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(57)【要約】
　本発明は、ＣＬＥＣ１４Ａに選択的に結合する単離抗体に関し、前記抗体は、（ａ）３
つのＣＤＲを含む少なくとも１つの重鎖可変領域と、３つのＣＤＲを含む少なくとも１つ
の軽鎖可変領域とを含み、前記重鎖可変領域は、（ｉ）配列番号１０５、好ましくは配列
番号２若しくは４２のアミノ酸配列を有する可変重鎖（ＶＨ）ＣＤＲ１、（ｉｉ）配列番
号１０６、好ましくは配列番号３若しくは４３のアミノ酸配列を有するＶＨ　ＣＤＲ２、
及び／又は（ｉｉｉ）配列番号１０７、好ましくは配列番号４若しくは４４のアミノ酸配
列を有するＶＨ　ＣＤＲ３を含み、及び／又は前記軽鎖可変領域は、（ｉｖ）配列番号１
０８、好ましくは配列番号６若しくは４６のアミノ酸配列を有する可変軽鎖（ＶＬ）ＣＤ
Ｒ１、（ｖ）配列番号１０９、好ましくは配列番号７若しくは４７のアミノ酸配列を有す
るＶＬ　ＣＤＲ２、及び／又は（ｖｉ）配列番号１１０、好ましくは配列番号８若しくは
４８のアミノ酸配列を有するＶＬ　ＣＤＲ３を含むか、或いは前記抗体は、（ｂ）３つの
ＣＤＲを含む少なくとも１つの重鎖可変領域と、３つのＣＤＲを含む少なくとも１つの軽
鎖可変領域とを含み、前記重鎖可変領域は、（ｉ）配列番号２２のアミノ酸配列を有する
可変重鎖（ＶＨ）ＣＤＲ１、（ｉｉ）配列番号２３のアミノ酸配列を有するＶＨ　ＣＤＲ
２、及び／又は（ｉｉｉ）配列番号２４のアミノ酸配列を有するＶＨ　ＣＤＲ３を含み、
及び／又は前記軽鎖可変領域は、（ｉｖ）配列番号２６のアミノ酸配列を有する可変軽鎖
（ＶＬ）ＣＤＲ１、（ｖ）配列番号２７のアミノ酸配列を有するＶＬ　ＣＤＲ２、及び／
又は（ｖｉ）配列番号２８のアミノ酸配列を有するＶＬ　ＣＤＲ３を含むか、或いは前記
抗体は、（ｃ）ＣＬＥＣ１４Ａへの結合に関して抗体（ａ）又は（ｂ）と競合し得る抗体
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ＣＬＥＣ１４Ａに選択的に結合する単離抗体であって、
　（ａ）３つのＣＤＲを含む少なくとも１つの重鎖可変領域と、３つのＣＤＲを含む少な
くとも１つの軽鎖可変領域とを含み、
　前記重鎖可変領域は、
　（ｉ）配列番号１０５、好ましくは配列番号２若しくは４２のアミノ酸配列、又は１、
２、３若しくは４個のアミノ酸置換、付加及び／若しくは欠失を有するそれと実質的に相
同な配列を有する可変重鎖（ＶＨ）ＣＤＲ１、
　（ｉｉ）配列番号１０６、好ましくは配列番号３若しくは４３のアミノ酸配列、又は１
、２、３若しくは４個のアミノ酸置換、付加及び／若しくは欠失を有するそれと実質的に
相同な配列を有するＶＨ　ＣＤＲ２、及び／又は
　（ｉｉｉ）配列番号１０７、好ましくは配列番号４若しくは４４のアミノ酸配列、又は
１、２、３若しくは４個のアミノ酸置換、付加及び／若しくは欠失を有するそれと実質的
に相同な配列を有するＶＨ　ＣＤＲ３
を含み、及び／又は
　前記軽鎖可変領域は、
　（ｉｖ）配列番号１０８、好ましくは配列番号６若しくは４６のアミノ酸配列、又は１
、２、３若しくは４個のアミノ酸置換、付加及び／若しくは欠失を有するそれと実質的に
相同な配列を有する可変軽鎖（ＶＬ）ＣＤＲ１、
　（ｖ）配列番号１０９、好ましくは配列番号７若しくは４７のアミノ酸配列、又は１、
２、３若しくは４個のアミノ酸置換、付加及び／若しくは欠失を有するそれと実質的に相
同な配列を有するＶＬ　ＣＤＲ２、及び／又は
　（ｖｉ）配列番号１１０、好ましくは配列番号８若しくは４８のアミノ酸配列、又は１
、２、３若しくは４個のアミノ酸置換、付加及び／若しくは欠失を有するそれと実質的に
相同な配列を有するＶＬ　ＣＤＲ３
を含むか、或いは前記単離抗体は、
　（ｂ）３つのＣＤＲを含む少なくとも１つの重鎖可変領域と、３つのＣＤＲを含む少な
くとも１つの軽鎖可変領域とを含み、
　前記重鎖可変領域は、
　（ｉ）配列番号２２のアミノ酸配列、又は１、２、３若しくは４個のアミノ酸置換、付
加及び／若しくは欠失を有するそれと実質的に相同な配列を有する可変重鎖（ＶＨ）ＣＤ
Ｒ１、
　（ｉｉ）配列番号２３のアミノ酸配列、又は１、２、３若しくは４個のアミノ酸置換、
付加及び／若しくは欠失を有するそれと実質的に相同な配列を有するＶＨ　ＣＤＲ２、及
び／又は
　（ｉｉｉ）配列番号２４のアミノ酸配列、又は１、２、３若しくは４個のアミノ酸置換
、付加及び／若しくは欠失を有するそれと実質的に相同な配列を有するＶＨ　ＣＤＲ３
を含み、及び／又は
　前記軽鎖可変領域は、
　（ｉｖ）配列番号２６のアミノ酸配列、又は１、２、３若しくは４個のアミノ酸置換、
付加及び／若しくは欠失を有するそれと実質的に相同な配列を有する可変軽鎖（ＶＬ）Ｃ
ＤＲ１、
　（ｖ）配列番号２７のアミノ酸配列、又は１、２、３若しくは４個のアミノ酸置換、付
加及び／若しくは欠失を有するそれと実質的に相同な配列を有するＶＬ　ＣＤＲ２、及び
／又は
　（ｖｉ）配列番号２８のアミノ酸配列、又は１、２、３若しくは４個のアミノ酸置換、
付加及び／若しくは欠失を有するそれと実質的に相同な配列を有するＶＬ　ＣＤＲ３
を含むか、或いは前記単離抗体は、
　（ｃ）ＣＬＥＣ１４Ａへの結合に関して抗体（ａ）又は（ｂ）と競合し得る抗体である
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、単離抗体。
【請求項２】
　（ａ）配列番号１若しくは４１のＶＨドメイン及び／又は配列番号５若しくは４５のＶ
Ｌドメインを有するか、又は
　（ｂ）ＣＬＥＣ１４Ａへの結合に関して抗体（ａ）と競合し得る抗体である、請求項１
に記載の抗体。
【請求項３】
　（ａ）配列番号２１のＶＨドメイン及び／又は配列番号２５のＶＬドメインを有するか
、又は
　（ｂ）ＣＬＥＣ１４Ａへの結合に関して抗体（ａ）と競合し得る抗体である、請求項１
に記載の抗体。
【請求項４】
　３つのＣＤＲを含む少なくとも１つの重鎖可変領域と、３つのＣＤＲを含む少なくとも
１つの軽鎖可変領域とを含み、
　前記重鎖可変領域は、
　（ｉ）配列番号２若しくは４２のアミノ酸配列、又はそれと実質的に相同な配列を有す
るＶＨ　ＣＤＲ１、
　（ｉｉ）配列番号３若しくは４３のアミノ酸配列、又はそれと実質的に相同な配列を有
するＶＨ　ＣＤＲ２、及び／又は
　（ｉｉｉ）配列番号４若しくは４４のアミノ酸配列、又はそれと実質的に相同な配列を
有するＶＨ　ＣＤＲ３
を含み、及び／又は
　前記軽鎖可変領域は、
　（ｉｖ）配列番号６若しくは４６のアミノ酸配列、又はそれと実質的に相同な配列を有
するＶＬ　ＣＤＲ１、
　（ｖ）配列番号７若しくは４７のアミノ酸配列、又はそれと実質的に相同な配列を有す
るＶＬ　ＣＤＲ２、及び／又は
　（ｖｉ）配列番号８若しくは４８のアミノ酸配列、又はそれと実質的に相同な配列を有
するＶＬ　ＣＤＲ３
を含む、請求項１（ｃ）又は２（ｂ）に記載の抗体。
【請求項５】
　３つのＣＤＲを含む少なくとも１つの重鎖可変領域と、３つのＣＤＲを含む少なくとも
１つの軽鎖可変領域とを含み、
　前記重鎖可変領域は、
　（ｉ）配列番号２２のアミノ酸配列、又はそれと実質的に相同な配列を有するＶＨ　Ｃ
ＤＲ１、
　（ｉｉ）配列番号２３のアミノ酸配列、又はそれと実質的に相同な配列を有するＶＨ　
ＣＤＲ２、及び／又は
　（ｉｉｉ）配列番号２４のアミノ酸配列、又はそれと実質的に相同な配列を有するＶＨ
　ＣＤＲ３
を含み、及び／又は
　前記軽鎖可変領域は、
　（ｉｖ）配列番号２６のアミノ酸配列、又はそれと実質的に相同な配列を有するＶＬ　
ＣＤＲ１、
　（ｖ）配列番号２７のアミノ酸配列、又はそれと実質的に相同な配列を有するＶＬ　Ｃ
ＤＲ２、及び／又は
　（ｖｉ）配列番号２８のアミノ酸配列、又はそれと実質的に相同な配列を有するＶＬ　
ＣＤＲ３
を含む、請求項１（ｃ）又は３（ｂ）に記載の抗体。
【請求項６】
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　請求項１（ａ）及び／又は２（ａ）に記載の抗体と実質的に同じエピトープに結合する
ことができる、請求項１（ｃ）、２（ｂ）又は４のいずれか一項に記載の抗体。
【請求項７】
　請求項１（ｂ）及び／又は３（ａ）に記載の抗体と実質的に同じエピトープに結合する
ことができる、請求項１（ｃ）、３（ｂ）又は５のいずれか一項に記載の抗体。
【請求項８】
　前記実質的に相同な配列は、前記ＣＤＲの１つ以上に１、２、３又は４個のアミノ酸置
換、付加及び／又は欠失、好ましくは１、２、３又は４個の置換を有する、請求項１又は
４～７のいずれか一項に記載の抗体。
【請求項９】
　前記アミノ酸置換は、保存的置換である、請求項８に記載の抗体。
【請求項１０】
　マウス、ヒト又はヒト化抗体である、請求項１～９のいずれか一項に記載の抗体。
【請求項１１】
　抗体重鎖定常領域の全て又は一部分及び／又は抗体軽鎖定常領域の全て又は一部分を含
む、請求項１～１０のいずれか一項に記載の抗体。
【請求項１２】
　ＩｇＧ抗体である、請求項１～１１のいずれか一項に記載の抗体。
【請求項１３】
　（ａ）配列番号１若しくは４１のアミノ酸配列、又はそれと実質的に相同な配列を含む
重鎖、及び配列番号５若しくは４５のアミノ酸配列、又はそれと実質的に相同な配列を含
む軽鎖、又は
　（ｂ）配列番号２１のアミノ酸配列、又はそれと実質的に相同な配列を含む重鎖、及び
配列番号２５のアミノ酸配列、又はそれと実質的に相同な配列を含む軽鎖
を含む、請求項１～１２のいずれか一項に記載の抗体。
【請求項１４】
　抗体の抗原結合断片である、請求項１～１３のいずれか一項に記載の抗体。
【請求項１５】
　前記抗体の前記抗原結合断片は、Ｆａｂ’、Ｆａｂ、Ｆ（ａｂ’）２、シングルドメイ
ン抗体、ＴａｎｄＡｂ二量体、Ｆｖ、ｓｃＦｖ、ｄｓＦｖ、ｄｓ－ｓｃＦｖ、Ｆｄ、線状
抗体、ミニボディ、ダイアボディ、二重特異性抗体断片、バイボディ、トリボディ、ｓｃ
－ダイアボディ、カッパ（ラムダ）ボディ、ＢｉＴＥ、ＤＶＤ－Ｉｇ、ＳＩＰ、ＳＭＩＰ
、ＤＡＲＴ又は１つ以上のＣＤＲを含む小抗体模倣体である、請求項１４に記載の抗体。
【請求項１６】
　治療用、診断用又はイメージング用薬剤にコンジュゲートされる、請求項１～１５のい
ずれか一項に記載の抗体を含むイムノコンジュゲート。
【請求項１７】
　請求項１～１６のいずれか一項に記載の抗体又はイムノコンジュゲートをコードするか
、又は抗原ＣＬＥＣ１４Ａに対して指向されるキメラ抗原受容体をコードするヌクレオチ
ド配列を含む核酸分子であって、前記ＣＡＲは、免疫エフェクター細胞の表面上に発現さ
れると、標的細胞表面上に発現された前記抗原ＣＬＥＣ１４Ａへの結合能を有し、且つ請
求項１に記載の少なくとも１つのＣＤＲアミノ酸配列、又はそれと実質的に相同な配列を
含む抗原結合ドメインを含む、核酸分子。
【請求項１８】
　前記ヌクレオチド配列は、配列番号１１～１９、３１～３９、５４～６４、１０１～１
０４のいずれか１つに記載されるとおりであるか、又はそれと少なくとも６０％の配列同
一性を有するヌクレオチド配列である、請求項１７に記載の核酸分子。
【請求項１９】
　請求項１７又は１８に記載の核酸分子を含む発現ベクター。
【請求項２０】
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　請求項１７若しくは１８に記載の核酸分子又は請求項１９に記載の発現ベクターを含む
宿主細胞。
【請求項２１】
　請求項１７若しくは１８に記載の核酸分子又は請求項１９に記載の発現ベクターを含む
ウイルス。
【請求項２２】
　請求項１～１５のいずれか一項に記載の抗体、請求項１６に記載のイムノコンジュゲー
ト、請求項１７若しくは１８に記載の核酸、請求項１９に記載の発現ベクター、請求項２
０に記載の宿主細胞又は請求項２１に記載のウイルスと、少なくとも１つの生理学的に許
容可能な担体又は賦形剤とを含む組成物であって、好ましくは治療用組成物又は医薬組成
物である組成物。
【請求項２３】
　少なくとも１つの更なる治療用薬剤を含む、請求項２２に記載の組成物。
【請求項２４】
　（ａ）請求項１～１５のいずれか一項に記載の抗体、
　（ｂ）請求項１６に記載のイムノコンジュゲート、
　（ｃ）請求項１７又は１８に記載の核酸分子、
　（ｄ）請求項１９に記載の発現ベクター、
　（ｅ）請求項２０に記載の宿主細胞、
　（ｆ）請求項２１に記載のウイルス、及び／又は
　（ｇ）請求項２２又は２３に記載の組成物
を含むキット又は製品。
【請求項２５】
　治療、イメージング又は診断に使用される、請求項１～１５のいずれか一項に記載の抗
体、請求項１６に記載のイムノコンジュゲート、請求項１７若しくは１８に記載の核酸、
請求項１９に記載の発現ベクター、請求項２０に記載の宿主細胞、請求項２１に記載のウ
イルス、請求項２２若しくは２３に記載の組成物又は請求項２４に記載のキット若しくは
製品。
【請求項２６】
　ＣＬＥＣ１４Ａの発現に関連する疾患又は病態への対処に用いられる、請求項１～１５
のいずれか一項に記載の抗体、請求項１６に記載のイムノコンジュゲート、請求項１７若
しくは１８に記載の核酸、請求項１９に記載の発現ベクター、請求項２０に記載の宿主細
胞、請求項２１に記載のウイルス、請求項２２若しくは２３に記載の組成物又は請求項２
４に記載のキット若しくは製品。
【請求項２７】
　ＣＬＥＣ１４Ａの発現に関連する疾患又は病態に対処する方法であって、請求項１～１
５のいずれか一項に記載の抗体、請求項１６に記載のイムノコンジュゲート、請求項１７
若しくは１８に記載の核酸、請求項１９に記載の発現ベクター、請求項２０に記載の宿主
細胞、請求項２１に記載のウイルス、請求項２２若しくは２３に記載の組成物又は請求項
２４に記載のキット若しくは製品、特に有効量の前記抗体、イムノコンジュゲート、核酸
、発現ベクター、宿主細胞、ウイルス、組成物、キット又は製品を、それを必要とする対
象に投与することを含む方法。
【請求項２８】
　ＣＬＥＣ１４Ａの発現に関連する疾患又は病態に対処するための医薬の製造における、
請求項１～１５のいずれか一項に記載の抗体、請求項１６に記載のイムノコンジュゲート
、請求項１７若しくは１８に記載の核酸、請求項１９に記載の発現ベクター、請求項２０
に記載の宿主細胞、請求項２１に記載のウイルス、請求項２２若しくは２３に記載の組成
物又は請求項２４に記載のキット若しくは製品の使用。
【請求項２９】
　前記抗体、イムノコンジュゲート、核酸、発現ベクター、宿主細胞、ウイルス、組成物
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、キット又は製品は、別個に、同時に又は逐次的に使用又は投与される１つ以上の追加的
な治療用薬剤との併用製剤として提供される、請求項１～２８のいずれか一項に記載の抗
体、イムノコンジュゲート、核酸、発現ベクター、宿主細胞、ウイルス、組成物、キット
、製品、方法又は使用。
【請求項３０】
　前記ＣＬＥＣ１４Ａの発現に関連する疾患又は病態は、血管新生、好ましくは腫瘍血管
新生である、請求項１～２９のいずれか一項に記載の抗体、イムノコンジュゲート、核酸
、発現ベクター、宿主細胞、ウイルス、組成物、キット、製品、方法又は使用。
【請求項３１】
　前記ＣＬＥＣ１４Ａの発現に関連する疾患又は病態は、癌である、請求項１～２９のい
ずれか一項に記載の抗体、イムノコンジュゲート、核酸、発現ベクター、宿主細胞、ウイ
ルス、組成物、キット、製品、方法又は使用。
【請求項３２】
　前記治療用薬剤は、抗癌剤及び／又は抗血管新生剤である、請求項１６又は２２～３１
のいずれか一項に記載のイムノコンジュゲート、組成物、キット、製品、方法又は使用。
【請求項３３】
　前記抗癌剤は、アルキル化剤、トポイソメラーゼＩ阻害薬、トポイソメラーゼＩＩ阻害
薬、ＲＮＡ／ＤＮＡ代謝拮抗薬、ＤＮＡ代謝拮抗薬又は抗有糸分裂剤である、請求項３２
に記載のイムノコンジュゲート、組成物、キット、製品、方法又は使用。
【請求項３４】
　前記抗癌剤は、細胞傷害性部分である、請求項３２に記載のイムノコンジュゲート、組
成物、キット、製品、方法又は使用。
【請求項３５】
　前記細胞傷害性部分は、直接的に細胞傷害性の化学療法剤、直接的に細胞傷害性のポリ
ペプチド、プロドラッグを細胞傷害性薬物に変換可能な部分、放射線増感剤、直接的に細
胞傷害性の核酸、直接的若しくは間接的に細胞傷害性のポリペプチドをコードする核酸分
子又は放射性原子である、請求項３４に記載のイムノコンジュゲート、組成物、キット、
製品、方法又は使用。
【請求項３６】
　対象の体内の新生血管構造に細胞傷害性薬剤をターゲティングする方法であって、請求
項１６又は３２～３５のいずれか一項に記載のイムノコンジュゲートを前記対象に投与す
ることを含む方法。
【請求項３７】
　対象の体内の新生血管構造への細胞傷害性薬剤のターゲティングに用いられる、請求項
１６又は３２～３５のいずれか一項に記載のイムノコンジュゲート。
【請求項３８】
　対象の体内の新生血管構造に細胞傷害性薬剤をターゲティングするための医薬の調製又
は製造における、請求項１６又は３２～３５のいずれか一項に記載のイムノコンジュゲー
トの使用。
【請求項３９】
　前記新生血管構造は、腫瘍新生血管構造である、請求項３６～３８のいずれか一項に記
載の方法、イムノコンジュゲート及び使用。
【請求項４０】
　前記診断用又はイメージング用薬剤は、検出可能部分であるか、又は磁性ナノ粒子、放
射性核種若しくはフルオロフォアを含む、請求項１６に記載のイムノコンジュゲート。
【請求項４１】
　対象の体内の新生血管構造、好ましくは腫瘍新生血管構造をイメージングする方法であ
って、
　請求項４０に記載のイムノコンジュゲートを前記対象に投与することと、
　前記体内の前記検出可能部分をイメージングすることと
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を含む方法。
【請求項４２】
　対象の固形腫瘍を検出、診断及び／又は予後判定する方法であって、
　請求項４０に記載のイムノコンジュゲートを前記対象に投与することと、
　前記体内における前記検出可能部分の存在及び／又は位置を検出することと
を含む、請求項４１に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、概して、抗体、ＣＬＥＣ１４Ａ生物学及び関連療法、例えばキメラ抗原受容
体（ＣＡＲ）の分野に関する。より詳細には、本発明は、ＣＬＥＣ１４Ａに結合する抗体
及び抗原ＣＬＥＣ１４Ａに対するＣＡＲ、並びにＣＬＥＣ１４Ａを発現する細胞を標的化
するための免疫エフェクター細胞におけるそれらの発現を提供する。かかる抗ＣＬＥＣ１
４Ａ抗体及び免疫エフェクター細胞は、ＣＬＥＣ１４Ａに関連する疾患及び病態において
治療的に使用される。例えば、本発明は、血管新生を阻害して、癌などの不要な血管新生
に関連する疾患に対処するための製剤を提供する。本発明の抗体は、例えば、新生血管構
造をイメージングすることによる腫瘍成長及び進行のモニタリング又は予測における診断
上の有用性も見出され得る。本発明の抗体ベースの組成物及び方法は、イムノコンジュゲ
ート及び他の治療的併用の使用、キット並びに方法にも及ぶ。本発明は、抗体又はＣＡＲ
を発現するよう宿主細胞、例えば免疫エフェクター細胞を修飾するために使用し得るかか
る抗体及びＣＡＲをコードする核酸分子並びにそれを含有するベクターを更に提供する。
詳細には、本発明のＣＡＲは、本発明の抗体に由来する抗原結合ドメインを含む。
【背景技術】
【０００２】
　ＣＬＥＣ１４Ａ（上皮成長因子受容体５（ＥＧＦＲ５）とも称される）は、血管限局的
Ｃ型レクチンファミリー１４（他のメンバーには、ＣＤ２４８／ＴＥＭ１／エンドシアリ
ン、トロンボモジュリン及びＣＤ９３が含まれる）に属する１回膜貫通型糖タンパク質で
ある。これは、４９０アミノ酸（ａａ）長のＩ型１回膜貫通型タンパク質であり、シグナ
ルペプチド（ａａ　１～２１）、細胞外領域（ａａ　２２～３９８）、膜貫通ドメイン（
ａａ　３９９～４２１）及び細胞質ドメイン（ａａ　４２２～４９０）を含有する。細胞
外領域は、１つのＣ型レクチン様ドメイン（ａａ　２２～１７３）及び上皮成長因子様領
域（ａａ　２４５～２８７）を有する。ヒト及びマウスＣＬＥＣ１４Ａタンパク質は、６
７％のアミノ酸配列同一性を示し、Ｃ型レクチンドメイン及び上皮成長因子様ドメイン内
の配列保存性は更に高い。ＣＬＥＣ１４Ａに関する利用可能なデータから、ＣＬＥＣ１４
Ａレベル又は機能を例えば遮断抗体を用いて操作することにより、内皮遊走を調節し得る
ことが示唆される（国際公開第２０１１／０２７１３２号）。
【０００３】
　内皮細胞は、全ての血管の内側を覆い且つ血流と周囲組織との間の交換を調節する単細
胞層を形成する。新生血管は、既存の小血管の壁から、血管新生と呼ばれる過程で内皮細
胞が増殖することによって発達する。内皮細胞は、培養下に単離したときに中空の毛細血
管の形成能までも更に有する。血管系が完全に発達すると、血管の内皮細胞は、通常、自
然の創傷治癒における新生血管形成を除き静止したままであり、新たな血管形成はない。
しかしながら、一部の腫瘍は、新しい毛細血管芽を構築するように近傍の内皮細胞を刺激
する因子を分泌することにより、新しい血液供給を引き込む。血管新生は、固形腫瘍の進
行において主要な役割を果たし、固形腫瘍の成長における律速過程として広く認識されて
いる。血液供給を引き込むことができない腫瘍は、その成長が大幅に制限される。従って
、不適切であるか、望ましくないか又は不要な血管新生を阻害することができれば、固形
腫瘍の治療に有用であり得る。
【０００４】
　新生血管の発達は、局所腫瘍進行及び遠隔転移発生の両方に不可欠である。実際、腫瘍



