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(57)【要約】
活性化誘導性TNFR（AITR）ポリペプチドに結合するIFN-γ誘導性制御性T細胞転換性抗癌
（IRTCA）抗体およびその抗原結合性フラグメントが提供される。本明細書に記載するIRT
CA抗体に関係するさまざまなインビトロおよびインビボ法ならびに組成物も提供される。
本方法には、例えばIRTCA抗体またはそのフラグメントを使用して、インビボまたはイン
ビトロでT細胞からのサイトカイン分泌を変化させること、ならびにIRTCA抗体またはその
フラグメントを使用した癌の予防および/または癌の治療的処置が含まれる。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　（a）SEQ ID NO:8または24の配列を含む重鎖CDR1、SEQ ID NO:9または25の配列を含む
重鎖CDR2、ならびにSEQ ID NO:14、15、16および17から選択される少なくとも1つの配列
を含む重鎖CDR3と、
　（b）SEQ ID NO:11の配列を含む軽鎖CDR1、SEQ ID NO:12の配列を含む軽鎖CDR2、およ
びSEQ ID NO:13または18の配列を含む軽鎖CDR3と
を含む、IFN-γ誘導性制御性T細胞転換性抗癌（IFN-γ-Inducible Regulatory T Cell Co
nvertible Anti-Cancer）（IRTCA）抗体またはその抗原結合性フラグメントであって、
　SEQ ID NO:8の配列を含む重鎖CDR1、SEQ ID NO:9の配列を含む重鎖CDR2、SEQ ID NO:10
の配列を含む重鎖CDR3、SEQ ID NO:11の配列を含む軽鎖CDR1、SEQ ID NO:12の配列を含む
軽鎖CDR2、およびSEQ ID NO:13の配列を含む軽鎖CDR3のそれぞれを含むことはない、IRTC
A抗体またはその抗原結合性フラグメント。
【請求項２】
　以下のいずれか1つを含む、請求項1記載のIRTCA抗体または抗原結合性フラグメント:
　（a）SEQ ID NO:3、4、5、6、20および21から選択される配列と少なくとも90％同一な
配列を含む重鎖可変ドメイン、
　（b）SEQ ID NO:7、22および23から選択される配列と少なくとも90％同一な配列を含む
軽鎖可変ドメイン、または
　（c）SEQ ID NO:3、4、5、6、20および21から選択される配列と少なくとも90％同一な
配列を含む重鎖可変ドメインならびにSEQ ID NO:7、22および23から選択される配列と少
なくとも90％同一な配列を含む軽鎖可変ドメイン。
【請求項３】
　以下のいずれか1つを含む、請求項1記載のIRTCA抗体または抗原結合性フラグメント:
　（a）SEQ ID NO:3、4、5、6、20および21から選択される配列と少なくとも98％同一な
配列を含む重鎖可変ドメイン、
　（b）SEQ ID NO:7、22および23から選択される配列と少なくとも98％同一な配列を含む
軽鎖可変ドメイン、または
　（c）SEQ ID NO:3、4、5、6、20および21から選択される配列と少なくとも98％同一な
配列を含む重鎖可変ドメインならびにSEQ ID NO:7、22および23から選択される配列と少
なくとも98％同一な配列を含む軽鎖可変ドメイン。
【請求項４】
　以下のいずれか1つを含む、請求項1～3のいずれか一項記載のIRTCA抗体または抗原結合
性フラグメント:
　（a）SEQ ID NO:3、4、5、6、20および21から選択される配列を含む重鎖可変ドメイン
、
　（b）SEQ ID NO:7、22および23から選択される配列を含む軽鎖可変ドメイン、または
　（c）SEQ ID NO:3、4、5、6、20および21から選択される配列を含む重鎖可変ドメイン
ならびにSEQ ID NO:7、22および23から選択される配列を含む軽鎖可変ドメイン。
【請求項５】
　ヒト活性化誘導性腫瘍壊死因子受容体（activation-inducible TNFR family receptor
）（AITR）分子に対して1×10-7～1×10-12Mの結合アフィニティー（KD）を有する、請求
項1～4のいずれか一項記載のIRTCA抗体または抗原結合性フラグメント。
【請求項６】
　ヒトAITRポリペプチドの細胞外ドメイン内のエピトープに結合する、請求項1～5のいず
れか一項記載のIRTCA抗体または抗原結合性フラグメント。
【請求項７】
　ヒトAITRポリペプチドの細胞外ドメイン内のエピトープがSEQ ID NO:19を含む、請求項
6記載のIRTCA抗体または抗原結合性フラグメント。
【請求項８】
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　抗体が、IgG1またはその変種、IgG2またはその変種、IgG4またはその変種、IgAまたは
その変種、IgEまたはその変種、IgMまたはその変種、およびIgDまたはその変種から選択
される免疫グロブリン定常ドメインを含む、請求項1～7のいずれか一項記載のIRTCA抗体
または抗原結合性フラグメント。
【請求項９】
　抗体がヒトIgG1であるか、ヒトIgG1を含む、請求項1～8のいずれか一項記載のIRTCA抗
体または抗原結合性フラグメント。
【請求項１０】
　IgG1がSEQ ID NO:26と少なくとも95％同一な配列であるか、SEQ ID NO:26と少なくとも
95％同一な配列を含む、請求項9記載のIRTCA抗体または抗原結合性フラグメント。
【請求項１１】
　モノクローナル抗体である、請求項1～10のいずれか一項記載のIRTCA抗体または抗原結
合性フラグメント。
【請求項１２】
　抗体フラグメントが、Fabフラグメント、Fab'フラグメント、F（ab'）2フラグメント、
Fvフラグメント、ジスルフィド結合したFvフラグメント、scFvフラグメント、単一ドメイ
ン抗体、ヒューマボディ（humabody）、ナノボディ、またはダイアボディである、請求項
1～8のいずれか一項記載のIRTCA抗体または抗原結合性フラグメント。
【請求項１３】
　請求項1～12のいずれか一項記載のIRTCA抗体または抗原結合性フラグメントをコードす
る、核酸分子。
【請求項１４】
　請求項13記載の核酸分子を含む、組換えベクター。
【請求項１５】
　請求項15記載の組換えベクターおよび/または請求項13記載の核酸分子を含む、宿主細
胞。
【請求項１６】
　細菌細胞、酵母細胞、昆虫細胞、または哺乳動物細胞から選択される、請求項15記載の
宿主細胞。
【請求項１７】
　大腸菌（E.coli）、P.パストリス（P.pastoris）、Sf9、COS、HEK293、Expi293、CHO-S
、CHO-DG44、CHO-K1、および哺乳動物リンパ球からなる群より選択される、請求項16記載
の宿主細胞。
【請求項１８】
　（a）請求項1～12のいずれか一項記載のIRTCA抗体もしくは抗原結合性フラグメント、
請求項14記載の核酸分子、請求項14記載の組換えベクター、または請求項15記載の宿主細
胞と、
　（b）薬学的に許容される担体と
を含む、薬学的組成物。
【請求項１９】
　請求項1～12のいずれか一項記載のIRTCA抗体もしくは抗原結合性フラグメント、請求項
13記載の核酸、または請求項14記載の組換えベクターを含むかまたはそれを送達する組成
物を、対象に投与する工程
を含む、処置を必要とする対象を処置する方法。
【請求項２０】
　請求項1～12のいずれか一項記載のIRTCA抗体もしくは抗原結合性フラグメント、請求項
13記載の核酸、または請求項14記載の組換えベクターを含むかまたはそれを送達する組成
物を、対象に投与する工程
を含む、免疫応答の誘導を必要とする対象において免疫応答を誘導する方法。
【請求項２１】
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　請求項1～12のいずれか一項記載のIRTCA抗体もしくは抗原結合性フラグメント、請求項
13記載の核酸、または請求項14記載の組換えベクターを含むかまたはそれを送達する組成
物を、対象に投与する工程
を含む、免疫応答の強化または免疫細胞の活性の増加を必要とする対象において免疫応答
を強化するかまたは免疫細胞の活性を増加させる方法。
【請求項２２】
　対象が癌を有するか、または癌を発症するリスクがある、請求項19～21のいずれか一項
記載の方法。
【請求項２３】
　癌が、膀胱癌、乳癌、子宮頸癌、大腸癌、子宮内膜癌、食道癌、ファロピウス管癌、胆
嚢癌、胃腸癌、頭頸部癌、血液癌、咽頭癌、肝癌、肺癌、リンパ腫、黒色腫、中皮腫、卵
巣癌、原発性腹膜癌、唾液腺癌、肉腫、胃癌、甲状腺癌、膵癌、腎細胞癌、膠芽腫、およ
び前立腺癌から選択される、請求項22記載の方法。
【請求項２４】
　対象が、両方による処置を受けるように、電離放射線、化学療法剤、抗体剤、および細
胞ベースの治療から選択される1種または複数種の追加抗癌治療を施されたかまたは施さ
れる予定である、請求項19～23のいずれか一項記載の方法。
【請求項２５】
　1種または複数種の追加抗癌治療が、免疫チェックポイント阻害剤、IL-12、GM-CSF、抗
CD4剤、シスプラチン、フルオロウラシル、ドキソルビシン、イリノテカン、パクリタキ
セル、インドールアミン2,3-ジオキシゲナーゼ1（IDO1）阻害剤、またはシクロホスファ
ミドを含む、請求項24記載の方法。
【請求項２６】
　治療的処置を必要とする対象の治療的処置のためのIRTCA抗体またはその抗原結合性フ
ラグメントの用量を決定する方法であって、
　（a）対象由来の生物学的試料における分泌IFN-γの測定値を用意または取得する工程
であって、前記対象が、ある量の請求項1～12のいずれか一項記載のIRTCA抗体もしくはそ
の抗原結合性フラグメントを含むかまたはそれを送達する組成物を投与されている、工程
と、
　（b）前記分泌IFN-γの測定値を基準値と比較する工程と
を含み、
　前記分泌IFN-γの測定値が基準値より高いかまたは低い場合には、投与されるIRTCA抗
体またはその抗原結合性フラグメントの量を調節し、それによって、対象の治療的処置の
ための用量を決定する、前記方法。
【請求項２７】
　治療的処置を必要とする対象の治療的処置のためのIRTCA抗体またはその抗原結合性フ
ラグメントの用量を決定する方法であって、
　（a）対象由来の生物学的試料におけるTreg細胞集団の測定値を用意または取得する工
程であって、前記対象が、ある量の請求項1～12のいずれか一項記載のIRTCA抗体もしくは
その抗原結合性フラグメントを含むかまたはそれを送達する組成物を投与されている、工
程と、
　（b）前記Treg細胞集団の測定値を基準値と比較する工程と
を含み、
　前記Treg細胞集団の測定値が基準値より高いかまたは低い場合には、投与されるIRTCA
抗体またはその抗原結合性フラグメントの量を調節し、それによって、対象の治療的処置
のための用量を決定する、前記方法。
【請求項２８】
　基準値が、1人もしくは複数人の健常対象に由来する値または1人もしくは複数人の癌と
診断された対象に由来する値を含む指標値を含む、請求項26または27記載の方法。
【請求項２９】
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　生物学的試料が、全血、血漿、腫瘍組織、または血清の試料である、請求項26、27また
は28記載の方法。
【請求項３０】
　対象が癌を有するか、または癌を発症するリスクがある、請求項26～29のいずれか一項
記載の方法。
【請求項３１】
　癌が、膀胱癌、乳癌、子宮頸癌、大腸癌、子宮内膜癌、食道癌、ファロピウス管癌、胆
嚢癌、胃腸癌、頭頸部癌、血液癌、咽頭癌、肝癌、肺癌、リンパ腫、黒色腫、中皮腫、卵
巣癌、原発性腹膜癌、唾液腺癌、肉腫、胃癌、甲状腺癌、膵癌、腎細胞癌、膠芽腫、およ
び前立腺癌から選択される、請求項30記載の方法。
【請求項３２】
　T細胞を請求項1～12のいずれか一項記載のIRTCA抗体または抗原結合性フラグメントと
接触させる工程を含む、インビボまたはインビトロでT細胞によるIFN-γの分泌を増加さ
せるための方法。
【請求項３３】
　T細胞を請求項1～12のいずれか一項記載のIRTCA抗体または抗原結合性フラグメントと
接触させる工程を含む、インビボまたはインビトロでT細胞によるTGF-βの分泌を減少さ
せるための方法。
【請求項３４】
　T細胞を請求項1～12のいずれか一項記載のIRTCA抗体または抗原結合性フラグメントと
接触させる工程を含む、T細胞を1型ヘルパーT（TH1）細胞に転換する方法。
【請求項３５】
　AITRに対する抗体またはその抗原結合性フラグメントのアフィニティーを検証する方法
であって、
　T細胞を、請求項1～12のいずれか一項記載のIRTCA抗体またはその抗原結合性フラグメ
ントと接触させる工程と、
　前記T細胞からのサイトカイン分泌を測定する工程と
を含み、サイトカイン分泌が、IRTCA抗体の免疫応答強化、抗癌効果、および/または抗腫
瘍効果と相関する、前記方法。
【請求項３６】
　T細胞がAITRタンパク質を発現する、請求項32～35のいずれか一項記載の方法。
【請求項３７】
　T細胞が制御性T細胞（Treg細胞）である、請求項32～36のいずれか一項記載の方法。
【請求項３８】
　T細胞がエフェクターT細胞（Teff細胞）である、請求項32～36のいずれか一項記載の方
法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連出願の相互参照
　本願は、2017年2月10日に出願された米国特許出願第62/457,422号に基づく優先権およ
びその恩典を主張し、前記特許出願の開示は参照によりその全体が本明細書に組み入れら
れる。
【０００２】
配列表
　本明細書は配列表（2018年2月9日に「2012994-0030＿SL.txt」という名称の.txtファイ
ルとして電子提出されたもの）に言及する。この.txtファイルは2018年2月9日に作成され
、サイズは19,405バイトである。この配列表の全内容は参照により本明細書に組み入れら
れる。
【背景技術】
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【０００３】
背景
　癌は今なお世界の主要死因のうちの1つである。最近の統計では、世界人口の13％が癌
で死亡すると報告されている。国際癌研究機関（International Agency for Research on
 Cancer）（IARC）の推計によると、2012年には、世界中で1410万例の新規癌症例および8
20万例の癌死症例があった。世界負荷は、2030年までに、人口増加および加齢や、喫煙、
不健康な食事および運動不足などのリスク因子への曝露により、新規癌症例2170万例およ
び癌死症例1300万例に拡大すると予想されている。さらに、痛みと癌処置の医療費とは、
癌患者にとっても、その家族にとっても、生活の質が低減する原因になる。なによりも、
癌が、改良された処置方法を至急見いだす必要のある疾患であることは、明らかである。
【発明の概要】
【０００４】
概要
　本開示は特に、ヒト活性化誘導性TNFRファミリー受容体（activation-inducible TNFR 
family receptor）（AITR）ポリペプチドに結合する抗体およびそれらのフラグメントを
提供する。いくつかの態様において、本発明は、（a）SEQ ID NO:8または24の配列を含む
重鎖CDR1、SEQ ID NO:9または25の配列を含む重鎖CDR2ならびにSEQ ID NO:10、14、15、1
6および17から選択される少なくとも1つの配列を含む重鎖CDR3と、（b）SEQ ID NO:11の
配列を含む軽鎖CDR1、SEQ ID NO:12の配列を含む軽鎖CDR2およびSEQ ID NO:13または18の
配列を含む軽鎖CDR3とを含む、IFN-γ誘導性制御性T細胞転換性抗癌（IFN-γ-Inducible 
Regulatory T Cell Convertible Anti-Cancer）（IRTCA）抗体および/またはそれらの抗
原結合性フラグメントであって、SEQ ID NO:8の配列を含む重鎖CDR1、SEQ ID NO:9の配列
を含む重鎖CDR2、SEQ ID NO:10の配列を含む重鎖CDR3、SEQ ID NO:11の配列を含む軽鎖CD
R1、SEQ ID NO:12の配列を含む軽鎖CDR2およびSEQ ID NO:13の配列を含む軽鎖CDR3のそれ
ぞれを含むことのない、IRTCA抗体またはそれらの抗原結合性フラグメントを提供する。
【０００５】
　いくつかの態様において、本発明は、以下のいずれか1つを含むIRTCA抗体またはそれら
の抗原結合性フラグメントを、さらに提供する:（a）SEQ ID NO:3、4、5、6、20および21
から選択される配列と少なくとも90％同一な配列を含む重鎖可変ドメイン、（b）SEQ ID 
NO:7、22および23から選択される配列と少なくとも90％同一な配列を含む軽鎖可変ドメイ
ン、または（c）SEQ ID NO:3、4、5、6、20および21から選択される配列と少なくとも90
％同一な配列を含む重鎖可変ドメインならびにSEQ ID NO:7、22および23から選択される
配列と少なくとも98％同一な配列を含む軽鎖可変ドメイン。
【０００６】
　いくつかの態様において、本発明は、以下のいずれか1つを含むIRTCA抗体または抗原結
合性フラグメントも提供する:（a）SEQ ID NO:3、4、5、6、20および21から選択される配
列と少なくとも98％同一な配列を含む重鎖可変ドメイン、（b）SEQ ID NO:7、22および23
から選択される配列と少なくとも98％同一な配列を含む軽鎖可変ドメイン、または（c）S
EQ ID NO:3、4、5、6、20および21から選択される配列と少なくとも98％同一な配列を含
む重鎖可変ドメインならびにSEQ ID NO:7、22および23から選択される配列と少なくとも9
8％同一な配列を含む軽鎖可変ドメイン。
【０００７】
　いくつかの態様において、本願IRTCA抗体または抗原結合性フラグメントは、以下のい
ずれか1つを含む:（a）SEQ ID NO:3、4、5、6、20および21から選択される配列を含む重
鎖可変ドメイン、（b）SEQ ID NO:7、22および23から選択される配列を含む軽鎖可変ドメ
イン、または（c）SEQ ID NO:3、4、5、6、20および21から選択される配列を含む重鎖可
変ドメインならびにSEQ ID NO:7、22および23から選択される配列を含む軽鎖可変ドメイ
ン。
【０００８】
　いくつかの態様において、IRTCA抗体またはその抗原結合性フラグメントは、SEQ ID NO
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:8の配列を含む重鎖CDR1、SEQ ID NO:9の配列を含む重鎖CDR2、SEQ ID NO:10の配列を含
む重鎖CDR3、SEQ ID NO:11の配列を含む軽鎖CDR1、SEQ ID NO:12の配列を含む軽鎖CDR2、
およびSEQ ID NO:13の配列を含む軽鎖CDR3のそれぞれを含むことはない。
【０００９】
　さまざまな態様のいずれにおいても、本願IRTCA抗体もしくはそれらの抗原結合性フラ
グメントおよび/または本願組成物は、ある範囲の結合アフィニティーを呈しうる。例え
ばいくつかの態様において、本願IRTCA抗体または抗原結合性フラグメントは、ヒト活性
化誘導性腫瘍壊死因子受容体（TNFR）ファミリー受容体（AITR）分子に対して、1×10-7

～1×10-12Mの結合アフィニティー（KD）を有する。いくつかの態様において、本願IRTCA
抗体または抗原結合性フラグメントは、ヒトAITRポリペプチドの細胞外ドメイン内のエピ
トープに結合する。いくつかの態様において、ヒトAITRポリペプチドの細胞外ドメイン内
のエピトープはSEQ ID NO:19を含む。
【００１０】
　いくつかの態様において、本願抗体または抗原結合性フラグメントは、ヒト化抗体であ
るか、ヒト化抗体を含む。いくつかの態様において、本願IRTCA抗体またはその抗原結合
性フラグメントは、モノクローナル抗体であるか、モノクローナル抗体を含む。いくつか
の態様において、本願IRTCA抗体またはその抗原結合性フラグメントは、IgG1またはその
変種、IgG2またはその変種、IgG4またはその変種、IgAまたはその変種、IgEまたはその変
種、IgMまたはその変種、およびIgDまたはその変種から選択される免疫グロブリン定常ド
メインを含む。いくつかの態様において、本願IRTCA抗体またはその抗原結合性フラグメ
ントは、ヒトIgG1であるか、ヒトIgG1を含む。いくつかの態様において、前記IgG1は、SE
Q ID NO:26と少なくとも95％同一な配列であるか、またはその配列を含む。いくつかの態
様において、本願IRTCA抗体またはその抗原結合性フラグメントは、Fabフラグメント、Fa
b'フラグメント、F（ab'）2フラグメント、Fvフラグメント、ジスルフィド結合したFvフ
ラグメント、scFvフラグメント、単一ドメイン抗体、ヒューマボディ（humabody）、ナノ
ボディ、またはダイアボディであるか、それを含む。
【００１１】
　さまざまな態様において、本発明は特に、ある量の本願IRTCA抗体またはその抗原結合
性フラグメントを含む本願組成物の送達および/または発現を容易にするための、さまざ
まな分子および組成物を提供する。例えばいくつかの態様において、本発明は、IRTCA抗
体またはその抗原結合性フラグメントをコードする核酸分子を提供する。いくつかの態様
において、本発明は、前述の核酸分子を含む組換えベクターも提供する。いくつかの態様
において、本発明は、本願組換えベクターおよび/または本願核酸分子を含む宿主細胞も
提供する。いくつかの態様において、宿主細胞は、細菌細胞、酵母細胞、昆虫細胞、また
は哺乳動物細胞から選択されうる。いくつかの態様において、宿主細胞は、大腸菌（E.co
li）、P.パストリス（P.pastoris）、Sf9、COS、HEK293、Expi293、CHO-S、CHO-DG44、CH
O-K1、および哺乳動物リンパ球からなる群より選択される。
【００１２】
　いくつかの態様において、本発明は、（a）1種もしくは複数種の本願IRTCA抗体もしく
はそれらの抗原結合性フラグメント、1種もしくは複数種の本願核酸分子、1種もしくは複
数種の本願組換えベクター、および/または1種もしくは複数種の本願宿主細胞と、（b）
薬学的に許容される担体とを含む、薬学的組成物を提供する。薬学的に許容されるさまざ
まな担体はどれでも、さまざまな態様に従って使用されうる。
【００１３】
　ここに提供される種々の強力な新規抗体、それらの抗原結合性フラグメントおよび組成
物に加えて、本発明は、さまざまな新規治療方法も、さまざまな態様で提供する。例えば
、さまざまな態様において、本発明は、処置を必要とする対象を処置する方法であって、
本願IRTCA抗体もしくはその抗原結合性フラグメント、本願核酸分子、および/または本願
組換えベクターを含むかまたはそれを送達する組成物を、対象に投与する工程を含む方法
を提供する。
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【００１４】
　さらなる例として、本発明は、いくつかの態様において、免疫応答の誘導を必要とする
対象において免疫応答を誘導する方法であって、本願IRTCA抗体もしくはその抗原結合性
フラグメント、本願核酸分子、および/または本願組換えベクターを含むかまたはそれを
送達する組成物を、対象に投与する工程を含む方法も提供する。
【００１５】
　さらなる例として、いくつかの態様において、本発明は、免疫応答の強化または免疫細
胞の活性の増加を必要とする対象において免疫応答を強化するかまたは免疫細胞の活性を
増加させる方法であって、本願IRTCA抗体もしくはその抗原結合性フラグメント、本願核
酸分子、および/または本願組換えベクターを含むかまたはそれを送達する組成物を、対
象に投与する工程を含む方法も提供する。
【００１６】
　いくつかの態様において、本発明は、インビボまたはインビトロでT細胞によるIFN-γ
の分泌を増加させるための方法であって、T細胞を、ある量の本願IRTCA抗体もしくはその
抗原結合性フラグメントを含むかまたはそれを送達する組成物と接触させる工程を含む方
法も提供する。いくつかの態様において、本発明は、インビボまたはインビトロでT細胞
によるTGF-βの分泌を減少させるための方法であって、T細胞を、ある量の本願IRTCA抗体
もしくはその抗原結合性フラグメントを含むかまたはそれを送達する組成物と接触させる
工程を含む方法も提供する。いくつかの態様において、本発明は、T細胞を1型ヘルパーT
（TH1）細胞に転換するための方法であって、T細胞を、ある量の本願IRTCA抗体もしくは
その抗原結合性フラグメントを含むかまたはそれを送達する組成物と接触させる工程を含
む方法も提供する。
【００１７】
　いくつかの態様において、対象は癌を有するか、または癌を発症するリスクがある。い
くつかの態様において、癌は、膀胱癌、乳癌、子宮頸癌、大腸癌、子宮内膜癌、食道癌、
ファロピウス管癌、胆嚢癌、胃腸癌、頭頸部癌、血液癌、咽頭癌、肝癌、肺癌、リンパ腫
、黒色腫、中皮腫、卵巣癌、原発性腹膜癌、唾液腺癌、肉腫、胃癌、甲状腺癌、膵癌、腎
細胞癌、膠芽腫、および前立腺癌から選択される。
【００１８】
　特に、さまざまな態様が、1種または複数種の併用治療レジメンにおける使用に適する
と考えられる。例えばいくつかの態様において、対象には、1種または複数種の追加抗癌
治療が、既に施されたかまたは施される予定である。いくつかの態様において、1種また
は複数種の追加癌治療は、電離放射線、化学療法剤、抗体剤および細胞ベースの治療から
、対象が両方による処置を受けるように選択される。いくつかの態様において、1種また
は複数種の追加抗癌治療は、免疫チェックポイント阻害剤、IL-12、GM-CSF、抗CD4剤、シ
スプラチン、フルオロウラシル、ドキソルビシン、イリノテカン、パクリタキセル、イン
ドールアミン2,3-ジオキシゲナーゼ-1（IDO1）阻害剤、またはシクロホスファミドを含む
。
【００１９】
　本発明のさまざまな態様は、1種もしくは複数種の本願IRTCA抗体および/もしくはそれ
らの抗原結合性フラグメント、核酸分子、組換えベクター、ならびに/または宿主細胞に
とって有利な投与レジメンを決定するためにも役立ちうる。例えばいくつかの態様におい
て、本発明は、治療的処置を必要とする対象の治療的処置のためのIRTCA抗体またはその
抗原結合性フラグメントの用量を決定する方法であって、（a）対象由来の生物学的試料
における分泌IFN-γの測定値を用意または取得する工程であって、該対象が、ある量の本
願IRTCA抗体もしくはその抗原結合性フラグメントを含むかまたはそれを送達する組成物
を投与されている、工程と、（b）前記分泌IFN-γの測定値を基準値と比較する工程とを
含み、前記分泌IFN-γの測定値が基準値より高いかまたは低い場合には、投与されるIRTC
A抗体またはその抗原結合性フラグメントの量を調節し、それによって、対象の治療的処
置のための用量を決定する方法を提供する。



