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(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】ヒトＢリンパ球表面抗原CD20に結合して阻害するヒトモノクローナル抗体と、該
抗体の利用法を提供する。
【解決手段】V-D-J組換え及びアイソタイプ・スイッチングを起こすことにより、複数の
アイソタイプのヒト抗体を産生することができる、トランスフェクトーマや非ヒトトラン
スジェニック動物において産生させた、ヒト抗ＣＤ２０モノクローナル抗体。また、該抗
体を産生するトランスジェニック動物及びハイブリドーマ、さらに該抗体を含む医薬組成
物、並びに該抗体を用いる治療法及び診断法。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
ヒトCD20に結合する単離されたヒトモノクローナル抗体。
【請求項２】
IgG1、IgG2、IgG3、IgG4、IgM、IgA1、IgA2、分泌性IgA、IgD、及びIgE抗体から成る群よ
り選択される、請求項１に記載の抗体。
【請求項３】
前記抗体がIgG1抗体である、請求項２に記載の抗体。
【請求項４】
前記抗体がIgG3抗体である、請求項２に記載の抗体。
【請求項５】
前記抗体がIgG4抗体である、請求項２に記載の抗体。
【請求項６】
前記抗体がIgA1又はIgA2抗体である、請求項２に記載の抗体。
【請求項７】
前記抗体がヒトCD20から、約10-5秒-1以下の解離速度定数（kd)で解離する、上記請求項
のいずれかに記載の抗体。
【請求項８】
前記抗体がヒトCD20に、約5nM以下の親和性定数（KD)で解離する、上記請求項のいずれか
に記載の抗体。
【請求項９】
前記抗体が、以下：
（ｉ）補体の存在下でCD20発現細胞の補体依存的細胞傷害性（CDC）を誘導することがで
きる；
（ｉｉ）補体の存在下で、CD20及び高レベルのCD55及び／又はCD59を発現する細胞の補体
依存的細胞傷害性（CDC）を誘導することができる；
（ｉｉｉ）CD20発現細胞のアポトーシスを誘導することができる；
（ｉｖ）エフェクタ細胞の存在下で、CD20発現細胞の抗体依存的細胞傷害性（ADCC）を誘
導することができる；
（ｖ）CD20を発現する細胞の同型接着を誘導することができる；
（ｖｉ）CD20に結合すると、脂質ラフトに転位することができる；
（ｖｉｉ）CD20を発現する腫瘍細胞を有する対象の生存期間を延長することができる；
（ｖｉｉｉ）CD20を発現する細胞を枯渇させることができる；及び
（ｉｘ）低レベルのCD20を発現する細胞（CD20low細胞）を枯渇させることができるのう
ちから選択される特徴の一つ以上を有する、上記請求項のいずれかに記載の抗体。
【請求項１０】
以下：
（ｉ）少なくとも20%、そして好ましくは少なくとも30%、10μg/mlの抗体濃度で３７℃で
３時間以内に、33 vol/vol %の血漿中B-CLL細胞のCDC媒介性溶解を誘導することができる
；
（ｉｉ）少なくとも20%、そして好ましくは少なくとも30%、10μg/mlの抗体濃度で３７℃
で３時間以内に、33 vol/vol %の全血中B-CLL細胞のCDC媒介性溶解を誘導することができ
る；
（ｉｉｉ）20μgの用量で、３０％を越えるDaudi細胞を注射されたSCIDマウスの50%生存
率を延長することができる；及び
（ｉｖ）連続４日間１日当たり6.25mg/kgの投薬量でカニクイザルにおいて、低レベルのC
D20を発現する末梢Ｂ細胞（CD20lowＢ細胞）を検出不能なレベルまで、５０日間を越えて
枯渇させることができる、
から成る群より選択される特徴を一つ以上、有する、請求項９に記載の抗体。
【請求項１１】
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少なくとも20%、そして好ましくは少なくとも30%、10μg/mlのCD20抗体濃度で３７℃で３
時間以内に、33 vol/vol %の血漿存在下でB-CLL細胞のCDC媒介性溶解を誘導することがで
きる、請求項１０に記載の抗体。
【請求項１２】
それぞれ配列番号１及び配列番号３に記載された通りのヌクレオチド配列及びその保存的
配列改変、をそれらの可変領域に含むヒト重鎖及びヒトカッパ軽鎖核酸にコードされた、
上記請求項１乃至１１のいずれかに記載の抗体。
【請求項１３】
それぞれ配列番号５及び配列番号７に記載された通りのヌクレオチド配列及びその保存的
配列改変、をそれらの可変領域に含むヒト重鎖及びヒトカッパ軽鎖核酸にコードされた、
上記請求項１乃至１１のいずれかに記載の抗体。
【請求項１４】
それぞれ配列番号９及び配列番号１１に記載された通りのヌクレオチド配列及びその保存
的配列改変、をそれらの可変領域に含むヒト重鎖及びヒトカッパ軽鎖核酸にコードされた
、上記請求項１乃至１１のいずれかに記載の抗体。
【請求項１５】
それぞれ配列番号２及び配列番号４に記載された通りのアミノ酸配列及びその保存的配列
改変を含むヒト重鎖及びヒトカッパ軽鎖可変領域を有する、上記請求項１乃至１１のいず
れかに記載の抗体。
【請求項１６】
それぞれ配列番号２及び配列番号４に記載された通りのアミノ酸配列に少なくとも９０％
相同、好ましくは少なくとも９５％相同、そしてより好ましくは少なくとも９８％相同、
又は少なくとも９９％相同なヒト重鎖及びヒトカッパ軽鎖可変領域を有する、上記請求項
１乃至１１のいずれかに記載の抗体。
【請求項１７】
それぞれ配列番号６及び配列番号８に記載された通りのアミノ酸配列及びその保存的配列
改変を含むヒト重鎖及びヒトカッパ軽鎖可変領域を有する、上記請求項１乃至１１のいず
れかに記載の抗体。
【請求項１８】
それぞれ配列番号６及び配列番号８に記載された通りのアミノ酸配列に少なくとも９０％
相同、好ましくは少なくとも９５％相同、そしてより好ましくは少なくとも９８％相同、
又は少なくとも９９％相同なヒト重鎖及びヒトカッパ軽鎖可変領域を有する、上記請求項
１乃至１１のいずれかに記載の抗体。
【請求項１９】
それぞれ配列番号１０及び配列番号１２に記載された通りのアミノ酸配列及びその保存的
配列改変を含むヒト重鎖及びヒトカッパ軽鎖可変領域を有する、上記請求項１乃至１１の
いずれかに記載の抗体。
【請求項２０】
それぞれ配列番号１０及び配列番号１２に記載された通りのアミノ酸配列に少なくとも９
０％相同、好ましくは少なくとも９５％相同、そしてより好ましくは少なくとも９８％相
同、又は少なくとも９９％相同なヒト重鎖及びヒトカッパ軽鎖可変領域を有する、上記請
求項１乃至１１のいずれかに記載の抗体。
【請求項２１】
（ｉ）配列番号２、４、６、８、１０、又は１２；及び
（ｉｉ）上記（ｉ）に記載されたとおりのアミノ酸配列のいずれか一つに少なくとも９０
％相同、好ましくは少なくとも９５％相同、そしてより好ましくは少なくとも９８％相同
、又は少なくとも９９％相同な配列、
から成る群より選択される少なくとも１つのヒト可変領域を含む、上記請求項１乃至１１
のいずれかに記載の抗体。
【請求項２２】
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請求項１２乃至２１のいずれか１つの抗体に規定されたヒトCD20上のエピトープに結合す
る単離されたヒトモノクローナル抗体。
【請求項２３】
（ｉ）位置１７２のアミノ酸残基プロリンを含まない又は必要としない；
（ｉｉ）位置１７０のアミノ酸残基アラニン又は位置１７２のプロリンを含まない又は必
要としない；
（ｉｉｉ）位置１６３のアミノ酸残基アスパラギン及び位置１６６のアスパラギンを含む
又は必要とする；
（ｉｖ）位置１７２のアミノ酸残基プロリンを含まない又は必要としないが、位置１６３
のアミノ酸残基アスパラギン及び位置１６６のアスパラギンを含む又は必要とする；
（ｖ）位置１７０のアミノ酸残基アラニン又は位置１７２のプロリンを含まない又は必要
としないが、位置１６３のアミノ酸残基アスパラギン及び位置１６６のアスパラギンを含
む又は必要とする、
CD20上のエピトープに結合する単離されたヒトモノクローナル抗体。
【請求項２４】
CD20に結合する単離されたヒトモノクローナル抗体であって、以下の特徴：
（ｉ）変異型 P172S
CD20 （位置１７２のプロリンがセリンに変異した）に、少なくともヒトCD20に対するの
と同じ親和性で結合する；
（ｉｉ）変異型AxP（位置１７０のアラニンがセリンに変異し、位置１７２のプロリンが
セリンに変異した）に、少なくともヒトCD20に対するのと同じ親和性で結合する；
（ｉｉｉ）10μg/mlの抗体濃度のときに、変異型N166D（位置１６６のアスパラギンがア
スパラギン酸に変異した）に対して、ヒトCD20に比較して５０％以上少ない結合を示す；
又は
（ｉｖ）10μg/mlの抗体濃度のときに、変異型N163D（位置１６３のアスパラギンがアス
パラギン酸に変異した）に対して、ヒトCD20に比較して５０％以上少ない結合を示す；
のうちの一つ以上を有する、抗体。
【請求項２５】
ヒトCD20の小型第一細胞外ループ中のエピトープに結合する単離されたヒトモノクローナ
ル抗体。
【請求項２６】
CD20上の不連続なエピトープに結合する単離されたヒトモノクローナル抗体。
【請求項２７】
CD20上の不連続なエピトープに結合する単離されたヒトモノクローナル抗体であって、前
記エピトープが、第一小型細胞外ループの部分と、第二細胞外ループの部分とを含む、単
離されたヒトモノクローナル抗体。
【請求項２８】
CD20上の不連続なエピトープに結合する単離されたヒトモノクローナル抗体であって、前
記エピトープが、小型第一細胞外ループの残基AGIYAPと、第二細胞外ループの残基MESLNF
IRAHTPYIとを含む、単離されたヒトモノクローナル抗体。 
【請求項２９】
請求項１１乃至２８のいずれか１つに記載された抗体の結合特徴を有する単離されたヒト
モノクローナル抗体。
【請求項３０】
（ｉ）配列番号１３、１４、１５、１６、１７、又は１８；
（ｉｉ）（ｉ）に記載された配列の保存的配列改変；及び
（ｉｉｉ）ヒトCD20への結合能を保持した、（ｉ）又は（ｉｉ）に規定された配列のいず
か１つのフラグメント
から成る群より選択される少なくとも１つのCDR配列を含む、ヒトCD20に結合する単離さ
れたヒトモノクローナル抗体。
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【請求項３１】
配列番号１５を含む、請求項３０に記載の抗体。
【請求項３２】
（ｉ）配列番号１３、１４、１５、１６、１７、又は１８；
（ｉｉ）（ｉ）に記載された配列の保存的配列改変；及び
（ｉｉｉ）ヒトCD20への結合能を保持した、（ｉ）又は（ｉｉ）に規定された配列のいず
か１つのフラグメント
から成る群より選択される少なくとも４つのCDR配列を含む、請求項３０に記載された単
離されたヒトモノクローナル抗体。
【請求項３３】
配列番号１３、１４、１５、１６、１７、及び１８を含む、請求項３０に記載の抗体。
【請求項３４】
（ｉ）配列番号１９、２０、２１、２２、２３、又は２４；
（ｉｉ）（ｉ）に記載された配列の保存的配列改変；及び
（ｉｉｉ）ヒトCD20への結合能を保持した、（ｉ）又は（ｉｉ）に規定された配列のいず
か１つのフラグメント
から成る群より選択される少なくとも１つのCDR配列を含む、ヒトCD20に結合する単離さ
れたヒトモノクローナル抗体。
【請求項３５】
（ｉ）配列番号１９、２０、２１、２２、２３、又は２４；
（ｉｉ）（ｉ）に記載された配列の保存的配列改変；及び
（ｉｉｉ）ヒトCD20への結合能を保持した、（ｉ）又は（ｉｉ）に規定された配列のいず
か１つのフラグメント
から成る群より選択される少なくとも４つのCDR配列を含む、請求項３４に記載された単
離されたヒトモノクローナル抗体。
【請求項３６】
配列番号１９、２０、２１、２２、２３、及び２４を含む、請求項３４に記載された抗体
。
【請求項３７】
（ｉ）配列番号２５、２６、２７、２８、２９、又は３０；
（ｉｉ）（ｉ）に記載された配列の保存的配列改変；及び
（ｉｉｉ）ヒトCD20への結合能を保持した、（ｉ）又は（ｉｉ）に規定された配列のいず
か１つのフラグメント
から成る群より選択される少なくとも１つのCDR配列を含む、ヒトCD20に結合する単離さ
れたヒトモノクローナル抗体。
【請求項３８】
配列番号２７を含む、請求項３７に記載の抗体。
【請求項３９】
（ｉ）配列番号２５、２６、２７、２８、２９、又は３０；
（ｉｉ）（ｉ）に記載された配列の保存的配列改変；及び
（ｉｉｉ）ヒトCD20への結合能を保持した、（ｉ）又は（ｉｉ）に規定された配列のいず
か１つのフラグメント
から成る群より選択される少なくとも４つのCDR配列を含む、請求項３７に記載された抗
体。
【請求項４０】
配列番号２５、２６、２７、２８、２９、及び３０を含む、請求項３９に記載の抗体。
【請求項４１】
（ｉ）配列番号１３、１９、又は２５、あるいは、配列番号１３、１９又は２５の配列の
１つのアミノ酸置換、欠失又は追加を有する配列；
（ｉｉ）配列番号１４、２０、又は２６、あるいは、配列番号１４、２０、又は２６の配
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列の１乃至４つのアミノ酸置換、欠失又は追加を有する配列；
（ｉｉｉ）配列番号１５、又は２７、あるいは、配列番号１５又は２７の配列の１乃至４
つのアミノ酸置換、欠失又は追加を有する配列；
（ｉｖ）配列番号１６、あるいは、配列番号１６の配列の１乃至２つのアミノ酸置換、欠
失又は追加を有する配列；
（ｖ）配列番号１７、あるいは、配列番号１７の配列の１乃至２つのアミノ酸置換、欠失
又は追加を有する配列；及び
（ｖｉ）配列番号１８又は３０、あるいは、配列番号１８又は３０の配列の１乃至２つの
アミノ酸置換、欠失又は追加を有する配列；
から成る群より選択される少なくとも１つのCDRを含む、上記請求項１乃至１１のいずれ
かに記載の抗体。
【請求項４２】
（ｉ）配列番号１３、１９、又は２５、あるいは、配列番号１３、１９又は２５の配列の
１つのアミノ酸置換、欠失又は追加を有する配列；
（ｉｉ）配列番号１４、２０、又は２６、あるいは、配列番号１４、２０、又は２６の配
列の１乃至４つのアミノ酸置換、欠失又は追加を有する配列；
（ｉｉｉ）配列番号１５、又は２７、あるいは、配列番号１５又は２７の配列の１乃至４
つのアミノ酸置換、欠失又は追加を有する配列；
（ｉｖ）配列番号１６、あるいは、配列番号１６の配列の１乃至２つのアミノ酸置換、欠
失又は追加を有する配列；
（ｖ）配列番号１７、あるいは、配列番号１７の配列の１乃至２つのアミノ酸置換、欠失
又は追加を有する配列；及び
（ｖｉ）配列番号１８又は３０、あるいは、配列番号１８又は３０の配列の１乃至２つの
アミノ酸置換、欠失又は追加を有する配列；
から成る群より選択される少なくとも４つのCDRを含む、請求項４１に記載の抗体。
【請求項４３】
配列番号１５、又は２７、及び、配列番号１５又は２７の配列の１乃至４つのアミノ酸置
換、欠失又は追加を有する配列
から成る群より選択される１つのCDRを含む、請求項４１に記載の抗体。
【請求項４４】
インタクト IgG1抗体、インタクト IgG2抗体、インタクト IgG3抗体、インタクト IgG4抗
体、インタクト IgM抗体、インタクト IgA1抗体、インタクト IgA2抗体、インタクト 分
泌性 IgA抗体、インタクト IgD抗体、及びインタクト IgE抗体から成る群より選択される
インタクト抗体である、上記請求項のいずれか１つに記載された抗体であって、真核細胞
では糖付加されている、抗体。
【請求項４５】
抗体フラグメント又は一本鎖抗体である、上記請求項のいずれか１つに記載の抗体。
【請求項４６】
（ｉ）免疫グロブリン・ヒンジ領域ポリペプチドに融合された、請求項２４に定義された
通りの重鎖可変領域又は軽鎖可変領域の形の、結合ドメインポリペプチド、（ｉｉ）前記
ヒンジ領域に融合された免疫グロブリン重鎖CH2定常領域、及び（ｉｉｉ）CH2定常領域に
融合され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、上記請求項のいずれか一つに記載された抗体。
【請求項４７】
V-(D)-J遺伝子セグメント再編成の結果、機能的ヒト重鎖導入遺伝子及び機能的ヒト軽鎖
導入遺伝子が形成された、非ヒトトランスジェニック動物から得られたＢ細胞を、不死化
細胞に融合させて含有するハイブリドーマにより産生される、上記請求項のいずれか１つ
に記載された抗体。
【請求項４８】
V-(D)-J遺伝子セグメント再編成の結果、機能的ヒト重鎖導入遺伝子及び機能的ヒト軽鎖
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導入遺伝子が形成された、非ヒトトランスジェニック動物から得られたＢ細胞を、不死化
細胞に融合させて含むハイブリドーマであって、上記請求項のいずれか１つに記載された
モノクローナル抗体を検出可能な量、産生する、ハイブリドーマ。
【請求項４９】
それぞれ配列番号１、５、又は９及び配列番号３、７、又は１１に記載された通りのヌク
レオチド配列、及び、その保存的配列改変、をそれらの可変領域に含むヒトIgG重鎖及び
ヒトカッパ軽鎖核酸にコードされたヒトモノクローナル抗体を産生するハイブリドーマ。
【請求項５０】
それぞれ配列番号２、６、又は１０及び配列番号４、８、又は１２に記載された通りのア
ミノ酸配列、及び、その保存的配列改変、を含むIgG重鎖及びカッパ軽鎖可変領域を有す
るヒトモノクローナルを産生するハイブリドーマ。
【請求項５１】
ヒト重鎖及びヒト軽鎖をコードする核酸を含むトランスフェクトーマにより産生される、
請求項１乃至４５のいずれか１つに記載された抗体。
【請求項５２】
ヒト重鎖及びヒト軽鎖をコードする核酸を含むトランスフェクトーマであって、請求項１
乃至４５のいずれか１つに記載された抗体を検出可能な量、産生する、トランスフェクト
ーマ。
【請求項５３】
それぞれ配列番号１、５、又は９及び配列番号３、７、又は１１に記載された通りのヌク
レオチド配列、及び、その保存的配列改変、をそれらの可変領域に含むヒトIgG重鎖及び
ヒトカッパ軽鎖核酸にコードされたヒトモノクローナル抗体を産生するトランスフェクト
ーマ。
【請求項５４】
それぞれ配列番号２、６、又は１０及び配列番号４、８、又は１２に記載された通りのア
ミノ酸配列、及び、その保存的配列改変、を含むIgG重鎖及びカッパ軽鎖可変領域を有す
るヒトモノクローナルを産生するトランスフェクトーマ。
【請求項５５】
それぞれ配列番号２、６、又は１０及び配列番号４、８、又は１２に記載された通りのア
ミノ酸配列、及び、その保存的配列改変、を含む重鎖及び軽鎖可変領域を有するヒトモノ
クローナルを産生する真核性又は原核性ホスト細胞。
【請求項５６】
それぞれ配列番号２、６、又は１０及び配列番号４、８、又は１２に記載された通りのア
ミノ酸配列、及び、その保存的配列改変、を含む重鎖及び軽鎖可変領域を有するヒトモノ
クローナルを産生する非ヒトトランスジェニック動物又は植物。
【請求項５７】
非ヒトトランスジェニック動物のＢ細胞に抗体を産生させるように、ヒト重鎖導入遺伝子
及びヒト軽鎖導入遺伝子を含むゲノムを有する前記動物を、ヒトCD20又はヒトCD20発現細
胞で免疫処理するステップと、
前記Ｂ細胞を骨髄腫細胞と融合させて、ヒトCD20に対して特異的なヒトモノクローナル抗
体を分泌するハイブリドーマ細胞を形成するステップと、
前記ハイブリドーマ、又はこのようなハイブリドーマを由来とするトランスフェクトーマ
からの培養上清から、CD20に特異的なヒトモノクローナル抗体を単離するステップと、
を含む、ヒトCD20に結合するヒトモノクローナル抗体を作製する方法。
【請求項５８】
前記免疫処理が、ヒトCD20をトランスフェクトしてある細胞で行われる、請求項５７に記
載の方法。
【請求項５９】
非ヒトトランスジェニック動物のＢ細胞に抗体を産生させるように、ヒト重鎖導入遺伝子
及びヒト軽鎖導入遺伝子を含むゲノムを有する前記動物を、ヒトCD20をトランスフェクト
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してある細胞で免疫処理するステップと、
前記動物のＢ細胞を単離するステップと、
前記Ｂ細胞を骨髄腫細胞に融合させて、ヒトCD20に特異的なヒトモノクローナル抗体を分
泌する不死のハイブリドーマ細胞を形成するステップと、
前記ハイブリドーマ、又はこのようなハイブリドーマを由来とするトランスフェクトーマ
からの培養上清から、CD20に特異的なヒトモノクローナル抗体を単離するステップと、
により得られる、ヒトCD20に結合する単離されたヒトモノクローナル抗体。
【請求項６０】
ヒトVH3-13/DP-44 生殖細胞系配列（配列番号５４）を由来とする重鎖可変領域アミノ酸
配列と、ヒトL6/JK4-CK （配列番号５５）生殖細胞系配列を由来とする軽鎖可変領域アミ
ノ酸配列と、を含む、単離されたヒト抗体であって、ヒトCD20に結合する、単離されたヒ
ト抗体。
【請求項６１】
ヒトVH3-09/JH6b 生殖細胞系配列（配列番号５６）を由来とする重鎖可変領域アミノ酸配
列と、ヒトVL-L6/JK5 （配列番号５７）生殖細胞系配列を由来とする軽鎖可変領域アミノ
酸配列と、を含む、単離されたヒト抗体であって、ヒトCD20に結合する、単離されたヒト
抗体。
【請求項６２】
請求項１乃至４５のいずれか１つに記載のヒト抗体と、薬学的に許容可能な担体とを含む
組成物。
【請求項６３】
補完的な機能活性を有する、請求項１乃至４５のいずれか１つに記載の２つ以上のヒト抗
体の組合せを含む組成物。
【請求項６４】
請求項１５に記載の第一の抗体と、請求項１９に記載の第二の抗体とを含む、請求項６１
に記載の組成物。
【請求項６５】
治療薬をさらに含む請求項６２乃至６４のいずれかに記載の組成物。
【請求項６６】
放射性同位体を付着させるためのキレート・リンカをさらに含む、請求項１乃至４５のい
ずれか１つに記載の抗体。
【請求項６７】
細胞傷害性作用薬、放射性同位体、又は薬物に連結させた、請求項１乃至４５のいずれか
１つに記載の抗体を含む免疫複合体。
【請求項６８】
請求項１乃至４５のいずれか１つに記載の抗体と、ヒトエフェクタ細胞への結合特異性部
分とを含む二重特異的分子。
【請求項６９】
請求項１乃至４５のいずれか１つに記載の抗体と、ヒトFc受容体への結合特異性部分、又
は、CD3などのT細胞受容体への結合特異性部分と、を含む二重特異的分子。
【請求項７０】
細胞の成長が阻害されるように、請求項１乃至４５のいずれか１つに記載の抗体の有効量
に前記細胞を接触させるステップを含む、CD20発現細胞の成長を阻害する方法。
【請求項７１】
CD20発現細胞の致死が起きるように、請求項１乃至４５のいずれか１つに記載の抗体に前
記細胞を接触させるステップを含む、CD20発現細胞を致死させる方法。
【請求項７２】
前記細胞がＢリンパ球又は腫瘍細胞である、請求項７０又は７１のいずれか１つに記載の
方法。
【請求項７３】
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請求項１乃至４５又は６０乃至６９のいずれか１つに記載のヒト抗体、組成物、免疫複合
体、又は二重特異的分子、請求項９４乃至９７のいずれか１つに記載の発現ベクタ、を、
CD20発現細胞が関与する疾患又は異常を治療又は予防するために有効量、対象に投与する
ステップを含む、前記疾患を治療又は予防する方法。
【請求項７４】
前記疾患がＢ細胞リンパ腫である、請求項７３に記載の方法。
【請求項７５】
前記疾患がＢ細胞非ホジキンリンパ腫である、請求項７３に記載の方法。
【請求項７６】
前記疾患が、前駆Ｂ細胞リンパ芽球性白血病／リンパ腫及び成熟Ｂ細胞新生物、例えばＢ
細胞慢性リンパ球性白血病 (CLL)／小リンパ球性リンパ腫 (SLL)、Ｂ細胞プロリンパ球性
白血病、リンパ形質細胞性リンパ腫、外套細胞リンパ腫 (MCL)、 濾胞性リンパ腫 (FL)、
皮膚濾胞中心リンパ腫、辺縁帯Ｂ細胞リンパ腫 (MALT型、結節性及び脾性）、ヘアリーセ
ル白血病、 びまん性大Ｂ細胞リンパ腫、バーキットリンパ腫、形質細胞腫、形質細胞骨
髄腫、移植後リンパ増殖異常、ワルデンストレーム大グロブリン血症、及び異形成性大細
胞リンパ腫 (ALCL)、から成る群より選択される、請求項７３に記載の方法。
【請求項７７】
前記疾患が濾胞性リンパ腫 (FL)である、請求項７６に記載の方法。
【請求項７８】
前記疾患が、Ｂ細胞慢性リンパ球性白血病 (CLL)／小リンパ球性リンパ腫 (SLL)である、
請求項７６に記載の方法。
【請求項７９】
前記疾患が、リンパ腫様肉芽腫症、原発性浸出リンパ腫、血管内大Ｂ細胞リンパ腫、縦隔
大Ｂ細胞リンパ腫、重鎖疾患（γ、μ及びα疾患を含む）、免疫抑制剤による治療で誘導
されるリンパ腫、例えばシクロスポリン誘導性リンパ腫、及びメトトレキセート誘導性リ
ンパ腫、である、請求項７３に記載の方法。
【請求項８０】
請求項１乃至４５又は６０乃至６７のいずれか１つに記載の抗体、組成物、免疫複合体、
又は二重特異的分子、請求項９４乃至９７のいずれか１つに記載の発現ベクタ、を、CD20
発現免疫細胞が関与する免疫疾患を治療又は予防するために有効量、対象に投与するステ
ップを含む、前記免疫疾患を治療又は予防する方法。
【請求項８１】
治療法が、自己抗原に対する抗体を産生するＢ細胞の致死を含む、請求項８０に記載の方
法。
【請求項８２】
前記疾患又は異常が、乾癬、乾癬性関節炎、皮膚炎、全身性強皮症及び硬化症、炎症性腸
疾患 (IBD)、クローン病、潰瘍性大腸炎、呼吸窮迫症候群、髄膜炎、脳炎、ブドウ膜炎、
腎炎、湿疹、喘息、アテローム性硬化症、白血球接着不全、多発性硬化症、レイノー症候
群、シェーグレン症候群、若年発症性糖尿病、ライター病、ベーチェット病、免疫複合体
腎炎、IgAニューロパチー、IgM多発性神経炎、免疫媒介血小板減少症、例えば急性特発性
血小板減少性紫斑病及び慢性特発性血小板減少性紫斑病、溶血性貧血、重症筋無力症、ル
ープス腎炎、全身性エリテマトーデス、リウマチ性関節炎(RA)、アトピー性皮膚炎、天疱
瘡、グレーブズ病、橋本甲状腺炎、ウェグナー肉芽腫症、オーメン症候群、慢性腎不全、
急性感染性単核細胞症、HIV、及び疱疹ウィルス関連疾患、から成る群より選択される、
請求項７３に記載の方法。
【請求項８３】
前記自己免疫疾患がリウマチ性関節炎（RA）である、請求項８２に記載の方法。
【請求項８４】
前記疾患が、潰瘍性大腸炎、クローン病、若年発症性糖尿病、多発性硬化症、免疫媒介性
血小板減少症、例えば急性特発性血小板減少紫斑病及び慢性特発性血小板減少紫斑病、溶
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血性貧血、筋無力症、全身性硬化症、及び尋常性天疱瘡から選択される炎症性、免疫及び
／又は自己免疫異常である、請求項７３に記載の方法。
【請求項８５】
前記疾患が、炎症性腸疾患（IBD）、潰瘍性結腸炎、クローン病、及び多発性硬化症から
選択される炎症性、免疫及び／又は自己免疫異常である、請求項７３に記載の方法。
【請求項８６】
別の治療薬を対象に別々に投与するステップをさらに含む、請求項７０乃至８５のいずれ
か１つに記載の方法。
【請求項８７】
前記治療薬が細胞傷害性作用薬又は放射毒性作用薬である、請求項８６に記載の方法。
【請求項８８】
前記治療薬が免疫抑制剤である、請求項８６に記載の方法。
【請求項８９】
前記治療薬が、例えばサイトカイン又はケモカインなど、免疫調節性作用薬である、請求
項８６に記載の方法。
【請求項９０】
前記治療薬が、ドキソルビシン、シスプラチン、ブレオマイシン、カルムスチン、クロラ
ムブシル、及びシクロホスファミドから成る群より選択される、請求項８６に記載の方法
。
【請求項９１】
前記治療薬が、抗CD25抗体、抗CD19抗体、抗CD21抗体、抗CD22抗体、抗CD37抗体、抗CD38
抗体、抗IL6R抗体、抗IL8抗体、抗IL15抗体、抗IL15R抗体、抗CD4抗体、抗CD11a抗体、抗
アルファ-4/ベータ-1 インテグリン (VLA4) 抗体、 CTLA4-Ig及び抗C3b(i)抗体から成る
群より選択される、請求項８６に記載の方法。
【請求項９２】
試料中のCD20抗原又はCD20発現細胞の存在を検出するためのin vitro法であって、
前記試料を、請求項１乃至４５のいずれか１つに記載の抗体に、前記抗体とCD20との間の
複合体形成が可能な条件下で接触させるステップと、
複合体の形成を検出するステップと
を含む、方法。
【請求項９３】
試料中のCD20抗原又はCD20発現細胞の存在を検出するための、請求項１乃至４５のいずれ
か１つに記載の抗体を含む、キット。
【請求項９４】
対象においてCD20抗原又はCD20発現細胞の存在を検出するためのin vivo法であって、
請求項１乃至４５のいずれか１つに記載の抗体を、前記抗体とCD20との間の複合体形成が
可能な条件下で投与するステップと、
形成された複合体を検出するステップと
を含む、方法。
【請求項９５】
ヒトCD20に結合するヒト抗体の軽鎖、重鎖、又は軽鎖及び重鎖の両方の可変領域をコード
するヌクレオチド配列を含む発現ベクタ。
【請求項９６】
ヒトCD20に結合するヒト抗体の軽鎖、重鎖、又は軽鎖及び重鎖の両方の定常をコードする
ヌクレオチド配列をさらに含む、請求項９５に記載の発現ベクタ。
【請求項９７】
配列番号１、５、及び９に記載された通りのヌクレオチド配列から成る群より選択される
ヌクレオチドを含む重鎖可変領域と、配列番号３、７、及び１１に記載された通りのヌク
レオチド配列から成る群より選択されるヌクレオチド配列を含む軽鎖可変領域とをコード
するヌクレオチド配列、及び、それらの保存的改変を含む発現ベクタ。
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【請求項９８】
配列番号２、６、及び１０に記載された通りのアミノ酸配列から成る群より選択されるア
ミノ酸配列を含む重鎖可変領域と、配列番号４、８、及び１２に記載された通りのアミノ
酸配列から成る群より選択されるアミノ酸配列を含む軽鎖可変領域とをコードするヌクレ
オチド配列、及び、それらの保存的配列改変を含む発現ベクタ。
【請求項９９】
請求項９５乃至９８のいずれか１つに記載の発現ベクタと、薬学的に許容可能な担体とを
含む医薬組成物。
【請求項１００】
請求項１乃至４５のいずれか１つの抗体に結合する抗イディオタイプ抗体。
【請求項１０１】
2F2、11B8 又は7D8に結合する抗イディオタイプ抗体。
【請求項１０２】
試料中において、CD20に対するヒトモノクローナル抗体のレベルを検出するための、請求
項１００又は１０１に記載の抗イディオタイプ抗体の使用。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連出願
本出願は、両者とも標題「CD20に対するヒトモノクローナル抗体」であり、また両者とも
全文をこの言及をもってここに援用することとする２００２年１０月１７日出願の米国仮
出願第60/419163号、及び２００３年４月２日出願の米国仮出願第60/460028号に基づく優
先権を主張するものである。
【背景技術】
【０００２】
発明の背景
CD20分子（またヒトBリンパ球限定分化抗原又はBp35とも言及される）は、分子量が約35k
Dの疎水性の膜貫通タンパク質であり、プレB及び成熟Bリンパ球上に位置する (Valentine
 et al. (1989) J. Biol. Chem. 264(19):11282-11287（非特許文献１）;and Einfield e
t al. (1988) EMBO J. 7(3):711-717（非特許文献２)。CD20は末梢血又はリンパ器官由来
のＢ細胞のうち９０％を越える細胞の表面に見られ、初期のプレＢ細胞発生中に発現し、
プラズマ細胞分化まで留まる。CD20は正常Ｂ細胞及び悪性Ｂ細胞の両方の上に存在する。
具体的には、CD20は、Ｂ細胞非ホジキンリンパ腫（NHL）の９０％を越えるものの上で発
現する (Anderson et al. (1984) Blood 63(6):1424-1433（非特許文献３）)が、造血幹
細胞、プロＢ細胞、正常プラズマ細胞、又は他の正常な組織上には見られない (Tedder e
t al. (1985) J. Immunol. 135(2):973-979（非特許文献４）)。
【０００３】
CD20タンパク質の85個のアミノ酸から成るカルボキシ末端領域は、細胞質内に位置する 
この領域の長さは、それぞれ3個、3個、28個、15個、及び16個のアミノ酸という相対的に
短い細胞質内領域を有する、IgM、IgD、及びIgG重鎖又は組織適合抗原クラスIIα又はβ
鎖などの他のＢ細胞特異的表面構造のそれとは対照的である(Komaromy et al. (1983) NA
R 11:6775-6785（非特許文献５）)。最後の６１個のカルボキシ末端アミノ酸のうち、２
１個は酸性残基であり、僅かに２個が塩基性であることは、この領域が正味で強い負の電
荷を持つことを示唆している。GenBank登録番号はNP_690605である。
【０００４】
CD20はＢ細胞の活性化及び分化プロセスの初期段階の調節に関与しており
(Tedder et al. (1986) Eur.J. Immunol. 16:881-887（非特許文献６)、カルシウムイオ
ン・チャンネルとして働いているのではないかと考えられている (Tedder et al. (1990)
 J. Cell. Biochem. 14D:195（非特許文献７）)。
【０００５】
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Ｂ細胞の増殖及び／又は分化を促進する上でのCD20の実際の働きは不明であるが、それは
癌及び自己免疫異常に関与するＢ細胞を制御又は致死させる抗体媒介治療法にとって重要
なターゲットである。具体的には、NHLなどの腫瘍細胞上でCD20が発現していることから
、CD20陽性新形成性細胞に対して治療薬を特異的にターゲティングするために、抗体媒介
治療法の重要なターゲットとなっている。しかしながら、今日までに得られた結果では、
CD20が免疫治療法のとって有用なターゲットであることが明らかに立証されていながら、
これらの結果はまた、現在利用できるマウス及びキメラ抗体は理想的な治療薬とはならな
いことも示している。
【０００６】
従って、CD20を発現する細胞が関与する一定の範囲の疾患を防止及び／又は治療する上で
有効な、CD20に対する優れた治療用抗体が必要である。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００７】
【非特許文献１】Valentine et al. (1989) J. Biol. Chem. 264(19):11282-11287
【非特許文献２】Einfield et al. (1988) EMBO J. 7(3):711-717
【非特許文献３】Anderson et al. (1984) Blood 63(6):1424-1433
【非特許文献４】Tedder et al. (1985) J. Immunol. 135(2):973-979
【非特許文献５】Komaromy et al. (1983) NAR 11:6775-6785
【非特許文献６】Tedder et al. (1986) Eur.J. Immunol. 16:881-887
【非特許文献７】Tedder et al. (1990) J. Cell. Biochem. 14D:195
【発明の概要】
【０００８】
本発明は、腫瘍関連疾患や自己免疫疾患を含む免疫疾患を含め、CD20発現細胞に関係する
疾患を治療及び／又は防止するための優れた抗体治療薬を提供する。本発明に包含される
抗体は、完全にヒトであるため患者における免疫原性が潜在的に低いという点で優れてい
る。
【０００９】
ここで例示するように、本発明のヒト抗体は、CD20を発現するＢ細胞の致死を多様な機序
により媒介する。ある実施態様では、本発明のヒト抗体は、例えば慢性Ｂリンパ球白血病
（B-CLL）細胞などの細胞の、例えば少なくとも約20%のCDC媒介溶解、好ましくは約30%の
CDC媒介溶解、そしてより好ましくは40-50%の媒介溶解など、補体依存性細胞傷害性(CDC
）を誘導するものである。別の実施態様では、本発明のヒト抗体は、CD20を発現する細胞
のアポトーシスを誘導するものである。別の実施態様では、本発明のヒト抗体は、CD20を
発現する細胞の同型接着を誘導するものである。さらに、本発明のヒト抗体は、CD20を発
現する細胞の抗体依存性細胞傷害（ADCC）をヒトエフェクタ細胞（例えば単球、単核細胞
、NK細胞及びPMN）の存在下で誘導するであろう。さらに、本発明のヒト抗体は、CD20を
発現する細胞の貪食をマクロファージの存在下で誘導するであろう。本発明のヒトモノク
ローナル抗体は、これらの機序のうちの１つ以上で作用するものでもよい。本発明のヒト
抗体により致死させることのできる細胞の例には、限定はしないが、CD20を発現するＢ細
胞、例えば腫瘍原性Ｂ細胞及び免疫疾患に関与するＢ細胞など、がある。具体的な実施態
様では、本ヒト抗体を、例えばＢ細胞非ホジキンリンパ腫など、リンパ腫の治療において
Ｂリンパ球の致死を媒介させるために用いる。
【００１０】
本発明のヒト抗体には、IgG1（例えばIgG1、κ）、IgG3（例えばIgG3、κ）及びIgG4（例
えばIgG4、κ）抗体がある。しかしながら、IgG2、IgM、IgA1、IgA2、分泌IgA、IgD、及
びIgEを含め、他の抗体アイソタイプも本発明に包含される。本抗体や、全抗体や、例え
ばFab、F(ab')2、Fv、一本鎖Fvフラグメントなどを含むその抗原結合フラグメント又は二
重抗体であってもよい。さらに、該抗原結合フラグメントには、（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（例えば重鎖可変領域又は軽
