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(57)【要約】
　ある具体例において、本発明は、ＥｐｈＢ４タンパク
質に結合するヒト化抗体並びにそれらの抗体の治療目的
のための利用を提供する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ＥｐｈＢ４の細胞外ドメインに結合する、重鎖可変領域及び軽鎖可変領域を含む脱免疫
化抗体又はその抗原結合性断片であって、各可変領域が、フレームワーク領域内に、２～
２０アミノ酸置換を有することを特徴とする当該脱免疫化抗体又はその抗原結合性断片。
【請求項２】
　フレームワーク領域内の２～２０の置換が、ＥｐｈＢ４の細胞外ドメインに結合する非
ヒト又は親抗体と比較してのものである、請求項１に記載の脱免疫化抗体又はその抗原結
合性断片。
【請求項３】
　マウスモノクローナル抗体＃１３１、ＡＴＣＣ＃ＰＴＡ－６２１４と類似の又はそれ以
上の結合親和性を有する、請求項１に記載の脱免疫化抗体又はその抗原結合性断片。
【請求項４】
　前記の置換の少なくとも一つにより、脱免疫化抗体又はその抗原結合性断片中のＴ細胞
エピトープの数が非ヒト又は親抗体と比較して減少する、請求項１に記載の脱免疫化抗体
又はその抗原結合性断片。
【請求項５】
　前記の置換の少なくとも一つにより、脱免疫化抗体又はその抗原結合性断片中のＢ細胞
エピトープの数が非ヒト又は親抗体と比較して減少する、請求項１に記載の脱免疫化抗体
又はその抗原結合性断片。
【請求項６】
　前記の置換の少なくとも一つにより、調節性Ｔ細胞エピトープが、非ヒト又は親抗体と
比較して、脱免疫化抗体又はその抗原結合性断片中に導入される、請求項１に記載の脱免
疫化抗体又はその抗原結合性断片。
【請求項７】
　これらの置換の少なくとも一つにより、この抗体又は抗原結合性断片のフレームワーク
領域と、該フレームワーク領域に相同であるヒト生殖系列遺伝子配列との間の配列同一性
が増大する、請求項１に記載の脱免疫化抗体又はその抗原結合性断片。
【請求項８】
　１～５アミノ酸置換が、相補性決定領域(ＣＤＲ)内に存在する、請求項１に記載の脱免
疫化抗体又はその抗原結合性断片。
【請求項９】
　重鎖可変領域が、ＥｐｈＢ４の細胞外ドメインに結合する非ヒト又は親抗体と比較して
、最大で１８アミノ酸置換を有する、請求項１に記載の脱免疫化抗体又はその抗原結合性
断片。
【請求項１０】
　重鎖可変領域が、ＥｐｈＢ４の細胞外ドメインに結合する非ヒト又は親抗体と比較して
、最大で１７アミノ酸置換を有する、請求項１に記載の脱免疫化抗体又はその抗原結合性
断片。
【請求項１１】
　重鎖可変領域が、ＥｐｈＢ４の細胞外ドメインに結合する非ヒト又は親抗体と比較して
、少なくとも５アミノ酸置換を有する、請求項１に記載の脱免疫化抗体又はその抗原結合
性断片。
【請求項１２】
　重鎖可変領域が、ＥｐｈＢ４の細胞外ドメインに結合する非ヒト又は親抗体と比較して
、少なくとも７アミノ酸置換を有する、請求項１に記載の脱免疫化抗体又はその抗原結合
性断片。
【請求項１３】
　重鎖可変領域が、ＥｐｈＢ４の細胞外ドメインに結合する非ヒト又は親抗体と比較して
、少なくとも９アミノ酸置換を有する、請求項１に記載の脱免疫化抗体又はその抗原結合
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性断片。
【請求項１４】
　軽鎖可変領域が、ＥｐｈＢ４の細胞外ドメインに結合する非ヒト又は親抗体と比較して
、最大で１８アミノ酸置換を有する、請求項１に記載の脱免疫化抗体又はその抗原結合性
断片。
【請求項１５】
　軽鎖可変領域が、ＥｐｈＢ４の細胞外ドメインに結合する非ヒト又は親抗体と比較して
、最大で１６アミノ酸置換を有する、請求項１に記載の脱免疫化抗体又はその抗原結合性
断片。
【請求項１６】
　軽鎖可変領域が、ＥｐｈＢ４の細胞外ドメインに結合する非ヒト又は親抗体と比較して
、最大で１４アミノ酸置換を有する、請求項１に記載の脱免疫化抗体又はその抗原結合性
断片。
【請求項１７】
　軽鎖可変領域が、ＥｐｈＢ４の細胞外ドメインに結合する非ヒト又は親抗体と比較して
、少なくとも３アミノ酸置換を有する、請求項１に記載の脱免疫化抗体又はその抗原結合
性断片。
【請求項１８】
　軽鎖可変領域が、ＥｐｈＢ４の細胞外ドメインに結合する非ヒト又は親抗体と比較して
、少なくとも５アミノ酸置換を有する、請求項１に記載の脱免疫化抗体又はその抗原結合
性断片。
【請求項１９】
　軽鎖可変領域が、ＥｐｈＢ４の細胞外ドメインに結合する非ヒト又は親抗体と比較して
、少なくとも７アミノ酸置換を有する、請求項１に記載の脱免疫化抗体又はその抗原結合
性断片。
【請求項２０】
　培養内皮細胞による管形成を阻害する、請求項１に記載の脱免疫化抗体又はその抗原結
合性断片。
【請求項２１】
　イン・ビボでの組織の血管新生を阻害する、請求項１に記載の脱免疫化抗体又はその抗
原結合性断片。
【請求項２２】
　ヒト腫瘍異種移植片のマウスにおける成長を低減させる、請求項１に記載の脱免疫化抗
体又はその抗原結合性断片。
【請求項２３】
　Ｆｃ領域を含む重鎖定常領域を含む、請求項１に記載の脱免疫化抗体又はその抗原結合
性断片。
【請求項２４】
　Ｆｃ領域が、変化したエフェクター機能を有する、請求項２３に記載の脱免疫化抗体又
はその抗原結合性断片。
【請求項２５】
　エフェクター機能が増大した、請求項２４に記載の脱免疫化抗体又はその抗原結合性断
片。
【請求項２６】
　エフェクター機能が低減した、請求項２４に記載の脱免疫化抗体又はその抗原結合性断
片。
【請求項２７】
　Ｆｃ領域におけるＮ－グリコシル化が除かれた、請求項２５に記載の脱免疫化抗体又は
その抗原結合性断片。
【請求項２８】
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　非ヒト又は親抗体に由来する少なくとも一つの相補性決定領域(ＣＤＲ)を含む、請求項
１に記載の脱免疫化抗体又はその抗原結合性断片。
【請求項２９】
　抗体又は抗原結合性断片が、ヒト患者において、非ヒト又は親抗体より一層低免疫原性
である、請求項２８に記載の脱免疫化抗体又はその抗原結合性断片。
【請求項３０】
　ＥｐｈＢ４の二量体化又は多量体化を阻害する、請求項１に記載の脱免疫化抗体又はそ
の抗原結合性断片。
【請求項３１】
　ＥｐｈｒｉｎＢ２刺激されたＥｐｈＢ４の自己リン酸化を阻害する、請求項１に記載の
脱免疫化抗体又はその抗原結合性断片。
【請求項３２】
　ＥｐｈＢ４キナーゼ活性を刺激する、請求項１に記載の脱免疫化抗体又はその抗原結合
性断片。
【請求項３３】
　ＥｐｈＢ４の第一のフィブロネクチン様ドメインに結合する、請求項１に記載の脱免疫
化抗体又はその抗原結合性断片。
【請求項３４】
　ＥｐｈＢ４の第二のフィブロネクチン様ドメインに結合する、請求項１に記載の脱免疫
化抗体又はその抗原結合性断片。
【請求項３５】
　細胞障害性薬剤と結合された（conjugated to）、請求項１に記載の脱免疫化抗体又は
その抗原結合性断片。
【請求項３６】
　細胞障害性薬剤が、放射性薬剤；植物、真菌又は細菌起源の分子；生物学的タンパク質
；ビンブラスチン；４－デスアセチルビンブラスチン；ビンクリスチン；レウロシジン；
及びビンデシンよりなる群から選択される、請求項３５に記載の脱免疫化抗体又はその抗
原結合性断片。
【請求項３７】
　非ヒト又は親抗体が、マウスモノクローナル＃４７又はマウスモノクローナル＃１３１
である、請求項２８に記載の脱免疫化抗体又はその抗原結合性断片。
【請求項３８】
　重鎖可変領域における前記の置換の少なくとも一つが、Kabatの番号付けシステムによ
る５位、１２位、４０位、６６位、７５位、及び８３位よりなる群から選択されるアミノ
酸位置で起きる、請求項３７に記載の脱免疫化抗体又はその抗原結合性断片。
【請求項３９】
　前記の重鎖可変領域における置換の少なくとも一つが、５位のバリン、１２位のリジン
、４０位のアラニン、６６位のアルギニン、７５位のスレオニン、及び８３位のアルギニ
ンよりなる群から選択される、請求項３８に記載の脱免疫化抗体又はその抗原結合性断片
。
【請求項４０】
　軽鎖可変領域における前記の置換の少なくとも一つが、Kabatの番号付けシステムによ
る４５位、７４位及び１００位よりなる群から選択されるアミノ酸位置で起きる、請求項
３７に記載の脱免疫化抗体又はその抗原結合性断片。
【請求項４１】
　前記の軽鎖可変領域における置換の少なくとも一つが、４５位のリジン、７４位のスレ
オニン、及び１００位のグルタミンよりなる群から選択される、請求項４０に記載の脱免
疫化抗体又はその抗原結合性断片。
【請求項４２】
　重鎖可変領域が、ａ）SEQ ID NO:１、SEQ ID NO:３、SEQ ID NO:４、SEQ ID NO:１０、
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SEQ ID NO:１１、及びSEQ ID NO:１３のアミノ酸１～３０よりなる群から選択されるＦＲ
１、ｂ）SEQ ID NO:１、SEQ ID NO:３、SEQ ID NO:５、SEQ ID NO:１０及びSEQ ID NO:１
３のアミノ酸３６～４９よりなる群から選択されるＦＲ２；ｃ）SEQ ID NO:１、SEQ ID N
O:２、SEQ ID NO:３、SEQ ID NO:４、SEQ ID NO:５、SEQ ID NO:１０、SEQ ID NO:１１、
SEQ ID NO:１２及びSEQ ID NO:１４のアミノ酸６７～９８よりなる群から選択されるＦＲ
３；及びｄ）SEQ ID NO:１及びSEQ ID NO:１０のアミノ酸１１３～１２３よりなる群から
選択されるＦＲ４を含む、請求項３７に記載の抗体。
【請求項４３】
　軽鎖可変領域が、ａ）SEQ ID NO:６、SEQ ID NO:１５及びSEQ ID NO:１６のアミノ酸１
～２３よりなる群から選択されるＦＲ１、ｂ）SEQ ID NO:６、SEQ ID NO:７、SEQ ID NO:
９、SEQ ID NO:１５及びSEQ ID NO:１８のアミノ酸３５～４９よりなる群から選択される
ＦＲ２；ｃ）SEQ ID NO:６、SEQ ID NO:７、SEQ ID NO:８、SEQ ID NO:１５及びSEQ ID N
O:１７のアミノ酸５７～８８よりなる群から選択されるＦＲ３；及びｄ）SEQ ID NO:６及
びSEQ ID NO:１５のアミノ酸９８～１０７よりなる群から選択されるＦＲ４を含む、請求
項３７に記載の脱免疫化抗体又はその抗原結合性断片。
【請求項４４】
　重鎖可変領域が、SEQ ID NO:１９を含むＣＤＲ１、SEQ ID NO:２０を含むＣＤＲ２、及
びSEQ ID NO:２１を含むＣＤＲ３を含み、軽鎖は、SEQ ID NO:２２を含むＣＤＲ１、SEQ 
ID NO:２３を含むＣＤＲ２、及びSEQ ID NO:２４を含むＣＤＲ３を含む、請求項３７に記
載の脱免疫化抗体又はその抗原結合性断片。
【請求項４５】
　ヒト患者において、マウスモノクローナル抗体＃４７よりも低免疫原性である、請求項
４４に記載の脱免疫化抗体又はその抗原結合性断片。
【請求項４６】
　ＥｐｈＢ４の細胞外ドメインに、ＥｐｈＢ４の細胞外ドメインに結合するマウスモノク
ローナル抗体＃４７の結合親和性の少なくとも８０％の結合親和性で結合する、請求項４
４に記載の脱免疫化抗体又はその抗原結合性断片。
【請求項４７】
　ＥｐｈＢ４の細胞外ドメインに、ＥｐｈＢ４の細胞外ドメインに結合するマウスモノク
ローナル抗体＃４７の結合親和性の少なくとも９０％の結合親和性で結合する、請求項４
４に記載の脱免疫化抗体又はその抗原結合性断片。
【請求項４８】
　ＥｐｈＢ４の細胞外ドメインに、ＥｐｈＢ４の細胞外ドメインに結合するマウスモノク
ローナル抗体＃４７の結合親和性の少なくとも１００％の結合親和性で結合する、請求項
４４に記載の脱免疫化抗体又はその抗原結合性断片。
【請求項４９】
　ＥｐｈＢ４の、ＥｐｈｒｉｎＢ２の細胞外部分への結合を阻害する、請求項４４に記載
の脱免疫化抗体又はその抗原結合性断片。
【請求項５０】
　ＥｐｈＢ４の二量体化又は多量体化を阻害する、請求項４４に記載の脱免疫化抗体又は
その抗原結合性断片。
【請求項５１】
　ＥｐｈｒｉｎＢ２刺激されたＥｐｈＢ４の自己リン酸化を阻害する、請求項４４に記載
の脱免疫化抗体又はその抗原結合性断片。
【請求項５２】
　ＥｐｈＢ４キナーゼ活性を刺激する、請求項４４に記載の脱免疫化抗体又はその抗原結
合性断片。
【請求項５３】
　ＥｐｈＢ４の第一のフィブロネクチン様ドメインに結合する、請求項４４に記載の脱免
疫化抗体又はその抗原結合性断片。
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【請求項５４】
　ＥｐｈＢ４の第二のフィブロネクチン様ドメインに結合する、請求項４４に記載の脱免
疫化抗体又はその抗原結合性断片。
【請求項５５】
　細胞障害性薬剤と結合されている、請求項４４に記載の脱免疫化抗体又はその抗原結合
性断片。
【請求項５６】
　細胞障害性薬剤が、放射性薬剤；植物、真菌又は細菌起源の分子；生物学的タンパク質
；ビンブラスチン；４－デスアセチルビンブラスチン；ビンクリスチン；レウロシジン；
及びビンデシンよりなる群から選択される、請求項５５に記載の脱免疫化抗体又はその抗
原結合性断片。
【請求項５７】
　培養内皮細胞による管形成を阻害する、請求項４４に記載の脱免疫化抗体又はその抗原
結合性断片。
【請求項５８】
　イン・ビボでの組織の血管新生を阻害する、請求項４４に記載の脱免疫化抗体又はその
抗原結合性断片。
【請求項５９】
　ヒト腫瘍異種移植片のマウスにおける成長を低減させる、請求項４４に記載の脱免疫化
抗体又はその抗原結合性断片。
【請求項６０】
　Ｆｃ領域を含む重鎖定常領域を含む、請求項４４に記載の脱免疫化抗体又はその抗原結
合性断片。
【請求項６１】
　Ｆｃ領域が、変化したエフェクター機能を有する、請求項６０に記載の脱免疫化抗体又
はその抗原結合性断片。
【請求項６２】
　エフェクター機能が増大した、請求項６１に記載の脱免疫化抗体又はその抗原結合性断
片。
【請求項６３】
　エフェクター機能が低減した、請求項６１に記載の脱免疫化抗体又はその抗原結合性断
片。
【請求項６４】
　Ｆｃ領域のＮ－グリコシル化が除かれた、請求項６３に記載の脱免疫化抗体又はその抗
原結合性断片。
【請求項６５】
　重鎖可変領域が、ａ）SEQ ID NO:１、SEQ ID NO:３及びSEQ ID NO:４のアミノ酸１～３
０よりなる群から選択されるＦＲ１、ｂ）SEQ ID NO:１、SEQ ID NO:３及びSEQ ID NO:５
のアミノ酸３６～４９よりなる群から選択されるＦＲ２；ｃ）SEQ ID NO:１、SEQ ID NO:
２、SEQ ID NO:３、SEQ ID NO:４及びSEQ ID NO:５のアミノ酸６７～９８よりなる群から
選択されるＦＲ３；及びｄ）SEQ ID NO:１のアミノ酸１１３～１２３よりなるＦＲ４を含
み；軽鎖可変領域は、ａ）SEQ ID NO:６のアミノ酸１～２３よりなるＦＲ１、ｂ）SEQ ID
 NO:６、SEQ ID NO:７及びSEQ ID NO:９のアミノ酸３５～４９よりなる群から選択される
ＦＲ２；ｃ）SEQ ID NO:６、SEQ ID NO:７及びSEQ ID NO:８のアミノ酸５７～８８よりな
る群から選択されるＦＲ３；及びｄ）SEQ ID NO:６のアミノ酸９８～１０７よりなるＦＲ
４を含む、請求項４４に記載の脱免疫化抗体又はその抗原結合性断片。
【請求項６６】
　重鎖可変領域が、ａ）SEQ ID NO:１；ｂ）SEQ ID NO:２；ｃ）SEQ ID NO:３、ｄ）SEQ 
ID NO:４、及びｅ）SEQ ID NO:５よりなる群から選択されるアミノ酸配列を含む、請求項
４４に記載の脱免疫化抗体又はその抗原結合性断片。
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【請求項６７】
　軽鎖可変領域が、ａ）SEQ ID NO:６；ｂ）SEQ ID NO:７；ｃ）SEQ ID NO:８、及びｄ）
SEQ ID NO:９よりなる群から選択されるアミノ酸配列を含む、請求項４４に記載の脱免疫
化抗体又はその抗原結合性断片。
【請求項６８】
　軽鎖可変領域が、ａ）SEQ ID NO:６；ｂ）SEQ ID NO:７；ｃ）SEQ ID NO:８、及びｄ）
SEQ ID NO:９よりなる群から選択されるアミノ酸配列を含む、請求項６６に記載の脱免疫
化抗体又はその抗原結合性断片。
【請求項６９】
　重鎖可変領域が、SEQ ID NO:３のアミノ酸配列を含み、軽鎖可変領域は、ａ）SEQ ID N
O:７及びｂ）SEQ ID NO:８よりなる群から選択されるアミノ酸配列を含む、請求項６８に
記載の脱免疫化抗体又はその抗原結合性断片。
【請求項７０】
　重鎖可変領域が、SEQ ID NO:４のアミノ酸配列を含み、軽鎖可変領域は、ａ）SEQ ID N
O:７及びｂ）SEQ ID NO:８よりなる群から選択されるアミノ酸配列を含む、請求項６８に
記載の脱免疫化抗体又はその抗原結合性断片。
【請求項７１】
　重鎖可変領域が、SEQ ID NO:３のアミノ酸配列を含み、軽鎖可変領域は、SEQ ID NO:８
のアミノ酸配列を含む、請求項６９に記載の脱免疫化抗体又はその抗原結合性断片。
【請求項７２】
　重鎖可変領域が、SEQ ID NO:２５を含むＣＤＲ１、SEQ ID NO:２６を含むＣＤＲ２、及
びSEQ ID NO:２７を含むＣＤＲ３を含み、軽鎖可変領域は、SEQ ID NO:２８を含むＣＤＲ
１、SEQ ID NO:２９を含むＣＤＲ２及びSEQ ID NO:３０を含むＣＤＲ３を含む、請求項３
７に記載の脱免疫化抗体又はその抗原結合性断片。
【請求項７３】
　マウスモノクローナル抗体＃１３１よりも低免疫原性である、請求項７２に記載の脱免
疫化抗体又はその抗原結合性断片。
【請求項７４】
　ＥｐｈＢ４の細胞外ドメインに、マウスモノクローナル抗体＃１３１のＥｐｈＢ４の細
胞外ドメインへの結合の結合親和性の少なくとも８０％の結合親和性で結合する、請求項
７２に記載の脱免疫化抗体又はその抗原結合性断片。
【請求項７５】
　ＥｐｈＢ４の細胞外ドメインに、マウスモノクローナル抗体＃１３１のＥｐｈＢ４の細
胞外ドメインへの結合の結合親和性の少なくとも９０％の結合親和性で結合する、請求項
７２に記載の脱免疫化抗体又はその抗原結合性断片。
【請求項７６】
　ＥｐｈＢ４の細胞外ドメインに、マウスモノクローナル抗体＃１３１のＥｐｈＢ４の細
胞外ドメインへの結合の結合親和性の少なくとも１００％の結合親和性で結合する、請求
項７２に記載の脱免疫化抗体又はその抗原結合性断片。
【請求項７７】
　ＥｐｈＢ４の、ＥｐｈｒｉｎＢ２の細胞外部分への結合を阻害する、請求項７２に記載
の脱免疫化抗体又はその抗原結合性断片。
【請求項７８】
