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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　肺癌の治療のための医薬の製造におけるフィブロネクチンのエキストラドメイン-A（ED
-A）に結合する抗体の使用であって、前記抗体が、殺菌活性もしくは細胞傷害活性を有す
る分子又は放射性アイソトープにコンジュゲートされている、前記使用。
【請求項２】
　ヒト又は動物において肺癌を診断する方法のための診断用製品の製造におけるフィブロ
ネクチンのED-Aに結合する抗体の使用。
【請求項３】
　肺癌を診断する方法が、
（a）該ヒト又は動物に、フィブロネクチンのED-Aに結合する抗体を投与するステップ、
及び
（b）該ヒト又は動物の肺における該抗体の存在又は非存在を決定するステップ
を含み、肺への該抗体の局在化が肺癌の存在を示すものである、請求項２に記載の使用。
【請求項４】
　前記抗体がVHドメイン及びVLドメインを含み、
　該VHドメインがフレームワークと、相補性決定領域HCDR1、HCDR2及びHCDR3のセットと
を含み、該VLドメインが相補性決定領域LCDR1、LCDR2及びLCDR3のセットと、フレームワ
ークとを含み、
　ここでHCDR1が配列番号3のアミノ酸配列を有し、HCDR2が配列番号4のアミノ酸配列を有
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し、HCDR3が配列番号5のアミノ酸配列を有し、LCDR1が配列番号6のアミノ酸配列を有し、
LCDR2が配列番号7のアミノ酸配列を有し、LCDR3が配列番号8のアミノ酸配列を有するか、
又は、
　HCDR1が配列番号23のアミノ酸配列を有し、HCDR2が配列番号4のアミノ酸配列を有し、H
CDR3が配列番号5のアミノ酸配列を有し、LCDR1が配列番号26のアミノ酸配列を有し、LCDR
2が配列番号7のアミノ酸配列を有し、LCDR3が配列番号8のアミノ酸配列を有するか、又は
、
　HCDR1が配列番号33のアミノ酸配列を有し、HCDR2が配列番号4のアミノ酸配列を有し、H
CDR3が配列番号5のアミノ酸配列を有し、LCDR1が配列番号36のアミノ酸配列を有し、LCDR
2が配列番号7のアミノ酸配列を有し、LCDR3が配列番号8のアミノ酸配列を有するか、又は
、
　HCDR1が配列番号43のアミノ酸配列を有し、HCDR2が配列番号4のアミノ酸配列を有し、H
CDR3が配列番号5のアミノ酸配列を有し、LCDR1が配列番号46のアミノ酸配列を有し、LCDR
2が配列番号7のアミノ酸配列を有し、LCDR3が配列番号8のアミノ酸配列を有するか、又は
、
　HCDR1が配列番号53のアミノ酸配列を有し、HCDR2が配列番号4のアミノ酸配列を有し、H
CDR3が配列番号5のアミノ酸配列を有し、LCDR1が配列番号56のアミノ酸配列を有し、LCDR
2が配列番号7のアミノ酸配列を有し、LCDR3が配列番号8のアミノ酸配列を有するか、又は
、
　HCDR1が配列番号63のアミノ酸配列を有し、HCDR2が配列番号4のアミノ酸配列を有し、H
CDR3が配列番号5のアミノ酸配列を有し、LCDR1が配列番号66のアミノ酸配列を有し、LCDR
2が配列番号7のアミノ酸配列を有し、LCDR3が配列番号8のアミノ酸配列を有するか、又は
、
　HCDR1が配列番号73のアミノ酸配列を有し、HCDR2が配列番号4のアミノ酸配列を有し、H
CDR3が配列番号5のアミノ酸配列を有し、LCDR1が配列番号76のアミノ酸配列を有し、LCDR
2が配列番号7のアミノ酸配列を有し、LCDR3が配列番号8のアミノ酸配列を有するか、又は
、
　HCDR1が配列番号83のアミノ酸配列を有し、HCDR2が配列番号4のアミノ酸配列を有し、H
CDR3が配列番号5のアミノ酸配列を有し、LCDR1が配列番号86のアミノ酸配列を有し、LCDR
2が配列番号7のアミノ酸配列を有し、LCDR3が配列番号8のアミノ酸配列を有するか、又は
、
　HCDR1が配列番号93のアミノ酸配列を有し、HCDR2が配列番号4のアミノ酸配列を有し、H
CDR3が配列番号5のアミノ酸配列を有し、LCDR1が配列番号96のアミノ酸配列を有し、LCDR
2が配列番号7のアミノ酸配列を有し、LCDR3が配列番号8のアミノ酸配列を有するか、又は
、
　HCDR1が配列番号103のアミノ酸配列を有し、HCDR2が配列番号4のアミノ酸配列を有し、
HCDR3が配列番号5のアミノ酸配列を有し、LCDR1が配列番号106のアミノ酸配列を有し、LC
DR2が配列番号7のアミノ酸配列を有し、LCDR3が配列番号8のアミノ酸配列を有するか、又
は、
　HCDR1が配列番号113のアミノ酸配列を有し、HCDR2が配列番号4のアミノ酸配列を有し、
HCDR3が配列番号5のアミノ酸配列を有し、LCDR1が配列番号116のアミノ酸配列を有し、LC
DR2が配列番号7のアミノ酸配列を有し、LCDR3が配列番号8のアミノ酸配列を有する、
請求項１～３のいずれか１項に記載の使用。
【請求項５】
　前記VHドメインフレームワークがヒト生殖系列フレームワークである、請求項４に記載
の使用。
【請求項６】
　前記VHドメインが配列番号1のアミノ酸配列を有し、VLドメインが配列番号2のアミノ酸
配列を有するか、又は
　前記VHドメインが配列番号21のアミノ酸配列を有し、VLドメインが配列番号22のアミノ
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酸配列を有するか、又は
　前記VHドメインが配列番号31のアミノ酸配列を有し、VLドメインが配列番号32のアミノ
酸配列を有するか、又は
　前記VHドメインが配列番号41のアミノ酸配列を有し、VLドメインが配列番号42のアミノ
酸配列を有するか、又は
　前記VHドメインが配列番号51のアミノ酸配列を有し、VLドメインが配列番号52のアミノ
酸配列を有するか、又は
　前記VHドメインが配列番号61のアミノ酸配列を有し、VLドメインが配列番号62のアミノ
酸配列を有するか、又は
　前記VHドメインが配列番号71のアミノ酸配列を有し、VLドメインが配列番号72のアミノ
酸配列を有するか、又は
　前記VHドメインが配列番号81のアミノ酸配列を有し、VLドメインが配列番号82のアミノ
酸配列を有するか、又は
　前記VHドメインが配列番号91のアミノ酸配列を有し、VLドメインが配列番号92のアミノ
酸配列を有するか、又は
　前記VHドメインが配列番号101のアミノ酸配列を有し、VLドメインが配列番号102のアミ
ノ酸配列を有するか、又は
　前記VHドメインが配列番号111のアミノ酸配列を有し、VLドメインが配列番号112のアミ
ノ酸配列を有する、請求項５に記載の使用。
【請求項７】
　前記抗体が一本鎖Fv、またはダイアボディである、請求項４～６のいずれか１項に記載
の使用。
【請求項８】
　フィブロネクチンのED-Aに結合する抗体にコンジュゲートさせた分子の肺腫瘍への送達
のための医薬の製造における該分子にコンジュゲートさせた該抗体の使用であって、前記
分子が、殺菌活性もしくは細胞傷害活性を有する又は放射性アイソトープである、前記使
用。
【請求項９】
　前記抗体がVHドメイン及びVLドメインを含み、
　該VHドメインがフレームワークと、相補性決定領域HCDR1、HCDR2及びHCDR3のセットと
を含み、該VLドメインが相補性決定領域LCDR1、LCDR2及びLCDR3のセットと、フレームワ
ークとを含み、
　ここでHCDR1が配列番号3のアミノ酸配列を有し、HCDR2が配列番号4のアミノ酸配列を有
し、HCDR3が配列番号5のアミノ酸配列を有し、LCDR1が配列番号6のアミノ酸配列を有し、
LCDR2が配列番号7のアミノ酸配列を有し、LCDR3が配列番号8のアミノ酸配列を有するか、
又は、
　HCDR1が配列番号23のアミノ酸配列を有し、HCDR2が配列番号4のアミノ酸配列を有し、H
CDR3が配列番号5のアミノ酸配列を有し、LCDR1が配列番号26のアミノ酸配列を有し、LCDR
2が配列番号7のアミノ酸配列を有し、LCDR3が配列番号8のアミノ酸配列を有するか、又は
、
　HCDR1が配列番号33のアミノ酸配列を有し、HCDR2が配列番号4のアミノ酸配列を有し、H
CDR3が配列番号5のアミノ酸配列を有し、LCDR1が配列番号36のアミノ酸配列を有し、LCDR
2が配列番号7のアミノ酸配列を有し、LCDR3が配列番号8のアミノ酸配列を有するか、又は
、
　HCDR1が配列番号43のアミノ酸配列を有し、HCDR2が配列番号4のアミノ酸配列を有し、H
CDR3が配列番号5のアミノ酸配列を有し、LCDR1が配列番号46のアミノ酸配列を有し、LCDR
2が配列番号7のアミノ酸配列を有し、LCDR3が配列番号8のアミノ酸配列を有するか、又は
、
　HCDR1が配列番号53のアミノ酸配列を有し、HCDR2が配列番号4のアミノ酸配列を有し、H
CDR3が配列番号5のアミノ酸配列を有し、LCDR1が配列番号56のアミノ酸配列を有し、LCDR
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2が配列番号7のアミノ酸配列を有し、LCDR3が配列番号8のアミノ酸配列を有するか、又は
、
　HCDR1が配列番号63のアミノ酸配列を有し、HCDR2が配列番号4のアミノ酸配列を有し、H
CDR3が配列番号5のアミノ酸配列を有し、LCDR1が配列番号66のアミノ酸配列を有し、LCDR
2が配列番号7のアミノ酸配列を有し、LCDR3が配列番号8のアミノ酸配列を有するか、又は
、
　HCDR1が配列番号73のアミノ酸配列を有し、HCDR2が配列番号4のアミノ酸配列を有し、H
CDR3が配列番号5のアミノ酸配列を有し、LCDR1が配列番号76のアミノ酸配列を有し、LCDR
2が配列番号7のアミノ酸配列を有し、LCDR3が配列番号8のアミノ酸配列を有するか、又は
、
　HCDR1が配列番号83のアミノ酸配列を有し、HCDR2が配列番号4のアミノ酸配列を有し、H
CDR3が配列番号5のアミノ酸配列を有し、LCDR1が配列番号86のアミノ酸配列を有し、LCDR
2が配列番号7のアミノ酸配列を有し、LCDR3が配列番号8のアミノ酸配列を有するか、又は
、
　HCDR1が配列番号93のアミノ酸配列を有し、HCDR2が配列番号4のアミノ酸配列を有し、H
CDR3が配列番号5のアミノ酸配列を有し、LCDR1が配列番号96のアミノ酸配列を有し、LCDR
2が配列番号7のアミノ酸配列を有し、LCDR3が配列番号8のアミノ酸配列を有するか、又は
、
　HCDR1が配列番号103のアミノ酸配列を有し、HCDR2が配列番号4のアミノ酸配列を有し、
HCDR3が配列番号5のアミノ酸配列を有し、LCDR1が配列番号106のアミノ酸配列を有し、LC
DR2が配列番号7のアミノ酸配列を有し、LCDR3が配列番号8のアミノ酸配列を有するか、又
は、
　HCDR1が配列番号113のアミノ酸配列を有し、HCDR2が配列番号4のアミノ酸配列を有し、
HCDR3が配列番号5のアミノ酸配列を有し、LCDR1が配列番号116のアミノ酸配列を有し、LC
DR2が配列番号7のアミノ酸配列を有し、LCDR3が配列番号8のアミノ酸配列を有する、
請求項８に記載の使用。
【請求項１０】
　前記VHドメインが配列番号1のアミノ酸配列を有し、VLドメインが配列番号2のアミノ酸
配列を有するか、又は
　前記VHドメインが配列番号21のアミノ酸配列を有し、VLドメインが配列番号22のアミノ
酸配列を有するか、又は
　前記VHドメインが配列番号31のアミノ酸配列を有し、VLドメインが配列番号32のアミノ
酸配列を有するか、又は
　前記VHドメインが配列番号41のアミノ酸配列を有し、VLドメインが配列番号42のアミノ
酸配列を有するか、又は
　前記VHドメインが配列番号51のアミノ酸配列を有し、VLドメインが配列番号52のアミノ
酸配列を有するか、又は
　前記VHドメインが配列番号61のアミノ酸配列を有し、VLドメインが配列番号62のアミノ
酸配列を有するか、又は
　前記VHドメインが配列番号71のアミノ酸配列を有し、VLドメインが配列番号72のアミノ
酸配列を有するか、又は
　前記VHドメインが配列番号81のアミノ酸配列を有し、VLドメインが配列番号82のアミノ
酸配列を有するか、又は
　前記VHドメインが配列番号91のアミノ酸配列を有し、VLドメインが配列番号92のアミノ
酸配列を有するか、又は
　前記VHドメインが配列番号101のアミノ酸配列を有し、VLドメインが配列番号102のアミ
ノ酸配列を有するか、又は
　前記VHドメインが配列番号111のアミノ酸配列を有し、VLドメインが配列番号112のアミ
ノ酸配列を有する、請求項９に記載の使用。
【請求項１１】
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　フィブロネクチンのED-Aに結合する抗体を使用することを特徴とするin vitroにおける
肺癌の検出方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、肺癌の検出及び治療に関する。また本発明は、リンパ腫の検出及び治療に関
する。本発明は、フィブロネクチンのED-Aアイソフォームに結合する結合メンバー、特に
、フィブロネクチンのED-Aドメインに結合する結合メンバーの使用を含む。
【背景技術】
【０００２】
　血管形成は、存在する血管からの新しい血管の成長を説明するものであり、成人では稀
な事象であるが、固形腫瘍の成長を含む多くの疾患の特徴的性質である。血管形成には、
腫瘍が直径数ミリメートルを超えて成長する必要があり、腫瘍は様々な増殖因子（例えば
、血管内皮増殖因子（VEGF））の分泌によって血管形成を誘導することができる。血管形
成の結果として形成される新血管は、腫瘍の血管新生と呼ばれ、活発な血管新生は浸潤性
腫瘍の特徴的な性質である。
【０００３】
　フィブロネクチン（FN）は糖タンパク質であり、様々な正常組織及び体液中で広く発現
される。それは細胞外マトリックス（ECM）の成分であり、細胞接着、細胞移動、ホメオ
スタシス、血栓形成、創傷治癒、組織分化及び癌性形質転換などの多くの生物学的プロセ
スにおいて役割を果たしている。
【０００４】
　サイトカイン及び細胞外pHにより調節されるプロセスである、一次転写物FNプレmRNAの
3個の領域（ED-A、ED-B、IIICS）の選択的スプライシングにより、異なるFNアイソフォー
ムが生成される（Balza 1988; Carnemolla 1989; Borsi 1990; Borsi 1995）。フィブロ
ネクチンは、選択的スプライシングを受け得る2個のIII型球状エキストラドメイン：ED-A
及びED-Bを含む（ffrench-Constant 1995, Hynes 1990, Kasparら、2006）。マウスフィ
ブロネクチン及びヒトフィブロネクチンのED-Aは96.7％同一である（2つの90アミノ酸配
列間で3アミノ酸のみが異なる、図２を参照）。
【０００５】
　フィブロネクチンのED-Aの発現は、腫瘍細胞及び固形腫瘍において、mRNAレベルで乳癌
（Jacobsら、2002、Matsumotoら、1999）及び肝癌（Oyamaら、1989、Tavianら、1994）に
おいて、単離されたタンパク質レベルで線維肉腫、横紋筋肉腫及びメラノーマ（Borsiら
、1987）において報告されている。
【０００６】
　免疫組織化学レベルでは、ED-Aの存在が、歯原性腫瘍（Heikinheimoら、1991）及び肝
細胞癌（Koukoulisら、1995）の細胞外マトリックス（ECM）において検出されている。対
照的に、ED-Aは、悪性乳房新生物の間質（Koukoulisら、1993）において、十分に分化し
た腎細胞癌の血管及び基底膜（Lohiら、1995）において検出されている。しかしながら、
低分化の腎細胞癌（Lohiら、1995）及び甲状腺乳頭癌（Scarpinoら、1999）では、ED-Aは
血管、基底膜及び腫瘍間質において検出されている。神経膠腫の血管系においてもED-Aの
存在が報告されている（Borsiら、1998）。従って、種々のタイプの腫瘍について報告さ
れているED-Aの発現パターンは高度に変動的である。