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鎖可変領域）、（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、及び（
ｉｉｉ）前記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も含まれる。こ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US 2003/0118592 及びUS 2003/0133939に開示されている。
【００１１】
本発明の具体的なヒト抗体には、それぞれ配列番号1、 5、又は9及び配列番号3、7、又は
11に記載された通りのヌクレオチド配列又はそれらの保存的配列改変を、それらの可変領
域に含むヒト重鎖及びヒトカッパ軽鎖核酸にコードされた11B8、2F2、及び7D8と言及され
るものがある。別の実施態様では、本ヒト抗体は、それぞれ配列番号2、6、又は10及び配
列番号4、8、又は12に記載された通りのアミノ酸配列又はそれらの保存的配列改変を含む
ヒト重鎖及びヒトカッパ軽鎖可変領域を有することを特徴とする。
【００１２】
さらに別の実施態様では、本ヒト抗体は、それぞれ配列番号2及び配列番号4、それぞれ配
列番号6 及び配列番号8；又は配列番号10 及び配列番号12に記載された通りのアミノ酸配
列に対して、少なくとも90%相同、好ましくは少なくとも95%相同、そしてより好ましくは
少なくとも98%、又は少なくとも99%相同な、ヒト重鎖及びヒトカッパ軽鎖可変領域を有す
ることを特徴とする。
【００１３】
本発明の他の具体的なヒト抗体には、ヒト重鎖及び軽鎖CDR1領域、ヒト重鎖及び軽鎖CDR2
領域、及びヒト重鎖及び軽鎖CDR3領域を有するCDRドメインを含み、但しこの場合、
（ａ）前記CDR1、CDR2、及びCDR3ヒト重鎖領域が、図53、55、又は57に示すアミノ酸配列
CDR1、CDR2、及びCDR3（配列番号13-15、19-21、及び25-27）並びにそれらの保存的配列
改変から成る群より選択されるアミノ酸配列を含み、
（ｂ）前記CDR1、CDR2、及びCDR3ヒト軽鎖領域が、図53、55、又は57に示すアミノ酸配列
CDR1、CDR2、及びCDR3（配列番号16-18、22-24、及び28-30）並びにその保存的配列改変
から成る群より選択されるアミノ酸配列を含む、
ようなものがある。
【００１４】
さらに本発明には、約1-10nM 以下の解離平衡定数（KD）でCD20から解離する抗体も含ま
れる。このような抗体には、さらに、関連細胞表面抗原と交差反応せず、従ってそれらの
機能を阻害しないようなものも含まれる。
【００１５】
別の実施態様では、本発明のヒト抗CD20抗体は、以下の性質：
ａ）ヒトCD20に対する特異性；
ｂ）ここで実施例５（図９）に開示した結合実験で判定したときに約10 nM以下、好まし
くは約5 nM以下、そしてより好ましくは約1-3 nM以下の、CD20に対する結合親和性（KD）
；
ｃ）ここで実施例５（図９）に開示した解離速度実験で判定したときに約10-4 sec-1以下
、好ましくは約10-5 sec-1 以下、そしてより好ましくは約10-6 sec-1以下、のCD20から
の解離速度定数（kd）；
ｄ）CD55/59 陰性又はCD55/59陽性細胞に対して高レベルのCDCを媒介する能力； 
ｅ）CD20への結合時に脂質ラフトに転位する能力；
ｆ）CD20を発現する細胞の成長を阻害する能力；
ｇ）CD20を発現する細胞のアポトーシスを誘導する能力；
ｈ）CD20を発現する細胞の同型接着を誘導する能力；
ｉ）CD20を発現する細胞のADCCをエフェクタ細胞の存在下で誘導する能力；
ｊ）CD20を発現する腫瘍細胞を有する対象の生存を延長する能力；
ｋ）CD20を発現する細胞を枯渇させる能力；及び／又は
ｌ）低レベルのCD20を発現する細胞（CD20low細胞）を枯渇させる能力
のうちの一つ以上を特徴とすることができる。
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【００１６】
本発明のヒト抗CD20抗体を、他の結合特異性部分で誘導体化したり、他の結合特異性部分
に連結したり、あるいは他の結合特異性部分と同時発現させることができる。具体的な実
施態様では、本発明は、CD20に対する少なくとも１つの第一結合特異性部分（例えばヒト
抗CD20抗体又はそのミメティック）と、例えばFc受容体（例えばFcγRIなどのヒトFcγ受
容体又はヒトFcα受容体）又はCD3などのＴ細胞受容体に対する結合特異性部分など、ヒ
トエフェクタ細胞に対する第二の結合特異性部分とを含む二重特異的又は多重特異的分子
を提供するものである。
【００１７】
従って、本発明は、ヒトCD20と、Fc受容体又はCD3などのT細胞受容体の両方に結合する二
重特異的及び多重特異的分子を包含する。Fc受容体の例は、例えばヒトIgG受容体、例え
ばFc-ガンマ受容体 (FcγR)、例えばFcγRI (CD64)、FcγRII (CD32)、及びFcγRIII (CD
16)である。例えばヒトIgA受容体（例えばFcαRI）などの他のFc受容体も標的とすること
ができる。当該のFc受容体は、好ましくは単球、マクロファージ又は活性化単核細胞など
のエフェクタ細胞の表面上に位置するとよい。ある好適な実施態様では、該二重特異的及
び多重特異的分子は、Fc 受容体に、当該受容体の免疫グロブリンFc Fc (例えばIgG 又は
IgA) 結合部位とは異なる部位で結合する。従って、当該の二重特異的及び多重特異的分
子の結合は、生理レベルの免疫グロブリンの遮断を受けない。
【００１８】
さらに別の局面は、本発明のヒトCD20抗体を、別のペプチド又はタンパク質（例えばFab'
フラグメント）などの別の機能分子で誘導体化させたり、別の分子に連結したり、又は同
時発現させる。例えば、本発明の抗体を、（例えば化学的結合、遺伝子融合、非共有結合
又は他の方法などにより）例えば（二重特異的もしくは多重特異的抗体を作製するなどの
ために）別の抗体、細胞毒、細胞リガンド又は（イムノトキシンなどの免疫結合体を作製
するなどのために抗原などの一つ以上の他の分子実体に、機能的に連結することができる
。本発明の抗体を、例えば放射性同位体、低分子抗癌剤、抗炎症薬、又は免疫抑制剤など
の他の治療的部分に連結することができる。従って、本発明は、すべてCD20発現細胞に結
合し、また他の分子をこのような細胞に狙わせるために用いることのできる多種の抗体結
合体、二重特異的及び多重特異的分子、並びに融合タンパク質、を包含するものである。
【００１９】
さらに別の局面では、本発明は、薬学的に許容可能な担体を、本発明のヒトモノクローナ
ル抗体の１つ又は組合せと一緒に調合して含む、例えば医薬用及び診断用組成物などの組
成物／キットを提供するものである。ある具体的な実施態様では、本組成物は、異なるエ
ピトープに結合する抗体や、CDCを誘導すること、そしてアポトーシスを誘導することな
ど、異なる機能上の特徴を持つ抗体の組合せを含む。
【００２０】
本発明のヒト抗体、免疫結合体、二重特異的及び多重特異的分子並びに組成物は、細胞の
成長を阻害する、及び／又は、細胞を致死させるように、有効量の本抗体、免疫結合体、
二重特異的／多重特異的分子又は組成物に細胞を接触させることにより、CD20発現細胞の
成長を阻害するための、及び／又は、CD20発現細胞を致死させるための多種の方法で用い
ることができる。ある実施態様では、本方法は、例えばCDC、アポトーシス、ADCC、貪食
により、又はこれらの機序のうちの一つ以上の組合せにより、エフェクタ細胞の存在下で
CD20発現細胞を致死させるステップを含む。好ましくは当該の細胞を、CD20を発現しない
が、構造上関連する細胞表面抗原を発現するなどと思われる細胞を致死させる又はその活
性を阻害することなく（即ち、関連はするが機能的には異なる細胞表面抗原に対する交差
反応性なしで）、致死させる又は阻害するとよい。本発明のヒト抗体を用いて阻害できる
又は致死させることのできるCD20発現細胞には、例えば腫瘍原性Ｂ細胞がある。
【００２１】
従って、本発明のヒト抗体は、CD20発現細胞が関与する多種の疾患に罹患した患者に本抗
体を投与することにより、このような疾患を治療及び／又は防止するために用いることが
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できる。治療（例えば寛解）又は防止の可能な疾患の例には、限定はしないが、腫瘍化疾
患、及び、自己免疫疾患などの免疫疾患がある。治療及び／又は防止の可能な腫瘍化疾患
の例には、前駆Ｂ細胞リンパ芽球性白血病／リンパ腫を含め、NHLなどのＢ細胞リンパ腫
及び成熟Ｂ細胞新生物、例えばＢ細胞慢性リンパ球性白血病 (CLL)／小リンパ球性リンパ
腫 (SLL)、Ｂ細胞プロリンパ球性白血病、リンパ形質細胞性リンパ腫、外套細胞リンパ腫
 (MCL)、 低級、中級及び高級FLを含む濾胞性リンパ腫 (FL)、皮膚濾胞中心リンパ腫、辺
縁帯Ｂ細胞リンパ腫 (MALT型、結節性及び脾性）、ヘアリーセル白血病、 びまん性大Ｂ
細胞リンパ腫、バーキットリンパ腫、形質細胞腫、形質細胞骨髄腫、移植後リンパ増殖異
常、ワルデンストレーム大グロブリン血症、及び異形成性大細胞リンパ腫 (ALCL)、があ
る。CD20発現Ｂ細胞が関与し、治療及び／又は防止の可能な免疫異常の例には、乾癬、乾
癬性関節炎、皮膚炎、全身性強皮症及び硬化症、炎症性腸疾患 (IBD)、クローン病、潰瘍
性大腸炎、呼吸窮迫症候群、髄膜炎、脳炎、ブドウ膜炎、腎炎、湿疹、喘息、アテローム
性硬化症、白血球接着不全、多発性硬化症、レイノー症候群、シェーグレン症候群、若年
発症性糖尿病、ライター病、ベーチェット病、免疫複合体腎炎、IgAニューロパチー、IgM
多発性神経炎、免疫媒介血小板減少症、例えば急性特発性血小板減少性紫斑病及び慢性特
発性血小板減少性紫斑病、溶血性貧血、重症筋無力症、ループス腎炎、全身性エリテマト
ーデス、リウマチ性関節炎(RA)、アトピー性皮膚炎、天疱瘡、グレーブズ病、橋本甲状腺
炎、ウェグナー肉芽腫症、オーメン症候群、慢性腎不全、急性感染性単核細胞症、HIV、
及び疱疹ウィルス関連疾患、がある。更なる例は、重症急性呼吸窮迫症候群及び舞踏病網
膜炎である。また更なる例は、エプスタイン－バーウィルス(EBV）等のウィルスにＢ細胞
が関連して起きる疾患及び異常である。
【００２２】
本発明のある具体的な実施態様では、本抗体を投与される対象を、Fcα受容体又はFcγ受
容体などのFc受容体の発現又は活性を高める又は阻害するなど、調節するような化学療法
薬、放射線、又は、サイトカインなどの作用物質で、付加的に治療する。治療中に投与す
る典型的なサイトカインには、顆粒球コロニ刺激因子(G-CSF)、顆粒球マクロファージコ
ロニ刺激因子 (GM-CSF)、インターフェロン-γ(IFN-g)、及び腫瘍壊死因子 (TNF)、があ
る。典型的な治療薬には、とりわけ、抗新生物性薬剤、例えばドキソルビシン、シスプラ
チン、ブレオマイシン、カルムスチン、クロラムブシル、及びシクロホスファミド、があ
る。
【００２３】
さらに別の局面では、本発明は、例えばCD20関連疾患を好ましくは初期段階で診断するな
ど、ある試料又は個体におけるCD20の存在をin vitro又はin vivoで検出する方法を提供
するものである。これはさらに、当該疾患や治療の効果を観察したり、また投与すべき抗
体の用量を決定又は調節するためにも有用であろう。前記in vivo法は、PET (ポジトロン
放射形断層撮影法)又はSPECT (単一光子放射形コンピュータ断層撮影法)などの撮像技術
を用いて行うことができる。ある実施態様では、これは、検査しようとする試料を、選択
的にはコントロール試料と並行して、本発明のヒトモノクローナル抗体に、この抗体とCD
20との間の複合体が形成可能な条件下で接触させることにより、なされる。その後、複合
体形成を（例えばFACS分析又はウェスタン・ブロット法などを用いて）検出する。コント
ロール試料を検査試料と並行して用いる場合、両方の試料で複合体が検出され、これら試
料間で複合体形成に何らかの有意な差があれば、それは検査試料中のCD20の存在の指標で
ある。
【００２４】
さらに別の局面では、本発明は、CD20に結合するヒトモノクローナル抗体を発現する、ト
ランスジェニック・マウスなどの非ヒトトランスジェニック動物を提供するものである。
ある具体的な実施態様では、前記の非ヒトトランスジェニック動物は、本発明の抗体の全
部又は一部をコードするヒト重鎖導入遺伝子及びヒト軽鎖導入遺伝子を含むゲノムを有す
るトランスジェニック・マウスである。前記非ヒトトランスジェニック動物は、CD20抗原
の精製済み又は濃縮製剤、及び／又は、CD20発現細胞で免疫することができる。好ましく
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は、トランスジェニック・マウスなどの本非ヒトトランスジェニック動物が、V-D-J組換
え及びアイソタイプ・スイッチングを起こすことにより、CD20に対して複数のアイソタイ
プ(例えばIgG、IgA 及び／又はIgM)のヒトモノクローナル抗体を産生できるとよい。アイ
ソタイプ・スイッチングは、例えば古典的又は非古典的なアイソタイプ・スイッチングな
どで起こるものでよい。
【００２５】
従って、さらに別の局面では、本発明は、トランスジェニック・マウスなど、ヒト抗CD20
抗体を発現する上述の通りの非ヒトトランスジェニック動物を由来とする単離されたＢ細
胞を提供するものである。次に、この単離されたＢ細胞を、不死化細胞への融合により不
死化して、ヒト抗CD20抗体の供給源（例えばハイブリドーマ）とすることができる。この
ようなハイブリドーマ（即ち、ヒト抗CD20抗体を産生するもの）も、本発明の範囲内に包
含される。
【００２６】
ここで例示するように、本発明のヒト抗体は、本抗体を発現するハイブリドーマから直接
得ることができ、あるいは、ホスト細胞 (例えばCHO細胞、NS/0細胞又はリンパ球性細胞)
内でクローニング及び組換えにより発現させることができる。ホスト細胞の更なる例は、
E. coliなどの微生物や、酵母などのカビである。代替的には、これらを組換えにより、
非ヒトトランスジェニック動物又は植物で産生させることもできる。従って、別の局面で
は、本発明は、ヒトCD20に結合するヒトモノクローナル抗体を作成する方法を提供するも
のである。ある実施態様では、本方法は、（例えば抗CD20抗体の全部又は一部をコードす
るヒト重鎖導入遺伝子及びヒト軽鎖導入遺伝子を含むゲノムを有するなどの）トランスジ
ェニック・マウスなどの非ヒトトランスジェニック動物を、前述したように、ヒトCD20抗
原の精製済みもしくは濃縮製剤、及び／又は、ヒトCD20発現細胞で免疫するステップを含
む。次に、この動物のＢ細胞（例えば脾Ｂ細胞）を得、骨髄腫細胞と融合させて、CD20に
対するヒトモノクローナル抗体を分泌する不死のハイブリドーマ細胞を形成する。
【００２７】
さらに別の局面では、本発明は、ヒト抗CD20抗体（例えばその可変領域など）をコードす
る核酸分子や、本発明の該核酸を含有する組換え発現ベクタ、及び、このようなベクタを
トランスフェクトしたホスト細胞、を提供するものである。これらのホスト細胞を培養す
ることにより本抗体を作製する方法も、本発明の包含するところである。本発明により提
供される具体的な核酸は、それぞれヒト抗CD20抗体2F2、7D8、及び11B8の重鎖及び軽鎖を
コードする配列番号：1、5、又は9 及び配列番号：3、7、又は11に示されたヌクレオチド
配列を含むものである。
【００２８】
本発明の他の特徴及び利点は、以下の詳細な説明及び請求項から明白となるであろう。
【００２９】
発明の詳細な説明
本発明は、CD20発現細胞が関与する多種の異常を治療及び診断するための優れた抗体ベー
スの治療法を提供するものである。本発明の治療法は、CD20上に存在するエピトープに特
異的に結合する単離されたヒトモノクローナル抗体を利用する。本発明に包含される単離
されたヒトモノクローナル抗体には、IgA、IgG1-4、IgE、IgM、及びIgD抗体がある。
【００３０】
ある実施態様では、本ヒト抗体はIgG1抗体、より具体的にはIgG1κ、又はIgG1、λアイソ
タイプである。別の実施態様では、本ヒト抗体はIgG3抗体、より具体的にはIgG3、又はIg
G3、λアイソタイプである。さらに別の実施態様では、本ヒト抗体はIgG4抗体、より具体
的にはIgG4、κ又はIgG4、λアイソタイプである。さらに別の実施態様では、本ヒト抗体
はIgA1又はIgA2抗体である。
【００３１】
さらに別の実施態様では、本ヒト抗体はIgM抗体である。
【００３２】
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ある実施態様では、本ヒト抗体は、V-D-J組換え及びアイソタイプ・スイッチングを起こ
すことにより、CD20に対して複数のアイソタイプの抗ヒトモノクローナル抗体を産生する
ことのできる、トランスジェニック・マウスなどの非ヒトトランスジェニック動物で産生
される。従って、本発明の局面は、抗体、その抗体フラグメント及び医薬組成物だけでな
く、モノクローナル抗体を産生する非ヒトトランスジェニック動物、Ｂ細胞、ホスト細胞
トランスフェクトーマ、及びハイブリドーマを包含するものである。このようなトランス
ジェニック動物は、さらに、US 2003/0017534に開示されたものなどのポリクローナル抗
体を産生するためのトランスジェニック・ウサギであってもよい。従って、さらに本発明
は、CD20に特異的に結合するヒトポリクローナル抗体も包含する。ある実施態様では、本
発明は、（ｉ）位置172にアミノ酸残基プロリンを含まない又は要さない；（ｉｉ）位置1
70のアミノ酸残基アラニン又は位置172のプロリンを含まない又は要さない；（ｉｉｉ）
位置163のアミノ酸残基アスパラギン及び位置166のアスパラギンを含まない又は要さない
；（ｉｖ）位置172のアミノ酸残基プロリンを含まない又は要さないが、位置163のアミノ
酸残基アスパラギン及び位置166のアスパラギンを含む又は要する；あるいは（ｖ）位置1
70のアミノ酸残基アラニン又は位置172のプロリンを含まない又は要さないが、位置163の
アミノ酸残基アスパラギン及び位置166のアスパラギンを含む又は要する、ようなCD20上
のエピトープに結合するポリクローナル抗体に関する。
【００３３】
別の実施態様では、本発明は、以下の特徴：（ｉ） 変異型P172S CD20（位置172のプロリ
ンがセリンに変異している）に、ヒトCD20に対するのと少なくとも同じ親和性で結合する
；（ｉｉ）変異型 AxP（位置170のアラニンがセリンに変異し、位置172のプロリンがセリ
ンに変異している）に、ヒトCD20に対するのと少なくとも同じ親和性で結合する；（ｉｉ
ｉ）抗体濃度が10μg/mlのときに、ヒトCD20に対し、変異型 N166D （位置166のアスパラ
ギンがアスパラギン酸に変異している）に対して50%以上の少ない結合を示す；及び／又
は（ｉｖ）抗体濃度が10μg/mlのときに、ヒトCD20に比較して、変異型 N163D （位置163
のアスパラギンがアスパラギン酸に変異している）に対して50%以上の少ない結合を示す
：のうちの１つ以上を有するヒトポリクローナル抗体に関する。
【００３４】
さらに別の実施態様では、本発明は、ヒトCD20の小さな第一細胞外ループ中のエピトープ
に結合するヒトポリクローナル抗体に関する。さらに別の実施態様では、本発明は、CD20
上の不連続なエピトープに結合するヒトポリクローナル抗体も包含する。更なる実施態様
では、本発明は、第一の小さな細胞外ループの部分と、第二の細胞外ループの部分とを有
する、CD20上の不連続なエピトープに結合するヒトポリクローナル抗体に関する。更なる
実施態様では、本発明は、小さな第一の細胞外ループの残基AGIYAPと第二の細胞外ループ
の残基MESLNFIRAHTPYI とを有するCD20上の不連続なエピトープに結合するヒトポリクロ
ーナル抗体に関する。
【００３５】
本発明の抗体を用いてCD20発現細胞を検出する方法は本発明に包含される。本発明の抗体
を用いて、例えば増殖及び／又は分化活性などのCD20誘導性活性を遮断又は阻害する方法
もさらに提供され、また腫瘍原性疾患（例えばＢ細胞リンパ腫）及び自己免疫疾患（例え
ばRA、クローン病及びウェグナー肉芽腫症）などのCD20関連異常の治療にも有用である。
【００３６】
本発明をより容易に理解できるように、いくつかの用語をまず定義する。更なる定義は、
詳細な説明全般に記載されている。
【００３７】
用語「CD20」及び「CD20抗原」はここでは交換可能に用いられており、細胞によって天然
で発現する、又はCD20をトランスフェクトした細胞で発現するヒトCD20のあらゆるバリア
ント、アイソフォーム及び種相同体を包含するものである。本発明の抗体のCD20抗原への
結合により、CD20発現細胞（例えば腫瘍細胞）の致死が、CD20を失活させることにより、
媒介される。CD20発現細胞の致死は、以下の機序：
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CD20発現細胞の補体媒介性細胞傷害性（CDC）；
CD20発現細胞のアポトーシス；
CD20発現細胞のエフェクタ細胞貪食；又は
CD20発現細胞のエフェクタ細胞抗体依存性細胞傷害性（ADCC）
のうちの１つ以上で起きるであろう。
【００３８】
当業で認識されるCD20の同義語には、Bリンパ球抗原CD20、Bリンパ球表面抗原B1、Leu-16
、Bp35、BM5、及びLF5、がある。
【００３９】
ここで用いられる場合の用語「成長を阻害する」（細胞に言及するなど）とは、例えば細
胞培養の成長の、少なくとも10%、20%、30%、40%、50%、60%、70%、80%、90%、99%、又は
100%の阻害など、抗CD20抗体に接触させたときに、抗CD20抗体に接触していない同じ細胞
の成長に比較して、細胞成長のいずれかの測定可能な減少を包含するものと意図されてい
る。このような細胞成長の減少は、エフェクタ細胞貪食、ADCC、CDC、及び／又はアポト
ーシスなど、多種ある機序のいずれによっても起き得る。
【００４０】
用語「ラフト」とは、細胞の細胞膜の外側の小葉区域に位置するスフィンゴ脂質及びコレ
ステロールを豊富に含む膜微小ドメインを言う。タンパク質がこのようなドメインに結合
する能力により、そのタンパク質は機能を果たすことができる。例えば、CD20分子、本発
明の抗体に結合後に脂質ラフトに転位すると、高密度のCD20抗原－抗体複合体が細胞膜に
生じる。このような高密度のCD20抗原－抗体複合体により、CDC中の補体形の効率的な活
性化が可能となる。
【００４１】
ここで用いられる場合の用語「抗体」とは、全抗体及びそのいずれかの抗原の結合フラグ
メント（即ち「抗原結合部分」）又は一本鎖を包含するものである。「抗体」とは、ジス
ルフィド結合により相互に接続された少なくとも２つの重（Ｈ）鎖及び２つの軽（Ｌ）鎖
とを含む糖タンパク質を言う。各重鎖は、重鎖可変領域（ここではVHと省略する）及び重
鎖定常領域とから成る。各軽鎖は、軽鎖可変領域（ここではVLと省略する）及び軽鎖定常
領域とから成る。前記VH 及びVL 領域はさらに、より保存されたフレームワーク領域（FR
）と呼ばれる領域に散在する相補性決定領域（CDR）と呼ばれる超可変領域に小さく分割
することができる。各VH 及びVL は、３つのCDR及び４つのFRが、以下の順序：FR1、CDR1
、FR2、CDR2、FR3、CDR3、FR4でアミノ末端からカルボキシ末端まで並んだものから成る
。重鎖及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有する。抗体の定常
領域は、免疫系の多種の細胞（例えばエフェクタ細胞）や伝統的補体系の第一コンポーネ
ント（C1q）を含むホスト組織又は因子への免疫グロブリンの結合を媒介しているようで
ある。
【００４２】
抗体の「抗原結合部分」（又は単に「抗体部分」）という用語は、ここで用いる場合、抗
体のうちで、抗原（例えばCD20）に対する特異的結合能を維持した１つ以上のフラグメン
トを言う。抗体の抗原結合機能は完全長抗体のうちの数フラグメントに行わせることがで
き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及びCH1ドメインから成る一価の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り連結された２つのFabフラ
グメントから成る二価のフラグメントであるF(ab'）2フラグメント；（ｉｉｉ）VH及びCH
1ドメインから成るFdフラグメント；（ｉｖ）抗体の一本のアームのVL及び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)；及び（ｖｉ）単離された相補性決定領域(CDR)、及び（ｖｉｉ）
選択的に合成のリンカで接合してもよい２つ以上の単離されたCDRの組合せ、がある。さ
らに、Fvフラグメントの２つのドメインVL及びVHは別々の遺伝子にコードされているが、
これらは、VL及びVH領域が対を成して一価の分子を形成するような一個のタンパク質鎖に
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作製できるようにする合成リンカーにより、組換え法を用いて接合することができる（一
本鎖Fv（scFv）として知られる；例えば Bird et al. (1988) Science 242:423-426; and
 Hustonet al. (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:5879-5883を参照されたい）。こ
のような一本鎖抗体もまた、抗体の「抗原結合部分」という用語に包含されるものと、意
図されている。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、
それらのフラグメントを、インタクト抗体と同じ態様で実用性についてスクリーニングさ
れている。更なる例は、（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、
及び（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、を含め結合ドメ
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で
も、又は軽鎖可変領域でもよい。前記結合ドメイン免疫グロブリン融合タンパク質は、さ
らに、US 2003/0118592 及びUS 2003/0133939に開示されている。これらの抗体フラグメ
ントを、当業者に公知の従来技術を用いて得、それらのフラグメントを、インタクト抗体
と同じ態様で実用性の点でふるいにかける。
【００４３】
用語「エピトープ」は、抗体に特異的に結合できるタンパク質決定基を意味する。エピト
ープは通常、アミノ酸又は糖側鎖などの化学的に活性な表面分子群から成り、通常は特異
的な三次元構造上の特徴や、特異的な電荷上の特徴を有する。コンホメーション的及び非
コンホメーション的エピトープは、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で区別される。
【００４４】
用語「不連続なエピトープ」とは、ここで用いられる場合、あるタンパク質の一次配列中
の少なくとも２つの別々の領域から形成される、このタンパク質抗原上のコンホメーショ
ン的エピトープを意味する。
【００４５】
用語「二重特異的分子」は、２つの異なる結合特異性部分を有する、例えばタンパク質、
ペプチド、又はタンパク質もしくはペプチド複合体など、あらゆる作用物質を包含するこ
とを意図している。例えば当該分子は、（ａ）細胞表面抗原及び（ｂ）エフェクタ細胞の
表面上のFc受容体、に結合又は相互作用してもよい。用語「多重特異的分子」又は「ヘテ
ロ特異的分子」は、３つ以上の異なる結合特異性部分を有する、例えばタンパク質、ペプ
チド、又はタンパク質もしくはペプチド複合体など、あらゆる作用物質を包含することを
意図している。例えば当該分子は、（ａ）細胞表面抗原、（ｂ）エフェクタ細胞の表面上
のFc受容体、及び（ｃ）少なくとも一つの他の成分、に結合又は相互作用してもよい。従
って本発明は、限定はしないが、CD20などの細胞表面抗原を狙った、そしてエフェクタ細
胞上のFc受容体などの他の標的を狙った二重特異的、三重特異的、四重特異的、及び他の
多重特異的分子を包含する。
【００４６】
用語「二重特異抗体」はジアボディも含む。ジアボディはVH及びVLドメインが一個のポリ
ペプチド鎖上に発現しているが、この同じ鎖上の２つのドメインの間で対を成すには短す
ぎるリンカを用いることで、これらドメインを別の鎖の相補ドメインと対を成させて、２
つの抗原結合部位を生じるようにした二価の二重特異的な抗体である
(例えばHolliger, P., et al. (1993) Proc. Natl.Acad. Sci. USA 90:6444-6448; Polja
k,R.J., et al. (1994) Structure 2:1121-1123)。
【００４７】
用語「ヒト抗体誘導体」とは、例えば抗体と別の作用物質又抗体との結合体など、当該抗
体のいずれかの改変形を言う。
【００４８】
ここで用いられる、あるヒト抗体がある特定の生殖細胞系配列を「由来とする」とは、こ
の抗体がヒト免疫グロブリン配列を用いたある形から、例えばヒト免疫グロブリン遺伝子
を持つトランスジェニック・マウスを免疫したり、あるいは、ヒト免疫グロブリン遺伝子
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ライブラリをスクリーニングするなどにより、得られた場合であり、但しこの場合、当該
の所定のヒト抗体は、生殖細胞系免疫グロブリン遺伝子にコードされたアミノ酸配列に対
し、アミノ酸配列において少なくとも90%、より好ましくは少なくとも95%、さらにより好
ましくは少なくとも96%、97%、98%、又は99%、同一である。典型的には、ある特定のヒト
生殖細胞系配列を由来とするヒト抗体は、この生殖細胞系免疫グロブリン遺伝子にコード
されたアミノ酸配列に対して１０個以下のアミノ酸の違い、より好ましくは５個以下、又
はさらにより好ましくは４個以下、３個以下、２個以下、又は１個以下のアミノ酸の違い
を示すであろう。
【００４９】
ここで用いられる場合の用語「ヘテロ抗体」とは、そのうちの少なくとも２つが異なる特
異性部分を有するような、一緒に連結された２つ以上の抗体、その誘導体又は抗原血業領
域を言う。これらの異なる特異性部分には、エフェクタ細胞上のFc受容体に対する結合特
異性部分と、腫瘍細胞などの標的細胞上の抗原又はエピトープに対する結合特異性部分と
が含まれる。
【００５０】
用語「ヒト抗体」は、ここで用いられる場合、ヒト生殖細胞免疫グロブリン配列を由来と
する可変及び定常領域を有する抗体を包含するものと、意図されている。本発明のヒト抗
体には、ヒト生殖細胞系免疫グロブリン配列にコードされていないアミノ酸残基が含まれ
ていてもよい（例えばin vitroでのランダムもしくは部位特異的変異誘発法、又は、in v
ivoでの体細胞変異法による）。しかしながら、用語「ヒト抗体」は、ここで用いられる
場合、マウスなどの別の哺乳動物種を由来とするCDR配列がヒトフレームワーク配列に移
植されているような抗体を包含するものとは意図されていない。
【００５１】
ここで用いる用語「モノクローナル抗体」又は「モノクローナル抗体組成物」とは、単一
の分子組成から成る抗体分子の製剤を言う。モノクローナル抗体組成物は単一の結合特異
性及び親和性を特定のエピトープに対して示す。従って、用語「ヒトモノクローナル抗体
」とは、単一の結合特異性を示すと共に、ヒト生殖細胞系免疫グロブリン配列を由来とす
る可変領域及定常領域を有するような抗体を言う。ある実施態様では、本ヒトモノクロー
ナル抗体は、ヒト重鎖導入遺伝子及び軽鎖導入遺伝子を含むゲノムを有する、トランスジ
ェニック・マウスなどの非ヒトトランスジェニックもしくはトランスクロモゾマル動物か
ら得たＢ細胞を、不死化細胞に融合させて含むハイブリドーマにより産生される。
【００５２】
用語「組換えヒト抗体」は、ここで用いられる場合、組換え手段により調製された、発現
した、創出された又は単離されたあらゆる抗体を包含し、例えば（ａ）ヒト免疫グロブリ
ン遺伝子についてトランスジェニック又はトランスクロモゾマルの動物（例えばマウス）
又はそれから調製されたハイブリドーマから単離された抗体（下の項Ｉにさらに解説する
）、（ｂ）例えばトランスフェクトーマなど、当該抗体を発現するように形質転換された
ホスト細胞から単離された抗体、（ｃ）組換えの、コンビナトリアル・ヒト抗体ライブラ
リから単離された抗体、及び（ｄ）ヒト免疫グロブリン遺伝子配列の他のDNA配列へのス
プライシングが関与するいずれかの他の手段により調製された、発現した、創出された又
は単離された抗体、である。このような組換えヒト抗体は、ヒト生殖細胞系免疫グロブリ
ン配列を由来とする可変及び定常領域を有する。しかしながら、いくつかの実施態様では
、このような組換えヒト抗体に、in vitro 変異誘発を行って（又はヒトIg配列にういて
トランスジェニックな動物を用いる場合は in vivo 体細胞変異誘発を行って）、組換え
抗体のVH 及びVL 領域のアミノ酸配列が、ヒト生殖細胞系VH 及びVL 配列を由来とする及
び関連しながらも、in vivoヒト抗体生殖細胞系レポートリー内に天然では存在しないで
あろう配列にすることができる。
【００５３】
用語「トランスフェクトーマ」は、ここで用いる場合、例えばCHO細胞、NS/0細胞、HEK29
3細胞、植物細胞、又は酵母細胞を含む真菌など、本抗体を発現する組換え真核性ホスト
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細胞を包含する。
【００５４】
ここで用いる場合の「異種抗体」は、このような抗体を産生する非ヒトトランスジェニッ
ク動物との関連から定義される。この用語は、非ヒトトランスジェニック動物を構成しな
い生物に見られるものに相当するアミノ酸配列又はコーディング核酸配列を有する抗体で
あって、一般的には非ヒトトランスジェニック動物のそれ以外の種を由来とする抗体を言
う。
【００５５】
ここで用いられる「ヘテロハイブリッド抗体」とは、異なる生物由来の軽鎖及び重鎖を有
する抗体を言う。例えば、ヒト重鎖をマウス軽鎖に結合させて有する抗体がヘテロハイブ
リッド抗体である。ヘテロハイブリッド抗体の例には、上に解説したキメラ抗体及びヒト
化抗体がある。
【００５６】
ここで用いる「単離された抗体」とは、異なる抗原特異性を有する他の抗体を実質的に含
まない抗体を言うものと、意図されている（例えばCD20に特異的に結合する単離された抗
体は、CD20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）。しかしながら、ヒ
トCD20のエピトープ、アイソフォーム又はバリアントに特異的に結合する単離された抗体
であれば、例えば他の種由来など（例えばCD20の種相同体）、他の関連する抗原に対して
交差反応性を有するであろう。さらに、単離された抗体は、他の細胞物質及び／又は化学
物質を実質的に含まないであろう。本発明のある実施態様では、異なる特異性を有する「
単離された」モノクローナル抗体の組合せを、良く定義された組成で組み合わせる。
【００５７】
ここで用いる「特異的結合」とは、所定の抗原への抗体の結合を言う。典型的には、本抗
体は約1×107M-1の以下のKDに相当する親和性で結合し、所定の抗原に対しては、前記所
定の抗原又は関係の近い抗原以外の非特異的な抗原（例えばBSA、カゼイン）に対するそ
の結合親和性よりも少なくとも２倍高いKDに相当する親和性で結合する。文言「抗原を認
識する抗体」及び「抗原に特異的な抗体」はここでは用語「抗原に特異的に結合する抗体
」と交換可能に用いられている。
【００５８】
ここで用いられる用語「kd」（sec-1）とは、特定の抗体－抗原相互作用の解離速度定数
を言うものと、意図されている。前記数値は、koff値とも言及される。
【００５９】
ここで用いられる用語「ka」（M-1 x sec-1）とは、特定の抗体－抗原相互作用の結合速
度定数を言うものと、意図されている。
【００６０】
ここで用いる用語「KD」（M）とは、特定の抗体－抗原相互作用の解離平衡定数を言うも
のと、意図されている。
【００６１】
ここで用いる用語「KA」（M-1）とは、特定の抗体－抗原相互作用の結合平衡定数を言う
ものと、意図されており、kaをkdで除算することにより得られる。
【００６２】
ここで用いられる「アイソタイプ」とは、重鎖定常領域遺伝子にコードされた抗体クラス
（例えばIgM又はIgG1）を言う。
【００６３】
ここで用いる「アイソタイプ・スイッチング」とは、抗体のクラス、又はアイソタイプ、
が、あるIgクラスから他のIgクラスのうちの一つに変化する現象を言う。
【００６４】
ここで用いる「スイッチングのないアイソタイプ」とは、アイソタイプ・スイッチングが
起きないときに産生される重鎖のアイソタイプ・クラスを言い、スイッチングのないアイ
ソタイプをコードするCH遺伝子は、典型的には、機能上の再編成の起きるVDJ遺伝子のす
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ぐ下流の一番目にあるCH遺伝子である。アイソタイプ・スイッチングは、古典的もしくは
非古典的なアイソタイプ・スイッチングに分類されてきた。古典的なアイソタイプ・スイ
ッチングは、導入遺伝子中の少なくとも一つのスイッチ配列が関与する組換え事象により
起きるものである。非古典的アイソタイプ・スイッチングは、例えばヒトσμとヒトΣμ

