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(57)【要約】
　本発明はMAGE-A3と結合する抗原結合タンパク質、例えば抗体、かかる抗体をコードす
るポリヌクレオチド、前記抗原結合タンパク質の診断への応用、および製造の方法に関す
る。
【選択図】　なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　MAGE-A3およびMAGE-A6と特異的に結合するが、MAGE-A2またはMAGE-A12と特異的に結合
しない抗原結合タンパク質。
【請求項２】
　MAGE-A3およびMAGE-A6と特異的に結合するが、MAGE-Aサブファミリーのいずれかの他の
メンバーと特異的に結合しない抗原結合タンパク質。
【請求項３】
　配列番号52、配列番号58、配列番号64から成る群より選択されるアミノ酸配列を有する
CDRH3を含む、請求項１に記載の抗原結合タンパク質。
【請求項４】
　さらに、CDRH1（配列番号50）、CDRH1（配列番号56）、CDRH1（配列番号62）、CDRH2（
配列番号51）、CDRH2（配列番号57）、CDRH2（配列番号63）、CDRL1（配列番号53）、CDR
L1（配列番号59）、CDRL1（配列番号65）、CDRL2（配列番号54）、CDRL2（配列番号60）
、CDRL2（配列番号66）、CDRL3（配列番号55）、CDRL3（配列番号61）、CDRL3（配列番号
67）から選択される１以上のまたは全てのCDRを含む、請求項３に記載の抗原結合タンパ
ク質。
【請求項５】
　CDRH1が配列番号50であり、CDRH2が配列番号51であり、そしてCDRH3が配列番号52であ
る、請求項１～４のいずれか1項に記載の抗原結合タンパク質。
【請求項６】
　CDRH1が配列番号56であり、CDRH2が配列番号57であり、そしてCDRH3が配列番号58であ
る、請求項１～５のいずれか1項に記載の抗原結合タンパク質。
【請求項７】
　CDRH1が配列番号62であり、CDRH2が配列番号63であり、そしてCDRH3が配列番号64であ
る、請求項１～６のいずれか1項に記載の抗原結合タンパク質。
【請求項８】
　CDRL1が配列番号53であり、CDRL2が配列番号54であり、そしてCDRL3が配列番号55であ
る、請求項１～７のいずれか1項に記載の抗原結合タンパク質。
【請求項９】
　CDRL1が配列番号59であり、CDRL2が配列番号60であり、そしてCDRL3が配列番号61であ
る、請求項１～８のいずれか1項に記載の抗原結合タンパク質。
【請求項１０】
　CDRL1が配列番号65であり、CDRL2が配列番号66であり、そしてCDRL3が配列番号67であ
る、請求項１～９のいずれか1項に記載の抗原結合タンパク質。
【請求項１１】
　さらに
（a）配列番号39のフレームワーク域と75％以上の配列同一性を有する重鎖可変域アクセ
プター抗体フレームワーク；
（b）配列番号43のフレームワーク域と75％以上の配列同一性を有する重鎖可変域アクセ
プター抗体フレームワーク；
（c）配列番号47のフレームワーク域と75％以上の配列同一性を有する重鎖可変域アクセ
プター抗体フレームワーク；
（d）配列番号41に示したフレームワーク域と75％以上の配列同一性を有する軽鎖可変ド
メインアクセプター抗体フレームワーク；
（e）配列番号45に示したフレームワーク域と75％以上の配列同一性を有する軽鎖可変ド
メインアクセプター抗体フレームワーク；または
（f）配列番号49に示したフレームワーク域と75％以上の配列同一性を有する軽鎖可変ド
メインアクセプター抗体フレームワーク；
の少なくとも１つを含む、請求項１～１０のいずれか1項に記載の抗原結合タンパク質。
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【請求項１２】
　（i）配列番号47の重鎖可変域または配列番号47と75％以上の配列同一性を持つ変異体
重鎖可変域、および配列番号49の軽鎖可変域または配列番号49と75％以上の配列同一性を
持つ軽鎖可変域；
（ii）配列番号39の重鎖可変域または配列番号39と75％以上の配列同一性を持つ変異体重
鎖可変域、および配列番号41の軽鎖可変域または配列番号41と75％以上の配列同一性を持
つ軽鎖可変域；または
（iii）配列番号43の重鎖可変域または配列番号43と75％以上の配列同一性を持つ変異体
重鎖可変域、および配列番号45の軽鎖可変域または配列番号45と75％以上の配列同一性を
持つ軽鎖可変域；
を含む、請求項１に記載の抗原結合タンパク質。
【請求項１３】
（a）配列番号52（GGNNGFAY）のCDRH3、または、配列番号52のアミノ酸残基番号2におけ
るGlyのTrpへの置換を有する変異体；
（b）配列番号50（SDYVWN）のCDRH1、または、配列番号50のアミノ酸残基番号4におけるV
alのAlaへの置換を有する変異体；
（c）配列番号51（YIGHSGRTSYNPSLKS）のCDRH2、または、配列番号51のアミノ酸残基番号
2におけるIleのMetもしくはValへの置換、配列番号51のアミノ酸残基番号4におけるHisの
Tyrへの置換、または配列番号51のアミノ酸残基番号10におけるTyrのLeuへの置換を含む
変異体；
（d）配列番号53（KSSQSLLNSGNQKNYLT）のCDRL1、または、配列番号53のアミノ酸残基番
号5におけるSerのAsn、Asp、ThrまたはGluへの置換、配列番号53のアミノ酸残基番号7に
おけるLeuのAsp、Tyr、Val、Ile、Ser、Asn、Phe、His、GlyまたはThrへの置換、配列番
号53のアミノ酸残基番号14におけるAsnのSer、Thr、LysまたはGlyへの置換、配列番号53
のアミノ酸残基番号15におけるTyrのPhe、Asn、Ala、His、SerまたはArgへの置換、また
は配列番号53のアミノ酸残基番号16におけるLeuのMet、Val、IleまたはPheへの置換を含
む変異体；
（e）配列番号54（WTSTRDS）のCDRL2；および
（f）配列番号55（QNDYSYPPT）のCDRL3、または、配列番号55のアミノ酸残基番号1におけ
るGlnのSer、Gly、PheまたはLeuへの置換、配列番号55のアミノ酸残基番号2におけるAsn
のGlnまたはHisへの置換、配列番号55のアミノ酸残基番号3におけるAspのAsn、Phe、Gly
、Ser、Arg、His、Thr、TyrまたはValへの置換、配列番号55のアミノ酸残基番号4におけ
るTyrのAsn、TrpThr、Ser、Arg、Gln、His、AlaまたはAspへの置換、配列番号55のアミノ
酸残基番号5におけるSerのGlu、Asn、Gly、His、Thr、Arg、Alaへの置換、配列番号55の
アミノ酸残基番号6におけるTyrのAsp、Thr、Val、Leu、His、Asn、Ile、Trp、ProまたはS
erへの置換、または配列番号55のアミノ酸残基番号8におけるProのLeu、Tyr、Arg、Ile、
TrpまたはPheへの置換を含む変異体；
を含むものであって、MAGE-A3と結合する、請求項１に記載の抗原結合タンパク質。
【請求項１４】
（a）配列番号52のCDRH3；
（b）配列番号50のCDRH1；
（c）配列番号51のCDRH2；
（d）配列番号53のCDRL1；
（e）配列番号54のCDRL2；
（f）配列番号55のCDRL3；
（g）配列番号39に記載の重鎖フレームワークであって、アミノ酸残基番号2にVal；アミ
ノ酸残基番号20にLeu；アミノ酸残基番号22にCys；アミノ酸残基番号24にVal；アミノ酸
残基番号26にGly；アミノ酸残基番号29にIle；アミノ酸残基番号36にTrp；アミノ酸残基
番号47にTrpまたはTyr；アミノ酸残基番号48にMet；アミノ酸残基番号69にIleまたはMet
；アミノ酸残基番号71にArg、LysまたはVal；アミノ酸残基番号76にAsn；アミノ酸残基番
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号78にPhe；アミノ酸残基番号80にLeu；またはアミノ酸残基番号92にCysを含み、アミノ
酸残基はKabatスキームを用いて番号付けられている前記重鎖フレームワーク；および
（h）配列番号41に記載の軽鎖フレームワークであって、アミノ酸残基番号2にIle、Leuま
たはVal；アミノ酸残基番号3にVal、Gln、LeuまたはGlu；アミノ酸残基番号4にMetまたは
Leu；アミノ酸残基番号23にCys；アミノ酸残基番号35にTrp；アミノ酸残基番号71にTyrま
たはPhe；アミノ酸残基番号88にCys、またはアミノ酸残基番号98にPheを含み、アミノ酸
残基はKabatスキームを用いて番号付けられている前記軽鎖フレームワーク；
を含むものであって、MAGE-A3と結合する、請求項１３に記載の抗原結合タンパク質。
【請求項１５】
（a）重鎖フレームワークがアミノ酸残基番号2にVal；アミノ酸残基番号20にLeu；アミノ
酸残基番号22にCys；アミノ酸残基番号24にVal；アミノ酸残基番号26にGly；アミノ酸残
基番号29にIle；アミノ酸残基番号36にTrp；アミノ酸残基番号47にTrp；アミノ酸残基番
号48にMet；アミノ酸残基番号69にIle；アミノ酸残基番号71にArg；アミノ酸残基番号76
にAsn；アミノ酸残基番号78にPhe；アミノ酸残基番号80にLeu；およびアミノ酸残基番号9
2にCysを含み；アミノ酸残基はKabatスキームを用いて番号付けられている；および
（b）軽鎖フレームワークがアミノ酸残基番号2にIle；アミノ酸残基番号3にVal；アミノ
酸残基番号4にMet；アミノ酸残基番号23にCys；アミノ酸残基番号35にTrp；アミノ酸残基
番号71にPhe；アミノ酸残基番号88にCys、およびアミノ酸残基番号98にPheを含み；アミ
ノ酸残基はKabatスキームを用いて番号付けられている、請求項１４に記載の抗原結合タ
ンパク質。
【請求項１６】
（a）配列番号58（QDYFDY）のCDRH3、または、配列番号58のアミノ酸残基番号6におけるT
yrのHis、Val、Ile、Ser、AspまたはGlyへの置換を有する変異体；
（b）配列番号56（TNAMS）のCDRH1、または、配列番号56のアミノ酸残基2におけるAsnのI
le、His、Tyr、Phe、Thr、Cys、GlueまたはAspへの置換、配列番号56のアミノ酸残基3に
おけるAlaのTyr、Trp、Gly、Thr、LeuまたはValへの置換、配列番号56のアミノ酸残基4に
おけるMetのIle、ValまたはTrpへの置換、または配列番号56のアミノ酸残基5におけるSer
のHis、Glu、Asn、Gln、TyrまたはThrへの置換を含む変異体；
（c）配列番号57（TITSGGGSTY YPVSVKG）のCDRH2、または、配列番号57のアミノ酸残基1
におけるThrのGly、Tyr、Phe、Ile、GluまたはValへの置換、配列番号57のアミノ酸残基2
におけるIleのLeu、Val、Thr、SerまたはAsnへの置換、配列番号57のアミノ酸残基3にお
けるThrのSer、Phe、TrpまたはHisへの置換、配列番号57のアミノ酸残基4におけるGlyのA
sp、SerまたはAsnへの置換、配列番号57のアミノ酸残基5におけるGlyのSerへの置換、配
列番号57のアミノ酸残基8におけるSerのTyr、Thr、Asn、AspまたはArgへの置換、または
配列番号57のアミノ酸残基10におけるTyrのGly、His、Phe、AspまたはAsnへの置換を含む
変異体；
（d）配列番号59（RSSTGAVTST NYAN）のCDRL1、または、配列番号59のアミノ酸残基6にお
けるAlaのThrへの置換、または配列番号59のアミノ酸残基12におけるTyrのHisへの置換を
含む変異体；
（e）配列番号60（GTNNRAP）のCDRL2；および
（f）配列番号61（ALWYSNHWV）のCDRL3、または、配列番号61のアミノ酸残基5におけるSe
rのAsnへの置換、または配列番号61のアミノ酸残基7におけるHisのLeuへの置換を含む変
異体；
を含むものであって、MAGE-A3と結合する、請求項１に記載の抗原結合タンパク質。
【請求項１７】
（a）配列番号58のCDRH3；
（b）配列番号56のCDRH1；
（c）配列番号57のCDRH2；
（d）配列番号59のCDRL1；
（e）配列番号60のCDRL2；
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（f）配列番号61のCDRL3；
（g）配列番号43に記載の重鎖フレームワークであって、アミノ酸残基番号2にVal、Ileま
たはGly；アミノ酸残基番号4にLeuまたはVal；アミノ酸残基番号20にLeu、Ile、Metまた
はVal；アミノ酸残基番号22にCys；アミノ酸残基番号24にThr、Ala、Val、GlyまたはSer
；アミノ酸残基番号26にGly；アミノ酸残基番号29にIle、Phe、LeuまたはSer；アミノ酸
残基番号36にTrp；アミノ酸残基番号47にTrp；アミノ酸残基番号48にIle、Met、Valまた
はLeu；アミノ酸残基番号69にIle、Leu、Phe、MetまたはVal；アミノ酸残基番号71にArg
；アミノ酸残基番号78にAla、Leu、Val、TyrまたはPhe；アミノ酸残基番号80にLeuまたは
Met；アミノ酸残基番号90にTyrまたはPhe；アミノ酸残基番号92にCys；およびアミノ酸残
基番号94にArg、Lys、Gly、Ser、HisまたはAsnを含み、アミノ酸残基はKabatスキームを
用いて番号付けられている前記重鎖フレームワーク；および
（h）配列番号45に記載の軽鎖フレームワークであって、アミノ酸残基番号2にAlaまたはG
ln；アミノ酸残基番号3にVal；アミノ酸残基番号4にVal；アミノ酸残基番号23にCys；ア
ミノ酸残基番号35にTrp；アミノ酸残基番号48にIle；アミノ酸残基番号66にLeu；アミノ
酸残基番号71にAla；アミノ酸残基番号88にCys、およびアミノ酸残基番号98にPheを含み
、アミノ酸残基はKabatスキームを用いて番号付けられている前記軽鎖フレームワーク；
を含むものであって、MAGE-A3と結合する、請求項１６に記載の抗原結合タンパク質。
【請求項１８】
（a）重鎖フレームワークがアミノ酸残基番号2にVal：アミノ酸残基番号4にVal：アミノ
酸残基番号20にLeu：アミノ酸残基番号22にCys：アミノ酸残基番号24にAla：アミノ酸残
基番号26にGly：アミノ酸残基番号29にPhe：アミノ酸残基番号36にTrp：アミノ酸残基番
号47にTrp：アミノ酸残基番号48にVal：アミノ酸残基番号69にIle：アミノ酸残基番号71
にArg：アミノ酸残基番号78にLeu：アミノ酸残基番号80にLeu：アミノ酸残基番号90にTyr
：アミノ酸残基番号92にCys：およびアミノ酸残基番号94にArgを含み：アミノ酸残基はKa
batスキームを用いて番号付けられている；および
（b）軽鎖フレームワークがアミノ酸残基番号2にAla；アミノ酸残基番号3にVal；アミノ
酸残基番号4にVal；アミノ酸残基番号23にCys；アミノ酸残基番号35にTrp；アミノ酸残基
番号48にIle；アミノ酸残基番号66にLeu；アミノ酸残基番号71にAla；アミノ酸残基番号8
8にCys、およびアミノ酸残基番号98にPheを含み；アミノ酸残基はKabatスキームを用いて
番号付けられている、請求項１７に記載の抗原結合タンパク質。
【請求項１９】
（a）配列番号64（GGGVLLRLPLFAY）のCDRH3、または、配列番号64のアミノ酸残基13にお
けるTyrのHis、Val、Ile、Ser、AspまたはGlyへの置換を有する変異体；
（b）配列番号62（SYTMS）のCDRH1、または、配列番号62のアミノ酸残基2におけるTyrのI
le、His、Phe、Thr、Asn、Cys、GluまたはAspへの置換、配列番号62のアミノ酸残基3にお
けるThrのTyr、Ala、Trp、Gly、LeuまたはValへの置換、配列番号62のアミノ酸残基4にお
けるMetのIle、ValまたはTrpへの置換、または配列番号62のアミノ酸残基5におけるSerの
His、Glu、Asn、Gln、TyrまたはThrへの置換を有する変異体；
（c）配列番号63（TITSGGGSSY YPDSVKG）のCDRH2または配列番号63のアミノ酸残基1にお
けるThrのGly、Tyr、Phe、Ile、GluまたはValへの置換、配列番号63のアミノ酸残基2にお
けるIleのLeu、Val、Thr、SerまたはAsnへの置換、配列番号63のアミノ酸残基3におけるT
hrのSer、Phe、TrpまたはHisへの置換、配列番号63のアミノ酸残基5におけるGlyのAsp、S
erまたはAsnへの置換、配列番号63のアミノ酸残基6におけるGlyのSerへの置換、配列番号
63のアミノ酸残基8におけるSerのTyr、Thr、Asn、AspまたはArgへの置換、または配列番
号63のアミノ酸残基10におけるTyrのGly、His、Phe、AspまたはAsnへの置換を含む変異体
；
（d）配列番号65（RSSTGAVTAS NYAN）のCDRL1、または配列番号65のアミノ酸残基番号6に
おけるAlaのThrへの置換、または配列番号65のアミノ酸残基番号12におけるTyrのHisへの
置換を含む変異体；
（e）配列番号66（GINNRAP）のCDRL2、または、配列番号66のアミノ酸残基番号2における
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IleのThrへの置換を含む変異体；および
（f）配列番号67（ALWYNNHWV）のCDRL3、または、配列番号67のアミノ酸残基5におけるAs
nのSerへの置換、配列番号67のアミノ酸残基7におけるHisのLeuへの置換を含む変異体；
を含むものであって、MAGE-A3と結合する、請求項１に記載の抗原結合タンパク質。
【請求項２０】
（a）配列番号64のCDRH3；
（b）配列番号62のCDRH1；
（c）配列番号63のCDRH2；
（d）配列番号65のCDRL1；
（e）配列番号66のCDRL2；
（f）配列番号67のCDRL3；
（g）配列番号47に記載の重鎖フレームワークであって、アミノ酸残基番号2にVal、Ileま
たはGly；アミノ酸残基番号4にLeuまたはVal；アミノ酸残基番号20にLeu、Ile、Metまた
はVal；アミノ酸残基番号22にCys；アミノ酸残基番号24にThr、Ala、Val、GlyまたはSer
；アミノ酸残基番号26にGly；アミノ酸残基番号29にIle、Phe、LeuまたはSer；アミノ酸
残基番号36にTrp；アミノ酸残基番号47にTrp；アミノ酸残基番号48にIle、Met、Valまた
はLeu；アミノ酸残基番号69にIle、Leu、Phe、MetまたはVal；アミノ酸残基番号71にArg
；アミノ酸残基番号78にAla、Leu、Val、TyrまたはPhe；アミノ酸残基番号80にLeuまたは
Met；アミノ酸残基番号90にTyrまたはPhe；アミノ酸残基番号92にCys；またはアミノ酸残
基番号94にArg、Lys、Gly、Ser、HisまたはAsnを含み、アミノ酸残基はKabatスキームを
用いて番号付けられている前記重鎖フレームワーク；および
（h）配列番号49に記載の軽鎖フレームワークであって、アミノ酸残基番号2にAlaまたはG
ln；アミノ酸残基番号3にVal；アミノ酸残基番号4にVal；アミノ酸残基番号23にCys；ア
ミノ酸残基番号35にTrp；アミノ酸残基番号48にIle；アミノ酸残基番号66にLeu；アミノ
酸残基番号71にAla；アミノ酸残基番号88にCys、またはアミノ酸残基番号98にPhe、を含
み、アミノ酸残基はKabatスキームを用いて番号付けられている前記軽鎖フレームワーク
；
を含むものであって、MAGE-A3と結合する、請求項１９に記載の抗原結合タンパク質。
【請求項２１】
（a）重鎖フレームワークがアミノ酸残基番号2にVal；アミノ酸残基番号4にLeu；アミノ
酸残基番号20にVal；アミノ酸残基番号22にCys；アミノ酸残基番号24にAla；アミノ酸残
基番号26にGly；アミノ酸残基番号29にPhe；アミノ酸残基番号36にTrp；アミノ酸残基番
号47にTrp；アミノ酸残基番号48にVal；アミノ酸残基番号69にIle；アミノ酸残基番号71
にArg；アミノ酸残基番号78にLeu；アミノ酸残基番号80にLeu；アミノ酸残基番号90にTyr
；アミノ酸残基番号92にCys；およびアミノ酸残基番号94にSerを含み；アミノ酸残基はKa
batスキームを用いて番号付けられている；および
（b）軽鎖フレームワークがアミノ酸残基番号2にAla；アミノ酸残基番号3にVal；アミノ
酸残基番号4にVal；アミノ酸残基番号23にCys；アミノ酸残基番号35にTrp；アミノ酸残基
番号48にIle；アミノ酸残基番号66にLeu；アミノ酸残基番号71にAla；アミノ酸残基番号8
8nにCys、およびアミノ酸残基番号98にPheを含み；アミノ酸残基はKabatスキームを用い
て番号付けられている、請求項２０に記載の抗原結合タンパク質。
【請求項２２】
　請求項１～２１のいずれか1項に定義した抗原結合タンパク質をコードする核酸分子。
【請求項２３】
　（i）配列番号38の重鎖DNA配列または75％以上の同一性を持つ変異体重鎖；
（ii）配列番号42の重鎖DNA配列または75％以上の同一性を持つ変異体重鎖；
（iii）配列番号46の重鎖DNA配列または75％以上の同一性を持つ変異体重鎖；
（iv）配列番号40の軽鎖DNA配列または75％以上の同一性を持つ変異体軽鎖；
（v）配列番号44の軽鎖DNA配列または75％以上の同一性を持つ変異体軽鎖；または
（vi）配列番号48の軽鎖DNA配列または75％以上の同一性を持つ変異体軽鎖；または
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を含む、請求項２２に記載の核酸分子。
【請求項２４】
　請求項２２～２３のいずれか1項に記載の核酸分子を含む発現ベクター。
【請求項２５】
　請求項２４に記載の発現ベクターを含む組換え宿主細胞。
【請求項２６】
　抗原結合タンパク質を作製する方法であって、請求項２５に定義した宿主細胞を培養す
るステップおよび抗原結合タンパク質を回収するステップを含むものである前記方法。
【請求項２７】
　ヒトホルマリン固定パラフィン包埋組織中のMAGE-A3および／またはMAGE-A6を検出する
方法であって、請求項１～２１のいずれか１項に定義したモノクローナル抗体を用いて前
記組織について酵素結合免疫吸着アッセイを実施するステップを含む前記方法。
【請求項２８】
　前記組織が腫瘍組織である、請求項２７に記載の方法。
【請求項２９】
　前記腫瘍組織が黒色腫または非小細胞性肺癌である、請求項２８に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明はヒトMAGE-A3と結合する抗原結合タンパク質、例えば抗体、かかる抗原結合タ
ンパク質をコードするポリヌクレオチド、前記抗原結合タンパク質の診断応用、および製
造方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　「癌-精巣」抗原はいくつかの型の腫瘍で発現される（しかし正常組織における発現はM
HC（主要組織適合性複合体）クラスI分子の発現を欠く故に抗原をT細胞に提示できない精
巣に限られる）。従って、癌-精巣抗原は腫瘍特異的抗原であると考えられ、腫瘍免疫療
法の有望な標的である。ヒトMAGE-A3は黒色腫、非小細胞肺癌（NSCLC）、膀胱癌、頭部お
よび頸部癌、扁平上皮食道癌、および肝臓癌を含む様々なヒト腫瘍においてしばしば発現
されることは公知である。
【０００３】
　MAGE-A3は11種の公知のメンバー（MAGE-A1～6および8～12）を含むMAGE-Aサブファミリ
ーに属する。他の「MAGE A」（黒色腫抗原ファミリーA）遺伝子は報じられている（MAGE-
A7、A13～15など）ものの、遺伝子の発現パターンはこれらが偽遺伝子であることを示唆
する（例えば、Chomez et al., Cancer Research, 61:5544 (2001)を参照）。11種のMAGE
-A遺伝子の全コード配列は最後のエキソン中に位置する。
【０００４】
　MAGE-A3遺伝子と最も高い配列類似性をもつMAGE-AはMAGE-A6であり、99％同一であって
、これらの2つの遺伝子間の相違は最後のエキソン内に位置する。MAGE-A3と次に最も近い
関係にある2つの遺伝子はMAGE-A2とMAGE-A12である。タンパク質レベルにおいて、MAGE-A
6はMAGE-A3と95％配列同一性を有し、MAGE-A2はMAGE-A3と84％配列同一性を有し、そして
MAGE-A12はMAGE-A3と85％配列同一性を有する（図1）。
【０００５】
　MAGE-Nは、ヒト肝細胞の癌細胞株から単離されたmRNAから特定されたMAGEファミリーの
新メンバーである（Wu et al., Chin. J. Cell Mol. Immunol. 18:270-4 (2002)）MAGE-N
は肝細胞癌と近い関係があると報じられている（Dong et al., Cancer Biol. Ther. 3(9)
:891-8 (2004）。予想したタンパク質レベルにおいて、MAGE-NはMAGE-A3およびMAGE-A6と
＜85％配列類似性を有する。MAGE-NはおそらくMAGE-A3、A12、およびA1の組み合わせであ
り、ここで、MAGE-N（アミノ酸1～129）のN-末端領域はMAGE-A3のN-末端領域と99％同一
性を有し、MAGE-Nの中心領域はMAGE-A12の中心領域と比較して1つのアミノ酸だけ異なり
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、そしてMAGE-NのC-末端はMAGE-A1のC-末端領域と同一である。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００６】
【非特許文献１】Chomez et al., Cancer Research, 61:5544 (2001)
【非特許文献２】Wu et al., Chin. J. Cell Mol. Immunol. 18:270-4 (2002)
【非特許文献３】Dong et al., Cancer Biol. Ther. 3(9):891-8 (2004）
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００７】
　本発明はMAGE-A3およびMAGE-A6と特異的に結合する抗原結合タンパク質を提供する。
【０００８】
　本発明はMAGE-A3およびMAGE-A6と特異的に結合するが、MAGE-A2またはMAGE-A12と結合
しないまたは特異的に結合しない抗原結合タンパク質を提供する。
【０００９】
　本発明はMAGE-A3と特異的に結合しかつ配列番号52、58および64、またはそれらの変異
体から選択されるCDRH3を含むものである抗原結合タンパク質を提供する。
【００１０】
　本発明はMAGE-A3と特異的に結合しかつ配列番号55、61および67、またはそれらの変異
体から選択されるCDRL3を含むものである抗原結合タンパク質を提供する。
【００１１】
　本発明はまた、MAGE-A3と特異的に結合する抗原結合タンパク質であって、
（i）配列番号47の重鎖可変域および／または配列番号49の軽鎖可変域；または
配列番号47と75％以上の配列同一性を持つ変異体重鎖可変域；または
配列番号49と75％以上の配列同一性を持つ変異体軽鎖可変域；
（ii）配列番号39の重鎖可変域および／または配列番号41の軽鎖可変域；または
配列番号39と75％以上の配列同一性を持つ変異体重鎖可変域；または
配列番号41と75％以上の配列同一性を持つ変異体軽鎖可変域；あるいは
（iii）配列番号43の重鎖可変域および／または配列番号45の軽鎖可変域；または
配列番号43と75％以上の配列同一性を持つ変異体重鎖可変域；または
配列番号45と75％以上の配列同一性を持つ変異体軽鎖可変域；
を含むものである前記抗原結合タンパク質を提供する。
【００１２】
　本発明はまた、本明細書に記載の抗原結合タンパク質をコードする核酸分子を提供する
。本発明はまた、本明細書に記載の核酸分子を含む発現ベクターを提供する。本発明はま
た、本明細書に記載の発現ベクターを含む組換え宿主細胞を提供する。本発明はまた、本
明細書に記載の抗原結合タンパク質を作製する方法であって、本明細書に記載の宿主細胞
を培養するステップおよび抗原結合タンパク質を回収するステップを含むものである前記
方法を提供する。
【００１３】
　本発明はまた、MAGE-A3の様々なペプチドを用いて免疫化することによる本明細書に記
載の抗原結合タンパク質を作製する方法を提供する。
【００１４】
　本発明はまた、本明細書に記載の抗原結合タンパク質を用いてヒトホルマリン固定パラ
フィン包埋組織中のMAGE-A3および／またはMAGE-A6を検出する方法を提供する。
【００１５】
　本発明はまた、本明細書に記載の抗原結合タンパク質を用いてヒトホルマリン固定パラ
フィン包埋組織中のMAGE-Nを検出する方法を提供する。
【図面の簡単な説明】
【００１６】
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【図１－１】ヒトMAGE-A1、A2、A3、A4、A5、A6、A8、A9、A10、A11、およびA12の配列比
較である。
【図１－２】図１－１の続き。
【図２】MAGE-A3（配列番号3）のアミノ酸66～91と対応するMAGE-A3断片の比較である。
ペプチドMA3#3（配列番号37）に含有されるアミノ酸に下線を引いた。
【図３】MAGE-A3（配列番号3）のアミノ酸137～180と対応するMAGE-A3断片の比較である
。ペプチドMA3#1（配列番号35）およびMA3#2（配列番号36）に含有されるアミノ酸に下線
を引いた。
【図４Ａ】KLHとコンジュゲートした3種のMAGE-A3ペプチドの混合物で免疫化したマウス
の血清中の相対的抗MAGE-A3抗体力価のグラフである（プロトコルIMM-134）。プロトコル
に含まれる4マウスのそれぞれからの免疫前血清（Pre）および血清希釈物をELISAで全長
組換えMAGE-A3タンパク質について試験した（1：1000、1：5000、1：10,000、1：50,000
、1：100,000、1：200,000および1：500,000の血清希釈物にて）。それぞれの希釈物に対
する結果をマウス1、2、3および4について免疫前（Pre）の上に示した順で掲げた。
【図４Ｂ】全長組換えMAGE-A3タンパク質で免疫化したマウスの血清中の相対的抗MAGE-A3
抗体力価のグラフである（プロトコルIMM-135）。プロトコルに含まれる4マウスのそれぞ
れからの免疫前血清（Pre）および血清希釈物をELISAで全長組換えMAGE-A3タンパク質に
ついて試験した（1：1000、1：5000、1：10,000、1：50,000、1：100,000、1：200,000お
よび1：500,000の血清希釈物にて）。それぞれの希釈物に対する結果をマウス1、2、3お
よび4について免疫前（Pre）の上に示した順で掲げた。
【図５】免疫化したマウスの血清の反応性および特異性を示す。IMM-134のマウス#4とIMM
-135のマウス#1の血清（1:1000希釈物）を、ELISAで全長組換えMAGE-A3、A2およびA12な
らびにKLHとコンジュゲートした3種のMAGE-A3ペプチドについて試験した。それぞれの試
験サンプルに対して、結果を左から右へ、MAGE-A3、MAGE-A2、MAGE-A12、ペプチドMA3#1
、ペプチドMA3#2およびペプチドMA3#3の順に掲げた。
【図６－１】組換えMAGE-A3と反応性があるクローン上清の特異性の分析を示す。MAb 1B1
を6Aに示し、16G7および23D2を6Bに示す。クローンを組換えMAGE-A3、MAGE-A2およびMAGE
-A12タンパク質についてならびにKLHとコンジュゲートした3種のMAGE-A3ペプチドのそれ
ぞれについて試験した。試験したそれぞれの上清サンプルに対して、結果を左から右へ、
MAGE-A3、MAGE-A2、MAGE-A12、ペプチドMA3#1、ペプチドMA3#2およびペプチドMA3#3の順
に掲げた。「Neg」はウエル中に抗原を含まない陰性対照を示す。垂直軸はELISAにより測
定した光学密度であって、クローンの分泌ポテンシャルを表す。
【図６－２】組換えMAGE-A3と反応性があるクローン上清の特異性の分析を示す。MAb 1B1
を6Aに示し、16G7および23D2を6Bに示す。クローンを組換えMAGE-A3、MAGE-A2およびMAGE
-A12タンパク質についてならびにKLHとコンジュゲートした3種のMAGE-A3ペプチドのそれ
ぞれについて試験した。試験したそれぞれの上清サンプルに対して、結果を左から右へ、
MAGE-A3、MAGE-A2、MAGE-A12、ペプチドMA3#1、ペプチドMA3#2およびペプチドMA3#3の順
に掲げた。「Neg」はウエル中に抗原を含まない陰性対照を示す。垂直軸はELISAにより測
定した光学密度であって、クローンの分泌ポテンシャルを表す。
【図７】サブクローニング後に得た4つのハイブリドーマ上清の反応性およびハイブリド
ーマの標準培地中の増殖に対する適合性のグラフである。それぞれのハイブリドーマ上清
を組換えMAGE-A3、MAGE-A2およびMAGE-A12タンパク質についておよびKLHとコンジュゲー
トした3種のMAGE-A3ペプチドについて試験した。上清57Bを陽性対照として、ヤギ抗-マウ
ス-HRP単独（二次抗体）を陰性対照として用いた。それぞれの試験した上清サンプルに対
して、結果を左から右へ、ペプチドMA3#1、ペプチドMA3#2、ペプチドMA3#3、MAGE-A3、MA
GE-A2、およびMAGE-A12の順に掲げた。
【図８】ビオチン化mAb 23D2の、0.1μg/ウエルの組換えMAGE-A3タンパク質との反応性を
示すELISA分析の結果のグラフである。ビオチン化mAbの希釈曲線は0.032μg/50μlの抗体
希釈が飽和しない強いシグナルを与えることを示す。
【図９】ビオチン化mAb 23D2と増加量の無標識mAb 1B1、16G7、mAb23D2 （陽性対照）、
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およびM75（陰性対照）の間で行った競合アッセイの結果を示す。無標識mAbの各濃度（水
平軸）に対して、結果を左から右へ；23D2、16G7、1B1およびM75の順に掲げた。
【図１０－１】腫瘍サンプルのIHC分析を示す表であって、mAb 23D2を用いてMAGE-A3/A6
を検出し、mAb 57bを用いてMAGE-A4を検出し、そしてmAb 14A11を用いてMAGE-A9を検出し
た。RT-PCR分析の結果を-、+、++、+++として示す。IHC染色の結果を-、+、++、+++、+++
+として示し、これらはそれぞれ0％、1～24％、25～49％、50～74％および75～100％の染
色された細胞を意味する。IHC強度の結果を+（弱）、++（中）、および+++（強）として
示したが、いくつかの組織サンプルにでは2つの染色強度の組み合わせが観察された。 N.
D.は非測定（Not Determined）を示す。RT-PCRとIHC結果の間の矛盾は太線で囲んだ。
【図１０－２】図１０－１の続き。
【図１１】抗-MAGE-A3モノクローナル抗体1B1、16G7、および23D2の可変軽鎖および重鎖
のヌクレオチド配列を示す。
【図１２】抗-MAGE-A3モノクローナル抗体1B1、16G7、および23D2の可変軽鎖および重鎖
のヌクレオチド配列から得られるアミノ酸配列を示す。CDRには下線を引き；フレームワ
ーク領域には下線を引いてない。
【発明を実施するための形態】
【００１７】
本発明の詳細な説明
　GlaxoSmithKline Biologicals S.A.は転移性黒色腫およびNSCLC（非小細胞肺癌）を治
療するMAGE-A3抗原-特異的な癌免疫治療薬（Antigen-Specific Cancer Immunotherapeuti
cまたはASCI）を開発している。この免疫治療薬は(a)MAGE-A3の断片を含む融合タンパク
質を、(b)抗-腫瘍免疫応答を増加するように選択した免疫刺激性化合物の特定の組み合わ
せであるアジュバント系と組み合わせる（Brichard et al., Vaccine 25(Suppl 2):B61 (
2007)）。新しい臨床試験に登録する前に、患者をスクリーニングして彼らがMAGE-A3を発
現する腫瘍を有するかどうかを確認する。現在、腫瘍中のMAGE-A3の分析はリアルタイム-
ポリメラーゼ連鎖反応（RT-PCR）により行っている。ホルマリン固定パラフィン包埋（FF
PE）腫瘍組織（保存組織ブロック）を用いる免疫組織化学（IHC）による検出は、MAGE-A3
に特異的でFFPE組織中の抗原の検出が可能な信頼しうるモノクローナル抗体（mAb）を必
要とする。MAGE-Aタンパク質群は配列類似性が高いために、MAGE-A3に対する抗体は他のM
AGE-Aタンパク質と交差反応しうる。例えば、Kochらはマウスを組換えMAGE-A3タンパク質
で免疫化することにより抗-MAGE-A3モノクローナル抗体を産生した（Kocher et al. Canc
er Res, 55: 2236, 1995）。得られるmAb（57Bと呼ばれる）はその後、MAGE-A1、-A2、-A
3、-A4、-A6および-A12と交差反応することが示された（Rimoldi et al. Int J Cancer, 
86: 749, 2000)）。ホルマリン固定パラフィン包埋（FFPE）組織と57B mAbの反応性のさ
らなる分析は、57B mAbが他のMAGE-A抗原を発現する組織とそれらの発現レベルに関わり
なく反応しないので、主にMAGE-A4を検出することが報じられた（Landry et al. Int J C
ancer, 86: 835, 2000）。
【００１８】
　抗-MAGE-A3 mAb 6D10（Abnova, GeneTex and Novus Biologicals）の特異性の分析は、
このmAbがMAGE-A2およびMAGE-A6と交差反応することを示した（本出願人の未公開データ
）。加えて、ホルマリン固定パラフィン包埋（FFPE）組織に対するIHC（免疫組織化学）
分析におけるこのmAbの使用は成功しなかった（本出願人の未公開データ）。MAGE-A3/A6
に対する他のmAbはmAb M3H67として公知である（LICR New York, USA；例えば、Sharma e
t al., Clinical Cancer Research 12:5442 (2006)；Chitale et al., Modern Pathology
 18:119 (2005)を参照）。この抗体はホルマリン固定パラフィン包埋（FFPE）組織中のMA
GE-A3/A6の発現を特徴付けるために用いられているが、その特異性の分析は公開されてな
い（例えば、Chitale et al. Mod Pathol, 18: 119, 2005；Perez et al. Int J Cancer,
 123: 1551, 2008；Oba-Shinjo et al. Cancer Immun, 8: 7, 2008；Nelson et al. Canc
er Immun, 7: 1, 2007 ；Luftl et al. Br J Dermatol, 151: 1213, 2004; Lohmann, et 
al. Melanoma Res, 13: 595, 2003; and Dhodapkar, et al. Cancer Immun, 3: 9, 2003
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を参照）。
【００１９】
　高度に類似したMAGE-A3とMAGE-A6タンパク質を認識する一方、密接に関係するMAGE-A2
またはA12タンパク質または他の公知のMAGE-Aタンパク質と交差反応しないmAbに対する必
要性は残ったままである。さらに、FFPE組織上のMAGE-A3および／またはA6を信頼して検
出できる抗体が必要である。
【００２０】
　本発明はMAGE-A3およびMAGE-A6と特異的に結合する抗原結合タンパク質を提供する。抗
原結合タンパク質は抗体、例えば、モノクローナル抗体（mAb）であってもよい。
【００２１】
　特に断らない限り、本明細書に使用する技術および科学用語は、本発明が属する技術分
野の業者により通常理解される意味を有する。分子生物学における通常の用語の定義は、
Benjamin Lewin, Genes V, Oxford University Press, 1994 (ISBN 0-19-854287-9)；Ken
drew et al. (eds.), The Encyclopedia of Molecular Biology, published by Blackwel
l Science Ltd., 1994 (ISBN 0-632-02182-9)；およびRobert A. Meyers (ed.), Molecul
ar Biology and Biotechnology: a Comprehensive Desk Reference, VCH Publishers, In
c., 1995 (ISBN 1-56081-569-8)に見出すことができる。
【００２２】
　単数の用語「1つの（“a”、“an”および“the”）」は、文脈が明らかに別な意味を
意味しない限り、複数の言及を含む。同様に、用語「または」は、特に文脈が明らかに別
な意味を意味しない限り、「および」を含むことを意図する。用語「複数」は2以上を意
味する。さらに、核酸またはポリペプチドに対する所与の全ての分子量値は近似値であり
、説明のために与えられると解釈すべきである。
【００２３】
　アミノ酸は本明細書において次のように省略して記載される：アラニン（AlaまたはA）
；アルギニン（ArgまたはR）；アスパラギン（AsnまたはN）；アスパラギン酸（Aspまた
はD）；システイン（CysまたはC）；グルタミン酸（GluまたはE）；グルタミン（Glnまた
はQ）；グリシン（GlyまたはG）；ヒスチジン（HisまたはH）；イソロイシン（Ileまたは
I）；ロイシン（LeuまたはL）；リシン（LysまたはK）；メチオニン（MetまたはM）；フ
ェニルアラニン（PheまたはF）；プロリン（ProまたはP）；セリン（SerまたはS）；トレ
オニン（ThrまたはT）；トリプトファン（TrpまたはW）；チロシン（TyrまたはY）および
バリン（ValまたはV）。
【００２４】
　本明細書で使用する用語「抗原結合タンパク質」は抗体、抗体断片および他のタンパク
質構築物、例えば、MAGE-A3と特異的結合することができるドメインまたは領域を意味す
る。
【００２５】
　用語「抗体」は本明細書において最も広い意味では免疫グロブリン様ドメインを持つ分
子を言及するのに使用され、それには、モノクローナル、組換え、ポリクローナル、キメ
ラ、ヒト化、二特異的およびヘテロコンジュゲート抗体；単一可変ドメインまたは領域、
ドメイン抗体、抗原結合断片、免疫学的に有効な断片、１本鎖Fv、ダイアボディ、TANDAB
S(登録商標)などが含まれる（代わりの「抗体」フォーマットの総括についてはHolliger 
and Hudson, Nature Biotechnology, 2005, Vol 23, No. 9, 1126-1136を参照されたい)
。
【００２６】
　本明細書で使用する修飾語「モノクローナル」は、実質的に均一な抗体の集団から得た
抗体を意味し、その抗体が特定の方法により産生されたことを意味するものではない。例
えば、本発明のモノクローナル抗体（mAb）はハイブリドーマ法（Kohler and Milstein, 
Nature 256:495 (1975)）によりまたは組換えDNA法により産生してもよく、またはファー
ジライブラリーから単離してもよい。
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　本発明のモノクローナル抗体はそれらを単離した元のハイブリドーマによって名付けら
れ、例えば、mAb 1B1はハイブリドーマ1B1から得たものである。
【００２８】
　表現「単一可変域」は独立して抗原またはエピトープと特異的に結合する、色々な可変
域の抗原結合タンパク質可変域（例えば、VH、VHH、VL）を意味する。
【００２９】
　「ドメイン抗体」または「dAb」は、ある抗原と結合することができる「単一可変ドメ
イン」と同じであると考えてもよい。単一可変ドメインはヒト抗体可変ドメインであって
もよいが、また他の種、例えばげっ歯類（例えば、WO 00/29004に開示された）、ナース
サメ（nurse shark）およびラクダ科動物VHHdAb由来の単一可変ドメインを含む。ラクダ
科動物VHHはラクダ、ラマ、アルパカ、ヒトコブラクダ、およびグアナコを含む種由来の
免疫グロブリン単一可変ドメインポリペプチドであり、天然に軽鎖を欠く重鎖抗体を産生
する。かかるVHHドメインは当技術分野で利用しうる標準技法によってヒト化されていて
もよく、かかるドメインは「ドメイン抗体」であると考えられる。本明細書で使用するVH
はラクダ科動物VHHドメインを含む。
【００３０】
　本明細書で使用する用語「ドメイン」はフォールディングされたタンパク質構造を意味
し、残部のタンパク質とは独立した三級構造を有する。一般に、ドメインはタンパク質の
明確な機能特性に関わり、そして、多くの場合、タンパク質および／またはドメインの残
部の機能を喪失することなく、他のタンパク質に加えるか、除去するかまたは導入するこ
とができる。「単一抗体可変ドメイン」（または「単一可変域」）は抗体可変ドメインの
特徴的な配列を含むフォールディングされたポリペプチドドメインである。それ故に、単
一抗体可変ドメインには、完全な抗体可変ドメイン、および、例えば、1以上のループが
抗体可変ドメインの特徴でない配列により置き換えられている改変された可変ドメイン、
または、末端切断されている、またはN-もしくはC-末端伸長部を含む抗体可変ドメイン、
ならびに全長ドメインの少なくとも結合活性および特異性を保持するフォールディングさ
れた可変ドメインの断片が含まれる。1つのドメインは異なる可変域またはドメインとは
独立して、抗原またはエピトープと結合することができる。
【００３１】
　本明細書で使用する「MAGE-A」は、特に断らない限り、ヒトMAGE-Aと同じ配列から得た
またはそれらを有するMAGE-Aを意味する。本明細書で使用するMAGE-A3は、特に断らない
限り、ヒトMAGE-A3と同じ配列を有するポリペプチドを意味する。
【００３２】
　本発明者らは次の（表1に説明した）スキームを用いてモノクローナル抗体を産生した
。マウスを、様々なMAGE-A3ペプチドの組み合わせまたは全長組換えMAGE-A3で免疫化した
。免疫化マウスから得た血清の反応性を全長組換えMAGE-A3に対する酵素結合免疫吸着ア
ッセイ（ELISA）を用いて試験し、ハイブリドーマ産生に用いる動物を選択した。得られ
るハイブリドーマが産生したモノクローナル抗体をMAGE-A3に対してスクリーニングし、
次いで選択したmAbをMAGE-A3、MAGE-A12およびMAGE-A2に対する；およびMAGE-A3発現組織
に対する反応性について試験した。このスキームを用いて、MAGE-A2および／またはMAGE-
A12と交差反応せずに、MAGE-A3およびMAGE-A6と特異的に結合するさらなるmAbを産生した
。産生したmAbを任意に免疫化に用いたペプチドに対する反応性について試験してもよい
。