(9) JP 2020-508636 A 2020.3.26

10

20

30

40

50

【００２０】
　いくつかの態様において、基準値は、本願IRTCA抗体またはその抗原結合性フラグメン
トを投与する前の対象由来の生物学的試料におけるIFN-γのレベルでありうる。いくつか
の態様において、対象由来の生物学的試料における分泌IFN-γの測定された量が基準値よ
り高い場合には、処置を以前の処置と同じレベルに維持するか、処置をある期間にわたっ
て中止する。
【００２１】
　さらなる例として、いくつかの態様において、本発明は、治療的処置を必要とする対象
の治療的処置のためのIRTCA抗体またはその抗原結合性フラグメントの用量を決定する方
法であって、（a）対象由来の生物学的試料におけるTreg細胞集団の測定値を用意または
取得する工程であって、該対象が、ある量の本願IRTCA抗体もしくはその抗原結合性フラ
グメントを含むかまたはそれを送達する組成物を投与されている、工程と、（b）前記Tre
g細胞集団の測定値を基準値と比較する工程とを含み、前記Treg細胞集団の測定値が基準
値より高いかまたは低い場合には、投与されるIRTCA抗体またはその抗原結合性フラグメ
ントの量を調節し、それによって、対象の治療的処置のための用量を決定する方法を提供
する。いくつかの態様において、基準値は、本願IRTCA抗体またはその抗原結合性フラグ
メントを投与する前の対象由来の生物学的試料におけるTreg細胞集団のレベルでありうる
。いくつかの態様において、対象由来の生物学的試料におけるTreg細胞集団の測定された
量が基準値より低い場合には、処置を以前の処置と同じレベルに維持するか、処置をある
期間にわたって中止する。
【００２２】
　さらなる例として、いくつかの態様において、本発明は、治療的処置を必要とする対象
の治療的処置のためのIRTCA抗体またはその抗原結合性フラグメントの用量を決定する方
法であって、（a）対象由来の生物学的試料におけるIFN-γ分泌T細胞集団の測定値を用意
または取得する工程であって、該対象が、ある量の本願IRTCA抗体もしくはその抗原結合
性フラグメントを含むかまたはそれを送達する組成物を投与されている、工程、（b）対
象由来の生物学的試料におけるTreg細胞集団の測定値を用意または取得する工程であって
、該対象が、ある量の本願IRTCA抗体もしくはその抗原結合性フラグメントを含むかまた
はそれを送達する組成物を投与されている、工程、（c）前記IFN-γ分泌T細胞集団の測定
値と前記Treg細胞集団の測定値との比を算出する工程、および（d）前記比を基準値と比
較する工程を含み、比が基準値より高いかまたは低い場合には、投与されるIRTCA抗体ま
たはその抗原結合性フラグメントの量を調節し、それによって、対象の治療的処置のため
の用量を決定する方法を提供する。いくつかの態様において、基準値は、本願IRTCA抗体
またはその抗原結合性フラグメントを投与する前の対象由来の生物学的試料におけるIFN-
γ分泌T細胞集団のレベルと対象由来の同じ生物学的試料におけるTreg細胞集団のレベル
との比でありうる。いくつかの態様において、対象由来の生物学的試料において算出され
た比が基準値より高い場合には、処置を以前と同じレベルに維持するか、処置をある期間
にわたって中止する。
【００２３】
　いくつかの態様において、基準値は、1人もしくは複数の健常対象に由来する値または1
人もしくは複数の癌と診断された対象に由来する値を含む指標値を含む。いくつかの態様
において、生物学的試料は、全血、血漿、腫瘍組織、または血清の試料である。
【００２４】
　いくつかの態様において、本発明は、AITRに対する抗体またはその抗原結合性フラグメ
ントのアフィニティーを検証する方法であって、T細胞を、ある量の本願IRTCA抗体もしく
はその抗原結合性フラグメントを含むかまたはそれを送達する組成物と接触させる工程と
、前記T細胞からのサイトカイン分泌を測定する工程とを含み、サイトカイン分泌が、IRT
CA抗体の免疫応答強化、抗癌効果、および/または抗腫瘍効果と相関する方法も提供する
。いくつかの態様において、T細胞はAITRタンパク質を発現する。いくつかの態様におい
て、T細胞は制御性T細胞（Treg細胞）である。いくつかの態様において、T細胞はエフェ