との間の相同組換え（δ関連欠失）などで起きることがある。その他の非古典的スイッチ
ング機序、なかでも例えば導入遺伝子間及び／又は染色体間の組換えなどがあると、アイ
ソタイプ・スイッチングが起きることがある。
【００６５】
ここで用いる用語「スイッチ配列」とは、スイッチ組換えを担うDNA配列を言う。「スイ
ッチ・ドナー」配列は典型的にμスイッチ領域であり、スイッチ組換えの際に欠失するコ
ンストラクト領域の5'側（即ち上流）にある。「スイッチ・アクセプター」領域は、欠失
するコンストラクト領域と、置換定常領域（例えばγ、ε、等）との間にあるであろう。
組換えが必ず起きるという特定の部位はないため、最終的な遺伝子配列は、コンストラク
トからは予測できないことが多いであろう。
【００６６】
ここで用いる「糖付加パターン」は、タンパク質、より具体的には免疫グロブリンタンパ
ク質、に共有結合する糖単位のパターンであると定義しておく。ある異種抗体の糖付加パ
ターンが、導入遺伝子のCH遺伝子の由来となった種よりも当該の非ヒトトランスジェニッ
ク動物の種の糖付加パターンの方により似ていると当業者が認識するのであれば、この異
種抗体の糖付加パターンを、前記非ヒトトランスジェニック動物の種の産生する抗体に天
然で起きる糖付加パターンに実質的に似ていると特徴付けることができる。
【００６７】
ある物質に対してここで用いられる用語「天然で発生する」とは、物質が自然界に見られ
る事実を言う。例えば、（ウィルスを含む）生物中に存在するポリペプチド又はポリヌク
レオチド配列であって、天然にある源から分離でき、実験室で人間により意図的な改変を
加えられていないポリペプチド又はポリヌクレオチド配列は天然で発生したものである。
【００６８】
ここで用いる用語「再編成される」とは、Vセグメントが、D-J又はJセグメントのすぐ隣
に位置することで、それぞれ完全VH又はVLドメインを実質的にコードするコンホメーショ
ンとなるような重鎖又は軽鎖免疫グロブリン遺伝子座の立体配置を言う。再編成の起きた
免疫グロブリン遺伝子座は、生殖細胞DNAに比較することで特定でき、再編成の起きた遺
伝子座は少なくとも一つの組換えられた７量体／９量体相同配列を有するであろう。
【００６９】
Vセグメントに関してここで用いる用語「再編成のない」又は「生殖細胞系の立体配置」
とは、Vセグメントが組換えられておらず、D又はJセグメントのすぐ隣にあるような立体
配置を言う。
【００７０】
ここで用いる用語「核酸分子」には、DNA分子及びRNA分子が包含されるものと、意図され
ている。核酸分子は一本鎖でも、又は二本鎖でもよいが、好ましくは二本鎖DNAである。
【００７１】
CD20に結合する全抗体又は抗体部分（例えばVH、VL、CDR3など）をコードする核酸分子に
関してここで用いる用語「分離された核酸分子」とは、当該のインタクト抗体又は抗体部
分をコードするヌクレオチド配列が、CD20以外の抗原に結合する抗体又は抗体部分をコー
ドする、天然ではヒトゲノムDNA中で当該核酸をフランクしているであろう他のヌクレオ
チド配列を含まないような核酸分子を言うものと、意図されている。ある実施態様では、
本ヒト抗CD20抗体は、2F8、7D8、又は11B8のヌクレオチド又はアミノ酸配列や、それぞれ
配列番号１、５、又は９及び配列番号３、７、又は１１に示された配列を有する重鎖（VH
）及び軽鎖（VL）可変領域を含む。
【００７２】
ここに開示及び請求するように、配列番号１－３０に示す配列は、「保存的配列改変」、
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即ち、当該ヌクレオチド配列にコードされた、又は、当該アミノ酸配列を含有する、抗体
の結合特性に有意に影響しない又は変化させないようなヌクレオチド及びアミノ酸配列改
変を包含する。このような保存的配列改変には、ヌクレオチド及びアミノ酸の置換、付加
及び欠失、がある。また、例えば部位指定変位誘発法及びPCR媒介変異誘発法など、当業
で公知の標準的な技術によっても、配列番号１－３０に改変を導入することができる。保
存的アミノ酸置換には、アミノ酸残基が類似の側鎖を有するアミノ酸残基に置換されるも
のが含まれる。類似の側鎖を有するアミノ酸残基のファミリーが当業で定義されている。
これらのファミリーには、塩基性の側鎖を持つアミノ酸（例えばリジン、アルギニン、ヒ
スチジン）、酸性の側鎖を持つアミノ酸（例えばアスパラギン酸、グルタミン酸）、無電
荷の極性側鎖を持つアミノ酸（例えばグリシン、アスパラギン、グルタミン、セリン、ス
レオニン、チロシン、システイン、トリプトファン）、非極性の側鎖を持つアミノ酸（例
えばアラニン、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）、ベータ分枝側鎖を持つアミノ酸（例えばスレオニン、バリン、イソロイシン）及
び芳香族側鎖を持つアミノ酸（例えばチロシン、フェニルアラニン、トリプトファン、ヒ
スチジン）、がある。このように、ヒト抗CD20抗体の中で予測される重要でないアミノ酸
残基を、同じ側鎖ファミリーの別のアミノ酸残基に置換することが好ましい。
【００７３】
さらに本発明は、前記のアミノ酸残基のうちの１つ以上が、前記アミノ酸配列を含有する
抗体の結合特徴に大きく影響する又は変えることなく、アシル化又は糖付加などにより誘
導体化されているような、配列番号１－３０に記載した通りのアミノ酸配列の「誘導体」
や、その保存的配列改変も包含する。
【００７４】
さらに本発明は、本抗体の機能的又は薬物動態上の特性を変えるために、Fc領域中に変更
が行ってある抗体も包含する。このような変更の結果、C1qの結合やCDCの減少又は増加、
あるいは、FcγRの結合及びADCCの減少又は増加がもたらされるであろう。置換を、例え
ば、重鎖定常領域の位置234、235、236、237、297、318、320及び322のアミノ酸残基の１
つ以上で行うことで、未改変の抗体に比較して抗原への結合能を維持したままエフェクタ
機能を変えることができる。US 5,624,821 及びUS 5,648,260を参照されたい。
【００７５】
本抗体のin vivo半減期を、当該のIg定常ドメイン又はIg様定常ドメインのサルベージ受
容体エピトープを改変することで、当該分子がインタクトCH2ドメイン又はインタクトIg 
Fc領域を含まないようにしても、向上させることもできる。US 6,121,022 及びUS 6,194,
551を参照されたい。in vivo 半減期はさらに、例えば位置252のスレオニンをロイシンに
置換したり、位置254のスレオニンをセリンに置換したり、あるいは位置256のスレオニン
をフェニルアラニンに置換するなど、Fc領域で変異を起こさせることで、増加させること
ができる。US 6,277,375を参照されたい。
【００７６】
さらに、本抗体のエフェクタ機能を変えるために、本抗体の糖付加パターンを改変するこ
とができる。例えば、Fc領域の位置297のAsnに通常付着させられるフコース単位を加えな
いトランスフェクトーマで本抗体を発現させることができ、それによりFcγRIIIに対する
Fc領域の親和性が高まり、ひいては、NK細胞の存在下での本抗体のADCCが増加するであろ
うShield et al. (2002) JBC, 277:26733を参照されたい。さらに、糖付加の改変はCDCを
改変するためにも行うことができる。
【００７７】
代替的には、別の実施態様では、飽和変異誘発法などにより、抗CD20抗体コーディング配
列の全部又は一部にわたって変異をランダムに導入することができ、その結果得られる改
変された抗CD20抗体を結合活性についてふるいわけすることができる。
【００７８】
従って、ここで開示された（重鎖及び軽鎖可変領域）ヌクレオチド配列にコードされた、
及び／又は、ここに開示された（即ち、配列番号１－３０）（重鎖及び軽鎖可変領域）ア
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ミノ酸配列を含有する、抗体には、保存的に改変された同様な配列にコードされているか
、又は、含有する、実質的に同様な抗体が含まれる。このような実質的に同様な抗体を配
列番号１－３０としてここに開示された部分的（即ち重鎖及び軽鎖可変領域）配列に基づ
いてどのように作製できるかに関する更なる議論を、以下に提供する。
【００７９】
核酸の場合、用語「実質的な相同性」は、最適にアライメントして比較した場合の２つの
核酸又はそのうちの指示した配列が、適当なヌクレオチド挿入又は欠失がありながらも、
ヌクレオチドの少なくとも約80%、通常はヌクレオチドの少なくとも約90%乃至95%、そし
てより好ましくは少なくとも約98%乃至99.5%、同一であることを指すものである。代替的
には、数セグメントが選択的ハイブリダイゼーション条件下で当該鎖の相補配列にハイブ
リダイズするときに、実質的な相同性が存在することとする。
【００８０】
ヌクレオチド及びアミノ酸配列の場合、用語「相同性」は、適当な挿入又は欠失に対して
最適にアライメント及び比較したときに、２つの核酸又はアミノ酸配列同士の間の同一性
の程度を指す。代替的には、数DNAセグメントが選択的ハイブリダイゼーション条件下で
当該鎖の相補配列にハイブリダイズするときに、実質的な相同性が存在することとする。
【００８１】
二つの配列間のパーセント同一性は、これら二つの配列を最適にアライメントするのに導
入せねばならないギャップの数、及び各ギャップの長さを考慮に入れたときの、これら配
列に共通の同一位置の数の関数である（即ち、％相同性＝同一位置の数／位置の総数×10
0）。二つの配列間の配列の比較及びパーセント同一性の決定は、以下の非限定的な例に
解説するように、数学的アルゴリズムを用いて行うことができる。
【００８２】
二つのヌクレオチド間のパーセント同一性は、GCGソフトウェア・パッケージ（http://ww
w.gcg.comで入手できる）のGAPプログラムを用い、NWSgapdna.CMP 行列を用いて、ギャッ
プ・ウェイトを40、50、60、70、又は80 にし、そしてレングス・ウェイトを1、2、3、4
、5、又は6にして決定することができる。二つのヌクレオチド又はアミノ酸配列間のパー
セント同一性はまた、ALIGNプログラム（バージョン2.0)に組み込まれた E. マイヤース
及びW. ミラーのアルゴリズム(Comput. Appl. Biosci., 4:11-17 (1988)) を用い、PAM12
0 ウェイト残基表を用いて、ギャップ・レングス・ペナルティを12、そしてギャップ・ペ
ナルティを4にして、決定することもできる。さらに、二つのアミノ酸配列間のパーセン
ト同一性は、GCGソフトウェア・パッケージ（http://www.gcg.comで入手できる)のGAPプ
ログラムに組み込まれたニードルマン及びワンシュ
(J.Mol. Biol. (48):444-453 (1970))のアルゴリズムを用い、Blossum 62 行列又はPAM25
0行列のいずれかを用いて、ギャップ・ウェイトを16、14、12、10、8、6、又は4にし、レ
ングス・ウェイトを1、2、3、4、5、又は6にして、決定することができる。
【００８３】
さらに本発明の核酸及びタンパク質の配列を「クエリー配列」として利用して、公開デー
タベースの検索を行って、例えば関連する配列を同定することなどができる。このような
検索は、Altschul, et al. (1990) J. Mol. Biol. 215:403-10のNBLAST 及びXBLASTプロ
グラム（バージョン2.0）を利用すれば行える。BLASTヌクレオチド検索を、NBLASTプログ
ラムを用い、スコア= 100、ワード長= 12 にして行うと、本発明の核酸分子に相同なヌク
レオチド配列を得ることができる。BLASTタンパク質検索を、 XBLASTプログラムを用い、
スコア= 50、ワード長= 3にして行うと、本発明のタンパク質分子に相同なアミノ酸配列
を得ることができる。比較を目的としてギャップのあるアライメントを行うには、Gapped
 BLAST をAltschul et al., (1997) Nucleic Acids Res. 25(17):3389-3402が解説する通
りに利用できる。BLAST及びギャップドBLASTプログラムを利用する場合、各プログラムの
（例えばXBLAST 及びNBLAST)のデフォルト・パラメータを利用できる。http://www.ncbi.
nlm.nih.gov. を参照されたい。
【００８４】
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当該核酸は全細胞中にあっても、細胞ライセート中にあっても、又は部分的に精製された
もしくは実質的に純粋な形で存在してもよい。核酸は、アルカリ／SDS処理、CsClバンデ
ィング、カラム・クロマトグラフィ、アガロースゲル電気泳動法、及び当業で公知の他の
技術を含む標準的な技術により、例えば他の細胞内核酸又はタンパク質など、他の細胞成
分又は他の混入物質を取り除いて精製されている場合に、「分離されている」又は「実質
的に純粋である」ことになる。 F. Ausubel, et al., ed. CurrentProtocols in Molecul
ar Biology, Greene Publishing and Wiley Interscience,
New York (1987)を参照されたい。
【００８５】
cDNA、ゲノム又は混合物由来である本発明の核酸組成物は、しばしば天然配列（改変され
た制限部位等を除き）のままであり、遺伝子配列を提供する標準的技術に従って変異させ
てもよい。コーディング配列の場合、これらの変異は、必要に応じアミノ酸配列を左右す
るものでもよい。具体的には、ここで解説した天然V、D、J、定常、スイッチ及び他のこ
のような配列に実質的に相同又は由来とするDNA配列が考えられる（「由来する」が、あ
る配列が別の配列と同一か、もしくは別の配列から改変されていることを指す場合）。
【００８６】
核酸は、別の核酸配列と機能的な関係に置かれたときに「作動的に連結された」ことにな
る。例えば、あるプロモータ又はエンハンサが、あるコーディング配列の転写を左右する
のであれば、その配列に作動的に連結されていることになる。転写制御配列に関する場合
、作動的に連結されたとは、連結しようとするDNA配列が連続していることを意味し、ま
た２つのタンパク質コーディング領域を接合するために必要な場合には、連続し、かつ読
み取り枠内にあることを意味する。スイッチ配列の場合には、作動的に連結された、とは
、当該配列がスイッチ組換えを起こし得ることを指す。
【００８７】
ここで用いる用語「ベクタ」とは、連結された先の別の核酸を輸送できる核酸分子を言う
ものと、意図されている。ベクタの一種が、付加的なDNAセグメントを連結できる環状の
二本鎖DNAループを言う「プラスミド」である。ベクタのもう一つの種類がウィルスベク
タであり、この場合、付加的なDNAセグメントは、ウィルスゲノム内に連結させることが
できる。いくつかのベクタは導入された先のホスト細胞内で自律的複製が可能である（例
えば細菌由来の複製開始点を有する細菌ベクタや、エピソームほ乳類ベクタなど）。他の
ベクタ（例えば非エピソームほ乳類ベクタなど）は、ホスト細胞に導入されるや、ホスト
細胞のゲノムに組み込まれるため、ホストゲノムと一緒に複製される。さらに、いくつか
のベクタは、作動的に連結された先の遺伝子の発現を命令することができる。このような
ベクタをここでは「組換え発現ベクタ」（又は単に「発現ベクタ」）と呼ぶ。一般的に、
組換えDNA技術で実用性のある発現ベクタは、しばしばプラスミドの形である。本明細書
では、プラスミドが最も普通に用いられている形のベクタであるため、「プラスミド」及
び「ベクタ」を交換可能に用いている場合がある。しかしながら、本発明には、例えばウ
ィルスベクタ（例えば複製欠陥レトロウィルス、アデノウィルス及びアデノ随伴ウィルス
）など、同等の機能を果たす他の形のこのような発現ベクタも包含されることが、意図さ
れている。
【００８８】
ここで用いる用語「組換えホスト細胞（又は単に「ホスト細胞」）とは、組換え発現ベク
タが導入された細胞を言うものと、意図されている。このような用語は、特定の対象細胞
だけでなく、このような細胞の後代も言うものと意図されていることは、理解されねばな
らない。突然変異又は環境による影響が原因で、特定の改変が継代に起きる場合があるた
め、このような後代は実際には親細胞と同一でないかも知れないが、それでも尚、ここで
用いる用語「ホスト細胞」の範囲内に含まれる。組換えホスト細胞には、例えば、CHO細
胞、NS/0細胞及びリンパ球がある。
【００８９】
ここで用いられる場合の用語「対象」には、あらゆるヒト又は非ヒトの動物が含まれる。
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用語「非ヒト動物」には、例えばヒト以外の霊長類、ヒツジ、イヌ、ウシ、ニワトリ、両
生類、は虫類等、ほ乳類及び非ほ乳類などのあらゆる脊椎動物が含まれる。
【００９０】
用語「トランスジェニックの非ヒト動物」とは、一つ以上のヒト重鎖及び／又は軽鎖導入
遺伝子又はトランスクロモソームを（その動物の天然のゲノムDNAに組み込ませて又は組
み込ませずに）含むゲノムを有すると共に、完全ヒト抗体を発現することのできる非ヒト
動物を言う。例えば、トランスジェニック・マウスは、当該マウスがCD20抗原及び／又は
CD20発現細胞で免疫されたときにヒト抗CD20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又はヒト重鎖トランスクロモソームとを有することができる。該
ヒト重鎖導入遺伝子はマウスの染色体DNAに、例えばHCo7又はHCo12マウスなどのHuMAbマ
ウスなどのトランスジェニックの場合と同様に組み込むことができ、あるいは、当該のヒ
ト重鎖導入遺伝子を、WO 02/43478に解説された通りのトランスクロモソーマル（例えばK
M）・マウスの場合と同様に染色体外に維持することもできる。このようなトランスジェ
ニック及びトランスクロモソーマル・マウスは、V-D-J組換え及びアイソタイプ・スイッ
チングを起こすことにより、CD20に対して複数のアイソタイプ
（例えばIgG、IgA 及び／又は IgE）のヒトモノクローナル抗体を産生することができる
。
【００９１】
本発明の多様な局面を以下の小項でさらに詳述する。
【００９２】
Ｉ． CD20に対するヒト抗体の作製
本発明のモノクローナル抗体は、従来のモノクローナル抗体法、例えばKohler and Milst
ein (1975) Nature 256: 495の標準的な体細胞ハイブリダイゼーション技術など、を含む
多様な技術により作製できる。体細胞ハイブリダイゼーション法が基本的には好適である
が、モノクローナル抗体を作製する他の技術、例えばＢリンパ球のウィルス又は腫瘍形成
性形質転換や、ヒト抗体遺伝子のライブラリを用いたファージ・ディスプレイ技術など、
も利用できる。
【００９３】
ヒトモノクローナル抗体を分泌するハイブリドーマを調製するための好適な動物系はマウ
ス系である。マウスにおけるハイブリドーマ作製は大変よく確立された手法である。融合
用の免疫化脾細胞の免疫プロトコル及び単離のための技術は当業で公知である。融合相手
（例えばマウス骨髄腫細胞）及び融合法も公知である。
【００９４】
ある好適な実施態様では、CD20を狙ったヒトモノクローナル抗体は、マウス系ではなくヒ
ト免疫系の一部を持つトランスジェニックもしくはトランスクロモソーマル・マウスを用
いて作製できる。これらのトランスジェニック及びトランスクロモソーム・マウスには、
ここでそれぞれHuMAbマウス及びKMマウスと呼ばれるマウスが含まれ、まとめてここでは
「トランスジェニック・マウス」とよばれる。
【００９５】
HuMAbマウスは、再編成していないヒト重鎖（μ及びγ）及びκ軽鎖免疫グロブリン配列
をコードするヒト免疫グロブリン遺伝子最小遺伝子座を、内因性のμ及びκ鎖遺伝子座を
不活性化する標的設定された変異と一緒に含有する（Lonberg, N. et al. (1994) Nature
 368 (6474): 856-859）。従って、当該マウスは低いマウスIgM又はκ発現を示し、免疫
処理に応答して、導入されたヒト重鎖及び軽鎖導入遺伝子がクラス・スイッチング及び体
細胞変異を起こして高親和ヒトIgGκモノクローナル抗体 を産生する（上記のLonberg, N
. et al.(1994)；Lonberg, N.(1994) Handbook of Experimental Pharmacology 113:49-1
01にレビュー；Lonberg, N. and Huszar, D.(1995) Intern. Rev. Immunol. Vol. 13: 65
-93, and Harding, F. and Lonberg, N. (1995) Ann. N.Y. Acad. Sci 764: 536-546）。
HuMAb マウスの調製はTaylor, L. et al.(1992) Nucleic Acids Research 20:6287-6295;
 Chen, J. et al (1993) International Immunology 5: 647-656; Tuaillon et al. (199
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4) J. Immunol.152:2912-2920; Lonberg et al., (1994) Nature 368(6474): 856-859;Lo
nberg, N. (1994) Handbook of Experimental Pharmacology 113:49-101;Taylor, L. et 
al. (1994) International Immunology 6: 579-591;Lonberg, N. and Huszar, D. (1995)
 Intern. Rev. Immunol. Vol.13:65-93; Harding, F. and Lonberg, N. (1995) Ann. N.Y
. Acad. Sci 764:536-546; Fishwild, D. et al. (1996) Nature Biotechnology14:845-8
51に詳述されている。さらに、すべてLonberg 及びKayのUS Nos. 5,545,806；5,569,825
；5,625,126；5,633,425；5,789,650；5,877,397；5,661,016；5,814,318；5,874,299；
及び5,770,429や、 Surani らのUS 5,545,807； WO 98/24884、WO 94/25585、WO 93/1227
、WO 92/22645、WO 92/03918 及びWO 01/09187も参照されたい。
【００９６】
KMマウスは、ヒト重鎖トランスクロモソーム及びヒトカッパ軽鎖導入遺伝子を含有する。
さらにKMマウスにおいては、内因性のマウス重鎖及び軽鎖遺伝子は、このマウスを免疫す
ると、マウス免疫グロブリンではなくヒト免疫グロブリンが産生するように、破壊されて
いる。KMマウスの作製やそれらを用いてヒト免疫グロブリンを産生させる方法は、WO 02/
43478に詳述されている。
【００９７】
免疫処理
CD20に対する完全ヒトモノクローナル抗体を作製するためには、ヒト免疫グロブリン遺伝
子を含有するトランスジェニックもしくはトランスクロモソーマル・マウス（例えばHCo1
2、HCo7又はKMマウス）を、上記のLonberg, N. et al. (1994) 上記のFishwild, D. et a
l. (1996) 及び WO 98/24884に解説されたようにCD20抗原の濃縮製剤及び／又はCD20発現
細胞で免疫することができる。代替的には、マウスをヒトCD20をコードするDNAでめんえ
きすることができる。好ましくは、当該マウスは１回目の輸注時に６乃至１６週齢である
とよい。例えば、CD20抗原の濃縮製剤（5乃至50μg）を用いて、HuMAbマウスを腹腔内に
より免疫することができる。CD20抗原の精製もしくは濃縮製剤を用いた免疫処置でも抗体
が生じない場合、細胞株など、CD20発現細胞でマウスを免疫して、免疫応答を促進するこ
ともできる。
【００９８】
多様な抗原を用いて蓄積した経験では、HuMAbトランスジェニックマウスは、まずCD20発
現細胞を完全フロイント・アジュバントに入れて腹腔内（IP）又は皮下（SC）免疫し、そ
の後PBSにCD20発現細胞を入れて１週置きに（最高で合計１０回）IP免疫処置したときに
最も良く応答することが示された。免疫応答は、眼窩後方の採血で得た血漿試料で、免疫
プロトコルの経過にわたって観察することができる。血漿はFACS分析（以下に解説するよ
うに）でスクリーニングすることができ、充分な抗体価の抗CD20ヒト免疫グロブリンを持
つマウスを融合に用いることができる。マウスは、と殺及び脾臓の摘出から３日前にCD20
発現細胞を静注して追加免疫することができる。各抗原について２乃至３回の輸注を行う
必要があるだろうと予測される。
【００９９】
CD20に対するヒトモノクローナル抗体を産生するハイブリドーマの作製
CD20に対するヒト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には、免疫後
のマウスから脾細胞及びリンパ節細胞を単離し、マウス骨髄腫細胞株などの適した不死化
細胞株に融合させることができる。こうして出来たハイブリドーマを次に、抗原特異的抗
体の産生についてスクリーニングすることができる。例えば免疫されたマウス由来の脾臓
リンパ球の単個細胞懸濁液を、50%PEGで、P3X63-Ag8.653非分泌性マウス骨髄腫細胞 (ATC
C, CRL 1580)の数の６分の１に融合させることができる。細胞を平底の微量定量プレート
に約2×105になるようにプレートし、20%ウシクローン血清、18%「653」調整培地、5%オ
リゲン（IGEN社）、4 mM L-グルタミン、1 mM L~グルタミン、1 mM ピルビン酸ナトリウ
ム、5mM HEPES、0.055 mM 2-メルカプトエタノール、50 単位/ml ペニシリン、50 mg/ml 
ストレプトマイシン、50 mg/ml ゲンタマイシン及び1×HAT (シグマ社；HATは輸注から２
４時間後に加える）を含有する選択培地で２週間インキュベートする。ほぼ２週間後、HA
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TをHTに取り替えた培地で細胞を培養する。次に個々のウェルをELISAによりヒトカッパ軽
鎖含有抗体について、そしてFACS分析によりCD20発現細胞を用いてCD20特異性についてス
クリーニングすることができる。広汎なハイブリドーマ成長が起きたら培地を通常１０乃
至１４日後に観察する。抗体を分泌しているハイブリドーマを再度プレートし、再度スク
リーニングし、ヒトIgGについてまだ尚陽性であれば、高CD20モノクローナル抗体を限界
希釈により少なくとも２回、サブクローニングすることができる。次に安定なサブクロー
ンをin vitroで培養して、少量の抗体を組織培養培地中に生じさせ、特徴付けに向ける。
【０１００】
CD20に対するヒト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
本発明のヒト抗体は、当業で公知のように、組換えDNA技術及び遺伝子トランスフェクシ
ョン法の組合せなどを用いて、ホスト細胞トランスフェクトーマで作製することもできる
(Morrison,S. (1985) Science 229:1202)。
【０１０１】
例えばある実施態様では、ヒト抗体遺伝子などの目的の遺伝子を、WO 87/04462、WO 89/0
1036 及びEP 338 841 に開示されたGS遺伝子発現系又は当業で公知の他の発現系で用いら
れるものなど、真核性発現プラスミドなどの発現ベクタ内に連結することができる。クロ
ーニングされた抗体遺伝子を持つ精製済みのプラスミドは、 CHO 細胞、NS/0 細胞又はHE
K293細胞などの真核性ホスト細胞や、あるいは代替的には、植物由来細胞、真菌もしくは
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
に用いられる方法は、エレクトロポレーション、リポフェクチン、リポフェクタミン又は
他のものなど、当業で解説された方法であってよいであろう。これらの抗体遺伝子をホス
ト細胞に導入後、本抗体を発現している細胞を特定し、選抜することができる。これらの
細胞は、その後それらの発現レベルを増幅させ、グレードアップして抗体を産生させるこ
とのできるトランスフェクトーマである。組換え抗体は、これらの培養上清及び／又は細
胞から単離及び精製することができる。
【０１０２】
CD20に対するヒトモノクローナル抗体を作製する更なる組換え手段
代替的には、クローニングされた抗体遺伝子を、E. coliなどの微生物など、原核細胞を
含む他の発現系で発現させて、一本鎖Fv抗体、藻類や昆虫細胞を作製することができる。
さらに、本抗体は、ヒツジ及びウサギからの乳中に、又は、ニワトリの卵中に、又はトラ
ンスジェニック植物中になど、非ヒトトランスジェニック動物中に産生させることができ
る。例えばVerma, R., et al. (1998). Antibody engineering: Comparison of bacteria
l, yeast, insect
and mammalian expression systems. J.Immunol.Meth. 216:165-181; Pollock, et al. (
1999). Transgenic milk as a method for the production of recombinant antibodies.
 J.Immunol.Meth. 231:147-157; 及びFischer, R., et al. (1999). Molecular farming 
of recombinant antibodies in plants. Biol.Chem. 380:825-839を参照されたい。
【０１０３】
インタクト抗体を発現させるための部分的抗体配列の使用
抗体は、標的抗原と、主に６番目の重鎖及び軽鎖相補性決定領域（CDR）に位置するアミ
ノ酸残基を通じて相互作用する。このために、CDR内のアミノ酸配列は、CDRの外側のアミ
ノ酸配列よりも個々の抗体間で多様である。CDR配列は大半の抗体－抗原相互作用を担っ
ているため、特定の天然発生型抗体由来のCDR配列を、異なる特性を持つ異なる抗体由来
のフレームワーク領域内に移植した形で含有する発現ベクタを構築することにより、特定
の天然発生型抗体の特性を模倣した組換え抗体を発現させることが可能である（例えばRi
echmann, L. et al. (1998) Nature 332:323-327; Jones,
P. et al. (1986) Nature 321:522-525; 及びQueen, C. et al. (1989) Proc.
Natl. Acad. Sci.. U.S.A. 86:10029-10033を参照されたい）。こ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共のDNAデータベースから得ることができ
る。これらの生殖細胞系配列は、Ｂ細胞成熟中のV(D)J接合により形成される、完全に集
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合した可変遺伝子を含まないこととなるため、成熟抗体遺伝子配列とは異なるであろう。
生殖細胞遺伝子配列はまた、高親和二次レパートリ抗体の配列からも、可変領域全体にわ
たって個々に均一に異なるであろう。例えば、体細胞変異は、フレームワーク領域1のア
ミノ末端部分と、フレームワーク領域4のカルボキシ末端部分では、あまり頻繁には起き
ない。さらに、多くの体細胞変異は、本抗体の結合特性を大きくは変化させない。この理
由で、もとの抗体のものと同じ結合特性を有するインタクト組換え抗体を作り直すために
も、特定の抗体の全DNA配列を得る必要はない（WO 99/45962を参照されたい）。CDR領域
にわたる部分的重鎖及び軽鎖配列があれば、この目的には充分であることが多い。この部
分的配列を用いて、どの生殖細胞系可変及びジョイニング遺伝子セグメントが、組換えら
れた抗体可変遺伝子に寄与したかを決定する。次に、この生殖細胞系配列を用いて、可変
領域の消失部分を充填する。重鎖及び軽鎖リーダ配列は、タンパク質の成熟中に切断され
るため、最終的な抗体の特性には寄与しない。消失配列を加えるために、クローニングさ
れたcDNA配列を合成オリゴヌクレオチドにライゲーション又はPCR増幅法により組み合わ
せることができる。代替的には、可変領域全体を、一組の短い、重複のあるオリゴヌクレ
オチドとして合成し、PCR増幅で組合せて、完全に合成の可変領域クローンを作製するこ
ともできる。このプロセスは、消失又は含有又は特性の制限部位や、あるいは、特定のコ
ドンの最適化など、いくつかの長所を有する。
【０１０４】
ハイブリドーマからの重鎖及び軽鎖転写産物のヌクレオチド配列を用いて、重複した組の
合成オリゴヌクレオチドをデザインして、天然配列と同一のアミノ酸コーディング能を持
つ合成V配列を作製する。合成の重鎖及びカッパ鎖配列は天然の配列と３つの方法で異な
らせることができる：オリゴヌクレオチド合成及びPCR増幅が容易に行われるように、反
復したヌクレオチド配列の部分に中断を入れる；最適な翻訳開始部位をコザックの法則に
従って取り入れる (Kozak, 1991, J. Biol. Chem. 266:19867-19870)；及びHindIII 部位
を、該翻訳開始部位の上流に操作する。
【０１０５】
重鎖及び軽鎖可変領域の両方について、最適化されたコーディング及び対応する非コーデ
ィング鎖配列を、対応する非コーディング・オリゴヌクレオチドのほぼ中間点で３０乃至
５０ヌクレオチドに分断する。このように、各鎖につき、当該のオリゴヌクレオチドを、
１５０乃至４００ヌクレオチドのセグメントに渡す重複する二本鎖の組に組み立てること
ができる。次にこのプールをテンプレートして用いて、１５０乃至４００ヌクレオチドの
PCR増幅産物を作製する。典型的には、一個の可変領域オリゴヌクレオチドの組を２つの
プールに分割し、これら２つのプールを別々に増幅して２つの重複するPCR産物を作製す
ることになるであろう。次に、これらの重複する産物をPCR増幅により組み合わせて、完
全な可変領域を形成する。さらに、このPCR増幅で、（カッパ軽鎖のBbsI部位、又は、ガ
ンマ重鎖のAgeI部位を含む）重鎖又は軽鎖定常領域の重複するフラグメントを含有させて
、発現ベクタ・コンストラクト内へ容易にクローニングすることのできるフラグメントを
作製するのも好ましいであろう。
【０１０６】
次に、再構築された重鎖及び軽鎖可変領域を、クローニングされたプロモータ、リーダ配
列、翻訳開始、定常領域、3'側非翻訳、ポリアデニレーション、及び転写終了、配列を組
み合わせて、発現ベクタ・コンストラクトを形成する。該重鎖及び軽鎖発現コンストラク
トは、組み合わせて単一のベクタにすることも、ホスト細胞に同時トランスフェクト、順
次トランスフェクト、又は別々のトランスフェクトしてから、このホスト細胞を融合させ
て、両方の鎖を発現するホスト細胞を形成することもできる。
【０１０７】
ヒトIgGκのための発現ベクタの構築に用いるプラスミドを以下に解説する。当該のプラ
スミドは、PCR増幅後のV重鎖及びVカッパ軽鎖cDNA配列を用いて完全な重鎖及び軽鎖最小
遺伝子を再構築できるように構築された。これらのプラスミドを用いると、完全ヒト、又
はキメラIgG1、κ又はIgG4、κ抗体を発現させることができる。同様なプラスミドは、他
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の重鎖アイソタイプの発現のためにも、又は、ラムダ軽鎖を含む抗体の発現のためにも、
構築することができる。
【０１０８】
このように、本発明の別の局面では、発明のヒト抗CD20抗体、例えば11B8、2F2、又は7D8
、の構造上の特徴を用いて、例えばCD20に結合するなど、本発明の抗体の少なくとも１つ
の機能特性を維持した構造上関連するヒト抗CD20抗体を創出する。より具体的には、2F2
、7D8、又は11B8の１つ以上のCDR領域を組換えにより公知のヒト・フレームワーク領域及
びCDRに組み合わせると、付加的な、組換え操作された本発明のヒト抗CD20抗体を創出す
ることができる。
【０１０９】
従って、別の実施態様では、本発明は、抗体を調製するステップを含む、抗CD20抗体を調
製する方法を提供し、本抗体は、（１）ヒト重鎖フレームワーク重鎖フレームワーク領域
及びヒト重鎖CDRであって、但しこの場合前記ヒト重鎖CDRのうちの少なくとも１つが図５
３、５５、又は５７（又は配列番号１３－１５、１９－２１、又は２５－２７の相当する
アミノ酸残基）に示されたCDRのアミノ酸配列から選択されるアミノ酸配列を含む、ヒト
重鎖フレームワーク重鎖フレームワーク領域及びヒト重鎖CDRと、（２）ヒト軽鎖フレー
ムワーク領域及びヒト軽鎖CDRであって、但しこの場合、前記ヒト軽鎖CDRのうちの少なく
とも１つが、図５３、５５、又は５７（又は配列番号１６－１８、２２－２４、又は２８
－３０の相当するアミノ酸残基）に示されたCDRのアミノ酸配列から選択されるアミノ酸
配列を含む、ヒト軽鎖フレームワーク領域及びヒト軽鎖CDRと、を含み、；またこの場合
、本抗体は、CD20への結合能を保持している。
【０１１０】
本抗体のCD20への結合能は、実施例に記載したものなど、標準的な結合検定法を用いて判
定することができる（例えばFACS分析）。
【０１１１】
　当技術分野において、抗体の重鎖及び軽鎖CDR3ドメインは、抗原に対する抗体の結合特
異性/親和性において特に重要な役割を果たすことが良く知られているため、上記に記載
した通りに調製された本発明の組換え抗体は、好ましくは、2F2、7D8、又は11B8の重鎖及
び軽鎖CDR3を含むとよい。本抗体は、さらに、2F2、7D8、又は11B8のCDR2を含むこともで
きる。本抗体は、さらに、2F2、7D8、又は11B8のCDR1を含むこともできる。従って、本発
明は、さらに、(1)ヒト重鎖フレームワーク領域、ヒト重鎖CDR1領域、ヒト重鎖CDR2領域
、及びヒト重鎖CDR3領域であって、但しこの場合、前記ヒト重鎖CDR3領域が、図53、55、
又は57（又は配列番号15、21、又は27の相当するアミノ酸残基）に示された通りの2F2、7
D8、又は11B8のCDR3である、ヒト重鎖フレームワーク領域、ヒト重鎖CDR1領域、ヒト重鎖
CDR2領域、及びヒト重鎖CDR3領域と、(2)ヒト軽鎖フレームワーク領域、ヒト軽鎖CDR1領
域、ヒト軽鎖CDR2領域、及びヒト軽鎖CDR3領域であって、但しこの場合、前記ヒト軽鎖CD
R3領域が、図53、55、又は57（又は配列番号18、24、又は30に示された通りの相当するア
ミノ酸残基）に示された通りの2F2、7D8、又は11B8のCDR3である、ヒト軽鎖フレームワー
ク領域、ヒト軽鎖CDR1領域、ヒト軽鎖CDR2領域、及びヒト軽鎖CDR3領域、とを含み、但し
CD20に結合する、抗CD20抗体を提供するものである。本抗体は、さらに、2F2、7D8、又は
11B8の重鎖CDR2及び/又は軽鎖CDR2を含んでもよい。本抗体は、さらに2F2、7D8、又は11B
8の重鎖CDR1及び/又は軽鎖CDR1を含んでもよい。
【０１１２】
好ましくは、上に解説された操作された抗体のCDR1、2、及び／又は 3は、さらに、ここ
で開示された2F2、7D8、又は11B8のものと全く同じアミノ酸配列を含むとよい。しかしな
がら、当業者であれば、2F2、7D8、又は11B8の精確なCDR配列から何らかの逸脱があって
も、CD20への本抗体の結合能が実際には維持されることがあることは理解されよう（例え
ば保存的置換）。従って、別の実施態様では、当該の操作された抗体は、2F2、7D8、又は
11B8のうちの一つ以上のCDRに対して例えば90%、95%、98% 又は99.5% 同一である一つ以
上のCDRから成っていてもよい。