【発明の概要】
【０００７】
　本発明者らは本明細書において、ED-Aが、肺腫瘍、例えば小細胞肺癌及び非小細胞肺癌
の腫瘍などの血管新生において選択的に発現されることを示す。腫瘍血管は静脈内投与さ
れた治療剤にとって容易に接近可能であるため（Neri及びBicknell 2005、Rybakら、2006
、Thorpe 2004、Trachsel及びNeri 2006）、フィブロネクチンのA-FN及び／又はED-Aに結
合する抗体分子などの結合分子は、肺癌（小細胞肺癌及び非小細胞肺癌を含む）の治療の
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ための医薬の製造に用いることができる新規薬剤である。
【０００８】
　さらに本発明者らは本明細書において、ED-Aが、リンパ腫の血管新生において選択的に
発現されることを示す。腫瘍血管は静脈内投与された治療剤にとって容易に接近可能であ
るため（Neri及びBicknell 2005、Rybakら、2006、Thorpe 2004、Trachsel及びNeri 2006
）、フィブロネクチンのA-FN及び／又はED-Aに結合する抗体分子などの結合分子は、リン
パ腫の治療のための医薬の製造に用いることができる新規薬剤である。
【０００９】
　腫瘍血管新生の治療法（腫瘍血管標的化）は、腫瘍の治療のための有望な手法である。
腫瘍血管標的化は、腫瘍自身の中の血管を破壊すること、血流を低下させて腫瘍から酸素
及び栄養素を枯渇させること、腫瘍細胞死を引き起こすことを目指すものである。
【００１０】
　本明細書では、小細胞肺癌及び非小細胞肺癌を含む肺腫瘍の新しく形成する血管を選択
的に認識する抗ED-A抗体が提供される。
【００１１】
　さらに本明細書では、リンパ腫の新しく形成する血管を選択的に認識する抗ED-A抗体が
提供される。
【００１２】
　本発明は、肺癌の治療のための医薬の製造のための、フィブロネクチンのエキストラド
メイン-A（ED-A）アイソフォーム（A-FN）に結合する結合メンバー、例えば、抗体分子の
使用を提供する。また本発明は、肺癌の治療のための医薬の製造のためのフィブロネクチ
ンのED-Aに結合する結合メンバー、例えば、抗体分子の使用を提供する。
【００１３】
　本発明は、リンパ腫の治療のための医薬の製造のための、フィブロネクチンのエキスト
ラドメイン-A（ED-A）アイソフォーム（A-FN）に結合する結合メンバー、例えば、抗体分
子の使用を提供する。また本発明は、リンパ腫の治療のための医薬の製造のためのフィブ
ロネクチンのED-Aに結合する結合メンバー、例えば、抗体分子の使用を提供する。
【００１４】
　本発明はさらに、肺腫瘍の血管新生への、フィブロネクチンのED-Aアイソフォームに結
合する結合メンバー（例えば、抗体分子）にコンジュゲートさせた分子の送達のための該
結合メンバーの使用を提供する。また本発明は、肺腫瘍の血管新生への、フィブロネクチ
ンのED-Aに結合する結合メンバー（例えば、抗体分子）とコンジュゲートさせた分子の送
達のための該結合メンバーの使用を提供する。該結合メンバーは、そのような分子の送達
のための医薬の製造のために用いることができる。
【００１５】
　本発明はさらに、リンパ腫の血管新生への、フィブロネクチンのED-Aアイソフォームに
結合する結合メンバー（例えば、抗体分子）にコンジュゲートさせた分子の送達のための
該結合メンバーの使用を提供する。また本発明は、リンパ腫の血管新生への、フィブロネ
クチンのED-Aに結合する結合メンバー（例えば、抗体分子）とコンジュゲートさせた分子
の送達のための該結合メンバーの使用を提供する。該結合メンバーは、そのような分子の
送達のための医薬の製造のために用いることができる。
【００１６】
　本発明は、肺癌の診断における使用のための診断用製品の製造のための、フィブロネク
チンのED-Aアイソフォームに結合する結合メンバー、例えば、抗体分子の使用を提供する
。本発明はまた、肺癌の診断における使用のための診断用製品の製造のための、フィブロ
ネクチンのED-Aに結合する結合メンバー、例えば、抗体分子の使用を提供する。
【００１７】
　本発明は、リンパ腫の診断における使用のための診断用製品の製造のための、フィブロ
ネクチンのED-Aアイソフォームに結合する結合メンバー、例えば、抗体分子の使用を提供
する。本発明はまた、リンパ腫の診断における使用のための診断用製品の製造のための、
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フィブロネクチンのED-Aに結合する結合メンバー、例えば、抗体分子の使用を提供する。
【００１８】
　本発明はさらに、ヒト又は動物において肺癌を検出又は診断する方法であって、以下の
ステップ：
（a）該ヒト又は動物に、フィブロネクチンのED-Aに結合する結合メンバー、例えば、抗
体分子を投与するステップ、及び
（b）該ヒト又は動物の肺における該結合メンバーの存在又は非存在を決定するステップ
、
を含み、肺への該結合メンバーの局在化が、肺癌の存在を示す方法を提供する。
【００１９】
　本発明はさらに、ヒト又は動物においてリンパ腫を検出又は診断する方法であって、以
下のステップ：
（a）該ヒト又は動物に、フィブロネクチンのED-Aアイソフォームに結合する結合メンバ
ー、例えば、抗体分子を投与するステップ、及び
（b）該ヒト又は動物のリンパ系における該結合メンバーの存在又は非存在を決定するス
テップ、
を含み、該ヒト又は動物におけるリンパ系への該結合メンバーの局在化が、リンパ腫の存
在を示す方法を提供する。
【００２０】
　本発明は、個体における肺癌の治療方法であって、該個体に、フィブロネクチンのED-A
アイソフォームに結合する結合メンバー、例えば、抗体分子を含む治療上有効量の医薬を
投与することを含む方法を提供する。本発明はまた、個体における肺癌の治療方法であっ
て、該個体に、フィブロネクチンのED-Aに結合する結合メンバー、例えば、抗体分子を含
む治療上有効量の医薬を投与することを含む方法を提供する。
【００２１】
　本発明は、個体におけるリンパ腫の治療方法であって、該個体に、フィブロネクチンの
ED-Aアイソフォームに結合する結合メンバー、例えば、抗体分子を含む治療上有効量の医
薬を投与することを含む方法を提供する。本発明はまた、個体におけるリンパ腫の治療方
法であって、該個体に、フィブロネクチンのED-Aに結合する結合メンバー、例えば、抗体
分子を含む治療上有効量の医薬を投与することを含む方法を提供する。
【００２２】
　本発明は、ヒト又は動物において肺腫瘍の血管新生に分子を送達する方法であって、該
ヒト又は動物に、フィブロネクチンのED-Aアイソフォームに結合する結合メンバー、例え
ば、抗体分子を投与することを含み、該結合メンバーが該分子にコンジュゲートされてい
る、上記方法を提供する。また本発明は、ヒト又は動物において肺腫瘍の血管新生に分子
を送達する方法であって、該ヒト又は動物に、フィブロネクチンのED-Aに結合する結合メ
ンバー、例えば、抗体分子を投与することを含み、該結合メンバーが該分子にコンジュゲ
ートされている、上記方法を提供する。
【００２３】
　本発明は、ヒト又は動物においてリンパ腫の血管新生に分子を送達する方法であって、
該ヒト又は動物に、フィブロネクチンのED-Aアイソフォームに結合する結合メンバー、例
えば、抗体分子を投与することを含み、該結合メンバーが該分子にコンジュゲートされて
いる、上記方法を提供する。また本発明は、ヒト又は動物においてリンパ腫の血管新生に
分子を送達する方法であって、該ヒト又は動物に、フィブロネクチンのED-Aに結合する結
合メンバー、例えば、抗体分子を投与することを含み、該結合メンバーが該分子にコンジ
ュゲートされている、上記方法を提供する。
【００２４】
　本発明において使用する結合メンバーは、抗体H1、B2、C5、D5、E5、C8、F8、F1、B7、
E8若しくはG9、又はその変異体の1個以上の相補性決定領域（CDR）を含む、フィブロネク
チンのED-Aアイソフォーム及び／又はフィブロネクチンのED-Aに結合する抗体とすること
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ができる。好ましくは、本発明において使用する結合メンバーは、抗体B2、C5、D5、C8、
F8、B7若しくはG9、又はその変異体の1個以上の相補性決定領域（CDR）を含む、フィブロ
ネクチンのED-Aアイソフォーム及び／又はフィブロネクチンのED-Aに結合する抗体である
。最も好ましくは、本発明において使用する結合メンバーは、抗体F8又はその変異体の1
個以上の相補性決定領域（CDR）を含む、フィブロネクチンのED-Aアイソフォーム及び／
又はフィブロネクチンのED-Aに結合する抗体である。
【００２５】
　本発明において使用する結合メンバーは、H及び／若しくはL CDRの開示されたセット内
に10個以下、例えば、1、2、3、4、若しくは5個のアミノ酸置換を有する、抗体H1、B2、C
5、D5、E5、C8、F8、F1、B7、E8若しくはG9のH及び／若しくはL CDRのセット、又は抗体H
1、B2、C5、D5、E5、C8、F8、F1、B7、E8若しくはG9のH及び／若しくはL CDRのセットを
含んでもよい。好ましくは、本発明において使用する結合メンバーは、H及び／若しくはL
 CDRの開示されたセット内に10個以下、例えば、1、2、3、4、若しくは5個のアミノ酸置
換を有する、抗体B2、C5、D5、C8、F8、B7若しくはG9のH及び／若しくはL CDRのセットを
含む。好ましくは、本発明において使用する結合メンバーは、H及び／若しくはL CDRの開
示されたセット内に10個以下、例えば、1、2、3、4若しくは5個のアミノ酸置換を有する
、抗体F8のH及び／若しくはL CDRのセットを含む。
【００２６】
　置換を、CDRのセット内の任意の残基で行うことができる可能性があり、CDR1、CDR2及
び／又はCDR3内とすることができる。
【００２７】
　例えば、本発明において使用する結合メンバーは、本明細書に記載される1個以上のCDR
、例えば、CDR3と、必要に応じて、CDR1及びCDR2をも含み、CDRのセットを形成してもよ
い。
【００２８】
　本発明において使用する結合メンバーはまた、抗体分子、例えば、ヒト抗体分子を含ん
でもよい。前記結合メンバーは通常、抗体VH及び／又はVLドメインを含む。結合メンバー
のVHドメインも、本発明において使用するために提供される。それぞれのVH及びVLドメイ
ン内には、相補性決定領域（「CDR」）と、フレームワーク領域（「FR」）がある。VHド
メインは、HCDRのセットを含み、VLドメインはLCDRのセットを含む。抗体分子は、VH CDR
1、CDR2及びCDR3並びにフレームワークを含む抗体VHドメインを含むことができる。ある
いは、又はさらに、それはVL CDR1、CDR2及びCDR3並びにフレームワークを含む抗体VLド
メインを含んでもよい。抗体H1、B2、C5、D5、E5、C8、F8、F1、B7、E8及びG9のVH及びVL
ドメイン並びにCDRが本明細書に記載される。本明細書に開示される全てのVH及びVL配列
、CDR配列、CDRのセット並びにHCDRのセット及びLCDRのセットは、本発明において使用す
る結合メンバーの実施形態である。本明細書に記載されるように、「CDRのセット」は、C
DR1、CDR2及びCDR3を含む。かくして、HCDRのセットはHCDR1、HCDR2及びHCDR3を指し、LC
DRのセットはLCDR1、LCDR2及びLCDR3を指す。特に指摘しない限り、「CDRのセット」はHC
DR及びLCDRを含む。
【００２９】
　本発明において使用する結合メンバーは、相補性決定領域HCDR1、HCDR2及びHCDR3とフ
レームワークとを含む抗体VHドメインを含んでもよく、ここでHCDR１は配列番号3、23、3
3、43、53、63、73、83、93、103若しくは113であり、必要に応じて、HCDR2は配列番号4
であり、及び／又はHCDR3は配列番号5である。好ましくは、HCDR1は配列番号23、33、43
、53、73、83又は103である。最も好ましくは、HCDR1は配列番号83である。
【００３０】
　典型的には、VHドメインは、VLドメインと対形成して、抗体抗原結合部位を提供するが
、以下でさらに考察するように、VH又はVLドメインのみを用いて抗原に結合させることが
できる。かくして、本発明において使用する結合メンバーは、相補性決定領域LCDR1、LCD
R2及びLCDR3とフレームワークとを含む抗体VLドメインをさらに含んでもよく、ここでLCD
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R1は配列番号6、26、36、46、56、66、76、86、96、106若しくは116であり、必要に応じ
て、LCDR2は配列番号7であり、及び／又はLCDR3は配列番号8である。好ましくは、LCDR1
は配列番号26、36、46、56、76、86又は106である。最も好ましくは、LCDR1は配列番号86
である。
【００３１】
　本発明において使用する結合メンバーは、VHドメインとVLドメインを含む、フィブロネ
クチンのED-Aのための単離された抗体分子であり、ここで、VHドメインはフレームワーク
と、相補性決定領域HCDR1、HCDR2及びHCDR3のセットとを含み、VLドメインは相補性決定
領域LCDR1、LCDR2及びLCDR3とフレームワークとを含み、
　HCDR1は配列番号3、23、33、43、53、63、73、83、93、103若しくは113のアミノ酸配列
を有し、
　HCDR2は配列番号4のアミノ酸配列を有し、
　HCDR3は配列番号5のアミノ酸配列を有し、
　LCDR1は配列番号6、26、36、46、56、66、76、86、96、106若しくは116のアミノ酸配列
を有し、
　LCDR2は配列番号7のアミノ酸配列を有し、
　LCDR3は配列番号8のアミノ酸配列を有する。
【００３２】
　抗体の1個以上のCDR又はCDRのセットを、フレームワーク（例えば、ヒトフレームワー
ク）中に移植して、本発明における使用のための抗体分子を提供することができる。フレ
ームワーク領域は、ヒト生殖系列遺伝子断片配列を含んでもよい。かくして、フレームワ
ークを、生殖系列化することができ、ここで、該フレームワーク内の1個以上の残基を変
化させて、最も類似するヒト生殖系列フレームワーク中の等価な位置の残基と一致させる
。本発明において使用する結合メンバーは、ヒト生殖系列フレームワーク、例えば、DP47
中にHCDRのセットを含むVHドメインを有する単離された抗体分子であってもよい。通常、
前記結合メンバーはまた、例えば、ヒト生殖系列フレームワーク中の、LCDRのセットを含
むVLドメインを有する。VLドメインのヒト生殖系列フレームワークはDPK22であってよい
。
【００３３】
　本発明において使用するVHドメインは、配列番号1、21、31、41、51、61、71、81、91
、101又は111のアミノ酸配列を有してもよい。好ましくは、本発明において使用するVHド
メインは、配列番号21、31、41、51、71、81又は101のアミノ酸配列を有する。最も好ま
しくは、本発明において使用するVHドメインは、配列番号81のアミノ酸配列を有する。本
発明において使用するVLドメインは、配列番号2、22、32、42、52、62、72、82、92、102
又は112のアミノ酸配列を有してもよい。好ましくは、本発明において使用するVLドメイ
ンは、配列番号22、32、42、52、72、82又は102のアミノ酸を有する。最も好ましくは、
本発明において使用するVLドメインは、配列番号82のアミノ酸を有する。
【００３４】
　本発明において使用する結合メンバーは、ペプチドリンカーを介して連結されたVHドメ
インとVLドメインを含む一本鎖Fv（scFv）であってもよい。当業者であれば、リンカーの
好適な長さ及び配列、例えば、少なくとも5又は10アミノ酸長から約15、20又は25アミノ
酸長を選択することができる。リンカーは、アミノ酸配列GSSGG（配列番号28）を有する