　ＥｐｈＢ４の二量体化又は多量体化を阻害する、請求項７２に記載の脱免疫化抗体又は
その抗原結合性断片。
【請求項７９】
　ＥｐｈＢ４の、ＥｐｈｒｉｎＢ２刺激された自己リン酸化を阻害する、請求項７２に記
載の脱免疫化抗体又はその抗原結合性断片。
【請求項８０】
　ＥｐｈＢ４キナーゼ活性を刺激する、請求項７２に記載の脱免疫化抗体又はその抗原結
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合性断片。
【請求項８１】
　ＥｐｈＢ４の第一のフィブロネクチン様ドメインに結合する、請求項７２に記載の脱免
疫化抗体又はその抗原結合性断片。
【請求項８２】
　ＥｐｈＢ４の第二のフィブロネクチン様ドメインに結合する、請求項７２に記載の脱免
疫化抗体又はその抗原結合性断片。
【請求項８３】
　細胞障害性薬剤と結合される、請求項７２に記載の脱免疫化抗体又はその抗原結合性断
片。
【請求項８４】
　細胞障害性薬剤が、放射性薬剤；植物、真菌又は細菌起源の分子；生物学的タンパク質
；ビンブラスチン；４－デスアセチルビンブラスチン；ビンクリスチン；レウロシジン；
及びビンデシンよりなる群から選択される、請求項８３に記載の脱免疫化抗体又はその抗
原結合性断片。
【請求項８５】
　培養内皮細胞による管形成を阻害する、請求項７２に記載の脱免疫化抗体又はその抗原
結合性断片。
【請求項８６】
　イン・ビボでの組織の血管新生を阻害する、請求項７２に記載の脱免疫化抗体又はその
抗原結合性断片。
【請求項８７】
　ヒト腫瘍異種移植片のマウスにおける成長を低減させる、請求項７２に記載の脱免疫化
抗体又はその抗原結合性断片。
【請求項８８】
　Ｆｃ領域を含む重鎖定常領域を含む、請求項７２に記載の脱免疫化抗体又はその抗原結
合性断片。
【請求項８９】
　Ｆｃ領域が、変化したエフェクター機能を有する、請求項８８に記載の脱免疫化抗体又
はその抗原結合性断片。
【請求項９０】
　エフェクター機能が増大した、請求項８９に記載の脱免疫化抗体又はその抗原結合性断
片。
【請求項９１】
　エフェクター機能が低減した、請求項８９に記載の脱免疫化抗体又はその抗原結合性断
片。
【請求項９２】
　Ｆｃ領域におけるＮ－グリコシル化が除かれている、請求項９１に記載の脱免疫化抗体
又はその抗原結合性断片。
【請求項９３】
　重鎖可変領域が、ａ）SEQ ID NO:１０、SEQ ID NO:１１及びSEQ ID NO:１３のアミノ酸
１～３０よりなる群から選択されるＦＲ１、ｂ）SEQ ID NO:１０及びSEQ ID NO:１３のア
ミノ酸３６～４９よりなる群から選択されるＦＲ２；ｃ）SEQ ID NO:１０、SEQ ID NO:１
１、SEQ ID NO:１２及びSEQ ID NO:１４のアミノ酸６７～９８よりなる群から選択される
ＦＲ３；及びｄ）SEQ ID NO:１０のアミノ酸１１３～１２３よりなるＦＲ４を含み、軽鎖
可変領域は、ａ）SEQ ID NO:１５及びSEQ ID NO:１６のアミノ酸１～２３よりなる群から
選択されるＦＲ１、ｂ）SEQ ID NO:１５及びSEQ ID NO:１８のアミノ酸３５～４９よりな
る群から選択されるＦＲ２；ｃ）SEQ ID NO:１５及びSEQ ID NO:１７のアミノ酸５７～８
８よりなる群から選択されるＦＲ３；及びｄ）SEQ ID NO:１５のアミノ酸９８～１０７よ
りなるＦＲ４を含む、請求項７２に記載の脱免疫化抗体又はその抗原結合性断片。
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【請求項９４】
　重鎖可変領域が、ａ）SEQ ID NO:１０；ｂ）SEQ ID NO:１１；ｃ）SEQ ID NO:１２、ｄ
）SEQ ID NO:１３、及びｅ）SEQ ID NO:１４よりなる群から選択されるアミノ酸配列を含
む、請求項７２に記載の脱免疫化抗体又はその抗原結合性断片。
【請求項９５】
　軽鎖可変領域が、ａ）SEQ ID NO:１５；ｂ）SEQ ID NO:１６；ｃ）SEQ ID NO:１７、及
びｄ）SEQ ID NO:１８よりなる群から選択されるアミノ酸配列を含む、請求項７２に記載
の脱免疫化抗体又はその抗原結合性断片。
【請求項９６】
　重鎖可変領域が、SEQ ID NO:１３のアミノ酸配列を含み、軽鎖可変領域は、ａ）SEQ ID
 NO:１７及びｂ）SEQ ID NO:１８よりなる群から選択されるアミノ酸配列を含む、請求項
９４に記載の脱免疫化抗体又はその抗原結合性断片。
【請求項９７】
　重鎖可変領域が、SEQ ID NO:１４のアミノ酸配列を含み、軽鎖可変領域は、ａ）SEQ ID
 NO:１７及びｂ）SEQ ID NO:１８よりなる群から選択されるアミノ酸配列を含む、請求項
９４に記載の脱免疫化抗体又はその抗原結合性断片。
【請求項９８】
　重鎖可変領域が、SEQ ID NO:１４のアミノ酸配列を含み、軽鎖可変領域は、SEQ ID NO:
１８のアミノ酸配列を含む、請求項９７に記載の脱免疫化抗体又はその抗原結合性断片。
【請求項９９】
　ＥｐｈＢ４の細胞外ドメインに結合する、重鎖可変領域及び軽鎖可変領域を含む脱免疫
化抗体又はその抗原結合性断片であって、該抗体又は抗原結合性断片が、親又は非ヒト抗
体以上の親和性で結合し、該抗体又はその抗原結合性断片は、次の特性の少なくとも一つ
を有する当該脱免疫化抗体又はその抗原結合性断片：ａ）各可変領域は、完全に、一つ以
上のヒト抗体に由来する；ｂ）各可変領域は、親又は非ヒト抗体と比べて減少した数のＴ
細胞エピトープを有する；そしてｃ）各可変領域は、親又は非ヒト抗体と比べて減少した
数のＢ細胞エピトープを有する。
【請求項１００】
　請求項９９に記載の脱免疫化抗体又はその抗原結合性断片であって、次の残基の一つ以
上が重鎖可変領域内に存在する当該脱免疫化抗体又はその抗原結合性断片：５位のバリン
、１２位のリジン、４０位のアラニン、６６位のアルギニン、７５位のスレオニン、及び
８３位のアルギニン（該位置は、Kabatの番号付けシステムによる）。
【請求項１０１】
　請求項９９に記載の脱免疫化抗体又はその抗原結合性断片であって、次の残基の一つ以
上が軽鎖可変領域内に存在する当該脱免疫化抗体又はその抗原結合性断片：４５位のリジ
ン、７４位のスレオニン、及び１００位のグルタミン（該位置は、Kabatの番号付けシス
テムによる）。
【請求項１０２】
　請求項９９に記載の脱免疫化抗体又はその抗原結合性断片であって、重鎖可変領域が、
SEQ ID NO:２５を含むＣＤＲ１、SEQ ID NO:２６を含むＣＤＲ２、及びSEQ ID NO:２７を
含むＣＤＲ３を含み；軽鎖可変領域は、SEQ ID NO:２８を含むＣＤＲ１、SEQ ID NO:２９
を含むＣＤＲ２、及びSEQ ID NO:３０を含むＣＤＲ３を含む当該脱免疫化抗体又はその抗
原結合性断片。
【請求項１０３】
　請求項１０２に記載の脱免疫化抗体又はその抗原結合性断片であって、重鎖可変領域が
、ａ）SEQ ID NO:１０、SEQ ID NO:１１及びSEQ ID NO:１３のアミノ酸１～３０よりなる
群から選択されるＦＲ１、ｂ）SEQ ID NO:１０、及びSEQ ID NO:１３のアミノ酸３６～４
９よりなる群から選択されるＦＲ２；ｃ）SEQ ID NO:１０、SEQ ID NO:１１、SEQ ID NO:
１２及びSEQ ID NO:１４のアミノ酸６７～９８よりなる群から選択されるＦＲ３、及びｄ
）SEQ ID NO:１０のアミノ酸１１３～１２３よりなるＦＲ４を含み；軽鎖可変領域は、ａ
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）SEQ ID NO:１５及びSEQ ID NO:１６のアミノ酸１～２３よりなる群から選択されるＦＲ
１、ｂ）SEQ ID NO:１５及びSEQ ID NO:１８のアミノ酸３５～４９よりなる群から選択さ
れるＦＲ２；ｃ）SEQ ID NO:１５及びSEQ ID NO:１７のアミノ酸５７～８８よりなる群か
ら選択されるＦＲ３；及びｄ）SEQ ID NO:１５のアミノ酸９８～１０７よりなるＦＲ４を
含む当該脱免疫化抗体又はその抗原結合性断片。
【請求項１０４】
　請求項９９に記載の脱免疫化抗体又はその抗原結合性断片であって、重鎖可変領域が、
SEQ ID NO:１９を含むＣＤＲ１、SEQ ID NO:２０を含むＣＤＲ２、及びSEQ ID NO:２１を
含むＣＤＲ３を含み；軽鎖は、SEQ ID NO:２２を含むＣＤＲ１、SEQ ID NO:２３を含むＣ
ＤＲ２、及びSEQ ID NO:２４を含むＣＤＲ３を含む当該脱免疫化抗体又はその抗原結合性
断片。
【請求項１０５】
　請求項１０４に記載の脱免疫化抗体又はその抗原結合性断片であって、重鎖可変領域が
、ａ）SEQ ID NO:１、SEQ ID NO:３及びSEQ ID NO:４のアミノ酸１～３０よりなる群から
選択されるＦＲ１、ｂ）SEQ ID NO:１、SEQ ID NO:３及びSEQ ID NO:５のアミノ酸３６～
４９よりなる群から選択されるＦＲ２；ｃ）SEQ ID NO:１、SEQ ID NO:２、SEQ ID NO:３
、SEQ ID NO:４及びSEQ ID NO:５のアミノ酸６７～９８よりなる群から選択されるＦＲ３
；及びｄ）SEQ ID NO:１のアミノ酸１１３～１２３よりなるＦＲ４を含み；軽鎖可変領域
は、ａ）SEQ ID NO:６のアミノ酸１～２３よりなるＦＲ１、ｂ）SEQ ID NO:６、SEQ ID N
O:７及びSEQ ID NO:９のアミノ酸３５～４９よりなる群から選択されるＦＲ２；ｃ）SEQ 
ID NO:６、SEQ ID NO:７及びSEQ ID NO:８のアミノ酸５７～８８よりなる群から選択され
るＦＲ３；及びｄ）SEQ ID NO:６のアミノ酸９８～１０７よりなるＦＲ４を含む当該脱免
疫化抗体又はその抗原結合性断片。
【請求項１０６】
　ＥｐｈＢ４の細胞外ドメインに結合する脱免疫化抗体又はその抗原結合性断片であって
、ＡＴＣＣ寄託番号ＰＴＡ－６１４を有するハイブリドーマから得られた＃１３１抗体よ
りも一層低免疫原性であって、ハイブリドーマから得られた抗体以上の親和性で結合する
当該脱免疫化抗体又はその抗原結合性断片。
【請求項１０７】
　請求項１０６に記載の脱免疫化抗体又はその抗原結合性断片であって、重鎖可変領域が
、SEQ ID NO:２５を含むＣＤＲ１、SEQ ID NO:２６を含むＣＤＲ２、及びSEQ ID NO:２７
を含むＣＤＲ３を含み；軽鎖可変領域は、SEQ ID NO:２８を含むＣＤＲ１、SEQ ID NO:２
９を含むＣＤＲ２、及びSEQ ID NO:３０を含むＣＤＲ３を含む当該脱免疫化抗体又はその
抗原結合性断片。
【請求項１０８】
　請求項１０７に記載の脱免疫化抗体又はその抗原結合性断片であって、重鎖可変領域が
、ａ）SEQ ID NO:１０、SEQ ID NO:１１及びSEQ ID NO:１３のアミノ酸１～３０よりなる
群から選択されるＦＲ１、ｂ）SEQ ID NO:１０及びSEQ ID NO:１３のアミノ酸３６～４９
よりなる群から選択されるＦＲ２；ｃ）SEQ ID NO:１０、SEQ ID NO:１１、SEQ ID NO:１
２及びSEQ ID NO:１４のアミノ酸６７～９８よりなる群から選択されるＦＲ３；及びｄ）
SEQ ID NO:１０のアミノ酸１１３～１２３よりなるＦＲ４を含み；軽鎖可変領域は、ａ）
SEQ ID NO:１５及びSEQ ID NO:１６のアミノ酸１～２３よりなる群から選択されるＦＲ１
、ｂ）SEQ ID NO:１５及びSEQ ID NO:１８のアミノ酸３５～４９よりなる群から選択され
るＦＲ２；ｃ）SEQ ID NO:１５及びSEQ ID NO:１７のアミノ酸５７～８８よりなる群から
選択されるＦＲ３；及びｄ）SEQ ID NO:１５のアミノ酸９８～１０７よりなるＦＲ４を含
む当該脱免疫化抗体又はその抗原結合性断片。
【請求項１０９】
　ＥｐｈＢ４の細胞外ドメインに結合する脱免疫化抗体又はその抗原結合性断片であって
、ＡＴＣＣ寄託番号__________を有するハイブリドーマから得られた＃４７抗体よりも一
層低免疫原性であって、ハイブリドーマから得られた抗体と同じかそれ以上の親和性で結
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合する脱免疫化抗体又はその抗原結合性断片。
【請求項１１０】
　請求項１０９に記載の脱免疫化抗体又はその抗原結合性断片であって、重鎖可変領域が
、SEQ ID NO:１９を含むＣＤＲ１、SEQ ID NO:２０を含むＣＤＲ２、及びSEQ ID NO:２１
を含むＣＤＲ３を含み；軽鎖は、SEQ ID NO:２２を含むＣＤＲ１、SEQ ID NO:２３を含む
ＣＤＲ２、及びSEQ ID NO:２４を含むＣＤＲ３を含む当該脱免疫化抗体又はその抗原結合
性断片。
【請求項１１１】
　請求項１１０に記載の脱免疫化抗体又はその抗原結合性断片であって、重鎖可変領域が
、ａ）SEQ ID NO:１、SEQ ID NO:３及びSEQ ID NO:４のアミノ酸１～３０よりなる群から
選択されるＦＲ１、ｂ）SEQ ID NO:１、SEQ ID NO:３及びSEQ ID NO:５のアミノ酸３６～
４９よりなる群から選択されるＦＲ２；ｃ）SEQ ID NO:１、SEQ ID NO:２、SEQ ID NO:３
、SEQ ID NO:４及びSEQ ID NO:５のアミノ酸６７～９８よりなる群から選択されるＦＲ３
；及びｄ）SEQ ID NO:１のアミノ酸１１３～１２３よりなるＦＲ４を含み；軽鎖可変領域
は、ａ）SEQ ID NO:６のアミノ酸１～２３よりなるＦＲ１、ｂ）SEQ ID NO:６、SEQ ID N
O:７及びSEQ ID NO:９のアミノ酸３５～４９よりなる群から選択されるＦＲ２；ｃ）SEQ 
ID NO:６、SEQ ID NO:７及びSEQ ID NO:８のアミノ酸５７～８８よりなる群から選択され
るＦＲ３；及びｄ）SEQ ID NO:６のアミノ酸９８～１０７よりなるＦＲ４を含む当該脱免
疫化抗体又はその抗原結合性断片。
【請求項１１２】
　ＥｐｈＢ４の細胞外ドメインに結合する、重鎖可変領域及び軽鎖可変領域を含む脱免疫
化抗体又はその抗原結合性断片であって、重鎖可変領域が次の少なくとも一つを含む当該
脱免疫化抗体又はその抗原結合性断片：５位のバリン、１２位のリジン、４０位のアラニ
ン、６６位のアルギニン、７５位のスレオニン、及び８３位のアルギニン（該位置は、Ka
batの番号付けシステムによる）。
【請求項１１３】
　請求項１１２に記載の脱免疫化抗体又はその抗原結合性断片であって、軽鎖可変領域が
次の少なくとも一つを含む：４５位のリジン、７４位のスレオニン、及び１００位のグル
タミン（該位置は、Kabatの番号付けシステムによる）。
【請求項１１４】
　患者における腫瘍の成長速度を低減させる方法であって、患者に、治療上有効な量の、
請求項１～１１３の何れかに記載の脱免疫化抗体又はその抗原結合性断片を投与すること
を含む当該方法。
【請求項１１５】
　患者が、ヒト患者である、請求項１１４に記載の方法。
【請求項１１６】
　癌を患っている患者を治療する方法であって、患者に、治療上有効な量の、請求項１～
１１３の何れかに記載の脱免疫化抗体又はその抗原結合性断片を投与することを含む当該
方法。
【請求項１１７】
　患者が、ヒト患者である、請求項１１６に記載の方法。
【請求項１１８】
　患者が、大腸癌、乳癌、中皮腫、前立腺癌、扁平上皮細胞癌、カポジ肉腫、卵巣癌、及
び白血病よりなる群から選択される癌を有していると診断される、請求項１１６に記載の
方法。
【請求項１１９】
　脱免疫化抗体又はその抗原結合性断片を全身投与する、請求項１１６に記載の方法。
【請求項１２０】
　脱免疫化抗体又はその抗原結合性断片を局所投与する、請求項１１６に記載の方法。
【請求項１２１】
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　患者における血管形成を阻害する方法であって、該方法を必要とする患者に、請求項１
～１１３の何れかに記載の有効量の抗体を投与することを含む当該方法。
【請求項１２２】
　患者が、黄斑変性を有すると診断されている、請求項１２１に記載の方法。
【請求項１２３】
　患者が、ヒト患者である、請求項１２１に記載の方法。
【請求項１２４】
　請求項１～１１３の何れかに記載の脱免疫化抗体又はその抗原結合性断片を含む医薬組
成物。
【請求項１２５】
　請求項１～１１３の何れかに記載の脱免疫化抗体又はその抗原結合性断片の、癌を治療
するための医薬を製造するための利用。
【請求項１２６】
　癌が、大腸癌、乳癌、中皮腫、前立腺癌、扁平上皮細胞癌、カポジ肉腫、卵巣癌、及び
白血病よりなる群から選択される、請求項１２５に記載の利用。
【請求項１２７】
　患者における血管形成を阻害するという利用のための、請求項１～１１３の何れかに記
載の脱免疫化抗体又はその抗原結合性断片。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　この出願は、２００７年８月１３日に出願された米国暫定出願番号第６０／９６４，４
９６号の優先権の利益を要求し、その全教示をそっくりそのまま資料として本明細書中に
援用するものである。
【背景技術】
【０００２】
　血管形成（既存の血管系の内皮からの新しい血管の発生）は、宿主における固形腫瘍の
成長、進行及び転移において極めて重要な過程である。生理的に正常な血管形成において
は、周囲に間質成分を有する血管内皮の自己分泌、パラ分泌及びアンフィ分泌は、時間・
空間的に厳密に調節されている。更に、血管新生促進性及び血管新生抑制性のサイトカイ
ン及び成長因子のレベル及び活性のバランスが維持される。対照的に、活発な腫瘍成長に
必要な病理的な血管形成は、持続的且つ永続的であり、正常な血管形成システムの調節異
常を表している。固形腫瘍及び造血腫瘍の種類は、高レベルの異常な血管形成と特に関係
している。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００３】
　腫瘍の発達は、順次的及び相互関係を有する過程よりなり、それが、侵略的成長の潜在
能力を有する自律的クローンの発生へと導くと、一般に、考えられている。これらの過程
は、持続的成長及び無制限の自己再生を含む。腫瘍中の細胞集団は、一般に、成長シグナ
ルの自己充足、成長抑制シグナルに対する減少した感度、及びアポトーシス耐性により特
徴付けられる。異常型の成長を開始する遺伝学的又は細胞遺伝学的事象は、細胞を、アポ
トーシスを妨げることにより、延長された「可動（ready）」状態に維持する。
【課題を解決するための手段】
【０００４】
　この出願は、とりわけ、ＥｐｈＢ４の細胞外ドメインに結合する抗体例えば改変された
抗体、又は当該結合性を有するそれらの断片を提供する。これらの改変された抗ＥｐｈＢ
４抗体又はそれらの抗原結合性断片は、所定の種例えばヒトにおいて、それらの未改変の
親抗体と比べて免疫原性が低い。これらの抗体及び抗原結合性断片は、血管形成及び腫瘍
