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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ＣＬＤＮ６に結合する抗体またはその抗原結合フラグメントを産生する方法であって、
　当該方法は、
　（ａ）１またはそれ以上の発現ベクターで形質転換されたヒト宿主細胞を、前記宿主細
胞が前記抗体またはその抗原結合フラグメントを発現する条件下で培養する工程；および
　（ｂ）前記ヒト宿主細胞により発現された抗体またはその抗原結合フラグメントの調製
物を採取する工程、を含み、
　前記１つまたはそれ以上の発現ベクターは、
　　（ｉ）それぞれ配列番号：３６の２６～３３位、５１～５８位、および９７～１０６
位のアミノ酸配列を有するＣＤＲ１、ＣＤＲ２およびＣＤＲ３を含む抗体重鎖可変領域を
含むポリペプチドをコードする核酸配列、ならびに、それぞれ配列番号：３５の２７～３
１位、４９～５１位、および８８～９７位のアミノ酸配列を有するＣＤＲ１、ＣＤＲ２、
およびＣＤＲ３を含む抗体軽鎖可変領域を含むポリペプチドをコードする核酸配列を含む
、方法。
【請求項２】
　前記発現ベクターが、プロモータ配列、リーダー配列、翻訳開始配列、軽鎖定常領域、
重鎖定常領域、３'非翻訳配列、ポリアデニル化配列、または転写終結配列を含む、請求
項１に記載の方法。
【請求項３】