(31) JP 2010-42002 A 2010.2.25

10

20

30

40

50

【０１１３】
単にCD20に結合するだけでは、上に記載したものなどの操作された抗体は、例えば：
（１）CD20からの低い解離速度；
（２）CD20への高親和結合；
（３）CD20上の固有のエピトープへの結合、及び／又は、CD20への特異的配向での結合、
及び／又は、特異的な形のCD20への結合；
（４）CD55/59 陰性もしくはCD55/59陽性細胞上における高レベルのCDCの媒介；
（５）CD20への結合時の脂質ラフトへの転位；
（６）CD20を発現する細胞の成長の阻害；
（７）CD20を発現する細胞のアポトーシスの誘導；
（８）CD20を発現する細胞の同型接着の誘導；
（９）CD20を発現する腫瘍細胞を有する対象の生存率延長；
（１０）適したエフェクタ細胞と混合したときの、CD20標的のADCCの媒介；
（１１）CD20を発現する細胞を枯渇させる能力；及び／又は
（１２）低レベルのCD20を発現する細胞（CD20low細胞）を枯渇させる能力；
など、本発明の抗体の他の機能上の特性をそれらが保持しているかで、選抜されてもよい
。
【０１１４】
CD20に対するヒトモノクローナル抗体の結合の特徴付け
ヒト抗CD20抗体を精製するために、選抜されたハイブリドーマを、モノクローナル抗体精
製用の２リットル入りスピナ・フラスコで成長させることができる。上清を濾過し、濃縮
してから、プロテインＡ－セファロース（IgG1アイソタイプ抗体の場合）（ニュージャー
ジー州ピスカタウェイ、ファルマシア社）、あるいは、IgG3アイソタイプ抗体の場合は抗
ヒトIgG被覆セファロース又はプロテインＧ－セファロースで、アフィニティ・クロマト
グラフィすることができる。溶出したIgGをゲル電気泳動法及び高速液体クロマトグラフ
ィでチェックして、純度を確認することができる。緩衝溶液をPBSに交換し、濃度は、OD2
80により、1.43吸光係数を用いて判定することができる。本モノクローナル抗体をアリク
ォートし、－８０℃で保存することができる。
【０１１５】
選択されたヒト抗CD20モノクローナル抗体が固有のエピトープに結合するかどうかを判定
するには、部位指定もしくは多部位指定変異誘発法を用いることができる。
【０１１６】
精製された抗体のアイソタイプを判定するには、アイソタイプELISAを行うことができる
。微量定量プレートのウェルを10μg/mlの抗ヒトIgで、一晩、４℃で被覆することができ
る。5% BSAで遮断後、このプレートを10μg/mlのモノクローナル抗体 又は精製済みアイ
ソタイプ・コントロールと、周囲温度で２時間、反応させる。次にこのウェルをヒトIgGl
、IgG2、IgG3 又はIgG4 あるいはヒトIgM特異的アルカリホスファタ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、このプレートをpNPP 基質 (1 mg/ml) で展
開させ、OD of 405-650のODで分析する。
【０１１７】
免疫済みマウスの血清中で抗CD20抗体の存在を実証したり、あるいは、CD20を発現する生
存細胞へのモノクローナル抗体の結合を実証するには、フローサイトメトリを用いること
ができる。簡単に説明すると、CD20を発現する細胞株（標準的な成長条件下で成長させた
もの）を、0.1% BSA 及び0.02% アジ化ナトリウムを含有するPBSに入れた多様な濃度のモ
ノクローナル抗体と混合し、４℃で３０分間、インキュベートする。洗浄後、細胞を、フ
ルオレセイン標識抗ヒトIgG抗体に、一次抗体染色と同じ条件下で反応させる。試料は、
単個生存細胞に当たる光及び側光散乱特性を用いて、FACS装置でフローサイトメトリによ
り分析することができる。フローサイトメトリに（加えて、又は代わりに）、蛍光顕微鏡
法を用いた代替的検定法を用いてもよい。細胞は、上述したのと全く同じ通りに染色する
ことができ、蛍光顕微鏡法で調べることができる。この方法により、個々の細胞の観察が
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可能となるが、抗原濃度によっては、感度が劣るであろう。
【０１１８】
抗CD20ヒトIgGは、さらに、ウェスタン・ブロット法でも、CD20抗原との反応性について
、検査することができる。簡単に説明すると、CD20発現細胞からの細胞抽出物を調製し、
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法を行うことができる
。電気泳動後、分離した抗原をニトロセルロース・メンブレンに移し、20%マウス血清で
遮断し、検査対象のモノクローナル抗体でプローブすることとなる。ヒトIgG の結合は、
抗ヒトIgGアルカリホスファターゼを用いて検出することができ、BCIP/NBT 基質錠剤（ミ
ズーリ州セントルイス、シグマ・ケミカルズ社）で展開させることができる。
【０１１９】
CD20に対するヒトモノクローナル抗体の貪食及び細胞致死活性
CD20への特異的結合に加え、ヒトモノクローナル抗CD20抗体を、CD20発現細胞の貪食及び
致死の媒介能についても、検査することができる。モノクローナル抗体活性のin vitro 
での検査は、in vivoモデルで検査を行う前の最初のスクリーニングとなるであろう。簡
単に説明すると、健康なドナーからの多核白血球（PMN）、NK細胞、単球又は他のエフェ
クタ細胞をフィッコール・ハイパック密度遠心分離法で精製し、混入赤血球を溶解させる
ことができる。洗浄後のPMNを、10% 熱不活化ウシ胎児血清を加えたRPMIに懸濁させ、51C
rで標識したCD20発現細胞に、多様なエフェクタ細胞対腫瘍細胞の比率（エフェクタ細胞
：腫瘍細胞）で加えることができる。次に、精製済みのヒト抗CD20 IgGs を多様な濃度で
加えることができる。無関係のヒトIgGは陰性コントロールとして用いることができる。
検定は、用いるエフェクタ細胞の種類に応じて、３７℃ｄえ４乃至２０時間、行うことが
できる。試料は、培養上清中に遊離する51Crを測定することにより、細胞溶解について検
定することができる。抗CD20 モノクローナル抗体を組み合わせて検査して、細胞溶解が
複数のモノクローナル抗体で促進されるかどうかを調べることもできる。
【０１２０】
CD20に結合するヒトモノクローナル抗体をin vivoモデル（例えばマウス）で検査して、C
D20発現腫瘍細胞の成長を制御する上でのそれらの効果について調べることもできる。こ
れらの抗体は、例えば、限定的なものと意図されてはいない以下の基準に基づいて選抜す
ることができる：
１． CD20を発現する生存細胞への結合；
２． CD20からの低い解離速度；
３． CD20への高親和結合；
４． CD20上の固有のエピトープへの結合、及び／又は、CD20への特異的配向での結合、
及び／又は、特異的な形のCD20への結合；
５． CD20発現細胞のオプソニン化；
６． ヒトエフェクタ細胞存在下でのCD20発現細胞の成長阻害、貪食及び／又は致死の媒
介；
７． CD55/59 陰性もしくはCD55/59陽性細胞上におけるCDCの誘導能
８． 同型接着の誘導能；
９． CD20への結合時の脂質ラフトへの転位；
１０． アポトーシスの誘導能；
１１． CD20発現細胞上のADCCの媒介；
１２． CD20を発現する細胞を枯渇させる能力；及び／又は
１３． 低レベルのCD20を発現する細胞（CD20low細胞）を枯渇させる能力。
【０１２１】
本発明の好適なヒトモノクローナル抗体は、これらの基準の一つ以上に合致するものであ
る。
【０１２２】
ヒトモノクローナル抗CD20抗体は、それらのCDC媒介能について、多種の公知の技術を用
いて検査することができる。例えば健康な対象の血液を遠心分離して補体用の血清を得、
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採集することができる。多種のmAbのCDC活性を判定するために、様々な方法を用いること
ができる。例えば51Crの遊離を測定することができ、あるいは、膜透過性の上昇を、ヨウ
化プロピジウム（PI）排除検定法を用いて評価することもできる。簡単に説明すると、標
的細胞を洗浄し、RPMI-1% BSA 中に1 x 106/mlになるように再懸濁させることができる。
多様な濃度のmAbをこの細胞に加えて、室温で１０乃至１５分間、結合させることができ
る。次に、血清を最終濃度20% (v/v)まで加え、細胞を３７℃で４５分間、インキュベー
トすることができる。各試料の細胞すべてをFACS試験管に入れたPI溶液に加えられる。そ
の後この混合液をすぐに、FACScalibur フローサイトメータを用いたフローサイトメトリ
により評価し、CellQuest プロ・ソフトウェア（カリフォルニア州マウンテン・ビュー、
BDバイオサイエンセズ社）を用いて分析することができる。
【０１２３】
アポトーシスを開始させる能力について検査するには、例えばヒトモノクローナル抗CD20
抗体をDaudiなどのCD20陽性腫瘍細胞と一緒に、３７℃で約２０時間、インキュベートす
ることができる。この細胞を採集し、アネキシン-V-FITC結合緩衝液（BDバイオサイエン
セズ社）中で洗浄し、アネキシンV-FITC（BDバイオサイエンセズ社）で１５分間、４℃の
暗室で標識することができる。各試料からの全ての細胞をPI溶液（10μg/mlのPBS溶液）
をFACS試験管内で加え、すぐにフローサイトメトリで（上述のように）評価することがで
きる。
【０１２４】
本発明のある特定の実施態様では、本ヒトモノクローナル抗体を、２つ以上の抗CD20モノ
クローナル抗体を含む医薬組成物などとして、組み合わせて用いる。例えば、異なるが補
完的な活性を有するヒト抗CD20 モノクローナル抗体を、所望の治療もしくは診断効果を
達成するために単一の治療法で組み合わせることができる。ある好適な実施態様では、当
該の組成物は、CDCを媒介する抗CD20ヒトモノクローナル抗体を、アポトーシスを誘導す
る別のヒト抗CD20 モノクローナル抗体と組み合わせて含む。別の実施態様では、当該の
組成物は、エフェクタ細胞の存在下で標的細胞の効果の高い致死を媒介する抗CD20ヒトモ
ノクローナル抗体を、CD20発現細胞の成長を阻害する別のヒト抗CD20モノクローナル抗体
と組み合わせて含む。
【０１２５】
ＩＩ． ヒトモノクローナル抗CD20抗体を産生する非ヒトトランスジェニック動物の作製
さらに別の局面では、本発明は、CD20に特異的に結合するヒト抗体を発現することのでき
る、トランスジェニック又はトランスクロモソーマル・マウスなどの非ヒトトランスジェ
ニック及びトランスクロモソーマル動物を提供するものである。ある具体的な実施態様で
は、本発明は、CD20発現細胞で免疫されたときに、当該のマウスがヒト抗CD20抗体を産生
するように、ヒト重鎖導入遺伝子を含むゲノムを有するトランスジェニック又はトランス
クロモソーマル・マウスを提供する。該ヒト重鎖導入遺伝子は、ここで詳述し、例示する
ように、HuMAbマウスなど、トランスジェニックと同様に、マウスの染色体DNAに組み込む
ことができる。代替的には、該ヒト重鎖導入遺伝子を、WO 02/43478に解説された通りの
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、染色体外に維持すること
もできる。このようなトランスジェニック及びトランスクロモソーマル動物は、V-D-J／V
-J組換え及びアイソタイプ・スイッチングを起こすことにより、CD20に対して複数のアイ
ソタイプ（例えばIgG、IgA 及び／又は IgE）のヒトモノクローナル抗体を産生すること
ができる。外来の抗原刺激に対し、異種の抗体レパートリーで応答する非ヒトトランスジ
ェニック及びトランスクロモソーマル動物のデザインには、当該のトランスジェニック動
物に含まれた異種の免疫グロブリン導入遺伝子が、Ｂ細胞発生の経路全般にわたって正確
に機能する必要がある。これには、例えば、異種重鎖導入遺伝子のアイソタイプ・スイッ
チングが含まれる。従って、導入遺伝子は、アイソタイプ・スイッチングが誘導されるよ
うに構築され、抗体遺伝子の以下の特徴のうちの１つ以上：（１）高レベル及び細胞種特
異的な発現、（２）機能的な遺伝子再編成、（３）対立遺伝子排除の活性化及び対立遺伝
子排除に対する応答、（４）充分な一次レパートリの発現、（５）シグナル伝達、（６）
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体細胞超変異、及び（７）免疫応答中の導入遺伝子抗体の優性。
【０１２６】
前述の基準の全てを満たす必要はない。例えば、トランスジェニック動物の内因性免疫グ
ロブリン遺伝子座を機能的に破壊した実施態様では、この導入遺伝子は対立遺伝子排除を
活性化する必要はない。さらに、導入遺伝子が機能的に再編成された重鎖及び／又は軽鎖
免疫グロブリン遺伝子を含む実施態様では、機能遺伝子の再編成という二番目の基準は、
少なくとも導入遺伝子が既に再編成されている限りにおいて、不要である。分子免疫学の
背景については、引用をもってここに援用することとするFundamental Immunology, 2nd 
edition (1989), Paul William E., ed. Raven Press, N.Y.を参照されたい。
【０１２７】
いくつかの実施態様では、本発明のヒトモノクローナル抗体を作製するために用いる非ヒ
トトランスジェニックもしくはトランスクロモソーマル動物は、再編成された、再編成の
ない、又は再編成された及び再編成のないものの組合せの異種免疫グロブリン重鎖及び軽
鎖導入遺伝子を、このトランスジェニック動物の生殖細胞に含有する。重鎖導入遺伝子の
それぞれは少なくとも一つのCH遺伝子を含む。加えて、この重鎖導入遺伝子が、このトラ
ンスジェニック動物のＢ細胞中で、複数のCH遺伝子をコードする異種導入遺伝子のアイソ
タイプ・スイッチングを支援できる機能的アイソタイプ・スイッチ配列を含有してもよい
。このようなスイッチ配列は、導入遺伝子CH遺伝子の源として働く種由来の生殖細胞免疫
グロブリン遺伝子座に天然で存在するものであってもよく、あるいはこのようなスイッチ
配列は、導入遺伝子コンストラクトを受け取る側の種（トランスジェニック動物）にある
ものを由来としてもよい。例えば、トランスジェニックマウスを作製するために用いるヒ
ト導入遺伝子コンストラクトは、マウス重鎖遺伝子座に天然で存在するものと類似のスイ
ッチ配列が導入されている場合には、より高頻度でアイソタイプ・スイッチング事象を起
こすと思われる。これはおそらく、マウススイッチ・リコンビナーゼ酵素系で機能するに
はこのようなマウススイッチ配列は最適であるが、ヒトスイッチ配列はそうでないからで
あろう。スイッチ配列は従来のクローニング法で分離及びクローンしてもよく、又は、免
疫グロブリンスイッチ領域配列に関して公開された配列情報に基づいてデザインされた重
複合成オリゴヌクレオチドからde novo合成してもよい (引用をもってここに援用するMil
ls et al., Nucl. Acids Res. 15:7305-7316 (1991); Sideras et al., Intl. Immunol. 
1:631-642 (1989))。前述のトランスジェニック動物のそれぞれの場合、機能的に再編成
された異種重鎖及び軽鎖免疫グロブリン導入遺伝子が、このトランスジェニック動物のＢ
細胞の大部分で見られる（少なくとも１０パーセント）。
【０１２８】
本発明のトランスジェニック動物を作製するために用いる導入遺伝子は、少なくとも一つ
の可変遺伝子セグメント、一つの多様性遺伝子セグメント、一つのジョイニング遺伝子セ
グメント、及び少なくとも一つの定常領域遺伝子セグメント、をコードするDNAを含む重
鎖導入遺伝子を含む。免疫グロブリン軽鎖導入遺伝子は、少なくとも一つの可変遺伝子セ
グメント、一つのジョイニング遺伝子セグメント、及び少なくとも一つの定常領域遺伝子
セグメント、をコードするDNAを含む。前記軽鎖及び重鎖遺伝子セグメントをコードする
遺伝子セグメントは、当該の非ヒトトランスジェニック動物を構成しない種を由来とする
免疫グロブリン重鎖及び軽鎖遺伝子セグメントをコードするDNAを由来とするか、又は、
このようなDNAに相当するため、この非ヒトトランスジェニック動物にとって異種である
。本発明の一局面では、これら個々の遺伝子セグメントが再編成されないように、即ち、
機能的免疫グロブリン軽鎖又は重鎖をコードするよう、再編成されないように、導入遺伝
子を構築する。このような再編成のない導入遺伝子は、V、D、及びJ遺伝子セグメントの
組換え（機能的再編成）を支援し、好ましくは、CD20抗原に暴露したときに、非ヒトトラ
ンスジェニック動物内でD領域遺伝子セグメントの全部又は一部が再編成後の免疫グロブ
リン重鎖へ取り込まれることを支援するとよい。
【０１２９】
代替的な実施態様では、当該導入遺伝子は再編成のない「最小遺伝子座」を含むものであ
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る。このような導入遺伝子は典型的に、C、D、及びJセグメントの大部分や、V遺伝子セグ
メントのサブセットを含む。このような導入遺伝子コンストラクトにおいては、多様な調
節配列、例えばプロモータ、エンハンサ、クラス・スイッチ領域、RNAプロセッシングの
際のスプライス－ドナー及びスプライス－アクセプタ配列、組換えシグナル等、は、当該
の異種DNA由来の対応する配列を含む。このような調節配列は、この導入遺伝子に、本発
明で用いられる非ヒト動物と同じ種から、又は、関連する種から、導入してよい。例えば
、ヒト免疫グロブリン遺伝子セグメントを導入遺伝子内でげっ歯類免疫グロブリンエンハ
ンサ配列に組み合わせて、トランスジェニックマウスでの利用に向けてもよい。代替的に
は、哺乳動物のゲノムに天然で存在することが公知の機能的DNA配列にとって同種でない
ような合成調節配列を、導入遺伝子に組み込んでもよい。合成調節配列は、例えばスプラ
イス－アクセプタ部位又はプロモータ／エンハンサ・モチーフの許容可能な配列を明示し
たものなど、コンセンサスの規則に従ってデザインされる。例えば、最小遺伝子座は、天
然で発生する生殖細胞Ig遺伝子座に比較して、必須でないDNA部分（例えば介在配列；イ
ントロン又はその一部分）に、少なくとも一つの中間（即ち当該部分の末端ではない）の
欠失を有するゲノム免疫グロブリン遺伝子座部分を含む。
【０１３０】
好適な非ヒトトランスジェニック及びトランスクロモソーマル動物、例えばマウス、は、
大きなレパートリー、理想的には容量を調節後のヒトのそれと実質的に同様なレパートリ
ーで、免疫グロブリン産生を示すことになるものである。
【０１３１】
前記レパートリーは、理想的には、容量を調節後のヒトが示すものに、通常は少なくとも
約10%、好ましくは25乃至50%又はそれ以上、近いとよいであろう。概して、少なくとも約
１０００種の異なる免疫グロブリン（理想的にはIgG）、好ましくは104乃至106又はそれ
以上の種類が、主にマウスゲノムに導入された様々なV、J及びD領域の数に応じて、そし
てジョイニング領域でのV(-D-）J遺伝子セグメント再編成ランダムヌクレオチド追加で生
じる付加的な多様性に応じて、産生されるとよいであろう。典型的には、当該の免疫グロ
ブリンは、所定の抗原に対し、例えば10-8 M、10-9 M 又は10-10 M又はそれ未満である、
など、10-7M未満の親和性（KD）を示すであろう。
【０１３２】
マウスなど、上述したようなトランスジェニックもしくはトランスクロモソーマル動物は
、CD20発現細胞などで免疫することができる。代替的には、当該のトランスジェニック動
物を、ヒトCD20をコードするDNAで免疫することができる。このマウスが産生するＢ細胞
は、導入遺伝子内スイッチ組換え（cisスイッチング）を通じてクラス・スイッチングを
起こして、CD20と反応性の免疫グロブリンを発現するであろう。この免疫グロブリンはヒ
ト抗体（ここでは「ヒト配列抗体」とも言及される）でもよく、その重鎖及び軽鎖ポリペ
プチドは、ヒト導入遺伝子配列にコードされていてもよいが、前記ヒト導入遺伝子配列は
、体細胞変異及びV領域組換えジョイント由来の配列や、生殖細胞にコードされた配列を
含んでもよい。これらのヒト配列免疫グロブリンは、ヒトVL又はVH遺伝子セグメント及び
ヒトJL又はJLセグメントにコードされたポリペプチド配列と実質的に同等であると言うこ
とができ、ただし他の非生殖細胞配列も、体細胞変異及び示差的なV-J 及びV-D-J組換え
ジョイントの結果として存在してもよい。このようなヒト配列抗体に関しては、各鎖の可
変領域は、典型的に、ヒト生殖細胞V、J遺伝子セグメントに、そして重鎖の場合D、遺伝
子セグメントに、少なくとも８０パーセント、コードされている。しばしば可変領域の少
なくとも８５パーセントが、導入遺伝子上に存在するヒト生殖細胞配列にコードされてい
る。可変領域配列のうちのしばしば９０又は９５パーセント又はそれ以上が、導入遺伝子
上に存在するヒト生殖細胞配列にコードされている。しかしながら、体細胞変異並びにVJ
及びVDJジョイニングでは非生殖細胞配列が導入されるために、当該ヒト配列抗体はしば
しば、ヒト導入遺伝子に見られるようなヒトV、D又はJ遺伝子セグメントにはコードされ
ていない何らかの可変領域配列を（そして頻度は劣るが定常領域配列を）、このマウスの
生殖細胞中に有するであろう。典型的には、このような非生殖細胞配列（又は個々のヌク
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レオチド位置）は、CDR中か、又はCDR近傍、あるいは体細胞変異が集中して起きることが
知られている領域に集まるであろう。
【０１３３】
本発明の別の局面は、ここで解説した通りの非ヒトトランスジェニックもしくはトランス
クロモソーマル動物を由来とするＢ細胞を包含する。このＢ細胞は、ヒトCD20に対し、高
親和（例えば10-7M未満の解離平衡定数（KD））結合するヒトモノクローナル抗体を発現
するハイブリドーマを作製するために用いることができる。このように、別の実施態様で
は、本発明は、放射活性標識モノクローナル抗体を用いたCD20発現細胞のスキャッチャー
ド分析や、又は、FACS分析を用いた半分－最大結合濃度の決定によって決定したときに、
10-8、10-9M又は10-10M又はそれ未満など、10-7M未満の親和性（KD）を有するヒト抗体を
産生するハイブリドーマを提供するものである。
【０１３４】
ここで、本モノクローナル抗体は、
（１）ヒトVL遺伝子セグメント及びヒトJLセグメントにコードされたポリペプチド配列に
実質的に同一なポリペプチド配列を有する軽鎖可変領域、及び（２）ヒトCL遺伝子セグメ
ントにコードされたポリペプチド配列に実質的に同一なポリペプチド配列を有する軽鎖定
常領域、から成るヒト配列軽鎖と；
（１）ヒトVH遺伝子セグメント、選択的にD領域、及びヒトJHセグメントにコードされた
ポリペプチド配列に実質的に同一なポリペプチド配列を有する重鎖可変領域、及び（２）
ヒトCH遺伝子セグメントにコードされたポリペプチド配列に実質的に同一なポリペプチド
配列を有する定常領域、から成るヒト配列重鎖と
を含む。
【０１３５】
CD20に対する高親和ヒトモノクローナル抗体の開発は、組み込まれたヒト免疫グロブリン
導入遺伝子を含むゲノムを有するトランスジェニックマウスで、ヒト可変領域遺伝子セグ
メントのレパートリーを拡大する方法により容易になるが、当該方法は、前記組み込まれ
たヒト免疫グロブリン導入遺伝子には存在しないV領域遺伝子セグメントを含むV遺伝子導
入遺伝子を前記ゲノムに導入するステップを含む。しばしば前記V領域導入遺伝子は、ヒ
トゲノムに天然で存在するような、又は、組換え法で一緒に別にスプライスされるような
、ヒトVH又はVL（VK）遺伝子セグメント・アレイの一部分を含む酵母人工染色体であり、
この酵母人工染色体の含有するV遺伝子セグメントは順序が狂っていても、又は省略され
ていてもよい。しばしば少なくとも５つ以上の機能的V遺伝子セグメントがYAC上に含有さ
れている。このバリエーションでは、前記Vレパートリー拡大法で生じるトランスジェニ
ックマウスを作製することが可能であり、このとき当該マウスは、V領域導入遺伝子上に
存在するV領域遺伝子セグメントにコードされた可変領域配列と、ヒトIg導入遺伝子にコ
ードされたC領域とを含む免疫グロブリン鎖を発現する。Vレパートリー拡大法により、少
なくとも５個の異なるV遺伝子を有するトランスジェニックマウスを作製でき、また少な
くとも約２４個又はそれ以上のV遺伝子を含有するマウスも作製できる。いくつかのV遺伝
子セグメントは非機能的であってもよい（例えば偽遺伝子等）。これらのセグメントを維
持してもよいが、あるいは、必要に応じて当業者に可能な組換え法により選択的に欠失さ
せてもよい。
【０１３６】
マウス生殖細胞を操作して、J及びC遺伝子セグメントを含有するヒトIg導入遺伝子には実
質的に存在しない拡大されたVセグメント・レパートリーを有する機能的YACを含有させた
ら、拡大されたVセグメント・レパートリーを有する機能的YACを、異なるヒトIg導入遺伝
子を有するマウス生殖細胞に交雑するバックグラウンドを含め、他の遺伝的バックグラウ
ンドにこの形質を伝播及び交雑することができる。拡大されたVセグメント・レパートリ
ーを有する複数の機能的YACを、１つのヒトIg導入遺伝子（又は複数のヒトIg導入遺伝子
）と一緒に働かせるために生殖細胞に交雑してよい。ここではYAC導入遺伝子と言及する
が、ゲノムに組み込んだときのこのような導入遺伝子は、酵母で自律的複製を行うのに必
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要な配列など、酵母配列を実質的に欠いていてもよい。このような配列は、選択的に、酵
母での複製がもはや必要でなくなってから（即ちマウスES細胞又はマウス前接合子への導
入前に）遺伝子操作（例えば制限消化及びパルス界ゲル電気泳動法又は他の適した方法な
ど）により取り除いてもよい。ヒト配列免疫グロブリン発現の形質を伝播させる方法には
、ヒトIg導入遺伝子を有し、そして選択的には、拡大されたVセグメント・レパートリー
を有する機能的YACもさらに有するようなトランスジェニックマウスを育種する方法があ
る。VH及びVL遺伝子セグメントの両方がYAC上に存在してもよい。当該トランスジェニッ
クマウスは、ヒトIg導入遺伝子、及び／又は、他のヒトリンパ球たんぱくをコードする導
入遺伝子を含め、他のヒト導入遺伝子を持つバックグラウンドを含む、開業医が希望する
いかなるバックグラウンドに交雑してもよい。さらに本発明は、拡大されたV領域レパー
トリーYAC導入遺伝子を有するトランスジェニックマウスが産生する高親和ヒト配列免疫
グロブリンを提供する。前の記載では本発明のトランスジェニック動物の好適な実施態様
を解説したが、以下、３つのカテゴリーに分類された他の実施態様も考察されている：
Ｉ．再編成のない重鎖及び再編成される軽鎖免疫グロブリン導入遺伝子を含有するトラン
スジェニック動物；
ＩＩ．再編成のない重鎖及び再編成のない軽鎖免疫グロブリン導入遺伝子を含有するトラ
ンスジェニック動物；
ＩＩＩ．再編成される重鎖及び再編成のない軽鎖免疫グロブリン導入遺伝子を含有するト
ランスジェニック動物；及び
【０１３７】
これらのカテゴリーのトランスジェニック動物のうち、好適な優先度は以下、ＩＩ>Ｉ>Ｉ
ＩＩ（この場合の内因性の軽鎖遺伝子（又は少なくともK遺伝子）は、相同組換え（又は
他の方法）によりノックアウトされている）、及びＩ>ＩＩ>ＩＩＩ
（この場合の内因性軽鎖遺伝子はノックアウトされておらず、対立遺伝子排除により劣性
とならなければならない）の通りである。
【０１３８】
ＩＩＩ． CD20に結合する二重特異的／多重特異的分子
本発明のさらに別の実施態様では、CD20に対するヒトモノクローナル抗体、又はその抗原
結合部分を誘導体化するか、又は、例えば別のペプチド又はタンパク質（例えばFab'フラ
グメント）などの別の機能分子に連結して、複数の結合部位又は標的エピトープに結合す
る二重特異的又は多重特異的分子を作製することができる。例えば、本発明の抗体又は抗
原結合部分は、例えば別の抗体、抗体フラグメント、ペプチド又は結合ミメティックなど
、１つ以上の他の結合分子に（例えば化学結合、遺伝子融合、非共有結合的結合又は他の
方法により）機能的に連結することができる。
【０１３９】
従って、本発明は、CD20に対する少なくとも１つの第一結合特異性部分と、第二標的エピ
トープに対する第二結合特異性部分とを含む二重特異的及び多重特異的分子を包含するも
のである。本発明のある具体的な実施態様では、前記第二標的エピトープは、例えばヒト
FcγRI（CD64）又はヒトFcα受容体（CD89）などのFc受容体である。従って、本発明は、
FcγR、FcαR又はFcεRを発現するエフェクタ細胞（例えば単球、マクロファージ又は多
核白血球（PMN）など）と、CD20を発現する標的細胞の両方に結合できる二重特異的及び
多重特異的分子を包含する。これらの二重特異的及び多重特異的分子はCD20発現細胞をエ
フェクタ細胞に狙わせて、本発明のヒトモノクローナル抗体と同様、Fc受容体が媒介する
エフェクタ細胞の活性、例えばCD20発現細胞のファゴサイトーシス、抗体依存的細胞媒介
細胞傷害性（ADCC）、サイトカイン放出、又はスーパーオキシド・アニオンの産生など、
を惹起する。
【０１４０】
さらに本発明の二重特異的及び多重特異的分子には、抗Fc結合特異性部分及び抗EGFR結合
特異性部分に加え、第三結合特異性部分を含めることができる。ある実施態様では、前記
第三結合特異性部分は、細胞傷害活性に関与する表面タンパク質に結合して標的細胞への
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免疫応答を増す分子など、抗エンハンスメント因子（EF）部分である。前記の「抗エンハ
ンスメント因子部分」は、抗原又は受容体などの特定の分子に結合して、Fc受容体又は標
的細胞抗原の結合決定基の作用を高めるような抗体、機能的抗体フラグメント又はリガン
ドであってよい。前記「抗エンハンスメント因子部分」は、Fc受容体又は標的細胞抗原に
結合することができる。代替的には、前記抗エンハンスメント因子部分は、第一及び第二
結合特異性部分が結合する実体とは異なる実体に結合することができる。例えば、前記抗
エンハンスメント因子部分は、細胞傷害性Ｔ細胞に（例えばCD2、CD3、CD8、CD28、CD4、
CD40、ICAM-1を介して、又は、標的細胞への免疫応答が高まる結果となる他の免疫細胞を
介して）結合することができる。
【０１４１】
ある実施態様では、本発明の二重特異的及び多重特異的分子は、例えばFab、Fab'、F（ab
')2、Fv、又は一本鎖Fvなどを含め、少なくとも一種の抗体又はその抗体フラグメントを
結合特異性部分として含む。この抗体はまた、軽鎖もしくは重鎖二量体であっても、ある
いは、その内容を引用をもって援用することと明示しておく１９９０年８月７日発行の L
adner et al. の米国特許第4,946,778号に解説されているように、Fv又は一本鎖コンスト
ラクトなど、その何らかの最小フラグメントであってもよい。さらに本抗体は、US 2003/
0118592 及びUS 2003/0133939に開示されるような結合ドメイン免疫グロブリン融合タン
パク質であってもよい。
【０１４２】
ある実施態様では、本発明の二重特異的及び多重特異的分子は、エフェクタ細胞の表面上
に存在するFcγR又はFcαRに対する結合特異性部分と、CD20などの標的細胞抗原に対する
第二結合特異性部分とを含む。
【０１４３】
ある実施態様では、Fc受容体に対する結合特異性を、その結合がヒト免疫グロブリンG（I
gG）の遮断を受けないヒトモノクローナル抗体によって提供する。ここで用いる用語「Ig
G受容体」とは、１番染色体上にある８つのγ鎖遺伝子のいずれをも言う。これらの遺伝
子は 、３つのFcγ受容体クラス：FcγRI（CD64）、FcγRII（CD32）、及びFcγRIII（CD
16）に分類される合計１２種の膜貫通又は可溶性の受容体アイソフォームをコードしてい
る。ある好適な実施態様では、前記Fcγ受容体はヒト高親和FcγRIである。
【０１４４】
これらの好適なモノクローナル抗体の作製及び特徴付けは、その教示全体を引用をもって
ここに援用することとするFanger et al. のPCT 出願WO 88/00052 及び米国特許第4,954,
617号に解説されている。これらの抗体は FcγRI、FcγRII 又はFcγRIII のエピトープ
に、当該受容体のFcγ結合部位とは異なる部位で結合するため、これらの結合は、生理的
レベルのIgGでは実質的に遮断を受けない。本発明で有用な特異的抗FcγRI 抗体はMAb 22
、MAb 32、MAb 44、MAb 62 及びMAb 197である。MAb 32を産生するハイブリドーマはアメ
リカン・タイプ・カルチャー・コレクションからATCC受託番号HB9469で入手できる。抗Fc
γRI MAb 22、MAb 22のF(ab'）2フラグメントは、メダレックス社（ニュージャージー州
アナンデール）から入手できる。他の実施態様では、抗Fcγ受容体抗体は、ヒト化型のモ
ノクローナル抗体22(H22)である。H22抗体の作製及び特徴付けはGraziano, R.F. et al. 
(1995) J. Immunol 155 (10): 4996-5002 及び PCT/US93/10384に解説されている。H22抗
体産生細胞株は、アメリカン・タイプ・カルチャー・コレクションに１９９２年１１月４
日に指定番号HA022CL1で寄託され、受託番号CRL 11177を受けている。
【０１４５】
さらに別の好適な実施態様では、Fc受容体に対する結合特異性部分を、その結合が好まし
くはヒト免疫グロブリンＡ（IgA）の遮断を受けない、Fc-アルファ受容体（FcαRI（CD89
））などのヒトIgA受容体に結合する抗体に提供させる。用語「IgA受容体」には、１９番
染色体上にある一個のα遺伝子（FcαRI）の遺伝子産物が包含されるものと、意図されて
いる。この遺伝子は、55乃至110kDaの選択的にスプライシングされる膜貫通型アイソフォ
ームをいくつかコードしていることが知られている。FcαRI（CD89）は、単球／マクロフ
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ァージ、好酸性及び好中性顆粒球上で構成的に発現するが、非エフェクタ細胞集団上では
発現しない。FcαRIはIgA1及びIgA2の両方に対して中間の親和性（≒5×107M-1）を有す
るが、この親和性は、G-CSF 又はGM-CSFなどのサイトカインに暴露すると上昇する (Mort
on, H.C. et al. (1996) Critical　Reviews in Immunology 16:423-440)。FcαRIに、Ig
Aリガンド結合ドメイン以外で結合する、A3、A59、A62及びA77と同定された４種類のFcα
RI特異的モノクローナル抗体が解説されている。(Monteiro, R.C. et al., 1992, J. Imm
unol. 148:1764)。
【０１４６】
FcαRI及びFcγRIは、（１）単球、PMN、マクロファージ及び樹状細胞などの免疫エフェ
クタ細胞上に主に発現する；（２）高レベル（例えば１個の細胞当たり5,000乃至100,000
）で発現する；（３）細胞傷害活性（ADCC、ファゴサイトーシス）の媒介物質である；（
４）自己抗原を含め、それらが狙う抗原の抗原提示促進を媒介する、点で、本発明での使
用に好適なトリガー受容体である。
【０１４７】
別の実施態様では、前記の二重特異的分子は、本発明に基づく２つのヒトモノクローナル
抗体から成り、この場合これら２つのヒトモノクローナル抗体は、例えば2F2と11B8の組
合せなど、一方が主にCDCを誘導することにより作用し、他方が主にアポトーシスを誘導
することにより作用するなど、補完的な機能上の活性を有するものである。
【０１４８】
他の実施態様では、本発明の二重特異的及び多重特異的分子はさらに、CD20などの標的細
胞抗原に、結合するなど認識する結合特異性部分を含む。ある好適な実施態様では、前記
結合特異性部分を、本発明のヒトモノクローナル抗体に提供させる。
【０１４９】
ここで用いる「エフェクタ細胞特異抗体」とは、エフェクタ細胞のFc受容体に結合する抗
体又は機能的抗体フラグメントを言う。本発明で用いるのに好適な抗体は、エフェクタ細
胞のFc受容体に、内因性免疫グロブリンが結合しない部位で結合するものである。
【０１５０】
ここで用いる用語「エフェクタ細胞」とは、免疫応答の認識及び活性化段階でなく、免疫
応答のエフェクタ段階に関与する免疫細胞を言う。免疫細胞の例には、骨髄又はリンパ系
由来の細胞、例えばリンパ球（例えば、細胞溶解性Ｔ細胞（CTL）を含むＢ細胞及び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
核白血球、顆粒球、マスト細胞、及び好塩基球、がある。いくつかのエフェクタ細胞は特
異的Fc受容体を発現し、特異的免疫機能を果たす。好適な実施態様では、エフェクタ細胞
は、ADCCを誘導できる好中球など、抗体依存性細胞媒介細胞傷害性（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、標的細胞の特異的致死及
び他の免疫系構成成分への抗原提示か、又は、抗原提示細胞への結合に関与している。他
の実施態様では、エフェクタ細胞は、標的抗原、標的細胞、又は微生物を貪食することが
できる。エフェクタ細胞上の特定のFcRの発現は、サイトカインなどの体液性因子により
調節することができる。例えば、FcγRIの発現がインターフェロンガンマ（IFN-γ）によ
り上方調節されることが判明している。この発現亢進により、FcγRI担持細胞の標的に対
する細胞傷害活性が増す。エフェクタ細胞は、標的抗原又は標的細胞を貪食又は溶解する
ことができる。
【０１５１】
「標的細胞」は、本発明の組成物（例えばヒトモノクローナル抗体、二重特異的もしくは
多重特異的分子）の標的とすることができる、対象（例えばヒト又は動物）内の何らかの
望ましくない細胞を意味することとする。好適な実施態様では、本標的細胞は、CD20を発
現又は過剰発現している細胞である。CD20を発現する細胞には、典型的に、Ｂ細胞及びＢ
細胞腫瘍、がある。
【０１５２】
ヒトモノクローナル抗体が好ましいが、本発明の二重特異的もしくは多重特異的分子に利
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用できる他の抗体は、マウス、キメラ及びヒト化モノクローナル抗体である。このような
マウス、キメラ及びヒト化モノクローナル抗体は当業で公知の方法により調製することが
できる。
【０１５３】
本発明の二重特異的及び多重特異的分子は、化学的技術（例えばD. M. Kranz et al. (19
81) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78:5807を参照されたい）、ポリオーマ」技術（Readin
gのUS 4,474,893を参照されたい）又は組換えDNA技術を用いて作製することができる。
【０１５４】
具体的には、本発明の二重特異的及び多重特異的分子は、当業で公知であり、ここに紹介
された実施例で解説する方法を用いて、例えば抗FcR及び抗CD20結合特異性部分など、構
成部分の結合特異性部分を結合させることにより、調製できる。例えば本二重特異的及び
多重特異的分子の各結合特異性部分を別々に作製しておき、後で相互に結合することがで
きる。これら結合特異性部分がタンパク質又はペプチドである場合、多種の結合又は架橋
剤を共有結合に用いることができる。架橋剤の例には、プロテインＡ、カルボジイミド、
N-スクシンイミジル-S-アセチル-チオアセテート(SATA)、5,5'-ジチオビス(2-ニトロ安息
香酸)(DTNB)、o-フェニレンジマレイミド(oPDM)、N-スクシンイミジル-3-(2-ピリジルジ
チオ)プロピオネート(SPDP)、及びスルホスクシンイミジル4-(N-マレイミドメチル) シク
ロヘキサン-1-カルボキシレート (スルホ-SMCC) (例えばKarpovsky et al. (1984) J. Ex
p. Med. 160:1686; Liu, MA et al. (1985) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:8648を参照
されたい)がある。他の方法にはPaulus (Behring Ins. Mitt. (1985) No. 78, 118-132);
 Brennan et al. (Science (1985) 229:81-83)、及びGlennie et al. (J. Immunol. (198
7) 139: 2367-2375)が解説したものがある。好適な結合剤は両者ともピアース・ケミカル
社（イリノイ州ロックフォード）から入手できるSATA 及びスルホ-SMCCである。
【０１５５】
結合特異性部分が抗体（例えば二種のヒト化抗体）である場合、これらは２つの重鎖のＣ
末端ヒンジ領域のスルフヒドリル結合を介して結合させることができる。ある特に好適な
実施態様では、前記ヒンジ領域を修飾して、奇数のスルフヒドリル残基、好ましくは１つ
、を結合前に含有させる。
【０１５６】
代替的には、両方の結合特異性部分を同じベクタにコードさせ、同じホスト細胞内で発現
及び集合させることができる。この方法は、当該二重特異的及び多重特異的分子がMAb×M
Ab、MAb×Fab、Fab×F(ab')2又はリガンド×Fab融合タンパク質である場合に特に有用で
ある。例えば二重特異的分子など、本発明の二重特異的及び多重特異的分子は、例えば一
本鎖二重特異抗体、１つの一本鎖抗体及び結合決定基を含む一本鎖二重特異的分子、又は
２つの結合決定基を含む一本鎖二重特異的分子など、一本鎖分子であってもよい。さらに
二重特異的及び多重特異的分子は一本鎖分子であってもよく、あるいは少なくとも２つの
一本鎖分子を含んで成るものでもよい。二重及び多重特異的分子を調製する方法は、例え
ば米国特許第5,260,203号；米国特許第5,455,030号；米国特許第4,881,175号；米国特許
第5,132,405号；米国特許第5,091,513号；米国特許第5,476,786号；米国特許第5,013,653
号；米国特許第5,258,498号；及び米国特許第5,482,858号に解説されている。
【０１５７】
二重特異的及び多重特異的分子の、それらの特異的標的への結合は、酵素結合免疫吸着検
定法(ELISA)、ラジオイムノアッセイ(RIA)、FACS分析、バイオアッセイ（例えば成長阻害
）、又はウェスタン・ブロット検定法などにより、確認することができる。これらの検定
法はそれぞれ、大まかに言って、目的のタンパク質－抗体複合体の存在を、この複合体に
特異的な標識済みの試薬（例えば抗体）により検出するものである。例えばFcR-抗体複合
体は、この抗体-FcR複合体を認識して特異的に結合する、例えば酵素に結合させた抗体又
は抗体フラグメントなどを用いて、検出することができる。代替的には、当該の複合体を
、多種の他の免疫検定法のいずれかを用いて検出することもできる。例えば抗体を放射性
標識し、ラジオイムノアッセイ
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(RIA)で用いることができる
(例えば引用をもってここに援用するWeintraub, B., Principles of Radioimmunoassays,
 Seventh Training Course on Radioligand Assay Techniques, The Endocrine Society,
 March, 1986を参照されたい）。放射性同位元素は、γカウンター又はシンチレーション
」・カウンター、あるいはオートラジオグラフィの使用などの手段により、検出できる。
【０１５８】
ＩＶ． 免疫複合体
別の局面では、本発明は、細胞毒、薬物（例えば免疫抑制剤）又は放射性同位元素などの
治療部分に結合させたヒト抗CD20モノクローナル抗体又はそのフラグメントを特徴とする
。このような結合体をここでは「免疫複合体」と呼ぶ。１つ以上の細胞毒を含有する免疫
複合体は「イムノトキシン」と呼ばれる。細胞毒又は細胞毒性作用物質には、細胞にとっ
て有害な（例えば致死させる）あらゆる物質が含まれる。例には、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、ミトマイシン、エトポシド、テ
ノポシド、ビンクリスチン、ビンブラスチン、コルヒシン、ドキソルビシン、ダウノルビ
シン、ジヒド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、グルココルチコイド、プロカイン、テトラカイ
ン、リドカイン、プロプラノロール、及びピューロマイシン並びにこれらの類似体又は相
同体がある。
【０１５９】
本発明の免疫複合体を形成するために適した治療薬には、限定はしないが、抗代謝産物（
例えばメトトレキセート、6-メルカプトプリン、6-チオグアニン、シタラビン、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) 及びロムスチン (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、ミトマイシンＣ、及び
cis-ジクロロジアミンプラチナム(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）、及びドキソルビシン）、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、及び
アントラマイシン（AMC))、及び抗有糸分裂剤（例えばビンクリスチン及びビンブラスチ
ン）、がある。ある好適な実施態様では、本治療薬は細胞傷害性薬剤又は放射毒性薬剤で
ある。別の実施態様では、本治療薬は免疫抑制剤である。さらに別の実施態様では、本治
療薬はGM-CSFである。ある好適な実施態様では、本治療薬はドキソルビシン、シスプラチ
ン、ブレオマイシン、スルフェート、カルムスチン、クロラムブシル、シクロホスファミ
ド又はリシンＡである。
【０１６０】
さらに本発明の抗体を、例えばヨウ素-131、イットリウム-90又はインジウム-111などの
放射性同位体に結合させて、癌などのCD20関連異常を治療するための細胞傷害性放射性医
薬を作製することができる。本発明の抗体複合体を用いて所定の生物学的応答を修飾する
ことができるが、当該の薬物成分を、古典的な化学療法薬に限定されるものと、捉えられ
てはならない。例えば当該の薬物成分は、所望の生物活性を有するタンパク質又はポリペ
プチドであってもよい。こ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・エキソトキシン、又はジフテリア毒素などの酵素活性のある毒素又はその活性
フラグメント；腫瘍壊死因子又はインターフェロン-γなどのタンパク質；又は、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-CSF」）
、顆粒球コロニー刺激因子（「G-CSF」）、又は他の成長因子などの生物学的応答修飾物
質、が含まれよう。
【０１６１】
このような治療的部分を抗体に結合させる技術は公知であり、例えばArnon et al., "Mon
oclonal Antibodies For Immunotargeting Of Drugs In Cancer Therapy", in Monoclona
l Antibodies And Cancer Therapy, Reisfeld et al. (eds.), pp. 243-56 (Alan R. Lis
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s, Inc. 1985); Hellstrom et al., "Antibodies For Drug Delivery", in Controlled D
rug Delivery (2nd Ed.), Robinson et al. (eds.), pp. 623-53 (Marcel Dekker, Inc.
1987); Thorpe, "Antibody Carriers Of Cytotoxic Agents In Cancer Therapy: A Revie
w", in Monoclonal Antibodies '84: Biological And Clinical Applications, Pinchera
 et al. (eds.), pp. 475-506 (1985); "Analysis, Results, And Future Prospective O
f The Therapeutic Use Of Radiolabeled Antibody In Cancer Therapy", in Monoclonal
 Antibodies For Cancer Detection And Therapy, Baldwin et al. (eds.), pp. 303-16 
(Academic Press 1985), 及びThorpe et al., "The Preparation And Cytotoxic Propert
ies Of Antibody-Toxin Conjugates", Immunol. Rev., 62:119-58 (1982)を参照されたい
。
【０１６２】
更なる実施態様では、本発明に基づくヒトモノクローナル抗体を、例えばチウケセタン（
原語：tiuxetan）などのリンカ－キレート剤に付着させると、本抗体を放射性同位体に結
合することができる。
【０１６３】
Ｖ． 医薬組成物
別の局面では、本発明は、本発明のヒトモノクローナル抗体を１つ又は組合せで含有する
、医薬組成物などの組成物を提供するものである。前記の医薬組成物は、薬学的に許容可
能な担体又は希釈剤や、Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 19th