成長を阻止するためにＥｐｈＢ４機能に影響を与える治療において有用である。
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【０００５】
　一具体例において、この出願は、ＥｐｈＢ４の細胞外ドメインに結合する脱免疫化抗体
又はその抗原結合性断片(重鎖可変領域及び軽鎖可変領域を含む)を提供し、ここに、各可
変領域は、ＥｐｈＢ４の細胞外ドメインに結合する非ヒト又は親抗体と比較して、フレー
ム領域内に２～２０アミノ酸の置換を有する。
【０００６】
　一具体例において、この脱免疫化抗体又はその抗原結合性断片は、ＥｐｈＢ４の細胞外
ドメインに結合する非ヒト又は親抗体からの一つ以上の相補性決定領域（ＣＤＲ）を有す
る。一具体例において、１～５の置換が、相補性決定領域（ＣＤＲ）内に存在する。
【０００７】
　一具体例において、一以上の置換は、脱免疫化抗体又はその抗原結合性断片におけるＴ
細胞エピトープの数を、非ヒト又は親抗体と比較して減少させる。一具体例において、一
以上の置換は、脱免疫化抗体又はその抗原結合性断片におけるＢ細胞エピトープの数を、
非ヒト又は親抗体と比較して減少させる。一具体例において、一以上の置換は、非ヒト又
は親抗体と比較して、一以上の調節性Ｔ細胞エピトープを、脱免疫化抗体又はその抗原結
合性断片に導入する。
【０００８】
　一具体例において、脱免疫化抗体又はその抗原結合性断片の重鎖可変領域は、ＥｐｈＢ
４の細胞外ドメインに結合する非ヒト又は親抗体と比較して、２０以下のアミノ酸置換を
有する。他の具体例において、脱免疫化抗体又はその抗原結合性断片の重鎖可変領域は、
ＥｐｈＢ４の細胞外ドメインに結合する非ヒト又は親抗体と比較して、１９以下、１８以
下、１７以下、１６以下、１５以下、１４以下、１３以下、１２以下、１１以下、１０以
下、９以下、８以下、又は７以下のアミノ酸置換を有する。一具体例において、この重鎖
可変領域は、非ヒト又は親抗体と比較して、少なくとも２、少なくとも３、少なくとも４
、少なくとも５、少なくとも６、少なくとも７、少なくとも８、少なくとも９、少なくと
も１０、少なくとも１１、少なくとも１２、又は少なくとも１３のアミノ酸置換を有する
。
【０００９】
　一具体例において、脱免疫化抗体又はその抗原結合性断片の軽鎖可変領域は、ＥｐｈＢ
４の細胞外ドメインと結合する非ヒト又は親抗体と比較して、２０アミノ酸以下の置換を
有する。他の具体例において、脱免疫化抗体又はその抗原結合性断片の軽鎖可変領域は、
１９以下、１８以下、１７以下、１６以下、１５以下、１４以下、１３以下、１２以下、
１１以下、１０以下、９以下、８以下、又は７以下のアミノ酸置換を、ＥｐｈＢ４の細胞
外ドメインに結合する非ヒト又は親抗体と比較して有する。一具体例において、この軽鎖
可変領域は、非ヒト又は親抗体と比較して、少なくとも２、少なくとも３、少なくとも４
、少なくとも５、少なくとも６、少なくとも７、少なくとも８、少なくとも９、少なくと
も１０、少なくとも１１、少なくとも１２、又は少なくとも１３のアミノ酸置換を有する
。
【００１０】
　一具体例において、脱免疫化抗体又はその抗原結合性断片は、ＥｐｈＢ４の細胞外ドメ
インに、マウスモノクローナル抗体＃１３１（ＡＴＣＣ寄託番号ＰＴＡ－６２１４）と同
じかそれより高い結合親和性で結合する。
【００１１】
　一具体例において、この脱免疫化抗体又はその抗原結合性断片における置換は、この抗
体又はその抗原結合性断片のフレームワーク領域とヒトの生殖系列遺伝子配列（該フレー
ムワーク領域と相同性を有する）との間での配列同等性の増大を生じる。
【００１２】
　一具体例において、この脱免疫化抗体又はその抗原結合性断片は、培養内皮細胞の管形
成を阻害する。他の具体例において、この脱免疫化抗体又はその抗原結合性断片は、イン
・ビボでの組織の血管新生を阻害する。他の具体例において、この脱免疫化抗体又はその
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抗原結合性断片は、マウスにおけるヒト腫瘍の異種移植片の成長を低減させる。更なる具
体例において、この脱免疫化抗体又はその抗原結合性断片は、動物の角膜に移植された組
織の血管新生を阻害し又は動物に移植したマトリゲル組織プラグの血管新生を阻害する。
一具体例において、脱免疫化抗体又はその抗原結合性断片は、アポトーシスを促進する。
【００１３】
　幾つかの具体例において、脱免疫化した抗体又はその抗原結合性断片のエフェクター機
能は、変えられる。他の具体例においては、脱免疫化抗体又はその抗原結合性断片のエフ
ェクター機能は、増大される。他の具体例においては、この脱免疫化抗体又はその抗原結
合性断片のエフェクター機能は、減少される。幾つかの具体例においては、この脱免疫化
抗体又はその抗原結合性断片は、重鎖定常領域を含む。幾つかの具体例においては、Ｆｃ
領域におけるＮ－グリコシル化が除かれる。幾つかの具体例においては、Ｆｃ領域は、Ｎ
－グリコシル化認識配列内に突然変異を含み、それにより、この抗体又はポリペプチドの
Ｆｃ領域は、Ｎ－グリコシル化されない。幾つかの具体例において、このＦｃ領域は、PE
G化される。幾つかの具体例において、この重鎖定常領域は、次の残基を含むヒトの重鎖
ＩｇＧ２ａ定常領域である：３３０及び３３１位のセリン。幾つかの具体例において、重
鎖定常領域は、次の変異を含むヒトの重鎖ＩｇＧ４である：２３４位のバリン及び２３５
位のアラニン。これらのアミノ酸位置は、Ｋａｂａｔの番号付けに基づいている。
【００１４】
　一具体例において、この脱免疫化抗体又はその抗原結合性断片は、ＥｐｈＢ４の二量体
化又は多量体化を阻害する。一具体例において、脱免疫化抗体又はその抗原結合性断片は
、ＥｐｈｒｉｎＢ２刺激されたＥｐｈＢ４の自己リン酸化を阻害する。一具体例において
、脱免疫化抗体又はその抗原結合性断片は、ＥｐｈＢ４キナーゼ活性を刺激する。
【００１５】
　一具体例において、この脱免疫化抗体又はその抗原結合性断片は、ＥｐｈＢ４の第一の
フィブロネクチン様ドメインに結合する。一具体例において、この脱免疫化抗体又はその
抗原結合性断片は、ＥｐｈＢ４の第二のフィブロネクチン様ドメインに結合する。
【００１６】
　一具体例において、この脱免疫化抗体又はその抗原結合性断片は、細胞障害性薬剤に結
合される。一具体例において、この細胞障害性薬剤は、放射性薬剤、植物、真菌又は細菌
起源の分子例えばサポリン、生物学的タンパク質、ビンブラスチン、４－デスアセチルビ
ンブラスチン、ビンクリスチン、レウロシジン（leurosidine）、及びビンデシンよりな
る群から選択される。ある具体例において、この抗体又はその抗原結合性断片は、細胞障
害性薬剤と、安定なリンカーを介して結合され、これは、細胞障害性薬剤を癌細胞内で放
出する。
【００１７】
　一具体例において、この抗体又はその抗原結合性断片の可変領域は、細胞外ドメインに
結合する非ヒト又は親抗体と比較して、２～２０アミノ酸置換を有し、ここに、該非ヒト
又は親抗体は又、脱免疫化抗体又はその抗原結合性断片における一以上のＣＤＲをも与え
る。更なる具体例において、この脱免疫化抗体又はその抗原結合性断片は、重鎖可変領域
及び軽鎖可変領域を含み、ここに、各可変領域は、ＥｐｈＢ４の細胞外ドメインに結合す
る非ヒト又は親抗体と比較して、２～２０アミノ酸置換を有し、そしてこの脱免疫化抗体
又はその抗原結合性断片は、該非ヒト又は親抗体からの一以上の相補性決定領域（ＣＤＲ
）を有する。更なる具体例において、この脱免疫化抗体又はその抗原結合性断片は、ヒト
患者において、該非ヒト又は親抗体よりも一層低免疫原性である。
【００１８】
　一具体例において、この非ヒト又は親抗体は、マウスモノクローナル＃４７又はマウス
モノクローナル＃１３１である（それぞれ、ＡＴＣＣ寄託指示番号　　　及びＰＴＡ－６
２１４）。更なる具体例において、重鎖可変領域における一以上の置換が、Kabatの番号
付けシステムによる５、１２、４０、６６、７５及び８３位よりなる群から選択されるア
ミノ酸位置で起きる。更なる具体例において、重鎖可変領域内の一以上の置換は、５位の
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バリン、１２位のリジン、４０位のアラニン、６６位のアルギニン、７５位のスレオニン
、及び８３位のアルギニンよりなる群から選択される（該位置は、Kabatの番号付けシス
テムに従うものである）。更なる具体例において、軽鎖可変領域における一以上の置換が
、４５、７４及び１００位（Kabatの番号付けシステムによる）よりなる群から選択され
るアミノ酸位置でおきる。他の具体例において、軽鎖可変領域における一以上の置換は、
４５位のリジン、７４位のスレオニン、及び１００位のグルタミン（Kabatの番号付けシ
ステムによる）よりなる群から選択される。
【００１９】
　一具体例において、重鎖可変領域は、ａ）SEQ ID NO:１、SEQ ID NO:３、SEQ ID NO:４
、SEQ ID NO:１０、SEQ ID NO:１１、及びSEQ ID NO:１３のアミノ酸１～３０よりなる群
から選択されるＦＲ１、ｂ）SEQ ID NO:１、SEQ ID NO:３、SEQ ID NO:５、SEQ ID NO:１
０及びSEQ ID NO:１３のアミノ酸３６～４９よりなる群から選択されるＦＲ２；ｃ）SEQ 
ID NO:１、SEQ ID NO:２、SEQ ID NO:３、SEQ ID NO:４、SEQ ID NO:５、SEQ ID NO:１０
、SEQ ID NO:１１、SEQ ID NO:１２及びSEQ ID NO:１４のアミノ酸６７～９８よりなる群
から選択されるＦＲ３；及びｄ）SEQ ID NO:１及びSEQ ID NO:１０のアミノ酸１１３～１
２３よりなる群から選択されるＦＲ４を含む。
【００２０】
　一具体例において、軽鎖可変領域は、ａ）SEQ ID NO:６、SEQ ID NO:１５及びSEQ ID N
O:１６のアミノ酸１～２３よりなる群から選択されるＦＲ１、ｂ）SEQ ID NO:６、SEQ ID
 NO:７、SEQ ID NO:９、SEQ ID NO:１５及びSEQ ID NO:１８のアミノ酸３５～４９よりな
る群から選択されるＦＲ２；ｃ）SEQ ID NO:６、SEQ ID NO:７、SEQ ID NO:８、SEQ ID N
O:１５及びSEQ ID NO:１７のアミノ酸５７～８８よりなる群から選択されるＦＲ３；及び
ｄ）SEQ ID NO:６及びSEQ ID NO:１５のアミノ酸９８～１０７よりなる群から選択される
ＦＲ４を含む。
【００２１】
　一具体例において、この脱免疫化抗体又はその抗原結合性断片の重鎖可変領域は、SEQ 
ID NO:１９を含むＣＤＲ１、SEQ ID NO:２０を含むＣＤＲ２、及びSEQ ID NO:２１を含む
ＣＤＲ３を含み、ここに、軽鎖は、SEQ ID NO:２２を含むＣＤＲ１、SEQ ID NO:２３を含
むＣＤＲ２、及びSEQ ID NO:２４を含むＣＤＲ３を含む。更なる具体例において、この脱
免疫化抗体又はその抗原結合性断片は、ヒト宿主において、マウスモノクローナル抗体＃
４７より一層低免疫原性である。更なる具体例において、この脱免疫化抗体又はその抗原
結合性断片は、ＥｐｈＢ４の細胞外ドメインに、ＥｐｈＢ４の細胞外ドメインに結合する
マウスモノクローナル抗体＃４７の結合親和性の少なくとも８０％、少なくとも９０％又
は少なくとも１００％の結合親和性で結合する。
【００２２】
　更なる具体例において、この脱免疫化抗体又はその抗原結合性断片は、ＥｐｈＢ４の、
ＥｐｈｒｉｎＢ２の細胞外部分への結合を阻害する。更なる具体例において、脱免疫化抗
体又はその抗原結合性断片は、ＥｐｈＢ４の二量体化又は多量体化を阻害する。更なる具
体例において、この脱免疫化抗体又はその抗原結合性断片は、ＥｐｈＢ４の、Ｅｐｈｒｉ
ｎＢ２刺激された自己リン酸化を阻害する。更なる具体例において、この脱免疫化抗体又
はその抗原結合性断片は、ＥｐｈＢ４キナーゼ活性を刺激する。更なる具体例において、
この脱免疫化抗体又はその抗原結合性断片は、ＥｐｈＢ４の第一のフィブロネクチン様ド
メインに結合する。更なる具体例においては、ＥｐｈＢ４の第二のフィブロネクチン様ド
メインに結合する。
【００２３】
　更なる具体例において、この脱免疫化抗体又はその抗原結合性断片は、細胞障害性薬剤
と結合される。更なる具体例において、この細胞障害性薬剤は、放射性薬剤、植物、真菌
又は細菌起源の分子例えばサポリン、生物学的タンパク質、ビンブラスチン、４－デスア
セチルビンブラスチン、ビンクリスチン、レウロシジン、及びビンデシンよりなる群から
選択される。ある具体例においては、この抗体又はその抗原結合性断片は、安定なリンカ
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ーを介して細胞障害性薬剤と結合され、これは、細胞障害性薬剤を癌細胞内に放出する。
【００２４】
　更なる具体例において、この脱免疫化抗体又はその抗原結合性断片は、培養内皮細胞に
よる管形成を阻害する。更なる具体例において、この脱免疫化抗体又はその抗原結合性断
片は、イン・ビボでの組織の血管新生を阻害する。更なる具体例において、この脱免疫化
抗体又はその抗原結合性断片は、マウスにおけるヒトの腫瘍の異種移植片の成長を低減さ
せる。更なる具体例において、この脱免疫化抗体又はその抗原結合性断片は、動物の角膜
に移植された組織の血管新生又は動物に移植されたマトリゲル組織プラグの血管新生を阻
害する。更なる具体例において、この脱免疫化抗体又はその抗原結合性断片は、アポトー
シスを促進する。
【００２５】
　幾つかの具体例において、この脱免疫化抗体又はその抗原結合性断片のエフェクター機
能は変更される。他の具体例においては、この脱免疫化抗体又はその抗原結合性断片のエ
フェクター機能は増大される。他の具体例においては、この脱免疫化抗体又はその抗原結
合性断片のエフェクター機能は低減される。幾つかの具体例においては、この脱免疫化抗
体又はその抗原結合性断片は、重鎖定常領域を含む。幾つかの具体例においては、Ｆｃ領
域におけるＮ－グリコシル化が除かれる。
【００２６】
　更なる具体例において、この抗体又はその抗原結合性断片の重鎖可変領域は、ａ）SEQ 
ID NO:１、SEQ ID NO:３及びSEQ ID NO:４のアミノ酸１～３０よりなる群から選択される
ＦＲ１、ｂ）SEQ ID NO:１、SEQ ID NO:３及びSEQ ID NO:５のアミノ酸３６～４９よりな
る群から選択されるＦＲ２；ｃ）SEQ ID NO:１、SEQ ID NO:２、SEQ ID NO:３、SEQ ID N
O:４及びSEQ ID NO:５のアミノ酸６７～９８よりなる群から選択されるＦＲ３；及びｄ）
SEQ ID NO:１のアミノ酸１１３～１２３よりなるＦＲ４を含み；軽鎖可変領域は、ａ）SE
Q ID NO:６のアミノ酸１～２３よりなるＦＲ１、ｂ）SEQ ID NO:６、SEQ ID NO:７及びSE
Q ID NO:９のアミノ酸３５～４９よりなる群から選択されるＦＲ２；ｃ）SEQ ID NO:６、
SEQ ID NO:７及びSEQ ID NO:８のアミノ酸５７～８８よりなる群から選択されるＦＲ３；
及びｄ）SEQ ID NO:６のアミノ酸９８～１０７よりなるＦＲ４を含む。
【００２７】
　更なる具体例において、この抗体又は抗原結合性断片の重鎖可変領域は、ａ）SEQ ID N
O:１；ｂ）SEQ ID NO:２；ｃ）SEQ ID NO:３、ｄ）SEQ ID NO:４、及びｅ）SEQ ID NO:５
よりなる群から選択されるアミノ酸配列を含む。
【００２８】
　更なる具体例において、この抗体又は抗原結合性断片の軽鎖可変領域は、ａ）SEQ ID N
O:６；ｂ）SEQ ID NO:７；ｃ）SEQ ID NO:８、及びｄ）SEQ ID NO:９よりなる群から選択
されるアミノ酸配列を含む。
【００２９】
　更なる具体例において、この抗体又は抗原結合性断片の重鎖可変領域は、ａ）SEQ ID N
O:１；ｂ）SEQ ID NO:２；ｃ）SEQ ID NO:３、ｄ）SEQ ID NO:４、及びｅ）SEQ ID NO:５
よりなる群から選択されるアミノ酸配列を含み；この抗体又は抗原結合性断片の軽鎖可変
領域は、ａ）SEQ ID NO:６；ｂ）SEQ ID NO:７；ｃ）SEQ ID NO:８、及びｄ）SEQ ID NO:
９よりなる群から選択されるアミノ酸配列を含む。
【００３０】
　更なる具体例において、この抗体又は抗原結合性断片の重鎖可変領域は、SEQ ID NO:３
のアミノ酸配列を含み、軽鎖可変領域は、ａ）SEQ ID NO:７及びｂ）SEQ ID NO:８よりな
る群から選択されるアミノ酸配列を含む。
【００３１】
　更なる具体例において、この重鎖可変領域は、SEQ ID NO:４のアミノ酸配列を含み、軽
鎖可変領域は、ａ）SEQ ID NO:７及びｂ）SEQ ID NO:８よりなる群から選択されるアミノ
酸配列を含む。
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【００３２】
　更なる具体例において、この重鎖可変領域は、SEQ ID NO:３のアミノ酸配列を含み、軽
鎖可変領域は、SEQ ID NO:８のアミノ酸配列を含む。
【００３３】
　一具体例において、この抗体又は抗原結合性断片の重鎖可変領域は、SEQ ID NO:２５を
含むＣＤＲ１、SEQ ID NO:２６を含むＣＤＲ２、及びSEQ ID NO:２７を含むＣＤＲ３を含
み、軽鎖可変領域は、SEQ ID NO:２８を含むＣＤＲ１、SEQ ID NO:２９を含むＣＤＲ２及
びSEQ ID NO:３０を含むＣＤＲ３を含む。更なる具体例において、この脱免疫化抗体又は
その抗原結合性断片は、ヒト患者において、マウスモノクローナル抗体＃１３１より一層
低免疫原性である。
【００３４】
　更なる具体例において、この脱免疫化抗体又はその抗原結合性断片は、ＥｐｈＢ４の細
胞外ドメインに、マウスモノクローナル抗体＃１３１のＥｐｈＢ４の細胞外ドメインへの
結合の結合親和性の少なくとも８０％、少なくとも９０％、又は少なくとも１００％の結
合親和性で結合する。
【００３５】
　更なる具体例において、この脱免疫化抗体又はその抗原結合性断片は、ＥｐｈＢ４の、
ＥｐｈｒｉｎＢ２の細胞外部分への結合を阻害する。更なる具体例において、この脱免疫
化抗体又はその抗原結合性断片は、ＥｐｈＢ４の二量体化又は多量体化を阻害する。更な
る具体例において、この脱免疫化抗体又はその抗原結合性断片は、ＥｐｈＢ４の、Ｅｐｈ
ｒｉｎＢ２刺激された自己リン酸化を阻害する。更なる具体例において、この脱免疫化抗
体又はその抗原結合性断片は、ＥｐｈＢ４キナーゼ活性を刺激する。更なる具体例におい
て、この脱免疫化抗体又はその抗原結合性断片は、ＥｐｈＢ４の第一のフィブロネクチン
様ドメインに結合する。更なる具体例において、この脱免疫化抗体又はその抗原結合性断