ものであってもよい。scFvは、配列番号9のアミノ酸配列からなるか、又はそれを含んで
もよい。
【００３５】
　あるいは、本発明において使用する結合メンバーは、通常、非抗体タンパク質足場中に
1個以上のCDR、例えば、CDRのセットにより提供される、非抗体分子内の抗原結合部位を
含んでもよい。非抗体及び抗体分子などの結合メンバーは、本明細書の他の場所により詳
細に記載されている。
【００３６】
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　本発明において使用する結合メンバーを、殺菌活性又は細胞傷害活性を有する分子にコ
ンジュゲートさせることができる。あるいは、本発明において使用する結合メンバーを、
放射性アイソトープにコンジュゲートさせることができる。さらなる代替として、本発明
において使用する結合メンバーを、検出可能な標識を用いて標識することができる。
【００３７】
　本発明のこれらの態様及び他の態様を、以下でさらに詳細に説明する。
【図面の簡単な説明】
【００３８】
【図１】scFv抗ED-A抗体D5による原発性肺腫瘍切片の免疫組織化学染色を示す。カラム1
は、肺癌の分類を示す。A：小細胞肺癌、B：非小細胞肺癌、C：扁平上皮細胞癌、D：腺癌
、E：細気管支肺胞上皮癌、F：大細胞癌。カラム2及び3は、種々の亜型の肺腫瘍からの組
織切片におけるED-Aの免疫組織化学検出を示す。各亜型についてカラム2及び3において示
す組織切片は、同じ腫瘍検体から得た。免疫組織化学染色（暗色線）により、A：小細胞
肺癌及びB：非小細胞肺癌の両方の原発性腫瘍切片の強力な染色の血管パターンが明らか
となった（C：扁平上皮細胞癌、D：腺癌、E：細気管支肺胞上皮癌、F：大細胞癌）。
【図２】A：ヒトED-A（上の配列）とB：マウスED-A（下の配列）とのアラインメントを示
す。星印はヒトED-AとマウスED-Aのアミノ酸が同一であるアミノ酸位置を示す。
【図３】A：抗ED-A抗体H1重鎖（VH）のヌクレオチド配列（配列番号12）を示す。抗ED-A
抗体H1の重鎖CDR1のヌクレオチド配列に下線を付す。抗ED-A抗体H1の重鎖CDR2のヌクレオ
チド配列を、斜体かつ下線付きで示す。抗ED-A抗体H1の重鎖CDR3のヌクレオチド配列を、
太字かつ下線付きで示す。B：抗ED-A抗体H1リンカー配列のヌクレオチド配列（配列番号1
4）を示す。C：抗ED-A抗体H1軽鎖（VL）のヌクレオチド配列（配列番号13）を示す。抗ED
-A抗体H1の軽鎖CDR1のヌクレオチド配列に下線を付す。抗ED-A抗体H1の軽鎖CDR2のヌクレ
オチド配列を、斜体かつ下線付きで示す。抗ED-A抗体H1の軽鎖CDR3のヌクレオチド配列を
、太字かつ下線付きで示す。
【図４】A：抗ED-A抗体H1重鎖（VH）のアミノ酸配列（配列番号1）を示す。抗ED-A抗体H1
の重鎖CDR1のアミノ酸配列（配列番号3）に下線を付す。抗ED-A抗体H1の重鎖CDR2のアミ
ノ酸配列（配列番号4）を、斜体かつ下線付きで示す。抗ED-A抗体H1の重鎖CDR3のアミノ
酸配列（配列番号5）を、太字かつ下線付きで示す。B：抗ED-A抗体H1リンカー配列のアミ
ノ酸配列（配列番号11）を示す。C：抗ED-A抗体H1軽鎖（VL）のアミノ酸配列（配列番号2
）を示す。抗ED-A抗体H1の軽鎖CDR1のアミノ酸配列（配列番号6）に下線を付す。抗ED-A
抗体H1の軽鎖CDR2のアミノ酸配列（配列番号7）を、斜体かつ下線付きで示す。抗ED-A抗
体H1の軽鎖CDR3のアミノ酸配列（配列番号8）を、太字かつ下線付きで示す。
【発明を実施するための形態】
【００３９】
用語
フィブロネクチン
　フィブロネクチンは、選択的スプライシングを受ける抗原であり、本明細書の他の場所
に記載されるように、フィブロネクチンのいくつかの代替的アイソフォームが公知である
。エキストラドメインA（EDA又はED-A）はまた、ED、エキストラIII型リピートA（EIIIA
）又はEDIとしても公知である。ヒトED-Aの配列は、Kornblihttら(1984)、Nucleic Acids
 Res. 12, 5853-5868及びPaolellaら(1988)、Nucleic Acids Res. 16, 3545-3557により
公開されている。ヒトED-Aの配列は、アクセッション番号P02751で登録されたアミノ酸配
列のアミノ酸1631～1720（フィブロネクチンIII型12；エキストラドメイン2）としてSwis
sProtデータベース上でも入手可能である。マウスED-Aの配列は、アクセッション番号P11
276で登録されたアミノ酸配列のアミノ酸1721～1810（フィブロネクチンIII型13；エキス
トラドメイン2）としてSwissProtデータベース上で入手可能である。
【００４０】
　フィブロネクチンのED-Aアイソフォーム（A-FN）は、エキストラドメインA（ED-A）を
含む。ヒトA-FNの配列は、アクセッション番号P02751でSwissProtデータベース上で入手
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可能である対応するヒトフィブロネクチン前駆体配列から推定することができる。マウス
A-FNの配列は、アクセッション番号P11276でSwissProtデータベース上で入手可能である
対応するマウスフィブロネクチン前駆体配列から推定することができる。A-FNは、フィブ
ロネクチンのヒトED-Aアイソフォームであってもよい。ED-Aはヒトフィブロネクチンのエ
キストラドメインAであってもよい。
【００４１】
　ED-Aは、選択的スプライシングによりフィブロネクチン（FN）中に挿入され、FNのドメ
イン11と12の間に位置する90アミノ酸の配列である（Borsiら、1987, J. Cell Biol., 10
4, 595-600）。ED-Aは主として、FNの血漿形態中には存在しないが、胚形成、組織再モデ
リング、線維症、心臓移植及び固形腫瘍増殖の間には豊富である。
【００４２】
選択的スプライシング
　選択的スプライシングとは、異なるmRNAを産生するDNAの一次RNA転写物のスプライシン
グの異なるパターンの出現を指す。イントロンの切り出し後、選択は、どのエクソンが一
緒にスプライシングされてmRNAを形成するかを決定することができる。選択的スプライシ
ングは、異なるエクソン及び／又は異なる数のエクソンを含む異なるアイソフォームの産
生を誘導する。例えば、1個のアイソフォームは、1個以上のドメインを含んでもよい、1
個以上のエクソンに対応する追加のアミノ酸配列を含んでもよい。
【００４３】
リンパ腫
　これは、リンパ球と呼ばれる免疫系の細胞における癌の１種を説明するものであり、こ
れらの細胞の異常な増殖を特徴とする。リンパ腫には多くの種々の亜型が存在し、2つの
主要なカテゴリー、すなわちホジキンリンパ腫と非ホジキンリンパ腫とに分類することが
できる。ホジキンリンパ腫は特定の異常なBリンパ球系列から発達するが、非ホジキンリ
ンパ腫は異常なB、T又はNK細胞のいずれかに由来し、特有の遺伝子マーカーによって区別
される。バーキットリンパ腫はB細胞非ホジキンリンパ腫の一例である。本明細書におい
て言及するリンパ腫は原発性リンパ腫であってよい。本明細書において言及するリンパ腫
は、ホジキンリンパ腫であってもよいし又は非ホジキンリンパ腫であってもよい。好まし
くは、本明細書において言及するリンパ腫は、原発性ホジキンリンパ腫又は原発性非ホジ
キンリンパ腫である。
【００４４】
肺癌
　これは、肺組織の悪性形質転換及び拡大を説明する。肺癌は、2つの主要なカテゴリー
、すなわち小細胞肺癌（小細胞癌）及び非小細胞肺癌とに分類することができる。非小細
胞肺癌の亜型は、扁平上皮細胞癌、腺癌（腺癌腫）及び大細胞癌である。細気管支肺胞上
皮癌は、腺癌の亜型である。本明細書において言及する肺癌は、原発性肺癌であってよい
。肺腫瘍は、肺癌の結果として生じる、動物（例えばヒト）の肺における腫瘍である。本
明細書において言及する肺腫瘍は、原発性肺腫瘍であってよい。
【００４５】
原発性腫瘍
　これは、腫瘍が最初に生じた部位（原発部位）における腫瘍を説明する。原発性腫瘍は
、動物の体内において元の部位（原発部位）から他の部位における二次性腫瘍（転移）に
広がることがあり、この広がりを転移と称する。
【００４６】
結合メンバー
　これは、互いに結合する一対の分子の一方のメンバーを説明するものである。結合対の
メンバーは、天然由来であっても、又は全体的若しくは部分的に合成的に作製されたもの
であってもよい。前記対の分子の一方のメンバーは、その表面上、又は空洞上に、前記対
の分子の他方のメンバーの特定の空間構造及び極性構造に結合し、従ってそれと相補的で
ある領域を有する。結合対の型の例は、抗原－抗体、ビオチン－アビジン、ホルモン－ホ
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ルモン受容体、受容体－リガンド、酵素－基質である。本発明は、抗原－抗体型反応に関
する。
【００４７】
　結合メンバーは通常、抗原結合部位を有する分子を含む。例えば、結合メンバーは、抗
原結合部位を含む抗体分子又は非抗体タンパク質であってよい。
【００４８】
　抗原結合部位を、フィブロネクチン若しくはシトクロムBなどの非抗体タンパク質足場
上の相補性決定領域（CDR）の配置を用いて（Haan & Maggos, 2004; Koide 1998; Nygren
 1997）、又はタンパク質足場内のループのアミノ酸残基を無作為化するか、若しくは突
然変異させて、所望の標的に対する結合特異性を付与することにより提供することができ
る。タンパク質中で新規結合部位を操作するための足場は、Nygrenら(1997)により詳細に
概説されている。抗体模倣物質のためのタンパク質足場は、その全体が参照により本明細
書に組み入れられるものとするWO 00/34784号に開示されており、発明者らは少なくとも1
個の無作為化されたループを有するフィブロネクチンIII型ドメインを含むタンパク質（
抗体模倣物質）を記載している。1個以上のCDR、例えば、HCDRのセットを移植するのに好
適な足場を、免疫グロブリン遺伝子スーパーファミリーの任意のドメインメンバーにより
提供することができる。この足場はヒト又は非ヒトタンパク質であってよい。非抗体タン
パク質足場の利点は、それが、少なくともいくつかの抗体分子よりも小さく、及び／又は
製造が容易である足場分子中に抗原結合部位を提供することができることである。小さい
サイズの結合メンバーは、細胞に進入する能力、組織中に深く浸透するか、若しくは他の
構造内の標的に到達する能力、又は標的抗原のタンパク質空洞内に結合する能力などの有
用な生理学的特性を付与することができる。非抗体タンパク質足場中での抗原結合部位の
使用は、Wess, 2004に概説されている。安定な主鎖及び1個以上の可変ループを有するタ
ンパク質が典型的であり、ループのアミノ酸配列を特異的若しくは無作為に突然変異させ
て、標的抗原に結合する抗原結合部位を作製する。そのようなタンパク質としては、黄色
ブドウ球菌（S. aureus）由来プロテインAのIgG結合ドメイン、トランスフェリン、テト
ラネクチン、フィブロネクチン（例えば、第10フィブロネクチンIII型ドメイン）及びリ
ポカリンが挙げられる。他の手法としては、分子内ジスルフィド結合を有する小タンパク
質であるシクロチドに基づく合成「ミクロボディ」（Selecore GmbH）が挙げられる。
【００４９】
　抗体配列及び／又は抗原結合部位に加えて、本発明において使用する結合メンバーは、
例えば、折り畳まれたドメインなどのペプチド若しくはポリペプチドを形成するか、又は
抗原に結合する能力に加えて、該分子に別の機能的特性を与える他のアミノ酸を含んでも
よい。本発明において使用する結合メンバーは検出可能な標識を担持してもよく、又は毒
素若しくは標的化部分若しくは酵素にコンジュゲートさせることができる（例えば、ペプ
チド結合若しくはリンカーを介して）。例えば、結合メンバーは、触媒部位（例えば、酵
素ドメイン中）並びに抗原結合部位を含んでもよく、該抗原結合部位は該抗原に結合し、
かくして、該触媒部位を該抗原に標的化する。触媒部位は、例えば、切断により、抗原の
生物学的機能を阻害することができる。
【００５０】
　注記されるように、CDRを非抗体足場により担持することができるが、CDR若しくはCDR
のセットを担持させるための構造は、一般的にはCDR若しくはCDRのセットが、再配列され
た免疫グロブリン遺伝子によりコードされる天然のVH及びVL抗体可変ドメインのCDR若し
くはCDRのセットに対応する位置に位置する抗体重鎖若しくは軽鎖配列又はその実質的な
部分であろう。免疫グロブリン可変ドメインの構造及び位置を、Kabat 1987及び現在では
インターネット上（immuno.bme.nwu.edu又は任意の検索エンジンを用いて「Kabat」を検
索する）で入手可能なそのアップデート版を参照することにより決定することができる。
【００５１】
　CDR領域又はCDRとは、Kabatら(1987)（Kabat 1991a、及びそれより後の版）により定義
された免疫グロブリンの重鎖及び軽鎖の超可変領域を示すと意図される。抗体は、典型的
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には3個の重鎖CDRと3個の軽鎖CDRを含む。用語「CDR」は、本明細書では、必要に応じて
、抗原若しくは抗体が認識するエピトープに対する抗体の親和性により、結合を担うアミ
ノ酸残基の大部分を含むこれらの領域の1つ若しくはいくつか、又はこれらの領域の全部
をも示すように用いられる。
【００５２】
　6個の短いCDR配列のうち、重鎖の3番目のCDR（HCDR3）は、より大きい程度の可変性を
（それを生じる遺伝子の配置の機構に本質的に依存するより高い多様性）を有する。公知
の最も長いサイズは26であるが、それは2アミノ酸の短さであってもよい。機能的には、H
CDR3は抗体の特異性の決定において役割を果たしている（Segal 1974; Amit 1986; Choth
ia 1987; Chothia 1989; Caton 1990; Sharon 1990a; Sharon 1990b; Kabatら、1991b）
。
【００５３】
抗体分子
　これは、天然に産生された、又は部分的若しくは全体的に合成的に産生された免疫グロ
ブリンを説明する。この用語はまた、抗体抗原結合部位を含む任意のポリペプチド又はタ
ンパク質をも包含する。本発明は天然形態の抗体に関するものではない、すなわち、それ
らはその天然の環境にはないが、それらを天然の起源からの精製により単離若しくは取得
するか、又は他に遺伝子組換え、若しくは化学的合成により取得することができたもので
あること、並びにその後、それらが、後に記載するように非天然アミノ酸を含んでもよい
ことを理解すべきである。抗体抗原結合部位を含む抗体フラグメントとしては、限定され
るものではないが、Fab、Fab'、Fab'-SH、scFv、Fv、dAb、Fdなどの抗体分子；並びにダ
イアボディが挙げられる。
【００５４】
　モノクローナル抗体及び他の抗体を取得し、組換えDNA技術を用いて、標的抗原に結合
する他の抗体又はキメラ分子を作製することができる。そのような技術は、抗体の、免疫
グロブリン可変領域、若しくはCDRをコードするDNAを、異なる免疫グロブリンの定常領域
、若しくは定常領域＋フレームワーク領域に導入することを含んでもよい。例えば、EP-A
-184187、GB 2188638A又はEP-A-239400、及びその後の多数の文献を参照されたい。ハイ
ブリドーマ又は抗体を産生する他の細胞を、産生される抗体の結合特異性を変化させても
よい遺伝子突然変異又は他の変化に供することができる。
【００５５】
　抗体を多くの方法で改変することができるため、用語「抗体分子」は、抗原に対する必
要な特異性及び／又は結合を有する抗体抗原結合部位を有する任意の結合メンバー又は物
質を包含すると解釈されるべきである。かくして、この用語は、天然のものであるか、又
は全体的若しくは部分的に合成された抗体抗原結合部位を含む任意のポリペプチドを含む
、抗体フラグメント及び誘導体を包含する。従って、別のポリペプチド（例えば、別の種