(2) JP 6637083 B2 2020.1.29

10

20

30

40

50

　前記抗原結合フラグメントが、Ｆａｂ、Ｆ（ａｂ'）２、Ｆｖ、または一本鎖Ｆｖであ
る、請求項１または２に記載の方法。
【請求項４】
　ＣＬＤＮ６に結合する抗体の抗原結合フラグメントを含むポリペプチドをコードする組
換え核酸であって、当該組換え核酸は、それぞれ配列番号：３６の２６～３３位、５１～
５８位、および９７～１０６位のアミノ酸配列を有するＣＤＲ１、ＣＤＲ２、およびＣＤ
Ｒ３を含む抗体重鎖可変領域を含むポリペプチドをコードする核酸配列、ならびに、それ
ぞれ配列番号：３５の２７～３１位、４９～５１位、および８８～９７位のアミノ酸配列
を有するＣＤＲ１、ＣＤＲ２、およびＣＤＲ３を含む抗体軽鎖可変領域を含むポリペプチ
ドをコードする核酸配列を含む、組換え核酸。
【請求項５】
　前記核酸配列が、配列番号：３６のアミノ酸配列を有する重鎖可変領域および配列番号
：３５のアミノ酸配列を有する軽鎖可変領域を含むポリペプチドをコードする、請求項４
に記載の組換え核酸。
【請求項６】
　前記核酸配列が、発現制御配列に作動可能に連結されている、請求項４または５に記載
の組換え核酸。
【請求項７】
　請求項４～６のいずれかに記載の組換え核酸によりコードされるポリペプチドを発現す
るヒト細胞。
【請求項８】
　請求項４～６のいずれかに記載の組換え核酸によりコードされるか、または請求項７に
記載のヒト細胞から入手可能であるポリペプチド。
【請求項９】
　免疫グロブリンヒンジ領域をさらに含む、請求項８に記載のポリペプチド。
【請求項１０】
　請求項７に記載のヒト細胞により発現される、抗ＣＬＤＮ６抗体。
【請求項１１】
　請求項７に記載のヒト細胞により発現される抗原結合フラグメントであって、ＣＬＤＮ
６に結合し、好ましくは、Ｆａｂ、Ｆ（ａｂ'）２、Ｆｖ、または一本鎖Ｆｖである、抗
原結合フラグメント。
【請求項１２】
　前記抗原結合フラグメントが、免疫グロブリンヒンジ領域に融合している、請求項１１
に記載の抗原結合フラグメント。
【請求項１３】
　組換え真核宿主細胞を産生する方法であって、
　ａ．請求項４～６のいずれかに記載の組換え核酸を含む発現ベクターで、真核細胞を形
質転換する工程；および
　ｂ．前記形質転換された細胞を得る工程であって、前記形質転換された細胞は前記組換
え核酸を含む工程、を含む方法。
【請求項１４】
　前記組換え真核宿主細胞がヒト細胞である、請求項１３に記載の方法。
【請求項１５】
　前記細胞が、ＨＥＫ２９３細胞、ＨＥＫ２９３Ｔ細胞、樹状細胞、Ｂ細胞、Ｋ５６２細
胞、ＨＥＬＡ細胞、またはリンパ球細胞である、請求項１～３または１３および１４のい
ずれかに記載の方法、あるいは請求項７に記載のヒト細胞。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、癌の治療のための抗体に関する。
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【背景技術】
【０００２】
　抗体は、癌療法における使用のために臨床に導入されて成功を収め、過去１０年間にわ
たって腫瘍学における最も有望な治療となってきた。癌のための抗体に基づく治療法は、
従来の薬剤と比較してより高い特異性とより低い副作用プロフィールの潜在的可能性を有
する。その理由は、抗体による正常細胞と腫瘍細胞との正確な識別ならびにその作用機構
が、補体の活性化および細胞傷害性免疫細胞の動員のような、より毒性の低い免疫学的抗
腫瘍機構に基づくという事実にある。
【０００３】
　クローディンは上皮と内皮の密着結合内に位置する内在性膜タンパク質である。クロー
ディンは、４つの膜貫通セグメントと２つの細胞外ループ、および細胞質に位置するＮ末
端とＣ末端を有すると予測される。膜貫通タンパク質のクローディン（ＣＬＤＮ）ファミ
リーは、上皮と内皮の密着結合の維持に重要な役割を果たし、また細胞骨格の維持および
細胞シグナル伝達においても役割を果たし得る。腫瘍細胞と正常細胞の間でのこれらのタ
ンパク質の区別的発現は、それらの膜局在に加えて、これらのタンパク質を癌免疫療法の
ための魅力的な標的にし、癌療法においてＣＬＤＮを標的とするための抗体ベースの治療
の使用は高レベルの治療特異性を期待させる。
【０００４】
　しかし、ＣＬＤＮを標的とする治療の臨床適用はいくつかの障害に直面する。体内での
ＣＬＤＮの遍在的発現および密着結合の維持におけるＣＬＤＮの重要な役割は、治療の特
異性を最大化し、全身毒性を最小化するためにＣＬＤＮ標的化治療の標的特異性を必要と
する。
【０００５】
　国際公開第２００９／０８７９７８号は、抗ＣＬＤＮ６抗体および抗癌剤としてそれら
の使用に関する。特に、ＡＢ３－１、ＡＥ１－１６、ＡＥ４９－１１およびＡＥ３－２０
と称されるモノクローナル抗体が記述されている。しかし、これらの抗体のいずれもが、
実施例５のＦＡＣＳ分析によって示されるようにＣＬＤＮ６に特異的ではなかった。抗体
ＡＥ３－２０はＣＬＤＮ９と反応し、一方抗体ＡＥ１－１６およびＡＥ４９－１１はＣＬ
ＤＮ９とかなりの反応性を示し、同時にＣＬＤＮ４とも反応した。抗体ＡＢ３－１のＣＬ
ＤＮ６への結合はＣＬＤＮ９へのその結合と同程度に強力であった。抗体ＡＥ４９－１１
は、マウス腫瘍モデルに投与した場合、腫瘍増殖を阻害する傾向があり、延命効果があっ
たことが実施例７に記載されている。しかし、使用された抗体の非特異性を考慮すると、
記述されている作用がＣＬＤＮ６への抗体の結合によるものであるかどうかは不明確なま
まである。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００６】
【特許文献１】国際公開第２００９／０８７９７８号パンフレット
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００７】
　したがって、現在まで、ＣＬＤＮ６を発現する細胞の表面に選択的に結合するＣＬＤＮ
６特異的抗体は記述されていない。しかし、ＣＬＤＮ６を標的として使用する抗体ベース
の治療アプローチのためにはそのような特異的抗体が必要である。
【０００８】
　図１に示すＣＬＤＮ３、ＣＬＤＮ４、ＣＬＤＮ６およびＣＬＤＮ９の配列アラインメン
トは、他のクローディンタンパク質とのＣＬＤＮ６の高度の保存が存在することを例示す
る。この他のクローディンタンパク質、特にＣＬＤＮ９およびＣＬＤＮ４とＣＬＤＮ６と
の高い相同性、ならびに国際公開第２００９／０８７９７８号がＣＬＤＮ６特異的抗体を
提供できなかったという事実は、ＣＬＤＮ６に特異的に結合する抗体を作製することが不
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可能であるかもしれないことを示唆する。
【課題を解決するための手段】
【０００９】
　本明細書で開示される実験結果は、ＣＬＤＮ６は種々のヒト癌細胞において発現される
が、正常組織での発現は胎盤に限定されることを確認する。
【００１０】
　さらに、本発明は、ＣＬＤＮ６を発現する無傷細胞の表面に結合することができるＣＬ
ＤＮ６特異的抗体の作製の成功を初めて述べる。ＣＬＤＮ６を発現する無傷細胞のＦＡＣ
Ｓ分析は、抗ＣＬＤＮ６抗体の特異的結合を示したが、他のクローディンタンパク質、特
にＣＬＤＮ３、ＣＬＤＮ４およびＣＬＤＮ９を発現する細胞、またはこれらのＣＬＤＮタ
ンパク質のいずれも発現しない細胞に関しては結合を認めなかった。したがって、本発明
は、意外にも、ＣＬＤＮ６を発現する細胞の表面でＣＬＤＮ６との抗原抗体反応を特異的
に行うが、他の高度に相同なクローディンとは実質的に抗原抗体反応を生じない抗体を作
製できることを明らかにする。
【００１１】
　本発明は、一般に、ＣＬＤＮ６を発現し、その細胞表面とＣＬＤＮ６の結合を特徴とす
る細胞に関連する疾患、例えば腫瘍関連疾患、特に癌、例えば卵巣癌、特に卵巣腺癌およ
び卵巣奇形癌、小細胞肺癌（ＳＣＬＣ）および非小細胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）を含む肺癌、
特に扁平上皮肺癌および腺癌、胃癌、乳癌、肝癌、膵癌、皮膚癌、特に基底細胞癌および
扁平上皮癌、悪性黒色腫、頭頸部癌、特に悪性多形腺腫、肉腫、特に滑膜肉腫および癌肉
腫、胆管癌、膀胱の癌、特に移行上皮癌および乳頭癌、腎癌、特に腎明細胞癌および乳頭
状腎細胞癌を含む腎細胞癌、結腸癌、回腸の癌を含む小腸癌、特に小腸腺癌および回腸の
腺癌、精巣胎芽性癌、胎盤絨毛癌、子宮頸癌、精巣癌、特に精巣セミノーマ、精巣奇形腫
および精巣胎児性癌、子宮癌、奇形癌または胎生期癌などの胚細胞腫瘍、特に精巣の胚細
胞腫瘍、ならびにそれらの転移形態を治療するおよび／または予防するための治療法とし
て有用な抗体を提供する。
【００１２】
　１つの態様では、本発明は、ＣＬＤＮ６を発現する細胞の表面に結合したＣＬＤＮ６に
結合することができる抗体に関する。好ましくは、抗体は、ＣＬＤＮ９を発現する細胞の
表面に結合したＣＬＤＮ９には実質的に結合することができない。好ましくは、抗体は、
ＣＬＤＮ４を発現する細胞の表面に結合したＣＬＤＮ４には実質的に結合することができ
ず、および／またはＣＬＤＮ３を発現する細胞の表面に結合したＣＬＤＮ３には実質的に
結合することができない。最も好ましくは、抗体は、前記ＣＬＤＮタンパク質を発現する
細胞の表面に結合したＣＬＤＮ６以外のＣＬＤＮタンパク質には実質的に結合することが
できず、ＣＬＤＮ６に特異的である。好ましくは、前記ＣＬＤＮタンパク質を発現する前
記細胞は、無傷細胞、特に透過処理されていない細胞であり、細胞の表面に結合した前記
ＣＬＤＮタンパク質は、天然、すなわち非変性の立体配座を有する。好ましくは、抗体は
、天然立体配座のＣＬＤＮ６の１またはそれ以上のエピトープに結合することができる。
【００１３】
　１つの実施形態では、抗体は、ＣＬＤＮ６の細胞外部分内に位置するエピトープに結合
することができ、ＣＬＤＮ６の前記細胞外部分は、好ましくは、配列番号：６、配列番号
：７、配列番号：１４および配列番号：１５のいずれか１つのアミノ酸配列、好ましくは
配列番号：６または配列番号：７のアミノ酸配列、より好ましくは配列番号：６のアミノ
酸配列を含む。好ましくは、抗体は、配列番号：６、配列番号：７、配列番号：１４およ
び配列番号：１５のいずれか１つのアミノ酸配列、好ましくは配列番号：６または配列番
号：７のアミノ酸配列内に位置するエピトープに結合することができる。
【００１４】
　１つの実施形態では、抗体は、Ｔｈｒ３３、Ｐｈｅ３５、Ｇｌｙ３７、Ｓｅｒ３９、Ｉ
ｌｅ４０およびＬｅｕ１５１から成る群より選択される少なくとも１つのアミノ酸、好ま
しくは２以上、例えば２、３、４または５、好ましくはすべてのアミノ酸と相互作用する
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ことによって、好ましくはＴｈｒ３３、Ｐｈｅ３５、Ｇｌｙ３７、Ｓｅｒ３９およびＩｌ
ｅ４０から成る群より選択される少なくとも１つのアミノ酸、好ましくは２以上、好まし
くはすべてのアミノ酸と相互作用することによって、より好ましくはＰｈｅ３５、Ｇｌｙ
３７、Ｓｅｒ３９およびＩｌｅ４０から成るまたはＴｈｒ３３、Ｐｈｅ３５、Ｇｌｙ３７
およびＳｅｒ３９から成る群より選択される少なくとも１つのアミノ酸、好ましくは２以
上、好ましくはすべてのアミノ酸と相互作用することによって、特に、Ｐｈｅ３５、Ｇｌ
ｙ３７およびＳｅｒ３９から成る群より選択される少なくとも１つのアミノ酸、好ましく
は２以上、好ましくはすべてのアミノ酸と相互作用することによってＣＬＤＮ６に結合す
ることができる。好ましくは、抗体は、Ｇｌｕ１５４、Ａｌａ１５５、Ａｒｇ１５８およ
びＧｌｙ１６１から成る群より選択される１またはそれ以上のアミノ酸、好ましくはすべ
てのアミノ酸と相互作用せず、ならびに好ましくはＡｒｇ１５８およびＧｌｙ１６１から
成る群より選択される１またはそれ以上のアミノ酸、好ましくはすべてのアミノ酸と相互
作用しない。
【００１５】
　抗体とＣＬＤＮ６、特にその天然立体配座のＣＬＤＮ６との間の相互作用は、アミノ酸
のアラニン走査突然変異誘発によって分析できる。ＣＬＤＮ６突然変異体を、特異的モノ
クローナル抗体によって結合されるそれらの能力に関して評価することができる。ＣＬＤ
Ｎ６突然変異体への特異的モノクローナル抗体の結合低下は、変異したアミノ酸が重要な
接触残基であることを示唆する。結合は、例えばフローサイトメトリによって分析できる
。
【００１６】
　１つの実施形態では、抗体は、配列番号：６、配列番号：７、配列番号：１４および配
列番号：１５のいずれか１つのアミノ酸配列、好ましくは配列番号：６もしくは配列番号
：７のアミノ酸配列を有するペプチドまたは免疫学的に等価のペプチド、または前記ペプ
チドを発現する核酸もしくは宿主細胞で動物を免疫化する工程を含む方法によって得られ
る。
【００１７】
　別の実施形態では、抗体が結合することができるＣＬＤＮ６は、配列番号：２のアミノ
酸配列または配列番号：８のアミノ酸配列を有する。抗体は、配列番号：２のアミノ酸配
列を有するＣＬＤＮ６に結合することができ、かつ配列番号：８のアミノ酸配列を有する
ＣＬＤＮ６に結合できることが特に好ましい。
【００１８】
　１つの実施形態では、本発明の抗体は、配列番号：３４、３６、３８および４０から選
択される抗体重鎖配列またはその変異体のＣＤＲ配列の少なくとも１つ、好ましくは２つ
、より好ましくは３つすべてを有する抗体重鎖を含む。ＣＤＲ配列は、図２５に示す上記
抗体重鎖配列中の枠で表示される。
【００１９】
　１つの実施形態では、本発明の抗体は、ＣＤＲ３配列Ｘａａ１　Ｇｌｙ　Ｘａａ２　Ｖ
ａｌ　Ｘａａ３を有する抗体重鎖を含み、ここでＸａａ１は任意のアミノ酸、好ましくは
芳香族アミノ酸、より好ましくはＰｈｅまたはＴｙｒ、最も好ましくはＴｙｒであり、Ｘ
ａａ２は任意のアミノ酸、好ましくは芳香族アミノ酸、より好ましくはＰｈｅまたはＴｙ
ｒ、最も好ましくはＴｙｒであり、およびＸａａ３は任意のアミノ酸、好ましくはＬｅｕ
またはＰｈｅ、最も好ましくはＬｅｕである。１つの実施形態では、本発明の抗体は、Ｃ
ＤＲ３配列Ａｓｐ　Ｘａａ１　Ｇｌｙ　Ｘａａ２　Ｖａｌ　Ｘａａ３またはＸａａ１　Ｇ
ｌｙ　Ｘａａ２　Ｖａｌ　Ｘａａ３　Ａｓｐを有する抗体重鎖を含み、ここでＸａａ１、
Ｘａａ２およびＸａａ３は上記で定義したとおりである。１つの実施形態では、本発明の
抗体は、ＣＤＲ３配列Ａｓｐ　Ｘａａ１　Ｇｌｙ　Ｘａａ２　Ｖａｌ　Ｘａａ３　Ａｓｐ
を有する抗体重鎖を含み、ここでＸａａ１、Ｘａａ２およびＸａａ３は上記で定義したと
おりである。１つの実施形態では、本発明の抗体は、ＣＤＲ３配列Ａｌａ　Ａｒｇ　Ａｓ
ｐ　Ｘａａ１　Ｇｌｙ　Ｘａａ２　Ｖａｌ　Ｘａａ３　Ａｓｐ　Ｔｙｒを有する抗体重鎖
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を含み、ここでＸａａ１、Ｘａａ２およびＸａａ３は上記で定義したとおりである。１つ
の実施形態では、前記実施形態による抗体は、配列番号：４７に記載のＣＤＲ１配列もし
くはその変異体および／または配列番号：４８に記載のＣＤＲ２配列もしくはその変異体
を有する抗体重鎖を含む。
【００２０】
　１つの実施形態では、本発明の抗体は、配列番号：３４、３６、３８および４０から選
択される抗体重鎖配列またはその変異体を有する抗体重鎖を含む。
【００２１】
　１つの実施形態では、本発明の抗体は、配列番号：３５、３７、３９および４１から選
択される抗体軽鎖配列またはその変異体のＣＤＲ配列の少なくとも１つ、好ましくは２つ
、より好ましくは３つすべてを有する抗体軽鎖を含む。ＣＤＲ配列は、図２６に示す上記
抗体軽鎖配列中の枠で表示される。
【００２２】
　１つの実施形態では、本発明の抗体は、ＣＤＲ３配列Ａｒｇ　Ｘａａ１　Ｘａａ２　Ｘ
ａａ３　Ｐｒｏを有する抗体軽鎖を含み、ここでＸａａ１は任意のアミノ酸、好ましくは
ＳｅｒまたはＡｓｎ、最も好ましくはＳｅｒであり、Ｘａａ２は任意のアミノ酸、好まし
くはＴｙｒ、Ｓｅｒ、Ｉｌｅ、ＡｓｎまたはＴｈｒ、より好ましくはＴｙｒ、Ｓｅｒまた
はＡｓｎ、最も好ましくはＡｓｎであり、およびＸａａ３は任意のアミノ酸、好ましくは
ＳｅｒまたはＴｙｒ、より好ましくはＴｙｒである。１つの実施形態では、本発明の抗体
は、ＣＤＲ３配列Ｇｌｎ　Ａｒｇ　Ｘａａ１　Ｘａａ２　Ｘａａ３　Ｐｒｏ　Ｐｒｏを有
する抗体軽鎖を含み、ここでＸａａ１、Ｘａａ２およびＸａａ３は上記で定義したとおり
である。１つの実施形態では、本発明の抗体は、ＣＤＲ３配列Ｇｌｎ　Ｇｌｎ　Ａｒｇ　
Ｘａａ１　Ｘａａ２　Ｘａａ３　Ｐｒｏ　Ｐｒｏ　Ｔｒｐ　Ｔｈｒを有する抗体軽鎖を含
み、ここでＸａａ１、Ｘａａ２およびＸａａ３は上記で定義したとおりである。１つの実
施形態では、前記実施形態による抗体は、配列番号：５２に記載のＣＤＲ１配列もしくは
その変異体および／または配列番号：５３に記載のＣＤＲ２配列もしくはその変異体を有
する抗体軽鎖を含む。
【００２３】
　１つの実施形態では、本発明の抗体は、配列番号：３５、３７、３９、４１、５４およ
び５５から選択される抗体軽鎖配列またはその変異体を有する抗体軽鎖を含む。
【００２４】
　様々な実施形態において、本発明の抗体は、上記で論じた抗体重鎖および同じく上記で
論じた抗体軽鎖を含む。
【００２５】
　１つの実施形態では、本発明の抗体は、
　（ｉ）配列番号：ｘの抗体重鎖配列またはその変異体のＣＤＲ配列の少なくとも１つ、
好ましくは２つ、より好ましくは３つすべてを有する抗体重鎖、および
　（ｉｉ）配列番号：ｘ＋１の抗体軽鎖配列またはその変異体のＣＤＲ配列の少なくとも
１つ、好ましくは２つ、より好ましくは３つすべてを有する抗体軽鎖
を含み、ここでｘは３４、３６、３８および４０から選択される。
　ＣＤＲ配列は、それぞれ図２５および２６に示す上記抗体重鎖配列および抗体軽鎖配列
中の枠で表示される。
【００２６】
　１つの実施形態では、本発明の抗体は、
　（ｉ）Ｘａａ１　Ｇｌｙ　Ｘａａ２　Ｖａｌ　Ｘａａ３、Ａｓｐ　Ｘａａ１　Ｇｌｙ　
Ｘａａ２　Ｖａｌ　Ｘａａ３、Ｘａａ１　Ｇｌｙ　Ｘａａ２　Ｖａｌ　Ｘａａ３　Ａｓｐ
、Ａｓｐ　Ｘａａ１　Ｇｌｙ　Ｘａａ２　Ｖａｌ　Ｘａａ３　Ａｓｐ、およびＡｌａ　Ａ
ｒｇ　Ａｓｐ　Ｘａａ１　Ｇｌｙ　Ｘａａ２　Ｖａｌ　Ｘａａ３　Ａｓｐ　Ｔｙｒから成
る群より選択されるＣＤＲ３配列を有し、ここでＸａａ１は任意のアミノ酸、好ましくは
芳香族アミノ酸、より好ましくはＰｈｅまたはＴｙｒ、最も好ましくはＴｙｒであり、Ｘ
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ａａ２は任意のアミノ酸、好ましくは芳香族アミノ酸、より好ましくはＰｈｅまたはＴｙ
ｒ、最も好ましくはＴｙｒであり、およびＸａａ３は任意のアミノ酸、好ましくはＬｅｕ
またはＰｈｅ、最も好ましくはＬｅｕである、抗体重鎖、ならびに
　（ｉｉ）Ａｒｇ　Ｘａａ１　Ｘａａ２　Ｘａａ３　Ｐｒｏ、Ｇｌｎ　Ａｒｇ　Ｘａａ１
　Ｘａａ２　Ｘａａ３　Ｐｒｏ　Ｐｒｏ、Ｇｌｎ　Ｇｌｎ　Ａｒｇ　Ｘａａ１　Ｘａａ２
　Ｘａａ３　Ｐｒｏ　Ｐｒｏ　Ｔｒｐ　Ｔｈｒから成る群より選択されるＣＤＲ３配列を
有し、ここでＸａａ１は任意のアミノ酸、好ましくはＳｅｒまたはＡｓｎ、最も好ましく
はＳｅｒであり、Ｘａａ２は任意のアミノ酸、好ましくはＴｙｒ、Ｓｅｒ、Ｉｌｅ、Ａｓ
ｎまたはＴｈｒ、より好ましくはＴｙｒ、ＳｅｒまたはＡｓｎ、最も好ましくはＡｓｎで
あり、およびＸａａ３は任意のアミノ酸、好ましくはＳｅｒまたはＴｙｒ、より好ましく
はＴｙｒである、抗体軽鎖
を含む。
【００２７】
　１つの実施形態では、前記実施形態による抗体は、（ｉ）配列番号：４７に記載のＣＤ
Ｒ１配列もしくはその変異体および／または配列番号：４８に記載のＣＤＲ２配列もしく
はその変異体を有する抗体重鎖、ならびに／あるいは（ｉｉ）配列番号：５２に記載のＣ
ＤＲ１配列もしくはその変異体および／または配列番号：５３に記載のＣＤＲ２配列もし
くはその変異体を有する抗体軽鎖を含む。
【００２８】
　１つの実施形態では、本発明の抗体は、
　（ｉ）配列番号：３４、３６、３８および４０から選択される抗体重鎖配列またはその
変異体、好ましくは配列番号：３６の抗体重鎖配列またはその変異体を含む抗体重鎖、な
らびに
　（ｉｉ）配列番号：３５、３７、３９、４１、５４および５５から選択される抗体軽鎖
配列またはその変異体、好ましくは配列番号：３５の抗体軽鎖配列またはその変異体を含
む抗体軽鎖
を含有する。
【００２９】
　１つの実施形態では、本発明の抗体は、
　（ｉ）配列番号：３６の抗体重鎖配列またはその変異体を含む抗体重鎖、ならびに
　（ｉｉ）配列番号：３５、５４および５５から選択される抗体軽鎖配列またはその変異
体を含む抗体軽鎖
を含有する。
【００３０】
　１つの実施形態では、本発明の抗体は、
　（ｉ）配列番号：３６の抗体重鎖配列またはその変異体を含む抗体重鎖、ならびに
　（ｉｉ）配列番号：５４および５５から選択される抗体軽鎖配列またはその変異体を含
む抗体軽鎖
を含有する。
【００３１】
　１つの実施形態では、本発明の抗体は、
　（ｉ）配列番号：３６の抗体重鎖配列またはその変異体を含む抗体重鎖、および
　（ｉｉ）配列番号：３５の抗体軽鎖配列またはその変異体を含む抗体軽鎖
を含有する。
【００３２】
　１つの実施形態では、本発明の抗体は、
　（ｉ）配列番号：ｘの抗体重鎖配列またはその変異体を含む抗体重鎖、ならびに
　（ｉｉ）配列番号：ｘ＋１の抗体軽鎖配列またはその変異体を有する抗体軽鎖
を含み、ここでｘは３４、３６、３８および４０から選択される。
【００３３】
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　好ましい実施形態では、本発明の抗体は、γ－１重鎖定常領域、好ましくは配列番号：
２５に示す配列のようなヒトγ－１重鎖定常領域を含む抗体重鎖を含むおよび／またはκ
軽鎖定常領域、好ましくは配列番号：２７に示す配列のようなヒトκ軽鎖定常領域を含む
抗体軽鎖を含有する。
【００３４】
　好ましい実施形態では、抗体は、以下の活性：（ｉ）ＣＬＤＮ６を発現する細胞の死滅
化、（ｉｉ）ＣＬＤＮ６を発現する細胞の増殖の阻害、（ｉｉｉ）ＣＬＤＮ６を発現する
細胞のコロニー形成の阻害、（ｉｖ）確立された腫瘍の寛解、すなわち大きさの縮小、好
ましくは完全な寛解、すなわち完全な消失を媒介すること、（ｖ）腫瘍の形成または再形
成の防止、および（ｖｉ）ＣＬＤＮ６を発現する細胞の転移の阻害、の１またはそれ以上
を有する。したがって、抗体は、特に患者に投与する場合、前記の１またはそれ以上のた
めに使用し得る。細胞のそのような死滅化および／または細胞の１もしくはそれ以上の活
性の阻害は、本明細書で述べるように治療的に利用することができる。特に、細胞の死滅
化、細胞の増殖の阻害および／または細胞のコロニー形成の阻害は、癌転移を含む、癌を
治療するまたは予防するために利用できる。細胞の増殖、コロニー形成および／または転
移の阻害は、特に、癌転移および癌細胞の転移拡大を治療するまたは予防するために利用
できる。好ましくは、本発明の抗体は、補体依存性細胞傷害（ＣＤＣ）媒介性溶解、抗体
依存性細胞傷害（ＡＤＣＣ）媒介性溶解、アポトーシス、同型接着および／または食作用
を誘導することによって、好ましくはＣＤＣ媒介性溶解および／またはＡＤＣＣ媒介性溶
解を誘導することによって細胞の死滅化を媒介する。しかし、本発明はまた、抗体が、補
体依存性細胞傷害（ＣＤＣ）媒介性溶解、抗体依存性細胞傷害（ＡＤＣＣ）媒介性溶解、
アポトーシス、同型接着および／または食作用を誘導することなく、細胞の死滅化ならび
に／または細胞の１もしくはそれ以上の活性の阻害、例えば細胞増殖および／もしくはコ
ロニー形成の阻害のような本明細書で述べるその活性を及ぼす実施形態も包含する。例え
ば、本発明の抗体はまた、単に細胞表面のＣＬＤＮ６に結合することによって、したがっ
て、例えば細胞の増殖をブロックすることによっても作用を及ぼし得る。１つの実施形態
では、本発明の抗体は細胞のＣＤＣ媒介性溶解を誘導しない。
【００３５】
　好ましくは、細胞のＡＤＣＣ媒介性溶解はエフェクター細胞の存在下で起こり、エフェ
クター細胞は、特定の実施形態では単球、単核細胞、ＮＫ細胞およびＰＭＮから成る群よ
り選択され、食作用はマクロファージによる。
【００３６】
　ＣＬＤＮ６を発現する細胞、好ましくは癌細胞の増殖を阻害するまたは低減する活性は
、ブロモデオキシウリジン（５－ブロモ－２－デオキシウリジン、ＢｒｄＵ）を使用した
アッセイにおいてＣＬＤＮ６を発現する癌細胞の増殖を定量することによってインビトロ
で測定できる。ＢｒｄＵはチミジンの類似体である合成ヌクレオシドであり、複製中の細
胞の新たに合成されたＤＮＡに組み込まれることができ（細胞周期のＳ期の間に）、ＤＮ
Ａ複製の間にチミジンに置き換わる。例えばＢｒｄＵに特異的な抗体を使用して、組み込
まれた化学物質を検出することにより、そのＤＮＡを活発に複製していた細胞が示される
。
【００３７】
　ＣＬＤＮ６を発現する細胞、好ましくは癌細胞のコロニー形成を阻害するまたは低減す
る活性は、クローン原性アッセイにおいてインビトロで測定できる。クローン原性アッセ
イは、細胞の生存および増殖に関する特定の作用物質の有効性を検討するための微生物学
技術である。この技術は、増殖中の腫瘍細胞への薬剤または放射線の効果を測定するため
に癌の研究所において頻繁に使用される。実験は３つの主要な工程：（ｉ）細胞、特に癌
細胞の試料に治療を適用する工程、（ｉｉ）組織培養容器中で細胞を平板培養する工程、
および（ｉｉｉ）細胞を増殖させる工程を含む。生じたコロニーを固定し、染色して、計
数する。個々の腫瘍細胞が器官に定着する場合、コロニー形成は転移の形成に関して重要
である。抗体の阻害活性は、転移の形成を抑制するうえでのそれらの潜在能を示す。クロ
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ーン原性アッセイにおいてコロニー形成を阻害するまたは低減する活性を有する抗体は、
癌細胞、特に本明細書で言及する癌型の転移および転移拡大を治療するまたは予防するた
めに特に有用である。
【００３８】
　好ましい実施形態では、抗体は、ＣＬＤＮ６をその天然立体配座で担持する細胞に対し
て１またはそれ以上の免疫エフェクター機能を示し、ここで１またはそれ以上の免疫エフ
ェクター機能は、好ましくは補体依存性細胞傷害（ＣＤＣ）、抗体依存性細胞媒介性細胞
傷害（ＡＤＣＣ）、アポトーシスの誘導、および増殖の阻害から成る群より選択され、好
ましくは、エフェクター機能はＡＤＣＣおよび／またはＣＤＣである。
【００３９】
　好ましくは、前記抗体によって示される前記１もしくはそれ以上の活性または１もしく
はそれ以上の免疫エフェクター機能は、前記抗体がＣＬＤＮ６に、好ましくはＣＬＤＮ６
の細胞外部分内に位置するエピトープに結合することによって誘導され、ここでＣＬＤＮ
６の前記細胞外部分は、好ましくは配列番号：６、配列番号：７、配列番号：１４および
配列番号：１５のいずれか１つのアミノ酸配列、好ましくは配列番号：６または配列番号
：７のアミノ酸配列、より好ましくは配列番号：６のアミノ酸配列を含む。
【００４０】
　本発明によれば、ＣＬＤＮ６を発現する細胞は、好ましくはその細胞表面とＣＬＤＮ６
とが結合することを特徴とする。ＣＬＤＮ６を発現する細胞またはＣＬＤＮ６をその天然
立体配座で担持する細胞は、好ましくは腫瘍細胞、例えば癌細胞、好ましくは、卵巣癌、
特に卵巣腺癌および卵巣奇形癌、小細胞肺癌（ＳＣＬＣ）および非小細胞肺癌（ＮＳＣＬ
Ｃ）を含む肺癌、特に扁平上皮肺癌および腺癌、胃癌、乳癌、肝癌、膵癌、皮膚癌、特に
基底細胞癌および扁平上皮癌、悪性黒色腫、頭頸部癌、特に悪性多形腺腫、肉腫、特に滑
膜肉腫および癌肉腫、胆管癌、膀胱の癌、特に移行上皮癌および乳頭癌、腎癌、特に腎明
細胞癌および乳頭状腎細胞癌を含む腎細胞癌、結腸癌、回腸の癌を含む小腸癌、特に小腸
腺癌および回腸の腺癌、精巣胎芽性癌、胎盤絨毛癌、子宮頸癌、精巣癌、特に精巣セミノ
ーマ、精巣奇形腫および精巣胎児性癌、子宮癌、奇形癌または胎生期癌などの胚細胞腫瘍
、特に精巣の胚細胞腫瘍、ならびにそれらの転移形態から成る群より選択される癌に由来
する癌細胞である。
【００４１】
　本発明の抗体は、標的細胞傷害性、すなわち腫瘍細胞の死滅化を提供するために１また
はそれ以上の治療エフェクター成分、例えば放射性標識、細胞毒、治療用酵素、アポトー
シスを誘導する作用物質等に連結され得る。
【００４２】
　１つの実施形態では、本発明の抗体は、（ｉ）ＣＬＤＮ６を発現し、その細胞表面とＣ
ＬＤＮ６の結合を特徴とする細胞に結合し、および（ｉｉ）ＣＬＤＮ６を発現せず、その
細胞表面とＣＬＤＮ６の結合を特徴としない細胞には結合しない。本発明の抗体は、好ま
しくは（ｉ）ＣＬＤＮ６を発現し、その細胞表面とＣＬＤＮ６の結合を特徴とする細胞の
死滅化を媒介しおよび／または細胞の増殖を阻害し、ならびに（ｉｉ）ＣＬＤＮ６を発現
せず、その細胞表面とＣＬＤＮ６の結合を特徴としない細胞の死滅化を媒介しないおよび
／または細胞の増殖を阻害しない。
【００４３】
　特に好ましい実施形態では、本発明の抗体は、生細胞の表面に存在するＣＬＤＮ６の天
然エピトープ、例えば配列番号：６または７のエピトープに結合する。さらなる好ましい
実施形態では、本発明の抗体は、ＣＬＤＮ６を発現する癌細胞に特異的であり、ＣＬＤＮ
６を発現しない癌細胞には結合しない。
【００４４】
　本発明の抗体は、マウス、ラット、ウサギ、モルモットおよびヒトを含むがこれらに限
定されない、様々な種に由来し得る。本発明の抗体はまた、１つの種、好ましくはヒトに
由来する抗体定常領域が別の種に由来する抗原結合部位と組み合わされたキメラ分子を包
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含する。さらに本発明の抗体は、非ヒト種に由来する抗体の抗原結合部位がヒト起源の定
常領域およびフレームワーク領域と組み合わされたヒト化分子を包含する。
【００４５】
　本発明の抗体は、ポリクローナル抗体およびモノクローナル抗体を含み、ＩｇＧ２ａ（
例えばＩｇＧ２ａ、κ、λ）、ＩｇＧ２ｂ（例えばＩｇＧ２ｂ、κ、λ）、ＩｇＧ３（例
えばＩｇＧ３、κ、λ）およびＩｇＭ抗体を包含する。しかし、ＩｇＧ１、ＩｇＡ１、Ｉ
ｇＡ２、分泌型ＩｇＡ、ＩｇＤ、およびＩｇＥ抗体を含む、他の抗体アイソタイプも本発
明に包含される。抗体は、全長抗体または、例えばＦａｂ、Ｆ（ａｂ'）２、Ｆｖ、一本
鎖Ｆｖフラグメントまたは二重特異性抗体を含む、その抗原結合フラグメントであり得る
。さらに、抗原結合フラグメントは、（ｉ）免疫グロブリンヒンジ領域ポリペプチドに融
合した結合ドメインポリペプチド（重鎖可変領域または軽鎖可変領域など）、（ｉｉ）ヒ
ンジ領域に融合した免疫グロブリン重鎖ＣＨ２定常領域、および（ｉｉｉ）ＣＨ２定常領
域に融合した免疫グロブリン重鎖ＣＨ３定常領域を含む、結合ドメイン免疫グロブリン融
合タンパク質を包含する。そのような結合ドメイン免疫グロブリン融合タンパク質は、さ
らに、米国特許出願第２００３／０１１８５９２号および同第２００３／０１３３９３９
号に開示されている。
【００４６】
　本発明の抗体は、好ましくはモノクローナル、キメラ、ヒトもしくはヒト化抗体、また
は抗体のフラグメントである。本発明の抗体は完全ヒト抗体を包含する。そのような抗体
は、Ｖ－Ｄ－Ｊ組換えおよびアイソタイプスイッチを受けることによりＣＬＤＮ６に対す
るヒトモノクローナル抗体の多数のアイソタイプを産生することができる非ヒトトランス
ジェニック動物、例えばトランスジェニックマウスにおいて作製され得る。そのようなト
ランスジェニック動物はまた、米国特許出願第２００３／００１７５３４号に開示されて
いるようなポリクローナル抗体を作製するためのトランスジェニックウサギであり得る。
【００４７】
　本発明の抗体は、好ましくは約１～１００ｎＭまたはそれ以下の解離平衡定数（ＫＤ）
でＣＬＤＮ６から解離する。好ましくは、本発明の抗体は、関連する細胞表面抗原と交差
反応せず、したがってそれらの機能を阻害しない。
【００４８】
　好ましい実施形態では、本発明の抗体は、以下の特性：
　ａ）ＣＬＤＮ６に対する特異性；
　ｂ）ＣＬＤＮ６に対する約１００ｎＭまたはそれ以下、好ましくは約５～１０ｎＭまた
はそれ以下、より好ましくは約１～３ｎＭまたはそれ以下の結合親和性；
　ｃ）ＣＬＤＮ６を発現し、その細胞表面とＣＬＤＮ６の結合を特徴とする細胞のＣＤＣ
を誘導する能力；
　ｄ）ＣＬＤＮ６を発現し、その細胞表面とＣＬＤＮ６の結合を特徴とする細胞の増殖を
阻害する能力；
　ｅ）ＣＬＤＮ６を発現し、その細胞表面とＣＬＤＮ６の結合を特徴とする細胞のアポト
ーシスを誘導する能力；
　ｆ）ＣＬＤＮ６を発現し、その細胞表面とＣＬＤＮ６の結合を特徴とする細胞の同型接
着を誘導する能力；
　ｇ）エフェクター細胞の存在下で、ＣＬＤＮ６を発現し、その細胞表面とＣＬＤＮ６の
結合を特徴とする細胞のＡＤＣＣを誘導する能力；
　ｈ）ＣＬＤＮ６を発現し、その細胞表面とＣＬＤＮ６の結合を特徴とする腫瘍細胞を有
する被験者の生存を延長させる能力；
　ｉ）ＣＬＤＮ６を発現し、その細胞表面とＣＬＤＮ６の結合を特徴とする細胞を枯渇さ
せる能力；
　ｊ）生細胞の表面でＣＬＤＮ６を凝集させる能力
の１またはそれ以上を特徴とし得る。
【００４９】
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　本明細書で述べる好ましい抗体は、ＤＳＭＺ（Ｉｎｈｏｆｆｅｎｓｔｒ．７Ｂ，３８１
２４　Ｂｒａｕｎｓｃｈｗｅｉｇ，Ｇｅｒｍａｎｙ）に寄託された、以下の名称およびア
クセッション番号の１つを有するハイブリドーマ細胞によって産生されるまたは前記ハイ
ブリドーマ細胞から得られる抗体である：
　１．ＧＴ５１２ｍｕＭＡＢ　５９Ａ、アクセッション番号ＤＳＭ　ＡＣＣ３０６７、２
０１０年６月２１日寄託；
　２．ＧＴ５１２ｍｕＭＡＢ　６０Ａ、アクセッション番号ＤＳＭ　ＡＣＣ３０６８、２
０１０年６月２１日寄託；
　３．ＧＴ５１２ｍｕＭＡＢ　６１Ｄ、アクセッション番号ＤＳＭ　ＡＣＣ３０６９、２
０１０年６月２１日寄託；
　４．ＧＴ５１２ｍｕＭＡＢ　６４Ａ、アクセッション番号ＤＳＭ　ＡＣＣ３０７０、２
０１０年６月２１日寄託；
　５．ＧＴ５１２ｍｕＭＡＢ　６５Ａ、アクセッション番号ＤＳＭ　ＡＣＣ３０７１、２
０１０年６月２１日寄託；
　６．ＧＴ５１２ｍｕＭＡＢ　６６Ｂ、アクセッション番号ＤＳＭ　ＡＣＣ３０７２、２
０１０年６月２１日寄託；　
　７．ＧＴ５１２ｍｕＭＡＢ　６７Ａ、アクセッション番号ＤＳＭ　ＡＣＣ３０７３、２
０１０年６月２１日寄託；
　８．ＧＴ５１２ｍｕＭＡＢ　５５Ａ、アクセッション番号ＤＳＭ　ＡＣＣ３０８９、２
０１０年８月３１日寄託；または
　９．ＧＴ５１２ｍｕＭＡＢ　８９Ａ、アクセッション番号ＤＳＭ　ＡＣＣ３０９０、２
０１０年８月３１日寄託。
【００５０】
　本発明の抗体は、本明細書では抗体の名称に言及することによっておよび／または抗体
を産生するクローン、例えばｍｕＭＡＢ　５９Ａに言及することによって指定される。
【００５１】
　さらなる好ましい抗体は、上述したハイブリドーマによって産生されるおよび上述した
ハイブリドーマから得られる抗体の特異性を有する抗体、特に上述したハイブリドーマに
よって産生されるおよび上述したハイブリドーマから得られる抗体のものと同一または高
度に相同な抗原結合部分または抗原結合部位、特に可変領域を含む抗体である。好ましい
抗体は、上述したハイブリドーマによって産生されるおよび上述したハイブリドーマから
得られる抗体のＣＤＲ領域と同一または高度に相同なＣＤＲ領域を有するものであること
が企図される。「高度に相同な」により、１～５、好ましくは１～４、例えば１～３また
は１もしくは２の置換が各々のＣＤＲ領域内で為され得ることが企図される。特に好まし
い抗体は、上述したハイブリドーマによって産生されるおよび上述したハイブリドーマか
ら得られる抗体のキメラおよびヒト化形態である。
【００５２】
　したがって、本発明の抗体は、（ｉ）アクセッション番号ＤＳＭ　ＡＣＣ３０６７（Ｇ
Ｔ５１２ｍｕＭＡＢ　５９Ａ）、ＤＳＭ　ＡＣＣ３０６８（ＧＴ５１２ｍｕＭＡＢ　６０
Ａ）、ＤＳＭ　ＡＣＣ３０６９（ＧＴ５１２ｍｕＭＡＢ　６１Ｄ）、ＤＳＭ　ＡＣＣ３０
７０（ＧＴ５１２ｍｕＭＡＢ　６４Ａ）、ＤＳＭ　ＡＣＣ３０７１（ＧＴ５１２ｍｕＭＡ
Ｂ　６５Ａ）、ＤＳＭ　ＡＣＣ３０７２（ＧＴ５１２ｍｕＭＡＢ　６６Ｂ）、ＤＳＭ　Ａ
ＣＣ３０７３（ＧＴ５１２ｍｕＭＡＢ　６７Ａ）、ＤＳＭ　ＡＣＣ３０８９（ＧＴ５１２
ｍｕＭＡＢ　５５Ａ）またはＤＳＭ　ＡＣＣ３０９０（ＧＴ５１２ｍｕＭＡＢ　８９Ａ）
の下で寄託されたクローンによって産生されるまたは前記クローンから得られる抗体、（
ｉｉ）（ｉ）の下にある抗体のキメラまたはヒト化形態である抗体、（ｉｉｉ）（ｉ）の
下にある抗体の特異性を有する抗体、および（ｉｖ）（ｉ）の下にある抗体の抗原結合部
分または抗原結合部位を含む抗体から成る群より選択され得る。（ｉ）の下にある抗体の
抗原結合部分または抗原結合部位は、（ｉ）の下にある抗体の可変領域を含み得る。
【００５３】
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　本発明はまた、本明細書で述べる抗体を産生するハイブリドーマ細胞などの細胞に関す
る。
【００５４】
　好ましいハイブリドーマ細胞は、ＤＳＭＺ（Ｉｎｈｏｆｆｅｎｓｔｒ．７Ｂ，３８１２
４　Ｂｒａｕｎｓｃｈｗｅｉｇ，Ｇｅｒｍａｎｙ）に寄託された、以下の名称およびアク
セッション番号の１つを有するものである：
　１．ＧＴ５１２ｍｕＭＡＢ　５９Ａ、アクセッション番号ＤＳＭ　ＡＣＣ３０６７、２
０１０年６月２１日寄託；
　２．ＧＴ５１２ｍｕＭＡＢ　６０Ａ、アクセッション番号ＤＳＭ　ＡＣＣ３０６８、２
０１０年６月２１日寄託；
　３．ＧＴ５１２ｍｕＭＡＢ　６１Ｄ、アクセッション番号ＤＳＭ　ＡＣＣ３０６９、２
０１０年６月２１日寄託；
　４．ＧＴ５１２ｍｕＭＡＢ　６４Ａ、アクセッション番号ＤＳＭ　ＡＣＣ３０７０、２
０１０年６月２１日寄託；
　５．ＧＴ５１２ｍｕＭＡＢ　６５Ａ、アクセッション番号ＤＳＭ　ＡＣＣ３０７１、２
０１０年６月２１日寄託；
　６．ＧＴ５１２ｍｕＭＡＢ　６６Ｂ、アクセッション番号ＤＳＭ　ＡＣＣ３０７２、２
０１０年６月２１日寄託；　
　７．ＧＴ５１２ｍｕＭＡＢ　６７Ａ、アクセッション番号ＤＳＭ　ＡＣＣ３０７３、２
０１０年６月２１日寄託；
　８．ＧＴ５１２ｍｕＭＡＢ　５５Ａ、アクセッション番号ＤＳＭ　ＡＣＣ３０８９、２
０１０年８月３１日寄託；または
　９．ＧＴ５１２ｍｕＭＡＢ　８９Ａ、アクセッション番号ＤＳＭ　ＡＣＣ３０９０、２
０１０年８月３１日寄託。
【００５５】
　本発明の抗ＣＬＤＮ６抗体は、他の結合特異性成分に誘導体化する、連結するまたは他
の結合特異性成分と共発現させることができる。特定の実施形態では、本発明は、ＣＬＤ
Ｎ６に対する少なくとも１つの第一結合特異性成分（例えば抗ＣＬＤＮ６抗体またはその
ミメティック）、およびＦｃ受容体（例えばＦｃγＲＩなどのＦｃγ受容体もしくは任意
の他のＦｃ受容体）またはＴ細胞受容体、例えばＣＤ３に対する結合特異性成分などの、
エフェクター細胞に対する第二結合特異性成分を含む、二重特異性または多重特異性分子
を提供する。
【００５６】
　したがって、本発明は、ＣＬＤＮ６およびＦｃ受容体またはＴ細胞受容体、例えばＣＤ
３の両方に結合する二重特異性および多重特異性分子を包含する。Ｆｃ受容体の例は、Ｉ
ｇＧ受容体、Ｆｃγ受容体（ＦｃγＲ）、例えばＦｃγＲＩ（ＣＤ６４）、ＦｃγＲＩＩ
（ＣＤ３２）およびＦｃγＲＩＩＩ（ＣＤ１６）である。ＩｇＡ受容体（例えばＦｃαＲ
Ｉ）などの他のＦｃ受容体も標的とすることができる。Ｆｃ受容体は、好ましくはエフェ
クター細胞、例えば単球、マクロファージまたは活性化単核細胞の表面に位置する。好ま
しい実施形態では、二重特異性および多重特異性分子は、受容体の免疫グロブリンＦｃ（
例えばＩｇＧまたはＩｇＡ）結合部位とは異なる部位でＦｃ受容体に結合する。そのため
、二重特異性および多重特異性分子の結合は生理的レベルの免疫グロブリンによってブロ
ックされない。
【００５７】
　さらに別の態様では、本発明の抗ＣＬＤＮ６抗体を別の機能性分子、例えば別のペプチ
ドまたはタンパク質（例えばＦａｂ'フラグメント）で誘導体化する、別の機能性分子に
連結する、または別の機能性分子と共発現させる。例えば、本発明の抗体を１またはそれ
以上の他の分子実体、例えば別の抗体（例えば二重特異性または多重特異性抗体を作製す
るため）、細胞毒、細胞リガンドまたは抗原（例えばイムノトキシンなどの免疫複合体を
作製するため）などに機能的に連結することができる（例えば化学結合、遺伝子融合、非
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共有結合または他の方法によって）。本発明の抗体は、他の治療成分、例えば放射性同位
体、低分子抗癌剤、組換えサイトカインまたはケモカインに連結することができる。した
がって、本発明は、そのすべてがＣＬＤＮ６を発現する細胞および／またはその細胞表面
とＣＬＤＮ６の結合を特徴とする細胞に結合し、ならびに他の分子をそのような細胞に標
的するために使用できる、多種多様な抗体複合体、二重特異性および多重特異性分子なら
びに融合タンパク質を包含する。
【００５８】
　一般に、本発明の目的上、本明細書で述べる抗体複合体、二重特異性および多重特異性
分子ならびに融合タンパク質などのすべての抗体誘導体は、「抗体」という用語に包含さ
れる。
【００５９】
　さらなる態様では、本発明はまた、非免疫グロブリンドメインに由来するＣＬＤＮ６結
合タンパク質、特に一本鎖タンパク質を想定する。そのような結合タンパク質およびそれ
らの生産のための方法は、例えば、参照により本明細書に組み込まれる、Ｂｉｎｚ　ｅｔ
　ａｌ．（２００５）Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　２３（１０）：１２
５７－１２６８に記載されている。免疫グロブリンまたは免疫グロブリン由来の結合分子
に関して本明細書で与えられる教示は、対応して非免疫グロブリンドメインに由来する結
合分子にも適用されることが了解されるべきである。特に、非免疫グロブリンドメインに
由来するそのような結合分子を使用して、前記標的を発現し、その細胞表面と前記標的の
結合を特徴とする細胞のＣＬＤＮ６をブロックすること、したがって、本発明の抗体に関
して本明細書で開示される治療効果を生じさせる、特に本明細書で開示される腫瘍細胞の
１またはそれ以上の活性の阻害、例えば増殖の阻害を生じさせることが可能である。義務
的ではないが、抗体のエフェクター機能を、例えば抗体のＦｃ領域への融合によって、そ
のような非免疫グロブリン結合分子に付与することが可能である。
【００６０】
　本発明は、一般に、細胞によって発現され、細胞の表面と結合したＣＬＤＮ６を標的と
することによる、疾患、特に腫瘍疾患の治療および／または診断を包含する。これらの方
法は、そのような細胞の選択的検出および／または根絶を提供し、それにより、ＣＬＤＮ
６を発現せず、その細胞表面とＣＬＤＮ６の結合を特徴としない正常細胞への有害作用を
最小限に抑える。治療または診断のための好ましい疾患は、ＣＬＤＮ６を発現し、その細
胞表面とＣＬＤＮ６の結合を特徴とする細胞が関与するもの、例えば腫瘍疾患、特に本明
細書で述べるような癌疾患である。
【００６１】
　１つの態様では、本発明は、本発明の１つの抗体または抗体の組合せを含有する組成物
、例えば医薬および診断組成物／キットを提供する。本発明の医薬組成物は、医薬的に許
容される担体を含有してよく、場合により１またはそれ以上の補助剤、安定剤等を含有し
得る。特定の実施形態では、組成物は、異なるエピトープに結合するまたは、ＣＤＣおよ
び／またはＡＤＣＣを誘導することならびにアポトーシスを誘導することなどの、異なる
機能特徴を有する抗体の組合せを含有する。本発明のこの実施形態では、抗体は、組合せ
として、例えば２またはそれ以上の抗ＣＬＤＮ６モノクローナル抗体を含有する医薬組成
物として使用し得る。例えば、異なるが補完的な活性を有する抗ＣＬＤＮ６抗体を、所望
治療効果を達成するために単一療法において組み合わせることができる。好ましい実施形
態では、組成物は、ＣＤＣを媒介する抗ＣＬＤＮ６抗体を、アポトーシスを誘導する別の
抗ＣＬＤＮ６抗体と組み合わせて含有する。別の実施形態では、組成物は、エフェクター
細胞の存在下で標的細胞の極めて有効な死滅化を媒介する抗ＣＬＤＮ６抗体を、ＣＬＤＮ
６を発現し、その細胞表面とＣＬＤＮ６の結合を特徴とする細胞の増殖を阻害する別の抗
ＣＬＤＮ６抗体と組み合わせて含有する。
【００６２】
　本発明はまた、本発明の２またはそれ以上の抗ＣＬＤＮ６抗体の同時または連続投与を
含み、ここで、好ましくは前記抗体の少なくとも１つはキメラ抗ＣＬＤＮ６抗体であり、
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および少なくとも１つのさらなる抗体はヒト抗ＣＬＤＮ６抗体であって、それらの抗体は
ＣＬＤＮ６の同じエピトープまたは異なるエピトープに結合する。好ましくは、本発明の
キメラＣＬＤＮ６抗体を最初に投与し、次いで本発明のヒト抗ＣＬＤＮ６抗体を投与する
が、ここでヒト抗ＣＬＤＮ６抗体は、好ましくは長期間にわたって、すなわち維持療法と
して投与する。
【００６３】
　本発明の抗体、複合体、二重特異性／多重特異性分子および組成物は、ＣＬＤＮ６を発
現し、その細胞表面とＣＬＤＮ６の結合を特徴とする細胞の増殖を阻害するおよび／また
は細胞を死滅させるように、細胞を有効量の抗体、複合体、二重特異性／多重特異性分子
または組成物と接触させることにより、ＣＬＤＮ６を発現し、その細胞表面とＣＬＤＮ６
の結合を特徴とする細胞の増殖を阻害するためおよび／またはＣＬＤＮ６を発現し、その
細胞表面とＣＬＤＮ６の結合を特徴とする細胞を選択的に死滅させるための様々な方法に
おいて使用することができる。１つの実施形態では、その方法は、ＣＬＤＮ６を発現し、
その細胞表面とＣＬＤＮ６の結合を特徴とする細胞を、場合によりエフェクター細胞の存
在下で、例えばＣＤＣ、アポトーシス、ＡＤＣＣ、食作用によって、またはこれらの機構
の２もしくはそれ以上の組合せによって死滅させることを含む。本発明の抗体を使用して
阻害するまたは死滅させることができる、ＣＬＤＮ６を発現し、その細胞表面とＣＬＤＮ
６の結合を特徴とする細胞は、癌細胞を含む。
【００６４】
　本発明の抗体、複合体、二重特異性／多重特異性分子および組成物は、ＣＬＤＮ６を発
現し、その細胞表面とＣＬＤＮ６の結合を特徴とする細胞が関与する様々な疾患を、その
ような疾患に罹患している患者に抗体を投与することによって治療するおよび／または予
防するために使用できる。治療する（例えば改善する）または予防することができる例示
的な疾患には、腫瘍形成性疾患が含まれるが、これらに限定されない。治療できるおよび
／または予防できる腫瘍形成性疾患の例には、癌疾患、例えば卵巣癌、特に卵巣腺癌およ
び卵巣奇形癌、小細胞肺癌（ＳＣＬＣ）および非小細胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）を含む肺癌、
特に扁平上皮肺癌および腺癌、胃癌、乳癌、肝癌、膵癌、皮膚癌、特に基底細胞癌および
扁平上皮癌、悪性黒色腫、頭頸部癌、特に悪性多形腺腫、肉腫、特に滑膜肉腫および癌肉
腫、胆管癌、膀胱の癌、特に移行上皮癌および乳頭癌、腎癌、特に腎明細胞癌および乳頭
状腎細胞癌を含む腎細胞癌、結腸癌、回腸の癌を含む小腸癌、特に小腸腺癌および回腸の
腺癌、精巣胎芽性癌、胎盤絨毛癌、子宮頸癌、精巣癌、特に精巣セミノーマ、精巣奇形腫
および精巣胎児性癌、子宮癌、奇形癌または胎生期癌などの胚細胞腫瘍、特に精巣の胚細
胞腫瘍、ならびにそれらの転移形態が含まれる。
【００６５】
　さらなる態様では、本発明は、本発明の抗体、複合体、二重特異性／多重特異性分子ま
たは組成物を被験者に投与することを含む、ＣＬＤＮ６を発現し、その細胞表面とＣＬＤ
Ｎ６の結合を特徴とする細胞が関与する疾患または障害を治療するまたは予防する方法に
関する。好ましくは、疾患または障害は腫瘍関連疾患であり、特定の実施形態では、卵巣
癌、特に卵巣腺癌および卵巣奇形癌、小細胞肺癌（ＳＣＬＣ）および非小細胞肺癌（ＮＳ
ＣＬＣ）を含む肺癌、特に扁平上皮肺癌および腺癌、胃癌、乳癌、肝癌、膵癌、皮膚癌、
特に基底細胞癌および扁平上皮癌、悪性黒色腫、頭頸部癌、特に悪性多形腺腫、肉腫、特
に滑膜肉腫および癌肉腫、胆管癌、膀胱の癌、特に移行上皮癌および乳頭癌、腎癌、特に
腎明細胞癌および乳頭状腎細胞癌を含む腎細胞癌、結腸癌、回腸の癌を含む小腸癌、特に
小腸腺癌および回腸の腺癌、精巣胎芽性癌、胎盤絨毛癌、子宮頸癌、精巣癌、特に精巣セ
ミノーマ、精巣奇形腫および精巣胎児性癌、子宮癌、奇形癌または胎生期癌などの胚細胞
腫瘍、特に精巣の胚細胞腫瘍、ならびにそれらの転移形態から成る群より選択される。Ｃ
ＬＤＮ６は、好ましくは前記細胞の表面で発現される。
【００６６】
　本発明は、腫瘍疾患の予防的および／または治療的処置のため、すなわち腫瘍疾患を有
するまたは腫瘍疾患を発症する危険性がある患者を治療するための、本明細書で述べる作
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用物質および組成物の使用を含み得る。１つの態様では、本発明は、本明細書で述べる作
用物質および組成物の１またはそれ以上を投与することを含む、腫瘍増殖を阻害するため
の方法を提供する。
【００６７】
　好ましくは、本明細書で述べる作用物質および組成物は、組織または器官が腫瘍を有さ
ない場合にその細胞がＣＬＤＮ６を発現し、その細胞表面とＣＬＤＮ６の結合を特徴とす
る、胎盤組織または胎盤などの組織または器官には治療活性物質が送達されないまたは実
質的に送達されない方法で投与される。このために、本明細書で述べる作用物質および組
成物は局所的に投与することができる。
【００６８】
　１つの態様では、本発明は、本明細書で述べる治療の方法において使用するための本明
細書で述べる抗体を提供する。１つの実施形態では、本発明は、本明細書で述べる治療の
方法において使用するための本明細書で述べる医薬組成物を提供する。
【００６９】
　本発明の特定の実施形態では、抗体を投与される被験者は、化学療法剤、放射線または
Ｆｃ受容体、例えばＦｃγ受容体、例えばサイトカインの発現もしくは活性を調節する、
例えば増強するもしくは阻害する作用物質で付加的に治療される。治療中の投与のための
典型的なサイトカインには、顆粒球コロニー刺激因子（Ｇ－ＣＳＦ）、顆粒球－マクロフ
ァージコロニー刺激因子（ＧＭ－ＣＳＦ）、インターフェロンγ（ＩＦＮ－γ）および腫
瘍壊死因子（ＴＮＦ）が含まれる。典型的な治療薬には、中でも特に、ドキソルビシン、
シスプラチン、タキソテール、５－フルオロウラシル、メトトレキサート、ゲムシタビン
およびシクロホスファミドなどの抗腫瘍薬が含まれる。
【００７０】
　さらに別の態様では、本発明は、抗体を得るためにマウスなどの非ヒト動物をヒトＣＬ
ＤＮ６またはそのペプチドフラグメントで免疫化する免疫化方法に関する。免疫化のため
の好ましいペプチドは、配列番号：６、配列番号：７、配列番号：１４および配列番号：
１５から成る群より選択されるもの、ならびに免疫学的に等価のペプチドである。
【００７１】
　野生型ならびにトランスジェニック非ヒト動物を、ＣＬＤＮ６抗原もしくはそのペプチ
ドフラグメントならびに／またはＣＬＤＮ６もしくはそのペプチドフラグメントを発現す
る核酸および／もしくは細胞の精製製剤または富化製剤で免疫化することができる。好ま
しくは、トランスジェニック非ヒト動物は、Ｖ－Ｄ－Ｊ組換えおよびアイソタイプスイッ
チを受けることによってＣＬＤＮ６に対するヒトモノクローナル抗体（例えばＩｇＧ、Ｉ
ｇＡおよび／またはＩｇＭ）の多数のアイソタイプを産生することができる。アイソタイ
プスイッチは、例えば古典的または非古典的アイソタイプスイッチによって起こり得る。
【００７２】
　したがって、さらに別の態様では、本発明は、上述した非ヒト動物からの単離されたＢ
細胞を提供する。単離されたＢ細胞を、次に、不死化細胞への融合によって不死化し、本
発明の抗体の供給源（例えばハイブリドーマ）を提供することができる。そのようなハイ
ブリドーマ（すなわち本発明の抗体を産生する）も、本発明の範囲に包含される。
【００７３】
　さらなる態様では、本発明は、本発明の抗体を使用して患者から単離された生物学的試
料における、ＣＬＤＮ６またはＣＬＤＮ６を発現し、その細胞表面とＣＬＤＮ６の結合を
特徴とする細胞の検出および／またはその量の測定を含む、腫瘍疾患の診断、検出または
観測のための方法に関する。生物学的試料は、腫瘍疾患を有する、腫瘍疾患を有するもし
くは発症する疑いがある、または腫瘍疾患の潜在的可能性を有する患者から単離され得る
。
【００７４】
　本発明による腫瘍疾患の診断、検出または観測のための方法の１つの実施形態では、生
物学的試料および／または対照／標準試料は、腫瘍疾患による罹病に関して診断、検出ま
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たは観測すべき組織または器官に対応する組織または器官に由来し、例えば診断、検出ま
たは観測すべき腫瘍疾患は卵巣癌であり、生物学的試料および／または対照／標準試料は
卵巣組織である。そのような組織および器官を、本明細書では、例えば種々の腫瘍疾患お
よび癌に関連して述べる。
【００７５】
　腫瘍疾患の診断、検出または観測のための方法の１つの実施形態では、生物学的試料は
、組織または器官が腫瘍を有さない場合はその細胞がＣＬＤＮ６を実質的に発現せず、そ
の細胞表面とＣＬＤＮ６の実質的な結合を特徴としない組織または器官に由来する。好ま
しくは、前記組織は胎盤組織以外の組織である。
【００７６】
　典型的には、生物学的試料中の標的分子のレベルを標準レベルと比較し、ここで、前記
標準レベルからの逸脱は被験者における腫瘍疾患の存在および／または病期を示す。標準
レベルは、対照試料（例えば健常組織または被験者由来の）において測定されるレベルま
たは健常被験者からの平均レベルであり得る。前記標準レベルからの「逸脱」とは、何ら
かの有意の変化、例えば少なくとも１０％、２０％または３０％、好ましくは少なくとも
４０％または５０％、またはさらにそれ以上の上昇または低下を表す。好ましくは、前記
生物学的試料におけるＣＬＤＮ６もしくはＣＬＤＮ６を発現し、その細胞表面とＣＬＤＮ
６の結合を特徴とする細胞の存在、または標準レベルと比較して上昇している、生物学的
試料中のＣＬＤＮ６もしくはＣＬＤＮ６を発現し、その細胞表面とＣＬＤＮ６の結合を特
徴とする細胞の量は、腫瘍疾患の存在を示す。
【００７７】
　典型的には、本発明の方法における検出および／または量の測定は、標的分子に特異的
に結合する標識抗体の使用を含む。
【００７８】
　特定の態様では、本発明は、腫瘍疾患の検出、すなわち腫瘍疾患の位置または部位、例
えば特定の組織または器官を決定するための方法であって、検出可能な標識に結合された
本発明の抗体を患者に投与することを含む方法に関する。前記患者における組織または器
官の標識化は、前記組織または器官における腫瘍疾患の存在または腫瘍疾患の危険性を示
し得る。
【００７９】
　本明細書で例示されるように、本発明の抗体は、抗体を発現するハイブリドーマから直
接入手できるか、またはクローニングして、宿主細胞（例えばＣＨＯ細胞またはリンパ球
細胞）において組換え発現させることができる。宿主細胞のさらなる例は、大腸菌（Ｅ．
ｃｏｌｉ）などの微生物、および酵母などの真菌である。あるいは、本発明の抗体はトラ
ンスジェニック非ヒト動物または植物において組換え生産することができる。しかし、本
発明はまた、抗体が、本明細書で開示される免疫化方法を用いた免疫化またはワクチン接
種によって患者においてインサイチュで作製される実施形態を想定する。
【００８０】
　本発明はまた、本明細書で述べる抗体またはその部分、例えば抗体鎖をコードする遺伝
子または核酸配列を含む核酸に関する。核酸は、ベクター、例えばプラスミド、コスミド
、ウイルス、バクテリオファージまたは、例えば遺伝子工学において従来使用される別の
ベクター内に含まれ得る。ベクターは、適切な宿主細胞中でおよび適切な条件下でベクタ
ーの選択を可能にするマーカー遺伝子などのさらなる遺伝子を含み得る。さらに、ベクタ
ーは、適切な宿主におけるコード領域の適切な発現を可能にする発現制御エレメントを含
み得る。そのような制御エレメントは当業者に公知であり、プロモーター、スプライスカ
セットおよび翻訳開始コドンが含まれ得る。
【００８１】
　好ましくは、本発明の核酸は、真核細胞または原核細胞における発現を可能にする上記
発現制御配列に作動可能に連結される。真核細胞または原核細胞における発現を確実にす
る制御エレメントは当業者に周知である。
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【００８２】
　本発明による核酸分子の構築のため、上記核酸分子を含むベクターの構築のため、適切
に選択された宿主細胞へのベクターの導入のため、発現を生じさせるまたは実現するため
の方法は、当分野において周知である。
【００８３】
　本発明のさらなる態様は、本明細書で開示される核酸またはベクターを含む宿主細胞に
関する。
【００８４】
　本発明の他の特徴および利点は、以下の詳細な説明および特許請求の範囲から明らかに
なる。
【図面の簡単な説明】
【００８５】
【図１】ＣＬＤＮ３、ＣＬＤＮ４、ＣＬＤＮ６およびＣＬＤＮ９の配列アラインメント。
【図２Ａ】ＣＬＤＮ６特異的抗体を産生するように免疫化したマウスから得た血清の免疫
蛍光分析。　（Ａ）それぞれヒトＣＬＤＮ６をコードする核酸とＧＦＰをコードする核酸
を同時トランスフェクトした固定していないＣＨＯ－Ｋ１細胞を抗ＣＬＤＮ６モノクロー
ナルマウス抗体（Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ、ＭＡＢ３６５６）でプローブした。ＣＬＤＮ
６は、トランスフェクトされた細胞の形質膜に位置し、特異的抗体によって生細胞上で標
的することができる。
【図２Ｂ】（Ｂ）ハイブリドーマＦ３－６Ｃ３－Ｈ８が産生されたことに基づき、マウス
からの血清はヒトＣＬＤＮ６をコードする核酸とＧＦＰをコードする核酸を同時トランス
フェクトした非固定ＣＨＯ－Ｋ１細胞の表面でＣＬＤＮ６に結合する抗体を含んだ。
【図３】ＨＥＫ２９３Ｔ細胞におけるクローディンタンパク質の内因性発現を検定するた
めのウェスタンブロット分析。　それぞれＣＬＤＮ３、ＣＬＤＮ４、ＣＬＤＮ６およびＣ
ＬＤＮ９をコードする核酸をトランスフェクトしたまたは擬似トランスフェクトしたＨＥ
Ｋ２９３Ｔ細胞のタンパク質溶解物を、市販の抗ＣＬＤＮ３（Ａ）（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅ
ｎ、カタログ番号３４－１７００）、抗ＣＬＤＮ４（Ａ）（Ｚｙｍｅｄ、３２－９４００
）、抗ＣＬＤＮ６（Ａ）（ＡＲＰ、０１－８８６５）および抗ＣＬＤＮ９（Ａ）（Ｓａｎ
ｔａ　Ｃｒｕｚ、ｓｃ－１７６７２）抗体を用いたウェスタンブロット法によって試験し
た。抗体は、それぞれのＨＥＫ２９３Ｔトランフェクタントにおいてのみそれらの対応す
る標的の発現を検出した。トランスフェクトしていないＨＥＫ２９３Ｔ細胞ではこれらの
クローディンのいずれについても内因性発現を認めなかった。
【図４】市販の抗ＣＬＤＮ抗体の特異性を検定するためのフローサイトメトリ分析。　そ
れぞれＣＬＤＮ３、ＣＬＤＮ４、ＣＬＤＮ６およびＣＬＤＮ９をコードする核酸をトラン
スフェクトしたまたはトランスフェクトしていないＨＥＫ２９３Ｔ細胞への市販の抗ＣＬ
ＤＮ抗体の結合をフローサイトメトリによって測定した。市販の抗ＣＬＤＮ３抗体だけが
その標的に特異的である。
【図５Ａ】本発明に従って作製した抗ＣＬＤＮ抗体の特異性を検定するためのフローサイ
トメトリ分析。　ＣＬＤＮ６、ＣＬＤＮ３、ＣＬＤＮ４またはＣＬＤＮ９をコードするベ
クターと蛍光マーカーをコードするベクターを同時トランスフェクトしたＨＥＫ２９３Ｔ
細胞への、モノクローナルハイブリドーマサブクローンからの上清中の抗体の結合をフロ
ーサイトメトリによって測定した。　（Ａ）モノクローナルハイブリドーマサブクローン
Ｆ３－６Ｃ３－Ｈ８からの上清中の抗体は、ＣＬＤＮ６をトランスフェクトした細胞に特
異的に結合するが、それぞれＣＬＤＮ３、ＣＬＤＮ４およびＣＬＤＮ９をトランスフェク
トした細胞には特異的に結合しない。これに対し、モノクローナルハイブリドーマサブク
ローンＦ４－４Ｆ７－Ｆ２からの上清中の抗体は、ＣＬＤＮ６またはＣＬＤＮ９をトラン
スフェクトした細胞に結合する。モノクローナルハイブリドーマサブクローンＦ３－６Ｃ
３－Ｈ８からの上清中の抗体も、ＣＬＤＮ６の（Ｉ１４３Ｖ）－ＳＮＰ変異体をトランス
フェクトした細胞に結合する。
【図５Ｂ】（Ｂ）モノクローナルハイブリドーマサブクローンＦ３－７Ｂ３－Ｂ４からの
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上清中の抗体は、ＣＬＤＮ６、ＣＬＤＮ３またはＣＬＤＮ９をトランスフェクトした細胞
に結合する。モノクローナルハイブリドーマサブクローンＦ３－３Ｆ７－Ａ５からの上清
中の抗体は、ＣＬＤＮ６、ＣＬＤＮ４またはＣＬＤＮ９をトランスフェクトした細胞に結
合する。
【図６】抗ＣＬＤＮ６マウスモノクローナル抗体ｍｕＭＡＢ　５９Ａ、６０Ａ、６１Ｄ、
６４Ａ、６５Ａ、６６Ｂおよび６７Ａの結合特異性。　ヒトＣＬＤＮ６、３、４、９およ
びＣＬＤＮ６　ＳＮＰ（一塩基多型）変異体Ｉ１４３Ｖへの抗ＣＬＤＮ６抗体の結合を、
対応するヒトクローディンを一過性に発現するＨＥＫ２９３Ｔ細胞を用いたフローサイト
メトリによって分析した。ＨＥＫ２９３Ｔを、非トランスフェクト細胞（Ｑ１およびＱ３
集団）とトランスフェクト細胞（Ｑ２およびＱ４集団）とを識別するために蛍光マーカー
を同時トランスフェクトした。使用した抗体濃度は、ＣＬＤＮ６への結合を飽和させる濃
度（２５μｇ／ｍｌ）であった。ヒトＣＬＤＮ６、３、４、９およびＣＬＤＮ６－ＳＮＰ
（Ｉ１４３Ｖ）の発現を、ヒトクローディン６（Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ、ＭＡＢ３６５
６）、ヒトクローディン３（Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ、ＭＡＢ４６２０）およびヒトクロ
ーディン４（Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ、ＭＡＢ　４２１９）に対する市販のモノクローナ
ル抗体を用いて確認した。
【図７】抗ＣＬＤＮ６マウスモノクローナル抗体ｍｕＭＡＢ　５９Ａ、６０Ａ、６１Ｄ、
６４Ａ、６５Ａ、６６Ｂおよび６７Ａの相対的親和性。　相対的親和性を調べるため、Ｈ
ＥＫ２９３細胞の表面で安定に発現されるヒトＣＬＤＮ６への抗ＣＬＤＮ６抗体の結合を
フローサイトメトリによって分析した。飽和結合実験において、抗体の濃度をＦＡＣＳシ
グナル（蛍光強度の中央値）に対してプロットした。ＥＣ５０（平衡で結合部位の半数に
結合する抗体濃度）を非線形回帰によって計算した。ＣＬＤＮ６特異的抗体ｍｕＭＡＢ　
５９Ａ、６０Ａ、６１Ｄ、６４Ａ、６５Ａ、６６Ｂおよび６７Ａは、非常に低いＥＣ５０
値（ＥＣ５０　２００～５００ｎｇ／ｍｌ）を示し、低濃度で結合の飽和が達成された。
【図８】抗ＣＬＤＮ６マウスモノクローナル抗体ｍｕＭＡＢ　５９Ａ、６０Ａ、６１Ｄ、
６４Ａ、６５Ａ、６６Ｂおよび６７Ａの補体依存性細胞傷害（ＣＤＣ）活性。　抗ＣＬＤ
Ｎ６抗体のＣＤＣ活性を、非溶解細胞内の内因性ＡＴＰを検出するルシフェラーゼ依存性
アッセイを用いて分析した。そのため、ヒトＣＬＤＮ６を安定に発現するＣＨＯ－Ｋ１細
胞を種々の濃度のｍｕＭＡＢ　５９Ａ、６０Ａ、６１Ｄ、６４Ａ、６５Ａ、６６Ｂおよび
６７Ａで処理した。ｍｕＭＡＢ　５９Ａ、６０Ａ、６１Ｄ、６４Ａ、６５Ａ、６６Ｂおよ
び６７Ａは用量依存的なＣＤＣ活性を示し、低濃度でＣＤＣを誘導した。
【図９】内因性にＣＬＤＮ６を発現するＮＥＣ８およびＮＥＣ８　ＬＶＴＳ２　５４（Ｃ
ＬＤＮ６ノックダウン）細胞に対する抗ＣＬＤＮ６マウスモノクローナル抗体ｍｕＭＡＢ
　６５Ａおよび６６Ｂの補体依存性細胞傷害（ＣＤＣ）活性。　抗ＣＬＤＮ６抗体ｍｕＭ
ＡＢ　６５Ａおよび６６Ｂは、ＮＥＣ８細胞に対するＣＤＣを用量依存的に誘導した。Ｎ
ＥＣ８　ＬＶＴＳ２　５４細胞（ＣＬＤＮ６ノックダウン）を使用することにより、ｍｕ
ＭＡＢ　６５Ａおよび６６Ｂの標的特異性が証明された。
【図１０】腫瘍細胞株ＮＥＣ８を移植したマウスを使用した早期治療異種移植モデルにお
けるｍｕＭＡＢ　５９Ａ、６０Ａ、６１Ｄ、６４Ａ、６５Ａ、６６Ｂおよび６７Ａの治療
効果。　モデルは、無胸腺Ｎｕｄｅ－Ｆｏｘｎ１ｎｕマウスにおいて内因性にＣＬＤＮ６
を発現するＮＥＣ８異種移植片を使用した。食塩水対照群と比較して、ｍｕＭＡＢ　５９
Ａ、６０Ａ、６１Ｄ、６４Ａ、６５Ａ、６６Ｂおよび６７Ａは、ＮＥＣ８細胞を移植した
マウスにおいて腫瘍増殖の阻害を示した。
【図１１】抗ＣＬＤＮ６キメラモノクローナル抗体ｃｈｉｍＡＢ　６１Ｄ、６４Ａ、６７
Ａおよび８９Ａの結合特異性。　ヒトＣＬＤＮ６、３、４および９への抗ＣＬＤＮ６抗体
の結合を、それぞれ対応するヒトクローディンを安定に発現するＨＥＫ２９３細胞を用い
たフローサイトメトリによって分析した。使用した抗体濃度は、結合を飽和させる濃度（
２５μｇ／ｍｌ）であった。ヒトＣＬＤＮ３、４、６および９の発現を、ヒトクローディ
ン３（Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ、ＭＡＢ４６２０）およびヒトクローディン４（Ｒ＆Ｄ　
Ｓｙｓｔｅｍｓ、ＭＡＢ　４２１９）に対する市販のモノクローナル抗体ならびにＣＬＤ
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Ｎ６／９反応性マウスモノクローナル抗体ｍｕＭＡＢ　５Ｆ２Ｄ２をそれぞれ使用して確
認した。一次抗体を含まない同じ条件下で陰性対照を実施した。
【図１２】ＨＥＫ２９３－ＣＬＤＮ６細胞への抗ＣＬＤＮ６キメラモノクローナル抗体ｃ
ｈｉｍＡＢ　６１Ｄ、６４Ａ、６７Ａおよび８９Ａの相対的親和性。　相対的親和性を調
べるため、ＨＥＫ２９３細胞の表面で安定に発現されるヒトＣＬＤＮ６への抗ＣＬＤＮ６
抗体の結合をフローサイトメトリによって分析した。飽和結合実験において、抗体の濃度
をＦＡＣＳシグナル（蛍光強度の中央値）に対してプロットした。ＥＣ５０（平衡で結合
部位の半数に結合する抗体濃度）を非線形回帰によって計算した。ＣＬＤＮ６特異的抗体
ｃｈｉｍＡＢ　６４Ａおよび８９Ａは非常に低いＥＣ５０値（ＥＣ５０　４５０～６００
ｎｇ／ｍｌ）を示し、低濃度で結合の飽和が達成された。ｃｈｉｍＡＢ　６７Ａおよび６
１Ｄは、それぞれ低い（ＥＣ５０　１０００ｎｇ／ｍｌ）および中間的な（ＥＣ５０　２
３００ｎｇ／ｍｌ）ＥＣ５０値を示した。
【図１３】ＮＥＣ８細胞への抗ＣＬＤＮ６キメラモノクローナル抗体ｃｈｉｍＡＢ　６１
Ｄ、６４Ａ、６７Ａおよび８９Ａの相対的親和性。　ヒトＣＬＤＮ６を内因性に発現する
腫瘍細胞への抗ＣＬＤＮ６抗体の結合親和性を調べるため、精巣癌細胞株ＮＥＣ８への結
合をフローサイトメトリによって分析した。ＣＬＤＮ６特異的抗体ｃｈｉｍＡＢ　６４Ａ
および８９Ａは非常に低いＥＣ５０値（ＥＣ５０　６００～６５０ｎｇ／ｍｌ）を示し、
低濃度で結合の飽和が達成され、一方ｃｈｉｍＡＢ　６１Ｄおよび６７Ａは、それぞれ中
間的な（ＥＣ５０　１７００ｎｇ／ｍｌ）および高い（ＥＣ５０　６１００ｎｇ／ｍｌ）
ＥＣ５０値を示した。
【図１４】ＯＶ９０細胞への抗ＣＬＤＮ６キメラモノクローナル抗体ｃｈｉｍＡＢ　６１
Ｄ、６４Ａ、６７Ａおよび８９Ａの相対的親和性。　ヒトＣＬＤＮ６を内因性に発現する
腫瘍細胞への抗ＣＬＤＮ６抗体の結合親和性を調べるため、卵巣癌細胞株ＯＶ９０への結
合をフローサイトメトリによって分析した。ＣＬＤＮ６特異的抗体ｃｈｉｍＡＢ　６４Ａ
および８９Ａは非常に低いＥＣ５０値（ＥＣ５０　５５０～６００ｎｇ／ｍｌ）を示し、
低濃度で結合の飽和が達成された。ｃｈｉｍＡＢ　６１Ｄおよび６７Ａは中間的なＥＣ５
０値（それぞれＥＣ５０　１５００ｎｇ／ｍｌおよびＥＣ５０　２３００ｎｇ／ｍｌ）を
示した。
【図１５】ＮＥＣ８野生型およびＮＥＣ８ノックダウン細胞に対する抗ＣＬＤＮ６キメラ
モノクローナル抗体ｃｈｉｍＡＢ　６１Ｄ、６４Ａ、６７Ａおよび８９Ａの補体依存性細
胞傷害（ＣＤＣ）活性。　抗ＣＬＤＮ６抗体のＣＤＣ活性を、非溶解細胞内の内因性ＡＴ
Ｐを検出するルシフェラーゼ依存性アッセイを用いて分析した。そのため、ルシフェラー
ゼを異所性に発現するＮＥＣ８野生型細胞（ＮＥＣ８　ＬＶＴＳ２　７７）を種々の濃度
のｃｈｉｍＡＢ　６１Ｄ、６４Ａ、６７Ａおよび８９Ａで処理した。ＮＥＣ８細胞に対し
てｃｈｉｍＡＢ　６１Ｄ、６４Ａ、６７Ａおよび８９Ａは用量依存的にＣＤＣ活性を示し
たが、ＮＥＣ８　ＣＬＤＮ６ノックダウン細胞（ＮＥＣ８　ＬＶＴＳ２　５４）に対して
はこれらの抗体のいずれもが非特異的な細胞溶解を誘導しなかった。この結果は、ｃｈｉ
ｍＡＢ　６１Ｄ、６４Ａ、６７Ａおよび８９Ａの標的特異的エフェクター機能を明らかに
した。
【図１６】ＮＥＣ８野生型およびＮＥＣ８ノックダウン細胞に対する抗ＣＬＤＮ６キメラ
モノクローナル抗体ｃｈｉｍＡＢ　６１Ｄ、６４Ａ、６７Ａおよび８９Ａの抗体依存性細
胞傷害（ＡＤＣＣ）活性。　抗ＣＬＤＮ６抗体のＡＤＣＣ活性を、非溶解細胞内の内因性
ＡＴＰを検出するルシフェラーゼ依存性アッセイを用いて分析した。そのため、ＮＥＣ８
野生型細胞（ＮＥＣ８　ＬＶＴＳ２　７７）を種々の濃度のｃｈｉｍＡＢ　６１Ｄ、６４
Ａ、６７Ａおよび８９Ａで処理した。ｃｈｉｍＡＢ　６１Ｄ、６４Ａ、６７Ａおよび８９
Ａは用量依存的なＡＤＣＣ活性を示し、低い抗体濃度であってもＡＤＣＣを誘導した。標
的特異性を明らかにするため、安定なＣＬＤＮ６ノックダウンを有するＮＥＣ８細胞（Ｎ
ＥＣ８　ＬＶＴＳ２　５４）を使用した。
【図１７】腫瘍細胞株ＮＥＣ８を移植したマウスを使用した早期治療異種移植モデルにお
ける抗ＣＬＤＮ６マウスモノクローナル抗体ｍｕＭＡＢ　６１Ｄ、６４Ａおよび６７Ａの
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長期的治療効果。　モデルは、無胸腺Ｎｕｄｅ－Ｆｏｘｎ１ｎｕマウスにおいて内因性に
ＣＬＤＮ６を発現するＮＥＣ８異種移植片を使用した。マウスをＣＬＤＮ６特異的抗体で
４６日間処置した。処置後、腫瘍増殖を６０日間観測した。免疫療法を停止した後でも、
マウスモノクローナル抗体ｍｕＭＡＢ　６１Ｄ、６４Ａおよび６７Ａで処置したマウスは
腫瘍増殖を示さなかった。
【図１８】腫瘍細胞株ＮＥＣ８を移植したマウスを使用した早期治療異種移植モデルにお
ける抗ＣＬＤＮ６マウスモノクローナル抗体ｍｕＭＡＢ　８９Ａの治療効果。　モデルは
、無胸腺Ｎｕｄｅ－Ｆｏｘｎ１ｎｕマウスにおいて内因性にＣＬＤＮ６を発現するＮＥＣ
８異種移植片を使用した。散布図は、無胸腺Ｎｕｄｅ－Ｆｏｘｎ１ｎｕマウスにおけるＮ
ＥＣ８異種移植片の早期治療中の種々の時点での移植腫瘍の体積を示す。食塩水対照群と
比較して、ｍｕＭＡＢ　８９ＡはＮＥＣ８細胞を移植したマウスにおいて腫瘍増殖の阻害
を示した（Ａ）。マウスを、対照としてのＰＢＳおよびＣＬＤＮ６特異的抗体でそれぞれ
４７日間処置した。腫瘍増殖をさらに５１日間観測した。ＰＢＳ対照と比較して、ｍｕＭ
ＡＢ　８９Ａで処置したマウスでは試験終了時に検出可能な腫瘍が存在しなかった（Ｂ）
。
【図１９】腫瘍細胞株ＮＥＣ８を移植したマウスを使用した進行後治療異種移植モデルに
おける抗ＣＬＤＮ６マウスモノクローナル抗体ｍｕＭＡＢ　６４Ａの治療効果。　散布図
は、無胸腺Ｎｕｄｅ－Ｆｏｘｎ１ｎｕマウスにおける進行後のＮＥＣ８異種移植片の治療
中の種々の時点での移植腫瘍の体積を示す。マウスモノクローナル抗ＣＬＤＮ６抗体ｍｕ
ＭＡＢ　６４Ａによる免疫療法は、抗体および食塩水対照群の両方と比較して固形ＮＥＣ
８異種移植片の腫瘍増殖の阻害を示した。
【図２０】腫瘍細胞株ＮＥＣ８を移植したマウスを使用した進行後治療異種移植モデルに
おける抗ＣＬＤＮ６マウスモノクローナル抗体ｍｕＭＡＢ　６４Ａの長期的治療効果。　
移植の１５日後に、マウスをＣＬＤＮ６特異的抗体ｍｕＭＡＢ　６４Ａで４５日間処置し
た。腫瘍増殖をさらに４９日間観測した（Ａ）。生存率プロットは、ＣＬＤＮ６特異的抗
体ｍｕＭＡＢ　６４Ａで処置したマウスの生存延長を示した（Ｂ）。
【図２１】腫瘍細胞株ＮＥＣ８を移植したマウスを使用した進行後治療異種移植モデルに
おける抗ＣＬＤＮ６マウスモノクローナル抗体ｍｕＭＡＢ　６１Ｄ、６７Ａおよび８９Ａ
の治療効果。　散布図は、進行後のＮＥＣ８異種移植片の治療中の種々の時点での移植し
たＮＥＣ８腫瘍の体積を示す。食塩水および抗体対照群と比較して、マウスモノクローナ
ル抗ＣＬＤＮ６抗体ｍｕＭＡＢ　６１Ｄ、６７Ａおよび８９Ａでは腫瘍増殖の阻害が達成
された。
【図２２Ａ】腫瘍細胞株ＮＥＣ８を移植したマウスを使用した進行後治療異種移植モデル
における抗ＣＬＤＮ６マウスモノクローナル抗体ｍｕＭＡＢ　６１Ｄ、６７Ａおよび８９
Ａの長期的治療効果。　移植の１７日後に、マウスをＣＬＤＮ６特異的抗体ｍｕＭＡＢ　
６１Ｄ、６７Ａおよび８９Ａで４２日間処置した。腫瘍増殖をさらに４９日間観測した（
Ａ）。
【図２２Ｂ】生存率プロットは、ＣＬＤＮ６特異的抗体ｍｕＭＡＢ　６１Ｄおよび６７Ａ
で処置したマウスの生存延長を示した（Ｂ）。
【図２３】ＮＥＣ８野生型および安定なＣＬＤＮ６ノックダウンを有するＮＥＣ８細胞を
移植したマウスを使用した進行後治療異種移植モデルにおける抗ＣＬＤＮ６マウスモノク
ローナル抗体ｍｕＭＡＢ　６４Ａおよび８９Ａの治療効果。　ｍｕＭＡＢ　６４Ａおよび
８９Ａは、ＮＥＣ８野生型を移植したマウスにおいてのみ治療効果を示し、ＮＥＣ８　Ｃ
ＬＤＮ６ノックダウン細胞を移植したマウスでは治療効果を示さず、インビボでの抗体の
標的特異性を明らかにする。
【図２４】ｃｈｉｍＡＢ　６１Ｄ、６４Ａ、６７Ａおよび８９Ａの高解像度エピトープマ
ッピング。　アラニン突然変異体を、野生型アラニンの場合は「野生型残基番号アラニン
」または「野生型残基番号グリシン」として命名し、アミノ酸を一文字表記で示す。ＣＬ
ＤＮ６の１番目の細胞外ドメインのアミノ酸Ｆ３５、Ｇ３７、Ｓ３９およびおそらくＴ３
３は、ＣＬＤＮ６特異的キメラ抗体ｃｈｉｍＡＢ　６１Ｄ、６４Ａ、６７Ａおよび８９Ａ
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との相互作用のために重要である。残基Ｉ４０はｃｈｉｍＡＢ　８９Ａの結合のために必
須であり、ｃｈｉｍＡＢ　６１Ｄおよび６７Ａの結合に寄与する。加えて、ＣＬＤＮ６の
２番目の細胞外ドメインのＬ１５１はｃｈｉｍＡＢ　６７Ａとの相互作用に寄与する。免
疫蛍光実験はＣＬＤＮ６突然変異体Ｐ２８Ａ、Ｗ３０Ａ、Ｇ４９Ａ、Ｌ５０Ａ、Ｗ５１Ａ
、Ｃ５４ＡおよびＣ６４Ａの発現を確認したが、これらは膜染色を示さなかった。この理
由から、これらのアミノ酸と発明者の抗体との相互作用を排除することはできない。全体
として、本明細書で同定されるエピトープは、ＣＬＤＮ６のＥＣ１ドメインのＤＮＡおよ
びペプチドを使用した発明者の免疫化方法と合致する。
【図２５】本発明のＣＬＤＮ６特異的抗体の重鎖可変領域アミノ酸配列のアラインメント
。　ＣＤＲ配列（ＨＣＤＲ１、ＨＣＤＲ２およびＨＣＤＲ３）を枠によって示す。
【図２６】本発明のＣＬＤＮ６特異的抗体の軽鎖可変領域アミノ酸配列のアラインメント
。　ＣＤＲ配列（ＬＣＤＲ１、ＬＣＤＲ２およびＬＣＤＲ３）を枠によって示す。
【図２７】抗ＣＬＤＮ６キメラモノクローナル抗体ｃｈｉｍＡＢ　６４Ａ、ｍＡｂ２０６
－ＬＣＣ、ｍＡｂ２０６－ＳＵＢＧおよびｍＡｂ２０６－ＳＵＢＳの結合特異性。　抗Ｃ
ＬＤＮ６抗体の結合特異性を、ヒトＣＬＤＮ６、３、４および９をそれぞれ一過性にトラ
ンスフェクトしたＨＥＫ２９３Ｔ細胞を用いたフローサイトメトリによって分析した。ト
ランスフェクトされた細胞集団とトランスフェクトされていない細胞集団とを識別するた
め、細胞に蛍光マーカーをレポーターとして同時トランスフェクトした。使用した抗体濃
度は結合を飽和させる濃度（１００μｇ／ｍｌ）であった。ヒトＣＬＤＮ３、４、６およ
び９の発現を、ヒトクローディン３（Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ、ＭＡＢ４６２０）および
ヒトクローディン４（Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ、ＭＡＢ　４２１９）に対する市販のモノ
クローナル抗体ならびにＣＬＤＮ６／９反応性マウスモノクローナル抗体ｍｕＭＡＢ　５
Ｆ２Ｄ２をそれぞれ使用して確認した。キメラモノクローナル抗体ｃｈｉｍＡＢ　６４Ａ
、ｍＡｂ２０６－ＬＣＣ、ｍＡｂ２０６－ＳＵＢＧおよびｍＡｂ２０６－ＳＵＢＳは、そ
れぞれＣＬＤＮ３、４および９と相互作用することなくＣＬＤＮ６への結合を示した。
【図２８】ＨＥＫ２９３－ＣＬＤＮ６細胞への抗ＣＬＤＮ６キメラモノクローナル抗体ｃ
ｈｉｍＡＢ　６４Ａ、ｍＡｂ２０６－ＬＣＣ、ｍＡｂ２０６－ＳＵＢＧおよびｍＡｂ２０
６－ＳＵＢＳの相対的結合親和性。　相対的親和性を調べるため、ＨＥＫ２９３細胞の表
面で安定に発現されるヒトＣＬＤＮ６への抗ＣＬＤＮ６抗体の結合をフローサイトメトリ
によって分析した。飽和結合実験において、抗体の濃度をＦＡＣＳシグナル（蛍光強度の
中央値）に対してプロットした。ＥＣ５０（平衡で結合部位の半数に結合する抗体濃度）
を非線形回帰によって計算した。ＣＬＤＮ６特異的抗体は類似の低いＥＣ５０値を示し、
低濃度で結合の飽和が達成された。
【図２９】ＮＥＣ８細胞への抗ＣＬＤＮ６キメラモノクローナル抗体ｃｈｉｍＡＢ　６４
Ａ、ｍＡｂ２０６－ＬＣＣ、ｍＡｂ２０６－ＳＵＢＧおよびｍＡｂ２０６－ＳＵＢＳの相
対的結合親和性。　ヒトＣＬＤＮ６を内因性に発現する腫瘍細胞への抗ＣＬＤＮ６抗体の
結合親和性を調べるため、精巣癌細胞株ＮＥＣ８への結合をフローサイトメトリによって
分析した。ＣＬＤＮ６特異的抗体ｃｈｉｍＡＢ　６４Ａ、ｍＡｂ２０６－ＳＵＢＧおよび
ｍＡｂ２０６－ＳＵＢＳと比較して、軽鎖組合せ変異体ｍＡｂ２０６－ＬＣＣはＮＥＣ８
細胞に対して３倍強い結合親和性を示した。すべての場合に、低濃度で結合の飽和が達成
された。
【図３０】ＯＶ９０細胞への抗ＣＬＤＮ６キメラモノクローナル抗体ｃｈｉｍＡＢ　６４
Ａ、ｍＡｂ２０６－ＬＣＣ、ｍＡｂ２０６－ＳＵＢＧおよびｍＡｂ２０６－ＳＵＢＳの相
対的結合親和性。　ヒト卵巣癌細胞株ＯＶ９０への抗ＣＬＤＮ６抗体の結合親和性をフロ
ーサイトメトリによって分析した。ＣＬＤＮ６特異的抗体は類似の低いＥＣ５０値を示し
た。軽鎖組合せ変異体ｍＡｂ２０６－ＬＣＣはＯＶ９０細胞への最も強い結合を示した。
【図３１ａ】ＮＥＣ８野生型およびＮＥＣ８ノックダウン細胞に対する抗ＣＬＤＮ６キメ
ラモノクローナル抗体ｃｈｉｍＡＢ　６４Ａ、ｍＡｂ２０６－ＬＣＣおよびｍＡｂ２０６
－ＳＵＢＧの補体依存性細胞傷害（ＣＤＣ）活性。　抗ＣＬＤＮ６抗体のＣＤＣ活性を、
非溶解細胞内の内因性ＡＴＰを検出するルシフェラーゼ依存性アッセイを用いて分析した
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。そのため、ルシフェラーゼを異所性に発現するＮＥＣ８野生型細胞を種々の濃度のｃｈ
ｉｍＡＢ　６４Ａ、ｍＡｂ２０６－ＬＣＣおよびｍＡｂ２０６－ＳＵＢＧで処理した。Ｎ
ＥＣ８細胞に対して抗体は用量依存的にＣＤＣ活性を示したが、ＮＥＣ８　ＣＬＤＮ６ノ
ックダウン細胞に対してはこれらの抗体のいずれもが非特異的な細胞溶解を誘導しなかっ
た。この結果は、ｃｈｉｍＡＢ　６４Ａ、ｍＡｂ２０６－ＬＣＣおよびｍＡｂ２０６－Ｓ
ＵＢＧの標的特異的エフェクター機能を明らかにした。
【図３１ｂ】ＮＥＣ８細胞に対する抗ＣＬＤＮ６キメラモノクローナル抗体ｃｈｉｍＡＢ
　６４Ａ、ｍＡｂ２０６－ＬＣＣ、ｍＡｂ２０６－ＳＵＢＧおよびｍＡｂ２０６－ＳＵＢ
Ｓの補体依存性細胞傷害（ＣＤＣ）活性。　抗体は用量依存的にＣＤＣ活性を示した。ｃ
ｈｉｍＡＢ　６４Ａと比較して、アミノ酸置換変異体ｍＡｂ２０６－ＳＵＢＧおよびｍＡ
ｂ２０６－ＳＵＢＳはＮＥＣ８細胞に対して類似のＣＤＣ活性を示した。
【図３２ａ】ＮＥＣ８およびＯＶ９０細胞に対する抗ＣＬＤＮ６キメラモノクローナル抗
体ｃｈｉｍＡＢ　６４Ａ、ｍＡｂ２０６－ＬＣＣ、ｍＡｂ２０６－ＳＵＢＧおよびｍＡｂ
２０６－ＳＵＢＳの抗体依存性細胞傷害（ＡＤＣＣ）活性。　抗ＣＬＤＮ６抗体のＡＤＣ
Ｃ活性を、非溶解細胞内の内因性ＡＴＰを検出するルシフェラーゼ依存性アッセイを用い
て分析した。そのため、ＮＥＣ８およびＯＶ９０細胞を種々の濃度のＣＬＤＮ６に対する
キメラ抗体で処理した。すべての抗体が用量依存的なＡＤＣＣ活性を示し、両腫瘍細胞株
において低い抗体濃度でもＡＤＣＣを誘導した。
【図３２ｂ】ＮＥＣ８野生型およびＮＥＣ８ノックダウン細胞に対する抗ＣＬＤＮ６キメ
ラモノクローナル抗体ｃｈｉｍＡＢ　６４Ａ、ｍＡｂ２０６－ＬＣＣおよびｍＡｂ２０６
－ＳＵＢＧの抗体依存性細胞傷害（ＡＤＣＣ）活性。　標的特異性を明らかにするため、
安定なＣＬＤＮ６ノックダウンを有するＮＥＣ８細胞を使用した。
【図３３】腫瘍細胞株ＮＥＣ８を移植したマウスを使用した進行後治療異種移植モデルに
おける抗ＣＬＤＮ６キメラモノクローナル抗体ｍＡｂ２０６－ＬＣＣ、ｍＡｂ２０６－Ｓ
ＵＢＧおよびｍＡｂ２０６－ＳＵＢＳの治療効果。　モデルは、無胸腺Ｎｕｄｅ－Ｆｏｘ
ｎ１ｎｕマウスにおいてＮＥＣ８異種移植片を使用した。移植の１７日後に、マウスをＣ
ＬＤＮ６特異的抗体ｍＡｂ２０６－ＬＣＣ、ｍＡｂ２０６－ＳＵＢＧおよびｍＡｂ２０６
－ＳＵＢＳで処置し、腫瘍増殖を観測した。散布図は、マウスにおけるＮＥＣ８異種移植
片の進行後治療中の種々の時点での移植腫瘍の体積を示す。抗体対照群と比較して、キメ
ラモノクローナル抗ＣＬＤＮ６抗体ｍＡｂ２０６－ＬＣＣ、ｍＡｂ２０６－ＳＵＢＧおよ
びｍＡｂ２０６－ＳＵＢＳは腫瘍増殖の阻害を示した。
【図３４ａ】腫瘍細胞株ＮＥＣ８を移植したマウスを使用した進行後治療異種移植モデル
における抗ＣＬＤＮ６キメラモノクローナル抗体ｍＡｂ２０６－ＬＣＣ、ｍＡｂ２０６－
ＳＵＢＧおよびｍＡｂ２０６－ＳＵＢＳの治療効果。　図３３と比較して、増殖曲線は、
キメラモノクローナル抗ＣＬＤＮ６抗体が腫瘍増殖を阻害できることをより詳細に示して
いる（Ａ）。
【図３４ｂ】生存率プロットは、ＣＬＤＮ６特異的抗体で処置したマウスの生存延長を示
した（Ｂ）。
【図３５】ｃｈｉｍＡＢ　６４Ａ、ｍＡｂ２０６－ＬＣＣ、ｍＡｂ２０６－ＳＵＢＧおよ
びｍＡｂ２０６－ＳＵＢＳの高解像度エピトープマッピング。　アラニン突然変異体を「
野生型残基番号アラニン」として命名し、アミノ酸を一文字表記で示す。ＣＬＤＮ６の１
番目の細胞外ドメインのアミノ酸Ｆ３５、Ｇ３７およびＳ３９ならびに潜在的にＴ３３は
、ＣＬＤＮ６特異的キメラ抗体との相互作用のために重要である。ｃｈｉｍＡＢ　６４Ａ
、ｍＡｂ２０６－ＬＣＣ、ｍＡｂ２０６－ＳＵＢＧおよびｍＡｂ２０６－ＳＵＢＳは同じ
結合パターンを示した。
【図３６】腫瘍細胞株ＮＥＣ８を移植したマウスを使用した転移異種移植モデルにおける
抗ＣＬＤＮ６マウスモノクローナル抗体ｍｕＭＡＢ　６４Ａの治療効果。　転移モデルに
おいてＮＥＣ８細胞を無胸腺Ｎｕｄｅ－Ｆｏｘｎ１ｎｕマウスの尾静脈に注射した。移植
の３日後にマウスをＣＬＤＮ６特異的抗体ｍｕＭＡＢ　６４Ａで処置した。８週間後、肺
標本を調製し、腫瘍細胞量をＰＣＲによって分析した。ＰＢＳ対照群と比較して、マウス
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モノクローナル抗ＣＬＤＮ６抗体ｍｕＭＡＢ　６４Ａは腫瘍増殖の阻害を明確に示した。
【図３７】モノクローナル抗体ｍｕＭＡＢ　６４Ａ、ｍＡｂ２０６－ＬＣＣおよびｍＡｂ
２０６－ＳＵＢＧを使用したヒト癌組織および正常組織の免疫組織化学染色。　正常組織
と異なり、卵巣癌および精巣癌からの組織切片で強い均一な染色が認められた。悪性上皮
細胞集団の非常に強い膜染色が検出されたが、隣接する間質細胞および非悪性上皮細胞は
染色されなかった。これらの結果は、発明者のＣＬＤＮ６特異的抗体が腫瘍患者由来の悪
性細胞に特異的に結合することを明らかに示す。（説明：抗体によって染色された組織の
数／分析した組織の数。）
【発明を実施するための形態】
【００８６】
＜用語の定義＞
　本発明がより容易に理解され得るために、特定の用語を最初に定義する。付加的な定義
は詳細な説明全体を通して述べる。
【００８７】
　本明細書および以下の特許請求の範囲全体を通して、文脈上特に必要とされない限り、
「含む」という語および「含むこと」などの変形は、記述される成員、整数もしくは工程
または成員、整数もしくは工程の群の包含を意味するが、いかなる他の成員、整数もしく
は工程または成員、整数もしくは工程の群の排除も意味しないと理解される。本発明の説
明に関連して（特に特許請求の範囲に関連して）使用される「１つの」および「その」と
いう用語および同様の言及は、本明細書で特に指示されない限りまたは文脈と明らかに矛
盾しない限り、単数および複数の両方を含むと解釈されるべきである。本明細書中の数値
の範囲の列挙は、単に範囲内に属する各々別々の数値を個別に言及することの簡略化した
方法であることを意図されている。本明細書で特に指示されない限り、各個別の数値は、
本明細書で個別に列挙されているかのごとくに本明細書に組み込まれる。本明細書で述べ
るすべての方法は、本明細書で特に指示されない限りまたは文脈と明らかに矛盾しない限
り、任意の適切な順序で実施することができる。本明細書で提供されるありとあらゆる例
または例示的言語（例えば「など」）の使用は、単に本発明をよりよく説明することを意
図し、特許請求される本発明の範囲に限定を課すものではない。本明細書中のいかなる言
語も、本発明の実施に必須の特許請求されない要素を指示すると解釈されるべきではない
。
【００８８】
　クローディンは密着結合の最も重要な成分であるタンパク質のファミリーであり、密着
結合において上皮の細胞の間の細胞間隙中の分子の流れを制御する傍細胞バリアを確立す
る。クローディンは、Ｎ末端およびＣ末端の両方が細胞質に位置し、膜を４回横切る膜貫
通タンパク質である。１番目の細胞外ループは平均５３個のアミノ酸から成り、２番目の
細胞外ループはおよそ２４個のアミノ酸から成る。ＣＬＤＮ６とＣＬＤＮ９はＣＬＤＮフ
ァミリーの最も類似する成員である。
【００８９】
　本明細書で使用される「ＣＬＤＮ」という用語はクローディンを意味し、ＣＬＤＮ６、
ＣＬＤＮ９、ＣＬＤＮ４およびＣＬＤＮ３を包含する。好ましくは、ＣＬＤＮはヒトＣＬ
ＤＮである。
【００９０】
　「ＣＬＤＮ６」という用語は、好ましくはヒトＣＬＤＮ６、特に（ｉ）配列番号：２の
アミノ酸配列をコードするもしくは配列番号：８のアミノ酸配列をコードする核酸配列を
含む核酸、例えば配列番号：１の核酸配列を含む核酸または（ｉｉ）配列番号：２のアミ
ノ酸配列を含むもしくは配列番号：８のアミノ酸配列を含むタンパク質に関する。ＣＬＤ
Ｎ６の１番目の細胞外ループは、好ましくは配列番号：２に示すアミノ酸配列または配列
番号：８に示すアミノ酸配列のアミノ酸２８～８０、より好ましくはアミノ酸２８～７６
、例えば配列番号：７に示すアミノ酸配列を含む。ＣＬＤＮ６の２番目の細胞外ループは
、好ましくは配列番号：２に示すアミノ酸配列または配列番号：８に示すアミノ酸配列の
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アミノ酸１３８～１６０、好ましくはアミノ酸１４１～１５９、より好ましくはアミノ酸
１４５～１５７、例えば配列番号：６に示すアミノ酸配列を含む。前記１番目および２番
目の細胞外ループは、好ましくはＣＬＤＮ６の細胞外部分を形成する。
【００９１】
　「ＣＬＤＮ９」という用語は、好ましくはヒトＣＬＤＮ９、特に（ｉ）配列番号：９の
アミノ酸配列をコードする核酸配列を含む核酸または（ｉｉ）配列番号：９のアミノ酸配
列を含むタンパク質に関する。ＣＬＤＮ９の１番目の細胞外ループは、好ましくは配列番
号：９に示すアミノ酸配列のアミノ酸２８～７６を含む。ＣＬＤＮ９の２番目の細胞外ル
ープは、好ましくは配列番号：９に示すアミノ酸配列のアミノ酸１４１～１５９を含む。
前記１番目および２番目の細胞外ループは、好ましくはＣＬＤＮ９の細胞外部分を形成す
る。
【００９２】
　「ＣＬＤＮ４」という用語は、好ましくはヒトＣＬＤＮ４、特に（ｉ）配列番号：１０
のアミノ酸配列をコードする核酸配列を含む核酸または（ｉｉ）配列番号：１０のアミノ
酸配列を含むタンパク質に関する。ＣＬＤＮ４の１番目の細胞外ループは、好ましくは配
列番号：１０に示すアミノ酸配列のアミノ酸２８～７６を含む。ＣＬＤＮ４の２番目の細
胞外ループは、好ましくは配列番号：１０に示すアミノ酸配列のアミノ酸１４１～１５９
を含む。前記１番目および２番目の細胞外ループは、好ましくはＣＬＤＮ４の細胞外部分
を形成する。
【００９３】
　「ＣＬＤＮ３」という用語は、好ましくはヒトＣＬＤＮ３、特に（ｉ）配列番号：１１
のアミノ酸配列をコードする核酸配列を含む核酸または（ｉｉ）配列番号：１１のアミノ
酸配列を含むタンパク質に関する。ＣＬＤＮ３の１番目の細胞外ループは、好ましくは配
列番号：１１に示すアミノ酸配列のアミノ酸２７～７５を含む。ＣＬＤＮ３の２番目の細
胞外ループは、好ましくは配列番号：１１に示すアミノ酸配列のアミノ酸１４０～１５８
を含む。前記１番目および２番目の細胞外ループは、好ましくはＣＬＤＮ３の細胞外部分
を形成する。
【００９４】
　上述したＣＬＤＮ配列は、前記配列の任意の変異体、特に突然変異体、スプライス変異
体、立体配座変異体、アイソフォーム変異体、対立遺伝子変異体、種変異体および種ホモ
ログ、特に天然に存在するものを包含する。対立遺伝子変異体は遺伝子の正常配列中の変
化に関するが、その重要性はしばしば不明である。完全な遺伝子配列解析は、しばしば所
与の遺伝子について数多くの対立遺伝子変異体を同定する。種ホモログは、所与の核酸配
列またはアミノ酸配列のものとは異なる種を起源とする核酸配列またはアミノ酸配列であ
る。「ＣＬＤＮ」という用語は、（ｉ）ＣＬＤＮスプライス変異体、（ｉｉ）特にＮグリ
コシル化状態などの異なるグリコシル化を有する変異体を含む、ＣＬＤＮ翻訳後修飾変異
体、（ｉｉｉ）ＣＬＤＮ立体配座変異体、（ｉｖ）ＣＬＤＮ癌関連およびＣＬＤＮ非癌関
連変異体を包含する。好ましくは、ＣＬＤＮはその天然立体配座で存在する。
【００９５】
　ＣＬＤＮ６は、例えば卵巣癌、肺癌、胃癌、乳癌、肝癌、膵癌、皮膚癌、黒色腫、頭頸
部癌、肉腫、胆管癌、腎細胞癌および膀胱癌において発現されることが認められている。
ＣＬＤＮ６は、卵巣癌、特に卵巣腺癌および卵巣奇形癌、小細胞肺癌（ＳＣＬＣ）および
非小細胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）を含む肺癌、特に扁平上皮肺癌および腺癌、胃癌、乳癌、肝
癌、膵癌、皮膚癌、特に基底細胞癌および扁平上皮癌、悪性黒色腫、頭頸部癌、特に悪性
多形腺腫、肉腫、特に滑膜肉腫および癌肉腫、胆管癌、膀胱の癌、特に移行上皮癌および
乳頭癌、腎癌、特に腎明細胞癌および乳頭状腎細胞癌を含む腎細胞癌、結腸癌、回腸の癌
を含む小腸癌、特に小腸腺癌および回腸の腺癌、精巣胎芽性癌、胎盤絨毛癌、子宮頸癌、
精巣癌、特に精巣セミノーマ、精巣奇形腫および精巣胎児性癌、子宮癌、奇形癌または胎
生期癌などの胚細胞腫瘍、特に精巣の胚細胞腫瘍、ならびにそれらの転移形態の予防およ
び／または治療のための特に好ましい標的である。１つの実施形態では、ＣＬＤＮ６発現
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に関連する癌疾患は、卵巣癌、肺癌、転移性卵巣癌および転移性肺癌から成る群より選択
される。好ましくは、卵巣癌は癌腫または腺癌である。好ましくは、肺癌は癌腫または腺
癌であり、好ましくは細気管支癌腫または細気管支腺癌などの細気管支癌である。１つの
実施形態では、ＣＬＤＮ６発現に関連する腫瘍細胞は、そのような癌の細胞である。
【００９６】
　「部分」という用語は画分を指す。アミノ酸配列またはタンパク質などの特定の構造に
関して、その「部分」という用語は、前記構造の連続または不連続画分を表し得る。好ま
しくは、アミノ酸配列の部分は、前記アミノ酸配列の少なくとも１％、少なくとも５％、
少なくとも１０％、少なくとも２０％、少なくとも３０％、好ましくは少なくとも４０％
、好ましくは少なくとも５０％、より好ましくは少なくとも６０％、より好ましくは少な
くとも７０％、さらに一層好ましくは少なくとも８０％、最も好ましくは少なくとも９０
％のアミノ酸を含む。好ましくは、部分が不連続画分である場合、前記不連続画分は、構
造の２、３、４、５、６、７、８またはそれ以上のパートで構成され、各々のパートは構
造の連続するエレメントである。例えば、アミノ酸配列の不連続画分は、前記アミノ酸配
列の２、３、４、５、６、７、８またはそれ以上のパート、好ましくは４以下のパートで
構成され得、ここで各々のパートは、好ましくはアミノ酸配列の少なくとも５個の連続す
るアミノ酸、少なくとも１０個の連続するアミノ酸、好ましくは少なくとも２０個の連続
するアミノ酸、好ましくは少なくとも３０個の連続するアミノ酸を含む。
【００９７】
　「パート」および「フラグメント」という用語は、本明細書では交換可能に使用され、
連続するエレメントを指す。例えば、アミノ酸配列またはタンパク質などの構造の１つの
パートは、前記構造の１つの連続するエレメントを指す。構造の部分、パートまたはフラ
グメントは、好ましくは前記構造の１またはそれ以上の機能特性を含む。例えば、エピト
ープまたはペプチドの部分、パートまたはフラグメントは、好ましくはそれが由来するエ
ピトープまたはペプチドと免疫学的に等価である。
【００９８】
　本発明に関連して「ＣＬＤＮの細胞外部分」という用語は、細胞外間隙に面しており、
および好ましくは前記細胞の外側から、例えば細胞の外側に位置する抗体によって、アク
セス可能であるＣＬＤＮのパートを指す。好ましくは、この用語は、１もしくはそれ以上
の細胞外ループもしくはそのパートまたは、好ましくは前記ＣＬＤＮに特異的な、ＣＬＤ
Ｎの任意の他の細胞外パートを指す。好ましくは、前記パートは、少なくとも５、少なく
とも８、少なくとも１０、少なくとも１５、少なくとも２０、少なくとも３０または少な
くとも５０個またはそれ以上のアミノ酸を含む。
【００９９】
　「細胞の表面に結合したＣＬＤＮ」という用語は、天然ＣＬＤＮ、すなわちその非変性
の、好ましくは天然に折りたたまれた状態のＣＬＤＮに関すると理解されるべきである。
好ましくは、「細胞の表面に結合したＣＬＤＮ」という用語は、ＣＬＤＮが前記細胞の形
質膜と結合して、形質膜に位置することを意味し、ここでＣＬＤＮの少なくとも一部、好
ましくは細胞外部分は、前記細胞の細胞外間隙に面しており、および前記細胞の外側から
例えば細胞の外側に位置する抗体によって、アクセス可能である。結合は直接または間接
的であり得る。例えば、結合は、１もしくはそれ以上の膜貫通ドメイン、１もしくはそれ
以上の脂質アンカーによって、および／または任意の他のタンパク質、脂質、サッカリド
もしくは細胞の形質膜の外側リーフレットに認められ得る他の構造との相互作用によって
であり得る。例えば、細胞の表面に結合したＣＬＤＮは、細胞外部分を有する膜貫通タン
パク質、すなわち内在性膜タンパク質であり得るか、または膜貫通タンパク質である別の
タンパク質と相互作用することによって細胞の表面と結合したタンパク質であり得る。
【０１００】
　ＣＬＤＮ６は、細胞の表面に位置しており、および細胞に添加されたＣＬＤＮ６特異的
抗体による結合にアクセス可能である場合、前記細胞の表面と結合している。好ましい実
施形態では、その細胞表面とＣＬＤＮ６の結合を特徴とする細胞は、ＣＬＤＮ６を発現す
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る細胞である。ＣＬＤＮ６が細胞によって発現される場合、前記細胞の表面と結合してい
るＣＬＤＮ６は、発現されたＣＬＤＮ６の一部分だけであってもよいことが理解されるべ
きである。
【０１０１】
　「ＣＬＤＮを担持する細胞」という用語は、好ましくは前記細胞がその表面にＣＬＤＮ
を担持すること、すなわちＣＬＤＮが前記細胞の表面と結合していることを意味する。
【０１０２】
　「細胞表面」または「細胞の表面」は、当分野におけるその通常の意味に従って使用さ
れ、それゆえタンパク質および他の分子による結合にアクセス可能である細胞の外側部を
包含する。
【０１０３】
　「細胞の表面で発現されるＣＬＤＮ」という表現は、細胞によって発現されるＣＬＤＮ
が、前記細胞の表面と結合して見出されることを意味する。
【０１０４】
　本発明によれば、ＣＬＤＮ６は、発現および結合のレベルが胎盤細胞または胎盤組織に
おける発現および結合と比較してより低い場合、細胞において実質的に発現されず、細胞
表面と実質的に結合していない。好ましくは、発現および結合のレベルは、胎盤細胞また
は胎盤組織における発現および結合の１０％未満、好ましくは５％、３％、２％、１％、
０．５％、０．１％もしくは０．０５％未満であるかまたはさらに一層低い。好ましくは
、ＣＬＤＮ６は、発現および結合のレベルが、胎盤組織以外の非腫瘍形成性、非癌性組織
における発現および結合のレベルを２倍未満、好ましくは１．５倍だけ上回る場合、好ま
しくは前記非腫瘍形成性、非癌性組織における発現および結合のレベルを超えない場合、
細胞において実質的に発現されず、細胞表面と実質的に結合していない。好ましくは、Ｃ
ＬＤＮ６は、発現もしくは結合のレベルが検出限界を下回る場合および／または発現もし
くは結合のレベルが、細胞に添加されたＣＬＤＮ６特異的抗体による結合を許容しないほ
ど低い場合、細胞において実質的に発現されず、細胞表面と実質的に結合していない。
【０１０５】
　本発明によれば、ＣＬＤＮ６は、発現および結合のレベルが、胎盤組織以外の非腫瘍形
成性、非癌性組織における発現および結合のレベルを好ましくは２倍以上、好ましくは１
０倍、１００倍、１０００倍または１００００倍上回る場合、細胞において発現され、細
胞表面と結合している。好ましくは、ＣＬＤＮ６は、発現および結合のレベルが検出限界
を上回る場合ならびに／または発現および結合のレベルが、細胞に添加されたＣＬＤＮ６
特異的抗体による結合を可能にするのに十分なだけ高い場合、細胞において発現され、細
胞表面と結合している。好ましくは、細胞において発現されるＣＬＤＮ６は、前記細胞の
表面で発現されるかまたは前記細胞の表面に露出されている。
【０１０６】
　「ラフト」という用語は、細胞の形質膜の外側リーフレット領域に位置するスフィンゴ
脂質およびコレステロールに富む膜マイクロドメインを指す。そのようなドメイン内で結
合する特定のタンパク質の能力および「集合体」または「巣状集合体」を形成するそれら
の能力は、タンパク質の機能を生じさせることができる。例えば、そのような構造内への
ＣＬＤＮ６分子の転位は、本発明の抗体によって結合された後、形質膜において高密度の
ＣＬＤＮ６抗原抗体複合体を形成する。そのような高密度のＣＬＤＮ６抗原抗体複合体は
、ＣＤＣの間の補体系の効率的な活性化を可能にし得る。
【０１０７】
　本発明によれば、「疾患」という用語は、癌、特に本明細書で述べる癌の形態を含む、
何らかの病的状態を指す。
【０１０８】
　「ＣＬＤＮ６を発現し、その細胞表面とＣＬＤＮ６の結合を特徴とする細胞が関与する
疾患」は、本発明によれば、疾患組織または器官の細胞における発現および結合が、好ま
しくは健常組織または器官における状態と比較して上昇していることを意味する。上昇は
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、少なくとも１０％、特に少なくとも２０％、少なくとも５０％、少なくとも１００％、
少なくとも２００％、少なくとも５００％、少なくとも１０００％、少なくとも１０００
０％またはさらにそれ以上の増大を指す。１つの実施形態では、発現および細胞表面との
結合は疾患組織においてのみ認められ、健常組織における発現は抑制されている。本発明
によれば、ＣＬＤＮ６を発現し、その細胞表面とＣＬＤＮ６の結合を特徴とする細胞が関
連する疾患には、癌疾患などの腫瘍疾患が含まれる。さらに、本発明によれば、癌疾患な
どの腫瘍疾患は、好ましくは、腫瘍細胞または癌細胞がＣＬＤＮ６を発現し、その細胞表
面とＣＬＤＮ６の結合を特徴とするものである。
【０１０９】
　本明細書で使用される、「腫瘍疾患」、「腫瘍関連疾患」または「腫瘍形成性疾患」は
、腫瘍および／もしくは腫瘍転移の生成または腫瘍および／もしくは腫瘍転移を生じさせ
る傾向をもたらし得る、異常調節された細胞成長、増殖、分化、接着および／または移動
を特徴とする疾患を包含する。「腫瘍細胞」とは、急速で制御不能の細胞増殖によって成
長し、新たな成長を開始させた刺激が停止した後も成長し続ける異常細胞を意味する。
【０１１０】
　「腫瘍」とは、急速で制御不能の細胞増殖によって成長し、新たな成長を開始させた刺
激が停止した後も成長し続ける細胞または組織の異常な群を意味する。腫瘍は、構造機構
および正常組織との機能的協調の部分的または完全な欠如を示し、通常は、良性、前悪性
または悪性のいずれかであり得る、明確な組織塊を形成する。
【０１１１】
　好ましくは、本発明による「腫瘍疾患」、「腫瘍関連疾患」または「腫瘍形成性疾患」
は、癌疾患、すなわち悪性疾患であり、腫瘍細胞は癌細胞である。好ましくは、「腫瘍疾
患」、「腫瘍関連疾患」または「腫瘍形成性疾患」は、ＣＬＤＮ６を発現し、その細胞表
面とＣＬＤＮ６の結合を特徴とする細胞によって特徴づけられ、腫瘍細胞はＣＬＤＮ６を
発現し、その細胞表面とＣＬＤＮ６の結合を特徴とする。
【０１１２】
　ＣＬＤＮ６を発現し、その細胞表面とＣＬＤＮ６の結合を特徴とする細胞は、好ましく
は腫瘍細胞または癌細胞、好ましくは本明細書で述べる腫瘍および癌の腫瘍細胞または癌
細胞である。好ましくは、そのような細胞は胎盤細胞以外の細胞である。
【０１１３】
　本発明による好ましい癌疾患または癌は、卵巣癌、特に卵巣腺癌および卵巣奇形癌、小
細胞肺癌（ＳＣＬＣ）および非小細胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）を含む肺癌、特に扁平上皮肺癌
および腺癌、胃癌、乳癌、肝癌、膵癌、皮膚癌、特に基底細胞癌および扁平上皮癌、悪性
黒色腫、頭頸部癌、特に悪性多形腺腫、肉腫、特に滑膜肉腫および癌肉腫、胆管癌、膀胱
の癌、特に移行上皮癌および乳頭癌、腎癌、特に腎明細胞癌および乳頭状腎細胞癌を含む
腎細胞癌、結腸癌、回腸の癌を含む小腸癌、特に小腸腺癌および回腸の腺癌、精巣胎芽性
癌、胎盤絨毛癌、子宮頸癌、精巣癌、特に精巣セミノーマ、精巣奇形腫および精巣胎児性
癌、子宮癌、奇形癌または胎生期癌などの胚細胞腫瘍、特に精巣の胚細胞腫瘍、ならびに
それらの転移形態から成る群より選択される。
【０１１４】
　肺癌の主要な型は、小細胞肺癌（ＳＣＬＣ）および非小細胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）である
。非小細胞肺癌には３つの主要なサブタイプ：扁平上皮肺癌、腺癌および大細胞肺癌があ
る。腺癌は肺癌の約１０％を占める。この癌は通常、肺の末梢部で認められ、これに対し
小細胞肺癌および扁平上皮肺癌は、どちらもより中心部に位置する傾向がある。
【０１１５】
　皮膚癌は皮膚上の悪性増殖物である。最も一般的な皮膚癌は、基底細胞癌、扁平上皮癌
および黒色腫である。悪性黒色腫は深刻なタイプの皮膚癌である。悪性黒色腫は、メラノ
サイトと呼ばれる色素細胞の制御不能の増殖に起因する。
【０１１６】
　本発明によれば、「癌腫」は、器官の内層（上皮細胞）から発生する癌である。
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【０１１７】
　「細気管支癌腫」は、終末細気管支の上皮に由来すると考えられる肺の癌腫であり、終
末細気管支では、腫瘍組織が肺胞壁に沿って広がり、肺胞内で小塊として成長する。ムチ
ンが細胞の一部および肺胞内の物質中で明らかにされることがあり、これには剥離細胞も
含まれる。
【０１１８】
　「腺癌」は、腺組織から発生する癌である。この組織はまた、上皮組織として知られる
より大きな組織カテゴリーの一部である。上皮組織には、皮膚、腺ならびに体腔および身
体器官の内側を覆う様々な他の組織が含まれる。上皮は、発生学的には外胚葉、内胚葉お
よび中胚葉に由来する。腺癌として分類されるために、細胞は、それらが分泌特性を有す
る限り、必ずしも腺の一部である必要はない。この形態の癌腫は、ヒトを含む一部の高等
哺乳動物において発生し得る。十分に分化された腺癌は、それらが由来する腺組織に類似
する傾向があるが、十分に分化していないものはその傾向がない場合もある。生検からの
細胞を染色することにより、病理学者は腫瘍が腺癌であるかまたは何らかの他の型の癌で
あるかを決定する。腺癌は、体内の腺の遍在性のゆえに身体の多くの組織で生じ得る。各
々の腺が同じ物質を分泌しているとは限らないが、細胞への外分泌機能が存在する限り、
腺とみなされ、それゆえその悪性形態は腺癌と命名される。悪性腺癌は他の組織を浸潤し
、十分な時間があればしばしば転移する。卵巣腺癌は最も一般的な型の卵巣癌である。卵
巣腺癌には、漿液性および粘液性腺癌、明細胞腺癌および類内膜腺癌が含まれる。
【０１１９】
　「嚢胞腺癌」は、卵巣癌の１つの型である、表層上皮性・間質性腫瘍の悪性形態である
。
【０１２０】
　表層上皮性・間質性腫瘍は、卵巣表層上皮（変化した腹膜）または異所性子宮内膜もし
くはファローピウス管組織に由来すると考えられる卵巣新生物のクラスである。この群の
腫瘍は、すべての卵巣腫瘍の過半数を占める。
【０１２１】
　奇形癌は、胎生期癌または絨毛癌またはその両方と奇形腫の混合型である生殖細胞腫瘍
を指す。絨毛癌は、通常は胎盤の、悪性の栄養芽層の侵襲性癌である。絨毛癌は肺への早
期の血行性拡大を特徴とする。
【０１２２】
　肉腫は、中胚葉の増殖を生じさせる結合組織（骨、軟骨、脂肪）の癌である。これは、
上皮起源である癌腫とは大きく異なる。滑膜肉腫は、通常は腕または脚の関節近傍で起こ
るまれな形態の癌である。滑膜肉腫は軟骨組織肉腫の１つである。
【０１２３】
　腎細胞癌または腎細胞腺癌としても知られる腎細胞癌腫は、血液をろ過し、老廃物を除
去する腎臓内の非常に小さな管である、近位尿細管の内層で発生する腎癌である。腎細胞
癌腫は、成人における群を抜いて最も一般的な型の腎癌であり、すべての尿生殖器腫瘍の
うちで最も致死的である。腎細胞癌腫の異なるサブタイプは、明細胞腎細胞癌および乳頭
状腎細胞癌である。明細胞腎細胞癌は最も一般的な形態の腎細胞癌腫である。顕微鏡下で
見た場合、明細胞腎細胞癌を構成する細胞は非常に色が薄いかまたは透明に見える。乳頭
状腎細胞癌は２番目に多いサブタイプである。これらの癌は、腫瘍の、大部分ではないに
せよ一部では、小指様の突起（乳頭と呼ばれる）を形成する。
【０１２４】
　生殖細胞腫瘍は、生殖細胞に由来する新生物である。生殖細胞腫瘍は癌性または非癌性
腫瘍であり得る。生殖細胞は通常、性腺（卵巣および精巣）の内部で生じる。性腺の外側
（例えば頭部内、口腔、頸部、骨盤の内部；胎児、乳児および幼児では身体の正中線上で
、特に尾骨の先端で最も多く認められる）で発生する生殖細胞腫瘍は、胚の発生の間の過
誤から生じる出生時欠損であり得る。
【０１２５】
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　生殖細胞腫瘍の２つの主要なクラスはセミノーマと非セミノーマであり、ここで非セミ
ノーマには、奇形癌、胎生期癌、卵黄嚢腫瘍、絨毛癌および分化した奇形腫が含まれる。
非セミノーマからの大部分の細胞株は胎生期癌に等しく、すなわちそれらはほぼ全面的に
、基本条件下では分化しない幹細胞から成るが、一部はレチノイン酸などの分化誘導物質
に応答し得る。
【０１２６】
　「転移」とは、そのもとの部位から身体の別の部分への癌細胞の拡大を意味する。転移
の形成は非常に複雑な過程であり、原発性腫瘍からの悪性細胞の分離、細胞外マトリック
スの侵襲、体腔および脈管に侵入するための内皮基底膜の貫入、ならびに次に、血液によ
って運ばれた後、標的器官の浸潤に依存する。最後に、標的部位での新たな腫瘍の成長は
血管新生に依存する。腫瘍転移はしばしば原発性腫瘍の除去後でも起こり、これは、腫瘍
細胞または成分が残存し、転移能を発現し得るからである。１つの実施形態では、本発明
による「転移」という用語は、原発性腫瘍および所属リンパ節系から遠く離れた転移に関
連する「遠隔転移」に関する。
【０１２７】
　続発性または転移性腫瘍の細胞はもとの腫瘍における細胞に類似する。これは、例えば
、卵巣癌が肝臓に転移した場合、続発性腫瘍は異常な肝細胞ではなく異常な卵巣細胞で構
成される。そこで、肝臓における腫瘍は、肝癌ではなく転移性卵巣癌と呼ばれる。
【０１２８】
　「治療する」とは、被験者において腫瘍の大きさもしくは腫瘍の数を低減することを含
む、疾患を予防するもしくは排除する；被験者において疾患を停止させるもしくは疾患の
進行を遅らせる；被験者において新たな疾患の発症を阻害するもしくは遅らせる；現在疾
患を有しているもしくは以前に疾患を有していたことがある被験者において症状および／
もしくは再発の頻度もしくは重症度を低減する；ならびに／または被験者の生存期間を延
長させる、すなわち増大させるために、本明細書で述べる化合物または組成物を被験者に
投与することを意味する。
【０１２９】
　「疾患の治療」という用語は、疾患またはその症状を治癒する、期間を短縮する、改善
する、予防する、進行もしくは悪化を遅らせるもしくは阻害する、または発症を予防する
もしくは遅延させることを包含する。
【０１３０】
　「危険性がある」とは、一般集団と比較して、疾患、特に癌を発症する可能性が通常よ
り高いと同定される被験者、すなわち患者を意味する。加えて、疾患、特に癌を有してい
たことがあるまたは現在有している被験者は、そのような被験者は引き続き疾患を発症す
る可能性があるので、疾患を発症する危険度が高い被験者である。現在癌を有しているま
たは癌を有していたことがある被験者は、癌転移の危険度も高い。
【０１３１】
　「免疫療法」という用語は、特異的免疫反応を含む治療に関する。本発明に関連して、
「保護する」、「予防する」、「予防的」、「防止的」または「防御的」などの用語は、
個体における腫瘍の発生および／または増殖の予防または治療またはその両方に関する。
本発明に関連して「免疫療法」という用語は、好ましくは能動的腫瘍免疫または腫瘍ワク
チン接種を指す。免疫療法の予防的投与、例えば本発明の組成物の予防的投与は、好まし
くは腫瘍増殖の発症から受容者を保護する。免疫療法の治療的投与、例えば本発明の組成
物の治療的投与は、腫瘍の進行／増殖の阻害をもたらし得る。これは、好ましくは腫瘍の
排除をもたらす、腫瘍の進行／増殖の減速、特に腫瘍の進行の停止を含む。免疫療法の治
療的投与は、個体を、例えば既存の腫瘍の播種または転移から保護し得る。
【０１３２】
　「免疫」または「ワクチン接種」という用語は、治療的または予防的理由から免疫応答
を誘導する目的で被験者に抗原を投与する工程を表す。
【０１３３】
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　「被験者」、「個体」、「生物」または「患者」という用語は交換可能に使用され、脊
椎動物、好ましくは哺乳動物に関する。例えば、本発明に関連する哺乳動物は、ヒト、非
ヒト霊長動物、家畜、例えばイヌ、ネコ、ヒツジ、ウシ、ヤギ、ブタ、ウマ等、実験動物
、例えばマウス、ラット、ウサギ、モルモット等、ならびに動物園の動物などの捕らわれ
ている動物である。本明細書で使用される「動物」という用語はまた、ヒトを包含する。
「被験者」という用語はまた、患者、すなわち動物、好ましくは疾患を有するヒト、好ま
しくはＣＬＤＮ６の発現に関連する疾患、好ましくは癌などの腫瘍形成性疾患を有するヒ
トを包含し得る。
【０１３４】
　「アジュバント」という用語は、免疫応答を延長するまたは増強するまたは促進する化
合物に関する。本発明の組成物は、好ましくはアジュバントの添加なしでその作用を及ぼ
す。それにもかかわらず、本出願の組成物は任意の公知のアジュバントを含み得る。アジ
ュバントには、油性エマルション（例えばフロイントアジュバント）、無機化合物（ミョ
ウバンなど）、細菌産物（百日咳菌毒素など）、リポソームおよび免疫刺激性複合体など
の不均一な群の化合物が含まれる。アジュバントの例としては、モノホスホリル脂質Ａ（
ＭＰＬ　ＳｍｉｔｈＫｌｉｎｅ　Ｂｅｅｃｈａｍ）、サポニン、例えばＱＳ２１（Ｓｍｉ
ｔｈＫｌｉｎｅ　Ｂｅｅｃｈａｍ）、ＤＱＳ２１（ＳｍｉｔｈＫｌｉｎｅ　Ｂｅｅｃｈａ
ｍ；国際公開第９６／３３７３９号）、ＱＳ７、ＱＳ１７、ＱＳ１８およびＱＳ－Ｌ１（
Ｓｏ　ｅｔ　ａｌ．，１９９７，Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌｓ　７：１７８－１８６）、不完全フ
ロイントアジュバント、完全フロイントアジュバント、ビタミンＥ、モンタニド、ミョウ
バン、ＣｐＧオリゴヌクレオチド（Ｋｒｉｅｇ　ｅｔ　ａｌ．，１９９５，Ｎａｔｕｒｅ
　３７４：５４６－５４９）、ならびにスクアレンおよび／またはトコフェロールなどの
生分解性油から調製される様々な油中水型エマルションがある。
【０１３５】
　本発明によれば、試料は、本発明に従って有用な任意の試料、特に体液および／または
細胞試料を含む組織試料などの生物学的試料であってよく、従来の方法で、例えばパンチ
生検を含む組織生検によって、および血液、気管支吸引物、痰、尿、糞便または他の体液
を採取することによって入手し得る。本発明によれば、「生物学的試料」という用語はま
た、生物学的試料の画分を包含する。
【０１３６】
　「抗体」という用語は、ジスルフィド結合によって相互に連結された少なくとも２本の
重（Ｈ）鎖と２本の軽（Ｌ）鎖を含む糖タンパク質を指し、その抗原結合部分を含む任意
の分子を包含する。「抗体」という用語は、限定されることなく、ヒトモノクローナル抗
体、ヒト化モノクローナル抗体、キメラモノクローナル抗体、一本鎖抗体、例えばｓｃＦ
ｖ、ならびにＦａｂおよびＦａｂ'フラグメントなどの抗原結合抗体フラグメントを含む
、モノクローナル抗体およびそのフラグメントまたは誘導体を包含し、また、すべての組
換え形態の抗体、例えば原核生物において発現される抗体、非グリコシル化抗体、ならび
に本明細書で述べる任意の抗原結合抗体フラグメントおよび誘導体を包含する。各々の重
鎖は、重鎖可変領域（本明細書ではＶＨと略す）と重鎖定常領域から成る。各々の軽鎖は
、軽鎖可変領域（本明細書ではＶＬと略す）と軽鎖定常領域から成る。ＶＨおよびＶＬ領
域は、より保存された、フレームワーク領域（ＦＲ）と称される領域が間に組み入れられ
た、相補性決定領域（ＣＤＲ）と称される超可変性の領域にさらに細分することができる
。各々のＶＨとＶＬは、以下の順序でアミノ末端からカルボキシ末端に配置された、３つ
のＣＤＲと４つのＦＲから成る：ＦＲ１、ＣＤＲ１、ＦＲ２、ＣＤＲ２、ＦＲ３、ＣＤＲ
３、ＦＲ４。重鎖および軽鎖の可変領域は、抗原と相互作用する結合ドメインを含む。抗
体の定常領域は、免疫系の様々な細胞（例えばエフェクター細胞）および古典的補体系の
第一成分（Ｃ１ｑ）を含む、宿主組織または因子への免疫グロブリンの結合を媒介し得る
。
【０１３７】
　本発明によれば、「ＣＤＲ配列の少なくとも１つ」という用語は、好ましくは少なくと
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もＣＤＲ３配列を意味する。「抗体鎖のＣＤＲ配列」という用語は、好ましくは抗体の重
鎖または軽鎖のＣＤＲ１、ＣＤＲ２およびＣＤＲ３に関する。
【０１３８】
　本発明によれば、特定のＣＤＲ３配列などの特定のＣＤＲ配列を含む抗体鎖への言及は
、前記特定ＣＤＲ配列が、前記抗体鎖のＣＤＲ３領域などのＣＤＲ領域を形成する、すな
わちＣＤＲ領域が前記特定ＣＤＲ配列から成るか、または前記抗体鎖のＣＤＲ３領域など
のＣＤＲ領域の一部を形成する、すなわちＣＤＲ領域が前記特定ＣＤＲ配列を含むことを
意味する。
【０１３９】
　本発明に従って特定のＣＤＲ配列を含む鎖などの、特定の抗体重鎖および／または特定
の抗体軽鎖を含む抗体に言及する場合、抗体の両方の重鎖および／または両方の軽鎖が各
々特定の抗体重鎖および／または特定の抗体軽鎖から成ることが好ましい。
【０１４０】
　「ヒト化抗体」という用語は、非ヒト種からの免疫グロブリンに実質的に由来する抗原
結合部位を有する分子を指し、ここで分子の残りの免疫グロブリン構造は、ヒト免疫グロ
ブリンの構造および／または配列に基づく。抗原結合部位は、定常ドメインに融合した完
全な可変ドメインを含み得るか、または可変ドメイン内の適切なフレームワーク領域に移
植された相補性決定領域（ＣＤＲ）だけを含み得る。抗原結合部位は、野生型であり得る
かまたは１もしくはそれ以上のアミノ酸置換によって修飾されていてもよい、例えばヒト
免疫グロブリンにより密接に類似するように修飾されていてもよい。ヒト化抗体の一部の
形態はすべてのＣＤＲ配列を保存する（例えばマウス抗体からの６つのＣＤＲ全部を含む
ヒト化マウス抗体）。また別の形態は、もとの抗体に比べて変化した１またはそれ以上の
ＣＤＲを有する。
【０１４１】
　「キメラ抗体」という用語は、重鎖および軽鎖のアミノ酸配列の各々の一部分が、特定
の種に由来するまたは特定のクラスに属する抗体中の対応する配列に相同であり、鎖の残
りのセグメントは別の抗体中の対応する配列に相同である抗体を指す。典型的には、軽鎖
と重鎖の両方の可変領域が哺乳動物の１つの種に由来する抗体の可変領域を模倣し、定常
領域は別の種に由来する抗体の配列に相同である。そのようなキメラ形態の１つの明らか
な利点は、可変領域が、例えばヒト細胞試料に由来する定常領域と組み合わせて、容易に
入手可能な非ヒト宿主生物からのＢ細胞またはハイブリドーマを用いて現在公知の供給源
から好都合に誘導できることである。可変領域は調製の容易さという利点を有し、その特
異性は供給源に影響されないが、ヒトである定常領域は、抗体を注射した場合、非ヒト供
給源からの定常領域よりもヒト被験者からの免疫応答を惹起する可能性が低い。しかし、
その定義はこの特定の例に限定されない。
【０１４２】
　本明細書で使用される、抗体の「抗原結合部分」（または単に「結合部分」）という用
語は、抗原に特異的に結合する能力を保持する抗体の１またはそれ以上のフラグメントを
指す。抗体の抗原結合機能は完全長抗体のフラグメントによって実行され得ることが示さ
れている。抗体の「抗原結合部分」という用語に包含される結合フラグメントの例には、
（ｉ）ＶＬ、ＶＨ、ＣＬおよびＣＨドメインから成る一価フラグメントである、Ｆａｂフ
ラグメント；（ｉｉ）ヒンジ領域でジスルフィド架橋によって連結された２つの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；（ｉｉｉ）Ｖ
ＨおよびＣＨドメインから成るＦｄフラグメント；（ｉｖ）抗体の１本の腕のＶＬおよび
ＶＨドメインから成るＦｖフラグメント；（ｖ）ＶＨドメインから成る、ｄＡｂフラグメ
ント（Ｗａｒｄ　ｅｔ　ａｌ．，（１９８９）Ｎａｔｕｒｅ　３４１：５４４－５４６）
；（ｖｉ）単離された相補性決定領域（ＣＤＲ）、ならびに（ｖｉｉ）場合により合成リ
ンカーによって連結されていてもよい２またはそれ以上の単離されたＣＤＲの組合せが含
まれる。さらに、Ｆｖフラグメントの２つのドメイン、ＶＬおよびＶＨは別々の遺伝子に
よってコードされるが、それらは、組換え法を用いて、ＶＬ領域とＶＨ領域が対合して一
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価分子を形成する一本鎖タンパク質（一本鎖Ｆｖ（ｓｃＦｖ）として知られる；例えばＢ
ｉｒｄ　ｅｔ　ａｌ．（１９８８）Ｓｃｉｅｎｃｅ　２４２：４２３－４２６；およびＨ
ｕｓｔｏｎ　ｅｔ　ａｌ．（１９８８）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ
　８５：５８７９－５８８３参照）としてそれらを作製することを可能にする合成リンカ
ーによって連結され得る。そのような一本鎖抗体も、抗体の「抗原結合部分」という用語
に包含されることが意図されている。さらなる例は、（ｉ）免疫グロブリンヒンジ領域ポ
リペプチドに融合した結合ドメインポリペプチド、（ｉｉ）ヒンジ領域に融合した免疫グ
ロブリン重鎖ＣＨ２定常領域、および（ｉｉｉ）ＣＨ２定常領域に融合した免疫グロブリ
ン重鎖ＣＨ３定常領域を含む結合ドメイン免疫グロブリン融合タンパク質である。結合ド
メインポリペプチドは、重鎖可変領域または軽鎖可変領域であり得る。結合ドメイン免疫
グロブリン融合タンパク質は、米国特許出願第２００３／０１１８５９２号および同第２
００３／０１３３９３９号にさらに開示されている。これらの抗体フラグメントは当業者
に公知の従来技術を用いて得られ、フラグメントは、無傷抗体と同じ方法で有用性に関し
てスクリーニングされる。
【０１４３】
　「エピトープ」という用語は、分子中の抗原決定基、すなわち免疫系によって認識され
る、例えば抗体によって認識される分子中の部分を指す。例えば、エピトープは、免疫系
によって認識される、抗原上の個別の三次元部位である。本発明に関連して、エピトープ
は、好ましくはＣＬＤＮタンパク質に由来する。エピトープは、通常、アミノ酸または糖
側鎖などの分子の化学的に活性な表面基群から成り、通常は特定の三次元構造特性ならび
に特定の電荷特性を有する。立体配座エピトープと非立体配座エピトープは、変性溶媒の
存在下では前者への結合は失われるが後者への結合は失われないことによって区別される
。ＣＬＤＮなどのタンパク質のエピトープは、好ましくは前記タンパク質の連続または不
連続部分を含み、好ましくは５～１００、好ましくは５～５０、より好ましくは８～３０
、最も好ましくは１０～２５アミノ酸長であり、例えば、エピトープは、好ましくは８、
９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２１、２２
、２３、２４または２５アミノ酸長であり得る。
【０１４４】
　本明細書で使用される「不連続エピトープ」という用語は、タンパク質の一次配列内の
少なくとも２つの別々の領域から形成されるタンパク質抗原上の立体配座エピトープを意
味する。
【０１４５】
　「二重特異性分子」という用語は、２つの異なる結合特異性を有する任意の物質、例え
ばタンパク質、ペプチド、またはタンパク質もしくはペプチド複合体を包含することが意
図されている。例えば、前記分子は、（ａ）細胞表面抗原および（ｂ）エフェクター細胞
の表面のＦｃ受容体に結合し得るまたはそれらと相互作用し得る。「多重特異性分子」ま
たは「ヘテロ特異性分子」という用語は、２以上の異なる結合特異性を有する任意の物質
、例えばタンパク質、ペプチド、またはタンパク質もしくはペプチド複合体を包含するこ
とが意図されている。例えば、前記分子は、（ａ）細胞表面抗原、（ｂ）エフェクター細
胞の表面のＦｃ受容体および（ｃ）少なくとも１つの他の成分に結合し得るまたはそれら
と相互作用し得る。したがって、本発明は、ＣＬＤＮ６に対する、およびエフェクター細
胞上のＦｃ受容体などの他の標的に対する、二重特異性、三重特異性、四重特異性および
他の多重特異性分子を包含するが、これらに限定されない。「二重特異性抗体」という用
語はまた、ダイアボディも包含する。ダイアボディは、ＶＨおよびＶＬドメインが１本の
ポリペプチド鎖上で発現されるが、同じ鎖上の２つのドメイン間での対合を許容するには
短すぎるリンカーを使用し、それによりそれらのドメインを別の鎖の相補的ドメインと対
合させて、２つの抗原結合部位を作製する、二価の二重特異性抗体である（例えば、Ｈｏ
ｌｌｉｇｅｒ，Ｐ．，ｅｔ　ａｌ．（１９９３）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ
．ＵＳＡ　９０：６４４４－６４４８；Ｐｏｌｊａｋ，Ｒ．Ｊ．，ｅｔ　ａｌ．（１９９
４）Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ　２：１１２１－１１２３参照）。
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【０１４６】
　本明細書で使用される、「ヘテロ抗体」という用語は、そのうちの少なくとも２つが異
なる特異性を有する、共に連結された２またはそれ以上の抗体、その誘導体または抗原結
合領域を指す。これらの異なる特異性には、エフェクター細胞上のＦｃ受容体に対する結
合特異性、および標的細胞、例えば腫瘍細胞上の抗原またはエピトープに対する結合特異
性が含まれる。
【０１４７】
　本明細書で述べる抗体はヒト抗体であり得る。「ヒト抗体」という用語は、本明細書で
使用される場合、ヒト生殖細胞系免疫グロブリン配列に由来する可変領域および定常領域
を有する抗体を包含することが意図されている。本発明のヒト抗体は、ヒト生殖細胞系免
疫グロブリン配列によってコードされないアミノ酸残基（例えばインビトロでのランダム
または部位特異的突然変異誘発によってまたはインビボでの体細胞突然変異によって導入
された突然変異）を含み得る。
【０１４８】
　本明細書で使用される「モノクローナル抗体」という用語は、単一分子組成の抗体分子
の調製物を指す。モノクローナル抗体は、特定のエピトープに対する単一結合特異性およ
び親和性を示す。１つの実施形態では、モノクローナル抗体は、不死化細胞に融合した、
非ヒト動物、例えばマウスから得られるＢ細胞を含むハイブリドーマによって産生される
。
【０１４９】
　「組換え抗体」という用語は、本明細書で使用される場合、（ａ）免疫グロブリン遺伝
子に関してトランスジェニックもしくはトランスクロモソーマルである動物（例えばマウ
ス）またはそれから作製されたハイブリドーマから単離された抗体、（ｂ）抗体を発現す
るように形質転換された宿主細胞から、例えばトランスフェクトーマから単離された抗体
、（ｃ）組換えコンビナトリアル抗体ライブラリから単離された抗体、および（ｄ）免疫
グロブリン遺伝子配列の他のＤＮＡ配列へのスプライシングを含む任意の他の手段によっ
て作製された、発現された、創製されたまたは単離された抗体などの、組換え手段によっ
て作製される、発現される、創製されるまたは単離されるすべての抗体を包含する。
【０１５０】
　「トランスフェクトーマ」という用語は、本明細書で使用される場合、抗体を発現する
組換え真核生物宿主細胞、例えばＣＨＯ細胞、ＮＳ／０細胞、ＨＥＫ２９３細胞、ＨＥＫ
２９３Ｔ細胞、植物細胞、または酵母細胞を含む真菌などを包含する。
【０１５１】
　本明細書で使用される、「異種抗体」は、そのような抗体を産生するトランスジェニッ
ク生物に関して定義される。この用語は、トランスジェニック生物で構成されず、および
一般にトランスジェニック生物以外の種に由来する生物において認められるものに対応す
るアミノ酸配列またはコード核酸配列を有する抗体を指す。
【０１５２】
　本明細書で使用される、「ヘテロハイブリッド抗体」は、異なる生物起源の軽鎖と重鎖
を有する抗体を指す。例えば、マウス軽鎖と結合したヒト重鎖を有する抗体はヘテロハイ
ブリッド抗体である。
【０１５３】
　本発明は、本発明の目的上「抗体」の用語に包含される、本明細書で述べるすべての抗
体および抗体の誘導体を包含する。「抗体誘導体」という用語は、任意の修飾形態の抗体
、例えば抗体と別の物質もしくは抗体との複合体、または抗体フラグメントを指す。
【０１５４】
　本明細書で述べる抗体は、好ましくは単離されている。本明細書で使用される「単離さ
れた抗体」は、異なる抗原特異性を有する他の抗体を実質的に含まない抗体を指すことが
意図されている（例えば、ＣＬＤＮ６に特異的に結合する単離された抗体は、ＣＬＤＮ６
以外の抗原に特異的に結合する抗体を実質的に含まない）。ヒトＣＬＤＮ６のエピトープ
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、アイソフォームまたは変異体に特異的に結合する単離された抗体は、しかし、他の関連
抗原、例えば他の種からの関連抗原（例えばＣＬＤＮ６種ホモログ）に対する交差反応性
を有し得る。さらに、単離された抗体は、実質的に他の細胞物質および／または化学物質
不含であり得る。本発明の１つの実施形態では、「単離された」モノクローナル抗体の組
合せは、異なる特異性を有し、十分に定義された組成で組み合わされた抗体に関する。
【０１５５】
　本発明によれば、抗体が、本明細書で述べるアッセイなどの標準的なアッセイにおいて
所定の標的に有意の親和性を有し、所定の標的に結合する場合、前記抗体は前記所定の標
的に結合することができる。好ましくは、抗体が、無傷細胞の表面で発現される標的への
抗体の結合を測定するフローサイトメトリ分析（ＦＡＣＳ分析）において標的に検出可能
に結合する場合、前記抗体は前記標的に結合することができる。好ましくは、抗体は、１
０μｇ／ｍｌもしくはそれ以下、５μｇ／ｍｌもしくはそれ以下、または２μｇ／ｍｌも
しくはそれ以下の濃度で存在する場合、前記標的に検出可能に結合する。好ましくは、抗
体は、５０ｎＭもしくはそれ以下、３０ｎＭもしくはそれ以下、または１５ｎＭもしくは
それ以下の濃度で存在する場合、前記標的に検出可能に結合する。「親和性」または「結
合親和性」は、しばしば平衡解離定数（ＫＤ）によって測定される。好ましくは、「有意
の親和性」という用語は、１０－５Ｍもしくはそれ以下、１０－６Ｍもしくはそれ以下、
１０－７Ｍもしくはそれ以下、１０－８Ｍもしくはそれ以下、１０－９Ｍもしくはそれ以
下、１０－１０Ｍもしくはそれ以下、１０－１１Ｍもしくはそれ以下、または１０－１２