(10) JP 2020-508636 A 2020.3.26

10

20

30

40

50

クターT細胞（Teff細胞）である。
【００２５】
　本願において「約」および「およそ」という用語は同義語として使用される。本明細書
における刊行物、特許または特許出願への言及はいずれも、参照によりその全体が本明細
書に組み入れられる。本願において使用される数字はいずれも、約/およそが付加されて
いても付加されていなくても、関連技術分野の当業者が認識する通常の変動をいずれも包
含するものとする。
【００２６】
　本発明の他の特徴、目的および利点は、以下の詳細な説明から明白である。ただし、以
下の詳細な説明は、本発明の態様を示してはいるものの、単なる例示であって、限定では
ないと理解すべきである。本発明の範囲内でのさまざまな改変および修飾は、以下の詳細
な説明から、当業者には明らかになるであろう。
【図面の簡単な説明】
【００２７】
　本願に含まれる図面は以下の図から構成されるが、その目的は例示であって、限定では
ない。本開示の上記のおよび他の目的、局面、特徴および利点は、以下の説明を添付の図
面と合わせて参照することによって、より明白になり、よりよく理解されるであろう。
【００２８】
【図１】図1は、IRTCA-AのFab型アミノ酸配列を示し、aおよびbはそれぞれIRTCA-A Fab型
のアミノ酸配列および停止コドンが挿入されたIRTCA-Aアミノ酸配列を表す（アスタリス
クは停止コドンを示す）。
【図２ａ】図2は、ランダム化PCR構成および変異が誘導されたIRTCA-Aのアミノ酸領域を
示す。パネルaはIRTCA-A軽鎖を示す。変異がCDR3領域に誘導されうるようにランダムプラ
イマーを使用し、変異をCDR3中に集中させたファージディスプレイライブラリーを製作し
た。
【図２ｂ】図2は、ランダム化PCR構成および変異が誘導されたIRTCA-Aのアミノ酸領域を
示す。パネルbはIRTCA-A重鎖を示す。変異がCDR3領域に誘導されうるようにランダムプラ
イマーを使用し、変異をCDR3中に集中させたファージディスプレイライブラリーを製作し
た。
【図３】図3は、IRTCA-A系列の16種の重鎖変異体および9種の軽鎖変異体のAITR抗原に関
する解離曲線の重ね合わせプロットを示す。
【図４】図4は、IRTCA-A系列の22種の軽鎖変異体のAITR抗原に関する解離曲線の重ね合わ
せプロットを示す。
【図５】図5は、CD4＋T細胞におけるIRTCA-AによるサイトカインIFN-γの分泌のグラフを
示す。IRTCA-AはIFN-γ分泌を用量依存的に誘導する。
【図６Ａ】図6Aは、IRTCA-Aによる処理後の、Treg細胞からのIFN-γの分泌の用量依存的
変化を定量化しているグラフである。
【図６Ｂ】図6Bは、IRTCA-Aによる処理後の、Treg細胞からのTGF-βの分泌の用量依存的
変化を定量化しているグラフである。
【図７Ａ】図7Aは、数種のIRTCA-A変異体による処理後の、CD4 T細胞におけるIFN-γの分
泌の用量依存的変化を定量化しているグラフである。
【図７Ｂ】図7Bは、数種のIRTCA-A変異体による処理後の、Treg細胞におけるIFN-γの分
泌の用量依存的変化を定量化しているグラフである。
【図７Ｃ】図7Cは、数種のIRTCA-A変異体による処理後の、Treg細胞におけるTGF-βの分
泌の用量依存的変化を定量化しているグラフである。
【図８】図8は、IRTCA抗体によるHu-PBL-SCIDマウスの処置に続く、腫瘍体積（結腸直腸
癌細胞の注射によるもの）の用量依存的低減を示すグラフである。
【図９】図9は、対照hIgG、H1F1抗体、MK4166およびキイトルーダ（Keytruda）の腫瘍サ
イズに対する効果を定量化しているグラフである。矢印は処置抗体または対照抗体の注射
日を示す。
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【図１０Ａ】図10Aは、3回（矢印）の抗体処置後の腫瘍サイズ（トリプルネガティブ乳癌
）に対するH1F1抗体または対照抗体の効果を定量化しているグラフである。
【図１０Ｂ】図10Bは、3回（矢印）の抗体処置後の腫瘍サイズ（大腸癌）に対するH1F1抗
体または対照抗体の効果を定量化しているグラフである。
【図１０Ｃ】図10Cは、3回（矢印）の抗体処置後の腫瘍サイズ（黒色腫）に対するH1F1抗
体または対照抗体の効果を定量化しているグラフである。
【図１０Ｄ】図10Dは、3回（矢印）の抗体処置後の腫瘍サイズ（黒色腫）に対するH1F1抗
体または対照抗体の効果を定量化しているグラフである。
【図１１】図11は、カニクイザル（Macaca fascicularis）のCD4＋CD25highFoxp3＋T細胞
におけるサイトカイン分泌に対するH1F1の効果を定量化しているグラフである。
【図１２】図12は、マカクにおいてインビボでH1F1が媒介する制御性T細胞のTH1細胞への
転換を定量化しているグラフである。hIgG処理対照群（A）とは異なり、22mg/kgのH1F1（
B）、45mg/kgのH1F1（C）および90mg/kgのH1F1（D）で処理した細胞は、3週間にわたって
IFN-γ陽性CD4＋T細胞の増加を示した。
【図１３】図13は、H1F1によるサイトカイン誘導が弁別的であったことを示すグラフであ
る。サイトカインIL-4（B）およびIL-5（C）の分泌は、H1F1で処理した細胞では達成され
なかったが、H1F1による処理後にIL-2（A）およびIFN-γ分泌（D）は増加した。
【図１４】図14は、CD4＋CD25＋Foxp3high（A）、TGF-β（B）、CD4＋IFN-γ（C）および
CD4＋T-bet＋（D）を発現する細胞の集団に対するH1F1の用量依存的効果を定量化してい
るグラフである。
【図１５】図15は、EBV陽性胃癌細胞およびAML患者からの骨髄におけるH1F1特異的染色で
ある。
【図１６Ａ】図16Aは、AITR-5に結合しない陰性対照mAb EU101と比較した、濃度10、5、2
.5および1.25μg/mLでのAITR-5へのH1F1の結合を図示している。
【図１６Ｂ】図16Bは、用量依存的なH1F1M69およびH1F1M74のAITR-5への結合を図示して
いる。
【図１７】図17は、H1F1M69（B）およびH1F1M74（C）で刺激した時の、hIgG対照（A）と
比較した、nTreg細胞のTH1様細胞への転換を図示している。各パネルの数字は、陽性細胞
のパーセンテージを示している。
【図１８】図18は、nTreg細胞におけるTGF-βおよびIFN-γに対するH1F1M69およびH1F1M7
4の用量依存的効果を定量化しているグラフである。
【図１９】図19は、抗CD3、CD28ビーズ、IL-2およびTGF-βで6日間刺激した後の、CD4＋T
細胞からのiTreg細胞の生成を図示している。
【図２０】図20は、iTreg細胞上のAITRに対するH1F1M69およびH1F1M74の結合効率を図示
している。パネルAおよびパネルBはゲーティングパラメータを図解している。パネルCは
アイソタイプ対照を図解している。パネルD～Gは、H1F1M69（D）およびH1F1M74（E）では
、競合物質である抗AITR抗体TRX518（F）およびMK4166（G）よりも高頻度に、表面AITRが
検出されたことを示している。
【図２１Ａ】図21は、抗AITR抗体で刺激した時の、iTreg細胞のTH1様細胞への転換を図示
している。パネルAはhIgG対照を示している。
【図２１Ｂ】図21は、抗AITR抗体で刺激した時の、iTreg細胞のTH1様細胞への転換を図示
している。パネルBは、iTreg細胞に対するH1F1M69の効果を示している。
【図２１Ｃ】図21は、抗AITR抗体で刺激した時の、iTreg細胞のTH1様細胞への転換を図示
している。パネルCは、iTreg細胞に対するH1F1M74の効果を示している。
【図２１Ｄ】図21は、抗AITR抗体で刺激した時の、iTreg細胞のTH1様細胞への転換を図示
している。パネルDは、iTreg細胞に対するTRX518の効果を示している。
【図２１Ｅ】図21は、抗AITR抗体で刺激した時の、iTreg細胞のTH1様細胞への転換を図示
している。パネルEは、iTreg細胞に対するMK4166の効果を示している。
【図２２】図22は、iTreg細胞におけるH1F1M69およびH1F1M74のTGF-βおよびIFN-γに対
する用量依存的効果を定量化しているグラフである。
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【図２３Ａ】図23Aは、iTreg細胞における固定化モノクローナル抗体hIgGのFoxp3に対す
る効果を図示している。
【図２３Ｂ】図23Bは、iTreg細胞における固定化モノクローナル抗体H1F1M69のFoxp3に対
する効果を図示している。
【図２３Ｃ】図23Cは、iTreg細胞における固定化モノクローナル抗体H1F1M74のFoxp3に対
する効果を図示している。
【図２３Ｄ】図23Dは、iTreg細胞における固定化モノクローナル抗体TRX518のFoxp3に対
する効果を図示している。
【図２３Ｅ】図23Eは、iTreg細胞における固定化モノクローナル抗体MK4166のFoxp3に対
する効果を図示している。
【図２４】図24は、IL-2およびH1F1M69（A）またはH1F1M74（B）でコーティングされたウ
ェルに加えた後の、iTreg細胞のTH1様細胞への転換を図示している。各パネルの数字は、
陽性細胞のパーセンテージを示している。
【図２５Ａ】図25は、抗体による処理後のTeff細胞のTH1細胞への極性化（polarization
）を図示している。パネルAは対照hIgGの効果を示している。
【図２５Ｂ】図25は、抗体による処理後のTeff細胞のTH1細胞への極性化を図示している
。パネルBはH1F1M69およびH1F1M74の効果を示している。
【図２５Ｃ】図25は、抗体による処理後のTeff細胞のTH1細胞への極性化を図示している
。パネルCは抗体TRX518およびMK4166の効果を示している。
【図２６】図26は、Teff細胞におけるIFN-γに対するH1F1M69およびH1F1M74の用量依存的
効果を定量化しているグラフである。
【発明を実施するための形態】
【００２９】
特定の定義
　以下の説明では、組換えDNAおよび免疫学において使用されるいくつかの用語が、広く
利用される。明細書および特許請求の範囲は、そのような用語に与えられる範囲を含め、
より明確にかつ一貫して理解されるように、以下の定義が与えられる。
【００３０】
　約:値に関して本明細書において使用する場合、「約」という用語は、言及された値と
の関連において類似する値を指す。一般に、ある文脈において「約」が包含する妥当な変
動の程度は、その文脈に精通している当業者には理解されるであろう。例えばいくつかの
態様において、「約」という用語は、言及された値の25％、20％、19％、18％、17％、16
％、15％、14％、13％、12％、11％、10％、9％、8％、7％、6％、5％、4％、3％、2％、
1％以内またはそれ未満以内の値の範囲を包含しうる。
【００３１】
　投与:本明細書において使用する場合、「投与」という用語は、典型的には、組成物で
ある剤または組成物に含まれる剤の送達を達成するための、対象または系への組成物の投
与を指す。当業者は、適当な状況において、対象（例えばヒト）への投与に利用すること
ができるさまざまな経路を知っているであろう。例えばいくつかの態様において、投与は
点眼、経口、非経口、外用などであることができる。いくつかの特定態様において、投与
は、気管支（例:気管支点滴によるもの）、バッカル、皮膚（例えば皮膚への外用、皮内
、皮下（interdermal）、経皮などのうちの1つまたは複数であるか、またはそれらを含み
うる）、経腸、動脈内、皮内、胃内、髄内、筋肉内、鼻腔内、腹腔内、髄腔内、静脈内、
室内（intraventricular）、具体的器官内（例えば肝臓内）、粘膜、経鼻、経口、直腸、
皮下、舌下、外用、気管（例:気管内点滴によるもの）、膣、硝子体などでありうる。い
くつかの態様において、投与は単回投与だけを伴いうる。いくつかの態様において、投与
は固定された投与回数の適用を伴いうる。いくつかの態様において、投与は、間欠的（例
:時間を空けて複数回）および/または周期的（同じ時間を隔てた個々の投与）投与である
投与を伴いうる。いくつかの態様において、投与は、少なくとも選択されたある期間にわ
たる連続的投与（例:灌流）を伴いうる。
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【００３２】
　アフィニティー:当技術分野では公知であるとおり、「アフィニティー」は、ある特定
リガンドがそのパートナーに結合する堅固さの尺度である。アフィニティーはさまざまな
方法で測定することができる。いくつかの態様において、アフィニティーは定量的アッセ
イによって測定される。いくつかのそのような態様では、結合パートナー濃度を、生理的
条件を模倣するために、リガンド濃度過剰に固定することができる。上記に代えて、また
は上記に加えて、いくつかの態様では、結合パートナー濃度および/またはリガンド濃度
を変化させることができる。いくつかのそのような態様では、アフィニティーを、同等な
条件下（例:濃度）で、基準と比較することができる。
【００３３】
　アゴニスト:その存在、レベル、程度、タイプまたは形態が別の剤（すなわちアゴナイ
ズされる剤）の活性のレベルの増加と相関する剤条件または事象を指すために、「アゴニ
スト」という用語を使用しうることは、当業者には理解されるであろう。一般にアゴニス
トは、例えば小分子、ポリペプチド、核酸、糖質、脂質、金属、および/または関連する
活性化活性を示す他の任意の実体など、任意の化合物クラスの剤であるか、それを含みう
る。いくつかの態様において、アゴニストは直接でありうる（この場合、アゴニストはそ
の影響をそのターゲットに直接発揮する）。いくつかの態様において、アゴニストは間接
的でありうる（この場合、アゴニストは、ターゲットのレベルまたは活性が変化するよう
に、そのターゲットへの結合以外の方法によって、例えばターゲットの制御因子と相互作
用することによって、その影響を発揮する）。
【００３４】
　動物:本明細書において使用する場合、動物界の任意のメンバーを指す。いくつかの態
様において、「動物」とはヒトを指し、その性別および発生段階は問わない。いくつかの
態様において、「動物」とは非ヒト動物を指し、その発生段階は問わない。特定の態様に
おいて、非ヒト動物は哺乳動物（例:齧歯類、マウス、ラット、ウサギ、サル、イヌ、ネ
コ、ヒツジ、ウシ、霊長類および/またはブタ）である。いくつかの態様において、動物
には、哺乳動物、鳥類、爬虫類、両生類、魚類、昆虫および/または虫（worm）が含まれ
るが、それらに限定されるわけではない。いくつかの態様において、動物は、トランスジ
ェニック動物、遺伝子改変動物および/またはクローンでありうる。
【００３５】
　アンタゴニスト:本明細書において使用する「アンタゴニスト」という用語が、その存
在、レベル、程度、タイプまたは形態が別の剤（すなわち阻害される剤またはターゲット
）のレベルまたは活性の減少と相関する剤条件または事象を指すために使用されうること
は、当業者には理解されるであろう。一般にアンタゴニストは、例えば小分子、ポリペプ
チド、核酸、糖質、脂質、金属、および/または関連する阻害活性を示す他の任意の実体
など、任意の化合物クラスの剤であるか、それを含みうる。いくつかの態様において、ア
ンタゴニストは直接でありうる（この場合、アンタゴニストはその影響をそのターゲット
に直接発揮する）。いくつかの態様において、アンタゴニストは間接的でありうる（この
場合、アンタゴニストは、ターゲットのレベルまたは活性が変化するように、そのターゲ
ットへの結合以外の方法によって、例えばターゲットの制御因子と相互作用することによ
って、その影響を発揮する）。
【００３６】
　抗体:本明細書において使用する場合、「抗体」という用語は、特定ターゲット抗原へ
の特異的結合を付与するのに十分な標準的（canonical）免疫グロブリン配列要素を含む
ポリペプチドを指す。当技術分野において公知であるとおり、自然界で生産されるインタ
クトな抗体は、2本の同一重鎖ポリペプチド（それぞれ約50kD）および2本の同一軽鎖ポリ
ペプチド（それぞれ約25kD）から構成され、それらが互いに会合して一般に「Y字」構造
と呼ばれるものになる、およそ150kDの四量体の物質である。各重鎖は、少なくとも4つの
ドメイン（それぞれ約110アミノ酸長）、すなわちアミノ末端の可変（VH）ドメイン（Y構
造の先端部に位置する）とそれに続く3つの定常ドメイン: CH1、CH2およびカルボキシ末
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端のCH3（Yの軸部分の基部に位置する）とから構成される。「スイッチ」と呼ばれる短い
領域が、重鎖の可変領域と定常領域とを接続している。「ヒンジ」は、CH2ドメインおよ
びCH3ドメインを抗体の残りの部分に接続している。インタクトな抗体では、このヒンジ
領域中の2つのジスルフィド結合が2本の重鎖ポリペプチドを互いに接続している。各軽鎖
は、2つのドメイン、すなわち、もう1つの「スイッチ」によって互いに分離されたアミノ
末端の可変（VL）ドメインと、それに続くカルボキシ末端の定常（CL）ドメインとから構
成される。インタクトな抗体四量体は、重鎖と軽鎖が単一のジスルフィド結合によって互
いに連結されている2つの重鎖-軽鎖二量体から構成され、他の2つのジスルフィド結合は
、これらの二量体が互いに接続されて四量体を形成するように、重鎖ヒンジ領域を互いに
接続している。また、天然に生産される抗体は、典型的にはCH2ドメイン上が、グリコシ
ル化されている。天然抗体中の各ドメインは、圧縮された逆平行ベータバレルへと互いに
相対してパッケージングされた2つのベータシート（例: 3、4または5ストランドのシート
）から形成される「免疫グロブリンフォールド」を特徴とする構造を有する。各可変ドメ
インは、「相補性決定領域」と呼ばれる3つの超可変ループ（CDR1、CDR2およびCDR3）と
、いくらか不変である4つの「フレームワーク」領域（FR1、FR2、FR3およびFR4）とを含
有する。天然抗体がフォールディングすると、FR領域は、ドメインの構造的フレームワー
クとなるベータシートを形成し、重鎖と軽鎖の両方からのCDRループ領域は三次元空間で
寄せ集められることで、Y構造の先端に位置する単一の超可変抗原結合部位を作り出す。
天然抗体のFc領域は補体系の要素に結合すると共に、例えば細胞傷害性を媒介するエフェ
クター細胞含むエフェクター細胞上の受容体にも結合する。当技術分野では知られている
とおり、Fc受容体に対するFc領域のアフィニティーおよび/または他の結合属性は、グリ
コシル化または他の修飾によって調整することができる。いくつかの態様において、本発
明に従って生産および/または利用される抗体は、グリコシル化されたFcドメイン、例え
ば修飾されたまたは改変されたそのようなグリコシル化を伴うFcドメインを含む。本発明
に関して、特定の態様では、天然抗体に見いだされるように十分な免疫グロブリンドメイ
ン配列を含む任意のポリペプチドまたはポリペプチドの複合体を、そのポリペプチドが天
然に生産されたか（例えば抗原に反応する生物によって作成されたか）、組換え工学、化
学合成または他の人工系もしくは方法論によって生産されたかを問わず、「抗体」と呼ぶ
ことができ、かつ/または「抗体」として使用することができる。いくつかの態様におい
て、抗体はポリクローナルであり、いくつかの態様において、抗体はモノクローナルであ
る。いくつかの態様において、抗体は、マウス抗体、ウサギ抗体、霊長類抗体またはヒト
抗体に特有の定常領域配列を有する。いくつかの態様において、抗体配列要素は、当技術
分野において公知であるとおり、ヒト化型、霊長類化型、キメラなどである。さらにまた
、本明細書において使用する「抗体」という用語は、適当な態様において（別段の言明が
ある場合、または文脈上そうでないことが明らかである場合を除き）、抗体の構造的およ
び機能的特徴を代替的表現で利用するための、当技術分野において公知のまたは開発され
たコンストラクトまたはフォーマットのいずれをも指すことができる。例えばいくつかの
態様において、本発明に従って利用される抗体は、以下から選択されるフォーマット（た
だしそれらに限定されるわけではない）をとる:インタクトなIgA、IgG、IgEまたはIgM抗
体;二重特異性または多重特異性抗体（例: Zybodies（登録商標）など）;抗体フラグメン
ト、例えばFabフラグメント、Fab'フラグメント、F（ab'）2フラグメント、Fd'フラグメ
ント、Fdフラグメントおよび単離されたCDRまたはそれらのセット;単鎖Fv;ポリペプチド-
Fc融合物;単一ドメイン抗体（例: IgNARまたはそのフラグメントなどのサメ単一ドメイン
抗体）;ラクダ科抗体;マスク（masked）抗体（例:Probodies（登録商標））; Small Modu
lar ImmunoPharmaceuticals（「SMIPs（商標）」;単鎖またはタンデムダイアボディ（Tan
dAb（登録商標））;ヒューマボディ、VHH; Anticalins（登録商標）; Nanobodies（登録
商標）ミニボディ; BiTE（登録商標）;アンキリンリピートタンパク質またはDARPINs（登
録商標）; Avimers（登録商標）; DARTs; TCR様抗体; Adnectins（登録商標）; Affilins
（登録商標）; Trans-bodies（登録商標）; Affibodies（登録商標）; TrimerX（登録商
標）;マイクロプロテイン（MicroProtein）; Fynomers（登録商標）; Centyrins（登録商
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標）;およびKALBITOR（登録商標）。いくつかの態様において、抗体は、天然に生産され
た場合に有するであろう共有結合による修飾（例:グリカンの付加）を欠いてもよい。い
くつかの態様において、抗体は、修飾（例:グリカン、ペイロード［例:検出可能部分、治
療部分、触媒部分など］または他のペンダント基［例:ポリエチレングリコールなど］の
付加）を含有しうる。
【００３７】
　抗体フラグメント:本明細書にいう「抗体フラグメント」とは、本明細書に記載する抗
体または抗体剤の一部を指し、典型的には、抗原結合部分またはその可変領域を含む部分
を指す。抗体フラグメントは任意の手段によって生産されうる。例えばいくつかの態様に
おいて、抗体フラグメントは、インタクトな抗体または抗体剤の断片化により、酵素的ま
たは化学的に生産することができる。あるいは、いくつかの態様において、抗体フラグメ
ントは組換え的に（すなわち改変された核酸配列の発現によって）生産することもできる
。いくつかの態様において、抗体フラグメントは、全部または一部を合成的に生産するこ
とができる。いくつかの態様において、抗体フラグメント（特に抗原結合性抗体フラグメ
ント）は、少なくとも約50、60、70、80、90、100、110、120、130、140、150、160、170
、180、190アミノ酸またはそれ以上、いくつかの態様では少なくとも約200アミノ酸の長
さを有しうる。
【００３８】
　結合:本明細書において使用する「結合」という用語が、典型的には、2つ以上の実体間
での非共有結合的会合を指すことは理解されるであろう。「直接的」結合は実体間または
部分間の物理的接触を伴い、間接的結合は1つまたは複数の中間実体との物理的接触を介
した物理的相互作用を伴う。2つ以上の実体間の結合は、典型的には、例えば相互作用す
る実体または部分を分離して研究する場合や、より複雑な系を背景として（例えば共有結
合または他の形で担体実体と関連付けられた状態で、かつ/または生物学的な系もしくは
細胞中で）研究する場合を含めて、さまざまな背景のいずれにおいても評価することがで
きる。
【００３９】
　癌:「癌」、「悪性腫瘍」、「新生物」、「腫瘍」および「癌腫」という用語は、本明
細書では、相対的に異常な、コントロールされないおよび/または自律的な成長を呈し、
その結果、細胞増殖のコントロールが著しく失われていることを特徴とする異常成長表現
型を呈する細胞を指すために使用される。いくつかの態様において、腫瘍は、前癌性（例
えば良性）、悪性、前転移性、転移性および/または非転移性の細胞であるか、それを含
みうる。本開示では、その教示内容が特に関連しうる特定の癌を、具体的に特定する。い
くつかの態様において、関連癌は固形腫瘍を特徴としうる。いくつかの態様において、関
連癌は血液腫瘍を特徴としうる。一般に、当技術分野において公知のさまざまなタイプの
癌の例には、例えば白血病、リンパ腫（ホジキンおよび非ホジキン）、骨髄腫および骨髄
増殖性障害を含む造血器癌;肉腫、黒色腫、腺腫、固形組織の癌、口、のど、喉頭および
肺の扁平上皮癌、肝癌、尿生殖器癌、例えば前立腺癌、子宮頸癌、膀胱癌、子宮癌および
子宮内膜癌、ならびに腎細胞癌、骨癌、膵癌、皮膚癌、皮膚黒色腫または眼内黒色腫、内
分泌系の癌、甲状腺の癌、副甲状腺の癌、頭頸部癌、乳癌、胃腸癌および神経系癌、パピ
ローマなどの良性病変などがある。
【００４０】
　CDR:本明細書において使用する場合、抗体可変領域内の相補性決定領域を指す。重鎖お
よび軽鎖の可変領域のそれぞれには3つのCDRがあり、それらは、可変領域のそれぞれにつ
いて、CDR1、CDR2およびCDR3と称されている。「CDRのセット」または「CDRセット」とは
、抗原結合能を有する単一可変領域に見いだされる、または抗原結合能を有するコグネイ
ト重鎖および軽鎖可変領域のCDRに見いだされる、3つまたは6つのCDRの集まりを指す。当
技術分野ではCDRの境界を画定するためにいくつかのシステムが確立されており（例: Kab
at、Chothiaなど）、当業者はこれらのシステム間の相違を認識して、本願に係る発明を
理解し実施するために必要な程度には、CDRの境界を理解することができる。
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【００４１】
　化学療法剤:本明細書において使用する「化学療法剤」という用語は、アポトーシス促
進性、細胞分裂阻害性および/または細胞傷害性の剤に関して当技術分野で理解されてい
るその意味を有し、例えば特に、望ましくない細胞増殖に関連する1つまたは複数の疾患
、障害または状態の処置に利用されかつ/またはそのような処置における使用が推奨され
ている剤を含む。多くの態様において、化学療法剤は癌の処置に有用である。いくつかの
態様において、化学療法剤は、1種または複数種のアルキル化剤、1種または複数種のアン
トラサイクリン類、1種または複数種の細胞骨格破壊剤（例えばタキサン、メイタンシン
およびそれらの類似体などの微小管標的剤）、1種または複数種のエポチロン、1種または
複数種のヒストンデアセチラーゼ阻害剤（HDAC）、1種または複数種のトポイソメラーゼ
阻害剤（例:トポイソメラーゼIおよび/またはトポイソメラーゼIIの阻害剤）、1種または
複数種のキナーゼ阻害剤、1種または複数種のヌクレオチド類似体またはヌクレオチド前
駆体類似体、1種または複数種のペプチド系抗生物質、1種または複数種の白金ベースの剤
、1種または複数種のレチノイド、1種または複数種のビンカアルカロイド、および/また
は以下に挙げるもの（すなわち抗増殖活性を共通して有するもの）のうちの1つまたは複
数の1種または複数種の類似体であるか、それを含みうる。いくつかの特定態様において
、化学療法剤は、アクチノマイシン、全トランス型レチノイン酸、アウリスタチン（Auir
istatin）、アザシチジン、アザチオプリン、ブレオマイシン、ボルテゾミブ、カルボプ
ラチン、カペシタビン、シスプラチン、クロラムブシル、シクロホスファミド、クルクミ
ン、シタラビン、ダウノルビシン、ドセタキセル、ドキシフルリジン、ドキソルビシン、
エピルビシン、エポチロン、エトポシド、フルオロウラシル、ゲムシタビン、ヒドロキシ
尿素、イダルビシン、イマチニブ、イリノテカン、メイタンシンおよび/またはその類似
体（例えばDM1）、メクロレタミン、メルカプトプリン、メトトレキサート、ミトキサン
トロン、メイタンシノイド、オキサリプラチン、パクリタキセル、ペメトレキセド、テニ
ポシド、チオグアニン、トポテカン、バルルビシン、ビンブラスチン、ビンクリスチン、
ビンデシン、ビノレルビン、およびそれらの組み合わせの1つまたは複数であるか、それ
を含みうる。いくつかの態様では、化学療法剤を抗体-薬物コンジュゲートとの関連にお
いて利用しうる。いくつかの態様において、化学療法剤は、hLL1-ドキソルビシン、hRS7-
SN-38、hMN-14-SN-38、hLL2-SN-38、hA20-SN-38、hPAM4-SN-38、hLL1-SN-38、hRS7-Pro-2
-P-Dox、hMN-14-Pro-2-P-Dox、hLL2-Pro-2-P-Dox、hA20-Pro-2-P-Dox、hPAM4-Pro-2-P-Do
x、hLL1-Pro-2-P-Dox、P4/D10-ドキソルビシン、ゲムツズマブオゾガマイシン、ブレンツ
キシマブベドチン、トラスツズマブエムタンシン、イノツズマブオゾガマイシン、グレン
バツモマブ（glembatumomab）ベドチン、SAR3419、SAR566658、BIIB015、BT062、SGN-75
、SGN-CD19A、AMG-172、AMG-595、BAY-94-9343、ASG-5ME、ASG-22ME、ASG-16M8F、MDX-12
03、MLN-0264、抗PSMA ADC、RG-7450、RG-7458、RG-7593、RG-7596、RG-7598、RG-7599、
RG-7600、RG-7636、ABT-414、IMGN-853、IMGN-529、ボルセツズマブマホドチン、および
ロルボツズマブメルタンシンからなる群より選択される抗体-薬物コンジュゲートに見い
だされるものである。
【００４２】
　に対応する:本明細書において、「に対応する」という用語は、化合物または組成物中
の構造要素の位置/実体を、適当な基準化合物または基準組成物との比較によって指定す
るために使用されうる。例えばいくつかの態様において、ポリマー中の単量体残基（例:
ポリペプチド中のアミノ酸残基またはポリヌクレオチド中の核酸残基）は、適当な基準ポ
リマー中の残基「に対応する」と同定しうる。例えば、説明を簡単にするために、ポリペ
プチドの中の残基は、しばしば、基準関連ポリペプチドに基づく標準的ナンバリングシス
テムを使って指定されるので、例えば190番目の残基「に対応する」アミノ酸が、実際に
特定アミノ酸鎖中の第190アミノ酸である必要はなく、むしろ基準ポリペプチド中の190番
目に見いだされる残基に対応することは、当業者には理解されるであろう。また、「対応
する」アミノ酸を同定する方法は当業者には容易に理解される。例えば当業者は、本開示
に従ってポリペプチドおよび/または核酸中の「対応する」残基を同定するために利用す
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ることができる、例えばBLAST、CS-BLAST、CUSASW＋＋、DIAMOND、FASTA、GGSEARCH/GLSE
ARCH、Genoogle、HMMER、HHpred/HHsearch、IDF、Infernal、KLAST、USEARCH、parasail
、PSI-BLAST、PSI-Search、ScalaBLAST、Sequilab、SAM、SSEARCH、SWAPHI、SWAPHI-LS、
SWIMMまたはSWIPEなどのソフトウェアプログラムを含めて、さまざまな配列アラインメン
ト戦略を知っているだろう。
【００４３】
　改変された（engineered）:一般に「改変された」という用語は、人間の手によって操
作されたという局面を指す。例えばポリペプチドは、ポリペプチド配列が人間の手によっ
て操作されると、「改変された」とみなされる。例えば本発明のいくつかの態様において
、改変されたポリペプチドは、人間の手によって基準ポリペプチド配列中に導入された1
つまたは複数のアミノ酸変異、欠失および/または挿入を含む配列を含む。同様に、細胞
または生物は、その遺伝情報が変化するように操作されている（例えば以前は存在しなか
った新しい遺伝物質が、例えば形質転換、交配、体細胞交雑、トランスフェクション、形
質導入または他の機序によって導入されているか、以前に存在した遺伝物質が、例えば置
換もしくは欠失変異によって、または交配プロトコールによって、改変されまたは除去さ
れている）のであれば、「改変された」とみなされる。当技術分野における慣行どおり、
そして当業者には理解されるとおり、改変されたポリペプチドまたは細胞の誘導体および
/または子孫も、たとえ実際の操作は先の実体に対して行われたのであっても、依然とし
て「改変された」と呼ばれる。
【００４４】
　エピトープ:本明細書において使用する場合、免疫グロブリン（例:抗体または受容体）
結合構成要素によって特異的に認識される任意の部分を包含する。いくつかの態様におい
て、エピトープは、抗原上の複数の原子または化学基から構成される。いくつかの態様に
おいて、そのような原子または化学基は、抗原が適切な三次元コンフォメーションをとっ
たときに、表面に露出する。いくつかの態様において、そのような原子または化学基は、
抗原がそのようなコンフォメーションをとったときに、空間において互いに物理的に近い
。いくつかの態様において、少なくともいくつかのそのような原子または化学基は、抗原
が代替的コンフォメーションをとったとき（例えば線状になったとき）に、物理的に互い
に離れている。
【００４５】
　エクスビボ:本明細書において使用する場合、多細胞生物を背景とせずに起こる生物学
的事象を指す。例えば細胞ベースの系との関連では、この用語は、人工的環境において細
胞集団内で起こる事象（例:細胞増殖、サイトカイン分泌など）を指すために使用されう
る。
【００４６】
　フレームワークまたはフレームワーク領域:本明細書において使用する場合、可変領域
のうちのCDRを除いた配列を指す。CDR配列は異なるシステムによって決定することができ
るので、同様にフレームワーク配列も、相応に異なる解釈の対象となる。6つのCDRが、重
鎖および軽鎖上のフレームワーク領域を、各鎖上の4つのサブ領域（FR1、FR2、FR3および
FR4）に分割する。ここで、CDR1はFR1とFR2の間に位置し、CDR2はFR2とFR3の間に位置し
、CDR3はFR3とFR4の間に位置する。特定サブ領域をFR1、FR2、FR3またはFR4と指定しない
場合、フレームワーク領域とは、他でもいわれるとおり、1本の天然免疫グロブリン鎖の
可変領域内のFRを合わせたものを表す。本明細書においてFR（a FR）とは、4つのサブ領
域のうちの1つを表し、例えばFR1は、可変領域のアミノ末端に最も近くCDR1に対して5'側
にある第1フレームワーク領域を表す。また、複数のFR（FRs）とは、フレームワークを構
成するサブ領域のうちの2つ以上を表す。
【００４７】
　ヒト化:当技術分野において公知であるとおり、「ヒト化」という用語は、抗体（また
は抗体構成要素）であって、そのアミノ酸配列は非ヒト種（例:マウス）において産生さ
せた基準抗体からのVH領域配列およびVL領域配列を含むが、それらの配列は、基準抗体と
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比較して、それらをより「ヒト様」にすること、すなわちヒト生殖細胞系可変配列により
類似させることを意図した修飾も含んでいるものを指すために、よく使用される。いくつ
かの態様において、「ヒト化」抗体（または抗体構成要素）は、関心対象の抗原に免疫特
異的に結合し、かつ実質的にヒト抗体の配列のようなアミノ酸配列を有するフレームワー
ク（FR）領域と実質的に非ヒト抗体の配列のようなアミノ酸配列を有する相補性決定領域
（CDR）とを有するものである。ヒト化抗体は、CDR領域のすべてまたは実質上すべてが非
ヒト免疫グロブリン（すなわちドナー免疫グロブリン）に対応し、フレームワーク領域の
すべてまたは実質上すべてがヒト免疫グロブリンコンセンサス配列のそれである、少なく
とも1つの、典型的には2つの、可変ドメイン（Fab、Fab'、F（ab'）2、FabC、Fv）の実質
上すべてを含む。いくつかの態様において、ヒト化抗体は、免疫グロブリン定常領域の少
なくとも一部分（Fc）、典型的にはヒト免疫グロブリン定常領域のものも含む。いくつか
の態様において、ヒト化抗体は、軽鎖と、重鎖の少なくとも可変ドメインとを、どちらも
含有する。抗体は、重鎖定常領域のCH1、ヒンジ、CH2、CH3、そして任意でCH4領域も含み
うる。
【００４８】
　インビトロ:本明細書において使用する「インビトロ」という用語は、多細胞生物内で
はなく、例えば試験管内または反応槽内、細胞培養中などの、人工的環境において起こる
事象を指す。
【００４９】
　インビボ:本明細書において使用する場合、ヒトおよび非ヒト動物などの多細胞生物内
で起こる事象を指す。細胞ベースの系との関連では、この用語は（例えばインビトロ系と
の対比で）生細胞内で起こる事象を指すために使用されうる。
【００５０】
　単離された:本明細書において使用する場合、（1）それが最初に生産された時（自然界
でのことであるか、かつ/または実験的状況でのことであるかは問わない）に、それに付
随していた構成要素の少なくとも一部から分離されており、かつ/または（2）人間の手に
よって設計され、生産され、調製され、かつ/または製造された、物質および/または実体
を指す。単離された物質および/または実体は、それらに最初に付随していた他の構成要
素の約10％、約20％、約30％、約40％、約50％、約60％、約70％、約80％、約90％、約91
％、約92％、約93％、約94％、約95％、約96％、約97％、約98％、約99％または約99％超
から分離されていることができる。いくつかの態様において、単離された物質は、約80％
、約85％、約90％、約91％、約92％、約93％、約94％、約95％、約96％、約97％、約98％
、約99％または約99％超純粋である。本明細書において、物質は、それが他の構成要素を
実質的に含まなければ、「純粋」である。いくつかの態様において、当業者には理解され
るであろうとおり、物質は、特定の他の構成要素、例えば1種または複数種の担体または
賦形剤（例:緩衝液、溶媒、水など）などと組み合わされた後でもなお、「単離された」
とみなすことができ、さらには「純粋」とさえみなしうる。そのような態様において、物
質の単離率または純度は、そのような担体または賦形剤を含めずに算出される。一例を挙
げると、いくつかの態様において、自然に存在するポリペプチドまたはポリヌクレオチド
などの生物学的ポリマーは、a）それが、その起源または派生源ゆえに、自然界でそのネ
イティブ状態にあるそれに伴う構成成分の一部または全部が付随していない場合、b）そ
れが、自然界でそれを産生する種からの同じ種の他のポリペプチドまたは核酸を実質上含
まない場合、c）それが、自然界でそれを産生する種のものではない細胞または他の発現
系によって発現されるか、他の形でそのような細胞または他の発現系からの構成要素が付
随している場合には、「単離された」とみなされる。したがって例えばいくつかの態様に
おいて、化学合成されたポリペプチドまたは自然界でそれを産生するものとは異なる細胞
系において合成されたポリペプチドは、「単離された」ポリペプチドであるとみなされる
。上記に代えて、または上記に加えて、いくつかの態様において、1種または複数種の精
製技法に供されたポリペプチドは、a）自然界でそれに付随している他の構成要素および/
またはb）最初に生産された時にそれに付随していた他の構成要素から分離されている限
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り、「単離された」ポリペプチドであるとみなしうる。
【００５１】
　KD:本明細書において使用する場合は、結合剤（例:抗体またはその結合構成要素）の、
そのパートナー（例:その抗体または結合構成要素が結合するエピトープ）との複合体か
らの解離定数を指す。
【００５２】
　薬学的組成物:本明細書において使用する場合、「薬学的組成物」という用語は、活性
剤が1種または複数種の薬学的に許容される担体と共に処方されている組成物を指す。い
くつかの態様において、組成物はヒト対象または動物対象への投与に適している。いくつ
かの態様において、活性剤は、適切な集団に投与されたときに予め決定された治療効果を
達成する統計的に有意な確率を示す治療レジメンでの投与に適した単位投与量で存在する
。
【００５３】
　ポリペプチド:本明細書において使用する「ポリペプチド」という用語は、一般に、少
なくとも3アミノ酸のポリマーという、当技術分野において認識されているその意味を有
する。「ポリペプチド」という用語が、本明細書に詳述する完全配列を有するポリペプチ
ドを包含するだけでなく、そのような完全ポリペプチドの機能的フラグメント（すなわち
少なくとも1つの活性を保っているフラグメント）に相当するポリペプチドも包含するほ
ど十分に広義であることが意図されていることは、当業者には理解されるであろう。さら
にまた、タンパク質配列が一般に活性を破壊することなく多少の置換に耐えうることも、
当業者には理解される。したがって、活性を保っており、同じクラスの他のポリペプチド
との間に、少なくとも約30～40％の総配列同一性、多くの場合、約50％、60％、70％また
は80％を上回る総配列同一性を有し、さらに通常は、通常少なくとも3～4アミノ酸、多く
の場合、最大20アミノ酸またはそれ以上を包含する1つまたは複数の高度に保存された領
域に、はるかに高い同一性、多くの場合、90％、さらには95％、96％、97％、98％または
99％を上回る同一性を持つ領域を少なくとも1つは含む、任意のポリペプチドが、本発明
において使用される関連用語「ポリペプチド」に包含される。ポリペプチドはL-アミノ酸
、D-アミノ酸またはその両方を含有してよく、当技術分野において公知のさまざまなアミ
ノ酸修飾またはアミノ酸類似体をどれでも含有してよい。有用な修飾として、例えば末端
アセチル化、アミド化、メチル化などが挙げられる。いくつかの態様において、タンパク
質は、天然アミノ酸、非天然アミノ酸、合成アミノ酸およびそれらの組み合わせを含みう
る。「ペプチド」という用語は、一般に、約100アミノ酸未満、約50アミノ酸未満、20ア
ミノ酸未満、または10アミノ酸未満の長さを有するポリペプチドを指すために使用される
。いくつかの態様において、タンパク質は、抗体、抗体フラグメント、生物学的に活性な
それらの部分および/またはそれらの特徴的部分である。
【００５４】
　予防するまたは予防:疾患、障害および/または状態の発生に関連して使用される場合、
本明細書では、疾患、障害および/または状態を発症するリスクを低減することおよび/ま
たは疾患、障害もしくは状態の1つまたは複数の特徴または症状の開始を遅延させかつ/ま
たはその重症度を低減することを指す。いくつかの態様において、予防は集団ベースで評
価されるので、ある剤は、ある疾患、障害または状態に陥りやすい集団において、その疾
患、障害または状態の1つまたは複数の症状の発生、頻度および/または強さに統計的に有
意な減少が観察されるのであれば、その特定の疾患、障害または状態を「予防する」とみ
なされる。
【００５５】
　組換え:本明細書において使用する場合は、組換え手段によって設計され、改変され、
調製され、発現され、作出され、製造されかつ/または単離されるポリペプチド、例えば
宿主細胞にトランスフェクトされた組換え発現ベクターを使って発現されるポリペプチド
;組換えコンビナトリアルヒトポリペプチドライブラリーから単離されるポリペプチド;当
該ポリペプチドまたはその1種もしくは複数種の構成要素、部分、要素もしくはドメイン
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をコードしかつ/またはその発現を指示する1つまたは複数の遺伝子または遺伝子構成要素
についてトランスジェニックであるか、または他の形でそれらを発現するように操作され
ている動物（例:マウス、ウサギ、ヒツジ、魚など）から単離されるポリペプチド;および
/または選択された核酸配列要素を互いにスプライスしまたはライゲートすること、選択
された配列要素を化学合成することおよび/または他の形で当該ポリペプチドまたはその1
種もしくは複数種の構成要素、部分、要素またはドメインをコードしかつ/またはその発
現を指示する核酸を生成させることを伴う他の任意の手段によって調製され、発現され、
作出されまたは単離されるポリペプチドを指すものとする。いくつかの態様において、そ
のような選択された配列要素のうちの1種または複数種は、自然界に見いだされる。いく
つかの態様において、そのような選択された配列要素のうちの1種または複数種は、イン
シリコで設計される。いくつかの態様において、1種または複数種のそのような選択され
た配列要素は、例えば天然源または合成源からの、例えば関心対象の由来生物の（例えば
ヒト、マウスなどの）生殖細胞系における、公知配列要素の（例えばインビボまたはイン
ビトロでの）変異導入に由来する。
【００５６】
　特異的結合:本明細書において使用する場合、「特異的結合」という用語は、結合が起
こるべき環境において、考えうる結合パートナー同士を区別する能力を指す。他の潜在的
ターゲットも存在する時に、ある特定ターゲットと相互作用する結合剤は、それが相互作
用するターゲットに「特異的に結合する」といわれる。いくつかの態様において、特異的
結合は、結合剤とそのパートナーとの間の会合を検出しまたはその程度を決定することに
よって評価され、いくつかの態様において、特異的結合は、結合剤-パートナー複合体の
解離を検出しまたはその程度を決定することによって評価され、いくつかの態様において
、特異的結合は、結合剤の、そのパートナーともう1つの実体との間での二者択一的相互
作用において競争する能力を検出しまたは決定することによって評価される。いくつかの
態様において、特異的結合は、そのような検出または決定を、ある範囲の濃度にわたって
行うことによって評価される。
【００５７】
　対象:本明細書において使用する場合、「対象」という用語は、生物、典型的には哺乳
動物（例:ヒト、いくつかの態様では出生前のヒト形態を含む）を指す。いくつかの態様
において、対象は、関連する疾患、障害または状態を患っている。いくつかの態様におい
て、対象は、ある疾患、障害または状態に陥りやすい。いくつかの態様において、対象は
、ある疾患、障害または状態の1つまたは複数の症状または特徴を呈する。いくつかの態
様において、対象は、ある疾患、障害または状態の症状または特徴を何も呈さない。いく
つかの態様において、対象は、疾患、障害または状態への陥りやすさまたはそのリスクに
特有の1つまたは複数の特徴を持つ者である。いくつかの態様において、対象は患者であ
る。いくつかの態様において、対象は、診断および/または治療を受けかつ/または受けた
ことがある個体である。
【００５８】
　治療剤:本明細書において使用する場合、「治療剤」という表現は、概して、生物に投
与されたときに所望の薬理学的効果を誘発する任意の剤を指す。いくつかの態様において
、剤は、それが適当な集団全体に統計的に有意な効果を示すのであれば、治療剤であると
みなされる。いくつかの態様において、前記適当な集団は、モデル生物の集団でありうる
。いくつかの態様において、適当な集団は、一定の年齢群、性別、遺伝的背景、既存の臨
床状態などといった、さまざまな基準によって定義されうる。いくつかの態様において、
治療剤は、ある疾患、障害および/または状態の1つまたは複数の症状または特徴を軽減し
、改善し、緩和し、阻害し、予防し、その開始を遅延させ、その重症度を低減し、かつ/
またはその発生率を低減するために使用することができる物質である。いくつかの態様に
おいて、「治療剤」は、政府機関による承認を得ることでヒトへの投与用に販売すること
ができるようになった剤または政府機関による承認を得なければヒトへの投与用に販売す
ることができない剤である。いくつかの態様において、「治療剤」は、ヒトに投与するに
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は処方箋が必要とされる剤である。
【００５９】
　治療有効量:本明細書において使用する場合、「治療有効量」という用語は、ある疾患
、障害および/または状態を患っている集団またはある疾患、障害および/または状態に陥
りやすい集団に、治療的投与レジメンに従って投与したときに、その疾患、障害および/
または状態を処置するのに十分な量を意味する。いくつかの態様において、治療有効量は
、疾患、障害および/または状態の1つまたは複数の症状の発生率および/または重症度を
低減し、それらの症状の1つまたは複数の特徴を安定化し、かつ/またはそれらの症状の開
始を遅延させる量である。「治療有効量」という用語が、ある特定個体において処置の成
功が達成されることを、実際に必要としないことは、当業者には理解されるであろう。む
しろ、治療有効量は、そのような処置を必要とする患者に投与されたときに、有意な数の
対象において、所望する特定の薬理学的応答を与える量でありうる。例えばいくつかの態
様において、「治療有効量」という用語は、本発明の治療との関連においてそれを必要と
する個体に投与した場合に、該個体において起きている癌支持過程を遮断し、安定化し、
減弱し、または逆転させるであろう量、または該個体における癌抑制過程を強化または増
加させるであろう量を指す。癌処置との関連において、「治療有効量」は、癌と診断され
た個体に投与した場合に、その個体における癌のさらなる発達を予防し、安定化し、阻害
し、または低減するであろう量である。本明細書に記載する組成物の特に好ましい「治療
有効量」は、膵癌などの悪性腫瘍の発達を（治療的処置において）逆転させるか、または
悪性腫瘍の寛解を達成しもしくは長引かせるのに役立つ。個体における癌を処置するため
に当該個体に投与される治療有効量は、寛解を促進しまたは転移を阻害するために投与さ
れる治療有効量と、同じである場合も異なる場合もある。大半の癌治療がそうであるよう
に、本明細書に記載する治療方法は、癌の「治癒（cure）」と解釈されたり、癌の「治癒
」に制約されたり、または他の形で癌の「治癒」に限定されたりするべきではなく、むし
ろ本処置方法は、癌を「処置」するための、すなわち癌を有する個体の健康に望ましい変
化または有益な変化をもたらすための、記載の組成物の使用に関する。そのような利益は
腫瘍学分野の熟練した医療提供者には認識されており、これには、患者状態の安定化、腫
瘍サイズの減少（腫瘍退縮）、生体機能の改善（例: 癌性組織または癌性機関の機能改善
）、さらなる転移の減少または阻害、日和見感染の減少、生存性の増加、痛みの減少、運
動機能の改善、認知機能の改善、エネルギー感（feeling of energy）の改善（活力、倦
怠感の減少）、幸福感の改善、正常な食欲の回復、健康な体重増加の回復およびそれらの
組み合わせなどが含まれるが、それらに限定されるわけではない。加えて、（例えば処置
の過程において）腫瘍部位から癌細胞の試料を採取し、悪性度の低い表現型への癌細胞の
退縮を分子レベルで検証するために、その癌細胞を、代謝マーカーおよびシグナリングマ
ーカーのレベルについて試験して癌細胞の状態を監視することによって、個体における特
定腫瘍の（例えば本明細書に記載する処置の結果としての）退縮を評価してもよい。例え
ば、本発明の方法を使用することによって誘導される腫瘍退縮は、上述の血管新生促進マ
ーカーのいずれかの減少、本明細書に記載する抗血管新生マーカーの増加、癌と診断され
た個体において異常な活性を呈する代謝経路、細胞間シグナリグ経路または細胞内シグナ
リング経路の正常化（すなわち癌を患っていない正常個体に見いだされる状態への変化）
を見いだすことによって示されるだろう。いくつかの態様において、治療有効量を製剤化
し、かつ/または単回投与で投与しうることは、当業者には理解されるであろう。いくつ
かの態様では、治療有効量を製剤化し、かつ/または複数回投与で、例えば投与レジメン
の一部として、投与しうる。
【００６０】
　変種:核酸、タンパク質または小分子などの分子に関連して本明細書において使用する
場合、「変種」という用語は、基準分子とは有意な構造的同一性を示すが、例えば基準実
体と比較して1つまたは複数の化学部分の有無またはレベルに関して基準分子と構造的に
異なる分子を指す。いくつかの態様において、変種は、その基準分子とは機能的にも異な
る。一般に、ある特定分子が、基準分子の「変種」であると適正にみなされるかどうかは