に由来するか、又は別の抗体クラス若しくはサブクラスに属するもの）に融合された、抗
体抗原結合部位、又はその等価物を含むキメラ分子も含まれる。キメラ抗体のクローニン
グ及び発現は、EP-A-0120694及びEP-A-0125023、並びにその後の多数の文献に記載されて
いる。
【００５６】
　抗体工学の分野で利用可能なさらなる技術により、ヒト抗体及びヒト化抗体を単離する
ことが可能になった。例えば、ヒトハイブリドーマを、Kontermann & Dubel (2001)によ
り記載のように作製することができる。結合メンバーを作製するための別の確立された技
術であるファージディスプレイは、WO 92/01047号（以下でさらに考察する）並びに米国
特許第5,969,108号、第5,565,332号、第5,733,743号、第5,858,657号、第5,871,907号、
第5,872,215号、第5,885,793号、第5,962,255号、第6,140,471号、第6,172,197号、第6,2
25,447号、第6,291,650号、第6,492,160号、第6,521,404号及びKontermann & Dubel (200
1)などの多くの刊行物に詳細に記載されている。マウス免疫系の他の成分を無傷のままに
しながら、マウス抗体遺伝子を不活化し、ヒト抗体遺伝子と機能的に置換するトランスジ
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ェニックマウスを、ヒト抗体を単離するために用いることができる（Mendez 1997）。
【００５７】
　例えば、Knappikら(2000)又はKrebsら(2001)により記載のように、好適な発現ベクター
内で合成及び集合されたオリゴヌクレオチドを用いて作製された遺伝子からの発現により
、合成抗体分子を作製することができる。
【００５８】
　全抗体のフラグメントは、抗原に結合する機能を実行することができることが示されて
いる。結合フラグメントの例は、（i）VL、VH、CL及びCH1ドメインからなるFabフラグメ
ント；（ii）VH及びCH1ドメインからなるFdフラグメント；（iii）単一抗体のVL及びVHド
メインからなるFvフラグメント；（iv）VH若しくはVLドメインからなるdAbフラグメント
（Ward 1989; McCafferty 1990; Holt 2003）；（v）単離されたCDR領域；（vi）2個の連
結されたFabフラグメントを含む二価フラグメントであるF(ab')2フラグメント；（vii）V
HドメインとVLドメインが、2個のドメインが結合して抗原結合部位を形成するようにペプ
チドリンカーにより連結された一本鎖Fv分子（scFv）（Bird 1988; Huston 1988）；（vi
ii）二重特異性一本鎖Fvダイマー（PCT/US92/09965）並びに（ix）遺伝子融合により構築
された多価若しくは多重特異性フラグメントである「ダイアボディ」（WO 94/13804号; H
olliger 1993a）である。Fv、scFv又はダイアボディ分子を、VH及びVLドメインを連結す
るジスルフィド架橋の組込みにより安定化することができる（Reiter 1996）。CH3ドメイ
ンに連結されたscFvを含むミニボディを作製することもできる（Hu 1996）。結合フラグ
メントの他の例は、抗体ヒンジ領域に由来する1個以上のシステインを含む、重鎖CH1ドメ
インのカルボキシル末端での数残基の付加によりFabフラグメントとは異なるFab'、並び
に定常ドメインのシステイン残基が遊離チオール基を担持するFab'フラグメントである、
Fab'-SHである。
【００５９】
　本発明において使用する抗体フラグメントは、ペプシン若しくはパパインなどの酵素に
よる消化並びに／又は化学的還元によるジスルフィド架橋の切断などの方法により、本明
細書に記載の抗体分子のいずれか、例えば、本明細書に記載の任意の抗体のVH及び／若し
くはVLドメイン又はCDRを含む抗体分子から出発して取得することができる。別の方法で
は、本発明の抗体フラグメントは、同様に当業者にはよく知られた遺伝子組換え技術によ
り、又は他に例えば、Applied Biosystemsなどの企業により供給されるものなどの自動ペ
プチド合成装置を用いるペプチド合成により、又は核酸合成及び発現により取得すること
ができる。
【００６０】
　本発明において機能的抗体フラグメントとしては、半減期が化学的修飾、特にPEG付加
により、又はリポソーム中への組込みにより増加した任意の機能的フラグメントが挙げら
れる。
【００６１】
　dAb（ドメイン抗体）は、抗体の小さいモノマー抗原結合フラグメント、すなわち、抗
体重鎖又は軽鎖の可変領域である（Holt 2003）。VH dAbはラクダ科動物（例えば、ラク
ダ、ラマ）において天然に生じ、ラクダ科動物を標的抗原で免疫し、抗原特異的B細胞を
単離し、個々のB細胞からdAb遺伝子を直接クローニングすることにより製造することがで
きる。dAbは細胞培養物中でも製造可能である。その小さいサイズ、良好な溶解性及び温
度安定性により、それらは特に生理学的に有用となり、選択及び親和性成熟にとって好適
となる。本発明の結合メンバーは、実質的に本明細書に記載のVH若しくはVLドメイン、又
は実質的に本明細書に記載のCDRのセットを含むVH若しくはVLドメインを含むdAbであって
よい。
【００６２】
　本明細書で用いられる用語「実質的に記載の」とは、本明細書に記載の結合メンバーの
VH若しくはVLドメインの関連するCDRの特徴が、該配列が本明細書に記載される特定の領
域と同一であるか、又は高度に類似していることを意味する。1個以上の可変ドメインの
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特定の領域に関して、本明細書で用いられる用語「高度に類似する」は、1～約5、例えば
、1～4、例えば、1～3、又は1若しくは2、又は3若しくは4個のアミノ酸置換を、該CDR及
び／又はVH若しくはVLドメイン中で行うことができると意図される。
【００６３】
　二重特異性又は二官能性抗体は、2個の異なる可変領域が同じ分子中で組み合わされた
第2世代のモノクローナル抗体を形成する（Holliger 1999）。その使用は、腫瘍細胞の表
面上に新しいエフェクター機能を動員するか、又はいくつかの分子を標的化する能力から
、診断分野及び治療分野の両方において証明されてきた。二重特異性抗体を用いる場合、
これらは様々な方法（Holliger 1993b）により製造する、例えば、化学的に調製するか、
若しくはハイブリッドハイブリドーマから調製することができる従来の二重特異性抗体で
あってよく、又は上記の二重特異性抗体フラグメントのいずれかであってよい。これらの
抗体を、化学的方法（Glennie 1987; Repp 1995）又は体細胞法（Staerz 1986; Suresh 1
986）により取得することができるが、同様にヘテロダイマー化を強制し、かくして求め
られる抗体の精製プロセスを容易にする遺伝子操作技術（Merchand 1998）により取得す
ることもできる。二重特異性抗体の例としては、異なる特異性を有する2個の抗体の結合
ドメインを使用し、短い可撓性ペプチドを介して直接連結することができるBiTETM技術の
ものが挙げられる。これは短い単一のポリペプチド鎖上で2個の抗体を結合させるもので
ある。ダイアボディ及びscFvを、Fc領域を用いずに、可変ドメインのみを用いて構築し、
抗イディオタイプ反応の効果を潜在的に低下させることができる。
【００６４】
　二重特異性抗体を、完全なIgG、二重特異性Fab'2、Fab'PEG、ダイアボディ又は他に二
重特異性scFvとして構築することができる。さらに、2個の二重特異性抗体を、当業界で
公知の慣用の方法を用いて連結して、四価抗体を形成することができる。
【００６５】
　二重特異性全抗体とは反対に、二重特異性ダイアボディは、容易に構築し、大腸菌中で
発現させることができるため、特に有用でもある。好適な結合特異性のダイアボディ（及
び抗体フラグメントなどの多くの他のポリペプチド）を、ライブラリーからファージディ
スプレイ（WO 94/13804号）を用いて容易に選択することができる。ダイアボディの一方
のアームを、例えば、標的抗原に対する特異性と共に一定に保持しようとする場合、他方
のアームを変化させたライブラリーを作製し、好適な特異性の抗体を選択することができ
る。二重特異性全抗体を、Ridgeway 1996に記載の選択的遺伝子操作方法により作製する
ことができる。
【００６６】
　標的抗原に対する抗体を取得するための様々な方法が当業界で利用可能である。前記抗
体は、特に、ヒト、マウス、キメラ又はヒト化起源のモノクローナル抗体であってよく、
当業者にはよく知られた標準的な方法に従って取得することができる。
【００６７】
　一般的には、特に、マウス起源のモノクローナル抗体又はその機能的フラグメントの調
製のためには、特に、入門書「Antibodies」（Harlow及びLane 1988）に記載された技術
又はKohler及びMilstein, 1975により記載されたハイブリドーマからの調製の技術を参照
することができる。
【００６８】
　モノクローナル抗体は、例えば、A-FN、又は前記モノクローナル抗体により認識される
エピトープを含むその断片の1つ、例えば、ED-A、若しくはED-Aのペプチド断片を含むか
、若しくはそれからなる断片に対して免疫された動物細胞から取得することができる。A-
FN、又はその断片の1つを、特に、A-FN若しくはその断片をコードするcDNA配列に含まれ
る核酸配列から開始する遺伝子組換えにより、A-FN及び／若しくはその断片のペプチド配
列に含まれるアミノ酸の配列から開始するペプチド合成により、通常の作業方法に従って
製造することができる。
【００６９】
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　モノクローナル抗体は、例えば、A-FN又は該モノクローナル抗体により認識されるエピ
トープを含むその断片の1つ、例えば、ED-A若しくはED-Aのペプチド断片を含むか、若し
くはそれからなる断片が予め固定されたアフィニティカラム上で精製することができる。
モノクローナル抗体は、プロテインA及び／若しくはGを用いたクロマトグラフィー、次い
で、必要に応じて、それ自身の中の、残留タンパク質夾雑物並びにDNA及びLPSを排除する
ことを目的とするイオン交換クロマトグラフィー、次いで、必要に応じて、ダイマー若し
くは他のマルチマーの存在に起因する潜在的な凝集物を排除するためのセファロースゲル
を用いた排除クロマトグラフィーにより、精製することができる。これらの技術の全部を
、同時に又は連続的に用いることができる。
【００７０】
抗原結合部位
　これは標的抗原の全部又は一部に結合し、かつこれと相補的である分子の部分を説明す
る。抗体分子中では、これを抗体抗原結合部位と呼び、標的抗原の全部又は一部に結合し
、かつこれと相補的である抗体の部分を含む。抗原が大きい場合、抗体は該抗原の特定の
部分にのみ結合することができ、その部分をエピトープと呼ぶ。抗体抗原結合部位を、1
個以上の抗体可変ドメインにより提供することができる。抗体抗原結合部位は、抗体軽鎖
可変領域（VL）と抗体重鎖可変領域（VH）を含んでもよい。
【００７１】
単離された
　これは、本発明において使用する結合メンバー又はそのような結合メンバーをコードす
る核酸が、一般的には本発明によるものである状態を指す。かくして、本発明の結合メン
バー、VH及び／又はVLドメインを、例えば、その天然の環境から、実質的に純粋な、若し
くは均質な形態で、又は核酸の場合、必要な機能を有するポリペプチドをコードする配列
以外の起源の核酸若しくは遺伝子を含まないか、又は実質的に含まない状態で、単離及び
／若しくは精製して提供することができる。単離されたメンバー及び単離された核酸は、
それらがその天然の環境中に、又は調製がin vitro若しくはin vivoで実行される組換えD
NA技術による場合、それらが調製される環境（例えば、細胞培養物）中に見とめられる他
のポリペプチド若しくは核酸などの、それらが天然に結合する材料を含まないか、又は実
質的に含まないであろう。メンバー及び核酸を、希釈剤若しくはアジュバントと共に製剤
化し、さらなる実用的な目的のために、単離することができる。例えば、前記メンバーを
、イムノアッセイにおける使用のためにマイクロタイタープレートをコーティングするの
に用いる場合、通常はゼラチン若しくは他の担体と混合するか、又は診断若しくは治療に
おいて用いる場合、製薬上許容し得る担体若しくは希釈剤と混合することができる。結合
メンバーを、天然に、若しくは異種真核細胞の系（例えば、CHO若しくはNS0（ECACC 8511
0503）細胞）によりグリコシル化するか、又はそれらを非グリコシル化（例えば、原核細
胞中での発現により製造する場合）することができる。
【００７２】
　抗体分子を含む異種調製物も本発明において使用することができる。例えば、そのよう
な調製物は、様々な程度の糖鎖及び／又はピログルタミン酸残基を形成するN末端グルタ
ミン酸の環化などの誘導体化されたアミノ酸を有する、完全長重鎖及びC末端リジンを欠
く重鎖を有する抗体の混合物であってもよい。
【００７３】
　抗原、例えば、フィブロネクチンのA-FN又はED-Aのための1個以上の結合メンバーは、
本発明に係る結合メンバーのライブラリーと、該抗原又はその断片、例えば、ED-A若しく
はED-Aのペプチド断片を含むか、又はそれからなる断片とを接触させ、該抗原に結合する
ことができるライブラリーの1個以上の結合メンバーを選択することにより取得すること
ができる。
【００７４】
　抗体ライブラリーを、反復コロニーフィルタースクリーニング（Iterative Colony Fil
ter Screening （ICFS））を用いてスクリーニングすることができる。ICFSにおいては、
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いくつかの結合特異性をコードするDNAを含む細菌を液体培地中で増殖させ、指数増殖期
に到達したら、それらのうちの数十億個を、好適に予備処理された膜フィルターからなる
増殖支持体上に分布させ、完全にコンフルエントの細菌コロニーが出現するまでインキュ
ベートする。第2のトラップ基質は、予め加湿され、所望の抗原で被覆された別の膜フィ
ルターからなる。
【００７５】
　次いで、このトラップ膜フィルターを、好適な培養培地を含むプレート上に置き、上を
指している細菌コロニーで被覆された表面を有する増殖フィルターで被覆する。かくして
得られたサンドイッチを、室温で約16時間インキュベートする。かくして、トラップ膜上
に存在する抗原と特異的に結合する、拡散作用を有する抗体フラグメントscFvがトラップ
されるため、それらをコードする遺伝子の発現を得ることができる。次いで、トラップ膜
を、この目的に一般的に用いられる比色分析技術を用いて、結合した抗体フラグメントsc
Fvを指摘するために処理する。
【００７６】
　トラップフィルター上の着色スポットの位置により、増殖膜上に存在し、トラップされ
た抗体フラグメントを産生した対応する細菌コロニーに戻すことができる。そのようなコ
ロニーを収穫し、増殖させて、200～300万個の細菌を新しい培養膜上に分布させ、上記手
順を繰り返す。次いで、トラップ膜上の陽性シグナルが、それぞれ、選択に用いられる抗
原に対するモノクローナル抗体フラグメントの起源となる可能性がある、1個の陽性コロ
ニーに一致するまで、同様のサイクルを実行する。ICFSは、例えば、参照により本明細書
に組み入れられるものとするWO0246455に記載されている。また、ライブラリーを、粒子
若しくは分子複合体、例えば、バクテリオファージ（例えば、T7）粒子などの複製可能な
遺伝子パッケージ、又はそれぞれの粒子若しくは分子複合体が、その上にディスプレイさ
れる抗体VH可変ドメイン、及び必要に応じて、存在する場合、ディスプレイされるVLドメ
インをもコードする核酸を含む他のin vitroディスプレイ系上にディスプレイさせること