Ｍもしくはそれ以下の解離定数（ＫＤ）で所定の標的に結合することを指す。本発明の抗
体は、好ましくはＣＬＤＮ６への結合に関して６５００ｎｇ／ｍｌもしくはそれ以下、３
０００ｎｇ／ｍｌもしくはそれ以下、２５００ｎｇ／ｍｌもしくはそれ以下、２０００ｎ
ｇ／ｍｌもしくはそれ以下、１５００ｎｇ／ｍｌもしくはそれ以下、１０００ｎｇ／ｍｌ
もしくはそれ以下、５００ｎｇ／ｍｌもしくはそれ以下、４００ｎｇ／ｍｌもしくはそれ
以下、３００ｎｇ／ｍｌもしくはそれ以下、２００ｎｇ／ｍｌもしくはそれ以下、または
１００ｎｇ／ｍｌもしくはそれ以下のＥＣ５０値を有する。
【０１５６】
　抗体が標準的なアッセイにおいて標的に有意の親和性を有さず、標的に有意に結合しな
い場合、前記抗体は前記標的に（実質的に）結合することができない。好ましくは、抗体
が、無傷細胞の表面で発現される標的への抗体の結合を測定するフローサイトメトリ分析
（ＦＡＣＳ分析）において標的に検出可能に結合しない場合、前記抗体は前記標的に（実
質的に）結合することができない。好ましくは、抗体は、２μｇ／ｍｌまで、好ましくは
５μｇ／ｍｌまで、好ましくは１０μｇ／ｍｌまで、好ましくは２０μｇ／ｍｌまで、よ
り好ましくは５０μｇ／ｍｌまで、特に１００μｇ／ｍｌまで、または１５０μｇ／ｍｌ
まで、２００μｇ／ｍｌまでまたはそれ以上の濃度で存在する場合、前記標的に検出可能
に結合しない。好ましくは、抗体は、１５ｎＭまで、好ましくは３０ｎＭまで、好ましく
は５０ｎＭまで、好ましくは１００ｎＭまで、好ましくは１５０ｎＭまで、または１７０
ｎＭまで、３００ｍＭまで、６００ｎＭまで、１０００ｎＭまで、１３００ｎＭまでまた
はそれ以上の濃度で存在する場合、前記標的に検出可能に結合しない。好ましくは、抗体
は、その抗体が結合する標的、すなわちＣＬＤＮ６への結合を飽和させる濃度で存在する
場合、前記標的に検出可能に結合しない。好ましくは、抗体が、その抗体が結合すること
ができる所定の標的への結合に関するＫＤよりも少なくとも１０倍、１００倍、１０３倍
、１０４倍、１０５倍または１０６倍高いＫＤで標的に結合する場合、前記抗体は前記標
的に有意の親和性を有さない。例えば、抗体が結合することができる標的への抗体の結合
に関するＫＤが１０－７Ｍである場合、抗体が有意の親和性を有さない標的への結合に関
するＫＤは、少なくとも１０－６Ｍ、１０－５Ｍ、１０－４Ｍ、１０－３Ｍ、１０－２Ｍ
または１０－１Ｍである。
【０１５７】
　抗体が、所定の標的に結合することができるが、他の標的には結合することができない
、すなわち標準的なアッセイにおいて他の標的には有意の親和性を有さず、他の標的に有
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意に結合しない場合、前記抗体は前記所定の標的に特異的である。本発明によれば、抗体
が、ＣＬＤＮ６に結合することができるが、他の標的、特にＣＬＤＮ９、ＣＬＤＮ４、Ｃ
ＬＤＮ３およびＣＬＤＮ１などのＣＬＤＮ６以外のクローディンタンパク質には結合する
ことができない場合、前記抗体はＣＬＤＮ６に特異的である。好ましくは、ＣＬＤＮ９、
ＣＬＤＮ４、ＣＬＤＮ３およびＣＬＤＮ１などのＣＬＤＮ６以外のクローディンタンパク
質に対する親和性および結合が、ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）、カゼイン、ヒト血清ア
ルブミン（ＨＳＡ）などのクローディンに無関係なタンパク質またはＭＨＣ分子もしくは
トランスフェリン受容体などの非クローディン膜貫通タンパク質または何らかの他の特定
のポリペプチドに対する親和性または結合を有意に上回らない場合、前記抗体はＣＬＤＮ
６に特異的である。好ましくは、抗体が、その抗体が特異的でない標的への結合に関する
ＫＤよりも少なくとも１０倍、１００倍、１０３倍、１０４倍、１０５倍または１０６倍
低いＫＤで所定の標的に結合する場合、前記抗体は前記所定の標的に特異的である。例え
ば、抗体が特異的である標的への結合に関するＫＤが１０－７Ｍである場合、その抗体が
特異的でない標的への結合に関するＫＤは、少なくとも１０－６Ｍ、１０－５Ｍ、１０－