片は、ＥｐｈＢ４の第二のフィブロネクチン様ドメインに結合する。
【００３６】
　更なる具体例において、この脱免疫化抗体又はその抗原結合性断片は、細胞障害性薬剤
と結合される。更なる具体例において、この細胞障害性薬剤は、放射線を放射する化合物
、植物、真菌又は細菌起源の分子例えばサポリン、生物学的タンパク質、ビンブラスチン
、４－デスアセチルビンブラスチン、ビンクリスチン、レウロシジン、及びビンデシンよ
りなる群から選択される。ある具体例において、この抗体又はその抗原結合性断片は、安
定なリンカーを介して細胞障害性薬剤と結合され、これは、細胞障害性薬剤を癌細胞内に
放出する。
【００３７】
　更なる具体例において、この抗体又は抗原結合性断片は、培養内皮細胞による管形成を
阻害する。更なる具体例において、この脱免疫化抗体又はその抗原結合性断片は、イン・
ビボでの組織の血管新生を阻害する。更なる具体例において、この脱免疫化抗体又はその
抗原結合性断片は、マウスにおけるヒトの腫瘍の異種移植片の成長を低減させる。更なる
具体例において、この抗体又はその抗原結合性断片は、動物の角膜に移植された組織の血
管新生又は動物に移植されたマトリゲル組織プラグの血管新生を阻害する。更なる具体例
において、この脱免疫化抗体又はその抗原結合性断片は、アポトーシスを促進する。
【００３８】
　幾つかの具体例において、この脱免疫化抗体又はその抗原結合性断片のエフェクター機
能は、変えられる。他の具体例において、この脱免疫化抗体又はその抗原結合性断片のエ
フェクター機能は、増大される。他の具体例においては、この脱免疫化抗体又はその抗原
結合性断片のエフェクター機能は、低減される。幾つかの具体例においては、この脱免疫
化抗体又は抗原結合性断片は、重鎖定常領域を含む。幾つかの具体例において、Ｆｃ領域
におけるＮ－グリコシル化は、除かれる。
【００３９】
　更なる具体例において、この脱免疫化抗体又はその抗原結合性断片の重鎖可変領域は、
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ａ）SEQ ID NO:１０、SEQ ID NO:１１及びSEQ ID NO:１３のアミノ酸１～３０よりなる群
から選択されるＦＲ１、ｂ）SEQ ID NO:１０及びSEQ ID NO:１３のアミノ酸３６～４９よ
りなる群から選択されるＦＲ２；ｃ）SEQ ID NO:１０、SEQ ID NO:１１、SEQ ID NO:１２
及びSEQ ID NO:１４のアミノ酸６７～９８よりなる群から選択されるＦＲ３；及びｄ）SE
Q ID NO:１０のアミノ酸１１３～１２３よりなるＦＲ４を含み、軽鎖可変領域は、ａ）SE
Q ID NO:１５及びSEQ ID NO:１６のアミノ酸１～２３よりなる群から選択されるＦＲ１、
ｂ）SEQ ID NO:１５及びSEQ ID NO:１８のアミノ酸３５～４９よりなる群から選択される
ＦＲ２；ｃ）SEQ ID NO:１５及びSEQ ID NO:１７のアミノ酸５７～８８よりなる群から選
択されるＦＲ３；及びｄ）SEQ ID NO:１５のアミノ酸９８～１０７よりなるＦＲ４を含む
。
【００４０】
　更なる具体例において、この重鎖可変領域は、ａ）SEQ ID NO:１０；ｂ）SEQ ID NO:１
１；ｃ）SEQ ID NO:１２、ｄ）SEQ ID NO:１３、及びｅ）SEQ ID NO:１４よりなる群から
選択されるアミノ酸配列を含む。
【００４１】
　更なる具体例において、この軽鎖可変領域は、ａ）SEQ ID NO:１５；ｂ）SEQ ID NO:１
６；ｃ）SEQ ID NO:１７、及びｄ）SEQ ID NO:１８よりなる群から選択されるアミノ酸配
列を含む。
【００４２】
　更なる具体例において、この重鎖可変領域は、SEQ ID NO:１３のアミノ酸配列を含み、
軽鎖可変領域は、ａ）SEQ ID NO:１７及びｂ）SEQ ID NO:１８よりなる群から選択される
アミノ酸配列を含む。
【００４３】
　更なる具体例において、この重鎖可変領域は、SEQ ID NO:１４のアミノ酸配列を含み、
軽鎖可変領域は、ａ）SEQ ID NO:１７及びｂ）SEQ ID NO:１８よりなる群から選択される
アミノ酸配列を含む。更なる具体例において、この重鎖可変領域は、SEQ ID NO:１４のア
ミノ酸配列を含み、軽鎖可変領域は、SEQ ID NO:１８のアミノ酸配列を含む。
【００４４】
　一具体例において、この、ＥｐｈＢ４の細胞外ドメインに親抗体又は非ヒト抗体と同じ
かそれ以上の親和性で結合する脱免疫化抗体又は抗原結合性断片は、重鎖可変領域及び軽
鎖可変領域を含む。この脱免疫化抗体又は抗原結合性断片は、次の特性の一つ以上を有す
る：ａ）各可変領域は、完全に、一つ以上のヒト抗体に由来する；ｂ）各可変領域は、親
又は非ヒト抗体と比べて減少した数のＴ細胞エピトープを有する；そしてｃ）各可変領域
は、親又は非ヒト抗体と比べて減少した数のＢ細胞エピトープを有する。一具体例におい
て、各可変領域は、一つ以上のヒト抗体からのセグメントの複合物である。一具体例にお
いて、ヒト抗体セグメントは、２～３５アミノ酸長である。一具体例において、ヒト抗体
セグメントは、完全なＣＤＲ又は個別のフレームワーク領域を含まない。更なる具体例に
おいては、次の残基の一つ以上が重鎖可変領域内に存在する：５位のバリン、１２位のリ
ジン、４０位のアラニン、６６位のアルギニン、７５位のスレオニン、及び８３位のアル
ギニン（該位置は、Kabatの番号付けシステムによる）。更なる具体例においては、次の
残基の一つ以上が軽鎖可変領域内に存在する：４５位のリジン、７４位のスレオニン、及
び１００位のグルタミン（該位置は、Kabatの番号付けシステムによる）。
【００４５】
　更なる具体例において、この重鎖可変領域は、SEQ ID NO:２５を含むＣＤＲ１、SEQ ID
 NO:２６を含むＣＤＲ２、及びSEQ ID NO:２７を含むＣＤＲ３を含み；軽鎖可変領域は、
SEQ ID NO:２８を含むＣＤＲ１、SEQ ID NO:２９を含むＣＤＲ２、及びSEQ ID NO:３０を
含むＣＤＲ３を含む。更なる具体例において、この重鎖可変領域は、ａ）SEQ ID NO:１０
、SEQ ID NO:１１及びSEQ ID NO:１３のアミノ酸１～３０よりなる群から選択されるＦＲ
１、ｂ）SEQ ID NO:１０、及びSEQ ID NO:１３のアミノ酸３６～４９よりなる群から選択
されるＦＲ２；ｃ）SEQ ID NO:１０、SEQ ID NO:１１、SEQ ID NO:１２及びSEQ ID NO:１
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４のアミノ酸６７～９８よりなる群から選択されるＦＲ３、及びSEQ ID NO:１０のアミノ
酸１１３～１２３よりなるＦＲ４を含み；軽鎖可変領域は、ａ）SEQ ID NO:１５及びSEQ 
ID NO:１６のアミノ酸１～２３よりなる群から選択されるＦＲ１、ｂ）SEQ ID NO:１５及
びSEQ ID NO:１８のアミノ酸３５～４９よりなる群から選択されるＦＲ２；ｃ）SEQ ID N
O:１５及びSEQ ID NO:１７のアミノ酸５７～８８よりなる群から選択されるＦＲ３；及び
ｄ）SEQ ID NO:１５のアミノ酸９８～１０７よりなるＦＲ４を含む。
【００４６】
　他の具体例において、重鎖可変領域は、SEQ ID NO:１９を含むＣＤＲ１、SEQ ID NO:２
０を含むＣＤＲ２、及びSEQ ID NO:２１を含むＣＤＲ３を含み；軽鎖は、SEQ ID NO:２２
を含むＣＤＲ１、SEQ ID NO:２３を含むＣＤＲ２、及びSEQ ID NO:２４を含むＣＤＲ３を
含む。更なる具体例において、重鎖可変領域は、ａ）SEQ ID NO:１、SEQ ID NO:３及びSE
Q ID NO:４のアミノ酸１～３０よりなる群から選択されるＦＲ１、ｂ）SEQ ID NO:１、SE
Q ID NO:３及びSEQ ID NO:５のアミノ酸３６～４９よりなる群から選択されるＦＲ２；ｃ
）SEQ ID NO:１、SEQ ID NO:２、SEQ ID NO:３、SEQ ID NO:４及びSEQ ID NO:５のアミノ
酸６７～９８よりなる群から選択されるＦＲ３；及びｄ）SEQ ID NO:１のアミノ酸１１３
～１２３よりなるＦＲ４を含み；軽鎖可変領域は、ａ）SEQ ID NO:６のアミノ酸１～２３
よりなるＦＲ１、ｂ）SEQ ID NO:６、SEQ ID NO:７及びSEQ ID NO:９のアミノ酸３５～４
９よりなる群から選択されるＦＲ２；ｃ）SEQ ID NO:６、SEQ ID NO:７及びSEQ ID NO:８
のアミノ酸５７～８８よりなる群から選択されるＦＲ３；及びｄ）SEQ ID NO:６のアミノ
酸９８～１０７よりなるＦＲ４を含む。
【００４７】
　一具体例において、この、ＥｐｈＢ４の細胞外ドメインに結合する脱免疫化抗体又はそ
の抗原結合性断片は、ＡＴＣＣ寄託番号ＰＴＡ－６１４を有するハイブリドーマから得ら
れた＃１３１抗体よりも一層低免疫原性であって、ハイブリドーマから得られた抗体以上
の親和性で結合する。更なる具体例において、この脱免疫化抗体又は抗原結合性断片の重
鎖可変領域は、SEQ ID NO:２５を含むＣＤＲ１、SEQ ID NO:２６を含むＣＤＲ２、及びSE
Q ID NO:２７を含むＣＤＲ３を含み；軽鎖可変領域は、SEQ ID NO:２８を含むＣＤＲ１、
SEQ ID NO:２９を含むＣＤＲ２、及びSEQ ID NO:３０を含むＣＤＲ３を含む。更なる具体
例において、この重鎖可変領域は、ａ）SEQ ID NO:１０、SEQ ID NO:１１及びSEQ ID NO:
１３のアミノ酸１～３０よりなる群から選択されるＦＲ１、ｂ）SEQ ID NO:１０及びSEQ 
ID NO:１３のアミノ酸３６～４９よりなる群から選択されるＦＲ２；ｃ）SEQ ID NO:１０
、SEQ ID NO:１１、SEQ ID NO:１２及びSEQ ID NO:１４のアミノ酸６７～９８よりなる群
から選択されるＦＲ３；及びｄ）SEQ ID NO:１０のアミノ酸１１３～１２３よりなるＦＲ
４を含み；軽鎖可変領域は、ａ）SEQ ID NO:１５及びSEQ ID NO:１６のアミノ酸１～２３
よりなる群から選択されるＦＲ１、ｂ）SEQ ID NO:１５及びSEQ ID NO:１８のアミノ酸３
５～４９よりなる群から選択されるＦＲ２；ｃ）SEQ ID NO:１５及びSEQ ID NO:１７のア
ミノ酸５７～８８よりなる群から選択されるＦＲ３；及びｄ）SEQ ID NO:１５のアミノ酸
９８～１０７よりなるＦＲ４を含む。
【００４８】
　一具体例において、この、ＥｐｈＢ４の細胞外ドメインに結合する脱免疫化抗体又はそ
の抗原結合性断片は、ＡＴＣＣ寄託番号　　　を有するハイブリドーマから得られた＃４
７抗体よりも一層低免疫原性であって、ハイブリドーマから得られた抗体と同じかそれ以
上の親和性で結合する。更なる具体例において、この脱免疫化抗体又は抗原結合性断片の
重鎖可変領域は、SEQ ID NO:１９を含むＣＤＲ１、SEQ ID NO:２０を含むＣＤＲ２、及び
SEQ ID NO:２１を含むＣＤＲ３を含み；軽鎖は、SEQ ID NO:２２を含むＣＤＲ１、SEQ ID
 NO:２３を含むＣＤＲ２、及びSEQ ID NO:２４を含むＣＤＲ３を含む。更なる具体例にお
いて、重鎖可変領域は、ａ）SEQ ID NO:１、SEQ ID NO:３及びSEQ ID NO:４のアミノ酸１
～３０よりなる群から選択されるＦＲ１、ｂ）SEQ ID NO:１、SEQ ID NO:３及びSEQ ID N
O:５のアミノ酸３６～４９よりなる群から選択されるＦＲ２；ｃ）SEQ ID NO:１、SEQ ID
 NO:２、SEQ ID NO:３、SEQ ID NO:４及びSEQ ID NO:５のアミノ酸６７～９８よりなる群
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から選択されるＦＲ３；及びｄ）SEQ ID NO:１のアミノ酸１１３～１２３よりなるＦＲ４
を含み；軽鎖可変領域は、ａ）SEQ ID NO:６のアミノ酸１～２３よりなるＦＲ１、ｂ）SE
Q ID NO:６、SEQ ID NO:７及びSEQ ID NO:９のアミノ酸３５～４９よりなる群から選択さ
れるＦＲ２；ｃ）SEQ ID NO:６、SEQ ID NO:７及びSEQ ID NO:８のアミノ酸５７～８８よ
りなる群から選択されるＦＲ３；及びｄ）SEQ ID NO:６のアミノ酸９８～１０７よりなる
ＦＲ４を含む。
【００４９】
　一具体例において、この、ＥｐｈＢ４の細胞外ドメインに結合する脱免疫化抗体又は抗
原結合性断片は、次の少なくとも一つを含む重鎖可変領域を有する：５位のバリン、１２
位のリジン、４０位のアラニン、６６位のアルギニン、７５位のスレオニン、及び８３位
のアルギニン（該位置は、Kabatの番号付けシステムによる）。更なる具体例において、
この脱免疫化抗体又は抗原結合性断片は、次の少なくとも一つを含む軽鎖可変領域を有す
る：４５位のリジン、７４位のスレオニン、及び１００位のグルタミン（該位置は、Kaba
tの番号付けシステムによる）。
【００５０】
　一具体例において、患者における腫瘍の成長速度を減じる方法を提供する。更なる具体
例においては、この方法は、患者に、治療上有効な量の、ここに開示した脱免疫化抗体又
はその抗原結合性断片を投与することを含む。一具体例において、患者は、ヒト患者であ
る。一具体例において、腫瘍は、匹敵する組織の非癌性細胞よりも高レベルのＥｐｈＢ４
を発現する細胞を含む。
【００５１】
　一具体例において、この出願は、アポトーシスを促進し、それにより、癌を患っている
患者を治療する方法を提供する。更なる具体例において、この方法は、患者に、治療上有
効な量の、ここに開示した脱免疫化抗体又はその抗原結合性断片を投与することを含む。
一具体例において、この患者は、ヒト患者である。一具体例において、癌は、匹敵する組
織の非癌性細胞よりも高レベルのＥｐｈＢ４を発現する癌細胞を含む。この癌は、転移癌
であってよい。更なる具体例において、この癌は、大腸癌、乳癌、中皮腫、前立腺癌、扁
平上皮細胞癌、カポジ肉腫、卵巣癌、及び白血病よりなる群から選択される。一具体例に
おいて、この癌は、血管形成非依存性の癌であり、又は血管形成依存性の癌である。一具
体例において、この抗体又は抗原結合性断片は、一種以上の更なる抗癌性化学療法剤と同
時投与することができ、該化学療法剤は、抗体又は抗原結合性断片と相加的又は相乗的様
式で癌細胞を阻害する。
【００５２】
　ある具体例において、この開示は、癌を患っている患者を治療する方法であって、(ａ)
患者において、ＥｐｈＢ４及び／又はＥｐｈｒｉｎＢ２を発現する複数の癌細胞を有する
腫瘍を同定すること；及び(ｂ)その患者に、ＥｐｈＢ４タンパク質の細胞外ドメインに結
合する抗体又は抗原結合性断片を投与することを含む当該方法を提供する。
【００５３】
　一具体例において、患者における血管形成を阻害する方法を提供する。更なる具体例に
おいて、この方法は、該方法を必要とする患者に、有効量のここに開示した抗体を投与す
ることを含む。一具体例において、この患者は、ヒト患者である。更なる具体例において
、この患者は、黄斑変性を有すると診断される。
【００５４】
　一具体例において、一の方法は、細胞を、血管形成を阻害するのに充分な量の脱免疫化
抗体又は抗原結合性断片と接触させることを含むことができる。
【００５５】
　ある面において、この開示は、血管形成関連疾患を患っている患者を治療する方法であ
って、該患者に、ＥｐｈＢ４タンパク質の細胞外ドメインに結合する脱免疫化抗体又は抗
原結合性断片を投与することを含む当該方法を提供する。この抗体又は抗原結合性断片は
、製薬上許容しうるキャリアと配合することができる。血管形成関連疾患又は望ましくな
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い血管形成と関係する過程は、血管形成依存性の癌、良性腫瘍、炎症性疾患、慢性関節リ
ウマチ及び乾癬、眼の血管形成性疾患、オスラー－ウェーバー症候群、心筋の血管形成、
プラーク新血管新生、毛細血管拡張症、血友病関節、血管線維腫、傷の肉芽化、傷の治癒
、毛細血管拡張性乾癬性硬皮症、化膿性肉芽腫、冠動脈側枝、虚血性肢血管形成、ルベオ
ーシス、関節炎、糖尿病性新血管新生、骨折、脈管形成及び造血よりなる群から選択され
うる。抗体又は抗原結合性断片は、該抗体又は抗原結合性断片と相加的又は相乗的様式で
血管形成を阻害する少なくとも一種の更なる抗血管形成剤と同時投与することができる。
【００５６】
　これらの治療方法の更なる具体例において、脱免疫化抗体又はその抗原結合性断片は、
全身投与される。更なる具体例において、この脱免疫化抗体又はその抗原結合性断片は、
局所投与される。
【００５７】
　一具体例においては、ここに開示した脱免疫化抗体又はその抗原結合性断片を含む医薬
組成物を提供する。更なる具体例において、この組成物は又、任意の製薬上許容しうるキ
ャリア又は賦形剤をも含むことができる。
【００５８】
　一具体例において、ここに開示したこれらの抗体又はそれらの抗原結合性断片の、癌を
治療するための医薬の製造における利用を与える。更なる具体例において、この癌は、大
腸癌、乳癌、中皮腫、前立腺癌、扁平上皮細胞癌、カポジ肉腫、卵巣癌、及び白血病より
なる群から選択される。更なる具体例において、ここに開示したこの脱免疫化抗体又はそ
の抗原結合性断片の、血管形成を阻害するための医薬の製造における利用を与える。
【００５９】
　一具体例において、この脱免疫化抗体又は抗原結合性断片は、ＥｐｈＢ４の活性を阻害
することができる。抗体は、ＥｐｈｒｉｎＢ２とＥｐｈＢ４との間の相互作用を阻害する
ようにデザインすることができる。アンタゴニスト抗体は、一般に、Ｅｐｈ及び／又はＥ
ｐｈｒｉｎシグナリングに影響を及ぼすであろう。例えば、抗体は、ＥｐｈＢ４のクラス
ター化又はリン酸化を阻害することができる。一具体例において、この脱免疫化抗体又は
抗原結合性断片は又、ＥｐｈＢ４の活性を増大させうる。アゴニスト抗体は、例えば、Ｅ
ｐｈＢ４シグナリングをアップレギュレートすることができる。
【００６０】
　ある面において、この開示は、細胞におけるＥｐｈｒｉｎＢ２／ＥｐｈＢ４経路を介す
るシグナリングを阻害する方法を提供する。一の方法は、細胞を、有効量の、ＥｐｈＢ４
の細胞外ドメインに結合してＥｐｈＢ４の活性を阻害する抗体又は抗原結合性断片と接触
させることを含む。
【００６１】
　ある具体例において、この脱免疫化抗体又は抗原結合性断片は、ポリクローナル抗体、
モノクローナル抗体又は抗体断片、組換え抗体、ディアボディ、キメラ抗体又は抗体断片
、ヒト化抗体又は抗体断片、完全にヒトの抗体又は抗体断片、ＣＤＲグラフトされた抗体
又は抗体断片、一本鎖抗体、Ｆｖ、Ｆｄ、Ｆab、Ｆab'、又はＦ(ab')2及び合成の又は半
合成の抗体であってよい。
【００６２】