ができる。ファージディスプレイは、WO 92/01047号、並びに米国特許第5,969,108号、第
5,565,332号、第5,733,743号、第5,858,657号、第5,871,907号、第5,872,215号、第5,885
,793号、第5,962,255号、第6,140,471号、第6,172,197号、第6,225,447号、第6,291,650
号、第6,492,160号及び第6,521,404号に記載されており、それぞれその全体が参照により
本明細書に組み入れられるものとする。
【００７７】
　抗原に結合することができ、バクテリオファージ又は他のライブラリー粒子若しくは分
子複合体上にディスプレイされた結合メンバーの選択後、その選択された結合メンバーを
ディスプレイするバクテリオファージ又は他の粒子若しくは分子複合体から核酸を取得す
ることができる。前記選択された結合メンバーをディスプレイするバクテリオファージ又
は他の粒子若しくは分子複合体から取得された核酸の配列を有する核酸からの発現により
、結合メンバー又は抗体VH若しくはVL可変ドメインのその後の製造において、そのような
核酸を用いることができる。
【００７８】
　前記選択された結合メンバーの抗体VH可変ドメインのアミノ酸配列を有する抗体VH可変
ドメインを、単離された形態で提供することができ、同様にそのようなVHドメインを含む
結合メンバーも提供することができる。
【００７９】
　フィブロネクチンのA-FN若しくはED-A又は他の標的抗原若しくはアイソフォームに結合
する能力、例えば、A-FN又はA-FNの断片、例えば、フィブロネクチンのED-Aへの結合につ
いて抗ED-A抗体H1、B2、C5、D5、E5、C8、F8、F1、B7、E8若しくはG9のいずれか1個と競
合する能力を、さらに試験することができる。
【００８０】
　本発明において使用する結合メンバーは、フィブロネクチンのA-FN及び／又はED-Aに特
異的に結合することができる。本発明の結合メンバーは、例えば、scFv形式の抗ED-A抗体
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H1、B2、C5、D5、E5、C8、F8、F1、B7、E8若しくはG9と同じ親和性で、又はより良好な親
和性で、フィブロネクチンのA-FN及び／又はED-Aに結合することができる。本発明におい
て使用する結合メンバーは、3×10-8 MのKDで、又はより良好な親和性で、フィブロネク
チンのA-FN及び／又はED-Aに結合することができる。好ましくは、本発明において使用す
る結合メンバーは、2×10-8 MのKDで、又はより良好な親和性で、フィブロネクチンのA-F
N及び／又はED-Aに結合することができる。より好ましくは、本発明において使用する結
合メンバーは、1.7×10-8 MのKDで、又はより良好な親和性で、フィブロネクチンのA-FN
及び／又はED-Aに結合することができる。さらにより好ましくは、本発明において使用す
る結合メンバーは、1.4×10-8 MのKDで、又はより良好な親和性で、フィブロネクチンのA
-FN及び／又はED-Aに結合することができる。最も好ましくは、本発明において使用する
結合メンバーは、3×10-9 MのKDで、又はより良好な親和性で、フィブロネクチンのA-FN
及び／又はED-Aに結合することができる。
【００８１】
　本発明の結合メンバーは、抗ED-A抗体H1、B2、C5、D5、E5、C8、F8、F1、B7、E8若しく
はG9と、フィブロネクチンのA-FN及び／又はED-A上の同じエピトープに結合することがで
きる。
【００８２】
　本発明において使用する結合メンバーは、フィブロネクチンのA-FN及び／又はED-A以外
の分子への有意な結合を示さなくてもよい。特に、該結合メンバーはフィブロネクチンの
他のアイソフォーム、例えば、フィブロネクチンのED-Bアイソフォーム及び／又はIIICS
アイソフォームに結合しなくてもよい。
【００８３】
　本明細書で開示される抗体分子の変異体を製造し、本発明において用いることができる
。CDR、抗体VH若しくはVLドメイン及び結合メンバーのアミノ酸配列内に置換を作製する
のに必要な技術は、一般的には、当業界で利用可能である。活性に対する最小の、若しく
は有益な効果を有すると予測され得る置換を有する変異体配列を作製し、フィブロネクチ
ンのA-FN及び／若しくはED-Aに結合する能力について、並びに／又は任意の他の所望の特
性について試験することができる。
【００８４】
　その配列が本明細書に具体的に開示されたVH及びVLドメインのいずれかの可変ドメイン
アミノ酸配列変異体を、考察されるように、本発明において用いることができる。特定の
変異体は、1個以上のアミノ酸配列変化（アミノ酸残基の付加、欠失、置換及び／若しく
は挿入）を含んでもよく、それは約20個以下の変化、約15個以下の変化、約10個以下の変
化又は約5個以下の変化であってもよく、5、4、3、2又は1個の変化であってもよい。変化
を、1個以上のフレームワーク領域及び／又は1個以上のCDR中で作製することができる。
この変化は通常、機能の喪失をもたらさず、かくして変化したアミノ酸配列を含む結合メ
ンバーはフィブロネクチンのA-FN及び／又はED-Aに結合する能力を保持することができる
。それは、例えば、本明細書に記載のアッセイにおいて測定した場合に、変化が作製され
ていない結合メンバーと同じ定量的結合を保持することができる。かくして変化したアミ
ノ酸配列を含む結合メンバーは、フィブロネクチンのA-FN及び／又はED-Aに結合する改善
された能力を有し得る。
【００８５】
　本発明において使用するためのCDR由来配列を担持する新規VH又はVL領域を、1個以上の
選択されたVH及び／又はVL遺伝子の無作為突然変異誘発を用いて作製して、可変ドメイン
全体内に突然変異を作製することができる。いくつかの実施形態においては、1又は2個の
アミノ酸置換を、可変ドメイン全体又はCDRのセット内に作製する。用いることができる
別の方法は、VH又はVL遺伝子のCDR領域に対して突然変異誘発を指令することである。
【００８６】
　上記のように、本明細書に実質的に記載されたCDRアミノ酸配列を、ヒト抗体可変ドメ
イン又はその実質的な部分中にCDRとして担持させることができる。本明細書に実質的に
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記載されたHCDR3配列は、本発明の実施形態であり、例えば、これらの各々を、ヒト重鎖
可変ドメイン又はその実質的な部分中にHCDR3として担持させることができる。
【００８７】
　本発明において用いられる可変ドメインは、任意の生殖腺若しくは再配列されたヒト可
変ドメインから取得若しくは誘導することができるか、又はそれらは公知のヒト可変ドメ
インの共通配列若しくは実際の配列に基づく合成可変ドメインであってもよい。可変ドメ
インを、非ヒト抗体から誘導することができる。本発明において使用するためのCDR配列
（例えば、CDR3）を、組換えDNA技術を用いて、CDR（例えば、CDR3）を欠く可変ドメイン
のレパートリー中に導入することができる。例えば、Marksら(1992)は、可変ドメイン領
域の5'末端に対する、若しくはそれに隣接する共通プライマーを、ヒトVH遺伝子の第3の
フレームワーク領域に対する共通プライマーと共に用いて、CDR3を欠くVH可変ドメインの
レパートリーを提供する、抗体可変ドメインのレパートリーを製造する方法を記載してい
る。Marksらはさらに、このレパートリーを特定の抗体のCDR3と結合させる方法を記載し
ている。同様の技術を用いて、本発明のCDR3由来配列を、CDR3を欠くVH若しくはVLドメイ
ンのレパートリーを用いてシャッフルし、シャッフルされた完全なVH若しくはVLドメイン
を、同族のVL若しくはVHドメインと結合させて、本発明において使用する結合メンバーを
提供することができる。次いで、このレパートリーを、WO 92/01047号（その全体が参照
により本明細書に組み入れられるものとする）、又はKay, Winter & McCafferty (1996)
などのその後の多数の文献に記載のファージディスプレイ系などの好適な宿主系において
ディスプレイし、好適な結合メンバーを選択することができる。レパートリーは、104個
以上の任意の数のメンバー、例えば、少なくとも105個、少なくとも106個、少なくとも10
7個、少なくとも108個、少なくとも109個又は少なくとも1010個のメンバーからなってい
てもよい。
【００８８】
　同様に、1種以上の、又は3種全部のCDRを、VH若しくはVLドメインのレパートリー中に
移植した後、フィブロネクチンのA-FN及び／又はED-Aに対する結合メンバーについてスク
リーニングすることができる。
【００８９】
　抗体H1、B2、C5、D5、E5、C8、F8、F1、B7、E8若しくはG9の1種以上のHCDR1、HCDR2及
びHCDR3、又はHCDRのセットを用いることができ、並びに／あるいは抗体H1、B2、C5、D5
、E5、C8、F8、F1、B7、E8若しくはG9の1種以上のX LCDR1、LCDR2及びLCDR3又は抗体H1、
B2、C5、D5、E5、C8、F8、F1、B7、E8若しくはG9のLCDRのセットを用いることができる。
【００９０】
　同様に、本明細書に開示された他のVH及びVLドメイン、CDRのセット並びにHCDRのセッ
ト及び／若しくはLCDRのセットを用いることができる。
【００９１】
　フィブロネクチンのA-FN及び／又はED-Aは、肺癌の治療のための医薬の製造における使
用のために、結合メンバー、例えば、抗体分子についてのスクリーニングにおいて用いる
ことができる。このスクリーニングは、本明細書の他箇所に開示されたレパートリーのス
クリーニングであってもよい。
【００９２】
　フィブロネクチンのA-FN及び／又はED-Aはまた、リンパ腫の治療のための医薬の製造に
おける使用のために、結合メンバー、例えば、抗体分子についてのスクリーニングにおい
て用いることができる。このスクリーニングは、本明細書の他箇所に開示されたレパート
リーのスクリーニングであってもよい。
【００９３】
　免疫グロブリン可変ドメインの実質的部分は、その介在フレームワーク領域と共に、少
なくとも3個のCDR領域を含みうる。この部分はまた、第1及び第4のフレームワーク領域の
いずれか若しくは両方の少なくとも約50％を含み、その50％は第1のフレームワーク領域
のC末端の50％及び第4のフレームワーク領域のN末端の50％である。前記可変ドメインの
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実質的部分のN末端若しくはC末端のさらなる残基は、通常は天然の可変ドメイン領域と結
合しないものであってよい。例えば、組換えDNA技術により作製された本発明の結合メン
バーの構築は、クローニング又は他の遺伝子操作ステップを容易にするために導入される
リンカーによりコードされるN若しくはC末端残基の導入をもたらし得る。他の遺伝子操作
ステップは、本発明の他箇所で開示された可変ドメインを、抗体定常領域、他の可変ドメ
イン（例えば、ダイアボディの製造における）又は本明細書の他の場所でより詳細に考察
される検出可能／機能的標識に連結するためのリンカーの導入を含む。
【００９４】
　結合メンバーは一対のVH及びVLドメインを含むことができるが、VH若しくはVLドメイン
配列のいずれかに基づく単一結合ドメインもまた本発明において使用することができる。
単一の免疫グロブリンドメイン、特に、VHドメインは、特異的に標的抗原に結合すること
ができることが知られている。例えば、上記のdAbの考察を参照されたい。
【００９５】
　いずれかの単一結合ドメインの場合、これらのドメインを用いて、フィブロネクチンの
A-FN及び／又はED-Aに結合することができる2ドメインの結合メンバーを形成することが
できる相補的ドメインについてスクリーニングすることができる。H若しくはL鎖クローン
のいずれかを含む個々のコロニーを用いて、他方の鎖（L若しくはH）をコードするクロー
ンの完全なライブラリーを感染させ、得られる2鎖結合メンバーを、その参考文献に記載
のものなどのファージディスプレイ技術に従って選択する、WO 92/01047号（その全体が
参照により本明細書に組み入れられるものとする）に開示されたいわゆる階層的二重コン
ビナトリアル手法を用いるファージディスプレイスクリーニング方法により、これを達成
することができる。この技術もMarks 1992に開示されている。
【００９６】
　本発明において使用する結合メンバーはさらに、抗体定常領域又はその一部、例えば、
ヒト抗体定常領域又はその一部を含んでもよい。例えば、VLドメインを、そのC末端で、
ヒトCκ若しくはCλ鎖、例えば、Cλなどの抗体軽鎖定常ドメインに結合させることがで
きる。同様に、VHドメインに基づく結合メンバーを、そのC末端で、任意の抗体アイソタ
イプ、例えば、IgG、IgA、IgE及びIgM並びに任意のアイソタイプサブクラス、特にIgG1及
びIgG4から誘導された免疫グロブリン重鎖の全部又は一部（例えば、CH1ドメイン）に結
合させることができる。これらの特性を有し、可変領域を安定化させる任意の合成的又は
他の定常領域変異体も、本発明の実施形態において有用である。
【００９７】
　本発明において使用する結合メンバーを、検出可能な、又は機能的な標識を用いて標識
することができる。標識は、限定されるものではないが、蛍光、放射性標識、酵素、化学
発光若しくは光感作物質などのシグナルを生成するか、又は生成するように誘導すること
ができる任意の分子であってよい。かくして、結合は、蛍光若しくは発光、放射活性、酵
素活性又は光吸収を検出することにより検出及び／又は測定することができる。検出可能
な標識は、当業界で公知の慣用の化学を用いて、本発明において使用するための抗体に結
合させることができる。
【００９８】
　標識が外部的手段、例えば、視覚的試験、電磁気放射、熱、及び化学試薬により検出可
能なシグナルを生成することができる多くの方法が存在する。また、標識を、本発明にお
いて使用するための抗体に結合する別の結合メンバー、又は支持体に結合させることもで
きる。
【００９９】
　標識された結合メンバー、例えば、検出可能な標識で標識されたscFvを、in vivo、ex 
vivo若しくはin vitroで診断的に、及び／又は治療的に用いることができる。
【０１００】
　例えば、放射性標識された結合メンバー（例えば、放射性アイソトープに結合させた結
合メンバー）を、放射性診断及び放射線療法において用いることができる。本発明におい
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て使用する結合メンバーに結合させることができる放射性アイソトープとしては、94mTc
、99mTc、186Re、188Re、203Pb、67Ga、68Ga、47Sc、111In、97Ru、62Cu、64Cu、86Y、88

Y、90Y、121Sn、161Tb、153Sm、166Ho、105Rh、177Lu、123I、124I、125I及び131Iなどの
アイソトープが挙げられる。
【０１０１】
　例えば、検出可能な標識で標識された、本発明において使用する結合メンバーを用いて
、ヒト又は動物における肺癌を検出、診断又はモニターすることができる。
【０１０２】
　あるいは、検出可能な標識で標識された、本発明において使用する結合メンバーを用い
て、ヒト又は動物におけるリンパ腫を検出、診断又はモニターすることができる。
【０１０３】
　本発明の結合メンバーは、肺癌を診断するのに用いるための診断用製品の製造に用いる
ことができる。
【０１０４】
　本発明の結合メンバーはまた、リンパ腫を診断するのに用いるための診断用製品の製造
に用いることができる。
【０１０５】
　本発明は、ヒト又は動物において肺癌を検出又は診断する方法であって、以下のステッ
プ：
（a）該ヒト又は動物に、例えば、フィブロネクチンのED-Aアイソフォーム及び／若しく
はフィブロネクチンのED-Aに結合する、検出可能な標識で標識された本発明の結合メンバ