４Ｍ、１０－３Ｍ、１０－２Ｍまたは１０－１Ｍである。
【０１５８】
　標的への抗体の結合は、任意の適切な方法：例えば、Ｂｅｒｚｏｆｓｋｙ　ｅｔ　ａｌ
．，"Ａｎｔｉｂｏｄｙ－Ａｎｔｉｇｅｎ　Ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ"Ｉｎ　Ｆｕｎｄａ
ｍｅｎｔａｌ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，Ｐａｕｌ，Ｗ．Ｅ．，Ｅｄ．，Ｒａｖｅｎ　Ｐｒ
ｅｓｓ　Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，ＮＹ（１９８４）、Ｋｕｂｙ，Ｊａｎｉｓ　Ｉｍｍｕｎｏｌ
ｏｇｙ，Ｗ．Ｈ．Ｆｒｅｅｍａｎ　ａｎｄ　Ｃｏｍｐａｎｙ　Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，ＮＹ（
１９９２）参照、および本明細書で述べる方法を使用して実験的に測定することができる
。親和性は、従来の技術を用いて、例えば平衡透析によって；製造者によって概説される
一般的手順を用いて、ＢＩＡｃｏｒｅ　２０００装置を使用することによって；放射性標
識標的抗原を用いた放射性免疫検定法によって；または当業者に公知の別の方法によって
、容易に測定し得る。親和性データは、例えばＳｃａｔｃｈａｒｄ　ｅｔ　ａｌ．，Ａｎ
ｎ　Ｎ．Ｙ．Ａｃａｄ．ＳｃＬ．５１：６６０（１９４９）の方法によって解析し得る。
特定の抗体抗原相互作用の測定される親和性は、異なる条件、例えば塩濃度、ｐＨの下で
測定された場合は異なり得る。したがって、親和性および他の抗原結合パラメータ、例え
ばＫＤ、ＩＣ５０の測定は、好ましくは抗体および抗原の標準化溶液ならびに標準化緩衝
液を用いて行われる。
【０１５９】
　本発明の抗体の固有の特徴は、細胞表面のクローディン６に結合する能力である。これ
は、クローディン６を発現する細胞のフローサイトメトリ分析によって明らかにされる。
【０１６０】
　クローディンを発現する生細胞へのモノクローナル抗体の結合を試験するために、フロ
ーサイトメトリを使用することができる。簡単に述べると、膜結合クローディンを発現す
る細胞株（標準的な増殖条件下で増殖させた）を、２％熱不活性化ＦＣＳおよび０．１％
ＮａＮ３を含むＰＢＳ中で様々な濃度の抗体と４℃で３０分間混合する。洗浄後、細胞を
一次抗体染色と同じ条件下で蛍光標識二次抗体と反応させる。単一細胞をゲートする側方
光散乱特性を利用して試料をＦＡＣＳによって分析することができ、標識抗体の結合が測
定される。
【０１６１】
　本発明による「結合」という用語は、好ましくは本明細書で定義される特異的結合に関
する。
【０１６２】
　本明細書で使用される、「アイソタイプ」は、重鎖定常領域遺伝子によってコードされ
る抗体クラス（例えばＩｇＭまたはＩｇＧ１）を指す。
【０１６３】
　本明細書で使用される、「アイソタイプスイッチ」は、それによって抗体のクラスまた
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はアイソタイプがある１つのＩｇクラスからその他のＩｇクラスの１つに変化する現象を
指す。
【０１６４】
　物体に適用される場合の、本明細書で使用される「天然に生じる」という用語は、物体
が自然界で認められ得るという事実を指す。例えば、自然界で供給源から単離することが
できる生物（ウイルスを含む）中に存在し、実験室においてヒトによって意図的に改変さ
れていないポリペプチドまたはポリヌクレオチド配列は、天然に生じる。
【０１６５】
　本明細書で使用される「再編成された」という用語は、基本的にそれぞれ完全なＶＨま
たはＶＬドメインをコードする立体配座においてＶセグメントがＤ－ＪまたはＪセグメン
トに直接隣接して位置する、重鎖または軽鎖免疫グロブリン遺伝子座の立体配置を指す。
再編成された免疫グロブリン（抗体）遺伝子座は、生殖細胞系ＤＮＡとの比較によって同
定することができる；再編成された遺伝子座は、少なくとも１つの組み換えられた７量体
／９量体相同性エレメントを有する。
【０１６６】
　Ｖセグメントに関して本明細書で使用される「再編成されていない」または「生殖細胞
系立体配置」という用語は、Ｖセグメントが、ＤまたはＪセグメントに直接隣接するよう
に組み換えられていない立体配置を指す。
【０１６７】
　「核酸分子」という用語は、本明細書で使用される場合、ＤＮＡ分子およびＲＮＡ分子
を包含することが意図されている。核酸分子は、一本鎖または二本鎖であってよいが、好
ましくは二本鎖ＤＮＡである。核酸分子は、例えばＤＮＡ鋳型からのインビトロ転写によ
って作製され得るＲＮＡの形態で、細胞への導入、すなわち細胞のトランスフェクション
のために使用できる。ＲＮＡは、適用の前に配列の安定化、キャップ形成およびポリアデ
ニル化によってさらに修飾することができる。
【０１６８】
　本発明に従って述べる核酸は、好ましくは単離されている。「単離された核酸」という
用語は、本発明によれば、核酸が、（ｉ）インビトロで、例えばポリメラーゼ連鎖反応（
ＰＣＲ）によって増幅された、（ｉｉ）クローニングによって組換え生産された、（ｉｉ
ｉ）例えば切断とゲル電気泳動分画によって精製された、または（ｖｉ）例えば化学合成
によって合成されたことを意味する。単離された核酸は、組換えＤＮＡ技術による操作の
ために使用可能な核酸である。
【０１６９】
　核酸は、本発明によれば、単独でまたは、相同もしくは異種であり得る他の核酸と組み
合わせて存在し得る。好ましい実施形態では、核酸は、前記核酸に関して相同または異種
であり得る発現制御配列に機能的に連結されており、ここで「相同」という用語は、核酸
が天然でも発現制御配列に機能的に連結されていることを意味し、「異種」という用語は
、核酸が天然では発現制御配列に機能的に連結されていないことを意味する。
【０１７０】
　核酸、例えばＲＮＡおよび／またはタンパク質もしくはペプチドを発現する核酸と発現
制御配列は、それらが、前記核酸の発現または転写が前記発現制御配列の制御下または影
響下にあるように互いに共有結合で連結されている場合、互いに「機能的に」連結されて
いる。核酸が、その後、コード配列に機能的に連結された発現制御配列により機能的タン
パク質へと翻訳されるはずである場合、前記発現制御配列の誘導は、コード配列内のフレ
ームシフトを引き起こさずにまたは前記コード配列が所望タンパク質もしくはペプチドへ
と翻訳されることを不可能にすることなく、前記核酸の転写を生じさせる。
【０１７１】
　「発現制御配列」という用語は、本発明によれば、プロモーター、リボソーム結合部位
、エンハンサー、および遺伝子の転写またはｍＲＮＡの翻訳を調節する他の制御エレメン
トを含む。本発明の特定の実施形態では、発現制御配列を調節することができる。発現制
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御配列の正確な構造は種または細胞型に応じて異なり得るが、一般に、それぞれ転写およ
び翻訳の開始に関与する５'非転写配列ならびに５'および３'非翻訳配列、例えばＴＡＴ
Ａボックス、キャッピング配列、ＣＡＡＴ配列等を含む。より具体的には、５'非転写発
現制御配列は、機能的に連結された核酸の転写制御のためのプロモーター配列を含有する
プロモーター領域を含む。発現制御配列はまた、エンハンサー配列または上流活性化配列
も含み得る。
【０１７２】
　本発明によれば「プロモーター」または「プロモーター領域」という用語は、発現され
る核酸配列に対して上流（５'側）に位置し、ＲＮＡポリメラーゼのための認識および結
合部位を提供することによって配列の発現を制御する核酸配列に関する。「プロモーター
領域」は、遺伝子の転写の調節に関与するさらなる因子のための認識および結合部位をさ
らに含み得る。プロモーターは、原核生物または真核生物遺伝子の転写を制御し得る。さ
らに、プロモーターは「誘導的」であり得、誘導物質に応答して転写を開始させ得るか、
または転写が誘導物質によって制御されない場合は「構成的」であり得る。誘導的プロモ
ーターの制御下にある遺伝子は、誘導物質が存在しない場合は発現されないかまたはわず
かだけ発現される。誘導物質の存在下では、遺伝子のスイッチが入って作動するかまたは
転写のレベルが上昇する。これは、一般に特定の転写因子の結合によって媒介される。
【０１７３】
　本発明による好ましいプロモーターには、ＳＰ６、Ｔ３およびＴ７ポリメラーゼのため
のプロモーター、ヒトＵ６　ＲＮＡプロモーター、ＣＭＶプロモーター、ならびにある部
分または複数の部分が、例えばヒトＧＡＰＤＨ（グリセルアルデヒド－３－リン酸デヒド
ロゲナーゼ）などの他の細胞タンパク質の遺伝子のプロモーターのある部分または複数の
部分に融合しており、付加的なイントロンを含むかまたは含まない、それらの人工ハイブ
リッドプロモーター（例えばＣＭＶ）が含まれる。
【０１７４】
　本発明によれば、「発現」という用語はその最も一般的な意味で使用され、ＲＮＡの産
生またはＲＮＡとタンパク質／ペプチドの産生を含む。この用語はまた、核酸の部分的発
現も包含する。さらに、発現は一過性にまたは安定に実施され得る。本発明によれば、発
現という用語はまた、「異所性発現」または「異常発現」も包含する。
【０１７５】
　「異所性発現」または「異常発現」は、本発明によれば、標準と比較して、好ましくは
非腫瘍形成性正常細胞または健常個体における状態と比較して、発現が変化している、好
ましくは上昇していることを意味する。発現の上昇は、少なくとも１０％、特に少なくと
も２０％、少なくとも５０％または少なくとも１００％の上昇を指す。１つの実施形態で
は、発現は疾患組織においてのみ認められ、健常組織における発現は抑制されている。
【０１７６】
　好ましい実施形態では、核酸分子は、本発明によれば、適切な場合はプロモーターと共
に、核酸の発現を制御するベクター内に存在する。「ベクター」という用語は、本明細書
ではその最も一般的な意味で使用され、核酸が、例えば原核細胞および／または真核細胞
に導入され、適切な場合は、ゲノム内に組み込まれることを可能にする、前記核酸のため
の中間媒体を含む。この種のベクターは、好ましくは細胞において複製および／または発
現される。ベクターは、プラスミド、ファージミド、バクテリオファージまたはウイルス
ゲノムを包含する。本明細書で使用される「プラスミド」という用語は、一般に、染色体
ＤＮＡとは独立して複製することができる、染色体外遺伝物質の構築物、通常は環状ＤＮ
Ａ二本鎖に関する。
【０１７７】
　抗体の発現のためのベクターとして、抗体重鎖と軽鎖が異なるベクター内に存在するベ
クター型または重鎖と軽鎖が同じベクター内に存在するベクター型のいずれかが使用でき
る。
【０１７８】
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　特定の核酸およびアミノ酸配列、例えば配列表に示すものに関して本明細書で与えられ
る教示は、前記特定配列と機能的に等価である配列、例えば特定アミノ酸配列の特性と同
一または類似の特性を示すアミノ酸配列および特定核酸配列によってコードされるアミノ
酸配列の特性と同一または類似の特性を示すアミノ酸配列をコードする核酸配列を生じさ
せる、前記特定配列の修飾型、すなわち変異体にも関連するように解釈されるべきである
。１つの重要な特性は、その標的への抗体の結合を保持することまたはＣＤＣおよび／も
しくはＡＤＣＣなどの抗体のエフェクター機能を維持することである。好ましくは、特定
の配列に関して修飾された配列は、それが抗体中のその特定配列を置換する場合、前記抗
体の標的への結合および好ましくは本明細書で述べる前記抗体の機能を保持する。
【０１７９】
　同様に、特定の抗体または特定の抗体を産生するハイブリドーマに関して本明細書で与
えられる教示は、前記特定抗体のアミノ酸配列および／または核酸配列と比較して修飾さ
れているが、機能的に等価であるアミノ酸配列および／または核酸配列を特徴とする抗体
にも関連するように解釈されるべきである。１つの重要な性質は、その標的への抗体の結
合を保持することまたは抗体のエフェクター機能を維持することである。好ましくは、特
定の配列に関して修飾された配列は、それが抗体中のその特定配列を置換する場合、前記
抗体の標的への結合および好ましくは本明細書で述べる前記抗体の機能、例えばＣＤＣ媒
介性溶解またはＡＤＣＣ媒介性溶解の機能を保持する。
【０１８０】
　特にＣＤＲ、超可変および可変領域の配列は、標的に結合する能力を失わずに修飾され
得ることが当業者に認識される。例えば、ＣＤＲ領域は、本明細書で特定する抗体の領域
に同一または高度に相同である。「高度に相同」により、１～５、好ましくは１～４、例
えば１～３または１もしくは２個の置換がＣＤＲ内で為されていてもよいことが企図され
る。加えて、超可変および可変領域は、本明細書で特定して開示される抗体の領域と実質
的な相同性を示すように修飾され得る。
【０１８１】
　本明細書で述べる特定の核酸はまた、特定の宿主細胞または生物におけるコドン使用頻
度を最適化するために修飾された核酸を包含することが理解されるべきである。生物間で
のコドン使用頻度の相違は、異種遺伝子発現に関する様々な問題を引き起こし得る。もと
の配列の１またはそれ以上のヌクレオチドを変化させることによるコドン最適化は、核酸
が発現される同種または異種宿主における前記核酸の発現の最適化、特に翻訳効率の最適
化をもたらすことができる。
【０１８２】
　本発明によれば、核酸配列、アミノ酸配列またはペプチドの変異体、誘導体、修飾形態
またはフラグメントは、好ましくは、それぞれ、それが由来する核酸配列、アミノ酸配列
またはペプチドの機能的特性を有する。そのような機能的特性は、他の分子との相互作用
または他の分子への結合を含む。１つの実施形態では、核酸配列、アミノ酸配列またはペ
プチドの変異体、誘導体、修飾形態またはフラグメントは、それぞれ、それが由来する核
酸配列、アミノ酸配列またはペプチドと免疫学的に等価である。
【０１８３】
　好ましくは、特定の核酸配列と、前記特定核酸配列に関して修飾されたまたは前記特定
核酸配列の変異体である核酸配列との間の同一性の程度は、少なくとも７０％、好ましく
は少なくとも７５％、より好ましくは少なくとも８０％、さらに一層好ましくは少なくと
も９０％、または最も好ましくは少なくとも９５％、９６％、９７％、９８％もしくは９
９％である。ＣＬＤＮ６核酸変異体に関して、同一性の程度は、好ましくは少なくとも約
３００、少なくとも約４００、少なくとも約４５０、少なくとも約５００、少なくとも約
５５０、少なくとも約６００または少なくとも約６３０ヌクレオチドの領域に対して与え
られる。好ましい実施形態では、同一性の程度は、配列表に示す核酸配列などの参照核酸
配列の全長に対して与えられる。好ましくは、２つの配列は、互いにハイブリダイズして
、安定な二本鎖を形成することができ、ハイブリダイゼーションは、好ましくはポリヌク
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レオチド間の特異的ハイブリダイゼーションを可能にする条件（ストリンジェントな条件
）下で実施される。ストリンジェントな条件は、例えば、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎ
ｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，Ｊ．Ｓａｍｂｒｏｏｋ　ｅｔ　ａｌ
．，Ｅｄｉｔｏｒｓ，２ｎｄ　Ｅｄｉｔｉｏｎ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ
　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　ｐｒｅｓｓ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ，Ｎｅｗ
　Ｙｏｒｋ，１９８９またはＣｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕ
ｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，Ｆ．Ｍ．Ａｕｓｕｂｅｌ　ｅｔ　ａｌ．，Ｅｄｉｔｏｒｓ，Ｊ
ｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ，Ｉｎｃ．，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋに記載されており、例
えば、ハイブリダイゼーション緩衝液（３．５×ＳＳＣ、０．０２％フィコール、０．０
２％ポリビニルピロリドン、０．０２％ウシ血清アルブミン、２．５ｍＭ　ＮａＨ２ＰＯ