　ある具体例において、この脱免疫化抗体又は抗体断片は、ＥｐｈＢ４タンパク質の細胞
外ドメインに、少なくとも約１×１０-3Ｍの、少なくとも約１×１０-4Ｍの、少なくとも
約１×１０-5Ｍの、少なくとも約１×１０-6Ｍの、少なくとも約１×１０-7Ｍの、少なく
とも約１×１０-8Ｍの、少なくとも約１×１０-9Ｍの、少なくとも約１×１０-10Ｍの、
少なくとも約１×１０-11Ｍの、又は少なくとも約１×１０-12Ｍの解離定数(ＫD)で結合
する。
【００６３】
　ある面において、ここに開示したこの脱免疫化抗体又は抗体断片は、更なる官能性部分
例えば標識又は望ましい薬物速度論的特性を与える部分と共有結合(或は、安定に会合)す
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ることができる。典型的な標識は、蛍光検出法、陽電子放射断層撮影検出法及び核磁気共
鳴検出法よりなる群から選択される方法による検出に適したものを含む。標識は、例えば
、蛍光標識、放射性標識、及び特有の核磁気共鳴的特徴を有する標識よりなる群から選択
することができる。ポリエチレングリコール(ＰＥＧ)成分などの成分を、抗体又はその抗
原結合性部分に付けて血清半減期を増大させることができる。
　ある具体例において、この脱免疫化抗体又は抗体断片は、変化した定常領域を含み、そ
の場合、該抗体又は抗原結合性断片は、天然のままの定常領域を有する抗ＥｐｈＢ４抗体
と比較して減少したエフェクター機能を示す。ある具体例において、減少したエフェクタ
ー機能は、次の群の一つ以上の特性を含む：天然定常領域を有する抗ＥｐｈＢ４抗体と比
較して、減少した抗体依存性Ｔ細胞媒介による細胞障害性(ＡＤＣＣ)、及び減少した補体
依存性の細胞障害性(ＣＤＣ)。
【００６４】
　ある具体例において、この脱免疫化抗体又はその抗原結合性断片は、変化した定常領域
を含み、この場合、該抗体又は抗原結合性断片は、天然のままの定常領域を有する抗Ｅｐ
ｈＢ４抗体と比較して、増大したエフェクター機能を示す。ある具体例において、増大し
たエフェクター機能は、次の群の少なくとも一つの特性を含む：天然定常領域を有する抗
ＥｐｈＢ４抗体と比較して、増大した抗体依存性Ｔ細胞媒介による細胞障害性(ＡＤＣＣ)
及び増大した補体依存性の細胞障害性(ＣＤＣ)。
【００６５】
　ある具体例において、この脱免疫化抗体又はその抗原結合性断片は、抗癌活性を有する
。ある具体例において、この抗癌活性は、腫瘍の成長の阻害、癌細胞の増殖の阻害、癌細
胞の移動の阻害、癌細胞の転移の阻害、血管形成の阻害、又は腫瘍細胞死を引き起こすこ
とであってよい。
【００６６】
　一具体例において、この出願は、この出願の抗体を含む、前立腺癌を検出するための診
断用組成物を提供する。
【００６７】
　一具体例において、この開示は、ＥｐｈＢ４の細胞外部分に位置するエピトープに結合
する脱免疫化抗体又はその抗原結合性断片を提供する。この脱免疫化抗体又はその抗原結
合性断片は、図１のＥｐｈＢ４配列のアミノ酸１６～１９８内に位置するエピトープに結
合することができる。例えば、このエピトープは、ＥｐｈｒｉｎＢ２に結合するＥｐｈＢ
４の球状ドメイン(図１のアミノ酸２９～１９７)内に位置しうる。この脱免疫化抗体又は
その抗原結合性断片は、ＥｐｈＢ４の、ＥｐｈｒｉｎＢ２の細胞外部分への結合を阻害す
ることができる。この脱免疫化抗体又はその抗原結合性断片は、図１のＥｐｈＢ４配列の
アミノ酸３２７～４２７又は４２８～５３７内に位置するエピトープに結合することがで
きる。例えば、この脱免疫化抗体又はその抗原結合性断片は、ＥｐｈＢ４の第一のフィブ
ロネクチン様ドメイン(図１のアミノ酸３２４～４２９)又は第二のフィブロネクチン様ド
メイン(図１のアミノ酸４３４～５２６)に結合することができる。
【００６８】
　他の具体例において、この抗体又は抗原結合性断片は、ヒトへの投与のために、臨床的
に許容しうるものである。
【００６９】
　他の具体例において、ここに開示したこの脱免疫化抗体又はその抗原結合性断片をコー
ドするヌクレオチド配列を含むポリヌクレオチドを提供する。他の具体例においては、ス
トリンジェントな条件下で、ここに開示したこの脱免疫化抗体又はその抗原結合性断片を
コードするポリヌクレオチドとハイブリダイズするポリヌクレオチドを提供する。
【００７０】
　他の具体例において、ここに開示したこの脱免疫化抗体又はその抗原結合性断片をコー
ドする少なくとも一つのヌクレオチド配列を含むベクターを提供する。
【００７１】
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　他の具体例において、ここに開示したこの脱免疫化抗体又はその抗原結合性断片を発現
するベクターを含む単離された細胞を提供する。
【００７２】
　この出願は、前述の面及び具体例の任意の組合せを企図している。
【図面の簡単な説明】
【００７３】
【図１】ＥｐｈＢ４の前駆体タンパク質のアミノ酸配列を示す図である。(Genbank受入れ
番号 ＮＰ＿００４４３５及びSEQ ID NO:５３)
【図２Ａ】親のマウスモノクローナル抗体と脱免疫化変異体の可変領域を比較するアミノ
酸のアラインメントを示した図である。図２Ａは、マウスモノクローナル抗体＃４７の重
鎖可変領域(SEQ ID NO:４９)を５つの脱免疫化変異体と並べて描いた図である。
【図２Ｂ】親のマウスモノクローナル抗体と脱免疫化変異体の可変領域を比較するアミノ
酸のアラインメントを示した図である。図２Ｂは、＃４７の軽鎖可変領域(SEQ ID NO:５
０)を４つの脱免疫化変異体と並べて描いた図である。
【図２Ｃ】親のマウスモノクローナル抗体と脱免疫化変異体の可変領域を比較するアミノ
酸のアラインメントを示した図である。図２Ｃは、マウスモノクローナル抗体＃１３１の
重鎖可変領域(SEQ ID NO:５１)を５つの脱免疫化変異体と並べて描いた図である。
【図２Ｄ】親のマウスモノクローナル抗体及と脱免疫化変異体の可変領域を比較するアミ
ノ酸のアラインメントを示した図である。図２Ｄは、＃１３１の軽鎖可変領域(SEQ ID NO
:５２)を４つの脱免疫化変異体と並べて描いた図である。陰影をつけた残基は、親のマウ
スモノクローナル抗体と異なるアミノ酸を示している。
【図３Ａ】キメラの＃４７抗体の結合を４つの脱免疫化した＃４７の変異型抗体と比較す
る、細胞外ＥｐｈＢ４サンドイッチＥＬＩＳＡの結果を描いた図である。数字は、可変領
域の配列を示している。例えば「３／７」は、SEQ ID NO:３の重鎖可変領域とSEQ ID NO:
７の軽鎖可変領域を有する抗体を示している。
【図３Ｂ】ＥＬＩＳＡにおいて５０％結合に達したときの各抗体の濃度を示した図である
。
【図４Ａ】キメラの＃１３１抗体の結合を４つの脱免疫化した＃１３１の変異型抗体と比
較する、細胞外ＥｐｈＢ４サンドイッチＥＬＩＳＡの結果を描いた図である。
【図４Ｂ】ＥＬＩＳＡにおいて５０％結合に達したときの各抗体の濃度を示した図である
。
【図５】１０ｍｇ／ｍｌの抗体で処理したＨＴ２９細胞からの溶解物を載せたＳＤＳゲル
のウエスタンブロットを示した図である(レーン１：抗体処理なし、レーン２：マウスモ
ノクローナル抗体＃１３１、レーン３：キメラの＃１３１、レーン４：典型的な脱免疫化
した＃１３１抗体、レーン５：マウスモノクローナル抗体＃４７、レーン６：キメラの＃
４７、レーン７：典型的な脱免疫化した＃４７抗体、レーン８：ＫＤａで示した分子量マ
ーカー)。
【図６Ａ】イン・ビボでの扁平上皮細胞癌の異種移植片アッセイの結果を描いた図である
。腫瘍の体積をＹ軸上にｍｍ3で表示し、Ｘ軸は、治療開始後の日数に対応している。マ
ウスモノクローナル抗体＃４７での処理を、典型的な脱免疫化抗体及び対照処理と比較し
ている。
【図６Ｂ】イン・ビボでの扁平上皮細胞癌の異種移植片アッセイの結果を描いた図である
。腫瘍の体積をＹ軸上にｍｍ3で表示し、Ｘ軸は、治療開始後の日数に対応している。マ
ウスモノクローナル抗体＃１３１での処理を、典型的な脱免疫化抗体及び対照処理と比較
している。
【発明を実施するための形態】
【００７４】
１．定義
　「患者」は、脊椎動物例えば哺乳動物、又はヒトを指す。本願の抗体及び抗原結合性断
片は、主としてヒト患者の治療に関係するが、それらは又、他の哺乳動物患者例えばイヌ
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及びネコの治療のために、獣医学的目的のためにも用いることができる。
【００７５】
　ここで用いる場合、用語「抗体」(免疫グロブリン)は、モノクローナル抗体(完全長モ
ノクローナル抗体を含む)、ポリクローナル抗体、少なくとも２つの完全な抗体から形成
される複特異性抗体(例えば、二特異性抗体)、ヒト抗体、ヒト化抗体、ラクダ化(camelis
ed)抗体、キメラ抗体、一本鎖Ｆｖ(ｓｃＦｖ)、一本鎖抗体、単一ドメイン抗体、ドメイ
ン抗体、Ｆab断片、Ｆ(ab')2断片、所望の生物学的活性を示す抗体断片、ジスルフィド結
合されたＦｖ(ｓｄＦｖ)、細胞内抗体(intrabody)、及び上記の何れかのエピトープ結合
性断片又は抗原結合性断片を包含するが、それらに限られない。抗体は、免疫グロブリン
分子及びその免疫学的に活性な断片即ち抗原結合部位を含む分子を含む。免疫グロブリン
分子は、何れの型(例えば、ＩｇＧ、ＩｇＥ、ＩｇＭ、ＩｇＤ、ＩｇＡ及びＩｇＹ)、クラ
ス(例えば、ＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、ＩｇＧ４、ＩｇＡ１及びＩｇＡ２)又はサブ
クラスであってもよい。
【００７６】
　用語「抗原結合性断片」は、抗原への結合を保持している抗体の任意の部分を指す。抗
体の典型的な抗原結合性断片は、重鎖及び／又は軽鎖ＣＤＲであり、又は重鎖及び／又は
軽鎖可変領域である。
【００７７】
　用語「免疫原性」は、抗体又は抗原結合性断片の、レシピエントに投与されたときに免
疫応答(液性又は細胞性)を誘出する能力を指し、例えば、ＨＡＭＡ応答を含む。ＨＡＭＡ
応答は、患者のＴ細胞が投与された抗体に対して免疫応答を起こす場合に開始される。こ
れらのＴ細胞は、次いで、Ｂ細胞を動員して、特異的な「抗－抗体」抗体を生成する。
【００７８】
　用語「Ｔ細胞エピトープ」は、適度な効率でＭＨＣクラスＩＩ分子に結合するか又はＴ
細胞を、ＭＨＣクラスＩＩにおける提示により刺激することのできる特異的ペプチド配列
を指す。
【００７９】
　用語「Ｂ細胞エピトープ」は、Ｂ細胞により認識されるペプチド配列を指す。一般に、
これらの配列は、溶媒接触可能である。
【００８０】
　用語脱免疫化は、化合物の所定の種に対する免疫原性を減じる工程である。脱免疫化抗
体は、所定の種において、対応する親又は非ヒト抗体よりも一層低い免疫原性を有する抗
体である。
【００８１】
　ここで用いる場合、用語Ｅｐｈｒｉｎ及びＥｐｈは、それぞれ、リガンド及びレセプタ
ーを指すために用いられる。それらは、様々な何れの動物(例えば、哺乳動物／非哺乳動
物、脊椎動物／無脊椎動物、ヒトを含む)に由来するものでってもよい。この領域におけ
る命名法は、急速に変化し、ここで用いられる術語は、Eph Nomenclature Committeeによ
る仕事の結果として提案されたものであり、これは、world wide web 上で、以前に用い
られていた名称と共に、eph-nomenclature.comにてアクセスすることができる。
【００８２】
ＩＩ．概観
　Ｅｐｈファミリーレセプターは、Ｅｐｈ(赤血球タンパク質を産生するヒト肝細胞癌細
胞株における発現につき命名されたレセプター)と関係するレセプタータンパク質－チロ
シンキナーゼのファミリーである。それらは、それらの細胞外ドメインの配列の関係及び
それらの、Ｅｐｈｒｉｎ－Ａタンパク質又はＥｐｈｒｉｎ－Ｂタンパク質に優先的に結合
する能力に基いて、２つのサブグループに分割される。Ｅｐｈｒｉｎ－Ａタンパク質と優
先的に相互作用するレセプターは、ＥｐｈＡレセプターであり、Ｅｐｈｒｉｎ－Ｂタンパ
ク質と優先的に相互作用するものがＥｐｈＢレセプターである。
【００８３】
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　Ｅｐｈレセプターは、リガンド結合用球状ドメイン、システインリッチ領域及びその後
ろの一対のフィブロネクチンＩＩＩ型反復よりなる細胞外ドメインを有している。細胞質
ドメインは、２つの保存されたチロシン残基を含む膜近位領域；タンパク質チロシンキナ
ーゼドメイン；不稔性α－モチーフ(ＳＡＭ)及びＰＤＺドメイン結合性モチーフよりなる
。ＥｐｈＢ４は、膜結合したリガンドＥｐｈｒｉｎＢ２に特異的である(Sakano,S.等、19
96;Brambilla,R.等、1995)。ＥｐｈｒｉｎＢ２は、膜貫通ドメイン及び５つの保存された
チロシン残基を有する細胞質領域及びＰＤＺドメインを有するＥｐｈリガンドのクラスに
属する。Ｅｐｈレセプターは、クラスター化し、膜結合したｅｐｈｒｉｎの結合により活
性化され(Ｄａｖｉｓ,Ｓ等、1994)、これは、これらのレセプターを発現する細胞とこれ
らのリガンドを発現する細胞との間での接触がＥｐｈ活性化に必要とされることを示して
いる。
【００８４】
　リガンドの結合に際して、Ｅｐｈレセプターは、二量体化して、膜近位チロシン残基を
自己リン酸化して、完全な活性化を得る(Kalo等、1999,Binns KS、2000)。Ｅｐｈレセプ
ターを介する順方向シグナリングに加えて、逆方向シグナリングが、ｅｐｈｒｉｎＢを介
して起こりうる。ｅｐｈｒｉｎのＥｐｈ嵌入は、保存された細胞内チロシンの迅速なリン
酸化(Bruckner K、1997)及び幾らか遅いＰＤＺ結合性タンパク質の動員(Palmer A 2002)
を生じる。
【００８５】
　ＥｐｈＢ４前駆体タンパク質を図１に示す。図１のＥｐｈＢ４配列のアミノ酸１６～１
９８は、ＥｐｈｒｉｎＢ２に結合するＥｐｈＢ４の球状ドメイン(ＧＤ)に対応する。アミ
ノ酸２３９～３２１は、システインリッチなドメインに対応し、アミノ酸３２４～４２９
及び４３４～５２６は、ＥｐｈＢ４の第一のフィブロネクチン様ドメイン(ＦＮＤ１)及び
第二のフィブロネクチン様ドメイン(ＦＮＤ２)にそれぞれ対応する。
【００８６】
　幾つかの研究は、Ｅｐｈ／ｅｐｈｒｉｎの高発現が、腫瘍成長、腫瘍原性、及び転移の
増大した潜在能力と関連しうることを示した(Easty DJ、1999; Kiyokawa E、1994; Tang 
XX、1999; Vogt T、1998; Liu W、2002; Stephenson SA、2001; Steube KG 1999; Bercla
z G、1996)。米国出願１０／９４９，７２０号は、ＥｐｈＢ４抗体がアポトーシスを引き
起こし、血管形成を減じ、そして頭頸部癌異種移植片における腫瘍成長を阻害することを
示している。
【００８７】
　この開示は、癌並びに血管形成関連疾患及び望ましくない血管形成と関係する過程を治
療するために利用することのできる脱免疫化抗体及び抗原結合性断片を提供する。
【００８８】
　脱免疫化抗体及び抗原結合性断片は、ＥｐｈＢ４機能をイン・ビトロ及びイン・ビボで
阻害するために利用することができる。この開示は、ＥｐｈＢ４とＥｐｈＢ２の相互作用
を阻害することなどによってレセプターアンタゴニストとして作用する抗体を提供する。
この開示は又、アゴニストとして作用してＥｐｈＢ４キナーゼ活性(典型的には、Ｅｐｈ
Ｂ４リン酸化状態を評価することにより評価する)を活性化する抗体及びそれらの抗原結
合性部分をも提供する。驚くべきことに、かかる抗体は又、ＥｐｈＢ４機能を、細胞ベー
スの及びイン・ビボでのアッセイにおいても阻害する。従って、かかる抗体及び抗原結合
性断片は、ＥｐｈＢ４機能をイン・ビトロ及びイン・ビボで阻害するために、及び癌又は
望ましくない血管形成と関連する病気を治療するために利用することができる。如何なる
特定の機構に限定されることも望まないが、ＥｐｈＢ４キナーゼ活性を刺激する抗体が、
ＥｐｈＢ４の膜からの除去にも影響を与え、それ故、全体的なＥｐｈＢ４レベルが低下す
るということは予想される。
【００８９】
ＩＩＩ．抗体
　抗体は、脊椎動物において、Ｂ細胞として知られるリンパ球により、抗原による刺激に
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応答して生成されるタンパク質である。抗体(又は、免疫グロブリン(Ｉｇ))分子の基本構
造単位は、集まって、大文字の「Ｙ」の形状になる、４つのポリペプチド鎖よりなる。こ
れらの４つの鎖の２つは、同じ軽(Ｌ)鎖であり、２つは、同じ重(Ｈ)鎖である。５つの異
なる種類(イソ型)の重鎖があり、これらは、抗体を５つのクラス、即ち、ＩｇＡ、ＩｇＤ
、ＩｇＥ、ＩｇＧ及びＩｇＭに分割する。更に、カッパー及びラムダと指名される軽鎖の
２つの異なるイソ型がある。重鎖の各クラスは、軽鎖の何れかと組み合わせることができ
る。これらの重鎖及び軽鎖は、各々、抗原結合に関与する可変領域(それぞれ、ＶＨ及び
ＶＬ)及び定常(Ｃ)領域を含む。抗原結合部位は、６つの超可変領域(又は、相補性決定領
域(ＣＤＲ))よりなる。重鎖からの３つのＣＤＲと軽鎖からの３つのＣＤＲは、それぞれ
、各鎖上で、フレームワーク領域(ＦＲ１、ＦＲ２、ＦＲ３及びＦＲ４)と呼ばれる比較的
保存された逆平行ベータシート間に位置している。慣習により、ＶＨ及びＶＬ鎖のコンポ
ーネント部分の位置を示すために番号付けシステムが利用されてきた。Kabatの定義は、
配列変動性に基き、Chothiaの定義は、構造的ループ領域の位置に基いている。
【００９０】
　ある面において、本願は、ＥｐｈＢ４に対する脱免疫化抗体及び抗原結合性断片を提供
する。幾つかの具体例において、この脱免疫化抗体又は抗原結合性断片は、ＥｐｈＢ４の
細胞外ドメインに結合する。抗体が、Ｆab、Ｆｖ、ｓｃＦｖ、Ｆab'及びＦ(ab')2、モノ
クローナル及びポリクローナル抗体、操作された抗体(キメラ抗体、一本鎖抗体、ＣＤＲ
グラフトされた抗体、ヒト化抗体、完全にヒトの抗体、及び人為的に選択した抗体を含む
)、及び合成の又は半合成の抗体(ファージディスプレー又は別の技術を利用して産生)で
あってよいということは理解される。
【００９１】
　この出願の一具体例において、これらの抗体断片は、切り詰められた鎖(カルボキシル
末端を切り詰められたもの)である。ある具体例において、これらの切り詰められた鎖は
、一以上の免疫グロブリン活性(例えば、補体結合活性)を有する。切り詰められた鎖の例
は、Ｆab断片(ＶＬ、ＶＨ、ＣＬ及びＣＨ１ドメインよりなる)；Ｆｄ断片(ＶＨ及びＣＨ
１ドメインよりなる)；Ｆｖ断片(抗体の一本鎖のＶＬ及びＶＨドメインよりなる)；ｄａ
ｂ断片(ＶＨドメインよりなる)；単離されたＣＤＲ領域；(Ｆab')2断片、二価断片(ヒン
ジ領域でジスルフィド橋により結合された２つのＦab断片を含む)を含むが、これらに限
