵＮＯ’ＬＩＮＥ（ＰＬＡＴＩＮＥ）も使用した。
【０１３５】
　簡潔に述べると、ＨＬＡ型の、健康なドナー末梢血単核細胞（ＰＢＭＣ）試料のパネル
を、（最適なＨＬＡ分布を反映するために選択された）組織バンクから調製する。次いで
、ドナーＰＢＭＣからの単球を、限定培地において培養して分化させ樹状細胞（ＤＣ）を
産生する。
【０１３６】
　Ｔ細胞活性の分析のために、本発明者らは、ＣＤ４＋　Ｔ細胞の存在下で試験抗原（す
なわち試験される抗体）を与えたＤＣを使用した。最後に、Ｔ細胞活性化を、Ｔ細胞増殖
アッセイ（すなわちＣＦＳＥ、Ｈ３）およびサイトカイン分泌（すなわちＩＬ－２、ＩＬ
－６、ＩＬ－８、ＩＮＦγ）によって測定する。有意のＴ細胞反応を、パラメトリックお
よびノンパラメトリック統計的分析によって測定する。結果を、内部対照に対してベンチ
マーク試験する。
【０１３７】
　目的の配列を同定するために、本発明者らは、採取したＤＣ、および精製した対応する
ＨＬＡ分子を使用した。関連ペプチドを溶離する。ペプチド試料を配列決定質量分析法に
よって分析し次いで得られたデータを目的の配列からなるタンパク質データベースライブ
ラリーおよび最適な生物の国際タンパク質インデックス（ＩＰＩ）に対して比較する。ペ
プチドを、確率を基礎とするアルゴリズムに従って重要性でランク付けしてデータをスク
ランブルデコイ（ｓｃｒａｍｂｌｅｄ　ｄｅｃｏｙ）データベースに対して検索をかける
ことにより確認し偽陽性を減少させる。
【０１３８】
　最終的に、得られたデータは、試験した抗体のヒトにおける潜在的な免疫原性の決定を
可能にする。
【０１３９】
　６）サイトカイン放出アッセイ
　全ＰＢＭＣを、ヒト化抗体およびその断片（ｓｃＦｖ）または対照マウス抗体（８Ｂ６
）と共にインキュベートしてサイトカイン分泌（ＩＦＮガンマ、ＴＮＦアルファ、ＩＬ－
６、ＩＬ－２、ＩＬ－１０、ＩＬ－１２、ＩＬ－１３、ＩＬ－１７、ＩＬ－１ベータ、．
．．）を、Ｂｉｏ－Ｐｌｅｘ　Ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ　Ｐｒｏ（商標）ヒトサイトカイン免
疫測定法（ＢＩＯＲＡＤ）によって製造業者の説明に従って分析する。詳細については、
ＦＩＮＣＯら（Ｃｙｔｏｋｉｎｅ、６６巻、１４３～１４５頁、２０１４年）を参照され
たい。
【０１４０】



(31) JP 2019-532016 A 2019.11.7

10

　最終的に、サイトカイン発現プロファイルは、試験した抗体のヒトにおける潜在的な免
疫原性の決定を可能にする。
【０１４１】
　意外にも、免疫原性結果は、ＶＨ７２Ｂｍａｘ、ＶＨ４９Ｂ、ＶＨ４９Ｂｍａｘ、ＶＬ
３０ＢＨ、およびＶＬ２８Ｂｓ０１／Ａ２がそれらのマウス対照物と同等なＯＡｃＧＤ２
およびＧＤ２ガングリオシドに対する結合親和性を有する一方で、それらは弱くなった免
疫原性を有し、ＶＨ７２ｍａｘおよびＶＨ４９Ｂｍａｘは最弱の免疫原性を有することを
示す。
【０１４２】
　ここでさらに驚いたことに、免疫原性結果は、ＶＨ１、ＶＨ２、ＶＨ３、ＶＨ７２ＢＣ
ＤＲ、ＶＨ７２ＢＨ、ＶＨ４９ＢＣＤＲ、ＶＨ４９ＢＨ、ＶＬ１、ＶＬ２、ＶＬ３、ＶＬ
４、およびＶＬ２８ＢＨがそれらのマウス対照物と同様に良好な結合親和性を有する一方
で、それらが最小の免疫原性も有することも示す。

【図１】 【図２】
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