(13) JP 2013-538557 A 2013.10.17

10

20

30

40

50

【表１】

【００３３】
　抗原結合断片は、非抗体タンパク質足場、例えばドメイン上の１以上のCDRの配置を用
いて提供することができる。非抗体タンパク質足場またはドメインは、その天然リガンド
以外のリガンドとの結合を得るためにタンパク質工学で作られたもの、例えば、その天然
リガンド以外のリガンドとの結合を得るためにタンパク質工学で作られたCTLA-4（EVIBOD
Y（登録商標））；リポカリン；プロテインA由来の分子、例えばプロテインAのZ-ドメイ
ン（アフィボディ（登録商標）、SpA）、A-ドメイン（アビマー/マキシボディ）；熱ショ
ックタンパク質、例えばGroElおよびGroES；トランスフェリン（トランスボディ）；アン
キリンリピートタンパク質（DARPin）；ペプチドアプタマー；C型レクチンドメイン（テ
トラネクチン）；ヒトγ-クリスタリンおよびヒトユビキチン（アフィリン）；PDZドメイ
ン；ヒトプロテアーゼインヒビターのスコーピオントキシンクニッツ型ドメイン；および
フィブロネクチン（アドネクチン）から選択される足場の誘導体であるドメインである。
【００３４】
　抗原結合断片または免疫学的に有効な断片は重鎖または軽鎖可変配列の一部分を含みう
る。断片は長さが少なくとも5、6、8または10アミノ酸である。あるいは、断片は長さが
少なくとも15、少なくとも20、少なくとも50、少なくとも75、または少なくとも100アミ
ノ酸である。
【００３５】
　本明細書を通して抗原結合タンパク質に関連して使用する用語「特異的に結合する」、
「特異的結合」、または「特異的に結合している」はタンパク質またはポリペプチドと抗
原結合タンパク質との間の相互作用を意味する。相互作用は、抗原結合タンパク質により
認識されるタンパク質またはポリペプチドの特異的構造（すなわち、抗原決定基またはエ
ピトープ）に依存する。抗原結合タンパク質は同じ抗原決定基またはエピトープを有する
色々なタンパク質／ポリペプチドと交差反応しうる；これは非特異的結合とみなさない。
さらにこれらの用語は非特異的結合と比較して、高い親和力での結合を意味する。例えば
、Lodish, Cell Biology 538-9 (5th edition, 2004)を参照されたい。本明細書に記載の
抗原結合タンパク質は、MAGE-A2またはMAGE-A12などの近い関係の分子と結合するより少
なくとも2、5、10、50、100、または1000倍大きい親和力でMAGE-A3および／またはMAGE-A
6と結合する。
【００３６】
　抗原結合タンパク質とMAGE-A3の相互作用の結合親和力または平衡解離定数（KD）は100
nM以下、10nM以下、2nM以下または1nM以下でありうる。あるいはKDは5～10nM；または1～
2nMでありうる。KDは1pM～500pM；または500pM～1nMでありうる。抗原結合タンパク質の
結合親和力は会合速度定数（ka）と解離速度定数（kd）により決定される（KD=kd/ka）。
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結合親和力はBIACORE(登録商標)などの好適な当技術分野で公知の方法により、例えば、
一級アミン結合によりCM5チップ上に結合したMAGE-A3を用いる抗原捕獲とこの表面上への
抗体捕獲により測定することができる。あるいは、結合親和力はFORTEBIO(登録商標)法に
より、例えば、一級アミンカップリングによりCM5ニードル上に結合したMAGE-A3を用いる
抗原捕獲とこの表面上への抗体捕獲により測定することができる。
【００３７】
　抗原結合タンパク質の解離速度定数（kd）は1x10-3s-1以下、1x10-4s-1以下、または1x
10-5s-1以下でありうる。kdは1x10-5s-1～1x10-4s-1；または1x10-4s-1～1x10-3s-1であ
りうる。遅いkdは抗原結合タンパク質-リガンド複合体の遅い解離をもたらしうる。
【００３８】
　本明細書で使用する用語「由来」は、参照源がその物質の物理的起源であるという意味
で物質の源（参照源）を定義するだけでなく、構造的にその物質と同一であるが参照源か
ら物理的に得たものでない物質も定義する。
【００３９】
従って、「ドナー抗体由来のアミノ酸配列」はドナー抗体から物理的に得た（例えば、精
製したた）配列と共に、同一であるがドナー抗体から物理的に得たものでない配列も意味
する。
【００４０】
　「単離された」により、分子、例えば抗原結合タンパク質はそれが天然で見出されうる
環境から取り出されたことを意図する。例えば、前記分子はそれが天然で通常存在しうる
物質から精製して取り出されうることを意味する。例えば、抗原結合タンパク質は、その
抗原結合タンパク質を含有する培地と比較して少なくとも95％、96％、97％、98％または
99％以上精製することができる。
【００４１】
　用語「VH」および「VL」は本明細書においてそれぞれ抗原結合タンパク質の重鎖可変域
および軽鎖可変域を意味する。
【００４２】
　本明細書で使用する「CDR」は抗原結合タンパク質の相補性決定領域アミノ酸配列を意
味する。CDRは免疫グロブリン重鎖および軽鎖の超可変域である。免疫グロブリンの可変
部には3つの重鎖CDRおよび3つの軽鎖CDR（またはCDR域）が存在する。従って、本明細書
で使用する「CDR」は全ての3つの重鎖CDR、全ての3つの軽鎖CDR、全ての重および軽鎖CDR
、または少なくとも2つのCDRを意味する。
【００４３】
　本明細書を通して、可変ドメイン配列および全長抗体配列のアミノ酸残基は、特に断ら
ない限り、Kabat番号規定に従って番号が付けられている。同様に、実施例で使用する用
語「CDR」、「CDRL1」、「CDRL2」、「CDRL3」、「CDRH1」、「CDRH2」、「CDRH3」はKab
at番号規定に依っている。さらなる情報については、Kabat et al., Sequences of Prote
ins of Immunological Interest, 4th Ed., U.S. Department of Health and Human Serv
ices, National Institutes of Health (1987)を参照されたい。
【００４４】
　当業者には、可変ドメイン配列および全長抗体配列中のアミノ酸残基に対する代わりの
番号規定が存在することは明らかであろう。またCDR配列に対する代わりの番号規定も存
在し、これらは、例えば、Chothia et al. (1989) Nature 342: 877-883に記載されてい
る。抗体の構造とタンパク質フォールディングは他の残基がCDR配列の一部分であること
を意味しうるしかつ当業者はそのように解釈するであろう。それ故に、用語「対応するCD
R」は本明細書において任意の番号規定、例えば表2に掲げたものを用いるCDR配列を意味
する。
【００４５】
　当業者が利用しうるCDR配列に対する他の番号規定には、「AbM」（University of Bath
）および「contact」（University College London）法が含まれる。Kabat、Chothia、Ab
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Mおよびcontact法の少なくとも2つを用いる最小重複領域を決定して「最小結合ユニット
」を与えることができる。最小結合ユニットはCDRのサブ部分であってもよい。
【００４６】
　次の表2は各CDRまたは結合ユニットに対するそれぞれの番号規定を用いる1つの定義を
掲げる。Kabat番号スキームは表2において可変ドメインアミノ酸配列を番号付けるために
用いられた。注意すべきは、いくつかのCDR定義は使用した個々の出版物によって変わり
うることである。
【表２】

【００４７】
　本明細書で使用する用語「抗原結合部位」は抗原と特異的に結合することができる抗原
結合タンパク質上の部位を意味する。これは単一ドメイン（例えば、エピトープ-結合ド
メイン）、または単一鎖Fv（ScFv）ドメインであってもよく、または標準抗体上に見出さ
れうる対のVH/VLドメインであってもよい。
【００４８】
　本明細書で使用する用語「エピトープ」は、抗原が抗原結合タンパク質の特別な結合ド
メインと接触する部分を意味する。エピトープは本質的に抗原由来の直鎖のアミノ酸配列
を含む直鎖でありうる。あるいは、エピトープは立体構造であってもまたは不連続であっ
てもよい。例えば、立体構造のエピトープは構造的束縛エレメントを必要とするアミノ酸
残基を含む。不連続なエピトープは他の配列、すなわち抗原の一次配列の連続配列中に存
在しない配列によって分離されたアミノ酸残基を含む。抗原の三次および四次構造の文脈
において、不連続なエピトープの残基は抗原結合タンパク質が結合できるようにお互いに
十分近くに存在する。
【００４９】
　ヌクレオチドおよびアミノ酸配列について、用語「同一性」、「配列同一性」、または
「配列類似性」は2つの核酸または2つのアミノ酸配列の間の同一性の程度を意味し、もし
必要あれば、最適に整列しかつ適切な挿入または欠損を行って比較する。
【００５０】
　2つの配列間の％同一性は、その2つの配列を最適にアライメントするために導入が必要
とされるギャップの数及びそれぞれのギャップの長さを考慮した、それらの配列が共有す
る同一位置の数の関数である（すなわち、％同一性＝同一の位置の数／全位置の数×100
）。2つの配列間の配列の比較及び％同一性の決定は、以下に記載した数学的アルゴリズ
ムを用いて行うことができる。
【００５１】
　2つのヌクレオチド配列間の％同一性は、GCGソフトウエアパッケージ中のギャッププロ
グラムを用いて、NWSgapdna.CMPマトリックスならびに40、50、60、70、または80のギャ
ップウェイトおよび1、2、3、4、5、または6の長さウェイトを使って決定することができ
る。2つのヌクレオチドまたはアミノ酸配列間の％同一性はまたALIGNプログラム（versio
n 2.0）に組み込まれたE. MeyersおよびW. Miller（Comput. Appl. Biosci.、4：11-17 (
1988)）のアルゴリズムを用い、PAM120ウェイト残基表、12のギャップ長ペナルティ及び4
のギャップペナルティを使って決定することができる。さらに、2つのアミノ酸配列間の
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％同一性はGCGソフトウェアパッケージ中のギャッププログラム中に組み込まれたNeedlem
anおよびWunsch（J. Mol. Biol. 48:444-453 (1970)）のアルゴリズムを用い、Blossum 6
2マトリックスまたはPAM250マトリックスのいずれかおよび16、14、12、10、8、6、また
は4のギャップウェイトおよび1、2、3、4、5、または6の長さウェイトを使って決定する
ことができる。
【００５２】
　一方法において、ポリヌクレオチド配列は、本明細書に記載の参照ポリヌクレオチド配
列（例えば、配列番号38、40、42、44、46または48を参照）と同一、すなわち100％同一
であるか、または、参照配列と比較してある特定の整数、例えば、少なくとも50、60、70
、75、80、85、90、95、98、または99％まで同一であるヌクレオチド改変を含みうる。か
かる改変は少なくとも１つのヌクレオチド欠失、置換（転移および転換を含む）、または
挿入から選択され；ここで前記改変は参照ヌクレオチド配列の5'または3'末端位置におい
てまたはこれらの末端位置の間のいずれかに存在し；参照配列中のヌクレオチドのなかで
個々にまたは参照配列内の１以上の近接グループ中に分散している。ヌクレオチド改変の
数は、本明細書に記載の参照ポリヌクレオチド配列（例えば、配列番号38、40、42、44、
46または48を参照）中のヌクレオチドの総数にそれぞれの％同一性の％数字（100で除し
たもの）を乗じ、そしてその積を前記の本明細書に記載の参照ポリヌクレオチド配列のヌ
クレオチドの総数から減ずること、または
nn≦xn-（xn・y）
［式中、nnはヌクレオチド改変数であり、xnは本明細書に記載の参照ポリヌクレオチド配
列中のヌクレオチドの総数であり、yは0.50（50％に対して）、0.60（60％に対して）、0
.70（70％に対して）、0.75（75％に対して）、0.80（80％に対して）、0.85（85％に対
して）、0.90（90％に対して）、0.95（95％に対して）、0.98（98％に対して）、0.99（
99％に対して）または1.00（100％に対して）であり、・は乗算演算子の記号であり、そ
してxnとyのいずれの非整数積もxnから減ずる前に最も近い整数に切り下げて丸められる
］により決定される。
【００５３】
　同様に、ポリペプチド配列は、本明細書に記載の参照ポリペプチド配列（例えば、配列
番号39、41、43、45、47、49、または50～67を参照）と同一、すなわち100％同一であり
うるか、または、参照配列と比較して、％同一性が100％未満、例えば、少なくとも50、6
0、70、75、80、85、90、95、98、または99％同一であるようなある特定の整数のアミノ
酸改変を含みうる。かかる改変は少なくとも１つのアミノ酸欠失、置換（保存的および非
保存的置換を含む）、または挿入からなる群より選択され；ここで前記改変は参照ポリペ
プチド配列のアミノ-またはカルボキシ-末端位置においてまたはこれらの末端位置の間の
いずれかに存在し；参照配列中のアミノ酸のなかで個々にまたは参照配列内の１以上の近
接グループ中に分散している。所与の％同一性に対するアミノ酸改変の数は、本明細書に
記載のポリヌクレオチド参照配列によりコードされるポリペプチド配列中のアミノ酸の総
数にそれぞれの％同一性の％数字（100で除したもの）を乗じ、そしてその積を前記の本
明細書に記載の参照ポリペプチド配列のアミノ酸の総数から減ずること、または
na≦xa-（xa・y）
［式中、naはアミノ酸改変数であり、xaは本明細書に記載の参照ポリペプチド配列中のア
ミノ酸の総数であり、yは0.50（50％に対して）、0.60（60％に対して）、0.70（70％に
対して）、0.75（75％に対して）、0.80（80％に対して）、0.85（85％に対して）、0.90
（90％に対して）、0.95（95％に対して）、0.98（98％に対して）、0.99（99％に対して
）または1.00（100％に対して）であり、・は乗算演算子の記号であり、そしてxaとyのい
ずれの非整数積もxaから減ずる前に最も近い整数に切り下げて丸められる］により決定さ
れる。
【００５４】
　％同一性は、配列の全長またはそのいずれかの断片にわたって；およびいずれかの挿入
もしくは欠失を伴ってもしくは伴わないで決定することができる。
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【００５５】
　用語「ペプチド」、「ポリペプチド」およびタンパク質はそれぞれ2つ以上のアミノ酸
残基を含む分子を意味する。ペプチドは単量体または多量体であってもよい。
【００５６】
　特定のアミノ酸置換は「保存的」である、すなわち、そのアミノ酸は類似の化学および
物理的特性を有するとみなされることは当技術分野でよく認識されている。
【００５７】
保存的アミノ酸置換の表は当技術分野で公知である。アミノ酸は典型的には共通の側鎖特
性に基づくグループに分割され、抗原結合タンパク質の結合親和力の全てまたは実質的に
全てを維持するグループ内置換は保存的置換とみなされる。例示であって、限定するもの
でないが、脂肪族側鎖を持つアミノ酸は他の脂肪族アミノ酸、例えば、アラニン、バリン
、ロイシン、イソロイシン、およびメチオニンによって置換することができ；ヒドロキシ
ル側鎖を持つアミノ酸はヒドロキシル側鎖を持つ他のアミノ酸、例えば、セリンおよびト
レオニンによって置換することができ；芳香族側鎖を有するアミノ酸は他の芳香族側鎖を
有するアミノ酸、例えば、フェニルアラニン、チロシン、トリプトファン、およびヒスチ
ジンによって置換することができ；塩基性側鎖を持つアミノ酸は他の塩基性側鎖を持つア
ミノ酸、例えば、リシン、アルギニン、およびヒスチジンによって置換することができ；
酸性側鎖を持つアミノ酸は他の酸性側鎖を持つアミノ酸、例えば、アスパラギン酸または
グルタミン酸によって置換することができ；そして疎水性または親水性アミノ酸は他の疎
水性または親水性アミノ酸によって、それぞれ置換することができる。
【００５８】
　本明細書に記載の本発明の抗原結合タンパク質はMAGE-AファミリーからのMAGE-A3およ
びMAGE-A6とだけ特異的に結合する。本発明はMAGE-A3と特異的に結合する抗原結合タンパ
ク質であって、
（i）配列番号47の重鎖可変域（または配列番号47と75％以上の配列同一性を持つ変異体
重鎖可変域）および配列番号49の軽鎖可変域（または配列番号49と75％以上の配列同一性
を持つ軽鎖可変域）；
（ii）配列番号39の重鎖可変域（または配列番号39と75％以上の配列同一性を持つ変異体
重鎖可変域）および配列番号41の軽鎖可変域（または配列番号41と75％以上の配列同一性
を持つ軽鎖可変域）；
または
（iii）配列番号43の重鎖可変域（または配列番号43と75％以上の配列同一性を持つ変異
体重鎖可変域）および配列番号45の軽鎖可変域（または配列番号45と75％以上の配列同一
性を持つ軽鎖可変域）
を含むかまたはから成る前記抗原結合タンパク質を提供する。
【００５９】
　本発明はMAGE-A3と結合しかつ配列番号52、58または64、またはそれらの変異体CDRH3配
列から選択される配列を有するCDRH3を含む抗原結合タンパク質を提供する。かかる抗原
結合タンパク質はさらに、上記のCDRH3に加えて、１以上のCDRH1、CDRH2、CDRL1、CDRL2
、またはCDRL3を任意の組み合わせで含むものであって、ここで、CDRは配列番号50、56ま
たは62（CDRH1）、配列番号51、57または63（CDRH2）、配列番号53、59または65（CDRL1
）、配列番号54、60または66（CDRL2）、および配列番号55、61または67（CDRL3）；また
はそれらの変異体CDR配列から選択される配列を有する。
【００６０】
　本発明はまた、MAGE-A3と結合しかつ配列番号39、43または47から選択される重鎖可変
域を含むものである抗原結合タンパク質を提供する。抗原結合タンパク質は配列番号41、
45または49から選択される軽鎖可変域を含んでもよい。重鎖可変域のいずれかを軽鎖可変
域のいずれかと組み合わせてもよい。
【００６１】
　本発明はまた、MAGE-A3と結合しかつ次の重鎖可変域および軽鎖可変域組み合わせ：（