ーを投与するステップ、並びに
（b）該ヒト又は動物の肺における該結合メンバーの存在若しくは非存在を決定するステ
ップ、
を含み、ヒト又は動物の肺への該結合メンバーの局在化が、肺癌の存在を示す、前記方法
を提供する。
【０１０６】
　本発明はまた、ヒト又は動物においてリンパ腫を検出又は診断する方法であって、以下
のステップ：
（a）該ヒト又は動物に、例えば、フィブロネクチンのED-Aアイソフォーム及び／若しく
はフィブロネクチンのED-Aに結合する、検出可能な標識で標識された本発明の結合メンバ
ーを投与するステップ、並びに
（b）該ヒト又は動物のリンパ系における該結合メンバーの存在若しくは非存在を決定す
るステップ、
を含み、ヒト又は動物のリンパ系への該結合メンバーの局在化が、リンパ腫の存在を示す
、前記方法を提供する。
【０１０７】
　前記結合メンバーを検出可能な標識で標識する場合、検出可能な標識の存在又は非存在
を、該標識を検出することにより決定することができる。
【０１０８】
　本発明において使用する結合メンバーと、病変中の標的細胞上で殺菌若しくは細胞傷害
作用を示す分子との間のコンジュゲート又は融合物、並びにそのような病変中に存在する
細胞外マトリックス成分に対する抗体を本発明において用いることができる。例えば、殺
菌性分子又は細胞傷害性分子は、インターロイキン-2 （IL-2）、ドキソルビシン、イン
ターロイキン-12（IL-12）、インターフェロン-γ（IFN-γ）、腫瘍壊死因子α（TNFα）
又は組織因子（好ましくはトランケートされたもの）であってよい。そのようなコンジュ
ゲートを、治療的に、例えば、本明細書で言及されるリンパ腫の治療に用いることができ
る。あるいは、かかるコンジュゲートは、治療的に、本明細書で言及される肺癌の治療に
用いることができる。
【０１０９】
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　結合メンバーと、殺菌性又は細胞傷害性分子との融合物又はコンジュゲートの製造及び
使用は、例えば、参照により本明細書に組み入れられるものとするWO 01/62298号に記載
されている。
【０１１０】
　本発明は、肺癌の治療方法であって、本発明において使用する結合メンバーを含む治療
上有効量の医薬を個体に投与することを含む前記方法を提供する。
【０１１１】
　また本発明は、リンパ腫の治療方法であって、本発明において使用する結合メンバーを
含む治療上有効量の医薬を個体に投与することを含む前記方法を提供する。
【０１１２】
　この結合メンバーは、（i）細胞相互作用により標的細胞に対して殺菌作用若しくは細
胞傷害作用を示す分子と、（ii）フィブロネクチンのED-Aアイソフォーム及び／又はフィ
ブロネクチンのED-Aに対する結合メンバーとのコンジュゲートであってよい。
【０１１３】
　本発明は、肺癌の治療のための医薬の製造のための本発明において使用する結合メンバ
ーの使用を提供する。
【０１１４】
　また本発明は、リンパ腫の治療のための医薬の製造のための本発明において使用する結
合メンバーの使用を提供する。
【０１１５】
　この結合メンバーは、本明細書に記載のような殺菌作用又は細胞傷害作用を示す分子に
コンジュゲート又は融合されたものであってよい。結合メンバーは、（i）細胞相互作用
により標的細胞に対して殺菌作用若しくは細胞傷害作用を示す分子と、（ii）本発明に係
るヒトフィブロネクチンに対する結合メンバーとのコンジュゲートであってよい。
【０１１６】
　また本明細書において、（i）細胞相互作用により標的細胞に対して殺菌作用若しくは
細胞傷害作用を示す分子と、（ii）本発明において使用するヒトフィブロネクチンに対す
る結合メンバーとのコンジュゲートを記載する。そのようなコンジュゲートは、殺菌性若
しくは細胞傷害性分子と、前記結合メンバーとを含む融合タンパク質、又は、結合メンバ
ーが2鎖若しくは多鎖である場合、殺菌性若しくは細胞傷害性分子と、前記結合メンバー
のポリペプチド鎖成分とを含む融合タンパク質を含むのが好ましい。好ましくは、前記結
合メンバーは、一本鎖ポリペプチド、例えば、scFvなどの一本鎖抗体分子である。殺菌性
若しくは細胞傷害性分子と、一本鎖Fv抗体分子とを含む融合タンパク質を本発明において
使用することができる。
【０１１７】
　細胞相互作用により標的細胞に対して殺菌作用若しくは細胞傷害作用を示す分子は、標
的細胞と直接相互作用してもよく、標的細胞上の膜結合受容体と相互作用するか、又は細
胞膜の電気化学ポテンシャルを摂動させてもよい。膜結合受容体と相互作用する分子とし
ては、ケモカイン、サイトカイン及びホルモンが挙げられる。細胞膜の電気化学ポテンシ
ャルを摂動させる化合物としては、ヘモリシン、イオノフォア、イオンチャンネル上で作
用する薬剤が挙げられる。例示的な好ましい実施形態においては、前記分子は、インター
ロイキン-2、組織因子（好ましくはトランケートされたもの）又はドキソルビシンである
。他の実施形態は、インターロイキン-12、インターフェロン-γ、IP-10及び腫瘍壊死因
子-α（TNF-α）を使用してもよい。
【０１１８】
　以下にさらに考察されるように、特異的結合メンバーは、好ましくは抗体であるか、又
は抗体抗原結合部位を含む。都合がよいことに、特異的結合メンバーは、一本鎖抗体など
の一本鎖ポリペプチドであってよい。これにより、一本鎖抗体と殺菌性若しくは細胞傷害
性分子（例えば、インターロイキン-2若しくは組織因子）とを含む融合タンパク質の都合
のよい製造が可能になる。抗体抗原結合部位は、別々のポリペプチド中、例えば、完全な
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抗体中又はFab若しくはダイアボディなどの抗体フラグメント中での抗体VHドメインと抗
体VLドメインとの結合により提供する。特異的結合メンバーが2鎖又は多鎖分子（例えば
、それぞれ、Fab若しくは全抗体）である場合、殺菌性又は細胞傷害性分子は、特異的結
合メンバー中の1個以上のポリペプチド鎖との融合ポリペプチドとしてコンジュゲートさ
せることができる。
【０１１９】
　結合メンバーを、ペプチド結合により、すなわち、殺菌性又は細胞傷害性分子と、該特
異的結合メンバー若しくはそのポリペプチド鎖成分とを含む融合ポリペプチド内で、コン
ジュゲートさせることができる。IL-2を含む融合ポリペプチドの調製において有用なIL-2
の配列情報については、Taniguchiら(1983) Nature 302, 305-310; Maedaら(1983) Bioch
em. Biophys. Res. Comm. 115: 1040-1047; Devosら(1983) Nucl. Acids Res. 11: 4307-
4323を参照されたい。トランケートされた組織因子に関する配列情報は、Scarpatiら(198
7) Biochemistry 26: 5234-5238及びRufら(1991) J. Biol. Chem. 226: 15719-15725によ
り提供されている。コンジュゲーションのための他の手段としては、化学的コンジュゲー
ション、特に、二官能性試薬を用いる架橋（例えば、DOUBLE-REAGENTSTM Cross-linking 
Reagents Selection Guide, Pierceを用いる）が挙げられる。
【０１２０】
　遅延放出が望ましい場合、例えば、殺菌性若しくは細胞傷害性分子がドキソルビシン若
しくは細胞膜の電気化学ポテンシャルを摂動させる他の分子である場合、化学的コンジュ
ゲーションは、特異的結合メンバー（抗体若しくは抗体フラグメントなどのポリペプチド
）の一次アミノ基と、ドキソルビシンなどの殺菌性若しくは細胞傷害性分子の酸化された
糖部分（ダウノサミン）との間のシッフ塩基（イミン）の形成によるものであってよい。
【０１２１】
　また本明細書では、本発明において使用する結合メンバーをコードする単離された核酸
を記載する。核酸はDNA及び／又はRNAを含んでもよい。核酸は、上記で定義されたCDR若
しくはCDRのセット又はVHドメイン若しくはVLドメイン又は抗体抗原結合部位若しくは抗
体分子、例えば、scFv若しくはIgG、例えば、IgG1をコードする。ヌクレオチド配列は、
本明細書に開示されるVH及び／又はVLドメインをコードする。
【０１２２】
　さらに本明細書において、上記の少なくとも1個のポリヌクレオチドを含む、プラスミ
ド、ベクター、転写物又は発現カセットの形態の構築物を記載する。
【０１２３】
　上記の1個以上の構築物を含む組換え宿主細胞もまた記載する。提供される任意のCDR若
しくはCDRのセット又はVHドメイン若しくはVLドメイン又は抗体抗原結合部位若しくは抗
体分子、例えば、scFv若しくはIgG1若しくはIgG4をコードする核酸は、コードする核酸か
らの発現を含む、コードされた産物の産生方法と同様に記載する。好適な条件下で、前記
核酸を含む組換え宿主細胞を培養することにより、発現を都合良く達成することができる
。発現による産生後、VH若しくはVLドメイン、又は結合メンバーを、任意の好適な技術を
用いて単離及び／又は精製した後、必要に応じて用いることができる。
【０１２４】
　核酸は、DNA又はRNAを含んでもよく、全体的又は部分的に合成されたものであってもよ
い。本明細書に記載のヌクレオチド配列に対する参照は、特定の配列を有するDNA分子を
包含し、また、その状況が別途必要としない限り、TがUに置換された特定の配列を有する
RNA分子も包含する。
【０１２５】
　コードする核酸からの発現を引き起こすことを含む、抗体VH可変ドメインの製造方法も
また記載する。そのような方法は、前記抗体VH可変ドメインの製造のための条件下で宿主
細胞を培養することを含んでもよい。
【０１２６】
　製造方法は、前記産物の単離及び／又は精製のステップを含んでもよい。製造方法は、
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前記産物を、製薬上許容し得る賦形剤などの少なくとも1種の追加成分を含む組成物に製
剤化することを含んでもよい。
【０１２７】
　様々な宿主細胞中でのポリペプチドのクローニング及び発現のための系がよく知られて
いる。好適な宿主細胞としては、細菌、哺乳動物細胞、植物細胞、繊維性菌類、酵母及び
バキュロウイルス系並びにトランスジェニック植物及び動物が挙げられる。原核細胞中で
の抗体及び抗体フラグメントの発現は、当業界でよく確立されている。総論については、
例えば、Pluckthun 1991を参照されたい。一般的な細菌宿主は大腸菌である。
【０１２８】
　培養中の真核細胞中での発現も、例えば、Chadd & Chamow (2001)、Anderson & Krumme
n (2002)、Larrick & Thomas (2001)など、結合メンバーの製造のためのオプションとし
て当業者には利用可能である。異種ポリペプチドの発現のために当業界で利用可能な哺乳
動物細胞系としては、チャイニーズハムスター卵巣（CHO）細胞、HeLa細胞、ベビーハム
スター腎臓細胞、NS0マウスメラノーマ細胞、YB2/0ラットミエローマ細胞、ヒト胚性腎細
胞、ヒト胚性網膜細胞及び他の多くの細胞が挙げられる。
【０１２９】
　プロモーター配列、ターミネーター配列、ポリアデニル化配列、エンハンサー配列、マ
ーカー遺伝子及び好適な他の配列などの好適な調節配列を含む好適なベクターを選択又は
構築することができる。
【０１３０】
　ベクターは、必要に応じて、プラスミド、例えばファージミド、又はウイルス、例えば
「ファージ」であってよい。さらなる詳細については、例えば、Sambrook & Russell (20
01)を参照されたい。例えば、核酸構築物の調製、突然変異誘発、配列決定、DNAの細胞中
への導入及び遺伝子発現における核酸の操作、並びにタンパク質の分析のための多くの公
知の技術及びプロトコルが、Ausubel 1999に詳細に記載されている。
【０１３１】
　宿主細胞は、本明細書に開示された核酸を含むことができる。そのような宿主細胞は、
in vitroにあっても、培養物中にあってもよい。そのような宿主細胞はin vivoにあって
もよい。in vivoでは、宿主細胞の存在により、「イントラボディ」又は細胞内抗体とし
ての、本発明において使用する結合メンバーの細胞内発現が可能になる。イントラボディ
を、遺伝子治療に用いることができる。
【０１３２】
　本明細書に開示する核酸を宿主細胞中に導入することを含む方法も記載する。この導入
は、任意の利用可能な技術を用いることができる。真核細胞については、好適な技術とし
て、リン酸カルシウムトランスフェクション、DEAE-デキストラン、エレクトロポレーシ
ョン、リポソーム媒介トランスフェクション、及びレトロウイルス若しくは他のウイルス
、例えばワクシニア、又は昆虫細胞については、バキュロウイルスを用いる形質導入が挙
げられる。宿主細胞、特に真核細胞中への核酸の導入は、ウイルス又はプラスミドに基づ
く系を用いることができる。プラスミド系を、エピソームとして維持するか、又は宿主細
胞若しくは人工染色体中に組込むことができる。組込みは、単一又は複数の遺伝子座での
1以上のコピーの無作為な又は標的化された組込みによるものであってよい。細菌細胞に
ついては、好適な技術としては、塩化カルシウム形質転換、エレクトロポレーション及び
バクテリオファージを用いるトランスフェクションが挙げられる。
【０１３３】
　前記導入を行った後、例えば、遺伝子の発現のための条件下で宿主細胞を培養すること
により、核酸からの発現を引き起こすか、又は可能にすることができる。発現産物の精製
を、当業者には公知の方法により達成することができる。
【０１３４】
　核酸は、宿主細胞のゲノム（例えば、染色体）中に組込むことができる。標準的な技術
に従って、ゲノムとの組換えを促進する配列の含有により、組込みを促進することができ
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る。
【０１３５】
　上記の結合メンバー又はポリペプチドを発現させるための発現系中で上述の構築物を用
いることを含む方法も記載する。
【０１３６】
　本発明において使用する結合メンバーは、ヒト又は動物被験体、例えばヒトにおける診
断又は治療の方法において用いられるように設計する。本発明において使用する結合メン
バーは、リンパ腫の診断又は治療において用いることができる。
【０１３７】
　あるいは、本発明において使用する結合メンバーは、肺癌の診断又は治療において用い
ることができる。
【０１３８】
　従って、本発明は、提供される結合メンバーの投与を含む治療方法、そのような結合メ
ンバーを含む医薬組成物、及び例えば、該結合メンバーを製薬上許容し得る賦形剤と共に
製剤化することを含む、医薬又は医薬組成物を製造する方法における、投与のための医薬
の製造におけるそのような結合メンバーの使用を提供する。製薬上許容し得るビヒクルは
よく知られており、選択される活性化合物の性質及び投与方法の関数として、当業者によ
り適合させることができるであろう。
【０１３９】
　通常、本発明において使用する結合メンバーは、該結合メンバーに加えて、少なくとも
1種の成分を含んでもよい医薬組成物の形態で投与することができる。かくして、本発明
に係る、及び本発明に係る使用のための医薬組成物は、活性成分に加えて、製薬上許容し
得る賦形剤、担体、バッファー、安定化剤又は当業者にはよく知られる他の材料を含んで
もよい。そのような材料は、非毒性的であるべきであり、前記活性成分の効力を阻害する
べきではない。担体又は他の材料の正確な性質は、経口、吸入又は注入、例えば静脈内注
入であってよい投与の経路に依存するであろう。
【０１４０】
　例えば、ナノボディなどの経口投与のための医薬組成物も、本発明において想定される
。そのような経口製剤は、錠剤、カプセル、粉末、液体又は半固体の形態にあってもよい
。錠剤は、ゼラチン又はアジュバントなどの固形担体を含んでもよい。一般的には、液体
医薬組成物は、水、石油、動物油若しくは野菜油、鉱油又は合成油などの液体担体を含む
。生理食塩溶液、デキストロース若しくは他の糖溶液、又は、例えばエチレングリコール