られない。これらの切り詰められた鎖は、慣用の生化学的技術例えば酵素開裂、又は組換
えＤＮＡ技術(これらの各々は、当分野で公知)により製造することができる。これらのポ
リペプチド断片は、当分野で周知の方法によって、完全な抗体のタンパク質分解による開
裂により、又は終止コドンを、位置指定突然変異誘発を利用してベクター中の所望の位置
例えばＦab断片を産生するためにＣＨ１の後に又は(Ｆab')2断片を産生するためにヒンジ
領域の後に挿入することにより製造することができる。一本鎖抗体は、ＶＬ及びＶＨをコ
ードする領域を、ＶＬ及びＶＨタンパク質断片を繋ぐペプチドリンカーをコードするＤＮ
Ａと結合させることにより製造することができる。
【００９２】
　この出願は又、抗ＥｐｈＢ４抗体の断片をも提供し、それらは、完全な抗体の一部分例
えば完全な抗体の抗原結合性領域又は可変領域を含むことができる。抗体断片の例には、
Ｆab、Ｆab'、Ｆ(ab')2及びＦｖ断片；ディアボディ；リニア抗体(Zapata等、Protein En
g. 1995; 8(10): 1057-1062)；一本鎖抗体分子；及び複特異性抗体(抗体断片から形成さ
れる)が含まれる。
【００９３】
　抗体のパパイン消化は、各々単一の抗原結合部位を有する「Ｆab」と呼ばれる二つの同
じ抗原結合性断片、及び残りの「Ｆｃ」断片(この名前は、容易に結晶化(crystallize)す
る能力を反映している)を生成する。抗体のペプシン処理は、Ｆ(ab')2断片を産出し、こ
れは、２つの抗原結合部位を有し、依然、抗原を架橋することができる。
　「Ｆｖ」は、通常、完全な抗原認識部位と抗原結合部位を含む最小抗体断片を指す。こ
の領域は、堅く非共有結合した一の重鎖可変領域と一の軽鎖可変領域の二量体よりなる。
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各可変領域の３つの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規定
するのは、この配置においてである。集合的に、これらのＣＤＲは、抗原結合特異性を抗
体に与える。しかしながら、たとえ単一可変領域(又は、抗原に特異的な３つのＣＤＲを
含むＦｖの半分)が抗原を認識して結合する能力を有しても、完全な結合部位よりも低い
親和性であることはありそうなことである。
【００９４】
　従って、ある具体例において、この出願に開示された抗体は、ＥｐｈＢ４の細胞外ドメ
インを認識する１、２、３、４、５、６個以上のＣＤＲを含むことができる。
【００９５】
　このＦab 断片は又、軽鎖の定常ドメイン及び重鎖の第一の定常ドメイン(ＣＨ１)をも
含む。Ｆab'断片は、Ｆab 断片と、抗体ヒンジ領域からの少なくとも一のシステインを含
む重鎖ＣＨ１ドメインのカルボキシ末端における幾つかの残基の追加だけ異なっている。
Ｆab'－ＳＨは、ここでは、定常ドメインのシステイン残基が遊離のチオール基を有する
Ｆab'の指示である。Ｆ(ab')2抗体断片は、元々、ヒンジシステインを有するＦab'断片の
対として生成された。抗体断片の他の化学カップリングも又、知られている。「一本鎖Ｆ
ｖ」即ち「ｓｃＦｖ」抗体断片は、抗体のＶH及びＶLドメインを含み、これらのドメイン
は、単一ポリペプチド鎖内に存在する。ある具体例において、Ｆｖポリペプチドは、更に
、ポリペプチドリンカーをＶH及びＶLドメイン間に含み、これは、ｓｃＦｖが抗原結合の
ための所望の構造を形成することを可能にする。ｓｃＦｖの総説としては、Pluckthun(Th
e Pharmacology of Monoclonal Antiodies,vol.113,Rosenburg及びMoore編(Springer-Ver
lag: New York, 1994), p.269-315)を参照されたい。
【００９６】
　ＳＭＩＰは、標的結合領域及びエフェクタードメイン(ＣＨ２及びＣＨ３ドメイン)含む
ように操作された一本鎖ペプチドの一つのクラスである。例えば、米国特許出願公開第２
００５／０２３８６４６号を参照されたい。この標的結合領域は、抗体(例えば、この出
願の抗ＥｐｈＢ４抗体)の可変領域又はＣＤＲに由来しうる。或は、この標的結合領域は
、ＥｐｈＢ４に結合するタンパク質に由来する。
【００９７】
　用語「ディアボディ」は、２つの抗原結合部位を有する小さい抗体断片を指し、これら
の断片は、同じポリペプチド鎖(ＶH－ＶL)内の軽鎖可変領域(ＶL)に繋がれた重鎖可変領
域(ＶH)を含む。同じ鎖上の２つのドメイン間での対合を与えるには短すぎるリンカーを
利用することにより、これらのドメインは、他の鎖の相補的ドメインと対合することを強
制されて２つの抗原結合部位が造られる。ディアボディは、例えば、ＥＰ４０４，０９７
；ＷＯ９３／１１１６１；及びHollinger等、Proc.Natl.Acad.Sci.USA, 90:6444-6448(19
93)に一層完全に記載されている。
【００９８】
　Ｆｃ領域を有する抗体の分子(又は病原体)への結合は、その分子(又は病原体)の処理又
は除去を助成するということは周知である。これらの抗体のＦｃ部分は、免疫エフェクタ
ー細胞により発現される特殊化されたレセプターにより認識される。これらのＩｇＧ１及
びＩｇＧ３抗体のＦｃ部分は、食細胞例えばマクロファージ及び好中球の表面に存在する
Ｆｃレセプターによって認識され、それにより、これらの細胞は、これらのイソ型の抗体
で被覆された分子又は病原体に結合して飲み込むことができる(Janeway等、Immunobiolog
y 第５版、１４７頁、Garland Publishing (New York、2001))。
【００９９】
　本願の抗ＥｐｈＢ４抗体は、ＩｇＭ、ＩｇＧ、ＩｇＤ、ＩｇＡ及びＩｇＥを含むすべて
の型の定常領域を有する抗体を含む(ＩｇＧ１、ＩｇＧ２ａ、ＩｇＧ２ｂ、ＩｇＧ３、Ｉ
ｇＧ４を含む)。これらの抗体の軽鎖は、カッパー軽鎖又はラムダ軽鎖であってよい。
【０１００】
　ある具体例において、一本鎖抗体、及びキメラの、ヒト化又は霊長類化した(ＣＤＲグ
ラフト)抗体並びにキメラの又はＣＤＲグラフトした一本鎖抗体(種々の種に由来する部分
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を含む)も又、抗体の抗原結合性断片として本開示に含まれる。これらの抗体の様々な部
分を、慣用の技術によって、化学的に一緒に繋ぐことができ、又は遺伝子工学技術を利用
して連続的タンパク質として製造することができる。例えば、キメラの又はヒト化された
鎖をコードする核酸を発現させて連続的タンパク質を生成することができる。例えば、米
国特許第４，８１６，５６７号及び６，３３１，４１５号；米国特許第４，８１６，３９
７号；欧州特許第０，１２０，６９４号；ＷＯ８６／０１５３３；欧州特許第０，１９４
，２７６Ｂ１；米国特許第５，２２５，５３９号；及び欧州特許第０，２３９，４００Ｂ
１号を参照されたい。Newman等、BioTechnology、10: 1455-1460(1992)(霊長類化抗体に
関する)も参照されたい。例えば、Ladner等、米国特許第４，９４６，７７８号；及びBir
d等、Science、242: 423-426(1988)(一本鎖抗体に関する)を参照されたい。
【０１０１】
　ある面において、本願は、ＥｐｈＢ４又はＥｐｈＢ４の一部分に対する結合特性を有す
る抗体及び抗原結合性断片を提供する。幾つかの面において、これらの抗体及び抗原結合
性断片は、ＥｐｈＢ４の特異的ドメインの少なくとも一つに結合する。例えば、抗体又は
抗原結合性断片は、ＥｐｈＢ４の少なくとも一つの細胞外ドメイン(例えば、球状ドメイ
ン、システインリッチドメイン、及び第一のフィブロネクチン３型ドメイン、及び第二の
フィブロネクチン３型ドメイン)に結合する。幾つかの面において、これらの免疫グロブ
リンは、ＥｐｈＢ４に、少なくとも約１×１０-6、１×１０-7、１×１０-8、１×１０-9

Ｍ以下の解離定数(ＫD)で結合することができる。ある具体例において、ここに開示した
抗体及び抗原結合性断片は、ＥｐｈＢ４に特異的であり、最小抗体は、Ｅｐｈ又はＥｐｈ
ｒｉｎファミリーの他のメンバーに結合する。
【０１０２】
　ある具体例において、本願は、ＥｐｈＢ４アンタゴニスト抗体を提供する。ここに記載
のように、用語「アンタゴニスト抗体」は、ＥｐｈＢ４の少なくとも一つの機能例えば結
合活性(例えば、リガンド結合)及びシグナリング活性(例えば、ＥｐｈＢ４のクラスター
化又はリン酸化、細胞応答の刺激、例えば細胞移動又は細胞増殖の刺激)を阻害すること
のできる抗体を指す。例えば、アンタゴニスト抗体は、ＥｐｈＢ４レセプターの天然のリ
ガンド(例えば、ＥｐｈｒｉｎＢ２又はその断片)との相互作用を阻害する(減じ又は防止
する)ことができる。幾つかの具体例において、ＥｐｈＢ４に向けられたアンタゴニスト
抗体は、内皮細胞の移動、細胞増殖、血管形成、及び／又は腫瘍成長を含むＥｐｈＢ４に
より媒介される機能を阻害することができる。ある具体例において、このアンタゴニスト
抗体は、ＥｐｈＢ４の細胞外ドメインに結合する。
【０１０３】
　他の具体例において、抗体又は抗原結合性断片は、ＥｐｈＢ４アゴニストである。幾つ
かの具体例において、抗体又は抗原結合性断片は、ＥｐｈＢ４キナーゼ活性を、たとえＥ
ｐｈｒｉｎＢ２と無関係にでも、活性化し又は増進する。幾つかの例において、かかる抗
体は、ＥｐｈＢ４を刺激するために利用することができる。しかしながら、出願人は、殆
どの細胞ベースのアッセイ及びイン・ビボアッセイにおいて、かかる抗体は、驚いたこと
に、アンタゴニスト抗体のように振舞うことに着目した。かかる抗体は、フィブロネクチ
ンＩＩＩ型ドメインに、特に図１のアミノ酸３２７～４２７の領域に結合することが明ら
かになった。幾つかの具体例において、ＥｐｈＢ４のフィブロネクチンＩＩＩ型ドメイン
に結合する抗体又は抗原結合性断片は、内皮細胞移動、細胞増殖、血管形成及び／又は腫
瘍成長を含むＥｐｈＢ４により媒介される機能を阻害することができる。
【０１０４】
　ある具体例において、一本鎖抗体、及びキメラ抗体、ヒト化抗体又は霊長類化(ＣＤＲ
グラフト)抗体ならびにキメラの又はＣＤＲグラフトされた一本鎖抗体(種々の種に由来す
る部分を含む)も又、この開示に、抗体の抗原結合性部分として含まれる。
【０１０５】
　加えて、キメラの、ヒト化された、霊長類化された又は一本鎖の抗体を含む抗体の、抗
原結合性断片も又生成される。本発明の抗体の抗原結合性断片は、それらが由来した完全
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長の抗体の少なくとも一の結合機能及び／又は変調機能を保持している。ある抗原結合性
断片は、ＥｐｈＢ４の少なくとも一つの特徴的機能例えば結合活性、シグナリング活性及
び／又は細胞応答の刺激を阻害する能力を保持している。例えば、一具体例において、Ｅ
ｐｈＢ４抗体の抗原結合性断片は、ＥｐｈＢ４の、一つ以上のそのリガンド(例えば、Ｅ
ｐｈｒｉｎＢ２)との相互作用を阻害し及び／又は少なくとも一のレセプター媒介による
機能例えば細胞移動、細胞増殖、血管形成及び／又は腫瘍成長を阻害することができる。
【０１０６】
　一面において、この脱免疫化抗体又は抗原結合性断片は、マウス抗体である。一面にお
いて、重鎖及び軽鎖の可変領域は、各々、２～２０アミノ酸置換を含む。一面において、
これらの置換は、少なくとも一のマウスアミノ酸の少なくとも一の対応するヒトアミノ酸
による置き換えを含む。一面において、ヒトアミノ酸は、マウス可変領域と相同であるヒ
トの生殖系列遺伝子の同定に基いて選択される。一面において、相同性のヒト生殖系列遺
伝子は、マウス可変領域の４つのフレームワーク領域の各々につき、独立に同定される。
【０１０７】
　用語「ヒト化抗体及び抗原結合性断片」は、ここで用いる場合、異なった起源の抗体の
複数の部分でありその少なくとも一部分はヒト起源であるものを含む、抗体又は抗原結合
性断片を指す。従って、一具体例は、ＥｐｈＢ４(例えば、ヒトのＥｐｈＢ４)に対する結
合特性を有する脱免疫化抗体を指し、該抗体は、非ヒト(例えば、ゲッ歯類)起源の抗原結
合性領域及びヒト起源の抗体の少なくとも一部分(例えば、ヒトのフレームワーク領域、
ヒトの定常領域又はこれらの部分)を含む。例えば、この脱免疫化抗体は、必要な特異性
を有する非ヒト(例えば、マウス)起源の抗体に由来する部分及びヒト起源の抗体配列に由
来する部分を含むことができ(例えば、キメラ抗体)、慣用の技術によって化学的に一緒に
繋がれ(例えば、合成)又は遺伝子工学技術を利用して連続したポリペプチドとして製造さ
れる(例えば、キメラ抗体のタンパク質部分をコードするＤＮＡを発現させて連続的なポ
リペプチド鎖を生成することができる)。
【０１０８】
　ある具体例において、これらのフレームワーク領域は、最も近いヒトの生殖系列のフレ
ームワーク領域に由来する。ある具体例においては、この抗体又は抗原結合性断片は、最
も近いヒトの生殖系列遺伝子に由来するＦＲ１、ＦＲ２、ＦＲ３及びＦＲ４領域を含む。
ある具体例において、各フレームワーク領域は、独立に、特定のフレームワーク領域に最
も近いヒト生殖系列遺伝子から選択される。ある具体例において、フレームワーク領域内
で抗原結合親和性に影響を与える残基が、非ヒト抗体又は親抗体由来の対応する残基に取
って代わる。
【０１０９】
　一面において、脱免疫化抗体又は抗原結合性断片は、非ヒト起源のＣＤＲ(例えば、非
ヒト起源の抗体に由来する少なくとも一つのＣＤＲ)及びヒト起源例えば生殖系列抗体遺
伝子起源の軽鎖及び／又は重鎖に由来するフレームワーク領域を含む少なくとも一の抗体
鎖(例えば、フレームワーク変化を伴う又は伴わないＣＤＲグラフトした抗体)を含む。一
具体例において、この脱免疫化抗体は、マウスモノクローナル抗体とＥｐｈＢ４への結合
について競争することができる。キメラの又はＣＤＲグラフトされた一本鎖抗体も又、用
語ヒト化抗体に包含される。
【０１１０】
　一面において、脱免疫化抗体又は抗原結合性断片は、非ヒト起源のＣＤＲ(例えば、非
ヒト起源の抗体に由来する少なくとも一つのＣＤＲ)及び非ヒト起源のフレームワーク領
域を含む一以上の抗体鎖を含む。一具体例において、この非ヒトフレームワーク領域は、
対応するヒトフレームワーク領域に由来する少なくとも一つのアミノ酸で置換される。一
具体例において、ヒトアミノ酸残基での非ヒト残基の置換は、ヒト患者における抗体の免
疫原性を低減させる。
【０１１１】
　一具体例において、本発明は脱免疫化抗体又はその抗原結合性断片を提供し、該抗体又
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は断片は、ＥｐｈＢ４の細胞外ドメインに結合し、重鎖可変領域及び軽鎖可変領域を含み
、ここに、各可変領域は、ＥｐｈＢ４の細胞外ドメインに結合する非ヒト又は親抗体と比
較して２～２０のアミノ酸置換を有する。この可変領域は、３つのＣＤＲ領域を、４つの
フレームワーク領域に散在させて含む。一面において、これらの置換は、フレームワーク
領域内にある。
【０１１２】
　一具体例において、非ヒト又は親抗体は、ヒト生殖系列抗体遺伝子のデータベースと例
えばＶ ＢＡＳＥ由来の遺伝子と比較され、高度に相同性の個々のフレームワーク領域が
同定される。この非ヒト又は親抗体の可変領域の構造モデルを、SwissPdb、WAM(Web Anti
body Modelling)及びAbMなどのプログラムを利用するなどして生成することができる。例
えば、ＣＤＲ又は抗原との相互作用において役割を演じないか又は抗原結合親和性に寄与
しないような残基は、ヒト生殖系列遺伝子からの対応する残基で置換することができる。
【０１１３】
　一具体例において、全フレームワークの代わりに、非ヒト又は親抗体の可変領域アミノ
酸配列中の個々のフレームワーク領域は、ヒト抗体の集合における対応する配列と比較さ
れる。最高度の相同性を有するヒトのフレームワークを選択して、元の非ヒト又は親抗体
のフレームワークを置き換える。この技術は、「フレームワークパッチング」として公知
であり、米国特許出願第２００５／００３３０２８に詳細に記載されており、本明細書中
に資料として援用する。
【０１１４】
　一具体例において、「フレームワークシャッフリング」として言及されるが、非ヒト又
は親抗体に由来するＣＤＲ可変領域を有するコンビナトリアルライブラリーを個々のヒト
生殖系列フレームワークのプールとフレームを合わせて融合する(Dall'Acqua等、Methods
、36:43(2005))。これらのライブラリーを、次いで、スクリーニングして、ＥｐｈＢ４の
細胞外ドメインに、非ヒト又は親抗体以上の結合親和性で結合するヒト化抗体をコードす
るクローンを同定する。
【０１１５】
　一具体例において、非ヒト又は親抗体は、潜在的なＴ細胞エピトープを同定するために
分析される。Ｔ細胞は、ＭＣＨクラスＩＩ結合モチーフを予測するペプチドスレッディン
グソフトウェアを利用して同定することができる。計算による結合予想アルゴリズムには
、ｉＴｏｐｅ(商標)、Ｔｅｐｉｔｏｐｅ、ＳＹＦＰＥＩＴＨＩ、及びＭＨＣｐｒｅｄが含
まれる。一具体例において、相同な、個々の、ヒトのフレームワーク領域は、潜在的Ｔ細
胞エピトープについて並行して分析される。非ヒト又は親抗体の可変領域及びヒト生殖系
列遺伝子の両方において同定されるエピトープは、無視することができる。非ヒト又は親
抗体可変領域でのみ同定されたエピトープは、次いで、将来可能性のある（potential）
置換のためにフラグ付けされる。
【０１１６】
　一具体例において、非ヒト又は親抗体は、潜在的（potential）Ｂ細胞エピトープを同
定するために分析される。潜在的Ｂ細胞エピトープは、非ヒト又は親抗体フレームワーク
領域内の、少なくとも部分的に溶媒接触可能であって、対応する相同なヒト抗体フレーム
ワークの残基と異なる残基を同定することによって認識されうる。一具体例において、潜
在的なＢ細胞エピトープは、溶媒接触可能な非ヒト又は親抗体フレームワーク残基を対応
するヒトの残基で置き換えることにより除去される。
【０１１７】
　一具体例において、脱免疫化抗体に導入された置換は、アミノ酸の置換、欠失又は挿入
を含む。一具体例において、各置換は、アミノ酸の、相同なヒトの生殖系列遺伝子からの
又はヒトの可変領域のコンセンサス配列からの対応するアミノ酸による置き換えを生じる
。一具体例において、非ヒト又は親の抗体又は抗原結合性断片は、２～２０アミノ酸を、
相同なヒト生殖系列遺伝子からの又はヒト可変領域コンセンサス配列からの対応するアミ
ノ酸で置換することによって脱免疫化される。一具体例において、これらの置換は、少な



(31) JP 2010-536751 A 2010.12.2

10

20

30

40

50

くとも一のＴ細胞又はＢ細胞エピトープを除去することができる。他の具体例において、