(18) JP 2013-538557 A 2013.10.17

10

20

30

40

50

配列番号39および配列番号41）または（配列番号43および配列番号45）、または（配列番
号47および配列番号49）のいずれか1つを含む抗原結合タンパク質を提供する。
【００６２】
　本発明はまた、配列番号39、43および47いずれか1つと75％以上、80％以上、85％以上
、90％以上、95％以上、98％以上、99％以上または100％同一性を有する抗体重鎖可変域
を提供する。本発明はまた、配列番号41、45、および49のいずれか1つと75％以上、80％
以上、85％以上、90％以上、95％以上、98％以上、99％以上または100％同一性を有する
抗体軽鎖可変域を提供する。配列番号39、43、47、41、45または49の変異体のパーセント
同一性は配列の全長にわたって決定することができる。以上に記載した正準CDRまたはフ
レームワーク残基置換は、上記の配列同一性を有するかかる重鎖または軽鎖可変域中に存
在しうる。上記配列同一性を有する抗原結合タンパク質は、参照配列が示す効力の10倍以
内または5倍以内の、EC50により示されるMAGE-A3との結合に対する効力を提示しうる。EC
50により示されるMAGE-A3との結合に対する効力はELISAアッセイにより行うことができる
。
【００６３】
　抗体重鎖可変域は30、25、20、15、10、9、8、7、6、5、4、3、2または1アミノ酸置換
、挿入または欠失を含有する配列番号39、43、および47のいずれか1つの変異体であって
もよい。抗体軽鎖可変域は30、25、20、15、10、9、8、7、6、5、4、3、2または1アミノ
酸置換、挿入または欠失を含有する配列番号41、45および49のいずれか1つの変異体であ
ってもよい。
【００６４】
　例えば、抗原結合タンパク質はCDRH3（配列番号52）およびCDRH1（配列番号50）または
それらの変異体を含んでもよい。抗原結合タンパク質はCDRH3（配列番号52）およびCDRH2
（配列番号51）またはそれらの変異体を含んでもよい。抗原結合タンパク質はCDRH1（配
列番号50）およびCDRH2（配列番号51）、およびCDRH3（配列番号52）またはそれらの変異
体を含んでもよい。
【００６５】
　抗原結合タンパク質はCDRL1（配列番号53）およびCDRL2（配列番号54）またはそれらの
変異体を含んでもよい。抗原結合タンパク質はCDRL2（配列番号54）およびCDRL3（配列番
号55）またはそれらの変異体を含んでもよい。抗原結合タンパク質はCDRL1（配列番号53
）およびCDRL2（配列番号54）、およびCDRL3（配列番号55）またはそれらの変異体を含ん
でもよい。
【００６６】
　抗原結合タンパク質はCDRH3（配列番号52）およびCDRL3（配列番号55）、またはそれら
の変異体を含んでもよい。抗原結合タンパク質はCDRH3（配列番号52）、CDRH2（配列番号
51）およびCDRL3（配列番号55）、またはそれらの変異体を含んでもよい。抗原結合タン
パク質はCDRH3（配列番号52）、CDRH2（配列番号51）CDRL2（配列番号54）およびCDRL3（
配列番号55）、またはそれらの変異体を含んでもよい。
【００６７】
　抗原結合タンパク質はCDRH1（配列番号50）、CDRH2（配列番号51）、CDRH3（配列番号5
2）、CDRL1（配列番号53）、CDRL2（配列番号54）およびCDRL3（配列番号55）を含んでも
よい。あるいは、変異体CDRが存在してもよい。
【００６８】
　本発明はまたMAGE-A3と結合する上記の抗原結合タンパク質であって、上述したCDRH3の
代わりに、配列番号43または配列番号47の可変ドメイン配列の対応するCDRH3、またはそ
の変異体CDRH3を含む前記抗原結合タンパク質を提供する。従って、抗原結合タンパク質
は上記の通りであってもよいが、配列番号58または配列番号64のCDRH3を有してもよい。
【００６９】
　本発明はまた、MAGE-A3と結合する上記の抗原結合タンパク質であって、上述したCDRH1
、CDRH2、CDRL1、CDRL2またはCDRL3の代わりに、配列番号43、配列番号45、配列番号47、
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または配列番号49の可変ドメイン配列の対応するCDR、またはその変異体CDRを含む前記抗
原結合タンパク質を提供する。。
【００７０】
　例えば、抗原結合タンパク質は対応するCDRH3および対応するCDRH1、またはそれらの変
異体を含んでもよい。抗原結合タンパク質は対応するCDRH3および対応するCDRH2、または
それらの変異体を含んでもよい。抗原結合タンパク質は対応するCDRH1、対応するCDRH2、
および対応するCDRH3またはそれらの変異体を含んでもよい。抗原結合タンパク質は対応
するCDRL1および対応するCDRL2、またはそれらの変異体を含んでもよい。抗原結合タンパ
ク質は対応するCDRL2および対応するCDRL3、またはそれらの変異体を含んでもよい。抗原
結合タンパク質は対応するCDRL1、および対応するCDRL2および対応するCDRL3、またはそ
れらの変異体を含んでもよい。抗原結合タンパク質は対応するCDRH3および対応するCDRL3
、またはそれらの変異体を含んでもよい。抗原結合タンパク質は対応するCDRH3、対応す
るCDRH2および対応するCDRL3、またはそれらの変異体を含んでもよい。抗原結合タンパク
質は対応するCDRH3、対応するCDRH2、対応するCDRL2および対応するCDRL3、またはそれら
の変異体を含んでもよい。抗原結合タンパク質は対応するCDRH1、対応するCDRH2、対応す
るCDRH3、対応するCDRL1、対応するCDRL2および対応するCDRL3、またはそれらの変異体を
含んでもよい。
【００７１】
　本発明の抗原結合タンパク質はCDRH3（配列番号58）およびCDRH1（配列番号56）または
それらの変異体を含んでもよい。抗原結合タンパク質はCDRH3（配列番号58）およびCDRH2
（配列番号57）またはそれらの変異体を含んでもよい。抗原結合タンパク質はCDRH1（配
列番号56）およびCDRH2（配列番号57）、およびCDRH3（配列番号58）またはそれらの変異
体を含んでもよい。
【００７２】
　抗原結合タンパク質はCDRL1（配列番号59）およびCDRL2（配列番号60）、またはそれら
の変異体を含んでもよい。本発明の抗原結合タンパク質はCDRL2（配列番号60）およびCDR
L3（配列番号61）、またはそれらの変異体を含んでもよい。抗原結合タンパク質はCDRL1
（配列番号59）、CDRL2（配列番号60）およびCDRL3（配列番号61）、またはそれらの変異
体を含んでもよい。
【００７３】
　抗原結合タンパク質はCDRH3（配列番号58）およびCDRL3（配列番号61）、またはそれら
の変異体を含んでもよい。
【００７４】
抗原結合タンパク質はCDRH3（配列番号58）、CDRH2（配列番号57）およびCDRL3（配列番
号61）、またはそれらの変異体を含んでもよい。
【００７５】
抗原結合タンパク質はCDRH3（配列番号58）、CDRH2（配列番号57）、CDRL2（配列番号60
）およびCDRL3（配列番号61）、またはそれらの変異体を含んでもよい。
【００７６】
　本発明の抗原結合タンパク質はCDRH1（配列番号56）、CDRH2（配列番号57）、CDRH3（
配列番号58）、CDRL1（配列番号59）、CDRL2（配列番号60）およびCDRL3（配列番号61）
を含んでもよい。あるいは、変異体CDRが存在してもよい。
【００７７】
　本発明はまた、MAGE-A3と結合する上記の抗原結合タンパク質であって、上述したCDRH3
の代わりに配列番号39または配列番号47の可変ドメイン配列の対応するCDRH3またはそれ
らの変異体CDRH3を含む前記抗原結合タンパク質を提供する。
【００７８】
従って、抗原結合タンパク質は上記の通りであってもよいが、配列番号52または配列番号
64のCDRH3を有してもよい。
【００７９】
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　本発明はまた、MAGE-A3と結合する上記の抗原結合タンパク質であって、上述したCDRH1
、CDRH2、CDRL1、CDRL2またはCDRL3の代わりに、配列番号39、配列番号41、配列番号47、
または配列番号49の可変ドメイン配列の対応するCDRまたはそれらの変異体CDRを含む前記
抗原結合タンパク質を提供する。
【００８０】
　例えば、抗原結合タンパク質は対応するCDRH3および対応するCDRH1、またはそれらの変
異体を含んでもよい。抗原結合タンパク質は対応するCDRH3および対応するCDRH2、または
それらの変異体を含んでもよい。抗原結合タンパク質は対応するCDRH1、対応するCDRH2、
および対応するCDRH3、またはそれらの変異体を含んでもよい。抗原結合タンパク質は対
応するCDRL1、および対応するCDRL2、またはそれらの変異体を含んでもよい。抗原結合タ
ンパク質は対応するCDRL2、および対応するCDRL3、またはそれらの変異体を含んでもよい
。抗原結合タンパク質は対応するCDRL1、対応するCDRL2、および対応するCDRL3、または
それらの変異体を含んでもよい。抗原結合タンパク質は対応するCDRH3、および対応するC
DRL3、またはそれらの変異体を含んでもよい。
【００８１】
抗原結合タンパク質は対応するCDRH3、対応するCDRH2、および対応するCDRL3、またはそ
れらの変異体を含んでもよい。抗原結合タンパク質は対応するCDRH3、対応するCDRH2、対
応するCDRL2および対応するCDRL3、またはそれらの変異体を含んでもよい。抗原結合タン
パク質は対応するCDRH1、対応するCDRH2、対応するCDRH3、対応するCDRL1、対応するCDRL
2および対応するCDRL3、またはそれらの変異体を含んでもよい。
【００８２】
　本発明の抗原結合タンパク質はCDRH3（配列番号64）およびCDRH1（配列番号62）または
それらの変異体を含んでもよい。抗原結合タンパク質はCDRH3（配列番号64）およびCDRH2
（配列番号63）またはそれらの変異体を含んでもよい。抗原結合タンパク質はCDRH1（配
列番号62）およびCDRH2（配列番号63）、およびCDRH3（配列番号64）、またはそれらの変
異体を含んでもよい。
【００８３】
　抗原結合タンパク質はCDRL1（配列番号65）およびCDRL2（配列番号66）、またはそれら
の変異体を含んでもよい。抗原結合タンパク質はCDRL2（配列番号66）およびCDRL3（配列
番号67）、またはそれらの変異体を含んでもよい。抗原結合タンパク質はCDRL1（配列番
号65）、CDRL2（配列番号66）およびCDRL3（配列番号67）またはそれらの変異体を含んで
もよい。
【００８４】
　抗原結合タンパク質はCDRH3（配列番号64）およびCDRL3（配列番号67）、またはそれら
の変異体を含んでもよい。抗原結合タンパク質はCDRH3（配列番号64）、CDRH2（配列番号
63）およびCDRL3（配列番号67）、またはそれらの変異体を含んでもよい。抗原結合タン
パク質はCDRH3（配列番号64）、CDRH2（配列番号63）CDRL2（配列番号66）およびCDRL3（
配列番号67）、またはそれらの変異体を含んでもよい。
【００８５】
　抗原結合タンパク質はCDRH1（配列番号62）、CDRH2（配列番号63）、CDRH3（配列番号6
4）、CDRL1（配列番号65）、CDRL2（配列番号66）およびCDRL3（配列番号67）を含んでも
よい。あるいは、変異体CDRが存在してもよい。
【００８６】
　本発明はまた、MAGE-A3と結合する上記の抗原結合タンパク質であって、上述したCDRH3
の代わりに配列番号39または配列番号43の可変ドメイン配列の対応するCDRH3またはそれ
らの変異体CDRH3を含む前記抗原結合タンパク質を提供する。従って、抗原結合タンパク
質は上記の通りであってもよいが、配列番号52または配列番号58のCDRH3を有してもよい
。
【００８７】
　本発明はまた、MAGE-A3と結合する上記の抗原結合タンパク質であって、上述したCDRH1
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、CDRH2、CDRL1、CDRL2またはCDRL3の代わりに配列番号39、配列番号41配列番号43、また
は配列番号45の可変ドメイン配列の対応するCDR、またはそれらの変異体CDRを含む前記抗
原結合タンパク質を提供する。
【００８８】
　例えば、抗原結合タンパク質は対応するCDRH3および対応するCDRH1、またはそれらの変
異体を含んでもよい。抗原結合タンパク質は対応するCDRH3および対応するCDRH2、または
それらの変異体を含んでもよい。抗原結合タンパク質は対応するCDRH1、対応するCDRH2、
および対応するCDRH3、またはそれらの変異体を含んでもよい。
【００８９】
抗原結合タンパク質は対応するCDRL1および対応するCDRL2、またはそれらの変異体を含ん
でもよい。抗原結合タンパク質は対応するCDRL2および対応するCDRL3、またはそれらの変
異体を含んでもよい。抗原結合タンパク質は対応するCDRL1、対応するCDRL2、および対応
するCDRL3、またはそれらの変異体を含んでもよい。抗原結合タンパク質は対応するCDRH3
および対応するCDRL3、またはそれらの変異体を含んでもよい。抗原結合タンパク質は対
応するCDRH3、対応するCDRH2および対応するCDRL3、またはそれらの変異体を含んでもよ
い。抗原結合タンパク質は対応するCDRH3、対応するCDRH2、対応するCDRL2および対応す
るCDRL3、またはそれらの変異体を含んでもよい。抗原結合タンパク質は対応するCDRH1、
対応するCDRH2、対応するCDRH3、対応するCDRL1、対応するCDRL2および対応するCDRL3、
またはそれらの変異体を含んでもよい。
【００９０】
　対応するCDRはKabat（1987）、Chothia（1989）、AbMまたはcontact方法を参照するこ
とにより定義することができる。それぞれの方法の1つの定義は表2に見出すことができる
し、対応するCDRを確認するには参照重鎖可変域配列番号39、43、または47および参照軽
鎖可変域配列番号41、45、または49を適用することができる。
【００９１】
　CDR変異体または変異体結合ユニットには少なくとも1つのアミノ酸（例えば1、2、また
は6つ以下のアミノ酸）が改変されたアミノ酸配列であって、その改変は変異体が未改変
配列の生物学的特徴を保持することを容認するものである前記アミノ酸配列が含まれる。
例えば、変異体はMAGE-A3と結合する機能性変異体である。CDRアミノ酸配列の部分的改変
は1、2またはいくつかのアミノ酸の欠失または置換による；または1、2またはいくつかの
アミノ酸の付加または挿入による；またはそれらの組み合わせによる（例えば、1、2また
は6つ以下のアミノ酸による）ものであってもよい。CDR変異体または結合ユニット変異体
は、任意の組み合わせで、アミノ酸配列中に、1、2、3、4、5または6つのアミノ酸置換、
付加または欠失を含有してもよい。アミノ酸残基の置換は保存的置換、例えば、1つの疎
水性アミノ酸を代わりの疎水性アミノ酸に置換するものであってもよい。例えば ロイシ
ンはバリン、またはイソロイシンで置換することができる。
【００９２】
　CDRL1、L2、L3、H1およびH2は有限数の主鎖立体構造の1つを構造的に表す傾向がある。
CDRの特別な正順構造クラスはCDRの長さおよびループパッキングの両方により定義され、
CDRとフレームワーク域の両方のキー位置に位置する残基（構造決定基またはSDR）により
決定される。MartinおよびThornton（1996； J Mol Biol 263：800-815）は、「キー残基
」正準テンプレートを定義する自動化した方法を作製した。クラスター分析を用いて数セ
ットのCDRの正順クラスを定義し、次いで正順テンプレートを、埋められた疎水性、水素
結合残基、および保存されたグリシンおよびプロリンを分析することにより特定する。抗
体配列のCDRは、キー残基テンプレートと比較しかつ各テンプレートを同一性または類似
性マトリックスを用いてスコアを付けることにより、配列を正準クラスに割り当てること
ができる。
【００９３】
　参照CDRに対応するCDRを含む本発明の抗原結合タンパク質は、EC50により示して、参照
CDRを含む抗原結合タンパク質が示す効力の10倍以内、または5倍以内のMAGE-A3と結合す
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る効力を発揮しうることが示されている。参照CDRの変異体を含む本発明の抗原結合タン
パク質は、EC50により示して、参照CDRを含む抗原結合タンパク質が示す効力の10倍以内
、または5倍以内のMAGE-A3と結合する効力を発揮しうることが示されている。参照CDRは
、配列番号50、51、52、53、54、55、56、57、58、59、60、61、62、63、6465、66、およ
び67からなる群より選択される配列を有するものを含む。
【００９４】
　本明細書に記載の１以上のCDR、対応するCDR、変異体CDRまたは結合ユニットは、ヒト
フレームワークの文脈において、例えば、ヒト化もしくはキメラ可変ドメインとして存在
しうる。
【００９５】
　重鎖可変域のいずれかを好適なヒト定常域と組み合わせてもよい。軽鎖可変域のいずれ
かを好適なヒト定常域と組み合わせてもよい。
【００９６】
　抗原結合タンパク質が結合するMAGE-A3ポリペプチドは組換えポリペプチドであっても
よい。MAGE-A3は溶液中であってもよくまたは固体表面に付着していてもよい。例えば、
ビーズ、例えば磁性ビーズに付着していてもよい。MAGE-A3はビオチン化されていてもよ
い。MAGE-A3とコンジュゲートしたビオチン分子を用いて、ビオチン-ストレプトアビジン
を固体表面上でカップリングすることにより、MAGE-A3を固体表面上に固定してもよい。
【００９７】
　本発明はまた、MAGE-A3と結合する抗原結合タンパク質であって、配列番号39、配列番
号43、SEQIDNO：47、配列番号41、配列番号45、および配列番号49からなる群より選択さ
れるフレームワークと75％以上の配列同一性を有する重鎖可変域アクセプター抗体フレー
ムワークを含むものである前記抗原結合タンパク質を提供する。
【００９８】
　抗原結合タンパク質はラット、マウス、霊長類（例えば、カニクイザル、旧世界サルま
たは類人猿）またはヒト由来であってもよい。抗原結合タンパク質はヒト化またはキメラ
抗体であってもよい。
【００９９】
　抗原結合タンパク質は、いずれかのアイソタイプまたはサブクラスでありうる定常域を
含んでもよい。定常域はIgGアイソタイプ、例えばIgG1、IgG2、IgG3、IgG4またはそれら
の変異体のものであってもよい。抗原結合タンパク質定常域はIgG1であってもよい。
【０１００】
　抗体のFcエフェクター部分に対する突然変異変化を利用してFcRnと抗体の間の相互作用
の親和力を変えて抗体代謝回転をモジュレートすることができる。抗体の半減期はin viv
oで延長することができる。本発明の抗原結合タンパク質はFcが無効化されていてもよい
。あるいは、本発明の抗原結合タンパク質はFcが有効であってもよい。
【０１０１】
　本発明はまた、本明細書に記載の抗原結合タンパク質をコードする核酸分子を提供する
。その核酸分子は(i)１以上のCDRH、または重鎖可変配列；および(ii)１以上のCDRL、ま
たは軽鎖可変配列をコードする配列を、(i)と(ii)を同じ核酸分子上に含みうる。あるい
は、本明細書に記載の抗原結合タンパク質をコードする核酸分子は、(a)１以上のCDRH、
または重鎖可変配列；または(b)１以上のCDRL、または軽鎖可変配列をコードする配列を
、(a)と(b)を別々の核酸分子上に含みうる。
【０１０２】
　重鎖可変配列をコードする核酸分子は配列番号38、42または46のいずれか1つを含むか
またはから成ってもよい。軽鎖可変配列をコードする核酸分子は配列番号40、44、または
48のいずれか1つを含むかまたはから成ってもよい。
【０１０３】
　本発明はまた、本明細書に記載の核酸分子を含む発現ベクターを提供する。また、本明
細書に記載の発現ベクターを含む組換え宿主細胞を提供する。
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【０１０４】
　本明細書に記載の抗原結合タンパク質を好適な宿主細胞で産生してもよい。抗原結合タ
ンパク質を作製する方法は本明細書に記載の宿主細胞を培養するステップおよびその抗原
結合タンパク質を回収するステップを含むものである。組換え、形質転換、形質移入、ま
たは形質導入された宿主細胞は、本明細書に記載の抗原結合タンパク質の重鎖可変ドメイ
ンをコードするポリヌクレオチドを含みかつさらに本明細書に記載の抗原結合タンパク質
の軽鎖可変域をコードするポリヌクレオチドを含む発現カセットを含むものであってもよ
い。あるいは、組換え、形質転換、形質移入、または形質導入された宿主細胞は、少なく
とも１つの発現カセット（ここで、第1の発現カセットは本明細書に記載の抗原結合タン
パク質の重鎖可変域をコードするポリヌクレオチドを含む）を含み、かつさらに本明細書
に記載の抗原結合タンパク質の軽鎖可変域をコードするポリヌクレオチドを含む第2のカ
セットを含んでもよい。安定して形質転換された宿主細胞は、本明細書に記載の抗原結合
タンパク質の重鎖および／または軽鎖可変域をコードする１以上の発現カセットを含むベ
クターを含んでもよい。例えば、かかる宿主細胞は軽鎖可変域をコードする第1のベクタ
ーおよび重鎖可変域をコードする第2のベクターを含んでもよい。
【０１０５】
　宿主細胞は真核生物、例えば哺乳動物であってもよい。かかる細胞の例はCHO（チャイ
ニーズハムスター卵巣）またはNS0（骨髄腫細胞株）を含む。宿主細胞は非ヒト宿主細胞
であってもよい。宿主細胞は非胚性宿主細胞であってもよい。宿主細胞を培地、例えば、
血清を含まない培地で培養してもよい。抗原結合タンパク質は宿主細胞により培地中に分
泌されてもよい。抗原結合タンパク質を含有する前記培地については、抗原結合タンパク
質を少なくとも95％以上（例えば、98％以上）に精製することができる。
【０１０６】
　本発明の抗原結合タンパク質は、抗原結合タンパク質および生理学的に許容される担体
を含む組成物として、または抗原結合タンパク質および製薬上許容される担体として提供
することができる。かかる組成物を使用のための取扱説明書と一緒に含む部品のキットを
提供してもよい。便宜上、前記キットは所定量の試薬を使用のための取扱説明書と共に含
んでもよい。
【０１０７】
抗体構造
　ほとんどの脊椎動物種は、定常域のアミノ酸配列に基づいて、2つの型、いわゆるKappa
およびLambdaのうちの1つに割り当てることができる。それらの重鎖の定常域のアミノ酸
配列によって、ヒト抗体は5つの異なるクラス、IgA、IgD、IgE、IgGおよびIgMに割り当て
ることができる。それらの重鎖の定常域のアミノ酸配列によって、ヒト抗体IgGおよびIgA
はさらにサブクラス、IgG1、IgG2、IgG3およびIgG4；およびIgA1およびIgA2に細分するこ
とができる。マウスおよびラットについては少なくともIgG2a、IgG2bを有する種特異体が
存在する。
【０１０８】
　可変域のより保存された部分はフレームワーク域（FR）と呼ばれる。無処置の重鎖およ
び軽鎖の可変ドメインはそれぞれ3つのCDRにより接続された4つのFRを含む。各鎖中のCDR
は4つのFRにより他の鎖由来のCDRとごく近位に一緒に保持され、抗体の抗原結合部位の形
成に寄与する。
【０１０９】
産生方法
　抗原結合タンパク質は遺伝子組換え生物、例えば、ヤギ（例えば、Pollock et al. (19
99) J. Immunol. Methods 231: 147-157を参照）、ニワトリ（例えば、Morrow (2000) Ge
net. Eng. News 20: 1-55を参照）、マウス（例えば、Pollock et al. 1999を参照）また
は植物（例えば、Doran (2000) Curr. Opinion Biotechnol. 11: 199-204; Ma (1998) Na
t. Med. 4: 601-606; Baez et al. (2000) BioPharm 13: 50-54; Stoger et al. (2000) 
Plant Mol. Biol. 42: 583-590を参照）で産生することができる。
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【０１１０】
　抗原結合タンパク質はまた化学合成により作製することができる。しかし、抗原結合タ
ンパク質は典型的には、当業者に周知の組換え細胞培養技術を用いて産生される。抗原結
合タンパク質をコードするポリヌクレオチドを単離して複製可能なベクター、例えばプラ
スミド中に挿入し、さらにクローニング（増幅）または発現を行う。1つの発現系はグル
タミン酸シンテターゼ系（例えば、Lonza Biologics, Basel, Switzerlandより販売）で
あり、その場合、特に宿主細胞はCHOまたはNSOである。抗原結合タンパク質をコードする
ポリヌクレオチドは容易に単離され、慣用の手順（例えば、オリゴヌクレオチドプローブ
）を用いて配列決定される。使用できるベクターにはプラスミド、ウイルス、ファージ、
トランスポゾン、ミニ染色体が含まれ、そのなかで典型的にはプラスミドが使用される。
一般に、かかるベクターにはさらに、シグナル配列、複製起点、1以上のマーカー遺伝子
、エンハンサーエレメント、プロモーターおよび転写終結配列sが含まれ、これらは発現
を促進するために抗原結合タンパク質ポリヌクレオチドと機能的に連結されている。軽鎖
および重鎖をコードするポリヌクレオチドを別々のベクター中に（例えば、形質転換、形
質移入、エレクトロポレーションまたは形質導入により）挿入し、同じ宿主細胞中に同時
にまたは逐次導入してもよく、または所望であれば、重鎖および軽鎖の両方を前記導入前
に同じベクター中に導入することもできる。