Edition, Gennaro, Ed., Mack Publishing Co., Easton, PA, 1995に開示されたものなど
、従来技術に従ったいずれか他の公知のアジュバント及び医薬品添加物と一緒に調合して
もよい。ある実施態様では、当該組成物は、主にCDCを誘導することにより作用する１つ
の抗体を、主にアポトーシスを誘導することにより作用する別の抗体と組み合わせるなど
、異なる機序で作用する単離された複数の（例えば２つ以上）本発明のヒト抗体の組合せ
を含む。
【０１６４】
さらに本発明の医薬組成物を、併用療法で、即ち他の薬剤と組み合わせて、投与すること
ができる。例えば、前記の併用療法には、本発明の組成物を、少なくとも１つの抗炎症剤
又は少なくとも１つの免疫抑制剤と一緒に含めることができる。ある実施態様では、この
ような治療薬は、例えばステロイド系薬物又はNSAID（非ステロイド系抗炎症剤）など、
一つ以上の抗炎症剤を含む。好適な薬剤には、例えば、アスピリン及び他のサリチル酸、
Cox-2阻害剤、例えばロフェコキシブ (Vioxx)及びセレコキシブ (Celebrex)や、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
ンダック (Clinoril)、ジクロフェナック (Voltaren)、ピロキシカム(Feldene)、ケトプ
ロフェン (Orudis)、ジフルニサール (Dolobid)、ナブメトン (Relafen)、エトドラック 
(Lodine)、オキサプロジン (Daypro)、及びインドメタシン (Indocin)などのNSAID、があ
る。
【０１６５】
別の実施態様では、このような治療薬は、１つ以上のDMARD、例えばメトトレキセート (R
heumatrex)、ヒドロキシクロロキン (Plaquenil)、スルファサラジン(Asulfidine)、ピリ
ミジン合成阻害剤、例えばレフルノミド (Arava)、IL-1 受容体遮断剤、例えばアナキン
ラ (Kineret)、及びTNF-α遮断剤、例えばエタネルセプト (Enbrel)、インフリキシマブ 
(Remicade) 及びアダリムマブなど、を含む。
【０１６６】
別の実施態様では、このような治療薬は、１つ以上の免疫抑制剤、例えばシクロスポリン
 (Sandimmune、Neoral) 及びアザチオプリン (Imural)、を含む。
【０１６７】
さらに別の実施態様では、このような治療薬、一つ以上の化学療法薬、例えばドキソルビ
シン (Adriamycin)、シスプラチン (Platinol)、ブレオマイシン (Blenoxane)、カルムス
チン (Gliadel)、シクロホスファミド (Cytoxan、Procytox、Neosar)、及びクロラムブシ
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ル (Leukeran)、を含む。
【０１６８】
別の実施態様では、本発明のヒト抗体を、クロラムブシル及びプレドニゾロン；シクロホ
スファミド及びプレドニゾロン；シクロホスファミド、ビンクリスチン、及びプレドニゾ
ン；シクロホスファミド、ビンクリスチン、ドキソルビシン、及びプレドニゾン；フルダ
ラビン及びアントラサイクリン、と組み合わせて；又は他の普通のNHL用の多剤計画、例
えば., in Non-Hodgkin’s Lymphomas: Making sense of Diagnosis, Treatment, and Op
tions, Lorraine Johnston, 1999, O’Reilly and Associates, Incに開示されたもの、
と組み合わせて投与してもよい。
【０１６９】
さらに別の実施態様では、本ヒト抗体を、放射線治療及び／又は自己由来末梢幹細胞又は
骨髄移植と併用投与してもよい。
【０１７０】
さらに別の実施態様では、本ヒト抗体を、抗CD25抗体、抗CD19抗体、抗CD21抗体、抗CD22
抗体、抗CD37抗体、抗CD38抗体、抗IL6R抗体、抗IL8抗体、抗IL15抗体、抗IL15R抗体、抗
CD4抗体、抗CD11a抗体（例えばエファリズマブ）、抗アルファ-4/ベータ-1 インテグリン
 (VLA4) 抗体（例えばナタリズマブ）、及び CTLA4-Igから選択される１つ以上の抗体と
併用投与してもよい。
【０１７１】
ある具体的な実施態様では、本ヒトモノクローナル抗体を、例えば移植片対宿主疾患患者
においてなど、水疱性類天疱瘡の治療に向けて抗CD25抗体と組み合わせて投与する。
【０１７２】
別の具体的な実施態様では、本ヒトモノクローナル抗体を、悪性疾患の治療に向けて、抗
CD19抗体、抗CD21抗体、抗CD22抗体、抗CD37抗体、及び抗CD38抗体から選択される１つ以
上の抗体と組み合わせて投与する。
【０１７３】
さらに別の具体的な実施態様では、本ヒト抗体を、炎症性疾患の治療に向けて、抗IL6R抗
体、抗IL8抗体、抗IL15抗体、抗IL15R抗体、抗CD4抗体、抗CD11a抗体（例えばエファリズ
マブ）、抗アルファ4/ベータ-1 インテグリン(VLA4)抗体（例えばナタリズマブ）、及びC
TLA4-Ig から選択される１つ以上の抗体と組み合わせて投与する。
【０１７４】
さらに更なる実施態様では、補体活性化を高めるために本ヒト抗体を抗C3b(i)抗体と組み
合わせて投与してもよい。
【０１７５】
ここで用いる場合の「薬学的に許容可能な担体」には、生理学的に適合性あるあらゆる溶
媒、分散媒、コーティング、抗菌剤及び抗カビ剤、等張剤及び吸収遅延剤等が含まれる。
好ましくは、当該の担体が静脈内、筋肉内、皮下、腸管外、脊髄もしくは表皮投与（例え
ば注射又は輸注により）に適しているとよい。投与経路によっては、活性化合物、即ち抗
体、二重特異的及び多重特異的分子を、当該化合物を不活化しかねない酸及び他の天然条
件の作用から当該化合物を保護する物質で被覆してもよい。
【０１７６】
「薬学的に許容可能な塩」とは、親化合物の所望の生物活性を保持しつつも、望ましくな
い毒性作用を与えないような塩を言う（例えばBerge, S.M., et al. (1977) J. Pharm. S
ci. 66:1-19を参照されたい）。このような塩の例には、酸添加塩及び塩基添加塩がある
。酸添加塩には、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、リン等から誘導されたものや、非毒性の有機酸、例えば脂肪族モノカルボン酸
及びジカルボン酸、フェニル置換アルカン酸、ヒドロキシアルカン酸、芳香族の酸、脂肪
族及び芳香族のスルホン酸等から誘導されたものがある。塩基添加塩には、ナトリウム、
カリウム、マグネシウム、カルシウム等のアルカリ土類金属から誘導されたものや、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
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タノールアミン、エチレンジアミン、プロカイン等の非毒性の有機アミンから誘導された
ものがある。
【０１７７】
本発明の組成物は、当業で公知の多種の方法により投与することができる。当業者であれ
ば理解されるように、投与の経路及び／又は形態は、所望の結果に応じて様々であろう。
当該活性化合物は、インプラント、経皮パッチ、及びマイクロ封入送達系を含む制御放出
製剤など、急速な放出から当該化合物を保護する担体と一緒に調製することができる。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、
及びポリ乳酸など、生分解性で生体適合性あるポリマを用いることができる。このような
製剤の調製法が数多く、当業者に広く公知である。
例えばSustained and Controlled Release Drug Delivery Systems, J.R.Robinson, ed.,
 Marcel Dekker, Inc., New York, 1978を参照されたい。
【０１７８】
特定の投与経路で本発明の化合物を投与するには、当該化合物の失活を防ぐ物質でそれを
被覆するか、又は当該化合物と同時投与することが必要な場合がある。例えば本化合物を
、適したリポソームなどの担体又は希釈剤に入れて対象に投与してもよい。薬学的に許容
可能な希釈剤には生理食塩水及び水性の緩衝液がある。リポソームには水中油中水CGFエ
マルジョンや、従来のリポソームがある(Strejan et al. (1984) J. Neuroimmunol. 7:27
)。
【０１７９】
薬学的に許容可能な担体には無菌の水溶液又は分散液並びに、無菌の注射液又は分散液の
即時調製用の無菌粉末がある。このような媒質及び薬剤の、薬学的に活性な物質のための
使用は当業で公知である。従来の媒質又は薬剤が当該活性化合物にとって不適合でない限
り、本発明の医薬組成物中のその使用は考察されたところである。補助的な活性化合物も
、本組成物中に組み込むことができる。
【０１８０】
治療用の組成物は典型的に無菌でなければならず、また製造及び保管条件下で安定でなけ
ればならない。本組成物は、高い薬物濃度に適した溶液、マイクロ乳液、リポソーム、又
は他の秩序ある構造として調合することができる。当該の担体は、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、及び液体ポリエチレングリ
コール等）、及びこれらの適した混合物などを含有する溶媒又は分散媒であってよい。適
した流動性は、例えばレシチンなどのコーティングを用いたり、分散液の場合には必要な
粒子の大きさを維持したり、そして界面活性剤を使用するなどにより、維持できる。多く
の場合、例えば糖類、マンニトール、ソルビトールなどの多価アルコール、又は塩化ナト
リウムなどの等張剤を組成物中に含めることが好ましいであろう。注射用組成物の吸収を
長引かせるには、モノステアリン酸塩及びゼラチンなど、吸収を遅らせる薬剤を組成物中
に含めることにより、可能である。
【０１８１】
無菌の注射用溶液は、必要量の活性化合物を適した溶媒に、必要に応じて上に列挙した成
分の１つ又は組み合わせと一緒に 加えた後、滅菌マイクロ濾過を行うことにより、調製
できる。分散液は一般的には、塩基性の分散媒と、上に列挙したものの中で必要な他の成
分とを含有する無菌の賦形剤に当該活性化合物を加えることで、調製されている。無菌の
注射用溶液の調製用の無菌粉末の場合、好適な調製法は真空乾燥及び凍結乾燥（凍結乾燥
）であり、その結果、活性成分及び付加的な所望の成分の粉末が、予め殺菌濾過されたそ
の溶液から生じる。
【０１８２】
投薬計画は、最適な所望の応答（例えば治療的応答）が得られるように調節される。例え
ば単一の巨丸剤を投与してもよく、複数に分割された用量を一定期間にわたって投与して
も、又は、治療状況の緊急度を指標として用量を比率的に増減させてもよい。投与の容易
さ及び投薬量の均一性のためには、非経口用組成物を単位剤形で調合することが特に有利
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である。ここで用いる単位剤形とは、治療しようとする対象にとって単位型の投薬量とし
て調整された物理的に別個の単位を言う。各単位は、必要な薬品用担体との関連から所望
の治療効果を生ずるよう計算された所定量の活性化合物を含有する。本発明の単位剤形の
詳細は、（ａ）活性化合物の固有の特徴、及び、達成しようとする特定の治療効果、及び
（ｂ）このような活性化合物を、個体の感受性の治療に向けて配合する技術に内在する限
界、によって決定され、またこれらに直接依存する。
【０１８３】
薬学的に許容可能な抗酸化剤の例には：（１）水溶性の抗酸化剤、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、例えばアスコルビン酸パルミテート、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、アルファ-
トコフェロール、等；及び（３）金属キレート剤、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、リン酸等がある。
【０１８４】
治療用組成物の場合、本発明の調合物には、経口、鼻孔、局所（口腔内及び舌下を含む）
、直腸、膣及び／又は非経口投与に適したものが含まれる。当該調合物は適宜、単位剤形
で提供してもよく、製薬業で公知の何らかの方法で調製してもよい。一個分の剤形を作製
するために担体物質と組み合わせることのできる活性成分の量は、治療しようとする対象
、及び特定の投与形態に応じて様々であろう。一個分の剤形を作製するために担体物質と
組み合わせることのできる活性成分の量は、一般に、治療効果を生む組成物量となるであ
ろう。概して、100パーセントのうちで、この量は約0.01パーセント乃至約99パーセント
の活性成分、好ましくは約0.1パーセント乃至約70パーセント、最も好ましくは約1パーセ
ント乃至約30パーセントの範囲であろう。
【０１８５】
経膣投与に適した本発明の調合物には、さらに、当業で適していることが公知の担体を含
有するペッサリ、タンポン、クリーム、ゲル、ペースト、フォーム又はスプレー調合物が
ある。本発明の組成物の局所もしくは経皮投与用の剤形には、粉末、スプレー、軟膏、ペ
ースト、クリーム、ローション、ゲル、溶液、パッチ及び吸入剤、がある。当該の活性化
合物は、薬学的に許容可能な担体や、必要に応じて何らかの保存剤、緩衝剤、又は推進剤
と無菌条件下で混合してよい。
【０１８６】
ここで用いる文言「非経口投与」及び「非経口的に投与する」とは、通常は注射による、
腸管内及び局所投与以外の投与形態を意味し、その中には、限定はしないが、静脈内、筋
肉内、動脈内、鞘内、嚢内、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、くも膜下、髄腔内、硬膜外及び胸骨内注射及び輸注、がある。
【０１８７】
本発明の医薬組成物中に用いてもよい適した水性及び非水性の担体の例には、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）、及びこれらの適した混合物、オリーブ油などの植物油、及びオレイン酸エチルな
どの注射可能な有機エステル、がある。適正な流動性は、例えばレシチンなどのコーティ
ング材料を用いたり、分散液の場合には必要な粒子の大きさを維持したり、そして界面活
性剤を使用するなどにより、維持できる。
【０１８８】
これらの組成物には、保存剤、湿潤剤、乳濁剤及び分散剤などのアジュバントを含有させ
てもよい。微生物の存在を防ぐには、上述の滅菌法と、パラベン、クロロブタノール、フ
ェノールソルビン酸等の多種の抗菌剤及び抗カビ剤の含有の両方を行うと、確実になろう
。例えば糖類、塩化ナトリウム等の等張剤を組成物に含めることも好ましい場合がある。
加えて、注射用の薬形の吸収を長引かせるには、モノステアリン酸アルミニウム及びゼラ
チンなど、吸収を遅らせる薬剤を含めることにより、可能である。
【０１８９】
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ある実施態様では、本発明のヒトモノクローナル抗体を、皮下注射により結晶型で投与す
る。Yang et al. (2003) PNAS, 100(12):6934-6939 を参照されたい。
【０１９０】
本発明の化合物を製薬としてヒト及び動物に投与する場合、これらを単独で与えることも
できるが、又は、例えば0.01%乃至99.5%（より好ましくは0.1%乃至90%）の活性化合物を
薬学的に許容可能な担体と組み合わせて含有する医薬組成物としても、与えることができ
る。
【０１９１】
本発明の化合物を製薬としてヒト及び動物に投与する場合、これらを単独で与えることも
できるが、又は、例えば0.01%乃至99.5%（より好ましくは0.1%乃至90%）の活性化合物を
薬学的に許容可能な担体と組み合わせて含有する医薬組成物としても、与えることができ
る。
【０１９２】
本発明の医薬組成物中の活性成分の実際の投薬量レベルは、特定の患者、組成物、及び投
与形態にとって、患者に毒性となることなく所望の治療応答を得るために有効量の活性成
分が得られるよう、変更してもよい。選択される投薬量レベルは、用いる本発明の特定の
組成物又は、そのエステル、塩又はアミドの活性、投与経路、投与機関、用いる特定の化
合物の排出速度、治療期間、用いる特定の組成物と併用する他の薬物、化合物及び／又は
物質、治療する患者の年齢、性別、体重、状態、全身の健康及び以前の医療歴等、医業で
公知の因子を含め、多種の薬物動態学的因子に依拠することとなろう。
【０１９３】
当業において通常の技術を有する医師又は獣医であれば、本医薬組成物の必要な有効量を
容易に決定及び処方することができる。例えば、この医師又は獣医は、当該医薬組成物中
に用いる本発明の化合物の用量を、所望の治療効果を得るのに必要なそれより少ないレベ
ルで開始し、この投薬量を所望の効果が得られるまで次第に増加させていってもよい。一
般的には、本発明の組成物の適した一日当たりの用量は、治療効果を生むために有効な最
も少ない用量である化合物量であろう。このような有効量は一般に、上で解説した因子に
依拠するであろう。投与は、静脈内、筋肉内、腹腔内、又は皮下によることが好ましく、
好ましくは標的部位の近位に投与するとよい。必要に応じ、治療用組成物の有効な一日分
の用量を、２回、３回、４回、５回、６回又はそれ以上の小分けした用量に分けて別々に
、全日にわたって適当な間隔を置きながら、選択的には単位剤形で投与するとよい。本発
明の化合物を単独で投与することも可能であるが、本化合物を医薬調合物（組成物）とし
て投与することが好ましい。
【０１９４】
ある実施態様では、本発明に基づくヒトモノクローナル抗体を、例えば 200乃至 400 mg/
m2など、10 乃至500 mg/m2 の週間投薬量で輸注により投与してもよい。このような投与
は、例えば３乃至５回など、例えば１乃至８回まで、繰り返してもよい。該投与を、例え
ば２乃至１２時間など、２乃至２４時間にわたる継続的輸注で行ってもよい。
【０１９５】
別の実施態様では、毒性の副作用を減らすために、本ヒトモノクローナル抗体を、例えば
２４時間を超えてなど、長時間にわたる遅い継続的輸注で投与してもよい。
【０１９６】
さらに別の実施態様では、本ヒトモノクローナル抗体を、例えば300 mg、500 mg、700 mg
、1000 mg、1500 mg 又は2000 mgなど、250mg乃至2000magの週間投薬量で、例えば４乃至
６回など、最高８回までで投与する。該投与を、例えば２乃至１２時間など、２乃至２４
時間にわたる継続的輸注で行ってもよい。このような投与養生法を、必要に応じて、例え
ば６ヶ月後又は１２ヶ月後など、一回以上、繰り返してもよい。投薬量は、本CD20抗体を
標的決定する抗イディオタイプ抗体を用いることにより、生物学的試料に入れて投与した
ときの血中のモノクローナル抗CD20抗体の量を測定することにより、決定又は調節するこ
とができる。
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【０１９７】
さらに別の実施態様では、本ヒトモノクローナル抗体を、例えば６ヶ月以上の期間にわた
って週１回など、維持療法で投与する。
【０１９８】
さらに別の実施態様では、本発明に基づくヒトモノクローナル抗体を、CD20に対するヒト
モノクローナル抗体の一回の輸注に続き、放射性同位体に結合させた抗CD20に対するヒト
モノクローナル抗体を輸注するステップを含む養生法により、投与してもよい。該養生法
を、例えば７乃至９日後など、この養生法を、例えば７乃至９日後に繰り返してもよい。
【０１９９】
治療用組成物は当業で公知の医療器具を用いて投与できる。例えばある好適な実施態様で
は、本発明の治療用組成物を、例えば米国特許第5,399,163号；第5,383,851号；第5,312,
335号；第5,064,413号；第4,941,880号；第4,790,824号；又は第4,596,556号に開示され
た器具などの無針皮下注射器具で投与することができる。本発明で有用な公知のインプラ
ント及びモジュールの例には、制御された速度で薬品を分配するインプラント可能なマイ
クロ輸注ポンプを開示する米国特許第4,487,603号；薬品を皮膚を透過させて投与する治
療器具を開示する米国特許第4,486,194号；精確な輸注速度で医薬を送達する医療用輸注
ポンプを開示する米国特許第4,447,233号；継続的な薬物送達のための可変流量式のイン
プラント可能な輸注装置を開示する米国特許第4,447,224号；多チャンバ・コンパートメ
ントを有する浸透圧薬物送達系を開示する米国特許第4,439,196号；及び浸透圧薬物送達
系を開示する米国特許第4,475,196号、がある。これらの特許を引用をもってここに援用
することとする。数多くの他のこのようなインプラント、送達系、及びモジュールが当業
者に公知である。
【０２００】
いくつかの実施態様では、本発明のヒトモノクローナル抗体を、in vivoで確実に適正に
分布するように調合することができる。例えば血液脳関門（ＢＢＢ）は数多くの親水性化
合物を排除する。本発明の治療用化合物がＢＢＢを確実に透過するようにする（望ましい
場合）には、これらを例えばリポソーム中に調合することができる。リポソームの製造方
法については、例えば米国特許第4,522,811号; 第5,374,548号；及び第5,399,331号を参
照されたい。前記リポソームは、特定の細胞又は臓器に選択的に輸送されて目的の薬物送
達を高めるような１つ以上の成分を含んでいてもよい
(例えばV.V. Ranade (1989) J. Clin. Pharmacol. 29:685)。標的決定成分の例には、葉
酸又はビオチン（例えばLow et al.の米国特許第5,416,016号を参照されたい)；マンノシ
ド（Umezawa et al., (1988) Biochem. Biophys. Res. Commun. 153:1038)；抗体(P.G.Bl
oeman et al. (1995) FEBS Lett. 357:140; M. Owais et al. (1995) Antimicrob.Agents
 Chemother. 39:180)；その様々な種が本発明の調合物や、本発明の分子の構成成分を成
していてもよいサーファクタントプロテインＡ受容体
(Briscoeet al. (1995) Am. J. Physiol. 1233:134)；p120 (Schreier et al. (1994) J.
 Biol. Chem. 269:9090);があり、さらにK. Keinanen; M.L. Laukkanen (1994) FEBS Let
t.346:123; J.J. Killion; I.J. Fidler (1994) Immunomethods 4:273を参照されたい。
本発明の一実施態様では、本発明の治療用化合物をリポソーム中に調合する。より好適な
実施態様では、当該リポソームが標的決定成分を含む。最も好適な実施態様では、当該リ
ポソーム中の治療用化合物を、腫瘍又は感染に近位の部位への大量注射により送達する。
当該組成物は、注射筒での注入が容易な程度に流動性でなくてはならない。それは、製造
及び保管条件下で安定でなくてはならず、細菌及び真菌などの微生物の汚染作用から守ら
れていなくてはならない。
【０２０１】
更なる実施態様では、本発明のヒトモノクローナル抗体を、胎盤を通るそれらの輸送を妨
げる又は減らすように調合することができる。これは、例えば抗体のPEG化や、又はF(ab)
2'フラグメントを用いるなど、当業で公知の方法により行うことができる。更に、"Cunni
ngham-Rundles C, Zhuo Z, Griffith B, Keenan J. (1992) Biological activities of p
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olyethylene-glycol immunoglobulin conjugates. Resistance to enzymatic degradatio
n. J Immunol Methods. 152:177-190; and to "Landor M. (1995) Maternal-fetal trans
fer of immunoglobulins, Ann Allergy Asthma Immunol 74:279-283を参照することがで
きる。これは、当該の抗体を、再発性自然流産を治療又は防止するために用いる場合に特
に関係する。
【０２０２】
腫瘍の治療のための「治療上有効量」は、完全でも、又は部分的でもいい他覚的腫瘍応答
により測定することができる。完全応答（CR）は、疾患の非臨床的、放射線学的又は他の
証拠であると定義されている。部分的応答（PR）は、腫瘍の凝集物の大きさの50%を越え
る減少が原因で起きる。悪化までの中央値時間は、他覚的腫瘍応答の時間的長さを特徴付
ける測定値である。
【０２０３】
また、腫瘍治療にとっての「治療上有効な投薬量」は、疾患の進行を安定化させるその力
によっても、測定することができる。ある化合物の癌阻害能は、ヒト腫瘍での効験を予測
する動物モデル系で評価することができる。代替的には、ある組成物のこのような特性を
、当該化合物の細胞成長もしくはアポトーシス阻害能を調べたり、又は、当業者に公知の
in vitro検定法により、評価することができる。治療用化合物の治療上有効量は、対象に
おいて腫瘍の大きさを減らすか、又は、症状を改善することができるものである。当業者
であれば、対象の体格、対象の症状の重篤度、及び選択された特定の組成物又は投与経路
といった因子に基づいて、このような量を決定できよう。
【０２０４】
リウマチ性関節炎にとっての「治療上有効な投薬量」は、好ましくは、患者において ACR
20の 改善の予備的定義（Preliminary Definition of Improvement）、より好ましくはAC
R50の改善の予備的定義（Preliminary Definition of Improvement）、そしてさらにより
好ましくは、 ARC70の改善の予備的定義（Preliminary Definition of Improvementをも
たらすものであろう。
【０２０５】
ACR20の改善の予備的定義（Preliminary Definition of Improvement）は：
= 軟弱関節得点（TCJ）及び膨張性関節得点（SWJ）における20% の改善及び以下の五つの
評価点のうち３つにおける≧20%の改善：患者疼痛評価 (VAS)、患者包括的評価 (VAS)、
担当医包括的評価 (VAS)、患者自己評価による能力障害 (HAQ)、急性相反応物 (CRP 又は
 ESR)、と定義されている。
【０２０６】
ACR50及びACR70は、同じ方法でそれぞれ≧ 50% 及び≧70%の改善と定義されている。更な
る詳細については、Felson et al. in American College of Rheumatology Preliminary
Definition of Improvement in Rheumatoid Arthritis; Arthritis Rheumatism (1995)
38: 727-735を参照されたい。
【０２０７】
本組成物は、無菌、かつ、本組成物を注射筒で送達可能な程度に流動性でなくてはならな
い。当該の担体は、水に加え、等張の緩衝生理食塩水、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、及び液体ポリエチレングリコール等）、及びこれ
らの適した混合物であってよい。適正な流動性は、例えばレシチンなどのコーティングを
用いたり、分散液の場合には必要な粒子サイズを維持したり、そして界面活性剤を利用す
るなどにより、維持できる。多くの場合、糖類、マンニトール又はソルビトールなどの多
価アルコール、及び塩化ナトリウムなどの等張剤を組成物中に含めることが好ましい。注
射可能な組成物の長期吸収は、モノステアリン酸アルミニウム又はゼラチンなど、吸収を
遅らせる物質を組成物中に含めると、可能である。
【０２０８】
活性化合物を上述のように適切に保護すれば、当該化合物を、例えば不活性の希釈剤又は
同化可能な食用担体と一緒に経口投与してもよい。
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【０２０９】
ＶＩ．発明の用途及び方法
本発明のヒト抗体（ここで解説された免疫複合体、二重特異的／多重特異的物質、組成物
及び他の誘導体）は、CD20を発現する細胞の関与する診断及び治療を含め、in vitro 及
びin vivo で診断上及び治療上の数多くの実用性を有する。例えば本抗体を、多種の疾患
を治療、予防又は診断するために、in vitro 又はex vivoなどの培養中の細胞や、又は、
in vivoでなどヒト対象に投与することができる。ここで用いる用語「対象」には、CD20
に対するヒト抗体に応答（正常又は悪性）するヒト及び非ヒト動物が包含されるものと、
意図されている。好適な対象には、Ｂ細胞を阻害又は制御することにより是正又は改善す
ることのできる以上を有するヒトの患者が含まれる。
【０２１０】
例えば、ある実施態様において、本発明のヒト抗体を用いて、NHLなどのＢ細胞リンパ腫
を含め、CD20を発現する腫瘍細胞の存在を特徴とする異常など、腫瘍化異常のある対象を
治療することができる。治療及び／又は防止の可能な腫瘍化疾患の例には、前駆Ｂ細胞リ
ンパ芽球性白血病／リンパ腫を含め、NHLなどのＢ細胞リンパ腫及び成熟Ｂ細胞新生物、
例えばＢ細胞慢性リンパ球性白血病 (CLL)／小リンパ球性リンパ腫 (SLL)、Ｂ細胞プロリ
ンパ球性白血病、リンパ形質細胞性リンパ腫、外套細胞リンパ腫 (MCL)、 低級、中級及
び高級FLを含む濾胞性リンパ腫 (FL)、皮膚濾胞中心リンパ腫、辺縁帯Ｂ細胞リンパ腫 (M
ALT型、結節性及び脾性）、ヘアリーセル白血病、 びまん性大Ｂ細胞リンパ腫、バーキッ
トリンパ腫、形質細胞腫、形質細胞骨髄腫、移植後リンパ増殖異常、ワルデンストレーム
大グロブリン血症、及び異形成性大細胞リンパ腫 (ALCL)、がある。
【０２１１】
Ｂ細胞非ホジキンリンパ腫の更なる例は、リンパ腫様肉芽腫症、原発性浸出リンパ腫、血
管内大Ｂ細胞リンパ腫、縦隔大Ｂ細胞リンパ腫、重鎖疾患（γ、μ及びα疾患を含む）、
免疫抑制剤による治療で誘導されるリンパ腫、例えばシクロスポリン誘導性リンパ腫、及
びメトトレキセート誘導性リンパ腫、である。
【０２１２】
更なる実施態様では、本発明のヒト抗体を用いてホジキンリンパ腫を治療することができ
る。
【０２１３】
CD20発現Ｂ細胞が関与する、治療及び／又は予防の可能な免疫異常の例には、自己免疫異
常、例えば乾癬、乾癬性関節炎、皮膚炎、全身性強皮症及び硬化症、炎症性腸疾患 (IBD)
、クローン病、潰瘍性大腸炎、呼吸窮迫症候群、髄膜炎、脳炎、ブドウ膜炎、腎炎、湿疹
、喘息、アテローム性硬化症、白血球接着不全、多発性硬化症、レイノー症候群、シェー
グレン症候群、若年発症性糖尿病、ライター病、ベーチェット病、免疫複合体腎炎、IgA
ニューロパチー、IgM多発性神経炎、免疫媒介血小板減少症、例えば急性特発性血小板減
少性紫斑病及び慢性特発性血小板減少性紫斑病、溶血性貧血、重症筋無力症、ループス腎
炎、全身性エリテマトーデス、リウマチ性関節炎(RA)、アトピー性皮膚炎、天疱瘡、グレ
ーブズ病、橋本甲状腺炎、ウェグナー肉芽腫症、オーメン症候群、慢性腎不全、急性感染
性単核細胞症、HIV、及び疱疹ウィルス関連疾患、がある。更に、Ｂ細胞のウィルス感染
により引き起こされる又は媒介される他の疾患及び異常は、更なる例は、重症急性呼吸窮
迫症候群及び舞踏病網膜炎である。更に、他の疾患及び異常には、エプスタイン－バーウ
ィルス(EBV）等、Ｂ細胞のウィルス感染によって引き起こされる又は媒介されるものがあ
る。
【０２１４】
自己抗体及び／又は過剰なＢリンパ球活性が顕著であり、治療及び／又は予防の可能な炎
症性、免疫及び／又は自己免疫異常の更なる更なる例には、以下のものがある：
脈管炎及び他の血管障害、例えば顕微鏡的多発性血管炎、チャーグ－ストラウス症候群、
及び他のANCA関連脈管炎、結節性多発性動脈炎、本態性クリオグロブリン血性脈管炎、皮
膚白血球性（leukocytoclastic）血管炎、川崎病、高安動脈炎、巨細胞性関節炎、ヘノッ
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ホ－シェーンライン紫斑病、原発性又は孤立性脳血管炎、結節性紅斑、閉塞性血栓動脈炎
、血栓性血小板減少性紫斑病（溶血性尿毒症症候群を含む）、及び（Ｂ型肝炎、Ｃ型肝炎
、ワルデンストレーム大グロブリン血症、Ｂ細胞新形成、リウマチ性関節炎、シェーグレ
ン症候群、又は全身性エリテマトーデスに続発する）皮膚白血球性血管炎を含む続発性脈
管炎；更なる例は、結節性紅斑、アレルギー性脈管炎、皮下脂肪組織炎、ウェーバー‐ク
リスチャン病、高グロブリン血性紫斑病、及びバージャー病；
皮膚障害、例えば接触性皮膚炎、線形IgA皮膚病、白斑、壊疽性膿皮症、後天性表皮水疱
症、尋常性天疱瘡（瘢痕性類天疱瘡及び水疱性類天疱瘡を含む）、円形脱毛症（全身性脱
毛症及び完全脱毛症を含む）、疱疹状皮膚炎、多形性紅斑、及び慢性自己免疫蕁麻疹 （
血管運動神経性浮腫及び蕁麻疹性脈管炎を含む）；
免疫媒介性血球減少症、例えば自己免疫血球減少症、及び赤血球糸無形成症；
結合組織異常、例えばCNSルーパス、円板状エリテマトーデス、CREST症候群、混合型結合
組織病、多発性筋炎／皮膚筋炎、封入体筋炎、アミロイド症、Ｉ型及びＩＩ型クリオグロ
ブリン血症、結合組織炎、リン脂質抗体症候群、続発性血友病、再発性多発性軟骨炎、サ
ルコイドーシス、スティッフマン症候群、及びリウマチ熱；であり、更なる例は、酸親和
性筋膜炎；
関節炎疹、例えば強直性脊髄炎、若年性慢性関節炎、成人スティル病、及びSAPHO症候群
；であり、更なる例は仙腸骨炎、反応性関節炎、スティル病、及び痛風；
血液異常、例えば再生不良性貧血、原発性溶血性貧血（寒冷凝集素症候群を含む）、CLL
又は全身性エリテマトーデスに続発する溶血性貧血；POEMS症候群、悪性貧血、及びワル
デンストレーム高グロブリン血性紫斑病であり；更なる例は無顆粒球症、自己免疫性好中
球減少症、フランクリン病、セリグマン病、μ鎖病、胸腺腫及びリンパ腫に続発するパラ
ネオプラスチック症候群、及びＶＩＩＩ因子阻害物質形成；
内分泌障害、例えば多発性内分泌障害、及びアジソン病であり；更なる例は自己免疫性低
血糖症、自己免疫性甲状腺機能低下症、自己免疫性インシュリン症候群、ド－ケルヴァン
甲状腺炎、及びインシュリン受容体抗体媒介性インシュリン抵抗性；
肝－胃腸管異常、例えばセリアック病、ウィップル病、原発性胆汁性肝硬変、慢性進行性
肝炎、及び原発性硬化性胆管炎であり；更なる例は、自己免疫性胃炎；
ネフロパチー、例えば急速進行性腎炎、後連鎖球菌腎炎、グッドパスチャー症候群、膜性
糸球体腎炎、及びクリオグロブリン性腎炎であり；更なる例は微小変化疾患；
神経障害、例えば自己免疫ニューロパチー、多発性単神経炎、ランバート－イートン筋無
力症候群、シドナム舞踏病、脊髄癆、及びギラン－バレー症候群；であり；更なる例は、
ミエロパチー／熱帯痙攣性麻痺、重症筋無力症、急性炎症性脱髄性多発性神経炎、及び慢
性炎症性脱髄性多発性神経炎；
心臓及び肺の異常、例えば線維化性肺胞隔炎、閉塞性細気管支炎、アレルギー性アスペル
ギルス症、嚢胞性線維症、レフレル症候群、心筋炎、及び心膜炎；があり、更なる例は、
過敏性肺炎、及び肺癌に続発するパラネオプラスチック症候群であり；
気管支喘息及び高IgE症候群などのアレルギー性異常があり；更なる例は一過性黒内障で
あり；
特発性脈絡網膜炎などの眼科系異常；
パルボウィルスＢ感染などの感染性疾患（ハンズ・アンド・ソックス（原語：hands-and-
socks）症候群を含む；
再発性流産、再発性胎児消失、及び子宮内成長遅延などの婦人科系－産科異常；更なる例
は婦人科系新生物に続発する経産婦新生物障害；
精巣新生物に続発する腫瘍随伴性症候群などの男性生殖異常；
同種異系移植片及び異種移植片拒絶、及び移植片対宿主疾患などの移植由来異常、がある
。
【０２１５】
ある実施態様では、当該の疾患は、潰瘍性大腸炎、クローン病、若年発症性糖尿病、多発
性硬化症、免疫媒介性血小板減少症、例えば急性特発性血小板減少紫斑病及び慢性特発性
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血小板減少紫斑病、溶血性貧血（自己免疫溶血性貧血）、筋無力症、全身性硬化症、及び
尋常性天疱瘡から選択される炎症性、免疫及び／又は自己免疫異常である。
【０２１６】
別の実施態様では、本発明のヒト抗体を用いて、CD20のレベル、又は、膜表面上にCD20を
含有する細胞のレベルを検出することができ、その後このレベルを特定の疾患症状に結び
付けることができる。代替的には、本抗体を用いて、CD20発現細胞の機能を枯渇させ又は
CD20発現細胞の機能と相互作用することで、これらの細胞を、当該疾患の重要な媒介物質
とすることができる。これは、試料及びコントロール試料を、本抗CD20抗体に、本抗体と
CD20との間の複合体形成が可能な条件下で接触させることにより、達成することができる
。本抗体とCD20との間で形成されたいずれかの複合体を検出し、試料及びコントロール間
で比較する。
【０２１７】
本発明のヒト抗体は、まず、治療上又は診断上の使用に伴う結合活性についてin vitroで
検査することができる。例えば、本抗体を、下記の実施例で解説するフローサイトメトリ
検定法を用いて検査することができる。さらに、CD20発現細胞の成長及び／又は致死の阻
害を含め、少なくとも１つのエフェクタ媒介性エフェクタ細胞活性を惹起する上での本抗
体の活性を検定することができる。例えば、本抗体のCDC及び／又はアポトーシス惹起能
を検定することができる。CDC、同型接着、分子集合又はアポトーシスに関して検定する
ためのプロトコルは下記の実施例で解説されている。
【０２１８】
本発明のヒト抗体は、さらに、多種のCD20関連疾患の治療及び診断において更なる実用性
を有する。例えば、本ヒト抗体を用いて、以下の生物学的活性のうちの１つ以上をin viv
o 又は
in vitro で惹起することができる：CD20発現細胞の成長及び／又は分化を阻害する；CD2
0発現細胞を致死させる；ヒトエフェクタ細胞の存在下でCD20発現細胞の貪食又はADCCを
媒介する；補体の存在下でCD20発現細胞のCDCを媒介する；CD20発現細胞のアポトーシス
を媒介する；同型接着を誘導する；及び／又は
CD20結合時に脂質ラフトへの転位を誘導する。
【０２１９】
ある具体的な実施態様では、本ヒト抗体を、多種のCD20関連疾患を治療、予防又は診断す
るためにin vivo で用いる。CD20関連疾患の例には、とりわけ、Ｂ細胞リンパ腫、例えば
NHL、及び免疫疾患、例えば上に挙げたものなどの自己免疫疾患、がある。
【０２２０】
ある具体的な実施態様では、本発明の抗体を用いて、本抗体がCD20担持腫瘍細胞を枯渇さ
せる場合にはNHLを治療又は予防する。
【０２２１】
非ホジキンリンパ腫は、Ｂ細胞リンパ腫の一種である。Ｂ細胞リンパ腫などのリンパ腫は
、リンパ球（血球）が悪性になったときに生じる一群の関連する癌である。リンパ球の正
常な機能は、侵入物；ばい菌、ウィルス、真菌、さらに癌、から身体を防御することであ
る。リンパ球には数多くのサブタイプ及び成熟段階があり、従って多種のリンパ腫がある
。正常細胞同様に、悪性のリンパ球は身体の数多くの部分に移動することができる。典型
的には、リンパ腫はリンパ系：骨髄、リンパ節、脾臓、及び血液、中で腫瘍を形成する。
しかしながら、これらの細胞は他の器官に泳動する場合がある。特定の種類のリンパ腫は
、正常な形の細胞が常在する位置で成長する傾向がある。例えば、濾胞性NHL腫瘍はリン
パ節でよく発達する。
【０２２２】
CD20は通常、NHLに関連する新生物（即ち腫瘍原性）Ｂ細胞上に高レベルで発現する。従
って、本発明のCD20結合抗体を用いて、NHLにつながるCD20担持腫瘍細胞を枯渇させるこ
とができ、従ってこの疾患を予防又は治療するために用いることができる。
【０２２３】
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本発明のヒト抗体（例えばヒトモノクローナル抗体、多重特異的及び二重特異的分子）は
、CD20の他の効果を遮断又は阻害するためにも用いることができる。例えばCD20は、Ｂリ
ンパ球上に発現し、これらの細胞の増殖及び／又は分化に関与していることが公知である
。Ｂリンパ球は免疫モジュレータとして機能するため、CD20は、自己免疫異常に関与する
、Ｂリンパ球を不活性化又は致死させるなど、Ｂリンパ球を標的決定するための抗体媒介
性治療法の重要なターゲットである。このような自己免疫異常には、例えば上に挙げた疾
患がある。
【０２２４】
本発明の抗体組成物（例えばヒトモノクローナル抗体、多重特異的及び二重特異的分子並
びに免疫複合体）をin vivo及びin vitroで投与する適した経路 は当業で公知であり、当
業者が選択することができる。例えば、本抗体組成物を注射（例えば静脈内又は皮下）投
与することができる。用いられる分子の適した投薬量は、対象の年齢及び体重や、本抗体
組成物の濃度及び／又は処方に依存するであろう。さらに、腫瘍の大きさを判定でき、適
した投薬量を計算するために用いることができる。
【０２２５】
前に解説したように、本発明のヒト抗CD20抗体を、例えば細胞傷害性作用薬、放射毒性作
用薬又は免疫抑制剤など、一種以上の他の治療薬と一緒に同時投与することができる。本
抗体を作用薬に（免疫複合体として）連結することも、あるいは、当該作用薬とは別に投
与することもできる。後者の場合（別の投与）、本抗体を、当該作用薬の前、後又は同時
に投与することも、あるいは、放射線などの抗癌治療法など、他の公知の治療法と同時投
与することもできる。このような治療薬には、とりわけ、ドキソルビシン、シスプラチン
、ブレオマイシン、カルムスチン、クロラムブシル、及びシクロホスファミドなどの抗新
生物作用薬がある。本発明のヒト抗CD20抗体の、化学療法薬との同時投与により、ヒト腫
瘍細胞に対して細胞傷害性効果を生ずる異なる機序で働く二種抗癌薬が提供される。この
ような同時投与は、薬物耐性の発生や、又は、腫瘍細胞を本抗体に対して非反応性にする
であろう抗原性変化を原因とする問題を解決することができる。
【０２２６】
本発明の組成物（例えばヒト抗体、多重特異的及び二重特異的分子）に連結させたエフェ
クタ細胞など、標的特異的エフェクタ細胞を治療薬として用いることもできる。標的決定
するエフェクタ細胞は、マクロファージ、好中球又は単球などのヒト白血球であってよい
。他の細胞には、好酸球、ナチュラルキラー細胞及び他のIgG-もしくはIgA-受容体担持細
胞、がある。好ましければ、エフェクタ細胞を、治療しようとする対象から得ることがで
きる。標的特異的エフェクタ細胞は、生理学的に許容可能な溶液による細胞懸濁液として
投与することができる。投与される細胞数は、１０８乃至１０９の桁でよいが、治療目的
に応じて様々であろう。一般的には、当該の量は、CD20発現腫瘍細胞などの標的細胞への
局在化や、貪食などによる細胞致死を行わせるために充分なものであろう。投与経路も様
々であってよい。
【０２２７】
標的特異的エフェクタ細胞による治療法は、標的決定された細胞を除去する他の技術と併
用して行うことができる。例えば、本発明の組成物（例えばヒト抗体、多重特異的及び二
重特異的分子）、及び／又は、これらの組成物で武装化させた抗腫瘍治療法は化学療法と
併用することができる。加えて、併用療法を、２つの異なる細胞傷害性エフェクタ集団に
腫瘍細胞拒絶を命令するために用いてもよい。例えば、抗Fc-γRI又は好CD3に連結させた
抗CD20抗体を、IgG-もしくはIgA-受容体特異的結合剤と併用してもよい。
【０２２８】
本発明の二重特異的及び多重特異的分子は、細胞表面上の受容体をキャップする又は消失
させるなどにより、エフェクタ細胞上のFcγR又はFcαRレベルを調節するためにも用いる
ことができる。抗Fc受容体の混合物もこの目的のために用いることができる。
【０２２９】
補体に結合するIgG1、-2、又は-3 又はIgM由来の部分など、補体結合部位を有する本発明
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の組成物（例えばヒト抗体、多重特異的及び二重特異的分子並びに免疫複合体）も、補体
の存在下で用いることができる。ある実施態様では、標的細胞を含む細胞集団を本発明の
結合剤及び適したエフェクタ細胞でex vivo 処理する方法を、補体又は補体含有血清の添
加により、補うことができる。本発明の結合剤で被覆した標的細胞の貪食は、補体タンパ
ク質の結合により、向上させることができる。別の実施態様では、本発明の組成物（例え
ばヒト抗体、多重特異的及び二重特異的分子）で被覆した標的細胞も、補体により溶解さ
せることができる。さらに別の実施態様では、本発明の組成物は補体を活性化しない。
【０２３０】
本発明の組成物（例えばヒト抗体、多重特異的及び二重特異的分子並びに免疫複合体）を
、補体と一緒に投与することもできる。従って、本発明の範囲内には、ヒト抗体、多重特
異的もしくは二重特異的分子及び血清又は補体を含む組成物がある。これらの組成物は、
当該の補体が、本ヒト抗体、多重特異的もしくは二重特異的分子に近い位置にあるという
点で有利である。代替的には、本発明の本ヒト抗体、多重特異的もしくは二重特異的分子
及び補体又は血清を別々に投与することができる。本発明の組成物の標的細胞への結合に
より、CD20抗原－抗体複合体の、細胞膜の脂質ラフトへの転位が起きる。このような転位
の結果、高密度の抗原抗体複合体が生じて、CDCを効率的に活性化及び／又は向上させる
であろう。
【０２３１】
さらに本発明の範囲内には、本発明の抗体組成物（例えばヒト抗体及び免疫複合体）及び
使用に関する指示を含むキットがある。本キットには、さらに、例えば免疫抑制性試薬、
細胞傷害性作用薬又は放射毒性作用薬、又は一種以上の付加的な本発明のヒト抗体（例え
ば補完的な活性を有するヒト抗体など）など、一種以上の付加的な試薬を含めることがで
きる。
【０２３２】
従って、本発明の抗体組成物で処理された患者に、本ヒト抗体の治療効果を高める又は増
強する、例えば細胞傷害性もしくは放射毒性作用薬などの別の治療薬を（本発明のヒト抗
体の投与前、投与と同時、又は投与後に）付加的に投与することができる。
【０２３３】
他の実施態様では、例えば対象をサイトカリンで治療するなどにより、Fcγ又はFcα受容
体の発現又は活性を高める又は阻害するなど調節する作用薬で対象を付加的に治療するこ
とができる。本多重特異的分子による治療中の投与に好適なサイトカインには、顆粒球コ
ロニ刺激因子（G-CSF）、顆粒球－マクロファージ・コロニ刺激因子（GM-CSF）、インタ
ーフェロン-γ(IFN-γ）、及び腫瘍壊死因子（TNF）、がある。
【０２３４】
本発明の組成物（例えばヒト抗体、多重特異的及び二重特異的分子）は、例えばFcγR又
はCD20を発現する細胞を標識するためなど、このような細胞を標的決定するためにも用い
ることができる。このような用途の場合、結合剤を、検出の可能な分子に連結することが
できる。このように、本発明は、FcγR又はCD20など、Fc受容体を発現する細胞をex vivo
又はin vitroで局在化する方法を提供するものである。検出可能な標識は、例えば放射性
同位体、蛍光化合物、酵素、又は酵素コファクタなどであってよい。
【０２３５】
ある具体的な実施態様では、本発明は、試料及びコントロール試料を、本抗体又はその部
分とCD20との間の複合体形成が可能な条件下で、CD20に特異的に結合するヒトモノクロー
ナル抗体に接触させるステップを含む、試料中のCD20抗原の存在を検出する、あるいは、
CD20抗原の量を測定する、方法を提供するものである。次に複合体の形成を検出するが、
このとき、コントロール試料に比較したときの試料の複合体形成の違いは、この試料中の
CD20抗原の存在の指標である。
【０２３６】
他の実施態様では、本発明は、上に解説したヒト抗体を対象に投与することにより、例え
ば非ホジキンリンパ腫又はリウマチ性関節炎など、対象におけるCD20発現細胞が関与する
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異常を治療する方法を提供するものである。このような抗体及びその誘導体を用いて、例
えば増殖及び／又は分化など、特定の異常に関連するCD20誘導性活性を阻害する。本抗体
をCD20に接触させる（例えば本抗体を対象に投与するなどにより）と、CD20のｋのような
活性を誘導する能力が阻害されて、関連する異常が治療される。
【０２３７】
従って、別の実施態様では、本発明は、NHLなど、CD20発現細胞が関与する腫瘍原性異常
を治療又は予防する方法を提供するものである。本方法は、本発明の抗体組成物を対象に
、当該異常を治療又は予防するために有効量、投与するステップを含む。本抗体組成物は
、単独で投与することも、あるいは、本抗体組成物と結合的又は相乗的に作用してCD20発
現細胞が関与する疾患を治療又は予防するような、細胞傷害性もしくは放射毒性作用薬な
どの別の治療薬と一緒に投与することもできる。ある具体的な好適な実施態様では、非ホ
ジキンリンパ腫を治療する方法を提供するものである。
【０２３８】
別の実施態様では、例えば上に挙げた疾患など、ヒトCD20発現細胞が関与する自己免疫異
常を治療又は予防する方法を提供するものである。本方法は、本発明の抗体組成物を当該
の異常の治療又は予防するのに有効量、対象に投与するステップを含む。本抗体を単独で
投与することも、あるいは、本抗体組成物と結合的又は相乗的に作用して、CD20発現細胞
が関与する疾患を治療又は予防するよう作用するような免疫抑制剤などとして、別の治療
薬と一緒に投与することもできる。
【０２３９】
さらに別の実施態様では、本発明は、in vivo 又はin vitroのCD20発現細胞の存在を検出
する、又は、量を定量する方法を提供するものである。本方法は、（ｉ）検出可能なマー
カに結合させた本発明の組成物（例えば多重もしくは二重特異的分子）を対象に投与する
ステップ；（ｉｉ）前記対象を、前記検出可能なマーカを検出する手段に曝露して、CD20
発現細胞を含有する区域を特定するステップ、を含む。
【０２４０】
さらに別の実施態様では、本発明の免疫複合体を用いて、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）を当該抗体に連結することにより、表面上にCD20を
発現させて有する細胞に標的決定することができる。このように、本発明は、リード－ス
テルンベルグ細胞などのex vivo 又は
in vitro のCD20発現細胞を、（例えば放射性同位体、蛍光化合物、酵素、又は酵素コフ
ァクタなどの検出可能な標識で）位置確認するための方法を提供するものである。代替的
には、本免疫複合体を用いて、細胞毒又は放射性毒素をCD20に標的決定することにより、
表面上にCD20を発現させて有する細胞を致死させることができる。
【０２４１】
本発明を、以下の実施例でさらに解説するが、以下の実施例を更に限定的なものとして捉
えられてはならない。
【０２４２】
Daudi、ARH-77、DOHH、Raji、Ramos-EHRB、及びTanoueＢ細胞系を、10% ウシ胎児血清（F
CS）（カナダ、セント・ブルーノ、ウィセント社、オプティマムC241）2 mM L-グルタミ
ン、100 IU/ml ペニシリン、100μg/ml ストレプトマイシン、及び1 mM ピルビン酸ナト
リウム（すべて、スコットランド、ペーズリー、ライフ・テクノロジーズ、ギブコBRL社
）を添加したRPMI1640培養基で培養した。
【０２４３】
SU-DHL-4 Ｂ細胞系を、同じ媒質だがピルビン酸ナトリウムのない中で培養した。
【０２４４】
培養物を、加湿した5%
CO2インキュベータ内で３７℃に維持し、分割し、そして80%-90%コンフルエントな時点で
採集した。
【０２４５】
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培養物を２７℃に加湿した5%
CO2インキュベータ内に維持し、分割し、80-90%コンフルエント時に採集した。培地を１
週間に２回、取り替えた。この時点で細胞を分割し、1-1.5 x 106細胞/ml になるように
接種して、生存率及び最適な成長を確認した。
【０２４６】
実施例１ CD20に対するヒト抗体の作製 
HCo7 及びKM マウス： CD20に対する完全ヒトモノクローナル抗体を、ヒト抗体遺伝子を
発現するHCo7及びKMマウスを用いて調製した。KMマウス株において、内因性のマウス・カ
ッパ軽鎖遺伝子を、Chen et al. (1993) EMBO J. 12:811-820 に解説された通りにホモ接
合型破壊し、内因性のマウス重鎖遺伝子を、PCT公報WO 01/09187の実施例１に解説された
通りにホモ接合型に破壊した。このマウス株はFishwild
et al. (1996) Nature Biotechnology 14:845-851に解説された通りのヒトカッパ軽鎖導
入遺伝子KCo5を持つ。このマウス株は、さらに、WO 02/43478に解説された１４番染色体
フラグメントhCF(SC20)から成るヒト重鎖トランスクロモソームも持つ。
【０２４７】
HCo7マウスは、JKD破壊をそれらの内因性軽鎖（カッパ）遺伝子に（Chen et al.(1993) E
MBO J. 12: 821-830に解説された通りのもの）、CMD破壊をそれらの内因性重鎖遺伝子（W
O 01/14424の実施例１に解説された通りのもの）、KCo5ヒトカッパ軽鎖導入遺伝子（Fish
wild et al. (1996) Nature Biotechnology 14:845-851に解説されたもの）、及びHCo7ヒ
ト重鎖導入遺伝子（US 5,770,429に解説されたもの）を持つ。
【０２４８】
HCo7及びKM マウス免疫化： HCo7及びKMマウスを、ヒトCD20トランスフェクトされたNS/0
細胞で免疫した。１回目の免疫処理のために、マウス１匹当たり、1x107 個の細胞の150
μl PBS溶液を１：１で完全フロイント・アジュバントに混合し、腹腔内(i.p.)注射した
。次のi.p.免疫処理は、アジュバントとない同様の量の細胞を用いて行った。融合前の３
及び２日間、マウスを0.5 x 107 個の細胞のPBS懸濁液で静脈内により追加刺激した。
【０２４９】
マウスの血清中のヒトCD20を狙った抗体の存在を、フローサイトメトリにより、FACS分析
を用い、ヒトCD20をトランスフェクトされたNS/0細胞やCD20陰性親NS/0細胞を用いて観察
した。
【０２５０】
CD20に対するヒトモノクローナル抗体を産生するハイブリドーマの作製：
マウス脾細胞をHCo7及びKMマウスから単離し、PEGでマウス骨髄腫細胞株に標準的なプロ
トコルに基づいて融合させた。次に、その結果できたハイブリドーマをヒトIgG、κの産
生についてELISAでスクリーニングし、またCD20特異性について、ヒトCD20 をトランスフ
ェクトしたNS/0 及びSKBR3細胞を用いてFACS分析によりスクリーニングした。免疫後のマ
ウスの脾臓リンパ球の単個細胞懸濁液を、SP2/0 非分泌性マウス骨髄腫細胞 (ATCC、CRL 
1581) の４分の１の数に50% PEG （シグマ社）で融合させた。細胞をほぼ1×105／ウェル
になるように平底微量定量プレートにプレートした後、約２週間、10%
ウシ胎児血清、10%
P388D1（ATCC、CRL TIB-63）調整培地、3-5% オリゲン (IGEN)のDMEM（高グルコース、L-
グルタミン及びピルビン酸ナトリウムのメディアテック、CRL 10013）溶液に5 mM HEPES
、0.055 mM 2-メルカプトエタノール、50 mg/ml ゲンタマイシン及び1x HAT（シグマ社、
CRL P-7185）を加えたものを含有する選択培地でインキュベートした。１－２週間後、細
胞を、HATをHTに取り替えた培地で培養した。次に個々の細胞をフローサイトメトリによ
りヒト抗CD20モノクローナルIgG抗体についてスクリーニングした。広汎なハイブリドー
マ成長が起きたら、培地を通常、１０乃至１４日後に観察した。抗体分泌性ハイブリドー
マを取り替え、再度スクリーニングし、そしてまだヒトIgGについて陽性であれば、抗CD2
0 モノクローナル抗体を限界希釈によりサブクローニングした。次に安定なサブクローン
をin vitro で培養して少量の抗体を、特徴付け用の組織培養株中に産生させた。親細胞
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の反応性を保持した（FACSにより）各ハイブリドーマ由来のクローンを１つ、選び出した
。5-10 個のバイアルの細胞バンクを、各クローン毎に作製し、液体窒素中に保管した。
【０２５１】
CD20／一次スクリーンに結合するヒトモノクローナル抗体の選抜
抗体のアイソタイプを判定するために、アイソタイプELISAを行った。微量定量プレート
のウェルを1μg/mlのマウス抗ヒトカッパ軽鎖で、１ウェル当たり50μlのＰＢＳ溶液にし
て被覆して、４℃で一晩、インキュベートした。５％ニワトリ血清で遮断した後、プレー
トをその上清及び精製済みアイソタイプ・コントロールと反応させた。次にプレートを周
囲温度で１乃至２時間、インキュベートした。次にこのウェルをヒトIgG1、IgG2、IgG3 
又はIgG4特異的西洋わさびペルオキシダーゼ結合プローブと反応させた。
プレートを展開させ、上述した通りに分析した。
【０２５２】
４種類のハイブリドーマ細胞株を作製したが、３つはKMマウスの融合体であり、１つは、
以下の抗体を発現するHCo7マウスの融合体である：
2F2：ヌクレオチド配列：配列番号１及び３、並びにアミノ酸配列：配列番号２及び４を
持つヒトモノクローナルIgG1、κ抗体。
4C9：2F2と全く同じアミノ酸配列である配列番号２及び４を持つヒトモノクローナルIgG1
、κ抗体。
7D8：ヌクレオチド配列：配列番号５及び７並びにアミノ酸配列：配列番号６及び８を持
つヒトモノクローナルIgG1、κ抗体。
11B8：ヌクレオチド配列：配列番号９及び１１並びにアミノ酸配列：配列番号１０及び１
２を持つヒトモノクローナルIgG3、κ抗体。
【０２５３】
用語「2F2」は、ここでは、ハイブリドーマ・クローン2F2由来の抗体と、ハイブリドーマ
・クローン4C9由来の同一の抗体の両方を指すために用いられている。
【０２５４】
本発明の抗体は、それらが由来するもとのトランスジェニック又はトランスクロモソーマ
ル非ヒト動物により判定される他のアイソタイプに切り換えることができる。本発明のあ
る実施態様では、11B8ヒトモノクローナル IgG3、κ抗体を、全く同じVH及びVL鎖を有す
るヒトモノクローナルIgG1、κに切り換えることができる。別の実施態様では、本2F2 Ig
G1、κ抗体又は7D8 IgG1、κ抗体を、全く同じVH及びVL鎖を有するヒトモノクローナルIg
G2、IgG4、IgA1、IgA2 又はIgEアイソタイプに切り換えることができる。
【０２５５】
実施例２ CD20に対するヒト抗体の抗体配列決定
VL及びVH領域の配列決定
RNAの調製： 全RNAを、すべてHuMAb CD20ハイブリドーマ細胞株（2F2、7D8及び11B8）の5
x106 個の細胞から、RNeasyキット（オランダ、ライスデン、ウェストバーグ、キアジェ
ン社）をメーカのプロトコル通りに用いて調製した。
【０２５６】
2F2及び7D8のcDNA調製：RNAの5’-RACE-Ready 相補DNA (cDNA)を、1μgの全RNAから、SMA
RT RACE cDNA 増幅キット（クロンテック社）をメーカのプロトコルに従って用いて調製
した。
【０２５７】
VH及びVL領域を、アドバンテージHF 2 PCR キット (クロンテック社、BD)を用い、そして
以下のプライマを用いて増幅した：
VK RACE2 5’ GCA GGC ACA
CAA CAG AGG CAG TTC CAG ATT TC C-カッパにアニール
VH RACE2 5’ GCT GTG CCC
CCA GAG GTG CTC TTG GAG G CH1 にアニール
【０２５８】
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11B8のcDNA調製： 118B細胞由来のRNAの相補DNA(cDNA)を、3μgの全RNAから、 AMVリバー
ス・トランスクリプターゼを緩衝剤（ドイツ、マンハイム、ロシュ・ダイアグノスティッ
クスGmbH社）、オリゴ d(T)15 （米国ウィスコンシン州マジソン、プロメガ社）、dNTP（
ドイツ、マンハイム、ロシュ・ダイアグノスティックス社）及びRNAsin（プロメガ社）と
一緒にメーカのプロトコル（2000年、バージョン３）に従って用いて調製した。
【０２５９】
クローニング用のVH及びVL領域を増幅するために用いるPCRプライマ：
用いたプライマ対：
VH: FR1 5’プライマ
AB62 CAg gTK CAg CTg gTg CAg TC
AB63 SAg gTg CAg CTg KTg gAg TC
AB65 gAg gTg CAg CTg gTg CAg TC