(8) JP 2019-511224 A 2019.4.25

10

20

30

40

50

の成長及び生存は、血液供給を確保するその能力に依存し、腫瘍内皮が損傷を負うと、腫
瘍が有効に根絶されることが示されている。腫瘍血管新生は、活性化した組織又は循環内
皮前駆細胞による基底膜の分解、内皮細胞の増殖及び遊走、細胞外マトリックスとの相互
作用、形態学的分化、細胞接着及び血管形成を伴う。従って、腫瘍血管新生の阻害は、血
管新生阻害薬を単独で用いるにしろ又は標準癌治療と併用するにしろ、抗腫瘍療法の標的
である。しかしながら、血管新生部位への抗腫瘍薬剤のターゲティングは、腫瘍血管新生
の特異的マーカーの同定に依存する。内皮は、多くの生理学的及び病理学的過程で中心的
な役割を果たし、極めて高活性の転写部位であることが知られている。内皮細胞では約１
，０００個の異なる遺伝子が発現するが、その多くは内皮細胞特異的でない。
【０００５】
　ＣＬＥＣ１４Ａは、腫瘍内皮マーカーとして同定されている（国際公開第２０１１／０
２７１３２号）。ＣＬＥＣ１４Ａは、多くの一般的なヒト癌（乳癌、肝癌、前立腺癌、膵
癌、膀胱癌及び卵巣癌を含む）の血管構造の内側を覆う内皮細胞の表面に高発現するが、
健常組織の血管構造では、発現は、低いか又は検出不能である。ＣＬＥＣ１４Ａは、腫瘍
組織の形成不良の血管に起こるような低ずり応力条件下で誘導され、細胞外マトリックス
内のＭＭＲＮ２と相互作用する。ＣＬＥＣ１４Ａは、糸状仮足形成及び内皮遊走を媒介し
、発芽血管新生において役割を果たし、及びマウスにおいて腫瘍成長を促進する。従って
、ＣＬＥＣ１４Ａの機能又は活性を遮断又は阻害すると、血管新生、特に腫瘍血管新生が
阻害されるものと予想される。従って、ＣＬＥＣ１４Ａの機能又は活性を遮断又は阻害す
る薬剤及びＣＬＥＣ１４Ａを発現する細胞、特に腫瘍細胞（例えば、腫瘍血管構造）を標
的化する薬剤が必要とされている。
【０００６】
　近年、癌を含めた様々な疾患を治療する安全且つ選択的な方法として、抗体、特にモノ
クローナル抗体を用いた免疫療法が登場している。抗体は、インビトロ及びインビボの両
方で、且つエキソビボでも様々な診断及び予後予測分析に有効であることも分かっている
。しかしながら、特定の抗原への結合能を有する抗体が全て療法上有効であるわけではな
い。従って、ＣＬＥＣ１４Ａに特異的に結合することのできる抗体、特にこれまでに特徴
付けられているＣＬＥＣ１４Ａ抗体と異なるエピトープに結合すると共に、また治療上も
有効であり且つ／又はＣＬＥＣ１４Ａの機能又は活性を遮断又は阻害する能力も有する、
例えば血管新生、特に腫瘍血管新生の阻害に用いられる、例えば癌の治療に用いられる抗
体が必要とされ、求められている。
【０００７】
　近年、Ｔ細胞又は他の免疫エフェクター細胞、例えばＮＫ細胞におけるキメラ抗原受容
体（ＣＡＲ）の発現が関わる療法も開発されている。現在、当該技術分野において広く知
られ、記載されているＣＡＲは、必ずしもというわけではないが、典型的には抗体に由来
する抗原結合ドメインにＴ細胞受容体（ＴｃＲ）複合体のシグナリングドメイン（又は均
等物）が連結したものを含む融合タンパク質であり、好適な抗原結合ドメイン又は抗体を
選択すれば、Ｔ細胞又は他の免疫エフェクター細胞を腫瘍に対して仕向けるために使用す
ることができる。
【０００８】
　ＣＡＲコンストラクトは、概して、抗原結合ドメインと、任意選択で、抗原結合ドメイ
ンをそれが発現するところである免疫エフェクター細胞の細胞膜から引き離して伸長させ
るスペーサーとして機能するヒンジドメインと、膜貫通ドメインと、細胞内シグナリング
ドメイン（例えば、ＴｃＲ複合体のＣＤ３分子のζ鎖（ＣＤ３ζ）からのシグナリングド
メイン又は均等物）と、任意選択で、ＣＡＲを発現する細胞のシグナル伝達又は機能を補
助し得る１つ以上の共刺激ドメインとを含む。異なるドメインは、直接又はリンカーによ
って連結され得る。これらの異なるドメイン及びリンカーに関して、様々な選択肢が利用
可能である。従って、ＣＬＥＣ１４Ａを発現する細胞、特に腫瘍細胞を標的化することの
できる、例えば血管新生、特に腫瘍血管新生の阻害に用いられる、例えば癌の治療に用い
られるＣＡＲが求められている。
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【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００９】
　本発明者らは、ＣＬＥＣ１４Ａに特異的且つ有効に結合する抗体（本明細書ではＣＲＴ
－２及びＣＲＴ－３として知られる）を作成した。更に、実施例で更に詳細に考察すると
おり、本発明者らは、前記抗体が、単独でも細胞傷害性薬物との併用（例えば、抗体薬物
コンジュゲート（イムノコンジュゲートとしても知られる）として）でも有用な治療特性
を有し得ることを明らかにした。特に、本発明者らは、前記抗体の抗原結合ドメインを特
徴付け、前記ドメイン、より詳細には前記ドメインの可変領域（ＶＬ及びＶＨ鎖）が、Ｃ
ＬＥＣ１４Ａを発現する細胞に対する養子細胞移入療法に用いられる有効なＣＡＲを提供
し得ることを明らかにした。以下で更に詳細に説明するとおり、より詳細な実施形態にお
いて、ＣＡＲは、本発明の抗体のＶＬ及びＶＨ鎖をベースとするか又はそれを含む、具体
的にはその超可変領域又はＣＤＲ（相補性決定領域）をベースとする抗原結合ドメインを
、ヒンジ、膜貫通、共刺激及び細胞内シグナリングドメインの組み合わせを含む「シグナ
リングテール」との組み合わせで含み得る。
【００１０】
　従って、一態様において、本発明は、ＣＬＥＣ１４Ａに選択的に結合する抗体、特に単
離抗体を提供し、前記抗体は、
　（ａ）３つのＣＤＲを含む少なくとも１つの重鎖可変領域と、３つのＣＤＲを含む少な
くとも１つの軽鎖可変領域とを含み、
　前記重鎖可変領域は、
　（ｉ）配列番号１０５、好ましくは配列番号２若しくは４２のアミノ酸配列、又は１、
２、３若しくは４個のアミノ酸置換、付加及び／若しくは欠失を有する前述の配列番号の
いずれかと実質的に相同な配列を有する可変重鎖（ＶＨ）ＣＤＲ１、
　（ｉｉ）配列番号１０６、好ましくは配列番号３若しくは４３のアミノ酸配列、又は１
、２、３若しくは４個のアミノ酸置換、付加及び／若しくは欠失を有する前述の配列番号
のいずれかと実質的に相同な配列を有するＶＨ　ＣＤＲ２、及び／又は
　（ｉｉｉ）配列番号１０７、好ましくは配列番号４若しくは４４のアミノ酸配列、又は
１、２、３若しくは４個のアミノ酸置換、付加及び／若しくは欠失を有する前述の配列番
号のいずれかと実質的に相同な配列を有するＶＨ　ＣＤＲ３
を含み、及び／又は
　前記軽鎖可変領域は、
　（ｉｖ）配列番号１０８、好ましくは配列番号６若しくは４６のアミノ酸配列、又は１
、２、３若しくは４個のアミノ酸置換、付加及び／若しくは欠失を有する前述の配列番号
のいずれかと実質的に相同な配列を有する可変軽鎖（ＶＬ）ＣＤＲ１、
　（ｖ）配列番号１０９、好ましくは配列番号７若しくは４７のアミノ酸配列、又は１、
２、３若しくは４個のアミノ酸置換、付加及び／若しくは欠失を有する前述の配列番号の
いずれかと実質的に相同な配列を有するＶＬ　ＣＤＲ２、及び／又は
　（ｖｉ）配列番号１１０、好ましくは配列番号８若しくは４８のアミノ酸配列、又は１
、２、３若しくは４個のアミノ酸置換、付加及び／若しくは欠失を有する前述の配列番号
のいずれかと実質的に相同な配列を有するＶＬ　ＣＤＲ３
を含むか、或いは前記抗体は、
　（ｂ）３つのＣＤＲを含む少なくとも１つの重鎖可変領域と、３つのＣＤＲを含む少な
くとも１つの軽鎖可変領域とを含み、
　前記重鎖可変領域は、
　（ｉ）配列番号２２のアミノ酸配列、又は１、２、３若しくは４個のアミノ酸置換、付
加及び／若しくは欠失を有するそれと実質的に相同な配列を有する可変重鎖（ＶＨ）ＣＤ
Ｒ１、
　（ｉｉ）配列番号２３のアミノ酸配列、又は１、２、３若しくは４個のアミノ酸置換、
付加及び／若しくは欠失を有するそれと実質的に相同な配列を有するＶＨ　ＣＤＲ２、及
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び／又は
　（ｉｉｉ）配列番号２４のアミノ酸配列、又は１、２、３若しくは４個のアミノ酸置換
、付加及び／若しくは欠失を有するそれと実質的に相同な配列を有するＶＨ　ＣＤＲ３
を含み、及び／又は
　前記軽鎖可変領域は、
　（ｉｖ）配列番号２６のアミノ酸配列、又は１、２、３若しくは４個のアミノ酸置換、
付加及び／若しくは欠失を有するそれと実質的に相同な配列を有する可変軽鎖（ＶＬ）Ｃ
ＤＲ１、
　（ｖ）配列番号２７のアミノ酸配列、又は１、２、３若しくは４個のアミノ酸置換、付
加及び／若しくは欠失を有するそれと実質的に相同な配列を有するＶＬ　ＣＤＲ２、及び
／又は
　（ｖｉ）配列番号２８のアミノ酸配列、又は１、２、３若しくは４個のアミノ酸置換、
付加及び／若しくは欠失を有するそれと実質的に相同な配列を有するＶＬ　ＣＤＲ３
を含むか、或いは前記抗体は、
　（ｃ）ＣＬＥＣ１４Ａへの結合に関して抗体（ａ）又は（ｂ）と競合し得る抗体である
。
【００１１】
　一部の実施形態において、本発明は、ＣＬＥＣ１４Ａに選択的に結合する抗体、特に単
離抗体を提供し、前記抗体は、
　（ａ）３つのＣＤＲを含む少なくとも１つの重鎖可変領域と、３つのＣＤＲを含む少な
くとも１つの軽鎖可変領域とを含み、
　前記重鎖可変領域は、
　（ｉ）配列番号１０５、特に配列番号２又は４２のアミノ酸配列を有する可変重鎖（Ｖ
Ｈ）ＣＤＲ１、
　（ｉｉ）配列番号１０６、特に配列番号３又は４３のアミノ酸配列を有するＶＨ　ＣＤ
Ｒ２、及び／又は
　（ｉｉｉ）配列番号１０７、特に配列番号４又は４４のアミノ酸配列を有するＶＨ　Ｃ
ＤＲ３
を含み、及び／又は
　前記軽鎖可変領域は、
　（ｉｖ）配列番号１０８、特に配列番号６又は４６のアミノ酸配列を有する可変軽鎖（
ＶＬ）ＣＤＲ１、
　（ｖ）配列番号１０９、特に配列番号７又は４７のアミノ酸配列を有するＶＬ　ＣＤＲ
２、及び／又は
　（ｖｉ）配列番号１１０、特に配列番号８又は４８のアミノ酸配列を有するＶＬ　ＣＤ
Ｒ３
を含むか、或いは前記抗体は、
　（ｂ）ＣＬＥＣ１４Ａへの結合に関して抗体（ａ）と競合し得る抗体である。
【００１２】
　従って、一部の実施形態において、抗体は、（ａ）配列番号１若しくは４１のＶＨドメ
イン及び／又は配列番号５若しくは４５のＶＬドメインを有するか、又は（ｂ）ＣＬＥＣ
１４Ａへの結合に関して抗体（ａ）と競合し得る抗体である。例えば、本抗体は、３つの
ＣＤＲを含む少なくとも１つの重鎖可変領域と、３つのＣＤＲを含む少なくとも１つの軽
鎖可変領域とを含んでもよく、
　前記重鎖可変領域は、
　（ｉ）配列番号１０５、特に配列番号２若しくは４２のアミノ酸配列、又はそれと実質
的に相同な配列を有するＶＨ　ＣＤＲ１、
　（ｉｉ）配列番号１０６、特に配列番号３若しくは４３のアミノ酸配列、又はそれと実
質的に相同な配列を有するＶＨ　ＣＤＲ２、及び／又は
　（ｉｉｉ）配列番号１０７、特に配列番号４若しくは４４のアミノ酸配列、又はそれと
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実質的に相同な配列を有するＶＨ　ＣＤＲ３
を含み、及び／又は
　前記軽鎖可変領域は、
　（ｉｖ）配列番号１０８、特に配列番号６若しくは４６のアミノ酸配列、又はそれと実
質的に相同な配列を有するＶＬ　ＣＤＲ１、
　（ｖ）配列番号１０９、特に配列番号７若しくは４７のアミノ酸配列、又はそれと実質
的に相同な配列を有するＶＬ　ＣＤＲ２、及び／又は
　（ｖｉ）配列番号１１０、特に配列番号８若しくは４８のアミノ酸配列、又はそれと実
質的に相同な配列を有するＶＬ　ＣＤＲ３
を含む。
【００１３】
　従って、一部の実施形態において、本発明の抗体は、配列番号２、３、４、６、７、８
、４２、４３、４４、４６、４７及び４８、又は前述の配列番号のいずれか１つと実質的
に相同な配列からなる群から選択されるＣＤＲの１つ以上を含む。
【００１４】
　従って、一部の好ましい実施形態において、本抗体は、配列番号２、３及び４、又は前
述の配列番号のいずれか１つと実質的に相同な配列の重鎖ＣＤＲの２つ以上を含む。特に
好ましい実施形態において、本抗体は、配列番号２、３及び４、又は前述の配列番号のい
ずれか１つと実質的に相同な配列の重鎖ＣＤＲの３つを含む。
【００１５】
　従って、一部の好ましい実施形態において、本抗体は、配列番号４２、４３及び４４、
又は前述の配列番号のいずれか１つと実質的に相同な配列の重鎖ＣＤＲの２つ以上を含む
。特に好ましい実施形態において、本抗体は、配列番号４２、４３及び４４、又は前述の
配列番号のいずれか１つと実質的に相同な配列の重鎖ＣＤＲの３つを含む。
【００１６】
　追加的又は代替的実施形態において、本抗体は、配列番号６、７及び８、又は前述の配
列番号のいずれか１つと実質的に相同な配列の軽鎖ＣＤＲの２つ以上を含む。特に好まし
い実施形態において、本抗体は、配列番号６、７及び８、又は前述の配列番号のいずれか
１つと実質的に相同な配列の軽鎖ＣＤＲの３つを含む。
【００１７】
　追加的又は代替的実施形態において、本抗体は、配列番号４６、４７及び４８、又は前
述の配列番号のいずれか１つと実質的に相同な配列の軽鎖ＣＤＲの２つ以上を含む。特に
好ましい実施形態において、本抗体は、配列番号４６、４７及び４８、又は前述の配列番
号のいずれか１つと実質的に相同な配列の軽鎖ＣＤＲの３つを含む。
【００１８】
　従って、一部の実施形態において、本抗体は、配列番号２、３及び４、又は前述の配列
番号のいずれか１つと実質的に相同な配列の重鎖ＣＤＲの３つと、配列番号６、７及び８
、又は前述の配列番号のいずれか１つと実質的に相同な配列の軽鎖ＣＤＲの３つとを含む
。
【００１９】
　一部の実施形態において、本抗体は、配列番号４２、４３及び４４、又は前述の配列番
号のいずれか１つと実質的に相同な配列の重鎖ＣＤＲの３つと、配列番号６、７及び８、
又は前述の配列番号のいずれか１つと実質的に相同な配列の軽鎖ＣＤＲの３つとを含む。
【００２０】
　一部の実施形態において、本抗体は、配列番号２、３及び４、又は前述の配列番号のい
ずれか１つと実質的に相同な配列の重鎖ＣＤＲの３つと、配列番号４６、４７及び４８、
又は前述の配列番号のいずれか１つと実質的に相同な配列の軽鎖ＣＤＲの３つとを含む。
【００２１】
　一部の実施形態において、本抗体は、配列番号４２、４３及び４４、又は前述の配列番
号のいずれか１つと実質的に相同な配列の重鎖ＣＤＲの３つと、配列番号４６、４７及び
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４８、又は前述の配列番号のいずれか１つと実質的に相同な配列の軽鎖ＣＤＲの３つとを
含む。
【００２２】
　一部の実施形態において、本抗体は、配列番号１若しくは４１のアミノ酸配列、又はそ
れと実質的に相同な配列を含む重鎖、及び／又は配列番号５若しくは４５のアミノ酸配列
、又はそれと実質的に相同な配列を含む軽鎖を含む。
【００２３】
　一部の実施形態において、本抗体は、単鎖断片変異体（ｓｃＦｖ）である。従って、一
部の態様において、本抗体は、アミノ酸配列の配列番号９、４９、５０又は５１、又はそ
れと実質的に相同な配列を含む。
【００２４】
　理論によって拘束されることを望むものではないが、上記のパート（ａ）に定義される
抗体は、ＣＬＥＣ１４ＡのＣ型レクチンドメイン（ＣＬＥＣ１４Ａの残基２２～１７３）
にあるエピトープへの結合能を有するものと仮定される。（アラインメントプログラムが
異なると、ＣＬＥＣ１４Ａ内で別のドメイン位置が予測され得ることは理解されるであろ
う。従って、Ｃ型レクチンドメインは、より詳細には、使用するアラインメントに応じて
ＣＬＥＣ１４Ａの残基２２～１７５、ＣＬＥＣ１４Ａの２３～１７３若しくは２３～１７
５、又は３２～１７３若しくは３２～１７５に位置し得る）。詳細には、抗体は、ＣＬＥ
Ｃ１４Ａの残基２２～９６、例えば３２～９６及び／又は残基１０９～１７５、例えば１
０９～１７３の範囲内にあるエピトープに結合するものと思われる。従って、一部の実施
形態において、本抗体は、ＣＬＥＣ１４Ａの残基９７～１０８に結合しない。抗体がこれ
らのエピトープ又は領域のいずれかに結合するか否かは、ＥＬＩＳＡなどの本明細書に記
載される結合アッセイを含め、当該技術分野における標準的な技法を用いて評価すること
ができる。
【００２５】
　好ましい実施形態において、上記のパート（ａ）に定義される抗体と競合し得る抗体は
、上記のパート（ａ）に定義される抗体と実質的に同じエピトープに結合することができ
る。従って、一部の実施形態において、上記のパート（ａ）に定義される抗体と競合し得
る抗体は、ＣＬＥＣ１４Ａの残基２２～９６、例えば３２～９６及び／又は残基１０９～
１７５、例えば１０９～１７３の範囲内にあるエピトープに結合することができる。留意
すべきことに、指定されない限り、本明細書で考察されるアミノ酸の付番は、配列番号５
２に記載されるヒトＣＬＥＣ１４Ａのアミノ酸配列に関する。
【００２６】
　代替的実施形態において、本発明は、ＣＬＥＣ１４Ａに選択的に結合する抗体、特に単
離抗体を提供し、前記抗体は、
　（ａ’）３つのＣＤＲを含む少なくとも１つの重鎖可変領域と、３つのＣＤＲを含む少
なくとも１つの軽鎖可変領域とを含み、
　前記重鎖可変領域は、
　（ｉ）配列番号２２のアミノ酸配列を有する可変重鎖（ＶＨ）ＣＤＲ１、
　（ｉｉ）配列番号２３のアミノ酸配列を有するＶＨ　ＣＤＲ２、及び／又は
　（ｉｉｉ）配列番号２４のアミノ酸配列を有するＶＨ　ＣＤＲ３
を含み、及び／又は
　前記軽鎖可変領域は、
　（ｉｖ）配列番号２６のアミノ酸配列を有する可変軽鎖（ＶＬ）ＣＤＲ１、
　（ｖ）配列番号２７のアミノ酸配列を有するＶＬ　ＣＤＲ２、及び／又は
　（ｖｉ）配列番号２８のアミノ酸配列を有するＶＬ　ＣＤＲ３
を含むか、或いは前記抗体は、
　（ｂ’）ＣＬＥＣ１４Ａへの結合に関して抗体（ａ’）と競合し得る抗体である。
【００２７】
　従って、一部の実施形態において、抗体は、（ａ’）配列番号２１のＶＨドメイン及び
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／又は配列番号２５のＶＬドメインを有するか、又は（ｂ’）ＣＬＥＣ１４Ａへの結合に
関して抗体（ａ’）と競合し得る抗体である。例えば、本抗体は、３つのＣＤＲを含む少
なくとも１つの重鎖可変領域と、３つのＣＤＲを含む少なくとも１つの軽鎖可変領域とを
含んでもよく、
　前記重鎖可変領域は、
　（ｉ）配列番号２２のアミノ酸配列、又はそれと実質的に相同な配列を有するＶＨ　Ｃ
ＤＲ１、
　（ｉｉ）配列番号２３のアミノ酸配列、又はそれと実質的に相同な配列を有するＶＨ　
ＣＤＲ２、及び／又は
　（ｉｉｉ）配列番号２４のアミノ酸配列、又はそれと実質的に相同な配列を有するＶＨ
　ＣＤＲ３
を含み、及び／又は
　前記軽鎖可変領域は、
　（ｉｖ）配列番号２６のアミノ酸配列、又はそれと実質的に相同な配列を有するＶＬ　
ＣＤＲ１、
　（ｖ）配列番号２７のアミノ酸配列、又はそれと実質的に相同な配列を有するＶＬ　Ｃ
ＤＲ２、及び／又は
　（ｖｉ）配列番号２８のアミノ酸配列、又はそれと実質的に相同な配列を有するＶＬ　
ＣＤＲ３
を含む。
【００２８】
　一部の実施形態において、本発明の抗体は、配列番号２２、２３、２４、２６、２７、
及び２８、又は前述の配列番号のいずれか１つと実質的に相同な配列からなる群から選択
されるＣＤＲの１つ以上を含む。
【００２９】
　一部の好ましい実施形態において、本抗体は、配列番号２２、２３及び２４、又は前述
の配列番号のいずれか１つと実質的に相同な配列の重鎖ＣＤＲの２つ以上を含む。特に好
ましい実施形態において、本抗体は、配列番号２２、２３及び２４、又は前述の配列番号
のいずれか１つと実質的に相同な配列の重鎖ＣＤＲの３つを含む。
【００３０】
　追加的又は代替的実施形態において、本抗体は、配列番号２６、２７及び２８、又は前
述の配列番号のいずれか１つと実質的に相同な配列の軽鎖ＣＤＲの２つ以上を含む。特に
好ましい実施形態において、本抗体は、配列番号２６、２７及び２８、又は前述の配列番
号のいずれか１つと実質的に相同な配列の軽鎖ＣＤＲの３つを含む。
【００３１】
　従って、一部の実施形態において、本抗体は、配列番号２２、２３及び２４、又は前述
の配列番号のいずれか１つと実質的に相同な配列の重鎖ＣＤＲの３つと、配列番号２６、
２７及び２８、又は前述の配列番号のいずれか１つと実質的に相同な配列の軽鎖ＣＤＲの
３つとを含む。
【００３２】
　一部の実施形態において、本抗体は、配列番号２１のアミノ酸配列、又はそれと実質的
に相同な配列を含む重鎖、及び／又は配列番号２５のアミノ酸配列、又はそれと実質的に
相同な配列を含む軽鎖を含む。
【００３３】
　一部の実施形態において、抗体は、単鎖断片変異体（ｓｃＦｖ）である。従って、一部
の態様において、本抗体は、アミノ酸配列の配列番号２９、又はそれと実質的に相同な配
列を含む。
【００３４】
　理論によって拘束されることを望むものではないが、上記のパート（ａ’）に定義され
る抗体は、ＣＬＥＣ１４ＡのＣ型レクチンドメインにあるエピトープ（例えば、ＣＬＥＣ
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１４Ａの残基２２～１７３）に結合しないものと仮定される。詳細には、本抗体は、Ｃ型
レクチンドメインに隣接したＣＬＥＣ１４Ａのｓｕｓｈｉ様ドメイン（残基１７４～２４
４）の領域内、例えば残基１７４～２１０、１７４～２００、１７４～１９０の範囲内に
あるエピトープに結合し得るものと思われる。
【００３５】
　好ましい実施形態において、上記のパート（ａ’）に定義される抗体と競合し得る抗体
は、上記のパート（ａ’）に定義される抗体と実質的に同じエピトープに結合することが
できる。従って、一部の実施形態において、上記のパート（ａ’）に定義される抗体と競
合し得る抗体は、ＣＬＥＣ１４ＡのＣ型レクチンドメインとｓｕｓｈｉ様ドメインとの間
の領域内にあるエピトープに結合することができる。抗体がこれらのエピトープ又は領域
のいずれかに結合するか否かは、ＥＬＩＳＡなどの本明細書に記載される結合アッセイを
含め、当該技術分野における標準的な技法を用いて評価することができる。
【００３６】
　用語「競合抗体」、は、本明細書で使用されるとき、「参照抗体」とほぼ、実質的に又
は本質的に同じであるか、又は更には同じエピトープに結合する抗体を指す。「競合抗体
」には、オーバーラップするエピトープ特異性を有する抗体が含まれる。従って、競合抗
体は、ＣＬＥＣ１４Ａへの結合に関して参照抗体と有効に競合することが可能である。好
ましくは、競合抗体は、参照抗体と同じエピトープに結合することができる。別の見方を
すれば、競合抗体は、好ましくは参照抗体と同じエピトープ特異性を有する。
【００３７】
　「参照抗体」は、本明細書で使用されるとき、ＣＬＥＣ１４Ａのエピトープ（例えば、
ＣＬＥＣ１４Ａ、好ましくはヒトＣＬＥＣ１４Ａの細胞外ドメイン）に結合することがで
き、且つ本明細書に定義されるＣＤＲ配列の１つ以上、好ましくは本明細書に定義される
とおりのＶＨ及びＶＬドメインを有する抗体である。
【００３８】
　１つ以上の競合抗体の同定は、本発明の抗体、即ち参照抗体（ＣＲＴ－２及びＣＲＴ－
３）の提供に鑑みると、単純な技術的事項である。競合抗体の同定が参照抗体との比較で
決定されることに伴い、競合抗体を同定するためにいずれか一方又は両方の抗体が結合す
るエピトープを実際に決定する必要は全くないことが理解されるであろう。しかしながら
、必要に応じて標準的な技法を用いてエピトープマッピングを実施することができる。
【００３９】
　例として、エピトープの同定及び定義について、本明細書では以下の方法が挙げられる
。ＣＬＥＣ１４Ａのアミノ酸配列は既知であり、そのため、例えばPepscanアッセイを用
いたエピトープマッピングに合成ペプチドを使用し得る。部位特異的突然変異誘発もエピ
トープマッピングの強力なツールであり、免疫複合体形成における単一アミノ酸の役割を
評価するのに用いることができる。タンパク質フットプリント法は、エピトープが抗体－
抗原複合体として結合しているときに切断から保護されるという事実に依存するものであ
る。酵素結合免疫吸着アッセイ（ＥＬＩＳＡ）及び赤血球凝集反応及びスロットブロット
法もエピトープマッピングに用い得る。抗体による抗原の結晶化は、非線状エピトープの
マッピングに用い得る。かかる方法の実施プロトコルは、広く利用可能であり、当業者は
、エピトープマッピングの好適な代替方法を認識しているであろう。
【００４０】
　競合抗体の同定は、抗体競合を評価し得る様々な免疫学的スクリーニングアッセイのい
ずれか１つを用いて容易に決定することができる。かかるアッセイは、いずれも当該技術
分野の常法であり、米国特許第６，３４２，２１９号、同第６，５２４，５８３号、同第
７，０５６，５０９号、同第６，８８７，４６８号、同第６，３４２，２２１号、同第６
，６７６，９４１号、同第６，７０３，０２０号及び同第６，４１６，７５８号の各々が
、競合抗体をどのように同定するかに関して本教示を補足する目的で参照により本明細書
に具体的に援用される。
【００４１】
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　例えば、調べようとする試験抗体が異なる供給源動物から入手される場合、又は更には
異なるアイソタイプである場合、参照抗体と試験抗体とを混合して（又は予め吸着させて
おき）、ＣＬＥＣ１４Ａ含有組成物、好ましくはＣＬＥＣ１４Ａを発現する細胞、ＣＬＥ
Ｃ１４Ａのファージディスプレイ、又は固定化したＣＬＥＣ１４Ａを含有するバイオチッ
プに適用する単純な競合アッセイを利用し得る。かかる単純な競合試験における使用には
、ＥＬＩＳＡをベースとするプロトコルが特に好適である。
【００４２】
　特定の実施形態において、抗原組成物を適用する前に、参照抗体（例えば、本明細書に
定義するとおりのＣＲＴ２又はＣＲＴ３）を様々な量の試験抗体（例えば、１：１０、１
：１００又は１：１０００）と所定の期間にわたって予め混合してもよい。他の実施形態
において、参照抗体及び様々な量の試験抗体は、単純に抗原組成物への曝露時に混合する
ことができる。いずれの場合にも、種又はアイソタイプ二次抗体を使用することにより、
結合した参照抗体のみを検出することが可能であり、その結合が、結合に関して「競合す
る」試験抗体の存在によって減少することになる。
【００４３】
　参照抗体と任意の試験抗体（種又はアイソタイプに関係なく）との間の抗体競合試験の
実施では、初めに参照（例えば、ＣＲＴ－２又はＣＲＴ－３）を例えばビオチン又は酵素
若しくは放射性標識などの検出可能標識で標識して、続く同定を可能にし得る。このよう
な場合、標識された参照抗体を調査下の試験抗体と様々な比（例えば、１：１０、１：１
００又は１：１０００）で予め混合又はインキュベートして、次に（任意選択で好適な時
間が経った後に）標識された参照抗体の反応性をアッセイし、競合する可能性のある試験
抗体をインキュベーションに含まなかった対照値とそれを比較し得る。
【００４４】
　アッセイは、抗体結合に基づく様々な免疫学的アッセイのいずれか１つであってよく、
参照抗体は、その標識の検出により、例えばビオチン化抗体の場合にはストレプトアビジ
ンを用いるか、又は酵素標識に関連する発色基質（ペルオキシダーゼ酵素での３，３’５
，５’テトラメチルベンジジン（ＴＭＢ）基質など）を用いて、又は単純に放射性標識を
検出することにより検出し得る。ＣＬＥＣ１４Ａへの結合に関して参照抗体と競合する抗
体は、結合した標識の減少から明らかなとおり、ＣＬＥＣ１４Ａへの参照抗体の結合を有
効に又は有意に減少させることが可能であり得る。
【００４５】
　完全に無関係な抗体の存在下における（標識した）参照抗体の反応性が対照高値となり
得る。対照低値は、競合が起こって標識抗体の結合が減少するであろうとき、標識した参
照（例えば、ＣＲＴ－２又はＣＲＴ－３）抗体を全く同じタイプの非標識抗体とインキュ
ベートすることにより得られ得る。試験アッセイでは、試験抗体の存在下における標識抗
体の反応性の有意な減少が、ＣＬＥＣ１４Ａへの結合に関して標識抗体と「競合」する試
験抗体の指標となる。
【００４６】
　有意な減少は、「再現可能」である、即ち一貫して観察される結合の減少である。本願
に関する「有意な減少」とは、約１：１０～約１：１００の任意の比で少なくとも約２０
％、より好ましくは少なくとも約２５、３０、３５、４０、４５、５０、５５、６０又は
６５％、更により好ましくは少なくとも約７０％、約７５％又は約８０％の（ＥＬＩＳＡ
における参照抗体によるＣＬＥＣ１４Ａへの結合の）再現可能な減少として定義される。
更によりストリンジェントな競合活性を有する抗体は、約１：１０～約１：１００の任意
の比で少なくとも約８２％、約８５％、約８８％、約９０％、約９２％又は約９５％など
の（ＥＬＩＳＡ又は他の好適なアッセイにおける参照抗体によるＣＬＥＣ１４Ａへの結合
の）再現可能な減少を呈するであろう。約９９％、約９８％、約９７％又は約９６％など
の参照抗体によるＣＬＥＣ１４Ａへの結合の再現可能な減少を呈するなど、完全な又はほ
ぼ完全な競合は、本発明の実施に決して必要ではないが、除外されないことは確かである
。
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【００４７】
　上記に記載される方法は、好適な競合アッセイのごく一例に過ぎない。当業者は、他の
好適な方法及び変形例を認識しているであろう。別の競合アッセイを以下に記載する。
【００４８】
　フローサイトメトリーを用いて別の競合アッセイを実施する前に、幾らかの分量の試験
抗体を例えばビオチン化によって標識しなければならない。ビオチン化産物の機能（細胞
結合特性の維持）及び一定数のＣＬＥＣ１４Ａ＋細胞に対して準最大の結合をもたらす本
発明のビオチン化抗体（Ａｂ１）の最小濃度を決定する。指数関数的に成長する培養物か
ら合計１０６細胞を回収し、様々な抗体濃度を伴い好適な温度で好適な時間にわたって、
例えば４℃で１時間インキュベートする。細胞を洗浄し、好適な検出抗体と共に好適な温
度で好適な時間にわたって、例えば４℃で更に１時間インキュベートする。洗浄後、細胞
をフローサイトメトリーによって分析する。各試験抗体について、データから抗体濃度に
対する蛍光強度中央値（ＭＦＩ）をプロットすることにより飽和曲線を作成する。
【００４９】
　別の競合アッセイについて、ＣＬＥＣ１４Ａ＋細胞を上記のとおり調製し、一定濃度の
標識（ビオチン化）抗体（ｂｉｏ－Ａｂ１）と漸増濃度の非標識競合抗体との混合物によ
ってデュプリケートで処置し得る。一定濃度は、上記で決定されるとおりの一定数の腫瘍
細胞に対して妥当な蛍光シグナルを生成する最小抗体濃度である。理想的には、ｎＭ単位
のこの一定濃度は、平衡状態における処置抗体の親和性（Ｋｄ）より低いはずである。こ
の場合、記載される方法は、競合抗体の親和性の推定に用いることができる。抗体混合物
を標的細胞と好適な温度で好適な時間にわたって、例えば４℃で１時間インキュベートす
る。細胞を洗浄し、ＦＩＴＣ標識ストレプトアビジンとインキュベートすることによりビ
オチン化抗体の細胞結合を明らかにする。各試験試料（ｂｉｏ－Ａｂ１＋Ａｂ２）につい
て蛍光読取り中央値からバックグラウンド蛍光（ＰＢＳ－５％ＦＣＳ）を差し引いた後、
各Ａｂ２濃度「ｃ」について以下の式に従い阻害パーセンテージを計算する。
　％阻害＝（１－ＭＦＩ　ｂｉｏ－Ａｂ１＋Ａｂ２「ｃ」／ＭＦＩ　ｂｉｏ－Ａｂ１）×
１００
【００５０】
　上述のとおり、競合抗体は、本明細書に開示されるＣＤＲアミノ酸配列と実質的に相同
な１つ以上のＣＤＲを含み得る。ＣＤＲ配列に関して、用語「実質的に相同」は、本明細
書に開示されるＣＤＲ配列と比べて１、２、３又は４個の置換、欠失又は付加、好ましく
は１、２、３又は４個の置換を有する配列を意味するものと意図される。一部の実施形態
において、前記置換は、保存的若しくは非保存的アミノ酸置換又はこれらの混合であって
もよい。
【００５１】
　従って、一部の実施形態において、実質的に相同な配列は、本明細書に開示されるＣＤ
Ｒ領域の１つ以上に変化したアミノ酸を１、２又は３個以下、好ましくは１又は２個以下
含有する配列であり得る。一部の好ましい実施形態において、前記アミノ酸置換は、保存
的アミノ酸置換である。
【００５２】
　全ての実施形態において、実質的に相同な配列を含む抗体は、ＣＬＥＣ１４Ａと結合す
る能力を維持している。
【００５３】
　本発明の好ましい抗体は、３つのＣＤＲを含む少なくとも１つの重鎖可変領域と、３つ
のＣＤＲを含む少なくとも１つの軽鎖可変領域とを含む。これらのＣＤＲについての例示
的な好ましい配列は、本明細書に記載される。
【００５４】
　本明細書で使用されるとき、簡略用語「ＣＬＥＣ１４Ａ」は、具体的に明記されたり、
又は科学用語から明らかになったりしない限り、Ｃ型レクチンドメインファミリーメンバ
ー１４Ａ（上皮成長因子受容体５（ＥＧＦＲ５）としても知られる）を意味する。
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【００５５】
　ＣＬＥＣ１４Ａは遊離ＣＬＥＣ１４Ａ、例えば組換え又は精製ＣＬＥＣ１４Ａであって
もよいが、好ましくは、それは、天然形態で、例えば細胞の表面上に存在する。
【００５６】
　本発明の抗体は、ＣＬＥＣ１４Ａの断片、詳細には細胞外ドメインを含む又はそれから
なる断片にも結合することができ、又はＣＬＥＣ１４Ａ若しくはＣＬＥＣ１４Ａの断片を
含む実体に結合することができる。実際、上記に記載したとおり、本発明の抗体のエピト
ープはＣＬＥＣ１４Ａの細胞外ドメインに位置するものと思われる。
【００５７】
　「ＣＬＥＣ１４Ａ」は、特に哺乳類種間でＣＬＥＣ１４Ａが保存されていることに伴い
、任意の形態のＣＬＥＣ１４Ａも指し得る。従って本発明の抗体又は抗体断片は、ヒト、
サル（例えば、カニクイザル）、雌ウシ（ウシ）、マウス、ラット、ハムスター、フェレ
ット、モルモット及び／又はウサギＣＬＥＣ１４Ａに例えば結合し得る。好ましくは、本
発明の抗体又は抗体断片は少なくともヒトＣＬＥＣ１４Ａに結合することになる。従って
、特に明記しない限り、本明細書における「ＣＬＥＣ１４Ａ」といういかなる表現も、「
ヒトＣＬＥＣ１４Ａ」を意味するものと読まれ得る。特定の好ましい実施形態において、
本発明の抗体又は抗体断片は少なくともヒト及びサル（例えば、カニクイザル）ＣＬＥＣ
１４Ａに結合することになる。他の好ましい実施形態において本発明の抗体又は抗体断片
は少なくともヒト及びマウスＣＬＥＣ１４Ａに結合することになる。他の好ましい実施形
態において本発明の抗体又は抗体断片は少なくともヒト、サル及びマウスＣＬＥＣ１４Ａ
に結合することになる。他の好ましい実施形態において本発明の抗体又は抗体断片は少な
くともヒト、サル、モルモット及びマウスＣＬＥＣ１４Ａに結合することになる。
【００５８】
　本明細書で使用されるとき、用語「ＣＬＥＣ１４Ａに結合する～」又は「抗ＣＬＥＣ１
４Ａ」は、本発明の抗体又は抗体断片との関連において、以下の１つ以上、好ましくは、
以下の２つ以上、及び最も好ましくは、以下の全ての能力を有する抗体又は抗体断片を意
味する：
　（ａ）例えばフローサイトメトリー又は免疫組織化学によって評価されるとおりの、細
胞の表面上に発現したＣＬＥＣ１４Ａに結合する能力、
　（ｂ）例えば非還元条件下におけるウエスタンブロットでＣＬＥＣ１４Ａへの結合によ
って評価されるとおりの、コンホメーション依存的（例えば、非線状）ＣＬＥＣ１４Ａエ
ピトープに結合する能力、
　（ｃ）例えばＥＬＩＳＡアッセイ又はBIAcoreアッセイによって評価されるとおりの、
固体支持体上の遊離ＣＬＥＣ１４Ａ、例えば組換え発現したＣＬＥＣ１４Ａに結合する能
力、及び／又は
　（ｄ）少なくともヒトＣＬＥＣ１４Ａ、より好ましくはヒト及びサルＣＬＥＣ１４Ａ又
はヒト及びマウスＣＬＥＣ１４Ａ、最も好ましくはヒト、サル及びマウスＣＬＥＣ１４Ａ
に結合する能力。
【００５９】
　本発明の好ましい抗体又は抗体断片は、腫瘍を有する動物に投与したときに腫瘍に局在
化する能力も有し得る。
【００６０】
　ＣＬＥＣ１４Ａ＋細胞への結合との関連において、本発明の抗体は、ＣＬＥＣ１４Ａ＋
細胞に結合し、且つＣＬＥＣ１４Ａ－細胞に有意に結合しないと理解されるべきである。
【００６１】
　用語「ＣＬＥＣ１４Ａ－細胞に有意に結合しない」は、抗体によるＣＬＥＣ１４Ａ－細
胞へのいかなる結合も前記抗体の治療又は診断目的での使用を妨げないというように理解
されるべきである。従って、ＣＬＥＣ１４Ａ－細胞への「有意でない」結合とは、抗体に
よるＣＬＥＣ１４Ａ－細胞への結合が、１つ以上のＣＬＥＣ１４Ａ＋細胞へのその結合と
比べて弱いことを意味する。従って、正常細胞との何らかの交差反応が起こり得るが、こ
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の結合レベルは、「バックグラウンド」結合と見なし得る。治療又は診断目的では、主に
考慮すべき点は、抗体が治療又は診断適用中に接触し得るいかなるＣＬＥＣ１４Ａ－細胞
よりも強く１種以上のＣＬＥＣ１４Ａ＋細胞に結合しなければならないことである。
【００６２】
　本発明の抗体は、「ＣＬＥＣ１４Ａ特異的」と称され得る。用語「ＣＬＥＣ１４Ａ特異
的」は、抗体によるＣＬＥＣ１４Ａ発現細胞への結合が前記抗体の治療又は診断目的での
使用を可能にするのに十分特異的であるというように解釈されるべきである。当業者は、
任意の所与の抗体がＣＬＥＣ１４Ａ特異的であるかどうかについて、標的ＣＬＥＣ１４Ａ
＋細胞への結合強度を１種以上のＣＬＥＣ１４Ａ－細胞、例えば野生型（即ち、ＣＬＥＣ
１４Ａで形質転換されていない）ＨＵＶＥＣ細胞又はＨＥＫ２９３Ｔ細胞への結合強度と
比較することにより容易に決定し得る。
【００６３】
　当業者は、ＣＬＥＣ１４Ａ－細胞と比較したＣＬＥＣ１４Ａ＋細胞への結合が、フロー
サイトメトリーを用いるなど、当該技術分野において公知の任意の好適な手段によって評
価し得ることを知っているであろう。同様に、種交差反応性は、公知の方法を用いて評価
し得る。
【００６４】
　他の好ましい特性としては、本発明の抗体が投与されたときに有意なインビボ毒性がな
いこと、及び有意な他のインビボ副作用がないことが挙げられる。
【００６５】
　「ＣＬＥＣ１４Ａ＋細胞」とは、その表面上にＣＬＥＣ１４Ａを好ましくは少なくとも
実質的にその野生型コンホメーションで発現する細胞を意味する。ＣＬＥＣ１４Ａ＋細胞
は、天然でＣＬＥＣ１４Ａ陽性であってもよく、又は組換えＣＬＥＣ１４Ａを発現する形
質転換体であってもよい。
【００６６】
　用語「抗体」及び「免疫グロブリン」は、本明細書で使用されるとき、広義に、ポリク
ローナル抗体及びモノクローナル抗体を含め、抗原結合ドメインを含む任意の免疫学的結
合剤又は結合分子を指す。全抗体は、重鎖の定常ドメインのタイプに応じて５つの主要な
クラス：ＩｇＡ、ＩｇＤ、ＩｇＥ、ＩｇＧ及びＩｇＭの１つに割り当てられ、本発明の抗
体は、これらのクラスのいずれか１つであり得る。これらの幾つかは、サブクラス又はア
イソタイプ、例えばＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、ＩｇＧ４などに更に分けられる。異
なるクラスの免疫グロブリンに対応する重鎖定常ドメインは、それぞれα、δ、ε、γ及
びμと呼ばれる。異なるクラスの免疫グロブリンのサブユニット構造及び三次元配置は周
知である。
【００６７】
　概して、抗原結合領域（即ち、抗体断片）よりむしろ全抗体が本発明に使用される場合
、ＩｇＧ及び／又はＩｇＭが、生理学的状況で最も一般的な抗体であるため、及び実験室
セッティングでの作製が最も容易であるために好ましい。ＩｇＧ１抗体が特に好ましい。
【００６８】
　哺乳類抗体の「軽鎖」は、その定常ドメインのアミノ酸配列及びその可変ドメインのフ
レームワーク領域における一部のアミノ酸に基づいて２つの明確に異なるタイプ：カッパ
（κ）及びラムダ（λ）の一方に割り当てられる。本質的に、本発明の抗体におけるκ又
はλ軽鎖定常領域の使用に優先順位はない。
【００６９】
　当業者が理解するであろうとおり、用語「抗体」に包含される免疫学的結合試薬は、全
抗体、二量体、三量体及び多量体抗体、二重特異性抗体、キメラ抗体、組換え及び改変抗
体並びにこれらの断片を含め、あらゆる抗体及びその抗原結合断片にまで及ぶ。
【００７０】
　従って、用語「抗体」は、抗原結合領域を有する任意の抗体様分子を指して使用され、
この用語は、Ｆａｂ’、Ｆａｂ、Ｆ（ａｂ’）２、シングルドメイン抗体（ＤＡＢ）、Ｔ
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ａｎｄＡｂ二量体、Ｆｖ、ｓｃＦｖ（単鎖Ｆｖ）、ｄｓＦｖ、ｄｓ－ｓｃＦｖ、Ｆｄ、線
状抗体、ミニボディ、ダイアボディ、二重特異性抗体断片、バイボディ、トリボディ（ｓ
ｃＦｖ－Ｆａｂ融合体、それぞれ二重特異性又は三重特異性）、ｓｃ－ダイアボディ、カ
ッパ（ラムダ）ボディ（ｓｃＦｖ－ＣＬ融合体）、二重特異性Ｔ細胞エンゲイジャー（Ｂ
ｉＴＥ）（Ｔ細胞を引きつけるｓｃＦｖ－ｓｃＦｖタンデム）、デュアル可変ドメイン（
ＤＶＤ）－Ｉｇ（二重特異フォーマット）、小型免疫タンパク質（ＳＩＰ）（ミニボディ
の一種）、ＳＭＩＰ（「小型モジュール式免疫医薬品（small modular immunopharmaceut
ical）」ｓｃＦｖ－Ｆｃ二量体、ＤＡＲＴ（ｄｓ安定化ダイアボディ「デュアルアフィニ
ティリターゲティング」）、１つ以上のＣＤＲを含む小型抗体模倣体など、抗原結合ドメ
インを含む抗体断片を含む。
【００７１】
　様々な抗体ベースの構築物及び断片の調製及び使用技法は、当該技術分野において周知
である（Kabat et al., 5th Ed. Public Health Service, National Institutes of Heal
th, Bethesda, MD, 647-669, 1991（参照により本明細書に具体的に援用される）を参照
されたい）。特に、ダイアボディについては、国際公開第９３／１１１６１号に詳細に記
載されている。一方、線状抗体については、Zapata et al. (Protein Eng., 8(10):1057-
1062, 1995)に詳細に記載されている。
【００７２】
　抗体は、従来技法を用いて断片化することができる。例えば、Ｆ（ａｂ’）２断片は、
抗体をペプシンで処理することにより作成できる。得られたＦ（ａｂ’）２断片を処理し
てジスルフィド架橋を還元するとＦａｂ’断片が作られる。パパイン消化は、Ｆａｂ断片
の形成につながり得る。Ｆａｂ、Ｆａｂ’及びＦ（ａｂ’）２、ｓｃＦｖ、Ｆｖ、ｄｓＦ
ｖ、Ｆｄ、ｄＡｂ、ＴａｎｄＡｂ、ｄｓ－ｓｃＦｖ、二量体、ミニボディ、ダイアボディ
、二重特異性抗体断片及び他の断片も組換え技術によって合成することができ、又は化学
的に合成することができる。抗体断片の作製技法は、当該技術分野において周知であり、
記載されている。
【００７３】
　抗体又は抗体断片は、天然で作製されてもよく、又は全体的若しくは部分的に合成で作
製されてもよい。従って、抗体は、任意の適切な供給源、例えば組換え供給源からのもの
であってもよく、及び／又はトランスジェニック動物若しくはトランスジェニック植物で
又は卵でＩｇＹ技術を用いて作製されてもよい。従って、抗体分子は、インビトロ又はイ
ンビボで作製することができる。
【００７４】
　好ましくは、抗体又は抗体断片は、３つのＣＤＲドメインを含む抗体軽鎖可変領域（Ｖ
Ｌ）と、３つのＣＤＲドメインを含む抗体重鎖可変領域（ＶＨ）とを含む。前記ＶＬ及び
ＶＨは、概して抗原結合部位を形成する。
【００７５】
　「Ｆｖ」断片は、完全な抗原認識及び結合部位を含有する最小限の抗体断片である。こ
の領域は、緊密に非共有結合的に会合した１つの重鎖可変ドメインと、１つの軽鎖可変ド
メインとの二量体を有する。各可変ドメインの３つの超可変領域（ＣＤＲ）が相互作用し
てＶＨ－ＶＬ二量体の表面上の抗原結合部位を定義するのは、この配置にある。集合的に
は、６つの超可変領域（ＣＤＲ）が抗体に抗原結合特異性を付与する。
【００７６】
　しかしながら、当該技術分野では、抗体の軽鎖可変ドメインからの３つのＣＤＲ及び重
鎖可変ドメインからの３つのＣＤＲの存在が抗原結合に必ずしも必要でないことが十分に
裏付けられている。従って、上記の古典的抗体断片よりも小さい構築物が有効であること
が公知である。
【００７７】
　例えば、ラクダ科動物抗体は、広範な抗原結合レパートリーを有するが、軽鎖を欠いて
いる。また、ＶＨドメイン単独又はＶＬドメイン単独を含むシングルドメイン抗体による
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結果は、これらのドメインが抗原に対して許容可能な高い親和性で結合できることを示し
ている。従って、３つのＣＤＲは、抗原と有効に結合することができる。更に、単一のＣ
ＤＲ、又は２つのＣＤＲが抗原と有効に結合できることも公知である。
【００７８】
　特に、２つのＣＤＲが抗原と有効に結合することができ、更には親抗体が有するより優
れた特性を付与することさえできることが公知である。例えば、親抗体からの２つのＣＤ
Ｒ（ＶＨ　ＣＤＲ１及びＶＬ　ＣＤＲ３領域）が親分子の抗原認識特性を保持し、しかし
、より優れた腫瘍への侵入能力を有し得ることが示されている。これらのＣＤＲドメイン
を適切なリンカー配列（例えば、ＶＨ　ＦＲ２からのもの）でつなぎ合わせてＣＤＲを天
然親抗体と似た方法で配向させると、むしろ一層良好な抗原認識が生じた。従って、当該
技術分野では、適切なフレームワーク領域を用いて親抗体に見られるコンホメーションを
維持するように配向された２つのＣＤＲドメイン（好ましくはＶＨドメインからの１つ及
びＶＬドメインからの１つ、より好ましくは２つのＣＤＲドメインの一方がＣＤＲ３ドメ
インである）を含む抗原結合抗体模倣体を構築可能であることは公知である。
【００７９】
　従って、本発明の好ましい抗体は、６つのＣＤＲ領域（軽鎖からの３つ及び重鎖からの
３つ）を含み得るが、６つより少ないＣＤＲ領域及び僅か１つ又は２つのＣＤＲ領域を有
する抗体が本発明に包含される。加えて、重鎖又は軽鎖のみからのＣＤＲを有する抗体も
企図される。これに関して、本発明は、ＣＬＥＣ１４Ａに選択的に結合する抗体であって
、
　（ｉ）配列番号２若しくは４２のアミノ酸配列、又はそれと実質的に相同な配列を有す
るＶＨ　ＣＤＲ１、
　（ｉｉ）配列番号３若しくは４３のアミノ酸配列、又はそれと実質的に相同な配列を有
するＶＨ　ＣＤＲ２、及び／又は
　（ｉｉｉ）配列番号４若しくは４４のアミノ酸配列、又はそれと実質的に相同な配列を
有するＶＨ　ＣＤＲ３、及び／又は
　（ｉｖ）配列番号６若しくは４６のアミノ酸配列、又はそれと実質的に相同な配列を有
するＶＬ　ＣＤＲ１、
　（ｖ）配列番号７若しくは４７のアミノ酸配列、又はそれと実質的に相同な配列を有す
るＶＬ　ＣＤＲ２、及び／又は
　（ｖｉ）配列番号８若しくは４８のアミノ酸配列、又はそれと実質的に相同な配列を有
するＶＬ　ＣＤＲ３
の少なくとも１つを含む抗体を更に提供する。
【００８０】
　更に、ＣＬＥＣ１４Ａに選択的に結合し、且つ
　（ｉ）配列番号２２のアミノ酸配列、又はそれと実質的に相同な配列を有するＶＨ　Ｃ
ＤＲ１、
　（ｉｉ）配列番号２３のアミノ酸配列、又はそれと実質的に相同な配列を有するＶＨ　
ＣＤＲ２、及び／又は
　（ｉｉｉ）配列番号２４のアミノ酸配列、又はそれと実質的に相同な配列を有するＶＨ
　ＣＤＲ３、及び／又は
　（ｉｖ）配列番号２６のアミノ酸配列、又はそれと実質的に相同な配列を有するＶＬ　
ＣＤＲ１、
　（ｖ）配列番号２７のアミノ酸配列、又はそれと実質的に相同な配列を有するＶＬ　Ｃ
ＤＲ２、及び／又は
　（ｖｉ）配列番号２８のアミノ酸配列、又はそれと実質的に相同な配列を有するＶＬ　
ＣＤＲ３
の少なくとも１つを含む抗体が提供される。
【００８１】
　ＣＬＥＣ１４Ａに結合する本発明の好ましい抗体は、３つのＣＤＲを含む少なくとも１
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つの重鎖可変領域と、３つのＣＤＲを含む少なくとも１つの軽鎖可変領域とを含み、前記
重鎖可変領域は、
　（ａ）配列番号２若しくは４２のアミノ酸配列、又はそれと実質的に相同な配列を有す
る可変重鎖（ＶＨ）ＣＤＲ１、
　（ｂ）配列番号３若しくは４３のアミノ酸配列、又はそれと実質的に相同な配列を有す
るＶＨ　ＣＤＲ２、及び
　（ｃ）配列番号４若しくは４４のアミノ酸配列、又はそれと実質的に相同な配列を有す
るＶＨ　ＣＤＲ３、又は
　（ｄ）配列番号２２のアミノ酸配列、又はそれと実質的に相同な配列を有する可変重鎖
（ＶＨ）ＣＤＲ１、
　（ｅ）配列番号２３のアミノ酸配、列又はそれと実質的に相同な配列を有するＶＨ　Ｃ
ＤＲ２、及び
　（ｆ）配列番号２４のアミノ酸配列、又はそれと実質的に相同な配列を有するＶＨ　Ｃ
ＤＲ３
を含む。
【００８２】
　指定される重鎖ＣＤＲ領域と併せて用いる好ましい軽鎖ＣＤＲ領域が本明細書の他の部
分に記載される。しかしながら、本発明の重鎖可変領域と併せて用いる３つのＣＤＲを含
む他の軽鎖可変領域も企図される。本発明の重鎖可変領域と組み合わせて用いることがで
き、且つＣＬＥＣ１４Ａに結合する抗体を生じさせる適切な軽鎖可変領域は、当業者が容
易に同定することができる。
【００８３】
　例えば、本発明の重鎖可変領域を単一の軽鎖可変領域又は軽鎖可変領域のレパートリー
と組み合わせて、得られた抗体をＣＬＥＣ１４Ａへの結合に関して試験することができる
。本発明の重鎖可変領域と種々の軽鎖可変領域との妥当な数のかかる組み合わせがＣＬＥ
Ｃ１４Ａとの結合能力を保持しているであろうことが予想され得る。
【００８４】
　同様の方法を用いて、本発明の好ましい軽鎖可変領域と組み合わせて用いる代替的な重
鎖可変領域を同定し得る。
【００８５】
　特定の実施形態において、抗体又は抗体断片は、ＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、Ｉｇ
Ｇ４、ＩｇＡ１、ＩｇＡ２、ＩｇＥ、ＩｇＭ又はＩｇＤ定常領域など、重鎖定常領域の全
て又は一部分を含む。好ましくは、重鎖定常領域は、ＩｇＧ１重鎖定常領域又はその一部
分である。更に、抗体又は抗体断片は、カッパ軽鎖定常領域若しくはラムダ軽鎖定常領域
の全て若しくは一部分、又はその一部分を含むことができる。かかる定常領域の全て又は
一部は、天然で産生されてもよく、又は全体的若しくは部分的に合成されてもよい。かか
る定常領域の適切な配列は、当該技術分野において周知であり、報告されている。本発明
の抗体に重鎖及び軽鎖からの定常領域が一揃い全て含まれる場合、かかる抗体は、典型的
には本明細書では「完全長」抗体又は「全」抗体と称される。
【００８６】
　ある種の使用、特にインビボでの治療的使用には、Ｆｃ領域を含有する抗体が好ましい
。
【００８７】
　好ましい実施形態において本発明の抗体は、モノクローナル抗体であり、これは、ヒト
化抗体又はヒトモノクローナル抗体であってもよい。これに関して、ヒト抗体又はヒト化
抗体には、概してヒト療法での使用上の潜在的な利点が少なくとも３つある。第一に、ヒ
ト免疫系は、抗体を外来性と認識しないはずである。第二に、ヒト循環中における半減期
は、天然に存在するヒト抗体と同様であり得るため、より少量且つより低頻度の用量で投
与することが可能になる。第三に、エフェクター部分は、ヒトであるため、ヒト免疫系の
他の部分とより良好に相互作用し得る。
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【００８８】
　従って、本実施例に開示される特異抗体は、公知の方法で、例えばヒト抗体のフレーム
ワークに前記マウス抗体のＣＤＲ領域を挿入することにより「ヒト化」されてもよい。ヒ
ト化抗体は、Verhoeyen et al (1988) Science, 239, 1534-1536及びKettleborough et a
l, (1991) Protein Engineering, l4(7), 773-783に記載される技法及び手法を用いて作
製することができる。一部の例では、ヒト免疫グロブリンのＦｖフレームワーク残基が対
応する非ヒト残基に置き換えられる。一般に、ヒト化抗体は、ＣＤＲ領域の全て又はほと
んどが非ヒト免疫グロブリンのものに対応する可変ドメインと、実質的に又は完全にヒト
免疫グロブリンコンセンサス配列のものであるフレームワーク領域とを含有することにな
る。
【００８９】
　完全ヒト抗体は、組換え技術を用いて作製し得る。典型的には、何十億もの異なる抗体
を含む大規模ライブラリが使用される。例えば、マウス抗体のキメラ化又はヒト化を用い
る従来技術とは対照的に、この技術は、特異抗体を作成するのに動物の免疫に依存しない
。代わりに、組換えライブラリが膨大な数の予め作製された抗体変異体を含み、このライ
ブラリが任意の抗原に特異的な抗体を少なくとも１つ有することになるものと見込まれる
。従って、本発明との関連では、かかるライブラリを用いて所望の結合特性を有する競合
抗体を同定することができる。ライブラリにおいて良好な結合体を効率的に見付けるため
、表現型、即ち抗体又は抗体断片をその遺伝子型、即ちコード遺伝子と関係付ける様々な
システムが考案されている。最も一般的に用いられているかかるシステムは、いわゆるフ
ァージディスプレイシステムであり、ここで、抗体断片は、繊維状ファージ粒子の表面上
のファージコートタンパク質との融合物として発現し、提示されると同時に、提示された
分子をコードする遺伝情報を有している（McCafferty et al, 1990, Nature 348: 552-55
4）。特定の抗原に特異的なファージ提示抗体断片は、その抗原への結合によって選択し
得る。次に、単離したファージを増幅してもよく、及び任意選択で、選択された抗体可変
ドメインをコードする遺伝子を例えば完全長免疫グロブリンなどの他の抗体フォーマット
に移して、当該技術分野において周知の適切なベクター及び宿主細胞を用いて多量に発現
させてもよい。代替的に、「ヒト」抗体は、本質的に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マウスを免疫することによって作製してもよい（Vaughan et al (1
998) Nature Biotechnol. 16, 535-539）。
【００９０】
　本発明の「ヒト」及び「ヒト化」抗体は、ヒト配列によってコードされないアミノ酸残
基、例えばインビトロでランダム又は部位特異的突然変異によって導入された突然変異、
例えばインビトロクローニング又はＰＣＲによって導入された突然変異を含み得る。かか
る突然変異の詳細な例は、抗体の少数の残基、例えば抗体の残基の５、４、３、２又は１
個以下、好ましくは例えば抗体のＣＤＲの１つ以上を構成する残基の５、４、３、２又は
１個以下における保存的置換が関わる突然変異又は他の突然変異（非保存的置換、付加及
び／又は欠失）である。かかる「ヒト」及び「ヒト化」抗体の特定の例としては、潜在的
に免疫原性の部位の量が減少するように標準的な修飾技法に供された抗体及び可変領域が
挙げられる。
【００９１】
　従って、本発明の「ヒト」及び「ヒト化」抗体は、ヒトに見られる配列に由来し且つそ
れに関係する配列であって、しかし、生体内でヒト抗体生殖細胞系列レパートリー内には
天然に存在しないものであり得る配列を含む。加えて、本発明のヒト及びヒト化抗体は、
ヒト配列から同定されるヒトコンセンサス配列又はヒト配列と実質的に相同な配列を含む
タンパク質を含む。
【００９２】
　加えて、本発明のヒト及びヒト化抗体は、それ自体がヒト抗体分子に組み合わせで見ら
れるＶＨ、ＶＬ、ＣＤＲ又はＦＲ領域の組み合わせに限定されない。従って、本発明のヒ
ト及びヒト化抗体は、必ずしも天然でヒトに存在するとは限らないかかる領域の組み合わ
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せを含んでもよく、又はそれに対応してもよい。
【００９３】
　一部の実施形態において、ヒト抗体は、完全ヒト抗体であってもよい。「完全ヒト」抗
体とは、本明細書で使用されるとき、上記に定義するとおりの「ヒト」可変領域ドメイン
及び／又はＣＤＲを含み、実質的な非ヒト抗体配列を含まないか又はいかなる非ヒト抗体
配列も含まない抗体である。例えば、「実質的な非ヒト抗体配列を含まない」ヒト可変領
域ドメイン及び／又はＣＤＲを含む抗体とは、ヒト抗体配列によってコードされないアミ
ノ酸が５、４、３、２又は１アミノ酸以下のみある抗体、ドメイン及び／又はＣＤＲであ
る。従って、「完全ヒト」抗体は、ヒト抗体に典型的に存在するアミノ酸により良好に対
応するように特定のアミノ酸が変更されている実質的に非ヒトの可変領域ドメイン、例え
ばマウス可変領域ドメインをベースとする「ヒト化」抗体とは区別される。
【００９４】
　本発明の「完全ヒト」抗体は、一本鎖抗体であるなど、いかなる他の実質的な抗体配列
も含まないヒト可変領域ドメイン及び／又はＣＤＲであってもよい。代替的に、本発明の
「完全ヒト」抗体は、１つ以上のヒト抗体定常領域と一体化したか又はそれに作動可能に
付加されているヒト可変領域ドメイン及び／又はＣＤＲであってもよい。特定の好ましい
完全ヒト抗体は、ＩｇＧ定常領域を一揃い全て有するＩｇＧ抗体である。
【００９５】
　他の実施形態において、本発明の「ヒト」抗体は、一部がヒトのキメラ抗体であり得る
。「一部がヒトのキメラ」抗体とは、本明細書で使用されるとき、ラット又はマウスなど
の非ヒト種の定常領域に作動可能に付加されたか又はそれにグラフトされた「ヒト」可変
領域ドメイン及び／又はＣＤＲを含む抗体である。かかる一部がヒトのキメラ抗体は、例
えば、前臨床試験で用いられてもよく、ここで、定常領域は、好ましくは前臨床試験で使
用される動物と同じ種のものであり得る。これらの一部がヒトのキメラ抗体は、例えば、
エキソビボ診断に用いられてもよく、ここで、非ヒト種の定常領域は、抗体検出の更なる
選択肢を提供し得る。
【００９６】
　用語「断片」は、本明細書で使用されるとき、生物学的に関連性のある断片、例えば抗
原結合に寄与する、例えば抗原結合部位の一部を形成する断片、及び／又はＣＬＥＣ１４
Ａ抗原の機能又は活性の阻害又は低減に寄与する断片を指す。特定の好ましい断片は、本
発明の抗体の重鎖可変領域（ＶＨドメイン）及び／又は軽鎖可変領域（ＶＬドメイン）を
含む。他の好ましい断片は、本発明の抗体の（又は本発明のＶＨドメインの）重鎖ＣＤＲ
の１つ以上、又は本発明の抗体の（又は本発明のＶＬドメインの）軽鎖ＣＤＲの１つ以上
を含む。特定の好ましい断片は、少なくとも５アミノ酸長であり、及び少なくとも１つの
ＣＤＲ領域、好ましくはＣＤＲ３領域、より好ましくは重鎖ＣＤＲ３領域を含む。
【００９７】
　定義される配列のいずれかの断片を含む（例えば、配列番号１、５、２１、２５、４１
又は４５の断片を含む）本発明の抗体が、例えば、本発明のＶＨ及び／又はＶＬドメイン
を含む抗体であるか、又は本発明の１つ以上のＣＤＲを含む抗体である実施形態において
、これらの領域／ドメインは、概して抗体内で分離されており、そのため、各領域／ドメ
インがその生物学的機能を果たすことができ、及び抗原結合への寄与が保持される。従っ
て、ＶＨ及びＶＬドメインは、好ましくは、適切な足場配列／リンカー配列によって分離
されており、及びＣＤＲは、好ましくは、天然に存在する抗体及び／又は有効な改変抗体
に見られるような適切なフレームワーク領域によって分離されている。従って、本発明の
ＶＨ、ＶＬ及び個々のＣＤＲ配列は、好ましくは、抗原結合が実現するように適切なフレ
ームワーク又は足場内に提供されるか又はそれに組み込まれる。かかるフレームワーク配
列又は領域は、適切な足場を形成するのに適切なとおりの、天然に存在するフレームワー
ク領域ＦＲ１、ＦＲ２、ＦＲ３及び／又はＦＲ４に対応してもよく、又は例えば様々な天
然に存在するフレームワーク領域を比較することによって同定されたコンセンサスフレー
ムワーク領域に対応してもよい。代替的に、非抗体足場又はフレームワーク、例えばＴ細
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胞受容体フレームワークを使用することもできる。
【００９８】
　フレームワーク領域に使用することのできる適切な配列は、当該技術分野において周知
であり、報告されており、それらのいずれを使用してもよい。フレームワーク領域に好ま
しい配列は、本発明のＶＨ及び／又はＶＬドメインを構成するフレームワーク領域の１つ
以上（即ち、１、２、３又は４つ）、即ち配列番号１、５、２１、２５、４１又は４５内
に見られるフレームワーク領域又はそれと実質的に相同なフレームワーク領域、及び詳細
には抗原特異性の維持を可能にするフレームワーク領域、例えば抗体の実質的に同じであ
るか又は同じ三次元構造をもたらすフレームワーク領域の１つ以上である。
【００９９】
　本発明の抗体のフレームワーク領域との関連において、用語「実質的に相同」は、本明
細書に開示されるアミノ酸配列と少なくとも６０％、６５％、７０％又は７５％、好まし
くは少なくとも８０％、及び更により好ましくは少なくとも８５％、９０％、９５％、９
６％、９７％、９８％又は９９％の配列同一性を有する配列を含む。従って、本発明の実
質的に相同な配列は、本発明の配列に対して単一又は複数の塩基又はアミノ酸変化（付加
、置換、挿入又は欠失）を含む。アミノ酸レベルでは、好ましい実質的に相同な配列は、
本発明の配列を構成するフレームワーク領域の１つ以上及び／又はＣＤＲの１つ以上に変
化したアミノ酸を１、２、３、４又は５個以下、好ましくは１、２又は３個以下、より好
ましくは１又は２個以下含むに過ぎない。前記変化は、保存的若しくは非保存的アミノ酸
又はそれらの混合を伴うものであってもよい。好ましくは、前記変化は、保存的アミノ酸
置換である。
【０１００】
　従って、例えば、本発明の抗体は、配列番号１に示されるとおりのアミノ酸配列、又は
それと少なくとも６０％の配列同一性を有するアミノ酸配列を有するＶＨ配列と、配列番
号５に示されるとおりのアミノ酸配列、又はそれと少なくとも６０％の配列同一性を有す
るアミノ酸配列を有するＶＬ配列とを含む抗原結合ドメインを含んでもよく、但し、好ま
しくは、配列番号２、３、４、６、７及び８のＣＤＲ配列は、保持されている（即ち、修
飾されていないか又は変化していない）ものとする。
【０１０１】
　一部の実施形態において、本発明の抗体は、配列番号４１に示されるとおりのアミノ酸
配列、又はそれと少なくとも６０％の配列同一性を有するアミノ酸配列を有するＶＨ配列
と、配列番号４５に示されるとおりのアミノ酸配列、又はそれと少なくとも６０％の配列
同一性を有するアミノ酸配列を有するＶＬ配列とを含む抗原結合ドメインを含んでもよく
、但し、好ましくは、配列番号４２、４３、４４、４６、４７及び４８のＣＤＲ配列は、
保持されている（即ち、修飾されていないか又は変化していない）ものとする。
【０１０２】
　更に他の実施形態において、本発明の抗体は、配列番号２１に示されるとおりのアミノ
酸配列、又はそれと少なくとも６０％の配列同一性を有するアミノ酸配列を有するＶＨ配
列と、配列番号２５に示されるとおりのアミノ酸配列、又はそれと少なくとも６０％の配
列同一性を有するアミノ酸配列を有するＶＬ配列とを含む抗原結合ドメインを含んでもよ
く、但し、好ましくは、配列番号２２、２３、２４、２６、２７及び２８のＣＤＲ配列は
、保持されている（即ち、修飾されていないか又は変化していない）ものとする。
【０１０３】
　更に別の実施形態において、本発明の抗体は、配列番号９に示されるとおりのアミノ酸
配列、又はそれと少なくとも６０％の配列同一性を有するアミノ酸配列を含むｓｃＦｖで
あってもよく、但し、配列番号２、３、４、６、７及び８のＣＤＲ配列は、保持されてい
る（即ち、修飾されていないか又は変化していない）ものとする。
【０１０４】
　一部の実施形態において、本発明の抗体は、配列番号４９に示されるとおりのアミノ酸
配列、又はそれと少なくとも６０％の配列同一性を有するアミノ酸配列を含むｓｃＦｖで
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あってもよく、但し、配列番号４２、４３、４４、６、７及び８のＣＤＲ配列は、保持さ
れている（即ち、修飾されていないか又は変化していない）ものとする。一部の実施形態
において、本発明の抗体は、配列番号５０に示されるとおりのアミノ酸配列、又はそれと
少なくとも６０％の配列同一性を有するアミノ酸配列を含むｓｃＦｖであってもよく、但
し、配列番号２、３、４、４６、４７及び４８のＣＤＲ配列は、保持されている（即ち、
修飾されていないか又は変化していない）ものとする。
【０１０５】
　一部の実施形態において、本発明の抗体は、配列番号５１に示されるとおりのアミノ酸
配列、又はそれと少なくとも６０％の配列同一性を有するアミノ酸配列を含むｓｃＦｖで
あってもよく、但し、配列番号４２、４３、４４、４６、４７及び４８のＣＤＲ配列は、
保持されている（即ち、修飾されていないか又は変化していない）ものとする。
【０１０６】
　他の実施形態において、本発明の抗体は、配列番号２９に示されるとおりのアミノ酸配
列、又はそれと少なくとも６０％の配列同一性を有するアミノ酸配列を含むｓｃＦｖであ
ってもよく、但し、配列番号２２、２３、２４、２６、２７及び２８のＣＤＲ配列は、保
持されている（即ち、修飾されていないか又は変化していない）ものとする。
【０１０７】
　従って、かかる実施形態では、抗体のＣＤＲ配列は、保持されているか又は実質的に保
持されていることが理解されるであろう（即ち、ＣＤＲ配列は、任意選択で、抗体の結合
特異性が保持される（例えば、変化しない）ように上記に記載した制約、例えば１～４ア
ミノ酸の置換、付加又は欠失の範囲内で修飾されてもよい）。
【０１０８】
　用語「実質的に相同」は、本発明のタンパク質又は核酸分子と実質的に同じ機能を実質
的に同じように果たす本発明のアミノ酸の修飾又は化学的均等物も含む。例えば、任意の
実質的に相同な抗体（又はそれをコードする実質的に相同な核酸）は、上記に記載したと
おりのＣＬＥＣ１４Ａへの結合能力を保持していなければならない。好ましくは、任意の
実質的に相同な抗体は、例えば本明細書の他の部分で定義するとおりの抗体の機能上の能
力を保持していなければならない。好ましくは、任意の実質的に相同な抗体は、その抗体
によって認識されるのとＣＬＥＣ１４Ａの同じエピトープ、例えば本明細書に記載される
とおりの本発明のＣＤＲドメイン又は本発明のＶＨ及びＶＬドメインによって認識される
同じエピトープに特異的に結合する能力を保持していなければならない。同じエピトープ
／抗原への結合は、当該技術分野において周知の記載されている方法により、例えば結合
アッセイ、例えば競合アッセイを用いて容易に試験することができる。他の機能特性の保
持も、当該技術分野において周知の記載されている方法によって容易に試験することがで
きる。
【０１０９】
　従って、当業者は、「実質的に相同な」抗体が本発明の抗体及び抗体断片と同じ結合特
異性を有するかどうかを試験するために結合アッセイを用いることができ、例えば、かか
る「実質的に相同な」抗体がＣＬＥＣ１４Ａに結合できるかどうかを確かめるために、Ｅ
ＬＩＳＡアッセイ又はBIAcoreアッセイなどの結合アッセイを容易に用いることができる
と理解するであろう。上記に概説したとおり、「実質的に相同な」抗体が本発明の抗体に
よって認識されるのとＣＬＥＣ１４Ａの実質的に同じエピトープに特異的に結合する能力
を保持しているかどうかを試験するには、競合結合アッセイを用いることができる。
【０１１０】
　本発明のタンパク質の実質的に相同な配列は、限定なしに、保存的アミノ酸置換、又は
例えば抗体のＶＨ、ＶＬ若しくはＣＤＲドメインに影響を及ぼさない変化を含み、例えば
、異なるリンカー配列が使用されるｓｃＦｖ抗体若しくは抗原の結合に寄与しないタグ配
列又は他の成分が付加されている抗体、或いはあるタイプ又はフォーマットの抗体分子又
は断片を別のタイプ又はフォーマットの抗体分子又は断片に変換する変化（例えば、Ｆａ
ｂからｓｃＦｖへの又は逆の変換）、或いは特定のクラス又はサブクラスの抗体分子への
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抗体分子の変換（例えば、ＩｇＧ又はそのサブクラス、例えばＩｇＧ１又はＩｇＧ３への
抗体分子の変換）を含む。
【０１１１】
　「保存的アミノ酸置換」は、本明細書で使用されるとき、アミノ酸残基が同様の側鎖を
有する別のアミノ酸残基に置き換えられるものである。同様の側鎖を有するアミノ酸残基
のファミリーは、塩基性側鎖（例えば、リジン、アルギニン、ヒスチジン）、酸性側鎖（
例えば、アスパラギン酸、グルタミン酸）、非荷電極性側鎖（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）、非極性側鎖（例え
ば、グリシン、システイン、アラニン、バリン、ロイシン、イソロイシン、プロリン、フ
ェニルアラニン、メチオニン、トリプトファン）、β分枝側鎖（例えば、スレオニン、バ
リン、イソロイシン）及び芳香族側鎖（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）を含め、当該技術分野において定義されている。
【０１１２】
　相同性は、任意の好都合な方法によって評価し得る。しかしながら、配列間の相同性の
程度の決定には、配列の多重アラインメントを行うコンピュータプログラム、例えばClus
tal Wが有用である。必要に応じて、Clustal WアルゴリズムをBLOSUM 62スコアリング行
列、及びギャップ開始ペナルティ１０、及びギャップ伸長ペナルティ０．１と共に使用す
ることができ、そのようにして、配列の一方の全長の少なくとも５０％がアラインメント
に関与する２つの配列間の高次の一致が達成される。２つのアミノ酸配列間のパーセンテ
ージ同一性を計算する他の方法も一般に当該技術分野で認められており、例えば、Comput
ational Molecular Biology, Lesk, e.d. Oxford University Press, New York, 1988, B
iocomputing: Informatics and Genomics Projectsに記載されるものが挙げられる。
【０１１３】
　概して、かかる計算にはコンピュータプログラムが利用されることになる。配列のペア
を比較してアラインメントするプログラム、例えばALIGN、FASTA、ギャップ付きBLAST、B
LASTP、BLASTN又はGCGもこの目的に有用である。更に、欧州バイオインフォマティクス研
究所のDaliサーバは、構造ベースのタンパク質配列アラインメントを提供している。
【０１１４】
　参考として、７０％、７５％、８０％、８５％、９０％、９５％、９６％、９７％、９
８％又は９９％の相同性、配列同一性等を有する本発明に係る配列は、ALIGNプログラム
をデフォルトパラメータで用いて決定し得る（例えば、インターネット上でGENESTREAMネ
ットワークサーバ、IGH、モンペリエ、フランスにおいて利用可能）。
【０１１５】
　加えて、本発明の好ましい抗体は、本発明のＶＨ、ＶＬ又はＣＤＲで構成されるが、本
発明の抗体は、本明細書に概説するとおりの本発明の抗体のＣＬＥＣ１４Ａ結合特性又は
抗ＣＬＥＣ１４Ａ特性がなおも存在することを条件に、本発明の１つ以上のＶＨ、ＶＬ又
はＣＤＲと本発明のものでない他のＶＨ、ＶＬ又はＣＤＲとの組み合わせも包含すること
に留意しなければならない。
【０１１６】
　用語「重鎖相補性決定領域」（「重鎖ＣＤＲ」）は、本明細書で使用されるとき、抗体
分子の重鎖可変領域（ＶＨドメイン）内にある超可変性領域を指す。重鎖可変領域は、ア
ミノ末端からカルボキシ末端に向かって重鎖ＣＤＲ１、重鎖ＣＤＲ２及び重鎖ＣＤＲ３と
呼ばれる３つのＣＤＲを有する。重鎖可変領域は、４つのフレームワーク領域（アミノ末
端からカルボキシ末端に向かってＦＲ１、ＦＲ２、ＦＲ３及びＦＲ４）も有する。これら
のフレームワーク領域は、ＣＤＲを分離している。
【０１１７】
　用語「重鎖可変領域」（ＶＨドメイン）は、本明細書で使用されるとき、抗体分子の重
鎖の可変領域を指す。
【０１１８】
　用語「軽鎖相補性決定領域」（「軽鎖ＣＤＲ」）は、本明細書で使用されるとき、抗体
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分子の軽鎖可変領域（ＶＬドメイン）内にある超可変性領域を指す。軽鎖可変領域は、ア
ミノ末端からカルボキシ末端に向かって軽鎖ＣＤＲ１、軽鎖ＣＤＲ２及び軽鎖ＣＤＲ３と
呼ばれる３つのＣＤＲを有する。軽鎖可変領域は、４つのフレームワーク領域（アミノ末
端からカルボキシ末端に向かってＦＲ１、ＦＲ２、ＦＲ３及びＦＲ４）も有する。これら
のフレームワーク領域は、ＣＤＲを分離している。
【０１１９】
　用語「軽鎖可変領域」（ＶＬドメイン）は、本明細書で使用されるとき、抗体分子の軽
鎖の可変領域を指す。
【０１２０】
　本明細書では、ＣＤＲの位置を定義するために、必要に応じてKabat命名法に従うこと
に留意しなければならない（Kabat et al., 1991（前掲）、参照により本明細書に具体的
に援用される）。
【０１２１】
　一部の実施形態において、本発明の抗体、例えばＩｇＧフォーマットの抗体は、ＣＬＥ
Ｃ１４Ａに対して高い結合親和性を有し、即ち、１×１０－８Ｍ又は１×１０－９Ｍ又は
それ未満の範囲のＫｄを有し得る。重要なことに、かかる親和性を有する抗体は、治療上
有用であることが示されている確立された範囲にある。好ましくは、本発明の抗体、例え
ばＩｇＧフォーマットの抗体は、ＣＬＥＣ１４Ａに対して、３０ｎＭ、２０ｎＭ、１５ｎ
Ｍ又は１０ｎＭ未満、より好ましくは１０、９．５、９、８．５、８、７．５、７、６．
５、６、５．５、５、４．５、４、３．５、３、２．５、２、１．５又は１ｎＭ未満、最
も好ましくは０．９、０．８、０．７、０．６、０．５、０．４、０．３、０．２又は０
．１ｎＭ未満のＫｄに対応する結合親和性を有する。
【０１２２】
　Ｋｄを決定する任意の適切な方法を用い得る。しかしながら、好ましくは、Ｋｄは、イ
ンビトロで様々な濃度の抗原（ＣＬＥＣ１４Ａ）に対して様々な濃度の試験抗体を試験し
て、例えばラインウィーバー・バーク法を用いて飽和曲線を作成することによるか、又は
BIAcore 1000 Evaluationソフトウェアの１：１結合モデルなど、市販の結合モデルソフ
トウェアを使用することにより決定される。
【０１２３】
　Ｋｄ値の決定に関して、標的（例えば、ＣＬＥＣ１４Ａ）を発現する細胞を使用した結
合実験から導き出される見かけのＫｄ値は、実験条件が見かけの結合親和性に影響を及ぼ
し得るため、親和性の絶対的な指示値と見なすことはできない点を当業者は理解するであ
ろう。例えば、ＣＬＥＣ１４Ａの発現レベルは、細胞の培養条件に応じて変わり得ると共
に、細胞型間の違いによっても異なり得る。結果的に、ある一組の実験の範囲内で得られ
た見かけのＫｄ値を比較する方が良く、ある一組の実験で得られたＫｄ値を別の一組の実
験で得られたＫｄ値と比較するのは、特に実験条件が大きく変わる場合に必ずしも適切で
ないことがある。
【０１２４】
　代替的に、細胞表面滞留アッセイを実施することにより、ＣＬＥＣ１４Ａ陽性細胞の表
面におけるオフ速度及び抗体半減期を決定してもよい（Adams et al., 1998, Br J Cance
r 77: 1405-12; Le Gall et al., 1999, FEBS Lett 453: 164-8）。Le Gallの方法は、治
療条件下にあるヒト患者の実際の状況をより適切に模擬することが可能である。
【０１２５】
　一部の実施形態において、本発明の抗体は、ヒトＣＬＥＣ１４Ａ及びサルＣＬＥＣ１４
Ａの両方に結合し得る。種間、詳細にはヒトと一般的に前臨床動物モデルとして用いられ
る種との間のかかる交差反応性は、それにより前臨床試験から臨床使用への移行をより効
果的に行うことが可能になるために有利であり得る。例えば、使用される特定の動物モデ
ルに存在する天然ＣＬＥＣ１４Ａと交差反応する抗体を有するとは、そのモデルにおける
結果がヒト患者の状況を反映している可能性が高く、従って、例えば行われるべき用量投
与のより正確な評価及び任意の潜在的に関連性のある若しくは問題のある副作用が同定さ
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れる可能性の増大が可能になることを意味する。
【０１２６】
　例えば、本発明の抗体がヒトＣＬＥＣ１４Ａ及びサルＣＬＥＣ１４Ａの両方に結合する
能力は、かかる抗体を前臨床毒性研究で試験して治療の有害な副作用を評価し、及び適切
な耐用量を見出し得ることを意味する。
【０１２７】
　加えて、ヒトＣＬＥＣ１４Ａ及びマウスＣＬＥＣ１４Ａの両方に結合する能力は、免疫
適格マウスを用いたマウスモデル、例えばマウス同系モデルで本発明のかかる抗体によっ
て示される結果が、ヒト対象における抗体の活性を代表するものである可能性がより高い
ことを意味する。その理由は、ヒトＣＬＥＣ１４Ａに結合できるがマウスＣＬＥＣ１４Ａ
に結合できない抗体は、マウスモデルでヒト腫瘍細胞が発現するＣＬＥＣ１４Ａに結合す
るが、内因性マウスＣＬＥＣ１４Ａに結合できないであろうことにある。これは、当然な
がら、腫瘍が発現するＣＬＥＣ１４Ａ及び内因性ＣＬＥＣ１４Ａが存在するであろうヒト
患者の状況と異なる。
【０１２８】
　好ましい実施形態において、本発明の抗体は、ヒト及びサルＣＬＥＣ１４Ａに、且つ／
又はヒト及びマウスＣＬＥＣ１４Ａに同様の親和性、例えば１０ｎＭ以下又は５ｎＭ以下
、より好ましくは３ｎＭ以下又は２ｎＭ以下、より好ましくは１ｎＭ以下のＫｄで結合す
る。
【０１２９】
　「同様の親和性」は、ヒトＣＬＥＣ１４Ａ及び他の目的とする種（例えば、サル又はマ
ウス）の１つ以上に対する抗体の結合親和性が同等である、例えば２０倍を超えない差で
あることも意味する。より好ましくは、結合親和性間の差は、１５倍未満、より好ましく
は１０倍未満、最も好ましくは５、４、３又は２倍未満である。
【０１３０】
　しかしながら、他の実施形態において、本発明の抗体は、サルＣＬＥＣ１４Ａに結合し
なくてもよく、及び／又はマウスＣＬＥＣ１４Ａに結合しなくてもよい。
【０１３１】
　従って、本発明を踏まえれば、本明細書の他の部分で考察される障害、特に望ましくな
い又は不要な血管新生、特に腫瘍血管新生が関わる障害又は病態のいずれかの治療におけ
るもの、例えば癌の治療に用いられるものを含め、種々の実施形態で様々な抗ＣＬＥＣ１
４Ａ抗体を作製及び使用することができる。
【０１３２】
　当業者は、軽鎖及び重鎖ＣＤＲ、軽鎖及び重鎖可変領域、抗体、抗体断片及びイムノコ
ンジュゲート（以下に更に詳細に記載される）など、本発明のタンパク質及びポリペプチ
ドが、当該技術分野において周知の記載されている幾つかの方法のいずれで調製されても
よいが、最も好ましくは組換え方法を用いて調製されることを理解するであろう。
【０１３３】
　従って、更なる実施形態において、本発明は、本明細書に記載されるとおりの本発明の
抗体又はその部分若しくは断片をコードする核酸分子、或いはそれと実質的に相同な核酸
分子を提供する。従って、一部の実施形態において、本発明は、配列番号１２、１３、１
４、１６、１７及び１８から選択される１つ以上の配列、又は配列番号３２、３３、３４
、３６、３７及び３８から選択される１つ以上の配列、又は配列番号５５、５６、５７、
５９、６０及び６１から選択される１つ以上の配列（即ち、上記に記載されるＣＤＲをコ
ードする）を含む核酸分子を提供する。一部の実施形態において、本発明は、配列番号１
１及び１５から選択される配列、又は配列番号３１及び３５から選択される配列、又は配
列番号５４及び５８から選択される配列を含む（即ち、上記に記載される可変鎖をコード
する）核酸分子を提供する。一部の実施形態において、本発明は、配列番号１９、３９、
６２、６３及び６４から選択される配列を含む（即ち、上記に記載されるｓｃＦｖポリペ
プチドをコードする）核酸分子を提供する。