(22) JP 2020-508636 A 2020.3.26

10

20

30

40

50

、その特定分子の、基準分子との構造同一性の程度に基づく。当業者には理解されるであ
ろうとおり、任意の生物学的または化学的基準分子は、一定の特徴的構造要素を有する。
変種は、定義上、1つまたは複数のそのような特徴的構造要素を共通して持つが、少なく
とも1つの局面において基準分子とは異なる、別個の分子である。いくつか例を挙げると
、ポリペプチドは、線形空間または三次元空間中で互いに対して指定された位置を有しか
つ/または特定の構造モチーフにおよび/もしくは生物学的機能に寄与する複数のアミノ酸
から構成される特徴的配列要素を有しうる。核酸は、線形空間または三次元空間中で互い
に対して指定された位置を有する複数のヌクレオチド残基から構成される特徴的配列要素
を有しうる。いくつかの態様において、変種ポリペプチドまたは変種核酸は、基準ポリペ
プチドまたは基準核酸とは、アミノ酸配列またはヌクレオチド配列中の1つまたは複数の
相違の結果として、異なりうる。いくつかの態様において、変種ポリペプチドまたは変種
核酸は、少なくとも85％、86％、87％、88％、89％、90％、91％、92％、93％、94％、95
％、96％、97％または99％である基準ポリペプチドまたは基準核酸との総配列同一性を示
す。いくつかの態様において、変種ポリペプチドまたは変種核酸は、基準ポリペプチドま
たは基準核酸と、少なくとも1つの特徴的配列要素を共有しない。いくつかの態様におい
て、基準ポリペプチドまたは基準核酸は、1つまたは複数の生物学的活性を有する。いく
つかの態様において、変種ポリペプチドまたは変種核酸は、基準ポリペプチドまたは基準
核酸の生物学的活性のうちの1つまたは複数を共有する。
【００６１】
　ベクター:本明細書において使用する場合、それに連結されたもう1つの核酸を輸送する
能力を有する核酸分子を指す。ベクターの一タイプは「プラスミド」であり、これは、そ
の中に追加DNAセグメントをライゲートすることができる環状二本鎖DNAループを指す。も
う1つのタイプのベクターはウイルスベクターであり、ここでは追加DNAセグメントをウイ
ルスゲノム中にライゲートすることができる。特定のベクターは、それらが導入される宿
主細胞において自律的に複製する能力を有する（例:細菌複製起点を有する細菌ベクター
およびエピソーム哺乳動物ベクター）。他のベクター（例:非エピソーム哺乳動物ベクタ
ー）は、宿主細胞への導入後に宿主のゲノム中に組み込まれることができ、その結果、宿
主ゲノムと一緒に複製される。さらにまた、特定のベクターは、ベクターが機能的に連結
された遺伝子の発現を指示する能力を有する。そのようなベクターを、本明細書では「発
現ベクター」という。組換えDNA、オリゴヌクレオチド合成ならびに組織培養および形質
転換には、標準的技法（例:エレクトロポレーション、リポフェクション）を使用しうる
。酵素反応および精製技法は、製造者の仕様書に従って、または当技術分野においてよく
行われているとおりに、または本明細書に記載するとおりに行いうる。前記の技法および
手順は、一般に、当技術分野において周知の従来法に従って、本明細書の全体を通して引
用し議論するさまざまな一般文献およびより具体的な文献に記載されているように行いう
る。例えば、参照によりあらゆる目的で本明細書に組み入れられるSambrook et al., Mol
ecular Cloning:A Laboratory Manual（2nd ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press
, Cold Spring Harbor, N.Y.（1989））を参照されたい。
【００６２】
例示的態様の詳細な説明
　本発明は、制御性T細胞をTH1様細胞に転換するための抗AITR抗体に関する。例えば、こ
こに提供する改変された抗体は、ヒトAITRの細胞外ドメイン内のエピトープを特異的に認
識する親抗体と比較して抗原アフィニティーを強化するために、修飾されている。具体的
には、本明細書に記載するように、本発明者らは、ヒトAITRに対して改良されたアフィニ
ティーを持ついくつかの例示的抗体を作出した。注目すべきことに、これらの例示的抗AI
TR抗体は、制御性T細胞（Treg細胞）をTH1細胞に転換し、一定のT細胞サイトカイン分泌
の量を制御する能力を有する。したがって本開示は、基準抗体より改良された特性を持つ
改変された抗AITR抗体を提供すると共に、これらの抗体がインビトロおよびインビボで驚
くほど有益な活性を有することを実証する。
【００６３】
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AITR
　ヒト活性化誘導性腫瘍壊死因子受容体（activation-inducible tumor necrosis factor
 receptor）（AITR）はTNFRスーパーファミリーのメンバーであり、GITR（グルココルチ
コイド誘導性TNFR関連タンパク質）、TNFRSF18（TNF受容体スーパーファミリーメンバー1
8）またはCD357としても知られている（Kwon et al., J Biol Chem, 274:6056-6061, 199
9）。AITRは、Treg細胞（制御性T細胞）および活性化T細胞において、特に高いレベルで
発現する。AITRとは、細胞によって天然に発現される任意の変種、アイソフォームおよび
ホモログを指し、具体的にはヒトAITRを意味しうるが、それに限定されるわけではない。
AITRに関する情報は、NCBI GenBankなどの公知データベースから入手することができ、そ
の一例としてNP_004186を挙げることができるが、それに限定されるわけではない。AITR
の刺激は、制御性T細胞の免疫抑制機能を減少させ、Teff細胞（エフェクターT細胞）活性
を促進するユニークな細胞内シグナルを生成する（Shimizu et al, Nat Immunol., 3:135
-142, 2002）。それゆえに、免疫腫瘍学の観点からは、AITRシグナルは腫瘍に対するヒト
免疫を増加させ、癌細胞死を誘導する（Sakaguchi, Cell, 101:455-458, 2000）。
【００６４】
　AITRは生理的条件下で単分子ではなく三量体として作用し、そのリガンドの機能単位は
三量体である。TNFRSF（TNF受容体スーパーファミリー）およびTNFに関する構造研究によ
れば、3つの受容体分子とTNF三量体は対称的に結合しており、各受容体フラグメントは隣
接する2つのTNFの溝に結合している。したがって、TNFとTNFRの間の接触界面は、TNFR-TN
Fの相互作用と構造に中心的役割を果たす。この機能的意義は、接触界面のアミノ酸配列
がなぜ種間で、そしてTNFRスーパーファミリー内で、高度に保存されているかの説明にな
るだろう（Chan et al, Immunity, 13:419-422, 2000）。
【００６５】
　加えて、特殊な条件にさらされた細胞は、受容体三量体からさらに進んで三量体の四量
体に達し、次に漸進的スーパーシグナル（progressive super-signal）を内的に生成する
。そのため、AITRシグナルは単純なオン-オフシグナルの伝達ではなく、むしろシグナル
伝達の精密に調整された制御であり、Treg細胞の抗癌能力のコントロールにおける重要な
因子になる（Zhou et al., PNAS., 105:5465-5470, 2008）。TNFRとそのリガンドとの間
の相互作用の複雑さおよび多様性ならびに極めて多数の利用可能なエピトープが、非常に
正確なシグナル制御を可能にしている。それゆえに、特定構造エピトープを認識すること
ができるモノクローナル抗体（mAb）は、AITRに関係する治療剤を開発するための最適な
候補である。すなわち、ある特定の本願抗AITR抗体によって認識されるエピトープがAITR
分子上のどこにあるかに依存して、ある特定抗AITR抗体はAITRの天然リガンドをさまざま
な程度に模倣することができ、例えば活性が選択的に調整されかつ/または受容体のオリ
ゴマー化も調節されうるので、AITRを介した応答が、さまざまな方法で調整されうる。
【００６６】
抗AITR抗体およびそれらのフラグメント
　本開示は、少なくとも一部において、インビトロおよび/またはインビボで顕著かつ予
想外に優れた特徴を呈する改変された抗AITR抗体（本明細書ではIFN-γ誘導性制御性T細
胞転換性抗癌mAb（IRTCA）ともいう）およびそれらのフラグメントを提供する。例えば、
特定の本願抗体は、基準抗AITR抗体と比較して、増加したアフィニティーを有する。
【００６７】
　いくつかの態様において、IRTCA抗体または抗原結合性抗体フラグメントは、SEQ ID NO
:8、9、10、14、15、16、17、24および25から選択される配列であるかそれらの配列を含
む、1つ、2つまたは3つの重鎖CDR配列を含む。いくつかの態様において、IRTCA抗体また
は抗原結合性フラグメントは、以下の1つまたは複数を含む: SEQ ID NO:8および24から選
択される配列であるかその配列を含む重鎖CDR1、SEQ ID NO:9および25から選択される配
列であるかその配列を含む重鎖CDR2、ならびにSEQ ID NO:10、14、15、16および17から選
択される配列であるかその配列を含む重鎖CDR3。いくつかの態様において、IRTCA抗体ま
たは抗原結合性フラグメントは、以下のそれぞれを含む: SEQ ID NO:8および24から選択
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される配列であるかその配列を含む重鎖CDR1、SEQ ID NO:9および25から選択される配列
であるかその配列を含む重鎖CDR2、ならびにSEQ ID NO:10、14、15、16および17から選択
される配列であるかその配列を含む重鎖CDR3。
【００６８】
　いくつかの態様において、IRTCA抗体または抗原結合性フラグメントは、SEQ ID NO:11
、12、13および18から選択される配列であるかそれらの配列を含む、1つ、2つまたは3つ
の軽鎖CDR配列を含む。いくつかの態様において、IRTCA抗体または抗原結合性フラグメン
トは、以下の1つまたは複数を含む:SEQ ID NO:11の配列であるかその配列を含む軽鎖CDR1
、SEQ ID NO:12の配列であるかその配列を含む軽鎖CDR2、ならびにSEQ ID NO:13および18
から選択される配列であるかその配列を含む軽鎖CDR3。いくつかの態様において、IRTCA
抗体または抗原結合性フラグメントは、以下のそれぞれを含む: SEQ ID NO:11の配列であ
るかその配列を含む軽鎖CDR1、SEQ ID NO:12の配列であるかその配列を含む軽鎖CDR2、な
らびにSEQ ID NO:13および18から選択される配列であるかその配列を含む軽鎖CDR3。
【００６９】
　いくつかの態様において、IRTCA抗体またはその抗原結合性フラグメントは、（a）SEQ 
ID NO:8または24の配列を含む重鎖CDR1、SEQ ID NO:9または25の配列を含む重鎖CDR2、な
らびにSEQ ID NO:14、15、16および17から選択される少なくとも1つの配列を含む重鎖CDR
3と、（b）SEQ ID NO:11の配列を含む軽鎖CDR1、SEQ ID NO:12の配列を含む軽鎖CDR2、お
よびSEQ ID NO:13または18の配列を含む軽鎖CDR3とを含むが、ここで、このIRTCA抗体ま
たはその抗原結合性フラグメントが、SEQ ID NO:8の配列を含む重鎖CDR1、SEQ ID NO:9の
配列を含む重鎖CDR2、SEQ ID NO:10の配列を含む重鎖CDR3、SEQ ID NO:11の配列を含む軽
鎖CDR1、SEQ ID NO:12の配列を含む軽鎖CDR2、およびSEQ ID NO:13の配列を含む軽鎖CDR3
のそれぞれを含むことはない。
【００７０】
　いくつかの態様において、IRTCA抗体または抗原結合性フラグメントは、SEQ ID NO:1、
3、4、5、6、20および21から選択される配列であるかその配列を含む重鎖可変ドメインを
含む抗体または抗体フラグメントに対して、実質的相同性を含む。いくつかの態様におい
て、IRTCA抗体または抗原結合性フラグメントは、SEQ ID NO:1、3、4、5、6、20および21
から選択される配列と少なくとも90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98
％、99％、99.1％、99.2％、99.3％、99.4％または99.5％同一な配列であるかその配列を
含む重鎖可変ドメインを含む。いくつかの態様において、IRTCA抗体または抗原結合性フ
ラグメントは、SEQ ID NO:1、3、4、5、6、20および21から選択される配列であるかその
配列を含む重鎖可変ドメインを含む。
【００７１】
　いくつかの態様において、IRTCA抗体または抗原結合性フラグメントは、SEQ ID NO:2、
7、22および23から選択される配列を有するかその配列を含む軽鎖可変ドメインを含む抗
体または抗体フラグメントに対して、実質的相同性を含む。いくつかの態様において、IR
TCA抗体または抗原結合性フラグメントは、SEQ ID NO:2、7、22および23から選択される
配列と少なくとも90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％、99.1
％、99.2％、99.3％、99.4％または99.5％同一な配列であるかその配列を含む軽鎖可変ド
メインを含む。いくつかの態様において、IRTCA抗体または抗原結合性フラグメントは、S
EQ ID NO:2、7、22および23から選択される配列であるかその配列を含む軽鎖可変ドメイ
ンを含む。
【００７２】
　いくつかの態様において、IRTCA抗体または抗原結合性フラグメントは、SEQ ID NO:1、
3、4、5、6、20および21から選択される配列であるかその配列を含む重鎖可変ドメインと
SEQ ID NO:2、7、22および23から選択される配列であるかその配列を含む軽鎖可変ドメイ
ンとを含む抗体または抗体フラグメントに対して、実質的相同性を含む。いくつかの態様
において、IRTCA抗体または抗原結合性フラグメントは、SEQ ID NO:1、3、4、5、6、20お
よび21から選択される配列と少なくとも90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97
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％、98％、99％、99.1％、99.2％、99.3％、99.4％または99.5％同一な配列であるかその
配列を含む重鎖可変ドメインと、SEQ ID NO:2、7、22および23から選択される配列と少な
くとも90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％、99.1％、99.2％
、99.3％、99.4％または99.5％同一な配列であるかその配列を含む軽鎖可変ドメインとを
含む。いくつかの態様において、IRTCA抗体または抗原結合性フラグメントは、SEQ ID NO
:1、3、4、5、6、20および21から選択される配列であるかその配列を含む重鎖可変ドメイ
ンと、SEQ ID NO:2、7、22および23から選択される配列であるかその配列を含む軽鎖可変
ドメインとを含む。
【００７３】
　本開示のIRTCA抗体または抗原結合性フラグメントのアミノ酸配列は、保存的置換によ
って置換されうる。本明細書において使用する「保存的置換」という用語は、対応するポ
リペプチドの生物学的または生化学的機能の喪失を引き起こさないように、1つまたは複
数のアミノ酸が、類似する生化学的特性を有するアミノ酸で置換される、ポリペプチドの
修飾を指す。本明細書において使用する「保存的配列変種」または「保存的アミノ酸置換
」という用語は、類似する側鎖を有するアミノ酸残基によるアミノ酸残基の置換である。
類似する側鎖を有するアミノ酸残基は、当技術分野において定義づけられている。これら
の残基には、塩基性側鎖を持つアミノ酸（例:リジン、アルギニンおよびヒスチジン）、
酸性側鎖を持つアミノ酸（例:アスパラギン酸およびグルタミン酸）、非荷電極性側鎖を
持つアミノ酸（例: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
ンおよびシステイン）、非極性側鎖を持つアミノ酸（例: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、メチオニンおよびトリプトファン）、ベー
タ分岐側鎖を持つアミノ酸（例:スレオニン、バリンおよびイソロイシン）ならびに芳香
族側鎖を持つアミノ酸（例:チロシン、フェニルアラニン、トリプトファンおよびヒスチ
ジン）が包含される。それゆえに、本発明の抗体は保存的アミノ酸置換を有することがで
き、それでもなお活性を確保することができると予想される。
【００７４】
　いくつかの態様において、本開示のIRTCA抗体または抗原結合性フラグメントは、IgG1
定常ドメイン、IgG2定常ドメイン、IgG1/IgG2ハイブリッド定常ドメイン、ヒトIgG4定常
ドメイン、IgA定常ドメイン、IgE定常ドメイン、IgM定常ドメインおよびIgD定常ドメイン
から選択される定常領域を含みうる。
【００７５】
　いくつかの態様において、本開示のIRTCA抗体または抗原結合性フラグメントは、IgA、
IgD、IgE、IgM、IgGまたはその変種であるか、それを含む。
【００７６】
　いくつかの態様において、IRTCA抗体または抗原結合性フラグメントは軽鎖定常領域を
含む。いくつかの態様において、IRTCA抗体または抗原結合性フラグメントは、カッパ（
κ）および/またはラムダ（λ）軽鎖ならびに/またはその変種を含む。
【００７７】
　いくつかの態様において、IRTCA抗体または抗原結合性フラグメントはモノクローナル
抗体である。いくつかの態様において、IRTCA抗体または抗原結合性フラグメントは、Fab
フラグメント、Fab'フラグメント、F（ab'）2フラグメント、Fvフラグメント、ジスルフ
ィド結合したFvフラグメント、scFvフラグメント、単一ドメイン抗体、ヒューマボディ、
ナノボディ、および/またはダイアボディである。いくつかの態様において、IRTCA抗体ま
たは抗原結合性フラグメントは一価抗体である。いくつかの態様において、IRTCA抗体ま
たは抗原結合性フラグメントは多価抗体である。いくつかの態様において、IRTCA抗体ま
たは抗原結合性フラグメントは多重特異性抗体（例:二重特異性抗体）である。
【００７８】
　いくつかの態様において、本開示は、グリコシル化部位を付加しまたは欠失させること
によって、本開示の抗体の糖質含量を変更する方法を包含する。抗体の糖質含量を変更す
るための方法は当技術分野において周知であり、本開示に包含される。例えば米国特許第
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6,218,149号、EP 0 359 096 B1、米国特許出願公開番号US 2002/0028486、WO 03/035835
、米国特許出願公開第2003/0115614号、米国特許第6,218,149号、米国特許第6,472,511号
を参照されたい（これらの文献はすべて参照によりその全体が本明細書に組み入れられる
）。別の態様において、本開示は、抗体の1つまたは複数の内在糖質部分を欠失させるこ
とによって、本開示の抗体の糖質含量を変更する方法を包含する。
【００７９】
　改変されたグリコフォームは、限定するわけではないがエフェクター機能の強化または
低減を含むさまざまな目的に役立ちうる。改変されたグリコフォームは、当業者に公知の
任意の方法によって、例えば改変された発現株または変種発現株を使用することによって
、1種または複数種の酵素、例えばDI N-アセチルグルコサミニルトランスフェラーゼIII
（GnTI11）との共発現によって、さまざまな生物またはさまざまな生物に由来する細胞株
においてFc領域を含む分子を発現させることによって、またはFc領域を含む分子が発現さ
れた後に糖質を修飾することによって、生成させることができる。改変されたグリコフォ
ームを生成させるための方法は当技術分野において公知であり、例えばUmana et al, 199
9, Nat. Biotechnol 17:176-180、Davies et al., 20017 Biotechnol Bioeng 74:288-294
、Shields et al, 2002, J Biol Chem 277:26733-26740、Shinkawa et al, 2003, J Biol
 Chem 278:3466-3473、米国特許第6,602,684号、米国特許出願第10/277,370号、米国特許
出願第10/113,929号、PCT WO 00/61739A1、PCT WO 01/292246A1、PCT WO 02/311140A1、P
CT WO 02/30954A1、POTILLEGENT（商標）技術（Biowa, Inc.、ニュージャージー州プリン
ストン）、GLYCOMAB（商標）糖鎖工学技術（GLYCART biotechnology AG、スイス国チュー
リッヒ）に記載されている方法（これらの文献のそれぞれは参照によりその全体が本明細
書に組み入れられる）が挙げられるが、それらに限定されるわけではない。例えばWO 000
61739、EA01229125、US 20030115614、Okazaki et al, 2004, JMB, 336:1239-49を参照さ
れたい（これらの文献のそれぞれは参照によりその全体が本明細書に組み入れられる）。
【００８０】
　いくつかの態様において、本開示のIRTCA抗体または抗原結合性フラグメントは、ヒトA
ITRのアンタゴニストである。
【００８１】
　いくつかの態様において、本開示のIRTCA抗体または抗原結合性フラグメントはヒトAIT
R分子に結合する。いくつかの態様において、本開示のIRTCA抗体または抗原結合性フラグ
メントは、ヒトAITR分子に特異的に結合する。
【００８２】
　いくつかの態様において、IRTCA抗体または抗原結合性フラグメントは、SEQ ID NO:19
の配列であるかその配列を含む配列に結合する。いくつかの態様において、IRTCA抗体ま
たは抗原結合性フラグメントは、SEQ ID NO:19の配列であるかその配列を含むIRTCA細胞
外ドメインのエピトープに結合する。
【００８３】
　いくつかの態様において、本開示のIRTCA抗体または抗原結合性フラグメントは、AITR
分子に、1×10-7～1×10-12Mの結合アフィニティー（KD）で結合する。いくつかの態様に
おいて、本開示のIRTCA抗体または抗原結合性フラグメントは、ヒトAITR分子に、1×10-8