VH リーダ5’プライマ
AB85 ATg gAC Tgg ACC Tgg AgC ATC
AB86 ATg gAA TTg ggg CTg AgC Tg
AB87 ATg gAg TTT ggR CTg AgC Tg
AB88 ATg AAA CAC CTg Tgg TTC TTC
AB89 ATg ggg TCA ACC gCC ATC CT

VH 3’ プライマ
AB90 TgC CAg ggg gAA gAC CgA Tgg

VK: FR1 5’ プライマ
AB8 RAC ATC CAg ATg AYC CAg TC
AB9 gYC ATC YRg ATg ACC CAg TC
AB10 gAT ATT gTg ATg ACC CAg AC
AB11 gAA ATT gTg TTg ACR CAg TC
AB12 gAA ATW gTR ATg ACA CAg TC
AB13 gAT gTT gTg ATg ACA CAG TC 
AB14 gAA ATT gTg CTg ACT CAg TC

VK リーダ5’プライマ
AB123 CCC gCT Cag CTC CTg ggg CTC CTg
AB124 CCC TgC TCA gCT CCT ggg gCT gC 
AB125 CCC AgC gCA gCT TCT CTT CCT CCT gC
AB126 ATg gAA CCA Tgg AAg CCC CAg CAC AgC

VK 3’ プライマ
AB16 Cgg gAA gAT gAA gAC AgA Tg

但し式中 K = T 又は G、S = C 又はG、R = A 又は G、Y = C 又はT、及びW = A 又はT。
【０２６０】
2F2及び7D8をクローニングするためのVH及びVL領域を増幅するために用いたPCR条件：ポ
リメラーゼ連鎖反応（PCR）をHFポリメラーゼ・ミックス（クロンテック社）をT1 サイク
ラ（ウェストバーグ、バイオメトラ社）で用いて行った。
【０２６１】
ＰＣＲ条件：94 °C 30 秒、5サイクル 
72 °C 1分
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94 °C 30 秒
70 °C 30 秒 5 サイクル
72 °C 1 分

94 °C 30 秒
68 °C 30 秒 27-30 サイクル
72 °C 1分
【０２６２】
11B8をクローニングするためのVH及びVL領域を増幅するために用いたPCR条件：ポリメラ
ーゼ連鎖反応（PCR）をAmpliTaqポリメラーゼ（パーキンエルマ社）をT1 サイクラ（オラ
ンダ、ライスデン、ウェストバーグ、バイオメトラ社）で用いて行った。
【０２６３】
PCRサイクリング・プロトコル：
94°C 2 分
11 サイクル 94 °C 30 秒
65°C 30 秒、１サイクル毎にマイナス1 °C
72°C 30 秒
30 サイクル 94 °C 30 秒
55°C 30 秒
72°C 30 秒
72°C 10 分
4 °Cまで冷却
【０２６４】
pGEMT-ベクタ系ＩＩ（2F2、7D8、及び118B）中のVH及びVLのクローニング：
アガロース・ゲルでPCR産物を分析後、この産物を、QIAEX II ゲル抽出キット（オランダ
、ライスデン、ウェストバーグ、キアジェン社）で精製した。各VH及びVL領域の２つの個
別に増幅したPCR産物をpGEMT-ベクタ系II (プロメガ社）でメーカのプロトコル（１９９
９年、バージョン６）に従ってクローニングした。
【０２６５】
E. coli JM109への形質転換後、個々のコロニを、コロニPCRにより、T7及びSP6プライマ
を用いて、３０回のアニーリング・サイクルを５５℃で行うことにより、スクリーニング
した。コロニからのプラスミドDNAをQiaprep スピン・ミニプレップ・キット（キアジェ
ン社）を用いて精製した。VH 及びVL領域をさらに分析するために、Nco1/Not1 (オランダ
、ライスデン、ウェストバーグ、NE バイオラブズ社)消化を行い、アガロース・ゲル上で
分析した。
【０２６６】
配列決定（2F2、7D8及び11B8）: V-領域を、pGEMT-ベクタ系IIでのクローニング後に配列
決定した。配列決定は、Baseclear （オランダ、ライデン）で行われた。配列は、生殖細
胞V遺伝子配列をVbase
(www.mrc-cpe.cam.ac.uk/imt-doc/public/intro.htm).http://www.mrc-cpe.cam.ac.uk/vb
ase-ok.php?menu=901.でアライメントすることにより、分析された。
【０２６７】
得られた配列を図５３－５８に示す。
【０２６８】
実施例３ GS-NS/0細胞系での2F2及び118Bの組換え作製
2F2T: 2F2抗体の重鎖及び軽鎖可変領域を、PCRを用いて標準的なクローニング・ベクタで
あるpGem-5Zf(Promega)から、最適なKozak配列と、GS定常領域ベクタpCONγ1f及びPCONκ
（ロンザ社）中で断片をクローニングするのに適した制限部位とを含有するプライマを用
いて増幅した。
【０２６９】
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増幅後、当該断片を精製し、クローニング用の制限酵素で消化し、２つのベクタ内に連結
した。重鎖可変断片をHind III 及びBsi WI で消化し、予めHind III及びBsi WIで消化し
てあるpCONγ1fベクタ内に連結し、アルカリホスファターゼで脱リン酸化した。軽鎖可変
断片をHind III 及びApa I で消化し、予めHind III 及び
Apa Iで消化してあるPCONκベクタ内に連結し、アルカリホスファターゼで脱リン酸化し
た。pCONγ1f/可変重及びPCONκ/可変軽ベクタをそれぞれ図１及び２に示す。形質転換さ
せたE. coli コロニをコロニＰＣＲでチェックし、各重鎖(HC) 及び軽鎖(LC) コンストラ
クトのうちの２つの陽性コロニを、プラスミド単離用に成長させた。これら４つのクロー
ンのうちの単離されたプラスミドを配列決定した配列を確認した。HC クローンの両方と
、LCクローンのうちの１つが、正しい配列を有していることが見出された。
【０２７０】
２つのHC及び１つのLCコンストラクトを組み合わせて、LC-HCの２つの組合せを作製し、C
HO-K1細胞内に過渡的に同時トランスフェクトして、2F2抗体の適正な産生のためのコンス
トラクトを確認した。正常な産生レベルには、この発現実験においてすべての組み合わせ
て到達し、HC及びLCコンストラクトのそれぞれのクローン１つを二重遺伝子ベクタの構築
に選んだ。
【０２７１】
標準的なクローニング法を用いて、重鎖ベクタであるpCONγ1f/可変-重鎖由来の完全発現
カセットを、軽鎖ベクタであるpCONκ/可変軽に連結することにより、HC及びLCコンスト
ラクトを二重遺伝子クローニング・ベクタを組み合わせて、pCONγ1f/κ2F2と指名した。
pCONγ1f/κ2F2 ベクタを図３に示す。
【０２７２】
このコンストラクトは再度、CHO-K1細胞での過渡的トランスフェクションで機能検査され
、正常な発現レベルを示した。
【０２７３】
pCONγ1f/κ2F2 プラスミドの可変領域を配列決定して、正確な配列を再確認した。
【０２７４】
pCONγ1f/κ2F2 を、非反復制限酵素Pvu Iで消化し、発現に重要な領域の外側で切断する
ことで、直線状のプラスミドを安定なトランスフェクションのために調製した。完全な直
線化は、アガロースゲル電気泳動法で確認され、DNAを精製し、使用時まで－２０℃で保
存した。
【０２７５】
NS/0 ホスト細胞の６回のトランスフェクションを、プラスミドDNAを用いたエレクトロポ
レーションにより、上記の直線状DNAプラスミドを用いて行った。トランスフェクション
後、細胞を９６ウェル・プレートに分配し、インキュベートした。選択培地（10% 透析済
みウシ胎児血清 (dFCS) 及び10μMのGS-阻害剤 L-メチオニンスルホキシミンを含有する
が、グルタミンは含有しない）を加え、プレートを観察して、いつ、非トランスフェクト
細胞が死亡してトランスフェクト細胞の焦点距離が残るかを判定した。GSベクタ系に関す
る更なる詳細については、WO 87/04462を参照されたい。トランスフェクト後のプレート
をほぼ３週間、インキュベートして、コロニを形成させた。その結果できたコロニを顕微
鏡検査して、コロニが検定にとって適した大きさ（ウェルの底面を６０％を越えて覆う）
であること、そして、１つのコロニのみが各ウェル中に存在すること、を確認した。４３
６個のトランスフェクタントからの細胞上清をスクリーニングして、集合した抗体につい
て、IgG、κ、-ELISAで調べた。このデータを用い、111個のトランスフェクタントを、静
的培養での進行及び更なる評価に向けて選抜した。選抜された細胞系の培養物を展開させ
、低血清含有培地（ウシ胎児血清（BSA）及び添加された1%dFCSを含有する）に適合させ
、静的培養での生産性の更なる評価を行った（ELISA及びコンフルエント率の測定）。65
個の最もランクの高い細胞系を進行に向けて選抜した。選択された細胞系の生産性の予備
評価を、低血清含有培地（BSA及び添加した1% dFCSを含有する）に入れたバッチ震盪フラ
スコ懸濁液培養株で行った。（ELISAによる）回収抗体濃度及び許容可能な成長特徴に基
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づき、
３０個の細胞系を、無血清培地でのバッチ震盪フラスコ懸濁液培養株を用いた更なる評価
に向けて選抜した。最高の抗体濃度を生じた１０個の細胞系を、更に、無血清培地に入れ
た複式供給バッチ震盪フラスコ懸濁液培養株で評価した。回収時の産物濃度は、公知の標
準的な方法に従って、プロテインＡ高速液体クロマトグラフィ（HPLC）により判定された
。すべての細胞株が2F2抗体 (2F2Tと指名) を、プロテインＡHPLCで判定したところ671-1
333 mg/Lの範囲の良好な収率で産生した。
【０２７６】
11B8T: 同様な方法で、GS-NS/0細胞株を、以下のように僅かに本トランスフェクション法
を改変して、11B8（11B8Tと指名）の組換え産生のために樹立した。
【０２７７】
NS/0 ホスト細胞のトランスフェクションを４回、プラスミドDNAを用いたエレクトロポレ
ーションにより、上記の直線状DNAプラスミドを用いて行った。その結果できたコロニを
顕微鏡検査して、コロニが検定にとって適した大きさ（ウェルの底面を６０％を越えて覆
う）であること、そして、１つのコロニのみが各ウェル中に存在すること、を確認した後
、５９６個のトランスフェクタントからの細胞上清をスクリーニングして、集合した抗体
について、IgG、κ、-ELISAで調べた。このデータを用い、100個のトランスフェクタント
を、静的培養での進行及び更なる評価に向けて選抜した。選抜された細胞系の培養物を展
開させ、低血清含有培地（ウシ胎児血清（BSA）及び添加された1%dFCSを含有する）に適
合させ、静的培養での生産性の更なる評価を行った（ELISA及びコンフルエント率の測定
）。60個の最もランクの高い細胞系を進行に向けて選抜し、生産性データが入手できなか
った更に１３個の細胞系も進行させた。選択された細胞系の生産性の予備評価を、低血清
含有培地（BSA及び添加した1% dFCSを含有する）に入れたバッチ震盪フラスコ懸濁液培養
株で行った。（ELISAによる）回収抗体濃度及び許容可能な成長特徴に基づき、
３０個の細胞系を、無血清培地でのバッチ震盪フラスコ懸濁液培養株を用いた更なる評価
に向けて選抜した。最高の抗体濃度を生じた１０個の細胞系を、更に、無血清培地に入れ
た複式供給バッチ震盪フラスコ懸濁液培養株で評価した。回収時の産物濃度は、公知の標
準的な方法に従って、プロテインＡ高速液体クロマトグラフィ（HPLC）により判定された
。これに基づき、細胞系のうちの１つを廃棄した。残りの９個の細胞系は、すべて、11B8
抗体 (「11B8T」と指定) を、プロテインＡHPLCで判定したところ354-771 mg/Lの範囲の
良好な収率で産生した。
【０２７８】
実施例４ ハイブリドーマ由来2F2及びトランスフェクトーマ由来組換え2F2Tの比較
ゲル電気泳動法（SDS-PAGE及び陰性アガロースゲル電気泳動）の使用により、2F2及び2F2
T は同じ大きさであり、電荷が僅かに異なることが示された。
【０２７９】
さらに、2F2及び2F2Tは、CD20トランスフェクトNS/0細胞及びRaji細胞に、FACScaliburTM

 (米国カリフォルニア州、ベクトン・ディッキンソン社）を用いたフローサイトメトリで
測定したところ同じ様な親和性で結合する。非トランスフェクトNS/0細胞への結合は観察
されなかったことから、2F2及び2F2Tの特異性が実証された。2F2及び2F2Tはまた、ARH-77
細胞（IgG形質細胞白血病）、Daudi細胞、DOHH細胞（濾胞性 中心芽細胞性／中心溶解性
リンパ腫から進行した難治性免疫芽球性Ｂ細胞リンパ腫、ドイツ、ブラウンシュバイグ、
DSMZ）、及びRaji細胞において、CDCを濃度依存的な態様で同程度に誘導して、フローサ
イトメトリによる細胞溶解（PI陽性細胞）を計数する。二番目の実験では、2F2及び2F2T
の濃度を一定に維持し、他方、血清を様々な濃度で加えた。2F2及び2F2T間に有意な違い
は観察されなかった。
【０２８０】
最後に、細胞関連CD20に結合した2F2及び2F2Tは、補体因子C1qに強く、かつ同程度に結合
する。本実験はDaudi 細胞、DOHH 細胞、及びRaji細胞において、フルオレセイン結合抗C
1q ポリクローナル抗体を、C1qの結合を検出するために用いて行われた。
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【０２８１】
実施例５：ＣＤ２０に対するヒト抗体の結合特性
異なる細胞株への結合：ＮＳ／０、ヒトＣＤ２０をトランスフェクトしたＮＳ／０、Ｄａ
ｕｄｉ細胞およびＲａｊｉ細胞を、２Ｆ２、７Ｄ８および１１Ｂ８を含有する培養上清と
ともに４℃で３０分間インキュベートし、続いて、ＦＩＴＣ結合抗ヒトＩｇＧ Ａｂとと
もにインキュベートした。FACScaliburフローサイトメーターを用いたフローサイトメト
リーによって結合を評価した。負の対照アイソタイプに対応したサンプルと、蛍光強度を
比較した。図４に示すように、３つの抗体は全て、ヒトＣＤ２０をトランスフェクトした
ＮＳ／０細胞に結合したが、一方、親細胞、非トランスフェクトＮＳ／０細胞に対する結
合は認められなかった。３つ全ての抗体は、２つの異なるバーキットリンパ腫Ｂ細胞株（
ＲａｊｉおよびＤａｕｄｉ）にも結合した。このことは、２Ｆ２、７Ｄ８および１１Ｂ８
はＣＤ２０特異的であることを示している。７Ｄ８または１１Ｂ８を含有する上清を非飽
和条件下で試験した。したがって、２Ｆ２と比較してより低い中間蛍光強度が観察される
。
【０２８２】
フローサイトメトリーにより測定した２Ｆ２のＥＣ５０値：ヒトＢ細胞上で発現したＣＤ
２０の２Ｆ２の見かけのアフィニティーを測定するために、３例のヒトドナーから単離し
たＰＢＭＣと、ＣＤ３陰性細胞のゲーティング法を用いて、２Ｆ２で結合曲線を作成した
。単離したＰＢＭＣをある濃度域のＦＩＴＣ標識２Ｆ２とともに１時間インキュベートし
、ＦＡＣＳで分析し、中間蛍光強度（ＭＦＩ）を測定した。ＭＦＩ値を抗体濃度の関数と
して図５Ａおよび５Ｂに示す。ＥＣ５０値は、Graph Pad Prism 3.02を用いて、非線形回
帰により計算した。ヒトにおける２Ｆ２のＥＣ５０値は、３ドナー全てについて類似して
おり、中間値（±s.e.m.）は、２８７±１２．７ｎｇ／ｍｌ（１．９±０．１ｎＭ）であ
った。 
【０２８３】
ＣＤ２０発現細胞に対する１２５Ｉ標識ｍＡｂｓの結合：ｍＡｂｓを、ヨードビーズ（Io
dobeads）（Pierce Chemical Co.,Rockford, IL）を用いてヨウ素化した。１２５Ｉ標識
ｍＡｂｓを連続的に希釈し、Ramos-EHRB細胞とともに、３７℃で２時間、アジ化ナトリウ
ムおよび２－デオキシグルコースの存在下でインキュベートし、エンドサイトーシスを阻
害した。次いで細胞結合した１２５Ｉ標識ｍＡｂｓ、および無細胞の１２５Ｉ標識ｍＡｂ
ｓを、フタレートオイルの混合物を介して、14,000 x gで２分間遠心分離し、結合平衡状
態を妨害することなく、急速分離させた。結合した抗体とともにペレット化した細胞をガ
ンマカウンター（Wallac UK Ltd, Milton Keynes, UK）を用いて計測した。
【０２８４】
図６に示すように、２Ｆ２および１１Ｂ８は、類似のＫＤ（もしくは類似の飽和点）を示
している。これは、双方の抗体が類似のアフィニティーで結合することを示すものである
。しかしながら、１１Ｂ８は、２Ｆ２より低いレベルで飽和する。これは、１１Ｂ８が異
なる形態のＣＤ２０を認識することを示している。これはまた、更なる実験にも一致して
おり、同様のレベルの結合飽和（細胞１個につき約２～３×１０５個の抗体分子）によっ
て示されているように、同様の数の２Ｆ２およびリッキシマブ分子がRamos-EHRB細胞およ
びＤａｕｄｉ細胞上でＣＤＤ２０に結合することを示している。対照的に、１１Ｂ８およ
びＢ１は、このレベルの半分のレベルで飽和し、約１～２×１０５個の抗体分子のみがＲ
ａｍｏｓ－ＥＨＲＢ細胞（図７Ａ）およびＤａｕｄｉ細胞（図７Ｂ）に結合する。
【０２８５】
ヨウ素化された抗体がＦｃレセプターを介して結合するという可能性を排除するために、
抗ＣＤ２０Ｆ（ａｂ’）２断片を用いた結合曲線を確認した。また、同数の２Ｆ２および
リッキシマブ－Ｆ（ａｂ’）２断片が、Ｒａｍｏｓ－ＥＨＲＢ細胞とＤａｕｄｉ細胞の双
方に結合した。これらの実験においても、Ｒａｍｏｓ－ＥＨＲＢおよびＤａｕｄｉ細胞に
結合した２Ｆ２またはリッキシマブ抗体分子は、この細胞に結合した１１Ｂ８およびＢ１
の数の約２倍で飽和状態となった。
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【０２８６】
解離速度：ｍＡｂｓの解離速度を測定するために、Ｒａｍｏｓ－ＥＨＲＢ細胞（アジド/
２ＤＯＧの存在下での最終体積：１ｍｌ）を３７℃で２時間、２μｇ／ｍｌの１２５Ｉ 
ｍＡｂｓとともにインキュベートし、結合の最大値に達した。微小遠心管（２０００ｒｐ
ｍで２分）での遠心分離後、上清を除去し、ペレットを迅速に１ｍｌ培地中に再懸濁させ
、すぐに、３７℃で、１５ｍｌ円錐チューブ中の９ｍｌの培地に移した。次の２時間の間
の様々な時点において、０．４ｍｌのサンプルを除去し、フタレートオイル上で分離し、
細胞表面に残る放射線標識したｍＡｂｓのレベルを測定した。図８に示すように、２Ｆ２
および１１Ｂ８の双方は、リッキシマブまたはＢ１と比較して、ＣＤ２０から有意に遅く
解離した。
【０２８７】
抗ＣＤ２０ Ｆ（ａｂ）２断片の解離速度：２μｇ／ｍｌの、２Ｆ２、１１Ｂ８およびリ
ッキシマブの１２５Ｉ標識Ｆ（ａｂ）２断片をそれぞれ用いて、Ramos-EHBR細胞を飽和状
態にした。Ramos-EHBR細胞を高濃度の非標識抗体の存在下で洗浄し、インキュベートした
。Ramos-EHRBとの最大の（最初の）結合を１００％に設定した。ローディング後、次の３
時間の複数の時点において、０．４ｍｌのサンプルを除去し、フタレートオイル上で分離
し、細胞表面に残る放射線標識ｍＡｂのレベルを測定した。図９からわかるように、２Ｆ
２および１１Ｂ８は、リッキシマブと比べて、ＣＤ２０の表面からはるかにゆっくりと解
離した。９０分後、約５０％のＦ（ａｂ）２リッキシマブ分子が細胞に結合したが、Ｆ（
ａｂ）２２Ｆ２分子の半分が３時間後に解離した。２Ｆ２、１１Ｂ８Ｔ、およびリッキシ
マブのｋｄ（ｋｏｆｆ）値は、以下のように計算する。 
【０２８８】
抗ＣＤ２０ ｍＡｂ機能オフ速度：リッキシマブに比べて２Ｆ２解離速度が遅いことの効
果を、機能的ＣＤＣアッセイにおいて評価した。この目的のために、Ｄａｕｄｉ細胞また
はＳＵ－ＤＨＬ４細胞を１０μｇ／ｍｌの抗ＣＤ２０ ｍＡｂまたはアイソタイプ対照抗
体とともにプレインキュベートし、洗浄し、さらに別の時点において培地中でインキュベ
ートした。アッセイ開始後のこれらの時点において、サンプルを補体（正常ヒト血清：２
０ｖｏｌ／ｖｏｌ％）とともにインキュベートし、次いで、さらに４５分間３７℃でイン
キュベートした。その後、細胞の溶解を、ＰＩ（ヨウ化プロピジウム）染色法を用いて、
ＦＡＣＳで測定した。％溶解細胞（ＰＩ陽性細胞）を図１０Ａ（Ｄａｕｄｉ細胞）または
図１０Ｂ（ＳＵ－ＤＨＬ４細胞）に、インキュベーション時間の関数として示す。２Ｆ２
は、双方の細胞株において高ＣＤＣを誘導し、６時間後、さらに細胞の９０％まで溶解し
た。このことは、細胞のＣＤ２０飽和が十分高く、補体が媒介する、大半の細胞の溶解を
誘導したことを示している。対照的に、そして解離速度の研究と一致して、リッキシマブ
は、急速に細胞から解離し、６時間のインキュベーション後、特異的な溶解を誘導しなか
った。１１Ｂ８を対照として使用したが、ＣＤＣを誘導しなかった。 
【０２８９】
実施例６：ＣＤ２０に対するヒト抗体のＣＤＣ
血清の調製：補体溶解のための血清を、健康なボランティアからの血液をオートセップゲ
ルおよび凝固アクチベーターバキュテイナーチューブ（autosep gel and clot activator
 vacutainer tubes）（BD
biosciences, Rutherford, NJ）中に抜き取って調製した。それを室温で３０～６０分間
保持し、次いで３０００ｒｐｍで５分間遠心分離を行った。血清を回収し、－８０℃で保
存した。
【０２９０】
フローサイトメトリー：フローサイトメトリーを行うために、CellQuestプロソフトウェ
ア（BD
Biosciences, Mountain view, CA）とともにFACScaliburフローサイトメーターを用いた
。前方側方スキャター（forward sideward scatter）（ＦＣＳ）閾値を調節することによ
って細胞残骸を除外しながら、少なくとも５０００の現象を分析のために集めた。
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【０２９１】
ＣＤＣカイネティクス：第1の一連の実験（ｎ＝３）において、５つの異なるＢ細胞株、
すなわち、Ｄａｕｄｉ、ＳＵ－ＤＨＬ－４、Ｒａｊｉ、ＤＯＨＨおよびＡＲＨ－７７のＣ
ＤＣのカイネティクスを、ヒト血清を加える１０分前に、１０μｇ／ｍｌの２Ｆ２、リッ
キシマブおよびＩｇＧ対照抗体をそれぞれ、添加することによって測定した。ＣＤＣ誘導
後、いくつかの時間間隔で（最大１時間）、細胞をＰＩ溶液中に懸濁させ、細胞溶解（Ｐ
Ｉ陽性細胞の数）をフローサイトメトリーによって測定した。その結果を図１１Ａ（ＡＲ
Ｈ－７７細胞）、１１Ｂ（Ｄａｕｄｉ細胞）、１１Ｃ（Ｒａｊｉ細胞）、１１Ｄ（ＤＯＨ
Ｈ）および１１Ｅ（ＳＵ－ＤＨＬ－４）に示す。示されているように、抗体を添加すると
、５分以内に、細胞溶解が誘導された。興味深いことに、２Ｆ２を添加したところ、５つ
全てのＢ細胞株の８０％より多くで、著明な細胞溶解が認められた。リッキシマブは、Ｓ
Ｕ－ＤＨＬ－４およびＤａｕｄｉ細胞株においてのみ、８０％より多くの細胞溶解を誘導
した。一方、ＤＯＨＨ細胞株の細胞溶解は、～５０％であり、ＡＲＨ－７７およびＲａｊ
ｉ細胞株においては２０％未満であった。ＩｇＧ対照抗体を用いたものでは溶解は認めら
れなかった（図１１Ｂにのみデータを示している）。
【０２９２】
ＣＤＣ血清滴定：別個の一連の実験（ｎ＝５）において、ＮＨＳ（正常なヒト血清）を、
２つの異なる抗体濃度、０．５μｇ／ｍｌおよび５μｇ／ｍｌ、で滴定した。ある濃度域
のＮＨＳを添加する前に、細胞を２Ｆ２またはリッキシマブを用いて１０分間プレインキ
ュベートした。ＣＤＣの誘導の４５分後、細胞をＰＩ溶液に再懸濁した。細胞溶解（ＰＩ
陽性細胞の数）をフローサイトメトリーで測定した。図１２Ａ～Ｄは、溶解した（ＰＩ陽
性）細胞のパーセンテージを、ＮＨＳ濃度の関数として示している。図１２Ａは、Ｄａｕ
ｄｉ細胞の細胞溶解を示し、図１２Ｂは、ＡＲＨ－７７細胞の細胞溶解を示し、図１２Ｃ
は、ＤＯＨＨ細胞の細胞溶解を示し、そして、図１２Ｄは、Ｒａｊｉ細胞の細胞溶解を示
している。ＮＨＳ濃度を増加させることによって、細胞溶解の増加が観察された。２Ｆ２
を添加することによって、最も高いＮＨＳおよび抗体濃度で、Ｄａｕｄｉ細胞の溶解が最
大となった。リッキシマブは、最も高いＮＨＳ濃度で、Ｄａｕｄｉ細胞の約５０％の細胞
溶解を誘導した。
【０２９３】
ＡＲＨ－７７細胞においては、ＮＨＳおよび２Ｆ２の濃度が最も高いときのみ、約７５％
の細胞溶解が導かれた。抗体濃度が低いと、ＡＲＨ－７７細胞溶解を十分に誘導しなかっ
た。リッキシマブは、本実験においては、ＡＲＨ－７７細胞の溶解を誘導することができ
なかった。
【０２９４】
２Ｆ２は、高濃度および低濃度において、ＮＨＳ濃度依存性の細胞溶解を誘導することが
できた。一方、リッキシマブは、これらの条件下で溶解を誘導することができなかった。
【０２９５】
最後に、２Ｆ２は、Ｒａｊｉ細胞のＮＨＳ濃度依存性の細胞溶解を誘導した。それは、５
μｇ／ｍｌのｍＡｂを用いたときのみ明らかであた。リッキシマブを用いたものでは溶解
は認められなかった。
【０２９６】
これらの実験においては、アイソタイプ対照抗体を用いた場合、溶解は認められなかった
（データは示していない）。
【０２９７】
ＣＤＣ抗体滴定：抗ＣＤ２０抗体が低濃度でＣＤＣを誘導する可能性を測定するために、
抗体を滴定する（ｎ＝６）実験を行った。種々の細胞株をある濃度域の２Ｆ２およびリッ
キシマブそれぞれとともに、ＮＨＳを添加する１０分前にプレインキュベートした。３７
℃でのインキュベーションの４５分後（最大の溶解が生じるとき）、細胞をＰＩ溶液に再
懸濁させ、細胞溶解（ＰＩ陽性細胞の数）をフローサイトメトリーによって測定した。図
１３Ａ（Ｄａｕｄｉ細胞）、１３Ｂ（ＤＯＨＨ細胞）、１３Ｃ（ＡＲＨ－７７細胞）およ
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び１３Ｄ（Ｒａｊｉ細胞）は、溶解した（ＰＩ陽性）細胞のパーセンテージを、抗体濃度
の関数として示している。２Ｆ２もリッキシマブも、細胞溶解の濃度依存的増加を誘導し
た。２Ｆ２は、２μｇ／ｍｌのＤａｕｄｉ細胞を添加するとすぐ、８０％より多くの細胞
溶解を誘導した。一方、リッキシマブを用いた場合、１０μｇ／ｍｌを添加した後でさえ
、このレベルに到達しなかった。また、２Ｆ２は、０．４μｇ／ｍｌで、ＤＯＨＨ細胞の
８０％を超える溶解を誘導したが、一方、この濃度においてリッキシマブを用いた場合の
溶解は最小であった。リッキシマブ（分析される細胞の合計の３０％まで）を用いた場合
のＤＯＨＨ細胞の溶解は、１０μｇ／ｍｌで最大に達した。２Ｆ２によるＡＲＨ－７７お
よびＲａｊｉ細胞の溶解の誘導は、より低かったが、それでもなお、１０μｇ／ｍｌの抗
体濃度で７０％までの溶解が達成された。最も高い濃度において、リッキシマブは、ＡＲ
Ｈ－７７細胞の～２３％のみにおいて、Ｒａｊｉ細胞の～６％のみにおいて、溶解を誘導
した。
【０２９８】
同様の実験において、２Ｆ２、２Ｆ２Ｔ、１１Ｂ８Ｔおよびリッキシマブについて、それ
らが、Ｄａｕｄｉ細胞株およびＲａｊｉ細胞株のＣＤＣを誘導する能力を有しているかど
うかを調べた。図１４Ａおよび１４Ｂ参照。この実験においても、１０μｇ／ｍｌで（ト
ランスフェクトーマ（transfectoma）由来の）２Ｆ２Ｔを用いた場合、Ｄａｕｄｉ細胞で
８０％を超える細胞溶解が認められた。一方、リッキシマブは、１０μｇ／ｍｌにおいて
さえも、溶解は６０％に過ぎなかった。図１４Ａ参照。２Ｆ２Ｔを用いた場合のＤａｕｄ
ｉ細胞の溶解は、ハイブリドーマ由来の２Ｆ２を用いた場合に観察された溶解と同じであ
った。 
【０２９９】
Ｒａｊｉ細胞の溶解は、より困難であったが、２Ｆ２および２Ｆ２Ｔもまた、Ｒａｊｉ細
胞の溶解を同程度に誘導した（図１４Ｂ）。リッキシマブは、Ｒａｊｉ細胞のＣＤＣを誘
導することができなかった。これは図１３Ｄに示された実験と一致するものである。
【０３００】
図１４Ａおよび１４Ｂからわかるように、Ｄａｕｄｉ細胞もＲａｊｉ細胞も１１Ｂ８Ｔに
よるＣＤＣの影響を受けやすかった。Ｂ１は、Ｄａｕｄｉ細胞の溶解を誘導した（少量に
過ぎなかった）が、Ｒａｊｉ細胞の溶解を誘導することはできなかった。
【０３０１】
Ｄａｕｄｉ細胞における抗ＣＤ２０のＣＤＣ活性：各抗体のＣＤＣ活性を測定するために
、ヨウ化プロビジウム（ＰＩ）染色細胞のＦＡＣＳ分析によって膜透過性の上昇を評価し
た。簡単に述べれば、Ｄａｕｄｉ細胞を洗浄し、ＲＰＭＩ／１％ＢＳＡ中に１×１０６個
／ｍｌで再懸濁させた。種々の濃度のヒトモノクローナル抗体をＤａｕｄｉ細胞に添加し
、細胞上でＣＤ２０に室温で１０～１５分間、結合させた。その後、補体源としての血清
を添加し、最終濃度を２０％（ｖ／ｖ）とし、その混合物を３７℃で４５分間インキュベ
ートした。次いでその細胞を分析するまで、４℃で保持した。次いで、各サンプル（１５
０μｌ）を、ＦＡＣＳチューブ中の１０μｌのＰＩ溶液（１０μｇ／ｍｌのＰＢＳ）に添
加した。すぐにその混合物をフローサイトメトリーによって評価した。図１５Ａに示すよ
うに、２Ｆ２および７Ｄ８は、リッキシマブと比較してすぐれたＣＤＣ活性を示していた
。
【０３０２】
第２の実験において、細胞を上記のようにヒトモノクローナル抗体で標識し、洗浄し、Ｐ
ＢＳ中において、ヒト血清を添加する前に、３７℃で４５分間インキュベートした。これ
によって、血清添加時に、細胞に結合する抗体のみが、細胞溶解のための補体を活性化す
ることができることを確認した。図１５Ｂに示すように、２Ｆ２および７Ｄ８と比較して
、リッキシマブにおいて、ＣＤＣ活性が減少した。これは、ヒト抗体（２Ｆ２および７Ｄ
８）が血清添加前に細胞を洗浄することによる影響を受けなかったことを示すものである
。
【０３０３】
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Ｒａｊｉ細胞における抗ＣＤ２０のＣＤＣ活性：ＣＤ５５およびＣＤ５９の表面発現が比
較的高く、したがって、補体の攻撃に対する耐性が高い、Ｒａｊｉ細胞を用いてＣＤＣ活
性を評価した。ヒト抗体をＲａｊｉ細胞に添加し、１５分間結合させた。ヒト血清（２０
％）を添加し、その混合物を３７℃で４５分間インキュベートした。図１６Ａに示されて
いるように、リッキシマブは、Ｒａｊｉ細胞のＣＤＣの媒介において効果がなかったが、
２Ｆ２または７Ｄ８によってオプソニン化されたＲａｊｉ細胞においては、有意なレベル
の細胞溶解が発生した。したがって、２Ｆ２および７Ｄ８は、ＣＤ５５／５９陽性標的細
胞を溶解する独自の能力を有している。
【０３０４】
別の実験において、Ｒａｊｉ細胞を、飽和濃度の抗ＣＤ５５ｍＡｂ（最終濃度：５μｇ／
ｍｌ）および抗ＣＤ５９ｍＡｂ（最終濃度：５μｇ／ｍｌ）とともに、プレインキュベー
トし、これらの補体防御分子の効果をブロックした。次いで、ヒト抗ＣＤ２０抗体を、血
清（２０％）とともに上記のように３７℃で４５分間添加した。図１６Ｂに示されている
ように、ＣＤ５５およびＣＤ５９分子の遮断によって、ヒト抗体２Ｆ２または７Ｄ８では
、Ｒａｊｉ細胞のほぼ１００％が溶解したが、一方、リッキシマブを用いて観察されたも
のにおいては、細胞溶解が２５％増加したに過ぎなかった。 
【０３０５】
補体インヒビターＩの役割－表面分子の発現：ＣＤ５５やＣＤ５９などの補体インヒビタ
ーは、リッキシマブ誘導性ＣＤＣに対する感受性において重要な役割を果たしているよう
であるので、検討中のＢ細胞株（Ｒａｊｉ、Ｄａｕｄｉ、ＤＯＨＨ、ＡＲＨ－７７および
ＳＵ－ＤＨＬ－４）上でのこれらの分子の発現を測定するために実験を行った。
【０３０６】
細胞をＦＩＴＣ結合抗ＣＤ５５抗体、抗ＣＤ５９抗体および抗ＣＤ２０抗体で染色し、分
子の発現をフローサイトメトリーによって分析した。その結果を下の表１に示す。
【０３０７】
【表１】