４（ｐＨ７）、０．５％ＳＤＳ、２ｍＭ　ＥＤＴＡ）中６５℃でのハイブリダイゼーショ
ンを指す。ＳＳＣは、０．１５Ｍ塩化ナトリウム／０．１５Ｍクエン酸ナトリウム、ｐＨ
７である。ハイブリダイゼーション後、ＤＮＡが導入された膜を、例えば２×ＳＳＣ中室
温で、次に０．１～０．５×ＳＳＣ／０．１×ＳＤＳ中６８℃までの温度で洗浄する。
【０１８４】
　本発明による「変異体」という用語はまた、突然変異体、スプライス変異体、立体配座
変異体、アイソフォーム変異体、対立遺伝子変異体、種変異体および種ホモログ、特に天
然に存在するものを包含する。対立遺伝子変異体は、遺伝子の正常配列中の変化に関する
が、その重要性はしばしば不明である。完全な遺伝子配列解析は、しばしば所与の遺伝子
について数多くの対立遺伝子変異体を同定する。種ホモログは、所与の核酸配列またはア
ミノ酸配列のものとは異なる種を起源とする核酸配列またはアミノ酸配列である。
【０１８５】
　本発明の目的上、アミノ酸配列の「変異体」は、アミノ酸挿入変異体、アミノ酸付加変
異体、アミノ酸欠失変異体および／またはアミノ酸置換変異体を包含する。タンパク質の
Ｎ末端および／またはＣ末端に欠失を含むアミノ酸欠失変異体は、Ｎ末端および／または
Ｃ末端切断変異体とも呼ばれる。
【０１８６】
　アミノ酸挿入変異体は、特定のアミノ酸配列内に１または２またはそれ以上のアミノ酸
の挿入を含む。挿入を有するアミノ酸配列変異体の場合、１またはそれ以上のアミノ酸残
基がアミノ酸配列内の特定の部位に挿入されるが、生じる産物の適切なスクリーニングを
伴うランダムな挿入も可能である。
【０１８７】
　アミノ酸付加変異体は、１またはそれ以上のアミノ酸、例えば１、２、３、５、１０、
２０、３０、５０またはそれ以上のアミノ酸のアミノ末端および／またはカルボキシ末端
融合を含む。
【０１８８】
　アミノ酸欠失変異体は、配列からの１またはそれ以上のアミノ酸の除去、例えば１、２
、３、５、１０、２０、３０、５０またはそれ以上のアミノ酸の除去を特徴とする。欠失
はタンパク質の任意の位置であり得る。
【０１８９】
　アミノ酸置換変異体は、配列内の少なくとも１個の残基が除去され、別の残基がその位
置に挿入されていることを特徴とする。相同なタンパク質もしくはペプチドの間で保存さ
れていないアミノ酸配列内の位置に修飾が存在することおよび／またはアミノ酸が類似の
特性を有する別のアミノ酸で置換されることが好ましい。好ましくは、タンパク質変異体
内のアミノ酸変化は、保存的アミノ酸変化、すなわち類似の荷電または非荷電アミノ酸の
置換である。保存的アミノ酸変化は、それらの側鎖が関連するアミノ酸のファミリーの１
つの置換を含む。天然に生じるアミノ酸は一般に４つのファミリーに分けられる：酸性（
アスパラギン酸、グルタミン酸）、塩基性（リシン、アルギニン、ヒスチジン）、非極性
（アラニン、バリン、ロイシン、イソロイシン、プロリン、フェニルアラニン、メチオニ
ン、トリプトファン）、および非荷電極性（グリシン、アスパラギン、グルタミン、シス
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テイン、セリン、トレオニン、チロシン）アミノ酸。フェニルアラニン、トリプトファン
およびチロシンは、時として芳香族アミノ酸として一緒に分類される。
【０１９０】
　配列番号：３７に従うアミノ酸配列に関して変異体という用語は、特に４６位のシステ
インが上記で挙げたアミノ酸、好ましくはグリシン、アラニン、セリン、トレオニン、バ
リンまたはロイシンなどの、システイン以外の別のアミノ酸によって置換されている配列
に関する。
【０１９１】
　好ましくは、特定のアミノ酸配列と、前記特定アミノ酸配列に関して修飾されたまたは
前記特定アミノ酸配列の変異体であるアミノ酸配列との間の、例えば実質的な相同性を示
すアミノ酸配列の間の類似性の程度、好ましくは同一性の程度は、少なくとも７０％、好
ましくは少なくとも８０％、さらに一層好ましくは少なくとも９０％、または最も好まし
くは少なくとも９５％、９６％、９７％、９８％もしくは９９％である。類似性または同
一性の程度は、好ましくは、参照アミノ酸配列の全長の少なくとも約１０％、少なくとも
約２０％、少なくとも約３０％、少なくとも約４０％、少なくとも約５０％、少なくとも
約６０％、少なくとも約７０％、少なくとも約８０％、少なくとも約９０％または約１０
０％であるアミノ酸領域に対して与えられる。例えば、参照アミノ酸配列が２００アミノ
酸から成る場合、類似性または同一性の程度は、好ましくは少なくとも約２０、少なくと
も約４０、少なくとも約６０、少なくとも約８０、少なくとも約１００、少なくとも約１
２０、少なくとも約１４０、少なくとも約１６０、少なくとも約１８０または少なくとも
約２００アミノ酸の、好ましくは連続するアミノ酸に対して与えられる。ＣＬＤＮ６ポリ
ペプチド変異体に関して、類似性または同一性の程度は、好ましくは少なくとも約１００
、少なくとも約１２０、少なくとも約１４０、少なくとも約１６０、少なくとも約１８０
、少なくとも約２００または少なくとも約２１０アミノ酸の領域に対して与えられる。好
ましい実施形態では、類似性または同一性の程度は、配列表に示すアミノ酸配列などの参
照アミノ酸配列の全長に対して与えられる。配列類似性、好ましく配列同一性を決定する
ためのアラインメントは、当分野で公知のツールを用いて、好ましくは最良の配列アライ
ンメントを使用して、例えばＡｌｉｇｎを使用して、標準的な設定、好ましくはＥＭＢＯ
ＳＳ：：ニードル、マトリックス：Ｂｌｏｓｕｍ６２、ギャップオープン１０．０、ギャ
ップ伸長０．５を用いて実施することができる。
【０１９２】
　「配列類似性」は、同一であるかまたは保存的アミノ酸置換を示すアミノ酸のパーセン
トを指示する。２つのポリペプチドまたは核酸配列の間の「配列同一性」は、配列間で同
一であるアミノ酸またはヌクレオチドのパーセントを指示する。
【０１９３】
　「同一性パーセント」は、最良のアラインメント後に得られ、このパーセントは純粋に
統計的であって、２つの配列の間の相違はランダムにおよびそれらの全長にわたって分布
する。２つのヌクレオチドまたはアミノ酸配列の間の配列比較は、従来これらの配列を最
適に整列した後で比較することによって実施され、前記比較は、配列類似性の局所領域を
同定し、比較するためにセグメントごとにまたは「比較ウィンドウ」ごとに実施される。
比較のための配列の最適アラインメントは、手操作による以外に、Ｓｍｉｔｈ　ａｎｄ　
Ｗａｔｅｒｍａｎ，１９８１，Ａｄｓ　Ａｐｐ．Ｍａｔｈ．２，４８２の局所相同性アル
ゴリズムによって、Ｎｅｄｄｌｅｍａｎ　ａｎｄ　Ｗｕｎｓｃｈ，１９７０，Ｊ．Ｍｏｌ
．Ｂｉｏｌ．４８，４４３の局所相同性アルゴリズムによって、Ｐｅａｒｓｏｎ　ａｎｄ
　Ｌｉｐｍａｎ，１９８８，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８５，２
４４４の類似性検索法によって、またはこれらのアルゴリズムを使用したコンピュータプ
ログラム（Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　Ｓｏｆｔｗａｒｅ　Ｐａｃｋａｇｅ
，Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　Ｃｏｍｐｕｔｅｒ　Ｇｒｏｕｐ，５７５　Ｓｃｉｅｎｃｅ　Ｄｒｉ
ｖｅ，Ｍａｄｉｓｏｎ，Ｗｉｓ．のＧＡＰ、ＢＥＳＴＦＩＴ、ＦＡＳＴＡ、ＢＬＡＳＴ　
Ｐ、ＢＬＡＳＴ　ＮおよびＴＦＡＳＴＡ）によって作成され得る。
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【０１９４】
　同一性パーセントは、比較する２つの配列の間で同一の位置の数を決定し、これら２つ
の配列間の同一性パーセントを得るためにこの数を比較する位置の数で除して、得られた
結果に１００を乗じることによって計算される。
【０１９５】
　「保存的置換」は、例えば、関与する残基の極性、電荷、溶解度、疎水性、親水性およ
び／または両親媒性の類似度に基づいて行われ得る。例えば：（ａ）非極性（疎水性）ア
ミノ酸には、アラニン、ロイシン、イソロイシン、バリン、プロリン、フェニルアラニン
、トリプトファンおよびメチオニンが含まれる；（ｂ）極性中性アミノ酸には、グリシン
、セリン、トレオニン、システイン、チロシン、アスパラギンおよびグルタミンが含まれ
る；（ｃ）正に荷電した（塩基性）アミノ酸には、アルギニン、リシンおよびヒスチジン
が含まれる；ならびに（ｄ）負に荷電した（酸性）アミノ酸には、アスパラギン酸および
グルタミン酸が含まれる。置換は、典型的には（ａ）～（ｄ）の群の中で行われ得る。加
えて、グリシンとプロリンは、αへリックスを破壊するそれらの能力に基づいて互いに置
換され得る。一部の好ましい置換は、以下の群の間で行われ得る：（ｉ）ＳとＴ；（ｉｉ
）ＰとＧ；ならびに（ｉｉｉ）Ａ、Ｖ、ＬおよびＩ。公知の遺伝暗号ならびに組換えおよ
び合成ＤＮＡ技術を考慮して、当業者は、保存的アミノ酸変異体をコードするＤＮＡを容
易に構築することができる。
【０１９６】
　本発明は、抗体の機能的および薬物動態学的特性を変化させるためにＦｃ領域内で変更
が為された抗体を包含する。そのような変更は、Ｃ１ｑ結合とＣＤＣまたはＦｃγＲ結合
とＡＤＣＣの低下または上昇を生じさせ得る。置換は、例えば、重鎖定常領域のアミノ酸
残基の１またはそれ以上において行うことができ、それにより、修飾された抗体と比較し
て抗原に結合する能力を保持しながらエフェクター機能の変化を生じさせ得る。米国特許
第５，６２４，８２１号および同第５，６４８，２６０号参照。
【０１９７】
　抗体のインビボ半減期は、分子が無傷ＣＨ２ドメインまたは無傷Ｉｇ　Ｆｃ領域を含ま
ないようにＩｇ定常ドメインまたはＩｇ様定常ドメインのサルベージ受容体エピトープを
修飾することによって改善できる。米国特許第６，１２１，０２２号および同第６，１９
４，５５１号参照。インビボ半減期は、Ｆｃ領域内に突然変異を作製することによって、
例えば２５２位のロイシンをトレオニンに置換することによって、２５４位のセリンをト
レオニンに置換することによって、または２５６位のフェニルアラニンをトレオニンに置
換することによってさらに延長させることができる。米国特許第６，２７７，３７５号参
照。
【０１９８】
　さらに、抗体のエフェクター機能を変化させるために抗体のグリコシル化パターンを改
変することができる。例えば、Ｆｃ受容体に対するＦｃ領域の親和性を高め、次にそれに
よりＮＫ細胞の存在下での抗体のＡＤＣＣの増大を生じさせるために、通常はＦｃ領域の
２９７位でＡｓｎに結合しているフコース単位を付加しないトランスフェクトーマにおい
て抗体を発現させることができる。Ｓｈｉｅｌｄ　ｅｔ　ａｌ．（２００２）ＪＢＣ，２
７７：２６７３３参照。さらに、ＣＤＣを改変するためにガラクトシル化の修飾を行うこ
とができる。
【０１９９】
　あるいは、別の実施形態では、飽和突然変異誘発などにより、抗ＣＬＤＮ６抗体コード
配列の全部または一部に沿ってランダムに突然変異を導入することができ、生じる改変さ
れた抗ＣＬＤＮ６抗体を結合活性に関してスクリーニングすることができる。
【０２００】
　本発明によれば、「細胞」または「宿主細胞」という用語は、好ましくは無傷細胞、す
なわち酵素、小器官または遺伝物質などの通常の細胞内成分を放出していない無傷膜を有
する細胞に関する。無傷細胞は、好ましくは生存可能な細胞、すなわちその正常な代謝機
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能を実施することができる生細胞である。好ましくは、前記用語は、本発明によれば、外
因性核酸で形質転換またはトランスフェクトすることができる任意の細胞に関する。「細
胞」という用語は、本発明によれば、原核細胞（例えば大腸菌）または真核細胞（例えば
樹状細胞、Ｂ細胞、ＣＨＯ細胞、ＣＯＳ細胞、Ｋ５６２細胞、ＨＥＫ２９３細胞、ＨＥＬ
Ａ細胞、酵母細胞および昆虫細胞）を包含する。外因性核酸は、（ｉ）それ自体で自由に
分散して、（ｉｉ）組換えベクターに組み込まれて、または（ｉｉｉ）宿主細胞ゲノムも
しくはミトコンドリアＤＮＡに組み入れられて、細胞の内部で認められ得る。ヒト、マウ
ス、ハムスター、ブタ、ヤギおよび霊長動物からの細胞などの、哺乳動物細胞が特に好ま
しい。細胞は多数の組織型に由来してよく、一次細胞および細胞株を包含する。具体的な
例には、ケラチノサイト、末梢血白血球、骨髄幹細胞および胚性幹細胞が含まれる。さら
なる実施形態では、細胞は、抗原提示細胞、特に樹状細胞、単球またはマクロファージで
ある。「宿主細胞」という用語は、本明細書で使用される場合、好ましくは組換え発現ベ
クターが導入された細胞を指すことが意図されている。
【０２０１】
　核酸分子を含む細胞は、好ましくは前記核酸によってコードされるペプチドまたはタン
パク質を発現する。
【０２０２】
　「トランスジェニック動物」という用語は、１またはそれ以上の導入遺伝子、好ましく
は重鎖および／もしくは軽鎖導入遺伝子、または導入染色体（動物の天然ゲノムＤＮＡに
組み込まれたもしくは組み込まれていない）を含むゲノムを有し、好ましくは導入遺伝子
を発現することができる動物を指す。例えば、トランスジェニックマウスは、マウスが、
ＣＬＤＮ６抗原および／またはＣＬＤＮ６を発現する細胞で免疫化された場合ヒト抗ＣＬ
ＤＮ６抗体を産生するように、ヒト軽鎖導入遺伝子と、ヒト重鎖導入遺伝子またはヒト重
鎖導入染色体のいずれかを有し得る。ヒト重鎖導入遺伝子は、ＨＣｏ７もしくはＨＣｏｌ
２マウスなどのトランスジェニックマウス、例えばＨｕＭＡｂマウスの場合のように、マ
ウスの染色体ＤＮＡに組み込まれ得るか、またはヒト重鎖導入遺伝子は、国際公開第０２
／４３４７８号に記載されているトランスクロモソーマル（例えばＫＭ）マウスの場合の
ように、染色体外に維持され得る。そのようなトランスジェニックおよびトランスクロモ
ソーマルマウスは、Ｖ－Ｄ－Ｊ組換えおよびアイソタイプスイッチを受けることによりＣ
ＬＤＮ６に対するヒトモノクローナル抗体の多数のアイソタイプ（例えばＩｇＧ、ＩｇＡ
および／またはＩｇＥ）を産生することができると考えられる。
【０２０３】
　本明細書で使用される「低減する」または「阻害する」は、レベル、例えば細胞の増殖
のレベルの、好ましくは５％またはそれ以上、１０％またはそれ以上、２０％またはそれ
以上、より好ましくは５０％またはそれ以上、最も好ましくは７５％またはそれ以上の全
体的な低下を生じさせる能力を意味する。「阻害する」という用語または同様の語句は、
完全な阻害または基本的に完全な阻害、すなわちゼロまでまたは基本的にゼロまで低減す
ることを包含する。
【０２０４】
　「上昇させること」または「増強すること」などの用語は、好ましくは、少なくとも約
１０％、好ましくは少なくとも２０％、好ましくは少なくとも３０％、より好ましくは少
なくとも４０％、より好ましくは少なくとも５０％、さらに一層好ましくは少なくとも８
０％、最も好ましくは少なくとも１００％の上昇または増強に関する。これらの用語はま
た、ゼロ時点で特定の化合物または状態について検出可能なシグナルが存在せず、および
ゼロ時点より後の特定の時点で特定の化合物または状態について検出可能なシグナルが存
在する状況にも関し得る。
【０２０５】
　「免疫学的に等価」という用語は、免疫学的に等価のアミノ酸配列などの免疫学的に等
価の分子が、同じかもしくは基本的に同じ免疫学的特性を示すおよび／または、例えば免
疫学的作用の種類に関して、例えば体液性および／もしくは細胞性免疫応答の誘導、誘導
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される免疫反応の強さおよび／もしくは期間または誘導される免疫反応の特異性などに関
して、同じかもしくは基本的に同じ免疫学的作用を及ぼすことを意味する。本発明に関連
して、「免疫学的に等価」という用語は、好ましくは免疫化のために使用されるペプチド
またはペプチド変異体の免疫学的作用または特性に関して使用される。特定の免疫学的特
性は、抗体に結合する能力および、適切な場合は、好ましくは抗体の生成を刺激すること
により、免疫応答を生じさせる能力である。例えば、アミノ酸配列が、被験者の免疫系に
暴露されたとき、ＣＬＤＮ６の一部を形成する参照アミノ酸配列などの参照アミノ酸配列
と反応する特異性を有する免疫反応、好ましくは抗体を誘導する場合、前記アミノ酸配列
は参照アミノ酸配列と免疫学的に等価である。
【０２０６】
　本発明に関連して「免疫エフェクター機能」という用語は、腫瘍の播種および転移の阻
害を含む、腫瘍増殖の阻害および／または腫瘍発生の阻害を生じさせる免疫系の成分によ
って媒介される任意の機能を包含する。好ましくは、免疫エフェクター機能は腫瘍細胞の
死滅を生じさせる。好ましくは、本発明に関連する免疫エフェクター機能は、抗体媒介性
エフェクター機能である。そのような機能には、補体依存性細胞傷害（ＣＤＣ）、抗体依
存性細胞媒介性細胞傷害（ＡＤＣＣ）、例えば表面抗原への抗体の結合による、腫瘍関連
抗原を担持する細胞におけるアポトーシスの誘導、および／または腫瘍関連抗原を担持す
る細胞の増殖の阻害、好ましくはＡＤＣＣおよび／またはＣＤＣが含まれる。したがって
、１またはそれ以上の免疫エフェクター機能を媒介することができる抗体は、好ましくは
、ＣＤＣ媒介性溶解、ＡＤＣＣ媒介性溶解、アポトーシス、同型接着および／または食作
用を誘導することにより、好ましくはＣＤＣ媒介性溶解および／またはＡＤＣＣ媒介性溶
解を誘導することにより、細胞の死滅化を媒介することができる。抗体はまた、単に腫瘍
細胞の表面の腫瘍関連抗原に結合することによっても作用を及ぼし得る。例えば、抗体は
、腫瘍関連抗原の機能をブロックし得るかまたは単に腫瘍細胞の表面の腫瘍関連抗原に結
合することによってアポトーシスを誘導し得る。
【０２０７】
＜発明の詳細な説明＞
　ｍＡｂ作用の機構
　以下は、本発明の抗体の治療効果の基礎となる機構についての考察を提供するが、これ
はいかなる意味においても本発明への限定とみなされるべきではない。
【０２０８】
　本明細書で述べる抗体は、好ましくはＡＤＣＣまたはＣＤＣを介して、免疫系の成分と
相互作用し得る。本発明の抗体はまた、ペイロード（例えば放射性同位体、薬剤もしくは
毒素）を標的して腫瘍細胞を直接死滅させるためにも使用でき、または伝統的な化学療法
剤と相乗作用的に使用して、Ｔリンパ球への化学療法剤の細胞傷害性副作用のために損な
われた可能性がある抗腫瘍免疫応答を含み得る補完的作用機構を介して腫瘍を攻撃するこ
ともできる。しかし、本発明の抗体はまた、単に細胞表面上のＣＬＤＮ６に結合すること
によって、したがって、例えば細胞の増殖をブロックすることによっても作用を及ぼし得
る。
【０２０９】
　抗体依存性細胞媒介性細胞傷害
　ＡＤＣＣは、本明細書で述べるエフェクター細胞、特にリンパ球の細胞死滅化能力を表
わし、これは、好ましくは標的細胞が抗体によって印づけられることを必要とする。
【０２１０】
　ＡＤＣＣは、好ましくは、抗体が腫瘍細胞上の抗原に結合し、抗体Ｆｃドメインが免疫
エフェクター細胞の表面のＦｃ受容体（ＦｃＲ）と係合した場合に起こる。Ｆｃ受容体の
いくつかのファミリーが同定されており、特定細胞集団は、規定されたＦｃ受容体を特徴
的に発現する。ＡＤＣＣは、抗原提示および腫瘍に対するＴ細胞応答の誘導を導く様々な
程度の即時腫瘍破壊を直接誘導する機構とみなすことができる。好ましくは、ＡＤＣＣの
インビボでの誘導は、抗腫瘍Ｔ細胞応答および宿主由来の抗体応答をもたらす。
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【０２１１】
　補体依存性細胞傷害
　ＣＤＣは、抗体によって指令され得るもう１つの細胞死滅化方法である。ＩｇＭは補体
活性化のために最も有効なアイソタイプである。ＩｇＧ１およびＩｇＧ３も、古典的補体
活性化経路によってＣＤＣを指令するうえでどちらも非常に有効である。好ましくは、こ
のカスケードにおいて、抗原抗体複合体の形成は、ＩｇＧ分子などの関与する抗体分子の
ＣＨ２ドメイン上のごく近接する多数のＣ１ｑ結合部位の露出を生じさせる（Ｃ１ｑは補
体Ｃ１の３つのサブ成分の１つである）。好ましくは、これらの露出されたＣ１ｑ結合部
位は、それまでの低親和性Ｃ１ｑ－ＩｇＧ相互作用を高いアビディティの相互作用へと変
換し、それが、一連の他の補体タンパク質を含む事象のカスケードを開始させ、エフェク
ター細胞化学走性／活性化物質Ｃ３ａおよびＣ５ａのタンパク質分解性放出を導く。好ま
しくは、補体カスケードは、細胞内および細胞外への水と溶質の自由な通過を促進する細
胞膜の細孔を作り出す、膜傷害性複合体の形成で終了する。
【０２１２】
　抗体の作製
　本発明の抗体は、従来のモノクローナル抗体法、例えばＫｏｈｌｅｒ　ａｎｄ　Ｍｉｌ
ｓｔｅｉｎ，Ｎａｔｕｒｅ　２５６：４９５（１９７５）の標準的な体細胞ハイブリダイ
ゼーション技術を含む、様々な技術によって作製することができる。体細胞ハイブリダイ
ゼーション手順が原則として好ましいが、モノクローナル抗体を作製するための他の技術
、例えばＢリンパ球のウイルス形質転換もしくは発癌性形質転換または抗体遺伝子のライ
ブラリを使用したファージディスプレイ技術も使用できる。
【０２１３】
　モノクローナル抗体を分泌するハイブリドーマを作製するための好ましい動物系は、マ
ウスの系である。マウスにおけるハイブリドーマの作製は極めて広く確立された手順であ
る。免疫化プロトコールおよび融合のための免疫脾細胞を単離するための技術は当分野に
おいて公知である。融合パートナー（例えばマウス骨髄腫細胞）および融合手順も公知で
ある。
【０２１４】
　モノクローナル抗体を分泌するハイブリドーマを作製するための他の好ましい動物系は
、ラットおよびウサギの系である（例えばＳｐｉｅｋｅｒ－Ｐｏｌｅｔ　ｅｔ　ａｌ．，
Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．９２：９３４８（１９９５）に記
載されている；また、Ｒｏｓｓｉ　ｅｔ　ａｌ．，Ａｍ．Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｐａｔｈｏｌ．
１２４：２９５（２００５）も参照のこと）。
【０２１５】
　さらに別の好ましい実施形態では、ＣＬＤＮ６に対するヒトモノクローナル抗体は、マ
ウスの系ではなくヒト免疫系の部分を担持するトランスジェニックまたはトランスクロモ
ソーマルマウスを使用して作製できる。これらのトランスジェニックおよびトランスクロ
モソーマルマウスは、それぞれＨｕＭＡｂマウスおよびＫＭマウスとして知られるマウス
を包含し、本明細書では集合的に「トランスジェニックマウス」と称する。そのようなト
ランスジェニックマウスにおけるヒト抗体の生産は、国際公開第２００４／０３５６０７
号の中でＣＤ２０に関して詳述されているように実施することができる。
【０２１６】
　モノクローナル抗体を作製するためのさらに別の方法は、定義された方法の抗体を産生
するリンパ球から抗体をコードする遺伝子を直接単離することであり、例えばＢａｂｃｏ
ｃｋ　ｅｔ　ａｌ．，１９９６；Ａ　ｎｏｖｅｌ　ｓｔｒａｔｅｇｙ　ｆｏｒ　ｇｅｎｅ
ｒａｔｉｎｇ　ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　ｆｒｏｍ　ｓｉｎｇｌｅ
，ｉｓｏｌａｔｅｄ　ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ　ｐｒｏｄｕｃｉｎｇ　ａｎｔｉｂｏｄｉ
ｅｓ　ｏｆ　ｄｅｆｉｎｅｄ　ｓｔｒａｔｅｇｙ参照。組換え抗体工学の詳細についは、
Ｗｅｌｓｃｈｏｆ　ａｎｄ　Ｋｒａｕｓ，Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　ａｎｔｉｂｏｄｅｓ
　ｆｏｒ　ｃａｎｃｅｒ　ｔｈｅｒａｐｙ　ＩＳＢＮ－０－８９６０３－９１８－８およ
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びＢｅｎｎｙ　Ｋ．Ｃ．Ｌｏ　Ａｎｔｉｂｏｄｙ　Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ　ＩＳＢＮ　
１－５８８２９－０９２－１も参照のこと。
【０２１７】
　免疫化
　ＣＬＤＮ６に対する抗体を作製するため、上述したように、ＣＬＤＮ６配列に由来する
担体結合ペプチド、組換え発現されたＣＬＤＮ６抗原もしくはそのフラグメントの富化製
剤および／またはＣＬＤＮ６もしくはそのフラグメントを発現する細胞でマウスを免疫化
することができる。あるいは、完全長ヒトＣＬＤＮ６またはそのフラグメントをコードす
るＤＮＡでマウスを免疫化することができる。ＣＬＤＮ６抗原の精製製剤または富化製剤
を使用した免疫化が抗体を生じない場合は、免疫応答を促進するためにＣＬＤＮ６を発現
する細胞、例えば細胞株でマウスを免疫化することもできる。
【０２１８】
　免疫応答は、尾静脈または眼窩後採血によって得られる血漿および血清試料で免疫化プ
ロトコールの経過を観測することができる。十分な力価の抗ＣＬＤＮ６免疫グロブリンを
有するマウスを融合のために使用できる。特異的抗体を分泌するハイブリドーマの割合を
高めるため、犠死および脾切除の３～５日前にＣＬＤＮ６発現細胞を用いて腹腔内または
静脈内経路でマウスを追加免疫することができる。
【０２１９】
　モノクローナル抗体を産生するハイブリドーマの作製
　ＣＬＤＮ６に対するモノクローナル抗体を産生するハイブリドーマを作製するため、免
疫化マウスから得たリンパ節または脾臓由来の細胞を単離し、マウス骨髄腫細胞株などの
適切な不死化細胞株に融合することができる。次に、生じたハイブリドーマを抗原特異的
抗体の産生に関してスクリーニングすることができる。その後、個々のウェルを、抗体を
分泌するハイブリドーマに関してＥＬＩＳＡによってスクリーニングすることができる。
ＣＬＤＮ６発現細胞を使用した免疫蛍光法およびＦＡＣＳ分析により、ＣＬＤＮ６に対し
て特異性を有する抗体を同定できる。抗体を分泌するハイブリドーマを再度平板培養し、
再びスクリーニングして、抗ＣＬＤＮ６モノクローナル抗体に関してまだ陽性である場合
は限界希釈によってサブクローニングすることができる。その後、安定なサブクローンを
インビトロで培養して、特徴づけのために組織培養培地中で抗体を作製することができる
。
【０２２０】
　モノクローナル抗体を産生するトランスフェクトーマの作製
　本発明の抗体はまた、例えば当分野で周知の組換えＤＮＡ技術と遺伝子トランスフェク
ション法の組合せを用いて（Ｍｏｒｒｉｓｏｎ，Ｓ．（１９８５）Ｓｃｉｅｎｃｅ　２２
９：１２０２）、宿主細胞トランスフェクトーマにおいて作製することもできる。
【０２２１】
　例えば、１つの実施形態では、対象とする遺伝子、例えば抗体遺伝子を、国際公開第８
７／０４４６２号、同国際公開第８９／０１０３６号および欧州特許第３３８　８４１号
に開示されているＧＳ遺伝子発現系または当分野で周知の他の発現系によって使用される
ような真核生物発現プラスミドなどの発現ベクターに連結することができる。クローニン
グした抗体遺伝子を含む精製プラスミドを、ＣＨＯ細胞、ＮＳ／０細胞、ＨＥＫ２９３Ｔ
細胞またはＨＥＫ２９３細胞などの真核生物宿主細胞、あるいは植物由来細胞、真菌また
は酵母細胞のような他の真核細胞に導入することができる。これらの遺伝子を導入するた
めに使用される方法は、電気穿孔、リポフェクチン、リポフェクタミンその他のような当
分野で記述されている方法であり得る。宿主細胞へのこれらの抗体遺伝子の導入後、抗体
を発現する細胞を同定し、選択することができる。これらの細胞は、その後発現レベルに
関して増幅し、抗体を生産するためにスケールアップすることができるトランスフェクト
ーマである。これらの培養上清および／または細胞から組換え抗体を単離し、精製するこ
とができる。
【０２２２】
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　あるいは、クローニングした抗体遺伝子を、微生物、例えば大腸菌などの原核細胞を含
む、他の発現系において発現させることができる。さらに、抗体は、トランスジェニック
非ヒト動物において、例えばヒツジおよびウサギからの乳もしくは雌ニワトリからの卵に
おいて、またはトランスジェニック植物において生産することができる；例えば、Ｖｅｒ
ｍａ，Ｒ．，ｅｔ　ａｌ．（１９９８）Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｍｅｔｈ．２１６：１６５
－１８１；Ｐｏｌｌｏｃｋ，ｅｔ　ａｌ．（１９９９）Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｍｅｔｈ．
２３１：１４７－１５７；およびＦｉｓｃｈｅｒ，Ｒ．，ｅｔ　ａｌ．（１９９９）Ｂｉ
ｏｌ．Ｃｈｅｍ．３８０：８２５－８３９参照。
【０２２３】
　無傷抗体を発現する部分抗体配列の使用（すなわちヒト化およびキメラ化）
　ａ）キメラ化
　マウスモノクローナル抗体は、毒素または放射性同位体で標識した場合、ヒトにおいて
治療用抗体として使用することができる。非標識マウス抗体は、反復適用した場合ヒトに
おいて高度に免疫原性であり、治療効果の低下をもたらす。主たる免疫原性は重鎖定常領
域によって媒介される。ヒトにおけるマウス抗体の免疫原性は、それぞれの抗体をキメラ
化またはヒト化した場合低減するまたは完全に回避することができる。キメラ抗体は、マ
ウス抗体に由来する可変領域とヒト免疫グロブリン定常領域を有するもののような、その
異なる部分が異なる動物種に由来する抗体である。抗体のキメラ化は、マウス抗体の重鎖
および軽鎖の可変領域をヒト重鎖および軽鎖の定常領域と連結することによって達成され
る（例えばＫｒａｕｓ　ｅｔ　ａｌ．，ｉｎ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａ
ｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ　ｓｅｒｉｅｓ，Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　
ｆｏｒ　ｃａｎｃｅｒ　ｔｈｅｒａｐｙ　ＩＳＢＮ－０－８９６０３－９１８－８によっ
て述べられている）。好ましい実施形態では、キメラ抗体は、ヒトκ軽鎖定常領域をマウ
ス軽鎖可変領域に連結することによって作製される。同じく好ましい実施形態では、キメ
ラ抗体は、ヒトλ軽鎖定常領域をマウス軽鎖可変領域に連結することによって作製できる
。キメラ抗体の作製のための好ましい重鎖定常領域は、ＩｇＧ１、ＩｇＧ３およびＩｇＧ
４である。キメラ抗体の作製のための他の好ましい重鎖定常領域は、ＩｇＧ２、ＩｇＡ、
ＩｇＤおよびＩｇＭである。
【０２２４】
　ｂ）ヒト化
　抗体は、主として、６つの重鎖および軽鎖相補性決定領域（ＣＤＲ）内に位置するアミ
ノ酸残基を介して標的抗原と相互作用する。このため、ＣＤＲ内のアミノ酸配列はＣＤＲ
の外側の配列よりも個々の抗体間でより多様である。ＣＤＲ配列は大部分の抗体－抗原相
互作用に関与するので、異なる性質を有する異なる抗体からのフレームワーク配列に移植
された、特定の天然に生じる抗体からのＣＤＲ配列を含む発現ベクターを構築することに
より、特定の天然に生じる抗体の性質を模倣する組換え抗体を発現することが可能である
（例えばＲｉｅｃｈｍａｎｎ，Ｌ．ｅｔ　ａｌ．（１９９８）Ｎａｔｕｒｅ　３３２：３
２３－３２７；Ｊｏｎｅｓ，Ｐ．ｅｔ　ａｌ．（１９８６）Ｎａｔｕｒｅ　３２１：５２
２－５２５；およびＱｕｅｅｎ，Ｃ．ｅｔ　ａｌ．（１９８９）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａ
ｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．８６：１００２９－１００３３参照）。そのようなフレー
ムワーク配列は、生殖細胞系抗体遺伝子配列を含む公的ＤＮＡデータベースから入手でき
る。これらの生殖細胞系配列は、Ｂ細胞の成熟の間にＶ（Ｄ）Ｊ連結によって形成される
、完全に構築された可変遺伝子を含まないので、成熟抗体遺伝子配列とは異なる。生殖細
胞系遺伝子配列はまた、高親和性二次レパートリー抗体の配列とも、可変領域全体にわた
って均一に個々に異なる。例えば、体細胞突然変異は、フレームワーク領域１のアミノ末
端部分およびフレームワーク領域４のカルボキシ末端部分では比較的頻度が低い。さらに
、多くの体細胞突然変異は抗体の結合特性を有意に変化させない。この理由から、もとの
抗体と類似の結合特性を有する無傷組換え抗体を再現するために特定の抗体のＤＮＡ配列
全体を得る必要はない（国際公開第９９／４５９６２号参照）。ＣＤＲ領域にわたる部分
的重鎖および軽鎖配列は、典型的にはこの目的に十分である。部分配列は、いずれの生殖
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細胞系可変および連結遺伝子セグメントが組み換えられた抗体可変遺伝子に寄与したかを
判定するために使用される。生殖細胞系配列は、次に、可変領域の欠けている部分を埋め
るために使用される。重鎖および軽鎖リーダー配列はタンパク質成熟の間に切断され、最
終的な抗体の性質には寄与しない。欠けている配列を加えるために、クローニングしたｃ
ＤＮＡ配列を連結またはＰＣＲ増幅によって合成オリゴヌクレオチドと組み合わせること
ができる。あるいは、可変領域全体を、短いオーバーラップするオリゴヌクレオチドのセ
ットとして合成し、ＰＣＲ増幅によって組み合わせて、完全な合成可変領域クローンを作
製することができる。この工程は、特定の制限部位の排除もしくは組込み、または特定の
コドンの最適化などのある種の利点を有する。
【０２２５】
　ハイブリドーマからの重鎖および軽鎖転写産物のヌクレオチド配列を使用して、天然配
列と同じアミノ酸コード能力を備えた合成Ｖ配列を生成するための合成オリゴヌクレオチ
ドのオーバーラップするセットを設計する。合成重鎖およびκ鎖配列は３つの点で天然配
列と異なり得る：反復ヌクレオチド塩基の鎖がオリゴヌクレオチド合成およびＰＣＲ増幅
を容易にするために中断される；最適翻訳開始部位がコザック規則（Ｋｏｚａｋ，１９９
１，Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２６６：１９８６７－１９８７０）に従って組み込まれる
；ならびにＨｉｎｄＩＩＩ部位が翻訳開始部位の上流に作られる。
【０２２６】
　重鎖および軽鎖可変領域の両方に関して、最適化コード鎖および対応する非コード鎖配
列を、対応する非コードオリゴヌクレオチドのほぼ中間点で３０～５０ヌクレオチドに切
断する。したがって、各々の鎖について、オリゴヌクレオチドを、１５０～４００ヌクレ
オチドのセグメントにわたるオーバーラップ二本鎖セットに構築することができる。次に
このプールを鋳型として使用して、１５０～４００ヌクレオチドのＰＣＲ増幅産物を生成
する。典型的には、１つの可変領域オリゴヌクレオチドセットを２つのプールに分解し、
それらを別々に増幅して２つのオーバーラップするＰＣＲ産物を生成する。その後これら
のオーバーラップ産物をＰＣＲ増幅によって組み合わせて、完全な可変領域を形成する。
また、発現ベクター構築物に容易にクローニングすることができるフラグメントを生成す
るために重鎖または軽鎖定常領域のオーバーラップするフラグメントをＰＣＲ増幅に含め
ることも望ましいと考えられる。
【０２２７】
　再構築されたキメラまたはヒト化重鎖および軽鎖可変領域を、次に、クローニングした
プロモーター、リーダー、翻訳開始、定常領域、３'非翻訳、ポリアデニル化および転写
終結配列と組み合わせて、発現ベクター構築物を形成する。重鎖および軽鎖発現構築物を
、単一ベクター中に組み合わせる、宿主細胞に同時トランスフェクトする、連続的にトラ
ンスフェクトするまたは別々にトランスフェクトすることができ、その後それらを融合し
て、両方の鎖を発現する宿主細胞を形成する。ヒトＩｇＧκについての発現ベクターの構
築において使用するためのプラスミドを以下で述べる。ＰＣＲ増幅したＶ重鎖およびＶκ
軽鎖ｃＤＮＡ配列を、完全な重鎖および軽鎖ミニ遺伝子を再構築するために使用できるよ
うにプラスミドを構築することができる。これらのプラスミドは、完全なヒト抗体、また
はキメラＩｇＧ１κもしくはＩｇＧ４κ抗体を発現するために使用できる。他の重鎖アイ
ソタイプの発現のためまたはλ軽鎖を含む抗体の発現のために同様のプラスミドを構築す
ることができる。
【０２２８】
　したがって、本発明の別の態様では、本発明の抗ＣＬＤＮ６抗体の構造特徴を利用して
、ＣＬＤＮ６への結合などの本発明の抗体の少なくとも１つの機能特性を保持する、構造
的に関連するヒト化抗ＣＬＤＮ６抗体を作製する。より具体的には、マウスモノクローナ
ル抗体の１またはそれ以上のＣＤＲ領域を、組換えによって公知のヒトフレームワーク領
域およびＣＤＲと組み合わせて、付加的な、組換えによって操作された本発明のヒト化抗
ＣＬＤＮ６抗体を作製することができる。
【０２２９】
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　抗原を発現する細胞への結合
　ＣＬＤＮ６に結合する抗体の能力は、実施例で述べるような標準的な結合アッセイ（例
えばＥＬＩＳＡ、ウェスタンブロット法、免疫蛍光法およびフローサイトメトリ分析）を
用いて測定することができる。
【０２３０】
　抗体の単離および特徴づけ
　抗ＣＬＤＮ６抗体を精製するため、選択したハイブリドーマをモノクローナル抗体精製
用の２リットルスピナーフラスコ中で増殖させることができる。あるいは、抗ＣＬＤＮ６
抗体を透析バイオリアクターにおいて生産することができる。上清をろ過し、必要に応じ
て濃縮した後、プロテインＧ－セファロースまたはプロテインＡ－セファロースによるア
フィニティクロマトグラフィに供することができる。溶出したＩｇＧを、純度を保証する
ためにゲル電気泳動および高速液体クロマトグラフィによって検査することができる。緩
衝液をＰＢＳに交換し、１．４３の吸光係数を使用してＯＤ２８０によって濃度を測定で
きる。モノクローナル抗体をアリコートに分け、－８０℃で保存することができる。
【０２３１】
　選択した抗ＣＬＤＮ６モノクローナル抗体がユニークなエピトープに結合するかどうか
を判定するために、部位指定または多部位指定突然変異誘発が使用できる。
【０２３２】
　アイソタイプの決定
　精製抗体のアイソタイプを決定するため、様々な市販のキット（例えばＺｙｍｅｄ、Ｒ
ｏｃｈｅ　Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ）によるアイソタイプＥＬＩＳＡを実施することがで
きる。マイクロタイタープレートのウェルを抗マウスＩｇで被覆できる。ブロックした後
、プレートを周囲温度で２時間、モノクローナル抗体または精製アイソタイプ対照と反応
させる。次に、ウェルをマウスＩｇＧ１、ＩｇＧ２ａ、ＩｇＧ２ｂもしくはＩｇＧ３、Ｉ
ｇＡまたはマウスＩｇＭ特異的ペルオキシダーゼ結合プローブのいずれかと反応させるこ
とができる。洗浄後、プレートをＡＢＴＳ基質（１ｍｇ／ｍｌ）で展開し、４０５～６５
０のＯＤで分析することができる。あるいは、ＩｓｏＳｔｒｉｐ　Ｍｏｕｓｅ　Ｍｏｎｏ
ｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｙ　Ｉｓｏｔｙｐｉｎｇ　Ｋｉｔ（Ｒｏｃｈｅ、カタログ
番号１４９３０２７）を、製造者によって述べられているように使用し得る。
【０２３３】
　フローサイトメトリ分析
　免疫化したマウスの血清中の抗ＣＬＤＮ６抗体の存在またはＣＬＤＮ６を発現する生細
胞へのモノクローナル抗体の結合を明らかにするため、フローサイトメトリを用いること
ができる。天然にまたはトランスフェクション後にＣＬＤＮ６を発現する細胞株とＣＬＤ
Ｎ６発現を欠く陰性対照（標準的な増殖条件下で増殖させた）を、ハイブリドーマ上清中
または１％ＦＢＳを含むＰＢＳ中で様々な濃度のモノクローナル抗体と混合し、４℃で３
０分間インキュベートすることができる。洗浄後、ＡＰＣ標識またはＡｌｅｘａ６４７標
識ＩｇＧ抗体を、一次抗体染色と同じ条件下でＣＬＤＮ６結合モノクローナル抗体に結合
することができる。単一生細胞をゲートする側方光散乱特性を利用したＦＡＣＳ装置での
フローサイトメトリによって試料を分析できる。単一測定でＣＬＤＮ６特異的モノクロー
ナル抗体を非特異的結合抗体から区別するため、同時トランスフェクションの方法が使用
できる。ＣＬＤＮ６と蛍光マーカーをコードするプラスミドを一過性にトランスフェクト
した細胞を上述したように染色することができる。トランスフェクトされた細胞は、抗体
染色細胞とは異なる蛍光チャネルで検出できる。トランスフェクト細胞の大部分は両方の
導入遺伝子を発現するので、ＣＬＤＮ６特異的モノクローナル抗体は蛍光マーカー発現細
胞に選択的に結合し、一方非特異的抗体は同等の比率で非トランスフェクト細胞に結合す
る。蛍光顕微鏡検査を用いる選択的なアッセイをフローサイトメトリアッセイに加えてま
たはその代わりに使用し得る。細胞を上述したように正確に染色し、蛍光顕微鏡によって
検査することができる。
【０２３４】
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　免疫蛍光顕微鏡検査
　免疫化したマウスの血清中の抗ＣＬＤＮ６抗体の存在またはＣＬＤＮ６を発現する生細
胞へのモノクローナル抗体の結合を明らかにするため、免疫蛍光顕微鏡分析を用いること
ができる。例えば、自然にまたはトランスフェクション後にＣＬＤＮ６を発現する細胞株
とＣＬＤＮ６発現を欠く陰性対照を、１０％ウシ胎仔血清（ＦＣＳ）、２ｍＭ　Ｌ－グル
タミン、１００ＩＵ／ｍｌペニシリンおよび１００μｇ／ｍｌストレプトマイシンを添加
したＤＭＥＭ／Ｆ１２培地中、標準的な増殖条件下にチャンバースライド中で増殖させる
。次に、細胞をメタノールまたはパラホルムアルデヒドで固定するかまたは未処理のまま
放置できる。その後、細胞をＣＬＤＮ６に対するモノクローナル抗体と２５℃で３０分間
反応させることができる。洗浄後、細胞を同じ条件下でＡｌｅｘａ５５５標識抗マウスＩ
ｇＧ二次抗体（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ）と反応させることができる。その後
蛍光顕微鏡によって細胞を検査することができる。
【０２３５】
　細胞中の総ＣＬＤＮ６レベルは、細胞をメタノール固定またはパラホルムアルデヒド固
定し、Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００で透過処理した場合に観察することができる。生細胞お
よび透過処理していないパラホルムアルデヒド固定細胞においてＣＬＤＮ６の表面局在化
を検査できる。加えて、密着結合へのＣＬＤＮ６のターゲティングを、ＺＯ－１などの密
着結合マーカーでの共染色によって分析できる。さらに、抗体結合の影響および細胞膜内
のＣＬＤＮ６局在化が検査できる。
【０２３６】
　ウェスタンブロット法
　抗ＣＬＤＮ６　ＩｇＧは、ウェスタンブロット法によってＣＬＤＮ６抗原との反応性に
関してさらに試験できる。簡単に述べると、ＣＬＤＮ６を発現する細胞からの細胞抽出物
と適切な陰性対照を調製し、ドデシル硫酸ナトリウム（ＳＤＳ）ポリアクリルアミドゲル
電気泳動に供することができる。電気泳動後、分離された抗原をニトロセルロース膜に転
写し、ブロックして、試験するモノクローナル抗体でプローブする。抗マウスＩｇＧペル
オキシダーゼを用いてＩｇＧ結合を検出し、ＥＣＬ基質で展開することができる。
【０２３７】
　免疫組織化学
　抗ＣＬＤＮ６マウスＩｇＧは、当業者に周知の方法で免疫組織化学によって、例えば、
通常の外科手術の間に患者から得た、または自然にもしくはトランスフェクション後にＣ
ＬＤＮ６を発現する細胞株を接種した異種移植腫瘍を担持するマウスから得た非癌組織ま
たは癌組織試料からの、パラホルムアルデヒドまたはアセトンで固定した凍結切片または
パラホルムアルデヒドで固定したパラフィン包埋組織切片を使用して、ＣＬＤＮ６抗原と
の反応性をさらに試験することができる。免疫染色のために、ＣＬＤＮ６に対して反応性
の抗体をインキュベートし、次いで供給者の指示に従ってホースラディッシュペルオキシ
ダーゼ結合ヤギ抗マウスまたはヤギ抗ウサギ抗体（ＤＡＫＯ）と共にインキュベートする
ことができる。
【０２３８】
　インビトロでの抗体の食作用および細胞死滅化活性
　ＣＬＤＮ６に特異的に結合することに加えて、抗ＣＬＤＮ６抗体は、ＣＬＤＮ６を発現
し、その細胞表面とＣＬＤＮ６の結合を特徴とする細胞の食作用および死滅化を媒介する
その能力に関して試験することができる。インビトロでのモノクローナル抗体活性の試験
は、インビボモデルにおける試験に先立つ初期スクリーニングを提供する。
【０２３９】
　抗体依存性細胞媒介性細胞傷害（ＡＤＣＣ）：
　簡単に述べると、健常ドナーからの多形核細胞（ＰＭＮ）、ＮＫ細胞、単球、単核細胞
または他のエフェクター細胞をＦｉｃｏｌｌ　Ｈｙｐａｑｕｅ密度勾配遠心分離、次いで
夾雑赤血球の溶解によって精製することができる。洗浄したエフェクター細胞を、１０％
熱不活性化ウシ胎仔血清または５％熱不活性化ヒト血清を添加したＲＰＭＩに懸濁し、Ｃ
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ＬＤＮ６を発現し、その細胞表面とＣＬＤＮ６の結合を特徴とする５１Ｃｒ標識標的細胞
と、エフェクター細胞対標的細胞の様々な比率で混合することができる。あるいは、標的
細胞を蛍光増強リガンド（ＢＡＴＤＡ）で標識してもよい。死細胞から放出される増強リ
ガンドを有するユウロピウムの高度蛍光キレートを蛍光光度計によって測定することがで
きる。もう１つの選択的な手法は、ルシフェラーゼによる標的細胞のトランスフェクショ
ンを利用し得る。添加されたルシファーイエローは、その後、生細胞によってのみ酸化さ
れ得る。次に精製抗ＣＬＤＮ６　ＩｇＧを様々な濃度で添加することができる。無関係な
ヒトＩｇＧを陰性対照として使用できる。アッセイは、使用するエフェクター細胞型に依
存して３７℃で４～２０時間実施できる。培養上清中の５１Ｃｒ放出またはＥｕＴＤＡキ
レートの存在を測定することにより、試料を細胞溶解に関して検定できる。あるいは、ル
シファーイエローの酸化から生じる発光は生細胞の評価基準であり得る。
【０２４０】
　抗ＣＬＤＮ６モノクローナル抗体はまた、細胞溶解が複数のモノクローナル抗体で増強
されるかどうかを判定するために様々な組合せで試験することもできる。
【０２４１】
　補体依存性細胞傷害（ＣＤＣ）：
　モノクローナル抗ＣＬＤＮ６抗体は、様々な公知の技術を用いてＣＤＣを媒介する能力
に関して試験することができる。例えば、補体のための血清は、当業者に公知の方法で血
液から入手できる。ｍＡｂのＣＤＣ活性を測定するために、種々の方法が使用できる。例
えば、５１Ｃｒ放出を測定する、またはヨウ化プロピジウム（ＰＩ）排除アッセイを用い
て膜透過性上昇を評価することができる。簡単に述べると、標的細胞を洗浄し、５×１０
５／ｍｌを様々な濃度のｍＡｂと共に室温または３７℃で１０～３０分間インキュベート
することができる。次に血清または血漿を２０％（ｖ／ｖ）の最終濃度まで添加し、細胞
を３７℃で２０～３０分間インキュベートすることができる。各々の試料からのすべての
細胞をＦＡＣＳチューブ中のＰＩ溶液に添加できる。その後、ＦＡＣＳＡｒｒａｙを用い
たフローサイトメトリ分析によって混合物をただちに分析することができる。
【０２４２】
　選択的なアッセイでは、ＣＤＣの誘導を接着細胞で測定することができる。このアッセ
イの１つの実施形態では、細胞を、アッセイの２４時間前に組織培養平底マイクロタイタ
ープレートに３×１０４／ウェルの密度で接種する。その翌日、増殖培地を取り出し、細
胞を抗体と共に３組重複してインキュベートする。対照細胞を、それぞれバックグラウン
ド溶解および最大溶解の測定のために増殖培地または０．２％サポニンを含む増殖培地と
共にインキュベートする。室温で２０分間のインキュベーション後、上清を取り、ＤＭＥ
Ｍ中の２０％（ｖ／ｖ）ヒト血漿または血清（あらかじめ３７℃に温めておく）を細胞に
添加して、３７℃でさらに２０分間インキュベートする。各々の試料からのすべての細胞
をヨウ化プロピジウム溶液（１０μｇ／ｍｌ）に添加する。次に、上清を、２．５μｇ／
ｍｌ臭化エチジウムを含むＰＢＳに交換し、Ｔｅｃａｎ　Ｓａｆｉｒｅを用いて５２０ｎ
ｍでの励起後の蛍光放出を６００ｎｍで測定する。特異的溶解のパーセントを以下のよう
に計算する：特異的溶解％＝（試料蛍光－バックグラウンド蛍光）／（最大溶解蛍光－バ
ックグラウンド蛍光）×１００。
【０２４３】
　モノクローナル抗体による細胞増殖の阻害：
　アポトーシスを開始させる能力に関して試験するため、モノクローナル抗ＣＬＤＮ６抗
体を、例えばＣＬＤＮ６陽性腫瘍細胞またはＣＬＤＮ６トランスフェクト腫瘍細胞と共に
３７℃で約２０時間インキュベートすることができる。細胞を採取し、Ａｎｎｅｘｉｎ－
Ｖ結合緩衝液（ＢＤ　ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）中で洗浄して、ＦＩＴＣまたはＡＰＣと
結合したＡｎｎｅｘｉｎ－Ｖ（ＢＤ　ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）と共に暗所で１５分間イ
ンキュベートすることができる。各々の試料からのすべての細胞をＦＡＣＳチューブ中の
ＰＩ溶液（ＰＢＳ中１０μｇ／ｍｌ）に添加し、ただちにフローサイトメトリによって評
価することができる（上記のように）。あるいは、モノクローナル抗体による細胞増殖の
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一般的な阻害は市販のキットで検出できる。ＤＥＬＦＩＡ　Ｃｅｌｌ　Ｐｒｏｌｉｆｅｒ
ａｔｉｏｎ　Ｋｉｔ（Ｐｅｒｋｉｎ－Ｅｌｍｅｒ、カタログ番号ＡＤ０２００）は、マイ
クロプレートにおける増殖中の細胞のＤＮＡ合成の間の５－ブロモ－２'－デオキシウリ
ジン（ＢｒｄＵ）の組込みの測定に基づく非同位体免疫検定法である。組み込まれたＢｒ
ｄＵを、ユウロピウム標識モノクローナル抗体を使用して検出する。抗体検出を可能にす
るため、Ｆｉｘ液を用いて細胞を固定し、ＤＮＡ変性する。非結合抗体を洗い流し、ＤＥ
ＬＦＩＡ誘導剤を添加して標識抗体からユウロピウムイオンを溶液中に解離し、溶液中で
前記イオンはＤＥＬＦＩＡ誘導剤の成分と高度蛍光性キレートを形成する。検出において
時間分解蛍光光度法を使用して測定した蛍光は、各々のウェルの細胞におけるＤＮＡ合成
に比例する。
【０２４４】
　前臨床試験
　ＣＬＤＮ６に結合するモノクローナル抗体はまた、ＣＬＤＮ６を発現する腫瘍細胞の増
殖を制御するうえでのそれらの効果を測定するためにインビボモデルにおいて（例えば、
場合によりトランスフェクション後に、ＣＬＤＮ６を発現する細胞株を接種した異種移植
腫瘍を担持する免疫不全マウスにおいて）試験することができる。
【０２４５】
　ＣＬＤＮ６を発現する腫瘍細胞を免疫無防備状態マウスまたは他の動物に異種移植した
後のインビボ試験を、本発明の抗体を使用して実施できる。腫瘍を有さないマウスに抗体
を投与し、次いで腫瘍の形成または腫瘍関連症状を予防する抗体の作用を測定するために
腫瘍細胞を注射することができる。腫瘍の成長、転移または腫瘍関連症状を低減するそれ
ぞれの抗体の治療効果を測定するために腫瘍担持マウスに抗体を投与することができる。
抗体の適用は、併用の相乗効果および潜在的毒性を調べるために細胞増殖抑制薬、増殖因
子阻害剤、細胞周期ブロッカー、血管新生阻害剤または他の抗体などの他の物質の適用と
組み合わせることができる。本発明の抗体によって媒介される毒性副作用を分析するため
、動物に抗体または対照試薬を接種し、ＣＬＤＮ６抗体治療に関連する可能性がある症状
に関して十分に検討することができる。ＣＬＤＮ６抗体のインビボ適用の起こり得る副作
用には、特に、胎盤を含むＣＬＤＮ６発現組織における毒性が含まれる。ヒトおよび他の
種、例えばマウスにおいてＣＬＤＮ６を認識する抗体は、ヒトにおけるモノクローナルＣ
ＬＤＮ６抗体の適用によって媒介される潜在的副作用を予測するために特に有用である。
【０２４６】
　エピトープマッピング
　本発明の抗体によって認識されるエピトープのマッピングは、Ｇｌｅｎｎ　Ｅ．Ｍｏｒ
ｒｉｓ　ＩＳＢＮ－０８９６０３－３７５－９による"Ｅｐｉｔｏｐｅ　Ｍａｐｐｉｎｇ
　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ（Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ）
"およびＯｌｗｙｎ　Ｍ．Ｒ．Ｗｅｓｔｗｏｏｄ，Ｆｒａｎｋ　Ｃ．Ｈａｙによる"Ｅｐｉ
ｔｏｐｅ　Ｍａｐｐｉｎｇ：Ａ　Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ａｐｐｒｏａｃｈ"Ｐｒａｃｔｉ
ｃａｌ　Ａｐｐｒｏａｃｈ　Ｓｅｒｉｅｓ，２４８の中で詳細に述べられているように実
施できる。
【０２４７】
Ｉ．ＣＬＤＮ６に結合する二重特異性／多重特異性分子
　本発明のさらに別の実施形態では、ＣＬＤＮ６に対する抗体は、複数の結合部位または
標的エピトープに結合する二重特異性または多重特異性分子を生成するために別の機能的
分子、例えば別のペプチドまたはタンパク質（例えばＦａｂ'フラグメント）に誘導体化
するまたは連結することができる。例えば、本発明の抗体は、別の抗体、ペプチドまたは
結合ミメティックなどの１またはそれ以上の他の結合分子に機能的に連結することができ
る（例えば化学結合、遺伝子融合、非共有結合その他によって）。
【０２４８】
　したがって、本発明は、ＣＬＤＮ６に対する少なくとも１つの第一結合特異性と２番目
の標的エピトープに対する第二結合特異性を含む二重特異性および多重特異性分子を包含
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する。本発明の特定の実施形態では、２番目の標的エピトープは、Ｆｃ受容体、例えばヒ
トＦｃγＲＩ（ＣＤ６４）もしくはヒトＦｃα受容体（ＣＤ８９）、またはＴ細胞受容体
、例えばＣＤ３である。それゆえ、本発明は、ＦｃγＲ、ＦｃαＲまたはＦｃεＲを発現
するエフェクター細胞（例えば単球、マクロファージまたは多形核細胞（ＰＭＮ））、お
よびＣＬＤＮ６を発現し、その細胞表面とＣＬＤＮ６の結合を特徴とする標的細胞の両方
に結合することができる二重特異性および多重特異性分子を包含する。これらの二重特異
性および多重特異性分子は、ＣＬＤＮ６を発現し、その細胞表面とＣＬＤＮ６の結合を特
徴とする細胞をエフェクター細胞に標的し、ＣＬＤＮ６を発現し、その細胞表面とＣＬＤ
Ｎ６の結合を特徴とする細胞の食作用、抗体依存性細胞傷害（ＡＤＣＣ）、サイトカイン
放出、またはスーパーオキシドアニオンの生成などの、Ｆｃ受容体を介したエフェクター
細胞活性を始動させ得る。
【０２４９】
　本発明の二重特異性および多重特異性分子は、抗Ｆｃ結合特異性および抗ＣＬＤＮ６結
合特異性に加えて、第三の結合特異性をさらに含み得る。１つの実施形態では、第三結合
特異性は、抗増強因子（ＥＦ）部分、例えば細胞傷害活性に関与する表面タンパク質に結
合し、それによって標的細胞に対する免疫応答を上昇させる分子である。「抗増強因子部
分」は、所与の分子、例えば抗原または受容体に結合し、それによってＦｃ受容体または
標的細胞抗原の結合決定基の作用の増強を生じさせる抗体、機能的抗体フラグメントまた
はリガンドであり得る。「抗増強因子部分」は、Ｆｃ受容体または標的細胞抗原に結合す
ることができる。あるいは、抗増強因子部分は、第一および第二結合特異性部分が結合す
る実体とは異なる実体に結合できる。例えば、抗増強因子部分は細胞傷害性Ｔ細胞に結合
することができる（例えばＣＤ２、ＣＤ３、ＣＤ８、ＣＤ２８、ＣＤ４、ＣＤ４０、ＩＣ
ＡＭ－１または標的細胞に対する免疫応答上昇を生じさせる他の免疫細胞を通して）。
【０２５０】
　１つの実施形態では、本発明の二重特異性および多重特異性分子は、結合特異性部分と
して、例えばＦａｂ、Ｆａｂ'、Ｆ（ａｂ'）２、Ｆｖまたは一本鎖Ｆｖを包含する、少な
くとも１つの抗体を含む。抗体はまた、軽鎖もしくは重鎖二量体、またはＦｖもしくはＬ
ａｄｎｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，米国特許第４，９４６，７７８号に記載されている一本鎖構
築物などのその任意の最小フラグメントであり得る。抗体はまた、米国特許出願公開第２
００３／０１１８５９２号および同第２００３／０１３３９３９号に開示されている結合
ドメイン免疫グロブリン融合タンパク質であり得る。
【０２５１】
　１つの実施形態では、本発明の二重特異性および多重特異性分子は、エフェクター細胞
の表面に存在するＦｃγＲまたはＦｃαＲに対する結合特異性、および標的細胞抗原、例
えばＣＬＤＮ６に対する第二結合特異性を含む。
【０２５２】
　１つの実施形態では、Ｆｃ受容体に対する結合特異性は、その結合がヒト免疫グロブリ
ンＧ（ＩｇＧ）によってブロックされないモノクローナル抗体によって提供される。本明
細書で使用される、「ＩｇＧ受容体」という用語は、第１番染色体上に位置する８個のγ
鎖遺伝子のいずれかを指す。これらの遺伝子は合計１２の膜貫通型または可溶性受容体ア
イソフォームをコードし、それらは３つのＦｃγ受容体クラス：ＦｃγＲＩ（ＣＤ６４）
、ＦｃγＲＩＩ（ＣＤ３２）およびＦｃγＲＩＩＩ（ＣＤ１６）に分類される。１つの好
ましい実施形態では、Ｆｃγ受容体はヒト高親和性ＦｃγＲＩである。
【０２５３】
　さらなる他の好ましい実施形態では、Ｆｃ受容体に対する結合特異性は、その結合が好
ましくはヒト免疫グロブリンＡ（ＩｇＡ）によってブロックされない、ヒトＩｇＡ受容体
、例えばＦｃα受容体（ＦｃαＲＩ（ＣＤ８９））に結合する抗体によって提供される。
「ＩｇＡ受容体」という用語は、第１９番染色体上に位置する１個のα遺伝子（ＦｃαＲ
Ｉ）の遺伝子産物を包含することが意図されている。この遺伝子は、５５～１１０ｋＤａ
の数個の選択的にスプライシングされる膜貫通型アイソフォームをコードすることが公知
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である。ＦｃαＲＩ（ＣＤ８９）は、単球／マクロファージ、好酸性および好中性顆粒球
上で構成的に発現されるが、非エフェクター細胞集団では発現されない。ＦｃαＲＩは、
ＩｇＡ１およびＩｇＡ２の両方に対して中等度の親和性を有し、前記親和性はＧ－ＣＳＦ
またはＧＭ－ＣＳＦなどのサイトカインへの暴露後に上昇する（Ｍｏｒｔｏｎ，Ｈ．Ｃ．
ｅｔ　ａｌ．（１９９６）Ｃｒｉｔｉｃａｌ　Ｒｅｖｉｅｗｓ　ｉｎ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏ
ｇｙ　１６：４２３－４４０）。ＩｇＡリガンド結合ドメインの外側でＦｃαＲＩに結合
する、Ａ３、Ａ５９、Ａ６２およびＡ７７と同定された４つのＦｃαＲＩ特異的モノクロ
ーナル抗体が記述されている（Ｍｏｎｔｅｉｒｏ，Ｒ．Ｃ．ｅｔ　ａｌ．（１９９２）Ｊ
．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１４８：１７６４）。
【０２５４】
　別の実施形態では、二重特異性分子は、例えば一方の抗体が主としてＣＤＣを誘導する
ことによって働き、他方の抗体が主としてアポトーシスを誘導することによって働くよう
な、補完的な機能活性を有する、本発明に従う２つのモノクローナル抗体から成る。
【０２５５】
　本明細書で使用される「エフェクター細胞特異的抗体」は、エフェクター細胞のＦｃ受
容体に結合する抗体または機能的抗体フラグメントを指す。本発明における使用のための
好ましい抗体は、内因性免疫グロブリンによって結合されない部位でエフェクター細胞の
Ｆｃ受容体に結合する。
【０２５６】
　本明細書で使用される、「エフェクター細胞」という用語は、免疫応答の認識相および
活性化相ではなく、免疫応答のエフェクター相に関与する免疫細胞を指す。例示的な免疫
細胞には、骨髄系またはリンパ系起源の細胞、例えばリンパ球（例えばＢ細胞および細胞
溶解性Ｔ細胞（ＣＴＬ）を含むＴ細胞）、キラー細胞、ナチュラルキラー細胞、マクロフ
ァージ、単球、好酸球、好中球、多形核細胞、顆粒球、マスト細胞ならびに好塩基球が含
まれる。一部のエフェクター細胞は特異的Ｆｃ受容体を発現し、特異的免疫機能を実行す
る。好ましい実施形態では、エフェクター細胞は抗体依存性細胞傷害（ＡＤＣＣ）を誘導
することができ、例えば好中球はＡＤＣＣを誘導することができる。例えば、ＦｃＲを発
現する単球、マクロファージは、標的細胞の特異的死滅化および免疫系の他の成分への抗
原の提示、または抗原を提示する細胞への結合に関与する。他の実施形態では、エフェク
ター細胞は、標的抗原、標的細胞または微生物を貪食することができる。エフェクター細
胞上での特定のＦｃＲの発現は、サイトカインなどの体液性因子によって調節され得る。
例えば、ＦｃγＲＩの発現はインターフェロンγ（ＩＦＮ－γ）によって上方調節される
ことが認められている。この発現増強は、標的に対するＦｃγＲＩ担持細胞の細胞傷害活
性を上昇させる。エフェクター細胞は、標的抗原または標的細胞を貪食するまたは溶解す
ることができる。
【０２５７】
　「標的細胞」は、本発明の抗体によって標的とされ得る、被験者（例えばヒトまたは動
物）における何らかの望ましくない細胞を意味する。好ましい実施形態では、標的細胞は
、ＣＬＤＮ６を発現または過剰発現し、その細胞表面とＣＬＤＮ６の結合を特徴とする細
胞である。ＣＬＤＮ６を発現し、その細胞表面とＣＬＤＮ６の結合を特徴とする細胞には
、典型的には腫瘍細胞が含まれる。
【０２５８】
ＩＩ．免疫複合体
　別の態様では、本発明は、細胞毒、薬剤（例えば免疫抑制剤）または放射性同位体など
の治療成分または物質に結合した抗ＣＬＤＮ６抗体を特徴とする。そのような複合体を本
明細書では「免疫複合体」と称する。１またはそれ以上の細胞毒を含有する免疫複合体を
「免疫毒素」と称する。細胞毒または細胞傷害性物質は、細胞に有害であり、特に細胞を
死滅させるあらゆる物質を包含する。例としては、タキソール、サイトカラシンＢ、グラ
ミシジンＤ、臭化エチジウム、エメチン、マイトマイシン、エトポシド、テノポシド、ビ
ンクリスチン、ビンブラスチン、コルヒチン、ドキソルビシン、ダウノルビシン、ジヒド
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ロキシアントラシンジオン、ミトキサントロン、ミトラマイシン、アクチノマイシンＤ、
１－デヒドロテストステロン、糖質コルチコイド類、プロカイン、テトラカイン、リドカ
イン、プロプラノロールおよびピューロマイシンならびにそれらの類似体またはホモログ
が含まれる。
【０２５９】
　本発明の免疫複合体を形成するための適切な治療薬には、代謝拮抗物質（例えばメトト
レキサート、６－メルカプトプリン、６－チオグアニン、シタラビン、フルダラビン、５
－フルオロウラシルデカルバジン）、アルキル化剤（例えばメクロレタミン、チオテパ、
クロラムブシル、メルファラン、カルムスチン（ＢＳＮＵ）およびロムスチン（ＣＣＮＵ
）、シクロホスファミド、ブスルファン、ジブロモマンニトール、ストレプトゾトシン、
マイトマイシンＣおよびシスジクロロジアミン白金（ＩＩ）（ＤＤＰ）シスプラチン）、
アントラサイクリン（例えばダウノルビシン（以前のダウノマイシン）およびドキソルビ
シン）、抗生物質（例えばダクチノマイシン（以前のアクチノマイシン）、ブレオマイシ
ン、ミトラマイシンおよびアントラマイシン（ＡＭＣ））、ならびに抗有糸分裂薬（例え
ばビンクリスチンおよびビンブラスチン）が含まれるが、これらに限定されない。好まし
い実施形態では、治療薬は細胞傷害性物質または放射性毒性物質である。別の実施形態で
は、治療薬は免疫抑制剤である。さらに別の実施形態では、治療薬はＧＭ－ＣＳＦである
。好ましい実施形態では、治療薬は、ドキソルビシン、シスプラチン、硫酸ブレオマイシ
ン、カルムスチン、クロラムブシル、シクロホスファミドまたはリシンＡである。
【０２６０】
　本発明の抗体はまた、放射性同位体、例えばヨウ素１３１、イットリウム９０またはイ
ンジウム１１１に結合して、癌などのＣＬＤＮ６関連疾患を治療するための細胞傷害性放
射性医薬品を生成することもできる。本発明の抗体複合体は所与の生物学的応答を調節す
るために使用でき、薬剤成分は古典的化学療法剤に限定されると解釈されるべきではない
。例えば、薬剤成分は、所望の生物学的活性を有するタンパク質またはポリペプチドであ
り得る。そのようなタンパク質には、例えば、アブリン、リシンＡ、シュードモナス外毒
素もしくはジフテリア毒素などの酵素的に活性な毒素もしくはその活性フラグメント；腫
瘍壊死因子もしくはインターフェロンγなどのタンパク質；または、例えばリンホカイン
、インターロイキン１（「ＩＬ－１」）、インターロイキン２（「ＩＬ－２」）、インタ
ーロイキン６（「ＩＬ－６」）、顆粒球マクロファージコロニー刺激因子（「ＧＭ－ＣＳ
Ｆ」）、顆粒球コロニー刺激因子（「Ｇ－ＣＳＦ」）もしくは他の増殖因子などの生物学
的応答調節剤が含まれ得る。
【０２６１】
　そのような治療成分を抗体に結合するための技術は周知であり、例えば、Ａｒｎｏｎ　
ｅｔ　ａｌ．，"Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　Ｆｏｒ　Ｉｍｍｕｎｏ
ｔａｒｇｅｔｉｎｇ　Ｏｆ　Ｄｒｕｇｓ　Ｉｎ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｔｈｅｒａｐｙ"，ｉｎ
　Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　Ａｎｄ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｔｈｅｒａｐ
ｙ，Ｒｅｉｓｆｅｌｄ　ｅｔ　ａｌ．（ｅｄｓ．），ｐｐ．２４３－５６（Ａｌａｎ　Ｒ
．Ｌｉｓｓ，Ｉｎｃ．１９８５）；Ｈｅｌｌｓｔｒｏｍ　ｅｔ　ａｌ．，"Ａｎｔｉｂｏ
ｄｉｅｓ　Ｆｏｒ　Ｄｒｕｇ　Ｄｅｌｉｖｅｒｙ"，ｉｎ　Ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ　Ｄｒ
ｕｇ　Ｄｅｌｉｖｅｒｙ（２ｎｄ　Ｅｄ．），Ｒｏｂｉｎｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．（ｅｄｓ
．），ｐｐ．６２３－５３（Ｍａｒｃｅｌ　Ｄｅｋｋｅｒ，Ｉｎｃ．１９８７）；Ｔｈｏ
ｒｐｅ，"Ａｎｔｉｂｏｄｙ　Ｃａｒｒｉｅｒｓ　Ｏｆ　Ｃｙｔｏｔｏｘｉｃ　Ａｇｅｎ
ｔｓ　Ｉｎ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｔｈｅｒａｐｙ：Ａ　Ｒｅｖｉｅｗ"，ｉｎ　Ｍｏｎｏｃｌ
ｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　'８４：Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　Ａｎｄ　Ｃｌｉｎｉ
ｃａｌ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ，Ｐｉｎｃｈｅｒａ　ｅｔ　ａｌ．（ｅｄｓ．），ｐ
ｐ．４７５－５０６（１９８５）；"Ａｎａｌｙｓｉｓ，Ｒｅｓｕｌｔｓ，Ａｎｄ　Ｆｕ
ｔｕｒｅ　Ｐｒｏｓｐｅｃｔｉｖｅ　Ｏｆ　Ｔｈｅ　Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ　Ｕｓｅ　
Ｏｆ　Ｒａｄｉｏｌａｂｅｌｅｄ　Ａｎｔｉｂｏｄｙ　Ｉｎ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｔｈｅｒａ
ｐｙ"，ｉｎ　Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　Ｆｏｒ　Ｃａｎｃｅｒ　
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Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　Ａｎｄ　Ｔｈｅｒａｐｙ，Ｂａｌｄｗｉｎ　ｅｔ　ａｌ．（ｅｄｓ
．），ｐｐ．３０３－１６（Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ　１９８５）、およびＴｈｏ
ｒｐｅ　ｅｔ　ａｌ．，"Ｔｈｅ　Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ　Ａｎｄ　Ｃｙｔｏｔｏｘｉ
ｃ　Ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ　Ｏｆ　Ａｎｔｉｂｏｄｙ－Ｔｏｘｉｎ　Ｃｏｎｊｕｇａｔｅ
ｓ"，Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｒｅｖ．，６２：１１９－５８（１９８２）参照。
【０２６２】
　さらなる実施形態では、本発明による抗体を、抗体を放射性同位体に結合することを可
能にする、リンカーキレート化剤、例えばチウキセタンに結合する。
【０２６３】
ＩＩＩ．医薬組成物
　別の態様では、本発明は、本発明の抗体の１つまたは抗体の組合せを含有する組成物、
例えば医薬組成物を提供する。医薬組成物は、Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ：Ｔｈｅ　Ｓｃｉｅｎ
ｃｅ　ａｎｄ　Ｐｒａｃｔｉｃｅ　ｏｆ　Ｐｈａｒｍａｃｙ，１９ｔｈ　Ｅｄｉｔｉｏｎ
，Ｇｅｎｎａｒｏ，Ｅｄ．，Ｍａｃｋ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ｃｏ．，Ｅａｓｔｏｎ，
ＰＡ，１９９５に開示されているような従来技術に従って医薬的に許容される担体または
希釈剤ならびに任意の他の公知のアジュバントおよび賦形剤と共に製剤し得る。１つの実
施形態では、組成物は、異なる機構によって作用する本発明の複数の（例えば２またはそ
れ以上の）単離された抗体の組合せ、例えば、主としてＣＤＣを誘導することによって作
用する１つの抗体と主としてアポトーシスを誘導することによって作用する別の抗体の組
合せを包含する。
【０２６４】
　本発明の医薬組成物はまた、併用療法において、すなわち他の作用物質と組み合わせて
投与することもできる。例えば、併用療法は、少なくとも１つの抗炎症薬または少なくと
も１つの免疫抑制剤と本発明の組成物を含み得る。１つの実施形態では、そのような治療
薬は、ステロイド系薬剤またはＮＳＡＩＤ（非ステロイド系抗炎症薬）などの１またはそ
れ以上の抗炎症薬を含む。好ましい薬剤には、例えば、アスピリンおよび他のサリチル酸
塩、Ｃｏｘ－２阻害剤、例えばロフェコキシブ（Ｖｉｏｘｘ）およびセレコキシブ（Ｃｅ
ｌｅｂｒｅｘ）、ＮＳＡＩＤ、例えばイブプロフェン（Ｍｏｔｒｉｎ、Ａｄｖｉｌ）、フ
ェノプロフェン（Ｎａｌｆｏｎ）、ナプロキセン（Ｎａｐｒｏｓｙｎ）、スリンダク（Ｃ
ｌｉｎｏｒｉｌ）、ジクロフェナク（Ｖｏｌｔａｒｅｎ）、ピロキシカム（Ｆｅｌｄｅｎ
ｅ）、ケトプロフェン（Ｏｒｕｄｉｓ）、ジフルニサル（Ｄｏｌｏｂｉｄ）、ナブメトン
（Ｒｅｌａｆｅｎ）、エトドラク（Ｌｏｄｉｎｅ）、オキサプロジン（Ｄａｙｐｒｏ）お
よびインドメタシン（Ｉｎｄｏｃｉｎ）が含まれる。
【０２６５】
　別の実施形態では、そのような治療薬には、低用量シクロホスファミド、抗ＣＴＬＡ４
抗体、抗ＩＬ２または抗ＩＬ２受容体抗体のような、調節性Ｔ細胞の枯渇または機能的不
活性化を導く作用物質が含まれる。
【０２６６】
　さらに別の実施形態では、そのような治療薬には、１またはそれ以上の化学療法剤、例
えばタキソール誘導体、タキソテール、ゲムシタビン、５－フルオロウラシル、ドキソル
ビシン（Ａｄｒｉａｍｙｃｉｎ）、シスプラチン（Ｐｌａｔｉｎｏｌ）、シクロホスファ
ミド（Ｃｙｔｏｘａｎ、Ｐｒｏｃｙｔｏｘ、Ｎｅｏｓａｒ）が含まれる。別の実施形態で
は、本発明の抗体を、好ましくは癌、例えば本明細書で述べる癌型に罹患している患者に
おいて治療効果を示す化学療法剤と組み合わせて投与し得る。
【０２６７】
　さらに別の実施形態では、本発明の抗体を放射線治療および／または自己末梢幹細胞ま
たは骨髄移植と組み合わせて投与し得る。
【０２６８】
　本明細書で使用される、「医薬的に許容される担体」は、生理的に適合性であるあらゆ
る溶媒、分散媒、被覆剤、抗菌剤および抗真菌剤、等張剤および吸収遅延剤等を包含する
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。好ましくは、担体は、静脈内、筋肉内、皮下、非経口、脊髄または表皮投与（例えば注
射または注入による）に適する。投与経路に依存して、活性化合物、例えば抗体、二重特
異性および多重特異性分子を、酸の作用および化合物を不活性化し得る他の自然条件の作
用から化合物を保護するために物質内に被覆し得る。
【０２６９】
　「医薬的に許容される塩」は、親化合物の所望の生物学的活性を保持し、いかなる望ま
しくない毒性作用も及ぼさない塩を指す（例えばＢｅｒｇｅ，Ｓ．Ｍ．ｅｔ　ａｌ．（１
９７７）Ｊ．Ｐｈａｒｍ．Ｓｃｉ．６６：１－１９参照）。
【０２７０】
　そのような塩の例には、酸付加塩および塩基付加塩が含まれる。酸付加塩には、非毒性
の無機酸、例えば塩酸、硝酸、リン酸、硫酸、臭化水素酸、ヨウ化水素酸、亜リン酸等か
ら誘導されるもの、ならびに非毒性の有機酸、例えば脂肪族モノおよびジカルボン酸、フ
ェニル置換アルカン酸、ヒドロキシアルカン酸、芳香族酸、脂肪族および芳香族スルホン
酸等から誘導されるものが含まれる。塩基付加塩には、アルカリ土類金属、例えばナトリ
ウム、カリウム、マグネシウム、カルシウム等から誘導されるもの、ならびに非毒性の有
機アミン、例えばＮ，Ｎ'－ジベンジルエチレンジアミン、Ｎ－メチルグルカミン、クロ
ロプロカイン、コリン、ジエタノールアミン、エチレンジアミン、プロカイン等から誘導
されるものが含まれる。
【０２７１】
　本発明の組成物は、当分野で公知の様々な方法によって投与することができる。当業者
に認識されるように、投与の経路および／または方式は所望結果に依存して異なる。活性
化合物は、インプラント、経皮パッチおよびマイクロカプセル化送達システムを含む制御
放出製剤のような、迅速な放出に対して化合物を保護する担体と共に調製され得る。生分
解性の生体適合性ポリマー、例えばエチレン酢酸ビニル、ポリ無水物、ポリグリコール酸
、コラーゲン、ポリオルトエステルおよびポリ乳酸などが使用できる。そのような製剤の
調製のための方法は一般に当業者に公知である。例えば、Ｓｕｓｔａｉｎｅｄ　ａｎｄ　
Ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ　Ｒｅｌｅａｓｅ　Ｄｒｕｇ　Ｄｅｌｉｖｅｒｙ　Ｓｙｓｔｅｍｓ
，Ｊ．Ｒ．Ｒｏｂｉｎｓｏｎ，ｅｄ．，Ｍａｒｃｅｌ　Ｄｅｋｋｅｒ，Ｉｎｃ．，Ｎｅｗ
　Ｙｏｒｋ，１９７８参照。
【０２７２】
　特定の投与経路によって本発明の化合物を投与するために、化合物の不活性化を防ぐ物
質で化合物を被覆するか、または前記物質と化合物を同時投与する必要があり得る。例え
ば、化合物は、適切な担体、例えばリポソーム、または希釈剤中で被験者に投与され得る
。医薬的に許容される希釈剤には、生理食塩水および水性緩衝液が含まれる。リポソーム
は、水中油中水型ＣＧＦエマルションならびに従来のリポソームを包含する（Ｓｔｒｅｊ
ａｎ　ｅｔ　ａｌ．（１９８４）Ｊ．Ｎｅｕｒｏｉｍｍｕｎｏｌ．７：２７）。
【０２７３】
　医薬的に許容される担体は、滅菌注射用溶液または分散液の即時調製のための滅菌水溶
液または分散液および滅菌粉末を包含する。医薬活性物質のためのそのような媒質および
物質の使用は当分野において公知である。従来の媒質または物質が活性化合物と不適合性
である場合を除き、本発明の医薬組成物におけるそれらの使用が企図される。補助的な活
性化合物も組成物に組み込むことができる。
【０２７４】
　治療組成物は、典型的には製造および保存条件下で無菌および安定でなければならない
。組成物は、溶液、マイクロエマルション、リポソーム、または高い薬剤濃度に適する他
の秩序構造物として製剤することができる。担体は、例えば水、エタノール、ポリオール
（例えばグリセロール、プロピレングリコールおよび液体ポリエチレングリコール等）、
ならびにそれらの適切な混合物を含む溶媒または分散媒であり得る。適切な流動性は、例
えば、レシチンなどの被覆剤の使用によって、分散液の場合は必要な粒径の維持によって
、および界面活性剤の使用によって維持できる。多くの場合、組成物中に等張剤、例えば
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糖類、多価アルコール、例えばマンニトール、ソルビトール、または塩化ナトリウムを含
むことが好ましい。吸収を遅延させる物質、例えばモノステアリン酸塩およびゼラチンを
組成物中に含めることにより、注射用組成物の長時間吸収をもたらすことができる。
【０２７５】
　滅菌注射用溶液は、上記に列挙した成分の１つまたは成分の組合せと共に適切な溶媒中
に必要量の活性化合物を組み込み、その後必要に応じて滅菌精密ろ過することによって調
製できる。
【０２７６】
　一般に、分散液は、基本分散媒および上記に列挙したものから必要な他の成分を含む滅
菌ビヒクルに活性化合物を組み込むことによって調製される。滅菌注射用溶液の製造のた
めの滅菌粉末の場合、好ましい調製方法は、あらかじめ滅菌ろ過したその溶液から有効成
分プラス任意の付加的な所望成分の粉末を生成する真空乾燥および凍結乾燥（ｌｙｏｐｈ
ｉｌｉｚａｔｉｏｎ）である。
【０２７７】
　投薬レジメンは、最適所望応答（例えば治療応答）を提供するように調整される。例え
ば、単回ボーラスを投与し得るか、数回の分割用量を経時的に投与してもよく、または治
療状況の緊急性によって指示されるのに比例して用量を減少または増加してもよい。投与
の容易さおよび投薬量の均一性のために非経口組成物を投与単位形態で製剤することは特
に好都合である。本明細書で使用される投与単位形態は、単一投薬量として治療される被
験者に適した物理的に個別の単位を指す；各々の単位は、必要とされる医薬担体と共に所
望治療効果を生じさせるように計算された所定量の活性化合物を含有する。
【０２７８】
　医薬的に許容される抗酸化剤の例には：（１）水溶性抗酸化剤、例えばアスコルビン酸
、塩酸システイン、重硫酸ナトリウム、メタ重亜硫酸ナトリウム、亜硫酸ナトリウム等；
（２）油溶性抗酸化剤、例えばパルミチン酸アスコルビル、ブチル化ヒドロキシアニソー
ル（ＢＨＡ）、ブチル化ヒドロキシトルエン（ＢＨＴ）、レシチン、没食子酸プロピル、
α－トコフェロール等；および（３）金属キレート化剤、例えばクエン酸、エチレンジア
ミン四酢酸（ＥＤＴＡ）、ソルビトール、酒石酸、リン酸等が含まれる。
【０２７９】
　治療組成物に関して、本発明の製剤は、経口、経鼻、局所（口腔および舌下を含む）、
経直腸、経膣および／または非経口投与に適するものを包含する。製剤は、好都合には単
位投与形態で提供され得、薬学の技術分野において公知の任意の方法によって調製され得
る。単一投与形態を生産するために担体材料と組み合わせることができる有効成分の量は
、治療される被験者および特定の投与方式に応じて異なる。単一投与形態を生産するため
に担体材料と組み合わせることができる有効成分の量は、一般に治療効果を生じさせる組
成物の量である。
【０２８０】
　経膣投与に適する本発明の製剤には、適切であることが当分野で公知である担体を含有
するペッサリー、タンポン、クリーム、ゲル、ペースト、泡またはスプレー製剤も含まれ
る。本発明の組成物の局所または経皮投与用の剤形には、散剤、スプレー、軟膏、ペース
ト、クリーム、ローション、ゲル、溶液、パッチおよび吸入剤が含まれる。活性化合物を
、無菌条件下で医薬的に許容される担体および必要とされ得る任意の防腐剤、緩衝剤また
は噴射剤と混合し得る。
【０２８１】
　本明細書で使用される「非経口投与」および「非経口的に投与される」という語句は、
通常は注射による、経腸的投与および局所投与以外の投与方式を意味し、限定されること
なく、静脈内、筋肉内、動脈内、髄腔内、関節包内、眼窩内、心臓内、皮内、腹腔内、経
気管、皮下、表皮下、関節内、被膜下、クモ膜下、脊髄内、硬膜外および胸骨内注射およ
び注入を包含する。
【０２８２】
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　本発明の医薬組成物において使用し得る適切な水性および非水性担体の例には、水、エ
タノール、ポリオール（例えばグリセロール、プロピレングリコール、ポリエチレングリ
コール等）、およびそれらの適切な混合物、オリーブ油などの植物油、およびオレイン酸
エチルなどの注射用有機エステルが含まれる。適切な流動性は、例えばレシチンなどの被
覆材料の使用によって、分散液の場合は必要な粒径の維持によって、および界面活性剤の
使用によって維持できる。
【０２８３】
　これらの組成物はまた、防腐剤、湿潤剤、乳化剤および分散剤などの補助剤を含有し得
る。微生物の存在の防止は、滅菌手順、ならびに様々な抗菌剤および抗真菌剤、例えばパ
ラベン、クロロブタノール、フェノールソルビン酸等の含有の両方によって確保され得る
。また、糖類、塩化ナトリウム等のような等張剤を組成物に含めることも望ましいと考え
られる。加えて、モノステアリン酸アルミニウムおよびゼラチンなどの吸収を遅延させる
物質を含めることによって注射用剤形の長時間吸収を生じさせ得る。
【０２８４】
　選択される投与経路に関わらず、適切な水和形態で使用され得る本発明の化合物および
／または本発明の医薬組成物は、当業者に公知の従来の方法によって医薬的に許容される
剤形に製剤される。
【０２８５】
　本発明の医薬組成物中の有効成分の実際の用量レベルは、患者への毒性を伴わずに、特
定の患者、組成物および投与方式について所望治療応答を達成するために有効な有効成分
の量が得られるように変化させ得る。選択される用量レベルは、様々な薬物動態因子、例
えば使用される本発明の特定の組成物の活性、投与経路、投与の時間、使用される特定の
化合物の排泄速度、治療の期間、使用される特定の組成物と組み合わせて使用される他の
薬剤、化合物および／または物質、治療される患者の年齢、性別、体重、状態、全般的健
康および過去の病歴、ならびに医学技術分野において周知の同様の因子に依存する。
【０２８６】
　当分野における通常技術を有する医師または獣医は、必要な医薬組成物の有効量を容易
に決定し、処方することができる。例えば、医師または獣医は、医薬組成物中で使用され
る本発明の化合物の用量を、所望治療効果を達成するために必要とされるよりも低いレベ
ルで開始し、所望効果が達成されるまで徐々に投与量を増加することができる。一般に、
本発明の組成物の適切な１日用量は、治療効果を生じさせるために有効な最も低い用量で
ある、化合物の量である。そのような有効用量は、一般に上述した因子に依存する。投与
は静脈内、筋肉内、腹腔内または皮下投与であることが好ましく、好ましくは標的部位の
近位に投与される。所望する場合は、治療組成物の有効１日用量を、場合により単位投与
形態で、１日を通して適切な間隔で別々に投与される２、３、４、５、６またはそれ以上
の分割用量として投与してもよい。本発明の化合物は単独で投与することが可能であるが
、医薬製剤（組成物）として本発明の化合物を投与することが好ましい。
【０２８７】
　１つの実施形態では、本発明の抗体は、毒性副作用を低減するために、注入によって、
好ましくは２４時間以上のような長期間にわたる緩徐な持続注入によって投与し得る。投
与はまた、２～２４時間、例えば２～１２時間にわたる持続注入によっても実施し得る。
そのようなレジメンを、必要に応じて１回またはそれ以上、例えば６ヶ月後または１２ヶ
月後に反復し得る。投与量は、抗ＣＬＤＮ６抗体を標的とする抗イディオタイプ抗体を使
用することにより、生物学的試料中の、投与後の循環モノクローナル抗ＣＬＤＮ６抗体の
量を測定することによって決定または調整することができる。
【０２８８】
　さらに別の実施形態では、本発明の抗体は維持療法によって、例えば週に１回、６ヶ月
またはそれ以上の期間にわたって投与される。
【０２８９】
　さらに別の実施形態では、本発明による抗体は、ＣＬＤＮ６に対する抗体の１回の注入
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、次いで放射性同位体に結合したＣＬＤＮ６に対する抗体の注入を含むレジメンによって
投与し得る。前記レジメンは、例えば７～９日後に反復し得る。
【０２９０】
　本発明の１つの実施形態では、本発明の治療化合物はリポソーム中に製剤される。より
好ましい実施形態では、リポソームは標的化成分を含む。最も好ましい実施形態では、リ
ポソーム中の治療化合物は、所望領域に近位の部位、例えば腫瘍の部位にボーラス注射に
よって送達される。組成物は、容易に注射可能である程度に流動性でなければならない。
組成物は、製造および保存条件下で安定でなければならず、また細菌および真菌などの微
生物の汚染作用に対して保護されていなければならない。
【０２９１】
　さらなる実施形態では、本発明の抗体は、胎盤を横切る輸送を防止するまたは低減する
ように製剤され得る。これは、当分野で公知の方法によって、例えば抗体のＰＥＧ化によ
ってまたはＦ（ａｂ'）２フラグメントの使用によって実施され得る。さらに、"Ｃｕｎｎ
ｉｎｇｈａｍ－Ｒｕｎｄｌｅｓ　Ｃ，Ｚｈｕｏ　Ｚ，Ｇｒｉｆｆｉｔｈ　Ｂ，Ｋｅｅｎａ
ｎ　Ｊ．（１９９２）Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ　ｏｆ　ｐｏｌｙｅ
ｔｈｙｌｅｎｅ－ｇｌｙｃｏｌ　ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎ　ｃｏｎｊｕｇａｔｅｓ
．Ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ　ｔｏ　ｅｎｚｙｍａｔｉｃ　ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ．Ｊ．Ｉ
ｍｍｕｎｏｌ．Ｍｅｔｈｏｄｓ，１５２：１７７－１９０；および"Ｌａｎｄｏｒ　Ｍ．
（１９９５）Ｍａｔｅｒｎａｌ－ｆｅｔａｌ　ｔｒａｎｓｆｅｒ　ｏｆ　ｉｍｍｕｎｏｇ
ｌｏｂｕｌｉｎｓ，Ａｎｎ．Ａｌｌｅｒｇｙ　Ａｓｔｈｍａ　Ｉｍｍｕｎｏｌ．７４：２
７９－２８３が参照できる。
【０２９２】
　腫瘍治療のための「治療有効用量」は、完全または部分的のいずれかであり得る客観的
腫瘍応答によって測定することができる。完全な応答（ＣＲ）は、疾患の臨床的、放射線
医学的または他の証拠がないことと定義される。部分的応答（ＰＲ）は、凝集体腫瘍径の
５０％以上の減少から生じる。進行までの平均時間は、客観的腫瘍応答の持続性を特徴づ
ける評価基準である。
【０２９３】
　腫瘍治療のための「治療有効用量」はまた、疾患の進行を安定化するその能力によって
も測定できる。癌を抑制する化合物の能力は、ヒト腫瘍における効果を予測する動物モデ
ル系で評価することができる。あるいは、組成物のこの特性は、当業者に公知のインビト
ロアッセイにより、細胞増殖またはアポトーシスを阻害する化合物の能力を検討すること
によって評価できる。治療化合物の治療有効量は、被験者において腫瘍径を縮小するまた
はさもなければ症状を改善することができる。当業者は、被験者の大きさ、被験者の症状
の重症度、および選択される特定の組成物または投与経路などの因子に基づいてそのよう
な量を決定することができる。
【０２９４】
　組成物は無菌でなければならず、また組成物が注射器によって送達可能である程度に流
動性でなければならない。水に加えて、担体は、等張緩衝塩類溶液、エタノール、ポリオ
ール（例えばグリセロール、プロピレングリコールおよび液体ポリエチレングリコール等
）、ならびにそれらの適切な混合物であり得る。適切な流動性は、例えば、レシチンなど
の被覆剤の使用によって、分散液の場合は必要な粒径の維持によって、および界面活性剤
の使用によって維持され得る。多くの場合、等張剤、例えば糖類、多価アルコール、例え
ばマンニトールまたはソルビトール、ならびに塩化ナトリウムを組成物中に含めることが
好ましい。注射用組成物の長時間吸収は、吸収を遅延させる物質、例えばモノステアリン
酸アルミニウムまたはゼラチンを組成物中に含めることによってもたらされ得る。
【０２９５】
　上述したように、活性化合物が適切に保護されている場合、化合物は、例えば不活性希
釈剤または同化性可食担体と共に、経口的に投与され得る。
【０２９６】
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ＩＶ．本発明の用途および方法
　本発明の抗体（本明細書で述べる免疫複合体、二重特異性／多重特異性分子、組成物お
よび他の誘導体を含む）は、ＣＬＤＮ６を発現し、その細胞表面とＣＬＤＮ６の結合を特
徴とする細胞が関与する疾患の治療を含む数多くの治療上の有用性を有する。例えば、抗
体は、本明細書で述べるような様々な疾患を治療するまたは予防するために、例えばイン
ビトロもしくはエクスビボで培養下の細胞に、または例えばインビボでヒト被験者に投与
することができる。好ましい被験者には、疾患細胞、特に正常細胞と比較してＣＬＤＮ６
の変化した発現パターンおよび／またはその細胞表面とＣＬＤＮ６の変化した結合パター
ンを特徴とする細胞を死滅させることによって矯正または改善できる疾患を有するヒト患
者が含まれる。
【０２９７】
　例えば、１つの実施形態では、本発明の抗体は、腫瘍形成性疾患、例えば、ＣＬＤＮ６
を発現し、その細胞表面とＣＬＤＮ６の結合を特徴とする腫瘍細胞の存在によって特徴づ
けられる疾患を有する被験者を治療するために使用できる。治療および／または予防でき
る腫瘍形成性疾患の例には、本明細書で述べるものを含む、ＣＬＤＮ６を発現するすべて
の癌および腫瘍実体が含まれる。
【０２９８】
　本発明に従って述べる医薬組成物および治療方法はまた、本明細書で述べる疾患を予防
するための免疫またはワクチン接種にも使用し得る。
【０２９９】
　別の実施形態では、本発明の抗体は、ＣＬＤＮ６もしくは特定形態のＣＬＤＮ６のレベ
ル、またはその膜表面にＣＬＤＮ６を含む細胞のレベルを検出するために使用でき、その
後、それらのレベルを上述したような特定の疾患または疾患症状に結び付けることができ
る。あるいは、抗体は、ＣＬＤＮ６を発現し、その細胞表面とＣＬＤＮ６の結合を特徴と
する細胞の機能を枯渇させるかまたは前記機能と相互作用させて、それによりこれらの細
胞を疾患の重要なメディエータとして関係づけるために使用できる。これは、抗体とＣＬ
ＤＮ６との間で複合体の形成を可能にする条件下で試料および対照試料を抗ＣＬＤＮ６抗
体と接触させることによって達成できる。抗体とＣＬＤＮ６との間で形成される複合体を
試料および対照試料、すなわち標準試料において検出し、比較する。
【０３００】
　本発明の抗体は、最初に、インビトロでの治療または診断用途に関連するそれらの結合
活性に関して試験することができる。例えば、本明細書で述べるフローサイトメトリアッ
セイを用いて抗体を試験することができる。
【０３０１】
　本発明の抗体は、インビボまたはインビトロで以下の生物学的活性の１またはそれ以上
を誘発するために使用できる：ＣＬＤＮ６を発現し、その細胞表面とＣＬＤＮ６の結合を
特徴とする細胞の増殖および／もしくは分化を阻害すること；ＣＬＤＮ６を発現し、その
細胞表面とＣＬＤＮ６の結合を特徴とする細胞を死滅させること；エフェクター細胞の存
在下でＣＬＤＮ６を発現し、その細胞表面とＣＬＤＮ６の結合を特徴とする細胞の食作用
またはＡＤＣＣを媒介すること；補体の存在下でＣＬＤＮ６を発現し、その細胞表面とＣ
ＬＤＮ６の結合を特徴とする細胞のＣＤＣを媒介すること；ＣＬＤＮ６を発現し、その細
胞表面とＣＬＤＮ６の結合を特徴とする細胞のアポトーシスを媒介すること；同型接着を
誘導すること；ならびに／またはＣＬＤＮ６に結合したとき脂質ラフトへの移行を誘導す
ること。
【０３０２】
　特定の実施形態では、抗体は、様々なＣＬＤＮ６関連疾患を治療する、予防するまたは
診断するためにインビボまたはインビトロで使用される。ＣＬＤＮ６関連疾患の例には、
中でも特に、本明細書で述べるような癌が含まれる。
【０３０３】
　上述したように、本発明の抗ＣＬＤＮ６抗体は、１またはそれ以上の他の治療薬、例え
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ば細胞傷害性物質、放射性毒性物質、抗血管新生薬および／または本発明の抗体に対する
免疫応答の誘導を低減させる免疫抑制剤と同時投与することができる。抗体は、治療薬に
結合し得るか（免疫複合体として）または治療薬とは別途に投与できる。後者（別途投与
）の場合、抗体は、治療薬の前、後もしくは治療薬と同時に投与できるか、または他の公
知の治療、例えば抗癌治療、例えば放射線と同時投与できる。そのような治療薬には、中
でも特に、上記で列挙したような抗腫瘍薬が含まれる。化学療法剤と本発明の抗ＣＬＤＮ
６抗体の同時投与は、腫瘍細胞に細胞傷害作用を生じさせる異なる機構によって働く２つ
の抗癌剤を提供する。そのような同時投与は、薬剤に対する耐性の発現または腫瘍細胞を
抗体と非反応性にする腫瘍細胞の抗原性の変化に起因する問題を解決することができる。
【０３０４】
　補体結合部位、例えば補体に結合するＩｇＧ１、ＩｇＧ２もしくはＩｇＧ３またはＩｇ
Ｍからの部分を有する本発明の組成物（例えば抗体、多重特異性および二重特異性分子な
らびに免疫複合体）も、補体の存在下で使用することができる。１つの実施形態では、本
発明の結合物質と適切なエフェクター細胞による、標的細胞を含む細胞の集団のエクスビ
ボ治療は、補体または補体を含む血清の添加によって補足され得る。本発明の結合物質で
被覆された標的細胞の食作用は、補体タンパク質の結合によって改善され得る。別の実施
形態では、本発明の組成物で被覆された標的細胞はまた、補体によっても溶解され得る。
さらに別の実施形態では、本発明の組成物は補体を活性化しない。
【０３０５】
　本発明の組成物はまた、補体と共に投与することもできる。したがって、抗体、多重特
異性または二重特異性分子および血清または補体を含有する組成物は本発明の範囲内であ
る。これらの組成物は、補体が抗体、多重特異性または二重特異性分子にごく近接して位
置するという点で有利である。
【０３０６】
　あるいは、本発明の抗体、多重特異性または二重特異性分子と補体または血清を別々に
投与することができる。標的細胞への本発明の組成物の結合は、細胞膜の脂質ラフトへの
ＣＬＤＮ６抗原抗体複合体の移行を生じさせ得る。そのような移行は、ＣＤＣを効率的に
活性化し得るおよび／または増強し得る高密度の抗原抗体複合体を生成する。
【０３０７】
　本発明の抗体組成物（例えば抗体および免疫複合体）および使用のための指示書を含む
キットも本発明の範囲内である。キットは、免疫抑制試薬、細胞傷害性物質もしくは放射
性毒性物質などの１もしくはそれ以上の付加的な試薬、または１もしくはそれ以上の付加
的な本発明の抗体（例えば補完的活性を有する抗体）をさらに含み得る。
【０３０８】
　したがって、本発明の抗体組成物で治療される患者に、本発明の抗体の治療効果を増強
するまたは増大させる、細胞傷害性物質または放射性毒性物質などの別の治療薬を付加的
に投与し得る（本発明の抗体の投与前に、抗体の投与と同時にまたは抗体の投与後に）。
【０３０９】
　他の実施形態では、例えば被験者をサイトカインで治療することにより、Ｆｃγまたは
Ｆｃα受容体の発現または活性を調節する、例えば増強するまたは阻害する物質で被験者
を付加的に治療することができる。好ましいサイトカインには、顆粒球コロニー刺激因子
（Ｇ－ＣＳＦ）、顆粒球－マクロファージコロニー刺激因子（ＧＭ－ＣＳＦ）、インター
フェロンγ（ＩＦＮ－γ）および腫瘍壊死因子（ＴＮＦ）が含まれる。本明細書で述べる
抗体および医薬組成物の治療効果を高めるための他の重要な物質は、分枝グルコース残基
のホモ多糖であって、様々な植物および微生物、例えば細菌、藻類、真菌、酵母および穀
物によって産生されるβ－グルカンである。生物によって産生されるβ－グルカンのフラ
グメントも使用し得る。好ましくは、β－グルカンは、骨格グルコース単位の少なくとも
一部、例えば骨格グルコース単位の３～６％がβ（１，６）分枝などの分枝を有する、β
（１，３）グルコースのポリマーである。
【０３１０】
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　特定の実施形態では、本発明は、試料中のＣＬＤＮ６抗原の存在を検出するまたはＣＬ
ＤＮ６抗原の量を測定するための方法であって、試験試料と対照試料をＣＬＤＮ６に特異
的に結合する抗体と、抗体またはその部分とＣＬＤＮ６との間で複合体の形成を可能にす
る条件下で接触させることを含む方法を提供する。その後、複合体の形成を検出し、対照
試料と比較した試験試料との間での複合体形成の差が試験試料中のＣＬＤＮ６抗原の存在
を指示する。
【０３１１】
　さらに別の実施形態では、本発明は、ＣＬＤＮ６を発現し、その細胞表面とＣＬＤＮ６
の結合を特徴とする細胞の存在をインビボまたはインビトロで検出するまたは前記細胞の
量を測定するための方法を提供する。その方法は、（ｉ）検出マーカーに結合した本発明
の組成物を被験者に投与すること；および（ｉｉ）ＣＬＤＮ６を発現し、その細胞表面と
ＣＬＤＮ６の結合を特徴とする細胞を含む領域を同定するために、被験者を、前記検出マ
ーカーを検出するための手段に暴露することを含む。
【０３１２】
　上述した方法は、特に、癌疾患などのＣＬＤＮ６関連疾患を診断するためおよび／また
はＣＬＤＮ６関連疾患の局在化のために有用である。好ましくは、対照試料中のＣＬＤＮ
６の量を上回る試験試料中のＣＬＤＮ６の量は、試験試料が由来する被験者、特にヒトに
おけるＣＬＤＮ６関連疾患の存在を示す。
【０３１３】
　上述した方法において使用される場合、本明細書で述べる抗体は、（ｉ）検出可能なシ
グナルを提供する；（ｉｉ）第二標識と相互作用して、第一もしくは第二標識によって提
供される検出可能なシグナルを変化させる、例えばＦＲＥＴ（蛍光共鳴エネルギー転移）
；（ｉｉｉ）電荷、疎水性、形状もしくは他の物理的パラメータによって移動度、例えば
電気泳動移動度に影響を及ぼす；または（ｉｖ）捕捉部分、例えば親和性、抗体／抗原も
しくはイオン錯体形成を提供するように機能する標識と共に提供され得る。標識として適
切であるのは、蛍光標識、発光標識、発色団標識、放射性同位体標識、同位体標識、好ま
しくは安定な同位体標識、同重体標識、酵素標識、粒子標識、特に金属粒子標識、磁性粒
子標識、ポリマー粒子標識、ビオチンなどの有機低分子、細胞接着タンパク質またはレク
チンなどの受容体のリガンドまたは結合分子、結合物質の使用によって検出できる核酸お
よび／またはアミノ酸残基を含む標識配列等のような構造体である。標識には、非限定的
に、硫酸バリウム、イオセタム酸、イオパノ酸、イポダートカルシウム、ジアトリゾ酸ナ
トリウム、ジアトリゾ酸メグルミン、メトリザミド、チロパノ酸ナトリウム、ならびにフ
ッ素１８および炭素１１などの陽電子放射体、ヨウ素１２３、テクネチウム９９ｍ、ヨウ
素１３１およびインジウム１１１などのγ放射体、フッ素およびガドリニウムなどの核磁
気共鳴のための核種を含む放射性診断物質が含まれる。
【０３１４】
　さらに別の実施形態では、本発明の免疫複合体は、化合物（例えば治療薬、標識、細胞
毒、放射性毒素、免疫抑制剤等）を抗体に連結することにより、ＣＬＤＮ６がその表面と
結合している細胞にそのような化合物を標的するために使用できる。したがって、本発明
はまた、循環腫瘍細胞などの、ＣＬＤＮ６を発現し、その細胞表面とＣＬＤＮ６の結合を
特徴とする細胞をエクスビボまたはインビトロで局在化するための方法も提供する。
【０３１５】
　本発明を以下の実施例によってさらに説明するが、これらの実施例は本発明の範囲を限
定すると解釈されるべきではない。
　以下、実施形態の例を付記する。
１．　（ｉ）配列番号：３４、３６、３８および４０から選択される抗体重鎖配列または
その変異体、好ましくは配列番号：３６の抗体重鎖配列またはその変異体を含む抗体重鎖
、ならびに（ｉｉ）配列番号：３５、３７、３９、４１、５４および５５から選択される
抗体軽鎖配列またはその変異体、好ましくは配列番号：３５の抗体軽鎖配列またはその変
異体を含む抗体軽鎖、を含有する抗体。
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２．　（ｉ）配列番号：３６の抗体重鎖配列またはその変異体を含む抗体重鎖、ならびに
　（ｉｉ）配列番号：３５、５４および５５から選択される抗体軽鎖配列またはその変異
体を含む抗体軽鎖を含有する、１．に記載の抗体。
３．　（ｉ）配列番号：３６の抗体重鎖配列またはその変異体を含む抗体重鎖、ならびに
（ｉｉ）配列番号：５４および５５から選択される抗体軽鎖配列またはその変異体を含む
抗体軽鎖を含有する、１．に記載の抗体。
４．　（ｉ）配列番号：３６の抗体重鎖配列またはその変異体を含む抗体重鎖、ならびに
（ｉｉ）配列番号：３５の抗体軽鎖配列またはその変異体を含む抗体軽鎖を含有する、１
．に記載の抗体。
５．　ＣＬＤＮ６を発現する細胞の表面に結合したＣＬＤＮ６に結合することができ、お
よびＣＬＤＮ９を発現する細胞の表面に結合したＣＬＤＮ９には実質的に結合することが
できない、１．から４．のいずれかに記載の抗体。
６．　ＣＬＤＮ４を発現する細胞の表面に結合したＣＬＤＮ４に実質的に結合することが
できないおよび／またはＣＬＤＮ３を発現する細胞の表面に結合したＣＬＤＮ３に実質的
に結合することができない、１．から５．のいずれかに記載の抗体。
７．　ＣＬＤＮ６に特異的である、１．から６．のいずれかに記載の抗体。
８．　前記細胞が無傷細胞、特に透過処理されていない細胞である、１．から７．のいず
れかに記載の抗体。
９．　ＣＬＤＮ６の細胞外部分内に位置するエピトープに結合することができる、１．か
ら８．のいずれかに記載の抗体。
１０．　ＣＬＤＮ６が配列番号：２のアミノ酸配列または配列番号：８のアミノ酸配列を
有する、１．から９．のいずれかに記載の抗体。
１１．　以下の活性：（ｉ）ＣＬＤＮ６を発現する細胞の死滅化、（ｉｉ）ＣＬＤＮ６を
発現する細胞の増殖の阻害、（ｉｉｉ）ＣＬＤＮ６を発現する細胞のコロニー形成の阻害
、（ｉｖ）確立された腫瘍の寛解を媒介すること、（ｖ）腫瘍の形成または再形成を防止
すること、および（ｖｉ）ＣＬＤＮ６を発現する細胞の転移の阻害の１またはそれ以上を
有する、１．から１０．のいずれかに記載の抗体。
１２．　ＣＬＤＮ６をその天然立体配座で担持する細胞に対して１またはそれ以上の免疫
エフェクター機能を示す、１．から１１．のいずれかに記載の抗体。
１３．　１またはそれ以上の免疫エフェクター機能が、補体依存性細胞傷害（ＣＤＣ）、
抗体依存性細胞媒介性細胞傷害（ＡＤＣＣ）、アポトーシスの誘導および増殖の阻害から
成る群より選択され、好ましくはエフェクター機能がＡＤＣＣおよび／またはＣＤＣであ
る、１２．に記載の抗体。
１４．　前記１もしくはそれ以上の活性または１もしくはそれ以上の免疫エフェクター機
能が、ＣＬＤＮ６の細胞外部分内に位置するエピトープへの前記抗体の結合によって誘導
される、１１．から１３．のいずれかに記載の抗体。
１５．　ＣＬＤＮ６を発現する前記細胞またはＣＬＤＮ６をその天然立体配座で担持する
細胞が腫瘍細胞である、１．から１４．のいずれかに記載の抗体。
１６．　ＣＬＤＮ６を発現する前記細胞またはＣＬＤＮ６をその天然立体配座で担持する
細胞が癌細胞である、１．から１５．のいずれかに記載の抗体。
１７．　前記癌細胞が、卵巣癌、特に卵巣腺癌および卵巣奇形癌、小細胞肺癌（ＳＣＬＣ
）および非小細胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）を含む肺癌、特に扁平上皮肺癌および腺癌、胃癌、
乳癌、肝癌、膵癌、皮膚癌、特に基底細胞癌および扁平上皮癌、悪性黒色腫、頭頸部癌、
特に悪性多形腺腫、肉腫、特に滑膜肉腫および癌肉腫、胆管癌、膀胱の癌、特に移行上皮
癌および乳頭癌、腎癌、特に腎明細胞癌および乳頭状腎細胞癌を含む腎細胞癌、結腸癌、
回腸の癌を含む小腸癌、特に小腸腺癌および回腸の腺癌、精巣胎芽性癌、胎盤絨毛癌、子
宮頸癌、精巣癌、特に精巣セミノーマ、精巣奇形腫および精巣胎児性癌、子宮癌、奇形癌
または胎生期癌などの胚細胞腫瘍、特に精巣の胚細胞腫瘍、ならびにそれらの転移形態か
ら成る群より選択される癌に由来する、１６．に記載の抗体。
１８．　モノクローナル、キメラ、ヒトもしくはヒト化抗体、または抗体のフラグメント
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である、１．から１７．のいずれかに記載の抗体。
１９．　天然立体配座のＣＬＤＮ６の１またはそれ以上のエピトープに結合することがで
きる、１．から１８．のいずれかに記載の抗体。
２０．　治療薬に連結された１．から１９．のいずれかに記載の抗体を含む複合体。
２１．　前記治療薬が、毒素、放射性同位体、薬剤または細胞傷害性物質である、２０．
に記載の複合体。
２２．　１．から１９．のいずれかに記載の抗体および／または２０．もしくは２１．に
記載の複合体、ならびに医薬的に許容される担体を含む医薬組成物。
２３．　ＣＬＤＮ６を発現し、その細胞表面とＣＬＤＮ６の結合を特徴とする細胞の増殖
を阻害する方法であって、細胞を１．から１９．のいずれかに記載の抗体および／または
２０．もしくは２１．に記載の複合体と接触させることを含む方法。
２４．　ＣＬＤＮ６を発現し、その細胞表面とＣＬＤＮ６の結合を特徴とする細胞を死滅
させる方法であって、細胞を１．から１９．のいずれかに記載の抗体および／または２０
．もしくは２１．に記載の複合体と接触させることを含む方法。
２５．　被験者において、ＣＬＤＮ６を発現し、その細胞表面とＣＬＤＮ６の結合を特徴
とする細胞が関与する疾患または障害を治療するまたは予防する方法であって１．から１
９．のいずれかに記載の抗体、２０．もしくは２１．に記載の複合体または２２．に記載
の医薬組成物を前記被験者に投与することを含む方法。
２６．　前記疾患または障害が腫瘍関連疾患である、２５．に記載の方法。
２７．　前記腫瘍関連疾患が癌である、２６．に記載の方法。
２８．　前記癌が、卵巣癌、特に卵巣腺癌および卵巣奇形癌、小細胞肺癌（ＳＣＬＣ）お
よび非小細胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）を含む肺癌、特に扁平上皮肺癌および腺癌、胃癌、乳癌
、肝癌、膵癌、皮膚癌、特に基底細胞癌および扁平上皮癌、悪性黒色腫、頭頸部癌、特に
悪性多形腺腫、肉腫、特に滑膜肉腫および癌肉腫、胆管癌、膀胱の癌、特に移行上皮癌お
よび乳頭癌、腎癌、特に腎明細胞癌および乳頭状腎細胞癌を含む腎細胞癌、結腸癌、回腸
の癌を含む小腸癌、特に小腸腺癌および回腸の腺癌、精巣胎芽性癌、胎盤絨毛癌、子宮頸
癌、精巣癌、特に精巣セミノーマ、精巣奇形腫および精巣胎児性癌、子宮癌、奇形癌また
は胎生期癌などの胚細胞腫瘍、特に精巣の胚細胞腫瘍、ならびにそれらの転移形態から成
る群より選択される、２７．に記載の方法。
２９．　ＣＬＤＮ６を発現し、その細胞表面とＣＬＤＮ６の結合を特徴とする細胞の転移
拡大を阻害する方法であって、前記細胞を１．から１９．のいずれかに記載の抗体および
／または２０．もしくは２１．に記載の複合体と接触させることを含む方法。