【０１１１】
　本発明のポリヌクレオチド配列のコドン最適化を用いて、宿主細胞により産生されるタ
ンパク質のレベルを増加してもよい。いくつかの方法が開示されている（Nakamura et al
. (1996) Nucleic Acids Research 24: 214-215; W098/34640; W097/11086）。遺伝コー
ドの縮退によって、本明細書に開示したものの代わりのポリヌクレオチド（特に所与の宿
主細胞における発現に対して最適化されたこれらのコドン）も本明細書に記載の抗原結合
タンパク質をコードすることができる。本発明の抗原結合タンパク質をコードするポリヌ
クレオチドのコドン利用を改変して宿主細胞のコドンバイアスに適応させ、転写物および
／または産物収率を増加することができる（例えば、Hoekema et al., Mol Cell Biol 19
87 7(8): 2914-24）。コドンの選択は発現に用いる宿主細胞との好適な適合性に基づいて
もよい。
【０１１２】
　抗原結合タンパク質は、成熟タンパク質のN-末端に特異な切断部位を有する異種シグナ
ル配列との融合タンパク質として作製してもよい。このシグナル配列は認識されかつ宿主
細胞によりプロセシングされなければならない。原核生物の宿主細胞については、シグナ
ル配列は例えば、アルカリホスファターゼ、ペニシリナーゼ、または熱に安定なエンテロ
トキシンIIリーダーであってもよい。酵母分泌については、シグナル配列は例えば、酵母
インベルターゼリーダー、α因子リーダーまたは酸ホスファターゼリーダーであってもよ
く、例えば、WO90/13646を参照されたい。哺乳動物細胞系においては、ウイルス分泌性リ
ーダー、例えばヘルペスシンプレックスgDシグナルおよび未変性免疫グロブリンシグナル
配列が好適でありうる。典型的にはこのシグナル配列を、抗原結合タンパク質をコードす
るDNAと読み枠内で結合する。
【０１１３】
　複製起点は当技術分野で周知であり、pBR322はほとんどのグラム陰性細菌に対して、2
μプラスミドはほとんどの酵母に対して、および、様々なウイルス起源のもの、例えば、
SV40、ポリオーマ、アデノウイルス、VSVまたはBPVはほとんどの哺乳動物細胞に対して好
適である。一般に複製起点成分は哺乳動物発現ベクターに必要でないが、SV40は初期プロ
モーターを含有するので使用してもよい。
【０１１４】
　典型的な選択遺伝子は(a)抗生物質または他の毒素、例えば、アンピシリン、ネオマイ
シン、メトトレキセートまたはテトラサイクリンに対する耐性を与えるタンパク質または
(b)補体栄養要求性欠陥または複合培地で利用できない補給栄養分または(c)両方の組み合
わせをコードする。選択スキームは宿主細胞の増殖を静止することに関わる。例えば、抗
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原結合タンパク質をコードする遺伝子で首尾よく形質転換された細胞は、共に送達された
選択マーカーにより与えられる薬物耐性によって生存する。一例は、形質転換体をメトト
レキセートの存在のもとで培養するジヒドロ葉酸レダクターゼ（DHFR）選択マーカーであ
る。細胞を増加量のメトトレキセートの存在のもとで培養して目的の外因性遺伝子のコピ
ー数を増幅することができる。CHO細胞はDHFR選択用に特に有用な細胞株である。さらな
る例はグルタミン酸シンテターゼ発現系（Lonza Biologics, Basel, Switzerland）であ
る。酵母で使用する選択遺伝子の一例はtrp1遺伝子であり、Stinchcomb et al. (1979) N
ature 282: 38を参照されたい。
【０１１５】
　抗原結合タンパク質を発現するために好適なプロモーターを、抗原結合タンパク質をコ
ードするDNA／ポリヌクレオチドと機能的に連結する。原核生物宿主のためのプロモータ
ーには、phoAプロモーター、β-ラクタマーゼおよびラクトースプロモーター系、アルカ
リホスファターゼ、トリプトファンおよびハイブリッドプロモーター、例えばTacが含ま
れる。酵母細胞における発現に好適なプロモーターには、3-ホスホグリセリン酸キナーゼ
または他の解糖酵素、例えば、エノラーゼ、グリセルアルデヒド-3-リン酸デヒドロゲナ
ーゼ、ヘキソキナーゼ、ピルビン酸デカルボキシラーゼ、ホスホフルクトキナーゼ、グル
コース-6-リン酸塩イソメラーゼ、3-ホスホグリセリン酸ムターゼおよびグリコキナーゼ
が含まれる。誘導性酵母プロモーターには、アルコールデヒドロゲナーゼ-2、イソシトク
ロームC、酸性ホスファターゼ、メタロチオネインおよび窒素代謝またはマルトース/ガラ
クトース利用に関与する酵素が含まれる。
【０１１６】
　哺乳動物細胞系での発現のためのプロモーターには、ウイルスプロモーター、例えばポ
リオーマ、鶏痘およびアデノウイルス(例えばアデノウイルス2)、ウシパピローマウイル
ス、トリ肉腫ウイルス、サイトメガロウイルス(特に最初期遺伝子プロモーター)、レトロ
ウイルス、B型肝炎ウイルス、アクチン、ラウス肉腫ウイルス(RSV)プロモーターおよび初
期または後期シミアンウイルス40が含まれる。勿論、プロモーターの選択は、発現に使用
される宿主細胞との好適な適合性に基づく。第1のプラスミドはRSVおよび／またはSV40お
よび／またはCMVプロモーター、ネオマイシンおよびアンピシリン耐性選択マーカーと一
緒に軽鎖可変域（VL）、κC領域をコードするDNAを含んでもよく、そして第2のプラスミ
ドはRSVまたはSV40プロモーター、重鎖可変域（VH）をコードするDNA、γ1定常域、DHFR
およびアンピシリン耐性マーカーをコードするDNAを含んでもよい。
【０１１７】
　適宜、例えば高等真核生物での発現については、ベクター中のプロモーターエレメント
と機能的に連結されたエンハンサーエレメントを用いることができる。哺乳動物のエンハ
ンサー配列には、グロビン、エラスターゼ、アルブミン、フェトプロテインおよびインス
リン由来のエンハンサーエレメントが含まれる。あるいは、真核細胞ウイルス由来のエン
ハンサーエレメント、例えばSV40エンハンサー（bp100～270）、サイトメガロウイルス初
期プロモーターエンハンサー、ポリオーマエンハンサー、バキュロウイルスエンハンサー
またはマウスIgG2a遺伝子座を使用することができる（WO04/009823を参照のこと）。エン
ハンサーはベクターでプロモーターの上流部位に位置してもよい。あるいは、エンハンサ
ーは他の場所、例えば非翻訳領域内またはポリアデニル化シグナルの下流に位置してもよ
い。エンハンサーの選択および位置は、発現に使用する宿主細胞との好適な適合性に基づ
いてよい。
【０１１８】
　真核生物系において、ポリアデニル化シグナルは抗原結合タンパク質をコードするポリ
ヌクレオチドに機能的に連結される。かかるシグナルは典型的にはオープンリーディング
フレームの3'に置かれる。哺乳動物系において、非限定的な例には成長ホルモン、伸長因
子-1αおよびウイルス（例えば、SV40）遺伝子またはレトロウイルス長末端反復配列由来
のシグナルが含まれる。酵母系では、ポリアデニル化／終結シグナルの非限定的な例には
、ホスホグリセリン酸キナーゼ（PGK）およびアルコールデヒドロゲナーゼ1（ADH）遺伝
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子由来のものが含まれる。原核生物系では、ポリアデニル化シグナルは典型的に必要とさ
れず、代わりに、通常、より短くてより規定されたターミネーター配列を用いる。ポリア
デニル化／終結配列の選択は、発現に使用される宿主細胞との好適な適合性に基づく。
【０１１９】
　上記に加えて、収率を高めるために利用できる他の特徴には、クロマチン再構築エレメ
ント、イントロンおよび宿主細胞特異的コドン改変が含まれる。
【０１２０】
　本発明の抗原結合タンパク質をコードするクローニングまたは発現ベクターに好適な宿
主細胞は、原核細胞、酵母細胞または高等真核細胞である。好適な原核細胞には、真正細
菌、例えば腸内細菌科、例えばエシェリキア菌（Escherichia）、例えば大腸菌（E. coli
）（例えばATCC 31,446； 31,537； 27,325）、腸内細菌（Enterobacter）、エルウィニ
ア菌（Erwinia）、クレブシエラ菌（Klebsiella）プロテウス菌（Proteus）、サルモネラ
菌（Salmonella）、例えばネズミチフス菌、セラチア菌（Serratia）、例えばセレトア・
マルセンス菌（Serratia marcescens）、および赤痢菌（Shigella）、ならびにバシラス
菌（Bacilli）、例えば枯草菌（B. subtilis）およびバシラス・リシェニフォルミス菌（
B. licheniformis；DD 266 710を参照のこと）、シュードモナス菌（Pseudomonas）、例
えば緑膿菌（P. aeruginosa）およびストレプトマイセス菌（Streptomyces）が含まれる
。酵母宿主細胞のなかでは、サッカロミセス・セレビジエ（Saccharomyces cerevisiae）
、シゾサッカロミセス・ポンベ（schizosaccharomyces pombe）、クルイベロミセス（Klu
yveromyces）（例えばATCC 16,045; 12,424; 24178; 56,500）、ヤロウィア（yarrowia）
（EP402、226）、ピキア・パストリス（PichiaPastoris） （EP183、070、Peng et al J.
Biotechnol. 108 （2004） 185-192も参照）、カンジダ（Candida）、トリコデルマ・リ
ーシア（Trichoderma reesia）（EP244、234）、ペニシリン（Penicillin）、トリポクラ
ジウム（Tolypocladium）およびアスペルギルス属（Aspergillus）宿主、例えばA.nidula
nsおよびA.nigerも意図している。
【０１２１】
　高等真核宿主細胞には、哺乳動物細胞、例えばCOS-1（ATCC No.CRL 1650）COS-7（ATCC
 CRL 1651）、ヒト胎性腎系統293、ベビーハムスター腎細胞（BHK）（ATCC CRL.1632）、
BHK570（ATCC NO： CRL 10314）、293（ATCC NO.CRL 1573）、チャイニーズハムスター卵
巣細胞CHO（例えばCHO-K1、ATCC NO： CCL 61、DHFR-CHO細胞株（またはDHFRマイナスCHO
細胞株）、例えばDG44（Urlaub et al、Somat Cell Mol Genet （1986） Vol 12 pp555-5
66）、特に懸濁培養に適合させたそれらのCHO細胞株、マウスセルトリ細胞、サル腎細胞
、アフリカミドリザル腎細胞（ATCC CRL-1587）、HELA細胞、イヌ腎細胞（ATCC CCL 34）
、ヒト肺細胞（ATCC CCL 75）、Hep G2および骨髄腫またはリンパ腫細胞、例えばNS0（米
国特許US 5,807,715を参照）、Sp2/0、Y0が含まれる。
【０１２２】
　かかる宿主細胞をさらに遺伝子操作するかまたは適合させて、抗原結合タンパク質の品
質、機能および／または収率を改変してもよい。限定されるものでない例には、特定の修
飾酵素（例えばグリコシル化酵素）およびタンパク質フォールディングシャペロンの発現
が含まれる。
【０１２３】
　抗原結合タンパク質、例えば抗体をコードするベクターで形質転換された宿主細胞を当
業者に公知の任意の方法により培養してもよい。宿主細胞は、スピナーフラスコ、ローラ
ーボトル、または中空繊維系で培養することができるが、大量生産には攪拌タンクリアク
ターまたはバッグリアクター（例えば、Wave Biotech, Somerset, New Jersey USA）を特
に懸濁培養に使用する。例えばスパージャー、バッフルまたは低剪断インペラーを使用し
て攪拌タンカーを曝気用に改造してもよい。バブルカラムおよびエアリフトリアクターに
ついては、空気または酸素気泡での直接曝気を用いることができる。宿主細胞を無血清培
地で培養する場合、曝気工程の結果としての細胞損傷の防止を支援するためにプルロニッ
クF-68等の細胞保護剤を培地に補充する。宿主細胞の特徴に応じて、ミクロキャリアを足
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場依存性細胞株の増殖基質として用いるか、または細胞を(典型的である)懸濁培養に適合
させてもよい。宿主細胞、特に脊椎動物宿主細胞の培養では、様々な操作様式、例えば流
加-バッチ、反復バッチプロセス（Drapeau et al (1994) cytotechnology 15: 103-109を
参照）、拡張バッチプロセスまたは潅流培養を利用してもよい。遺伝子組換えで形質転換
された哺乳動物宿主細胞は、ウシ胎児血清（FCS）などの血清添加培地で培養してもよい
が、例えば、かかる宿主細胞をKeen et al (1995) Cytotechnology 17:153-163に開示さ
れたような合成無血清培地、またはProCHO-CDMもしくはUltraCHO(登録商標)（Cambrex NJ
, USA）などの市販の培地で培養し、必要に応じてエネルギー源、例えばグルコースおよ
び合成成長因子、例えば組換えインスリンを補充する。宿主細胞の無血清培養は、これら
の細胞が無血清条件での成長に適合することを必要としうる。1つの適合化手法は、かか
る宿主細胞を血清添加培地で培養し、培地の80%を無血清培地と交換することを繰り返し
、その結果、宿主細胞が無血清条件への適合を習得することである（例えば、Scharfenbe
rg K et al (1995) in Animal Cell technology: Developments towards the
 21st century (Beuvery E.C. et al eds), pp619-623, Kluwer Academic publishersを
参照）。
【０１２４】
　培地中に分泌された本発明の抗原結合タンパク質を回収し、そして使用目的に好適な精
製の程度を与える様々な技術を用いて精製することができる。例えば、ヒト患者の治療に
対する本発明の治療用抗原結合タンパク質の使用は、典型的には、少なくとも95%の純度
、より典型的には98%または99%以上の純度（粗培地と比較して）を必要とする。培地由来
の細胞砕片は、典型的には、遠心分離、続いての例えば、精密ろ過、限外ろ過および/ま
たは深層濾過を使用する上清の清澄化ステップを使用して除去される。種々の他の技法、
例えば透析およびゲル電気泳動およびクロマトグラフィー技法、例えばヒドロキシアパタ
イト（HA）、アフィニティークロマトグラフィー（場合によりポリヒスチジン等のアフィ
ニティータグ付け系を含む）および／または疎水性相互作用クロマトグラフィー（HIC、
米国特許5,429,746を参照）が利用可能である。様々な清澄化ステップの後に、抗体をプ
ロテインAまたはGアフィニティークロマトグラフィーを用いて捕獲することができる。さ
らなるクロマトグラフィーステップ、例えばイオン交換および/またはHAクロマトグラフ
ィー、アニオンまたはカチオン交換、サイズ排除クロマトグラフィーおよび硫安沈降をそ
の後に続けることができる。種々のウイルス除去ステップ（例えばナノ濾過（例えばDV-2
0フィルターを使用する））を用いることもできる。これらの様々なステップの後に、少
なくとも75mg/ml以上、または100mg/ml以上の抗原結合タンパク質を含む精製された(例え
ば、モノクローナル)調製物が得られる。かかる調製物は抗原結合タンパク質の凝集型を
実質的に含まない。
【０１２５】
　細菌系を抗原結合タンパク質の発現に用いることができる。かかる断片は細胞内または
周辺質内に局在するかまたは細胞外に分泌しうる。当業者に公知の方法に従って、不溶性
タンパク質は抽出して再フォールディングし、活性タンパク質を形成させることができる
。Sanchez et al (1999) J.Biotechnol. 72, 13-20；およびCupit PM et al (1999) Lett
 Appl Microbiol, 29, 273-277を参照されたい。
【０１２６】
　脱アミドはアミド官能基を除去する化学反応である。生化学において、この反応はタン
パク質を分解する上で重要である、何故なら、これはアミノ酸アスパラギンおよびグルタ
ミンのアミド含有側鎖を損傷するからである。脱アミド反応は、医療用タンパク質の製造
中に起こる共通の翻訳後改変である。例えば、組換えヒトDNAseおよび組換え可溶性CD4に
ついてはin vitroまたはin vivo生物学的活性の低下または喪失が報じられているが、他
の組換えタンパク質は影響を受けないようである。
【０１２７】
MAGE-A3およびMAGE-A6と特異的に結合するmAbを産生する方法
　本発明はさらにMAGE-A3およびMAGE-A6と特異的に結合するが、MAGE-A2またはMAGE-A12
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と結合しない（または特異的に結合しない）モノクローナル抗体を作り、特定し、そして
産生する方法を提供する。その方法は、動物（例えばマウス）を、多様なエピトープ、す
なわち、MAGE-A3およびMAGE-A6の両方で見出される配列と100％類似するが、MAGE-A2もし
くはMAGE-A12のいずれの部分とも低い配列類似性しか示さないアミノ酸配列を含む、少な
くとも１つの免疫化ペプチドを用いて免疫化するステップを含む。アミノ酸配列はMAGE-A
2またはMAGE-A12のいずれの部分とも90％、80％、77％、75％、または70％未満の低い類
似性を示しうる。前記アミノ酸配列を含む免疫化ペプチドを合成して任意に担体タンパク
質（例えば、キーホールリンペットヘモシアニン）と連結し；1つまたは2つのアミノ酸を
アミノ酸配列に加えて担体タンパク質との連結を容易にしかつ距離を離した。かかるペプ
チドの例には配列番号35、配列番号36、および配列番号37が含まれる。本発明はさらに、
MAGE-A3およびMAGE-A6と特異的に結合するが、いずれの他のMAGE-Aサブファミリーメンバ
ーとも結合しない（または特異的に結合しない）モノクローナル抗体を作り、特定し、そ
して産生する方法を含む。
【０１２８】
　免疫化の後、免疫した動物を用いて、いずれかの好適な方法、例えば、Kohler and Mil
stein, Nature, 256:495 (1975)に初めて記載されたハイブリドーマ法によりモノクロー
ナル抗体を産生する。スクリーニングを行い、MAGE-A3およびMAGE-A6と特異的に結合する
が、MAGE-A2またはMAGE-A12と結合しないモノクローナル抗体を特定する。かかるスクリ
ーニングはハイブリドーマ培養上清または精製モノクローナル抗体を用いて行うことがで
きる。モノクローナル抗体をコードするDNAをハイブリドーマ細胞から単離して当技術分
野で公知の方法を用いて配列決定し、モノクローナル抗体の重鎖と軽鎖のアミノ酸配列を
得ることができる。所望のモノクローナル抗体（またはモノクローナル抗体の部分）をコ
ードするDNAを次いで発現ベクター中に配置して好適な宿主細胞に形質移入し、コードさ
れたポリペプチドを発現することができる。DNAはまた、例えば、ヒト重鎖および／また
は軽鎖フレームワーク域をコードする配列を、対応する配列の代わりに、置き換えること
により改変することもできる。
【０１２９】
使用方法
　本明細書に記載の抗原結合タンパク質を用いて生体サンプル中のMAGE-A3および／また
はMAGE-A6をin vitroまたはin vivoで検出することができる。検出は研究、治療または診
断の目的であってもよい。例えば、抗-MAGE-A3抗原結合タンパク質を用いて培養細胞中の
、組織中の、体液中のまたは血清中のMAGE-A3を検出することができる。組織は最初にヒ
トまたは動物身体から何らかの理由（例えば、バイオプシー、または、外科中に切除され
た組織）で取り出されていてもよいし、またヒト患者から得た腫瘍組織（限定されるもの
でないが、黒色腫 および 非小細胞性肺癌を含む）であってもよい。通常のイムノアッセ
イを使うことができ、それはELISA、ウェスタンブロット、免疫組織化学、または免疫沈
降を含みうる。
【０１３０】
　MAGE-A3の存在またはレベルを疾患と関係づけることにより、当業者はMAGE-A3発現に関
連する疾患を診断することができる。被験体、例えば、ヒト被験体からの腫瘍組織中のMA
GE-A3の検出を用いて、腫瘍を発現するMAGE-A3を治療するように設計された治療薬に被験
体が好適であるかまたは反応しうるかを確認することができる。本発明の抗原結合タンパ
ク質はMAGE-A3および／またはMAGE-A6タンパク質を検出するのに有用であり、ホルマリン
固定パラフィン包埋（FFPE）組織をMAGE-A3および／またはMAGE-A6についてスクリーニン
グするのに有用でありうる。
【０１３１】
　MAGE-Nの予想アミノ酸配列（配列番号68）（Genebank、遺伝子座番号AF443295； Zhang
 et al. Oncology Report, 20: 245, 2008）はMAGE-A3のN-末端領域（アミノ酸1～129）
と97％類似性を有し、1つのアミノ酸差を持つ。MAGE-NのN-末端領域のアミノ酸73～90に
対応する配列は、（MAGE-A3中のアミノ酸73～90に対応する）ペプチドMA3#3（配列番号37
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）中のMAGE-A3断片のアミノ酸配列と同一である。本明細書に記載の抗原結合タンパク質
はMA3#3ペプチドと特異的に結合する（図7）。従って、本明細書に記載の抗原結合タンパ
ク質を用いて生体サンプル中のMAGE-Nをin vitroまたはin vivoで検出することができる
。検出は治療または診断目的のためであってもよい。例えば、抗-MAGE-A3抗原結合タンパ
ク質を用いて培養細胞中の、組織中の、体液中のまたは血清中のMAGE-Nを検出することが
できる。組織は最初にヒトまたは動物身体から何らかの理由（例えば、バイオプシー、ま
たは、外科中に切除された組織）で取り出されていてもよいし、またヒト患者から得た腫
瘍組織（限定されるものでないが、肝細胞癌を含む）であってもよい。ELISA、ウェスタ
ンブロット、免疫組織化学、または免疫沈降を含む、通常のイムノアッセイを用いること
ができる。
【０１３２】
　MAGE-Nの存在またはレベルを疾患、例えば肝細胞癌と関係づけることにより、当業者は
MAGE-N発現に関連する疾患を診断することができる。被験体、例えば、ヒト被験体からの
腫瘍組織中のMAGE-Nの検出を用いて、腫瘍を発現するMAGE-Nを治療するように設計された
治療薬に被験体が好適であるかまたはおそらく反応しうるかを確認することができる。本
発明の抗原結合タンパク質はMAGE-Nタンパク質を検出するのに有用であり、ホルマリン固
定パラフィン包埋（FFPE）組織をMAGE-Nについてスクリーニングするのに有用でありうる
。
【０１３３】
　本発明の抗原結合タンパク質を、１以上の抗原結合タンパク質、検出可能な標識、およ
びキット使用のための取扱説明書を含む診断キットに入れて提供することができる。便宜
上、キットは予め定めた量の試薬を、使用の説明書と共に含みうる。
【０１３４】
配列
配列番号1～11：それぞれ、ヒトMAGE-A1、A2、A3、A4、A5、A6、A8、A9、A10、A11、およ
びA12。
【０１３５】
配列番号12～22：MAGE-A3 aa66～91に対応するMAGE A1、A12、A2、A3、A6、A4、A5、A8、
A10、A11、およびA9の断片。
【０１３６】
配列番号23：MAGE-A3 aa66-91に対応する断片のコンセンサス配列。
【０１３７】
配列番号24～33：MAGE-A3 aa137-180に対応するMAGE A1、A12、A2、A3、A6、A4、A8、A10
、A11、およびA9の断片。
【０１３８】
配列番号34：MAGE-A3 aa137-180に対応する断片のコンセンサス配列。
【０１３９】
配列番号35：免疫化用のペプチドMA3#1。
【０１４０】
配列番号36：免疫化用のペプチドMA3#2。
【０１４１】
配列番号37：免疫化用のペプチドMA3#3。
【０１４２】
配列番号38～49：mAb 16G7およびmAb 23D2に対する重鎖および軽鎖ヌクレオチドおよびア
ミノ酸配列。
【０１４３】
配列番号50～52：mAb 1B1のCDRH1～CDRH3。
【０１４４】
配列番号53～55：mAb 1B1のCDRL1～CDRL3。
【０１４５】
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配列番号56～58：mAb 16G7のCDRH1～CDRH3。
【０１４６】
配列番号59～61：mAb 16G7のCDRL1～CDRL3。
【０１４７】
配列番号62～64：mAb 23D2のCDRH1～CDRH3。
【０１４８】
配列番号65～67：mAb 23D2のCDRL1～CDRL3。
【０１４９】
配列番号68：MAGE-N
実施例
【実施例１】
【０１５０】
全長MAGE-A3およびMAGE-A3ペプチドの合成
　他のMAGE-Aタンパク質と交差反応する抗体を得る機会を減ずるために、MAGE-A3タンパ
ク質からの多様なエピトープを特定し、これらのエピトープを含有するペプチドを用いて
マウスを免疫化した。マウスを全長組換えMAGE-A3タンパク質（配列番号3）を用いて免疫
化することから成る第2の計画も用いた。
【０１５１】
　多様なエピトープを特定した。これらのエピトープは他のMAGE-Aタンパク質配列（高度
に類似するMAGE-A6配列を除いて）に対して、より低い配列類似性を示すMAGE-A3の2つの
領域を起源とした。第1の領域はMAGE-A3のアミノ酸（AA）66～91（配列番号15）にまたが
り、MAGE-A2およびMAGE-A12とそれぞれ73％および76％同一性を示す。第2の領域はMAGE-A
3（配列番号27）のAA 137～180（配列番号27）を含み、MAGE-A2およびMAGE-A12の両方と7
2％同一性を示す（図3）。
【０１５２】
　多様なエピトープを含有する3種のペプチドの全てを合成した（表3）；
【表３】