【０３０８】
補体インヒビターＩＩの役割－ＣＤ５５およびＣＤ５９のブロッキング：抗ＣＤ２０誘導
ＣＤＣ中におけるＣＤ５５およびＣＤ５９の役割をさらに調べるために、ＣＤＣの誘導を
行う前に（ｎ＝３）、双方の補体インヒビター分子を特異的な抗体でブロッキングした。
２Ｆ２のみでは、部分的な溶解しか誘導されなかったので、Ｒａｊｉ細胞を用いた。Ｒａ
ｊｉ細胞（１×１０５個／５０μｌ）を、ある濃度域の２Ｆ２およびリッキシマブと、抗
ＣＤ５５（５μｇ／ｍｌ）または抗ＣＤ５９（５μｇ／ｍｌ）抗体とともに用いて、プー
ルされたＮＨＳ（２０％）を添加する前に１０分間プレインキュベートした。ＣＤＣ誘導
の４５分後、ＰＩ溶液中に細胞を再懸濁させた。細胞溶解（ＰＩ陽性細胞の数）をフロー
サイトメトリーによって測定した。図１７Ａ～１７Ｃは、溶解した（ＰＩ陽性）細胞のパ
ーセンテージを、抗体濃度の関数として示し、３つの実験のうち１つの実験を例として示
している。図１７Ａは、抗ＣＤ５５抗体を用いたＲａｊｉ細胞のインキュベーション、図
１７Ｂは、抗ＣＤ５９抗体を用いたＲａｊｉ細胞のインキュベーション、そして、図１７
Ｃは、抗ＣＤ５５抗体および抗ＣＤ５９抗体を用いたＲａｊｉ細胞のインキュベーション
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を示している。
【０３０９】
図１７Ａからわかるように、抗ＣＤ５５抗体を添加しても、２Ｆ２もしくはリッキシマブ
誘導ＣＤＣに影響がなかった。抗ＣＤ５９抗体を添加したら、細胞の２Ｆ２およびリッキ
シマブへの感受性が～３０％増加した（図１７Ｂ）。抗ＣＤ５５および抗ＣＤ５９を添加
したところ、さらに抗ＣＤ２０誘導性の細胞溶解を～３０％高めた（図１７Ｃ）。
【０３１０】
フローサイトメトリーＩによって測定された補体因子の役割－Ｃ１ｑ結合：抗ＣＤ２０抗
体（２Ｆ２およびリッキシマブ）ならびにアイソタイプ対照抗体を種々のＢ細胞株に添加
した。インキュベーションの１０分後、ＮＨＳ（１ｖｏｌ／ｖｏｌ％）を添加した。さら
に３７℃で、１０分間のインキュベーションを行い、細胞を洗浄した後、上清を捨て、細
胞ペレットをＦＩＴＣ結合抗Ｃ１ｑ抗体とともにインキュベートした。データは、Ｃ１ｑ
で染色した細胞の蛍光強度の中間値を示しており、図１８Ａ（Ｄａｕｄｉ）、１８Ｂ（Ａ
ＲＨ－７７）、１８Ｃ（ＤＯＨＨ）および１８Ｄ（Ｒａｊｉ）（ｎ＝６）に示している。
その結果は、検討したＢ細胞株とは無関係に２Ｆ２によるＣ１ｑの結合の抗体濃度依存性
の上昇を示すものであった。さらに２Ｆ２によるＣ１ｑの結合は通常、試験した全ての細
胞株において、リッキシマブによる結合より高かった。アイソタイプ対照抗体を用いた場
合、蛍光の中間値の上昇は認められなかった（データは示していない）。
【０３１１】
フローサイトメトリーＩＩによって測定された補体因子の役割－古典経路を介しての補体
の活性化：Ｃ４ｃの抗体が塗布された細胞への固着は、古典経路を介しての補体の活性化
を示す。抗ＣＤ２０抗体（２Ｆ２およびリッキシマブ）ならびにアイソタイプ対照抗体を
、種々のＢ細胞株に添加した。３７℃で１０分間のインキュベーション後、ＮＨＳ（１ｖ
ｏｌ／ｖｏｌ％）を添加した。さらなるインキュベーションおよび細胞の洗浄後、上清を
捨て、細胞ペレットをＦＩＴＣ結合抗Ｃ４ｃ抗体とともにインキュベートした。データは
、Ｃ４ｃで染色した細胞の蛍光強度の中間値を示しており、図１９Ａ（Ｄａｕｄｉ）、１
９Ｂ（ＡＲＨ－７７）、１９Ｃ（ＤＯＨＨ）および１９Ｄ（Ｒａｊｉ）（ｎ＝６）に示し
ている。補体因子Ｃ４ｃの２Ｆ２への固着は、試験した全てのＢ細胞株において証明され
（ｎ＝３）、最大で抗体の１μｇ／ｍｌに達した。細胞株とは無関係に、２Ｆ２結合後の
Ｃ４ｃの固着は、リッキシマブ後よりはるかに高かった。アイソタイプ対照抗体を用いた
場合、蛍光の中間値の上昇は認められなかった（データは示していない）。
【０３１２】
熱不活性化血清中のＣＤＣ：細胞（Ｄａｕｄｉ細胞、ＡＲＨ－７７細胞またはＲａｊｉ細
胞）および抗体（リッキシマブ、２Ｆ２、２Ｆ２Ｔ、１１Ｂ８、およびアイソタイプ対照
抗体HuMab-KLH IgG1）を、ある濃度域の抗ＣＤ２０抗体で、１０分間プレインキュベート
した。ＮＨＳ（活性もしくは３０分後５７℃の水浴中で熱不活性化されたもの）を添加し
た。ＣＤＣ導入の４５分後、細胞をＰＩ溶液中に再懸濁した。細胞溶解（ＰＩ陽性細胞の
数）をフローサイトメトリーによって測定した。熱不活性化血清の存在下では、用いられ
た細胞株およびＣＤ２０抗体とは無関係に、溶解は観察されなかった。そして、ＣＤＣは
、熱不活性化血清の存在下では、認められなかった。
【０３１３】
実施例７ ＣＤ２０に対するヒト抗体のＡＤＣＣ、ＡＤＣＣアッセイＩ
ヒト好中球の濃縮：多形核細胞（好中球、ＰＭＮ）を、ヘパリン化全血から濃縮した。血
液をＲＰＭＩ１６４０中で２倍に希釈し、フィコール（リンパ球分離培地１０７７ｇ／ｍ
ｌ、７１０ｇ、ＲＴ、２０分；BioWhittaker, cat. 17-829E, lot no. 0148 32）上に重
ね、２０００ｒｐｍで２０分間遠心分離を行った。その分子細胞層を除去し、好中球を含
有するペレット内の赤血球を、氷冷ＮＨ４Ｃｌ溶液（１５５ｍＭのＮＨ４Ｃｌ、１０ｍＭ
のＮａＨＣＯ３、０．１ｍＭのＥＤＴＡ、ｐＨ７．４）を用いて低張溶解した。残りの好
中球を２回洗浄し、１０％ＦＣＳ（ＲＰＭＩ－１０）を添加したＲＰＭＩ１６４０中に再
懸濁した。
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【０３１４】
ヒト抹消血単核細胞の濃縮：ヒト血をＲＰＭＩ１６４０で２倍に希釈し、血液細胞をフィ
コール（リンパ球分離培地：１０７７ｇ／ｍｌ、７１０ｇ、ＲＴ、２０分；BioWhittaker
, Cambrex Bio Science Verviers,Verviers, Belgium, cat. 17-829E, lot no. 0148 32
）上に重ねた。抹消血単核細胞（ＭＮＣ）を境界相から回収し、洗浄し、１０％ＦＣＳ、
２ｍＭのＬ－グルタミン、５Ｕ／ｍｌのペニシリン、５０μｇ／ｍｌのストレプトマイシ
ン（全てBioWhittakerから入手）を添加したＲＰＭＩ１６４０培養培地中に再懸濁し、そ
れに２５ＭＭのHEPES（BioWhittaker）を添加した。
【０３１５】
ＡＤＣＣセットアップ：標的Ｂ細胞（新鮮に単離されたＢ細胞もしくはＢ細胞株からのＢ
細胞）を２０μＣｉの５１Ｃｒ（Amersham Biosciences, Uppsala, Sweden）で２時間標
識した。ＲＰＭＩ－１０中で集中的に洗浄した後、該細胞を１×１０５個／ｍｌに調節し
た。全血または単離されたエフェクター細胞（５０μｌ；ＭＮＣｓ、ＰＭＮ）または血漿
（５０μｌ）、感作抗体（５０μｌ）、およびＲＰＭＩ－１０（５０μｌ）を丸底マイク
ロタイタープレート（Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, Germany）に添加した。標
的細胞（５０μｌ）を最終的な体積が２００μｌとなるように添加することによって、ア
ッセイを開始した。単離エフェクター細胞については、エフェクター対標的（Ｅ：Ｔ）の
比率４０：１を使用した。全血として、推定されたエフェクター対標的（Ｅ：Ｔ）の比率
＝４０：１に対応する３３ｖｏｌ／ｖｏｌ％の量を用いた。インキュベーション（３時間
、３７℃）後、遠心分離を行ってアッセイを止め、３倍からの５１Ｃｒ放出を、シンチレ
ーションカウンターにおいて毎分放射能数（ｃｐｍ）で測定した。細胞毒性のパーセンテ
ージを下記式から計算した。
【０３１６】
％相対溶解率＝（実験上のｃｐｍ－基本ｃｐｍ）/（最大ｃｐｍ－基本ｃｐｍ）×１００
最大５１Ｃｒ放出は、標的細胞に過塩素酸（最終濃度３％）を添加することによって測定
し、基本放出は、感作抗体およびエフェクター細胞の不存在下で行った。
【０３１７】
統計：データをワンウェイANOVAによって分析した後、Tukey’sマルチ比較ポストホック
試験を行った。分析は、Graph Pad Prism （version 3.02 for Windows（登録商標）, Gr
aph Pad Software, San Diego, CA, USA）を用いて行った。
【０３１８】
ＡＲＨ－７７細胞の溶解：第１の一連の実験において、ＡＲＨ－７７細胞を標的細胞とし
て用いた（図２０）。２Ｆ２（ｎ＝３）、リッキシマブ（ｎ＝３）または１１Ｂ８Ｔ（ｎ
＝１）を添加した結果、約５０％のＭＮＣ媒介性のＡＲＨ－７７細胞の溶解が起こった。
好中球の存在下では、特異的溶解は認められなかった。（補体の役割を評価するために）
血漿を添加したところ、２Ｆ２を用いたインキュベーション後、ＡＲＨ－７７細胞の溶解
が起こったが、リッキシマブ（ｐ<０．０５、２Ｆ２対抗体ＡＮＯＶＡなし）または１１
Ｂ８Ｔを用いたインキュベーション後には起こらなかった。全血の存在下では、２Ｆ２（
ｐ<０．０５、２Ｆ２対リッキシマブおよび２Ｆ２対抗体ＡＮＯＶＡなし）とともにイン
キュベーションを行った後、ＡＲＨ－７７細胞の溶解が増加したが、リッキシマブを用い
た場合は、認められなかった。リッキシマブによって誘導される特異的溶解は、全血の存
在下では実際非常に低かった。１１Ｂ８Ｔは、全血の存在下で約２５％（ｎ＝１）の細胞
溶解を誘導した。抗体の不存在下では、１０～１５％の細胞溶解は認められなかった。
【０３１９】
Ｂ－ＣＬＬ細胞の溶解：第２の一連の実験において、Ｂ－ＣＬＬ患者から取得した（ｎ＝
１２）慢性Ｂリンパ球性白血病（Ｂ－ＣＬＬ）細胞を５回サブクローニングし、次いでそ
れを実験において標的細胞として使用した（図２１）。抗体が存在しない場合、特異的溶
解は認められなかったが、２Ｆ２、１１Ｂ８Ｔまたはリッキシマブ（１０μｇ／ｍｌ）を
添加することによって、ＭＮＣ媒介性の特異的溶解が１０～２０％（ｐ<０．００１、Ａ
ＮＯＶＡ）に上昇した。標的細胞を血漿および２Ｆ２とともにインキュベートしたところ
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、Ｂ－ＣＬＬ細胞の溶解が誘導された。一方、１１Ｂ８Ｔまたはリッキシマブ（ｐ<０．
００１、ＡＮＯＶＡ）を用いた場合、特異的溶解は認められなかった。さらに、２Ｆ２は
、全血におけるインキュベーション後、Ｂ－ＣＬＬ細胞の特異的溶解を媒介した。１１Ｂ
８Ｔ（ｐ<０．０１、ＡＮＯＶＡ）またはリッキシマブ（ｐ<０．００１、ＡＮＯＶＡ）を
用いた場合、全血によるＢ－ＣＬＬ細胞の特異的溶解が認められた。好中球の存在下では
、特異的溶解は認められなかった。
【０３２０】
リッキシマブは、有効なＡＤＣＣを媒介することができたが、試験される腫瘍細胞のＣＤ
Ｃを媒介することはできないので、全血が誘導する２Ｆ２によるＢ細胞溶解は補体を介し
て媒介されるものであると思われる。
【０３２１】
有毛細胞白血病（ＨＣＬ）細胞の溶解：第３の一連の実験において、２Ｆ２、１１Ｂ８Ｔ
およびリッキシマブによるＨＣＬ細胞の溶解を、ＡＤＣＣにより、または血漿もしくは全
血の存在下において測定した。データを図２２に示す。一方、好中球は、使用したｍＡｂ
とは無関係に、ＡＤＣＣを媒介することができなかった。１１Ｂ８Ｔは、ＭＮＣ媒介性の
ＨＣＬ細胞の溶解を２Ｆ２（ｐ<０．００１、ＡＮＯＶＡ）やリッキシマブ（ｐ<０．０５
、ＡＮＯＶＡ）よりも効率的に誘導することができた。２Ｆ２およびリッキシマブは、Ｍ
ＮＣ媒介性のＨＣＬ細胞の溶解を誘導することができなかった。血漿媒介性の細胞溶解は
、リッキシマブ（ｐ<０．０５、ＡＮＯＶＡ）、１１Ｂ８Ｔ（ｐ<０．０１、ＡＮＯＶＡ）
または抗体なし（ｐ<０．００１、ＡＮＯＶＡ）と比較して、２Ｆ２によって強く高めら
れた。全血の存在下で、抗ＣＤ２０によって誘導された溶解を調べたとき、２Ｆ２は、細
胞の完全な溶解を誘導し、それは、リッキシマブ（ｐ<０．０１、ＡＮＯＶＡ）、１１Ｂ
８Ｔを用いたとき、または抗体を添加しないとき（ｐ<０．００１、ＡＮＯＶＡ）より優
れていた。 
【０３２２】
Ｂ－ＡＬＬ細胞の溶解：２例の患者からの細胞を使用して、２Ｆ２およびリッキシマブが
、ＡＤＣＣまたは補体によって、Ｂ－ＡＬＬ細胞の溶解を誘導する能力を調べた（図２３
）。これまでの実験において観察されているように、２Ｆ２およびリッキシマブは、Ｂ－
ＡＬＬ細胞のＭＮＣ媒介性のＡＤＣＣを同程度に誘導した。しかし、ここでも２Ｆ２は、
Ｂ－ＡＬＬ細胞の、血漿媒介性および全血媒介性の溶解を誘導することができたが、リッ
キシマブはできなかった。
【０３２３】
濾胞性リンパ腫細胞の溶解：濾胞性リンパ腫細胞の溶解を調べたとき（ｎ＝２）、異なる
図形が現れた（図２４）。２Ｆ２を用いた場合、細胞のわずかなＰＭＮ媒介性溶解が認め
られ、２Ｆ２およびリッキシマブは両方とも、ＭＮＣ媒介性ＡＤＣＣを誘導することがで
きなかった。なお、１１Ｂ８Ｔは、約２０％のＭＮＣ媒介性溶解を誘導することができた
。比較的高い血漿媒介性溶解がリッキシマブによって誘導されたものの、２Ｆ２を用いた
場合には完全な血漿媒介性の溶解が観察された。全血を用いた場合にも、２Ｆ２を用いた
場合に完全な溶解が認められた。一方、リッキシマブを用いた場合、７０％の溶解が認め
られた。最小の血漿媒介性溶解または全血媒介性溶解が、１１Ｂ８Ｔによって観察された
。
【０３２４】
一次外套細胞リンパ腫細胞の溶解：外套細胞リンパ腫細胞の特異的溶解は、誘導すること
がより困難であった（ｎ＝１、図２５）。ＰＭＮまたはＭＮＣおよびＣＤ２０ｍＡｂｓ添
加後、２Ｆ２、１１Ｂ８Ｔまたはリッキシマブによる溶解は、わずかに認められるか、ま
たは全く認められなかった。しかしながら、２Ｆ２は依然として、血漿または全血による
、約４０％の溶解を誘導することができたが、リッキシマブを用いた場合、細胞の１０～
２０％が溶解したに過ぎなかった。１１Ｂ８Ｔは、一次外套細胞リンパ腫細胞を誘導する
ことができなかった。 
【０３２５】
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全血における抗体濃度依存性のＡＲＨ－７７細胞の溶解：更なる実験において（ｎ＝４）
、全血の存在下でのＡＲＨ－７７細胞上でのＡＤＣＣの誘導に関する用量依存性を分析し
た。図２６からわかるように、２Ｆ２を滴定することによって、ＡＲＨ－７７細胞の、特
異的溶解のパーセンテージが用量依存的に増加した（ｐ<０．０５：治療的に有効な、２
ウェイＡＮＯＶＡ）。リッキシマブを用いた場合、ＡＲＨ－７７細胞の特異的溶解は認め
られなかった。
【０３２６】
ＡＤＣＣアッセイＩＩ
５１Ｃｒ標識標的細胞の調製：ＡＲＨ－７７細胞およびＲａｊｉ細胞をＲＰＭＩ＋＋中に
回収し（３×１０６個）、回転させ（１５００ｒｐｍ、５分間）、１４０μｌ５１Ｃｒ（
Chromium-51;
CJS11-1mCi, バッチ１２；１４０μｌ、約１００μＣｉ）中に再懸濁させ、インキュベー
トした（３７℃水浴、１時間）。細胞を洗浄した（１５００ｒｐｍ、５分間、ＰＢＳ中、
３ｘ）後、細胞をＲＰＭＩ＋＋中に再懸濁させ、トリパンブルー排除処理によって計測し
た。細胞を２×１０４個／ｍｌの濃度とした。
【０３２７】
エフェクター細胞の調製：新鮮な抹消血単核細胞（ＭＮＣ）を、フィコール（Bio Whitta
ker; リンパ球分離培地、cat 17-829E）によって、製造元の指示にしたがって、４０ｍｌ
のヘパリン血から単離した。細胞をＲＰＭＩ＋＋中に再懸濁後、細胞をトリパンブルー排
除処理によって計数し、細胞を１×１０６個／ｍｌの濃度に調節した。
【０３２８】
ＡＤＣＣセットアップ：５０μｌのＲＰＭＩ＋＋を９６ウェルプレートにピペットで移し
、５０μｌの５１Ｃｒ標識標的細胞を添加した。その後、５０μｌの抗体を添加し、ＲＰ
ＭＩ＋＋に希釈した（最終濃度：１０、１、０．１、０．０１μｇ／ｍｌ）。細胞をイン
キュベートし（室温、１０分）、５０μｌのエフェクター細胞を添加した。その結果、エ
フェクター：標的の比率が５０：１となった（最大の溶解を測定するために、エフェクタ
ー細胞の代わりに５０μｌの５％Triton-X-100を添加した）。細胞を回転させ（５００ｒ
ｐｍ、５分）、インキュベートした（３７℃、５％ＣＯ２、４時間）。細胞を回転させた
（１５００ｒｐｍ、５分間）後、１００μｌの上清をマイクロニックチューブに回収し、
ガンマカウンターで計数した。特異的な溶解のパーセンテージについては以下のように計
算した。
％特異的溶解＝（ｃｐｍサンプル－ｃｐｍ標的細胞のみ）／（ｃｐｍ最大溶解－ｃｐｍ標
的細胞のみ）×１００
【０３２９】
統計：データをワンウェイANOVAによって分析した後、Tukey’sマルチ比較ポストホック
試験を行った。分析は、Graph Pad Prism（Windows（登録商標）用version 3.02、Graph 
Pad Software, San Diego, CA, USA）を用いて行った。
【０３３０】
ＡＲＨ－７７細胞およびＲａｊｉ細胞の抗体濃度依存性溶解：リッキシマブとの比較にお
いて、２Ｆ２Ｔおよび１１Ｂ８ＴがＡＲＨ－７７およびＲａｊｉ細胞（ｎ＝３）のＡＤＣ
Ｃを誘導する能力を有するかどうかについて試験した。
【０３３１】
ＣＤ２０ ｍＡｂｓについての用量効果関連が、エフェクター細胞としてＭＮＣを用いた
ＡＲＨ－７７細胞のＡＤＣＣにおいて観察された（図２７）。２Ｆ２Ｔおよび１１Ｂ８Ｔ
は、ＡＲＨ－７７細胞の特異的溶解を誘導した。それは、１０μｇ／ｍｌのｍＡｂのとき
最大（５０％）であった。リッキシマブは、標的細胞の２５％を誘導したに過ぎなかった
。アイソタイプ対照抗体（HuMab-KLH）を添加したとき、ＡＤＣＣを誘導しなかった。Ｍ
ＮＣを添加しなかった場合、特異的溶解は観察されなかった（データは示していない）。
【０３３２】
標的細胞として、Ｒａｊｉ細胞を用いた場合、ＡＲＨ－７７細胞を用いたときと同様の図
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になった（図２８）。２Ｆ２Ｔも１１Ｂ８Ｔも、ＭＮＣ媒介性のＲａｊｉ細胞溶解を誘導
した。とはいえ、２Ｆ２Ｔは、低濃度において、１１Ｂ８Ｔより力価が高いと思われる。
２Ｆ２Ｔおよび１１Ｂ８Ｔを用いて達成する溶解の最大値は、約３５％であった。標的細
胞の２０％のみがリッキシマブに感受性を示していたにすぎなかったが、リッキシマブは
、ＭＮＣ媒介性のＲａｊｉ細胞溶解を誘導した。アイソタイプ対照抗体（HuMab-KLH）を
添加したとき、ＡＤＣＣを誘導しなかった。ＭＮＣを添加しなかった場合、特異的溶解は
観察されなかった（データは示していない）。
【０３３３】
実施例８：ＦＲＥＴおよびTriton-X不溶性分析
蛍光共鳴エネルギー転移（ＦＲＥＴ）を調べるためのＣｙ３－およびＣｙ５－結合ｍＡｂ
の調製：モノクローナル抗体を直接、上記のように製造元の指示にしたがって、Ｃｙ３お
よびＣｙ５（Amserham Biosciences UK
Ltd）の二官能性ＮＨＳ－エステル誘導体に結合させた。簡単に述べれば、ｍＡｂを０．
１Ｍカーボネート／ビカーボネートに対して透析した（ｐＨ９）。その後、染料をＨ２Ｏ
に溶解し、すぐに１ｍｇのｍＡｂに添加し、室温で、暗室で、４５分間インキュベートし
た。ＰＢＳ中で均衡化させたPD10-Sephadex G25カラムを用いたゲルクロマトグラフィー
によって、標識ｍＡｂｓを未結合の染料から分離した。結合のモル比を、Ｃｙ３について
はε５５２＝１５０／ｍＭ／ｃｍ、Ｃｙ５については、ε６５０＝２５０／ｍＭ／ｃｍ、
タンパク質については、ε２８０＝１７０／ｍＭ／ｃｍから、分光分析による測定を行っ
た。余剰の染料：タンパク質は、５～８倍の範囲であった。
【０３３４】
ＦＲＥＴ分析：Ｄａｕｄｉ細胞を、５×１０６個／ｍｌで、ＰＢＳ／０．１％ＢＳＡ中で
再懸濁させ、等モルドナー（Ｃｙ３）結合およびアクセプター（Ｃｙ５）結合ｍＡｂを組
み合わせ、細胞懸濁液に添加した（最終濃度：１０μｇ／ｍｌ）。細胞を暗室で４℃また
は３７℃で３０分間インキュベートした。各実験では、等モルの未標識ｍＡｂの存在下で
、２０倍の余剰モルの未結合ｍＡｂとともにプレインキュベーションを行った後、細胞を
ドナー結合およびアクセプター結合ｍＡｂで標識した。標識抗原の会合を評価するために
、FACScalibur（BD Biosciences）を用いて、フローサイトメトリーによるＦＲＥＴ測定
を行った。５８５ｎｍの蛍光強度（ＦＬ２）および６５０ｎｍの蛍光強度（ＦＬ３）（双
方とも４８８ｎｍで励起した）、ならびに６６１ｎｍの蛍光強度（ＦＬ４）（６３５ｎｍ
で励起した）を検出し、下記式（式中、Ａはアクセプター（Ｃｙ５）であり、Ｄは、ドナ
ー（Ｃｙ３）である）からＦＲＥＴを計算するために用いた。取得した全ての値を、下記
式を用いて、自発蛍光のために修正した：
ＦＲＥＴ＝ＦＬ３（Ｄ，Ａ）－ＦＬ２（Ｄ，Ａ）／ａ－ＦＬ４（Ｄ，Ａ）／ｂ
（式中、ａ＝ＦＬ２（Ｄ）／ＦＬ３（Ｄ）、ｂ＝ＦＬ４（Ａ）／ＦＬ３（Ａ）を表す）
【０３３５】
単一の標識細胞から集めたデータを用いて修正パラメーターを取得し、サイドアングル（
side angle）光散乱を利用して、残骸および死んだ細胞をゲートアウトした。二重に標識
された細胞上のドナーｍＡｂ誘導体とアクセプターｍＡｂ誘導体の間のＦＲＥＴは、４８
８ｎｍでの発光に敏感なアクセプターに関連して表される。ＦＲＥＴ値が大きいときは、
ドナー標識抗体とアクセプター標識抗体が、物理的により近接して会合していること、ま
たはドナー標識ｍＡｂに近接したアクセプター標識ｍＡｂの密度がより高いことを示して
いる。
【０３３６】
Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ－１００（ＴＸ）不溶性による、ラフト会合した抗原の評価：ラフトマ
イクロドメイン中の抗原の存在の迅速な評価として、前述したように、低温でのＴｒｉｔ
ｏｎ Ｘ－１００（ＴＸ）不溶性に基づいたフローサイトメトリー法を用いた。簡単に述
べれば、Ｄａｕｄｉ細胞をＲＰＭＩ／１％ＢＳＡで洗浄し、２．５×１０６／ｍｌで再懸
濁した。その後細胞（１００μｌ）を、１０μｇ／ｍｌのＦＩＴＣ結合ｍＡｂとともに３
７℃で１５分間インキュベートし、冷ＰＢＳ／１％ＢＳＡ／２０ｍＭアジ化ナトリウム（
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ＰＢＳ－ＢＳ）中で洗浄し、サンプルを半分に分割した。全てのサンプルを残りのアッセ
イの間、氷上で維持した。半分を氷上で維持し、１００％の表面抗原レベルの計算を行う
ようにした。一方、他の半分は、０．５％ＴＸで１５分間、氷上で処理し、不溶ラフト画
分中に残る抗原の割合を計算した。次いで細胞を、残りのアッセイを通して、４℃で維持
し、ＰＢＳ－ＢＳで１回洗浄し、ＰＢＳ－ＢＳに再懸濁させ、フローサイトメトリーによ
る評価を行った。標的抗原のラフト会合の構成レベルを決定するために、まず細胞を０．
５％ＴＸで１５分、氷上で処理し、ＦＩＴＣ標識ｍＡｂの結合前にＰＢＳ－ＢＳ中で洗浄
した。
【０３３７】
図２９Ａ、２９Ｂおよび２９に示されているように、蛍光共鳴エネルギー転移（ＦＲＥＴ
）分析により、２Ｆ２または７Ｄ８を用いたインキュベーション後、ＣＤ２０のクラスタ
ー化が起こることが示されている。１１Ｂ８とともにインキュベートした場合、そのよう
なクラスター化は観察されなかった。これらの結果は、ＴＸ処理データ（図２９Ｃ参照）
と一致し（すなわち、２Ｆ２および７Ｄ８は、１１Ｂ８とは異なり、結合の後、不溶性画
分とともに残留する）、また２Ｆ２および７Ｄ８は、結合するとすぐ、ＣＤ２０をＢ細胞
膜の脂質ラフト区画に近づけるという概念を裏付けるものである。
【０３３８】
図３０（ワンウェイＡＮＯＶＡ、続いてTukey’sマルチ比較ポストホック試験を用いた３
つの実験のＦＲＥＴ値およびs.e.m.）に示されているように、ＦＲＥＴ分析は、リッキシ
マブおよび２Ｆ２のクラスター化を示しているが、一方、１１Ｂ８Ｔを用いた場合、クラ
スター化はみとめられなかった。これらのデータは、図３１（ｎ＝２）に示すように、Ｆ
ＩＴＣ標識ｍＡｂｓの結合前に０．５％のＴＸで処理した後得られたデータと一致してい
る。 
【０３３９】
脂質ラフト画分の調製およびウェスタンブロット：ＣＤ２０と脂質ラフトとの会合を調べ
るための別の方法は、スクロースの代わりにOptiprep（Sigma）を使用したことを除き、D
eans, J.P., et al., J. Biol. Chem., 1998. 273（1）:pp 344-348に開示されているス
クロース勾配分画法を用いて、ラフトおよび非ラフト膜画分の間のＣＤ２０のばらつきを
調べることである。ＣＤ２０（１０μｇ／ｍｌ）に対するモノクローナル抗体を、３７℃
で２０分間、Ｄａｕｄｉ細胞（１×１０７）結合させた。このインキュベーション後、細
胞をペレット化し、ＰＢＳで２回洗浄し、氷冷溶解緩衝液中で溶解した（１．０％ＴＸの
入ったＭＥＳ－緩衝塩（２５ｍＭのＭＥＳ、ｐＨ６．５、１５０ｍＭのＮａＣｌ、１ｍＭ
のフェニルメチルスルホニル、５μｇ／ｍｌのアプロチニン、５μｇ／ｍｌのロイペプチ
ン、１０ｍＭのＥＤＴＡ））。細胞ペレットを完全に再懸濁し、氷上で２０分間インキュ
ベートした。その後、溶解物を４００μｌの６０％の冷Optiprep （Sigma）と混合した。
そのサンプルに６００μｌの、３５％、３０％、２５％、２０％、０％のOptiprepの入っ
たリシス緩衝液をそれぞれ塗布した。勾配は、４０．０００ｒｐｍ、４℃で１８時間回転
させた。上から６つの画分を回収し、４～１５％のＳＤＳ－ＰＡＧＥゲルに溶解し、ニト
ロセルロース膜に移し、一次抗体（マウス抗ＣＤ２０ポリ血清、Serotec, UK）、続いて
ＨＲＰ結合２次抗体（ウサギ抗マウスHRP、Jackson,Bar Harbor, Maine, USA）を用いて
インキュベートした。ブロットは、Supersignal West Dura extended duration substrat
e（Pierce,
Woburn, MA, USA）を用いて視覚化した。
【０３４０】
その結果を図３２に示している。示されているように、ＣＤ２０分子は、高密度画分５（
未処理の細胞）に限定されている。リッキシマブで処理した細胞は、膜ラフトが沈澱する
ことが期待される場合の画分に一致した、低密度膜画分２および３において有意な割合で
、ＣＤ２０ばらつきにおいて明らかなシフトを示していた。２Ｆ２で処理した細胞も、画
分２および３に対するこのシフトを示していた。対照的に、１１Ｂ８Ｔで２０分間処理し
た細胞は、未処理の細胞、画分５におけるＣＤ２０分子と同様のばらつきを示していた。
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結果として、２Ｆ２およびリッキシマブへの結合は、ＣＤ２０分子の低密度膜画分へのシ
フトを誘導するが、１１Ｂ８Ｔへの結合はそれをしない。
【０３４１】
実施例９：ＣＤ２０に対するヒト抗体を用いたバーキット細胞株のアポトーシス 
アポトーシス：Ｄａｕｄｉ細胞（１ｍｌの組織培養培地中０．５×１０６個）を、１μｇ
／ｍｌまたは１０μｇ／ｍｌのｍＡｂまたは対照抗体とともに２４ウェル平底プレートに
入れ、３７℃でインキュベートした。２０時間後、細胞を集め、アネキシン-V-FITC結合
緩衝液（BD biosciences）で洗浄し、アネキシン V-FITC （BD biosciences）で１５分間
、暗室で、４℃で標識した。その細胞を分析するまで４℃で保持しておいた。ＦＡＣＳチ
ューブ中で各サンプル（１５０μｌ）を１０μｌのＰＩ溶液（ＰＢＳ中１０μｇ／ｍｌ）
に添加した。その混合物をCellQuest pro software を備えたFACScaliburフローサイトメ
ーター（BD Biosciences, Mountain view, CA）を用いてローサイトメトリーによって即
座に評価した。分析のために少なくとも１０，０００の現象を集めた。
【０３４２】
Ｄａｕｄｉ細胞におけるアポトーシスの誘導：Ｄａｕｄｉ細胞をＣＤ２０に対するヒト抗
体（１μｇ／ｍｌ）の存在下で（２次架橋抗体を添加せずに）、２０時間インキュベート
した。フローサイトメトリーを用いて、アネキシンＶ／ＰＩ染色によりアポトーシスの誘
導を調べた。
【０３４３】
図３３Ａ～Ｇに示すように、１１Ｂ８は、アポトーシス誘導の明らかな証拠を示している
（抗ＩｇＭ抗体によって誘導されたものと類似する）。２Ｆ２および７Ｄ８は、Ｄａｕｄ
ｉ細胞のアポトーシスを誘導しなかった。アポトーシス誘導性マウス抗ＣＤ２０抗体、Ａ
Ｔ８０を、対照として用いた。
【０３４４】
Ｒａｊｉ細胞におけるアポトーシスの誘導：Ｒａｊｉ細胞のアポトーシスの誘導を、ある
濃度域のＣＤ２０ ｍＡｂを用いて調べた。図３４は、アネキシン－Ｖ－陽性細胞のパー
センテージを示す。図３４からわかるように、陽性対照マウス抗ヒトＣＤ２０－ｍＡｂ、
Ｂ１は、Ｒａｊｉ細胞のアポトーシスの濃度依存性の増加を、１０μｇ／ｍｌのｍＡｂに
おいて、最大で約７０％誘導した。１１Ｂ８も強くアポトーシスを誘導し、その結果、１
０μｇ／ｍｌのｍＡｂにおいて、最大で約５３．４％のＲａｊｉ細胞のアポトーシスを誘
導した。一方、２Ｆ２およびリッキシマブは、Ｒａｊｉ細胞のアポトーシスの誘導が非常
に弱く、陰性対照レベルと比較して、わずかにアポトーシスのレベルが増加しただけであ
った。
【０３４５】
Ｄａｕｄｉ細胞におけるアポトーシスの誘導：１．０μｇ／ｍｌのＣＤ２０ ｍＡｂ（図
３５Ａおよび３５Ｂ）を添加後、標的細胞としてＤａｕｄｉ細胞を用いた場合も同じ図形
が現れた。図３５Ａに示されたデータは、アネキシン－Ｖ陽性細胞を示し、図３５Ｂ（Ｘ
軸はアネキシン－Ｖを示し、Ｙ軸はＰＩを示している）は、初期アポトーシス（アネキシ
ン－Ｖ陽性およびＰＩ陰性）および晩期アポトーシス（アネキシン－Ｖ陽性およびＰＩ陽
性）における、Ｄａｕｄｉ細胞のアポトーシスのパーセンテージを示す。ここでも、濃度
１．０μｇ／ｍｌで使用したとき、Ｂ１（６５．９％）および１１Ｂ８Ｔ（５６．３％）
の双方は、アポトーシスを強く誘導した（図３６）。２Ｆ２Ｔを添加したところ、低レベ
ルのアポトーシスＤａｕｄｉ細胞が得られた（１７％）。リッキシマブを添加したところ
、２９％のアポトーシスＤａｕｄｉ細胞が得られた。アイソタイプ対照抗体HuMab-KLHを
添加したところ、Ｄａｕｄｉ細胞のアポトーシスは得らなかった（６％）。
【０３４６】
実施例１０：ＣＤ２０に対するヒト抗体を用いた、細胞のホモタイプの接着 
ホモタイプの凝結は、アポトーシスの誘導と相関している。したがって、抗ＣＤ２０ ｍ
ＡｂがＢ細胞のホモタイプの凝結を誘導する能力を調べた。
【０３４７】
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Ｒａｍｏｓ－ＥＨＲＢ細胞のホモタイプの凝結：Ｒａｍｏｓ－ＥＨＲＢ細胞（１ｍｌの組
織培養培地中０．５×１０６）を、抗ＣＤ２０抗体１１Ｂ８、２Ｆ２または７Ｄ８（架橋
なし）の存在下で、３７℃で4時間インキュベートし、ホモタイプの接着の誘導を光学顕
微鏡検査によって、（上記したように）評価した。
【０３４８】
図３６Ａ～Ｅに示されているように、１１Ｂ８は、Ｒａｍｏｓ－ＥＨＲＢ細胞の集中的な
凝結を引き起こした（ネズミ抗ＣＤ２０抗体、ＡＴ８０によって引き起こされる凝結に類
似している）。２Ｆ２および７Ｄ８は、Ｒａｍｏｓ細胞のホモタイプの凝結を誘導しなか
った。
【０３４９】
Ｄａｕｄｉ細胞のホモタイプの凝結：Ｄａｕｄｉ細胞を、１μｇ／ｍｌまたは１０μｇ／
ｍｌのｍＡｂまたは対照抗体とともに２４ウェル平底プレートに入れ、３７℃で４時間イ
ンキュベートした。ホモタイプの凝結の範囲を光学顕微鏡検査によって測定した。図３７
からわかるように、２Ｆ２は、１．０μｇ／ｍｌでは（および１０μｇ／ｍｌ、データは
示していない）、Ｄａｕｄｉ細胞のホモタイプの凝結を殆ど誘導しなかった。リッキシマ
ブは、Ｄａｕｄｉ細胞のホモタイプの凝結をわずかに誘導しただけであった。対照的に、
Ｂ１抗体は、ホモタイプの凝結を強く誘導した。
【０３５０】
実施例１１：ＣＤ２０に対するヒト抗体を用いた免疫治療
高用量（１００μｇ）の、Ｄａｕｄｉ細胞攻撃したＳＣＩＤマウスの２Ｆ２および７Ｄ８
を用いた治療：ＳＣＩＤマウスは、Harlan UK Ltd., Blackthorn, Oxon, UKから入手し、
病原体の無い条件下で飼育し、保持した。Ｄａｕｄｉ細胞（２．５×１０６）を、１２～
１６週齢のＳＣＩＤマウスのコホートの尾部の静脈に静脈注射し、７日後、１００μｇの
２Ｆ２または７Ｄ８を同じ投与経路で注射した。実験動物は、動物倫理委員会の指示にし
たがい、下肢麻酔を行って実験に用いた。図３８に示されているように、２Ｆ２または７
Ｄ８で治療した後のマウスの生存率が延びている。
【０３５１】
高用量（１００μｇ）の、Ｔａｎｏｕｅ細胞攻撃したＳＣＩＤマウスの２Ｆ２およびリッ
キシマブを用いた治療：Ｔａｎｏｕｅ細胞（２．５×１０６、２００μｌのＰＢＳ中）を
、１２～１６週齢のＳＣＩＤマウス（Harlan UK Ltd., Blackthorn, Oxon, UK）のコホー
トの尾部の静脈に静脈注射し、７日後、１００μｇ（２００μｌのＰＢＳ中）の抗ＣＤ２
０ ｍＡｂを同じ投与経路で注射した。本実験においては、２Ｆ２をリッキシマブおよび
Ｂ１と比較した。実験動物は、後脚麻酔を行って実験に用いた。結果を図３９に示してい
る。３９日後、最初の２匹の対照マウスが死に、５４日後にはこの群が完全に死亡した。
このときまでに、下記の２Ｆ２治療のものは１匹だけが死に、この群の他のマウスの生存
率はかなり増加した。８１日後、腫瘍細胞を注射した後、１匹のマウスが死に、残りのマ
ウス（合計数の６０％）が腫瘍攻撃の１００日後、実験期間中生存していた。対照的に、
リッキシマブは、５匹のマウス中２匹の生存率が増加し（攻撃後６６日後、および８３日
後に死亡）、実験終了時に生存マウスはなかった。Ｂ１群において、ＳＣＩＤマウスの生
存率は、２Ｆ２群のそれと類似しており、２匹のマウスが４８日に死亡し、１匹が７６日
後に死んだ。この群においては、４０％が実験終了時に生きていた。 
【０３５２】
Ｄａｕｄｉ細胞攻撃されたＳＣＩＤマウスの２Ｆ２およびリッキシマブの用量反応性：腫
瘍発生からの保護に関して、リッキシマブとの比較における２Ｆ２の有効性を評価するた
めに、Ｄａｕｄｉ腫瘍細胞で攻撃されたＳＣＩＤマウスの治療において、用量滴定を行っ
た。Ｄａｕｄｉ細胞は、Ｔａｎｏｕｅ細胞よりもＣＤ２０を多く発現し、in vitroでの殺
傷への感受性が高い。１０個の群のＳＣＩＤマウス（各群４匹）および１個の対照群（５
匹のＳＣＩＤマウス）に、０日目に２．５×１０６のＤａｕｄｉ細胞（２００μｌのＰＢ
Ｓ中）を静脈注射し、２０、５、２、０．５または０．１μｇ（２００μｌのＰＢＳ中）
のリッキシマブ、２Ｆ２またはＰＢＳ（対照）を７日目に静脈注射した。実験動物は、後
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脚麻酔を行って実験に用いた。結果を図４０に示している。
【０３５３】
対照群では、全てのマウスが２６～２９日の時間間隔で死んだ。しかしながら、２Ｆ２を
用いた場合、明らかな用量効果関係が認められた（図４０、上のグラフ）。０．１μｇお
よび０．５μｇの用量の２Ｆ２を用いた場合、効果は認められなかったものの、２μｇ程
の２Ｆ２を用いた場合、生存日数が４１日まで実質的に延び、５μｇの２Ｆ２を用いた場
合、生存日数が４７日まで、そして２０μｇの２Ｆ２を用いた場合、生存日数が５０日ま
で実質的に延びた。
【０３５４】
対照的に、リッキシマブは、最も高い用量である２０μｇで試験した場合でさえ、生存日
数はわずかに延びただけで、したがって、用量効果関係は低濃度で試験した場合は、認め
られなかった（図４０、下のグラフ）。
【０３５５】
１１Ｂ８ＴおよびＢ１によるＤａｕｄｉ腫瘍細胞を持つＳＣＩＤマウスの治療：Ｄａｕｄ
ｉ細胞（２．５×１０６）を含む２００μｌのＰＢＳを、１２～１６週齢のＳＣＩＤマウ
スのコホートの尾部の静脈に静脈注射し、７日後、１００μｇの１１Ｂ８またはＢ１（２
００μｌのＰＢＳ中）を同じ投与経路で注射した。実験動物は、後脚麻酔を行って実験に
用いた。ＰＢＳで処置した対照マウスにおいては、全てのマウスが３５～５３日の時間間
隔で死亡した（図４１）。１１Ｂ８Ｔによる治療は、マウスは腫瘍攻撃の７２および９８
日後に死亡していることから、マウスを強く保護した。Ｂ１治療群においては、大半のマ
ウスは、実験終了以降、すなわち、１００日後も生存していた。
【０３５６】
実施例１２：ＳＣＩＤマウスを用いた、Ｄａｕｄｉ－ｌｕｃ異種移植片モデルにおける抗
ＣＤ２０抗体の評価
抗ＣＤ２０抗体の治療効果を、ヒトＢ細胞腫瘍細胞の播種性派生物が続いて起こる、マウ
スモデルで、外部の光学画像を用いて評価した。このモデルにおいては、腫瘍細胞をホタ
ルルシフェラーゼでトランスフェクトする。ルシフェリン（Molecular Probes,
Leiden, The Netherlands）をマウスに投与後、標識された細胞をin vivo で、バイオル
ミネセントイメージングによって、高感度ＣＣＤカメラを用いて、検出することができる
（Wetterwald et al. （2002） American Journal of Pathology, 160（3）:1143-1153.
）。
【０３５７】
Ｄａｕｄｉ細胞をGene Therapy Systems（San Diego, CA）から入手したgWIZルシフェラ
ーゼを用いてトランスフェクトし、１０％のＦＣＳ、Pen/Strep、Sodium Pyruvateおよび
１ｕｇ／ｍｌのピューロマイシン（Sigma）を含むＲＰＭＩ中で培養した。細胞を分析し
て、ルミノメーター（luminometer）でルシフェラーゼ発現（ＲＬＵ／１×１０５個の細
胞において発現した）を、そして、ＦＡＣＳによってＣＤ２０の発現を調べた。マウス一
匹につき、２．５×１０６個のルシフェラーゼ－トランスフェクトＤａｕｄｉ細胞を静脈
注射し、ＳＣＩＤマウスにした。接種８日後、マウスに２Ｆ２Ｔ、１１Ｂ８Ｔ、リッキシ
マブ、Ｂ１またはアイソタイプ対照抗体（ｈｕＩｇＧ１）の単一の用量（１０μｇ）によ
る治療を施した（１治療群につき６匹）。撮像するために、マウスにケタミン／キシラジ
ン／アトロピンの混合物を腹腔内注射して、麻酔をかけた。合成Ｄ－ルシフェリン（ナト
リウム塩、Molecular Probes）を、２５ｍｇ／ｍｌの用量で腹腔内投与した。次いで、マ
ウスを遮光ボックスに入れ、３分後、VersArray 1300B液体窒素冷却ＣＣＤ検出器（Roper
 Scientific）を用いて撮像を開始した。5分間の露光の間、ルシフェラーゼから発光され
るフォトンを計数した。照明のもとで、黒色と白色の画像を参照のために作製した。デー
タ収集および画像分析にMetaVueソフトウェア（Universal
Imaging Corp）を用いた。群の間の統計学的有意さは、GraphPad PRISM version 3.02（G
raphpad Software Inc）を用いたNewman-Keuls post testによって、ばらつきのワンウェ
イ分析によって推定した。
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【０３５８】
後方からの撮像を１週間の時間間隔で行った。８日目、治療の日、発光は、尾部の接種部
位のみにおいて検出された。別の部位における腫瘍形成は、アイソタイプ対照群（ｈｕＩ
ｇＧ１）およびリッキシマブ群の全てのマウスにおいて１４日目に検出された。次の週に
は、発光は着実に増加していた。図４２は、３９日目（治療３１日目）における全てのマ
ウスの画像を示す。ここでは、マウスの黒および白の体の画像の上に表したように、バイ
オルミネセンスを赤で表している（マウスの暗い部分）（光度>５０フォトン／５分）。
各マウスの腫瘍質量を、光シグナルを体表面に統合させることによって、２５、３２、３
９および４６日目に定量化した。図４３参照。最速の腫瘍成長は、アイソタイプ対照群に
おいて観察された。リッキシマブでの治療によって、腫瘍成長が有意に阻害された。しか
しながら、２Ｆ２Ｔ、１１Ｂ８ＴおよびＢ１による腫瘍成長阻害の方が、より強かった。
有意なレベルを示した以下の表２を参照されたい。
【０３５９】
【表２】