～1×10-12Mの結合アフィニティー（KD）で結合する。結合アフィニティー（KD）は、例
えば表面プラズモン共鳴により、例えばBIACOREシステムを使って測定しうる。
【００８４】
　いくつかの態様において、本開示のIRTCA抗体または抗原結合性フラグメントは、ヒトA
ITR分子またはそのフラグメントに、1.0×10-8M未満の結合アフィニティー（KD）で結合
する。いくつかの態様において、本開示のIRTCA抗体または抗原結合性フラグメントは、
ヒトAITR分子またはそのフラグメントに、1.0×10-9M未満の結合アフィニティー（KD）で
結合する。いくつかの態様において、本開示のIRTCA抗体または抗原結合性フラグメント
は、ヒトAITR分子またはそのフラグメントに、1.0×10-10M未満の結合アフィニティー（K

D）で結合する。
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【００８５】
　いくつかの態様において、本開示のIRTCA抗体または抗原結合性フラグメントは、非霊
長類AITRポリペプチド（例:イヌ、マウスおよびラットAITRポリペプチド）に結合できな
いか、弱く結合する。いくつかの態様において、本開示のIRTCA抗体または抗原結合性フ
ラグメントは、ヒトまたはサルAITRに効率よく結合する。この結合アフィニティーは、霊
長類AITR抗体にとってのエピトープの構造および/または配列が、イヌ、マウスおよびラ
ットとは全く異なりうることを示唆する。
【００８６】
　いくつかの態様において、本開示のIRTCA抗体または抗原結合性フラグメントは、ヒトA
ITRを発現するCD4＋T細胞に結合する。いくつかの態様において、本開示のIRTCA抗体また
は抗原結合性フラグメントはT細胞集団に影響を及ぼす。いくつかの態様において、本開
示のIRTCA抗体または抗原結合性フラグメントは、制御性T細胞（nTreg細胞）をTH1様（IF
N-γ陽性）細胞に転換する。いくつかの態様において、本開示のIRTCA抗体または抗原結
合性フラグメントは、誘導性制御性T細胞（iTreg細胞）をTH1様（IFN-γ陽性）細胞に転
換する。いくつかの態様において、本開示のIRTCA抗体または抗原結合性フラグメントは
、エフェクターT細胞（Teff細胞）をTH1（IFN-γ陽性）細胞に転換する。いくつかの態様
において、本開示のIRTCA抗体または抗原結合性フラグメントは、制御性T細胞（Treg細胞
）の集団を減少させる。いくつかの態様において、本開示のIRTCA抗体または抗原結合性
フラグメントは、細胞の集団がTregサイトカイン（例:TGF-β）の分泌を減少させる原因
になる。
【００８７】
　いくつかの態様において、本開示のIRTCA抗体または抗原結合性フラグメントは、低い
毒性を特徴とする（例えば投与後細胞死の程度が低い）。いくつかの態様において、本開
示のIRTCA抗体または抗原結合性フラグメントは低い肝毒性（hepatoxicity）を特徴とす
る。いくつかの態様において、治療量の本開示のIRTCA抗体または抗原結合性フラグメン
トが投与された対象は、ALT、ASTおよび総ビリルビンのうちの1つまたは複数のレベルが
正常範囲内にある。いくつかの態様において、本開示のIRTCA抗体または抗原結合性フラ
グメントは、症状の測定可能な軽減を伴いかつ/または許容されうる毒性で、長期間にわ
たって患者を処置できることを特徴とする。低いまたは許容されうる免疫原性および/ま
たは高いアフィニティーは、他の適切な特性と共に、達成される治療結果に貢献すること
ができる。「低い免疫原性」とは、本明細書では、処置された患者の約75％未満、または
好ましくは約50％未満において有意なHAHA応答、HACA応答またはHAMA応答を生じることお
よび/または処置された患者において低い力価を生じることと定義される（Elliott et al
., Lancet 344:1125-1127 （1994）、この文献は参照によりその全体が本明細書に組み入
れられる）。
【００８８】
核酸
　本開示は、本開示のIRTCA抗体およびそれらのフラグメントをコードするヌクレオチド
配列を含むポリヌクレオチドを提供する。本明細書に記載するIRTCA抗体およびそれらの
フラグメントは、核酸分子から、当技術分野に公知の分子生物学的方法を使って生産しう
る。本開示の核酸として、例えばDNAおよび/またはRNAが挙げられる。
【００８９】
　いくつかの態様において、核酸コンストラクトは、IRTCA抗体またはそのフラグメント
（例:H1F1、H1F1M69、H1F1M74）をコードする領域を含む。いくつかの態様において、そ
のような抗体またはそれらのフラグメントは、VH領域および/またはVL領域を含むであろ
う。所望の結合特性および/または機能特性に基づいてIRTCA抗体またはそのフラグメント
を同定および/または選択し、該抗体の可変領域を単離し、増幅し、クローニングしかつ/
または配列決定することができる。VHヌクレオチド配列およびVLヌクレオチド配列には、
アミノ酸をコードするヌクレオチド配列および/または制限部位を保持するヌクレオチド
配列の付加、および/またはアミノ酸をコードするヌクレオチド配列の置換などの修飾を
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加えうる。いくつかの態様において、核酸配列は、イントロン配列を含んでもよく、含ま
なくてもよい。
【００９０】
　適当な場合には、IRTCA抗体およびそれらのフラグメント（例:H1F1、H1F1M69、H1F1M74
）をコードする核酸配列を、特定の細胞タイプまたは生物における発現に最適化されたコ
ドンを含むように修飾しうる（例えば米国特許第5,670,356号および米国特許第5,874,304
号参照）。コドン最適化配列は合成配列であり、好ましくは、非コドン最適化親ポリヌク
レオチドによってコードされるものと同一のポリペプチド（または完全長ポリペプチドと
実質的に同じ活性を有する完全長ポリペプチドの生物学的に活性なフラグメント）をコー
ドする。いくつかの態様において、抗体構成要素をコードする遺伝物質のコード領域は、
全体的にまたは部分的に、特定細胞タイプ（例:真核細胞または原核細胞）用にコドン使
用頻度を最適化するために、改変された配列を含みうる。例えば本明細書に記載するヒト
化重鎖（または軽鎖）可変領域のコード配列は、細菌細胞における発現のために最適化さ
れうる。あるいは、コード配列は哺乳動物細胞（例: CHO細胞）における発現のためにも
最適化されうる。そのような配列はコドン最適化配列ということができる。
【００９１】
　本開示の核酸コンストラクトは、当技術分野に公知の方法によって発現ベクターまたは
ウイルスベクターに挿入することができ、核酸分子は発現コントロール配列に機能的に連
結することができる。上記の核酸分子またはそれらのフラグメントのいずれかを含むベク
ターも、本開示によって提供される。上記核酸分子またはそれらのフラグメントはいずれ
も、任意の適切なベクターにクローニングすることができ、任意の適切な宿主を形質転換
またはトランスフェクトするために使用することができる。ベクターおよびそれらを構築
するための方法の選択は、当業者には一般に公知であり、一般技術文献に記載されている
（一般に「Recombinant DNA Part D」Methods in Enzymology, Vol.153, Wu and Grossma
n, eds., Academic Press （1987）を参照されたい）。
【００９２】
　いくつかの態様において、外来核酸（DNAまたはRNA）を原核宿主細胞または真核宿主細
胞に導入するには、従来使用されている技法、例えば電気泳動、リン酸カルシウム沈殿、
DEAE-デキストラントランスフェクション、リポフェクションなどを使用しうる。望まし
くは、ベクターは、必要に応じて、またそのベクターがDNAであるかRNAであるかを考慮し
て、そのベクターを導入する宿主（例:細菌、真菌、植物または動物）のタイプに特異的
な制御配列、例えば転写および翻訳開始ならびに終止コドンを含みうる。いくつかの態様
において、ベクターは、宿主の属に特異的な制御配列を含む。好ましくは、ベクターは、
宿主の種に特異的な制御配列を含む。
【００９３】
　核酸コンストラクトは、複製系および挿入された核酸に加えて、形質転換された宿主ま
たはトランスフェクトされた宿主の選択を可能にする1つまたは複数のマーカー遺伝子も
含むことができる。マーカー遺伝子としては、殺生物剤耐性、例えば抗生物質耐性、重金
属などに対する耐性、栄養要求宿主の補完による原栄養性の付与などが挙げられる。
【００９４】
　適切なベクターとして、増殖および拡大のためもしくは発現のためまたはその両方のた
めに設計されたものが挙げられる。例えばクローニングベクターは、pUC系列、pBluescri
pt系列（Stratagene、カリフォルニア州ラホーヤ）、pET系列（Novagen、ウィスコンシン
州マディソン）、pGEX系列（Pharmacia Biotech、スウェーデン国ウプサラ）およびpEX系
列（Clontech、カリフォルニア州パロアルト）からなる群より選択される。λGT10、λGT
11、λZapII（Stratagene）、λEMBL4およびλNΜ1149などのバクテリオファージベクタ
ーも使用することができる。植物発現ベクターの例には、pBI110、pBI101.2、pBI101.3、
pBI121およびpBIN19（Clontech）がある。動物発現ベクターの例には、pEUK-C1、pMAMお
よびpMAMneo（Clontech）がある。TOPOクローニングシステム（Invitrogen、カリフォル
ニア州カールズバッド）も、製造者の推奨に従って使用することができる。
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【００９５】
　発現ベクターは、上述の単離または精製された核酸分子に機能的に連結されたネイティ
ブまたは非ネイティブプロモーターを含むことができる。例えば強い、弱い、誘導性、組
織特異的および発達段階特異的などといったプロモーターの選択は、当技術分野における
技量内である。同様に、上述の核酸分子またはそのフラグメントをプロモーターと組み合
わせることも、当技術分野における技量内である。
【００９６】
　適切なウイルスベクターとしては、例えばレトロウイルスベクター、パルボウイルス系
ベクター、例えばアデノ随伴ウイルス（AAV）系ベクター、AAV-アデノウイルスキメラベ
クターおよびアデノウイルス系ベクター、ならびにレンチウイルスベクター、例えば単純
ヘルペス（HSV）系ベクターが挙げられる。これらのウイルスベクターは、例えばSambroo
k et al., Molecular Cloning, a Laboratory Manual, 2d edition, Cold Spring Harbor
 Press, Cold Spring Harbor, N.Y.（1989）およびAusubel et al., Current Protocols 
in Molecular Biology, Greene Publishing Associates and John Wiley ＆ Sons, New Y
ork, N.Y.（1994）に記載されている標準的な組換えDNA技法を使って調製することができ
る。
【００９７】
　レトロウイルスベクターはレトロウイルスに由来する。レトロウイルスは、多種多様な
宿主細胞に感染する能力を有するRNAウイルスである。感染すると、レトロウイルスゲノ
ムはその宿主細胞のゲノムに統合し、宿主細胞DNAと一緒に複製されることにより、ウイ
ルスRNAおよびレトロウイルスゲノム中に組み込まれた任意の核酸配列を、絶えず生産す
る。したがって、レトロウイルスを使用すれば、治療因子の長期発現を達成することがで
きる。遺伝子治療における使用が想定されるレトロウイルスは、比較的非病原性であるが
、病原性レトロウイルスも存在する。病原性レトロウイルス、例えばヒト免疫不全ウイル
ス（HIV）またはヒトT細胞リンパ向性ウイルス（HTLV）を使用する場合は、宿主に対する
毒性を排除するためのウイルスゲノムの改変に配慮しなければならない。レトロウイルス
ベクターはさらに、ウイルスを複製欠損性にするように操作することができる。したがっ
てレトロウイルスベクターは、インビボでの安定な遺伝子導入には特に有用であるとみな
されている。HIV系ベクターなどのレンチウイルスベクターは遺伝子送達に使用されるレ
トロウイルスベクターの好例である。他のレトロウイルスとは異なり、HIV系ベクターは
、そのパッセンジャー遺伝子を非分裂細胞に組み込むことが知られており、それゆえに、
持続型の疾患の処置に役立ちうる。
【００９８】
　そのようなクローニングおよび/または発現配列には、クローニングおよび/または発現
におけるそれらの機能を最適化するために、ポリヌクレオチドの単離に役立つように、ま
たは細胞へのポリヌクレオチドの導入を改良するために、追加の配列を付加することがで
きる。クローニングベクター、発現ベクター、アダプターおよびリンカーの使用は当技術
分野において周知である。（例えばAusubel（前掲）またはSambrook（前掲）を参照され
たい）。
【００９９】
　いくつかの態様において、本開示の核酸およびベクターは、単離および/または精製さ
れうる。本開示は、上述の単離または精製された核酸分子（ベクターの形態にあってもよ
い）を含む組成物も提供する。単離された核酸およびベクターは、例えばアルカリ/SDS処
理、CsCl結合、カラムクロマトグラフィー、アガロースゲル電気泳動および当技術分野に
おいて周知の他の技法を含む当技術分野において公知の標準的な技法を使って、調製する
ことができる。本組成物は本明細書にさらに記載する他の構成要素を含むことができる。
【０１００】
　いくつかの態様において、核酸分子は、適当な宿主細胞に導入されたときにIRTCA抗体
またはそのフラグメントを発現することができるベクターに挿入される。適当な宿主細胞
として、細菌細胞、酵母細胞、昆虫細胞および哺乳動物細胞が挙げられるが、それらに限
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定されるわけではない。例示的な宿主細胞として、原核生物（例:大腸菌）および真核生
物（例:COS細胞またはCHO細胞）が挙げられる。使用できる哺乳動物宿主細胞として、ヒ
トHeLa、HEK293、H9およびJurkat細胞、マウスNIH3T3およびC127細胞、Cos1、Cos7および
CV1、ウズラQC1-3細胞、マウスL細胞およびチャイニーズハムスター卵巣（CHO）細胞（例
:DG44細胞）が挙げられる。いくつかの態様において、抗体の発現に適した哺乳動物宿主
細胞は、チャイニーズハムスター卵巣（CHO）細胞（例えばDHFR選択可能マーカーと共に
使用されるDHFR-CHO細胞を含む）、NSO骨髄腫細胞、COS細胞またはSP2細胞でありうる。
いくつかの態様において、宿主細胞は、大腸菌、P.パストリス、Sf9、COS、HEK293、Expi
293、CHO-S、CHO-DG44、CHO-K1、および哺乳動物リンパ球からなる群より選択される。
【０１０１】
　転写/翻訳コントロールシグナルのコントロール下にある本開示のIRTCA抗体またはその
フラグメントをコードする発現ベクターを構築するには、DNAフラグメントをベクターに
挿入するための当業者に公知の任意の方法を使用しうる。これらの方法には、インビトロ
組換えDNAおよび合成技法ならびにインビボ組換えを含めることができる（例えばAusubel
（前掲）またはSambrook（前掲）を参照されたい）。
【０１０２】
抗体の生産
　本発明の抗体および抗原結合性フラグメントは、以後の安定な抗体または抗体フラグメ
ントの形成を可能にする当技術分野において公知の任意の技法によって、調製および/ま
たは精製されうる。
【０１０３】
　本開示のIRTCA抗体および/または抗原結合性フラグメントをコードする核酸は、従来の
手順によって、容易に単離し配列決定することができる。例えば、ハイブリドーマまたは
ファージテンプレートDNAから対応する重鎖および軽鎖コード領域を特異的に増幅するよ
うに設計されたオリゴヌクレオチドプライマーを使用しうる。単離された核酸を発現ベク
ターに挿入した後、その発現ベクターを宿主細胞に導入することによって形質転換された
適切な宿主細胞（すなわち形質転換体）から、所望のモノクローナル抗体が生産されうる
。いくつかの態様において、本開示のIRTCA抗体および/または抗原結合性フラグメントを
調製するための方法は、抗体をコードする核酸を含む発現ベクターを増幅する工程を含み
うるが、それに限定されるわけではない。
【０１０４】
　いくつかの態様において、宿主細胞は、例えば酵母、高等植物、昆虫および哺乳動物細
胞を含む真核宿主細胞である。組換え生産手順に使用される宿主に依存して、本開示の抗
体および抗体フラグメントはグリコシル化体である場合もあるし、非グリコシル化体であ
る場合もある。いくつかの態様において、本開示のIRTCA抗体および/または抗原結合性フ
ラグメントをコードする組換え発現ベクターは、哺乳動物宿主細胞中に導入され、抗体を
発現させるのに十分な時間にわたって宿主細胞を培養することによって、抗体が調製され
うる。いくつかの態様において、哺乳動物宿主細胞は、培養培地中に本開示の抗体または
抗体フラグメントを分泌するのに十分な時間にわたって、培養される。
【０１０５】
　いくつかの態様において、発現された本開示の抗体は、宿主細胞から単離された後に、
均一に精製されうる。本開示の抗体の単離および/または精製は、タンパク質を単離し精
製するための従来の方法によって行いうる。例えば、理論に束縛されることは望まないが
、本開示のIRTCA抗体および/または抗原結合性フラグメントは、限定するわけではないが
プロテインA精製、プロテインG精製、硫酸アンモニウム沈殿またはエタノール沈殿、酸抽
出、アニオンまたはカチオン交換クロマトグラフィー、ホスホセルロースクロマトグラフ
ィー、疎水性相互作用クロマトグラフィー、アフィニティークロマトグラフィー、ヒドロ
キシルアパタイトクロマトグラフィーおよびレクチンクロマトグラフィーを含む周知の方
法によって組換え細胞培養から回収し、精製することができる。高速液体クロマトグラフ
ィー（「HPLC」）も精製に使用することができる。例えばColligan, Current Protocols 