【０１５３】
*MAGE-A3中のアミノ酸163～180の配列はGIELMEVDPIGHLYIFATである（図1参照）。不注意
な誤りがあってMA3#2ペプチドをCGIELMEVDPIGHLYFATとして合成し、MAGE-A3配列の残基#1
77に対応するイソロイシンを含有しなかった。
【０１５４】
　1つまたは2つのアミノ酸（表3で下線を引いたもの）をMA3ペプチドのNH2末端に加えて
担体タンパク質との連結を容易にしかつ距離を離した。3種のMAGE-A3断片はMAGE-A6と高
い配列類似性を有するので、得られる抗体はこのタンパク質と交差反応しうると予想した
。
【０１５５】
　MA3#1、MA3#2、およびMA3#3ペプチドを合成し（New England Peptide, Inc.）、キーホ
ールリンペットヘモシアニン（KLH）と直接コンジュゲートした。ペプチド-KLHコンジュ
ゲートは1mg/mlの濃度であった。コンジュゲートしてない凍結乾燥MA3#1、MA3#2、および
MA3#3ペプチドも合成した（NEP Inc.）。
【０１５６】
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　バキュロウイルス中に全0.426mg/mlの濃度で産生した3mgのMAGE-A3組換えタンパク質お
よび大腸菌中に1.487mg/mlの濃度で産生した3mgのMAGE-A3組換えタンパク質を得た（GSK 
Biologicals, Rixensart, Belgium）。0.486mg/mlの濃度のMAGE-A2組換えタンパク質およ
び0.458mg/mlの濃度のMAGE-A2組換えタンパク質も得た（GSK Biologicals, Laval, Canad
a）。全てのこれらの材料を-20℃にてアリコートとして保存した。
【実施例２】
【０１５７】
免疫化計画
　異なる免疫化計画を有する2つのプロトコルを同時に実施した。これらの実験は制度上
の動物倫理委員会（the institutional Animal Ethics Committee）により承認されたも
のである。
【０１５８】
　各プロトコルは、Charles River Inc.から購入した4匹の6～8週齢の雌性Balb/cマウス
を免疫化するステップから成った。免疫化前に、各マウスについて血液サンプルを採取し
て免疫前血清を得た。
【０１５９】
　第1のプロトコル（IMM-134）はアジュバントQuil-A（Cedarlane Laboratories Ltd., H
ornby, ON, Canada; Superfos Biosector, Vedbaek, Denmark）の存在のもとで3種のペプ
チド-KLHコンジュゲートの混合物（実施例1に記載の通り）でマウスを免疫化するステッ
プから成った。各マウスに、第0日、第14日および第35日に、10μgの各ペプチドKLHコン
ジュゲートおよび10μgのQuil-Aを100μlの容積で皮下（s.c.）注射した。第45日に血液
サンプルを採取して分析した。実施例11は以下のプロトコルの詳細を説明する。
【０１６０】
　第2のプロトコル（IMM-135）はMAGE-A3組換えタンパク質でマウスを免疫化するステッ
プから成った。各マウスに、第0日、第14日および第35日に、バキュロウイルスで産生し
た20μgのMAGE-A3組換えタンパク質および10μgのQuil-Aを100μlの容積で皮下（s.c.）
注射した。第45日に血液サンプルを採取して分析した。実施例11は本実施例で実施した以
下のプロトコルの詳細を説明する。
【実施例３】
【０１６１】
力価決定、マウス選択および最終追加免疫の結果
　実施例2からの各免疫化マウスから得た免疫前（第0日）血清および第45日に得た色々な
濃度の血清を、バキュロウイルスで産生した組換えMAGE-A3タンパク質についてELISAによ
り試験した（図4Aおよび4B）。次いで第2のELISA分析を行い、各プロトコルからの1マウ
スの血清を組換えMAGE-A3、MAGE-A2およびMAGE-A12タンパク質でならびにそれぞれKLHと
コンジュゲートした3種のMAGE-A3ペプチド（MA3#1、MA3#2およびMA3#3）で試験した。こ
れらの血清の反応性を免疫前血清（マウス#1、IMM-135）、mAb 57B（陽性対照として）、
無関係なmAb M344（陰性対照）、および二次抗体（ヤギ抗-マウス（GAM）IgG-HRP、Jacks
on ImmunoResearch）単独（陰性対照）の反応性と比較した（図5）。
【０１６２】
　Nunc MAXISORP（登録商標）96-ウエルのウエルを抗原でコーティングした。抗原をTris
緩衝化生理食塩水（TBS）中に精製組換えMAGEタンパク質について0.1μg/50μlにてまた
はKLHとコンジュゲートしたペプチドについて0.1μg/50μlにて希釈し、そして0.1μg/50
μlにて配給し、そして一晩37℃にて乾燥した。ウエルを数回TBSで洗浄し、50μlのTBS-1
％カゼインを各ウエルに加えた。ウエルを1時間37℃にてインキュベートし再び数回TBSで
洗浄した。
【０１６３】
　50μlのマウス血清を加え、TBS-0.02％カゼインで希釈し、次いで1時間37℃にて加湿室
内でインキュベートしそしてTBSで6回洗浄した。
【０１６４】
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　次いで二次抗体を加えた：50μl/ウエルの西洋わさびペルオキシダーゼ（HRP）コンジ
ュゲートした二次抗体（GAM IgG-HRP, Jackson ImmunoResearch）を加え、TBS-0.02％カ
ゼインに1:5000で希釈し加湿室内で1時間37℃にてインキュベートした。次いでウエルを6
回TBSで洗浄した。
【０１６５】
　顕色：50μl/ウエルの2,2'-アジノ-ビス(3-エチルベンゾチアゾール-6-スルホン酸) （
ABTS, Chemicon International, Cat: ES004-500 ml）を加え、30分間37℃にて加湿室内
でインキュベートした。反応を50μl/ウエルのABTSブロック溶液を加えることにより停止
した。405nmの光学密度をプレートリーダー（Molecular Devices）で読み取った。
【０１６６】
　全8マウスからの血清を1:1000～1:500,000の範囲で希釈したMAGE-A3タンパク質に対し
て試験した。図4Aは、KLHとコンジュゲートした3ペプチドの混合物で免疫化したマウスの
間で（プロトコルIMM-134）、マウス#3が最高力価を有したことを示す。第2に高い力価は
マウス#4であった。図4Bに示すように、組換えMAGE-A3タンパク質（プロトコルIMM-135）
で免疫化したマウスのグループ中では、マウス#1が最高力価を有した。
【０１６７】
　抗血清の特異性を確認するためにおよびプロトコルIMM-134からのマウスのどのペプチ
ド抗血清と反応性があるかを確認するために第2のELISA分析を実施し、この試験では、各
プロトコルからのマウスの血清（1：1000希釈）を、組換えMAGE-A3、MAGE-A2およびMAGE-
A12タンパク質ならびにKLHとコンジュゲートした3種のMAGE-A3ペプチドのそれぞれで試験
した。
【０１６８】
　図5は、IMM-134マウス#4の血清は組換えMAGE-A3と反応したが、MAGE-A2またはMAGE-A12
、ペプチドと反応しなかったことを示す。これはまた、多様なペプチドを用いる免疫化計
画（IMM-134）がMAGE-A3/A6に特異的な抗体を産生するのに有効であったことを示す。こ
のマウスの血清はまた、MAGE-A3ペプチド#2および#3と反応性があるがペプチド#1と反応
性がなく、ペプチド#1は免疫原性が小さいことおよびペプチド#2と#3はMAGE-A3に特異的
なエピトープを含有することを示す。
【０１６９】
　IMM-135マウス#1の血清は、他方、MAGE-A2およびMAGE-A12とも交差反応するので、MAGE
-A3に特異的でなかった。この血清のMAGE-A3ペプチド#3との強い反応性はこのペプチドが
免疫優性エピトープを含有することを示唆する（図5）。
【実施例４】
【０１７０】
細胞融合-結果
　KLHとコンジュゲートしたペプチドの混合物で免疫化したマウスからの血清の抗体力価
の故に、およびこれがMAGE-A3／A6に特異的な抗体の産生をもたらした（上記実施例3を参
照）故に、マウス#3（IMM-134；実施例2）からの脾細胞を用いて細胞融合を実施した。
【０１７１】
　最終追加免疫は、先のマウス#3（IMM-134）における免疫化に用いたのと同じ量の抗原
（10μgの各ペプチド-KLHコンジュゲート）を注射することにより実施した。しかし、最
終追加免疫は静脈内に（i.v.）アジュバント無しで与えることを意図した。マウス#3（IM
M-134）の最終追加免疫で技術的誤りがあって抗原をQuil-Aの存在のもとで注射し、注射
後数分間にマウスが死亡した。それ故に最終追加免疫を、マウス#4（IMM-4）を用いて繰
り返した。マウス#4を最終追加免疫の3日後に心穿刺により犠牲にした。採集した血液を
用いて血清を調製した。マウス#4の脾臓を無菌条件のもとで取出し、脾細胞を単離して融
合体を調製した。
【０１７２】
　実施例12は本実施例実施後のプロトコルを説明する。概要を述べると、脾細胞を数回培
地（β-メルカプトエタノール、100Uのペニシリン、および100Uのストレプトマイシンを
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含有するIscove培地）で洗浄し、計数を行った。総数で187.5×106個の生細胞および80×
106個の死細胞（70％生存率）を得た。
【０１７３】
　脾細胞を培養し、希釈し、洗浄し、そして計数した（実施例12を参照）。総数で66.3×
106個の生細胞および15×106個の死細胞（77％生存率）を得た。187.5×106個の脾細胞を
次いで66.3×106個のSP2細胞と融合した（およそ3：1の脾細胞/SP2比）。ハイブリドーマ
を、200μl/ウエルの細胞懸濁液を用いて23枚の96-ウエルプレートにまいた。
【実施例５】
【０１７４】
抗体スクリーニングの結果
　実施例４に記載の融合後13日に、クローンを試験する準備ができた。23枚のプレートを
観察すると各ウエル中に1～5クローンが見出された。抗-MAGE-A3反応性のクローンをELIS
Aにより特定した。
【０１７５】
　Nunc MAXISORP（登録商標）96-ウエルプレートのウエルを組換えMAGE-A3タンパク質で
コーティングした。MAGE-A3をTris-緩衝化生理食塩水（TBS）に0.1μg/50μlで希釈し、5
0μl/ウエルで配給しそして一晩37℃にて乾燥した。ウエルを数回、TBSで洗浄しそして50
μlのTBS-1％カゼインを各ウエルに加えた。ウエルを1時間37℃にてインキュベートしそ
して再び数回TBSで洗浄した。
【０１７６】
　実施例4で得た23枚の96-ウエルプレートの各ウエルからTBS-0.02％カゼインに希釈した
50μlの培地上清を得て、MAGE-A3タンパク質でコーティングしたウエル中に移し、次いで
1時間37℃にて加湿室内でインキュベートし、そしてTBSで6回洗浄した。
【０１７７】
　各プレートのウエルH12からの上清を、陽性対照として50μlの57Bハイブリドーマ上清
で置き換えた。
【０１７８】
　反応性の抗体を、実施例3に説明したMAGE-A3に対するELISAプロトコルで示したように
明らかにした。
【０１７９】
　陽性クローンは、405nmにて大部分の他のクローンと比較してより高い吸収をもつもの
であった。少なくとも135個のMAGE-A3反応性のクローンを特定した（結果は示してない）
。これらの可能性のあるクローンを、1mlの完全培地を含有する24-ウエルプレートのウエ
ル中に移し、細胞を拡大した。
【実施例６】
【０１８０】
ハイブリドーマ選択とサブクローニング-結果
　24-ウエルプレートに移した後に容易に生育した実施例5からの総数75個のクローンを2
日後に、次の抗原：組換えMAGE-A3、組換えMAGE-A2；組換えMAGE-A12；KLHとコンジュゲ
ートしたペプチドMA3#1；KLHとコンジュゲートしたペプチドMA3#2；およびKLHとコンジュ
ゲートしたペプチドMA3#3との反応性についてELISAで試験した。
【０１８１】
　各クローンについて50μlの培地上清を、0.1μg/ウエルの組換えMAGEタンパク質の1つ
または0.5μg/ウエルのKLHとコンジュゲートしたペプチドの1つを含有する96-ウエルプレ
ートの1ウエル中に移した。陽性対照として、50μlの57Bハイブリドーマ上清を各抗原に
ついて試験した。反応性の抗体を、実施例3に記載のプロトコルを用いて明らかにした。
【０１８２】
　75個のクローンから58個がMAGE-A3との反応性を保存したが50個だけがMAGE-A3に特異的
であった（8個のクローンはMAGE-A12と交差反応性を示し、1個はMAGE-A2とも交差反応し
た（クローン3H2、4B5、5D3、9H8、12F3、13A6、18H11、19H3））。少数のクローンは全
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ての抗原と反応し非特異的であった。ペプチド-KLHコンジュゲートとの反応性については
、MAGE-A3に特異的なクローンの大部分はペプチドMA3#3とだけ反応性であったが、少数は
ペプチドMA3#2とも低い反応性を示した。ただ2つのクローンはペプチドMA3#3とよりもペ
プチドMA3#2とより強い反応性を示した（クローン9A5および21A8）。図6Aおよび6Bは、1B
1、16G7および23D2を含む、これらの75個のクローンのいくつかの反応性を示す。全クロ
ーンに対する結果は示してない。
【０１８３】
　ホルマリン固定パラフィン包埋組織中のMAGE-A3を検出するmAbの能力を評価するために
、一連の22個のMAGE-A3特異的クローン上清（1:10希釈した）の反応性を、(a)TC1細胞の
マウス異種移植片（TC1）；(b)MAGE-A3を発現するTC1細胞のマウス異種移植片（TC1-MAGE
-A3細胞）、および(c)ヒト精巣サンプルに対する免疫組織化学（IHC）により試験した。
対照として、同じ組織を1:200に希釈したmAb 57B上清で試験した。TC1細胞のマウス異種
移植片はGSKにより提供された；以下のIHCプロトコルについては実施例13を参照されたい
。最良の分泌能力と特異性を持つクローンのなかから22個のクローンを無作為に拾い、ク
ローンのFFPE組織中のMAGE-A3を検出する能力の初期評価を与えた。
【０１８４】
　TC-1腫瘍細胞はT. C. Wu（Johns Hopkins University、Baltimore、MD）からの好意に
よる提供であった。これらはC57BL/6マウスの一次肺細胞から、HPV16 E6およびE7遺伝子
および活性化ras癌遺伝子の逐次導入により産生されたものであり、先に記載されている
（Lin K et al, Cancer Res. 56:21-6 (1996)）。次いで、TC1細胞にMAGE-A3をコードす
るプラスミドを安定して形質移入した。
【０１８５】
　表4はIHC分析の結果を示す。22クローンはいずれもTC1異種移植片と反応性を示さなか
った。しかし、7クローン（クローン1B1、1B12、3A5、5A2、16C1、16G7および23D2）はTC
1-MAGE-A3細胞と反応性を示した。これらの7クローンのうちで、23D2上清だけがヒト精巣
サンプルと弱い反応性（精原細胞とおよび場合によっては一次精母細胞と関連する反応性
）を示した。MAb 57BはTC1細胞の異種移植片に陰性であったが、TC1-MAGE-A3細胞の異種
移植片と、ならびにヒト精巣（ここでは精母細胞および精原細胞の強い染色が観察された
）と強い反応性があった。
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【表４】