(29) JP 2019-511224 A 2019.4.25

10

20

30

40

50

【０１３４】
　一部の実施形態において、本発明の抗体をコードする核酸分子は、本明細書に例示され
る核酸分子と実質的に相同であってもよい。従って、一部の実施形態において核酸分子は
、本明細書に記載されるとおりのＶＨ配列を含む抗原結合ドメインを含むポリペプチドを
コードしてもよく、ここで、前記核酸分子は、配列番号１１、３１若しくは５４に記載さ
れるヌクレオチド配列、又はそれと少なくとも６０％の配列同一性を有するヌクレオチド
配列を含み、但し、好ましくは、配列番号２、３及び４、又は２２、２３及び２４、又は
４２、４３及び４４のＣＤＲ配列をコードするヌクレオチド配列は保持されているものと
し、例えば、ヌクレオチド配列は、配列番号１２、１３及び１４、又は３２、３３及び３
４、又は５５、５６及び５７を含む。
【０１３５】
　従って、一部の実施形態において、核酸分子は、本明細書に記載されるとおりのＶＬ配
列を含む抗原結合ドメインを含むポリペプチドをコードしてもよく、ここで、前記核酸分
子は、配列番号１５、３５若しくは５８に記載されるヌクレオチド配列、又はそれと少な
くとも６０％の配列同一性を有するヌクレオチド配列を含み、但し、好ましくは、配列番
号６、７及び８、又は２６、２７及び２８、又は４６、４７及び４８のＣＤＲ配列をコー
ドするヌクレオチド配列は保持されているものとし、例えば、ヌクレオチド配列は、配列
番号１６、１７及び１８、又は３６、３７及び３８、又は５９、６０及び６１を含む。
【０１３６】
　更に別の実施形態において、核酸分子は、本明細書に記載されるとおりのｓｃＦｖを含
むポリペプチドをコードしてもよく、ここで、前記核酸分子は、配列番号１９、３９、４
９、５０若しくは５１に記載されるヌクレオチド配列、又はそれと少なくとも６０％の配
列同一性を有するヌクレオチド配列を含み、但し、好ましくは、配列番号２、３、４、６
、７及び８、又は２２、２３、２４、２６、２７及び２８、又は４２、４３、４４、６、
７及び８、又は２、３、４、４６、４７及び４８、又は４２、４３、４４、４６、４７及
び４８のＣＤＲ配列をコードするヌクレオチド配列は保持されているものとし、例えば、
ヌクレオチド配列は、配列番号１２、１３、１４、１６、１７及び１８、又は３２、３３
、３４、３６、３７及び３８、又は５５、５６、５７、１６、１７及び１８、又は１２、
１３、１４、５９、６０及び６１、又は５５、５６、５７、５９、６０及び６１を含む。
【０１３７】
　従って、本明細書に定義するとおりの本発明の抗体の断片、又はそれと実質的に相同な
配列、又はかかる断片をコードする配列を含む核酸分子が本発明の更に別の態様を形成す
る。
【０１３８】
　本発明の抗体の軽鎖及び重鎖可変領域をコードする核酸断片は、任意の適切な方法、例
えばクローニング又は合成によって誘導又は作製することができる。かかる配列は、例え
ば、当該技術分野において周知の記載されている方法を用いて例えばヒト生殖細胞系列遺
伝子から適切な配列をクローニングし、次に本発明の配列が得られるようにその生殖細胞
系列配列に任意の必要な修飾を行うことにより調製し得る。代替的なより高効率の方法は
、適切な軽鎖又は重鎖可変領域配列をオーバーラッププライマーとして合成し、及びプラ
イマー伸長を用いて完全配列を得ることであり得る。次に、更なるクローニング及び操作
、例えば適切な発現ベクターへのクローニングに適切な制限部位を含有するプライマーで
この完全配列をＰＣＲ増幅し得る。通常、１可変領域当たり５～７個のオーバーラッププ
ライマーが十分であり、従って、この技法は、極めて効率的で正確なものとなっている。
【０１３９】
　本発明の抗体の軽鎖及び重鎖可変領域をコードする核酸断片が得られたら、これらの断
片を標準的な組換えＤＮＡ技法によって更に操作して、例えば適切な定常領域ドメインを
有する完全長抗体分子、又は本明細書の他の部分で考察される特定のフォーマットの抗体
断片、例えばＦａｂ断片、ｓｃＦｖ断片等に可変領域断片を変換することができる。典型
的には、又はこの更なる操作手順の一環として、本発明の抗体分子をコードする核酸断片
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は、概して本発明の抗体の作製を促進するため適切な発現ベクターに組み込まれる。
【０１４０】
　用語「核酸配列」又は「核酸分子」は、本明細書で使用されるとき、天然に存在する塩
基、糖及び糖間（骨格）連結で構成されるヌクレオシド又はヌクレオチド単量体の配列を
指す。この用語には、天然に存在しない単量体又はその一部分を含む修飾又は置換配列も
含まれる。本発明の核酸配列は、デオキシリボ核酸配列（ＤＮＡ）又はリボ核酸配列（Ｒ
ＮＡ）であってもよく、アデニン、グアニン、シトシン、チミジン及びウラシルを含めた
天然に存在する塩基を含み得る。配列は、修飾塩基も含有し得る。かかる修飾塩基の例と
しては、アザ及びデアザアデニン、グアニン、シトシン、チミジン及びウラシル並びにキ
サンチン及びヒポキサンチンが挙げられる。核酸分子は、二本鎖又は一本鎖であってもよ
い。核酸分子は、全体的に又は部分的に合成又は組換えであってもよい。
【０１４１】
　用語「実質的に相同」は、本明細書で核酸配列に関連して使用されるとき、開示される
核酸配列と少なくとも６０％、６５％、７０％又は７５％、好ましくは少なくとも８０％
、及び更により好ましくは少なくとも８５％、９０％、９５％、９６％、９７％、９８％
又は９９％の配列同一性を有する配列を含む。従って、本発明の実質的に相同な配列は、
本発明の配列に対して単一又は複数の塩基変化（付加、置換、挿入又は欠失）を含む。
【０１４２】
　実質的に相同な核酸配列には、少なくとも中程度にストリンジェントなハイブリダイゼ
ーション条件下において、開示される核酸配列（又はその相補配列）にハイブリダイズす
る、例えば本発明の軽鎖又は重鎖ＣＤＲ、本発明の軽鎖又は重鎖可変領域、又は本発明の
抗体の１つ以上をコードするヌクレオチド配列にハイブリダイズする（又はその相補配列
にハイブリダイズする）ヌクレオチド配列も含まれる。
【０１４３】
　「少なくとも中程度にストリンジェントなハイブリダイゼーション条件」とは、溶液中
の２つの相補核酸分子間の選択的なハイブリダイゼーションを促進する条件が選択される
ことを意味する。ハイブリダイゼーションは、核酸配列分子の全て又は一部分に起こり得
る。ハイブリダイズする部分は、典型的には少なくとも１５（例えば、２０、２５、３０
、４０又は５０）ヌクレオチド長である。当業者は、核酸二重鎖、又はハイブリッドの安
定性がＴｍによって決まる（Ｔｍは、ナトリウム含有緩衝液中でナトリウムイオン濃度及
び温度の関数である（Ｔｍ＝８１．５℃－１６．６（Ｌｏｇ１０［Ｎａ＋］）＋０．４１
（％（Ｇ＋Ｃ）－６００／ｌ）又は同様の式））ことを認識するであろう。従って、ハイ
ブリッドの安定性を決める洗浄条件におけるパラメータは、ナトリウムイオン濃度及び温
度である。既知の核酸分子と同様の、しかし同一ではない分子を同定するために、１％ミ
スマッチがＴｍの約１℃の低下をもたらすものと仮定され得る。例えば、＞９５％の同一
性を有する核酸分子が求められる場合、最終洗浄温度を約５℃下げることになる。これら
の考慮点に基づき、当業者は、適切なハイブリダイゼーション条件を容易に選択可能であ
ろう。好ましい実施形態では、ストリンジェントなハイブリダイゼーション条件が選択さ
れる。例として、以下の条件を用いてストリンジェントなハイブリダイゼーションを実現
し得る：上記の式に基づいてＴｍ－５℃で５×塩化ナトリウム／クエン酸ナトリウム（Ｓ
ＳＣ）／５×デンハルト溶液／１．０％ＳＤＳにおけるハイブリダイゼーション、続いて
６０℃で０．２×ＳＳＣ／０．１％ＳＤＳの洗浄。中程度にストリンジェントなハイブリ
ダイゼーション条件は、４２℃で３×ＳＳＣの洗浄ステップを含む。更なる例として、「
ハイブリダイズ」する配列とは、非ストリンジェントな条件下（例えば、室温で６×ＳＳ
Ｃ、５０％ホルムアミド）で結合（ハイブリダイズ）し、且つ低ストリンジェンシー条件
下（例えば、２×ＳＳＣ、室温、より好ましくは２×ＳＳＣ、４２℃）又はより高いスト
リンジェンシー条件下（例えば、２×ＳＳＣ、６５℃）で洗浄される配列である（ＳＳＣ
＝０．１５Ｍ　ＮａＣｌ、０．０１５Ｍクエン酸ナトリウム、ｐＨ７．２）。
【０１４４】
　しかしながら、別の緩衝液、塩及び温度を用いて均等なストリンジェンシーを実現し得
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ることは理解される。ハイブリダイゼーション条件に関する更なる指針については、Curr
ent Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, N.Y., 1989, 6.3.1-6.3.6及
びSambrook et al., Molecular Cloning, a Laboratory Manual, Cold Spring Harbor La
boratory Press, 1989, Vol.3を参照し得る。
【０１４５】
　一般的に言えば、高ストリンジェンシーの条件下でハイブリダイズする配列が好ましく
、コードの縮重がなければ高ストリンジェンシー条件下でハイブリダイズするであろう配
列も同様に好ましい。
【０１４６】
　本明細書で定義されるヌクレオチド配列の縮重変異体であるヌクレオチド配列が本発明
に更に包含される。遺伝子コードの縮重に起因して、複数のヌクレオチド配列が単一のア
ミノ酸配列をコードし得ることは理解されるであろう。これに関して、かかる縮重配列は
、本発明の一部をなす。これとの関連において、本発明のヌクレオチド配列を特定の宿主
生物又は細胞における発現（例えば、ヒト又はマウスにおける発現）にコドン最適化する
ことが望ましい場合もある。これには、特定の宿主細胞／生物で優先的に発現するコドン
が（特定のアミノ酸をコードするコドンから）選択されるように本発明のヌクレオチド配
列を修飾することが関わり得る。かかる手順は、当該技術分野において周知であり、概し
てコードされるアミノ酸配列を変化させないものであり得る。従って、コドン最適化バー
ジョンの本発明のヌクレオチド配列が本発明に更に包含される。詳細には、配列番号１０
１～１０４のコドン最適化配列を含むポリヌクレオチド配列が本発明に包含される。配列
番号１０１～１０４の変異体が更に包含され、ここで、前記変異体は、配列番号１０１～
１０４の配列と少なくとも６０％の同一性を有し、ＣＬＥＣ１４Ａへの結合能を有する抗
体又はその一部分をコードする。これに関して、配列番号１０１及び１０３は、ヒト宿主
又は細胞における発現にコドン最適化された配列であり、配列番号１０２及び１０４は、
マウス宿主又は細胞における発現にコドン最適化された配列であり、ここで、配列番号１
０１～１０４は、本発明のｓｃＦｖをコードする。詳細には、配列番号１０１及び１０２
は、配列番号１９のそれぞれヒト及びマウス発現にコドン最適化された配列に相当し、配
列番号１０３及び１０４は、配列番号３９のそれぞれヒト及びマウス発現にコドン最適化
された配列に相当する。
【０１４７】
　本発明の抗体及び核酸分子は、ヒト若しくは動物の体内又はヒト若しくは動物の体から
得られた組織試料内にインサイチューで存在し得る任意のかかる成分と区別される限りに
おいて、概して「単離された」又は「精製された」分子である。しかしながら、配列は、
ヒト又は動物の体に見られるとおりの配列に対応してもよく、又はそれと実質的に相同で
あってもよい。従って、用語「単離された」又は「精製された」は、本明細書で核酸分子
又は配列及びタンパク質又はポリペプチド、例えば抗体に関して使用されるとき、その天
然環境から単離されているか、それから精製されているか又はそれを実質的に含まない、
例えば（実際にそれらが天然に存在する場合）ヒト又は動物の体から単離されているか又
は精製されているときのかかる分子を指すか、又は技術的プロセスによって作製されたと
きのかかる分子を指し、即ち組換えで及び合成的に作製された分子が含まれる。
【０１４８】
　従って、核酸分子に関して使用されるとき、かかる用語は、他の核酸／遺伝子又はポリ
ペプチドなど、それが天然で結び付いている材料を実質的に含まない核酸を指し得る。こ
れらの用語は、組換えＤＮＡ技法によって作製したときに細胞材料若しくは培養培地を実
質的に含まないか、又は化学的に合成したときに化学的前駆体、若しくは他の化学物質を
実質的に含まない核酸も指し得る。単離又は精製された核酸は、核酸の由来である天然で
その核酸に隣接する配列（即ち、核酸の５’末端及び３’末端に位置する配列）又は例え
ば遺伝子工学によってその核酸に隣接するように作られた配列（例えば、タグ配列又は治
療的価値のない他の配列）も実質的に含まないものであり得る。
【０１４９】
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　従って、軽鎖ＣＤＲ１、２及び３、重鎖ＣＤＲ１、２及び３、軽鎖可変領域、重鎖可変
領域、及び完全長抗体を含む本発明の抗体などのタンパク質又はポリペプチド分子に関し
て使用されるとき、用語「単離された」又は「精製された」は、典型的には、その由来で
ある供給源からの細胞材料又は他のタンパク質を実質的に含まないタンパク質を指す。一
部の実施形態において、特にそのタンパク質がヒト又は動物に投与される場合、かかる単
離又は精製されたタンパク質は、組換え技術によって作製したときに培養培地を実質的に
含まず、又は化学的に合成したときに化学的前駆体若しくは他の化学物質を実質的に含ま
ない。かかる単離又は精製されたタンパク質は、上記に単離核酸分子について記載したも
のなどのフランキング配列も含まないものであり得る。
【０１５０】
　上述のとおり、本発明者らは、本発明の抗体の抗原結合ドメイン、より詳細には前記ド
メインの可変領域（ＶＬ及びＶＨ鎖）が、ＣＬＥＣ１４Ａを発現する細胞、特に腫瘍細胞
（例えば、腫瘍血管構造）に対する養子細胞移入療法における使用に有効なＣＡＲを提供
し得ることを明らかにしている。
【０１５１】
　従って、本発明は、抗原ＣＬＥＣ１４Ａに対して指向されるキメラ抗原受容体（ＣＡＲ
）をコードする核酸分子を更に提供し、前記ＣＡＲは、免疫エフェクター細胞の表面上に
発現されると、標的細胞表面上に発現された抗原ＣＬＥＣ１４Ａへの結合能を有し、且つ
　（１）（ａ）ＶＨ　ＣＤＲ配列であって、
　（ｉ）配列番号２又は４２のアミノ酸配列を有するＶＨ　ＣＤＲ１、及び／又は
　（ｉｉ）配列番号３又は４３のアミノ酸配列を有するＶＨ　ＣＤＲ２、及び／又は
　（ｉｉｉ）配列番号４又は４４のアミノ酸配列を有するＶＨ　ＣＤＲ３
を含むＶＨ　ＣＤＲ配列、及び／又は
　（ｂ）ＶＬ　ＣＤＲ配列であって、
　（ｉ）配列番号６又は４６のアミノ酸配列を有するＶＬ　ＣＤＲ１、及び／又は
　（ｉｉ）配列番号７又は４７のアミノ酸配列を有するＶＬ　ＣＤＲ２、及び／又は
　（ｖｉ）配列番号８又は４８のアミノ酸配列を有するＶＬ　ＣＤＲ３
を含むＶＬ　ＣＤＲ配列、及び／又は
　（ａ）又は（ｂ）に記載される配列番号と実質的に相同な１つ以上の配列、或いは
　（２）（ａ）ＶＨ　ＣＤＲ配列であって、
　（ｉ）配列番号２２のアミノ酸配列を有するＶＨ　ＣＤＲ１、及び／又は
　（ｉｉ）配列番号２３のアミノ酸配列を有するＶＨ　ＣＤＲ２、及び／又は
　（ｉｉｉ）配列番号２４のアミノ酸配列を有するＶＨ　ＣＤＲ３
を含むＶＨ　ＣＤＲ配列、及び／又は
　（ｂ）ＶＬ　ＣＤＲ配列であって、
　（ｉ）配列番号２６のアミノ酸配列を有するＶＬ　ＣＤＲ１、及び／又は
　（ｉｉ）配列番号２７のアミノ酸配列を有するＶＬ　ＣＤＲ２、及び／又は
　（ｉｉｉ）配列番号２８のアミノ酸配列を有するＶＬ　ＣＤＲ３
を含むＶＬ　ＣＤＲ配列、及び／又は
　（ａ）又は（ｂ）に記載される配列番号と実質的に相同な１つ以上の配列
を含む抗原結合ドメインを含む。
【０１５２】
　一部の実施形態において、ＣＡＲは、２つ以上のＣＤＲ、例えば２、３、４、５又は６
つのＣＤＲを含む。従って、一部の実施形態において、ＣＡＲは、１、２若しくは３つの
ＣＤＲを含むＶＨ配列及び／又は１、２若しくは３つのＣＤＲを含むＶＬ配列を含み得る
。従って、一部の実施形態において、本発明は、抗原ＣＬＥＣ１４Ａに対して指向される
ＣＡＲをコードする核酸分子を提供し、前記ＣＡＲは、免疫エフェクター細胞の表面上に
発現されると、標的細胞表面上に発現された抗原ＣＬＥＣ１４Ａへの結合能を有し、且つ
各々が３つのＣＤＲ配列を含むＶＨ配列及びＶＬ配列を含む抗原結合ドメインを含み、こ
こで、
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　（１）前記ＶＨ配列は、
　（ｉ）配列番号２又は４２のアミノ酸配列を有するＶＨ　ＣＤＲ１、
　（ｉｉ）配列番号３又は４３のアミノ酸配列を有するＶＨ　ＣＤＲ２、及び／又は
　（ｉｉｉ）配列番号４又は４４のアミノ酸配列を有するＶＨ　ＣＤＲ３
を含み、及び／又は
　前記ＶＬ配列は、
　（ｉｖ）配列番号６又は４６のアミノ酸配列を有するＶＬ　ＣＤＲ１、
　（ｖ）配列番号７又は４７のアミノ酸配列を有するＶＬ　ＣＤＲ２、及び／又は
　（ｖｉ）配列番号８又は４８のアミノ酸配列を有するＶＬ　ＣＤＲ３
を含み、又は
　（１）（ｉ）～（１）（ｖｉ）に記載される配列番号と実質的に相同な１つ以上の配列
を含むか、或いは
　（２）前記ＶＨ配列は、
　（ｉ）配列番号２２のアミノ酸配列を有するＶＨ　ＣＤＲ１、
　（ｉｉ）配列番号２３のアミノ酸配列を有するＶＨ　ＣＤＲ２、及び／又は
　（ｉｉｉ）配列番号２４のアミノ酸配列を有するＶＨ　ＣＤＲ３
を含み、及び／又は
　前記ＶＬ配列は、
　（ｉｖ）配列番号２６のアミノ酸配列を有するＶＬ　ＣＤＲ１、
　（ｖ）配列番号２７のアミノ酸配列を有するＶＬ　ＣＤＲ２、及び／又は
　（ｖｉ）配列番号２８のアミノ酸配列を有するＶＬ　ＣＤＲ３
を含み、又は
　（２）（ｉ）～（２）（ｖｉ）に記載される配列番号と実質的に相同な１つ以上の配列
を含む。
【０１５３】
　好ましい実施形態において、実質的に相同な配列は、前記ＣＤＲに１、２又は３個のア
ミノ酸置換、付加又は欠失を有する。別の見方をすれば、前記ＣＤＲ配列の１つ以上が任
意選択で１～３アミノ酸の置換、付加又は欠失によって修飾されていてもよい。特に好ま
しい実施形態において、前記アミノ酸置換は、保存的置換である。
【０１５４】
　（１）のＣＤＲ配列は、配列番号１及び４１のＶＨ配列並びに配列番号５及び４５のＶ
Ｌ配列に含まれるＣＤＲ配列であるか、又はそれに対応する。（２）のＣＤＲ配列は、そ
れぞれ配列番号２１及び２５のＶＨ及びＶＬ配列に含まれるＣＤＲ配列であるか、又はそ
れに対応する。配列番号１、４１、５及び４５並びに配列番号２１及び２５は、それぞれ
上記に記載される抗体のＶＨ及びＶＬ領域のアミノ酸配列に相当する（配列番号１１、５
４、１５及び５８並びに配列番号３１及び３５は、前記アミノ酸配列をコードするヌクレ
オチド配列に相当する）。
【０１５５】
　好ましい実施形態において、ＣＡＲは、それぞれのＶＨ及びＶＬ配列の少なくともＣＤ
Ｒ３、例えば配列番号４及び８、配列番号４４及び４８又は配列番号２４及び２８（好ま
しくは非修飾配列）を含む。特に好ましい実施形態において、ＣＡＲは、それぞれのＶＨ
及びＶＬ配列のＣＤＲの少なくとも２つ、例えば配列番号２、３及び４の少なくとも２つ
（即ち、少なくとも２及び３、２及び４、又は３及び４）又は配列番号４２、４３及び４
４の少なくとも２つ（即ち、少なくとも４２及び４３、４２及び４４、又は４３及び４４
）及び配列番号６、７及び８の少なくとも２つ（即ち、少なくとも６及び７、６及び８、
又は７及び８）又は配列番号４６、４７及び４８の少なくとも２つ（即ち、少なくとも４
６及び４７、４６及び４８、又は４７及び４８）、又はこれらの組み合わせ、或いは配列
番号２２、２３及び２４の少なくとも２つ（即ち、少なくとも２２及び２３、２２及び２
４、又は２３及び２４）及び配列番号２６、２７及び２８の少なくとも２つ（即ち、少な
くとも２６及び２７、２６及び２８、又は２７及び２８）を含む。好ましくは、前記少な
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くとも２つのＣＤＲは、非修飾である。特に好ましい実施形態において、ＣＡＲは、それ
ぞれのＶＨ及びＶＬ配列のＣＤＲの全て、即ち配列番号２～４及び６～８、又は４２～４
４及び４６～４８、又は配列番号２２～２４及び２６～２８を含み、好ましくは、前記Ｃ
ＤＲは、非修飾である。
【０１５６】
　より詳細には、ＣＡＲは、免疫エフェクター細胞の表面上に発現されると、ＣＬＥＣ１
４Ａを発現する標的細胞に対して免疫エフェクター細胞を指向させる能力を有する。換言
すれば、免疫細胞は、その効果又は機能、例えばその細胞傷害活性を前記標的細胞、特に
標的癌細胞、例えば血管の内皮細胞、特に腫瘍の血管の内皮細胞に対して指向させる能力
を有する。
【０１５７】
　当該技術分野において公知であり及び本明細書の他の部分に記載されるとおり、抗体の
ＶＬ及びＶＨ鎖は、それぞれＣＤＲの足場としての役割を果たすフレームワーク領域によ
って分離された３つのＣＤＲを含む。従って、本発明のＣＡＲのＶＬ及びＶＨ配列は、フ
レームワーク領域によって分離された本発明の抗体のＶＬ及びＶＨ配列のＣＤＲ配列を含
む。フレームワーク領域は、本発明の抗体のＶＬ及びＶＨ鎖のものであってよいが、必須
というわけではない。従って、抗体のＶＬ及びＶＨ鎖のフレームワーク領域は、修飾され
てもよく、これには、本明細書の他の部分に記載されるとおり、それらが置換されてもよ
いこと（従って、フレームワーク領域のアミノ酸配列が修飾及び／又は置換されてもよい
こと）、例えばそれらがヒト化されてもよいことが含まれる。
【０１５８】
　詳細な一実施形態において、本発明は、抗原ＣＬＥＣ１４Ａに対して指向されるキメラ
抗原受容体（ＣＡＲ）をコードする核酸分子を提供し、前記ＣＡＲは、免疫エフェクター
細胞の表面上に発現されると、標的細胞表面上に発現された抗原ＣＬＥＣ１４Ａへの結合
能を有し、且つ配列番号１若しくは４１のＶＨ配列、又はそれと少なくとも９５％の配列
同一性を有するアミノ酸配列、及び／又は配列番号５若しくは４５のＶＬ配列、又はそれ
と少なくとも９５％の配列同一性を有するアミノ酸配列を含む抗原結合ドメインを含む。
【０１５９】
　更なる実施形態において、本発明は、抗原ＣＬＥＣ１４Ａに対して指向されるキメラ抗
原受容体（ＣＡＲ）をコードする核酸分子を提供し、前記ＣＡＲは、免疫エフェクター細
胞の表面上に発現されると、標的細胞表面上に発現された抗原ＣＬＥＣ１４Ａへの結合能
を有し、且つ配列番号２１のＶＨ配列、又はそれと少なくとも９５％の配列同一性を有す
るアミノ酸配列、及び配列番号２５のＶＬ配列、又はそれと少なくとも９５％の配列同一
性を有するアミノ酸配列を含む抗原結合ドメインを含む。
【０１６０】
　他の実施形態において、ＶＬ及びＶＨ配列のフレームワーク領域は、修飾され、及びＣ
ＡＲは、配列番号１若しくは４１に示されるとおりのアミノ酸配列、又はそれと少なくと
も６０％の配列同一性を有するアミノ酸配列を有するＶＨ配列、及び／又は配列番号５若
しくは４５に示されるとおりのアミノ酸配列、又はそれと少なくとも６０％の配列同一性
を有するアミノ酸配列を有するＶＬ配列を含む抗原結合ドメインを含んでもよく、但し、
好ましくは、配列番号２、３、４、６、７及び８並びに／又は配列番号４２、４３、４４
、４６、４７及び４８のＣＤＲ配列は、保持されている（即ち、修飾されていないか又は
変化していない）ものとする。
【０１６１】
　更に他の実施形態において、ＶＬ及びＶＨ配列のフレームワーク領域は、修飾され、及
びＣＡＲは、配列番号２１に示されるとおりのアミノ酸配列、又はそれと少なくとも６０
％の配列同一性を有するアミノ酸配列を有するＶＨ配列、及び／又は配列番号２５に示さ
れるとおりのアミノ酸配列、又はそれと少なくとも６０％の配列同一性を有するアミノ酸
配列を有するＶＬ配列を含む抗原結合ドメインを含んでもよく、但し、好ましくは、配列
番号２２、２３、２４、２６、２７及び２８のＣＤＲ配列は、保持されている（即ち、修
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飾されていないか又は変化していない）ものとする。
【０１６２】
　従って、かかる実施形態では、抗体のＣＤＲ配列は、保持されているか又は実質的に保
持されていることが理解されるであろう（即ち、ＣＤＲ配列は、任意選択で、抗体の結合
特異性が保持される（例えば、変化しない）ように上記に記載した制約、例えば１～３ア
ミノ酸の置換、付加又は欠失の範囲内で修飾されてもよい）。
【０１６３】
　抗原結合ドメインは、細胞外にある（即ち、ＣＡＲが免疫エフェクター細胞上に発現し
たとき）。従って、ＣＡＲは、上記に定義するとおりの抗体ベースのＶＬ及びＶＨ配列を
含む抗原結合ドメインを含む細胞外ドメインを含む。以下で更に詳細に説明するとおり、
細胞外ドメインは、シグナル配列、より詳細には細胞膜ターゲティング配列及び特にＶＬ
鎖をベースとする細胞膜ターゲティング配列も含み得る。
【０１６４】
　本発明の核酸分子を使用して、ＣＬＥＣ１４Ａを発現する細胞に対して指向される免疫
エフェクター細胞（より詳細には修飾免疫エフェクター細胞）を調製し得る。かかる（修
飾）免疫エフェクター細胞は、その細胞表面上にＣＡＲを発現し、且つＣＬＥＣ１４Ａを
発現する標的細胞、例えば血管の内皮細胞、特に腫瘍の血管の内皮細胞を認識するか又は
それに結合する能力を有する。従って、本核酸分子は、前記ＣＡＲを発現する免疫エフェ
クター細胞（即ち、核酸分子によってコードされるＣＡＲ）が、ＣＬＥＣ１４Ａを発現す
る標的細胞に対するエフェクター活性（例えば、細胞傷害活性）の（例えば、死滅させる
）能力を有するようなものである。従って、修飾免疫エフェクター細胞は、遺伝子修飾さ
れたか若しくは操作された免疫エフェクター細胞であり、又は本発明の核酸分子が形質導
入された免疫エフェクター細胞が発現する。
【０１６５】
　ＣＬＥＣ１４Ａ特異的免疫エフェクター細胞を作成する方法において、本発明の核酸分
子を導入することにより修飾される免疫エフェクター細胞は、治療しようとする対象（例
えば、腫瘍を有する対象）から入手してもよい。免疫エフェクター細胞を修飾し、及び任
意選択でインビトロで増殖させた後、ＣＡＲを発現する修飾免疫エフェクター細胞は、対
象に再導入（即ち、投与）され得る。従って、以下で更に考察する本発明の治療組成物、
方法及び使用では、自己免疫エフェクター細胞が用いられ得る。代替的に、ヘテロ（即ち
、ドナー若しくは同種異系又は同系若しくは異種）免疫エフェクター細胞が用いられても
よい。
【０１６６】
　免疫エフェクター細胞は、ＣＬＥＣ１４Ａを発現する標的細胞に対する免疫応答能を有
する任意の免疫細胞であってよい。より詳細には、免疫エフェクター細胞は、標的細胞を
無効にするか、損傷させるか又は欠失させる、即ち標的細胞の生存能力を低下させるか又
は阻害する、好ましくは標的細胞を死滅させる（換言すれば、標的細胞を低い生存能にす
るか又は生存不能にする）能力を有する。従って、免疫エフェクター細胞は、好ましくは
細胞傷害性免疫エフェクター細胞である。
【０１６７】
　用語「細胞傷害性」は、「細胞溶解性」と同義語であり、本明細書では、標的細胞にお
いて溶解又はアポトーシスによる細胞死の誘導能を有する細胞を指して使用される。
【０１６８】
　用語「免疫エフェクター細胞」は、本明細書で使用されるとき、成熟した又は完全に分
化した免疫エフェクター細胞のみならず、幹細胞（より詳細には造血幹細胞、ＨＳＣ）、
又はＨＳＣに由来する細胞を含め、その前駆（又はプロジェニター）細胞も含む。従って
、免疫エフェクター細胞は、Ｔ細胞、ＮＫ細胞、ＮＫＴ細胞、好中球、マクロファージ、
又は対象への投与時に成熟免疫エフェクター細胞に分化する、造血組織、例えば骨髄、臍
帯血、若しくは血液、例えば動員末梢血に由来するＣＤ３４＋細胞集団内に含まれるＨＳ
Ｃに由来する細胞であってもよい。以下で更に詳細に説明するとおり、好ましい実施形態
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において、免疫エフェクター細胞は、Ｔ細胞又はＮＫ細胞である。初代細胞、例えば治療
しようとする対象又はドナー対象から単離された細胞は、任意選択で細胞培養ステップ（
例えば、細胞を増殖させるための）を介して用いられても、又は他の培養細胞若しくは細
胞株（例えば、ＮＫ９２細胞株などのＮＫ細胞株）が用いられてもよい。
【０１６９】
　用語「抗原ＣＬＥＣ１４Ａに対して指向される」は、「ＣＬＥＣ１４Ａに特異的」又は
「抗ＣＬＥＣ１４Ａ」と同義語であり、即ち、それは、単純にＣＡＲがＣＬＥＣ１４Ａへ
の特異的結合能を有することを意味する。詳細には、ＣＡＲの抗原結合ドメインは、ＣＬ
ＥＣ１４Ａへの特異的結合能を（より詳細にはＣＡＲが免疫エフェクター細胞の表面上に
発現したときに）有する。特異的結合は、非標的抗原（この場合、ＣＬＥＣ１４Ａ以外の
抗原）への非特異的結合と区別され得る。従って、本発明に係るＣＡＲを発現する免疫エ
フェクター細胞は、ＣＬＥＣ１４Ａを発現する標的細胞に特異的に結合して、それに対す
る細胞傷害性を呈する（例えば、それを死滅させる）ように仕向け直される。別の言い方
をすれば、免疫エフェクター細胞は、細胞傷害性をＣＬＥＣ１４Ａ発現標的細胞に仕向け
直すように修飾される。
【０１７０】
　ある実施形態において、ＣＬＥＣ１４Ａへの特異的結合とは、抗原結合ドメイン（又は
抗原結合ドメインを含むＣＡＲ）が約１０５Ｍ－１以上、例えば少なくとも１０６Ｍ－１

、１０７Ｍ－１、又は１０８Ｍ－１の親和性又はＫａ（即ち、平衡会合定数）でＣＬＥＣ
１４Ａ（又はより詳細にはその細胞表面上にＣＬＥＣ１４Ａを発現する標的細胞）に結合
するか、又はそれと会合することを意味し得る。
【０１７１】
　ＣＡＲの抗原結合ドメインが標的細胞の表面上にあるその標的抗原に結合すると、ＣＡ
Ｒ含有細胞に活性化刺激が送られ、エフェクター細胞シグナリング経路の誘導がもたらさ
れる。従って、標的抗原への結合は、増殖、サイトカイン産生、食作用、溶解活性及び／
又はＭＨＣ非依存的様式で標的細胞の細胞死を媒介することのできる分子の産生を惹起し
得る。ＣＤ３ζ又はＦｃＲγ由来のシグナリングドメインのみを含む細胞内ドメインを含
むＣＡＲは、強力な免疫細胞活性化及びエフェクター機能シグナルを送り得るが、そうし
たＣＡＲは、併せて共刺激シグナルが存在しない場合に免疫エフェクター細胞の生存及び
増殖を促進するシグナルを生じさせるのに十分でないこともある。従って、ＣＡＲが１つ
以上の共刺激シグナリングドメインを含有することが好ましい場合もある。
【０１７２】
　従って、本発明のＣＡＲは、概して、以下のとおりの３、４又は好ましくは５つのドメ
インを含む：
　（１）上記に定義するとおりの配列番号１及び５、又は４１及び４５、又は２１及び２
５をベースとするか又はそれに由来するＶＨ及びＶＬ配列を含む、ＣＬＥＣ１４Ａへの特
異的結合能を有する抗原結合ドメイン、
　（２）任意選択で、抗原結合ドメインを免疫エフェクター細胞の表面から引き離して伸
長させるヒンジドメイン、
　（３）ＣＡＲをエフェクター細胞にアンカリングし、且つ抗原結合ドメインを含む細胞
外ドメインを細胞内シグナリングドメインに連結する膜貫通ドメイン、
　（４）シグナリングドメインを含む細胞内ドメイン、及び任意選択で又は好ましくは、
　（５）１つ以上の共刺激シグナリングドメイン。
【０１７３】
　ＣＡＲは、（６）シグナル配列（即ち、ターゲティングドメイン）、及び詳細にはＣＡ
Ｒを免疫エフェクター細胞の細胞膜にターゲティングする配列を更に含み得る。これは、
概して、抗原結合ドメインの隣又はその近くに、概して抗原結合ドメインの上流に、ＣＡ
Ｒ分子／コンストラクトの末端に位置することになる。
【０１７４】
　従って、ＣＡＲは、１つ以上のシグナリングドメインを含む細胞内ドメインに任意選択
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のヒンジドメイン及び膜貫通ドメインを介して連結した、抗原結合ドメインと、存在する
場合にはシグナル配列とを含む細胞外ドメインを含み得ることが分かる。一態様において
、細胞内ドメイン又は任意選択のヒンジ、膜貫通及び細胞内ドメインは、ＣＡＲコンスト
ラクトにおける「シグナリングテール」と見なされ得る。従って、ＣＡＲコンストラクト
におけるドメインの並び順は、Ｎ末端からＣ末端に、細胞外ドメイン－任意選択のヒンジ
ドメイン－膜貫通ドメイン－細胞内ドメインである。細胞外及び細胞内ドメイン内では、
別個のドメインが任意の並び順で配置されてもよい。しかしながら、好ましくは、並び順
は、細胞外ドメインではシグナル配列－抗原結合ドメインである。一実施形態において、
細胞内ドメイン内では、並び順は、共刺激ドメイン－細胞内シグナリングドメインであっ
てもよい。別の実施形態において、並び順は、細胞内シグナリングドメイン－共刺激ドメ
インであってもよい。
【０１７５】
　本発明のＣＡＲにおいて、本発明の抗体の可変領域配列に由来する「抗原結合ドメイン
」は、それが上記に定義するとおりのＶＬ及びＶＨ配列を含む限り、様々な形態で提供さ
れてもよい。従って、それは、天然又は合成抗体配列であってもよく、又はそれに対応し
てもよい。従って、本発明の核酸分子中の抗原結合ドメインをコードするヌクレオチド配
列は、天然配列に由来してもよく、若しくはそれに対応してもよく、又は遺伝子操作産物
をコードしてもよい。従って、抗原結合ドメインは、可変領域（抗体軽鎖及び重鎖可変領
域、ＶＬ及びＶＨ領域）を含む本発明の抗体の断片、例えばＦｖ又はＦａｂ又はＦａｂ２