(31) JP 2020-508636 A 2020.3.26

10

20

30

40

50

in ImmunologyまたはCurrent Protocols in Protein Science, John Wiley ＆ Sons, NY,
 N.Y.,（1997-2001）の例えばチャプター1、4、6、8、9および10を参照されたい（これら
の文献はそれぞれその全体が参照により本明細書に組み入れられる）。いくつかの態様に
おいて、本開示の抗体は、濾過、超濾過、塩析、透析などをさらに組み合わせることによ
って、単離および/または精製されうる。
【０１０６】
　精製された本開示のIRTCA抗体および/または抗原結合性フラグメントは、例えばELISA
、ELISPOT、フローサイトメトリー、免疫細胞学、BIACORE（商標）分析、SAPIDYNE KINEX
A（商標）結合平衡除外法（kinetic exclusion assay）、SDS-PAGEおよびウェスタンブロ
ットによって、またはHPLC分析によって、ならびに本明細書において開示する他のいくつ
かの機能アッセイによって、特徴づけることができる。
【０１０７】
治療的応用
　本開示は、改変された抗体および抗原結合性フラグメントが、例えば癌などの特定の疾
患の診断、予防および/または処置に役立ちうるという認識を包含する。ここに提供され
るIRTCA抗体または抗原結合性フラグメントはいずれも、治療方法において使用されうる
。例えば本開示のIRTCA抗体または抗原結合性フラグメントは、例えば悪性疾患（例: 癌
）の処置において、免疫治療剤として使用することができる。
【０１０８】
　本開示は、悪性疾患を処置および/または予防する方法であって、本開示のIRTCA抗体ま
たは抗原結合性フラグメントを対象に投与する工程を含む方法を提供する。細胞、組織、
器官、動物または患者における少なくとも1つの悪性疾患を調整または処置するための方
法は、癌を含むが、それに限定されるわけではない。
【０１０９】
　本開示との関連において、癌処置は、TH1様細胞および関連サイトカイン（例:IFN-γ）
を増加させることによって媒介されうる。IFN-γを分泌するTH1細胞は、細胞内病原体に
対する免疫応答を媒介することおよび腫瘍関連癌（tumor-related cancer）を予防するこ
とが知られている。腫瘍中でTH1細胞によって引き起こされる炎症は、癌を刺激せず、む
しろ癌を予防することが知られている（Haabeth OA et al, Nat Commun, 2:240, 2011）
。腫瘍では、Treg細胞が局所的腫瘍成長を促進する。それゆえに、腫瘍中の制御性T細胞
をダウンレギュレートすることは、癌処置にとって重要な部分であると考えられる（Liu 
Z et al, J Immunol, 182（10）:6160-7, 2009）。それゆえに、Treg細胞のTH1細胞への
転換は極めて有用な癌の予防または処置でありうる。
【０１１０】
　Treg細胞のTH1細胞への転換は、TH1分化に関係するシグナリング経路および転写因子に
関係する。特に、Foxp3転写因子はTreg細胞の特異的細胞内マーカーであり、Treg細胞をT

H1細胞に分化させると、Foxp3の細胞内レベルはダウンレギュレートされる。
【０１１１】
　具体的に述べると、ヒトAITRへの本開示のIRTCA抗体または抗原結合性フラグメントの
結合は、制御性T細胞（nTreg細胞）、誘導性制御性T細胞（iTreg細胞）またはエフェクタ
ーT細胞（Teff細胞）のTH1様（IFN-γ陽性）細胞への転換を増加させることが実証された
。いくつかの態様において、本開示のIRTCA抗体または抗原結合性フラグメントによる治
療的処置は、癌細胞の成長を低減しかつ/または阻害することができる。
【０１１２】
　いくつかの態様において、本開示は、本開示のIRTCA抗体または抗原結合性フラグメン
トを投与することによるインビボまたはインビトロでのサイトカイン分泌の制御を含む、
腫瘍成長を遅延させまたは阻害するための方法を提供する。いくつかの態様において、本
開示は、本開示のIRTCA抗体または抗原結合性フラグメントを投与することによるインビ
ボまたはインビトロでのサイトカイン分泌の制御を含む、腫瘍量を低減するための方法を
提供する。
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【０１１３】
　いくつかの態様において、本開示は、処置されるべき癌または腫瘍の生物学的対象をモ
ニタリングすることによって、癌または腫瘍を処置するための方法であって、（i）本開
示のIRTCA抗体または抗原結合性フラグメントを対象に投与する工程、（ii）対象から生
物学的試料を分離し、次に単離する工程、（iii）前記試料からINF-γまたはTGF-βの分
泌量を測定し、比率を推定する工程、および（iv）IRTCA抗体またはその抗原結合性フラ
グメントが投与されたまたは投与されていない対照試料を比較することによって、前記抗
体またはその抗原結合性フラグメントの治療有効量を決定する工程を含む方法を提供する
。
【０１１４】
　いくつかの態様において、本開示は、処置を必要とする対象を処置する方法であって、
本開示のIRTCA抗体もしくは抗原結合性フラグメントおよび/またはそれをコードする核酸
を含むかまたはそれを送達する組成物を、対象に投与する工程を含む方法を提供する。い
くつかの態様において、対象は、癌を発症するリスクを有するか、または癌を発症するリ
スクがある。いくつかの態様において、本開示は、患者の癌または腫瘍を予防または処置
するための方法であって、治療有効量のIRTCA抗体またはその抗原結合性フラグメントを
癌または腫瘍を持つ患者に投与する工程を含む方法を提供する。
【０１１５】
　いくつかの態様において、本開示は、免疫応答の誘導を必要とする対象において免疫応
答を誘導する方法であって、本開示のIRTCA抗体もしくは抗原結合性フラグメントおよび/
またはそれをコードする核酸を含むかまたはそれを送達する組成物を、対象に投与する工
程を含む方法を提供する。いくつかの態様において、対象は、癌を発症するリスクを有す
るか、または癌を発症するリスクがある。
【０１１６】
　いくつかの態様において、本開示は、免疫応答の強化または免疫細胞の活性の増加を必
要とする対象において免疫応答を強化するかまたは免疫細胞の活性を増加させる方法であ
って、本開示のIRTCA抗体もしくは抗原結合性フラグメントおよび/またはそれをコードす
る核酸を含むかまたはそれを送達する組成物を、対象に投与する工程を含む方法を提供す
る。いくつかの態様において、対象は、癌を発症するリスクを有するか、または癌を発症
するリスクがある。
【０１１７】
　本開示の方法による処置に適した癌として、膀胱癌、乳癌、子宮頸癌、大腸癌、子宮内
膜癌、食道癌、ファロピウス管癌、胆嚢癌、胃腸癌、頭頸部癌、血液癌、咽頭癌、肝癌、
肺癌、リンパ腫、黒色腫、中皮腫、卵巣癌、原発性腹膜癌、唾液腺癌、肉腫、胃癌、甲状
腺癌、膵癌、腎細胞癌、膠芽腫および前立腺癌を挙げることができるが、それらに限定さ
れるわけではない。いくつかの態様において、本開示のIRTCA抗体または抗原結合性フラ
グメントによる処置のための癌として、癌、リンパ腫（例:ホジキンリンパ腫および非ホ
ジキンリンパ腫）、芽細胞腫、肉腫および白血病を挙げうるが、それらに限定されるわけ
ではない。いくつかの態様において、癌は、扁平上皮癌、小細胞肺癌、非小細胞肺癌、肺
腺癌、肺の扁平上皮癌、腹膜癌、肝細胞癌、胃癌、膵癌、神経膠腫、子宮頸癌、卵巣癌、
肝癌、膀胱癌、肝細胞癌、乳癌、大腸癌、結腸直腸癌、子宮内膜癌または子宮癌、唾液腺
癌、腎癌、前立腺癌、外陰癌、甲状腺癌、肝臓癌、白血病および他のリンパ増殖性障害、
ならびにさまざまなタイプの頭頸部癌を含みうる。
【０１１８】
　本開示のIRTCA抗体または抗原結合性フラグメントを含む組成物は、癌細胞またはその
転移を処置するために、または癌の成長を阻害するために、薬学的有効量で投与されうる
。治療方法において使用するために、本開示のIRTCA抗体または抗原結合性フラグメント
は、医療実施基準（good medical practice）に合致する方法で、製剤化され、用量決定
され、投与されるであろう。この関連において考慮すべき因子としては、処置されるその
障害、処置されるその哺乳動物、個々の患者の慢性的状態、患者の年齢、患者の体重、障
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害の原因、剤の送達部位、投与の方法、投与のスケジューリングおよび医療従事者に公知
の他の因子が挙げられる。
【０１１９】
　本開示は、基準抗体と比較して優れた特性を有しうる高アフィニティーIRTCA抗体を提
供する。本開示は、これらの抗体では、T細胞転換および/またはIFN-γなどのサイトカイ
ンの分泌を誘導する能力が改良されているという認識を包含する。したがって本開示は、
本開示のIRTCA抗体および抗原結合性フラグメントは基準抗体より低い用量で投与しうる
という認識を包含する。
【０１２０】
　いくつかの態様において、本開示のIRTCA抗体または抗原結合性フラグメントを含む組
成物は、ボーラスとして、または必要な場合には持続注射によって、患者に投与しうる。
いくつかの態様において、ボーラス投与は本開示のIRTCA Fabのボーラス投与であって、0
.0025～100mg/kg、0.025～0.25mg/kg、0.010～0.10mg/kgまたは0.10～0.50mg/kgの用量で
投与されうる。持続注射の場合、Fabフラグメントとして提供される本発明の抗体は、1～
24時間、1～12時間、2～12時間、6～12時間、2～8時間または1～2時間にわたって、0.001
～100mg/kg/分、0.0125～1.25mg/kg/分、0.010～0.75mg/kg/分、0.010～1.0mg/kg/分また
は0.10～0.50mg/kg/分の用量で投与されうる。いくつかの態様において、本開示の抗体は
、完全長抗体（完全な定常ドメインを有するもの）であるか、それを含む。いくつかの態
様において、完全長抗体は、およそ0.01～10mg/kg、1～8mg/kgまたは2～6mg/kgの用量で
投与される。いくつかの態様において、完全長抗体は30～35分間の注射によって投与され
る。投与頻度は状態の重症度に依存してさまざまでありうる。例えば頻度は2日～7日ごと
に1回、1週間に1回または1、2、3もしくは4週間ごとに1回でありうる。
【０１２１】
　いくつかの態様において、組成物は、皮下注射によって患者に投与されうる。具体的に
述べると、抗体は、2～7日ごとに1回、毎週、2週間ごとに1回、または毎月、皮下注射に
より、0.1～100mgの用量で、患者に投与される。
【０１２２】
　本開示のIRTCA抗体または抗原結合性フラグメントを含む組成物は、電離放射線、化学
療法剤、抗体剤、および細胞ベースの治療から選択される1種または複数種の追加抗癌治
療を施された対象または施される予定の対象に、対象が両方による処置を受けるように投
与されうる。いくつかの態様において、前記1種または複数種の追加抗癌治療は、免疫チ
ェックポイント阻害剤、IL-12、GM-CSF、抗CD4剤、シスプラチン、フルオロウラシル、ド
キソルビシン、イリノテカン、パクリタキセル、インドールアミン2,3-ジオキシゲナーゼ
1（IDO1）阻害剤、またはシクロホスファミドを含む。
【０１２３】
　本発明のさまざまな態様は、1種もしくは複数種の本願IRTCA抗体および/もしくはそれ
らの抗原結合性フラグメント、核酸分子、組換えベクター、ならびに/または宿主細胞に
とって有利な投与レジメンを決定するためにも役立ちうる。例えばいくつかの態様におい
て、本発明は、治療的処置を必要とする対象の治療的処置のためのIRTCA抗体またはその
抗原結合性フラグメントの用量を決定する方法であって、（a）対象由来の生物学的試料
における分泌IFN-γの測定値を用意または取得する工程であって、該対象が、ある量の本
願IRTCA抗体もしくはその抗原結合性フラグメントを含むかまたはそれを送達する組成物
を投与されている、工程と、（b）前記分泌IFN-γの測定値を基準値と比較する工程とを
含み、前記分泌IFN-γの測定値が基準値より高いかまたは低い場合には、投与されるIRTC
A抗体またはその抗原結合性フラグメントの量を調節し、それによって、対象の治療的処
置のための用量を決定する方法を提供する。
【０１２４】
　いくつかの態様において、基準値は、本願IRTCA抗体またはその抗原結合性フラグメン
トを投与する前の対象由来の生物学的試料におけるIFN-γのレベルでありうる。いくつか
の態様において、対象由来の生物学的試料における分泌IFN-γの測定された量が基準値よ
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り高い場合には、処置を以前の処置と実質上同じレベルに維持する。いくつかの態様にお
いて、対象由来の生物学的試料における分泌IFN-γの測定された量が基準値より高い場合
には、次の処置は、以前の処置よりも低い用量で与えられる。いくつかの態様において、
対象由来の生物学的試料における分泌IFN-γの測定された量が基準値より高い場合には、
処置をある期間にわたって中止する。いくつかの態様において、対象由来の生物学的試料
における分泌IFN-γの測定された量が基準値と実質上同じであるか、基準値より低い場合
には、次の処置は、以前の処置よりも高い用量で与えられる。
【０１２５】
　さらなる例として、いくつかの態様において、本発明は、治療的処置を必要とする対象
の治療的処置のためのIRTCA抗体またはその抗原結合性フラグメントの用量を決定する方
法であって、（a）対象由来の生物学的試料におけるTreg細胞集団の測定値を用意または
取得する工程であって、該対象が、ある量の本願IRTCA抗体もしくはその抗原結合性フラ
グメントを含むかまたはそれを送達する組成物を投与されている、工程と、（b）前記Tre
g細胞集団の測定値を基準値と比較する工程とを含み、前記Treg細胞集団の測定値が基準
値より高いかまたは低い場合には、投与されるIRTCA抗体またはその抗原結合性フラグメ
ントの量を調節し、それによって、対象の治療的処置のための用量を決定する方法を提供
する。
【０１２６】
　いくつかの態様において、基準値は、本願IRTCA抗体またはその抗原結合性フラグメン
トを投与する前の対象由来の生物学的試料におけるTreg細胞集団のレベルでありうる。い
くつかの態様において、対象由来の生物学的試料におけるTreg細胞集団の測定された量が
基準値より低い場合には、処置を以前の処置と実質上同じレベルに維持する。いくつかの
態様において、対象由来の生物学的試料におけるTreg細胞集団の測定された量が基準値よ
り低い場合には、次の処置は、以前の処置よりも低い用量で与えられる。いくつかの態様
において、対象由来の生物学的試料におけるTreg細胞集団の測定された量が基準値より低
い場合には、処置をある期間にわたって中止する。いくつかの態様において、対象由来の
生物学的試料におけるTreg細胞集団の測定された量が基準値と実質上同じであるか、基準
値より高い場合には、次の処置は、以前の処置よりも高い用量で与えられる。
【０１２７】
　さらなる例として、いくつかの態様において、本発明は、治療的処置を必要とする対象
の治療的処置のためのIRTCA抗体またはその抗原結合性フラグメントの用量を決定する方
法であって、（a）対象由来の生物学的試料におけるIFN-γ分泌T細胞集団の測定値を用意
または取得する工程であって、該対象が、ある量の本願IRTCA抗体もしくはその抗原結合
性フラグメントを含むかまたはそれを送達する組成物を投与されている、工程、（b）対
象由来の生物学的試料におけるTreg細胞集団の測定値を用意または取得する工程であって
、該対象が、ある量の本願IRTCA抗体もしくはその抗原結合性フラグメントを含むかまた
はそれを送達する組成物を投与されている、工程、（c）前記IFN-γ分泌T細胞集団の測定
値と前記Treg細胞集団の測定値との比を算出する工程、および（d）前記比を基準値と比
較する工程を含み、比が基準値より高いかまたは低い場合には、投与されるIRTCA抗体ま
たはその抗原結合性フラグメントの量を調節し、それによって、対象の治療的処置のため
の用量を決定する方法を提供する。
【０１２８】
　いくつかの態様において、基準値は、本願IRTCA抗体またはその抗原結合性フラグメン
トを投与する前の対象由来の生物学的試料におけるIFN-γ分泌T細胞集団のレベルと対象
由来の同じ生物学的試料におけるTreg細胞集団のレベルとの比でありうる。いくつかの態
様において、対象由来の生物学的試料において算出された比が基準値より高い場合には、
処置を以前と同じレベルに維持する。いくつかの態様において、対象由来の生物学的試料
において算出された比が基準値より高い場合には、次の処置は、以前の処置よりも低い用
量で与えられる。いくつかの態様において、対象由来の生物学的試料において算出された
比が基準値より高い場合には、処置をある期間にわたって中止する。いくつかの態様にお
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いて、対象由来の生物学的試料において算出された比が基準値と実質上同じであるか、基
準値より低い場合には、次の処置は、以前の処置よりも高い用量で与えられる。
【０１２９】
組成物
　いくつかの態様では、AITRポリペプチドのエピトープに特異的に結合する抗体および抗
原結合性フラグメントを含む組成物が、ここに提供される。本開示の組成物（例:IRTCA抗
体または抗体フラグメントを送達する組成物）は、前述の調整、処置または治療を必要と
する細胞、組織、器官、動物または患者への本願IRTCA抗体または抗体フラグメントの送
達に使用するための任意の適切な有効量の組成物を含みうる。本開示の方法（例:細胞をI
RTCA抗体または抗体フラグメントと接触させる工程を含む方法）によって生成させた転換
細胞集団（例:TH1様細胞への転換）を含む組成物も、ここに提供される。
【０１３０】
　本開示の組成物は、本明細書に開示するIRTCA抗体または抗原結合性フラグメントおよ
び/または本明細書に開示する方法によって得られる細胞集団を含む薬学的組成物を含む
。いくつかの態様において、薬学的組成物は、緩衝剤、希釈剤、賦形剤またはそれらの任
意の組み合わせを含むことができる。いくつかの態様において、組成物は、所望であれば
、1種または複数種の追加治療活性物質も含有することができる。
【０１３１】
　いくつかの態様において、本開示のIRTCA抗体、抗原結合性フラグメントおよび/または
細胞集団は、哺乳動物（例:ヒト）への投与に適している。ここに提供される薬学的組成
物の説明は、主としてヒトへの要処方投与（ethical administration）に適した薬学的組
成物に関するが、そのような組成物があらゆる種類の動物への投与に一般に適することは
当業者には理解されるであろう。ヒトへの投与に適した薬学的組成物をさまざまな動物へ
の投与に適した組成物にするための変更はよく理解されており、通常の技量を有する獣医
薬理学者は、そのような変更を、仮に実験が必要だとしても単なる日常的実験だけで、計
画しかつ/または実行することができる。
【０１３２】
　いくつかの態様において、本願組成物は、非経口投与用に製剤化されうる。例えばここ
に提供される薬学的組成物は、無菌の注射可能な形態（例:皮下注射または静脈内注入に
適した形態）で提供されうる。例えばいくつかの態様において、薬学的組成物は、注射に
適した液状剤形で提供される。いくつかの態様において、薬学的組成物は、注射に先だっ
て水性希釈剤（例:水、緩衝液、塩溶液など）で再構成することができる粉末（例:凍結乾
燥および/または滅菌されたもの）として、任意で減圧下に提供される。いくつかの態様
において、薬学的組成物は、水、塩化ナトリウム溶液、酢酸ナトリウム溶液、ベンジルア
ルコール溶液、リン酸緩衝食塩水などに希釈および/または再構成される。いくつかの態
様において、粉末は、水性希釈剤と穏やかに（例えば振とうせずに）混合すべきである。
【０１３３】
　いくつかの態様において、本開示のIRTCA抗体、抗原結合性フラグメントおよび/または
細胞集団は、薬学的に許容される非経口媒体と共に製剤化される。そのような媒体の例は
水、食塩水、リンゲル液、デキストロース溶液および1～10％ヒト血清アルブミンである
。リポソームおよび固定油などの非水性媒体も使用することができる。媒体または凍結乾
燥粉末は、等張性を維持する添加剤（例:塩化ナトリウム、マンニトール）および化学的
安定性を維持する添加剤（例:緩衝剤および保存剤）を含有することができる。いくつか
の態様において、製剤は、公知の技法または適切な技法によって滅菌される。
【０１３４】
　本明細書に記載の薬学的組成物の製剤は、薬学分野において公知のまたは今後開発され
る任意の方法によって調製されうる。一般に、そのような調製方法は、活性成分を希釈剤
もしくは他の賦形剤および/または1種もしくは複数種の他の補助成分と混合し、次に必要
であればおよび/または所望であれば、製品を所望の単回投与ユニット（single dose uni
t）または複数回投与ユニット（multi-dose unit）に成形および/またはパッケージング
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する工程を含む。
【０１３５】
　いくつかの態様において、本開示のIRTCA抗体、抗原結合性フラグメントおよび/または
細胞集団を含む薬学的組成物は、貯蔵用または投与用の容器、例えばバイアル、シリンジ
（例:IVシリンジ）またはバッグ（例:IVバッグ）に含めることができる。本開示による薬
学的組成物は、ばらで、単一投薬単位としておよび/または複数の単一投薬単位として、
調製され、パッケージングされ、かつ/または販売されうる。本明細書において使用する
場合、「投薬単位（unit dose）」とは、予め決定された量の活性成分を含む孤立した量
の薬学的組成物である。活性成分の量は、一般に、対象に投与されることになる活性成分
の投薬量に等しく、かつ/またはそのような投薬量の好都合な部分量、例えばそのような
投薬量の半量または3分の1量に等しい。
【０１３６】
　本開示による薬学的組成物における活性成分、薬学的に許容される賦形剤および/また
は任意の追加成分の相対量は、処置される対象の実体、サイズおよび/または状態に依存
して、そしてまた組成物の投与経路にも依存して、さまざまであるだろう。下記の実施例
では、一部で、齧歯類およびサルへの例示的IRTCA抗体の投与を説明する。動物系におい
て投薬をスケーリングする標準的方法は当技術分野において公知である。例えば、参照に
よりその全体が本明細書に組み入れられるJ Basic Clin Pharm. March 2016-May 2016; 7
（2）:27-31を参照されたい。例えば組成物は0.1％～100％（w/w）の活性成分を含みうる
。
【０１３７】
　いくつかの態様において、組成物は、0.01mg/kg～100mg/kgの用量で、本開示のIRTCA抗
体もしくは抗原結合性フラグメントを含むか、または送達する。いくつかの態様において
、組成物は、下限とその下限より大きい上限とに挟まれた範囲内の量の用量で、IRTCA抗
体もしくは抗原結合性フラグメントを含むか、または送達する。いくつかの態様において
、下限は、約0.01mg/kg、0.025mg/kg、0.05mg/kg、0.075mg/kg、0.1mg/kg、0.25mg/kg、0
.5mg/kg、0.75mg/kg、1mg/kg、2mg/kg、3mg/kg、4mg/kg、5mg/kg、8mg/kg、10mg/kg、20m
g/kg、25mg/kg、30mg/kg、40mg/kg、50mg/kg、50mg/kg、70mg/kg、80mg/kgまたは90mg/kg
でありうる。いくつかの態様において、上限は、約0.025mg/kg、0.05mg/kg、0.075mg/kg
、0.1mg/kg、0.25mg/kg、0.5mg/kg、0.75mg/kg、1mg/kg、2mg/kg、3mg/kg、4mg/kg、5mg/
kg、8mg/kg、10mg/kg、20mg/kg、25mg/kg、30mg/kg、40mg/kg、50mg/kg、50mg/kg、70mg/
kg、80mg/kg、90mg/kgまたは100mg/kgでありうる。
【０１３８】
　薬学的組成物は薬学的に許容される賦形剤をさらに含んでよく、本明細書にいう薬学的
に許容される賦形剤には、所望するその剤形に適したありとあらゆる溶媒、分散媒、希釈
剤または他の液状媒体、分散助剤または懸濁助剤、表面活性剤、等張剤、増粘剤または乳
化剤、保存剤、固形結合剤、潤滑剤などが含まれる。Remington's The Science and Prac
tice of Pharmacy, 21st Edition, A.R.Gennaro（Lippincott, Williams ＆ Wilkins, Bo
ltimore, MD, 2006）は、薬学的組成物を製剤化する際に使用されるさまざまな賦形剤お
よびそれらを調製するための公知の技法を開示している。従来の賦形剤媒質は、それが、
例えば何らかの望ましくない生物学的効果を生むか、そうでなければ薬学的組成物の他の
何らかの構成要素と有害な形で相互作用することなどによって、ある物質またはその誘導
体と不適合でない限り、いずれも、その使用は本開示の範囲内であると考えられる。
【０１３９】
　いくつかの態様において、薬学的に許容される賦形剤は、少なくとも95％、少なくとも
96％、少なくとも97％、少なくとも98％、少なくとも99％または100％純粋である。いく
つかの態様において、賦形剤はヒトでの使用および獣医学的使用について承認されている
。いくつかの態様において、賦形剤は米国食品医薬品局によって承認されている。いくつ
かの態様において、賦形剤は医薬品用である。いくつかの態様において、賦形剤は、米国
薬局方（USP）、欧州薬局方（EP）、英国薬局方および/または国際薬局方の規格を満たす
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【０１４０】
　薬学的組成物の製造において使用される薬学的に許容される賦形剤として、不活性希釈
剤、分散および/または造粒剤、表面活性剤および/または乳化剤、崩壊剤、結合剤、保存
剤、緩衝剤、潤滑剤および/または油が挙げられるが、それらに限定されるわけではない
。そのような賦形剤は任意で薬学的製剤に含めうる。製剤者の判断次第で、カカオ脂およ
び坐剤ワックス、着色剤、コーティング剤、甘味料、フレーバーおよび/または芳香剤な
どの賦形剤が、組成物に存在しうる。
【０１４１】
　いくつかの態様において、本願の薬学的組成物は、1種または複数種の薬学的に許容さ
れる賦形剤（例:保存剤、不活性希釈剤、分散剤、表面活性剤および/または乳化剤、緩衝
剤など）を含む。いくつかの態様において、薬学的組成物は、1種または複数種の保存剤
を含む。いくつかの態様において、薬学的組成物は保存剤を含まない。
【０１４２】
　いくつかの態様において、本開示のIRTCA抗体または抗原結合性フラグメントを含む組
成物は、安定に製剤化される。いくつかの態様において、本開示のIRTCA抗体または抗原
結合性フラグメントの安定な製剤は、食塩水または選ばれた塩を含むリン酸緩衝液、なら
びに保存処理された溶液および保存剤を含有する製剤、ならびに薬学的使用または獣医学
的使用に適した多用途の保存処理された製剤を含有しうる。保存処理された製剤は、少な
くとも1つの公知の保存剤、または任意で、水性希釈剤中の少なくとも1つのフェノール、
m-クレゾール、p-クレゾール、o-クレゾール、クロロクレゾール、ベンジルアルコール、
亜硝酸フェニル水銀（phenylmercuric nitrite）、フェノキシエタノール、ホルムアルデ
ヒド、クロロブタノール、塩化マグネシウム（例:ヘキサ水和物）、アルキルパラベン（
メチル、エチル、プロピル、ブチルなど）、塩化ベンザルコニウム、塩化ベンゼトニウム
、デヒドロ酢酸ナトリウムおよびチメロサール、またはそれらの混合物からなる群より選
択される保存剤を含有する。当技術分野において公知のとおり、例えば0.001～5％または
その中の任意の範囲もしくは値、例えば限定するわけではないが0.001、0.003、0.005、0
.009、0.01、0.02、0.03、0.05、0.09、0.1、0.2、0.3、0.4、0.5、0.6、0.7、0.8、0.9
、1.0、1.1、1.2、1.3、1.4、1.5、1.6、1.7、1.8、1.9、2.0、2.1、2.2、2.3、2.4、2.5
、2.6、2.7、2.8、2.9、3.0、3.1、3.2、3.3、3.4、3.5、3.6、3.7、3.8、3.9、4.0、4.3
、4.5、4.6、4.7、4.8、4.9、またはその中の任意の範囲もしくは値など、任意の適切な
濃度または混合物を使用することができる。限定でない例として、保存剤なし、0.1～2％
m-クレゾール（例:0.2、0.3、0.4、0.5、0.9、1.0％）、0.1～3％ベンジルアルコール（
例:0.5、0.9、1.1、1.5、1.9、2.0、2.5％）、0.001～0.5％チメロサール（例:0.005、0.
01）、0.001～2.0％フェノール（例:0.05、0.25、0.28、0.5、0.9、1.0％）、0.0005～1.
0％アルキルパラベン（例:0.00075、0.0009、0.001、0.002、0.005、0.0075、0.009、0.0
1、0.02、0.05、0.075、0.09、0.1、0.2、0.3、0.5、0.75、0.9、1.0％）などが挙げられ
る。
【０１４３】
　いくつかの態様において、薬学的組成物は、冷蔵および/または冷凍することができる
形態で提供される。いくつかの態様において、薬学的組成物は、冷蔵および/または冷凍
することができない形態で提供される。いくつかの態様において、再構成された溶液およ
び/または液状剤形は、再構成後、一定の期間（例: 2時間、12時間、24時間、2日、5日、
7日、10日、2週間、1ヶ月、2ヶ月またはそれ以上）にわたって貯蔵することができる。い
くつかの態様において、指定された時間より長い抗体組成物の貯蔵は、抗体の分解をもた
らす。
【０１４４】
　液状剤形および/または再構成された溶液は、投与前に粒状物を含みかつ/または変色を
伴う場合がある。いくつかの態様において、変色しているか濁っている場合かつ/または
濾過後も粒状物が残っている場合、その溶液は使用すべきでない。