【０１８６】
　IHCで反応性の7クローン（1B1、1B12、3A5、5A2、16C1、16G7および23D2）を次いで、
クローン13A6（これはMAGE-A2および-A12と交差反応性を示した）のようにサブクローニ
ングした（以下のプロトコルについては実施例14を参照されたい）。最初のサブクローニ
ング後に、クローン1B1、3A5、16G7および23D2はなお組換えMAGE-A3と反応性であった。
【０１８７】
　1B1、16G7および23D2の第2のサブクローニングにおいて、試験したクローンの100％（2
0/20）は組換えMAGE-A3と反応性であって、これらのハイブリドーマはモノクローナル抗
体を分泌する純粋なクローンと考えられた。第2のサブクローニングはクローン13A6に対
しても行った。クローン3A5は第2サブクローニング後に純粋と考えることはできなかった
、というのは、試験した20サブクローンのうちの1つのサブクローンはMAGE-A3と反応しな
かったからである。それ故に第3のサブクローニングをクローン3A5について実施したが、
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24クローンのうちの15サブクローンが反応性になり、このクローンは不安定であることを
示した。それ故にクローン3A5のサブクローニングを停止した。
【０１８８】
　クローン1B1、16G7、23D2、および13A6の第2のサブクローニング後、これらのクローン
は標準培地（100Uのペニシリンおよび100Uのストレプトマイシン、50μMβ-メルカプトエ
タノールおよび10％ウシ胎児血清を含有するIscove培地）での増殖に徐々に適合した。細
胞を最初、HATおよびP288D1順化培地なしの完全培地で増殖した。次いで細胞を20％の代
わりに10％ウシ胎児血清だけを含有する培地で増殖した。細胞が標準完全培地での増殖に
完全に適合した時に、ELISAを実施してクローンがまだ抗-MAGE-A3抗体を分泌しているの
を確認した（図7）。クローン1B1、16G7および23D2はKLHとコンジュゲートしたMAGE-A3ペ
プチド#3とおよび組換えMAGE-A3タンパク質と強く反応したが、他の抗原と反応せず、サ
ブクローニングの後、クローンがその本来の反応性を保持することを示した。安全処置と
して、全クローンからの細胞をサブクローニングプロセスの様々なステップで凍結した。
【実施例７】
【０１８９】
凍結細胞のマスターストックの調製
　標準培地での増殖に適合した実施例6からのハイブリドーマを増幅して凍結細胞の大き
いストックを調製した。各ハイブリドーマについて、10 x 106生細胞（1ml中に）を含有
する少なくとも20個のクリオチューブを90％FCS-10％DMSO(ジメチルスルホキシド)中で凍
結した。クリオチューブをMr. Frosty（Nalgene Cat: 5100-001）ボックス中で-80℃にて
一晩凍結し、次いで-80℃にて貯蔵した。
【０１９０】
　マスターストックを保存している-80℃生物凍結器に機械的な問題が起こって温度が-40
℃に上昇した。細胞を直ちに解凍し、標準培地で培養した。高い死亡率のパーセント（＞
90％）は実施例6に記載の2つの追加のサブクローニングの実施をもたらし、ハイブリドー
マが分泌ハイブリドーマの純粋なクローンであることを保証した。第2のサブクローニン
グの後、90％超の生存率で、90％FCS-10％DMSO中に10 x 106 生細胞を含有する少なくと
も20クリオチューブを含むものである新しいマスターストックを調製した。クリオチュー
ブをMr. Frosty（Nalgene Cat: 5100-001）ボックス中で-80℃にて一晩凍結し、そして液
体窒素中に移した。
【実施例８】
【０１９１】
抗体特徴付け
　ハイブリドーマ1B1、16G7および23D2から産生されたmAbの性質、活性および特異性を特
徴付けるために、実施例7から得たハイブリドーマを大量に増殖して500-mlロットのハイ
ブリドーマ上清を産生した。
【０１９２】
　抗体濃度：これらのロットのハイブリドーマのそれぞれにおける抗体濃度をサンドイッ
チELISAによりマウスIgG標準曲線を用いて測定した。マウスIgGおよびIgMに対するヤギポ
リクローナル抗体（Jackson Immunoresearch Cat: 115-005-044）の0.5μg/50μl/ウエル
でコーティングした96ウエルプレートを用いた。コーティング後、プレートを一晩37℃に
て乾燥し、次いでウエルを3回TBSで洗浄しそして1ウエル当たり50μlのTBS-1％カゼイン
を加えた。プレートを1時間37℃にてインキュベートし、そして再び3回TBSで洗浄した。
【０１９３】
　標準曲線の0.5～3 ng/50μlの範囲のIgG（Sigma Cat：I5381）を調製し、3重でウエル
（50μl/ウエル）に加えた。ハイブリドーマ1B1、16G7および23D2からの上清のPBS（リン
酸緩衝化生理食塩水）中の希釈液、1：1000～1：8000を調製し、三重で配給した（50 μl
/ウエル）。プレートを1時間37℃にて加湿室内でインキュベートし、次いでTBSで6回洗浄
した。
【０１９４】
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　各ウエルに、TBS-0.02％カゼイン中に1:5000希釈した50μlのHRPコンジュゲート二次抗
体（ヤギ抗-マウスIgG-HRP、Jackson ImmunoResearch Cat： 115-035-062）を加え、プレ
ートを1時間37℃にて加湿室内でインキュベートし、次いでTBSで6回洗浄した。ABTS（Che
micon International Cat: ES004-500 ml）、100μl/ウエルを加え、30分間37℃にて加湿
室内でインキュベートした。100μl/ウエルのABTSブロック溶液を加えて反応を停止した
。光学密度をMolecular Devices社のプレートリーダーで405nmにて読み取った。
【０１９５】
　mAb23D2、16G7および1B1ハイブリドーマ上清中の抗体濃度はそれぞれ103、29および60
μg/mlであった。
【０１９６】
抗体アイソタイプ決定：
　mAb23D2、16G7および1B1のそれぞれのアイソタイプを、Sigma（Cat. No: ISO-2）のマ
ウスモノクローナル抗体アイソタイプ決定キットを用いてELISAにより決定した。ハイブ
リドーマ上清からの抗体を抗マウス重鎖特異的抗体で捕獲し、結合した抗体をHRPで標識
した二次抗体と続いてのABSの存在のもとでのインキュベーションを用いて明らかにした
。表5に掲げた試薬を用いた。
【表５】