【０３１６】
［実施例］
　本明細書で使用される技術および方法は、本明細書で説明されるかまたはそれ自体が公
知の方法でおよび、例えばＳａｍｂｒｏｏｋ　ｅｔ　ａｌ．，Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌ
ｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，２ｎｄ　Ｅｄｉｔｉｏｎ（１９
８９）Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ，Ｃ
ｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ，Ｎ．Ｙ．に記載されているように実施される。キ
ットおよび試薬の使用を含むすべての方法は、特に指示されない限り製造者の情報に従っ
て実施される。
【０３１７】
［実施例１］
　リアルタイムＲＴ－ＰＣＲを用いた正常組織、癌組織および癌細胞株におけるＣＬＤＮ
６発現の定量化。
　製造者の指示に従って、ＲＮｅａｓｙ　Ｍｉｎｉ　Ｋｉｔ（Ｑｉａｇｅｎ）を使用して
凍結組織標本および癌細胞株から全細胞ＲＮＡを抽出し、ｄＴ１８オリゴヌクレオチドで
プライミングして、Ｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔ　ＩＩ（ＧＩＢＣＯ／Ｌｉｆｅｔｅｃｈ）で
逆転写した。得られたｃＤＮＡの完全性を３０サイクルのＰＣＲにおいてｐ５３転写産物
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の増幅によって試験した。ＨＰＲＴに基準化した後、ΔΔＣＴ計算を用いてＣＬＤＮ６の
発現を定量化した。
【０３１８】
　３名の個人からの組織を各々の正常組織型に関して試験した。４０サイクルのＲＴ－Ｐ
ＣＲ後、微量のＣＬＤＮ６転写産物だけが正常組織で検出できた。発現カットオフ値をわ
ずかに超える唯一の正常組織は胎盤であった。
【０３１９】
　正常組織と異なり、卵巣癌（腺癌）、肺癌（ＮＳＣＬＣ、腺癌において最も高い頻度と
発現レベル）、胃癌、乳癌、肝癌、膵癌、皮膚癌（基底細胞癌および扁平上皮癌）、悪性
黒色腫、頭頸部癌（悪性多形腺腫）、肉腫（滑膜肉腫および癌肉腫）、胆管癌、腎細胞癌
（明細胞癌および乳頭状癌）、子宮癌および癌細胞株Ａ２７８０（卵巣癌）、ＮＩＨ－Ｏ
ＶＣＡＲ３（卵巣癌）、ＨＣＴ－１１６（結腸癌）、ＥＦＯ－２７（卵巣癌）、ＣＰＣ－
Ｎ（ＳＣＬＣ）、ＮＣＩ－Ｈ５５２（ＮＳＣＬＣ）、ＳＮＵ－１（胃癌）、ＫＡＴＯＩＩ
Ｉ（胃癌）、ＹＡＰＣ（膵癌）、ＡＧＳ（胃癌）、ＦＵ９７（胃癌）、ＭＫＮ７（胃癌）
からの試料ではＣＬＤＮ６の高発現を認めた。
【０３２０】
［実施例２］
　ウェスタンブロット分析を用いた正常組織、癌組織および癌細胞株におけるＣＬＤＮ６
発現の定量化
　ウェスタンブロット分析のために、レムリ溶解緩衝液で溶解した細胞から抽出した全タ
ンパク質２０μｇを使用した。抽出物を還元試料緩衝液（Ｒｏｔｈ）に希釈し、ＳＤＳ－
ＰＡＧＥに供して、その後ＰＶＤＦ膜（Ｐａｌｌ）に電気転写した。ＣＬＤＮ６（ＡＲＰ
）およびβ－アクチン（Ａｂｃａｍ）に対して反応性のポリクローナル抗体を用いて免疫
染色を実施し、次いでホースラディッシュペルオキシダーゼ結合ヤギ抗マウスおよびヤギ
抗ウサギ二次抗体（Ｄａｋｏ）を用いて一次抗体を検出した。
【０３２１】
　５名までの個人からの組織溶解物を各々の正常組織型に関して試験した。分析した正常
組織のいずれにおいてもＣＬＤＮ６タンパク質発現は検出されなかった。正常組織と異な
り、卵巣癌および肺癌からの試料ではＣＬＤＮ６タンパク質の高発現が検出された。ＣＬ
ＤＮ６発現は、ＮＩＨ－ＯＶＣＡＲ３（卵巣癌）、ＭＫＮ７（胃癌）、ＡＧＳ（胃癌）、
ＣＰＣ－Ｎ（ＳＣＬＣ）、ＨＣＴ－１１６（結腸癌）、ＦＵ９７（胃癌）、ＮＥＣ８（精
巣胎生期癌）、ＪＡＲ（胎盤絨毛癌）、ＪＥＧ３（胎盤絨毛癌）、ＢＥＷＯ（胎盤絨毛癌
）およびＰＡ－１（卵巣奇形癌）において検出された。
【０３２２】
［実施例３］
　正常組織および癌組織におけるＣＬＤＮ６発現の免疫組織化学（ＩＨＣ）分析
　パラフィン包埋した組織切片（４μｍ）を加熱プレート（ＨＩ　１２２０、Ｌｅｉｃａ
）上にて５８℃で１時間インキュベートした。スライドガラスをＲｏｔｉｃｌｅａｒ（Ｒ
ｏｔｈ）において室温で２×１０分間インキュベートすることによって切片からパラフィ
ンを除去した。その後切片を段階的なアルコール（９９％、２×９６％、８０％および７
０％、各々５分間）中で再水和した。スライドガラスを１０ｍＭクエン酸緩衝液（ｐＨ６
．０）＋０．０５％Ｔｗｅｅｎ－２０中１２０℃（１５ｐｓｉ）で１５分間煮沸すること
により、抗原賦活化を実施した。煮沸の直後にスライドガラスをＰＢＳ中で５分間インキ
ュベートした。内因性ペルオキシダーゼ活性を室温で１５分間、ＭｅＯＨ中の０．３％過
酸化水素でブロックした。非特異的結合を避けるため、スライドガラスを室温で３０分間
、ＰＢＳ中の１０％ヤギ血清でブロックした。その後、スライドガラスをＣＬＤＮ６特異
的ポリクローナル抗体（１μｇ／ｍｌ）（ＡＲＰ）と共に４℃で一晩インキュベートした
。その翌日、スライドガラスを室温にてＰＢＳで洗浄し（３×５分間）、二次抗体（Ｐｏ
ｗｅｒＶｉｓｉｏｎ　ｐｏｌｙ　ＨＲＰ－Ａｎｔｉ－Ｒａｂｂｉｔ　ＩｇＧ　ｒｅａｄｙ
－ｔｏ－ｕｓｅ（ＩｍｍｕｎｏＬｏｇｉｃ））１００μｌと共に室温で１時間インキュベ
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ートした。その後、スライドガラスを室温にてＰＢＳで洗浄した（３×５分間）。Ｖｅｃ
ｔｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ（Ｂｕｒｌｉｎｇａｍｅ）からのＶＥＣＴＯＲ　Ｎｏ
ｖａＲＥＤ　Ｓｕｂｓｔｒａｔｅ　Ｋｉｔ　ＳＫ－４８００を使用することにより最終染
色を実施した。切片を室温で９０秒間、ヘマトキシリンで対比染色した。段階的なアルコ
ール（７０％、８０％、２×９６％および９９％、各々５分間）で脱水し、キシロール中
で１０分間インキュベートした後、スライドガラスにＸ－ｔｒａ　Ｋｉｔ（Ｍｅｄｉｔｅ
　Ｈｉｓｔｏｔｅｃｈｎｉｃ）を取り付けた。
【０３２３】
　肺、卵巣、胃、結腸、膵臓、肝臓、十二指腸または腎臓からの正常組織では、ＣＬＤＮ
６タンパク質発現は検出不能であった。正常組織と異なり、強いまたは少なくとも有意の
染色が、卵巣癌、肺癌、皮膚癌、膵癌、胃癌、乳癌、膀胱癌（移行上皮癌）、子宮頸癌、
精巣癌（セミノーマ）および子宮癌からの組織切片で認められた。染色は、悪性上皮細胞
集団の形質膜において明らかに際立っており、一方隣接する間質細胞および非悪性上皮細
胞は陰性であった。これらの結果は、ＣＬＤＮ６タンパク質が悪性細胞の形質膜に局在す
ることを示す。
【０３２４】
［実施例４］
　ＣＬＤＮ６に対するマウス抗体の作製
　ａ．完全長ＣＬＤＮ６およびＣＬＤＮ６フラグメントをコードする発現ベクターの作製
　完全長ＣＬＤＮ６（ＮＣＢＩアクセッション番号ＮＰ＿０６７０１８．２、配列番号：
２）をコードする非天然のコドン最適化ＤＮＡ配列（配列番号：３）を化学合成によって
作製し（ＧＥＮＥＡＲＴ　ＡＧ，Ｇｅｒｍａｎｙ）、ｐｃＤＮＡ３．１／ｍｙｃ－Ｈｉｓ
ベクター（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，ＵＳＡ）にクローニングして、ベクターｐ３９５３を
生成した。終結コドンの挿入により、ベクターがコードするｍｙｃ－Ｈｉｓタグに融合せ
ずにＣＬＤＮ６タンパク質を発現することが可能であった。ＣＬＤＮ６の発現を、市販の
抗ＣＬＤＮ６抗体（ＡＲＰ、０１－８８６５；Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ、ＭＡＢ３６５６
）を使用してウェスタンブロット法、フローサイトメトリおよび免疫蛍光分析によって試
験した。
【０３２５】
　加えて、ＣＬＤＮ６の推定上の細胞外ドメイン２（ＥＣ２）フラグメント（配列番号：
６）をコードするコドン最適化ＤＮＡ配列（配列番号：４）を、Ｎ末端Ｉｇκリーダー由
来のシグナルペプチド、次いで正しいシグナルペプチダーゼ切断部位を確実にするための
４個の付加的なアミノ酸との融合物（配列番号：５）として作製し、ｐｃＤＮＡ３．１／
ｍｙｃ－Ｈｉｓベクターにクローニングして、ベクターｐ３９７４を生成した。免疫化の
前に、ＥＣ２フラグメントの発現を、市販の抗ｍｙｃ抗体（Ｃｅｌｌ　Ｓｉｇｎａｌｉｎ
ｇ、ＭＡＢ　２２７６）を使用して一過性にトランスフェクトし、パラホルムアルデヒド
（ＰＦＡ）固定したＣＨＯ－Ｋ１細胞に関する免疫蛍光顕微鏡検査によって確認した。
【０３２６】
　ｂ．ＣＬＤＮ６を安定に発現する細胞株の作製
　ＣＬＤＮ６を安定に発現するＨＥＫ２９３およびＰ３Ｘ６３Ａｇ８Ｕ．１細胞株を、ベ
クターｐ３９５３を使用して標準的な技術によって生成した。
【０３２７】
　ｃ．免疫化
　Ｂａｌｂ／ｃマウスを、０、１６および３６日目に腹腔内注射によってｐ３９７４プラ
スミドＤＮＡ　２５μｇとＰＥＩ－マンノース（ＰＥＩ－Ｍａｎ；ＰｏｌｙＰｌｕｓ　Ｔ
ｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎからのインビボ－ｊｅｔＰＥＩ（商標）－Ｍａｎ）４μｌ（５％
グルコースを含むＨ２Ｏ中１５０ｍＭ　ＰＥＩ－Ｍａｎ）で免疫化した。４８および６２
日目に、ＣＬＤＮ６を安定に発現するためにｐ３９５３ベクターをトランスフェクトした
Ｐ３Ｘ６３Ａｇ８Ｕ．１骨髄腫細胞を用いて腹腔内注射によってマウスを免疫化した。６
２日目に投与した細胞は、注射の前に３０００ｒａｄで照射しておいた。マウスの血清中
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のＣＬＤＮ６に対する抗体の存在を、ＣＬＤＮ６およびＧＦＰをコードする核酸を同時ト
ランスフェクトしたＣＨＯ－Ｋ１細胞を使用して２０日目から７０日目まで免疫蛍光顕微
鏡検査によって観測した。このために、トランスフェクションの２４時間後、ＰＦＡ固定
したまたは固定していない細胞を室温（ＲＴ）で４５分間、免疫化マウスからの１：１０
０希釈の血清と共にインキュベートした。細胞を洗浄し、Ａｌｅｘａ５５５標識抗マウス
Ｉｇ抗体（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ）と共にインキュベートして、蛍光顕微鏡
検査に供した。
【０３２８】
　抗ＣＬＤＮ６特異的抗体を、ハイブリドーマＦ３－６Ｃ３－Ｈ８が産生されることに基
づき、マウスから得た血清試料中で検出した；図２参照。
【０３２９】
　モノクローナル抗体の作製のため、検出可能な抗ＣＬＤＮ６免疫応答を有するマウスを
、ｐ３９５３ベクターを安定にトランスフェクトした２×１０７ＨＥＫ２９３細胞の腹腔
内注射によって脾摘出の４日前に追加免疫した。
【０３３０】
　ｄ．ＣＬＤＮ６に対するマウスモノクローナル抗体を産生するハイブリドーマの作製
　免疫化マウスから単離した６×１０７脾細胞を、ＰＥＧ　１５００（Ｒｏｃｈｅ，ＣＲ
Ｌ　１０７８３６４１００１）を使用してマウス骨髄腫細胞株Ｐ３Ｘ６３Ａｇ８．６５３
（ＡＴＣＣ，ＣＲＬ　１５８０）の３×１０７細胞と融合した。細胞を平底マイクロタイ
タープレートに約５×１０４細胞／ウェルで接種し、１０％熱不活性化ウシ胎仔血清、１
％ハイブリドーマ融合およびクローニング添加物（ＨＦＣＳ，Ｒｏｃｈｅ，ＣＲＬ　１１
３６３７３５）、１０ｍＭ　ＨＥＰＥＳ、１ｍＭピルビン酸ナトリウム、４．５％グルコ
ース、０．１ｍＭ　２－メルカプトエタノール、１×ペニシリン／ストレプトマイシンな
らびに１×ＨＡＴ添加物（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，ＣＲＬ　２１０６０）を含むＲＰＭＩ
選択培地で約２週間培養した。１０～１４日後、個々のウェルをフローサイトメトリによ
って抗ＣＬＤＮ６モノクローナル抗体に関してスクリーニングした。抗体を分泌するハイ
ブリドーマを限界希釈によってサブクローニングし、再び抗ＣＬＤＮ６モノクローナル抗
体に関して試験した。安定なサブクローンを培養し、特徴づけのために組織培養培地中で
少量の抗体を生成した。親細胞の反応性を保持する（フローサイトメトリによって試験し
た）各々のハイブリドーマから少なくとも１つのクローンを選択した。９バイアルの細胞
バンクを各クローンについて作製し、液体窒素中で保存した。
【０３３１】
［実施例５］
　ハイブリドーマ上清およびモノクローナル抗体の結合特徴
　ａ．（ｉ）ウェスタンブロット分析および（ｉｉ）フローサイトメトリ分析による、一
過性にトランスフェクトしたＨＥＫ２９３Ｔ細胞の品質管理
　（ｉ）ＨＥＫ２９３Ｔ細胞に、ＣＬＤＮ３、ＣＬＤＮ４、ＣＬＤＮ６およびＣＬＤＮ９
をコードする核酸をそれぞれトランスフェクトするか、または擬似トランスフェクトした
。ＨＥＫ２９３Ｔ細胞におけるＣＬＤＮ３、ＣＬＤＮ４、ＣＬＤＮ６またはＣＬＤＮ９の
発現をウェスタンブロット法によって測定した。このために、トランスフェクションの２
４時間後に細胞を採取し、溶解に供した。溶解物をＳＤＳ－ＰＡＧＥに供し、ニトロセル
ロース膜に転写して、変性条件下で対応するクローディンのＣ末端に特異的に結合する抗
ＣＬＤＮ３（Ａ）（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ、３４－１７００）、抗ＣＬＤＮ４（Ａ）（Ｚ
ｙｍｅｄ、３２－９４００）、抗ＣＬＤＮ６（Ａ）（ＡＲＰ、０１－８８６５）または抗
ＣＬＤＮ９（Ａ）（Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ、ｓｃ－１７６７２）抗体で染色した。ペルオ
キシダーゼ標識二次抗体と共にインキュベートし、ＥＣＬ試薬で展開した後、ＬＡＳ－３
０００撮像装置（Ｆｕｊｉ）を視覚化のために使用した。それぞれＣＬＤＮ３、ＣＬＤＮ
４、ＣＬＤＮ６およびＣＬＤＮ９の予想分子量のバンドがトランスフェクトした細胞にお
いてのみ認められ、対照細胞では認められず（図３）、ＨＥＫ２９３Ｔ細胞は検討したク
ローディンのいずれも内因性に発現せず、したがってＣＬＤＮ６抗体の交差反応性を測定
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するための適切なツールであることを明らかにした。
　（ｉｉ）（ｉ）のＨＥＫ２９３Ｔ細胞を、天然エピトープを認識する抗ＣＬＤＮ抗体（
マウス抗ＣＬＤＮ３　ＩｇＧ２ａ（Ｒ＆Ｄ、ＭＡＢ４６２０）、マウス抗ＣＬＤＮ４　Ｉ
ｇＧ２ａ（Ｒ＆Ｄ、ＭＡＢ４２１９）、マウス抗ＣＬＤＮ６　ＩｇＧ２ｂ（Ｒ＆Ｄ、ＭＡ
Ｂ３６５６））を使用したフローサイトメトリによってさらに分析した。製品番号Ｍ９１
４４およびＭ８８９４の下でＳｉｇｍａから入手できる抗体をアイソタイプ対照として使
用した。これらの抗ＣＬＤＮ抗体の特異性を、ＣＬＤＮ３、ＣＬＤＮ４、ＣＬＤＮ６およ
びＣＬＤＮ９をコードする核酸をそれぞれ一過性にトランスフェクトしたＨＥＫ２９３Ｔ
細胞を使用して分析した。抗ＣＬＤＮ６抗体はＣＬＤＮ３、ＣＬＤＮ４およびＣＬＤＮ９
と交差反応性を示す。抗ＣＬＤＮ４抗体はＣＬＤＮ３、ＣＬＤＮ６およびＣＬＤＮ９と交
差反応性を示す。抗ＣＬＤＮ３抗体はＣＬＤＮ３に特異的に結合する（図４）。
【０３３２】
　ｂ．フローサイトメトリを使用した、本発明に従って生成されるモノクローナル抗体の
特異性の測定
　ＨＥＫ２９３Ｔ細胞に、種々のＣＬＤＮタンパク質をコードするベクターおよび蛍光マ
ーカーをコードするベクターを同時トランスフェクトした。トランスフェクションの２４
時間後に０．０５％トリプシン／ＥＤＴＡ溶液を用いて細胞を採取し、ＦＡＣＳ緩衝液（
２％ＦＣＳおよび０．１％アジ化ナトリウムを含むＰＢＳ）で洗浄した。細胞を２×１０
５細胞／ウェルでＵ底マイクロタイタープレートに移し、ハイブリドーマ上清と共に４℃
で６０分間インキュベートした。ＦＡＣＳ緩衝液で３回洗浄した後、細胞をアロフィコシ
アニン（ＡＰＣ）結合抗マウスＩｇＧ　１＋２ａ＋２ｂ＋３特異的二次抗体（Ｄｉａｎｏ
ｖａ、１１５－１３５－１６４）と共にインキュベートした。その後、細胞を２回洗浄し
、ＢＤ　ＦＡＣＳＡｒｒａｙを使用したフローサイトメトリによって結合を評価した（図
５）。蛍光マーカーの発現を横軸に、抗体結合を縦軸にプロットしている。市販のマウス
抗ＣＬＤＮ６　ＩｇＧ２ｂ抗体（Ｒ＆Ｄ、ＭＡＢ３６５６）を陽性対照とし、製品番号Ｍ
８８９４の下でＳｉｇｍａから入手できる抗体をアイソタイプ対照として使用した。
【０３３３】
　すべてがハイブリドーマＦ３－６Ｃ３に由来する、モノクローナルハイブリドーマサブ
クローンＦ３－６Ｃ３－Ｈ２、Ｆ３－６Ｃ３－Ｈ８、Ｆ３－６Ｃ３－Ｈ９、Ｆ３－６Ｃ３
－Ｄ８およびＦ３－６Ｃ３－Ｇ４からの上清中の抗体はＣＬＤＮ６に特異的であり、ＣＬ
ＤＮ９、ＣＬＤＮ３およびＣＬＤＮ４には結合しなかった。図５Ａは、モノクローナルハ
イブリドーマサブクローンＦ３－６Ｃ３－Ｈ８についての結果を例示的に示す。モノクロ
ーナルハイブリドーマサブクローンＦ３－６Ｃ３－Ｈ８からの上清中の抗体は、ＣＬＤＮ
６の（Ｉ１４３Ｖ）－ＳＮＰ変異体をトランスフェクトした細胞にも結合する。モノクロ
ーナルハイブリドーマサブクローンＦ４－４Ｆ７－Ｆ２からの上清中の抗体は、ＣＬＤＮ
６およびＣＬＤＮ９の両方に結合する（図５Ａ）。モノクローナルハイブリドーマサブク
ローンＦ３－７Ｂ３－Ｂ４からの上清中の抗体は、ＣＬＤＮ６、ＣＬＤＮ３およびＣＬＤ
Ｎ９に結合する（図５Ｂ）。モノクローナルハイブリドーマサブクローンＦ３－３Ｆ７－
Ａ５からの上清中の抗体は、ＣＬＤＮ６、ＣＬＤＮ４およびＣＬＤＮ９に結合する（図５
Ｂ）。
【０３３４】
［実施例６］
　ＣＬＤＮ６に対するモノクローナル抗体の作製および試験
　ａ．ＣＬＤＮ６の細胞外ドメイン１をコードする発現ベクターの作製
　ＣＬＤＮ６の推定上の細胞外ドメイン１（ＥＣ１）フラグメント（配列番号：７）をコ
ードするコドン最適化ＤＮＡ配列（配列番号：１２）を、Ｎ末端Ｉｇκリーダー由来のシ
グナルペプチド、次いで正しいシグナルペプチダーゼ切断部位を確実にするための４個の
付加的なアミノ酸との融合物（配列番号：１３）として作製し、ｐｃＤＮＡ３．１／ｍｙ
ｃ－Ｈｉｓベクターにクローニングして、ベクターｐ３９７３を生成した。免疫化の前に
、ＥＣ１フラグメントの発現を、市販の抗ｍｙｃ抗体（Ｃｅｌｌ　Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ、
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ＭＡＢ　２２７６）を使用して一過性にトランスフェクトし、パラホルムアルデヒド（Ｐ
ＦＡ）固定したＣＨＯ－Ｋ１細胞に関する免疫蛍光顕微鏡検査によって確認した。
【０３３５】
　ｂ．免疫
　Ｂａｌｂ／ｃマウスを、０および１４日目に腹腔内注射によってｐ３９７３プラスミド
ＤＮＡ　２５μｇとＰＥＩ－マンノース（ＰＥＩ－Ｍａｎ；ＰｏｌｙＰｌｕｓ　Ｔｒａｎ
ｓｆｅｃｔｉｏｎからのインビボ－ｊｅｔＰＥＩ（商標）－Ｍａｎ）４μｌ（Ｈ２Ｏ中１
５０ｍＭ　ＰＥＩ－Ｍａｎと５％グルコース）で免疫化した。２８および４４日目に、Ｋ
ＬＨ結合ペプチド、配列番号：１４および配列番号：１５（ＰＢＳ中各々１００μｇ、Ｊ
ＰＴ　Ｐｅｐｔｉｄｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ　ＧｍｂＨ，Ｇｅｒｍａｎｙ）とＨＰ
ＬＣ精製したＰＴＯ－ＣｐＧ－ＯＤＮ（ＰＢＳ中２５μｇ；５'－ＴＣＣＡＴＧＡＣＧＴ
ＴＣＣＴＧＡＣＧＴＴ；Ｅｕｒｏｆｉｎｓ　ＭＷＧ　Ｏｐｅｒｏｎ，Ｇｅｒｍａｎｙ）で
マウスを皮下的に免疫化した。６４、７７および９７日目に、ＣＬＤＮ６を安定に発現す
るためにｐ３９５３ベクターをトランスフェクトした２×１０７　Ｐ３Ｘ６３Ａｇ８Ｕ．
１骨髄腫細胞で腹腔内注射によってマウスを免疫化した。投与の前に、細胞をマイトマイ
シンＣ（２．５μｇ／ｍｌ、Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ、Ｍ４２８７）で処理した。６
４および９７日目に細胞をＨＰＬＣ精製したＰＴＯ－ＣｐＧ－ＯＤＮ（ＰＢＳ中５０μｇ
）と共に投与し、７７日目には不完全フロイントアジュバントと共に投与した。
【０３３６】
　モノクローナル抗体の作製のために、検出可能な抗ＣＬＤＮ６免疫応答を有するマウス
を、ｐ３９５３ベクターを安定にトランスフェクトした２×１０７ＨＥＫ２９３細胞の腹
腔内注射によって脾摘出の４日前に追加免疫した。
【０３３７】
　ｃ．ＣＬＤＮ６に対するモノクローナル抗体の試験
　フローサイトメトリ
　ＣＬＤＮ６およびそのホモログへのモノクローナル抗体の結合を試験するため、ＨＥＫ
２９３Ｔ細胞に、対応するクローディンをコードするプラスミドを一過性にトランスフェ
クトし、フローサイトメトリによって発現を分析した。トランスフェクトした細胞とトラ
ンスフェクトしていない細胞を区別するため、ＨＥＫ２９３Ｔ細胞にレポーターとして蛍
光マーカーを同時トランスフェクトした。トランスフェクションの２４時間後、細胞を０
．０５％トリプシン／ＥＤＴＡで採取し、ＦＡＣＳ緩衝液（２％ＦＣＳおよび０．１％ア
ジ化ナトリウムを含むＰＢＳ）で洗浄して、２×１０６細胞／ｍｌの濃度でＦＡＣＳ緩衝
液に再懸濁した。細胞懸濁液１００μｌを指示濃度の適切な抗体と共に４℃で３０分間イ
ンキュベートした。交差反応性抗体を使用してＣＬＤＮ６およびＣＬＤＮ９発現を検出し
た。市販のマウス抗クローディン抗体、抗ＣＬＤＮ３（Ｒ＆Ｄ、ＭＡＢ４６２０）および
抗ＣＬＤＮ４（Ｒ＆Ｄ、ＭＡＢ４２１９）を陽性対照として使用し、マウスＩｇＧ２ａ（
Ｓｉｇｍａ、Ｍ９１４４）およびＩｇＧ２ｂ（Ｓｉｇｍａ、Ｍ８８９４）をそれぞれアイ
ソタイプ対照として使用した。細胞をＦＡＣＳ緩衝液で３回洗浄し、ＡＰＣ結合抗マウス
ＩｇＧ　１＋２ａ＋２ｂ＋３ａ特異的二次抗体（Ｄｉａｎｏｖａ、１１５－１３５－１６
４）と共に４℃で３０分間インキュベートした。細胞を２回洗浄し、ＦＡＣＳ緩衝液に再
懸濁した。ＢＤ　ＦＡＣＳＡｒｒａｙを用いたフローサイトメトリによって結合を分析し
た。蛍光マーカーの発現を横軸に、抗体結合を縦軸にプロットした。
【０３３８】
　ＣＤＣ
　補体依存性細胞傷害（ＣＤＣ）を、抗ＣＬＤＮ６抗体と共にインキュベートした標的細
胞にヒト補体を添加した後、非溶解細胞中の細胞内ＡＴＰの含量を測定することによって
判定した。ＡＴＰを測定するため、非常に感度の高い分析方法としてルシフェラーゼの発
光反応を使用した。
【０３３９】
　ＣＬＤＮ６を安定にトランスフェクトしたＣＨＯ－Ｋ１細胞（ＣＨＯ－Ｋ１－ＣＬＤＮ
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６）を０．０５％トリプシン／ＥＤＴＡで採取し、Ｘ－Ｖｉｖｏ　１５培地（Ｌｏｎｚａ
、ＢＥ０４－４１８Ｑ）で２回洗浄して、１×１０７細胞／ｍｌの濃度でＸ－Ｖｉｖｏ　
１５培地に懸濁した。細胞懸濁液２５０μｌを０．４ｃｍ電気穿孔キュベットに移し、ル
シフェラーゼをコードするインビトロ転写したＲＮＡ（ルシフェラーゼＩＶＴ　ＲＮＡ）
７μｇと混合した。Ｇｅｎｅ　Ｐｕｌｓｅｒ　Ｘｃｅｌｌ（Ｂｉｏ　Ｒａｄ）を用いて２
００Ｖおよび３００μＦで細胞を電気穿孔した。電気穿孔後、あらかじめ温めておいたＤ
－ＭＥＭ／Ｆ１２（１：１）２．４ｍｌならびに１０％（ｖ／ｖ）ＦＣＳ、１％（ｖ／ｖ
）ペニシリン／ストレプトマイシンおよび１．５ｍｇ／ｍｌ　Ｇ４１８を含むＧｌｕｔａ
Ｍａｘ－Ｉ培地（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ、３１３３１－０９３）中に細胞を懸濁した。細
胞懸濁液５０μｌ／ウェルを白色９６穴ＰＰプレートに接種し、３７℃および７．５％Ｃ
Ｏ２でインキュベートした。電気穿孔の２４時間後、６０％ＲＰＭＩ（２０ｍＭ　ＨＥＰ
ＥＳを含む）および４０％ヒト血清（６名の健常ドナーから得た血清プール）中のモノク
ローナルマウス抗ＣＬＤＮ６抗体５０μｌを指示濃度で細胞に添加した。ＰＢＳ中８％（
ｖ／ｖ）Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００　１０μｌ／ウェルを「全溶解物」対照に添加し、Ｐ
ＢＳ　１０μｌ／ウェルを「最大生細胞」対照および実際の試料に添加した。３７℃およ
び７．５％ＣＯ２で８０分間インキュベートした後、各ウェルにつきルシフェリン混合物
（ｄｄＨ２Ｏ中３．８４ｍｇ／ｍｌ　Ｄ－ルシフェリン、０．６４Ｕ／ｍｌ　ＡＴＰアー
ゼおよび１６０ｍＭ　ＨＥＰＥＳ）５０μｌを添加した。プレートを暗所にて室温で４５
分間インキュベートした。ルミノメータ（Ｉｎｆｉｎｉｔｅ　Ｍ２００、ＴＥＣＡＮ）を
使用して発光を測定した。結果を集積デジタル相対発光量（ＲＬＵ）として示す。
【０３４０】
　ＮＥＣ８細胞を２００Ｖおよび４００μＦで電気穿孔し、ＲＰＭＩ　１６４０および１
０％（ｖ／ｖ）ＦＣＳを含むＧｌｕｔａＭＡＸ－Ｉ培地（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ、６１８
７０）中で培養した。
【０３４１】
　特異的溶解を以下のように算定する：
【数１】