、プロピレングリコール若しくはポリエチレングリコールなどのグリコールを含有させる
ことができる。
【０１４１】
　静脈内注入、又は苦痛の部位での注入のためには、前記活性成分は、発熱源を含まず、
好適なpH、等張性及び安定性を有する非経口的に許容し得る水性溶液の形態にあるであろ
う。当業者であれば、例えば、塩化ナトリウム注入液、リンゲル注入液、乳酸加リンゲル
注入液などの等張性ビヒクルを用いて、好適な溶液を調製することができるであろう。保
存剤、安定化剤、バッファー、酸化防止剤及び／又は他の添加物を、必要に応じて用いる
ことができる。医薬製剤の調製のための多くの方法が、当業者には公知である。例えば、
Robinson, 1978を参照されたい。
【０１４２】
　治療しようとする症状に応じて、組成物を単独で投与するか、又は同時に若しくは連続
的に、他の治療と組み合わせて投与するか、又は別の治療剤若しくは薬剤との組合せ製剤
として投与することができる。
【０１４３】
　本発明において使用する結合メンバーは、追加の薬剤成分と組合せた組合せ療法の一部
として用いることができる。組合せ治療（併用療法）、特に本発明において使用する結合
メンバーと、1種以上の他の薬剤との組合せを用いて、有意な相乗効果を提供することが
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できる。本発明において使用する結合メンバーは、本明細書に列挙される1種以上の症状
の治療のために、同時に若しくは連続的に投与するか、又は別の治療剤若しくは薬剤との
組合せ製剤として投与することができる。
【０１４４】
　例えば、本発明において使用する結合メンバーは、リンパ腫の治療のための既存の治療
剤と組み合わせて用いることができる。
【０１４５】
　非ホジキンリンパ腫の治療のための既存の治療剤としては、リツキシマブ；サイトキサ
ン、ヒドロキシルビシン（アドリアマイシン）、オンコビン（ビンクリスチン）及びプレ
ドニゾンの併用（CHOP化学療法レジメン）が挙げられる。
【０１４６】
　ホジキンリンパ腫の治療のための既存の治療剤としては、アドリアマイシン、ブレオマ
イシン、ビンブラスチン及びダカルバジンの併用（ABVD化学療法レジメン）が挙げられる
。
【０１４７】
　あるいは、本発明において使用する結合メンバーは、肺癌の治療のための既存の治療剤
と組み合わせて用いることができる。
【０１４８】
　非小細胞肺癌の治療のための既存の治療剤としては、シスプラチン又はカルボプラチン
と、ゲムシタビン、パクリタキセル、ドセタキセル、エトポシド又はビノレルビンとの併
用が挙げられる。小細胞肺癌の治療のための既存の治療剤としては、シスプラチン又はエ
トポシドの単独、又はカルボプラチン、ゲムシタビン、パクリタキセル、ビノレルビン、
トポテカン若しくはイリノテカンとの併用が挙げられる。
【０１４９】
　本発明において使用する結合メンバー及び1種以上の上記追加医薬成分を、医薬の製造
において用いることができる。前記医薬は、個体への個別の、又は組み合わせた投与のた
めのものであってよく、従って、組合せ製剤として、又は別々の製剤として、前記結合メ
ンバーと前記追加成分とを含んでもよい。別々の製剤を用いて、別々の、及び連続的又は
同時的投与を容易にすることができ、異なる経路、例えば、経口投与と非経口投与による
前記成分の投与が可能になる。
【０１５０】
　本発明において、提供される組成物を哺乳動物に投与することができる。投与は「治療
上有効量」であってよく、これは患者に対する利益を示すのに十分なものである。そのよ
うな利益は、少なくとも1種の症候の少なくとも改善である。投与される実際の量、並び
に投与の速度及び時間経過は、治療しようとするものの性質及び重篤度、治療する特定の
哺乳動物、個々の患者の臨床症状、障害の原因、前記組成物の送達部位、結合メンバーの
種類、投与方法、投与の日程並びに医師には公知の他の因子に依存するであろう。治療の
処方、例えば、投薬量に関する決定などは、一般開業医及び他の医師の責任の範囲内にあ
り、症候の重篤度及び／又は治療する疾患の進行に依存し得る。
【０１５１】
　抗体の好適な用量は、当業界でよく知られている（Ledermann 1991及びBagshawe 1991
）。投与する医薬の種類に関して必要に応じて、本明細書、又はPhysician's Desk Refer
ence (2003)に示される特定の用量を用いることができる。本発明において使用する結合
メンバーの治療上有効量又は好適な用量を、そのin vitroでの活性と、動物モデルにおけ
るin vivoでの活性とを比較することにより決定することができる。マウス及び他の試験
動物における有効用量をヒトに外挿する方法は公知である。正確な用量は、抗体が診断、
予防若しくは治療のためのものであるかどうか、治療しようとする領域のサイズ及び位置
、抗体（例えば、全抗体、フラグメント若しくはダイアボディ）の正確な性質、並びに該
抗体に結合させた検出可能な標識若しくは他の分子の性質などの、いくつかの因子に依存
するであろう。典型的な抗体用量は、全身適用のためには100μg～1gの範囲にあり、局所
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種以上のより低い用量を投与することができる。抗体は、全抗体、例えば、IgG1又はIgG4
アイソタイプであってよい。これは、成人患者の単回治療のための用量であり、子供及び
幼児については比例的に調整し、また他の抗体形式については分子量に比例して調整する
こともできる。治療は、毎日、週に2回、毎週又は毎月の間隔で、医師の裁量で繰り返す
ことができる。治療は、皮下投与については2～4週間毎、静脈内投与については4～8週間
毎であってもよい。本発明のいくつかの実施形態においては、治療は定期的であり、投与
間の期間は約2週間以上、例えば約3週間以上、約4週間以上、又は月に約1回である。本発
明の他の実施形態においては、治療を、外科手術の前及び／又は後に行ってもよく、外科
的処置の解剖学的部位に投与するか、又は直接適用することができる。
【０１５２】
　本発明のさらなる態様及び実施形態は、以下の実験的例示を含む本開示を鑑みて当業者
にとっては明らかであろう。
【実施例】
【０１５３】
実験
材料及び方法
抗体
　抗ED-B抗体フラグメントscFv（L19）の単離は、以前に記載されている（Piniら、1998
）。親抗ED-A抗体を、公開された手順（Giovannoni, Nucleic. Acid Research, 2001, 29
(5):E27）を用いてETH-2ライブラリーから単離した。高親和性抗ED-A抗体をもたらす、親
抗ED-A抗体の親和性成熟は、以下の節に記載する。
【０１５４】
親抗ED-A抗体の親和性成熟
　親抗ED-A抗体（ETH-2由来抗体）を、親和性成熟ライブラリーの構築のための鋳型とし
て用いた。ライブラリーのVH CDR1（DP47生殖系列）及びVL CDR1（DPK22生殖系列）にお
ける配列可変性を、VH CDR1の31、32及び33位並びにVL CDR1の31、31a及び32位で無作為
突然変異を作製するプロセスにおいて、部分的縮重プライマー5'-CTGGAGCCTGGCGGACCCAGC
TCATMNNMNNMNNGCTAAAGGTGAATCCAGA-3'（配列番号17）（VH用）及び5'-CCAGGTTTCTGCTGGTA
CCAGGCTAAMNNMNNMNNGCTAACACTCTGACTGGCCCTGC-3'（配列番号18）（VL用） （全てのオリ
ゴヌクレオチドを、Operon Biotechnologies, Cologne, Germanyから購入した）を用いる
PCRにより導入した。VHVLの組合せを、鋳型としてゲル精製されたVH及びVL断片を用いる
、プライマーLMB3long（5'-CAGGAAACAGCTATGACCATGATTAC-3'）（配列番号19）及びfdseql
ong（5'-GACGTTAGTAAATGAATTTTCTGTATGAGG-3'）（配列番号20）を用いるPCR集合（assemb
ly）によりscFv形式で集合させた。集合させたVH-VL断片を、NcoI/NotIで二重消化し、Nc
oI/NotI消化されたpHEN1ファージミドベクター（Hoogenboomら、1991）中にクローニング
した。得られる連結産物を、Vitiら、2000に従ってエレクトロコンピテント大腸菌TG-1細
胞中にエレクトロポレーションし、1.5×107個の抗体クローンを含有するライブラリーを
生じさせ、改善された親和性でED-Aに結合する抗体についてスクリーニングした。
【０１５５】
抗ED-A抗体の選択
　上記の抗体ライブラリーを、BIAcore分析を用いて、親抗ED-A抗体よりも高い親和性でE
D-Aに結合する抗体についてスクリーニングした。BIAcore分析において用いた抗原（11A1
2）は、ヒトフィブロネクチンのED-Aドメインを含み、以下のアミノ酸配列（配列番号120
）を有する：
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【０１５６】
　抗原（11A12）のヌクレオチド配列（配列番号121）は以下の通りである：

【０１５７】
　前記抗原のヌクレオチド配列を、5'及び3'にそれぞれBamHI及びBglII制限部位を含むプ
ライマーを用いるPCRにより増幅した。得られるPCR産物及びベクターpQE12 （QIAGEN）を
BamHI及びBglII制限エンドヌクレアーゼで消化した後、挿入物：ベクター比3:1を含む反
応物中に連結した。得られるベクターを配列決定して、配列が正確であるかを調べた。
【０１５８】
　抗原を以下のように調製した：
　10 mlの2TY、Amp、1％グルコース中のTG1エレクトロコンピテント前培養物を、11A12の
DNAミニプレップ1μlの存在下でエレクトロポレーションした。次いで、前培養物を1:100
に希釈し（800 mlの2TY、Amp、0.1％グルコース中に8 ml）、OD600が0.4～0.6になるまで
増殖させた後、IPTGで一晩誘導した。次の日、細胞を遠心分離し、上清を濾過した（Mill
ipore 0.22μm）。培養培地の遠心分離及び清澄化後、11A12をFPLC上のHitrapカラムを用
いて精製した。Ni/カラムを以下のように再生した：カラムを、カラムの5倍量（CV）のH2
Oで洗浄した後、3CVの0.5 M EDTA/0.2 M Tris pH 8を適用して、カラムから古いニッケル
を洗浄除去した。次いで、カラムを5CVのH2Oで洗浄した。次いで、カラムに2CVの100 mM 
NiSO4を再度導入した後、カラムを数CVのH2Oで洗浄した。次いで、カラムを5CVの溶解バ
ッファー（20 mMイミダゾール／250 mM NaCl/PBS pH 7.4）で平衡化させた。細胞溶解物
を濾過し（Millipore 0.45μm）、カラムに導入した（手動で）。次いで、カラムをFPLC
上に戻し、UVシグナルが安定するまで（一定）、約3CVの溶解バッファーを流出させた。
次いで、溶出プログラムを開始した：5CV中の溶出バッファー（400 mMイミダゾール／250
 mM NaCl/PBS pH 7.4）の0％～100％の勾配。溶出された抗原を含む画分をプールし、PBS
中に一晩透析させた。
【０１５９】
抗ED-A抗体の発現及び精製
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　抗ED-A抗体を以下のように発現させ、精製した：10 mlの2TY、Amp、1％グルコース中の
TG1エレクトロコンピテント前培養物を、抗ED-A抗体の1つのDNAミニプレップ1μlの存在
下でエレクトロポレーションした。次いで、前培養物を1:100に希釈し（800 mlの2TY、Am
p、0.1％グルコース中の8 ml）、OD600が0.4～0.6になるまで増殖させた後、IPTGで一晩
かけて誘導した。次の日、細胞を遠心分離し、上清を濾過した（Millipore 0.22μm）。s
cFvをプロテインA－セファロースカラム上で精製し、トリエチレンアミンを用いて、カラ
ムからscFvを溶出させた。溶出したscFvを含む画分を、PBS中、4℃で一晩透析した。次い
で、scFv画分を、PBSと共にSuperdex 75カラム上に入れ、0.5 ml／分で流出させ、0.25 m
lの画分を回収した。モノマー画分をBIAcore分析に用いた。
【０１６０】
BIAcore分析1
　BIAcore Chipを、HBS-EPバッファーBIACORE、0.01 M Hepes pH 7.4、0.15 M NaCl、3 m
M EDTA、0.005％界面活性剤P20（アッセイに用いたのと同じバッファー）を用いて、5μl
/分の流速で一晩フラッシュした。抗原（11A12）を、酢酸バッファー（pH 4.0）中に50μ
g/mlの濃度に希釈し、チップ上のCOOH基を、N-ヒドロキシスクシンイミド（NHS）及びエ
チル-N-(ジメチルアミノプロピル)-カルボジイミド（EDC）の混合物50μlの注入により活
性化した。40μlの11A12抗原をチップ上に注入し、残留した遊離COOH基を30μlのエタノ
ールアミンでブロッキングした。0.22μmの濾過後、20μlの各細菌上清をチップ上に注入
し、抗原との相互作用をリアルタイムでモニターした。
【０１６１】
BIAcore分析2
　親抗ED-A抗体及び抗ED-A抗体B2、C5、D5、C8、F8、B7及びG9のkon、koff及びKDを、表
面プラスモン共鳴を用いて評価した。チップを、5μl/分のバッファー流速で、アッセイ
の間に用いたのと同じバッファーを用いて一晩平衡化した。コーティング手順全体をこの
流速で実施した。抗原11A12を、酢酸バッファーpH 4.00（BIACOREにより提供）で1:25に
希釈して、20μg/mlの最終濃度を得た。次いで、NHS及びEDCを混合し、50μlを注入して
、CM5チップ上のCOOH基を活性化した。次いで、40μlの抗原を注入した（これは約40秒（
40''）続く）。次いで、30μlのエタノールアミンを注入して、最終的な遊離COOHの反応
性をブロッキングした。
【０１６２】
　各サンプルを20μl/分の流速でアッセイした。20μlの未希釈のモノマータンパク質（
それはゲル濾過から得られる）を注入した。解離時間を約200秒（200''）まで行った。次
いで、10μlのHCl 10 mMを注入して、チップを再生した。モノマータンパク質の注入を、
異なる希釈率、すなわち、1:2希釈率（PBS中）で反復した後、HClを用いて再生した。次
いで、1:4の希釈率でタンパク質の3回目の注入を行った後、再度HClで再生した。各抗ED-
A抗体のkon、koff及びKD値を、BIAevaluationソフトウェアを用いて評価した。
【０１６３】
リンパ腫切片の免疫組織化学
　ラモスリンパ腫の切片を冷アセトン（－20℃）中で10分間固定し、スライドを室温（RT
）で30分間放置して乾燥させた。次にこのスライドをTBS中に5～10分間浸漬して、スライ
ドの裏側を、切片に触れることなく紙で乾燥させた。続いて、TBS（50 mM TRIS、100 mM 
NaCl（pH7.4に調整）、0.01％アプロチニン）中の＞100μlの20％ウシ胎仔血清（FCS）を
用いて30分間切片をブロッキングした。ブロッキング溶液を捨て、スライドをTBS中に5分
間浸した。続いて、100μlのmyc-tag保持一次抗体scFv F8（約20ng/μl）を、TBS/3％BSA
に希釈した10μlのビオチニル化抗myc抗体9E10（OD 0.25、1：20希釈）と一緒にスライド
に添加した。陰性対照として、ラモスリンパ腫切片を、一次抗体、すなわちmycタグ付加s
cFv抗ED-A抗体F8を省略した以外は同じように免疫組織化学染色した。スライドを湿式チ
ャンバーにおいて1時間インキュベートした。スライドをTBSで洗浄し、続いてTBS/3％BSA
に1：150で希釈したストレプトアビジン－アルカリホスファターゼを添加し、湿式チャン
バーにおいて30分間インキュベートした。続いてスライドをTBSで5分間かけて2回洗浄し