【０１９７】
　抗体をPBS中に1:1000で希釈し、100μl/ウエルを二重で96-ウエル プレート中に配給し
、1時間37℃にて加湿室内でインキュベートし、そしてTBS-0.05％ Tween 20中で3回洗浄
した。次いで100μlのサンプル上清を加え、1時間室温にてインキュベートし、そして3回
TBS-0.05％ Tween 20中で洗浄した。二次抗体をTBS-0.05％ Tween 20中に1:600で希釈し
、100 μl/ウエルを配給し、1時間37℃にてインキュベートし、そして3回TBS-0.05％ Twe
en 20中で洗浄した。ABTS（Chemicon International Cat： ES004-500 ml）を100μl/ウ
エル加え、そして30分間37℃にて加湿室内でインキュベートした。反応を100μl/ウエル
のABTSブロック溶液を加えることにより停止し、そして光学密度をMolecular Devicesプ
レートリーダーで405nmにて読み取った。
【０１９８】
　MAb 23D2はIgG2a抗体であると決定する一方、mAb 16G7および1B1は両方ともIgG1である
と決定した（結果は示してない）。
【０１９９】
抗体の精製
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　予備IHC分析（実施例6）はmAb 23D2がIHCでよく機能していることを示唆した。50-mlサ
ンプルのハイブリドーマ上清23D2（ロット090309）を用いて、MABTRAP（登録商標）キッ
ト（GE Healthcare Inc、United Kingdom）を使って精製した。以下のプロトコルは実施
例15を参照されたい。IgGに対するBradfordアッセイは、合計4.32mgのmAb23D2を50mlの上
清から精製できることを示した。
【０２００】
　得たmAb 2302の純度を次いでSDS-PAGE分析法により分析した（以下のプロトコルについ
ては実施例15を参照されたい）。結果は、mAb 23D2サンプルが高度に純粋であることを示
し、還元条件下で夾雑タンパク質は存在せず、2つのバンドしか示されなかった（重鎖お
よび軽鎖；55kDaおよび23kDa）。
【０２０１】
抗体ビオチン化
　競合アッセイに用いるために、MAb 23D2をビオチン化した。精製mAb 23D2（4.32μg/μ
lにて100μl）を最初に一晩4℃にて0.1Mホウ酸塩バッファー（pH8.8）に対して透析した
。得られる抗体濃度を定量すると、透析後に1.74μg/μlであった（実施例15に記載のBra
dfordアッセイを用いた）。
【０２０２】
　29μl（1.74μg/μl）の精製mAb23D2（合計50μg）に2.5μl（0.5μg/μl）のビオチン
（合計1.25μg）を加えた。次いで2.5μlのDMSO（Fishercat：D4540）を加え、そして4時
間室温にてインキュベートした。反応を1μlの0.1M NH4Clを加えることにより停止し、続
いて10分間室温にてインキュベートした。抗体を一晩PBSに対して4℃にて透析し、そして
透析後のビオチン化mAbの濃度を決定して1.33μg/μlを得た（実施例15に記載のBradford
アッセイを用いた）。
【０２０３】
　次いでMAGE-A3に対するELISAをビオチン化mAb 23D2（0、0.5、0.1、0.15、0.2、0.25お
よび0.3μg/50μl）の希釈液を用いて実施し、ビオチン化mAb 23D2の使用に有用な条件を
決定した。ビオチン化mAbの希釈曲線は0.032μg/50μlの抗体希釈液が飽和でない強いシ
グナルを与えることを示す。
【０２０４】
抗体競合
　mAb 23D2、1B1および16G7の3つが全て同じエピトープを指向するか、または異なるエピ
トープを指向するかを確認するために、競合アッセイをビオチン化mAb23D2および増加量
のmAb 1B1および16G7の間で実施した。無標識mAb 23D2を競合の陽性対照として用い、mAb
 M75（無関係なIgG1抗体）を競合の陰性対照として用いた。
【０２０５】
　図9は競合の結果を示す。少なくとも40倍超の無標識mAb 23D2がビオチン化mAb 23D2と9
5％競合するために必要であった。しかし、わずか10倍超のmAb 16G7がビオチン化mAb 23D
2と95％競合するために必要であった。さらに、5倍超のmAb 16G7がビオチン化mAb 23D2と
85％競合するために必要であった。対照的に、5倍超のmAb 1B1はビオチン化mAb 23D2との
競合が小さく、40倍超のmAb 1B1でもわずかに55％競合し得た。無関係なmAb M75とは40X
で競合が観察されなかった。
【０２０６】
　これらの結果はmAb 23D2および16G7が同じエピトープを指向するが、mAb 16G7は23D2よ
り高い親和力／結合活性を有することを示す。MAb 1B1はmAb 23D2と部分的に競合するの
で、異なるが近いエピトープに指向するか；または、より完全にmAb 23D2と競合するため
に多量の（40Xを超える）1B1抗体を必要とするので、mAb 23D2と同じエピトープに指向す
るが低い親和力／結合活性を有する。
【０２０７】
抗体特異性
　MAGE-A1、A2、A3、A4、A6、A8、A9、A10、A11およびA12をコードするプラスミドを用い
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て一過的に形質移入したHEK 293細胞に対するmAb 1B1、16G7および23D2の特異性を、ウェ
スタンブロット分析で試験した。非形質移入細胞を対照として用いた。形質移入または非
形質移入細胞の25～85μgの溶菌液をSDS-PAGEで電気泳動し、ニトロセルロース上に移し
た。ブロットとmAb 1B1、16G7および23D2それぞれとのインキュベーションにより免疫検
出を実施した。さらに、形質移入体により発現された全てのMAGE-A抗原を一緒に認識する
mAbの混合物を用いて免疫検出を実施した（この混合物中のmAbについては表6を参照され
たい）。
【０２０８】
　方法：ミニ-ゲルを、ランニングゲルについては10％アクリルアミドでおよびスタッキ
ングゲルについては4.5％アクリルアミドで調製した。サンプルを40μlのローディングバ
ッファー（還元条件）で調製し、スタッキングゲルでは100Vでおよびランニングゲルでは
200Vで供給しかつ泳動した。タンパク質を100mAで1時間4℃にてニトロセルロース上に移
し、その膜をTBS-5％脱脂乳中でインキュベートし、そしてTBS-1％脱脂乳に希釈した抗体
と共に1時間室温にてインキュベートした。膜を3回TBS中で洗浄し、HRP（Jackson Immuno
research Cat: 115-035-062）とコンジュゲートしたヤギ抗マウスと共に1時間室温にてイ
ンキュベートし、次いで3回TBSで洗浄した。結合した抗体を化学発光（Perkin Elmer Wes
tern lightning Cat： NEL102）により明らかにし；フィルムを1分間～30分間曝した（Am
ersham Cat: 28906836）。
【表６】

【０２０９】
　全てのmAb（1B1、16G7および23D2）はMAGE-A3およびA6と特異的に反応し、他のMAGE-A
抗原と反応性を示さなかった。しかし、mAb 16G7は長時間の曝露後に、非形質転換および
形質転換HEK 293細胞において見出されなかったより高い分子量の非特異的なバンドを明
らかにした。mAb 23D2は、MAGE-A3およびA6に制限されたパターンをおそらく分解産物で
ある低い分子量のいくつかのバンドと共に明らかにした。mAb 1B1はmAb 23D2の様に、MAG
E-A3およびA6に高度に特異的であり、分解産物と反応性のないクリーンなパターンを示し
た（ウェスタンブロットは示してない）。
【０２１０】
　mAb 23D2を用いて、精製全長MAGE-A2、-A3、-A9および-A12組換えタンパク質について
別のウェスタンブロット分析を実施した。各組換えタンパク質について、1μgの精製タン
パク質をSDS PAFEにより電気泳動し、ニトロセルロース上に移した。ブロットを次いで、
mAb 23D2で、および4種のMAGE-Aタンパク質を認識できるmAbの混合物（mAb 14A11および5
7B）で試験した。MAb 23D2はMAGE-A3と特異的に認識し、MAGE-A2、-A9または-A12タンパ
ク質と交差反応しなかった（結果は示してない）。
【０２１１】
　mAb 1B1、16G7、および23D2の反応性と特異性をまた、MAGE-A抗原を（トランスジーン
を高レベルで発現しうる）形質移入体より低いレベルで発現する癌細胞の溶菌液について
ウェスタンブロットにより試験した。4つの型の癌細胞（GERL、K562、STAQおよびCRL-155
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5）を試験した。一過的にMAGE-A3で形質転換したHEK293細胞を陽性対照として用いた。タ
ンパク質をSDS PAFEにより電気泳動し、ニトロセルロース上に移し、3つのmAbで試験した
。
【０２１２】
　3つのmAbは全てHEK293-MAGE-A3形質移入体と強く反応した。MAb 23D2および16G7はK562
およびGERL細胞の溶菌液と陽性に反応し、MAGE-A3および／またはMAGE-A6に対応する45kD
a付近にバンドを明らかにした。STAQおよびCRL-1555細胞の溶菌液との反応性は見られな
かった。MAb 16G7はまた、全ての細胞溶菌液に現れる約60kDaにおけるいくつかの非特異
的バンドも明らかにした。
【０２１３】
　mAb 1B1については、4つの細胞溶菌液と反応性は観察されないが、非常に長い曝露後、
45 kDa付近にいくつかの弱いバンドが観察し得た。mAb 1B1のK562およびGERL細胞溶菌液
との反応の欠落はこのmAbの低い親和力／結合活性に因るものであり得て、これがMAGE-A3
が大量に見出される形質移入HEK293細胞と比較して低い量の抗原を検出することを阻止し
たのであろう。
【０２１４】
　遊走パターンの相違はHEK293細胞に発現されるMAGE-A3とK562およびGERL細胞に発現さ
れたものとの間に見られ；HEK293細胞を形質移入するために用いたMAGE-A3プラスミドが
相違を生じたHisタグ付きMAGE-Aタンパク質をコードした。
【０２１５】
　MAGE-A mRNAの発現のRT-PCR分析は、K562細胞がMAGE-A6を発現しかつGERL細胞がMAGE-A
3とA6を発現することを示した（表7）。STAQもCRL1555もMAGE-A3またはMAGE-A6を発現し
なかった。それ故に、mAb 23D2および16G7について得た結果はRT-PCR結果と一致する。
【表７】

【実施例９】
【０２１６】
組織サンプル中のMAGE-A3の分析
　ハイブリドーマ1B1、16G7および23D2からの上清を用いる、ホルマリン固定パラフィン
包埋組織におけるMAGE-A3/A6発現のIHC分析用に適当なmAb希釈液を決定した。1：100～1
：1000の範囲の上清の希釈液を、ヒト精巣の切片についておよびTC1細胞、またはTC1-MAG
E-A3形質移入細胞のどちらかのマウス異種移植片（全てホルマリン固定かつパラフィン包
埋されたもの）について試験した。Mab 57Bを精原細胞および精母細胞との反応性の陽性
対照として用いた。熱誘導した抗原リトリーバルで処理した組織について、IHCを実施し
た（実施例13に記載のプロトコルを用いた）。mAb 23D2（ハイブリドーマ上清；lot 0903
09）に対して、最良の結果を得る希釈は1：750である一方、mAb 16G7（ハイブリドーマ 
上清； lot 090309）に対しては、最良の結果を得る希釈は1：200であった。対照的に、m
Ab 1B1は低希釈であっても、組織を適当に染色しなかったので、このmAbはホルマリン固
定パラフィン包埋組織のIHC分析用には不適当であると考えた（結果は示してない）。
【０２１７】
ヒト精巣、マウスTC1およびTC1-MAGE-A3細胞：
　ヒト精巣サンプルにおいて、mAb 23D2および16G7（それぞれ1：750および1：200の希釈
で）精原細胞および全てではないがいくつかの一次精母細胞を強く染色し、MAGE-A3およ
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び／またはA6が精子形成の初期段階に発現されることを示唆した。TC1およびTC1-MAGE-A3
細胞のマウス異種移植片を試験する場合、23D2と16G7の両方はTC1-MAGE-A3異種移植片（m
Ab 57Bで得たものと類似）に対して強いシグナルを与えたが、TC1異種移植片に対しては
シグナルを与えなかった。しかし、mAb 16G7はTC1異種移植片に対してmAb 23D2より強い
バックグランドを与え；mAb 2302はより特異的であってほとんどバックグランドを与えな
かった。これらの結果は16G7と23D2はこれらの対照組織を同じ様に染色するが、mAb 23D2
がIHCおよびウェスタンブロット分析においてより特異的なシグナルを与えることを示し
たので、mAb 23D2を膀胱腫瘍におけるMAGE-A3/A6発現の分析用に選択した。
【０２１８】
ヒト膀胱腫瘍：
　ホルマリン固定パラフィン包埋（FFPE）膀胱腫瘍サンプルのコホートにおけるMAGE-A3/
A6の発現をmAb 2302を用いて分析した。MAb 23D2を用いて33腫瘍サンプルを染色したが、
これらはPicard et al., Int. J. Cancer , 120:2170-2177 (2007)（mAb-14A11（MAGE-A4
）およびmAb57b（MAGE-A9）を用いて行ったRT-PCR分析、IHCにより確認されたMAGE-A3、-
A4、-A8および-A9 mRNAの発現）が報じた先に分析されている46腫瘍サンプルから残った
ものである。図10はmAb23D2（MAGE-A3/A6）を用いるこのパネルの腫瘍に対するIHCの結果
を示し、先にPicardらが得た結果と比較した。
【０２１９】
　Picardらは、mAb 57bを用いて試験した腫瘍の36％（13/36）におけるMAGE-A4発現およ
びmAb 14A11で試験した腫瘍の42％（15/36）におけるMAGE-A9発現を報じた（Picard et a
l., Int. J. Cancer , 120:2170-2177 (2007)）。mAb 23D2で試験すると、33（24％）の
うちのわずか8つの腫瘍が反応性を示した。ほとんどの場合、反応性は限局性であり、腫
瘍細胞の2％未満に限定された。一腫瘍（TUM-660）では細胞の40％が染色された。この腫
瘍はMAGE-A3 mRNAを中度に発現したが全体にMAGE-A3 mRNA発現とmAb 23D2による染色の間
に良い相関がなく、MAGE-A3を発現するほとんどの腫瘍はmAb 23D2により染色されなかっ
た。しかし、これらの腫瘍のほとんどにおけるMAGE-A3 mRNAの発現は低く、この発現が限
定数の細胞に限定されていることを示唆し、これはmAb 23D2によるIHCにおいてわずか1つ
の腫瘍セクションを分析するときに逸したのかも知れない。対照的に、mAb 23D2によるIH
Cで陽性であった2つの腫瘍はMAGE-A3 mRNAに対して陰性であった。これらの場合には、mA
b 23D2の反応性はMAGE-A6 mRNAのこれらの細胞における発現よるのかも知れない（試験し
た腫瘍におけるMAGE-A6の発現に対するデータは利用できなかった）。加えて、MAGE抗原
発現の不均一性の故におよびIHC分析とRNA単離に用いた腫瘍部分が必ずしも並置されてな
かった故に、本IHCと先のRT-PCR結果の間の相関はmAb 23D2の特異性の欠如を示すと解釈
されない。さらに、いくつかの腫瘍サンプルは古くかついくつかはBouin溶液で固定され
た。多くのmAbは年数および固定形式に非常に感受性があることが示されている。
【０２２０】
非筋肉侵襲性腫瘍：
　46のより最近の腫瘍のコホート（全てホルマリン固定パラフィン包埋（FFPE））におけ
るMAGE-A3/A6発現のIHC分析をmAb 23D2を用いて実施し；さらにMAGE-A4およびMAGE-A9の
発現をmAb 57Bおよび14A11を用いてそれぞれ評価した。これらの非筋肉侵襲性腫瘍（Ta、
T1およびTis期）は2005年12月および2007年4月に切除された。表8はMAGE-A4およびMAGE-A
9のそれと比較したこれらの腫瘍におけるMAGE-A3/A6の発現の結果を示す。23D2による染
色は一般に細胞質であったが、少数の事例（10％未満の事例）では稀な陽性核を観察する
ことができた。ほとんどの事例（24/46）では、染色は弱く、細胞の10％以下で、概して
低強度で観察されたが、中間濃度が時々観察される。46腫瘍のうちのわずか9つが全て陰
性であった。スライドの注意深いスクリーニングはほとんどの場合に少数の島状のかすか
に陽性の細胞を検出した。いくつかの腫瘍は中間レベルの染色を示し、20～50％の陽性細
胞が見られた。これらにおいて、染色強度は非常に可変性であり、或る領域は染色が弱く
、他の領域は中度または強い強度で染色された。乳頭腫瘍では、強い染色が通常乳頭の表
面において観察された。扁平腫瘍は一般に陽性の傾向があった。少数の腫瘍（3/46）は大
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は強い強度に達した。
【表８】



(43) JP 2013-538557 A 2013.10.17

10

20

30

40

50

【０２２１】
　2つの他のMAGE-A抗原の発現と比較すると、mAb 23D2はMAGE-A4またはMAGE-A9に対して
陰性であった7つの腫瘍を染色することが観察され、MAGE-A3/A6がMAGE-A9を相補しうるこ
とを示唆した。実際、MAGE-A3/A6および／またはMAGE-A9を発現する腫瘍は腫瘍の93％を
数え、46のうちのわずか3腫瘍はいずれの抗原も発現しなかった。MAGE-A3/A6とは逆に、M
AGE-A4はMAGE-A9と相補性でなく、MAGE-A4を発現する全ての腫瘍はMAGE-A9も発現した。
全てのこれらの抗原のうち、MAGE-A9は最も均一に発現され、48腫瘍のうちの15において
腫瘍細胞の50％以上で見出される一方、わずか9および6腫瘍がMAGE-A4およびMAGE-A3/A6
をそれぞれ腫瘍細胞の類似の比率で発現した。細胞の50％超のMAGE-A3/A6またはMAGE-A4
を発現した腫瘍の全て（但し1つ（P1063）を除く）は細胞の50％超においてMAGE-A9も発
現した。
【０２２２】
ヒト精巣FFPE：
　MAb 1B1、16G7および23D2を、2つの異なる抗原回収ステップ用バッファーを使って、5
μmのFFPEヒト精巣組織上のIHC染色で試験した。陰性対照として、Universal Negative C
ontrol抗体（DakoCytomation Inc., Denmark （Code N1698））を用いた。
【０２２３】
　免疫染色に先立って、LabVision PTモジュール（Thermo Fisher Scientific, Fremont,
 California）を用いてサンプルスライドを調製した。
【０２２４】
1. スライド脱パラフィンと再水和：
　キシレン 3x（3分間）
　エタノール 95％ 2x（2分間）
　エタノール 70％ 1x（3分間）
　脱イオン水 1x（3分間）
2. 抗原回収ステップ：
　再水和後、スライドを室温にて、バッファーとしてpH 8.0でエチレンジアミン四酢酸（
EDTA）、またはpH 6.0でクエン酸を含有するPTモジュール内に置いて、熱誘導エピトープ
回収を始めた。
【０２２５】
25℃から97℃まで：およそ45分間
97℃にて：20分間
97℃から65℃まで：およそ30分間
65℃にて、スライドを浴から取り出し、脱イオン水中で2分間、次いでPBSバッファー中で
2分間漱いだ。次いで全てのインキュベーションを加湿室内で行いながら、免疫組織化学
染色を実施した。
【０２２６】
3. 免疫組織化学染色
　第1日：内因性ペルオキシダーゼをH202 1.5％を含むPBS中でのインキュベーションによ
り15分間ブロックした（コプリン瓶）。スライドをPBS中で2回（3分間）漱ぎ、そして通
常のヤギ血清5％を含むPBS/BR 0.5％（ブロック試薬、Roche、11096176001）中で30分間
飽和させた。スライドを排水し、セクション回りをティッシュペーパーで拭った。一次抗
体をPBS/BR 0.5％に希釈し、一晩4℃にて適用した（希釈 1:50；1:100；1:200；1:400）
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。
【０２２７】
　第2日：スライドをPBS中で2回（5分間）漱ぎ、そして酵素結合した二次抗体をスライド
（Envision, DakoCytomation Ready-to-Use for Mouse（K4004））に適用して45分間置い
た。次いでスライドをPBS中で2回（3分間）漱ぎ、そして色素源（DABキット、Invitrogen
）で5分間現像した。スライドを次いで脱イオン水で3回（3分間）漱ぎ、そしてMayerのヘ
マラム（Klinipath）で1～3分間、対比染色し、水道水で5分間漱ぎ、次いで脱イオン水で
2分間漱いだ。スライドを次いで脱水し、DePex培地（BDH Chemicals、361254D）で封入し
た。
【０２２８】
　結果を表Aに示した。
【０２２９】