【０３４２】
　早期治療
　早期抗体治療のためにＰＢＳ　２００μｌ中の２×１０７ＮＥＣ８細胞を無胸腺Ｎｕｄ
ｅ－Ｆｏｘｎ１ｎｕマウスの側腹部に皮下的に接種した。各々の実験群は１０匹の６～８
週齢の雌性マウスから成った。接種の３日後、精製マウスモノクローナル抗体ｍｕＭＡＢ
　５９Ａ、６０Ａ、６１Ｄ、６４Ａ、６５Ａ、６６Ｂおよび６７Ａ　２００μｇを週に２
回、静脈内注射と腹腔内注射を交互に実施することによって４６日間適用した。ＰＢＳで
処置した実験群を陰性対照として使用した。腫瘍体積（ＴＶ＝（長さ×幅２）／２）を週
に２回観測した。ＴＶをｍｍ３で表して、経時的な腫瘍増殖曲線を作成する。腫瘍が１５
００ｍｍ３以上の体積に達したとき、マウスを犠死させた。
【０３４３】
　ｄ．結果
　マウスモノクローナル抗体ｍｕＭＡＢ　５９Ａ、６０Ａ、６１Ｄ、６４Ａ、６５Ａ、６
６Ｂおよび６７Ａは、ヒトＣＬＤＮ６およびＣＬＤＮ６　ＳＮＰ（一塩基多型）変異体Ｉ
１４３Ｖへの強力な結合を示し、一方ＣＬＤＮ３、４および９への結合は認められなかっ
た（図６）。
【０３４４】
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　ｍｕＭＡＢ　５９Ａ、６０Ａ、６１Ｄ、６４Ａ、６５Ａ、６６Ｂおよび６７Ａは非常に
低いＥＣ５０値（ＥＣ５０　２００～５００ｎｇ／ｍｌ）を示し、低濃度で結合の飽和が
達成された（図７）。
【０３４５】
　ｍｕＭＡＢ　５９Ａ、６０Ａ、６１Ｄ、６４Ａ、６５Ａ、６６Ｂおよび６７Ａは用量依
存的なＣＤＣ活性を示し、低濃度でＣＤＣを誘導した（図８）。抗ＣＬＤＮ６抗体ｍｕＭ
ＡＢ　６５Ａおよび６６Ｂは用量依存的にＮＥＣ８細胞に対するＣＤＣを誘導した（図９
）。ｍｕＭＡＢ　６５Ａおよび６６Ｂの標的特異性は、ＮＥＣ８　ＬＶＴＳ２　５４細胞
（ＣＬＤＮ６ノックダウン）を使用することによって証明された。
【０３４６】
　さらに、ｍｕＭＡＢ　５９Ａ、６０Ａ、６１Ｄ、６４Ａ、６５Ａ、６６Ｂおよび６７Ａ
は、ＮＥＣ８細胞を移植したマウスにおいて腫瘍増殖の阻害を示した（図１０）。
【０３４７】
［実施例７］
　ＣＬＤＮ６に対するキメラモノクローナル抗体の作製および試験
　ａ．マウス／ヒトキメラモノクローナル抗体の作製
　キメラ化のために、リーダー配列を含むマウス重鎖および軽鎖可変領域を、以下の表に
列挙するプライマーを使用してＰＣＲによって増幅した。マウス重鎖を、ＡｐａＩ制限部
位（５'－ＧＧＧＣＣＣ－３'）により、発現ベクターによってコードされるヒトＦｃγ１
鎖のＮ末端部分に融合した。リーダー配列を含むマウスκ鎖の可変ドメインを、ＢｓｉＷ
Ｉ制限部位を使用して定常領域の前にクローニングした。ベクター内の定常領域の正しい
方向、すなわちベクターの先行するプロモーターに適した方向を配列決定によって確認し
た。ＡｐａＩ制限部位の位置のゆえに、このためのリーダー配列を含む可変領域の増幅は
、ＡｐａＩ部位の配列に加えてヒトγ１定常領域の配列の最初の１１ヌクレオチドを含ま
ねばならない。ヒトγ１重鎖定常領域のヌクレオチド配列を配列番号：２４として列挙し
、このようにして発現されたヒトγ１定常領域のアミノ酸配列を配列番号：２５として列
挙する。κ軽鎖の定常部分をコードするヌクレオチド配列を配列番号：２６として列挙し
、それぞれのアミノ酸配列を配列番号：２７として列挙する。
【０３４８】
【表１】

【０３４９】
　マウス対応物に合わせて、キメラモノクローナル抗体は「ｃｈｉｍ」の接頭辞を付して
、例えばｃｈｉｍＡＢ　６４Ａと命名した。
【０３５０】
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　リーダー配列を含む軽鎖および重鎖のマウス可変領域の増幅を、Ｍａｔｚ　ｅｔ　ａｌ
．（Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ，１９９９，Ｖｏｌ．２７，Ｎｏ．
６）に記載されている「ステップアウトＰＣＲ」に従って実施した。このために、当業者
に公知の標準的な方法によって、例えばＲＮｅａｓｙ　Ｍｉｎｉ　Ｋｉｔ（Ｑｉａｇｅｎ
）を使用して、モノクローナルハイブリドーマ細胞株（表１参照）から全ＲＮＡを調製し
た。一本鎖ｃＤＮＡを、同じくＭａｔｚ　ｅｔ　ａｌ．（Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　
Ｒｅｓｅａｒｃｈ，１９９９，Ｖｏｌ．２７，Ｎｏ．６，１５５８）に記載されている「
鋳型切り替え」法に従って調製した。（ｄＴ）３０オリゴマー（配列番号：２８）に加え
て、一本鎖ｃＤＮＡは、ｃＤＮＡ鎖の重合の間の鋳型切り替えのための５'アダプターと
して働くＤＮＡ／ＲＮＡハイブリッドオリゴマー（配列番号：２９）を含んだ。このアダ
プターオリゴマーでは、最後の３個のヌクレオチドがデオキシリボヌクレオチドではなく
リボヌクレオチドであった。その後の「ステップアウトＰＣＲ」は、マウスκ鎖の定常領
域またはγ鎖の２ａサブクラスの定常領域（それぞれ配列番号：３０および３１）を標的
とするアンチセンスオリゴマーを使用した。ハイブリドーマ細胞株によって産生されるマ
ウスモノクローナル抗体のＩｇＧサブクラスを事前にＩｓｏＳｔｒｉｐ（Ｒｏｃｈｅ）で
免疫学的に分析し、それに従って適切なアンチセンスオリゴマーを選択した（表１参照）
。配列番号：３２および３３に列挙する２つのオリゴマーを含む、プライマー混合物を「
ステップアウトＰＣＲ」におけるセンスオリゴマーとして使用した。
【０３５１】
　リーダー配列を含む同定されたマウス可変領域を、次に、５'ＵＴＲおよび３'マウス定
常領域を除くＰＣＲによって増幅し、ヒト定常領域を担持する作製された発現ベクターへ
のサブクローニングを可能にする制限部位を末端に付加した。加えて、センスオリゴマー
はコンセンサスコザック配列（５'－ＧＣＣＧＣＣＡＣＣ－３'）を提供し、重鎖可変領域
のためのアンチセンスオリゴマーは、ＡｐａＩ制限部位に加えてヒトγ１定常領域の最初
の１１ヌクレオチドを含んだ（表１参照、配列番号：１７～２３）。リーダー配列を含む
κ軽鎖可変領域を、ＨｉｎｄＩＩＩおよびＢｓｉＷＩ制限酵素を使用してクローニングし
、γ重鎖可変領域はＨｉｎｄＩＩＩおよびＡｐａＩ制限酵素を必要とした。
【０３５２】
　リーダー配列を含む軽鎖および重鎖のさらなるマウス可変領域を増幅し、ＣＬＤＮ６に
対するさらなるキメラモノクローナル抗体を上記で開示したプロトコールに従って作製し
た。
【０３５３】
　ｂ．キメラモノクローナル抗ＣＬＤＮ６抗体の作製
　キメラモノクローナル抗体を、対応する抗体の軽鎖および重鎖をコードするプラスミド
ＤＮＡをトランスフェクトしたＨＥＫ２９３Ｔ細胞（ＡＴＣＣ　ＣＲＬ－１１２６８）に
おいて一過性に発現させた。トランスフェクションの２４時間前に、８×１０７細胞を１
４５ｍｍ細胞培養プレートに接種し、ＨＥＫ２９３Ｔ培地（ＤＭＥＭ／Ｆ１２＋Ｇｌｕｔ
ａＭＡＸ－Ｉ、１０％ＦＣＳ、１％ペニシリン／ストレプトマイシン）２５ｍｌ中で培養
した。プラスミドＤＮＡ２０μｇを細胞培養プレートにつき５ｍｌの、添加物を含まない
ＨＥＫ２９３Ｔ培地に溶解した。直鎖状ポリエチレンイミン（ＰＥＩ）７５μｌ（１ｍｇ
／ｍｌ）（Ｐｏｌｙｓｃｉｅｎｃｅ、２３９６６）を添加した後、（ＤＮＡ：ＰＥＩ）混
合物を室温で１５分間インキュベートした。その後、トランスフェクション混合物を細胞
に滴下した。トランスフェクションの２４時間後、ＨＥＫ２９３Ｔ培地を、１％ペニシリ
ン／ストレプトマイシンを含むＰｒｏ２９３ａ培地（Ｌｏｎｚａ、ＢＥ１２－７６４Ｑ）
と交換した。最適発現のために、トランスフェクトした細胞を３７℃、７．５％ＣＯ２で
さらに９６～１２０時間培養した。上清を採取し、プロテインＡカラムを使用したＦＰＬ
Ｃによってキメラ抗体を精製した。抗体の濃度を測定し、ＳＤＳ－ＰＡＧＥによって品質
を検査した。
【０３５４】
　ｃ．ＣＬＤＮ６に対するキメラモノクローナル抗体の試験
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　フローサイトメトリ
　ＣＬＤＮ６特異的キメラモノクローナル抗体の特異性と親和性を試験するため、ＣＬＤ
Ｎ３、４、６または９をそれぞれ安定にトランスフェクトしたＨＥＫ２９３細胞およびＣ
ＬＤＮ６を内因性に発現する腫瘍細胞株への結合をフローサイトメトリによって分析した
。そのため、細胞を０．０５％トリプシン／ＥＤＴＡで採取し、ＦＡＣＳ緩衝液（２％Ｆ
ＣＳおよび０．１％アジ化ナトリウムを含むＰＢＳ）で洗浄して、２×１０６細胞／ｍｌ
の濃度でＦＡＣＳ緩衝液に再懸濁した。細胞懸濁液１００μｌを指示濃度の適切な抗体と
共に４℃で６０分間インキュベートした。キメラ交差反応性抗体（ｃｈｉｍＡＢ　５Ｆ２
Ｄ２）を使用してＣＬＤＮ６およびＣＬＤＮ９発現を検出した。市販のマウス抗クローデ
ィン抗体、抗ＣＬＤＮ３（Ｒ＆Ｄ、ＭＡＢ４６２０）および抗ＣＬＤＮ４（Ｒ＆Ｄ、ＭＡ
Ｂ４２１９）を陽性対照として使用し、ヒトＩｇＧ１κ（Ｓｉｇｍａ、Ｉ５１５４）を陰
性対照として使用した。細胞をＦＡＣＳ緩衝液で３回洗浄し、ＡＰＣ結合ヤギ抗ヒトＩｇ
Ｇ　Ｆｃγ（Ｄｉａｎｏｖａ、１０９－１３６－１７０）またはＡＰＣ結合抗マウスＩｇ
Ｇ　１＋２ａ＋２ｂ＋３ａ（Ｄｉａｎｏｖａ、１１５－１３５－１６４）特異的二次抗体
と共にそれぞれ４℃で３０分間インキュベートした。細胞を２回洗浄し、ＦＡＣＳ緩衝液
に再懸濁した。ＢＤ　ＦＡＣＳＡｒｒａｙを用いたフローサイトメトリによって結合を分
析した。
【０３５５】
　ＣＤＣ
　補体依存性細胞傷害（ＣＤＣ）を、抗ＣＬＤＮ６抗体と共にインキュベートした標的細
胞にヒト補体を添加した後、非溶解細胞中の細胞内ＡＴＰの含量を測定することによって
判定した。ＡＴＰを測定するため、非常に感度の高い分析方法としてルシフェラーゼの生
物発光反応を使用する。
【０３５６】
　このアッセイでは、どちらもルシフェラーゼ発現構築物で安定に形質導入した、ＮＥＣ
８野生型細胞（ＣＬＤＮ６陽性）およびＮＥＣ８　ＣＬＤＮ６ノックダウン細胞（ＣＬＤ
Ｎ６陰性）を使用した。細胞を０．０５％トリプシン／ＥＤＴＡで採取し、ＲＰＭＩおよ
び１０％（ｖ／ｖ）ＦＣＳを含むＧｌｕｔａＭａｘ－Ｉ培地（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ、６
１８７０－０１０）中で２×１０５細胞／ｍｌの濃度に調整した。１×１０４細胞を白色
９６穴ＰＰプレートに接種し、３７℃および５％ＣＯ２で２４時間インキュベートした。
インキュベーション後、６０％ＲＰＭＩ（２０ｍＭ　ＨＥＰＥＳを含む）および４０％ヒ
ト血清（６名の健常ドナーから得た血清プール）中のモノクローナルキメラ抗ＣＬＤＮ６
抗体５０μｌを指示濃度で細胞に添加した。ＰＢＳ中８％（ｖ／ｖ）Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－
１００　１０μｌ／ウェルを「全溶解物」対照に添加し、ＰＢＳ　１０μｌ／ウェルを「
最大生細胞」対照および実際の試料に添加した。３７℃および５％ＣＯ２で８０分間さら
にインキュベートした後、各ウェルにつきルシフェリン混合物（ｄｄＨ２Ｏ中３．８４ｍ
ｇ／ｍｌ　Ｄ－ルシフェリン、０．６４Ｕ／ｍｌ　ＡＴＰアーゼおよび１６０ｍＭ　ＨＥ
ＰＥＳ）５０μｌを添加した。プレートを暗所にて室温で４５分間インキュベートした。
ルミノメータ（Ｉｎｆｉｎｉｔｅ　Ｍ２００、ＴＥＣＡＮ）を使用して生物発光を測定し
た。結果を集積デジタル相対発光量（ＲＬＵ）として示す。
【０３５７】
　特異的溶解を以下のように算定する：
【数２】