【０３６０】
実施例１３：カニクイザルでの実験および薬物導体学的研究
１日１回連続４日間静脈投与（伏在静脈を介して）後、カニクイザル（約２歳；体重：２
．１～２．６ｋｇの範囲）における２Ｆ２の薬物動態学的パターンおよび薬理学的効果を
決定することを目的とした。その同等の力価を決定するために、本研究では、リッキシマ
ブの薬理学的効果の比較も行った。この目的のために、６匹のオスおよび６匹のメスカニ
クイザルを、４日間連続で、定用量体積の１０ｍｌ／ｋｇで、１．２５、６．２５および
１２．５ｍｇ／ｋｇ／日の用量レベルで２Ｆ２またはリッキシマブをそれぞれ投与する、
６用量群に割り付けた。最後の用量を投与後、１３０日間、動物を投与後観察した。この
研究に採用した実践および手順は、United Kingdom
Department of Healthが制定したOECD Principles of Good Laboratory Practiceにした
がっている。全ての動物を、処置に対して悪い健康状態の徴候または反応を示していない
かどうかについて、定期的に観察し、身体測定を行った。本研究の間に、血液学、凝固、
臨床化学および尿検査の実験室での検査を行った。血液サンプルおよびリンパ節生体組織
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を（リンパ節表面から）取得し、投与中、および投与後観察を通して、フローサイトメト
リー分析を行った。以下の細胞表現型、すなわち、ＣＤ３、ＣＤ４、ＣＤ８、ＣＤ２０お
よびＣＤ２１について、フローサイトメトリーによって分析した。投与後観察期間完了後
、動物を殺し、詳細な剖検を行った。
【０３６１】
２Ｆ２またはリッキシマブを用いた治療に関連すると考えられる有害な臨床徴候または所
見は認められなかった。図４４および４５は、治療された動物の抹消血のＣＤ２０および
ＣＤ２１発現細胞のフローサイトメトリー分析をそれぞれ示す。図４６は、リンパ節での
ＣＤ２０発現細胞のフローサイトメトリー分析を示す。あわせて、本研究中に分析された
双方の表現型は、６．２５ｍｇ／ｋｇ／日（合計２５ｍｇ／ｋｇ）および１２．５ｍｇ／
ｋｇ／日（合計５０ｍｇ／ｋｇ）で２Ｆ２およびリッキシマブを投与した後、強く、有効
なＢ細胞欠失を示している。さらに、データは、２Ｆ２で処置した動物のリンパ節および
抹消血におけるＣＤ２０発現細胞の再増殖は、２５ｍｇ／ｋｇおよび５０ｍｇ／ｋｇを投
与した７５日後、すなわち、リッキシマブで治療した動物におけるより著明に遅く、起こ
った。
【０３６２】
さらに、図４７Ａ～Ｃは、抹消血におけるＣＤ２０低ＣＤ２３＋ＣＤ４０高発現細胞サブ
ポピュレーション（Y. Vugmeyster et al. （2003） Cytometry 52A:101-109）のフロー
サイトメトリー分析を示す。
【０３６３】
１日１回１．２５ｍｇ／ｋｇ（図４７Ａ）、６．２５ｍｇ／ｋｇ（図４７Ｂ）、および１
２．５ｍｇ／ｋｇ（図４７Ｃ）の用量レベルで、２Ｆ２またはリッキシマブのいずれかを
連続４日間静脈投与することによって治療したサルから取得した抹消血細胞を、抗ヒトＣ
Ｄ２０ ＦＩＴＣネズミモノクローナル抗体（Coulter）を用いて、室温で１０分間、イン
キュベートした。その後、ＰＢＳとともにカウントビーズ（count beads）添加し、細胞
を２回洗浄し（３００ｇ、１０分間）、その後すぐ、ＣＤ２０低ＣＤ２３＋ＣＤ４０高対
ＣＤ２０高ＣＤ２３＋ＣＤ４０低発現細胞サブポピュレーションの分析を、フローサイト
メーター（Beckman Coulter）で行った。示されたＣＤ２０低ＣＤ２３＋ＣＤ４０高細胞
は個／μｌで表した。図４７からわかるように、２Ｆ２は、ＣＤ２０低ＣＤ２３＋ＣＤ４
０高発現細胞では、リッキシマブと比較して完全な長い欠失を示していた。
【０３６４】
実施例１４：部位特異的突然変異誘導を用いたエピトープマッピング
突然変異誘導アプローチを用いたエピトープマッピング研究によれば、第２の細胞外ルー
プの１７０位のアラニン（Ａ１７０）および１７２位のプロリン（Ｐ１７２）は、公知の
抗ＣＤ２０抗体によるヒトＣＤ２０の認識にとって重要である。Deansと共同研究者（M.J
. Polyak, et al., Blood, （2002） 99（9）: pp 3256-3262; M.J. Polyak, et al., J.
 Immunol., （1998） 161（7）: pp 3242-3248）による研究においては、試験された全て
の抗ＣＤ２０ ｍＡｂの結合は、Ａ１７０とＰ１７２を対応するネズミＣＤ２０残基Ｓ１
７０およびＳ１７２に変更することによって阻害された。ＡｘＰエピトープの認識におけ
る異種性が認識されたが、リッキシマブのような大半の抗体は、ヒトＡ１７０ｘＰ１７２
配列に突然変異したＳ１７０およびＳ１７２を持つネズミＣＤ２０を認識する。ところが
、他のいくつかのものは、ＡｘＰ配列のＮ末端の近くにさらなる突然変異を必要とする。
本発明のＡ１７０ｘＰ１７２刺激がまた、抗体の結合にとって有用であるかどうかを確認
するために、部位特異的突然変異誘導（ＡｘＰ突然変異＝Ａ１７０Ｓ、Ｐ１７２Ｓ）を用
いて、ＡｘＰ配列をＳｘＳに突然変異させ、細胞をＡｘＰ突然変異および野生型（ＷＴ）
ＣＤ２０ ＤＮＡを用いて、トランスフェクトし、抗ＣＤ２０ ｍＡｂｓの結合特性を比較
した。
【０３６５】
さらなる突然変異体、Ｐ１７２Ｓ（１７２位のプロリンをセリンに変異させた）、Ｎ１６
６Ｄ（１６６位のアスパラギンをアスパラギン酸に変異させた）およびＮ１６３Ｄ（１６
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３位のアスパラギンをアスパラギン酸に変異させた）を調製した。部位特異的突然変異誘
導を用いて、変異したアミノ酸残基が本発明の抗体の結合に重要であるかどうかを評価し
た。これを調べるために、制限部位を導入する好適なプライマーおよび最適な発現のため
の理想的なKozak配列を用いてＣＤ２０コード配列を増幅させることによって、ＣＤ２０
発現ベクターを構築した。増幅した断片を消化し、発現ベクターｐＥＥ１３．４中にライ
ゲーションした。E.coli中でトランスフォーメーション後、挿入物についてコロニーをス
クリーニングし、正しい配列を確認するために、配列のための２つのクローンを選択した
。コンストラクトをpEE13.4CD20HSと名づけた。 
【０３６６】
突然変異誘導を行い、ＡｘＰ突然変異を導入し、またヒトＣＤ２０の２０マウス突然変異
を細胞外ループ領域に導入した。制限酵素による消化および配列決定によって突然変異誘
導を確認した。そのコンストラクトを一時的にＣＨＯ細胞（ＡｘＰ突然変異のため）また
はＨＥＫ２９３Ｆ細胞にトランスフェクトし、トランスフェクションの２４時間後または
４８時間後にフローサイトメトリーを用いて分析を行った。
【０３６７】
オリゴヌクレオチドＰＣＲプライマー：オリゴヌクレオチドプライマーを合成し、Isogen
 BV（Maarssen, The Netherlands）によって定量化した。濃度１００ｐｍｏｌ／μｌの水
中にプライマーを再構築し、必要時まで－２０℃で保存した。ＰＣＲおよび配列プライマ
ーの概要を表３に示す。
【０３６８】
核酸の光学密度測定：Ultrospec 2100 pro Classic （Amersham Biosciences, Uppsala, 
Sweden）を用いて、製造元の指示にしたがって、光学密度を測定した。ＯＤ２６０ｎｍの
分析によってＤＮＡ濃度を測定した（ＯＤ２６０ｎｍユニット＝５０μｇ／ｍｌ）。参照
溶液は、核酸を溶解するために使用される溶液と同じとした。
【０３６９】
E.coli培養物からのプラスミドＤＮＡの単離：プラスミドＤＮＡを、Qiagen社製キットを
用いて、製造元の指示にしたがって、E.coli培養物から単離した（Westburg BV, Leusden
,The Netherlands）。「嵩高の」プラスミドを調製するために、Hi-Speed plasmid Maxi 
kitか、Hi-Speed plasmid Midi kitのいずれかを使用した（Qiagen）。小規模のプラスミ
ドを調製するためには（すなわち、２ｍｌのE.coli培養物）、Qiaprep Spin Miniprep Ki
t （Qiagen）を使用し、ＤＮＡを５０μｌのＴＥ（Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ、１０ｍＭ、ｐＨ８
．０、ＥＤＴＡ、１ｍＭ）中に溶出させた。
【０３７０】
ＰＣＲ増幅：Pfu-Turbo（ｃ）Hotstart ＤＮＡポリメラーゼ（Stratagene, Amsterdam,Th
e Netherlands）について、製造元の指示にしたがって、ＰＣＲ反応を行った。各反応物
（２０μｌ）は、１×ＰＣＲ反応緩衝液、２００μＭの混合ｄＮＴＰｓ、６．７ｐｍｏｌ
ずつのフォワードプライマーおよびリバースプライマー、約１ｎｇの鋳型ＤＮＡおよび１
ユニットのPfu-Turbo（ｃ）Hotstart ＤＮＡポリメラーゼを含有していた。＋９５℃で２
分のプログラムを３０サイクル、次いで＋９５℃で３０秒を３０サイクル用いて、T-grad
ient Thermocycler 96 （Biometra GmbH, Goettingen, Germany）上でＰＣＲ反応を行い
、４５～６５℃の勾配で３０秒のアニーリング、＋７２℃で２分の伸長、次いで、７２℃
で１０分の最終的な伸長ステップ、続いて４℃で保存を行った。完全な反応をアガロース
ゲル電気泳動によって分析した。
【０３７１】
アガロースゲル電気泳動：アガロースゲル電気泳動を、１×トリス／酢酸／ＥＤＴＡ（Ｔ
ＡＥ）緩衝液中、５０ｍｌのゲルを用いて、Sambrook（Molecular Cloning Laboratory M
anual, 第3刷） にしたがって行った。ゲルにエチジウムブロミドを含ませ、ＵＶ光の下
で観察することによってＤＮＡを視覚化した。ゲルの画像は、ＣＣＤカメラおよび画像分
析システムによって記録した（GeneGnome; Syngene, Cambridge, UK）。
【０３７２】
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制限酵素による消化：制限酵素は、New England Biolabs （Beverly, MA）から供給を受
け、供給元の推奨に従って使用した。通常、１００ｎｇは、最終体積１０μｌで、適切な
緩衝液中に含まれた５ユニットの酵素によって消化された。必要に応じて、反応の体積を
増加させた。消化物を製造元の推奨温度で、最低６０分インキュベートした。
【０３７３】
不適合の緩衝液または温度用件を有する制限酵素を用いて、２倍の消化を必要とする断片
の場合は、各酵素の好ましい条件が結果として提供されるように、消化を連続的に行った
。
【０３７４】
アルカリフォスファターゼ処理: Shrimp アルカリフォスファターゼ （USB, Cleveland, 
OH）を供給元の推奨にしたがって使用した。アルカリフォスファターゼは、ＤＮＡ断片の
末端から５’－ホスフェート基を除去し、それによって、セルフライゲーションを妨害す
る。ＤＮＡ断片のセルフ再ライゲーションは、複製－競合ベクターとすることができた。
この酵素は、大半の制限酵素緩衝液において活性であるが、必要に応じて添加された。消
化後、温度を１５分間７０℃に上げることによって、酵素を不活性化した。
【０３７５】
ＰＣＲの精製および制限酵素反応生成物：ミニ溶出ＰＣＲ精製キット（Qiagenより供給）
を用いて、製造元の指示にしたがって精製を行った。簡単に述べれば、ＤＮＡサンプルを
５体積の結合緩衝液Ｉ（Qiagen）中に希釈し、エッペンドルフ型遠心チューブ中のミニ溶
出カラム上に載せた。集合体をベンチトップ微量遠心機中で遠心分離した。このカラムを
緩衝液ＩＩ（Qiagen）で２回洗浄した：緩衝液処理後、集合体を遠心分離にかけ、フロー
スルーを捨てた。緩衝液を添加せずに、遠心分離によってカラムを乾燥させた。溶出緩衝
液をカラムに添加することによってＤＮＡを溶出し、溶出物を遠心分離によって回収した
。単離ＤＮＡをＵＶスペクトロスコピーによって定量化し、また、アガロースゲル電気泳
動によって質を評価した。
【０３７６】
アガロースゲルからのＤＮＡ断片の単離：適切であれば（すなわち、多数の断片が存在す
る場合）、消化されたＤＮＡサンプルをゲル電気泳動によって分離し、所望の断片をゲル
から切り出し、QIAEX IIゲル抽出キット（Qiagen）を用いて、製造元の指示にしたがって
、回収した。簡潔に述べれば、ＤＮＡバンドをアガロースゲルから切り出し、適切な緩衝
液中に、＋５５℃で溶融した。QIAEX II樹脂を添加し、５分間インキュベートした。QIAE
X II樹脂を短い遠心分離ステップ（１分、１４０００ｇ、ＲＴ）によってペレット化し、
５００μｌの洗浄緩衝液ＰＥで２回洗浄した。最終的なペレットをフードで乾燥させ、Ｄ
ＮＡを適切な体積のＴＥと温度（ＤＮＡのサイズによる）で溶出させた。
【０３７７】
ＤＮＡ断片のライゲーション： ライゲーションを、Quick Ligation Kit （New England 
Biolabs）を用いて製造元の指示にしたがって行った。各ライゲーションにおいては、ベ
クターＤＮＡを適切に３倍の余剰モルの挿入ＤＮＡと混合し、その結果、ＤＮＡの総量を
１０μｌ中２００ｎｇ未満とし、必要に応じて体積を水で調整した。これに、１０μｌの
２×Quick ライゲーション緩衝液および１μｌのQuick T4 DNAリガーゼを添加し、このラ
イゲーション混合物を室温で、５～３０分間インキュベートした。
【０３７８】
ＤＮＡのバクテリアへのトランスフォーメーション：ＤＮＡのサンプルを用いて、One Sh
ot DH5α-T1RコンピテントE. coli細胞 （Invitrogen, Breda, The Netherlands） を、
ヒートショック法により、製造元の指示にしたがって、トランスフォーメーションした。
簡単に述べれば、１～５μｌのＤＮＡ溶液（典型的には、２μｌのＤＮＡライゲーション
混合物）をトランスフォーメーションコンピテントバクテリア細胞のアリコートに添加し
、その混合物を氷上で３０分間インキュベートした。４２℃で３０秒間、水浴に移すこと
によって、細胞にヒートショックを施し、その後、氷上で５分間、さらにインキュベーシ
ョンを行った。非選択的培地（ＳＯＣ）で、３７℃、１時間、撹拌しながらインキュベー
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ションすることによって、細胞を回収し、続いて、適切な選択物質（アンピシリン、５０
μｇ／ｍｌ）を含有する寒天プレート上に伸ばした。プレートを、＋３７℃で１６～１８
時間、または、バクテリアのコロニーが明らかになるまで、インキュベートした。
【０３７９】
バクテリアコロニーのＰＣＲによるスクリーニング：バクテリアコロニーをスクリーニン
グして、ＰＣＲコロニースクリーニング技法を用いて、所望の配列を含むベクターの存在
を調べた。０．５体積のHotStarTaq Master Mix （Qiagen）、４ｐｍｏｌのフォーワード
およびリバースプライマーを含有し、水を含んだ、２０μｌのＰＣＲ反応混合物をＰＣＲ
チューブに添加した。コロニーに２０μｌのピペットチップで軽く触れ、（対応するプラ
スミドを含有するバクテリアを成長させるための）培養チューブ中の２ｍｌのＬＢに接触
させた後、２０μｌのＰＣＲ混合物中に再懸濁させた。＋９５℃で１５分のプログラムを
３５サイクル、次いで＋９４℃で３０秒を３５サイクル用いて、T-gradient Thermocycle
r 96 （Biometra） 上でＰＣＲ反応を行い、５５℃で30秒のアニーリング、＋７２℃で２
分の伸長、次いで、７２℃で１０分の最終的な伸長ステップ、続いて４℃で保存を行った
。出来上がった反応をアガロースゲル電気泳動によって分析した。コロニーＰＣＲに用い
られるプライマーの詳細については、表３を参照されたい。
【０３８０】
ＤＮＡ配列：プラスミドＤＮＡサンプルを、配列分析をするためにAGOWA（Berlin, Germa
ny）に送信した。配列分析は、ベクターNTIソフトウェアパッケージ（Informax, Frederi
ck, MD, USA）を使用して行った。
【０３８１】

【表３】

【０３８２】
突然変異誘導: QuikChange（登録商標）ＸＬ部位特異的突然変異誘導キット（Cat 200517
-5, Lot 1120630, Stratagene Europe）のいずれかを用いて、製造元の指示にしたがって
、突然変異誘導を行った。
【０３８３】
突然変異誘導反応物を、エタノール製剤を用いて濃縮し、１ショットDH5α-T1Rコンピテ
ントE.coli細胞にトランスフォームするか、またはElectroTen-Blue（登録商標）Electro



(80) JP 2010-42002 A 2010.2.25

10

20

30

40

50

poration-Competent Cellsにエレクトロポレーションした。トランスフェクションを行う
前に、コロニーをコロニーＰＣＲと制限酵素による消化によって確認した。
【０３８４】
ＨＥＫ２９３Ｆ細胞トランスフェクション：ＨＥＫ２９３Ｆ細胞をInvitrogenから取得し
、製造元の指示にしたがって、293fectinを用いて、トランスフェクトした。ＨＥＫ２９
３Ｆ細胞を全ての単一突然変異体配列のために用いた。
【０３８５】
ＣＨＯ細胞トランスフェクション：約９５％のコンフルエンスに成長したＣＨＯ細胞を、
リポフェクタミン2000（M668-019, Invitrogen, Breda, Netherlands）を用いて、ＣＤ２
０野生型、突然変異体ｃＤＮＡまたは双方のコンストラクトの組み合わせで、一時的にト
ランスフェクトした。この目的のために、２４μｇの析出したＤＮＡを５００μｌのオプ
チメム（optimem）中に、ＡｘＰ １００％ ：ＷＴ０％；ＡｘＰ３３．３％：ＷＴ６６．
６％；ＡｘＰ６６．６％：ＷＴ３３．３％；ＡｘＰ０％：ＷＴ１００％の比率で希釈した
（１μｇ／μｌ）。各トランスフェクションにつき、２４μｌのリポフェクタミンを５０
０μｌのオプチメム中に希釈した。その後、希釈リポフェクタミンとともにインキュベー
トし（ＲＴ、５分）、その希釈ＤＮＡを希釈リポフェクタミンとともにインキュベートし
た。その溶液を穏やかに混合し、インキュベートした（ＲＴ、２０分間）後、１０００μ
ｌのＤＮＡ／リポフェクタミンをＣＨＯ細胞に添加し、３７℃で４８時間、５％ＣＯ２の
もとで、十分に混合し、インキュベートした。ＣＨＯ細胞をトランスフェクトした２日後
、細胞をＦＡＣＳ緩衝液（０．１％ＢＳＡおよび０．００２％ＮａＮ３が添加されたＰＢ
Ｓ）で２回洗浄した。ＣＨＯ細胞をトリプシン／ＥＤＴＡ（Gibco BRL, Life Technologi
es, Paisley, Scotland）で処理し、培養プレートをはずした。
【０３８６】
抗ＣＤ２０抗体結合：ＨＥＫ２９３Ｆ細胞およびＣＨＯ細胞を、２×１０６／ｍｌの濃度
で、ＰＢＳに取り出し、丸底プレート（１×１０５／ウェル）に添加した。その後、５０
μｌのＣＤ２０ ｍＡｂを添加し、１ウェルにつき、１０、５、２．５または０μｇの連
続希釈を行った（４℃、３０分間）。ＦＡＣＳ緩衝液（０．１％ＢＳＡおよび０．００２
％ＮａＮ３を添加したＰＢＳ）中で洗浄後、該細胞をフローサイトメーター（Becton Dic
kinson, San Diego, CA, USA）で分析し、サンプルごとに５，０００の現象を高流速で得
た。
【０３８７】
図４８Ａ～Ｅからわかるように、全てのＣＤ２０ ｍＡｂｓは、ＷＴ ＣＤ２０を発現する
ＣＨＯ細胞に効率的に結合した。予期した通り、リッキシマブは、ＡｘＰ突然変異体と結
合し（図４８Ａ）、そしてＢ１は、この突然変異体と弱く結合した（図４８Ｄ）。対照的
に、２Ｆ２と１１Ｂ８の双方は、ＷＴおよびＡｘＰ突然変異体ＣＤ２０に同様に十分に結
合した（図４８Ｂおよび図４８Ｃ）。ある量のＷＴ ＣＤ２０を表面に滴定することは、
実際には、リッキシマブとＢ１の結合を滴定することである。２Ｆ２と１１Ｂ８はまた、
突然変異の有無とは無関係である。 
【０３８８】
本研究は、２Ｆ２および１１Ｂ８のヒトＣＤ２０への結合は、１７０位および１７２位の
アミノ酸に感受性がないことを示している。したがって、２Ｆ２および１１Ｂ８は、新規
なＣＤ２０エピトープを認識する新たなクラスのＣＤ２０ ｍＡｂｓを表すものである。
【０３８９】
図４９Ａは、２Ｆ２、１１Ｂ８Ｔ、Ｂ１またはリッキシマブの突然変異体Ｐ１７２Ｓ対Ｗ
Ｔ ＣＤ２０へのパーセンテージ結合を示し、図４９Ｂは、２Ｆ２Ｔ、１１Ｂ８Ｔ、Ｂ１
、ＣＡＴ（ＣＡＴ１３．６Ｅ１２、マウスモノクローナルＩｇＧ２Ａ抗ＣＤ２０抗体、Di
atec.Com）、対照アイソタイプ抗体（ＫＬＨ）、またはリッキシマブの突然変異体ＣＤ２
０（ＡｘＰ）対ＷＴＣＤ２０へのパーセンテージ結合を示す。
【０３９０】
１６６位のアスパラギンがアスパラギン酸に置換している突然変異体（ＣＤ２０Ｎ１６６
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Ｄ）としては、２Ｆ２が非常に低い結合を示している。一方、Ｂ１、リッキシマブおよび
１１Ｂ８Ｔは、結合可能であった。図４９Ｃを参照されたい。同様の実験において、ＣＡ
Ｔ１３．６Ｅ１２およびリッキシマブは、ＣＤ２０Ｎ１６６Ｄと結合することが可能であ
ったが、２Ｆ２Ｔのみが非常に低い結合を示していた。図４９Ｄを参照されたい。１６３
位のアスパラギンがアスパラギン酸に置換している突然変異体（ＣＤ２０Ｎ１６３Ｄ）と
しては、ここでも、リッキシマブ、１１Ｂ８ＴおよびＢ１は、ＣＤ２０Ｎ１６３Ｄと結合
することが可能であったが、２Ｆ２および２Ｆ２Ｔは非常に低い結合を示しただけであっ
た。図４９Ｅを参照されたい。同様の実験において、ＣＡＴ１３．６Ｅ１２およびリッキ
シマブは、ＣＤ２０Ｎ１６３Ｄと結合することが可能であったが、２Ｆ２Ｔだけは非常に
低い結合を示した。図４９Ｆを参照されたい。 
【０３９１】
これらの実験は、２Ｆ２および１１Ｂ８が異なるエピトープに結合することを示している
。
【０３９２】
実施例１５：Pepscan法を用いたエピトープマッピング
ペプチドの合成：７－、９－、および１５量体ペプチドを常法によって合成した。いくつ
かのケースにおいて、１５量体ペプチドの辺の化学的結合は、潜在的に不連続なエピトー
プのアミノ酸配列を同定するのを助けている。公知の処置にしたがって（H.M. Geysen et
 al. （1984） Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81:3998; J.W. Slootstra et al.
（1996） Mol. Divers. 1:87; およびＰＣＴ国際公開第WO 01/60769号）、７－、９－、
および１５量体ペプチドを合成した。それは、２Ｆ２または１１Ｂ８のヒトＣＤ２０分子
への可能な結合に関与する結合部位またはエピトープとなり得るだろう。９－、および１
５量体をループとして合成し、クレジットカードフォーマットのミニPEPSCANカード（４
５５ペプチドフォーマット/カード）を用いてスクリーニングを行った。様々な位置の全
てのループ状ペプチドアミノ酸をシステインで置換した（例えば、アセチル－XCXXXXXXXX
XXXCX－ミニカード）。ペプチドを、標準的なＦｍｏｃ化学を用いて合成し、スカベンジ
ャーを有するＴＦＡを用いて脱保護した。続いて、脱保護されたペプチドをマイクロアレ
イ上で、０．５ｍＭの１，３－ビス（ブロモメチル）ベンゼンにアンモニウムビカーボネ
ート溶液（２０ｍＭ、ｐＨ７．９）と反応させ、アセトニトリル（１：１（ｖ／ｖ））を
添加した。マイクロアレイをその溶液中で穏やかに３０～６０分間振とうし、溶液中に完
全に浸した。最後に、マイクロアレイを余剰のミリポア水で十分洗浄し、１％ドデシル硫
酸ナトリウム、０．１％β－メルカプトエタノールをＰＢＳ（ｐＨ７．２）中に含有する
破壊緩衝液中で、７０℃で３０分間、超音波処理し、続いて、ミリポア水でさらに４５分
超音波処理した。続いて、マイクロウェルをＥＬＩＳＡアッセイのスクリーニングのため
に準備した。
【０３９３】
Pepscan
ELISAアッセイ：共有結合したペプチドを含有する４５５ウェルクレジットカードフォー
マットのポリエチレンカードを血清（５％ウマ血清（ｖ／ｖ）および５％オボアルブミン
（ｗ／ｖ）を含有するブロッキング溶液中で１：１０００に希釈）とともにインキュベー
トした（４℃、一晩）。洗浄後、ペプチドを抗ヒト抗体ペルオキシダーゼ（１：１０００
に希釈、１時間、２５℃）とともにインキュベートし、ペルオキシダーゼ基質を洗浄後、
２，２’－アジノ－ジ－３－エチルベンズチアゾリンスルホネートおよび２μｌ／ｍｌの
３％Ｈ２Ｏ２を添加した。１時間後、発色を測定した。ＥＬＩＳＡの発色を、ＣＣＤカメ
ラと画像プロセシングシステムを用いて定量化した。セットアップは、ＣＣＤカメラと５
５ｍｍレンズ（Sony CCD Video Camera XC-77RR, Nikon micro-nikkまたは55mm f/2.8レ
ンズ）、カメラアダプター（Sony Camera adaptor DC-77RR）およびImage Processing So
ftware package Optimas,バージョン6.5（Media Cybernetics, Silver Spring, MD 20910
, U.S.A.）からなる。Optimasは、ペンティアムII コンピュータシステム上で動く。
【０３９４】
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【表４】

【０３９６】
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【表５】

【０３９７】
表４から明らかなように、１１Ｂ８は、１０μｇ／ｍｌでも、１００μｇ／ｍｌでも、ヒ
トＣＤ２０の小さな第１の細胞外ループのAGIYAPへの結合を示したが、試験した他の抗体
は、AGIYAPへの有意な結合を示さなかった。
【０３９８】
さらに、１１Ｂ８は、１０μｇ／ｍｌでも、１００μｇ／ｍｌでも、ヒトＣＤ２０の第２
の細胞外ループのMESLNFIRAHTPYIへの結合を示したが、試験した他の抗体は、MESLNFIRAH
TPYIへの有意な結合を示さなかった。
【０３９９】
表５から明らかなように、リッキシマブは、１０μｇ／ｍｌでも、１００μｇ／ｍｌでも
、ヒトＣＤ２０の第２の細胞外ループのEPANPSEKへの結合を示したが、試験した他の抗体
は、EPANPSEKへの有意な結合を示さなかった。
【０４００】
実施例１６：抗イディオタイプ抗体
抗イディオタイプ抗体の生成：マウス抗イディオタイプ抗体を、Ｂａｌｂ／Ｃマウスを２
Ｆ２または１１Ｂ８Ｔで免疫し、ＮＳ１骨髄腫細胞と融合して、これらのマウスの脾臓か
らハイブリドーマを生成することによって、常法を用いて作製した。以下の抗イディオタ
イプ抗体、すなわち、抗2F2 sab 1.1、抗2F2 sab 1.2、抗2F2
sab 1.3、抗11B8T sab 2.2、抗11B8T sab 2.3、抗11B8T
sab 2.4、抗11B8T sab 2.5および抗11B8T sab 2.6を作製した。これらを、２Ｆ２Ｔ、７
Ｄ８および１１Ｂ８Ｔとの特異的結合について試験した。ＥＬＩＳＡプレートを精製した
２Ｆ２Ｔ、７Ｄ８または１１Ｂ８Ｔ（最終濃度が１．２μｇ／ｍｌとなるようにＰＢＳ中
に希釈した。３７℃、２時間）を塗布した。プレートを、０．０５％ Tween-20および２
％トリ血清を含有するＰＢＳでブロッキングした（室温、1時間）。続いて、そのプレー
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トを抗イディオタイプ抗体の培養から得た上清とともにインキュベートした（最終濃度を
１～１０μｇ／ｍｌに調節した。ＲＴ、２時間）。結合したマウス抗イディオタイプ抗体
を、ウサギ抗マウスＩｇＧ－ＨＲＰ結合抗体（Jackson ImmunoResearch）を用いて検出し
た。
【０４０１】
図５０に示すように、抗2F2 sab 1.1、抗2F2 sab 1.2および抗2F2
sab 1.3は、２Ｆ２Ｔおよび７Ｄ８と結合するが、１１Ｂ８Ｔまたは無関係のアイソタイ
プ対照ヒト抗体とは結合しない。２Ｆ２Ｔと７Ｄ８は、ＶＬおよびＶＨ配列が非常に相同
しているので、抗２Ｆ２イディオタイプ抗体と７Ｄ８とが反応することが期待される。 
【０４０２】
図５１は、抗11B8T
sab 2.2、抗11B8T sab 2.3、抗11B8T sab 2.4、抗11B8T
sab 2.5および抗11B8T sab 2.6の全てが１１Ｂ８Ｔに同程度結合することを示している。
【０４０３】
免疫診断ツールとしての抗イディオタイプ抗体：２Ｆ２／７Ｄ８特異的抗イディオタイプ
抗体および１１Ｂ８Ｔ特異的抗イディオタイプ抗体を、免疫診断ツールとして使用して、
実験室または患者サンプル中のＣＤ２０に対するヒトモノクローナル抗体のレベルを検出
し、定量化することができる。これは抗ＣＤ２０抗体の薬物動態学を調べるために、また
は、抗ＣＤ２０抗体の投与量を決定および調整するために、そして、患者における疾患お
よび治療効果をモニターするために有用かもしれない。そのようなアッセイの例として、
ＥＬＩＳＡプレートに４μｇ／ｍｌの抗2F2sab 1.1、抗2F2 sab 1.2またはF2
sab 1.3を塗布した。プレートを０．０５％Tween-20および２％トリ血清を含有するＰＢ
Ｓでブロッキングした（室温、１時間）。続いて、そのプレートを連続希釈した２Ｆ２Ｔ
とともにインキュベートした（１０，０００～９．７７ｎｇ／ｍｌ、ＲＴ、２時間）。結
合した２Ｆ２Ｔをマウス抗ヒトＩｇＧ ＨＲＰ－結合抗体を用いて検出した。図５２Ａ～
Ｃに示すように、２Ｆ２Ｔの用量依存的結合が観察された。
【０４０４】
等価物
当業者なら、ルーチンの実験法を用いるだけで、ここに記載された本発明の特定の実施形
態に対して多くの均等物を認識または確認することができるであろう。そのような均等物
は、以下の請求項に包含されることが意図される。従属請求項に開示された態様のあらゆ
る組み合わせも本発明の範囲であると考えられる。
【０４０５】
引用による援用
本明細書において引用した全ての特許、ペンディングの特許出願、他の文献は、その全体
を引用によってここに援用している。
【図面の簡単な説明】
【０４０６】
【図１】図１は、ヒトモノクローナル抗体2F2及び11B8の組換え作製に用いられるpCONγ1
f／可変-重ベクタを示す。
【図２】図２は、2F2及び11B8の組換え作製に用いられる pCONγ1f／可変-軽ベクタを示
す。
【図３】図３は、2F2及び11B8の組換え作製に用いられる二重遺伝子クローニング・ベク
タ (pCONγ1f／κ2F2) を示す。
【図４】図４は、Raji細胞、Daudi細胞、及びCD20をトランスフェクトしたNS/0 細胞及び
親NS/0細胞に対するヒトモノクローナル抗体2F2、7D8、及び11B8の結合を、フローサイト
メトリを用いて比較したグラフである。
【図５】図５Ａ及び５Ｂは、３人のヒト・ドナーからのPBMCに対する2F2の結合をフロー
サイトメトリを用いて示す。
【図６】図６は、125I-標識2F2及び125I-標識11B8のRamos-EHRＢ細胞に対する結合親和性
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を比較したグラフである。
【図７】図７Ａ及び７Ｂは、125I-標識 2F2 及び125I-標識 11B8の結合を125I-標識リツ
キシマブ（キメラ抗CD20抗体、IDEC）に比較して、そして125I-標識 B1 （用語B1は、Cou
lter社の 131I-標識マウス抗ヒトCD20抗体BexxarTMの未標識の形に相当する）の結合をRa
mos-EHRＢ細胞（Ａ）及びDaudi細胞（Ｂ）に比較して示す。
【図８】図８は、125I-標識 11B8T、125I-標識 2F2、125I-標識リツキシマブ (RIT)、及
び125I-標識 B1の解離速度を比較したグラフである。
【図９】図９は、Ramos-EHRＢ細胞における2F2、11B8TのF(ab’)2 フラグメント及びリツ
キシマブの解離速度を示す。
【図１０】図１０Ａ及び１０Ｂは、Daudi細胞(A)及びSU-DHL-4細胞(B)の2F2T、11B8T、7D
8、リツキシマブ、及びアイソタイプ・コントロール抗体 (HuMab-KLH) による様々な時点
（機能的off速度）でのCDCをフローサイトメトリを用いて示す。
【図１１】図１１Ａ－Ｅは、様々な細胞系において2F2及びリツキシマブにより誘導され
るCDCの動態をフローサイトメトリを用いて示す。
【図１２】図１２Ａ－Ｄは、様々な細胞系において2F2及びリツキシマブにより誘導され
るCDCの動態を、２つの異なる抗体濃度での補体濃度（正常ヒト血清（NHS））の関数とし
て、フローサイトメトリを用いて示す。
【図１３】図１３Ａ－Ｄは、 様々な細胞系において2F2及びリツキシマブにより誘導され
るCDCの濃度依存的誘導をフローサイトメトリを用いて示す。
【図１４】図１４Ａ及び１４Ｂは、Daudi細胞（A)及びRaji細胞（B)における2F2、2F2T、
11B8T、B1、及びリツキシマブ によるCDCの濃度依存的誘導を示す。
【図１５】図１５Ａ及び１５Ｂは、ヒトモノクローナル抗体 2F2、7D8、及び11B8並びに
リツキシマブによるDaudi細胞（低レベルのCD55/59を発現する細胞）のCDCを比較したグ
ラフである；(A)は、未洗浄細胞の溶解率を示し、(B)は血清添加前の細胞の溶解率を示す
。
【図１６】図１６Ａ及び１６Ｂは、ヒトモノクローナル抗体 2F2、7D8、及び11B8並びに
リツキシマブによるRaji細胞（高レベルのCD55/59を発現する細胞）のCDCを比較したグラ
フである；(A)は、抗CD55及び抗CD59抗体で遮断していない細胞の溶解率を示し、(B)は抗
CD55及び抗CD59抗体で遮断した細胞の溶解率を示す。
【図１７】図１７Ａ－Ｃは、Raji細胞において2F2及びリツキシマブにより誘導されるCD5
5及びCD59の役割を示す。(A)は、抗CD55抗体添加時に溶解した細胞のパーセンテージを示
し、(B)は、抗CD59抗体添加時に溶解した細胞のパーセンテージを示し、そして(C)は、抗
CD55抗体及び抗CD59抗体の両方の添加時に溶解した細胞のパーセンテージを示す。
【図１８】図１８Ａ－Ｄは、フローサイトメトリで調べたときの、様々な細胞系における
2F2及びリツキシマブによる補体因子C1qの結合を示す。
【図１９】図１９Ａ及びＤは、フローサイトメトリで調べたときの、様々な細胞系におけ
る2F2及びリツキシマブによる補体因子フラグメントC4cの析出を示す。
【図２０】図２０は、PMN、MNC、血漿又は全血の存在下での2F2、リツキシマブ、及び11B
8TによるARH-77細胞の溶解を示す。
【図２１】図２１は、PMN、MNC、血漿又は全血の存在下での2F2、リツキシマブ、及び11B
8TによるB-CLL7細胞の溶解を示す。
【図２２】図２２は、PMN、MNC、血漿又は全血の存在下での2F2、リツキシマブ、及び11B
8TによるHCL（ヘアリーセル白血病）細胞の溶解を示す。
【図２３】図２３は、PMN、MNC、血漿又は全血の存在下での2F2、及びリツキシマブによ
るB-ALL細胞の溶解を示す。
【図２４】図２４は、PMN、MNC、血漿又は全血の存在下での2F2、リツキシマブ、及び11B
8Tによる濾胞性リンパ腫 (FL) 細胞の溶解を示す。
【図２５】図２５は、PMN、MNC、血漿又は全血の存在下での2F2、リツキシマブ、及び11B
8Tによる外套細胞リンパ腫細胞の溶解を示す。
【図２６】図２６は、全血の存在下での2F2及びリツキシマブによるARH-77細胞の濃度依
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存的溶解を示す。
【図２７】図２７は、2F2T、11B8T、及びリツキシマブによるARH-77細胞のMNC媒介性溶解
を示す。
【図２８】図２８は、2F2T、11B8T、及びリツキシマブによるRaji細胞のMNC媒介性溶解を
示す。
【図２９】図２９Ａ、Ｂ、及びＣは、2F2、7D8、又は11B8と一緒にインキュベートしたと
きの脂質ラフト中のCD20の凝集をFRET分析及びTriton-X不溶性検定を用いて示したグラフ
である。
【図３０】図３０は、2F2、リツキシマブ、又は11B8と一緒にインキュベートしたときの
脂質ラフト中のCD20の凝集をFRET分析を用いて示したグラフである。
【図３１】図３１は、TritonX-100 (TX) で処理し、2F2、リツキシマブ、又は11B8Tと一
緒にインキュベートした後の不溶性ラフト画分中に残ったCD20の比率を示す。.
【図３２】図３２は、Daudi細胞を2F2、リツキシマブ、又は11B8Tで刺激したときのラフ
トと非ラフト膜画分間のCD20の分布を示す。
【図３３】図３３Ａ－Ｇは、2F2、7D8、及び11B8によるDaudi細胞のアポトーシスをフロ
ーサイトメトリを用いて示す。
【図３４】図３４は、2F2、11B8T、リツキシマブ、又はB1によるRaji細胞のアポトーシス
の誘導をフローサイトメトリを用いて示す。
【図３５Ａ】図３５Ａは、2F2T、11B8T、リツキシマブ、又はB1によるDaudii細胞のアポ
トーシスの誘導をフローサイトメトリを用いて示す。
【図３５Ｂ】図３５Ｂは、ヒトモノクローナル抗体 2F2T、11B8T、リツキシマブ、及びB1
によるDaudi細胞の初期及び後期アポトーシスをフローサイトメトリを用いて示す。
【図３６】図３６Ａ－Ｅは、2F2、7D8、及び11B8によるRamos-EHRＢ細胞の同型接着を光
学顕微鏡法を用いて示す。
【図３７】図３７は、2F2、リツキシマブ、及びB1によるDaudi細胞の同型接着を光学顕微
鏡法を用いて示す。
【図３８】図３８は、Daudi細胞を注射され、2F2又は7D8で処理されたSCIDマウスの生存
率を示したグラフである。
【図３９】図３９は、Tanoue細胞を注射され、2F2、リツキシマブ、又はB1で処理されたS
CIDマウスの生存率を示す。
【図４０】図４０は、Daudi細胞を注射され、異なる濃度の2F2又はリツキシマブで処理さ
れたSCIDマウスの生存率を示す。
【図４１】図４１は、Daudi細胞を注射され、11B8T又はB1で処理されたSCIDマウスの生存
率を示す。
【図４２】図４２は、３９日目のSCIDマウスにおける腫瘍細胞の生物発光画像を示す（ 1
0μgのB1、リツキシマブ、11B8T、2F2T、又はhuIgG1での処理後３１日目）。前記生物発
光は、マウスの黒白身体像上に重なった赤色で表される（マウスの暗色域）（光輝度>５
分当たり５０光子）。
【図４３】図４３は、８日目に10μgのB1、リツキシマブ、11B8T、2F2T、又はhuIgG1を投
与してから２５日目、３２日目、３９日目、及び４６日目に定量された各マウスにおける
腫瘍の塊を、身体表面全体の光シグナルを積分することにより示す。
【図４４】図４４Ａ－Ｃは、4x 1.25 mk/kg (A)、4 x 6.25 mg/kg (B)、又は4 x 12.50 m
g/kg (C)という様々な投薬量で2F2又はリツキシマブを静脈内投与した後のカニクイザル
の末梢血中のCD20＋細胞のフローサイトメトリ分析を示す。
【図４５】図４５Ａ－Ｃは、4x 1.25 mk/kg (A)、4 x 6.25 mg/kg (B)、又は4 x 12.50 m
g/kg (C)という様々な投薬量で2F2又はリツキシマブを静脈内投与した後のカニクイザル
の末梢血中のCD21＋細胞のフローサイトメトリ分析を示す。
【図４６】図４６Ａ－Ｃは、4x 1.25 mk/kg (A)、4 x 6.25 mg/kg (B)、又は4 x 12.50 m
g/kg (C)という様々な投薬量で2F2又はリツキシマブを静脈内投与した後のカニクイザル
のリンパ節中のCD20＋細胞のフローサイトメトリ分析を示す。
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【図４７】図４７Ａ－Ｃは、4x 1.25 mk/kg (A)、4 x 6.25 mg/kg (B)、又は4 x 12.50 m
g/kg (C)という様々な投薬量で2F2又はリツキシマブを静脈内投与した後のカニクイザル
の末梢血中のCD20lowCD23+CD40high 発現細胞のフローサイトメトリ分析を示す。
【図４８】図４８Ａ－Ｅは、フローサイトメトリで調べたときの、野生型 (WT) CD20、変
異型 CD20 (AxP)、又は WT CD20 及び変異型 CD20 (AxP)の両方を発現するCHO細胞に対す
るリツキシマブ (A)、2F2 (B)、11B8 (C)、B1 (D)、又はアイソタイプ・コントロール抗
体 (E) の結合を示す。
【図４９】図４９Ａ－Ｆは、2F2、11B8T、B1又はリツキシマブの変異型P172S vs. WT CD2
0 (A)に対する結合率、 2F2T、11B8T、B1、CAT (CAT 13.6E12、マウスモノクローナルIgG
2A 抗CD20抗体、ディアテック社）、コントロール・アイソタイプ抗体 (KLH)又はリツキ
シマブ の変異型CD20 (AxP) vs. WT CD20 (B)に対する結合率、2F2、11B8T、B1又はリツ
キシマブの変異型N166D vs. WT CD20 (C)に対する結合率、2F2T、CAT又はリツキシマブの
変異型N166D vs. WT CD20 (D) に対する結合率、2F2T、2F2、11B8T、B1又はリツキシマブ
の変異型N163D vs. WT CD20 (E)に対する結合率、及び2F2T、CAT又はリツキシマブの変異
型N163D vs. WT CD20 (F)に対する結合率を示す。
【図５０】図５０は、ELISAで調べたときの 2F2T、7D8、及びアイソタイプ・コントロー
ル抗体の、2F2に対して産生する３つの抗イディオタイプ抗体、抗2F2 sab 1.1、抗2F2 sa
b 1.2、及び抗2F2 sab 1.3に対する結合を示す。
【図５１】図５１は、ELISAで調べたときの11B8Tの、11B8Tに対して産生する抗イディオ
タイプ抗体、抗11B8T sab 2.2、抗11B8T sab 2.3、抗体11B8T sab 2.4、抗11B8T sab 2.5
、及び抗11B8T sab 2.6への結合を示し、しかし抗イディオタイプ抗2F2抗体への結合は示
さない。
【図５２】図５２Ａ－Ｃは、ELISAで調べたときの、2F2Tの、2F2に対して産生する３つの
抗イディオタイプ抗体、抗2F2 sab 1.1 (A)、抗2F2 sab 1.2 (B)、及び抗2F2 sab 1.3 (C
)の用量依存的結合を示す。
【図５３】図５３は、指定したCDR領域を持つヒトモノクローナル抗体2F2の重鎖V領域の
アミノ酸配列 (配列番号2) 及び軽（カッパ）鎖V領域のアミノ酸配列 (配列番号4) を示
す。
【図５４】図５４は、ヒトモノクローナル抗体2F2の重鎖V領域のヌクレオチド配列 (配列
番号1)及び軽（カッパ）鎖V領域のヌクレオチド配列(配列番号3)を示す。
【図５５】図５５は、指定したCDR領域を持つヒトモノクローナル抗体7D8の重鎖V領域の
ヌクレオチド配列 (配列番号6)及び軽（カッパ）鎖V領域のヌクレオチド配列(配列番号8)
を示す。
【図５６】図５６は、ヒトモノクローナル抗体7D8の重鎖V領域のヌクレオチド配列 (配列
番号5)及び軽（カッパ）鎖V領域のヌクレオチド配列(配列番号7)を示す。
【図５７】図５７は、指定したCDR領域を持つヒトモノクローナル抗体11B8の重鎖V領域の
アミノ酸配列 (配列番号10)及び軽（カッパ）鎖V領域のアミノ酸配列(配列番号12)を示す
。
【図５８】図５８は、ヒトモノクローナル抗体11B8の重鎖V領域のヌクレオチド配列 (配
列番号9)及び軽（カッパ）鎖V領域のヌクレオチド配列(配列番号11)を示す。
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