であってもよく（又はより正確には、それに対応してもよく）、又は軽鎖可変領域と重鎖
可変領域とは、単鎖となるように且ついずれの向きでも（例えば、ＶＬ－ＶＨ又はＶＨ－
ＶＬ）互いにつなぎ合わせることができる。上記で考察したとおり、ＶＬ及び／又はＶＨ
配列は、修飾されてもよい。詳細には、フレームワーク領域が修飾されてもよい（例えば
、抗原結合ドメインをヒト化するため、例えば置換されてもよい）。
【０１７６】
　好ましい実施形態において、結合ドメインは、本発明の抗体に由来する、例えば配列番
号９、２９、４９、５０又は５１をベースとするか、又はそれに由来する一本鎖抗体（ｓ
ｃＦｖ）である。
【０１７７】
　好ましい一実施形態において、ＶＬ及びＶＨは、リンカー配列によって互いに連結され
る。より正確には、これは、「可変領域リンカー配列」と称することができ、重鎖可変領
域を軽鎖可変領域につなぐアミノ酸配列であって、同じ軽鎖及び重鎖可変領域を含む抗体
と同じ標的分子に対する特異的結合親和性を保持しているポリペプチドが得られるように
、２つのサブ結合ドメインの相互作用に適合するスペーサー機能を提供するアミノ酸配列
である。リンカー配列は、分子の適切なスペーシング及びコンホメーションを与えるため
に用いられ得る。
【０１７８】
　従って、一実施形態において、ｓｃＦｖは、配列番号５若しくは４５のＶＬ配列、又は
それと少なくとも９５％の配列同一性を有する配列に連結した配列番号１若しくは４１の
ＶＨ配列、又はそれと少なくとも９５％の配列同一性を有する配列を好ましくはＶＬ－Ｖ
Ｈの並び順で含む。
【０１７９】
　更なる実施形態において、ｓｃＦｖは、配列番号２５のＶＬ配列、又はそれと少なくと
も９５％の配列同一性を有する配列に連結した配列番号２１のＶＨ配列、又はそれと少な
くとも９５％の配列同一性を有する配列を好ましくはＶＬ－ＶＨの並び順で含む。
【０１８０】
　別の実施形態において、ｓｃＦｖは、配列番号５若しくは４５のＶＬ配列、又はそれと
少なくとも６０％の配列同一性を有する配列に連結した配列番号１若しくは４１のＶＨ配
列、又はそれと少なくとも６０％の配列同一性を有する配列を好ましくはＶＬ－ＶＨの並
び順で含む。上述のとおり、これには、ＣＤＲ配列が上記に定義するとおり留まるという
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条件、及び好ましくはＣＤＲ配列が変化していないという条件が課される。
【０１８１】
　更なる実施形態において、ｓｃＦｖは、配列番号２５のＶＬ配列、又はそれと少なくと
も６０％の配列同一性を有する配列に連結した配列番号２１のＶＨ配列、又はそれと少な
くとも６０％の配列同一性を有する配列を好ましくはＶＬ－ＶＨの並び順で含む。上述の
とおり、これには、ＣＤＲ配列が上記に定義するとおり留まるという条件、及び好ましく
はＣＤＲ配列が変化していないという条件が課される。
【０１８２】
　より好ましくは、ＶＬ配列は、リンカー配列によってＶＨに連結する。リンカー配列は
、１～３０、より好ましくは１～２５、１～２２又は１～２０アミノ酸長であってもよい
。リンカーは、可動性リンカーであってもよい。好適なリンカーは、容易に選択すること
ができ、１アミノ酸（例えば、Ｇｌｙ）～２０アミノ酸、２アミノ酸～１５アミノ酸、３
アミノ酸～１２アミノ酸、例えば４アミノ酸～１０アミノ酸、５アミノ酸～９アミノ酸、
６アミノ酸～８アミノ酸又は７アミノ酸～８アミノ酸など、好適な長さのいずれであって
もよく、１、２、３、４、５、６若しくは７アミノ酸又はそれを超えるものであってもよ
い。
【０１８３】
　例示的可動性リンカーとしては、グリシンポリマー（Ｇ）ｎ、グリシン－セリンポリマ
ー（式中、ｎは、少なくとも１の整数である）、グリシン－アラニンポリマー、アラニン
－セリンポリマー及び当該技術分野において公知の他の可動性リンカーが挙げられる。グ
リシン及びグリシン－セリンポリマーは、比較的構造化されておらず、従って本明細書に
記載されるＣＡＲなどの融合タンパク質のドメイン間における中性の繋留基としての役割
を果たすことが可能であり得る。代表的な実施形態において、リンカー配列は、（Ｇ４Ｓ
）３（配列番号６５）であり得る。
【０１８４】
　従って、代表的な実施形態において、本発明の核酸分子は、配列番号１のＶＨ、配列番
号６５のリンカー及び配列番号５のＶＬを順番に含む、配列番号９のアミノ酸配列をコー
ドするヌクレオチド配列、又はそれと少なくとも９５％の配列同一性を有する配列を含み
得る。
【０１８５】
　別の代表的な実施形態において、本発明の核酸分子は、配列番号４１のＶＨ、配列番号
６５のリンカー及び配列番号５のＶＬを順番に含む、配列番号４９のアミノ酸配列をコー
ドするヌクレオチド配列、又はそれと少なくとも９５％の配列同一性を有する配列を含み
得る。
【０１８６】
　更に別の代表的な実施形態において、本発明の核酸分子は、配列番号１のＶＨ、配列番
号６５のリンカー及び配列番号４５のＶＬを順番に含む、配列番号５０のアミノ酸配列を
コードするヌクレオチド配列、又はそれと少なくとも９５％の配列同一性を有する配列を
含み得る。
【０１８７】
　なおも別の代表的な実施形態において、本発明の核酸分子は、配列番号４１のＶＨ、配
列番号６５のリンカー及び配列番号４５のＶＬを順番に含む、配列番号５１のアミノ酸配
列をコードするヌクレオチド配列、又はそれと少なくとも９５％の配列同一性を有する配
列を含み得る。
【０１８８】
　代表的な実施形態において、本発明の核酸分子は、配列番号１のＶＨ及び配列番号５の
ＶＬを含む、配列番号１０のアミノ酸配列をコードするヌクレオチド配列、又はそれと少
なくとも９５％の配列同一性を有する配列を含み得る。従って、本発明の核酸分子は、配
列番号２０を含むヌクレオチド配列、又はそれと少なくとも９５％の配列同一性を有する
配列を含み得る。
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【０１８９】
　別の代表的な実施形態において、本発明の核酸分子は、配列番号２１のＶＨ及び配列番
号２５のＶＬを含む、配列番号３０のアミノ酸配列をコードするヌクレオチド配列、又は
それと少なくとも９５％の配列同一性を有する配列を含み得る。従って、本発明の核酸分
子は、配列番号４０を含むヌクレオチド配列、又はそれと少なくとも９５％の配列同一性
を有する配列を含み得る。
【０１９０】
　一部の実施形態において、ＶＨ及びＶＬ領域は、それぞれ配列番号１１及び１５のヌク
レオチド配列、又はそれと少なくとも９５％のヌクレオチド配列同一性を有するヌクレオ
チド配列を含むヌクレオチド配列によってコードされ得る。
【０１９１】
　一部の実施形態において、ＶＨ及びＶＬ領域は、それぞれ配列番号５４及び５８のヌク
レオチド配列、又はそれと少なくとも９５％のヌクレオチド配列同一性を有するヌクレオ
チド配列を含むヌクレオチド配列によってコードされ得る。
【０１９２】
　一部の実施形態において、ＶＨ及びＶＬ領域は、それぞれ配列番号３１及び３５のヌク
レオチド配列、又はそれと少なくとも９５％のヌクレオチド配列同一性を有するヌクレオ
チド配列を含むヌクレオチド配列によってコードされ得る。
【０１９３】
　別の実施形態において、ＶＨ及びＶＬ領域は、それぞれ配列番号１１及び１５又はそれ
ぞれ配列番号５４及び５８のヌクレオチド配列、又はそれと少なくとも６０％のヌクレオ
チド配列同一性を有するヌクレオチド配列を含むヌクレオチド配列によってコードされ得
る。上記のとおり、これには、ヌクレオチド配列によってコードされるＣＤＲ配列が上記
に定義するとおり留まるという条件、及び好ましくはＣＤＲ配列が変化していないという
条件が課される。
【０１９４】
　更に別の実施形態において、ＶＨ及びＶＬ領域は、それぞれ配列番号３１及び３５のヌ
クレオチド配列、又はそれと少なくとも６０％のヌクレオチド配列同一性を有するヌクレ
オチド配列を含むヌクレオチド配列によってコードされ得る。上記のとおり、これには、
ヌクレオチド配列によってコードされるＣＤＲ配列が上記に定義するとおり留まるという
条件、及び好ましくはＣＤＲ配列が変化していないという条件が課される。
【０１９５】
　ＶＬ及びＶＨ配列は、必要に応じて、フレームワーク領域の１つ以上を少なくとも１つ
のヒトフレームワーク領域に対応するように修飾することによってヒト化されてもよい。
「ヒトフレームワーク領域」は、ヒト免疫グロブリン可変領域の野生型（即ち、天然に存
在する）フレームワーク領域、一態様では免疫原性が低下するようにその領域内のアミノ
酸の約５０％未満（例えば、好ましくは約４５％、４０％、３０％、２５％、２０％、１
５％、１０％、５％、又は１％未満）が欠失しているか又は置換されている（例えば、対
応する位置に非ヒト免疫グロブリンフレームワーク領域の１つ以上のアミノ酸残基を有す
る）ヒト免疫グロブリン可変領域の改変されたフレームワーク領域、又はその領域内のア
ミノ酸の約５０％未満（例えば、４５％、４０％、３０％、２５％、２０％、１５％、１
０％、又は５％未満）が欠失しているか又は置換されている（例えば、露出した残基の位
置にあり、且つ／又は対応する位置にヒト免疫グロブリンフレームワーク領域の１つ以上
のアミノ酸残基を有する）非ヒト免疫グロブリン可変領域の改変されたフレームワーク領
域を指す。
【０１９６】
　従って、詳細な実施形態において、ＣＤＲのアミノ酸配列を保持するか又は実質的に保
持しつつ、配列番号１、２１及び４１のＶＨ配列並びに配列番号５、２５及び４５のＶＬ
配列のフレームワーク領域が修飾されてもよい（より具体的には、フレームワーク領域の
アミノ酸配列が修飾されてもよい）。
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【０１９７】
　従って、別の実施形態において、ＣＡＲにおけるＶＨ配列のフレームワーク領域は、配
列番号１、２１及び４１のフレームワーク領域と少なくとも６０％のアミノ酸配列同一性
を有し、及び／又はＣＡＲにおけるＶＬ配列のフレームワーク領域は、配列番号５、２５
及び４５のフレームワーク領域と少なくとも６０％のアミノ酸配列同一性を有する。
【０１９８】
　上述のとおり、ＣＡＲ、より詳細にはその細胞外ドメインは、シグナル配列（又はター
ゲティングドメイン）も含み得る。かかる配列は、概して分子（コンストラクト）のＮ端
側末端に提供されることになり、同時翻訳で又は翻訳後に分子のトランスファーを誘導す
る役割を果たし得る。詳細には、シグナル配列は、ＣＡＲを免疫エフェクター細胞の細胞
膜にターゲティングする配列であり得る。これは、抗原結合ドメインに、概して抗原結合
ドメインの上流で、ＣＡＲ分子／コンストラクトのＮ端側末端に直接的又は間接的に（例
えば、リンカー配列を介して）連結されてもよい。リンカー配列は、上記で可変領域リン
カーに関して記載したとおりのリンカーであってもよい。一実施形態において、シグナル
配列は、抗原結合ドメインのＮ端側末端、例えばＶＬ配列のＮ端側末端に直接連結される
。
【０１９９】
　ＣＡＲの抗原結合ドメインには、任意選択でヒンジドメインが続く。ＣＡＲにおけるヒ
ンジ領域は、概して膜貫通ドメインと抗原結合ドメインとの間にある。特定の実施形態に
おいて、ヒンジ領域は、免疫グロブリンヒンジ領域であり、野生型免疫グロブリンヒンジ
領域又は改変された野生型免疫グロブリンヒンジ領域、例えばトランケート型ヒンジ領域
であってもよい。使用し得る他の例示的ヒンジ領域としては、ＣＤ８α、ＣＤ４、ＣＤ２
８及びＣＤ７などの１型膜タンパク質の細胞外領域に由来するヒンジ領域が挙げられ、こ
れは、それらの分子からの野生型ヒンジ領域であってもよく、又は改変されていてもよい
。好ましくは、ヒンジ領域は、ヒトＣＤ８α、ＣＤ４、ＣＤ２８又はＣＤ７のヒンジ領域
であるか、又はそれに由来する。ヒンジ領域は、代替的に（且つ同義的に）スペーサー又
はスペーサー領域と称される。
【０２００】
　「改変された野生型ヒンジ領域」、又は「改変されたヒンジ領域」、又は「改変された
スペーサー」は、（ａ）３０％以下のアミノ酸変化（例えば、２５％、２０％、１５％、
１０％、又は５％以下のアミノ酸変化、例えば置換又は欠失）を有する野生型ヒンジ領域
、（ｂ）３０％以下のアミノ酸変化（例えば、２５％、２０％、１５％、１０％、又は５
％以下のアミノ酸変化、例えば置換又は欠失）を有する少なくとも１０アミノ酸長（例え
ば、少なくとも１２、１３、１４又は１５アミノ酸長）の野生型ヒンジ領域の一部分、又
は（ｃ）コアヒンジ領域（４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４若し
くは１５、又は少なくとも４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４若し
くは１５アミノ酸長であってもよい）を含む野生型ヒンジ領域の一部分を指す。本明細書
に記載されるキメラ抗原受容体において改変された野生型ヒンジ領域がＣＬＥＣ１４Ａ特
異的結合ドメインと別の領域（例えば、膜貫通ドメイン）との間に置かれてそれらを結び
付けるとき、それにより、キメラ融合タンパク質は、ＣＬＥＣ１４Ａへの特異的結合を維
持することが可能になる。
【０２０１】
　特定の実施形態において、野生型免疫グロブリンヒンジ領域における１つ以上のシステ
イン残基が１つ以上の他のアミノ酸残基（例えば、１つ以上のセリン残基）に置換されて
もよい。代替的に又は追加的に、改変された免疫グロブリンヒンジ領域は、野生型免疫グ
ロブリンヒンジ領域のプロリン残基が別のアミノ酸残基（例えば、セリン残基）によって
置換されていてもよい。
【０２０２】
　ＣＨ２及びＣＨ３定常領域ドメインを含むヒンジ領域が、ＣＡＲにおける使用に関して
当該技術分野において記載されている（例えば、配列番号７２に示されるとおりの、「Ｆ
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ｃヒンジ」又は「ＩｇＧヒンジ」と称されるＣＨ２ＣＨ３ヒンジ）。しかしながら、ヒン
ジドメインが免疫グロブリンをベースとするか又はそれに由来するとき、それはＣＨ３ド
メインを含まないことが好ましく、例えば、それは、ＣＨ２ドメイン又はその断片若しく
は一部を含み、又はそれからなり、ＣＨ３を含まないものであり得る。
【０２０３】
　好ましい一実施形態において、ヒンジドメインは、配列番号６６のアミノ酸配列（ＣＤ
８αのヒンジドメインに相当する）、又はそれと少なくとも９５％の配列同一性を有する
アミノ酸配列を有するか、又はそれを含む。
【０２０４】
　別の好ましい実施形態において、ヒンジドメインは、配列番号６７のアミノ酸配列（短
縮型ＩｇＧヒンジに相当する、）又はそれと少なくとも９５％の配列同一性を有するアミ
ノ酸配列を有するか、又はそれを含む。
【０２０５】
　ヒンジドメインは、リンカー配列によって膜貫通ドメインに付加されてもよく、リンカ
ー配列は、上記に定義するとおりのリンカー配列であり得る。例示的リンカー配列は、Ｋ
ＤＰＫ（配列番号６８）である。リンカー配列を有する短縮型ＩｇＧヒンジが配列番号６
９に示される。かかる配列、又はそれと少なくとも９５％の配列同一性を有する配列が本
発明のＣＡＲに含まれてもよい。より詳細には、かかる配列が細胞外ドメイン（例えば、
ｓｃＦｖ部分）と膜貫通ドメインとの間に含まれてもよい。
【０２０６】
　膜貫通ドメインは、任意の膜貫通タンパク質の膜貫通ドメインをベースとしてもよく、
又はそれに由来してもよい。典型的には、それは、ＣＤ８α、ＣＤ２８、ＣＤ４、ＣＤ３
ζ　ＣＤ４５、ＣＤ９、ＣＤ１６、ＣＤ２２、ＣＤ３３、ＣＤ６４、ＣＤ８０、ＣＤ８６
、ＣＤ１３４、ＣＤ１３７及びＣＤ１５４、好ましくはヒトの前記タンパク質の膜貫通ド
メインであってもよく、又はそれに由来してもよい。一実施形態において、膜貫通ドメイ
ンは、ＣＤ８α、ＣＤ２８、ＣＤ４又はＣＤ３ζ、好ましくはヒトＣＤ２８、ＣＤ４又は
ＣＤ３ζの膜貫通ドメインであってもよく、又はそれに由来してもよい。別の実施形態に
おいて膜貫通ドメインは合成であってもよく、その場合、それは、ロイシン及びバリンな
どの強疎水性の残基を含み得る。
【０２０７】
　好ましい実施形態において、膜貫通ドメインは、配列番号７０のアミノ酸配列、又はそ
れと少なくとも９５％の配列同一性を有するアミノ酸配列を有するＣＤ８α膜貫通ドメイ
ンである。この膜貫通配列は、配列番号６６、又はそれと少なくとも９５％の配列同一性
を有する配列に示されるとおりのＣＤ８α由来ヒンジドメインに更に付加されてもよい。
【０２０８】
　別の実施形態において、膜貫通ドメインは、配列番号７１のアミノ酸配列、又はそれと
少なくとも９５％の配列同一性を有するアミノ酸配列を有するヒトＣＤ２８の膜貫通ドメ
インであってもよい。
【０２０９】
　「細胞内シグナリングドメイン」は、標的抗原への有効なＣＡＲ結合のメッセージを免
疫エフェクター細胞の内部に伝達して、エフェクター細胞機能、例えば活性化、サイトカ
イン産生、増殖及びＣＡＲが結合した標的細胞への細胞傷害性因子の放出を含めた細胞傷
害活性、又は細胞外ＣＡＲドメインへの抗原結合によって生じる他の細胞応答を生じさせ
ることに関与するＣＡＲタンパク質の一部を指す。用語「エフェクター機能」は、細胞の
特殊化した機能を指す。例えば、Ｔ細胞のエフェクター機能は、細胞溶解活性又はサイト
カインの分泌を含めたヘルプ若しくは活性であり得る。従って、用語「細胞内シグナリン
グドメイン」は、タンパク質のうちのエフェクター機能シグナルを伝達する一部分であっ
て、細胞が特殊化した機能を果たすように指図する一部分を指す。細胞内シグナリングド
メイン全体を用いることができるが、多くの場合、ドメイン全体を使用する必要はない。
細胞内シグナリングドメインのトランケートされた一部分が使用される限りにおいて、そ
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れがエフェクター機能シグナルを伝達するのであれば、かかるトランケートされた一部分
をドメイン全体の代わりに使用し得る。用語の細胞内シグナリングドメインには、エフェ
クター機能シグナルを伝達するのに十分な細胞内シグナリングドメインの任意のトランケ
ートされた一部分が含まれることが意図される。細胞内シグナリングドメインは、「シグ
ナル伝達ドメイン」としても知られ、典型的にはヒトＣＤ３ζ又はＦｃＲγ鎖の一部分に
由来する。
【０２１０】
　加えて、免疫エフェクター細胞の完全な活性化を可能にするか又はそれを増強するため
、ＣＡＲに二次ドメイン又は共刺激ドメインが提供されてもよい。従って、細胞内シグナ
リングドメインが抗原依存的一次活性化を惹起してもよく（即ち、一次細胞質シグナリン
グ配列であってもよく）、及び共刺激ドメインが抗原非依存的に作用して二次シグナル又
は共刺激シグナルを提供してもよい（二次細胞質シグナリング配列）。一次細胞質シグナ
リング配列は、一次活性化を阻害的に調節することを含め、調節し得る。共刺激的に作用
する一次細胞質シグナリング配列は、免疫受容体チロシンベース活性化モチーフ、即ちＩ
ＴＡＭとして知られるシグナリングモチーフを含有し得る。
【０２１１】
　本発明において使用し得る一次細胞質シグナリング配列を含有するＩＴＡＭの例として
は、ＴＣＲζ、ＦｃＲｙ、ＦｃＲβ、ＣＤ３γ、ＣＤ３δ、ＣＤ３ε、ＣＤ５、ＣＤ２２
、ＣＤ７９ａ、ＣＤ７９ｂ及びＣＤ６６ｄに由来するものが挙げられる。特定の詳細な実
施形態において、細胞内シグナリングドメインは、ＣＤ３ζ又はＦｃＲγ、好ましくはヒ
トＣＤ３ζ又はＦｃＲγに由来する。
【０２１２】
　好ましい代表的な実施形態において、細胞内シグナリングドメインは、好ましくはヒト
ＣＤ３ζドメイン、より好ましくは配列番号７３のアミノ酸配列、又はそれと少なくとも
９５％の配列同一性を有するアミノ酸配列を有するヒトＣＤ３ζドメインである。
【０２１３】
　用語「共刺激シグナリングドメイン」又は「共刺激ドメイン」は、共刺激分子の細胞内
ドメインを含むＣＡＲの一部分を指す。共刺激分子は、抗原受容体又はＦｃ受容体以外の
細胞表面分子であり、抗原への結合時に免疫エフェクター細胞（例えば、Ｔ細胞）の効率
的な活性化及び機能に典型的に必要な二次シグナルをもたらす。かかる共刺激分子の例と
しては、ＣＤ２７、ＣＤ２８、４－ＩＢＢ（ＣＤ１３７）、ＯＸ４０（ＣＤ１３４）、Ｃ
Ｄ３０、ＣＤ４０、ＩＣＯＳ（ＣＤ２７８）、ＬＦＡ－１、ＣＤ２、ＣＤ７、ＬＩＧＨＴ
、ＮＫＤ２Ｃ、Ｂ７－Ｈ２及びＣＤ８３と特異的に結合するリガンド、より詳細にはかか
る分子の細胞内ドメインが挙げられる。しかしながら、一部の実施形態では、共刺激分子
は、リガンドへの結合時に免疫エフェクター細胞（例えば、Ｔ細胞）の刺激を妨げる二次
シグナルをもたらす。例えば及び以下で更に詳細に考察するとおり、２つ以上のＣＡＲを
含む免疫エフェクター細胞を提供することが有用であってもよく、ここで、第２のＣＡＲ
は、非標的細胞上、例えば非腫瘍細胞上に提示されたリガンドへの結合能を有し、従って
第２の（又は更なる）ＣＡＲがそのリガンドに結合した場合、それによって免疫エフェク
ター細胞の刺激を妨げる負のシグナルがもたらされる。かかる共刺激分子の例としては、
ＰＤ－１及びＣＴＬＡ４が挙げられる。好ましくは、これらの分子は、ヒトである。従っ
て、例示的な又は好ましい共刺激ドメインは、４－１ＢＢ、ＣＤ２８又はＯＸ４０（ＣＤ
１３４）に由来するが、本明細書に記載されるＣＡＲで使用するための他の共刺激ドメイ
ンが企図される。共刺激ドメインは、単独で用いられても又は組み合わせで用いられても
よい（即ち、１つ以上の共刺激ドメインが含まれてもよい）。１つ以上の共刺激シグナリ
ングドメインを含めることにより、ＣＡＲを発現する免疫エフェクター細胞の有効性及び
増殖が増進し得る。
【０２１４】
　細胞内シグナリングドメイン及び共刺激シグナリングドメインは、任意の並び順でタン
デムに膜貫通ドメインのカルボキシル末端に連結されてもよい。
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【０２１５】
　好ましい実施形態において、共刺激ドメインは、配列番号７４のアミノ酸配列、又はそ
れと少なくとも９５％の配列同一性を有するアミノ酸配列を有する４－１ＢＢの細胞内ド
メインである。
【０２１６】
　別の実施形態において、共刺激ドメインは、配列番号７５のアミノ酸配列、又はそれと
少なくとも９５％の配列同一性を有するアミノ酸配列を有するヒトＣＤ２８の細胞内ドメ
イン、及び／又は配列番号７６のアミノ酸配列、又はそれと少なくとも９５％の配列同一
性を有するアミノ酸配列を有するＯＸ４０（ＣＤ１３４）共刺激ドメインであってもよく
、又はそれを含んでもよい。
【０２１７】
　本発明の好ましい実施形態において、ＣＡＲ（又はより詳細にはその「シグナリングテ
ール」）は、任意選択のＣＤ８αからのヒンジドメイン又はＣＨ３ドメインを含まないト
ランケート型ＩｇＧヒンジドメイン、ＣＤ８α膜貫通ドメイン、４－１ＢＢ共刺激ドメイ
ン及びＣＤ３ζ細胞内シグナリングドメインを含む。
【０２１８】
　他の実施形態においてＣＡＲ（又はその「シグナリングテール」）は、任意選択のＣＤ
８αからのヒンジドメイン又はＣＨ３ドメインを含まないトランケート型ＩｇＧヒンジド
メイン、ＣＤ２８膜貫通ドメイン、ＣＤ２８細胞内ドメイン及び／又はＯＸ４０共刺激ド
メイン、並びにＣＤ３ζ細胞内シグナリングドメインを含む。
【０２１９】
　更に、本発明のポリヌクレオチドは、１）ＣＤ２８からの膜貫通及び共刺激ドメイン並
びにＣＤ３ζからの細胞内シグナリングドメイン、２）ＣＤ８αからの膜貫通ドメイン、
４－１ＢＢからの共刺激ドメイン及びＣＤ３ζからの細胞内シグナリングドメイン、３）
ＣＤ８αからの膜貫通ドメイン、ＯＸ４０からの共刺激ドメイン及びＣＤ３ζからの細胞
内シグナリングドメイン、４）ＣＤ２８からの膜貫通ドメイン、ＣＤ２８及び４－１ＢＢ
からの共刺激ドメイン並びにＣＤ３ζからの細胞内シグナリングドメイン、５）ＣＤ２８
からの膜貫通ドメイン、ＣＤ２８及びＯＸ４０からの共刺激ドメイン並びにＣＤ３ζから
の細胞内シグナリングドメイン、６）ＣＤ８αからの膜貫通ドメイン、４－１ＢＢ及びＯ
Ｘ４０からの共刺激ドメイン並びにＣＤ３ζからの細胞内シグナリングドメイン、７）Ｃ
Ｄ８αからの膜貫通ドメイン、ＣＤ２８からの共刺激ドメイン及びＣＤ３ζからの細胞内
シグナリングドメイン、８）ＣＤ８αからの膜貫通ドメイン、ＣＤ２８及び４－１ＢＢか
らの共刺激ドメイン並びにＣＤ３ζからの細胞内シグナリングドメイン、又は９）ＣＤ８
αからの膜貫通ドメイン、ＣＤ２８及びＯＸ４０からの共刺激ドメイン並びにＣＤ３ζか
らの細胞内シグナリングドメインを含むＣＡＲをコードしてもよい。詳細には、ＣＤ８α
からの膜貫通ドメインを含むコンストラクトのいずれか１つは、同様にＣＤ８αに由来す
るヒンジ又はスペーサードメインを更に含んでもよい。
【０２２０】
　本発明に係るかかるＣＡＲは、上記に定義するとおりのｓｃＦｖ抗原結合ドメインを含
んでもよく、且つｓｃＦｖの上流に位置する細胞膜ターゲティング配列を更に含んでもよ
い。
【０２２１】
　従って、本発明のＣＡＲは、特定の代表的な実施形態において、上記に定義するとおり
のシグナリングテールに加えて、配列番号９、１９、４９、５０若しくは５１の配列、又
はそれと少なくとも９５％の配列同一性を有する配列を有する細胞外ドメインを含んでも
よい。
【０２２２】
　従って、本発明に係る代表的なＣＡＲは、配列番号１０若しくは３０のアミノ酸配列、
又はそれと少なくとも９５％の配列同一性を有するアミノ酸を有してもよく、又はそれを
含んでもよい。
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【０２２３】
　本発明の核酸分子は、配列番号２０若しくは配列番号４０のヌクレオチド配列、又はそ
れと少なくとも９５％の配列同一性を有するヌクレオチド配列を含んでもよい。
【０２２４】
　本開示は、ＣＡＲポリペプチド及びその断片を提供する。詳細には、本発明は、上記に
定義したとおりの本発明の核酸分子によってコードされるＣＡＲを提供する。用語「ポリ
ペプチド」、「タンパク質」及びは、同義的に使用され、いかなる特定の長さにも限定さ
れないアミノ酸のポリマーを意味する。この用語は、ミリスチル化、硫酸化、グリコシル
化、リン酸化及びシグナル配列の付加又は欠失などの修飾を除外しない。用語「ポリペプ
チド」、又は「タンパク質」、又は「ペプチド」は、１つ以上のアミノ酸鎖を意味し、こ
こで、各鎖は、ペプチド結合によって共有結合的に連結されたアミノ酸を含み、及び前記
ポリペプチド又はタンパク質は、天然タンパク質、即ち、天然に存在する及び特に非組換
えの細胞によって産生されるタンパク質、又は遺伝子操作された若しくは組換えの細胞に
よって産生されるタンパク質の配列を有する、非共有結合的に及び／又はペプチド結合に
よって共有結合的に共に連結された複数の鎖を含み、及び天然タンパク質のアミノ酸配列
を有する分子、又は天然配列の１つ以上のアミノ酸からの欠失、それへの付加、及び／又
はその置換を有する分子を含むことができる。用語「ポリペプチド」及び「タンパク質」
は、特に本開示のＣＡＲ又は本明細書に開示されるとおりのＣＡＲの１つ以上のアミノ酸
からの欠失、それへの付加、及び／又はその置換を有する配列を包含する。
【０２２５】
　上記から明らかなとおり、ＣＡＲの様々なドメインは、その由来である分子の天然配列
に対して１つ以上のアミノ酸配列修飾を含み得る。例えば、ＣＡＲの結合親和性及び／又
は他の生物学的特性を改良することが望ましい場合もある。例えば、ＣＡＲ、又はその結
合ドメイン、若しくは刺激性シグナリングドメインのアミノ酸配列変異体は、ＣＡＲ又は
そのドメインをコードするポリヌクレオチドに適切なヌクレオチド変化を導入することに
よって調製されてもよい。かかる修飾には、例えば、ＣＡＲのアミノ酸配列内にある残基
からの欠失、及び／又はそれへの挿入、及び／又はその置換が含まれる。最終的なＣＡＲ
に至るように欠失、挿入及び置換の任意の組み合わせを行うことができ、但し、最終的な
コンストラクトは、結合ドメインによるＣＬＥＣ１４Ａへの特異的結合又は細胞内シグナ
リングドメイン及び／若しくは共刺激ドメインによるシグナル伝達の増加など、所望の特
性を有するものとする。アミノ酸変化は、グリコシル化部位の数又は位置の変化など、Ｃ
ＡＲの翻訳後プロセスも改変し得る。上記に記載される変形例及び改良例のいずれも本発
明のＣＡＲに包含され得る。
【０２２６】
　詳細な実施形態において、ＣＡＲの様々なドメイン（ＶＬ及びＶＨ配列以外）は、その
由来であるタンパク質のドメインの天然配列と少なくとも８０％同一、少なくとも８５％
、少なくとも９０％、少なくとも９５％同一、又は少なくとも９８％又は９９％同一のア
ミノ酸配列を有し得る。従って、詳細な実施形態において、ドメインは、配列番号６６～
７６のいずれかと少なくとも８０、８５、９０、９５、９８又は９９％の配列同一性を有
するアミノ酸配列を有し得る。
【０２２７】
　当業者であれば、遺伝子コードの縮重の結果として、本明細書に記載されるとおりのＣ
ＡＲをコードし得るヌクレオチド配列が多数あることを理解するであろう。
【０２２８】
　核酸分子は、宿主細胞、特に免疫エフェクター細胞に、その細胞で発現させるｍＲＮＡ
として又はＤＮＡとして導入されてもよい。ベクターを使用して核酸分子を細胞にトラン
スファーしてもよく、又はトランスファー用の核酸を作製（例えば、トランスファー用の
ｍＲＮＡを作製、又は細胞へのトランスファー用発現ベクターを調製するための核酸分子
を作製）してもよい。
【０２２９】
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　従って、本発明の更なる態様は、本明細書に定義するとおりの本発明の核酸分子を含む
ベクターを提供する。
【０２３０】
　ベクターは、例えば、ｍＲＮＡ発現ベクター、クローニングベクター又は免疫細胞への
トランスファー用の発現ベクター、例えばウイルスベクターであってもよい。
【０２３１】
　従って、本発明の別の態様は、本明細書に定義するとおりの本発明の核酸分子又はベク
ターを含むウイルスを提供する。
【０２３２】
　本発明の別の態様は、本明細書に定義するとおりの本発明の核酸分子又はベクター（又
はＣＡＲ）を含む宿主細胞、特に免疫エフェクター細胞を提供する。
【０２３３】
　好ましい実施形態において免疫エフェクター細胞は、Ｔ細胞又はＮＫ細胞であってもよ
い。
【０２３４】
　また、宿主細胞、特にＣＬＥＣ１４Ａ特異的免疫エフェクター細胞を作成する方法も提
供され、前記方法は、本明細書に定義するとおりの本発明の核酸分子又はベクターを宿主
細胞、特に免疫エフェクター細胞に導入することを含む。
【０２３５】
　かかる方法は、核酸分子又はベクターの導入前及び／又は導入後に細胞を刺激すること
と、その増殖を誘導することとを含んでもよい。
【０２３６】
　本発明の核酸分子及びベクターを宿主細胞に導入して本発明の抗体又はＣＡＲを作製し
てもよい。従って、本発明のなおも別の態様は、本発明の抗体又はＣＡＲを作製する方法
であって、前記抗体が発現する条件下で本発明の核酸分子又はベクターを含む宿主細胞を
培養することと、そのように作製された前記分子を回収することとを含む方法である。
【０２３７】
　ベクター又はコンストラクト（核酸分子）は、化学的トランスフェクション剤（リン酸
カルシウム、分枝状有機化合物、リポソーム又はカチオン性ポリマーなど）、電気穿孔、
セルスクイージング、ソノポレーション、光学的トランスフェクション、流体力学的デリ
バリー、又はウイルス形質導入を含め、種々の手段によって本発明の細胞に導入すること
ができる。好ましい実施形態において、ベクター又はコンストラクトは、ウイルス形質導
入によって導入される。これは、ＣＡＲのより持続的な発現を可能にし得る。しかしなが
ら、状況によっては、例えば臨床試験では、又は臨床的状況によっては、ＣＡＲタンパク
質の発現期間がより一過性であることが望ましい場合もある。かかる状況では、核酸分子
をｍＲＮＡとして免疫エフェクター細胞に送達することが望ましい場合もある。ｍＲＮＡ
作製用のｍＲＮＡ発現ベクターは、当該技術分野において公知の方法に従って（例えば、
Gateway技術を用いて）調製してもよく、当該技術分野において公知である（例えば、pCl
pA102、Saeboee-Larssen et al, 2002, J. Immunol. Methods 259, p 191-203及びpCIpA1
20-G、Waelchli et al, 2011, PLoS ONE 6 (11) e27930）。
【０２３８】
　ｍＲＮＡは、例えば、インビトロ転写によってインビトロで作製することができる。次
に、ｍＲＮＡは、例えばネイキッドｍＲＮＡとして、例えば電気穿孔によって免疫エフェ
クター細胞に導入されてもよい（例えば、Almasbak et al., Cytotherapy 2011, 13, 629
-640、Rabinovich et al., Hum. Gene Ther., 2009, 20, 51-60及びBeatty et al., Canc
er Immunol. Res. 2014, 2, 112-120に記載されるとおり）。代替的に、ｍＲＮＡは、リ
ポソーム又はカチオン性分子等によるなど、他の手段によって導入されてもよい。細胞に
導入された異種核酸分子は、エピソーム発現し得るか、又は細胞のゲノムに好適な遺伝子
座で組み込まれ得る。
【０２３９】
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　本発明の免疫エフェクター細胞、例えばＴ細胞がインビボでネガティブ選択を受け易く
なる遺伝子セグメントを含むことは、本発明の範囲内である。「ネガティブ選択」とは、
個体のインビボ条件が変化する結果として注入細胞を除去し得ることを意味する。ネガテ
ィブ選択可能な表現型は、投与された薬剤、例えば化合物に対する感受性を付与する遺伝
子（例えば、いわゆる自殺遺伝子）の挿入によって生じ得る。ネガティブ選択可能な遺伝
子は、当該技術分野において公知であり、とりわけ、以下：ガンシクロビル感受性を付与
する単純ヘルペスウイルスＩ型チミジンキナーゼ（ＨＳＶ－Ｉ　ＴＫ）遺伝子（Wigler e
t al., Cell 11 (1):223-232, 1977）、細胞性ヒポキサンチンホスフリボシルトランスフ
ェラーゼ（hypoxanthinephosphribosyltransferase）（ＨＰＲＴ）遺伝子、細胞性アデニ
ンホスホリボシルトランスフェラーゼ（ＡＰＲＴ）遺伝子、細菌性シトシンデアミナーゼ
（Mullen et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 89:33-37 (1992)）が挙げられる。
【０２４０】
　一部の実施形態において、遺伝子修飾された免疫エフェクター細胞、例えばＴ細胞に、
インビトロでのネガティブ選択可能な表現型の細胞の選択を可能にするポジティブマーカ
ーを含むことが有用であり得る。ポジティブ選択可能マーカーは、宿主細胞に導入すると
優勢な表現型を発現して、その遺伝子を保因する細胞のポジティブ選択を可能にする遺伝
子であり得る。この種の遺伝子は、当該技術分野において公知であり、とりわけ、ハイグ
ロマイシンＢ耐性を付与するハイグロマイシン－Ｂホスホトランスフェラーゼ遺伝子（ｈ
ｐｈ）、抗生物質Ｇ４１８耐性をコードするＴｎ５からのアミノグリコシドホスホトラン
スフェラーゼ遺伝子（ｎｅｏ又はａｐｈ）、ジヒドロ葉酸レダクターゼ（ＤＨＦＲ）遺伝
子、アデノシンデアミナーゼ遺伝子（ＡＤＡ）及び多剤耐性（ＭＤＲ）遺伝子が挙げられ
る。他のポジティブ選択可能マーカーとしては、形質導入細胞の選別を可能にする細胞膜
内又は細胞膜上に発現するタンパク質をコードする遺伝子、例えば蛍光活性化細胞選別（
ＦＡＣＳ）を用いた形質導入細胞の選択を可能にし得るＧＦＰなどの蛍光タンパク質をコ
ードする遺伝子を挙げることができる。任意の好適なポジティブ選択可能マーカーを本発
明に使用することができる。
【０２４１】
　好ましくは、ポジティブ選択可能マーカーとネガティブ選択可能エレメントとは、ネガ
ティブ選択可能エレメントが失われると必然的にポジティブ選択可能マーカーの喪失も付
随するように連結される。更により好ましくは、ポジティブ選択可能マーカーとネガティ
ブ選択可能マーカーとは、一方が失われると不可避的に他方の喪失につながるように融合
される。上記に記載される所望のポジティブ選択特徴及びネガティブ選択特徴の両方を付
与するポリペプチドを発現産物として生じる融合ポリヌクレオチドの例は、ハイグロマイ
シンホスホトランスフェラーゼチミジンキナーゼ融合遺伝子（ＨｙＴＫ）である。この遺
伝子の発現により、インビトロでのポジティブ選択用のハイグロマイシンＢ耐性及びイン
ビボでのネガティブ選択用のガンシクロビル感受性を付与するポリペプチドが生じる。Lu
pton S. D., et al, Mol. and Cell. Biology 11:3374-3378, 1991を参照されたい。
【０２４２】
　一部の実施形態において、本発明のＣＡＲ発現ベクターからポリペプチドを発現させて
、免疫エフェクター細胞におけるＣＡＲの発現の検出を可能にすることが望ましい場合も
ある。従って、ＣＡＲをコードするヌクレオチド配列と同じ（又は異なるプロモーターの
）制御下にある更なるポリペプチドの発現を検出することにより、ベクターによる免疫エ
フェクター細胞の形質導入の成功及びＣＡＲ分子の発現の成功を同定することが可能であ
り得る。詳細には、本発明のＣＡＲ分子は、ＣＤ３４分子又は修飾ＣＤ３４分子、例えば
トランケート型ＣＤ３４分子を更に含んでもよく、かかる分子は、周知の技法、例えば好
適な抗体及び標識を用いた免疫蛍光法によるその検出を可能にする細胞外部分を含む。詳
細な実施形態において、本発明のベクターは、配列番号７７のヌクレオチド配列、又はそ
れと少なくとも８０％の配列同一性を有するヌクレオチド配列を更に含んでもよい。別の
見方をすれば、ベクターは、配列番号７８のアミノ酸配列、又はそれと少なくとも８０％
の配列同一性を有する配列を更にコードしてもよい。
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【０２４３】
　「免疫エフェクター細胞」は、１つ以上のエフェクター機能（例えば、細胞傷害性細胞
死滅活性、サイトカインの分泌、ＡＤＣＣ及び／又はＣＤＣの誘導）を有する免疫系の任
意の細胞である。従って、代表的な免疫エフェクター細胞としては、Ｔリンパ球、詳細に
は細胞傷害性Ｔ細胞（ＣＴＬ；ＣＤ８＋　Ｔ細胞）及びヘルパーＴ細胞（ＨＴＬ；ＣＤ４
＋　Ｔ細胞）が挙げられる。他のＴ細胞集団、例えばナイーブＴ細胞及びメモリーＴ細胞
も本明細書において有用である。他の免疫エフェクター細胞としては、ＮＫ細胞、ＮＫＴ
細胞、好中球及びマクロファージが挙げられる。上述のとおり、免疫エフェクター細胞に
はエフェクター細胞のプロジェニターも含まれ、かかるプロジェニター細胞は、インビボ
又はインビトロで免疫エフェクター細胞への分化を誘導することができる。
【０２４４】
　Ｔ細胞、特にＣＤ８＋　Ｔ細胞及びＮＫ細胞が、本発明に係る好ましい免疫エフェクタ
ー細胞に相当する。
【０２４５】
　用語「ＮＫ細胞」は、大型の顆粒性リンパ球を指し、天然では抗原特異的受容体（例え
ば、Ｔ細胞受容体又はＢ細胞受容体）を含まない一般的なリンパ系プロジェニターに由来
する細胞傷害性リンパ球である。ＮＫ細胞は、そのＣＤ３－、ＣＤ５６＋表現型によって
区別され得る。従って、この用語には、本明細書で使用されるとき、任意の公知のＮＫ細
胞又は任意のＮＫ様細胞又はＮＫ細胞の特徴を有する任意の細胞が含まれる。従って、初
代ＮＫ細胞が用いられてもよく、又は代替的実施形態では、予め単離及び培養されている
当該技術分野において公知のＮＫ細胞が用いられてもよい。従って、ＮＫ細胞株が用いら
れてもよい。幾つもの異なるＮＫ細胞が公知であって文献に報告されており、それらのい
ずれを使用することもでき、又は細胞株は、初代ＮＫ細胞から例えばウイルス形質転換に
よって調製されてもよい（Vogel et al. 2014, Leukaemia 28:192-195）。好適なＮＫ細
胞としては（決して限定されることはないが）、ＮＫ－９２に加え、ＮＫ－ＹＳ、ＮＫ－
ＹＴ、ＭＯＴＮ－１、ＮＫＬ、ＫＨＹＧ－１、ＨＡＮＫ－１、又はＮＫＧ細胞株が挙げら
れる。好ましい実施形態において、細胞は、ＮＫ－９２細胞（Gong et al. 1994, Leukae
mia 8:652-658）又はその変異体である。元のＮＫ－９２細胞の幾つもの異なる変異体が
調製されており、非免疫原性のＮＫ－９２変異体を含め、記載があり又は利用可能である
。任意のかかる変異体を使用することができ、それらは、用語「ＮＫ－９２」に含まれる
。他の細胞株の変異体も使用することができる。
【０２４６】
　免疫エフェクター細胞が治療的に使用される非自己細胞である（即ち、ドナー細胞であ
る）場合、それが非免疫原性であり、従ってそれが対象への投与時に療法における細胞の
使用に影響を与えるか、それに干渉するか、又はそれを妨げる免疫応答を生じさせないこ
とが好ましい。
【０２４７】
　ＮＫ細胞は、天然で非免疫原性であり得るが、ＮＫ細胞又は他の免疫エフェクター細胞
が非免疫原性となるように修飾されてもよい。天然で非免疫原性のＮＫ細胞は、ＭＨＣ分
子を発現しないか、若しくはＭＨＣ分子をごく弱くのみ発現することになり、又は免疫応
答を刺激しない非機能性ＭＨＣ分子を発現し得る。免疫原性であろう免疫エフェクター細
胞は、ＭＨＣ分子の発現を消失させるか、又はその表面上でＭＨＣ分子をごく弱くのみ発
現するように修飾されてもよい。代替的に、かかる細胞は、非機能性ＭＨＣ分子を発現す
るように修飾されてもよい。
【０２４８】
　機能性ＭＨＣ分子の発現を妨げる任意の手段が包含される。従って、これには、ＭＨＣ
複合体の分子をノックアウト又はノックダウンすることが含まれてもよく、及び／又はそ
れには、ＭＨＣ分子への適切な輸送及び／又は細胞表面におけるＭＨＣ分子の又は複合体
全体の正しい発現を防ぐ修飾が含まれてもよい。
【０２４９】