(38) JP 2020-508636 A 2020.3.26

10

20

30

40

50

【０１４５】
　製剤および/または医薬品の製造に関する一般論は、例えばRemington:The Science and
 Practice of Pharmacy 21st ed., Lippincott Williams ＆ Wilkins, 2005に見いだしう
る。
【０１４６】
キット
　本開示は、少なくとも1種の本明細書に記載のIRTCA抗体または抗体フラグメントで満た
された1つまたは複数の溶液を含む、薬学的パックおよび/またはキットを、さらに提供す
る。キットは、例えば治療方法、診断方法、細胞増殖および/または細胞単離方法などを
含む応用可能な任意の方法において、使用しうる。そのような容器には、任意で、医薬品
または生物学的製剤の製造、使用または販売を規制する政府機関によって指定された形式
で、（a）ヒト投与のための製造、使用または販売の、当該器官による承認、（b）使用説
明、またはその両方を反映した告知を添付することができる。
【０１４７】
　いくつかの態様において、キットは、検出（例:IRTCA抗体または抗体フラグメントの検
出）のための1種または複数種の試薬を含みうる。いくつかの態様において、キットは、
検出可能な形態の（例えば検出可能部分または検出可能実体と共有結合で関連付けられた
）IRTCA抗体または抗体フラグメントを含みうる。
【０１４８】
　いくつかの態様において、ここに提供するIRTCA抗体または抗体フラグメントは、対象
を処置するために使用されるキットに含めることができる。いくつかの態様において、こ
こに提供するIRTCA抗体または抗体フラグメントは、T細胞の転換（例:制御性T細胞のTH1
様（IFN-γ陽性）細胞への転換）に使用されるキットに含めることができる。
【０１４９】
　本願全体を通して言及される引用文献（刊行物（literature reference）、発行済み特
許、公表された特許出願、および同時係属中の特許出願を含む）は特に、参照により本明
細書に組み入れられる。
【０１５０】
　本発明の他の特徴は、以下の例示的態様の以下の説明において明らかになるであろう。
ただし、以下の実施例は本発明を例証するために提供されるに過ぎず、本発明の範囲は以
下の実施例には限定されない。
【実施例】
【０１５１】
　本開示は、少なくとも一部において、hAITRに対して高いアフィニティーを有する新規I
RTCA抗体およびそれらのフラグメントを提供し、T細胞上にhAITRを発現するT細胞への例
示的IRTCA抗体の結合は、免疫強化および/または抗癌活性につながりうる。新規IRTCA抗
体およびそれらのフラグメントの生成および特徴づけを、以下の実施例においてさらに詳
しく説明する。
【０１５２】
実施例1: IRTCA-Aを含む抗AITR抗体のクローニング
　この実施例では例示的IRTCA抗体の生産を述べる。モノクローナル抗体（mAb）IRTCA-A
をテンプレートとして使用し、ポリメラーゼ連鎖反応（PCR）を使って重鎖可変領域遺伝
子および軽鎖可変領域遺伝子ならびにヒト定常領域遺伝子をそれぞれ増幅してから、Sfi-
1制限酵素での処理、ライゲーション、発現ベクターへの挿入を行った。大腸菌における
発現がペリプラズム領域への局在化をもたらしうるように、細菌ペリプラズム領域への移
送を媒介するpelBリーダー配列を重鎖遺伝子の上流に挿入し、分泌を誘導するシグナルペ
プチドを軽鎖遺伝子に挿入した。天然Fabとの構造的同一性が維持されうるように、IRTCA
可変領域の特異的配列を軽鎖のヒトカッパ鎖に接続し、重鎖のヒト定常領域と接続するこ
とで、クローニングを行った（図1パネルa参照）。本発明において使用されるAITR（hGIT
R）由来エピトープのアミノ酸配列は'HCGDPCCTTC'（SEQ ID NO:19）である。これは、AIT
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R（hGITR）中の細胞外ドメインの第55～第64アミノ酸に対応する。
【０１５３】
親IRTCA-Aの可変領域におけるアンバー停止コドンの挿入
　1つのヌクレオチドで部位特異的変異導入の技法を使って、親IRTCA-A可変領域のCDR3領
域のすぐ上流に、アンバー停止コドンを生成させた（すなわちIRTCA-A:TGC→TGA）。CDR3
ランダム化ライブラリーを構築するために、IRTCA-Aにおいて、親型軽鎖の89番目のシス
テインと親型重鎖の96番目のシステインを停止コドンに変異させた。設計のためのスクリ
ーニングが効率よく達成されうるように、遺伝子発現頻度を低下させると共に、汚染を防
止するために、親配列の選択を防止した（図1パネルb）。
【０１５４】
実施例2:抗AITR抗体ライブラリーの構築および抗AITR抗体の製作
　停止コドンが挿入されたIRTCA-Aの親塩基配列を含むFabをテンプレートとして使用して
、CDR3領域におけるランダム変異が得られるように、ランダムPCRを行った（図2）。
【０１５５】
　CDR3中の配列変化は抗体の抗原決定基に著しい変化をもたらさないが、バリエーション
を増加させる。一方、選択される抗体のエピトープが変化する可能性も、誘導変異を持つ
アミノ酸の数に比例して増加する。そこで、ランダム化PCRの設計時に、IRTCA-Aによって
認識される元のエピトープが修飾されないように、また各アミノ酸配列の変異率が70％以
下になるように、LCDR3-RおよびHCDR3-Fプライマーの変異率を調整した。軽鎖については
、スプライシングPCR技法を使って重鎖配列を固定し、ompプライマーとLCDR3-Rとで増幅
されるフラグメント1（350bp）およびLFR4-Rとdp seq.とで増幅されるフラグメント2（約
1200 bp）をテンプレートとして使用して、ompプライマーとdp seqとで増幅された軽鎖CD
R3領域中にランダム変異を有するおよそ1500bpのフラグメント3を得た（図2パネルa参照
）。重鎖については、同じ方式で増幅を行った後（図2パネルb参照）、その結果生じた塩
基配列を検証してから、ファージ表面での発現を達成するために発現ベクターにクローニ
ングした。すなわち、抗体構造に対する影響を最小限に抑えるために、可変軽鎖中のCDR3
（CDR-L3）領域の長さおよび重鎖中のCDR3（CDR-H3）の長さを維持した条件下。変異を起
こしたクローンの頻度を測定したところ、およそ86％に達することがわかった。結論とし
て、軽鎖および重鎖の多様性が1×108以上に達するファージディスプレイライブラリーが
構築された（表1参照）。
【０１５６】
　表1は、IRTCA-AのFabを発現するファージライブラリーのバリエーションを示している
。すなわち、多様性の算出には、「ライブラリー多様性＝形質転換体数×通常Fabクロー
ニング率」を使用しうる。
【０１５７】
【表１】

【０１５８】
　一方、二価型の抗AITR抗体を生成させるために、ファージディスプレイライブラリーか
ら得られたFab（VH（重鎖可変領域）およびVL（軽鎖可変領域））をCH（重鎖可変領域）
遺伝子およびCL（軽鎖可変領域）遺伝子と接続してから、動物細胞用のタンパク質発現ベ
クターに挿入した。抗AITR抗体遺伝子が挿入されたベクターを、HEK293細胞および/また
はCHO細胞を含む動物細胞株にトランスフェクトし、培養上清からの精製にプロテインAカ
ラムまたはプロテインGカラムを使うことで、二価型の抗ヒトAITRモノクローナル抗体の
調製物を得た（データ省略）。
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実施例3:改良されたアフィニティーを持つ抗AITR抗体の選択
　製作されたFab（抗原結合性フラグメント）ライブラリーを、4回繰り返して、固定GST-
AITR抗原による選択プロセスに付した。IRTCA-Aに関して、反復パニングを行った後に、
強い陽性シグナルを持つ17の重鎖クローンと33の軽鎖クローンを得た。アフィニティーの
増加はKoff値を低減するので、SPR（表面プラズモン共鳴）に基づいてKoffを測定するた
めに、合計50のクローンから47のFabを選択して精製した（図3および図4参照）。値が減
少している5つ（4つの重鎖、1つの軽鎖）のFabについて、それぞれのKD値をSPR（表面プ
ラズモン共鳴）で測定した（表2参照）。
【０１６０】
　表3に示すとおり、その後、選択した最終IRTCA-A Fabはすべてが増加したアフィニティ
ーを有し、増加率は8～44倍変化することがわかった。
【０１６１】
　表2に、選択された5種のIRTCA-A FabについてAITR抗原に対するKoff測定値およびKD測
定値を列挙する。
【０１６２】
【表２】

【０１６３】
　表3に、AITR抗原に対する5種のIRTCA-A Fabの結合アフィニティーの測定値および倍率
比（fold ratio）を列挙する（KD＝Koff/Kon、KD比＝変異体KD/IRTCA-A KD）。
【０１６４】

【表３】

【０１６５】
　表4に、表2～表3のクローン抗体について、重鎖可変領域、軽鎖可変領域、重鎖CDRおよ
び軽鎖CDRのアミノ酸配列に関連するSEQ ID NOを列挙する。
【０１６６】
　表5に、表2～表3のクローン抗体について、重鎖可変領域、軽鎖可変領域、重鎖CDRおよ
び軽鎖CDRのアミノ酸配列を列挙する。
【０１６７】
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【０１６８】
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【０１６９】
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【表６】

【０１７０】
実施例4:バイオマーカーとしてのIFN-γおよびTGF-βの使用
　TH1細胞はさまざまなTH（ヘルパーT）細胞タイプの中で最も効率のよい抗癌能を有する
と評価され、Treg細胞およびTH2細胞は、腫瘍の周囲に免疫抑制環境を作り出すことによ
って腫瘍形成を促進することが知られている。Treg細胞は、サプレッサーT細胞でもある
こと、そして自己免疫疾患および過剰な免疫応答を抑制するために自己抗原に対する耐性
を担っていることが知られている（Sakaguchi et al, Cell, 133:775-787, 2008）。した
がってTreg細胞は、この理由から、自己免疫疾患の処置に役立ちうる。逆に、これは腫瘍
細胞に対する免疫系の活性を弱めるので、患者の抗癌能を減少させることになる。それに
もかかわらず、FoxP3の発現が不安定なTreg細胞の中のいくつかのサブグループは、エフ
ェクターメモリー表現型に転換されうる（Zhou et al, Nature immunology, 10:1000-100
7, 2009）。加えて、VHL（フォンヒッペル・リンダウ）を欠くTreg細胞の特性は固定され
ておらず、特定の免疫環境では変化を起こしうる。例えば、これは、IFN-γを生産するTe
ff細胞（エフェクターT細胞）に転換されうる（Lee et al, Immunity, 42:1062-1074, 20
15）。それゆえに、Treg細胞に基づく免疫制御は効果的な腫瘍抑制の手段になり、Treg細
胞を除去しまたはTeff細胞に転換する技術は、免疫細胞による抗癌処置の究極の目標であ
る。
【０１７１】
　IFN-γは、Tリンパ球およびナチュラルキラー細胞（NK細胞）によって分泌される代表
的サイトカインであり、増殖活性および抗ウイルス活性を呈する。これは、マクロファー
ジの重要な活性化因子でもあり、TH1細胞を他の細胞タイプと識別する特に重要なサイト
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カインである。そのようなTH1細胞は、単独で分裂を刺激するためにIFN-γを分泌し、未
分化CD4＋細胞（TH0）をTH1細胞へと分化させる能力を有する。分化したTH1細胞は、細胞
傷害性T細胞、食細胞およびB細胞の活性化に重要な役割を果たす。他方、TGF-βが、Foxp
3＋Treg細胞の免疫制御にとって非常に重要な因子であることは公知であり（Maria et al
, Immunity, 30:626-635, 2009）、特に、免疫抑制能を有するTreg細胞およびTH17細胞へ
のCD4＋T細胞の分化を促進する（Basso et al, Cell Res., 4:399-411, 2009）。結局、
抗癌薬の有効性は、TGF-βを分泌するTreg細胞の減少とIFN-γを誘導するTH1の増加とを
相対的に評価してからでなければ、決定することができない。この理由から、特定の刺激
に対するIFN-γおよびTGF-βの分泌の測定は、T細胞機能の変化の定量的な尺度として利
用することができる最適な基準となりうる。
【０１７２】
　そこで、バイオマーカーとして役立ち、Treg細胞に対するIRTCA-Aの活性を決定すると
いう、IFN-γ（インターフェロンガンマ）および/またはTGF-β（トランスフォーミング
成長因子ベータ）の潜在能力を検証するために、CD4およびCD25を含む代表的Treg細胞マ
ーカーを使って、末梢血単核球（PBMC）からCD4＋CD25highFOXP3＋Treg細胞を単離し、次
にモノクローナル抗体（mAb）によるサイトカイン分泌を測定した。
【０１７３】
　続いて、図6Aおよび図6Bに示すように、IRTCA-Aは、Treg細胞のAITRに作用して、IFN-
γの分泌を増加させると共に、TGF-βの分泌を減少させた。加えて、IRTCA-A処理は、CD4
＋T細胞におけるIFN-γ分泌を誘導し、TH1細胞に極性化させた（図5）。すなわちIRTCA-A
は、用量依存的に、T細胞のAITRを効果的に刺激し、TH1様細胞へのTreg細胞の転換を促進
した。これにより、IFN-γおよびTGF-βは、AITRシグナリング系を刺激する効果を測定す
るための機能的ツールとして使用しうることが示された。
【０１７４】
実施例5:親和性成熟したIRTCA-Aに基づくCD4＋T細胞の活性化および極性化
　この実施例では、サイトカイン分泌を含む、CD4＋T細胞に対する親和性成熟IRTCA-A系
列抗体の効果を述べる。
【０１７５】
　まず、Fabの変異が、それらが結合できるエピトープを変化させたかどうかを検証する
ために、AITRの欠失変異体を製作して、親型と比較したところ、予想どおり、IRTCA-A系
列Fabは、AITRエピトープに結合するその能力を維持していることが示された（表7）。AI
TRとの結合アフィニティーがIRTCA-Aと比較して高い5種の親和性成熟IRTCA-A Fab（表7の
IRTCA-A1、10、12、14、15）の機能性を評価するために、CD4＋T細胞をTH1型細胞に変化
させる抗体の極性化効率を測定した。
【０１７６】
　表7に、IRTCA-A系列のFabクローンから単離し、次に精製した、Fab型の名前を列挙する
（＊:エピトープ結合能の検証が行われたFab）。
【表７】

【０１７７】
　表8および図7Aに示すように、精製CD4＋T細胞をIRTCA-Aの親和性成熟mAbで処理し、培
養上清から、サイトカイン分泌の量を測定すると、親和性成熟mAbは、IFN-γの分泌を促
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るTH1細胞へのCD4＋T細胞の極性化を加速する機能を有すること、および同じ系列のFabも
CD4＋T細胞表面上のAITRと相互作用することを示している。特に、0.5μgのIRTCA-A12、I
RTCA-A14およびIRTCA-A15の投与は、IRTCA-Aが引き起こすIFN-γ分泌のレベルよりおよそ
200％以上高いIFN-γの分泌を呈するように、細胞を導いた（図7Aおよび表8参照）。
【０１７８】
　表8は、IRTCA-A系列mAbの投与後にCD4＋T細胞におけるIFN-γ分泌を測定した結果を示
している（KD比＝変異体KD/IRTCA-A KD）。
【０１７９】
【表８】

【０１８０】
実施例6:Treg細胞（制御性T細胞）に対する抗AITR抗体の効果
　IRTCA-Aの結合アフィニティーを増加させたmAbがTreg細胞に及ぼす影響を決定するため
に、CD4＋CD25highFOXP3＋Treg細胞を単離し、IRTCA-A1、A10、A12、A14およびA15で処理
した。
【０１８１】
　表9および表10に示すように、IRTCA-A抗体による処理後に、IFN-γ（TH1極性化のマー
カー）の分泌は増加し（図7B）、一方、TGF-β（Treg細胞の代表的抑制サイトカイン）の
分泌は減少した（図7C）。
【０１８２】
　上記の結果によれば、IRTCA-A系列のmAbは、Treg細胞の抑制能を減少させ、Teff細胞の
活性化を増加させることで、抗癌効果を含む微小環境を作り出すと予想される。加えて、
表3、表9および表10に示すように、AITRに対するアフィニティーの増加には、サイトカイ
ン分泌と実質的な相関関係があり、これはIRTCA-A抗体の抗癌剤としての役割に寄与する
。IRTCA-Aと比較して小さなKD値（表3参照）を有する、すなわちAITRとの結合アフィニテ
ィーが改良されている、IRTCA-A12およびIRTCA-A15は、IFN-γの分泌の増加ももたらした
。
【０１８３】
　さらにまた、CDR配列は異なるものの互いに似ているIRTCA-A系列抗体は共通のAITR抗原
エピトープに結合するが、それらが傾向の異なる効果を呈することも、注目に値する。言
い換えると、結合アフィニティーに応じて、IRTCA-A15は、IRTCA-Aのおよそ25％の用量で
、CD4＋CD25highTreg細胞において、同じ抗癌効果を達成できると予期された。これは、A
ITR mAbの用量を制御することで、Treg細胞の機能をコントロールすることができるだけ
でなく、同じエピトープを認識するが結合アフィニティーが強化されている異なるmAb種
を使用することで、強さの異なるシグナルを送ることによって、治療効果をコントロール
することもできることを意味する。
【０１８４】
　表9に、IRTCA-A系列mAbを投与した後のTreg細胞からのIFN-γの分泌の変化を示す。
【０１８５】
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【表９】