これらの置換は、調節的Ｔ細胞エピトープを導入することができる。一具体例において、
脱免疫化した非ヒト又は親の抗体又は抗原結合性断片は、ヒト患者に投与した場合に、非
ヒト又は親の抗体又は抗原結合性断片よりも減少した免疫原性応答を示す。
【０１１８】
　一具体例において、脱免疫化した抗体又は抗原結合性断片の重鎖又は軽鎖の可変領域は
、ＷＯ２００６／０８２４６に記載されたように、少なくとも一のヒト抗体に完全に由来
する。一具体例において、可変領域は、少なくとも一のヒト抗体由来のアミノ酸配列のセ
グメントよりなる。一具体例において、ヒトのセグメントは、２アミノ酸長以上である。
一具体例において、ヒトセグメントは、１００アミノ酸長以下である。更なる具体例にお
いて、これらのヒトセグメントは、５０アミノ酸長以下、４０アミノ酸長以下、又は３０
アミノ酸長以下である。
【０１１９】
　一具体例において、各可変領域は、親又は非ヒト抗体と比較して、減少した数のＴ細胞
エピトープを有する。一具体例において、各可変領域は、親又は非ヒト抗体と比較して、
減少した数のＢ細胞エピトープを有する。
【０１２０】
　一面において、この脱免疫化抗体又は抗原結合性断片は、マウスモノクローナル抗体＃
４７のＣＤＲ領域を含む。マウスモノクローナル抗体＃４７は、ＵＳ２００５／０２４９
７３６に記載されて特性表示されている(資料として、本明細書中に、そっくりそのまま
援用する)。マウスモノクローナル抗体＃４７の重鎖のＣＤＲ領域は、SEQ ID NO:１９(Ｃ
ＤＲ１)、SEQ ID NO:２０(ＣＤＲ２)、及びSEQ ID NO:２１(ＣＤＲ３)と定義されている
。マウスモノクローナル抗体＃４７の軽鎖のＣＤＲ領域は、SEQ ID NO:２２(ＣＤＲ１)、
SEQ ID NO:２３(ＣＤＲ２)、及びSEQ ID NO:２４(ＣＤＲ３)と定義されている。一面にお
いて、この脱免疫化抗体又は抗原結合性断片は、マウスモノクローナル抗体＃４７の少な
くとも一のフレームワーク領域(ＦＲ１～ＦＲ４)を含んでいる。
【０１２１】
　一面において、この脱免疫化抗体又は抗原結合性断片は、ヒト患者において、マウスモ
ノクローナル抗体＃４７よりも低免疫原性である(低減されたＨＡＭＡ応答を誘出)。免疫
原性を測定するためのアッセイは、当業者に周知である。免疫応答を測定する技術的に認
められた方法を行なって、特定の患者において又は臨床試験においてＨＡＭＡ応答をモニ
ターすることができる。脱免疫化抗体を投与された患者は、免疫原性の評価を、該治療の
施与の開始時及び施与期間中にわたって与えられうる。このＨＡＭＡ応答は、例えば、こ
の脱免疫化治療剤に対する抗体を、患者からの血清試料中で、表面プラズモン共鳴技術(
商品名ＢＩＡＣＯＲＥ)及び／又は固相ＥＬＩＳＡ分析を含む当業者に公知の方法を用い
て検出することによって測定される。一方、Ｔ細胞活性化事象を測定するためにデザイン
されたイン・ビボアッセイは又、免疫原性をも表示する。例として、一のアッセイは、Ｔ
細胞増殖アッセイである。このアッセイにおいて、世界でＨＬＡ－ＤＲアレルの８０％よ
り多くを占めるドナー由来のＰＢＭＣを、抗体又は抗体断片に応答しての増殖につきスク
リーニングする。
【０１２２】
　一面において、この脱免疫化抗体又は抗原結合性断片は、ＥｐｈＢ４の細胞外ドメイン
に、マウスモノクローナル抗体＃４７の結合親和性の少なくとも８０％又は少なくとも９
０％の結合親和性で結合する。他の具体例において、この脱免疫化抗体又は抗原結合性断
片は、ＥｐｈＢ４の細胞外ドメインに、マウスモノクローナル抗体＃４７の結合親和性の
１００％以上の結合親和性で結合する。
【０１２３】
　結合親和性の測定は、当業者には周知である。技術的に認められた方法には、酵素結合
免疫溶媒アッセイ(ＥＬＩＳＡ)、放射免疫沈降(ＲＩＰ)アッセイ、及びＢＩＡｃｏｒｅバ
イオセンサーアッセイが含まれる。実施例２は、一層詳細に、サンドイッチＥＬＩＳＡを
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利用する結合親和性の測定を記載している。
【０１２４】
　他の面において、この脱免疫化抗体又は抗原結合性断片は、SEQ ID NO:１、SEQ ID NO:
２、SEQ ID NO:３、SEQ ID NO:４又はSEQ ID NO:５として規定されたアミノ酸配列を含む
重鎖及びSEQ ID NO:６、SEQ ID NO:７、SEQ ID NO:８又はSEQ ID NO:９として規定された
アミノ酸配列を含む軽鎖を含む。一具体例において、重鎖はSEQ ID NO:３であり、軽鎖は
SEQ ID NO:７である。一具体例において、重鎖はSEQ ID NO:３であり、軽鎖はSEQ ID NO:
８である。一具体例において、重鎖はSEQ ID NO:４であり、軽鎖はSEQ ID NO:７である。
一具体例において、重鎖はSEQ ID NO:４であり、軽鎖はSEQ ID NO:８である。幾つかの具
体例において、この脱免疫化抗体又は抗原結合性断片は、ＥｐｈＢ４の細胞外ドメインに
結合する。幾つかの具体例において、この脱免疫化抗体又は抗原結合性断片は、ヒト患者
に対して、マウスモノクローナル抗体＃４７よりも一層低免疫原性である。
【０１２５】
　一面において、この脱免疫化抗体又は抗原結合性断片は、マウスモノクローナル抗体＃
１３１のＣＤＲを含む。マウスモノクローナル抗体＃１３１は、ＵＳ２００５／０２４９
７３６に記載されて特性表示されている(本明細書中に、資料として、そっくりそのまま
援用する)。このマウスモノクローナル抗体＃１３１の重鎖のＣＤＲ領域は、SEQ ID NO:
２５(ＣＤＲ１)、SEQ ID NO:２６(ＣＤＲ２)、及びSEQ ID NO:２７(ＣＤＲ３)として定義
される。マウスモノクローナル抗体＃１３１の軽鎖のＣＤＲ領域は、SEQ ID NO:２８(Ｃ
ＤＲ１)、SEQ ID NO:２９(ＣＤＲ２)、及びSEQ ID NO:３０(ＣＤＲ３)として定義される
。一面において、この脱免疫化抗体又は抗原結合性断片は、マウスモノクローナル抗体＃
１３１の少なくとも一のフレームワーク領域(ＦＲ１～ＦＲ４)を含む。
【０１２６】
　一面において、この脱免疫化抗体又は抗原結合性断片は、ＥｐｈＢ４の細胞外ドメイン
と、マウスモノクローナル抗体＃１３１の結合親和性の少なくとも８０％、又は少なくと
も９０％の結合親和性で結合する。他の具体例において、この脱免疫化抗体又は抗原結合
性断片は、ＥｐｈＢ４の細胞外ドメインに、マウスモノクローナル抗体＃１３１の１００
％以上の結合親和性で結合する。
【０１２７】
　一面において、この脱免疫化抗体又は抗原結合性断片は、ヒト患者において、マウスモ
ノクローナル抗体＃１３１よりも一層低免疫原性である(低減されたＨＡＭＡ応答を誘出)
。
【０１２８】
　他の面において、この脱免疫化抗体又は抗原結合性断片は、SEQ ID NO:１０、SEQ ID N
O:１１、SEQ ID NO:１２、SEQ ID NO:１３又はSEQ ID NO:１４として規定されるアミノ酸
配列を含む重鎖及びSEQ ID NO:１５、SEQ ID NO:１６、SEQ ID NO:１７又はSEQ ID NO:１
８として規定されるアミノ酸配列を含む軽鎖を含む。一具体例において、重鎖はSEQ ID N
O:１３であり、軽鎖はSEQ ID NO:１７である。一例において、重鎖はSEQ ID NO:１３であ
り、軽鎖はSEQ ID NO:１８である。一例において、重鎖はSEQ ID NO:１４であり、軽鎖は
SEQ ID NO:１７である。一例において、重鎖はSEQ ID NO:１４であり、軽鎖はSEQ ID NO:
１８である。幾つかの具体例において、この脱免疫化抗体又は抗原結合性断片は、Ｅｐｈ
Ｂ４の細胞外ドメインに結合する。幾つかの具体例において、この脱免疫化抗体又は抗原
結合性断片は、マウスモノクローナル抗体＃１３１よりもヒト患者に対して低免疫原性で
ある。
【０１２９】
　幾つかの具体例において、これらの脱免疫化抗体は、培養内皮細胞による管形成を阻害
する。阻害は、下記を含む当業者に公知の方法によって測定することができる。マトリゲ
ル(６０μｌの１０ｍｇ／ｍｌ；Collaborative Lab、Cat. No. 35423)を、氷冷した９６
ウェルプレートの各ウェル中に置く。このプレートを、室温に１５分間おいてから、３７
℃で３０分間インキュベートして、マトリゲルを重合させる。その間に、ヒトの臍静脈内
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皮細胞を、ＥＧＭ－２(Clonetic、Cat. No. CC3162)中で、２×１０5細胞／ｍｌの濃度で
調製する。この脱免疫化抗体又は抗原結合性断片を、２×所望濃度(５濃度レベル)で、同
培地中で調製する。細胞(５００μｌ)及び２×抗体(５００μｌ)を混合して、この懸濁液
２００μｌを、二重に、重合させたマトリゲル上に置く。２４時間後に、各濃度につき、
Bioquant Image Analysis システムを用いて、３枚ずつの写真を撮る。タンパク質添加の
効果(ＩＣ50)を、形成された臍帯の長さ及び接合点の数を未処理対照と比較して測定する
ことにより評価する。
【０１３０】
　幾つかの具体例において、この脱免疫化抗体又は抗原結合性断片は、イン・ビボでの組
織の血管新生を阻害する。阻害は、下記を含む当業者に公知の任意の方法によって測定す
ることができる。イン・ビボでの血管形成は、マウスにおいて、皮下組織から、脱免疫化
抗体又は抗原結合性断片を含むマトリゲルプラグ内への血管の成長としてアッセイするこ
とができる。マトリゲルは、体温で急速に固体ゲルを形成し、これらの因子をトラップし
て、周囲の組織へのゆっくりとした放出を可能にして曝露を延長させする。液体形態のマ
トリゲル(８．１３ｍｇ／ｍｌ、０．５ｍｌ)は、４℃で、Endothelial Cell Growth Supp
lement (ＥＣＧＳ)、脱免疫化抗体プラスＥＣＧＳ又はマトリゲルプラスビヒクル(０．２
５％ＢＳＡを含むＰＢＳ)と混合される。マトリゲル(０．５ｍｌ)を、雌のｎｕ／ｎｕマ
ウス(６週齢)の胴皮下組織に腹膜中線に沿って注射する。６日目に、マウスを犠牲にし、
プラグを回収して組織学のために処理する。典型的には、腹膜の裏打ちを保持することに
より、上にある皮膚を除去してゲルを切り出し、ＰＢＳ中の１０％ホルマリン緩衝液中で
固定してパラフィンに包埋する。３μｍの切片を切り、Ｈ＆Ｅ又はマッソン三色染色によ
り染色して、光学顕微鏡下で検査する。
【０１３１】
　幾つかの具体例において、脱免疫化抗体又は抗原結合性断片は、ヒト腫瘍異種移植片の
マウスにおける成長を低減させる。腫瘍成長の阻害は、当業者に公知の任意の方法(実施
例に記載のものを含む)により測定することができる。
【０１３２】
　幾つかの具体例において、この脱免疫化抗体又は抗原結合性断片は、動物の角膜に移植
された組織の血管新生を阻害する。阻害は、Kenyon等、1996年(米国公開２００５／０２
４９７３６参照、資料として、本明細書中に援用する)に詳述されたマウス角膜マイクロ
ポケットアッセイを含む当業者に公知の任意の方法によって測定することができる。
【０１３３】
　幾つかの具体例において、この脱免疫化抗体又は抗原結合性断片は、アポトーシスを促
進する。アポトーシスは、イン・ビトロで、ＴＵＮＥＬ染色及び細胞死検出ＥＬＩＳＡプ
ラスキット(Roche、Piscataway、NJ)を含む様々な方法を利用して、試験することができ
る。
【０１３４】
　ある面において、本願は、ハイブリドーマ細胞系統を提供し並びにこれらのハイブリド
ーマ細胞系統により産生されたモノクローナル抗体を提供する。これらの開示した細胞系
統は、モノクローナル抗体の生産以外の用途を有する。例えば、これらの細胞系統は、他
の細胞(ヒトのミエローマ、マウスミエローマ、ヒトとマウスの異種ミエローマ又はヒト
のリンパ芽球細胞)と融合させて、更なるハイブリドーマを生成することができ、そうし
て、これらのモノクローナル抗体による遺伝子のトランスファーを与えることができる。
加えて、これらの細胞系統は、抗ＥｐｈＢ４免疫グロブリン鎖をコードする核酸の供給源
として利用することができ、これらは、単離して発現させることができる(例えば、任意
の適当な技術を利用して、他の細胞へのトランスファーに際して(例えば、Cabilly等、米
国特許第４，８１６，５６７号；Winter、米国特許第５，２２５，５３９号参照))。例え
ば、再配置された抗ＥｐｈＢ４軽鎖又は重鎖を含むクローンを単離することができ(例え
ば、ＰＣＲにより)又はｃＤＮＡライブラリーを、細胞系統から単離されたｍＲＮＡから
調製して、抗ＥｐｈＢ４免疫グロブリン鎖をコードするｃＤＮＡクローンを単離すること
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ができる。こうして、抗体又はそれらの部分の重鎖及び／又は軽鎖をコードする核酸を、
組換えＤＮＡ技術に従って得て、特異的免疫グロブリン、免疫グロブリン鎖、又はそれら
の変異体(例えば、ヒト化免疫グロブリン)の製造のために利用することができる(様々な
宿主Ｔ細胞において又はイン・ビトロ翻訳系において)。例えば、ヒト化免疫グロブリン
又は免疫グロブリン鎖などの変異体をコードするｃＤＮＡ又はそれらの誘導体を含む核酸
を、適当な原核生物又は真核生物ベクター(例えば、発現ベクター)中に配置して、適当な
宿主Ｔ細胞に、適当な方法(例えば、トランスフォーメーション、トランスフェクション
、エレクトロポレーション、感染)によって導入して、該核酸を一つ以上の発現制御用エ
レメント(例えば、ベクター中又はＴ細胞のゲノムに組み込まれたもの)に操作可能に結合
することができる。生産のために、宿主のＴ細胞を、発現に適した条件(例えば、インデ
ューサーの存在、適当な塩類、成長因子、抗生物質、栄養サプリメントなどを補った適当
な培地)下に維持することができ、それにより、コードされたポリペプチドが産生される
。所望であれば、コードされたタンパク質を回収し及び／又は単離することができる(例
えば、宿主Ｔ細胞から又は培地から)。産生の方法がトランスジェニック動物のＴ細胞に
おける発現を含むということは認められよう(例えば、ＷＯ９２／０３９１８，GenPharm 
International、１９９２年３月１９日公開参照)。
【０１３５】
　本発明の抗体及び抗原結合性断片は、イン・ビボで、癌性細胞を直接殺し又は除去する
ために利用することができる。直接癌性細胞を殺すことは、抗体(適宜、細胞障害性薬物
に融合したもの)をかかる治療を必要とする患者に投与することを含む。幾つかの具体例
において、この癌は、ＥｐｈＢ４を匹敵する組織の非癌性細胞よりも高レベルで発現する
癌細胞を含む。これらの抗体は、癌細胞上のＥｐｈＢ４を認識するので、これらの抗体が
結合する如何なる細胞も破壊される。これらの抗体が癌細胞を殺し又は除去するために単
独で用いられる場合には、かかる殺し又は除去は、内因性の宿主免疫機能、例えばＣＤＣ
及び／又はＡＤＣＣを開始することにより達成することができる。抗体が細胞をこの仕方
で殺すかどうかを測定するためのアッセイは、当業者の知識の範囲内にある。
【０１３６】
　従って、一具体例において、本開示の抗体は、様々な細胞障害性化合物を送達するため
に利用することができる。任意の細胞障害性化合物を本発明の抗体に融合させることがで
きる。この融合は、化学的に又は遺伝学的に(例えば、単一の融合した分子としての発現
により)達成することができる。この細胞障害性化合物は、生物学的分子例えばポリペプ
チドであってよく、又は小型の分子であってもよい。当業者は、小型分子については、化
学的融合が用いられ、他方、生物学的化合物については、化学的又は遺伝学的融合が用い
られうることを認識できる。
【０１３７】
　細胞障害性化合物の非制限的例には、治療用薬物、放射線を放射する化合物、植物、真
菌又は細菌起源の分子、生物学的タンパク質、及びこれらの混合物が含まれる。これらの
細胞障害性薬物は、細胞内で作用する細胞障害性薬物例えば近距離放射線の放射源(例え
ば、近距離、高エネルギーのα線源を含む)であってよい。酵素的に活性な毒素及びそれ
らの断片は、ジフテリア毒素Ａ断片、ジフテリア毒素の非結合性活性断片、エキソトキシ
ンＡ(緑膿菌由来)、リシンＡ鎖、アブリンＡ鎖、モデシンＡ鎖、アルファ－サクリン、あ
る種のシナアブラギリタンパク質、ある種のナデシコタンパク質、ヨウシュヤマゴボウタ
ンパク質(ＰＡＰ、ＰＡＰＩＩ及びＰＡＰ－Ｓ)、モロジカ・チャランチア（Morodica cha
rantia）インヒビター、クルシン、クロチン、サボンソウインヒビター、ゲロニン、ミト
ギリン、レストリクトシン、フェノマイシン及びエノマイシンにより例示される。これら
のイムノトキシンの酵素的に活性なポリペプチドの調製手順は、ＷＯ８４／０３５０８及
びＷＯ８５／０３５０８に記載されている(これらを資料として、本明細書中に援用する)
。ある細胞障害性部分は、アドリアマイシン、クロラムブシル、ダウノマイシン、メトト
レキセート、ネオカルチノスタチン及び白金に由来する。
【０１３８】
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　これらの抗体を細胞障害性薬剤と結合体化する手順は、以前に記載されており当業者の
知識の範囲内にある。
【０１３９】
　ある具体例において、これらの抗体又は抗原結合性断片は、更に、検出されうる標識に
結合される(例えば、該標識は、放射性同位元素、蛍光化合物、酵素又は酵素補因子であ
ってよい)。活性部位は、放射性薬剤例えば放射性重金属例えば鉄キレート、ガドリニウ
ム又はマグネシウムの放射性キレート、酸素、窒素、鉄、炭素又はガリウムの陽電子放射
源、43Ｋ、52Ｆｅ、57Ｃｏ、67Ｃｕ、67Ｇａ、68Ｃａ、123Ｉ、125Ｉ、131Ｉ、132Ｉ又は
99Ｔｃであってよい。かかる部位に結合した結合剤は、イメージング剤として利用するこ
とができ、哺乳動物例えばヒトにおける診断用途に有効な量で投与することができ、その
後、該イメージング剤の局在性及び蓄積を検出する。このイメージング剤の局在性及び蓄
積は、ラジオシンチグラフィー、核磁気共鳴イメージング、コンピューター断層撮影又は
陽電子放射断層撮影により検出することができる。ＥｐｈＢ４に向けられた抗体又は他の
結合性ポリペプチドを利用するイムノシンチグラフィーを利用して、癌及び血管系を検出
及び／又は診断することができる。例えば、99テクネチウム、111インジウム、125ヨウ素
で標識したＥｐｈＢ４マーカーに対するモノクローナル抗体は、かかるイメージングのた
めに効果的に利用することができる。当業者には明らかとなろうが、投与すべき放射性同
位元素の量は、その放射性同位元素に依るものである。当業者は、容易に、投与すべきイ
メージング剤の量を、活性部位として用いられる所定の放射性核種の比放射能及びエネル
ギーに基いて処方することができる。典型的には、イメージング剤の一投与量当たり０．