【０２３０】
考察：
　このように、本明細書で報じた免疫化計画IMM-134では、多様と推定されるエピトープ
を含有するMAGE-A3ペプチドでマウスを免疫化した。MAGE-A3ペプチドMA3#3は、得られた
陽性ハイブリドーマのほとんどがこの配列中に見出されるエピトープと反応する抗体を分
泌したので、高度に免疫原性であった。MAGE-A3ペプチドMA3#2も免疫原性であったが、よ
り少ない抗体を誘導し、それに対して、MAGE-A3ペプチドMA3#1は明らかに免疫原性が低か
った。MAGE-A3/A6と特異的に反応する3つのmAbが産生された。MAb 1B1、IgG1抗体はホル
マリン固定パラフィン包埋組織中のMAGE-A3/A6ウエルを検出しなかったが、ウェスタンブ
ロットでは良く機能した。MAb 16G7はウェスタンブロットおよびホルマリン固定パラフィ
ン包埋組織上のIHCの両方で良く機能したが、特異的でなく、より高いバックグランドを
与える。MAb 23D2、IgG2a抗体はIHCおよびウェスタンブロットにおいて良く機能した。MA
b 23D2および16G7は同じエピトープと反応するが、16G7はmAb 23D2より高い親和力／結合
活性を有すると思われる。MAb 1B1は見かけ上、mAb 23D2が認識するものに近いエピトー
プと反応するかまたは同じエピトープを認識するが、他の2つのmAbよりはるかに低い親和
力／結合活性で認識する。これらの結果は、ペプチドMA3 #3と反応性である産生される抗
体は単一優性エピトープを指向していること、および得られる抗体の相違は親和力／結合
活性によるものでありうることを示唆する。
【実施例１０】
【０２３１】
モノクローナル抗体V-遺伝子配列決定
　mAb 1B1、16G7および23D2のそれぞれのV-遺伝子（可変域をコードする遺伝子）のヌク
レオチド配列を決定した。各ハイブリドーマの凍結細胞を蘇生させて増殖し、上清中に存
在する抗体のアイソタイプを決定した。細胞を回収し終わるとそれらを溶菌した。RNAを
細胞溶菌液からPromega SV Total RNA Systemを用いて単離した。RNAの逆転写を実施して
第1鎖cDNAを合成した。V-遺伝子増幅をPCRにより、全cDNAをテンプレートとしてならびに
フォワード プライマーのプールおよび各反応に対する関係アイソタイプ特異的リバース
プライマーを用いて行った（1B12＝IgG1κ；16G7＝IgG1λ；および23D2＝IgG2aλ）。逆
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転写およびPCRはPromega Access Quickキットを用いて製造業者の取扱説明書に従って行
った。PCR産物を精製し、DNAの配列を決定した。
【０２３２】
　mAb 1B1、16G7および23D2可変軽鎖および可変重鎖のヌクレオチド配列を図11に示す。
図12はこれらのヌクレオチド配列がコードするアミノ酸配列であり、相補性決定領域（CD
R）には下線を引いた（フレームワーク領域には下線を引いてない）。
【０２３３】
表9も参照されたい。
【表９】

【実施例１１】
【０２３４】
　次の2つのプロトコルは実施例2実施に続くものである。2つの免疫化スケジュール（IMM
-134およびIMM-135）はまた、表10および表11にまとめられている。
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【０２３５】
IMM-134プロトコル：KLHとコンジュゲートした3種のMAGE-A3ペプチドの混合物によるBalb
/c マウスの免疫化
　免疫源：3種のMAGE-A3ペプチド（MA3#1、MA3#2、およびMA3#3、本明細書の実施例1を参
照されたい）の混合物を調製し、各ペプチドをキーホールリンペットヘモシアニン（KLH
； NEP Inc、凍結されかつPBS中に1mg/mlにて再構成した）にコンジュゲートし、各ペプ
チドの最終濃度を0.1μg/μlにする。
【０２３６】
　アジュバント：Quil-A 10mg/ml（Cedarlane-Superfros Biosector; Cat： 7401）
　免疫化：4匹のBalb/cマウス（Charles River Inc.）において、各マウスから100-μl血
液サンプルを採取する（免疫前血清）。5μlのQuil-A（10mg/ml）を500μlの3種のMAGE-A
3ペプチド（KLHとコンジュゲートしたもの）（0.1μg/μl）の混合物に加え、そしてよく
混合する。皮下に100μl/マウスを注射する。各マウスは従って、10μgの各MAGE-A3ペプ
チド-KLHコンジュゲートと10μgのQuil-Aを受ける。
【０２３７】
　追加免疫：5μlのQuil-A（10mg/ml）を500μlの3種のMAGE-A3ペプチド（KLHとコンジュ
ゲートしたもの）（0.1μg/μl）の混合物に加え、そしてよく混合する。
【０２３８】
皮下に100μl/マウスを注射する。（各マウスはそれ故に10μgの各MAGE-A3ペプチド-KLH
コンジュゲートおよび10μgのQuil-Aを受ける）。
【０２３９】
　最終追加免疫：静脈内に3種のMAGE-A3ペプチド（KLHとコンジュゲートしたもの）（0.1
μg/μl）を100μl/マウスを注射する（選択されたマウスはそれ故に10μgの各ペプチド-
KLHコンジュゲートを受けるがアジュバントは受けない）。
【０２４０】
表10：IMM-134スケジュール：
【表１０】

【０２４１】
　マウス#3は最高力価を有したが最終追加免疫に生存しなかった、その理由は実験の誤り
に因る。融合はマウス#4で実施した。
【０２４２】
IMM-135プロトコル：Balb/cマウスの組換えMAGE-A3による免疫化
　免疫源：組換え全長MAGE-A3（GlaxoSmithKlineより提供されたバキュロウイルスで産生
したもの）の溶液を調製する。ストック溶液は0.426mg/mlのMAGE-A3とし、PBS中の希釈液
をMAGE-A3の最終濃度0.2μg/μlにて調製した。
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【０２４３】
　アジュバント：Quil-A 10mg/ml（N.F.31.05.2002）（Cedarlane - Superfros Biosecto
r； Cat： 7401）。
【０２４４】
　免疫化：4匹のBalb/cマウス（Charles River Inc.）において、各マウスから100-μl血
液サンプルを採取する（免疫前血清）。5μlのQuil-A（10mg/ml）を500μlの組換えMAGE-
A3タンパク質（0.2μg/μl）に加え、そしてよく混合する。皮下に100μl/マウスを注射
する。（各マウスはそれ故に20μgの組換えMAGE-A3および10μgのQuil-Aを受ける）。
【０２４５】
　追加免疫：5μlのQuil-A（10mg/ml）を500μlの組換えMAGE-A3タンパク質（0.2μg/μl
）に加え、そしてよく混合する。皮下に100μl/マウスを注射する。
【０２４６】
（各マウスはそれ故に20μgの組換えMAGE-A3および10μgのQuil-Aを受ける）。
【０２４７】
　最終追加免疫：静脈内に100μl/マウスのMAGE-A3 抗原を注射する。
【０２４８】
（選択されたマウスはそれ故に20μgの組換えMAGE-A3を受けるがアジュバントは受けない
）。
【０２４９】
表11-IMM-135スケジュール
【表１１】

【実施例１２】
【０２５０】
融合プロトコル
　Iscove-Pen/Strep-βME溶液の調製：Iscove改変Dulbecco培地（GIBCO Cat: 12200-028
）を含有し、この溶液は100U/mlのペニシリン、100U/mlのストレプトマイシン（Gibco Ca
t：15140-122）および50μMβ-メルカプトエタノールを含有する。
【０２５１】
　Iscove-Pen/Strep-βME-5％FCS溶液の調製：Iscove改変Dulbecco培地 （GIBCO Cat：12
200-028）を含有し、この溶液は100U/mlのペニシリン、100U/mlのストレプトマイシン（G
ibco Cat：15140-122）、50μMβ-メルカプトエタノールおよび5％の胎児ウシ血清（Gibc
o Cat：12483-020）を含有する。
【０２５２】
　Iscove-Pen/Strep-βME-20％FCS Hyclone-HAT-1％ CM溶液の調製：Iscove改変Dulbecco
培地（GIBCO Cat： 12200-028）を含有し、この溶液は100U/mlのペニシリン、100 U/mlの
ストレプトマイシン（Gibco Cat： 15140-122）、50μMβ-メルカプトエタノールおよび2
0％の胎児ウシ血清（Hyclone Cat： SH30071-03）、1X HAT（Gibco Cat： 21060-017）お
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よび1％のP388D1細胞由来の順化培地（VP 21042005）を含有する。
【０２５３】
　全ての溶液と培地は37℃に予熱した。
【０２５４】
　脾細胞の調製：心穿刺によりマウスを犠牲にした。脾臓を無菌条件下で取り出す。脾臓
の細胞内容物を空にし、細胞を3回Iscove-Pen/Strep-βMEで洗浄する（Sorvall RT-6000D
、1500rpm、10分間）。細胞数をトリパンブルー排除法により数える。結果：生存細胞187
.5x106および死細胞80x106＝70％生存細胞であった。
【０２５５】
　SP2細胞の調製：融合の1週前にSP2細胞の培養を開始する。細胞をIscovePen/Strep-βM
E-10％FCS中で増殖する。融合の前日に、細胞を3x105細胞/mlに希釈する。融合当日に、
細胞を1回Iscove-Pen/Strep-βMEで洗浄し（Sorvall RT-6000D、1500 rpm、10分間）、細
胞をトリパンブルー排除法により数える。結果：生存細胞66.3x106および死細胞15x106＝
77％生存細胞であった。
【０２５６】
　融合：50mlチューブ中で、脾細胞とSP2細胞を3：1の比（187.5 x 106 脾細胞と66.3 x 
106 SP2細胞）で組み合わせ、そして容積をIscove-Pen/Strep-βMEで50mlまで補給し、そ
して遠心分離した（Sorvall RT-6000D、1500rpm、10分間）。1mlの50％ PEG4000（Sigma 
Cat： P7306）を1分間にわたって細胞ペレットに徐々に加え、これをデカンテーション後
にほぐした。チューブを37℃にて90秒間徐々に撹拌した。20 mlのIscove-Pen/Strep-βME
を徐々に（最初の1mlを30秒に、続いて2mlを30秒に、そして最後の17mlを60秒に）加える
ことにより反応を停止する。容積を50mlまで補給しそして5分間インキュベートした後、
細胞を遠心分離した（Sorvall RT-6000D、1500rpm、10分間）。細胞を1回、50mlのIscove
-Pen/Strep-βME-5％FCSで洗浄する（Sorvall RT-6000D、1500 rpm、10 分間s）。細胞を
完全培地Iscove-Pen/Strep-βME-20％FCS Hyclone-HAT-1％ CMに再懸濁し、23枚の96-ウ
エルプレートの200μl/ウエルに配給する。37℃、5％CO2にて10～15日間インキュベート
する。
【実施例１３】
【０２５７】
免疫組織化学（IHC）
　組織のセクション：所要数の組織の5-μmセクションを切り取って分析した。セクショ
ンはできるだけ新鮮なものを調製しなければならない。古いセクションはシグナルの強度
を減少しうる。
【０２５８】
　パラフィンの除去と組織の水和：表12に記載のステップをドラフトのもとで行う。
【表１２】

【０２５９】
バッファーの予熱：加圧調理器（Dako Diagnostique Canada Inc.）を1200mlの0.01Mクエ
ン酸バッファー（pH 6.0）で満たす。加圧調理器の蓋をしっかりと閉じ、電子レンジ（SA
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MSUNG 900W）内に置く。圧力計が上昇するまで最高強度で加熱する（約12分間）。
【０２６０】
　抗原回収のための加熱：圧力計が低下すると、加圧調理器を開けてスライドを内部に入
れ、バッファーでスライドを覆う。蓋を閉じ、電子レンジ内に再び置く。最高強度で約12
分間またはスチームジェットが最高になるまで加熱し、次いでさらに6分間加熱する。電
子レンジを開けて圧力計が下がった後、加圧調理器の蓋を明ける。
【０２６１】
　免疫組織化学：IDETECT Super stain System（HRP）（ID Labs Inc Cat #IDST1007）を
用いて免疫検出を実施する。スライドをPBS 1X中に少なくとも5分間置く。スライドをH2O
2 3％（Laboratoire Mat # HR-0133）の浴中で5分間インキュベートすることにより、内
因性ペルオキシダーゼをブロックする。PBS 1Xの浴中で漱ぐ。過剰なバッファーを吸取り
紙で取り除いて、スライドを加湿室内に置く。一度に1つのスライドを処置し、組織の乾
燥を避ける。2～3滴のブロック血清バッファーを加え、20分間室温にてインキュベートす
る。過剰バッファーを取り除いて一次抗体を所望の希釈（組織のサイズに応じて150～200
μl）にて加える。一晩室温にてインキュベートする。2つのPBS浴で洗浄する。上記の通
り、過剰バッファーを取り除く。200～250μlのビオチン化した抗-免疫グロブリン（連結
試薬）を加え、20分間室温にてインキュベートする。2回PBSで洗浄する。吸取り紙を用い
て過剰バッファーを取り除き、スライドを加湿室内に置く。一度に1つのスライドを処置
し、組織の乾燥を避ける。200～250μlのウルトラ-ストレプトアビジン／ペルオキシダー
ゼ複合体（標識試薬）を加え、20分間室温にてインキュベートする。2回PBSで洗浄する。
吸取り紙を用いて過剰バッファーを取り除き、スライドを加湿室内に置く。一度に1つの
スライドを処置し、組織の乾燥を避ける。250μl/スライドのDAB溶液（Zymed Cat：00-20
14）を加え、インキュベートする（インキュベーション時間は各mAbに対して最適化し、
シグナルの飽和を避けなければならない）。3回蒸留水浴で漱ぐ。
【０２６２】
対比染色：スライドをHarrisヘマトキシリン溶液（Fischer Cat： SH26-500D）中で30秒
～1分間インキュベートする。対比染色を顕微鏡下でチェックする。過剰の染料を水道水
のもとで除去する。
【０２６３】
スライド作製：表13のステップをドラフトのもとで行う：
【表１３】

【０２６４】
　一度に1枚のスライドを処理する。1滴のエンテラン（BDH、Cat: UN 1866）を組織上に
置く。カバースリップをエンテラン上に置く。乾燥させ、注意深くスライドを特定しそし
て顕微鏡下で読み取る。
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【実施例１４】
【０２６５】
ハイブリドーマのサブクローニングと培養
　各候補クローンを、2.5mlの完全培地（Iscove-Pen/Strep-βME-20％ FCS Hyclone-HAT-
1％ CM）を含有する6-ウエルプレートのウエル中に移す。プレートを37℃にて5％CO2中で
、細胞が必要な密度に達するまでインキュベートする。
【０２６６】
　トリパンブルー排除法により細胞を数える。3,750細胞を13-mlチューブ中に移す。容積
を7.5ml（100細胞/200μl）まで完全培地で補給する。一連の1：10希釈液をこのチューブ
から調製して10細胞/200μlおよび1細胞/200μlを含有する懸濁液を得る。これらの3つの
細胞懸濁液（100、10 および1つの細胞／200μl）のそれぞれを、96-ウエルプレートの32
ウエル（200μl/ウエル）中に配給し、このプレートを37℃、5％にて10～15日間インキュ
ベートする。
【０２６７】
　1細胞/200μl懸濁液を含有するウエル中で増殖するクローンをELISAで、組換えMAGE-A3
タンパク質との反応性について試験する（反応性クローンを陽性とみなす）。試験したク
ローンは視覚で制御して1コロニーだけがウエル中に存在することを保証する。もし1細胞
/200μl懸濁液を含有するウエルからクローンが得られなければ、10細胞/200μl懸濁液、
または100細胞/200μl懸濁液を含有するウエルで増殖するクローンをELISAで組換えMAGE-
A3タンパク質との反応性について試験し、試験したクローンは視覚で制御して1コロニー
だけがウエル中に存在することを保証する。
【０２６８】
　陽性クローンを6-ウエルプレートのウエル中に移し、細胞を、時を改めて、上記の通り
クローン性を保証する。クローン性は、ELISAにより試験した全てのサブクローニングが
陽性の場合に得られる。
【０２６９】
　最終サブクローンを徐々に適合させて標準培地（Iscove-Pen/Strep-βME-10％ FCS）で
増殖する。
【０２７０】
　標準培地に適合したハイブリドーマを90％FCS-10％DMSO（10 x 106 細胞/クリオチュー
ブ）でMr Frosty凍結コンテナー（Nalgene Cat：5100-0001）内で一晩、-80℃にて凍結し
、次いで-80℃にて少なくとも24時間後に液体窒素中に移す。
【実施例１５】
【０２７１】
抗体の精製
　ハイブリドーマ上清からの抗体の精製はMABTRAP（登録商標）キット（GE Healthcare C
at： 17-1128-01）を用いて実施した。
【０２７２】
　調製：カラムおよびバッファーを室温にて温める。バッファーを取扱説明書に記載のよ
うに調製する。採集画分1ml当たり60～200μlの中和化バッファーを加えることにより採
集チューブを調製する。ハイブリドーマ上清を遠心分離しかつ濾過して粒子を除去する。
【０２７３】
　精製：シリンジを水で満たし、それをカラムに接続し、そしてエタノール保存剤を5ml
の水で洗い流す。カラムを15mlの結合バッファーで平衡化する。50mlのハイブリドーマ23
D2上清（Lot：090309）を、上清をシリンジを用いて徐々に通すことによりカラムに適用
する。25 mlの結合バッファーで洗浄し、5mlの溶出バッファーをそれぞれ1mlの5つの画分
で溶出する。各画分（1：100希釈したサンプル）のO.D. 280を測定する。結果：23D2ハイ
ブリドーマ上清については、ピークが画分#2で見出された（O.D.280nm＝0.055）。
【０２７４】
　Bradfordアッセイによる抗体濃度の定量：0、2.5、5、10、15、20、25および30μgのIg
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Bradford試薬（VP270908）を加える。よく混合する。2、5および10μlのMab 23D2画分#2
の濃度を測定する。PBSで100μlまで補給し、1mlのBradford試薬（VP270908）を加える。
よく混合する。光学密度（OD）を595nmにて読み取る。この曲線の式を用いて濃度を決定
する。結果：23D2画分#2の濃度は4.32μg/μlであった。
【０２７５】
　mAb 23D2の純度の分析：ランニングゲル中の10％アクリルアミドおよびスタッキングゲ
ル中の4.5％アクリルアミドでミニゲルを調製する。40μlの還元ローディングバッファー
（β-メルカプトエタノールの存在のもとの）中の精製23D2（4.32 μg/μl）の2つのサン
プル（2および10μg）を伴うゲルを供給する。10％ポリアクリルアミドゲル上で150Vにて
90分間の電気泳動後（分子量 マーカーも含む）、ゲルをクーマシーブルー溶液を用いて3
0分間染色する。ゲルを脱染色溶液中で一晩洗浄し、翌日、ゲルを白色光下で写真撮影す
る。
【実施例１６】
【０２７６】
正準物
　哺乳動物種では、抗体ポリペプチドは定常域（すなわち、高度に保存された）と可変域
を含有する。可変域内には、CDRと「フレームワーク」（重鎖または軽鎖可変域内で、CDR
の外側に存在する）が存在する。CDRは可変域内のアミノ酸の非隣接配列であるが、種に
関わらず、可変重鎖および軽鎖内のこれらの重要なアミノ酸配列の位置は類似している。
全ての正順抗体の可変重鎖と可変軽鎖はそれぞれの軽（L）および重（H）鎖に対して3つ
のCDR域（L1、L2、L3、H1、H2、H3と呼ぶ）を有する。
【０２７７】
容認されたCDR域はKabat et al、J. Biol. Chem. 252：6609-6616 （1977）が記載してい
る。
【０２７８】
　mAb 1B1、16G7および23D2に対する正順サブタイプをMartin & Thorntonの正順定義（Ma
rtin & Thornton、J. Mol. Biol. 263：800-815 （1996））に基づいて推定した。
【０２７９】
　モノクローナル抗体1B1、16G7および23D2のCDRまたはフレームワーク領域に見出される
正順残基を下表14～28に下線を引きかつ太字で示した。もしmAb配列中に存在する残基が
正準セット中に存在しなければ、括弧で示した。代わりの残基（正準セットに対する）は
標準フォントで示した。表15～29のアミノ酸の番号はKabat番号スキームに従う。
【０２８０】
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401B1 H1 - 正準 2
ループ H1 2/11A 11
SOURCE [1baf]
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【表１４】

【０２８１】
1B1　H2 - 正準 1
ループ H2 1/9A 9
SOURCE [1gig]

【表１５】

【０２８２】
1B1　L1 - 正準 3
ループ L1 3/17A 17
SOURCE [1hil]
【表１６】

【０２８３】
1B1　L2 - 正準 1
ループ L2 1/7A 7
SOURCE [1lmk]

【表１７】

【０２８４】
1B1　L3 - 正準 1
ループ L3 1/9A 9
SOURCE [1tet]
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【表１８】

【０２８５】
16G7　H1 - 正準 1
ループ H1 1/10A 10
SOURCE [2fbj]
【表１９】

【０２８６】
16G7 H2 - 正準 3
ループ H2 3/10B 10
SOURCE [1igc]
【表２０】

【０２８７】
16G7　L1 - 正準 7
ループ L1 7/14B 14
SOURCE [1gig]
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【表２１】

【０２８８】
16G7　L2 - 正準 1
ループ L2 1/7A 7
SOURCE [1lmk]

【表２２】

【０２８９】
16G7　L3 - 正準 8
ループ L3 8/?/9D 9
SOURCE [1gig]

【表２３】

【０２９０】
23D2 H1 - 正準 1
ループ H1 1/10A 10
SOURCE [2fbj]
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【表２４】

【０２９１】
23D2　 H2 - 正準 3
ループ H2 3/10B 10
SOURCE [1igc]

【表２５】

【０２９２】
23D2 L1 - 正準 7
ループ L1 7/14B 14
SOURCE [1gig]

【表２６】

【０２９３】
23D2　L2 - 正準 1
ループ L2 1/7A 7
SOURCE [1lmk]
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【表２７】

【０２９４】
23D2　L3 - 正準 8
ループ L3 8?/9D 9
SOURCE [1gig]

【表２８】

【図１－１】 【図１－２】

【図２】
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