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、スライドの裏側を紙で乾燥させた。500μlのファストレッド基質（5mgのファストレッ
ド粉末を5mlのファストレッド溶液［49ml TRIS-HCl、0.1M、pH 8.2；1.0ml N,N-ジメチル
ホルムアミド；10mgナフトールAS-MXリン酸及び50μlレバミゾール溶液（1mlの0.1M TRIS
-HCl pH 8.2、240.8mgのレバミゾール粉末）］に添加し、孔径0.45μのフィルターで濾過
したもの）を各スライドに添加し、湿式チャンバーにおいて15分間スライドをインキュベ
ートした。脱イオン水をプラスチック製パスツールピペットを用いて各切片にかけること
によりスライドを脱イオン水で2回洗浄し、続いて水中に放置した。続いてスライドをギ
ルヘマトキシリン溶液に移して50分おき、次に急いで水に移し、水で6回すすいだ。最後
に、スライドをGlycergel（DakoCytomation, Glostrup, Denmark）マウント媒質と共にマ
ウントし、Axiovisionソフトウ
ェア（Carl Zeiss）を用いるAxiovert S100 TV顕微鏡（Cark Zeiss, Feldbach, Switzerl
and）を用いて分析した。
【０１６４】
肺癌切片の免疫組織化学染色
　小細胞肺癌（小細胞癌）並びに数種の非小細胞肺癌（扁平上皮細胞癌、腺癌腫、細気管
支肺胞癌及び大細胞癌）の切片を、以前に記載されているようにmyc-tagを有するscFv抗E
D-A抗体を用いて免疫組織化学染色した（例えばBrackら、2006参照）。簡単に説明すると
、切片を、scFv抗ED-A抗体D5（最終濃度2～15μg/mL）及び二次抗体（モノクローナル抗m
yc抗体9E10）と同時にインキュベートした。結合した抗体を、ウサギ抗マウス免疫グロブ
リン抗体（Dakocytomation, Glostrup, Denmark）、次いで、マウスモノクローナルアル
カリホスファターゼ抗アルカリホスファターゼ複合体（Dakocytomation）を用いて検出し
た。ファストレッド（Sigma）を、ホスファターゼ基質として使用し、切片をヘマトキシ
リン（Sigma）を用いて対抗染色した。最後に、切片をGlycergel（DakoCytomation, Glos
trup, Denmark）と共にマウントし、Axiovisionソフトウェア（Carl Zeiss）を用いるAxi
overt S100 TV顕微鏡（Cark Zeiss, Feldbach, Switzerland）を用いて分析した。
【０１６５】
結果
抗ED-A抗体の選択
BIAcore分析1
　BIAcore分析は、以下のように抗原に対する抗体の親和性を推定するために分析したそ
れぞれの抗ED-A抗体に関するグラフをもたらした：それぞれのグラフのx軸は時間に対応
し、y軸は共鳴単位（BIAcoreチップ上にコーティングされた抗原に対する試験抗体の結合
親和性を示す尺度）に対応する。それぞれのグラフは、3個のピークと、バッファーの交
換に対応し、従って、結果の解釈について無関係である1個の落ち込みを示す。
【０１６６】
　各グラフの上部は、結合期を表す。グラフのこの部分における曲線が急勾配になるほど
、抗体の抗原との結合が速くなる。各グラフの下部は、抗体の抗原からの解離期を表す。
グラフのこの部分における曲線が平坦になるほど、抗体の抗原からの解離がゆっくりにな
る。
【０１６７】
　抗ED-A抗体H1、B2、C5、D5、E5、C8、F8、F1、B7、E8及びG9は全て、それらが誘導され
た親抗ED-A抗体よりも平坦な解離曲線を示したが、これは、それらが親抗ED-A抗体よりも
高い親和性でED-Aに結合し、従って、A-FNにも結合することを示している。抗体E5、F1、
F8及びH1に関するグラフは、試験した全ての抗ED-A抗体の最も平坦な解離曲線を示した。
抗体H1、C5、D5、E5、C8、F8及びF1の結合曲線は、親抗ED-A抗体について観察されたもの
よりも平坦であったが、抗体B2、B7、E8及びG9について観察された結合曲線は、親抗ED-A
抗体について観察された結合曲線と同じぐらい急勾配であった。しかしながら、IPTGに誘
導される大腸菌TG-1細胞の細菌上清を、抗体H1、B2、C5、D5、E5、C8、F8、F1、B7、E8及
びG9のBIAcore分析に用いたため、試験した抗体サンプルの濃度は未知であったが、比較
に用いた親抗ED-A抗体サンプルの濃度よりも低い可能性が最も高い。
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【０１６８】
　結果として、抗体H1、B2、C5、D5、E5、C8、F8、F1、B7、E8及びG9の結合曲線は、BIAc
ore分析に用いたサンプル中の抗体の濃度が低いことに起因して、人工的に低いかもしれ
ない。しかしながら、濃度はBIAcore分析においてはその標的抗原からの抗体の解離に影
響しないため、抗体H1、B2、C5、D5、E5、C8、F8、F1、B7、E8及びG9について観察された
平坦な解離曲線は、これらの抗体が、親抗ED-A抗体と少なくとも等しい、おそらくはより
高い親和性でED-Aに結合することを示している。
【０１６９】
BIAcore分析2
　各抗ED-A抗体のkon、koff及びKD値を、BIAevaluationソフトウェアを用いて評価した。
抗原11A12に対する親抗ED-A抗体、並びに抗ED-A抗体B2、C5、D5、C8、F8、B7及びG9のkon
、koff及びKD値を、表２に詳細に記載する。抗ED-A抗体B2、C5、D5、C8、F8、B7及びG9は
全て、それらが誘導された親抗ED-A抗体よりも良好な抗原11A12に対するKD値を有し、こ
れは、それらが親抗ED-A抗体よりも高い親和性でED-Aに結合し、従ってA-FNにも結合する
ことを示している。
【０１７０】
リンパ腫切片の免疫組織化学
　原発性ヒトラモスリンパ腫（非ホジキンB細胞リンパ腫［バーキットリンパ腫］）の切
片の抗ED-A scFv F8抗体による免疫組織化学染色によって、新生血管系の強力かつ特異的
な染色が示された。対照的に、原発性ラモスリンパ腫を抗ED-A scFv F8抗体を省略した以
外は同一条件で染色した陰性対照においては、原発性ラモスリンパ腫（新生血管系を含む
）の染色は検出されなかった。これは、本発明の抗EDA scFv抗体が、リンパ腫の新生血管
系に特異的にターゲティングすることを示している。従って、ED-Aは、リンパ腫における
、結合メンバー（例えば抗体）に基づくターゲティング戦略のための一般的な標的として
役立ちうる。
【０１７１】
肺癌切片の免疫組織化学
　一般的に、特定のクラスの癌において「全腫瘍的な抗体（pantumoral antibodies）」
を見出すことは困難であり、例えばハーセプチンは乳癌の20％を染色するにすぎない。図
１は、抗ED-A抗体D5が肺癌の新生血管系に特異的に局在化することを示す。具体的には、
抗ED-A抗体D5は、小細胞肺癌及び非小細胞肺癌の両方の新生血管系に特異的に局在化する
。非小細胞肺癌は、全ての肺癌の約75％～85％を占め、小細胞肺癌は約15％～25％を占め
ている。図１はさらに、抗ED-A抗体が、試験した非小細胞肺癌の亜型全て、すなわち扁平
上皮細胞癌、腺癌腫、細気管支肺胞癌及び大細胞癌に特異的に局在化することを示してい
る。従って、図１に示される結果は、驚くべきことに、抗ED-A抗体D5が試験した肺癌の全
ての組織型（histotype）を染色することを示している。従って、ED-Aは、肺癌における
、結合メンバー（例えば抗体）に基づくターゲティング戦略のための一般的な標的として
役立ちうる。
【０１７２】
配列決定
　抗ED-A抗体H1、B2、C5、D5、E5、C8、F8、F1、B7、E8及びG9は全てscFv抗体であり、従
来の方法を用いてこれらを配列決定した。抗ED-A抗体H1のヌクレオチド配列を図３に示す
。抗ED-A抗体H1のアミノ酸配列を図４に示す。
【０１７３】
　抗ED-A抗体B2、C5、D5、E5、C8、F8、F1、B7、E8及びG9のVH及び／又はVLをコードする
好ましいヌクレオチド配列は、軽鎖（VL）及び重鎖（VH）のH1 CDR1をコードするヌクレ
オチド配列が、それぞれの抗体について表１に列挙された軽鎖（VL）及び重鎖（VH）CDR1
をコードするヌクレオチド配列と置換された以外は、抗ED-A抗体H1のVH及び／又はVLをコ
ードするヌクレオチド配列と同一である。
【０１７４】



(32) JP 5204228 B2 2013.6.5

10

20

30

40

50

　抗ED-A scFv F8ダイアボディのVH及び／又はVLをコードする好ましいヌクレオチド配列
は、軽鎖（VL）及び重鎖（VH）のH1 CDR1をコードするヌクレオチド配列が、抗ED-A抗体F
8について表１に列挙された軽鎖（VL）及び重鎖（VH）CDR1をコードするヌクレオチド配
列と置換された以外は、抗ED-A抗体H1のVH及び／又はVLをコードするヌクレオチド配列と
同一である。抗ED-A scFv F8ダイアボディのVH及びVLを連結するリンカーをコードする好
ましいヌクレオチド配列は、gggtccagtggcggt（配列番号29）である。
【０１７５】
　抗ED-A抗体B2、C5、D5、E5、C8、F8、F1、B7、E8及びG9は、軽鎖（VL）及び重鎖（VH）
のH1 CDR1のアミノ酸配列を、それぞれの抗体の表１に列挙された軽鎖（VL）及び重鎖（V
H）のアミノ酸配列と置換する以外は、抗ED-A抗体H1と同一のアミノ酸配列を有する。抗E
D-A scFv F8ダイアボディのアミノ酸配列は、軽鎖（VL）及び重鎖（VH）のH1 CDR1のアミ
ノ酸配列が、抗ED-A抗体F8について表１に列挙された軽鎖（VL）及び重鎖（VH）CDR1のア
ミノ酸配列と置換され、H1中のリンカーのアミノ酸配列が、リンカーアミノ酸配列GSSGG
（配列番号28）と置換された以外は、抗ED-A抗体H1のアミノ酸配列と同一である。
【０１７６】
　抗ED-A抗体B2 VHドメインのアミノ酸配列（配列番号21）は、H1のVH CDR1が配列番号23
に置換された以外は、抗ED-A抗体H1のVHドメインのアミノ酸配列と同一である。
【０１７７】
　抗ED-A抗体C5 VHドメインのアミノ酸配列（配列番号41）は、H1のVH CDR1が配列番号43
に置換された以外は、抗ED-A抗体H1のVHドメインのアミノ酸配列と同一である。
【０１７８】
　抗ED-A抗体D5 VHドメインのアミノ酸配列（配列番号51）は、H1のVH CDR1が配列番号53
に置換された以外は、抗ED-A抗体H1のVHドメインのアミノ酸配列と同一である。
【０１７９】
　抗ED-A抗体E5 VHドメインのアミノ酸配列（配列番号61）は、H1のVH CDR1が配列番号63
に置換された以外は、抗ED-A抗体H1のVHドメインのアミノ酸配列と同一である。
【０１８０】
　抗ED-A抗体C8 VHドメインのアミノ酸配列（配列番号71）は、H1のVH CDR1が配列番号73
に置換された以外は、抗ED-A抗体H1のVHドメインのアミノ酸配列と同一である。
【０１８１】
　抗ED-A抗体F8 VHドメインのアミノ酸配列（配列番号81）は、H1のVH CDR1が配列番号83
に置換された以外は、抗ED-A抗体H1のVHドメインのアミノ酸配列と同一である。抗ED-A F
8ダイアボディのVHドメインは、抗ED-A抗体F8のVHドメインと同じアミノ酸配列（すなわ
ち、配列番号81）を有する。
【０１８２】
　抗ED-A抗体F1 VHドメインのアミノ酸配列（配列番号91）は、H1のVH CDR1が配列番号93
に置換された以外は、抗ED-A抗体H1のVHドメインのアミノ酸配列と同一である。
【０１８３】
　抗ED-A抗体B7 VHドメインのアミノ酸配列（配列番号101）は、H1のVH CDR1が配列番号1
03に置換された以外は、抗ED-A抗体H1のVHドメインのアミノ酸配列と同一である。
【０１８４】
　抗ED-A抗体E8 VHドメインのアミノ酸配列（配列番号111）は、H1のVH CDR1が配列番号1
13に置換された以外は、抗ED-A抗体H1のVHドメインのアミノ酸配列と同一である。
【０１８５】
　抗ED-A抗体G9 VHドメインのアミノ酸配列（配列番号31）は、H1のVH CDR1が配列番号33
に置換された以外は、抗ED-A抗体H1のVHドメインのアミノ酸配列と同一である。
【０１８６】
　抗ED-A抗体B2 VLドメインのアミノ酸配列（配列番号22）は、H1のVL CDR1が配列番号26
に置換された以外は、抗ED-A抗体H1のVLドメインのアミノ酸配列と同一である。
【０１８７】
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　抗ED-A抗体C5 VLドメインのアミノ酸配列（配列番号42）は、H1のVL CDR1が配列番号46
に置換された以外は、抗ED-A抗体H1のVLドメインのアミノ酸配列と同一である。
【０１８８】
　抗ED-A抗体D5 VLドメインのアミノ酸配列（配列番号52）は、H1のVL CDR1が配列番号56
に置換された以外は、抗ED-A抗体H1のVLドメインのアミノ酸配列と同一である。
【０１８９】
　抗ED-A抗体E5 VLドメインのアミノ酸配列（配列番号62）は、H1のVL CDR1が配列番号66
に置換された以外は、抗ED-A抗体H1のVLドメインのアミノ酸配列と同一である。
【０１９０】
　抗ED-A抗体C8 VLドメインのアミノ酸配列（配列番号72）は、H1のVL CDR1が配列番号76
に置換された以外は、抗ED-A抗体H1のVLドメインのアミノ酸配列と同一である。
【０１９１】
　抗ED-A抗体F8 VLドメインのアミノ酸配列（配列番号82）は、H1のVL CDR1が配列番号86
に置換された以外は、抗ED-A抗体H1のVLドメインのアミノ酸配列と同一である。抗ED-A F
8ダイアボディのVLドメインは、抗ED-A抗体F8のVLドメインと同じアミノ酸配列（すなわ
ち、配列番号82）を有する。
【０１９２】
　抗ED-A抗体F1 VLドメインのアミノ酸配列（配列番号92）は、H1のVL CDR1が配列番号96
に置換された以外は、抗ED-A抗体H1のVLドメインのアミノ酸配列と同一である。
【０１９３】
　抗ED-A抗体B7 VLドメインのアミノ酸配列（配列番号102）は、H1のVL CDR1が配列番号1
06に置換された以外は、抗ED-A抗体H1のVLドメインのアミノ酸配列と同一である。
【０１９４】
　抗ED-A抗体E8 VLドメインのアミノ酸配列（配列番号112）は、H1のVL CDR1が配列番号1
16に置換された以外は、抗ED-A抗体H1のVLドメインのアミノ酸配列と同一である。
【０１９５】
　抗ED-A抗体G9 VLドメインのアミノ酸配列（配列番号32）は、H1のVL CDR1が配列番号36
に置換された以外は、抗ED-A抗体H1のVLドメインのアミノ酸配列と同一である。
【０１９６】
　必要に応じて、抗ED-A抗体H1、B2、C5、D5、E5、C8、F8、F1、B7、E8、G9及びscFv F8
ダイアボディのVHドメインの5位のアミノ酸は、図４Ａに示されるようにバリン残基（V）
よりもむしろ、ロイシン残基（L）であってよい。さらに、又はあるいは、抗ED-A抗体H1
、B2、C5、D5、E5、C8、F8、F1、B7、E8、G9及びscFv F8ダイアボディのVLドメインの18
位のアミノ酸は、図４Ｃに示されるようにリジン残基（K）よりもむしろ、アルギニン残
基（R）であってもよい。
【０１９７】
参考文献
　上記のいずれかで引用されたものなどの本明細書で引用される全ての参考文献は、あら
ゆる目的のためにその全体が参照により本明細書に組み入れられるものとする。
【０１９８】
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【０１９９】
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【表１】

【０２００】
【表２】
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