(48) JP 2019-511224 A 2019.4.25

10

20

30

40

50

　詳細には、本発明の細胞の表面における１つ以上の機能性ＭＨＣクラスＩタンパク質の
発現を妨げることができる。一実施形態において、細胞は、ＨＬＡ陰性のヒト細胞、従っ
て１つ以上のＨＬＡ分子、例えばＨＬＡ　ＭＨＣクラスＩ複合体の分子の発現が妨げられ
ている（例えば、ノックアウトされている）細胞であってもよい。
【０２５０】
　好ましい実施形態において、ＭＨＣクラスＩの妨害は、成熟ＭＨＣクラスＩ複合体の一
成分であるβ２－ミクログロブリン（β２ｍ）をコードする遺伝子をノックアウトするこ
とにより行われてもよい。β２ｍの発現は、β２ｍ遺伝子の標的化した破壊を通じて、例
えばβ２ｍプロモーターの（それによりプロモーターを不活性化させる）、又はβ２ｍタ
ンパク質をコードする遺伝子内での部位特異的突然変異誘発により、β２ｍタンパク質の
発現を防ぐ不活性化突然変異、例えば遺伝子内におけるフレームシフト突然変異又は中途
「終止」コドンを導入して消失させてもよい。代替的に、部位特異的突然変異誘発を用い
て、細胞表面に活性ＭＨＣタンパク質を形成する能力を有しない非機能性β２ｍタンパク
質を作成してもよい。このように、β２ｍタンパク質又はＭＨＣは、細胞内に保持されて
もよく、又は細胞表面に存在するが、非機能性であってもよい。
【０２５１】
　代替的に、免疫エフェクター細胞は、対象への投与前に照射されてもよい。理論によっ
て拘束されることを望むものではないが、細胞を照射することにより、細胞が対象の体内
に一過性にのみ存在することになり、従って対象の免疫系がその細胞に対して免疫応答を
仕掛ける時間が減少するものと思われる。かかる細胞は、機能性のその細胞表面にＭＨＣ
分子を発現し得るが、それらは、非免疫原性であると見なすこともできる。照射は、任意
のα線、β線若しくはγ線源からであってもよく、又はＸ線照射若しくは紫外線であって
もよい。増殖を抑止するには５～１０Ｇｙの放射線量が十分であり得るが、しかしながら
、他の好適な放射線量は、１～１０、２～１０、３～１０、４～１０、６～１０、７～１
０、８～１０若しくは９～１０Ｇｙ又はそれより高い線量、例えば１１、１２、１３、１
４、１５又は２０Ｇｙであり得る。代替的に、細胞が「自殺遺伝子」を発現するように修
飾されてもよく、それにより細胞を外部刺激に応答して誘導的に死滅させ又はその複製を
防ぐことが可能になる。
【０２５２】
　従って、本発明に係る免疫エフェクター細胞は、その増殖する可能性又は能力の低下に
より、即ちその増殖能の低下により、非免疫原性となるように修飾されてもよい。
【０２５３】
　本発明の修飾された免疫エフェクター細胞は、他の方法で修飾に供して、例えばそれに
より細胞の機能又は挙動の他の側面を改変又は修飾し、及び／又は他のタンパク質を発現
させてもよい。例えば、細胞は、細胞を体内の特定の組織又は位置にターゲティングする
か又はその局在化を改善する役割を果たすホーミング受容体、又は局在化受容体を発現す
るように修飾されてもよい。
【０２５４】
　例えば、本発明のベクター又は核酸を形質導入したか又は形質導入しようとする免疫エ
フェクター細胞に更なる修飾を行うことが望ましい場合もある。詳細には、ＣＬＥＣ１４
Ａに対するその応答を延ばすか又は増強する免疫細胞に対する修飾が望ましい場合もある
。例えば、腫瘍によってＴＧＦβが分泌され、これは、Ｔ細胞の誘導を抑制し得ることが
知られている。これに関して、本発明の修飾免疫エフェクター細胞、例えばＴ細胞（即ち
、本発明の核酸又はベクターを形質導入したもの）が、ＴＧＦβの効果を例えばドミナン
トネガティブＴＧＦβ受容体ＩＩの発現によって中和する能力を有することが望ましい場
合もある。追加的に又は代替的に、本発明の免疫エフェクター細胞には、サイトカイン、
例えばＩＬ－１５、又はＩＬ－２、ＩＬ－７、ＩＬ－１２等をコードする核酸が形質導入
されてもよく、これにより細胞のエフェクター機能を増強し得る。いずれの追加的な核酸
配列もＣＡＲ分子と同じ又は異なるベクターから発現させることができる。
【０２５５】
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　更に、本発明の免疫エフェクター細胞が本発明の核酸又はベクターを２つ以上含み得る
ことが理解されるであろう。詳細には、本発明の免疫エフェクター細胞は、各々が異なる
ＣＡＲ分子を発現する２、３、４若しくは５個又はそれを超える本発明の核酸又はベクタ
ーを含んでもよい。従って、本発明の免疫エフェクター細胞は、例えばＣＬＥＣ１４Ａ上
の同じ又は異なる位置でＣＬＥＣ１４Ａに結合する能力を有する異なるＣＡＲ分子を含ん
でもよい。
【０２５６】
　従って、一部の実施形態において、本発明の免疫エフェクター細胞は、以下に記載され
る核酸分子の２つ以上、例えば以下に記載される核酸分子の２、３又は４つ、例えば（１
）を含む抗原結合ドメインをコードする核酸分子、及び（２）を含む抗原結合ドメインを
コードする核酸分子などを含み、ここで、前記核酸分子の各々は、抗原ＣＬＥＣ１４Ａに
対して指向されるＣＡＲをコードし、前記ＣＡＲは、免疫エフェクター細胞の表面上に発
現されると、標的細胞表面上に発現された抗原ＣＬＥＣ１４Ａへの結合能を有し、且つ
　（１）（ａ）ＶＨ　ＣＤＲ配列であって、
　（ｉ）配列番号２又は４２のアミノ酸配列を有するＶＨ　ＣＤＲ１、及び／又は
　（ｉｉ）配列番号３又は４３のアミノ酸配列を有するＶＨ　ＣＤＲ２、及び／又は
　（ｉｉｉ）配列番号４又は４４のアミノ酸配列を有するＶＨ　ＣＤＲ３
を含むＶＨ　ＣＤＲ配列、及び／又は
　（ｂ）ＶＬ　ＣＤＲ配列であって、
　（ｉ）配列番号６又は４６のアミノ酸配列を有するＶＬ　ＣＤＲ１、及び／又は
　（ｉｉ）配列番号７又は４７のアミノ酸配列を有するＶＬ　ＣＤＲ２、及び／又は
　（ｖｉ）配列番号８又は４８のアミノ酸配列を有するＶＬ　ＣＤＲ３
を含むＶＬ　ＣＤＲ配列、及び／又は
　（ａ）又は（ｂ）に記載される配列番号と実質的に相同な１つ以上の配列、或いは
　（２）（ａ）ＶＨ　ＣＤＲ配列であって、
　（ｉ）配列番号２２のアミノ酸配列を有するＶＨ　ＣＤＲ１、及び／又は
　（ｉｉ）配列番号２３のアミノ酸配列を有するＶＨ　ＣＤＲ２、及び／又は
　（ｉｉｉ）配列番号２４のアミノ酸配列を有するＶＨ　ＣＤＲ３
を含むＶＨ　ＣＤＲ配列、及び／又は
　（ｂ）ＶＬ　ＣＤＲ配列であって、
　（ｉ）配列番号２６のアミノ酸配列を有するＶＬ　ＣＤＲ１、及び／又は
　（ｉｉ）配列番号２７のアミノ酸配列を有するＶＬ　ＣＤＲ２、及び／又は
　（ｉｉｉ）配列番号２８のアミノ酸配列を有するＶＬ　ＣＤＲ３
を含むＶＬ　ＣＤＲ配列、及び／又は
　（ａ）又は（ｂ）に記載される配列番号と実質的に相同な１つ以上の配列
を含む抗原結合ドメインを含む。一部の実施形態において、本発明の免疫エフェクター細
胞は、発現した本発明のＣＡＲに加えて、少なくとも１つの他の受容体、特に外因性受容
体（例えば、複数の受容体）を含んでもよく、それらは、コンビナトリアル手法において
標的細胞（例えば、ＣＬＥＣ１４Ａを発現する腫瘍細胞、例えば腫瘍血管構造）への結合
のためにＣＡＲと共に用いられ得る。従って、かかる手法では、標的細胞に対する免疫応
答を刺激するのにＣＡＲ及び少なくとも１つの他の受容体の両方が標的細胞に結合する必
要があり得る（例えば、ＣＡＲ／受容体の各々は、免疫細胞刺激の部分的なシグナルを提
供し得るに過ぎず、単独では免疫細胞刺激に不十分であるが、一緒になると免疫エフェク
ター細胞刺激が可能であり得る）。本発明の免疫エフェクター細胞がＴ細胞である場合、
Ｔ細胞を刺激するのに、ＣＬＥＣ１４Ａに結合する１つ又は複数のＣＡＲと、ＣＬＥＣ１
４Ａ発現細胞上のそのリガンドに結合する少なくとも１つの他の受容体とが必要であり得
る。少なくとも１つの他の受容体は、更なるＣＡＲ分子であってもよい。
【０２５７】
　この実施形態の変形例において、本発明の免疫エフェクター細胞内のＣＡＲは、誘導的
に発現し得る。詳細には、この実施形態では、免疫エフェクター細胞上に発現する少なく
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とも１つの他の受容体のその標的への結合がＣＡＲ分子の発現を可能にし、又はそれを制
御し得る。従って、この場合、ＣＡＲ発現が起こる前に少なくとも１つの他の受容体がそ
のリガンドに結合する必要があり、従って免疫エフェクター細胞刺激には、少なくとも１
つの他の受容体のそのリガンドへの結合と、続くＣＡＲの標的細胞への結合とが必要であ
る。かかる特定のシステムは、SynNotch受容体の追加的な発現を含んでもよく、これは、
目的の抗原、例えばＣＤ１９に対する細胞外リガンド結合ドメイン及び直交性の転写因子
（例えば、ＴｅｔＲ又はＧａｌ４）で操作されるものである。目的の抗原が結合すると、
SynNotch受容体のテールから直交性の転写因子が切断され、ＣＡＲの発現が活性化する。
従って、本発明の免疫エフェクター細胞は、ＣＬＥＣ１４Ａ以外の抗原、詳細にはＣＬＥ
Ｃ１４Ａ以外の腫瘍関連抗原に結合する受容体をコードする核酸又はベクターを更に含ん
でもよい。
【０２５８】
　代替的に、本発明のＣＡＲに加えて更なる受容体を本発明の免疫エフェクター細胞上に
発現させるコンビナトリアル手法も用いることができ、ここで、前記更なる受容体は、オ
フターゲット細胞又は組織（例えば、非腫瘍細胞）への結合能を有する。この場合、更な
る受容体がそのリガンドに結合する場合、負のシグナルが生じ、免疫細胞刺激（例えば、
Ｔ細胞刺激）が妨げられる。
【０２５９】
　更なる組み合わせ手法は、本発明のＣＡＲと組み合わせて更なる受容体を使用してもよ
く、ここで、両方の受容体が異なる標的に結合し、異なる効果を誘導して腫瘍を治療する
。従って、両方の抗腫瘍効果は、互いに完全に独立していてもよく、しかし、一緒になる
と腫瘍に対して有効な療法を呈し得る。これに関して、本発明のＣＡＲは、ＴＣＲ療法と
組み合わせて用いられてもよく、ここで、免疫細胞に、本発明のＣＡＲと、腫瘍細胞上（
例えば、特定のタイプの腫瘍細胞上又は任意の腫瘍細胞上）に存在し得る特定のＭＨＣ／
ペプチドの組み合わせへの結合能を有するＴＣＲとをコードする１つ以上の核酸分子が形
質導入され得る。代替的に、ＣＡＲをコードする核酸を形質導入された免疫細胞と、ＴＣ
Ｒをコードする核酸を形質導入された別個の免疫細胞集団とが別々に、逐次的に又は同時
に提供されてもよい。本発明のＣＡＲ及び腫瘍ＭＨＣ／ペプチドの組み合わせを認識する
ＴＣＲをコードする１つ以上の核酸を用いた遺伝子療法治療も想定される。
【０２６０】
　本発明は、本明細書に記載されるとおりのＣＡＲを発現する免疫エフェクター細胞の作
製方法を提供する。一実施形態において、本方法は、免疫エフェクター細胞が本明細書に
記載されるとおりの１つ以上のＣＡＲを発現するように、対象から単離した免疫エフェク
ター細胞をトランスフェクト又は形質導入することを含む。特定の実施形態において、免
疫エフェクター細胞は、対象から単離され、インビトロでの更なる操作なしに核酸分子を
導入することにより修飾される。かかる細胞は、次に対象に直接再投与することができる
。更なる実施形態において、免疫エフェクター細胞は、初めにインビトロで増殖するよう
に活性化及び刺激された後、ＣＡＲを発現するように修飾される。これに関して、免疫エ
フェクター細胞は、遺伝子修飾される（即ち、本明細書に記載されるとおりのＣＡＲを発
現するように形質導入又はトランスフェクトされる）前又はその後に培養されてもよい。
【０２６１】
　Ｔ細胞は、末梢血単核細胞、骨髄、リンパ節組織、臍帯血、胸腺組織、感染部位からの
組織、腹水、胸水、脾臓組織及び腫瘍を含め、幾つもの供給源から入手することができる
。特定の実施形態において、Ｔ細胞は、FICOLL（商標）分離法など、当業者に公知の任意
の技法を用いて対象から収集された血液ユニットから入手することができる。一実施形態
において、対象の循環血液からの細胞がアフェレーシスによって入手される。アフェレー
シス産物は、典型的には、Ｔ細胞、単球、顆粒球、Ｂ細胞、他の有核白血球細胞、赤血球
細胞及び血小板を含めたリンパ球を含有する。一実施形態において、アフェレーシスによ
って収集された細胞は洗浄することにより血漿画分が除去され、後の処理のために細胞が
適切な緩衝液又は培地中に置かれ得る。本発明の一実施形態において、細胞は、ＰＢＳで
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洗浄される。代替的実施形態において、洗浄溶液は、カルシウム及び／又はマグネシウム
不含であり、又は全てではないにしろ、多くの二価カチオンが不含である。当業者であれ
ば理解するであろうとおり、洗浄ステップは、当業者に公知の方法により、例えば半自動
フロースルー遠心機を使用することにより達成し得る。例えば、Cobe 2991細胞プロセッ
サー、Baxter CytoMateなどである。洗浄後、細胞は、種々の生体適合性緩衝液又は緩衝
液含有若しくは不含の他の生理食塩水に再懸濁されてもよい。特定の実施形態において、
細胞を直接再懸濁した培養培地中でアフェレーシス試料の望ましくない成分を除去しても
よい。
【０２６２】
　特定の実施形態において、Ｔ細胞は、末梢血単核細胞（ＰＢＭＣ）から、赤血球を溶解
し、及び例えばPERCOLL（商標）グラジエントを用いた遠心によって単球を枯渇させるこ
とにより単離される。ポジティブ又はネガティブ選択技法により、ＣＤ２８＋、ＣＤ４＋
、ＣＤ８＋、ＣＤ４５ＲＡ＋、及びＣＤ４５ＲＯ＋　Ｔ細胞などの特定のＴ細胞サブ集団
を更に単離することができる。例えば、ネガティブ選択によるＴ細胞集団のエンリッチメ
ントは、ネガティブ選択される細胞にユニークな表面マーカーに対する抗体の組み合わせ
を用いて達成することができる。本明細書において用いられる１つの方法は、ネガティブ
選択される細胞に存在する細胞表面マーカーに対するモノクローナル抗体のカクテルを使
用するネガティブ磁気的免疫接着若しくはフローサイトメトリーによる細胞選別及び／又
は選択である。例えば、ネガティブ選択によってＣＤ４＋細胞をエンリッチするために、
モノクローナル抗体カクテルは、典型的には、ＣＤ１４、ＣＤ２０、ＣＤｌ　ｌｂ、ＣＤ
１６、ＨＬＡ－ＤＲ、及びＣＤ８に対する抗体を含む。フローサイトメトリー及び細胞選
別は、本発明で使用する目的の細胞集団の単離にも用いられ得る。
【０２６３】
　ＰＢＭＣは、本明細書に記載されるとおりの方法を用いた遺伝子修飾に直接使用し得る
。特定の実施形態において、ＰＢＭＣを単離した後、Ｔリンパ球が更に単離され、及び特
定の実施形態では、細胞傷害性Ｔリンパ球及びヘルパーＴリンパ球の両方は、遺伝子修飾
及び／又は増殖の前又はその後のいずれかにナイーブ、メモリー及びエフェクターＴ細胞
のサブ集団に選別され得る。ＣＤ８＋細胞は、標準方法を用いて入手することができる。
一部の実施形態において、ＣＤ８＋細胞は、ナイーブ、セントラルメモリー及びエフェク
ター細胞へと、それらのタイプのＣＤ８＋細胞の各々に関連する細胞表面抗原を同定する
ことによって更に選別される。実施形態において、メモリーＴ細胞は、ＣＤ８＋末梢血リ
ンパ球のＣＤ６２Ｌ＋及びＣＤ６２Ｌ－の両方のサブセットに存在する。ＰＢＭＣは、抗
ＣＤ８抗体及び抗ＣＤ６２Ｌ抗体による染色後にＣＤ６２Ｌ－ＣＤ８＋画分とＣＤ６２Ｌ
＋ＣＤ８＋画分とに選別される。一部の実施形態において、セントラルメモリーＴＣＭの
表現型マーカーの発現には、ＣＤ４５ＲＯ、ＣＤ６２Ｌ、ＣＣＲ７、ＣＤ２８、ＣＤ３及
びＣＤ１２７が含まれ、グランザイムＢ陰性である。一部の実施形態において、セントラ
ルメモリーＴ細胞は、ＣＤ４５ＲＯ＋、ＣＤ６２Ｌ＋、ＣＤ８＋　Ｔ細胞である。一部の
実施形態において、エフェクターＴ細胞は、ＣＤ６２Ｌ、ＣＣＲ７、ＣＤ２８及びＣＤ１
２７が陰性であり、且つグランザイムＢ及びパーフォリンが陽性である。一部の実施形態
において、ナイーブＣＤ８＋　Ｔリンパ球は、ＣＤ６２Ｌ、ＣＣＲ７、ＣＤ２８、ＣＤ３
、ＣＤ　１２７及びＣＤ４５ＲＡを含めたナイーブＴ細胞の表現型マーカーの発現によっ
て特徴付けられる。
【０２６４】
　Ｔ細胞などの免疫エフェクター細胞は、単離後に修飾することができ、又は免疫エフェ
クター細胞は、修飾する前にインビトロで活性化及び増殖させる（又はプロジェニターの
場合には分化させる）ことができる。別の実施形態において、Ｔ細胞などの免疫エフェク
ター細胞は、核酸分子の導入によって修飾され、次にインビトロで活性化及び増殖される
。Ｔ細胞の活性化及び増殖方法は、当該技術分野において公知であり、例えば、米国特許
第６９０５８７４号、米国特許第６８６７０４１号、米国特許第６７９７５１４号、国際
公開第２０１２０７９０００号に記載されている。概して、かかる方法は、ＩＬ－２など
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の適切なサイトカインを含む培養培地中において、概してビーズ又は他の表面に付着させ
た抗ＣＤ３及び抗ＣＤ２８抗体などの刺激剤及び共刺激剤にＰＢＭＣ又は単離Ｔ細胞を接
触させることを含む。同じビーズに付着した抗ＣＤ３及び抗ＣＤ２８抗体が「サロゲート
」抗原提示細胞（ＡＰＣ）としての役割を果たす。他の実施形態において、Ｔ細胞は、米
国特許第６０４０１７７号、米国特許第５８２７６４２号及び国際公開第２０１２１２９
５１４号に記載されるものなどの方法を用いて、支持細胞並びに適切な抗体及びサイトカ
インで増殖するよう活性化させ、及び刺激してもよい。
【０２６５】
　一実施形態において、ＣＤ３４＋細胞は、本発明に係るＣＡＲコード核酸分子によって
形質転換又はトランスフェクトされる。特定の実施形態において、修飾された（例えば、
トランスフェクト又は形質転換された）ＣＤ３４＋細胞は、対象、概して細胞の単離元と
なった対象への投与後にインビボで成熟免疫エフェクター細胞に分化する。別の実施形態
において、ＣＤ３４＋細胞は、核酸分子の導入前又は導入後に、当該技術分野において公
知の方法により、以下のサイトカイン：Ｆｌｔ－３リガンド（ＦＬ）、幹細胞因子（ＳＦ
）、巨核球増殖分化因子（ＴＰＯ）、ＩＬ－３及びＩＬ－６の１つ以上によってインビト
ロで刺激されてもよい。
【０２６６】
　本発明は、以下に更に詳細に記載するとおりの療法に用いられる修飾免疫エフェクター
細胞であって、本明細書に開示されるとおりのＣＡＲを発現する修飾免疫エフェクター細
胞を提供する。例えば、修飾免疫エフェクター細胞は、癌、特に固形腫瘍と診断された患
者から入手された末梢血単核細胞（ＰＢＭＣ）から調製されてもよい。
【０２６７】
　修飾免疫エフェクター細胞の保存、例えば凍結保存、及び／又はヒト若しくは他の対象
で使用するための調製に標準的手順が用いられ得る。
【０２６８】
　ＣＡＲを発現する免疫エフェクター細胞は、公知の技法による養子免疫療法のための方
法及び組成物において利用することができる。一部の実施形態において、細胞は、初めに
細胞をその培養培地から回収し、次に細胞を洗浄し、投与に好適な媒体及び容器システム
（「薬学的に許容可能な」担体）中に治療有効量で濃縮することにより製剤化される。好
適な注入媒体は任意の等張性媒体製剤、典型的には、通常、生理食塩水、Normosol R（Ab
bott）又はPlasma-Lyte A（Baxter）であってよいが、また水又は乳酸加リンゲル中５％
デキストロースも利用することができる。注入媒体にはヒト血清アルブミンを添加するこ
とができる。組成物中の細胞の治療有効量は、少なくとも２つの細胞（例えば、少なくと
も１つのＣＤ８＋　セントラルメモリーＴ細胞及び少なくとも１つのＣＤ４＋　ヘルパー
Ｔ細胞サブセット）であり、又はより典型的には１０２細胞超、及び最大１０６、最大１
０８又は１０９細胞以下であり、及び１０１０細胞超であり得る。細胞の数は、組成物に
含まれる細胞のタイプと同様に、組成物の最終的な使用目的に依存することになる。本明
細書に提供される使用には、細胞は、概してリットル以下、５００ｍｌ以下、更には２５
０ｍｌ又は１００ｍｌ以下の体積である。従って、望ましい細胞の密度は、典型的には１
０６細胞／ｍｌ超であり、概して１０７細胞／ｍｌ超、概して１０細胞／ｍｌ以上である
。臨床的に関連性のある免疫細胞数は、累積で１０５、１０６、１０７、１０８、１０９

、１０１０、１０１１又は１０１２細胞以上になる複数回の注入に分割することができる
。例えば、２、３、４、５、６回又はそれを超えて別々の注入が２４又は４８時間の間隔
を置いて、又は３、４、５、６又は７日おきに患者に投与されてもよい。注入は、１週間
、２週間若しくは１ヵ月の間隔、又は６週間、又は２、３、４、５若しくは６ヵ月の間隔
を置いてもよい。また、年１回の注入が投与され得る可能性もある。本発明の一部の態様
において、注入される細胞は、全て特定の標的抗原（即ち、ＣＬＥＣ１４Ａ）に仕向け直
されるため、１０６／キログラム（１患者当たり１０６～１０９）の範囲の少ない数の細
胞が投与されてもよい。細胞組成物は、これらの範囲内の投薬量で複数回投与されてもよ
い。必要に応じて、治療は、免疫応答の誘導を増進させるため、マイトジェン（例えば、



(53) JP 2019-511224 A 2019.4.25

10

20

30

40

50

ＰＨＡ）若しくはリンホカイン、サイトカイン、及び／又はケモカイン（例えば、ＩＦＮ
－γ、ＩＬ－２、ＩＬ－１２、ＴＮＦ－α、ＩＬ－１８及びＴＮＦ－β、ＧＭ－ＣＳＦ、
ＩＬ－４、ＩＬ－１３、Ｆｌｔ３－Ｌ、ＲＡＮＴＥＳ等）の投与も含み得る。
【０２６９】
　ＣＡＲを発現する本発明の免疫エフェクター細胞は、単独で投与されても、又は希釈剤
及び／又はＩＬ－２又は他のサイトカイン又は細胞集団などの成分と組み合わせた他の医
薬組成物として投与されてもよい。簡潔に言えば、本発明の医薬組成物は、本明細書に記
載されるとおりの、ＣＡＲを発現する免疫エフェクター細胞集団、例えばＴ細胞を１つ以
上の薬学的又は生理学的に許容可能な担体、希釈剤又は賦形剤との組み合わせで含み得る
。かかる組成物は、中性緩衝生理食塩水、リン酸緩衝生理食塩水などの緩衝液；グルコー
ス、マンノース、スクロース又はデキストラン類、マンニトールなどの炭水化物；タンパ
ク質；ポリペプチド又はグリシンなどのアミノ酸；抗酸化剤；ＥＤＴＡ又はグルタチオン
などのキレート剤；アジュバント（例えば、水酸化アルミニウム）；及び保存剤を含んで
もよい。本発明の組成物は、好ましくは、静脈内投与用に製剤化され、以下に詳細に記載
する。
【０２７０】
　ＣＡＲをコードするベクターに用いられるインビボ選択可能マーカーに関連して他の部
分に指摘されるとおり、細胞が本発明の核酸分子で修飾される前、その後又はそれと同時
に、ＣＡＲを含有する免疫エフェクター細胞に誘導性カスパーゼ９又はチミジンキナーゼ
などの自殺遺伝子を形質導入することにより、有害事象を最小限に抑えることができる。
【０２７１】
　本明細書に記載されるＣＡＲを発現する免疫エフェクター細胞を投与することにより対
象に誘導される免疫応答には、感染細胞を死滅させる能力を有する細胞傷害性Ｔ細胞によ
って媒介される細胞性免疫応答、調節性Ｔ細胞及びヘルパーＴ細胞応答が含まれ得る。Ｂ
細胞を活性化させる能力を有し、従って抗体産生をもたらすヘルパーＴ細胞によって主に
媒介される体液性免疫応答も含まれ得る。
【０２７２】
　「有効量」が示されるとき、組成物の正確な投与量は、医師が患者（対象）の年齢、体
重、悪性病変の程度及び全般的な状態の個々の違いを考慮して判断し得る。特定の患者に
最適な投薬量及び治療レジームは、医学分野の当業者が対象を疾患の徴候に関してモニタ
し、それに応じて治療を調整することにより、容易に判断することができる。
【０２７３】
　用語「標的細胞」は、本発明の修飾免疫エフェクター細胞によって死滅又は消失させよ
うとする任意の細胞を指す。上述のとおり、これは、概して、ＣＬＥＣ１４Ａを発現する
内皮細胞（例えば、腫瘍、好ましくは固形腫瘍内にある内皮細胞、例えば癌細胞）であり
得る。
【０２７４】
　可能な発現ベクターとしては、そのベクターが使用する宿主細胞と適合性を有する限り
、限定はされないが、コスミド、プラスミド又は修飾ウイルス（例えば、複製欠損レトロ
ウイルス、アデノウイルス及びアデノ随伴ウイルス）が挙げられる。発現ベクターは、「
宿主細胞の形質転換に好適」であり、これは、発現ベクターが本発明の核酸分子と、核酸
分子に作動可能に連結した、発現に使用する宿主細胞に基づき選択された調節配列とを含
有することを意味する。作動可能に連結したとは、核酸が核酸の発現を可能にする方法で
調節配列に連結されていることを意味するものと意図される。
【０２７５】
　従って、本発明は、本発明の核酸分子又はその断片と、本発明の核酸分子によってコー
ドされるタンパク質配列の転写及び翻訳に必要な調節配列とを含有する組換え発現ベクタ
ーを企図する。
【０２７６】
　好適な調節配列は、細菌、真菌、ウイルス、哺乳類又は昆虫遺伝子を含めた種々の供給
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源に由来し得る。適切な調節配列の選択は、以下で考察するとおり選択の宿主細胞に依存
し、当業者は、容易に実現し得る。かかる調節配列の例としては、翻訳開始シグナルを含
め、転写プロモーター及びエンハンサー又はＲＮＡポリメラーゼ結合配列、リボソーム結
合配列が挙げられる。加えて、選択の宿主細胞及び用いられるベクターに応じて、複製起
点、追加的なＤＮＡ制限部位、エンハンサー及び転写誘導能を付与する配列などの他の配
列が発現ベクターに組み込まれ得る。
【０２７７】
　本発明の組換え発現ベクターは、本発明の組換え分子で形質転換又はトランスフェクト
された宿主細胞の選択を促進する選択可能マーカー遺伝子を含有してもよい。選択可能マ
ーカー遺伝子の例は、特定の薬物に対する耐性を付与するネオマイシン及びハイグロマイ
シン、β－ガラクトシダーゼ、クロラムフェニコールアセチルトランスフェラーゼ、ホタ
ルルシフェラーゼ又は免疫グロブリン若しくはその一部分、例えば免疫グロブリンの、好
ましくはＩｇＧのＦｃ部分などのタンパク質をコードする遺伝子である。選択可能マーカ
ー遺伝子の転写は、β－ガラクトシダーゼ、クロラムフェニコールアセチルトランスフェ
ラーゼ又はホタルルシフェラーゼなどの選択可能マーカータンパク質の濃度の変化によっ
てモニタされる。選択可能マーカー遺伝子が、ネオマイシン耐性などの抗生物質耐性を付
与するタンパク質をコードする場合、形質転換細胞は、Ｇ４１８で選択することができる
。選択可能マーカー遺伝子が組み込まれた細胞は生存し得るが、他の細胞は死滅し得る。
これにより、本発明の組換え発現ベクターの発現を可視化してアッセイし、詳細には突然
変異が発現及び表現型に及ぼす効果を決定することが可能になる。選択可能マーカーは、
目的の核酸と別個のベクターで導入してもよいことが理解されるであろう。
【０２７８】
　組換え発現ベクターは、組換えタンパク質の発現の増加、組換えタンパク質の溶解度の
増加をもたらす融合部分をコードし、及びアフィニティー精製においてリガンドとして作
用することにより標的組換えタンパク質の精製を補助する遺伝子を含有してもよい（例え
ば、精製及び／又は同定を可能にする適切な「タグ」、例えばＨｉｓタグ又はｍｙｃタグ
が存在してもよい）。例えば、標的組換えタンパク質にタンパク質分解切断部位を加える
ことにより、融合タンパク質の精製後に組換えタンパク質を融合部分と分離することが可
能となり得る。典型的な融合発現ベクターとしては、それぞれグルタチオンＳ－トランス
フェラーゼ（ＧＳＴ）、マルトースＥ結合タンパク質、又はプロテインＡを組換えタンパ
ク質に融合するpGEX（Amrad Corp.、メルボルン、オーストラリア）、pMal（New England
 Biolabs、ビバリー、ＭＡ）及びpRIT5（Pharmacia、ピスカタウェイ、ＮＪ）が挙げられ
る。
【０２７９】
　組換え発現ベクターを宿主細胞に導入して形質導入宿主細胞を作製することができる。
用語「～を形質導入された」、「～で形質転換された」、「～をトランスフェクトされた
」、「形質転換」及び「トランスフェクション」は、当該技術分野において公知の多くの
可能な技法の１つによる細胞への核酸（例えば、ベクター）の導入を包含することが意図
される。用語「形質転換宿主細胞」は、本明細書で使用されるとき、本発明の組換え発現
ベクターで形質転換されているグリコシル化能を有する細胞も含むように意図される。原
核細胞は、例えば電気穿孔又は塩化カルシウム媒介形質転換によって核酸で形質転換する
ことができる。例えば、核酸は、リン酸カルシウム又は塩化カルシウム共沈殿、ＤＥＡＥ
－デキストラン媒介トランスフェクション、リポフェクション、電気穿孔又はマイクロイ
ンジェクションなどの従来技術を用いて哺乳類細胞に導入することができる。宿主細胞の
形質転換及びトランスフェクションに好適な方法については、Sambrook et al., 1989（
前掲）及び他の実験テキストを参照することができる。
【０２８０】
　好適な宿主細胞としては、多様な真核生物宿主細胞及び原核細胞が挙げられる。例えば
、本発明のタンパク質（例えば、抗体）は、酵母細胞又は哺乳類細胞で発現させてもよい
。加えて、本発明のタンパク質は、大腸菌（Escherichia coli）などの原核細胞で発現さ
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せてもよい。
【０２８１】
　本発明の実施に好適な酵母及び真菌宿主細胞としては、限定はされないが、サッカロミ
セス・セレビシエ（Saccharomyces cerevisiae）、ピキア属（Pichia）又はクルイベロミ
セス属（Kluyveromyces）及びアスペルギルス属（Aspergillus）の様々な種が挙げられる
。酵母Ｓ．セレビシエ（S. cerevisiae）で発現させるベクターの例としては、pYepSec1
、pMFa、pJRY88、及びpYES2（Invitrogen Corporation、サンディエゴ、ＣＡ）が挙げら
れる。酵母及び真菌の形質転換プロトコルは、当業者に周知である。
【０２８２】
　本発明の実施に好適な哺乳類細胞としては、とりわけ、ＣＯＳ（例えば、ＡＴＣＣ番号
ＣＲＬ　１６５０又は１６５１）、ＢＨＫ（例えば、ＡＴＣＣ番号ＣＲＬ　６２８１）、
ＣＨＯ（ＡＴＣＣ番号ＣＣＬ　６１）、ＨｅＬａ（例えば、ＡＴＣＣ番号ＣＣＬ　２）、
２９３（ＡＴＣＣ番号１５７３）、ＮＳ－１細胞、ＮＳ０（ＡＴＣＣ　ＣＲＬ－１１１７
７）、及びPer.C6（登録商標）（Crucell、ライデン、オランダ）を挙げることができる
。哺乳類細胞における発現を指図するのに好適な発現ベクターは、概して、プロモーター
（例えば、ポリオーマ、アデノウイルス２、サイトメガロウイルス及びシミアンウイルス
４０などのウイルス性物質に由来するもの）、並びに他の転写及び翻訳制御配列を含む。
哺乳類発現ベクターの例としては、pCDM8及びpMT2PCが挙げられる。
【０２８３】
　本明細書に提供される教示を踏まえれば、適切なタイプの発現ベクターを植物、鳥類及
び昆虫細胞に導入するためのプロモーター、ターミネーター及び方法も容易に達成するこ
とができる。例えば、一実施形態の範囲内において、本発明のタンパク質は、植物細胞か
ら発現させてもよい。
【０２８４】
　本発明の実施に好適な昆虫細胞としては、カイコガ属（Bombyx）、トリコプルシア属（
Trichoplusia）又はスポドプテラ属（Spodoptera）の種からの細胞及び細胞株が挙げられ
る。培養昆虫細胞（ＳＦ　９細胞）におけるタンパク質の発現に利用可能なバキュロウイ
ルスベクターとしては、ｐＡｃ系列及びｐＶＬ系列が挙げられる。
【０２８５】
　代替的に、本発明のタンパク質は、ラット、ウサギ、ヒツジ及びブタなどの非ヒトトラ
ンスジェニック動物で発現させてもよい（米国特許第４，７３６，８６６号）。
【０２８６】
　本発明のタンパク質は、固相合成又は均一溶液中での合成など、タンパク質化学におい
て周知の技法を用いた化学合成によって調製されてもよい。
【０２８７】
　タンパク質などの他の分子にコンジュゲートした本発明の抗体及びタンパク質を含むＮ
末端又はＣ末端融合タンパク質（例えば、イムノコンジュゲート）は、組換え技術を用い
て融合することにより調製されてもよい。得られた融合タンパク質は、本明細書に記載さ
れるとおりの選択のタンパク質若しくはマーカータンパク質、又はタグタンパク質に融合
した本発明の抗体若しくはタンパク質を含有する。本発明の抗体及びタンパク質は、公知
の技法によって他のタンパク質にコンジュゲートされてもよい。例えば、タンパク質は、
国際公開第９０／１０４５７号に記載されるとおりのヘテロ二官能性チオール含有リンカ
ー、Ｎ－スクシンイミジル－３－（２－ピリジルジチオプロピオン酸）又はＮ－スクシン
イミジル－５チオ酢酸を用いてカップリングされてもよい。融合タンパク質又はコンジュ
ゲートの調製に使用し得るタンパク質の例としては、免疫グロブリン、ホルモン、成長因
子、レクチン、インスリン、低密度リポタンパク質、グルカゴン、エンドルフィン、トラ
ンスフェリン、ボンベシン、アシアロ糖タンパク質、グルタチオン－Ｓ－トランスフェラ
ーゼ（ＧＳＴ）、赤血球凝集素（ＨＡ）及びトランケート型ｍｙｃなどの細胞結合タンパ
ク質が挙げられる。
【０２８８】
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　上記で及び以下の実施例で更に詳細に考察するとおり、本発明者らは、本発明の抗体が
血管新生に効果を及ぼすことを明らかにしている。従って、本発明の抗体（その融合タン
パク質及びコンジュゲート、例えばイムノコンジュゲート等を含む）、ＣＡＲ、核酸分子
（前記核酸分子を含むベクター、特に発現ベクターを含む）及び免疫エフェクター細胞は
、療法において有用性がある。従って、本発明の更なる態様は、以下を含む：
　本明細書に定義するとおりの本発明の抗体、ＣＡＲ（即ち、ＣＡＲポリペプチド）、核
酸分子（例えば、ＣＡＲをコードするもの、例えば発現ベクター）又は免疫エフェクター
細胞と、少なくとも１つの生理学的に許容可能な担体又は賦形剤とを含む組成物、特に治
療用組成物又は医薬組成物、
　療法、特に養子細胞移入療法に用いられる、本明細書に定義するとおりの本発明の抗体
、ＣＡＲ（即ち、ＣＡＲポリペプチド）、核酸分子（例えば、ＣＡＲをコードするもの、
例えば発現ベクター）若しくは免疫エフェクター細胞又は組成物、
　ＣＬＥＣ１４Ａの発現に関連する疾患又は病態への対処に用いられる、例えば血管新生
、詳細には腫瘍血管新生を阻害するための、例えば癌の治療に用いられる、本明細書に定
義するとおりの本発明の抗体、ＣＡＲ（即ち、ＣＡＲポリペプチド）、核酸分子（例えば
、ＣＡＲをコードするもの、例えば発現ベクター）若しくは免疫エフェクター細胞又は組
成物、
　ＣＬＥＣ１４Ａの発現に関連する疾患又は病態に対処する方法、例えば血管新生、詳細
には腫瘍血管新生の阻害方法、例えば癌を治療する方法であって、本明細書に定義すると
おりの本発明の抗体、ＣＡＲ（即ち、ＣＡＲポリペプチド）、核酸分子（例えば、ＣＡＲ
をコードするもの、例えば発現ベクター）、免疫エフェクター細胞又は組成物、特に有効
量の前記抗体、ＣＡＲ、核酸分子、細胞又は組成物を、それを必要とする対象に投与する
ことを含む方法、及び
　ＣＬＥＣ１４Ａの発現に関連する疾患又は病態に対処するための、例えば血管新生、詳
細には腫瘍血管新生を阻害するための、例えば癌を治療するための医薬（又は組成物）の
製造のための、本明細書に定義するとおりの本発明の抗体、ＣＡＲ（即ち、ＣＡＲポリペ
プチド）、核酸分子（例えば、ＣＡＲをコードするもの、例えば発現ベクター）又は免疫
エフェクター細胞の使用。
【０２８９】
　誤解を避けるため、本発明には、本明細書に定義するとおりの抗体、ＣＡＲ（即ち、Ｃ
ＡＲポリペプチド）、核酸分子（例えば、ＣＡＲをコードするもの、例えば発現ベクター
）、免疫エフェクター細胞又は組成物をインビトロ又はエキソビボで組織又は細胞に投与
することを含む、血管新生（例えば、腫瘍血管新生）を阻害するインビトロ又はエキソビ
ボ方法も含まれることも理解されるであろう。細胞は、樹立細胞株であっても、又は個体
から取り出された細胞であってもよい。組織又は細胞は、好ましくは哺乳類組織又は細胞
（例えば、内皮組織又は細胞）であり、及び最も好ましくはヒト組織又は細胞である。方
法がエキソビボ方法である場合、薬剤は、エキソビボで血管新生モデルに投与されてもよ
い。好適な血管新生アッセイとしては、内皮細胞増殖、遊走及び侵入アッセイ、スポンジ
アッセイ及び大動脈リングアッセイが挙げられる。更なる血管新生アッセイについては以
下及び実施例に記載する。
【０２９０】
　「対処する」により、その方法を用いて障害の症状を軽減し得る（即ち、その方法が対
症療法的に用いられる）か、又は障害を治療し得るか、又は障害を予防し得る（即ち、そ
の方法が予防的に用いられる）という意味が含まれる。
【０２９１】
　ＣＬＥＣ１４Ａの発現に関連する疾患又は病態により、ＣＬＥＣ１４Ａを発現する細胞
に関連する任意の疾患又は病態が含まれる。例えば、細胞は、不要な細胞であり得る。不
要な細胞とは、宿主におけるその存在が望ましくない任意の細胞であり得る。従って、Ｃ
ＬＥＣ１４Ａの発現に関連する疾患又は病態とは、ＣＬＥＣ１４Ａを発現し且つ不要な細
胞の存在によって特徴付けられる任意の病態、例えばＣＬＥＣ１４Ａを発現するかかる不
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要な細胞の存在によって病変の少なくとも一部が媒介される任意の生物学的又は医学的病
態又は障害であるであり得る。病態は、不要な細胞の存在によって引き起こされることも
あり、又は不要な細胞の存在が病態の影響であることもある。
【０２９２】
　ＣＬＥＣ１４Ａの発現により、細胞上若しくは細胞内に又は細胞から調製された抽出物
内にＣＬＥＣ１４Ａタンパク質を検出することが可能であるか、又はＣＬＥＣ１４Ａ　ｍ
ＲＮＡの検出によってポリペプチドの発現を推測し得るという意味が含まれる。細胞にお
けるＣＬＥＣ１４Ａの発現を確認するために種々のアッセイを実施し得る。かかるアッセ
イとしては、例えば、特定のタンパク質（即ち、ＣＬＥＣ１４Ａ）の存在を免疫学的手段
（ＥＬＩＳＡ及びウエスタンブロット）によって検出するなど、当業者に周知の生化学ア
ッセイ、又はノーザンブロッティング、ＲＴ－ＰＣＲ及びＰＣＲなど、ＣＬＥＣ１４Ａ　
ｍＲＮＡの存在を検出するための当業者に周知の分子生物学アッセイが挙げられる。
【０２９３】
　上述のとおり、本発明者らは、ＣＬＥＣ１４Ａが内皮細胞マーカーであることを見出し
ており、従って、本発明の抗体、ＣＡＲ、核酸分子、発現ベクター、免疫エフェクター細
胞及び組成物が、不要であるか、望ましくないか又は不適切な血管新生が関わる任意の疾
患又は病態への対処において特に有用となり得ることが理解されるであろう。かかる病態
には、腫瘍／癌、乾癬、月経過多、子宮内膜症、関節炎（炎症性及びリウマチ性の両方）
、黄斑変性症、パジェット病、網膜症及びその血管合併症（増殖性並びに未熟児のもの及
び糖尿病性網膜症）、良性血管増殖、線維化、肥満症及び炎症が含まれる。
【０２９４】
　用語「血管新生の阻害」は、血管新生の速度又はレベルを低減することを意味するもの
と意図される。低減は、血管新生の速度又はレベルの約１０％、又は約２０％、又は約３
０％、又は約４０％の低レベルの低減であってもよい。好ましくは、低減は、血管新生の
速度又はレベルの約５０％、又は約６０％、又は約７０％、又は約８０％の低減の中レベ
ルの低減である。より好ましくは、低減は、血管新生の速度又はレベルの約９０％、又は
約９５％、又は約９９％、又は約９９．９％の高レベルの低減である。最も好ましくは、
阻害には、血管新生の消失又はその検出不能なレベルに至るまでの低減も含まれ得る。血
管新生の速度又はレベルを決定する方法及びアッセイ、従って抗体、ＣＡＲ、核酸分子、
発現ベクター、免疫エフェクター細胞又は組成物が血管新生を阻害するかどうか、及びそ
れがどの程度であるかを決定する方法及びアッセイは、当該技術分野において公知であり
、実施例を含め、本明細書に更に詳細に記載される。
【０２９５】
　典型的には、阻害される血管新生は、腫瘍血管新生である。従って、個体は、腫瘍血管
新生を阻害することによって治療し得る固形腫瘍を有してもよく、即ち、固形腫瘍は、新
生血管の生成に関連する。用語「腫瘍」は、限定はされないが、乳房、卵巣、肝臓、膀胱
、前立腺、腎臓、膵臓、胃、食道、肺及び甲状腺の腫瘍を含め、あらゆる形態の新生物性
細胞成長を指すものと理解されるべきである。
【０２９６】
　典型的には、腫瘍は、望ましくない新生血管構造形成に関連する。望ましくない新生血
管構造形成を低減すると腫瘍の進行を止めることができ、腫瘍サイズ及び成長の臨床的に
有用な低減につながり得る。従って、腫瘍血管新生の阻害は、腫瘍の治療、例えば腫瘍の
（更なる）成長の防止、腫瘍の広がり（転移）の防止又は腫瘍サイズの低減に用いること
ができる。
【０２９７】
　好ましくは、本発明の抗体、ＣＡＲ、核酸分子、発現ベクター、免疫エフェクター細胞
、方法及び組成物は、ヒトの治療に使用され、その場合、抗体、ＣＡＲ、又は免疫エフェ
クター細胞は、ヒトＣＬＥＣ１４Ａへの結合能を有し、又は核酸分子又は発現ベクターは
、ヒトＣＬＥＣ１４Ａへの結合能を有する抗体又はＣＡＲをコードする。しかしながら、
本発明の抗体、ＣＡＲ、核酸分子、発現ベクター、免疫エフェクター細胞、方法及び組成
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物が非ヒト哺乳類の治療に使用されるものであるとき、抗体、ＣＡＲ又は免疫エフェクタ
ー細胞が他の種からのＣＬＥＣ１４Ａへの結合能を有する場合、又は核酸分子又は発現ベ
クターが、他の種からのＣＬＥＣ１４Ａへの結合能を有する抗体又はＣＡＲをコードする
場合が好ましいことは理解される。
【０２９８】
　上記で考察したとおり、ＣＬＥＣ１４Ａは、特定の腫瘍細胞（例えば、内皮細胞）に発
現し、本発明の抗体は、ＣＬＥＣ１４Ａ＋細胞に局在化する。結果的に、本発明の抗体は
、ＣＬＥＣ１４Ａ＋細胞が存在する身体部位（例えば、腫瘍）を標的化することができ、
そのため、抗体は、標的部位で作用することができる。詳細には、抗体が腫瘍血管のＣＬ
ＥＣ１４Ａ＋内皮細胞に局在化する能力とは、本発明の抗体が、ＣＬＥＣ１４Ａ＋腫瘍細
胞が存在する身体部位を標的化することができ、そうして抗体が標的部位で作用すること
ができることを意味する。
【０２９９】
　実施例に示すとおり、本発明の抗体は、それ自体、即ちネイキッド抗体として、例えば
ＣＬＥＣ１４Ａの機能又は活性を阻害、低減又は遮断することにより抗ＣＬＥＣ１４Ａ＋
細胞効果（例えば、血管新生の阻害効果又は抗癌効果）を有し得る。ネイキッド抗体とし
て作用するこの能力は有利であり、従って一部の実施形態では、本発明の組成物、使用及
び方法は、いかなる他の活性薬剤、例えば治療用活性薬剤にもコンジュゲートしていない
本発明の抗体を利用する。
【０３００】
　血管新生阻害薬抗ＶＥＧＦモノクローナル抗体ベバシズマブは、標準的な化学療法と併
用して投与されるとき、幾つもの固形腫瘍について臨床転帰を改善することが公知である
。用いられている併用としては、ベバシズマブとイリノテカン、フルオロウラシル及びロ
イコボリンとの併用、ベバシズマブとＦＯＬＦＯＸ４（オキサリプラチン、５－フルオロ
ウラシル及びロイコボリンのレジメン）との併用、ベバシズマブとパクリタキセルとの併
用、及びベバシズマブとパクリタキセル及びカルボプラチンとの併用が挙げられる。
【０３０１】
　従って、当業者であれば、本発明の抗体、ＣＡＲ、核酸分子、発現ベクター、組成物及
び免疫エフェクター細胞は、いかなる他の治療用薬剤（例えば、抗癌及び／又は抗血管新
生化合物／薬剤）が存在しなくても臨床的に有効であり得るが、本発明の抗体、ＣＡＲ、
核酸分子、発現ベクター、組成物及び免疫エフェクター細胞を更なる治療用薬剤（例えば
、抗癌及び／又は抗血管新生化合物／薬剤）と併せて投与することが有利であり得ること
を理解するであろう。
【０３０２】
　従って、本発明の更なる実施形態において、本方法は、少なくとも１つの更なる又は追
加的な治療用薬剤（例えば、抗癌及び／又は抗血管新生化合物／薬剤）を個体に投与する
ことも含み得る。本方法は、抗体、ＣＡＲ、核酸分子、発現ベクター又は免疫エフェクタ
ー細胞と、更なる治療用薬剤（例えば、抗癌及び／又は抗血管新生化合物／薬剤）とを含
有する医薬組成物を個体に投与することを含み得る。しかしながら、本発明の抗体、ＣＡ
Ｒ、核酸分子、発現ベクター、組成物又は免疫エフェクター細胞と、更なる治療用薬剤（
例えば、抗癌及び／又は抗血管新生化合物／薬剤）とは別個に、例えば別個の投与経路に
よって投与されてもよいことは理解される。加えて、本発明の抗体、ＣＡＲ、核酸分子、
発現ベクター、組成物又は免疫エフェクター細胞と、少なくとも１つの更なる治療用薬剤
（例えば、抗癌及び／又は抗血管新生化合物／薬剤）とは、逐次的に又は（実質的に）同
時に投与することができる。それらは、同じ医薬製剤中又は医薬中にあって投与されても
よく、又はそれらは別個に製剤化され、投与されてもよい。
【０３０３】
　詳細な実施形態において、本発明は、ＣＬＥＣ１４Ａの発現に関連する疾患又は病態に
対処する方法、例えば血管新生、詳細には腫瘍血管新生の阻害方法、例えば癌を治療する
方法を提供し、前記方法は、それを必要とする対象に対し、本明細書に定義するとおりの
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本発明の抗体、ＣＡＲ、核酸分子、発現ベクター、免疫エフェクター細胞又は組成物、特
に有効量の前記抗体、細胞又は組成物を投与することと、１つ以上の追加的な活性（例え
ば、療法用）薬剤（例えば、抗癌及び／又は抗血管新生化合物／薬剤）とを別個に、同時
に又は逐次的に投与することを含む。
【０３０４】
　別の見方をすれば、ＣＬＥＣ１４Ａの発現に関連する疾患又は病態への対処に用いられ
る、例えば血管新生、特に腫瘍血管新生の阻害に用いられる、例えば癌の治療に用いられ
る１つ以上の追加的な活性（例えば、治療用）薬剤（例えば、抗癌及び／又は抗血管新生
化合物／薬剤）と併用して使用される本明細書に定義するとおりの本発明の抗体、ＣＡＲ
、核酸分子、発現ベクター、免疫エフェクター細胞又は組成物が提供される。
【０３０５】
　従って、ＣＬＥＣ１４Ａの発現に関連する疾患又は病態に対処するための、例えば血管
新生、詳細には腫瘍血管新生を阻害するための、例えば癌を治療するための１つ以上の追
加的な活性薬剤（例えば、治療用）薬剤（例えば、抗癌及び／又は抗血管新生化合物／薬
剤）と併用して使用される医薬の製造における、本明細書に定義するとおりの本発明の抗
体、ＣＡＲ、核酸分子、発現ベクター又は免疫エフェクター細胞の使用が提供される。
【０３０６】
　従って、一実施形態において本医薬は、１つ以上の追加的な活性（例えば、治療用）薬
剤（例えば、抗癌及び／又は抗血管新生化合物／薬剤）を更に含んでもよい。
【０３０７】
　本医薬は、本明細書に定義するとおりの本発明の抗体、ＣＡＲ、核酸分子、発現ベクタ
ー又は免疫エフェクター細胞と、１つ以上の追加的な活性（例えば、治療用）薬剤（例え
ば、抗癌及び／又は抗血管新生化合物／薬剤）との両方を含む単一の組成物の形態であっ
てもよく、又はこれは、それらを別個に（例えば、同時に又は逐次的に）投与するように
含むキット又は製品の形態であってもよい。
【０３０８】
　一部の実施形態において、更なる療法用薬剤は、抗癌剤である。更なる抗癌剤は、メク
ロレタミン（ＨＮ２）、シクロホスファミド、イホスファミド、メルファラン（Ｌ－サル
コリシン）及びクロラムブシルなどのナイトロジェンマスタード類；ヘキサメチルメラミ
ン、チオテパなどのエチレンイミン類及びメチルメラミン類；ブスルファンなどのスルホ
ン酸アルキル類；カルムスチン（ＢＣＮＵ）、ロムスチン（ＣＣＮＵ）、セムスチン（メ
チル－ＣＣＮＵ）及びストレプトゾシン（ストレプトゾトシン）などのニトロソウレア類
；及びデカルバジン（decarbazine）（ＤＴＩＣ；ジメチルトリアゼノイミダゾールカル
ボキサミド）などのトリアゼン類を含めたアルキル化剤；メトトレキサート（アメトプテ
リン）などの葉酸類似体；フルオロウラシル（５－フルオロウラシル；５－ＦＵ）、フロ
クスウリジン（フルオロデオキシウリジン；ＦＵｄＲ）及びシタラビン（シトシンアラビ
ノシド）などのピリミジン類似体；及びメルカプトプリン（６－メルカプトプリン；６－
ＭＰ）、チオグアニン（６－チオグアニン；ＴＧ）及びペントスタチン（２’－デオキシ
コホルマイシン）などのプリン類似体及び関連阻害薬を含めた代謝拮抗薬；ビンブラスチ
ン（ＶＬＢ）及びビンクリスチンなどのビンカアルカロイド；エトポシド及びテニポシド
などのエピポドフィロトキシン類；ダクチノマイシン（アクチノマイシンＤ）、ダウノル
ビシン（ダウノマイシン；ルビドマイシン）、ドキソルビシン、ブレオマイシン、プリカ
マイシン（ミトラマイシン）及びマイトマイシン（マイトマイシンＣ）などの抗生物質；
Ｌ－アスパラギナーゼなどの酵素；及びインターフェロンアルフェノム（interferon alp
henome）などの生物学的反応修飾物質を含めた天然産物；シスプラチン（ｃｉｓ－ＤＤＰ
）及びカルボプラチンなどの白金配位錯体；ミトキサントロン及びアントラサイクリンな
どのアントラセンジオン；ヒドロキシウレアなどの置換尿素；プロカルバジン（Ｎ－メチ
ルヒドラジン、ＭＩＨ）などのメチルヒドラジン誘導体；及びミトタン（ｏ，ｐ’－ＤＤ
Ｄ）及びアミノグルテチミドなどの副腎皮質抑制薬を含めた他の薬剤；タキソール及び類
似体／誘導体；細胞周期阻害薬；ボルテゾミブ（Velcade（登録商標））などのプロテオ
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ソーム阻害薬；イマチニブ（Glivec（登録商標））などのシグナルトランスダクターゼ（
signal transductase）（例えば、チロシンキナーゼ）阻害薬、ＣＯＸ－２阻害薬、並び
にフルタミド及びタモキシフェンなどのホルモン作動薬／拮抗薬から選択され得る。
【０３０９】
　臨床で用いられている抗癌剤は、典型的には作用機序によって分類される：アルキル化
剤、トポイソメラーゼＩ阻害薬、トポイソメラーゼＩＩ阻害薬、ＲＮＡ／ＤＮＡ代謝拮抗
薬、ＤＮＡ代謝拮抗薬及び抗有糸分裂剤。米国ＮＩＨ／国立癌研究所のウェブサイトは、
１２２個の化合物を挙げており（http://dtp.nci.nih.gov/docs/cancer/searches/standa
rd_mechanism.html）、その全てを本発明の抗体、組成物又は免疫エフェクター細胞と併
せて使用し得る。それらには、アサレイ（Asaley）、ＡＺＱ、ＢＣＮＵ、ブスルファン、
カルボキシフタラート白金（carboxyphthalatoplatinum）、ＣＢＤＣＡ、ＣＣＮＵ、ＣＨ
ＩＰ、クロラムブシル、クロロゾトシン、シスプラチナム、クロメソン、シアノモルホリ
ノドキソルビシン、シクロジソン、ジアンヒドロガラクチトール、フルオロドパン（fluo
rodopan）、ヘプスルファム、ヒカントン、メルファラン、メチルＣＣＮＵ、マイトマイ
シンＣ、ミトゾラミド（mitozolamide）、ナイトロジェンマスタード、ＰＣＮＵ、ピペラ
ジン、ピペラジンジオン、ピポブロマン、ポルフィロマイシン、スピロヒダントインマス
タード、テロキシロン、テトラプラチン、ピコプラチン（ＳＰ－４－３）（ｃｉｓ－アミ
ンジクロロ（２－メチルピリジン）Ｐｔ（ＩＩ））、チオテパ、トリエチレンメラミン、
ウラシルナイトロジェンマスタード、Ｙｏｓｈｉ－８６４を含めたアルキル化剤；アロコ
ルヒチン、ハリコンドリンＢ、コルヒチン、コルヒチン誘導体、ドラスタチン１０、メイ
タンシン、リゾキシン、タキソール、タキソール誘導体、チオコルヒチン、トリチルシス
テイン、硫酸ビンブラスチン、硫酸ビンクリスチンを含めた抗有糸分裂剤；カンプトテシ
ン、カンプトテシンＮａ塩、アミノカンプトテシン、２０種のカンプトテシン誘導体、モ
ルホリノドキソルビシンを含めたトポイソメラーゼＩ阻害薬；ドキソルビシン、アモナフ
ァイド、ｍ－ＡＭＳＡ、アントラピラゾール誘導体、ピラゾロアクリジン、ビサントレン
ＨＣＬ、ダウノルビシン、デオキシドキソルビシン、ミトキサントロン、メノガリル、Ｎ
，Ｎ－ジベンジルダウノマイシン、オキサントラゾール、ルビダゾン、ＶＭ－２６、ＶＰ
－１６を含めたトポイソメラーゼＩＩ阻害薬；Ｌ－アラノシン、５－アザシチジン、５－
フルオロウラシル、アシビシン、３種のアミノプテリン誘導体、アンチフォール、ベーカ
ーズ可溶性アンチフォール、ジクロルアリルローソン（dichlorallyl lawsone）、ブレキ
ナル、フトラフル（プロドラッグ）、５，６－ジヒドロ－５－アザシチジン、メトトレキ
サート、メトトレキサート誘導体、Ｎ－（ホスホノアセチル）－Ｌ－アスパラギン酸（Ｐ
ＡＬＡ）、ピラゾフリン、トリメトレキサートを含めたＲＮＡ／ＤＮＡ代謝拮抗薬；３－
ＨＰ、２’－デオキシ－５－フルオロウリジン、５－ＨＰ、α－ＴＧＤＲ、グリシン酸ア
フィディコリン、ａｒａ－Ｃ、５－アザ－２’－デオキシシチジン、β－ＴＧＤＲ、シク
ロシチジン、グアナゾール、ヒドロキシウレア、イノシングリコジアルデヒド、マクベシ
ンＩＩ、ピラゾロイミダゾール、チオグアニン及びチオプリンを含めたＤＮＡ代謝拮抗薬
が含まれる。
【０３１０】
　一部の好ましい実施形態では、少なくとも１つの更なる抗癌剤は、シスプラチン；カル
ボプラチン；ピコプラチン；５－フルロウラシル（5-flurouracil）；パクリタキセル；
マイトマイシンＣ；ドキソルビシン；ゲムシタビン；トムデックス；ペメトレキセド；メ
トトレキサート；イリノテカン、フルオロウラシル及びロイコボリン；オキサリプラチン
、５－フルオロウラシル及びロイコボリン；並びにパクリタキセル及びカルボプラチンか
ら選択される。
【０３１１】
　更なる抗癌剤が特定の腫瘍型に特に有効であることが示されている場合、本発明の抗体
、ＣＡＲ、核酸分子、発現ベクター、組成物又は免疫エフェクター細胞がその更なる抗癌
剤と併用してその特定の腫瘍型の治療に使用されることが好ましい場合もある。
【０３１２】
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　一部の実施形態において、抗血管新生化合物は、以下のいずれか１つから選択され得る
：ベバシズマブ（Avastin（登録商標））；イトラコナゾール；カルボキシアミドトリア
ゾール；ＴＮＰ－４７０（フマギリンの類似体）；ＣＭ１０１；ＩＦＮ－α；ＩＬ－１２
；血小板因子４；スラミン；ＳＵ５４１６；トロンボスポンジン；ＶＥＧＦＲ拮抗薬；血
管新生抑制ステロイド＋ヘパリン；軟骨由来血管新生阻害因子；マトリックスメタロプロ
テアーゼ阻害薬；アンジオスタチン；エンドスタチン；２－メトキシエストラジオール；
テコガラン；テトラチオモリブデート；サリドマイド；プロラクチン；αＶβ３阻害薬；
リノミド；タスキニモド；ラニビズマブ；ソラフェニブ；（Nexavar（登録商標））；ス
ニチニブ（Sutent（登録商標））；パゾパニブ（Votrient（登録商標））；及びエベロリ
ムス（Afinitor（登録商標））。
【０３１３】
　一部の実施形態において、更なる治療用薬剤は、特に本発明の免疫エフェクター細胞と
併用して使用される免疫チェックポイント阻害薬であってもよい。かかる阻害薬は、概し
て、免疫細胞と標的細胞（例えば、腫瘍細胞）との間の相互作用（この相互作用は、免疫
細胞の刺激を妨げるか又は下方制御する）を遮断することによって機能する。詳細には、
チェックポイント阻害薬は、Ｔ細胞上に発現するタンパク質と腫瘍細胞上に発現するタン
パク質との間の相互作用（この相互作用はＴ細胞の刺激を妨げるか又は低減し得る）を妨
げるか又は低減する。チェックポイント阻害薬は、例えばＰＤ１とＰＤＬ１との間の相互
作用を妨げてもよく、詳細にはＰＤ１に結合する薬剤で構成されてもよい。代替的に、チ
ェックポイント阻害薬は、ＣＴＬＡ－４に結合してもよい。かかるチェックポイント阻害
薬は、当該技術分野において周知であり、ペンブロリズマブ（Penbrolizumab）、ニボル
マブ又はイピリムマブなどのモノクローナル抗体が含まれる。
【０３１４】
　更なる活性薬剤は、スフィンゴシン－１－リン酸アゴニスト、例えばＦＴＹ７２０であ
ってもよく、これは、スフィンゴシン－１リン酸受容体からのシグナルを遮断することに
よってリンパ系器官におけるリンパ球を隔離する能力を有する。このように、かかる化合
物は、ＩＬ－７及びＩＬ－１５などのサイトカインに関する競合を制限することができ、
従って投与された免疫エフェクター細胞の高い増殖を可能にし得る。詳細には、かかる化
合物は本発明の核酸、発現ベクター、ＣＡＲ又は免疫エフェクター細胞より前、例えば少
なくとも１２時間、２４時間、３６時間又は４８時間前に投与されてもよい。
【０３１５】
　代替的に又は追加的に、本発明の抗体は、本明細書に記載されるとおりの追加的な治療
用分子、例えば毒素又は他の抗癌分子又は抗血管新生剤とコンジュゲートされているため
に抗ＣＬＥＣ１４Ａ＋細胞効果（例えば、血管新生の阻害効果又は抗癌効果）を有し得る
。
【０３１６】
　これに関して、実施例に示すとおり、本発明の一部の抗体は、それが結合した状態にな
る細胞にインターナライズされる能力を有する。従って、本発明の一部の実施形態におい
て、抗体は、インターナライズされる能力を有する。抗体分子に付加された任意の他の薬
剤が抗体分子と共にインターナライズされるはずであるため、この特性は、イムノコンジ
ュゲートにおける使用に特に有利であり得る。他の実施形態では、有意なインターナリゼ
ーションは見られない。
【０３１７】
　従って、更なる実施形態において、本発明は、抗体又は断片が少なくとも１つの他の治
療用又は診断用薬剤に作動可能に付加されている様々なコンジュゲート抗体及びその断片
（本明細書に定義するとおり）を提供する。用語「イムノコンジュゲート」は、抗体（そ
の断片を含む）と別の有効な薬剤との作動可能な会合を定義して広義に用いられ、いかな
る特定のタイプの作動可能な会合にも限定されることは意図されず、特に化学的「コンジ
ュゲーション」に限定されない。組換え融合タンパク質が特に企図される。送達剤又はタ
ーゲティング剤が標的に結合可能であり、且つ送達時に治療用又は診断用薬剤が十分に機
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能性である限り、その付加方法は好適であろう。
【０３１８】
　従って、一部の実施形態において、本発明の抗体は、イムノコンジュゲートであっても
よく、及び／又は本明細書に定義される方法、組成物及び使用において用いられる本発明
の抗体は、イムノコンジュゲート、即ち追加的な治療用分子、例えば毒素又は他の抗癌分
子又は抗血管新生剤、又は診断用分子にコンジュゲートした（即ち、カップリング、付加
又は連結された）抗体である。
【０３１９】
　癌療法などのための抗体－薬物コンジュゲート（ＡＤＣ）については、Carter & Sente
r (2008), Cancer J. 14(3): 154-69及びChari et al (2014) Angewandte Chemie Intern
ational Edition 53: 3751（参照により本明細書に援用される）によってレビューされて
おり、本発明のイムノコンジュゲートがかかる抗体－薬物コンジュゲートを含むと見なさ
れ得ることが理解されるであろう（米国特許第５，７７３，００１号；米国特許第５，７
６７，２８５号；米国特許第５，７３９，１１６号；米国特許第５，６９３，７６２号；
米国特許第５，５８５，０８９号；米国特許出願公開第２００６／００８８５２２号；米
国特許出願公開第２０１１／０００８８４０号；米国特許第７，６５９，２４１号；Hugh
es (2010) Nat Drug Discov 9: 665, Lash (2010)；In vivo: The Business & Medicine 
Report 32-38; Mahato et al (2011) Adv Drug Deliv Rev 63: 659；Jeffrey et al (200
6) BMCL 16: 358; Drugs R D 11(1): 85-95も参照されたい）。ＡＤＣは、概して、腫瘍
細胞上に存在する標的に対するモノクローナル抗体、細胞傷害性薬物及び抗体を薬物に付
加させるリンカーを含む。
【０３２０】
　従って、更なる態様において本発明は、本発明の抗体と細胞傷害性部分とを含むイムノ
コンジュゲート（例えば、抗体－薬物コンジュゲート）を提供する。
【０３２１】
　細胞傷害性部分は、新生血管構造の細胞又は新生血管構造に近接した且つそれに関連す
る細胞にとって直接的又は間接的に毒性であり得る。「直接的に細胞傷害性である」によ
り、その部分がそのままで細胞傷害性のものであるという意味が含まれる。「間接的に細
胞傷害性である」により、その部分が、それ自体は細胞傷害性でないが、例えば更なる分
子に対するその作用によるか、又はそれに対する更なる作用によって細胞傷害性を誘導し
得るものであるという意味が含まれる。例えば、間接的に細胞傷害性の部分は、免疫細胞
（例えば、細胞傷害性Ｔ細胞などの細胞傷害性免疫細胞）を動員するように作用して、そ
れにより細胞傷害効果を間接的に誘導する。
【０３２２】
　典型的には、細胞傷害性部分は、直接的に細胞傷害性の化学療法剤、直接的に細胞傷害
性のポリペプチド、プロドラッグを細胞傷害性薬物に変換可能な部分、放射線増感剤、直
接的に細胞傷害性の核酸、直接的若しくは間接的に細胞傷害性のポリペプチドをコードす
る核酸分子又は放射性原子から選択される。かかる細胞傷害性部分の例、並びに抗体と細
胞傷害性部分とを含むコンジュゲートの作製方法は、国際公開第０２／３６７７１号、国
際公開第２００４／０４６１９１号及び国際公開第２０１１／０２７１３２号（参照によ
り本明細書に援用される）に提供されている。
【０３２３】
　一部の実施形態において、細胞傷害性部分は、細胞傷害性化学療法剤である。抗癌剤な
ど、細胞傷害性化学療法剤は、当該技術分野において周知であり、上記に記載されるもの
が挙げられる。
【０３２４】
　これまでに細胞傷害性化学療法剤などの上述の様々な細胞傷害性部分が抗体及び他のタ
ーゲティング剤に付加されており、従って、これらの薬剤を含む本発明のイムノコンジュ
ゲートは、当業者が容易に作製し得る。例えば、カルボジイミドコンジュゲーション（Ba
uminger & Wilchek (1980) Methods Enzymol. 70, 151-159）を用いて、ドキソルビシン
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を含めた種々の薬剤を抗体にコンジュゲートし得る。細胞傷害性部分を抗体にコンジュゲ
ートするための他の方法も用いることができる。例えば、適切な反応物の過ヨウ素酸ナト
リウム酸化と、続く還元的アルキル化とを用いることができ、同様にグルタルアルデヒド
架橋法も用いることができる。ポリペプチドの架橋方法は、当該技術分野において公知で
あり、国際公開第２００４／０４６１９１号に記載されている。しかしながら、本発明の
化合物の作製にいずれの方法を選択するかに関わらず、抗体がそのターゲティング能力を
維持していること、及び付加された部分がその関連機能を維持していることを決定しなけ
ればならないことが認識されている。
【０３２５】
　本発明の一部の実施形態において、細胞傷害性部分は、本発明者らが細胞死につながる
任意の部分を含むものとする細胞傷害性ペプチド又はポリペプチド部分であってもよい。
細胞傷害性ペプチド及びポリペプチド部分は、当該技術分野において周知であり、例えば
、リシン、アブリン、シュードモナス属（Pseudomonas）外毒素、組織因子などが挙げら
れる。これらを抗体などのターゲティング部分に連結する方法も当該技術分野において公
知であり、例えば、従来のポリペプチド架橋方法及び組換えＤＮＡ技法を用いた融合ポリ
ペプチドとしての化合物の作製が挙げられる。細胞傷害性薬剤としてのリシンの使用は、
Burrows & Thorpe (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90, 8996-9000に記載され、及び
腫瘍の局所的血液凝固及び梗塞につながる組織因子の使用は、Ran et al (1998) Cancer 
Res.  58, 4646-4653及びHuang et al (1997) Science 275, 547-550によって記載されて
いる。Tsai et al (1995) Dis. Colon Rectum 38, 1067-1074は、モノクローナル抗体に
コンジュゲートされたアブリンＡ鎖について記載している。他のリボソーム不活性化タン
パク質は、国際公開第９６／０６６４１号に細胞傷害性薬剤として記載されている。シュ
ードモナス属（Pseudomonas）外毒素も細胞傷害性ポリペプチド部分として使用し得る（A
iello et al (1995) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92, 10457-10461）。
【０３２６】
　ＴＮＦα、ＩＮＦγ及びＩＬ－２など、特定のサイトカインも細胞傷害性薬剤として有
用であり得る。
【０３２７】
　特定の放射性原子も、十分な線量が送達される場合に細胞傷害性であり得る。従って、
一部の実施形態において細胞傷害性部分は、使用時に細胞傷害性となるのに十分な量の放
射活性を標的部位に送達する放射性原子を含んでもよい。好適な放射性原子としては、リ
ン－３２、ヨウ素－１２５、ヨウ素－１３１、インジウム－１１１、レニウム－１８６、
レニウム－１８８又はイットリウム－９０、又は隣接する細胞、細胞小器官若しくは核酸
を破壊するのに十分なエネルギーを放出する任意の他の同位体が挙げられる。好ましくは
、本発明の化合物における同位体及び放射性原子密度は、標的部位、好ましくは標的部位
にある細胞及びその細胞小器官、特に核に４０００ｃＧｙ（好ましくは少なくとも６００
０、８０００又は１００００ｃＧｙ）より高い線量が送達されるようなものである。
【０３２８】
　放射性原子は、公知の方法で抗体に付加し得る。例えば、ＥＤＴＡ又は別のキレート剤
を抗体に付加し、それを用いて１１１Ｉｎ又は９０Ｙを付加してもよい。チロシン残基を
１２５Ｉ又は１３１Ｉで標識してもよい。
【０３２９】
　一部の実施形態において、細胞傷害性部分は、放射線増感剤であってもよい。放射線増
感剤としては、フルオロピリミジン類、チミジン類似体、ヒドロキシウレア、ゲムシタビ
ン、フルダラビン、ニコチンアミド、ハロゲン化ピリミジン類、３－アミノベンズアミド
、３－アミノベンゾジアミド（3-aminobenzodiamide）、エタニクサドール（etanixadole
）、ピモニダゾール及びミソニダゾールが挙げられる（例えば、McGinn et al (1996) J.
 Natl. Cancer Inst. 88, 1193-11203；Shewach & Lawrence (1996) Invest. New Drugs 
14, 257-263；Horsman (1995) Acta Oncol. 34, 571-587; Shenoy & Singh (1992) Clin.
 Invest. 10, 533-551；Mitchell et al (1989) Int. J. Radiat. Biol. 56, 827-836；I
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liakis & Kurtzman (1989) Int. J. Radiat. Oncol. Biol. Phys. 16, 1235-1241；Brown
 (1989) Int. J. Radiat. Oncol. Biol. Phys. 16, 987-993；Brown (1985) Cancer 55, 
2222-2228を参照されたい）。
【０３３０】
　一部の実施形態において細胞傷害性部分は、組織因子の細胞外ドメインなど、凝血促進
因子であってもよい（Rippmann et al (2000)“Fusion of the tissue factor extracell
ular domain to a tumour stroma specific single-chain fragment variable antibody 
results in an antigen-specific coagulation-promoting molecule.”Biochem J. 349: 
805-12;Huang et al (1997)“Tumor infarction in mice by antibody-directed targeti
ng of tissue factor to tumor vasculature.”Science. 275(5299): 547-550。
【０３３１】
　一部の実施形態において、細胞傷害性部分は、間接的に細胞傷害性のポリペプチドであ
ってもよい。特に好ましい実施形態において、間接的に細胞傷害性のポリペプチドは、酵
素活性を有し、且つ比較的非毒性のプロドラッグを細胞傷害性薬物に変換することのでき
るポリペプチドである。ターゲティング部分が抗体である場合、この種のシステムは、Ａ
ＤＥＰＴ（抗体指向性酵素プロドラッグ療法）と称されることが多い。このシステムは、
ターゲティング部分が酵素部分を患者の体内の所望の部位（例えば、腫瘍に関連する新生
血管組織の部位）に置き、及び酵素がその部位に局在化する時間を与えた後、酵素の基質
であるプロドラッグを投与して、触媒作用の最終産物が細胞傷害性化合物となることが必
要である。この手法の目的は、所望の部位における薬物濃度を最大化し、及び正常組織に
おける薬物濃度を最小限に抑えることである（Senter et al (1988)“Anti-tumor effect
s of antibody-alkaline phosphatase conjugates in combination with etoposide phos
phate”Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85, 4842-4846；Bagshawe (1987) Br. J. Cancer 5
6, 531-2；及びBagshawe, et al (1988)“A cytotoxic agent can be generated selecti
vely at cancer sites”Br. J. Cancer. 58, 700-703）；Bagshawe (1995) Drug Dev. Re
s. 34, 220-230及び国際公開第２００４／０４６１９１号が、本発明との関連において好
適であり得る様々な酵素／プロドラッグの組み合わせについて記載している。
【０３３２】
　典型的には、プロドラッグは、細胞傷害性薬物と比べて比較的非毒性である。典型的に
は、プロドラッグは、好適なインビトロ細胞毒性試験で計測したときに１０％未満の毒性
、好ましくは１％未満の毒性を有する。
【０３３３】
　用語「プロドラッグ」は、本願において使用されるとき、親薬物と比較して活性が低く
、且つ酵素的に活性化され又はより高活性の親形態に変換されることが可能な前駆体又は
誘導体形態の薬学的に活性な物質を指す（例えば、D. E. V. Wilman“Prodrugs in Cance
r Chemotherapy”Biochemical Society Transactions 14, 375-382 (615th Meeting, Bel
fast 1986)及びV. J. Stella et al.“Prodrugs: A Chemical Approach to Targeted Dru
g Delivery”Directed Drug Delivery R. Borchardt et al (ed.) pages 247-267 (Human
a Press 1985)を参照されたい）。
【０３３４】
　プロドラッグを細胞傷害性薬物に変換することが可能な部分は、化合物の残りの部分か
ら分離された状態で活性であろうと思われるが、それが活性である必要があるのは、（ａ
）それが化合物の残りの部分と組み合わせになったとき、及び（ｂ）化合物が標的細胞に
付着するか、隣接するか又はインターナライズされたときのみである。
【０３３５】
　細胞傷害性部分は、照射時に細胞傷害性になるもの又は細胞傷害性部分を放出するもの
であってもよい。例えば、ホウ素－１０同位体は、適切に照射されると細胞傷害性のα粒
子を放出する（米国特許第４，３４８，３７６号；Primus et al (1996) Bioconjug. Che
m. 7: 532-535）。
【０３３６】
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　同様に、細胞傷害性部分は、フォトフリンなどの光線力学療法において有用なものであ
ってもよい（例えば、Dougherty et al (1998) J. Natl. Cancer Inst. 90, 889-905を参
照されたい）。
【０３３７】
　一部の実施形態において細胞傷害性部分は、細胞傷害性免疫細胞（例えば、Ｔ細胞）な
どの免疫細胞に特異的に結合するものなどの抗体である。従って、この場合、本発明の化
合物は、非対称ＩｇＧ様抗体（例えば、トリオマブ（triomab）／クアドローマ、Trion P
harma/Fresenius Biotech；ノブ・イントゥ・ホール、Genentech；Cross MAb、Roche；静
電的にマッチした抗体、AMGEN；LUZ-Y、Genentech；鎖交換操作ドメイン（ＳＥＥＤ）ボ
ディ、EMD Serono；biolonic、erus；及びＦａｂ交換抗体、Genmab）、対称ＩｇＧ様抗体
（例えば、デュアルターゲティング（ＤＴ）－Ｉｇ、GSK/Domantis；ツー・イン・ワン抗
体、Genentech；架橋ＭＡｂ、karmanos cancer center；ｍＡｂ＜２＞、F-star；及びCov
 Xボディ、Cov X/Pfizer）、ＩｇＧ融合物（例えば、デュアル可変ドメイン（ＤＶＤ）－
Ｉｇ、Abbott；ＩｇＧ様二重特異性抗体、Eli Lilly；Ts2Ab、Medimmune/AZ；BsAb、Zymo
Genetics；HERCULES、Biogen Idee；TvAb、Roche）Ｆｃ融合物（例えば、ＳｃＦｖ／Ｆｃ
融合物、Academic Institution；SCORPION、Emergent BioSolutions/Trubion、ZymoGenet
ics/BMS；二重親和性リターゲティング技術（Ｆｃ－ＤＡＲＴ）、MacroGenics；デュアル
（ＳｃＦｖ）２－Ｆａｂ、National Research Center for Antibody Medicine）Ｆａｂ融
合物（例えば、Ｆ（ａｂ）２、Medarex/AMGEN；二重作用又はＢｉｓ－Ｆａｂ、Genentech
；ドック・アンド・ロック（ＤＮＬ）、ImmunoMedics；二価二重特異性、Biotechnol；及
びＦａｂ－Ｆｖ、UCB-Celltech）、ＳｃＦｖベース及びダイアボディベースの抗体（例え
ば、二重特異性Ｔ細胞エンゲイジャー（ＢｉＴＥ）、Micromet；タンデムダイアボディ（
Ｔａｎｄａｂ）、Affimed；ＤＡＲＴ、MacroGenics；単鎖ダイアボディ、Academic；ＴＣ
Ｒ様抗体、ＡＩＴ、Receptor Logics；ヒト血清アルブミンＳｃＦｖ融合物、Merrimack；
及びCOMBODIES、Epigen Biotech）、ＩｇＧ／非ＩｇＧ融合物（例えば、イムノサイトカ
イン、EMDSerono、Philogen、ImmunGene、ImmunoMedics；スーパー抗原融合タンパク質、
Active Biotech；及び免疫動員性抗癌ｍＴＣＲ、ImmTAC）及びオリゴクローナル抗体（例
えば、Symphogen及びMerus）であってもよい。
【０３３８】
　一部の実施形態において、細胞傷害性部分は、ピロロベンゾジアゼピン二量体（ＰＢＤ
）である。ＰＢＤは、インビボで広域の抗腫瘍活性を有することが示されている強力な抗
癌剤である。このような薬物は、ＤＮＡの副溝に結合して、細胞による認識及び修復が困
難となる方法で２つのＤＮＡ鎖を一体に連結することにより、その活性を発揮する。従っ
て、一部の実施形態において、本発明のイムノコンジュゲートは、ＰＢＤを含む本発明の
抗体であってもよい。ＰＢＤに関する更なる情報は、Hartley et al, 2012（Invest New 
Drugs 30: 950-958）を参照することができる。
【０３３９】
　上記で考察したとおり、一部の実施形態において、本発明のイムノコンジュゲートは、
本発明の抗体と細胞傷害性ポリペプチドとを含む融合タンパク質／ポリペプチドであって
もよい。従って、更なる実施形態において本発明は、本発明のイムノコンジュゲート、例
えば本発明の抗体と細胞傷害性ポリペプチドとを含む融合タンパク質／ポリペプチドをコ
ードする核酸分子を提供する。
【０３４０】
　従って、別の見方をすれば、本発明は、細胞傷害性薬剤を対象の体内の新生血管構造に
ターゲティングする方法であって、本発明のイムノコンジュゲート（例えば、細胞傷害性
薬剤にコンジュゲートした本発明の抗体）を対象に投与することを含む方法を提供すると
見ることもできる。好ましくは、新生血管構造は、腫瘍新生血管構造である。
【０３４１】
　従って、本発明の更なる態様は、細胞傷害性薬剤を対象の体内の新生血管構造（例えば
、腫瘍新生血管構造）にターゲティングするのに用いられる本発明のイムノコンジュゲー