【０１８６】
　表10に、IRTCA-A系列mAbを投与した後のTreg細胞からのTGF-β分泌の変化を示す。
【０１８７】
【表１０】

【０１８８】
実施例7:NOD-SCIDマウスにおけるヒト末梢血単核球の移植および抗AITR抗体の抗腫瘍活性
　この実施例では、ヒト末梢血単核球（PBMC）およびヒト結腸直腸癌細胞を投与した後の
NOD-SCIDマウスに対する抗AITR抗体の抗腫瘍効果を述べる。
【０１８９】
　まず、HLA-A24型の健常ドナーから収集した末梢静脈血をヘパリンで処理してから、Fic
oll-paque（GE Healthcare、ニュージャージー州ピスカタウェイ）密度勾配遠心分離を行
って末梢血単核球（PBMC）を得た。次に、回収に使用した3時間以内に、RPMIに含まれて
いる1×107個のヒトPBMCを、各NOD-SCIDマウスに腹腔内注射した。上記21匹の移植マウス
を、ヒトPBMC（HLA-A24型）の注射に続く5週間に分析した。
【０１９０】
　7週齢のNOD-SCIDマウス（Jackson Laboratory、メイン州バーハーバー）を、SPF（特定
病原体フリー）環境である動物室において飼育した。動物実験はすべて、実験動物倫理指
針（Experimental Animal Ethics Guidelines）に従って行った。
【０１９１】
　抗AITRモノクローナル抗体（IRTCA）の抗癌効果を評価するために、HT29のヒト結腸直
腸癌細胞（HLA-A24型、1×107細胞/マウス）をHu-PBL-SCIDマウスの背側に皮下注射し、
腫瘍サイズが直径約2cmに達したら、抗AITRモノクローナル抗体（IRTCA）を、体重1kgあ
たり0.3mg、0.6mg、1.0mg、3.0mg、5.0mgおよび10.0mgの用量で、5日ごとに、合計3回、
腹腔内投与した。ヒトIgGを対照群として使用した。マウス腫瘍体積（単位mm3）を群およ
び日付に従って測定した。
【０１９２】
　図8に示すように、抗AITRモノクローナル抗体（IRTCA）で処置したマウスにおける腫瘍
サイズは、抗体濃度と相関する形で減少した。特に、3.0mg/kgのIRTCA濃度は、腫瘍が33
日目まで完全に根絶されるような効果を見せた。
【０１９３】
　その上、図9に示すように、HT29細胞を注射した腫瘍負荷マウスを、対照hIgG、H1F1、M
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K4166（Merckの抗GITR抗体）またはペムブロリズマブ（キイトルーダ）で、i.v.注射によ
り、1週間間隔で、3.0mg/kgの投薬量で処置したところ、H1F1だけが、数週間にわたって
腫瘍サイズの減少をもたらした。
【０１９４】
　また、例示的抗AITRモノクローナル抗体H1F1を、4種の癌、すなわちトリプルネガティ
ブ乳癌（MDA-MB231）、大腸癌（HT-29）および黒色腫（MDA-MB435、SK-MEL2）に対するそ
の抗腫瘍効果を調べるために、（上述のように）ヒトPBMCでヒト化した7週齢雌NOD-SCID
マウスに投与した。マウスには、1匹あたり1×107個の腫瘍細胞を注射し、腫瘍サイズが
体積で1000～1500mm3に達したら、その腫瘍負荷マウスに、H1F1またはhIgGを、3日ごとに
3回、腹腔内（i.p.）注射した。図10A～Dに示す時点において、腫瘍の幅、長さおよび高
さをカリパスで測定した。矢印はH1F1または対照を注射した時点を示す。
【０１９５】
実施例8:カニクイザルにおける抗AITR抗体の組織交差反応性、毒性および作用機序の分析
　この実施例では、カニクイザルにおける例示的抗AITR抗体による処置の効果を述べる。
この研究には、およそ25～35歳で体重がおよそ2～3kgのカニクイザル（Macaca fascicula
ris）7匹を使用した。対照群には1匹の雌ザルを含め、これには39mL/kgの投与体積を与え
た。低用量群には1匹の雄ザルおよび1匹の雌ザルを含め、これらのそれぞれには、22.5mg
/kgのH1F1投薬量を2.3mg/kgの濃度および9.75mL/kgの投与体積で与えた。中用量群には1
匹の雄ザルおよび1匹の雌ザルを含め、これらのそれぞれには、45mg/kgのH1F1投薬量を2.
3mg/kgの濃度および19.5mL/kgの投与体積で与えた。高用量群には1匹の雄ザルおよび1匹
の雌ザルを含め、これらのそれぞれには、90mg/kgのH1F1投薬量を2.3mg/kgの濃度および3
9mL/kgの投与体積で与えた。
【０１９６】
　毒性試験をサルで行ったところ、臨床症状、体重/器官重量、血液検査、尿検査、組織
病理学的検査および心電図検査のいずれにも、異常は観察されなかった。H1F1の無毒性量
（NOAEL）はマカクでは90mg/kg超であることがわかった。
【０１９７】
　インビトロで、サイトカイン分泌に対するH1F1の効果を、CD4＋CD25highFoxp3＋T細胞
で調べた。図11に示すように、H1F1による処理は、H1F1による処理後のIFN-γの分泌の増
加およびTGF-βの減少を証拠とする、CD4＋CD25highFoxp3＋T細胞のTH1細胞への極性化に
つながる。
【０１９８】
　H1F1が媒介する制御性T細胞のTH1細胞への転換は、マカクのインビボでも観察された。
図12に示すように、H1F1の3種の用量はいずれも、3週間にわたるIFN-γ陽性CD4＋T細胞の
増加につながる。加えて、H1F1サイトカイン誘導は弁別的であり、図13に示すとおり、H1
F1による処理後にTH1型のサイトカイン（IL-2およびIFN-γ）は増加したが、TH2型のサイ
トカイン（IL-4およびIL-5）は変化しなかった。H1F1による処置は、インビボでマカクに
おけるTreg細胞とTH1細胞とのバランスにも影響を及ぼした。図14に示すように、H1F1を
投与したマカクの脾細胞では、制御性T細胞の集団および関連サイトカインTGF-βが減少
すると同時に、TH1型の細胞が増加した。
【０１９９】
　加えて、15の異なるラット器官、16の異なるイヌ器官、16の異なるサル器官、13の異な
るヒト器官からの組織（138の異なる組織）ならびにEBV関連胃癌を持つ癌患者からの組織
および急性骨髄性白血病からの骨髄に対して、組織交差反応性研究を行った。H1F1特異的
染色は免疫系では検出されたが、他の正常ヒト組織では検出されなかった。図15は、H1F1
特異的染色が、EBV陽性胃癌およびAML患者からの骨髄に観察されたことを示している。交
差反応性は、マカクおよびイヌのリンパ球に検出されたが、ラットの組織では交差反応性
は観察されなかった。
【０２００】
実施例9:改良型抗AITR抗体の作出
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　この実施例では、最適化された抗AITR抗体の生産を述べる。
【０２０１】
抗AITR抗体生産
　Expi293細胞を125mLエルレンマイヤーフラスコに入れ、8％CO2培養器中、回転下（125r
pm）、37℃において、Expi293発現培地で培養した。細胞を、フラスコ中、2～2.5×106細
胞/mlで培養した。-1日目に、細胞（フラスコあたり2×106細胞/ml）を、125mLエルレン
マイヤーフラスコ中の30mlのExpi293発現培地に調製した。0日目に、Opti-MEM培地を37℃
の培養器で約30分間予熱した。チューブ1およびチューブ2を用意し、予熱したOpti-MEM培
地1.5mLを各チューブに加えた。30μgのDNA（HC:15μg、LC:15μg）をチューブ1に加えて
、よく混合した。80μLのExpifectamine293試薬をチューブ2に加えて、よく混合した。室
温で5分間の反応後に、チューブ2の内容物をチューブ1に加えて、よく混合した。その混
合物を室温で20分間反応させた。チューブ中の混合物が濁ったのが確認されたら、3mLのD
NA-複合体をフラスコからとって、滴下した。添加後に、それを培養器で回転させながら1
8～20分間培養し、Expifectamine293トランスフェクションキットに用意されているエン
ハンサー1およびエンハンサー2を加えた。それを回転下で約7日間培養した。下記表11に
、変異体抗AITR抗体の作出に使用した重鎖（HC）可変ドメインおよび軽鎖（LC）可変ドメ
インを要約する。下記表12は、変異体抗AITR抗体に対応する重鎖可変ドメインおよび軽鎖
可変ドメインならびにCDR SEQ ID NOを含む。
【０２０２】
　（表１１）H1F1変異体抗体Expi293細胞トランスフェクション表
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【０２０３】

【表１２】

【０２０４】
H1F1変異体抗体配列
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【０２０５】
抗AITR抗体精製
クロマトグラフィーカラム調製
　カラム（体積20ml）を20％エタノールで満たし、1回洗浄した。カラムを結合緩衝液で
満たし、1回洗浄した。ピペットを使って、残りの緩衝液をカラムから完全に除去した。3
～5mlの20％エタノールを加え、1mlのMabSelect SuRe LXレジンをゆっくり加えた。この
手順中は、溶出するエタノールの量をチェックした。20％エタノールのすべてが排液され
、Select SuRe LXレジンが2mlに達するまで、この手順を続けた。
【０２０６】
抗体混合物の調製
　トランスフェクトExpi293細胞から得た抗体混合物を遠心分離し（10,000rpm、10分）、
細胞および不純物をペレット化した（10,000rpm、10分）。0.22μmシリンジフィルタを使
って上清を濾過した。
【０２０７】
抗体精製（オープンカラムの場合）
　MabSelect SuRe LXが充填されたカラムに満した20％エタノールを完全に排液し、カラ
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ムを18mlの結合緩衝液（Binding buffer）で1回洗浄した。全抗体混合物を負荷した。カ
ラムを18mlの結合緩衝液で1回洗浄した。緩衝液が完全に排液されたら、100μlの中和緩
衝液が入っている1.5mlチューブをカラムの下に置き、カラムに結合している抗体を、毎
回1mlの溶出緩衝液（Elution buffer）を使って精製した。
【０２０８】
抗体精製（FPLCの場合）
　Mab select SURE（1ml）カラムをFPLCに接続し、緩衝液A（buffer A）（1×PBS）で安
定化した。もはやピークが検出されなくなるまで安定化した後、試料を1ml/分の流速でカ
ラムに適用することによって、抗体結合を行った。UVグラフがおよそ1500mAUから2000mAU
に増加して、10mAU未満に減少するまで、緩衝液Aをカラムに適用する。この後、緩衝液B
（Buffer B）（0.1Mグリシン、pH3.0）を適用することによって抗体を溶出させ、溶出ピ
ークをUVグラフによって確認した。適当なピークのフラクションを得た。
【０２０９】
抗体透析
　抗体精製後に、呈色反応のために5μlのブラッドフォード溶液（Bradford solution）
を溶出した試料250μlに加え、4ユニットのAmicon Ultraフィルタを使って、抗体生成物
を1～1.5mlの体積まで濃縮した。濃縮された抗体生成物を、透析装置の、43mlの1×DPBS
が入っているコニカルチューブに加え、振とう機を使って透析した（120rpm、2時間）。
新しい1×DPBSで置き換えることにより、この工程を2回繰り返した。抗体生成物を透析装
置からSpin-X遠心分離チューブフィルタユニットに移し、遠心分離し（10000rpm、2分）
、2ml保存用ガラス瓶に入れ、使用するまで-20℃および-80℃で保存した。
【０２１０】
実施例10:改良型抗AITR抗体の特徴づけ
改良型抗AITR抗体のAITR結合アフィニティーの決定
　AITRを過剰発現する細胞株を、5％CO2培養器中、37℃において、完全培地（H-DMEM＋10
％FBS＋1×ペニシリン-ストレプトマイシン）で培養した。細胞株の形態、数および成長
速度を監視しながら、3日ごとに継代培養を行った。
【０２１１】
　1×トリプシン/EDTA溶液を使って、AITRを過剰発現する細胞株の細胞を調製したら、細
胞をFACSチューブ1本につき5×105個ずつ小分けした。10μg、5μg、2.5μgまたは1.25μ
gのH1F1変異体抗体を加えてから、反応を4℃で30分間行った。3mlのFACS緩衝液（1×DPBS
＋1％FBS）を加え、遠心分離し、洗浄した後、二次抗体（ヤギ抗ヒトDyLight（登録商標
）488）を加え、2～8℃で30分間インキュベートした。遠心分離し、3mLのFACS緩衝液で洗
浄した後に、FACS保存緩衝液（FACS storage buffer）（1×DPBS＋2.5％FBS）を加えてか
ら、FACS分析を行った。対照用に、抗体を加えていない細胞、二次抗体だけを加えた細胞
、およびAITR-PE抗体を加えた細胞を使用した。
【０２１２】
実施例11:AITR抗原と抗AITR抗体H1F1M69およびH1F1M74との間の結合能の分析
　この実施例では、親抗体H1F1によって認識されるAITR抗原に結合する変異体抗AITR抗体
の能力を評価する。AITRに結合する変異体抗AITR抗体の能力を決定するために表面プラズ
モン共鳴を使用した。
【０２１３】
　CM5センサーチップを用いるBiacore T200を、pH7.4のHBS-EPランニング緩衝液および3M
塩化マグネシウム再生緩衝液を使って、作動させた。抗ヒトIgG（Fc）抗体をアミンカッ
プリングによってCM5チップ上に固定化し、流速5μL/分で6分間の注入を、10mM酢酸ナト
リウムpH5.0の固定化緩衝液で行った。試験した捕捉抗体は、親抗体H1F1ならびに変異体
抗体M69およびM74である。グルタチオンS-トランスフェラーゼ（GST）タグ付きのAITR分
析物を、3.12、6.25、12.5、25、50および100nMの濃度で注入し、会合時間を150秒、解離
時間を240秒とした。再生は30秒間の3M塩化マグネシウムで達成し、1:1 74結合を評価し
た。
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【０２１４】
　下記表12に示すように、H1F1変異体M69およびM74は、GST-AITR分析物に、親抗体H1F1の
アフィニティーに匹敵するアフィニティーで結合した。
【０２１５】
【表１２】

【０２１６】
　ヒトAITRを過剰発現するHEK293細胞（AITR-5）を使って、抗AITR抗体M69およびM74を、
AITRへの結合についてさらに分析した。図16Aに示すように、陰性対照mAb EU101はAITR-5
に結合しなかったが（3.6％）、AITR-5細胞の89.8％は、濃度10μg/mLのH1F1で染色され
た。加えて、図16Bに示すように、AITR-5細胞の89.1％がM69で染色され、同細胞の73.8％
がM74で染色された。これらのデータは、H1F1、M69およびM74がいずれも、細胞表面に発
現したヒトAITR分子に、用量依存的に結合することを示している。
【０２１７】
実施例12: nTreg細胞（制御性T細胞）に対する抗AITR抗体H1F1M69およびH1F1M74の効果
　この実施例では、変異体抗AITR抗体を、nTreg細胞をTH1細胞に転換するそれらの能力に
ついて試験した。
【０２１８】
　末梢血単核球（PBMC）をFicoll-Paque密度勾配遠心分離によって収集してから、FACSを
使ってCD4＋CD25＋＋CD127-（nTreg）細胞を単離した。次に、そのnTreg細胞を、2～3日
ごとに100U/mLのIL-2で、また濃度2.5および10μg/mLのモノクローナル抗体H1F1M69、H1F
1M74、TRX518およびMK4166、ならびに陰性対照として使用した10μg/mLのhIgGで、5日間
処理した。5日間の処理後に、細胞を、IFN-γの細胞内染色について試験し、IFN-γおよ
びTGF-β分泌についてELISAによって試験した。
【０２１９】
　図17に示すように、nTreg細胞は、H1F1M69およびH1F1M74で刺激すると、TH1様細胞に転
換された。Tregの71％がM69によってIFN-γ陽性細胞に転換され、Tregの57％がM74によっ
てIFN-γ陽性細胞に転換された。各パネルの数字は、陽性細胞のパーセンテージを示して
いる。
【０２２０】
　IL-2および抗AITR抗体による刺激後のT細胞からのIFN-γおよびTGF-βの分泌を試験す
るために、培養上清を使ってIFN-γおよびTGF-βを測定した。図18のグラフに、ELISAア
ッセイによって得られた結果を要約する。H1F1M69およびH1F1M74は、TH1サイトカインIFN
-γの分泌（灰色のバー）を刺激し、逆にTregサイトカインTGF-βの分泌（黒いバー）の
減少につながった。このアッセイには1ウェルあたり5×104個のnTreg細胞を使用した。
【０２２１】
実施例13: iTreg細胞（誘導性制御性T細胞）に対する抗AITR抗体H1F1M69およびH1F1M74の
効果
　この実施例では、変異体抗AITR抗体を、誘導性Treg細胞（iTreg）をTH1細胞に転換する
それらの能力について試験した。
【０２２２】
　末梢血単核球（PBMC）をFicoll-Paque密度勾配遠心分離によって収集してから、CD4マ
イクロビーズ（Miltenyi）による磁気活性化細胞選別法（MACS）を使用し、製造者の説明
書に従って、CD4＋T細胞を単離した。次に、そのCD4＋T細胞を、抗CD3/抗CD28ビーズ（25
μl、Invitrogen）、100U/mL IL-2（Novartis）および5ng/mL TGF-β1で、6日間刺激した
。6日間刺激した後、次に細胞をCD4-BB515およびFoxp3-APCについて染色した。次に、MAC
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SによってCD3/CD28ビーズを除去した。次に、CD4＋T細胞を、2～3日ごとに100U/mLのIL-2
で、また濃度2.5、5および10μg/mLのモノクローナル抗体H1F1M69、H1F1M74、TRX518およ
びMK4166、ならびに陰性対照として使用した10μg/mLのhIgGで、5日間処理した。5日間の
処理後に、細胞を、IFN-γの細胞内染色について試験し、IFN-γおよびTGF-β分泌につい
てELISAによって試験した。
【０２２３】
　転写因子フォークヘッドボックスプロテインP3（Foxp3）は、制御性T細胞の特異的マー
カーであり、nTreg細胞およびiTreg細胞の抑制活性に中心的役割を果たす。Tregにおける
AITRシグナリングの効果を評価するために、制御性T細胞をインビトロで誘導し、Foxp3発
現を測定した。図19に示すように、抗CD3,CD28ビーズ、IL-2およびTGF-βによる6日間の
刺激後に、CD4＋T細胞からiTreg細胞が生成した。iTregの83.7％がFoxp3陽性染色によっ
て確認された（右側のパネル）。これらのデータは、上述の条件によってCD4＋T細胞集団
がiTregに分化したことを示している。
【０２２４】
　CD4＋T細胞上のAITR発現は活性化に依存するが、ナイーブ制御性T細胞または誘導性制
御性T細胞はAITRを構成的に発現する。Foxp3発現を測定する前に、iTreg細胞上のAITRに
対するH1F1の結合効率を決定した。図20に示すように、表面AITRは、変異体H1F1抗体（M6
9-パネルDおよびM74-パネルE）によって検出された。さらにまた、H1F1M69およびH1F1M74
は、細胞のおよそ39％をヒトAITRについて陽性であると認識したが、これは、競合剤であ
る抗AITR抗体より高頻度であった（平均で細胞の19％-図20のパネルFおよびパネルG）。
【０２２５】
　加えて、図21に示すように、H1F1M69およびH1F1M74で刺激すると、iTreg細胞はTH1様細
胞に転換された。iTregの78％はM69によってIFN-γ陽性細胞に転換され、iTregの57％はM
74によってIFN-γ陽性細胞に転換された。各パネルの数字は、陽性細胞のパーセンテージ
を示している。
【０２２６】
　IL-2および抗AITR抗体による刺激後のT細胞からのIFN-γおよびTGF-βの分泌を試験す
るために、培養上清を使ってIFN-γおよびTGF-βを測定した。図22のグラフに、ELISAア
ッセイによって得られた結果を要約する。H1F1M69およびH1F1M74は、TH1サイトカインIFN
-γの分泌（灰色のバー）を刺激し、逆にTregサイトカインTGF-βの分泌（黒いバー）の
減少につながった。このアッセイには1ウェルあたり1×105個のiTreg細胞を使用した。
【０２２７】
実施例14: iTreg細胞（誘導性制御性T細胞）に対する固定化抗AITR抗体H1F1M69およびH1F
1M74の効果
　この実施例では、固定化変異体抗AITR抗体を、誘導性Treg細胞（iTreg）をTH1細胞に転
換するそれらの能力について試験した。
【０２２８】
　末梢血単核球（PBMC）をFicoll-Paque密度勾配遠心分離によって収集してから、CD4マ
イクロビーズ（Miltenyi）による磁気活性化細胞選別法（MACS）を使用し、製造者の説明
書に従って、CD4＋T細胞を単離した。次に、CD4＋T細胞を、抗CD3/抗CD28ビーズ（25μl
、Invitrogen）、100U/mL IL-2（Novartis）および5ng/mL TGF-β1で6日間、刺激した。6
日間刺激した後、次に細胞をCD4-BB515およびFoxp3-APCについて染色した。次にCD3/CD28
ビーズをMACSによって除去した。次にCD4＋T細胞を、2～3日ごとに100U/mL IL-2で5日に
わたって処理し、また濃度2.5、5および10μg/mLの固定化モノクローナルM69およびM74で
およそ1日間処理した。5日間の処理後に、細胞を、IFN-γの細胞内染色について試験し、
IFN-γおよびTGF-β分泌についてELISAによって試験した。
【０２２９】
　Foxp3のダウンレギュレーションはiTregの抑制活性を低減するので、iTreg細胞を調製
し、Foxp3の発現に対するH1F1M69およびH1F1M74の効果を評価した。上述のように、iTreg
細胞を作出するために、CD4＋T細胞を抗CD3および抗CD28ビーズで刺激して、インビトロ
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よび固定化H1F1M74は、iTregにおけるFoxp3の発現を阻害した。加えて、TRX518またはMK4
166はFoxp3発現を低減できなかったが（図23パネルDおよびパネルE）、H1F1M69およびH1F
1M74は、最も低い濃度（2.5μg/mL）でさえ、Foxp3発現を減少させた。このようにH1F1M6
9およびH1F1M74は、制御性T細胞の免疫抑制活性を維持するために不可欠な転写因子であ
るFoxp3の喪失を誘導した。
【０２３０】
　図24に示すとおり、iTreg細胞は、IL-2ならびに抗AITR抗体H1F1M69およびH1F1M74でコ
ーティングされたウェルへの添加後に、TH1様細胞に転換された。iTregの90％はM69によ
ってIFN-γ陽性細胞に転換され、iTregの68％はM74によってIFN-γ陽性細胞に転換された
。各パネルの数字は、陽性細胞のパーセンテージを示している。
【０２３１】
実施例15:Teff細胞（エフェクターT細胞）に対する抗AITR抗体M69およびM74の効果
　この実施例では、変異体抗AITR抗体を、Teff細胞をTH1細胞に転換するそれらの能力に
ついて試験した。
【０２３２】
　健常ドナーから全血を収集し、Ficoll-Paque密度勾配遠心分離によってバフィーコート
からPBMCを取り出した。PBMCを血漿層とFicoll-RBC層の間の界面から収集し、RPMI1640培
地で洗浄した。PBMCをプレソーティング緩衝液で再懸濁し、抗ヒトCD4、抗CD25および抗C
D127で染色した。CD4＋CD25-CD127＋（Teff）細胞をFACSによって選別した。
【０２３３】
　図25に示すように、抗AITR抗体H1F1M69およびH1F1M74は、Teff細胞をTH1細胞に極性化
させた。Teff細胞の81.1％はH1F1M69（10μg/mL）によってIFN-γ陽性細胞に極性化され
、Teff細胞の75.3％はH1F1M74（10μg/mL）によってIFN-γ陽性細胞に極性化された。各
パネルの数字は、陽性細胞のパーセンテージを示している。
【０２３４】
　加えて、極性化したTeff細胞をIFN-γ分泌について試験した。図26のグラフに、ELISA
アッセイによって得られた結果を要約する。H1F1M69およびH1F1M74は、TH1サイトカインI
FN-γの分泌を刺激した。これは、Teff細胞がTH1細胞に極性化されたことを示している。
【０２３５】
等価物
　当業者は、本明細書に記載した本発明の具体的態様の数多くの等価物を認識し、または
日常的な実験を使って確認することができるであろう。本発明の範囲を上記の説明に限定
する意図はなく、むしろ本発明の範囲は添付の特許請求の範囲に示すとおりである。
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