【０３５８】
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　ＡＤＣＣ
　抗体依存性細胞傷害（ＡＤＣＣ）を、抗ＣＬＤＮ６抗体と共にインキュベートした標的
細胞にヒトＰＢＭＣを添加した後、非溶解細胞中の細胞内ＡＴＰの含量を測定することに
よって判定した。ＡＴＰを測定するため、非常に感度の高い分析方法としてルシフェラー
ゼの生物発光反応を使用する。
【０３５９】
　このアッセイでは、どちらもルシフェラーゼ発現構築物で安定に形質導入した、ＮＥＣ
８野生型細胞（ＣＬＤＮ６陽性）およびＮＥＣ８　ＣＬＤＮ６ノックダウン細胞（ＣＬＤ
Ｎ６陰性）を使用した。細胞を０．０５％トリプシン／ＥＤＴＡで採取し、ＲＰＭＩなら
びに１０％（ｖ／ｖ）ＦＣＳおよび２０ｍＭ　Ｈｅｐｅｓを含むＧｌｕｔａＭａｘ－Ｉ培
地（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ、６１８７０－０１０）中で２×１０５細胞／ｍｌの濃度に調
整した。１×１０４細胞を白色９６穴ＰＰプレートに接種し、３７℃および５％ＣＯ２で
４時間インキュベートした。
【０３６０】
　ＰＢＭＣを、Ｆｉｃｏｌｌ　Ｈｙｐａｑｕｅ（ＧＥ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ、１７１４
４００３）を使用して密度勾配遠心分離によってヒトドナー血液試料から単離した。間期
を含むＰＭＢＣを単離し、細胞をＰＢＳ／ＥＤＴＡ（２ｍＭ）で２回洗浄した。１×１０
８ＰＢＭＣを、５％熱不活性化ヒト血清（Ｌｏｎｚａ、ＵＳ１４－４０２Ｅ）を含むＸ－
Ｖｉｖｏ　１５培地（Ｌｏｎｚａ、ＢＥ０４－４１８Ｑ）５０ｍｌに接種し、３７℃およ
び５％ＣＯ２で２時間インキュベートした。
【０３６１】
　標的細胞（ＮＥＣ８）の接種の４時間後に、ＰＢＳ中のモノクローナルキメラ抗ＣＬＤ
Ｎ６抗体２５μｌを指示濃度で細胞に添加した。２時間のインキュベーションのうちに接
着単球から分離した非接着ＰＢＭＣを採取し、Ｘ－Ｖｉｖｏ　１５培地中で８×１０６細
胞／ｍｌに調整した。この細胞懸濁液２５μｌを標的細胞およびモノクローナルキメラ抗
ＣＬＤＮ６抗体に添加した。プレートを３７℃および５％ＣＯ２で２４時間インキュベー
トした。
【０３６２】
　２４時間のインキュベーション後、ＰＢＳ中８％（ｖ／ｖ）Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００
　１０μｌ／ウェルを「全溶解物」対照に添加し、ＰＢＳ　１０μｌ／ウェルを「最大生
細胞」対照および実際の試料に添加した。各ウェルにつきルシフェリン混合物（ｄｄＨ２

Ｏ中３．８４ｍｇ／ｍｌ　Ｄ－ルシフェリン、０．６４Ｕ／ｍｌ　ＡＴＰアーゼおよび１
６０ｍＭ　ＨＥＰＥＳ）５０μｌを添加した。プレートを暗所にて室温で３０分間インキ
ュベートした。ルミノメータ（Ｉｎｆｉｎｉｔｅ　Ｍ２００、ＴＥＣＡＮ）を使用して生
物発光を測定した。結果を集積デジタル相対発光量（ＲＬＵ）として示す。
【０３６３】
　特異的溶解を以下のように算定する：
【数３】

【０３６４】
　ｄ．結果
　抗ＣＬＤＮ６キメラモノクローナル抗体ｃｈｉｍＡＢ　６１Ｄ、６４Ａ、６７Ａおよび
８９ＡはヒトＣＬＤＮ６への強力な結合を示し、一方ＣＬＤＮ３、４および９への結合は
認めなかった（図１１）。
【０３６５】
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　ＨＥＫ２９３細胞の表面で安定に発現されるヒトＣＬＤＮ６への結合に関して、抗ＣＬ
ＤＮ６キメラモノクローナル抗体ｃｈｉｍＡＢ　６４Ａおよび８９Ａは非常に低いＥＣ５
０値（ＥＣ５０　４５０～６００ｎｇ／ｍｌ）を示し、低濃度で結合の飽和が達成された
。ｃｈｉｍＡＢ　６７Ａおよび６１Ｄは、それぞれ低い（ＥＣ５０　１０００ｎｇ／ｍｌ
）および中間的な（ＥＣ５０　２３００ｎｇ／ｍｌ）ＥＣ５０値を示した（図１２）。
【０３６６】
　ＮＥＣ８細胞において内因性に発現されるＣＬＤＮ６への結合に関して、抗ＣＬＤＮ６
キメラモノクローナル抗体ｃｈｉｍＡＢ　６４Ａおよび８９Ａは非常に低いＥＣ５０値（
ＥＣ５０　６００～６５０ｎｇ／ｍｌ）を示し、低濃度で結合の飽和が達成され、一方ｃ
ｈｉｍＡＢ　６１Ｄおよび６７Ａは、それぞれ中間的（ＥＣ５０　１７００ｎｇ／ｍｌ）
および高い（ＥＣ５０　６１００ｎｇ／ｍｌ）ＥＣ５０値を示した。（図１３）。
【０３６７】
　ＯＶ９０細胞において内因性に発現されるＣＬＤＮ６への結合に関して、抗ＣＬＤＮ６
キメラモノクローナル抗体ｃｈｉｍＡＢ　６４Ａおよび８９Ａは非常に低いＥＣ５０値（
ＥＣ５０　５５０～６００ｎｇ／ｍｌ）を示し、低濃度で結合の飽和が達成された。ｃｈ
ｉｍＡＢ　６１Ｄおよび６７Ａは中間的なＥＣ５０値（それぞれＥＣ５０　１５００ｎｇ
／ｍｌおよびＥＣ５０　２３００ｎｇ／ｍｌ）を示した（図１４）。
【０３６８】
　抗ＣＬＤＮ６キメラモノクローナル抗体ｃｈｉｍＡＢ　６１Ｄ、６４Ａ、６７Ａおよび
８９Ａは、ＮＥＣ８細胞に対して用量依存的にＣＤＣ活性を示した（図１５）。
【０３６９】
　抗ＣＬＤＮ６キメラモノクローナル抗体ｃｈｉｍＡＢ　６１Ｄ、６４Ａ、６７Ａおよび
８９Ａは、ＮＥＣ８細胞に対して用量依存的なＡＤＣＣ活性を示し、低い抗体濃度でもＡ
ＤＣＣを誘導した（図１６）。
【０３７０】
　これらの結果は、ＣＬＤＮ６に対するこれらのキメラモノクローナル抗体の特異性を示
す。
【０３７１】
［実施例８］
　ＣＬＤＮ６に対するモノクローナル抗体を使用した治療
　早期治療
　早期抗体治療のために、ＲＰＭＩ培地（Ｇｉｂｃｏ）２００μｌ中の２×１０７ＮＥＣ
８細胞を無胸腺Ｎｕｄｅ－Ｆｏｘｎ１ｎｕマウスの側腹部に皮下的に接種した。各々の実
験群は１０匹の６～８週齢雌性マウスから成った。腫瘍細胞の接種の３日後、精製マウス
モノクローナル抗体ｍｕＭＡＢ　８９Ａ　２００μｇを、週に２回静脈内注射と腹腔内注
射を交互に実施することによって７週間適用した。ＰＢＳで処置した実験群を陰性対照と
して使用した。腫瘍体積（ＴＶ＝（長さ×幅２）／２）を週に２回観測した。ＴＶをｍｍ
３で表して、経時的な腫瘍増殖曲線を作成する。腫瘍が１５００ｍｍ３以上の体積に達し
たとき、マウスを犠死させた。
【０３７２】
　進行後の治療
　進行した異種移植腫瘍の抗体治療のために、ＲＰＭＩ培地（Ｇｉｂｃｏ）２００μｌ中
の２×１０７ＮＥＣ８細胞を６～８週齢の雌性無胸腺Ｎｕｄｅ－Ｆｏｘｎ１ｎｕマウスの
側腹部に皮下的に接種した。腫瘍体積（ＴＶ＝（長さ×幅２）／２）を週に２回観測した
。ＴＶをｍｍ３で表して、経時的な腫瘍増殖曲線を作成する。腫瘍細胞の接種の１５～１
７日後、マウスを８０ｍｍ３以上の均一な腫瘍サイズを有する、コホート当たり８匹の動
物の処置群に分けた。精製マウスモノクローナル抗体ｍｕＭＡＢ　６１Ｄ、６４Ａ、６７
Ａおよび８９Ａ　２００μｇを、週に２回静脈内注射と腹腔内注射を交互に実施すること
によって５週間適用した。ＰＢＳおよび非特異的抗体で処置した実験群を陰性対照として
使用した。腫瘍が１５００ｍｍ３以上の体積に達したとき、マウスを犠死させた。
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【０３７３】
　腫瘍細胞株ＮＥＣ８を移植したマウスを使用した早期治療異種移植モデルにおいて、マ
ウスモノクローナル抗体ｍｕＭＡＢ　６１Ｄ、６４Ａおよび６７Ａで処置したマウスは、
免疫療法を停止した後も腫瘍増殖を示さなかった（図１７）。
【０３７４】
　腫瘍細胞株ＮＥＣ８を移植したマウスを使用した早期治療異種移植モデルにおいて、ｍ
ｕＭＡＢ　８９Ａは腫瘍増殖の阻害を示し、ｍｕＭＡＢ　８９Ａで処置したマウスでは試
験の終了時に腫瘍は検出できなかった（図１８）。
【０３７５】
　腫瘍細胞株ＮＥＣ８を移植したマウスを使用した進行後治療異種移植モデルにおいて、
ｍｕＭＡＢ　６４Ａは腫瘍増殖の阻害を示した（図１９）。
【０３７６】
　腫瘍細胞株ＮＥＣ８を移植したマウスを使用した進行後治療異種移植モデルにおいて、
ｍｕＭＡＢ　６４Ａで処置したマウスは生存期間の延長を示した（図２０）。
【０３７７】
　腫瘍細胞株ＮＥＣ８を移植したマウスを使用した進行後治療異種移植モデルにおいて、
マウスモノクローナル抗ＣＬＤＮ６抗体ｍｕＭＡＢ　６１Ｄ、６７Ａおよび８９Ａにより
、腫瘍増殖の阻害が達成された（図２１）。
【０３７８】
　腫瘍細胞株ＮＥＣ８を移植したマウスを使用した進行後治療異種移植モデルにおいて、
ＣＬＤＮ６特異的抗体ｍｕＭＡＢ　６１Ｄまたは６７Ａで処置したマウスは生存期間の延
長を示した（図２２Ａ、図２２Ｂ)。
【０３７９】
　ＮＥＣ８野生型細胞および安定なＣＬＤＮ６ノックダウンを有するＮＥＣ８細胞を移植
したマウスを使用した進行後治療異種移植モデルにおいて、ｍｕＭＡＢ　６４Ａおよび８
９Ａは、ＮＥＣ８野生型細胞を移植したマウスでのみ治療効果を示すが、ＮＥＣ８　ＣＬ
ＤＮ６ノックダウン細胞を移植したマウスでは治療効果を示さず、インビボでの抗体のＣ
ＬＤＮ６特異性を明らかにする（図２３）。
【０３８０】
［実施例９］
　ＣＬＤＮ６に対するモノクローナル抗体の高解像度エピトープマッピング
　ＣＬＤＮ６特異的モノクローナル抗体は、ＥＬＩＳＡエピトープマッピング試験におい
て線状ペプチドへの（あるとしても）非常に低い結合だけを示し、それらのエピトープが
立体配座であることを示唆する。本明細書で述べる抗体と天然立体配座のＣＬＤＮ６の間
の相互作用を分析するため、哺乳動物細胞培養物における部位指定突然変異誘発をエピト
ープマッピング手法として使用した。それぞれ１番目および２番目の細胞外ドメイン内の
アミノ酸２７～８１および１３７～１６１のアラニン走査突然変異誘発を実施した。ＨＥ
Ｋ２９３Ｔ細胞における一過性発現後、ＣＬＤＮ６突然変異体を、特異的モノクローナル
抗体によって結合されるそれらの能力に関して評価した。ＣＬＤＮ６突然変異体への特異
的モノクローナル抗体の結合低下は、変異したアミノ酸が重要な接触および／または立体
配座残基であることを示唆する。結合をフローサイトメトリによって分析した。トランス
フェクトされた細胞集団とトランスフェクトされていない細胞集団を識別するため、細胞
に蛍光マーカーを同時トランスフェクトした。
【０３８１】
　ＣＬＤＮ６特異的キメラ抗体との相互作用のために重要なＣＬＤＮ６のアミノ酸残基を
アラニン走査によって体系的に同定した。アラニンおよびグリシン突然変異を部位指定突
然変異誘発（ＧＥＮＥＡＲＴ　ＡＧ，Ｇｅｒｍａｎｙ）によって生成した。野生型ＣＬＤ
Ｎ６およびその突然変異体へのモノクローナルキメラ抗体の結合を試験するため、ＨＥＫ
２９３Ｔ細胞に、対応するクローディンをコードするプラスミドを一過性にトランスフェ
クトし、フローサイトメトリによって発現を分析した。トランスフェクトされた細胞とト
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ランスフェクトされていない細胞を識別するため、ＨＥＫ２９３Ｔ細胞にレポーターとし
て蛍光マーカーを同時トランスフェクトした。トランスフェクションの２４時間後、細胞
を０．０５％トリプシン／ＥＤＴＡで採取し、ＦＡＣＳ緩衝液（２％ＦＣＳおよび０．１
％アジ化ナトリウムを含むＰＢＳ）で洗浄して、２×１０６細胞／ｍｌの濃度でＦＡＣＳ
緩衝液に再懸濁した。細胞懸濁液１００μｌを１０μｇ／ｍｌの抗体と共に４℃で４５分
間インキュベートした。市販のマウス抗ＣＬＤＮ６（Ｒ＆Ｄ、ＭＡＢ３６５６）を、ＣＬ
ＤＮ６突然変異体の細胞表面発現を検出するための対照として使用した。細胞をＦＡＣＳ
緩衝液で３回洗浄し、ＡＰＣ結合ヤギ抗ヒトＩｇＧ　Ｆｃγ（Ｄｉａｎｏｖａ、１０９－
１３６－１７０）またはＡＰＣ結合抗マウスＩｇＧ　１＋２ａ＋２ｂ＋３ａ特異的二次抗
体（Ｄｉａｎｏｖａ、１１５－１３５－１６４）と共に４℃で３０分間インキュベートし
た。細胞を２回洗浄し、ＦＡＣＳ緩衝液に再懸濁した。トランスフェクトされた細胞集団
内の結合を、ＢＤ　ＦＡＣＳＡｒｒａｙを用いたフローサイトメトリによって分析した。
そこで、蛍光マーカーの発現を横軸に、抗体結合を縦軸にプロットした。突然変異型ＣＬ
ＤＮ６に結合したモノクローナルキメラＣＬＤＮ６特異的抗体の平均シグナル強度を野生
型結合のパーセントとして表した。結合のために必須のアミノ酸は、突然変異した後結合
を示さず、一方結合を支持するだけのアミノ酸は、野生型と比較して結合低下を示した。
【０３８２】
　高解像度エピトープマッピングは、ＣＬＤＮ６の１番目の細胞外ドメインのアミノ酸Ｆ
３５、Ｇ３７、Ｓ３９およびおそらくＴ３３が、ＣＬＤＮ６特異的キメラ抗体ｃｈｉｍＡ
Ｂ　６１Ｄ、６４Ａ、６７Ａおよび８９Ａとの相互作用のために重要であることを明らか
にした。残基Ｉ４０はｃｈｉｍＡＢ　８９Ａの結合に必須であり、ｃｈｉｍＡＢ　６１Ｄ
および６７Ａの結合に寄与する。加えて、ＣＬＤＮ６の２番目の細胞外ドメインのＬ１５
１はｃｈｉｍＡＢ　６７Ａとの相互作用のために重要である（図２４）。
【０３８３】
［実施例１０］
　ＣＬＤＮ６に対する改善されたモノクローナル抗体の作製および試験
　抗体６４Ａは、ＣＬＤＮ６への結合に関するその特性および腫瘍治療に関する効果にお
いて卓越しているが、軽鎖の４６位に遊離システイン残基を有することが判明し、この遊
離システイン残基は溶解度、安定性および凝集体形成についてのその特性を潜在的に損な
うことが認められた。そのような遊離システインはまた、規制上の規定などの他の理由か
らも望ましくないと考えられる。そこで発明人は、４６位の遊離システイン残基を回避し
つつその所望特性を維持する、６４Ａに基づく抗体を作製することを試みた。
【０３８４】
　キメラモノクローナル抗体ｍＡｂ２０６－ＬＣＣを、ｃｈｉｍＡＢ　６４Ａの重鎖をｃ
ｈｉｍＡＢ　６１Ｄの軽鎖と組み合わせることによって作製した。ＭＡｂ２０６－ＳＵＢ
ＧおよびｍＡｂ２０６－ＳＵＢＳをアミノ酸置換によって構築した。このために、ｃｈｉ
ｍＡＢ　６４Ａの軽鎖内の４６位のシステインをそれぞれグリシンおよびセリンに置き換
えた。
【０３８５】
　ＨＥＫ２９３Ｔにおけるキメラモノクローナル抗ＣＬＤＮ６抗体の作製
　キメラモノクローナル抗体を、実施例７のｂ項で開示したように対応する抗体の軽鎖お
よび重鎖をコードするプラスミドＤＮＡをトランスフェクトしたＨＥＫ２９３Ｔ細胞（Ａ
ＴＣＣ　ＣＲＬ－１１２６８）において一過性に発現させた。
【０３８６】
　懸濁液適合性ＣＨＯ細胞におけるキメラモノクローナル抗ＣＬＤＮ６抗体の作製
　懸濁液適合性ＣＨＯ細胞を加湿ＣＯ２振とう器中の無血清培地で継代培養した。トラン
スフェクションの１日前に、細胞を振とうフラスコ中の無血清培地に接種した。トランス
フェクションの当日に細胞を遠心分離し（２００×ｇで５分間）、振とうフラスコ中の新
鮮ＤＭＥＭ培地（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ、４１９６５－０３９）に再懸濁した。ＤＮＡお
よびトランスフェクション試薬を細胞に添加し、振とうすることによって静かに混合した
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。ＣＯ２インキュベータでの静的インキュベーション後、細胞を無血清増殖培地で希釈し
、インキュベーション振とう器において発現のためにさらに培養した。０、２、４および
６日目に細胞にＣＨＯ　ＣＤ　ＥｆｆｉｃｉｅｎｔＦｅｅｄ（商標）ＡおよびＢ（Ｉｎｖ
ｉｔｒｏｇｅｎ、Ａ１０２３４０１およびＡ１０２４００１）をそれぞれ与えた。細胞の
生存能が９０％以下に低下した後、キメラ抗体を採取した。抗体を、プロテインＡカラム
を使用したＦＰＬＣによって精製した。抗体濃度を２８０ｎｍの吸光度によって測定し、
純度をＳＤＳ－ＰＡＧＥによって分析した。
【０３８７】
　フローサイトメトリ
　標的を発現する細胞へのＣＬＤＮ６特異的キメラモノクローナル抗体の結合をフローサ
イトメトリによって分析した。そのため、細胞を０．０５％トリプシン／ＥＤＴＡで採取
し、ＦＡＣＳ緩衝液（２％ＦＣＳおよび０．１％アジ化ナトリウムを含むＰＢＳ）で洗浄
して、２×１０６細胞／ｍｌの濃度でＦＡＣＳ緩衝液に再懸濁した。細胞懸濁液１００μ
ｌを指示濃度の適切な抗体と共に４℃で３０分間インキュベートした。ｃｈｉｍＡＢ　５
Ｆ２Ｄ２を使用してＣＬＤＮ６およびＣＬＤＮ９発現を検出した。市販のマウス抗クロー
ディン抗体、抗ＣＬＤＮ３（Ｒ＆Ｄ、ＭＡＢ４６２０）および抗ＣＬＤＮ４（Ｒ＆Ｄ、Ｍ
ＡＢ４２１９）を陽性対照として使用し、ヒトＩｇＧ１κ（Ｓｉｇｍａ、Ｉ５１５４）を
陰性対照として使用した。細胞をＦＡＣＳ緩衝液で３回洗浄し、ＡＰＣ結合ヤギ抗ヒトＩ
ｇＧ　Ｆｃγ（Ｄｉａｎｏｖａ、１０９－１３６－１７０）またはＡＰＣ結合抗マウスＩ
ｇＧ　１＋２ａ＋２ｂ＋３ａ（Ｄｉａｎｏｖａ、１１５－１３５－１６４）特異的二次抗
体と共にそれぞれ４℃で３０分間インキュベートした。細胞を２回洗浄し、ＦＡＣＳ緩衝
液に再懸濁した。ＢＤ　ＦＡＣＳＡｒｒａｙを用いたフローサイトメトリによって結合を
分析した。
【０３８８】
　ＣＤＣ
　補体依存性細胞傷害（ＣＤＣ）を、実施例７のｃ項で開示したように抗ＣＬＤＮ６抗体
と共にインキュベートした標的細胞にヒト補体を添加した後、非溶解細胞中の細胞内ＡＴ
Ｐの含量を測定することによって判定した。
【０３８９】
　ＡＤＣＣ
　抗体依存性細胞傷害（ＡＤＣＣ）を、抗ＣＬＤＮ６抗体と共にインキュベートした標的
細胞にヒトＰＢＭＣを添加した後、非溶解細胞中の細胞内ＡＴＰの含量を測定することに
よって判定した。ＡＴＰを測定するため、非常に感度の高い分析方法としてルシフェラー
ゼの生物発光反応を使用する。
【０３９０】
　このアッセイでは、どちらもルシフェラーゼＲＮＡで安定に形質導入した、ＮＥＣ８野
生型細胞（ＣＬＤＮ６陽性）およびＮＥＣ８　ＣＬＤＮ６ノックダウン細胞（ＣＬＤＮ６
陰性）を使用し、一方ＯＶ９０細胞にはルシフェラーゼをコードするＩＶＴ－ＲＮＡを一
過性にトランスフェクトした。細胞を０．０５％トリプシン／ＥＤＴＡで採取し、２０ｍ
Ｍ　Ｈｅｐｅｓを付加的に含むそれぞれの増殖培地中で２×１０５細胞／ｍｌ（ＮＥＣ８
野生型およびＣＬＤＮ６ノックダウン）または１×１０６細胞／ｍｌ（ＯＶ９０）の濃度
に調整した。１×１０４または５×１０４細胞をそれぞれ白色９６穴ＰＰプレートに接種
し、３７℃および５％ＣＯ２でインキュベートした。
【０３９１】
　ＰＢＭＣを、Ｆｉｃｏｌｌ　Ｈｙｐａｑｕｅ（ＧＥ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ、１７１４
４００３）を使用して密度勾配遠心分離によってヒトドナー血液試料から単離した。間期
を含むＰＭＢＣを単離し、細胞をＰＢＳ／ＥＤＴＡ（２ｍＭ）で２回洗浄した。１×１０
８ＰＢＭＣを、５％ヒト血清（６名の健常ドナーから得た血清プール）を含むＸ－Ｖｉｖ
ｏ　１５培地（Ｌｏｎｚａ、ＢＥ０４－４１８Ｑ）５０ｍｌに接種し、３７℃および５％
ＣＯ２で２時間インキュベートした。
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【０３９２】
　標的細胞の接種の４時間後に、ＰＢＳ中のモノクローナルキメラ抗ＣＬＤＮ６抗体２５
μｌを指示濃度で細胞に添加した。２時間のインキュベーションのうちに接着単球から分
離した非接着ＰＢＭＣを採取し、Ｘ－Ｖｉｖｏ　１５培地中で１．６×１０７細胞／ｍｌ
（ＮＥＣ８野生型もしくはＣＬＤＮ６ノックダウン実験用）または４×１０７細胞／ｍｌ
（ＯＶ９０実験用）に調整した。この細胞懸濁液２５μｌを標的細胞およびモノクローナ
ルキメラ抗ＣＬＤＮ６抗体に添加した。プレートを３７℃および５％ＣＯ２で２４時間イ
ンキュベートした。
【０３９３】
　２４時間のインキュベーション後、ＰＢＳ中８％（ｖ／ｖ）Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００
　１０μｌ／ウェルを「全溶解物」対照に添加し、ＰＢＳ　１０μｌ／ウェルを「最大生
細胞」対照および実際の試料に添加した。各ウェルにつきルシフェリン混合物（ｄｄＨ２

Ｏ中３．８４ｍｇ／ｍｌ　Ｄ－ルシフェリン、０．６４Ｕ／ｍｌ　ＡＴＰアーゼおよび１
６０ｍＭ　ＨＥＰＥＳ）５０μｌを添加した。プレートを暗所にて室温で３０分間インキ
ュベートした。ルミノメータ（Ｉｎｆｉｎｉｔｅ　Ｍ２００、ＴＥＣＡＮ）を使用して生
物発光を測定した。結果を集積デジタル相対発光量（ＲＬＵ）として示す。
【０３９４】
　特異的溶解を以下のように算定する：
【数４】

【０３９５】
　進行後治療
　進行した異種移植腫瘍の抗体治療のために、ＲＰＭＩ培地（Ｇｉｂｃｏ）２００μｌ中
の２×１０７ＮＥＣ８細胞を６～８週齢の雌性無胸腺Ｎｕｄｅ－Ｆｏｘｎ１ｎｕマウスの
側腹部に皮下的に接種した。腫瘍体積（ＴＶ＝（長さ×幅２）／２）を週に２回観測した
。ＴＶをｍｍ３で表して、経時的な腫瘍増殖曲線を作成する。腫瘍細胞接種の１７日後、
マウスを８０ｍｍ３以上の均一な腫瘍サイズを有する、コホート当たり８匹の動物の処置
群に分けた。精製キメラモノクローナル抗体２００μｇを、週に２回静脈内注射と腹腔内
注射を交互に実施することによって５週間適用した。非特異的抗体で処置した実験群を陰
性対照として使用した。腫瘍が１５００ｍｍ３以上の体積に達したとき、マウスを犠死さ
せた。
【０３９６】
　転移アッセイ
　転移アッセイのためにＮＥＣ８細胞を採取し、７０μｍセルストレーナーでろ過して大
きな細胞凝集体を除去した。４×１０６ＮＥＣ８細胞を６週齢の雌性無胸腺Ｎｕｄｅ－Ｆ
ｏｘｎ１ｎｕマウスの尾静脈に注射した。細胞注射の３日後に、ＰＢＳ中の精製マウスモ
ノクローナル抗体ｍｕＭＡＢ　６４Ａまたは抗体なしのＰＢＳ　２００μｇを、週に２回
静脈内注射と腹腔内注射を交互に実施することによって適用した。８週間後にマウスを犠
死させ、肺標本を調製して、液体窒素中で瞬間凍結した。
【０３９７】
　ゲノムＤＮＡを、"Ｂｌｏｏｄ　＆　Ｃｅｌｌ　Ｃｕｌｔｕｒｅ　ＤＮＡ　Ｍｉｄｉ　
Ｋｉｔ"（Ｑｉａｇｅｎ、１３３４３）の指示に従って凍結組織から単離した。Ｕｌｔｒ
ａ　Ｔｏｒａｘ　Ｔ８．１０（ＩＫＡ－Ｗｅｒｋｅ）を用いて肺組織をホモジナイズした
。ヒトゲノムＤＮＡによる汚染を回避するため、ゲノム肺ＤＮＡの定量的ＰＣＲ（ｑＰＣ
Ｒ）を無菌条件下で調製した。マウス肺組織試料中のヒトＮＥＣ８細胞の腫瘍細胞量を評
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価するため、規定量のヒトＮＥＣ８ゲノムＤＮＡおよびマウス肺ゲノムＤＮＡを使用して
標準曲線を作成した。そのため、以下の希釈系列を使用した（ＮＥＣ８　ＤＮＡ／マウス
肺ＤＮＡ）：２００／０、４０／１６０、８／１９２、１．６／１９８．４、０．３２／
１９９．６８、０．０６４／１９９．９４、０．０１３／２００および０／２００ｎｇ。
ＱＰＣＲのため、総容積５０μｌ中のゲノムＤＮＡ　２００ｎｇ、２×ＳＹＢＲ　Ｇｒｅ
ｅｎ（Ｑｉａｇｅｎ、２０４１４５）、センスプライマー（ＧＧＧＡＴＡＡＴＴＴＣＡＧ
ＣＴＧＡＣＴＡＡＡＣＡＧ、Ｅｕｒｏｆｉｎｓ）１６ｎｍｏｌおよびアンチセンスプライ
マー（ＴＴＣＣＧＴＴＴＡＧＴＴＡＧＧＴＧＣＡＧＴＴＡＴＣ、Ｅｕｒｏｆｉｎｓ）１６
ｎｍｏｌを、Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓからの７３００　Ｒｅａｌ　Ｔｉｍ
ｅ　ＰＣＲ－Ｓｙｓｔｅｍを用いて分析した。陰性対照として、ＤＮＡの代わりに水を使
用した。ｑＰＣＲを以下の条件下で実施した：９５℃、１５分（１回反復）、９５℃、３
０秒／６２℃、３０秒／７２℃、３０秒（４０回反復）、９５℃、１５秒／６０℃、３０
秒／９５℃、１５秒（１回反復）。すべてのｑＰＣＲ反応を三重に実施した。各々の肺組
織試料の腫瘍細胞量を、７３００　Ｓｙｓｔｅｍソフトウェア（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏ
ｓｙｓｔｅｍｓ）を使用して標準曲線に相関させて定量化した。
【０３９８】
　高解像度エピトープマッピング
　発明者の抗体と天然立体配座のＣＬＤＮ６との間の相互作用を分析するため、哺乳動物
細胞培養物における部位指定突然変異誘発をエピトープマッピング手法として使用した。
そのため、それぞれＣＬＤＮ６の１番目および２番目の細胞外ドメイン内のアミノ酸２７
～８１および１３７～１６１のアラニン走査突然変異誘発を実施した。アラニン突然変異
は部位指定突然変異誘発（ＧＥＮＥＡＲＴ　ＡＧ，Ｇｅｒｍａｎｙ）によって生成した。
ＨＥＫ２９３Ｔ細胞における一過性発現後、ＣＬＤＮ６突然変異体を、特異的モノクロー
ナル抗体によって結合されるそれらの能力に関して評価した。ＣＬＤＮ６突然変異体への
特異的モノクローナル抗体の結合低下は、変異したアミノ酸が重要な接触および／または
立体配座残基であることを示唆する。結合をフローサイトメトリによって分析した。トラ
ンスフェクトされた細胞集団とトランスフェクトされていない細胞集団を識別するため、
細胞に蛍光マーカーをレポーターとして同時トランスフェクトした。トランスフェクショ
ンの２４時間後、細胞を０．０５％トリプシン／ＥＤＴＡで採取し、ＦＡＣＳ緩衝液（２
％ＦＣＳおよび０．１％アジ化ナトリウムを含むＰＢＳ）で洗浄して、２×１０６細胞／
ｍｌの濃度でＦＡＣＳ緩衝液に再懸濁した。細胞懸濁液１００μｌを１０μｇ／ｍｌの抗
体と共に４℃で３０分間インキュベートした。市販のマウス抗ＣＬＤＮ６（Ｒ＆Ｄ、ＭＡ
Ｂ３６５６）を、ＣＬＤＮ６突然変異体の細胞表面発現を検出するための対照として使用
した。細胞をＦＡＣＳ緩衝液で３回洗浄し、ＡＰＣ結合ヤギ抗ヒトＩｇＧ　Ｆｃγ（Ｄｉ
ａｎｏｖａ、１０９－１３６－１７０）またはＡＰＣ結合抗マウスＩｇＧ　１＋２ａ＋２
ｂ＋３ａ特異的二次抗体（Ｄｉａｎｏｖａ、１１５－１３５－１６４）と共に４℃で３０
分間インキュベートした。細胞を２回洗浄し、ＦＡＣＳ緩衝液に再懸濁した。トランスフ
ェクトされた細胞集団内の結合を、ＢＤ　ＦＡＣＳＡｒｒａｙを用いたフローサイトメト
リによって分析した。そのため、蛍光マーカーの発現を横軸に、抗体結合を縦軸にプロッ
トした。突然変異型ＣＬＤＮ６に結合したモノクローナルキメラＣＬＤＮ６特異的抗体の
平均シグナル強度を野生型結合のパーセントとして表した。結合のために必須のアミノ酸
は、突然変異した後結合を示さず、一方結合を支持するアミノ酸は、野生型と比較して明
確な結合低下を示した。
【０３９９】
　免疫組織化学
　凍結組織切片（４μｍ）を、切片化後ただちに－２０℃にてアセトンで１０分間固定し
た。その後切片を室温で１０分間乾燥し、－８０℃で保存した。使用の前に切片を解凍し
（室温で１０分間）、ＰＢＳ中で５分間再水和した。内因性ペルオキシダーゼ活性を室温
で１５分間、ＰＢＳ中の０．３％過酸化水素でブロックした。非特異的結合を避けるため
、スライドガラスを室温で３０分間、ＰＢＳ中の１０％ヤギ血清でブロックした。その後
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、スライドガラスをＣＬＤＮ６特異的マウスモノクローナル抗体ｍｕＭＡＢ　６４Ａ（１
０％ヤギ血清／ＰＢＳに希釈して０．２μｇ／ｍｌ）と共に４℃で一晩インキュベートし
た。その翌日、スライドガラスを室温にてＰＢＳで洗浄し（３×５分間）、二次抗体（Ｐ
ｏｗｅｒＶｉｓｉｏｎ　ｐｏｌｙ　ＨＲＰ－Ａｎｔｉ－ｍｏｕｓｅ　ＩｇＧ　ｒｅａｄｙ
－ｔｏ－ｕｓｅ（ＩｍｍｕｎｏＬｏｇｉｃ））１００μｌと共に室温で１時間インキュベ
ートした。その後、スライドガラスを室温にてＰＢＳで洗浄した（３×５分間）。Ｖｅｃ
ｔｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ（Ｂｕｒｌｉｎｇａｍｅ）からのＶＥＣＴＯＲ　Ｎｏ
ｖａＲＥＤ　Ｓｕｂｓｔｒａｔｅ　Ｋｉｔ　ＳＫ－４８００を使用することにより、最終
染色を１分３０秒間実施した。切片を室温で９０秒間、ヘマトキシリンで対比染色した。
段階的なアルコール（７０％、８０％、２×９６％および９９％、各々５分間）で脱水し
、キシロール中で１０分間インキュベートした後、スライドガラスにＸ－ｔｒａ　Ｋｉｔ
（Ｍｅｄｉｔｅ　Ｈｉｓｔｏｔｅｃｈｎｉｃ）を取り付けた。
【０４００】
　ヒト組織でキメラモノクローナル抗体ｍＡｂ２０６－ＬＣＣおよびｍＡｂ２０６－ＳＵ
ＢＧを使用するため、それらをＦＩＴＣ（Ｓｑｕａｒｉｘ　ＧｍｂＨ，Ｇｅｒｍａｎｙ）
で標識した。凍結切片を調製し、固定、内因性ペルオキシダーゼのブロッキングおよび非
特異的結合部位のブロッキングに関して上述したように処理した。その後、スライドガラ
スを抗体ｍＡｂ２０６－ＬＣＣ－ＦＩＴＣおよびｍＡｂ２０６－ＳＵＢＧ－ＦＩＴＣ（１
０％ヤギ血清／ＰＢＳ中１μｇ／ｍｌ）と共に暗チャンバーにおいて室温で１時間インキ
ュベートした。その後スライドガラスを室温にてＰＢＳで洗浄し（３×５分間）、ウサギ
抗ＦＩＴＣ－ＨＲＰ抗体（ＡｂＤ　Ｓｅｒｏｔｅｃ、１０％ヤギ血清／ＰＢＳに１：３０
０希釈）２００μｌと共に室温で３０分間インキュベートした。室温にてＰＢＳで洗浄し
た（３×５分間）後、Ｖｅｃｔｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ（Ｂｕｒｌｉｎｇａｍｅ
）からのＶＥＣＴＯＲ　ＮｏｖａＲＥＤ　Ｓｕｂｓｔｒａｔｅ　Ｋｉｔ　ＳＫ－４８００
を使用することにより、基質反応を２分３０秒間実施した。対比染色、脱水および取り付
けを上述したように実施した。
【０４０１】
　ヒトＣＬＤＮ６、３、４および９をそれぞれ一過性にトランスフェクトしたＨＥＫ２９
３Ｔ細胞を用いたフローサイトメトリによる抗ＣＬＤＮ６キメラモノクローナル抗体の結
合特異性の分析は、キメラモノクローナル抗体ｃｈｉｍＡＢ　６４Ａ、ｍＡｂ２０６－Ｌ
ＣＣ、ｍＡｂ２０６－ＳＵＢＧおよびｍＡｂ２０６－ＳＵＢＳが、それぞれＣＬＤＮ３、
４および９と相互作用することなくＣＬＤＮ６への結合を示すことを明らかにした（図２
７）。
【０４０２】
　ＨＥＫ２９３細胞の表面で安定に発現されるヒトＣＬＤＮ６への結合に関して、抗ＣＬ
ＤＮ６キメラモノクローナル抗体ｃｈｉｍＡＢ　６４Ａ、ｍＡｂ２０６－ＬＣＣ、ｍＡｂ
２０６－ＳＵＢＧおよびｍＡｂ２０６－ＳＵＢＳは類似の低いＥＣ５０値を示し、低濃度
で結合の飽和が達成された（図２８）。
【０４０３】
　ヒトＣＬＤＮ６を内因性に発現する腫瘍細胞への抗ＣＬＤＮ６キメラモノクローナル抗
体ｃｈｉｍＡＢ　６４Ａ、ｍＡｂ２０６－ＬＣＣ、ｍＡｂ２０６－ＳＵＢＧおよびｍＡｂ
２０６－ＳＵＢＳの結合親和性を、精巣癌細胞株ＮＥＣ８への結合をフローサイトメトリ
によって分析することにより評価した。ＣＬＤＮ６特異的抗体ｃｈｉｍＡＢ　６４Ａ、ｍ
Ａｂ２０６－ＳＵＢＧおよびｍＡｂ２０６－ＳＵＢＳと比較して、軽鎖組合せ変異体ｍＡ
ｂ２０６－ＬＣＣはＮＥＣ８細胞に対して３倍強い結合親和性を示した。すべての場合に
、低濃度で結合の飽和が達成された（図２９）。
【０４０４】
　フローサイトメトリによるヒト卵巣癌細胞株ＯＶ９０への抗ＣＬＤＮ６キメラモノクロ
ーナル抗体ｃｈｉｍＡＢ　６４Ａ、ｍＡｂ２０６－ＬＣＣ、ｍＡｂ２０６－ＳＵＢＧおよ
びｍＡｂ２０６－ＳＵＢＳの結合親和性の分析は、ＣＬＤＮ６特異的抗体が類似の低いＥ
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Ｃ５０値を示すことを明らかにした。軽鎖組合せ変異体ｍＡｂ２０６－ＬＣＣはＯＶ９０
細胞への最も強い結合を示した（図３０）。
【０４０５】
　ＮＥＣ８細胞に対して抗ＣＬＤＮ６キメラモノクローナル抗体ｃｈｉｍＡＢ　６４Ａ、
ｍＡｂ２０６－ＬＣＣおよびｍＡｂ２０６－ＳＵＢＧは用量依存的にＣＤＣ活性を示した
が、ＮＥＣ８　ＣＬＤＮ６ノックダウン細胞に対してはこれらの抗体のいずれもが非特異
的な細胞溶解を誘導しなかった。この結果は、ｃｈｉｍＡＢ　６４Ａ、ｍＡｂ２０６－Ｌ
ＣＣおよびｍＡｂ２０６－ＳＵＢＧの標的特異的エフェクター機能を実証した（図３１ａ
）。
【０４０６】
　抗体ｃｈｉｍＡＢ　６４Ａ、ｍＡｂ２０６－ＬＣＣ、ｍＡｂ２０６－ＳＵＢＧおよびｍ
Ａｂ２０６－ＳＵＢＳは、ＮＥＣ８細胞に対して用量依存的にＣＤＣ活性を示した。ｃｈ
ｉｍＡＢ　６４Ａと比較して、アミノ酸置換変異体ｍＡｂ２０６－ＳＵＢＧおよびｍＡｂ
２０６－ＳＵＢＳはＮＥＣ８細胞に対して類似のＣＤＣ活性を示した（図３１ｂ）。
【０４０７】
　抗ＣＬＤＮ６キメラモノクローナル抗体ｃｈｉｍＡＢ　６４Ａ、ｍＡｂ２０６－ＬＣＣ
、ｍＡｂ２０６－ＳＵＢＧおよびｍＡｂ２０６－ＳＵＢＳは、ＮＥＣ８およびＯＶ９０腫
瘍細胞株において用量依存的なＡＤＣＣ活性を示し、低い抗体濃度でもＡＤＣＣを誘導し
た（図３２ａ）。
【０４０８】
　図３２ｂは、ＮＥＣ８野生型およびＮＥＣ８ノックダウン細胞に対する抗ＣＬＤＮ６キ
メラモノクローナル抗体ｃｈｉｍＡＢ　６４Ａ、ｍＡｂ２０６－ＬＣＣおよびｍＡｂ２０
６－ＳＵＢＧの抗体依存性細胞傷害（ＡＤＣＣ）活性を示す。標的特異性を明らかにする
ため、安定なＣＬＤＮ６ノックダウンを有するＮＥＣ８細胞を使用した。
【０４０９】
　腫瘍細胞株ＮＥＣ８を移植したマウスを使用した進行後治療異種移植モデルは、抗体対
照群と比較してＣＬＤＮ６特異的抗体ｍＡｂ２０６－ＬＣＣ、ｍＡｂ２０６－ＳＵＢＧお
よびｍＡｂ２０６－ＳＵＢＳが腫瘍増殖を阻害することを示した（図３３）。
【０４１０】
　図３４ａにおける増殖曲線は、抗ＣＬＤＮ６キメラモノクローナル抗体ｍＡｂ２０６－
ＬＣＣ、ｍＡｂ２０６－ＳＵＢＧおよびｍＡｂ２０６－ＳＵＢＳが腫瘍増殖を阻害できる
ことを明らかにする。図３４ｂにおける生存率プロットは、ＣＬＤＮ６特異的抗体で処置
したマウスの生存延長を示す。
【０４１１】
　ｃｈｉｍＡＢ　６４Ａ、ｍＡｂ２０６－ＬＣＣ、ｍＡｂ２０６－ＳＵＢＧおよびｍＡｂ
２０６－ＳＵＢＳの高解像度エピトープマッピングは、ＣＬＤＮ６の１番目の細胞外ドメ
インのアミノ酸Ｆ３５、Ｇ３７およびＳ３９ならびに潜在的にＴ３３がＣＬＤＮ６特異的
キメラ抗体との相互作用のために重要であることを実証した。ｃｈｉｍＡＢ　６４Ａ、ｍ
Ａｂ２０６－ＬＣＣ、ｍＡｂ２０６－ＳＵＢＧおよびｍＡｂ２０６－ＳＵＢＳは同じ結合
パターンを示した（図３５）。
【０４１２】
　転移異種移植モデルにおける抗ＣＬＤＮ６マウスモノクローナル抗体ｍｕＭＡＢ　６４
Ａの治療効果を試験するため、ＮＥＣ８細胞を無胸腺Ｎｕｄｅ－Ｆｏｘｎ１ｎｕマウスの
尾静脈に注射した。移植の３日後にマウスをＣＬＤＮ６特異的抗体ｍｕＭＡＢ　６４Ａで
処置した。８週間後、肺標本を調製し、腫瘍細胞量をＰＣＲによって分析した。ＰＢＳ対
照群と比較して、マウスモノクローナル抗ＣＬＤＮ６抗体ｍｕＭＡＢ　６４Ａは腫瘍増殖
の阻害を明確に示した（図３６）。
【０４１３】
　モノクローナル抗体ｍｕＭＡＢ　６４Ａ、ｍＡｂ２０６－ＬＣＣおよびｍＡｂ２０６－
ＳＵＢＧを使用したヒト癌組織および正常組織の免疫組織化学染色は、正常組織と異なり
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、卵巣癌および精巣癌からの組織切片で強い均一な染色が認められることを明らかにした
。悪性上皮細胞集団の非常に強い膜染色が検出されたが、隣接する間質細胞および非悪性
上皮細胞は染色されなかった（図３７）。これらの結果は、発明者のＣＬＤＮ６特異的抗
体が腫瘍患者由来の悪性細胞に特異的に結合することを明らかに示す。（説明：抗体によ
って染色された組織の数／分析した組織の数。）

【図１】 【図２Ａ】
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【図２Ｂ】 【図３】

【図４】 【図５Ａ】
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【図５Ｂ】 【図６】

【図７】 【図８】
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