(66) JP 2019-511224 A 2019.4.25

10

20

30

40

50

ト（例えば、細胞傷害性薬剤にコンジュゲートした本発明の抗体）を含む。
【０３４２】
　従って、本発明の更なる態様は、細胞傷害性薬剤を対象の体内の新生血管構造（例えば
、腫瘍新生血管構造）にターゲティングするための医薬の調製又は製造における本発明の
イムノコンジュゲート（例えば、細胞傷害性薬剤にコンジュゲートした本発明の抗体）の
使用を含む。
【０３４３】
　当業者であれば、細胞傷害性薬剤を新生血管構造にターゲティングすれば、血管新生を
阻害するように作用し得ることを理解するであろう。従って、上記に記載される治療的方
法及び使用において本発明のイムノコンジュゲートを使用し得ることは明らかである。ま
た、本発明のイムノコンジュゲートは、いかなる他の治療用薬剤（例えば、抗癌及び／又
は抗血管新生化合物／薬剤）がない場合にも臨床的に有効であり得るが、それにも関わら
ず、上記に記載したとおり、イムノコンジュゲートを更なる抗癌及び／又は抗血管新生化
合物／薬剤と併せて（別個に、逐次的に又は後に）投与することが有利となり得ることも
理解されるであろう。
【０３４４】
　本発明の抗体は、ＣＬＥＣ１４Ａに結合する。従って、本発明の抗体は、インビボ又は
インビトロでのＣＬＥＣ１４Ａの検出、詳細にはＣＬＥＣ１４Ａ＋細胞の検出に使用する
ことができる。例えば、ＣＬＥＣ１４Ａが特定の腫瘍細胞で発現することに伴い、本発明
の抗体は、特に検出可能部分にコンジュゲートした（カップリング、付加又は連結した）
とき、インビボ又はインビトロでの腫瘍細胞の検出に使用することができる。
【０３４５】
　従って、更なる実施形態において、本発明は、本発明の抗体と検出可能部分とを含むイ
ムノコンジュゲートを提供する。かかる化合物を適切な検出方法と組み合わせて用いるこ
とにより、対象のＣＬＥＣ１４Ａ、特にＣＬＥＣ１４Ａ＋細胞の位置を検出することがで
き、従って対象の血管新生（例えば、腫瘍血管新生）の部位及び範囲、並びに対象の血管
新生（例えば、腫瘍血管新生）の阻害を同定することができる。
【０３４６】
　別の見方をすれば、本発明は、検出可能なシグナルを直接的又は間接的に生じる標識（
検出可能部分）に付加された本発明の抗体を含む診断用又はイメージング用薬剤を提供す
る。
【０３４７】
　一部の実施形態において、本発明のイムノコンジュゲートは、本発明の抗体と、ポリペ
プチド（例えば、直接シグナルを与えるものであるか、又は検出可能なシグナルを発生さ
せるか若しくは生成するために使用し得るポリペプチド）を含む検出可能部分とを含む融
合タンパク質／ポリペプチドであってもよい。従って、更なる実施形態において、本発明
は、本発明のイムノコンジュゲート、例えば本発明の抗体と、ポリペプチドを含む検出可
能部分とを含む融合タンパク質／ポリペプチドをコードする核酸分子を提供する。
【０３４８】
　「検出可能部分」により、その部分が、本発明の化合物を患者に投与した後に標的部位
に位置するとき、典型的には体外から非侵襲的に検出し、及び標的の部位を位置付け得る
ものであるという意味が含まれる。従って、本発明のイムノコンジュゲートは、以下に更
に記載するとおり、イメージング及び診断、特に固形腫瘍の新生血管構造のイメージング
及び診断にも有用であり得る。
【０３４９】
　一部の実施形態において、検出可能部分は、磁性ナノ粒子、放射性核種又はフルオロフ
ォアであるか、又はそれを含む。
【０３５０】
　従って、一部の実施形態において、検出可能部分は、イメージングに有用な放射性原子
であってもよい。好適な放射性原子としては、シンチグラフィー検査用のテクネチウム９
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９ｍ又はヨウ素１２３が挙げられる。他に、ヨウ素１２４；ヨウ素１２５；ヨウ素１２６

；ヨウ素１３１；ヨウ素１３３；インジウム－１１１；インジウム－１１３ｍ、フッ素１

８；フッ素１９；炭素１１；炭素１３；銅６４；銅６７；窒素１３；窒素１５；酸素１５

；酸素１７；ヒ素７２；ガドリニウム；マンガン；鉄；重水素；トリチウム；イットリウ
ム８６；ジルコニウム８９；臭素７７、ガリウム６７；ガリウム６８、ルテニウム９５、
ルテニウム９７、ルテニウム１０３、ルテニウム１０５、水銀１０７、レニウム９９ｍ、
レニウム１０１、レニウム１０５、スカンジウム４７からなる群から選択されてもよい。
当該技術分野において公知のとおり、かかる放射性同位体を抗体に　－　直接又はＥＤＴ
Ａ若しくはＤＴＰＡなどのキレート剤を介して　－　カップリングする好適な方法を用い
ることができる。
【０３５１】
　一部の実施形態において、検出可能部分としては、ビスマス（ＩＩＩ）、金（ＩＩＩ）
、ランタン（ＩＩＩ）又は鉛（ＩＩ）などのＸ線検出可能な化合物；ガリウム６７、ガリ
ウム６８、水銀１９７、水銀２０３、レニウム１８６、レニウム１８８、ルビジウム９７

、ルビジウム１０３、又はイットリウム９０などの放射性イオン；コバルト（ＩＩ）、銅
（ＩＩ）、クロム（ＩＩＩ）、ジスプロシウム（ＩＩＩ）、エルビウム（ＩＩＩ）、ガド
リニウム（ＩＩＩ）、ホルミウム（ＩＩＩ）、鉄（ＩＩ）、鉄（ＩＩＩ）、マンガン（Ｉ
Ｉ）、ネオジム（ＩＩＩ）、ニッケル（ＩＩ）、サマリウム（ＩＩＩ）、テルビウム（Ｉ
ＩＩ）、バナジウム（ＩＩ）又はイッテルビウム（ＩＩＩ）などの核磁気スピン共鳴同位
体；又はローダミン又はフルオレセインが挙げられる。
【０３５２】
　他の使用し得る容易に検出可能部分としては、例えば、ヨウ素１２３、ヨウ素１３１、
インジウム１１１、フッ素１９、炭素１３、窒素１５、酸素１７、ガドリニウム、マンガ
ン又は鉄などの磁気共鳴画像法（ＭＲＩ）用のスピン標識が挙げられる。
【０３５３】
　放射性標識又は他の標識は、公知の方法で化合物に取り込み得る。例えば、化学的アミ
ノ酸合成によって抗体が生合成又は合成される場合、例えば水素の代わりにフッ素１９を
含む好適なアミノ酸前駆体を使用する。９９ｍＴｃ、１２３Ｉ、１８６Ｒｈ、１８８Ｒｈ
及び１１１Ｉｎなどの標識は、例えば抗体のシステイン残基を介して付加することができ
る。イットリウム９０は、リジン残基を介して付加することができる。IODOGEN法（Frake
r et al (1978) Biochem. Biophys. Res. Comm. 80, 49-57）を用いてヨウ素１２３を取
り込むことができる。参考文献（“Monoclonal Antibodies in Immunoscintigraphy”, J
.F. Chatal, CRC Press, 1989）に他の方法が詳細に記載されている。
【０３５４】
　多くの好適なフルオロフォア及び検出方法が当該技術分野において周知であり、例えば
、Stefan Andersson-Engels et al (1997)“In vivo fluorescence imaging for tissue 
diagnostics. Phys. Med. Biol. 42: 815-824;Altinoglu et al (2008)“Near-Infrared 
Emitting Fluorophore-Doped Calcium Phosphate Nanoparticles for In Vivo Imaging o
f Human Breast Cancer” ACS Nano 2(10): 2075-84;及びChin et al (2009)“In-vivo o
ptical detection of cancer using chlorin e6-polyvinylpyrrolidone induced fluores
cence imaging and spectroscopy”BMC Medical Imaging 9:1 (doi:10.1186/1471-2342-9
-1)によって記載されている。例としては、フルオレセイン及びその誘導体、蛍光色素、
ローダミン及びその誘導体、緑色蛍光タンパク質（ＧＦＰ）、ダンシル、ウンベリフェロ
ン等が挙げられる。かかるコンジュゲートにおいて、本発明の抗体又はその機能的断片は
、当業者に公知の方法によって調製することができる。
【０３５５】
　検出可能部分は、ペルオキシダーゼ、アルカリホスファターゼ、β－Ｄ－ガラクトシダ
ーゼ、グルコースオキシダーゼ、グルコースアミラーゼ、炭酸脱水酵素、アセチルコリン
エステラーゼ、リゾチーム、リンゴ酸デヒドロゲナーゼ又はグルコース６－リン酸デヒド
ロゲナーゼなどの検出可能な酵素を含んでもよい。
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【０３５６】
　検出可能部分は、ビオチン、ジゴキシゲニン又は５－ブロモデオキシウリジンなどの分
子を含んでもよい。
【０３５７】
　検出可能部分は、ルミノール及びジオキセタンなどの化学発光標識、又はルシフェラー
ゼ及びルシフェリンなどの生物発光標識を含んでもよい。
【０３５８】
　従って、更なる実施形態において、本発明は、対象の体内の新生血管構造をイメージン
グする方法を提供し、この方法は、
　本発明のイメージング用薬剤（例えば、本発明の抗体と検出可能部分とを含むイムノコ
ンジュゲート）を対象に投与することと、
体内の検出可能部分をイメージングすることと
を含む。好ましくは、新生血管構造は、腫瘍新生血管構造である。
【０３５９】
　一部の実施形態において、対象は、好ましくは上記に記載されるものなど、固形腫瘍を
有し得ると共に、腫瘍の新生血管構造がイメージングされる。従って、体内の特定の臓器
におけるイメージング用薬剤（例えば、イムノコンジュゲート）の局在化は、その個体が
その臓器に固形腫瘍を有し得るか、又はそれが発生中であり得ることを示す。この方法は
、例えば、以前診断された固形腫瘍のサイズの決定、固形腫瘍に対する療法の有効性の決
定、又は腫瘍の転移範囲の決定において有用であり得る。体内の検出可能部分をイメージ
ングする方法は、当該技術分野において周知であり、ＰＥＴ（陽電子放射断層撮影法）が
挙げられる。
【０３６０】
　従って、本発明は、対象の固形腫瘍を検出、診断及び予後判定する方法を提供すると見
ることもでき、この方法は、本発明のイメージング用薬剤（例えば、イムノコンジュゲー
ト）を対象に投与することと、体内における検出可能部分の存在及び／又は位置を検出す
ることとを含む。
【０３６１】
　上記の考察から、本発明が、本発明の抗体（上記に記載されるイムノコンジュゲートを
含む）及び／又は本発明の免疫エフェクター細胞と、薬学的に許容可能な希釈剤、担体又
は賦形剤とを含む様々な組成物、例えば医薬組成物、治療用組成物、診断用組成物、イメ
ージング用組成物を提供することは明らかであろう。これに関して、本発明の薬剤（即ち
、抗体、免疫エフェクター細胞、ベクター、ウイルス等）は、典型的には医薬組成物とし
ての個体（即ち、対象）への投与用に、即ち薬学的に許容可能な担体、希釈剤又は賦形剤
と共に製剤化され得ることが理解される。
【０３６２】
　「薬学的に許容可能」には、製剤が無菌且つパイロジェンフリーであることが含まれる
。好適な医薬担体、希釈剤及び賦形剤は、薬学の技術分野において周知である。１つ又は
複数の担体は、阻害薬と適合性があり、且つその被投与者にとって有害でないという意味
で「許容可能」でなければならない。典型的には、担体は、無菌且つパイロジェンフリー
の水又は生理食塩水であり得る。しかしながら、他の許容可能な担体が用いられてもよい
。
【０３６３】
　一部の実施形態において、本発明の医薬組成物又は製剤は、非経口投与用、より詳細に
は静脈内投与用である。好ましい実施形態において、本医薬組成物は、患者への例えば注
射による静脈内投与に好適である。
【０３６４】
　非経口投与に好適な製剤には、抗酸化剤、緩衝剤、静菌剤及び意図する被投与者の血液
と製剤を等張にする溶質を含有し得る水性及び非水性滅菌注射溶液；並びに懸濁剤及び増
粘剤を含み得る水性及び非水性滅菌懸濁液が含まれる。
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【０３６５】
　液体医薬組成物は、それが溶液であるか、懸濁液であるか、又は他の同様の形態である
かに関わらず、以下：注射用水、食塩水液、好ましくは生理食塩水、リンゲル液、等張性
塩化ナトリウム、溶媒又は懸濁媒としての役割を果たし得る合成モノ又はジグリセリドな
どの固定油、ポリエチレングリコール類、グリセリン、プロピレングリコール又は他の溶
媒などの滅菌希釈剤；ベンジルアルコール又はメチルパラベンなどの抗細菌剤；アスコル
ビン酸又は亜硫酸水素ナトリウムなどの抗酸化剤；エチレンジアミン四酢酸などのキレー
ト剤；酢酸塩、クエン酸塩又はリン酸塩などの緩衝液及び塩化ナトリウム又はデキストロ
ースなどの等張化用薬剤の１つ以上を含み得る。非経口製剤は、ガラス製又はプラスチッ
ク製のアンプル、使い捨てシリンジ又は複数回投与用バイアルに封入することができる。
注射用医薬組成物は、好ましくは無菌である。
【０３６６】
　本発明の医薬組成物は、治療（又は予防）しようとする疾患に適切な方法で投与され得
る。投与の分量及び頻度は、患者の状態、並びに患者の疾患のタイプ及び重症度などの要
因によって決まり得るが、適切な投薬量は臨床試験によって決定されてもよい。
【０３６７】
　好ましくは、製剤は、１日用量又は単位、その１日サブ用量又適切な部分量の活性成分
を含有する単位投薬量である。
【０３６８】
　本発明の薬剤又は組成物は、活性成分を含む医薬製剤の形態で、任意選択で非毒性有機
又は無機酸又は塩基付加塩の形態で、薬学的に許容可能な剤形で、経口的に又は任意の非
経口経路によって投与されてもよい。治療する障害及び患者、並びに投与経路に応じて、
組成物は、様々な用量で投与され得る。
【０３６９】
　ヒト療法では、本発明の薬剤又は組成物は、概して、意図される投与経路及び標準的薬
学実践の点で選択される好適な医薬賦形剤、希釈剤又は担体と混合して投与されることに
なる。
【０３７０】
　例えば、本発明の薬剤又は組成物は、即時、遅延又は制御放出適用向けの、香味剤又は
着色剤を含有し得る錠剤、カプセル剤、オビュール剤、エリキシル剤、溶液又は懸濁液の
形態で経口的に、頬側的に又は舌下に投与されてもよい。本発明の薬剤又は組成物は、陰
茎海綿体内注射によって投与されてもよい。
【０３７１】
　好適な錠剤は、微結晶性セルロース、ラクトース、クエン酸ナトリウム、炭酸カルシウ
ム、リン酸水素カルシウム及びグリシンなどの賦形剤、デンプン（好ましくはトウモロコ
シ、ジャガイモ又はタピオカデンプン）、デンプングリコール酸ナトリウム、クロスカル
メロースナトリウム及び特定の複合ケイ酸塩などの崩壊剤、及びポリビニルピロリドン、
ヒドロキシプロピルメチルセルロース（ＨＰＭＣ）、ヒドロキシプロピルセルロース（Ｈ
ＰＣ）、スクロース、ゼラチン及びアカシアなどの造粒結合剤を含有し得る。加えて、ス
テアリン酸マグネシウム、ステアリン酸、ベヘン酸グリセリル及びタルクなどの潤滑剤が
含まれることもある。
【０３７２】
　同様のタイプの固体組成物は、ゼラチンカプセルの充填剤としても利用し得る。これに
関して好ましい賦形剤としては、ラクトース、デンプン、セルロース、乳糖又は高分子量
ポリエチレングリコールが挙げられる。水性懸濁液及び／又はエリキシル剤について、本
発明の化合物は、様々な甘味剤又は香味剤、着色物質又は色素、乳化剤及び／又は懸濁剤
、並びに水、エタノール、プロピレングリコール及びグリセリンなどの希釈剤、及びこれ
らの組み合わせと組み合わせてもよい。
【０３７３】
　本発明の薬剤又は組成物は、非経口的に、例えば静脈内に、動脈内に、腹腔内に、髄腔
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内に、脳室内に、胸骨内に、頭蓋内に、筋肉内に又は皮下に投与することもでき、又は注
入技法によって投与されてもよい。これらは、他の物質、例えば溶液を血液と等張にする
のに十分な塩又はグルコースを含有し得る滅菌水溶液の形態での使用が最も適している。
水溶液は必要に応じて好適に（好ましくは３～９のｐＨに）緩衝されなければならない。
無菌条件下における好適な非経口製剤の調製は、当業者に周知の標準的な製薬技法によっ
て容易に達成される。
【０３７４】
　製剤は、単位用量容器又は複数用量容器、例えば密封されたアンプル及びバイアルに提
供されてもよく、使用直前に滅菌液体担体、例えば注射用水を加えるのみでよいフリーズ
ドライ（凍結乾燥）状態で保存されてもよい。前述の種類の滅菌粉末、顆粒及び錠剤から
即時調合注射溶液及び懸濁液が調製されてもよい。
【０３７５】
　ヒト患者への経口及び非経口投与について、本発明の薬剤又は組成物の１日投薬量レベ
ルは、通常、単回又は分割用量で投与される成人１人当たり１～１，０００ｍｇ（即ち、
約０．０１５～１５ｍｇ／ｋｇ）であり得る。
【０３７６】
　従って、例えば、本発明の薬剤又は組成物の錠剤又はカプセルは、適宜、一度に１つ又
は２つ以上での投与につき１ｍｇ～１，０００ｍｇの活性薬剤を含有し得る。いずれの場
合にも、医師が任意の個々の患者に最も好適となり得る実際の投薬量を決定することにな
り、それは、特定の患者の年齢、体重及び応答によって異なり得る。上記の投薬量は、平
均的なケースの例示である。当然ながら、より高い又はより低い投薬量範囲が有利な個別
の事例があることもあり、それらは本発明の範囲内にある。
【０３７７】
　本発明の薬剤又は組成物は、鼻腔内に又は吸入によって投与することもでき、好都合に
は、好適な噴射剤、例えばジクロロジフルオロメタン、トリクロロフルオロメタン、ジク
ロロテトラフルオロエタン、ヒドロフルオロアルカン、例えば１，１，１，２－テトラフ
ルオロエタン（ＨＦＡ　１３４Ａ３又は１，１，１，２，３，３，３－ヘプタフルオロプ
ロパン（ＨＦＡ　２２７ＥＡ３）、二酸化炭素又は他の好適なガスを用いて加圧容器、ポ
ンプ、スプレー又はネブライザーからドライパウダーインへラー又はエアロゾルスプレー
体裁の形態で送達される。加圧エアロゾルの場合、投薬量単位は、定量を送達するための
バルブを提供することにより決定し得る。加圧容器、ポンプ、スプレー又はネブライザー
は、例えば、滑沢剤、例えばソルビタントリオレエートを更に含有し得るエタノールと噴
射剤との混合物を溶媒として使用して、活性化合物の溶液又は懸濁液を含有してもよい。
インへラー又は吸入器に用いられるカプセル及びカートリッジ（例えば、ゼラチン製）が
、抗体とラクトース又はデンプンなどの好適な粉末基剤との混合粉末を含有するように製
剤化されてもよい。かかる製剤は、例えば、小細胞肺癌、非小細胞肺癌、胸膜肺芽腫又は
カルチノイド腫瘍など、肺の固形腫瘍の治療に特に有用であり得る。
【０３７８】
　エアロゾル又はドライパウダー製剤は、好ましくは、患者に送達される阻害薬が各定用
量又は「パフ」に少なくとも１ｍｇ含まれるように準備される。エアロゾルによる全１日
用量は、患者毎に異なることになり、単一用量で又は通常、１日を通して分割用量で投与
され得ることが理解されるであろう。
【０３７９】
　一部の実施形態において、本発明の薬剤又は組成物は、特に結腸、直腸又は前立腺腫瘍
の治療又はターゲティングについて、坐薬又はペッサリーの形態で投与することができる
。
【０３８０】
　一部の実施形態において、本発明の薬剤又は組成物は、眼経路によって投与されてもよ
い。眼科使用には、本発明の薬剤又は組成物は、例えば、等張性のｐＨ調整済み滅菌生理
食塩水中の微粒子化懸濁液として、又は好ましくは等張性のｐＨ調整済み滅菌生理食塩水



(71) JP 2019-511224 A 2019.4.25

10

20

30

40

50

中の溶液として、任意選択で塩化ベンジルアコニウム（benzylalkonium chloride）など
の保存剤と組み合わせて製剤化することができる。代替的に、本発明の薬剤又は組成物は
、ワセリンなどの軟膏として製剤化されてもよい。かかる製剤は、網膜芽細胞腫、髄上皮
腫、ぶどう膜黒色腫、横紋筋肉腫、眼内リンパ腫、又は眼窩リンパ腫などの眼の固形腫瘍
の治療に特に有用であり得る。
【０３８１】
　一部の実施形態において、本発明の薬剤又は組成物は、患者への局所投与に好適であり
得る。本発明の薬剤又は組成物は、ローション、溶液、クリーム、軟膏又は散布剤の形態
で局所適用されてもよく、又は例えば皮膚パッチを使用することにより経皮投与されても
よい。皮膚への局所適用には、本発明の薬剤又は組成物は、例えば、以下：鉱油、流動ワ
セリン、白色ワセリン、プロピレングリコール、ポリオキシエチレンポリオキシプロピレ
ン化合物、乳化ワックス及び水の１つ以上との混合物中に懸濁又は溶解した活性化合物を
含有する好適な軟膏として製剤化することができる。代替的に、それは、例えば、以下：
鉱油、モノステアリン酸ソルビタン、ポリエチレングリコール、流動パラフィン、ポリソ
ルベート６０、セチルエステルワックス、セテアリルアルコール、２－オクチルドデカノ
ール、ベンジルアルコール及び水の１つ以上の混合物中に懸濁又は溶解した好適なローシ
ョン又はクリームとして製剤化することができる。かかる製剤は、例えば、基底細胞癌、
扁平上皮癌又は黒色腫などの皮膚の固形腫瘍の治療に特に有用であり得る。
【０３８２】
　皮膚癌について、本発明の薬剤又は組成物は、エレクトロインコーポレーション（ＥＩ
）によって送達することもできる。ＥＩは、皮膚の表面上で直径３０ミクロン以下の小さ
い粒子が、電気穿孔に用いられるものと同一又は同様の電気パルスを受けると起こる。Ｅ
Ｉでは、これらの粒子が角質層を通過して皮膚のより深い層に入り込む。粒子には阻害薬
を負荷又はコーティングすることができ、又は粒子は、単に本発明の薬剤又は組成物がそ
こから入ることのできる孔を皮膚に生じさせる「弾丸」としての役割を果たすことができ
る。
【０３８３】
　口腔内の局所投与に好適な製剤としては、香味付された基剤、通常、スクロース及びア
カシア又はトラガカント中に活性成分を含むロゼンジ；ゼラチン及びグリセリン、又はス
クロース及びアカシアなどの不活性基剤中に活性成分を含むトローチ；及び好適な液体担
体中に活性成分を含む洗口剤が挙げられる。かかる製剤は、口腔及び咽頭の固形腫瘍の治
療に特に有用であり得る。
【０３８４】
　一部の実施形態において、本発明の薬剤又は組成物は、注射用徐放薬物送達システムを
用いて送達し得る。これらは、注射頻度を低減するように特別に設計される。かかるシス
テムの例は、生分解性ミクロスフェアに組換えヒト成長ホルモン（ｒｈＧＨ）を封入した
Nutropin Depotであり、これは、注射されると長時間にわたってｒｈＧＨをゆっくりと放
出する。
【０３８５】
　本発明の薬剤又は組成物は、薬物を要求される部位、例えば眼腫瘍を治療するため眼内
に直接放出する外科的に植え込まれた装置によって投与することができる。疾患部位への
かかる直接的な適用は、著しい全身性副作用のない有効な治療を実現する。
【０３８６】
　本発明の薬剤又は組成物を送達する代替的方法は、温度感受性のReGel注射システムで
ある。体温未満ではReGelは注射液であるが、体温では徐々に侵食及び溶解して既知の安
全な生分解性ポリマーになるゲルリザーバを直ちに形成する。時間と共にバイオポリマー
が溶解するに従い活性薬物が送達される。
【０３８７】
　本発明の薬剤又は組成物は、経口的に送達することもできる。このプロセスは、体内で
のビタミンＢ１２の自然の経口取込み過程を用いてタンパク質及びペプチドを共送達する
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。ビタミンＢ１２の取込み系に乗ることにより、タンパク質又はペプチドは、腸壁を通り
抜けることができる。ビタミンＢ１２類似体と薬物との間で複合体が合成され、これは、
複合体のビタミンＢ１２部分における内因子（ＩＦ）に対する有意な親和性と複合体の薬
物部分の有意な生物活性との両方を保持している。
【０３８８】
　本発明の核酸分子薬剤（例えば、核酸分子、ベクター等）は、以下に記載するとおりの
好適な遺伝子コンストラクトとして投与して患者に送達し、そこで発現させてもよい。典
型的には、遺伝子コンストラクト中の核酸は、細胞において化合物を発現させることので
きるプロモーターに作動可能に連結されている。本発明の遺伝子コンストラクトは、当該
技術分野において例えばSambrook et al (2001)で周知の方法を用いて調製することがで
きる。
【０３８９】
　ポリヌクレオチドを送達するための遺伝子コンストラクトは、ＤＮＡであっても又はＲ
ＮＡであってもよいが、ＤＮＡであれば好ましい。
【０３９０】
　好ましくは、遺伝子コンストラクトは、ヒト細胞への送達に適合され、例えばトランス
ポゾン系（例えば、sleeping beauty、piggyBac）を用いて標的ＤＮＡが宿主細胞ゲノム
に組み込まれてもよい。遺伝子コンストラクトを細胞に導入する手段及び方法は、当該技
術分野において公知であり、免疫リポソーム、リポソーム、ウイルスベクター（ワクシニ
ア、改良ワクシニア、レンチウイルス、パルボウイルス、レトロウイルス、アデノウイル
ス及びアデノ随伴ウイルス（ＡＡＶ）ベクターを含む）の使用、並びにＤＮＡの例えば遺
伝子銃及び電気穿孔を用いた直接送達によることが挙げられる。更に、治療のためにポリ
ヌクレオチドを患者の標的組織に送達する方法も当該技術分野において周知である。代替
的方法では、受容体介在性エンドサイトーシスを用いてＤＮＡ巨大分子を細胞に運び込む
高効率核酸送達システムが用いられる。これは、核酸に結合するポリカチオンに鉄輸送タ
ンパク質トランスフェリンをコンジュゲートすることにより達成される。Cotten et al (
1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89, 6094-6098の方法によって作製された欠損の又は
化学的に不活性なアデノウイルス粒子のエンドソーム破壊活性を用いたＤＮＡコンストラ
クト又は本発明の他の遺伝子コンストラクトの高効率受容体介在性送達も用いることがで
きる。「ネイキッドＤＮＡ」並びにカチオン性及び中性脂質と複合体化したＤＮＡも、治
療する個体の細胞に本発明のＤＮＡを導入するのに有用であり得ることが理解されるであ
ろう。遺伝子療法の非ウイルス手法については、Ledley（1995, Human Gene Therapy 6, 
1129-1144）に記載されている。
【０３９１】
　特定の組織の癌／腫瘍には、ポリヌクレオチド阻害薬をコードするベクター内に組織特
異的プロモーターを使用することが有用であり得るが、核酸分子薬剤が体内において癌／
腫瘍以外の部位で発現するリスクは、癌／腫瘍に罹患している患者にとっての治療利益に
比して許容可能であると思われるため、これは必須ではない。細胞におけるポリヌクレオ
チド阻害薬の発現を時間的に調節可能であることが望ましい場合もあるが、これも必須で
はない。
【０３９２】
　本発明の薬剤及び組成物は、保存のために凍結乾燥され、使用前に好適な担体中に再構
成されてもよい。任意の好適な凍結乾燥方法（例えば、噴霧乾燥、ケーキ乾燥）及び／又
は再構成技法を用いることができる。当業者によれば、凍結乾燥及び再構成が様々な程度
の抗体活性損失につながり得ること（例えば、従来の免疫グロブリンでは、ＩｇＭ抗体は
、ＩｇＧ抗体と比べてより高い活性損失を有する傾向がある）、及び補償するため使用レ
ベルを上方に調整する必要があり得ることは理解されるであろう。一実施形態において、
凍結乾燥（フリーズドライ）抗体は、再水和時にその（凍結乾燥前の）活性の約２０％以
下、又は約２５％以下、又は約３０％以下、又は約３５％以下、又は約４０％以下、又は
約４５％以下、又は約５０％以下を失う。
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【０３９３】
　投与用の本発明の薬剤（例えば、抗体、免疫エフェクター細胞、核酸分子、ベクター等
）は、医薬組成物における使用向けに適切に修飾されてもよい。例えば、薬剤は、例えば
塩又は非電解質、酢酸塩、ＥＤＴＡ、クエン酸塩、トリス、リン酸塩又は酢酸塩緩衝液、
マンニトール、グリシン、ＨＳＡ（ヒト血清アルブミン）又はポリソルベートなどの適切
な添加剤を使用することにより、本発明の組成物中で分解に対して安定化されてもよい。
多数の安定化剤が当該技術分野において公知である。
【０３９４】
　本明細書に定義するとおりの本発明の抗体は、インビトロ又はインビボ適用及びアッセ
イの分子ツールとして使用されてもよい。抗体が抗原結合部位を有することに伴い、これ
らは、特異的結合対のメンバーとして機能することができ、及びこれらの分子は、特定の
結合対メンバーが必要な任意のアッセイで使用することができる。
【０３９５】
　従って、本発明の更に別の態様は、本明細書に定義するとおりの本発明の抗体を含む試
薬、及び例えばインビトロ又はインビボアッセイにおける分子ツールとしてのかかる抗体
の使用を提供する。
【０３９６】
　本発明は、本発明の抗体、ＣＡＲ、イムノコンジュゲート又は組成物の１つ以上又は本
発明の抗体又はＣＡＲをコードする核酸分子の１つ以上、又は本発明の核酸配列を含む１
つ以上の組換え発現ベクター、又は本発明の組換え発現ベクター又は核酸配列を含む１つ
以上の宿主細胞（免疫エフェクター細胞を含む）、又はウイルスを含むキットを更に含む
。好ましくは、前記キットは、本明細書に記載されるとおりの方法及び使用、例えば本明
細書に記載されるとおりの治療、診断又はイメージング方法に用いられるものであり、又
は本明細書に記載されるとおりのインビトロアッセイ又は方法に用いられるものである。
かかるキットの抗体は、好ましくは本明細書の他の部分に記載されるとおりの抗体コンジ
ュゲート（イムノコンジュゲート）であってもよく、例えば、検出可能部分又は治療用薬
剤若しくは細胞傷害性薬剤にコンジュゲートされてもよい。好ましくは、前記キットは、
例えば診断時におけるキット構成要素の使用説明書を含む。好ましくは、前記キットは、
本明細書の他の部分に記載されるとおりの疾患の診断又は治療用であり、任意選択でかか
る疾患を診断又は治療するためのキット構成要素の使用説明書を含む。
【０３９７】
　癌治療は、
　（ａ）腫瘍を有する動物又は患者（即ち、対象）に対し、少なくとも第１の検出可能に
標識された本発明の抗ＣＬＥＣ１４Ａ抗体（例えば、本発明のイメージング用薬剤）の診
断量を投与することにより腫瘍の画像を形成して、それによって腫瘍の検出可能画像を形
成することと、
　（ｂ）続いて同じ動物又は患者に対し、少なくとも第１の本発明の治療用薬剤（例えば
、抗体、免疫エフェクター細胞又は組成物）の治療最適量を投与して、それによって抗腫
瘍効果を生じさせることと
によって行ってもよい。
【０３９８】
　本明細書における「腫瘍」といういかなる表現は、「癌」又は「癌腫」も指す。転移性
癌も治療することができ、原発腫瘍からの転移を低減することもできる。術後患者に残る
いわゆる微小残存病変（ＭＲＤ）が、本発明の抗ＣＬＥＣ１４Ａ抗体及び他の薬剤、例え
ば免疫エフェクター細胞又は組成物による免疫療法に適していることもある。
【０３９９】
　本発明の方法及び細胞を用いて治療する対象は、哺乳類の任意の種であってもよい。例
えば、対象は、マウス、ラット、スナネズミ、ウサギ、モルモット、ハムスター、ネコ又
はイヌなどの家庭内ペット、又はヤギ、ヒツジ、ブタ、雌ウシ又はウマなどの家畜の任意
の種であってもよい。本発明の更なる好ましい実施形態において、対象は、サル、テナガ
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ザル、ゴリラ、オランウータン、チンパンジー又はボノボなどの霊長類であってもよい。
しかしながら、本発明の好ましい実施形態において、対象は、ヒトである。
【０４００】
　本願全体を通じて使用されるとき、用語「１つの（a）」及び「１つの（an）」は、そ
れらが、上限が後に具体的に記載される場合を除き、言及される構成要素又はステップの
「少なくとも１つ」、「少なくとも第１」、「１つ以上」又は「複数」を意味するという
意味で用いられる。従って、「抗体」は、本明細書で使用されるとき、「少なくとも第１
の抗体」を意味する。併用の機能し得る限度及びパラメータは、任意の単剤の量と同様に
本開示を踏まえて当業者に公知であり得る。
【０４０１】
　ここで、以下の非限定的な例において図を参照して本発明を更に詳細に説明する。
【図面の簡単な説明】
【０４０２】
【図１】ＨＵＶＥＣ及び他の初代細胞におけるＣＬＥＣ１４Ａの相対発現を示すグラフを
示す。ＣＬＥＣ１４Ａは、内皮細胞（ＨＵＶＥＣ）で特異的に発現し、ヒト大動脈平滑筋
細胞（ＨＡＳＭＣ）、ヒト肺線維芽細胞（ＭＲＣ５）、ヒト気管支上皮細胞（ＨＢＥ）、
ヘパトサイト又は末梢血単核細胞（ＰＢＭＣ）で発現しなかった。
【図２】［Ａ］ＣＬＥＣ１４Ａを標的化するｓｉＲＮＡ二重鎖が、ｑＰＣＲによって決定
するとき、ＨＵＶＥＣにおけるＣＬＥＣ１４Ａ　ｍＲＮＡ発現を効率的にノックダウンで
きることを示す。相対発現は、発現をフロチリン２に対して正規化することにより決定し
た。［Ｂ］タンパク質レベルでのＣＬＥＣ１４Ａのノックダウンをウエスタンブロット分
析によって決定した。ローディング対照としてチューブリンを使用した。［Ｃ］対照又は
ｃｌｅｃ１４ａ標的化ｓｉＲＮＡで処置したＨＵＶＥＣについての１６時間後の新芽成長
の代表的な画像を示す。［Ｄ］対照及びＣＬＥＣ１４ＡノックダウンＨＵＶＥＣについて
の２７個のスフェロイド（３つの臍帯からの９個のスフェロイド）の新芽の定量化を示す
；マン・ホイットニー統計検定ｐ＜０．００１。［Ｅ］混合した対照（緑色）及びｃｌｅ
ｃ１４ａ標的化ｓｉＲＮＡで処置したＨＵＶＥＣ（赤色）についての２４時間後の新芽成
長の代表的な画像を示す。［Ｆ］対照（ＣＯＮ）及びＣＬＥＣ１４Ａノックダウン（ＫＤ
）ＨＵＶＥＣに由来する先端細胞及び柄細胞のパーセンテージの定量化を示す；二元配置
ＡＮＯＶＡ統計検定及びボンフェローニ事後検定＊＊＊＝ｐ＜０．００１、ｎｓ＝有意差
なし。
【図３－１】［Ａ］Ｃ５７ＢＬ／６（ｃｌｅｃ１４ａ　＋／＋）又はＣ５７ＢＬ／６（Ｃ
ｌｅｃ１４ａｔｍ１（ＫＯＭＰ）Ｖｌｃｇ）（ｃｌｅｃ１４ａ　－／－）マウスにおける
ｃｌｅｃ１４ａ遺伝子の概略図を示す。［Ｂ］ｃｌｅｃ１４ａの５’非翻訳領域（ＵＴＲ
）、コード配列（ＣＤＳ）及び３’ＵＴＲについて３匹のｃｌｅｃ１４ａ　＋／＋マウス
（白色のバー）及び３匹のｃｌｅｃ１４ａ　－／－マウス（黒色のバー）から生成された
ｃＤＮＡの定量的ＰＣＲ分析を示す。相対発現は、発現をフロチリン２に対して正規化す
ることにより決定した。［Ｃ］マウスＣＬＥＣ１４Ａに対するポリクローナル抗血清を用
いたｃｌｅｃ１４ａ　＋／＋及びｃｌｅｃ１４ａ　－／－マウスからの肺ライセートにお
けるＣＬＥＣ１４Ａタンパク質発現のウエスタンブロット分析を示す。ローディング対照
としてチューブリンを使用した。［Ｄ］ｃｌｅｃ１４ａ　＋／＋及びｃｌｅｃ１４ａ　－
／－マウスからの大動脈リング発芽アッセイの代表的な画像を示す。１リング当たりに形
成された管の定量化［Ｅ］、及び大動脈リングから内皮管によって移動した最大距離の定
量化［Ｆ］を示す、１遺伝子型当たり４８個のリング、各遺伝子型につき６匹のマウスか
らのデータ；マン・ホイットニー統計検定ｐ＜０．００１。［Ｇ］ｃｌｅｃ１４ａ　＋／
＋及びｃｌｅｃ１４ａ　－／－マウスからのスポンジ移植片のヘマトキシリン・エオシン
染色切片の代表的な画像を示し、スポンジの中央部にある切片を分析した。［Ｈ］図３Ｇ
に示すスポンジ移植片への細胞侵入の定量化を示す；マン・ホイットニー統計検定ｐ＜０
．０５。［Ｉ］血管密度の定量化を示す；マン・ホイットニー統計検定ｐ＜０．００１。
［Ｊ］ｃｌｅｃ１４ａ　－／－マウスからのｘ－ｇａｌで染色し、ヘマトキシリン・エオ
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シンで対比染色した肝組織及びスポンジ組織の切片を示す。
【図３－２】［Ａ］Ｃ５７ＢＬ／６（ｃｌｅｃ１４ａ　＋／＋）又はＣ５７ＢＬ／６（Ｃ
ｌｅｃ１４ａｔｍ１（ＫＯＭＰ）Ｖｌｃｇ）（ｃｌｅｃ１４ａ　－／－）マウスにおける
ｃｌｅｃ１４ａ遺伝子の概略図を示す。［Ｂ］ｃｌｅｃ１４ａの５’非翻訳領域（ＵＴＲ
）、コード配列（ＣＤＳ）及び３’ＵＴＲについて３匹のｃｌｅｃ１４ａ　＋／＋マウス
（白色のバー）及び３匹のｃｌｅｃ１４ａ　－／－マウス（黒色のバー）から生成された
ｃＤＮＡの定量的ＰＣＲ分析を示す。相対発現は、発現をフロチリン２に対して正規化す
ることにより決定した。［Ｃ］マウスＣＬＥＣ１４Ａに対するポリクローナル抗血清を用
いたｃｌｅｃ１４ａ　＋／＋及びｃｌｅｃ１４ａ　－／－マウスからの肺ライセートにお
けるＣＬＥＣ１４Ａタンパク質発現のウエスタンブロット分析を示す。ローディング対照
としてチューブリンを使用した。［Ｄ］ｃｌｅｃ１４ａ　＋／＋及びｃｌｅｃ１４ａ　－
／－マウスからの大動脈リング発芽アッセイの代表的な画像を示す。１リング当たりに形
成された管の定量化［Ｅ］、及び大動脈リングから内皮管によって移動した最大距離の定
量化［Ｆ］を示す、１遺伝子型当たり４８個のリング、各遺伝子型につき６匹のマウスか
らのデータ；マン・ホイットニー統計検定ｐ＜０．００１。［Ｇ］ｃｌｅｃ１４ａ　＋／
＋及びｃｌｅｃ１４ａ　－／－マウスからのスポンジ移植片のヘマトキシリン・エオシン
染色切片の代表的な画像を示し、スポンジの中央部にある切片を分析した。［Ｈ］図３Ｇ
に示すスポンジ移植片への細胞侵入の定量化を示す；マン・ホイットニー統計検定ｐ＜０
．０５。［Ｉ］血管密度の定量化を示す；マン・ホイットニー統計検定ｐ＜０．００１。
［Ｊ］ｃｌｅｃ１４ａ　－／－マウスからのｘ－ｇａｌで染色し、ヘマトキシリン・エオ
シンで対比染色した肝組織及びスポンジ組織の切片を示す。
【図４】［Ａ］ｃｌｅｃ１４ａ　＋／＋（実線と丸）及びｃｌｅｃ１４ａ　－／－（実線
と四角）マウスにおけるルイス肺癌（ＬＬＣ）腫瘍成長を示す；二元配置ＡＮＯＶＡ統計
分析、＊＝ｐ＜０．０５、＊＊＝ｐ＜０．０１、＊＊＊＝ｐ＜０．００１。［Ｂ］ＬＬＣ
腫瘍の代表的な画像を示す。［Ｃ］７匹のｃｌｅｃ１４ａ　＋／＋（丸）及び７匹のｃｌ
ｅｃ１４ａ　－／－（四角）マウスについてのエンドポイント腫瘍重量を示す；マン・ホ
イットニー統計検定ｐ＜０．００１。［Ｄ］マウスＣＤ３１に関して染色したＬＬＣ腫瘍
切片の免疫蛍光染色の代表的な画像を示す。ｃｌｅｃ１４ａ　＋／＋及びｃｌｅｃ１４ａ
　－／－マウスからの血管密度の定量化［Ｅ］及びパーセンテージ内皮被覆率［Ｆ］を示
す；マン・ホイットニー統計検定ｐ＜０．０００１。［Ｇ］ｘ－ｇａｌで染色し、ヘマト
キシリン・エオシンで対比染色したｃｌｅｃ１４ａ　－／－マウスからの肝組織及びＬＬ
Ｃ腫瘍組織の切片を示す。
【図５】（Ａ）創傷閉鎖の遅れを示す抗ＣＬＥＣ１４Ａモノクローナル抗体ＣＲＴ－３に
よるＨＵＶＥＣ引っ掻き傷治癒アッセイの結果の光学顕微鏡像を示す。（Ｂ）（Ａ）の結
果のグラフ表現を示す。
【図６】ＣＬＥＣ１４Ａ抗体で処置したＨＵＶＥＣによる細管形成アッセイの分析を示す
。ＨＵＶＥＣを２０μｇ／ｍｌ　ＣＲＴ２、３又は４又はマウスＩｇＧアイソタイプ対照
で処置した。１６時間で細管の画像を撮り、細管の全長、ジャンクションの数、分岐の数
、分岐の長さ、網目の数及び網目の総面積を分析した。図示するデータは、各々につき５
つのデータ点を分析した３つの実験を表す。エラーバーは、ＳＥＭを示す。＊ｐ，０．０
５。＊＊ｐ＜０．０１。
【図７】（Ａ）ＣＬＥＣ１４ＡをトランスフェクトしたＨＥＫ２９３Ｔ及び（Ｂ）トロン
ボモジュリンをトランスフェクトしたＨＥＫ２９３Ｔに結合するＣＲＴ－２及びＣＲＴ－
３のフローサイトメトリー分析のグラフを示す。
【図８】（Ａ）トロンボモジュリンのＣＴＬＤとＣＬＥＣ１４Ａの残りの部分とを含有す
るキメラをトランスフェクトしたＨＥＫ２９３Ｔ、（Ｂ）トロンボモジュリンのｓｕｓｈ
ｉ様ドメインとＣＬＥＣ１４Ａの残りの部分とを含有するキメラをトランスフェクトした
ＨＥＫ２９３Ｔ、及び（Ｃ）トロンボモジュリンのループ残基９７～１０８とＣＬＥＣ１
４Ａの残りの部分とを含有するキメラをトランスフェクトしたＨＥＫ２９３Ｔに結合する
ＣＲＴ－２及びＣＲＴ－３のフローサイトメトリー分析のグラフを示す。
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【図９】ＣＤ１４１のＣＬＥＣ１４Ａ領域１～４２；ＣＤ１４１のＣＬＥＣ１４Ａ領域９
７～１０８；及びＣＤ１４１のＣＬＥＣ１４Ａ領域１２２～１４２のアラインメントを示
す。
【図１０】ＣＡＲ発現ベクター設計及び形質転換ヒトＴ細胞におけるＣＡＲの発現を示し
、ここで、（Ａ）は、トランケート型ＣＤ３４マーカー遺伝子とｓｃＦｖ断片／ＣＤ３ζ
鎖キメラ受容体とを共発現するレトロウイルスＣＡＲベクター（pMP71ベース）を示す。
発現は、ＬＴＲプロモーターからドライブされ、２ＡペプチドリンカーがＣＤ３４及びＣ
ＡＲの両方の等モル発現を確実にする。第２世代ＣＡＲコンストラクトは、ＣＤ２８共刺
激ドメインを含んだ。（Ｂ）は、フローサイトメトリーによって分析したＣＤ３４染色を
示し、ＣＬＥＣ１４Ａ特異的ＣＡＲを共発現するレトロウイルスコンストラクトを使用し
たＴ細胞の形質導入の成功を実証している。抗体ＣＲＴ３ベースの第１世代ＣＡＲは、Ｃ
ＲＴ３．ｚと称される。抗体ＣＲＴ３ベースの第２世代ＣＡＲは、ＣＲＴ３．２８ｚと称
される。（Ｃ）は、ＣＬＥＣ１４Ａ－Ｆｃを用いてＣＡＲの発現に関して直接染色した、
フローサイトメトリーによって分析した細胞を示す（％値は、Ｆｃ単独によるバックグラ
ウンド染色を差し引いたＣＬＥＣ１４Ａ－Ｆｃの特異的結合を示す）。
【図１１】インビトロでＣＬＥＣ１４Ａに応答したＣＡＲ形質導入Ｔ細胞を示す。抗体Ｃ
ＲＴ３ベースの第１世代又は第２世代ＣＡＲを発現するように形質導入したＴ細胞又はモ
ック形質導入（対照）Ｔ細胞について、（Ａ）プレート結合組換えＦｃ融合タンパク質と
して発現するか、（Ｂ）操作されたＣＨＯ細胞上に発現するか、又は（Ｃ）静置培養で成
長したときにＣＬＥＣ１４Ａを天然に発現するヒト臍帯静脈内皮細胞（ＨＵＶＥＣ）上に
発現するかのいずれかのＣＬＥＣ１４Ａに対するその応答能力を試験した。Ｔ細胞応答は
、インターフェロンγ産生に関してＥＬＩＳＡを用いて計測した。図示するデータは、３
～７つの反復実験から得られた代表的なものである。Ｔ細胞は、トランス遺伝子発現細胞
の頻度が等しくなるように調整した。ヒストグラムは、全て平均応答＋ＳＤを示す。
【図１２－１】ＣＬＥＣ１４Ａ特異的ＣＡＲを形質導入したＴ細胞の更なるインビトロ機
能試験を示す。抗体ＣＲＴ－３ベースの第１世代又は第２世代ＣＡＲを発現するように形
質導入したＴ細胞、又はモック形質導入（対照）Ｔ細胞について、以下の機能アッセイに
おいてＣＬＥＣ１４Ａに対するその応答能力を試験した：（Ａ）細胞傷害性、ヒトＣＬＥ
Ｃ１４Ａを発現するように操作したＣＨＯ細胞を使用（ＣＨＯ単独（対照細胞）のバック
グラウンド溶解レベルを差し引いた）。図示するデータは、５つの反復実験の代表的なも
のである。（Ｂ）増殖、本発明者らは、ＣＦＳＥ標識ＣＡＲ形質導入Ｔ細胞を使用して、
ＨＵＶＥＣと４日間共培養したときのＣＡＲ＋（ＣＤ３４＋）及びＣＡＲ－（ＣＤ３４－
）細胞サブセットの増殖を計測した。図示するデータは、２つの反復実験の代表的なもの
である。（Ｃ）ヒトＣＬＥＣ１４Ａ及びマウスＣＬＥＣ１４Ａの両方に対する（ＣＬＥＣ
１４Ａ特異的ＣＡＲ形質導入Ｔ細胞の応答を、インターフェロンγ放出を用いて評価した
。Ｔ細胞は、トランス遺伝子発現細胞の頻度が等しくなるように調整した。図示するデー
タは、６つの反復実験の代表的なものである。ヒストグラムは、全て平均応答＋ＳＤを示
す。
【図１２－２】ＣＬＥＣ１４Ａ特異的ＣＡＲを形質導入したＴ細胞の更なるインビトロ機
能試験を示す。抗体ＣＲＴ－３ベースの第１世代又は第２世代ＣＡＲを発現するように形
質導入したＴ細胞、又はモック形質導入（対照）Ｔ細胞について、以下の機能アッセイに
おいてＣＬＥＣ１４Ａに対するその応答能力を試験した：（Ａ）細胞傷害性、ヒトＣＬＥ
Ｃ１４Ａを発現するように操作したＣＨＯ細胞を使用（ＣＨＯ単独（対照細胞）のバック
グラウンド溶解レベルを差し引いた）。図示するデータは、５つの反復実験の代表的なも
のである。（Ｂ）増殖、本発明者らは、ＣＦＳＥ標識ＣＡＲ形質導入Ｔ細胞を使用して、
ＨＵＶＥＣと４日間共培養したときのＣＡＲ＋（ＣＤ３４＋）及びＣＡＲ－（ＣＤ３４－
）細胞サブセットの増殖を計測した。図示するデータは、２つの反復実験の代表的なもの
である。（Ｃ）ヒトＣＬＥＣ１４Ａ及びマウスＣＬＥＣ１４Ａの両方に対する（ＣＬＥＣ
１４Ａ特異的ＣＡＲ形質導入Ｔ細胞の応答を、インターフェロンγ放出を用いて評価した
。Ｔ細胞は、トランス遺伝子発現細胞の頻度が等しくなるように調整した。図示するデー
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タは、６つの反復実験の代表的なものである。ヒストグラムは、全て平均応答＋ＳＤを示
す。
【図１３】ＣＬＥＣ１４Ａ特異的ＣＡＲ形質導入マウスＴ細胞を注射した健常Ｃ５７／Ｂ
Ｌ６マウスを使用したインビボ毒性試験後の組織試料の組織像を示す。
【図１４】抗体ＣＲＴ－３ベースの第２世代ＣＡＲを発現するように形質導入したＴ細胞
又はモック形質導入（対照）Ｔ細胞で処置したマウスからのルイス肺癌腫瘍容積のグラフ
を示す。マウスは、合計２０００万個のＴ細胞を投与され（ＣＤ８：ＣＤ４＝５：２）、
これらの細胞のうちの２２０万個にＣＲＴ３．２８ｚが発現した。次に、（Ａ）生物発光
又は（Ｂ）ノギスを用いて腫瘍成長をモニタした。
【図１５】抗体ＣＲＴ－３ベースの第２世代ＣＡＲを発現するように形質導入したＴ細胞
又はモック形質導入（対照）Ｔ細胞を注射したマウスからのルイス肺癌腫瘍における腫瘍
重量（Ａ）、血管によって覆われた腫瘍組織面積のパーセンテージ（Ｂ）及びフィブリノ
ゲンに関して染色された腫瘍組織のパーセンテージ（Ｃ）を示す棒グラフを示す。
【図１６】（Ａ）（ｉ）０分及び（ｉｉ）９０分の時点におけるＣＲＴ－３処置したＨＵ
ＶＥＣの画像を示し、抗体がインターナライズされることを実証する；及び（Ｂ）ＣＲＴ
－３抗体薬物コンジュゲート（イムノコンジュゲート）で処置したＨＵＶＥＣの細胞生存
度を示すグラフを示す。
【図１７】（Ａ）対照ＡＤＣ（Ｂ１２－ＡＤＣ）による処置後２４時間、及び（Ｂ）ＣＲ
Ｔ－３－ＡＤＣによる処置後２４時間のマウス肺組織像を示す。
【図１８】滴定濃度のヒト及びマウス組換えＣＬＥＣ１４Ａに対するＣＲＴ１、３及び５
　ＣＡＲ（ＣＤ２８共刺激ドメインを含む）Ｔ細胞応答を示す。
【図１９】種々の共刺激ドメインを含むＣＡＲの設計を示す。１）ｔＣＤ３４－Ｆ２Ａ－
ｓｃＦｖ－ＣＤ２８　ＴＭ－ＣＤ２８シグナル－ＣＤ３ζ、２）ｔＣＤ３４－Ｆ２Ａ－ｓ
ｃＦｖ－ＣＤ８　ＴＭ－４－１ＢＢシグナル－ＣＤ３ζ、３）ｔＣＤ３４－Ｆ２Ａ－ｓｃ
Ｆｖ－ＣＤ８　ＴＭ－ＯＸ４０シグナル－ＣＤ３ζ、４）ｔＣＤ３４－Ｆ２Ａ－ｓｃＦｖ
－ＣＤ２８　ＴＭ－ＣＤ２８シグナル－４－１ＢＢシグナル－ＣＤ３ζ、５）ｔＣＤ３４
－Ｆ２Ａ－ｓｃＦｖ－ＣＤ２８　ＴＭ－ＣＤ２８シグナル－ＯＸ４０シグナル－ＣＤ３ζ
、６）ｔＣＤ３４－Ｆ２Ａ－ｓｃＦｖ－ＣＤ８　ＴＭ－４－１ＢＢシグナル－ＯＸ４０シ
グナル－ＣＤ３ζ。ｔＣＤ３４は、形質導入に成功した細胞を同定するために含まれ、従
ってコンストラクトではこれ及びＦ２Ａを除いてもよい。加えて、ヒンジ又はスペーサー
領域、例えばＣＤ８α由来のものが含まれてもよい。
【図２０－１】ＣＲＴ１、３及び５　ＣＡＲ対ＣＬＥＣ１４Ａを発現するマウス内皮細胞
による細胞傷害性アッセイの結果を示す（図２０Ａ）。ＣＲＴ１、３及び５　ＣＡＲの増
殖性アッセイの結果は、図２０Ｂに示される。
【図２０－２】ＣＲＴ１、３及び５　ＣＡＲ対ＣＬＥＣ１４Ａを発現するマウス内皮細胞
による細胞傷害性アッセイの結果を示す（図２０Ａ）。ＣＲＴ１、３及び５　ＣＡＲの増
殖性アッセイの結果は、図２０Ｂに示される。
【図２０－３】ＣＲＴ１、３及び５　ＣＡＲ対ＣＬＥＣ１４Ａを発現するマウス内皮細胞
による細胞傷害性アッセイの結果を示す（図２０Ａ）。ＣＲＴ１、３及び５　ＣＡＲの増
殖性アッセイの結果は、図２０Ｂに示される。
【図２０－４】ＣＲＴ１、３及び５　ＣＡＲ対ＣＬＥＣ１４Ａを発現するマウス内皮細胞
による細胞傷害性アッセイの結果を示す（図２０Ａ）。ＣＲＴ１、３及び５　ＣＡＲの増
殖性アッセイの結果は、図２０Ｂに示される。
【図２１】種々の共刺激ドメインを含むＣＲＴ３　ＣＡＲ　Ｔ細胞の機能試験を示し、及
びヒトＣＬＥＣ１４Ａを発現する滴定数のＣＨＯ細胞に応答したＩＦＮγ産生を示す。
【図２２－１】ＣＬＥＣ１４Ａキメラを発現するように操作した２９３細胞又はＳＥＮＤ
細胞と共にインキュベートした後のＣＲＴ１、３及び５　ＣＡＲ（ＣＤ２８共刺激ドメイ
ン）Ｔ細胞によるＩＦＮガンマ放出を示す（Ａ１－マウス細胞内ドメインを含むヒトＣＬ
ＥＣ１４Ａ、Ｂ１－マウス膜貫通及び細胞内ドメインを含むヒトＣＬＥＣ１４Ａ、ｈｕＣ
ＬＥＣ－ヒトＣＬＥＣ１４Ａ）。ＳＥＮＤ細胞とインキュベートした後のＣＡＲ　Ｔ細胞



(78) JP 2019-511224 A 2019.4.25

10

20

についての細胞傷害性データを図２２Ｂに示す。
【図２２－２】ＣＬＥＣ１４Ａキメラを発現するように操作した２９３細胞又はＳＥＮＤ
細胞と共にインキュベートした後のＣＲＴ１、３及び５　ＣＡＲ（ＣＤ２８共刺激ドメイ
ン）Ｔ細胞によるＩＦＮガンマ放出を示す（Ａ１－マウス細胞内ドメインを含むヒトＣＬ
ＥＣ１４Ａ、Ｂ１－マウス膜貫通及び細胞内ドメインを含むヒトＣＬＥＣ１４Ａ、ｈｕＣ
ＬＥＣ－ヒトＣＬＥＣ１４Ａ）。ＳＥＮＤ細胞とインキュベートした後のＣＡＲ　Ｔ細胞
についての細胞傷害性データを図２２Ｂに示す。
【図２２－３】ＣＬＥＣ１４Ａキメラを発現するように操作した２９３細胞又はＳＥＮＤ
細胞と共にインキュベートした後のＣＲＴ１、３及び５　ＣＡＲ（ＣＤ２８共刺激ドメイ
ン）Ｔ細胞によるＩＦＮガンマ放出を示す（Ａ１－マウス細胞内ドメインを含むヒトＣＬ
ＥＣ１４Ａ、Ｂ１－マウス膜貫通及び細胞内ドメインを含むヒトＣＬＥＣ１４Ａ、ｈｕＣ
ＬＥＣ－ヒトＣＬＥＣ１４Ａ）。ＳＥＮＤ細胞とインキュベートした後のＣＡＲ　Ｔ細胞
についての細胞傷害性データを図２２Ｂに示す。
【図２３】インビトロ転写による電気穿孔用のＲＮＡの生成に好適なベクターの概略図を
示す。
【図２４】マウスＴ細胞の形質導入に使用することのできるＣＡＲをコードするコンスト
ラクトを示す。これらのコンストラクトは、マウスタンパク質の膜貫通、共刺激及び細胞
内シグナリング配列を含む（配列番号１１６～１２１を参照されたい）。コンストラクト
は、マウスＣＤ８αのヒンジ又はスペーサードメインを更に含んでもよい。
【発明を実施するための形態】
【０４０３】
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【表２４】

【実施例】
【０４２７】
実施例
実施例１　－　ＣＬＥＣ１４Ａ発現の分析
ＨＵＶＥＣの調製及び培養
　ドナーのインフォームドコンセントを得た上で英国国民保健サービス（National Healt
h Service）によって供与された臍帯からヒト臍帯静脈内皮細胞（ＨＵＶＥＣ）を単離し
た。臍帯は、胎盤から解剖し、滅菌ＰＢＳで静脈を洗浄して血液を除去した。Ｍ１９９培
地（Sigma）に希釈した１ｍｇ／ｍｌのコラゲナーゼを静脈注射し、次に３７℃で２０分
間インキュベートして内皮細胞を剥離させた。１０％ＦＣＳ、１０％大血管内皮細胞成長
添加物（TCS Cell Works）、及び４ｍＭ　Ｌ－グルタミンを含有するＭ１９９完全培地で
洗浄することによってＨＵＶＥＣを収集し、ブタ皮膚（Sigma）由来の０．１％タイプ１
ゼラチンをコートしたディッシュにプレーティングした。
【０４２８】
初代細胞供給源
　ヒト大動脈平滑筋細胞（ＨＡＳＭＣ）及びヒト気管支上皮細胞（ＨＢＥ）は、TCS Cell
 Worksから購入した。ヒト肺線維芽細胞（ＭＲＣ５）は、英国癌研究所中央サービス（Ca
ncer Research UK Central Services）から入手した。ヒト末梢血単核細胞（ＰＢＭＣ）
は、バーミンガム大学の癌研究所（Institute of Cancer Studies）から入手した。ヘパ
トサイトは、バーミンガム大学免疫・感染学部（School of Immunity and Infection, Un
iversity of Birmingham）のDavid Adams教授から供与いただいた。
【０４２９】
ＲＮＡ抽出及びリアルタイムＰＣＲ
　培養下の初代細胞からTRI試薬（Sigma）を用いて全ＲＮＡを単離し、続いてHigh-Capac
ity cDNA Archiveキット（Applied Biosystems）を使用して供給されたランダムプライマ
ーでｃＤＮＡを合成した。ＣＬＥＣ１４Ａ発現の一次細胞スクリーニングにはProbeLibra



(103) JP 2019-511224 A 2019.4.25

10

20

30

40

50

ryリアルタイムＰＣＲアッセイシステム（Exiqon）を利用した。ＣＬＥＣ１４Ａの発現を
正規化するハウスキーピング遺伝子としてフロチリン２を選択した。ＣＬＥＣ１４Ａ及び
フロチリン２のプライマー及びプローブセットは、ProbeFinderソフトウェア（Roche）に
よって設計した。ＣＬＥＣ１４Ａについて、プライマー及びプローブセットは、以下であ
った：
　５’－ＣＴＧＧＧＡＣＣＧＡＧＧＴＧＡＧＴＧ－３’（配列番号７９）、及び
　５’－ＣＧＣＧＡＴＧＣＡＡＧＴＡＡＣＴＧＡＧＡ－３’（配列番号８０）、プローブ
番号２４を伴う。
【０４３０】
　フロチリン２について、プライマー及びプローブは、以下であった：
　５’－ＴＧＴＴＧＴＧＧＴＴＣＣＧＡＣＴＡＴＡＡＡＣＡＧ－３’（配列番号８１）、
及び
　５’－ＧＧＧＣＴＧＣＡＡＣＧＴＣＡＴＡＡＴＣＴ－３’（配列番号８２）、プローブ
番号２８を伴う。Rotor-Gene RG3000サーマルサイクラー（Corbett Research）で定量的
ＰＣＲ反応を実施した。反応混合物は各初代細胞型につきトリプリケートで調製し、各反
応に５ｎｇのｃＤＮＡを加えた。変化倍数は、ΔΔＣｔ法を用いて計算した。
【０４３１】
ＨＵＶＥＣ免疫蛍光法
　ガラスマイクロウェルチャンバ（Nunc）内でＨＵＶＥＣを成長させて、氷冷メタノール
で固定し、ＰＢＳＴで洗浄し、ＰＢＳＴ中１０％ＦＣＳ３％ＢＳＡでブロックした。次に
、パラフィン包埋切片に用いるのと同じプロトコルに従い細胞をＣＬＥＣ１４Ａ抗体で染
色し、又はミラノのFire分子腫瘍学研究所のMaria Grazia Lampugnani教授から供与いた
だいた、ヒトＶＥ－カドヘリンに対する５ｇ／ｍマウスモノクローナルＩｇＧ抗体と共染
色した。切片染色を510レーザー走査共焦点顕微鏡（Carl Zeiss）で分析した。
【０４３２】
結果
　図１は、ＨＵＶＥＣ及び他の初代細胞におけるＣＬＥＣ１４Ａの相対発現を示すグラフ
である。ＣＬＥＣ１４Ａは内皮細胞で特異的に発現した。これは、ＣＬＥＣ１４Ａが内皮
特異的であるという以前の知見を裏付けている。
【０４３３】
　ＣＬＥＣ１４Ａ特異的プローブを用いて固形腫瘍及び正常組織の切片におけるＣＬＥＣ
１４Ａの発現を調べた。ヒト卵巣、膀胱、肝臓、乳房、結腸、直腸、食道、腎臓、肺、前
立腺、胃、膵臓及び甲状腺腫瘍組織においてＣＬＥＣ１４Ａ発現を免疫蛍光法により測定
した。ＣＬＥＣ１４Ａ発現の内皮特異性が、内皮細胞上にある特定のフコース残基に結合
するハリエニシダ（Ulex europaeus）凝集素Ｉ（ＵＥＡＩ）との共局在によって確認され
た。ＣＬＥＣ１４Ａ発現は、分析した全ての腫瘍組織の血管に見られた。卵巣、膀胱、肝
臓、乳房、腎臓及び前立腺腫瘍はＣＬＥＣ１４Ａ発現が強陽性であった一方、胃、食道、
肺、結腸、直腸、膵臓及び甲状腺腫瘍組織は、より低い特異的ＣＬＥＣ１４Ａ発現レベル
を示した。対応する正常対照（非腫瘍）組織のいずれにもＣＬＥＣ１４Ａ発現は検出され
なかった。
【０４３４】
　まとめると、これらの結果は、膜貫通タンパク質ＣＬＥＣ１４Ａが腫瘍血管構造に特異
的に発現し、従って腫瘍内皮マーカーとして使用し得ることを実証している。
【０４３５】
実施例２：インビトロ及びインビボでのＣＬＥＣ１４Ａ機能の分析
材料及び方法
試薬
　ウエスタンブロッティング及び免疫沈降用；一次抗体：ヒツジポリクローナル抗ヒトＣ
ＬＥＣ１４Ａ（R&D systems）、マウスモノクローナル抗ヒトチューブリン（Sigma）；二
次抗体：西洋ワサビペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）コンジュゲートヤギポリクローナル抗マ
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ウスＩｇＧ（Dako）、ＨＲＰコンジュゲートロバポリクローナル抗ヒツジＩｇＧ（R&D sy
stems）。免疫蛍光法用；一次抗体：ウサギポリクローナル抗マウスＰＥＣＡＭ（Santa C
ruz）；二次抗体：Alexa Fluor488コンジュゲートロバポリクローナル抗ウサギ（Invitro
gen）。フローサイトメトリー用；一次抗体：マウスモノクローナル抗ＨＡタグ（CRUK）
、マウスモノクローナル抗ＣＬＥＣ１４Ａ（Ｃ２、Ｃ４、以下に記載）；二次抗体：Alex
a Fluor488コンジュゲートヤギポリクローナル抗マウスＩｇＧ（Invitrogen）。
【０４３６】
　タンパク質産生用；レンチウイルスプラスミドpsPAX2（レンチウイルスパッケージング
；Addgene）、pMD2G（エンベローププラスミド；Addgene）及びpWPI hCLEC14A-ECD-Fc（
ＩＲＥＳ－ＥＧＦＰ含有レンチウイルス哺乳類発現プラスミド；Addgene）を使用した。c
lec14a IMAGEクローン（Origene）からpcDNA3-Fcプラスミドへの初期ＰＣＲサブクローニ
ングによってpWPI hCLEC14A-Fc及びmCLEC14A-Fcを作成した。使用したプライマーは以下
のとおりであった：ヒトＣＬＥＣ１４Ａフォワード５’ＴＡＧＴＡＧＧＡＡＴＴＣＧＡＧ
ＡＧＡＡＴＧＡＧＧＣＣＧＧＣＧＴＴＣＧＣＣＣＴＧ３’（配列番号８３）；ヒトＣＬＥ
Ｃ１４Ａリバース５’ＡＧＡＡＣＣＧＣＧＧＣＣＧＣＴＧＧＡＧＧＡＧＴＣＧＡＡＡＧＣ
ＣＴＧＡＧＧＡＧＴ３’（配列番号８４）；マウスＣＬＥＣ１４Ａフォワード５’ＴＡＧ
ＴＡＧＧＡＡＴＴＣＧＡＧＡＧＡＡＴＧＡＧＧＣＣＡＧＣＧＣＴＴＧＣＣＣＴＧ３’（配
列番号８５；マウスＣＬＥＣ１４Ａリバース５’ＣＴＡＣＴＡＧＣＧＧＣＣＧＣＴＣＧＴ
ＧＧＡＡＧＡＧＧＴＧＴＣＧＡＡＡＧＴ３’（配列番号８６）。
【０４３７】
　ＥｃｏＲ１及びＮｏｔ１制限部位を用いてＣＬＥＣ１４Ａを挿入した。更なるＰＣＲサ
ブクローニングラウンドを実施してＣＬＥＣ１４Ａ－Ｆｃ融合物をpWPIにトランスファー
した。使用したプライマーは、以下のとおりであった：
　ヒトＣＬＥＣ１４Ａフォワード
　５’ＴＡＧＴＡＧＴＴＡＡＴＴＡＡＧＡＧＡＧＡＡＴＧＡＧＧＣＣＧＧＣＧＴＴＣ３’
（配列番号８７）；
　マウスＣＬＥＣ１４Ａフォワード
　５’ＴＡＧＴＡＧＴＴＡＡＴＴＡＡＧＡＧＡＧＡＡＴＧＡＧＧＣＣＡＧＣＧＣＴＴ３’
（配列番号８８）；
　ヒトＦｃリバース
　５’ＣＴＡＣＴＡＧＴＴＴＡＡＡＣＴＣＡＴＴＴＡＣＣＣＧＧＡＧＡＣＡＧＧＧＡ３’
（配列番号８９）。
【０４３８】
　このステップには、Ｐａｃ１及びＰｍｅ１制限部位を使用した。
【０４３９】
　ヒト臍帯静脈内皮細胞を先述のとおり単離した。臍帯は、インフォームドコンセントを
得てバーミンガム・ウィメンズ・ヘルスケア（Birmingham Women’s Health Care）ＮＨ
Ｓトラストから入手した。継代１～６代目間のＨＵＶＥＣを使用し、１０％ウシ胎仔血清
（PAA）、１％ウシ脳抽出物、９０μｇ／ｍｌヘパリン、及び４ｍＭ　Ｌ－グルタミン、
１００Ｕ／ｍｌペニシリン及び１００μｇ／ｍｌストレプトマイシン（Invitrogen）を含
有するＭ１９９完全培地（ｃＭ１９９）で培養し、０．１％ブタ皮膚由来タイプ１ゼラチ
ンでコートしたプレートに播種した。ＨＥＫ２９３Ｔ細胞は、１０％ウシ胎仔血清（PAA
）、４ｍＭ　Ｌ－グルタミン、１００Ｕ／ｍｌペニシリン及び１００μｇ／ｍｌストレプ
トマイシン（Invitrogen）を含有するＤＭＥＭ（Sigma）完全培地（ｃＤＭＥＭ）で培養
した。
【０４４０】
　ＨＵＶＥＣにおけるｓｉＲＮＡトランスフェクションを先述のとおり実施した。ＨＥＫ
２９３Ｔ細胞において、上記のレンチウイルスパッケージング、エンベロープ及び発現プ
ラスミドによる一過性トランスフェクションによりレンチウイルスを作製した。プラスミ
ドをOptiMEM（Invitrogen）中においてポリエチレンイミン（３６μｇ／ｍｌ）と１：４
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の比において室温で１０分間インキュベートした後、ｃＤＭＥＭ中のＨＥＫ２９３Ｔ細胞
に加えた。培地上清を使用して新鮮なＨＥＫ２９３Ｔ細胞を形質導入した。ＧＦＰ陽性Ｈ
ＥＫ２９３Ｔ細胞を選別し、タンパク質産生に使用した。pHL-Avitag3 hMMRN2を使用した
上記のとおりのポリエチレンイミン一過性トランスフェクションにより、ＨＥＫ２９３Ｔ
細胞におけるＭＭＲＮ２の発現を実現した。
【０４４１】
定量的ＰＣＲ
　High-Capacity cDNA Archiveキット（Applied Biosystems）を使用して、１μｇの抽出
全ＲＮＡからｃＤＮＡを調製した。RG-3000（Corbett/Qiagen、Manchester、英国）サー
モサイクラーでExpress qPCR supermix（Invitrogen）を用いてｑＰＣＲ反応を実施した
。ヒトｃｌｅｃ１４ａ及びフロチリン－２のプライマーは先述のとおりであった。マウス
ｃｌｅｃ１４ａ　５’ＵＴＲ、ＣＤＳ及び３’ＵＴＲ並びにマウスβアクチンのプライマ
ーは以下のとおりである：５’ＵＴＲフォワード－ＴＴＣＣＴＴＴＴＣＣＡＧＧＧＴＴＴ
ＧＴＧ（配列番号９０）；５’ＵＴＲリバース－ＧＣＣＴＡＣＡＡＧＧＴＧＧＣＴＴＧＡ
ＡＴ（配列番号９１）；ＣＤＳフォワード－ＡＡＧＣＴＧＴＧＣＴＣＣＴＧＣＴＣＴＴＧ
（配列番号９２；ＣＤＳリバース－ＴＣＣＴＧＡＧＴＧＣＡＣＴＧＴＧＡＧＡＴＧ（配列
番号９３）；３’ＵＴＲフォワード－ＣＴＧＴＡＧＡＧＧＧＣＧＧＴＧＡＣＴＴＴ（配列
番号９４）；３’ＵＴＲリバース－ＡＧＣＴＧＣＴＣＣＣＡＡＧＴＣＣＴＣＴ（配列番号
９５）；ｍＡＣＴＢフォワード－ＣＴＡＡＧＧＣＣＡＡＣＣＧＴＧＡＡＡＡＧ（配列番号
９６）；ｍＡＣＴＢリバース－ＡＣＣＡＧＡＧＧＣＡＴＡＣＡＧＧＧＡＣＡ（配列番号９
７）。
【０４４２】
　効率調整した数学的モデルに従い相対発現比を計算した。
【０４４３】
ウエスタンブロッティング及び免疫沈降
　全細胞タンパク質ライセートを作製し、共免疫沈降実験を２×１０７個のＨＵＶＥＣか
らタンパク質を抽出して実施した。ＣＬＥＣ１４Ａ相互作用タンパク質の初回の単離には
、５μｇ　ＣＬＥＣ１４Ａ－Ｆｃ又は等モル量のｈＦｃを使用した。内因性免疫沈降実験
には、０．４μｇ　抗ＣＬＥＣ１４Ａ抗体又はヒツジＩｇＧを使用した。遮断実験には、
５μｇ　ＣＬＥＣ１４Ａ－Ｆｃ又はｈＦｃをＰＢＳ中でプロテインＧビーズに一晩結合さ
せた。ビーズは、２０％ＦＣＳ（PAA）含有ＰＢＳ中で５～６時間ブロックした。結合し
たＣＬＥＣ１４Ａ－Ｆｃ又はｈＦｃタンパク質を結合緩衝液中の漸増濃度のｍＩｇＧ又は
抗ＣＬＥＣ１４Ａ抗体（ＣＲＴ－２、以下に記載する）で一晩ブロックした。ウエスタン
ブロッティング及びＳＤＳ－ＰＡＧＥには標準プロトコルを用いた。一次抗体は、対応す
るＨＲＰコンジュゲート二次抗体と共に本文中に指示するとおり使用した。
【０４４４】
フローサイトメトリー
　細胞を細胞解離緩衝液（Invitrogen）で剥離し、ＰＢＳでリンスした後、ブロッキング
緩衝液（ＰＢＳ、３％ＢＳＡ、１％ＮａＮ３）中で１５分間インキュベートした。続いて
、ブロッキング緩衝液中の１０μｇ／ｍｌ抗ＨＡタグ（CRUK）、一次抗体としての１０μ
ｇ／ｍｌ抗ＣＬＥＣ１４Ａ（ＣＲＴ－２、以下に記載する）を使用して３０分間染色する
。細胞をＰＢＳでリンスし、ブロッキング緩衝液中のAlexa Fluor488コンジュゲートヤギ
ポリクローナル抗マウスＩｇＧ（Invitrogen）で染色した。データ（１５，０００イベン
ト／試料）は、FACSCalibur装置（Becton Dickinson、オックスフォード、英国）を使用
して収集し、結果は、Becton Dickinson Cell Questソフトウェアで分析した。
【０４４５】
ＨＵＶＥＣスフェロイド発芽アッセイ及びインビトロマトリゲルチューブ形成アッセイ
　ＨＵＶＥＣスフェロイドの作成及び内皮発芽の誘導をコラーゲンゲル中スフェロイド当
たり１０００個のＨＵＶＥＣを使用して実施した。包埋後１６時間で定量化を実施した。
新芽成長を定量化するため新芽の数をカウントし、累積新芽長さ及び最大新芽長さを評価



(106) JP 2019-511224 A 2019.4.25

10

20

30

40

50

した。２色発芽実験のため、ＨＵＶＥＣをオレンジ色及び緑色のCellTracker色素（Invit
rogen）で予め標識した。２４時間後、スフェロイドを４％ホルムアルデヒドで固定し、V
ectorshield（Vector labs）でマウントした。Axioskop2顕微鏡及びAxioVision SE64 Rel
4.8ソフトウェア（Zeiss、ケンブリッジ、英国）でスライドを画像化した。
【０４４６】
　マトリゲルチューブ形成アッセイについて、１．４×１０５個のＨＵＶＥＣを１２ウェ
ルプレート内の７０μｌ基底膜抽出物（Matrigel、BD Bioscience、オックスフォード、
英国）に播種した。１６時間後、USB 2.0 2M Xliデジタルカメラ（XL Imaging LLC、キャ
ロルトン、ＴＸ、米国）を備えたLeica DM IL顕微鏡（Leica、ミルトン・キーンズ、英国
）を１０倍の倍率で使用して１ウェル当たり５視野の画像を撮った。ＮＩＨウェブサイト
（http://imagej.nih.gov/ij/macros/toolsets/Angiogenesis%20Analyzer.txt）で利用可
能である、Image J用の血管新生アナライザープラグイン（Carpentier G. et al., Angio
genesis Analyzer for ImageJ. 4th ImageJ User and Developer Conference proceeding
s）で画像を分析した。
【０４４７】
タンパク質産生
　ＣＬＥＣ１４Ａ－Ｆｃを発現するＨＥＫ２９３Ｔ細胞から培養培地（ＣＭ）を回収した
。ＣＭをHiTrapプロテインＡ　ＨＰカラム（GE healthcare、Amersham、英国）に流し、
０～１００％グラジエントの１００ｍＭクエン酸ナトリウム（ｐＨ３）を用いてタンパク
質を溶出させた後、１Ｍ　トリス塩基で中和した。画分をＳＤＳ－ＰＡＧ上で泳動させて
、クーマシー染色及びウエスタンブロッティングによりタンパク質純度及び特異性に関し
て評価した。機能アッセイ前に、同様の濃度のタンパク質を含有する画分を合わせ、ＰＢ
Ｓで透析した。
【０４４８】
モノクローナル抗体作成
　マウスモノクローナル抗体は、Serotec Ltd（オックスフォード、英国）により、本発
明者らが提供したトレランスを破綻させるための以下のプロトコルを用いて商業的に調製
された。精製マウスＣＬＥＣ１４Ａ－Ｆｃ融合タンパク質をフロイント完全アジュバント
中５０μｇで皮下投与した。２週間後、マウスに更なる５０μｇを皮下投与したが、この
ときにはフロイントアジュバント中であった。マウスを殺処分し、２週間後の融合のため
に脾臓を摘出した。
【０４４９】
ｃｌｅｃ１４ａ　－／－マウスの作成
　マウスはバーミンガム生物医学サービスユニット（Birmingham Biomedical Services U
nit）（バーミンガム、英国）で飼育した。ＣＬＥＣ１４Ａ欠失カセットを含有するＣ５
７ＢＬ／６N VGB6フィーダー依存胚性幹細胞（Clec14atm1(KOMP)Vlcg；プロジェクト番号
ＶＧ１０５５４）をノックアウトマウスプロジェクト（Knockout Mouse Project）（カリ
フォルニア大学、デイビス、米国）から調達した。バーミンガム大学のトランスジェニッ
クマウス施設において胚性幹細胞をアルビノＣ５７ＢＬ／６マウスに注射することによっ
てキメラマウスが作成され、Ｃ５７ＢＬ／６雌と交配することにより、カセットに関して
ヘテロ接合のマウスが作成された。
【０４５０】
大動脈リング及びマウス皮下スポンジ血管新生アッセイ
　大動脈を分離し、コラーゲン中での大動脈リングアッセイ用に処理した。管／新芽成長
、最大内皮遊走及び全内皮成長を定量化した。０日目、雄Ｃ５７黒色マウスの各側腹部の
背側皮下に皮下滅菌ポリエーテルスポンジディスク（１０×５×５ｍｍ）を植え込んだ。
隔日で１４日間にわたり、皮膚から１００μｌ　ｂＦＧＦ（４０ｎｇ／ｍｌ；R&D system
s）をスポンジに直接注入した。１４日目にスポンジを摘出し、１０％ホルマリンで固定
してパラフィン包埋した。切片をヘマトキシリン・エオシンで染色し、細胞侵入分析のた
め、USB 2.0 2M Xliデジタルカメラ（XL Imaging LLC、キャロルトン、ＴＸ、米国）を備
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えたLeica MZ 16顕微鏡（Leica、ミルトン・キーンズ、英国）を１倍の倍率で使用してス
ポンジ断面を撮った。Leica DM E顕微鏡（Leica、ミルトン・キーンズ、英国）によって
４０倍の倍率で取得された画像を血管密度に関して分析した。１スポンジ当たり各切片に
つき５視野で血管カウントを評価した。全ての動物実験は、ＲＢが保有する内務省認可番
号ＰＰＬ　４０／３３３９に基づき行われた。
【０４５１】
腫瘍移植アッセイ
　１０６個のルイス肺癌細胞を８～１０週齢の雄マウスの側腹部に皮下注射した。腫瘍成
長を毎日ノギスで計測することによりモニタし、２～４週間成長させた後、腫瘍質量を重
量で決定し、４％ＰＦＡで固定し、パラフィン包埋して、６μｍの連続切片を切り出した
。
【０４５２】
ＣＬＥＣ１４Ａは、インビトロで発芽血管新生を調節する
　インビトロでの発芽血管新生におけるＣＬＥＣ１４Ａの役割を調べるため、ｃｌｅｃ１
４ａを標的とするｓｉＲＮＡ又は非相補的ｓｉＲＮＡ二重鎖で処置したＨＵＶＥＣからＨ
ＵＶＥＣスフェロイドを作成した。ｃｌｅｃ１４ａ発現のノックダウンが、ｑＰＣＲによ
ってｍＲＮＡレベルで（３つの実験で平均７４％の低下）（図２Ａ）、及び抗ＣＬＥＣ１
４Ａポリクローナル抗血清でプローブしたタンパク質抽出物のウエスタンブロット分析に
よってタンパク質レベルで（図２Ｂ）確認された。ＣＬＥＣ１４Ａノックダウンスフェロ
イドからのＶＥＧＦ誘導性の発芽が妨げられ、ノックダウンスフェロイドは、スフェロイ
ド当たり平均６．９個の新芽を生じ、それに対して対照細胞では１３．２個であった（図
２Ｃ及び図２Ｄ）。先端／柄細胞形成におけるＣＬＥＣ１４Ａの役割を決定するため、対
照ＨＵＶＥＣ及びノックダウンＨＵＶＥＣを赤色又は緑色のいずれかで染色して混合した
後にスフェロイドを形成し、発芽を誘導した（図２Ｅ）。ＣＬＥＣ１４Ａのノックダウン
により、先端位置にある細胞の割合（３３％）は、対照細胞（６７％）と比較して減少し
たが、しかしながら、ＣＬＥＣ１４ＡノックダウンＨＵＶＥＣに由来した柄細胞の割合に
何らの効果もなかった（図２Ｆ）。これらのデータは、ＣＬＥＣ１４Ａが新芽の惹起及び
遊走において役割を有することを示唆している。
【０４５３】
ＣＬＥＣ１４Ａは、インビボで発芽血管新生を調節する
　ＣＬＥＣ１４Ａのインビボ及びエキソビボでの役割を調べるため、マウスを作成してｃ
ｌｅｃ１４ａコード配列をｌａｃＺレポーターに置き換えた（図３Ａ）。ヘテロ接合体（
ｃｌｅｃ１４ａ　－／＋）の交配により、等しい割合の雄マウス及び雌マウス（それぞれ
４９．５％／５０．５％）及び野生型：ヘテロ接合体：ホモ接合体マウス（それぞれ２６
．４％：４７．２％：２６．４％）のメンデル比が生じた。ｃｌｅｃ１４ａは内皮限定遺
伝子であるため、ｃｌｅｃ１４ａ　＋／＋及びｃｌｅｃ１４ａ　－／－マウスから大動脈
を分離した。抽出したｃＤＮＡをｑＰＣＲによって分析して、ｃｌｅｃ１４ａコード領域
が欠損しているものの、５’及び３’非翻訳領域の発現は保持されていることが確認され
た（図２Ｂ）。タンパク質レベルでのＣＬＥＣ１４Ａの欠損も肺組織ライセートのウエス
タンブロット分析によって確認された（図３Ｃ）。
【０４５４】
　多細胞三次元共培養下での発芽血管新生におけるＣＬＥＣ１４Ａの役割を確認するため
、大動脈を分離し、大動脈リングに切断し、コラーゲンに包埋した。ＶＥＧＦによって細
胞成長を刺激し、７日間にわたってモニタした後、内皮発芽のエンドポイント定量化を行
った。この場合にも、ＣＬＥＣ１４Ａの欠損によって内皮の新芽成長及び遊走が妨げられ
た（図３Ｄ）。野生型マウスの大動脈リングでは、ＣＬＥＣ１４Ａノックアウトマウスに
おける観察と比較して２倍を超える数の管が生じた（それぞれ３０．６本の管に対して１
３．４本の管）（図３Ｅ）。加えて、各大動脈リングから最も離れて遊走した距離によっ
て定義される最大遊走量もノックアウト培養物では低下した（図３Ｆ）。ＣＬＥＣ１４Ａ
がインビボで同様の機能を有するかどうかを評価するため、ＣＬＥＣ１４Ａノックアウト
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マウスの皮下にスポンジバレルを植え込んだ。２週間にわたる２日毎のスポンジへのｂＦ
ＧＦ注射を用いて細胞浸潤及び新血管新生を刺激した。ヘマトキシリン・エオシン染色し
たスポンジ切片の肉眼的分析により、ｃｌｅｃ１４ａ　－／－動物ではスポンジへの細胞
の浸潤が妨げられたことが明らかになった（図３Ｇ及び図３Ｈ）。加えて、ｃｌｅｃ１４
ａ　－／－動物について血管増生が有意に低下した（ｐ＜０．０１）（図３Ｉ）。このモ
デルにおいて血管新生によって生じた血管の内側を覆う内皮細胞がｃｌｅｃ１４ａを発現
することを確認するため、ＣＬＥＣ１４Ａ　ＫＯマウスのスポンジ及び肝臓をｘ－ｇａｌ
で染色した。対応する肝切片と比較してスポンジ内の血管にｘ－ｇａｌ強染色が観察され
た（図３Ｊ）。これらのデータから、本発明者らは、マウスＣＬＥＣ１４Ａ発現がインビ
ボで且つインビトロでも内皮遊走及び血管新生発芽を調節し、及び発芽内皮でＣＬＥＣ１
４Ａが上方制御されると結論付けることができる。
【０４５５】
ＣＬＥＣ１４Ａは、腫瘍成長を促進する
　ＣＬＥＣ１４Ａ発現は、健常組織の血管と比較してヒト腫瘍血管で高度に上方制御され
ることが認められ、ＣＬＥＣ１４Ａに対して癌療法を標的化し得ることが示唆される。従
って、ＣＬＥＣ１４Ａの欠損が腫瘍成長に効果を及ぼすかどうかを調べるため、本発明者
らは、同系ルイス肺癌（ＬＬＣ）モデルを使用した。そのため、１×１０６個のＬＬＣ細
胞をｃｌｅｃ１４ａ　＋／＋又はｃｌｅｃ１４ａ　－／－マウスのいずれかの右側腹部に
皮下注射した。ｃｌｅｃ１４ａ　－／－マウスでは、ｃｌｅｃ１４ａ　＋／＋同腹仔と比
較して腫瘍成長が低下した（図４Ａ）。これは、３つの独立した実験によって確認された
。ｃｌｅｃ１４ａ　－／－マウスから取った摘出腫瘍は、ｃｌｅｃ１４ａ　＋／＋同腹仔
と比べてサイズが小さく（図４Ｂ）、重量が軽かった（図４Ｃ）。これらの腫瘍内の血管
密度も影響を受けたかどうかを決定するため、抗ＣＤ３１抗体で組織切片を染色した。分
析によれば、個々の血管の密度の低下（図４Ｄ及び図４Ｅ）及びパーセンテージ内皮被覆
率の低下（図４Ｆ）が示される。更には、ｃｌｅｃ１４ａ　－／－マウスから採取した腫
瘍及び肝臓切片のｘ－ｇａｌ染色により、赤血球が充満した管腔を有する成熟血管（図４
Ｇ、黒色の矢印）と、腫瘍内の未熟微小血管（図４Ｇ）との両方におけるｃｌｅｃ１４ａ
の高発現が明らかであり、腫瘍血管でｃｌｅｃ１４ａが上方制御されることが確認される
。
【０４５６】
実施例３：抗ＣＬＥＣ１４Ａモノクローナル抗体の調製及び血管新生に対するその効果
モノクローナル抗体の調製
　モノクローナル抗体の調製に使用した抗原は、任意選択でアジュバントタンパク質（Ａ
Ｐ）とコンジュゲートした、マウスＣＬＥＣ１４ＡＦｃ（ＣＭ）及びヒトＣＬＥＣ１４Ａ
－Ｆｃ（ＣＨ）であった。これらの４つの抗原（ＣＭ、ＣＨ、ＣＭ－ＡＰ、ＣＨ－ＡＰ）
を、以下のプロトコルを用いたマウス免疫に使用した。
日　　　　　　　　　　　　　　　　操作
０　　免疫前試料を採取
　　　完全フロイントアジュバント中１００ｕｇの抗原の免疫（足蹠）
１４　不完全フロイントアジュバント中１００ｕｇの抗原の免疫（足蹠）
１７　試験採血
１８　融合用の膝窩リンパ節採取
【０４５７】
　血清は、３つの抗原：ＣＭ、ＣＨ及びＦｃに対してＥＬＩＳＡによって試験した。陰性
対照として非免疫血清をとった。
【０４５８】
　融合プロトコルは、以下のとおりであった：
　（１）免疫マウスから膝窩リンパ節を採取し、ホモジナイズした。
　（２）温かいＤＭＥＭで細胞を洗浄した。
　（３）細胞をｓｐ２／０骨髄腫細胞と混合した。
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　（４）この混合物を遠心した（１０００ｇ）。
　（５）このペレットを５０％ＰＥＧ５００に懸濁し、１分間インキュベートした。
　（６）この懸濁液を温かいＤＭＥＭでゆっくりと希釈した。
　（７）懸濁液を遠心した（１０００ｇ）。
　（８）細胞を腹膜マクロファージと共にプレートに播種した。
　（９）細胞を３７℃及び５％ＣＯ２で培養した。
【０４５９】
　各マウスから５００個超のＨＡＴ耐性ハイブリドーマクローンを得た。クローン上清は
、全て３つの吸収抗原（ＣＭ、ＣＨ及びＦｃ）に対するＥＬＩＳＡによって４日の間隔を
置いて２回試験した。試験の結果、５つのクローンが得られ、そのうちの２つ、ＣＲＴ－
２及びＣＲＴ－３（両方ともサブクラスＩｇＧ１）を更に試験し、それらは、ＣＭ及びＣ
Ｈの両方と反応することが示され、且つＦｃと反応しなかった。限界希釈法によって陽性
を２～４回クローニングし、培養フラスコ内で増殖させて、腹水のためにマウスに注射し
た。一方のクローン（ＣＲＴ－３）がＣＬＥＣ１４ａヒト－ＡＰ（ＣＨＡＰ）による免疫
の結果であり、及び他方のクローン（ＣＲＴ－２）がＣＬＥＣ１４ａマウス－ＡＰ（ＣＭ
－ＡＰ）による免疫の結果であった。
【０４６０】
ＣＬＥＣ１４Ａモノクローナル抗体による引っ掻き傷治癒アッセイ
　１０μｌピペットの先端でコンフルエントなＨＵＶＥＣに引っ掻き傷を付けた。ＣＬＥ
Ｃ１４Ａの細胞外ドメインに対してマウス体内で産生された１μｇ／ｍｌ又は１０μｇ／
ｍｌのモノクローナルＣＬＥＣ１４Ａ抗体を含有する新しい培地を加えた。時点０、４、
６、１２時間における創傷閉鎖の画像をLeica DM 1000光学顕微鏡及びUSB 2.0 2M Xliカ
メラで取得することにより、ＨＵＶＥＣの化学遊走性を評価した。Image Jソフトウェア
を用いて創傷の開口面積を定量化した。
【０４６１】
　ＣＬＥＣ１４Ａ阻害薬が血管新生を阻害する能力を調べた。上記に記載されるモノクロ
ーナル抗体を用いた引っ掻き傷治癒アッセイは、この抗ＣＬＥＣ１４Ａモノクローナル抗
体がＨＵＶＥＣ引っ掻き傷治癒アッセイにおいて内皮細胞遊走を阻害することを示してい
る。図５Ａ及び図５Ｂに示すとおり、ＨＵＶＥＣを１０ｇ／ｍｌのモノクローナル抗体Ｃ
ＲＴ－３で処置したとき、対照における１３％と比較して、１２時間の時点で創傷面積の
２５％が開いたままであった。
【０４６２】
　これらの結果は、抗ＣＬＥＣ１４Ａモノクローナル抗体ＣＲＴ－３が内皮細胞遊走に対
して阻害効果を有することを示している。内皮細胞遊走は、血管新生の本質的特徴である
。従って、これらのアッセイは、本発明のモノクローナル抗体が血管新生を直接阻害する
ことのエビデンスを提供する。
【０４６３】
　ＣＬＥＣ１４Ａ抗体処置が内皮細胞に及ぼす機能的効果を更に特徴付けるため、２０μ
ｇ／ｍｌのＣＲＴ２、ＣＲＴ３又はＣＲＴ４で処置したＨＵＶＥＣによりチューブ形成ア
ッセイを実施した。ＣＲＴ２及びＣＲＴ３による処置は、細管長さ及びジャンクションの
数の有意な減少をもたらした。ＣＲＴ２処置は、１視野当たりの網目面積も有意に減少さ
せた。これらの結果は、ＣＲＴ２、３及び４が全て、チューブ形成に異なる負の効果を及
ぼすことを示している。
【０４６４】
実施例４：抗ＣＬＥＣ１４Ａモノクローナル抗体の特徴付け
　本発明のモノクローナル抗体の結合部位をマッピングするため、様々なポリペプチドコ
ンストラクトを作成して細胞で発現させた。全てのコンストラクトがＣ末端ＧＦＰタグを
有するため、緑色の細胞をゲーティングし、赤色で染色した。ＣＲＴ抗体の結合は、フロ
ーサイトメトリーを用いて分析した。
【０４６５】
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　図７Ａは、ＣＲＴ－２及びＣＲＴ－３の両方が、ＣＬＥＣ１４Ａを発現する細胞に結合
することを示し、及び図７Ｂは、これらの抗体が、トロンボモジュリンを発現する細胞に
結合しないことを実証している。
【０４６６】
　トロンボモジュリン（ＣＤ１４１）のＣ型レクチンドメイン（ＣＴＬＤ）とＣＬＥＣ１
４Ａ分子の残りの部分とを含むキメラを作製した。この抗原を発現する細胞は、ＣＲＴ抗
体のいずれによっても認識されず（図８Ａ）、但しＣＲＴ－２では蛍光の僅かなシフトが
観察された。Ｓｕｓｈｉ様ドメインがトロンボモジュリン（ＣＤ１４１）のＳｕｓｈｉ様
ドメインに置き換えられているＣＬＥＣ１４Ａ（ＣＬＥＣ１４ＡのＣＴＬＤの正しい折り
畳みを確実にするため）を含むキメラも作成しており、これは、ＣＲＴ－３の結合をもた
らすが、ＣＲＴ－２の結合をもたらさない（図８Ｂ）。両方のＣＲＴ抗体ともＷＴ　ＣＬ
ＥＣ１４Ａに結合し、且つ予想どおりいずれもＷＴ　ＣＤ１４１に結合しない（図７）。
【０４６７】
　これらのデータは、抗体ＣＲＴ－３の結合部位がＣ型レクチンドメイン内にあり、ＣＲ
Ｔ－２がＣＴＬＤとｓｕｓｈｉ様ドメインとの間の領域で結合することを示唆している。
【０４６８】
　抗体の結合領域を更に決定するため、キメラループコンストラクトを作製した。これは
、ＣＬＥＣ１４Ａ　ＣＴＬＤの構造予測に基づいた。
【０４６９】
　ＣＤ１４１の領域１～４２を含むＣＬＥＣ１４Ａ
　ＣＤ１４１配列　－　ＭＬＧＶＬＶＬＧＡＬＡＬＡＧＬＧＦＰＡＰＡＥＰＱＰＧＧＳＱ
ＣＶＥＨＤＣＦＡＬＹＰＧＰ（配列番号９８）
　ＣＤ１４１の領域９７～１０８を含むＣＬＥＣ１４Ａ
　ＣＤ１４１配列　－　ＱＬＰＰＧＣＧＤＰＫＲＬ（配列番号９９）
　ＣＤ１４１の領域１２２～１４２を含むＣＬＥＣ１４Ａ
　ＣＤ１４１配列　－　ＴＳＹＳＲＷＡＲＬＤＬＮＧＡＰＬＣＧＰＬ（配列番号１００）
。
【０４７０】
　アラインメントを図９に示す。残念ながら、１～４２及び１２２～１４２キメラは、正
しく折り畳まれなかった。これは、それらが細胞表面上に存在することに起因するものと
思われる（ＣＬＥＣ１４Ａポリクローナル抗体に関して染色陽性、しかし、これらは、抗
体のいずれに関しても染色されない。
【０４７１】
　９７～１０８キメラは、ＣＲＴ－２及びＣＲＴ－３と結合し、この突然変異体が正しく
折り畳まれることを示す。残基９７～１０８をトロンボモジュリンの対応する領域とスワ
ップした。この結果、ＣＲＴ－２及びＣＲＴ－３がなおも結合できるように正しい折り畳
みが生じた（図８Ｃ）。これらのデータは、ＣＲＴ－２及びＣＲＴ－３がＣＬＥＣ１４Ａ
の残基９７～１０８に結合しないことを示唆している。
【０４７２】
　この実験を３回繰り返し、同じ結果が得られた。
【０４７３】
　ＣＲＴ－２及びＣＲＴ－３コード配列をそのそれぞれのハイブリドーマから標準的な技
法を用いてクローニングし、シーケンシングした。ＣＤＲは標準的なソフトウェアを用い
て予測されている。ポリペプチド及びヌクレオチド配列は、以下の表に記載する。予測ソ
フトウェアの違いを踏まえて、ＣＤＲ変異体を含めた配列変異体も示す（「＊」の印を付
す）。
【０４７４】
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【表２５】

【０４７５】
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【表２６】

【０４７６】
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【表２７】

【０４７７】
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【表２８】

【０４７８】
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【表２９】

【０４７９】
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【表３０】

【０４８０】
実施例５：抗ＣＬＥＣ１４Ａモノクローナル抗体の抗原結合ドメインベースのキメラ抗原
受容体の設計及び分析
ＣＡＲコンストラクトの作成
　ヒト型及びマウス型のタンパク質と交差反応するＣＬＥＣ１４Ａ特異的モノクローナル
抗体を発現するハイブリドーマを上記に記載されるとおり入手した。次にマウスハイブリ
ドーマの各々から、あらゆるマウスＶ遺伝子ファミリーを増幅するように設計された縮重
プライマーセットを用いたＲＴ－ＰＣＲにより、ｓｃＦｖをコードする遺伝子コンストラ
クトを単離した。次に、以前記載されている２つのＣＡＲベクターpMP71.tCD34.2A.CD19
ζ及びpMP71.tCD34.2A.CD19.IEVζ（Cheadle et al, J.Immunol., 2014, 192(8), 3654-6
5）にＣｌａＩ、ＮｏｔＩ断片としてｓｃＦｖ遺伝子をサブクローニングして、ＣＤ１９
特異的ｓｃＦｖ領域を置き換えた。これらのベクターは、当初、ＭＰ７１レトロウイルス
発現プラスミド（C. Baum、Hannoverからの供与）を用いて構築されたものであり、トラ
ンケート型ＣＤ３４マーカー遺伝子を共発現した。
【０４８１】
ヒト及びマウスＴ細胞の形質導入
　ヒトＴ細胞の形質導入用の組換えレトロウイルスを作成するため、FuGENE HD（Roche）
を製造者の指示に従い使用してPhoenixアンホトロピックパッケージング細胞にＭＰ７１
レトロウイルスベクター及びpCL ampho（Imgenex）をトランスフェクトした。マウスＴ細
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胞の形質導入用の組換えレトロウイルスを同じように、但しPhoenixエコトロピックパッ
ケージング細胞及びpCL ecoを使用して作成した。lymphoprep（Axis Shield、オスロ、ノ
ルウェイ）でヘパリン添加血液から密度勾配遠心法によってヒト末梢血単核細胞（ＰＢＭ
Ｃ）を単離した。標準培地（１０％ウシ胎仔血清（ＦＢＳ；PAA、Pasching Austria）、
２ｍＭ　Ｌ－グルタミン、１００ＩＵ／ｍｌペニシリン、及び１００ｐｇ／ｍｌストレプ
トマイシンを含有するＲＰＭＩ１６４０（Sigma））＋１％ヒトＡＢ血清（TCS Bioscienc
es、バッキンガム、英国）を使用して、抗ＣＤ３抗体（ＯＫＴ３、eBioscience；３０ｎ
ｇ／ｍｌ）、抗ＣＤ２８抗体（R&D Systems；３０ｎｇ／ｍｌ）及びインターロイキン－
２（ＩＬ２；３００Ｕ／ｍｌ；Chiron、エメリービル、ＣＡ）を使用してＰＢＭＣを予め
４８時間活性化させた。マウスＴ細胞の形質導入は、標準培地中のコンカナバリンＡ（２
ｕｇ／ｍｌ；Sigma）及びマウスインターロイキン７（１ｎｇ／ｍｌ；eBioscience）で予
め４８時間活性化させたマウス脾細胞を使用して行った。予め活性化させたヒト及びマウ
スＴ細胞を、続いて製造者の指示に従いretronectin（Takara）をコートしたプレートに
おいてスピンフェクションにより形質導入した（又は非トランスフェクトphoenix細胞か
らの馴化上清でモック形質導入した）。次に、ヒトＴ細胞をＩＬ２（１００Ｕ／ｍｌ）含
有標準培地＋１％ヒトＡＢ血清中で培養した。スピンフェクション後、マウスＴ細胞は、
ＩＬ２（１００Ｕ／ｍｌ）含有標準培地で２４時間培養し、次にlymphoprep（Axis Shiel
d）を使用して精製した。指示がある場合、形質導入細胞は、抗ＣＤ３４マイクロビーズ
（Miltenyi Biotec、独国）を製造者の指示に従い使用して免疫磁気分離法によりエンリ
ッチした。ヒトドナーによる研究は国立研究倫理局委員会ウェストミッドランド州（Nati
onal Research Ethics Service Committee West Midlands）（Solihull）によって承認さ
れたものであり、全てのドナーから書面によるインフォームドコンセントを得た。
【０４８２】
細胞株及び組換えタンパク質
　１０％ウシ胎仔血清（ＦＢＳ；PAA、Pasching Austria）、２ｍＭ　Ｌ－グルタミン、
１００ＩＵ／ｍｌペニシリン、及び１００ｐｇ／ｍｌストレプトマイシンを含有するダル
ベッコ変法イーグル培地（ＤＭＥＭ）中にPhoenix A又はE、ＣＨＯ及びルイス肺癌細胞を
維持した。ＣＨＯ細胞は、完全長ヒトＣＬＥＣ１４Ａを発現するpWPIベクター（Addgene
）（又はベクター単独）を形質導入したものであった。上述のとおり、インフォームドコ
ンセント及びサウスバーミンガム研究倫理委員会の倫理承認を得た上でバーミンガム・ウ
ィメンズ・ヘルスケアＮＨＳトラストから入手した臍帯を使用してヒト臍帯静脈内皮細胞
（ＨＵＶＥＣ）を単離した。ＨＵＶＥＣは、１０％ＦＢＳ、４ｍＭ　Ｌ－グルタミン、１
０％大血管内皮細胞成長添加物（TCS Cellworks）を含有するＭ１９９完全培地に維持し
、０．１％ブタ皮膚由来タイプ１ゼラチン（Sigma）をコートしたプレートにおいて培養
した。ヒトＦｃタグを有するヒト及びマウスＣＬＥＣ１４Ａタンパク質をＨＥＫ２９３Ｔ
細胞で発現させてプロテインＡカラムで精製した。
【０４８３】
フローサイトメトリー
　ＨＵＶＥＣをトリプシン処理し、５％正常ヤギ血清／ＰＢＳ中の上記に記載したＣＬＥ
Ｃ１４Ａ特異的マウスモノクローナル抗体（１０ｕｇ／ｍｌ）又はＩｇＧ１アイソタイプ
対照（Dako）によって氷上で１時間染色した。細胞を洗浄し、Ｒ－ＰＥコンジュゲートヤ
ギ抗マウス抗体（Serotec）とインキュベートすることにより結合抗体を検出した。ヨウ
化プロピジウムで染色することにより死細胞を同定した。ヒトＴ細胞をＰＢＳで洗浄し、
Live/Dead Fixable Violet死細胞染色キット（Life Technologies）によって暗所下２０
分間染色した。次に、細胞をフロー緩衝液（ＰＢＳ中０．５％ｗ／ｖ　ＢＳＡ＋２ｍＭ　
ＥＤＴＡ；ｐＨ７．２）で洗浄し、抗ヒトＣＤ４（ＰＥコンジュゲート）、抗ヒトＣＤ８
（ＦＩＴＣコンジュゲート）（全てBD Pharmingenから）及び抗ヒトＣＤ３４（Ｐｅ－Ｃ
ｙ５）（BioLegend）によって暗所下氷上で３０分間染色した。代替的に、ＣＤ３４に関
して染色するのでなく、むしろ、初めに細胞をヒトＦｃ断片（１０ｕｇ／ｍｌ）でブロッ
クし、次にそれらの細胞を１０ｕｇ／ｍｌ組換えヒトＣＬＥＣ１４Ａ－Ｆｃ融合タンパク
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質（又はＦｃ対照）と共に、続いてヒツジ抗ＣＬＥＣ１４Ａポリクローナル抗体（R&D sy
stems、１０ｕｇ／ｍｌ）と共にインキュベートすることにより、ＣＡＲ発現を直接検出
した。最後に細胞をＦＩＴＣコンジュゲートウサギ抗ヒツジ抗体（Invitrogen、１：１０
希釈）によって染色した。インキュベーションは、全て氷上で１時間行った。
【０４８４】
　ヘパリン添加尾採血からのマウスＴ細胞を染色する場合、それらは、初めにBD Pharm l
yse（Becton Dickinson）を使用して赤血球溶解に供してから上記に記載したとおり染色
し、但し抗マウスＣＤ４－ＦＩＴＣ、ＣＤ８－ＰＥ及びＣＤ４５．１（ＰＥ－Ｃｙ７コン
ジュゲート）（全てBD Biosciences）を使用した。細胞は、BD LSR IIフローサイトメー
ター及びFlowJoソフトウェア（TreeStar Inc、アシュランド、ＯＲ）を使用して分析した
。
【０４８５】
ＣＦＳＥ標識
　Ｔ細胞をＰＢＳで２回洗浄し、２．５μＭカルボキシフルオレセインスクシンイミジル
エステル（ＣＦＳＥ）と３７℃で１０分間インキュベートした。１０％ＦＢＳを含有する
ＲＰＭＩ－１６４０を加えることにより標識反応をクエンチした。細胞を洗浄し、標準培
地＋１％ヒトＡＢ血清及びＩＬ２（１０ＩＵ／ｍｌ）に１．５×１０６細胞／ｍｌで再懸
濁し、１０：１のＴ細胞：ＨＵＶＥＣ比が得られるようにＨＵＶＥＣが入ったウェルに加
えた。３７℃／５％ＣＯ２で５日間インキュベートした後、細胞を上記に記載したとおり
抗ヒトＣＤ３４（Ｐｅ－Ｃｙ５）を用いたフローサイトメトリーによって分析した。
【０４８６】
ＩＦＮγ放出アッセイ
　刺激細胞（２．５×１０４／ウェル）をＣＤ３４＋　ＣＡＲ－Ｔ細胞と指示する応答細
胞：刺激細胞比においてトリプリケートで共培養した。代替的に、組換えタンパク質（１
ｕｇ／ｍｌ）をプレコートしたウェルにおいて２×１０４個のＣＤ３４＋　ＣＡＲ－Ｔ細
胞をインキュベートした。ＩＬ２（２５Ｕ／ｍｌ）を補足した１００μｌ／ウェルの標準
培地中、３７℃／５％ＣＯ２で細胞をインキュベートした。１８時間後、ＥＬＩＳＡ（Pi
erce Endogen、ロックフォード、ＩＬ）を製造者の指示に従い用いて培養上清を分泌ＩＦ
Ｎγに関して試験した。
【０４８７】
細胞傷害性アッセイ
　クロム遊離アッセイを既知のエフェクター：標的比（１２５０標的／ウェル）でセット
アップし、７．５時間後に回収した。
【０４８８】
毒性試験
　６～８週齢Ｃ５７ＢＬ６マウス（Charles River Laboratories）に４Ｇｙの全身照射（
ＴＢＩ）を行った。１８時間後、各マウスに、ＣＤ４５．１＋コンジェニックＢｏｙＪマ
ウスからの２×１０７個のＣＡＲ形質導入又はモック形質導入Ｔ細胞調製物を尾静脈注射
した。毒性の徴候に関してマウスをモニタし、及び週１回の尾採血によって免疫モニタリ
ングを行った。マウスは、最終的に４５日後に殺処分し、組織学的分析のために主要臓器
を摘出した。
【０４８９】
ＲｉｐＴａｇ２トランスジェニックマウス腫瘍モデル
　ＲＩＰ－Ｔａｇ２マウスは、膵島細胞発癌モデルである。Ｃ５７ＢＬ／６Ｊバックグラ
ウンド（The Jackson Laboratory）でＲＩＰ－Ｔａｇ２マウスを維持した。凍結保存した
ＣＡＲ形質導入及びモック形質導入Ｔ細胞を解凍し、洗浄し、前日に４Ｇｙ　ＴＢＩでコ
ンディショニングしておいた１２週齢のマウスに１５００万Ｔ細胞／マウスを一度に尾静
脈に静脈内注射した。１２週齢から、全てのＲＩＰ－Ｔａｇ２マウスに５０％糖分食（Ha
rlan Teklad）を摂らせて、インスリン分泌腫瘍によって誘導される低血糖を軽減した。
殺処分したＣＡＲ－Ｔ細胞処置マウスの全腫瘍量を１６週齢でノギスを使用して定量化し
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て、個別に摘出した肉眼的腫瘍（＞１ｍｍ３）を、式：容積＝ａ×ｂ２×０．５２（式中
、ａ及びｂは、腫瘍のそれぞれ長い方の直径及び短い方の直径を表す）を用いて計測した
。各マウスの全ての腫瘍の容積を加えて動物１匹当たりの総腫瘍量を求めた。未処置ＲＩ
Ｐ－Ｔａｇ２マウスが１６週まで生存しないため、１６週ＣＡＲ処置マウスの年齢対応対
照比較はなく、従って、比較は、１４週齢モック処置マウスと行った。
【０４９０】
ルイス肺癌（ＬＬＣ）マウスモデル
　６～８週齢雌Ｃ５７ＢＬ６マウスの側腹部に１０６個のＬＬＣ細胞を皮下接種した。３
日後、マウスは、４Ｇｙ　ＴＢＩを受け、その１８時間後、各マウスにＣＤ４５．１＋コ
ンジェニックＢｏｙＪマウスからの２×１０７個のＣＡＲ又はモックＴ細胞調製物を尾静
脈注射した。ノギス（式：容積＝長さ×幅２×０．５を使用）及び生物発光イメージング
（IVIS Spectrum、Caliper Life Sciences）によって腫瘍成長を計測した。週１回の尾採
血により免疫モニタリングを行った。
【０４９１】
組織調製及び免疫蛍光分析
　マウス実験からの組織をＯＣＴ（Bio Optica）に包埋し、ドライアイスで凍結して－８
０℃で保存した。組織調製及び組織学的分析は、以下の一次抗体を用いて行った：精製ラ
ットモノクローナル抗汎内皮細胞抗原（550563、クローンMeca32、BD Pharmingen、米国
）、１：１００希釈；ウサギモノクローナル抗切断型カスパーゼ３（asp175、クローン5A
1、Cell Signaling、米国）、１：１００希釈；ウサギポリクローナル抗フィブリノゲン
（A0080、Dako）、１：１００希釈；及びウサギモノクローナル抗ＣＤ３４（ab174720、A
bcam）１：５０希釈；ヒツジポリクローナル抗ＣＬＥＣ１４Ａ（AF4968、R&D）１：５０
希釈。インキュベートして洗浄した後、試料を二次抗体抗ウサギAlexa Fluor-488及びAle
xa Fluor-555；抗ラットAlexa Fluor-488及びAlexa Fluor-555；及び抗ヒツジAlexa Fluo
r-488（Molecular Probes）とインキュベートし、ＤＡＰＩ核酸染色（Invitrogen）で対
比染色した。ＣＡＲ形質導入Ｔ細胞を検出するため、ＰＢＳ中に１：５０希釈したウサギ
モノクローナル抗ＣＤ３４（ab174720、Abcam）で組織を染色した。インキュベートして
洗浄した後、試料を抗ウサギAlexa Fluor-555（Molecular Probes）で染色し、ＤＡＰＩ
で対比染色した。
【０４９２】
　ヒト腫瘍組織アレイ（SuperBiochips Inc.、ソウル、韓国）を１：２０希釈のヒツジポ
リクローナル抗ＣＬＥＣ１４Ａ（AF4968、R&D systems）及びローダミンにコンジュゲー
トしたハリエニシダ（Ulex europaeus）凝集素Ｉ（Vectorlabs、英国）を用いて１時間、
続いて抗ヒツジＦＩＴＣ抗体（１０μｇ／ｍｌ、Invitrogen、英国）を用いて染色した。
【０４９３】
　ＲｉｐＴａｇ２腫瘍組織の分析のため、血管が占有する表面積を、Meca32陽性構造が占
有する面積としてImageJソフトウェアによって定量化し、ＤＡＰＩによって可視化された
総組織面積と比較した。各動物につき少なくとも４視野／画像の総血管面積を定量化した
。各画像におけるフィブリノゲン溢出量（赤色のチャンネル）を決定するため、本発明者
らは、各血管（Meca32、緑色チャンネル）の近くに関心領域（ＲＯＩ）を描き、次にLeic
a共焦点ソフトウェアヒストグラム定量化ツール（Confocal Software Histogram Quantif
ication Tool）を使用して赤色及び緑色チャンネルの平均蛍光強度（ＭＦＩ）を定量化し
た。得られた血管本数の値を正規化するため、本発明者らは、赤色チャンネルＭＦＩと緑
色チャンネルＭＦＩとの比を計算した。値は、赤色－緑色共染色に対するパーセンテージ
として表す。各分析画像におけるカスパーゼ３（緑色チャンネル）の発現レベルを決定す
るため、本発明者らは、同じサイズの５つのランダムなＲＯＩを検討した。次に、本発明
者らは、緑色チャンネルのＭＦＩを計測し、及び本発明者らは、カスパーゼ３染色面積を
組織範囲に存在する全細胞と比較することにより値を正規化した。各試料につき、１処置
群当たり５匹のマウスの少なくとも１０画像を分析した。Leica TCS SP2 AOBS共焦点レー
ザー走査型顕微鏡（Leica Microsystems）を使用してＲｉｐＴａｇ２マウスからの組織を
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分析した。他の全ての組織は、Axiovert 100Mレーザー走査型共焦点顕微鏡（Carl Zeiss
、ウェリン・ガーデン・シティ、英国）を使用して分析した。
【０４９４】
統計分析
　データの統計分析は、指示する検定及びGraphPad Prismソフトウェアを用いて行った。
ｐ値＜０．０５を有意と見なした。
【０４９５】
結果
　トランケート型ＣＤ３４マーカー遺伝子とｓｃＦｖ断片／ＣＤ３ζ鎖キメラ受容体とを
共発現するレトロウイルスＣＡＲベクター（pMP71ベース）を作成した。発現は、ＬＴＲ
プロモーターからドライブされ、２ＡペプチドリンカーがＣＤ３４及びＣＡＲの両方の等
モル発現を確実にする。第２世代ＣＡＲコンストラクトは、ＣＤ２８共刺激ドメインを含
んだ（図１０を参照されたい）。
【０４９６】
　図１０Ｂは、フローサイトメトリーによって分析したＣＤ３４染色が、ＣＬＥＣ１４Ａ
特異的ＣＡＲを共発現するレトロウイルスコンストラクトを使用したＴ細胞の形質導入の
成功を実証したことを示している。抗体ＣＲＴ３ベースの第１世代ＣＡＲは、ＣＲＴ３．
ｚと称される。抗体ＣＲＴ３ベースの第２世代ＣＡＲは、ＣＲＴ３．２８ｚと称される。
ＣＤ４及びＣＤ８　Ｔ細胞サブセットにおいて同等な発現が見られたことに留意されたい
（データは示さず）。
【０４９７】
　図１０Ｃは、ＣＬＥＣ１４Ａ－Ｆｃを用いてＣＡＲの発現に関して直接染色した細胞を
示す（％値は、Ｆｃ単独によるバックグラウンド染色を差し引いたＣＬＥＣ１４Ａ－Ｆｃ
の特異的結合を示す）。
【０４９８】
　図１１は、インビトロでＣＬＥＣ１４Ａに応答したＣＡＲ形質導入Ｔ細胞を示す。抗体
ＣＲＴ３ベースの第１世代又は第２世代ＣＡＲを発現するように形質導入したＴ細胞又は
モック形質導入（対照）Ｔ細胞について、（Ａ）プレート結合組換えＦｃ融合タンパク質
として発現するか、（Ｂ）操作されたＣＨＯ細胞上に発現するか、又は（Ｃ）静置培養で
成長したときにＣＬＥＣ１４Ａを天然に発現するヒト臍帯静脈内皮細胞（ＨＵＶＥＣ）上
に発現するかのいずれかのＣＬＥＣ１４Ａに対するその応答能力を試験した。Ｔ細胞応答
は、インターフェロンγ産生に関してＥＬＩＳＡを用いて計測した。図１１に示すデータ
は、３～７つの反復実験から得られた代表的なものである。Ｔ細胞は、トランス遺伝子発
現細胞の頻度が等しくなるように調整した。ヒストグラムは、全て平均応答＋ＳＤを示す
。
【０４９９】
　図１２は、ＣＬＥＣ１４Ａ特異的ＣＡＲを形質導入したＴ細胞の更なるインビトロ機能
試験を示す。抗体ＣＲＴ－３ベースの第１世代又は第２世代ＣＡＲを発現するように形質
導入したＴ細胞、又はモック形質導入（対照）Ｔ細胞について、以下の機能アッセイにお
いてＣＬＥＣ１４Ａに対するその応答能力を試験した：（Ａ）細胞傷害性、ヒトＣＬＥＣ
１４Ａを発現するように操作したＣＨＯ細胞を使用（ＣＨＯ単独（対照細胞）のバックグ
ラウンド溶解レベルを差し引いた）。図示するデータは、５つの反復実験の代表的なもの
である。（Ｂ）増殖、本発明者らは、ＣＦＳＥ標識ＣＡＲ形質導入Ｔ細胞を使用して、Ｈ
ＵＶＥＣと４日間共培養したときのＣＡＲ＋（ＣＤ３４＋）及びＣＡＲ－（ＣＤ３４－）
細胞サブセットの増殖を計測した。図示するデータは、２つの反復実験の代表的なもので
ある。（Ｃ）ヒトＣＬＥＣ１４Ａ及びマウスＣＬＥＣ１４Ａの両方に対する（ＣＬＥＣ１
４Ａ特異的ＣＡＲ形質導入Ｔ細胞の応答を、インターフェロンγ放出を用いて評価した。
Ｔ細胞は、トランス遺伝子発現細胞の頻度が等しくなるように調整した。図示するデータ
は、６つの反復実験の代表的なものである。ヒストグラムは、全て平均応答＋ＳＤを示す
。



(121) JP 2019-511224 A 2019.4.25

10

20

【０５００】
　図１３は、ＣＬＥＣ１４Ａ特異的ＣＡＲ形質導入マウスＴ細胞を注射した健常Ｃ５７／
ＢＬ６マウスを使用したインビボ毒性試験を示す。実験終了時にマウスを殺処分し、主要
臓器を摘出した。組織学的検査により、病変のエビデンスがないことが明らかになった。
【０５０１】
　図１４は、ルイス肺癌腫瘍を担持するマウスに注射したときのＣＬＥＣ１４Ａ特異的Ｃ
ＡＲ形質導入マウスＴ細胞の抗腫瘍応答を示す。Ｃ５７ＢＬ６マウスにルイス肺癌細胞（
１００万細胞／マウス）を皮下注射し、４日後、マウスは、Ｔ細胞生着を促進するための
４Ｇｙ全身照射を受けた。次に、抗体ＣＲＴ－３ベースの第２世代ＣＡＲを発現するよう
に形質導入したＴ細胞、又はモック形質導入（対照）Ｔ細胞を尾静脈に注射した。マウス
は、合計２０００万個のＴ細胞を投与され（ＣＤ８：ＣＤ４＝５：２）、これらの細胞の
うちの２．２個にＣＲＴ３．２８ｚが発現した。次に、（Ａ）生物発光又は（Ｂ）ノギス
を用いて腫瘍成長をモニタした。
【０５０２】
　図１５は、ルイス肺癌腫瘍を担持するマウスに注射したときのＣＬＥＣ１４Ａ特異的Ｃ
ＡＲ形質導入マウスＴ細胞の抗腫瘍応答を示す。実験終了時に腫瘍を切除して秤量した（
Ａ）。組織学的分析から、ＣＡＲで処置したマウスの腫瘍が有意な血管密度の低下（Ｂ、
ＭＥＣＡ－３２に関して染色）及びより高レベルの血管漏出（Ｃ、フィブリノゲンに関し
て染色）を示したことが実証された。
【０５０３】
　ＣＲＴ－３に由来するＣＡＲのポリペプチド及びヌクレオチド配列を以下の表に示す。
【０５０４】
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【０５０５】
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【表３２】

【０５０６】
実施例６：抗ＣＬＥＣ１４Ａモノクローナル抗体－薬物コンジュゲート（イムノコンジュ
ゲート）の設計及び分析
ＣＲＴ－３抗体－薬物コンジュゲート（イムノコンジュゲート）のインターナリゼーショ
ン
　モノクローナル抗ＣＬＥＣ１４Ａ抗体（ＣＲＴ－３）薬物コンジュゲート（ＣＲＴ－３
－ＡＤＣ）を作成し、ここで、抗体は、チラパザミンに付加した。
【０５０７】
　図１６Ａは、ＣＲＴ－３で処置したＨＵＶＥＣ細胞を示し、０分後（図１６Ａ（ｉ））
及び９０分後（図１６Ａ（ｉｉ））の抗体の局在化を示し、抗体がＨＵＶＥＣ細胞にイン
ターナライズされることを実証している。図１６Ｂは、ＣＲＴ－３－ＡＤＣで処置したＨ
ＵＶＥＣにおけるCell Titre Glo発光細胞生存アッセイによる細胞傷害性測定値のグラフ
を示し、ＣＲＴ－３抗体がイムノコンジュゲートとして細胞傷害性を示すことを実証して
いる。
【０５０８】
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ＬＬＣ　ＡＤＣ　２４時間パイロット実験
　１００万個のルイス肺癌細胞を２匹のマウスの右側腹部に皮下注射し、目に見えるサイ
ズまで成長させた。次に、１ｍｇ／ｋｇのＣＲＴ－３－ＡＤＣ又はＢ１２－ＡＤＣ（対照
）を尾静脈注射によって投与した。マウスは、１時間観察し、２４時間後に殺処分した。
【０５０９】
結果
　ＣＲＴ－３－ＡＤＣによる２４時間の処置は、マウスの全般的な健康に何ら効果を及ぼ
さなかった。腫瘍部位における広範な出血がＣＲＴ－３－ＡＤＣ処置マウスにおいてのみ
観察され、対照では観察されなかったことから、血管新生の腫瘍特異的破壊が実証される
（図１７）。
【０５１０】
実施例７：ＣＬＥＣ１４Ａに対するＣＲＴ１、３及び５の滴定
　ＣＲＴ１、３及び５　ＣＡＲ（ＣＤ２８共刺激ドメイン）Ｔ細胞とインキュベートする
ためのＦｃ融合タンパク質としてＣＬＥＣ１４Ａを発現させた。形質導入効率を等しくす
るため、全てのＣＡＲ－Ｔ細胞株をモックＴ細胞と希釈した。結果は、図１８に見ること
ができ、ここで、試験した全てのＣＡＲ　Ｔ細胞がＣＬＥＣ１４Ａに良好に応答すること
が示される（示されるデータはトリプリケート培養の平均値＋ＳＤである）。
【０５１１】
実施例８：ＣＲＴ１、３及び５　ＣＡＲ　Ｔ細胞の細胞傷害性及び増殖アッセイ
　ＣＲＴ１、３及び５　ＣＡＲ（ＣＤ２８共刺激ドメインを含む）Ｔ細胞を使用して細胞
傷害性試験を行った。Ｔ細胞をモックＴ細胞と希釈して形質導入効率を等しくし、ヒトＣ
ＬＥＣ１４Ａを発現するマウス内皮細胞とインキュベートした。結果を図２０に示し、こ
れは、３つの試験したＣＡＲが全て、細胞傷害性を媒介し得ることを実証している。示さ
れるデータはトリプリケート培養の平均値＋ＳＤである。
【０５１２】
　更に、プレート結合組換えＣＬＥＣ１４Ａ－Ｆｃ融合タンパク質で刺激したＣＲＴ１、
３及び５　ＣＡＲ（ＣＤ２８共刺激ドメイン）Ｔ細胞を用いて増殖アッセイ（ＣＦＳＥ標
識）を行った。ＣＡＲ　Ｔ細胞株は、全てモックＴ細胞と希釈して形質導入効率を等しく
し、ここで、３つの試験したＣＡＲが全て刺激後に増殖能を有した。
【０５１３】
実施例９：異なる共刺激及び膜貫通領域を有するＣＡＲ
　以下のＣＡＲをクローニングし、レトロウイルスベクターを使用して単一ドナーからの
Ｔ細胞に入れる操作を行っている：
１）ＣＲＴ３－ＣＤ２８　ＴＭ－ＣＤ２８　共刺激シグナル－ＣＤ３（ＣＲＴ３．２８ｚ
）
２）ＣＲＴ３－ＣＤ８　ＴＭ－４－１ＢＢ　共刺激シグナル－ＣＤ３（ＣＲＴ３．ＢＢｚ
）
３）ＣＲＴ３－ＣＤ２８　ＴＭ－ＣＤ２８及び４－１ＢＢ　共刺激シグナル－ＣＤ３（Ｃ
ＲＴ３．２８ＢＢｚ）
４）ＣＲＴ３－ＣＤ２８　ＴＭ－ＣＤ２８及びＯＸ４０　共刺激シグナル－ＣＤ３（ＣＲ
Ｔ３．２８Ｏｘｚ）
５）ＣＲＴ３－ＣＤ８　ＴＭ－４－１ＢＢ及びＯＸ４０　共刺激シグナル－ＣＤ３（ＣＲ
Ｔ３．ＢＢＯｘｚ）。
【０５１４】
　作成した全てのコンストラクトがＴ細胞に良好に形質導入された。これらの異なるコン
ストラクトの機能をインビトロで評価し、サイトカイン産生、細胞傷害性及び増殖応答に
ついて評価した（図２１を参照されたい）。サイトカイン放出から、特にＣＲＴ３．２８
ｚ及びＣＲＴ３．２８Ｏｘｚを発現するＴ細胞による強力な抗原特異的応答が示された。
ヒトＣＬＥＣ１４Ａを発現する滴定数のＣＨＯ細胞（又はベクターのみの対照）に応答し
たＩＦＮγ産生を計測することにより、サイトカイン産生を分析した。ＣＡＲ　Ｔ細胞株



(125) JP 2019-511224 A 2019.4.25

10

20

は、全てモックＴ細胞と希釈して形質導入効率を等しくした。示されるデータは、トリプ
リケート培養の平均値＋ＳＤである。ＣＬＥＣ１４Ａを発現するように操作したマウス内
皮細胞（ＳＥＮＤ）に対する細胞傷害活性を計測し、プレート結合組換えＣＬＥＣ１４Ａ
－Ｆｃ融合タンパク質による刺激後の増殖応答を計測した（データは示さず）。
【０５１５】
実施例１０：キメラＣＬＥＣ１４Ａによる刺激後のＣＡＲ　Ｔ細胞からのサイトカイン放
出の決定
　ヒト配列を含有するが、膜貫通及び／又は細胞内ドメインはマウス由来であるキメラ型
のＣＬＥＣ１４Ａを２９３及びＳＥＮＤ細胞で発現させた。ＣＬＥＣ発現を等しくするた
めレンチウイルスベクターから共発現するＧＦＰを用いてこれらの細胞を選別し、次にＣ
ＡＲ　Ｔ細胞（ＣＤ２８共刺激ドメインを含むＣＲＴ１、３及び５）を用いて試験した。
ＣＡＲ　Ｔ細胞を２９３細胞及びＳＥＮＤ細胞の両方とインキュベートした後、ＩＦＮγ
の放出を計測した。結果は、図２２に見ることができる。加えて、ＣＬＥＣ１４Ａキメラ
を発現するＳＥＮＤ細胞とインキュベートしたときのＴ細胞の細胞傷害性を決定した。Ｃ
ＡＲ　Ｔ細胞株は、全てモックＴ細胞と希釈して形質導入効率を等しくした。示されるデ
ータは、トリプリケート培養の平均値である。
【０５１６】
　図２２を見て分かるとおり、試験した全てのＣＲＴ１、３及び５　ＣＡＲ　Ｔ細胞が、
ヒトＣＬＥＣ１４Ａ（ｈｕＣＬＥＣ）、マウス細胞内ドメインを有するヒトＣＬＥＣ１４
Ａ（Ａ１）及びマウス膜貫通及び細胞内ドメインを有するヒトＣＬＥＣ１４Ａ（Ｂ１）の
いずれかを発現する２９３及びＳＥＮＤ細胞からのＩＦＮγの放出をもたらす。

【図１】 【図２】
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【図４】 【図５】
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【図８】 【図９】
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【図１０】 【図１１】

【図１２－１】 【図１２－２】
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【図１３】 【図１４】

【図１５】 【図１６】
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【図１７】 【図１８】

【図１９】 【図２０－１】
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【図２０－２】 【図２０－３】

【図２０－４】 【図２１】
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【図２２－１】 【図２２－２】

【図２２－３】

【図２３】

【図２４】
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【要約の続き】
である。本発明は、キメラ抗原受容体、本発明の抗体又はキメラ抗原受容体をコードする核酸分子、ベクター、細胞
、並びに抗体及びキメラ抗原受容体の方法／使用を更に提供する。
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