１～１００ミリキュリー、又は１～１０ミリキュリー、又は２～５ミリキュリーを投与す
る。従って、開示した組成物は、放射性部位に結合されたターゲティング部位を含むイメ
ージング剤として有用であり、０．１～１００ミリキュリーを含み、幾つかの具体例にお
いては、１～１０ミリキュリーを、幾つかの具体例においては、２～５ミリキュリーを、
幾つかの具体例においては、１～５ミリキュリーを含む。
【０１４０】
　この出願は、更に、脱免疫化抗ＥｐｈＢ４抗体又はその断片をコードするヌクレオチド
配列を含むポリヌクレオチドを提供する。遺伝コードの縮重のために、様々な核酸配列が
、各抗体のアミノ酸配列をコードする。この出願は、更に、ストリンジェントな又は一層
ストリンジェントでないハイブリダイゼーション条件下で(例えば、ここで規定したよう
な)、ＥｐｈＢ４に結合する脱免疫化抗体をコードするポリヌクレオチドにハイブリダイ
ズするポリヌクレオチドを提供する。
【０１４１】
　ストリンジェントなハイブリダイゼーション条件は、６×塩化ナトリウム／クエン酸ナ
トリウム(ＳＳＣ)中でのフィルターに結合されたＤＮＡへの約４５℃でのハイブリダイゼ
ーションと、その後の、０．２×ＳＳＣ／０．１％ＳＤＳでの約５０～６５℃での一回以
上の洗浄、一層ストリンジェントな条件例えば６×ＳＳＣ中でのフィルターに結合された
ＤＮＡへの約４５℃でのハイブリダイゼーションと、その後の、０．１×ＳＳＣ／０．２
％ＳＤＳでの約６０℃での一回以上の洗浄、又は任意の他の当業者に公知のストリンジェ
ントなハイブリダイゼーション条件(例えば、Ausubel, F.M.等編、1989 Current Protoco
ls in Molecular Biology、第一巻、Green Publishing Associates, Inc.及びJohn and S
ons, Inc., NY の６．３．１～６．３．６頁及び２．１０．３頁を参照されたい)を含む
が、これらに限られない。
【０１４２】
　これらのポリヌクレオチドは、当分野で公知の任意の方法により、得ることができ、そ
れらのヌクレオチド配列を決定することができる。例えば、もし抗体のヌクレオチド配列
が既知であれば、その抗体をコードするポリヌクレオチドを、化学合成されたオリゴヌク
レオチドから組み立てることができ(例えば、Kutmeier等、BioTechniques 17:242(1994)
に記載されたように)、それは、簡単には、抗体をコードする配列の部分を含む重複する
オリゴヌクレオチドの合成、それらのオリゴヌクレオチドのアニーリング及び連結、及び
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その後の該連結されたオリゴヌクレオチドのＰＣＲによる増幅を含む。一具体例において
、用いられるコドンは、ヒト又はマウスに典型的なものを含む (例えば、Nakamura, Y., 
Nucleic Acids Res. 28:292(2000)を参照されたい)。
【０１４３】
　抗体をコードするポリヌクレオチドは又、適当な起源からの核酸から生成することもで
きる。特定の抗体をコードする核酸を含むクローンが利用可能であれば(但し、該抗体分
子の配列は公知)、その免疫グロブリンをコードする核酸は、化学合成することができ、
又は適当な起源(例えば、その抗体を発現している任意の組織又は細胞例えば抗体を発現
するように選択されたハイブリドーマ細胞からの抗体ｃＤＮＡライブラリー、又はｃＤＮ
Ａライブラリー、又は核酸、好ましくはポリＡ+ＲＮＡ)から、配列の３’及び５’末端に
ハイブリダイズすることのできる合成プライマーを利用するＰＣＲ増幅により得ることが
でき、又は例えば、この抗体をコードするｃＤＮＡライブラリーからｃＤＮＡクローンを
同定するための特定の遺伝子配列に特異的なオリゴヌクレオチドプローブを利用するクロ
ーニングにより得ることができる。ＰＣＲにより生成された増幅された核酸を、次いで、
複製可能なクローニングベクター中に、当分野で周知の任意の技術を利用してクローン化
することができる。
【０１４４】
　本願は又、ここに記載した抗体の重鎖及び軽鎖フレームワーク領域並びにＣＤＲをコー
ドするポリヌクレオチド配列並びにそれらの哺乳動物細胞における効率的発現のための発
現ベクターをも提供する。
【０１４５】
ＩＶ．変化したエフェクター機能を有する抗ＥｐｈＢ４抗体
　操作された若しくは変異した定常領域又はＦｃ領域を有する抗体は、エフェクター機能
例えば抗原依存性細胞障害性(ＡＤＣＣ)及び補体依存性細胞障害性(ＣＤＣ)の変調におい
て有用でありうる。かかる操作された若しくは変異した定常領域又はＦｃ領域を有する抗
体は、ＥｐｈＢ４が正常組織で発現される場合に有用でありうる。例えば、これらの場合
にエフェクター機能を有しない脱免疫化抗体及び抗原結合性断片は、所望の治療応答を誘
出するが、正常組織にダメージを与えない。他の具体例において、抗体及び抗原結合性断
片は、増大したエフェクター機能を伴って与えられ、それ故、直接的な殺細胞に有用であ
りうる。
【０１４６】
　従って、本開示のある面及び方法は、少なくとも一のアミノ酸の置換、挿入及び／又は
欠失を含む、変化したエフェクター機能を有する抗ＥｐｈＢ４抗体に関係する。ある具体
例においては、かかる変異した抗ＥｐｈＢ４抗体は、減少したエフェクター機能を示し又
はエフェクター機能を示さない。
【０１４７】
　減少したエフェクター機能を有する抗ＥｐｈＢ４抗体は、抗体のある領域のアミノ酸配
列に他の型の変化を導入することによって製造することができる。かかるアミノ酸配列の
変化は、Bluestone等により記載されたＡｌａ－Ａｌａ変異(ＷＯ９４／２８０２７及びＷ
Ｏ９８／４７５３１参照；Xu等、2000 Cell Immunol 200; 16-26も参照されたい)を含む
が、これに限定されない。従って、ある具体例においては、Ａｌａ－Ａｌａ変異を含む定
常領域に変異を有する抗ＥｐｈＢ４抗体を用いて、エフェクター機能を減じ又は完全に破
壊することができる。これらの具体例によれば、抗ＥｐｈＢ４抗体の定常領域は、２３４
位のアラニンに対する突然変異又は２３５位のアラニンに対する突然変異を含む。加えて
、この定常領域は、二重突然変異即ち２３４位のアラニンに対する突然変異と２３５位の
アラニンに対する第二の突然変異を含むことができる。一具体例において、抗ＥｐｈＢ４
抗体は、ＩｇＧ４フレームワークを含み、その場合、Ａｌａ－Ａｌａ変異は、２３４位に
おけるフェニルアラニンのアラニンへの変異及び／又は２３５位におけるロイシンのアラ
ニンへの変異を示す。他の具体例において、抗抗ＥｐｈＢ４抗体は、ＩｇＧ１フレームワ
ークを含み、その場合、Ａｌａ－Ａｌａ変異は、２３４位におけるロイシンのアラニンへ
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の変異及び／又は２３５位におけるロイシンのアラニンへの変異を示す。抗抗ＥｐｈＢ４
抗体は、択一的に又は追加的に、ＣＨ２ドメインにおける点突然変異Ｋ３２２Ａを含む他
の変異を有しうる。定常領域に該変異を有する抗体は、更に、ブロッキング又は非ブロッ
キング抗体であってよい。
【０１４８】
　ヒンジ領域内の変化も又、エフェクター機能に影響を与える。例えば、ヒンジ領域の欠
失は、Ｆｃレセプターに対する親和性を減じうるし、補体活性化を減じうる(Klein等、19
81 Proc.Natl.Acad.Sci.USA 78: 524-528)。それ故、本開示は又、ヒンジ領域に変化を有
する抗体にも関係する。
【０１４９】
　特定の具体例において、抗ＥｐｈＢ４抗体を、補体依存性細胞障害性(ＣＤＣ)を増進又
は阻害するように改変することができる。変調されたＣＤＣ活性は、一以上のアミノ酸の
置換、挿入又は欠失を抗体のＦｃ領域に導入することにより達成することができる(例え
ば、米国特許第６，１９４，５５１号参照)。択一的に又は追加的に、システイン残基を
Ｆｃ領域に導入することができ、それにより、この領域における鎖間ジスルフィド結合形
成が可能となる。このように生成されたホモ二量体の抗体は、改善された又は低減された
インターナリゼーション能力及び／又は増大した若しくは減少した補体媒介による細胞死
滅を有する。Caron等、J. Exp Med. 176:1191-1195(1992)及びShopes, B. J. Immunol. 1
48:2918-2922(1992)、ＷＯ９９／５１６４２、Duncan & Winter Nature 322: 738-40(198
8); 米国特許第５，６４８，２６０号；米国特許第５，６２４，８２１号；及びＷＯ９４
／２９３５１を参照されたい。増進された抗腫瘍活性を有するホモ二量体の抗体は又、Wo
lff等、Cancer Research 53:2560-2565(1993)に記載されたヘテロ二官能性クロスリンカ
ーを利用して製造することもできる。一方、二重のＦｃ領域を有する抗体を、操作するこ
とができ、それにより、増進された補体溶解及びＡＤＣＣキャパシティーを有することが
できる。Stevenson等、Anti-Cancer Drug Design 3:219-230(1988)を参照されたい。
【０１５０】
　抗体のエフェクター機能を変調する他の可能な手段は、グリコシル化の変化を含む。こ
のトピックは、最近、ヒトＩｇＧにおいて見出されたオリゴ糖類の提案された重要性をエ
フェクター機能の程度と共に要約したRajuにより総説された(Raju, TS. BioProcess Inte
rnational ２００３年４月、４４－５３頁)。Wright及びMorrisonによれば、ヒトＩｇＧ
オリゴ糖類の微小変異は、生物学的機能、例えばＣＤＣ及びＡＤＣＣ、様々なＦｃレセプ
ターへの結合及びＣｌｑタンパク質への結合に影響を与えうる(Wright及びMorrison SL. 
TIBTECH 1977, 15: 26-32)。ということは、抗体のグリコシル化パターンが、産生細胞及
び細胞培養条件に依って異なりうることは、充分に文献に記載されている(Raju, TS. Bio
Process International ２００３年４月、４４－５３頁)。かかる差異は、エフェクター
機能及び薬物速度論の両方における変化へと導きうる(Israel等、Immunology、1996; 89(
4):573-578; Newkirk等、P. Clin. Exp. 1996; 106(2):259-64)。エフェクター機能の差
異は、ＩｇＧの、エフェクター細胞上のＦｃγレセプター(ＦｃγＲ)に結合する能力と関
係しうる。Shields等は、ＦｃγＲへの改善された結合を有するアミノ酸配列に変異を有
するＩｇＧが、最大１００％増進されたＡＤＣＣを示すことができることをヒトエフェク
ター細胞を用いて示している(Shields等、J Biol Chem. 2001 276(9):6591-604)。これら
の変異体は、結合界面に見出されないアミノ酸の変化を含むが、糖成分の性質並びにその
構造パターンの両者も又、観察された差異に寄与しうる。加えて、ＩｇＧのオリゴ糖成分
におけるフコースの存否は、結合及びＡＤＣＣを改善しうる(Shields等、J Biol Chem. 2
002; 277(30):26733-40)。Ａｓｎ297に結合したフコシル化炭水化物を欠くＩｇＧは、Ｆ
ｃγレセプターに対する正常なレセプター結合を示した。対照的に、ＦｃγＲＩＩＡレセ
プターへの結合は、５０％改善され、特に、一層低い抗体濃度で増進されたＡＤＣＣを伴
った。
【０１５１】
　Shinkawa等による仕事は、ラットハイブリドーマで産生されたヒトＩＬ－５レセプター
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に対する抗体は、チャイニーズハムスター卵巣細胞(ＣＨＯ)で産生された抗体と比較して
５０％より高いＡＤＣＣを示すことを示した(Shinkawa等、J Biol Chem. 2003 278(5):34
66-73)。単糖類組成物及びオリゴ糖類プロファイリングは、ラットハイブリドーマで産生
されたＩｇＧは、ＣＨＯで産生されたタンパク質よりもフコースの含量が少ないことを示
した。これらの著者は、ＩｇＧ１のフコシル化の欠如がＡＤＣＣ活性の増進における臨界
的役割を有すると結論を下した。
【０１５２】
　異なるアプローチがUmana等により行なわれ、キメラのＩｇＧ抗神経芽細胞腫抗体であ
るｃｈＣＥ７のグリコシル化パターンが変化された(Umana等、Nat Biotechnol. １９９９
年２月；17(2): 176-80)。テトラサイクリンを用いて、彼らは、ＡＤＣＣ活性に関与して
きたオリゴ糖類を二分するグリコシルトランスフェラーゼ酵素(ＧｎｎＩＩ)の活性を調節
した。親抗体のＡＤＣＣ活性は、バックグラウンドレベルより僅かに上であった。種々の
テトラサイクリンレベルで生成されたｃｈＣＥ７のＡＤＣＣ活性の測定は、イン・ビトロ
ＡＤＣＣ活性における最大ｃｈＣＥ７に対するＧｎＴＩＨ発現の最適範囲を示した。この
活性は、定常領域関連の、二分された複雑なオリゴ糖のレベルと相関した。新たに最適化
された変異体は、かなりのＡＤＣＣ活性を示した。同様に、Wright及びMorrisonは、抗体
をグリコシル化が不充分なＣＨＯ細胞系統に生成して(1994 J Exp Med 180: 1087-1096)
、この細胞系統で産生された抗体が補体媒介の細胞溶解を行なえないことを示した。従っ
て、既知のエフェクター機能に影響を与える変化は、グリコシル化パターンの改変又はグ
リコシル化残基の数の変化を含むので、本開示は、ＥｐｈＢ４抗体に関係し、該抗体では
、グリコシル化は、ＡＤＣＣ及びＣＤＣを含むエフェクター機能を増進又は低減させるよ
うに変化される。変化されたグリコシル化は、グリコシル化残基の数の減少又は増大並び
にグリコシル化残基のパターン又は局在性の変化を含む。
【０１５３】
　抗体のエフェクター機能を変えるための更に別のアプローチが存在する。例えば、抗体
産生細胞は、突然変異高誘発性でありえ、それ故、全抗体分子中でランダムに変化したヌ
クレオチド及びポリペプチド残基を有する抗体を産生する(ＷＯ２００５／０１１７３５
参照)。突然変異高誘発性宿主細胞は、ＤＮＡミスマッチの修復が不充分な細胞を含む。
この仕方で産生された抗体は、抗原性が一層低く及び／又は有益な薬物速度論的特性を有
しうる。加えて、かかる抗体は、増進された又は低減されたエフェクター機能などの特性
のために選択することができる。
【０１５４】
　エフェクター機能は、抗体の結合親和性によって変化しうるということは更に理解され
る。例えば、高い親和性を有する抗体は、補体系の活性化において、一層低い親和性を有
する抗体と比較して一層効率的でありうる(Marzocchi-Machado等、1999 Immunol Invest 
28: 89-101)。従って、抗体は、その抗原に対する結合親和性が減じるように変化されう
る(例えば、抗体の可変領域を、少なくとも一つのアミノ酸残基の置換、付加又は欠失な
どの方法によって変化させることにより)。減じた結合親和性を有する抗ＥｐｈＢ４抗体
は、例えば、減じたＡＤＣＣ及び／又はＣＤＣを含む低減したエフェクター機能を示しう
る。
【０１５５】
Ｖ．抗体の作成方法
　このＥｐｈＢ４の細胞外ドメインに結合する脱免疫化抗体又は抗原結合性断片は、当業
者に公知の多くの様々な方法により作成することができる。一具体例において、非ヒト抗
ＥｐｈＢ４抗体は、Ｔ又はＢ細胞エピトープの数を減じるように又は調節性Ｔ細胞エピト
ープを導入するように脱免疫化される。出発非ヒト又は親抗ＥｐｈＢ４抗体を改変するこ
とができ；例えば、それは、キメラ抗体、ヒト化抗体又は霊長類化抗体の何れかの形態で
あってよい。一方、この出発非ヒト又は親抗ＥｐｈＢ４抗体は、ヒト化工程又は霊長類化
工程なしで脱免疫化される。
【０１５６】
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非ヒトＥｐｈＢ４抗体
　抗ＥｐｈＢ４抗体は、当業者に公知であり、例えば、米国特許第５，６３５，１７７号
及び米国特許出願公開２００６／０１３４１１８及び２００５／０２４９７３６に記載さ
れた抗体を包含する。
【０１５７】
　新規な抗ＥｐｈＢ４抗体を生成する方法も又、当業者に公知である。例えば、ＥｐｈＢ
４ポリペプチドに特異的に結合するモノクローナル抗体を生成する方法は、マウスに、検
出可能な免疫応答を刺激するのに有効な量のＥｐｈＢ４ポリペプチドを含む免疫原性組成
物を投与すること、抗体産生細胞(例えば、脾臓からの細胞)をマウスから得て該抗体産生
細胞をミエローマ細胞と融合させて抗体産生ハイブリドーマを得ること、及びその抗体産
生ハイブリドーマを試験してＥｐｈＢ４ポリペプチドに特異的に結合するモノクローナル
抗体を産生するハイブリドーマを同定することを含むことができる。一度得られたならば
、ハイブリドーマを細胞培養で増殖させることができ、適宜、ハイブリドーマ由来細胞が
、ＥｐｈＢ４ポリペプチドに特異的に結合するモノクローナル抗体を産生する培養条件下
で増殖させることができる。このモノクローナル抗体は、細胞培養物から精製することが
できる。
【０１５８】
　加えて、望ましい抗体を同定するために、抗体をスクリーニングするために用いられる
技術は、得られる抗体の特性に影響を与えうる。様々な異なる技術を、抗体：抗原相互作
用を試験して特に望ましい抗体を同定するために利用することができる。かかる技術は、
ＥＬＩＳＡ、表面プラズモン共鳴結合アッセイ(例えば、Biacore結合アッセイ、Bia-core
 AB社、Uppsala、スウェーデン)、サンドイッチアッセイ(例えば、IGEN International, 
Inc.、Gaithersburg、メリーランド、の常磁性のビーズシステム)、ウエスタンブロット
、免疫沈降アッセイ及び免疫組織化学を包含する。
【０１５９】
　必要な特異性の抗体を産生又は単離する他の適当な方法を利用することができ、例えば
、組換え抗体をライブラリーから選択する方法又はヒト抗体の全レパートリーを産生する
ことのできるトランスジェニック動物(例えば、マウス)の免疫化に依存する方法が含まれ
る。例えば、Jakobovits等、Proc.Natl.Acad.Sci.USA, 90: 2551-2555(1993)；Jakobovit
s等、Nature, 362: 255-258(1993); Lonberg等の米国特許第５，５４５，８０６号；Sura
ni等、米国特許第５，５４５，８０７号参照。
【０１６０】
　抗体は、多くの方法において、操作することができる。それらは、一本鎖抗体(小型の
モジュール式免疫製薬又はＳＭＩＰを含む)、Ｆab及びＦ(ab')2断片などとして作成され
うる。抗体は、ヒト化することができ、キメラ化することができ、脱免疫化することがで
き、又は完全にヒトの抗体であってよい。多数の刊行物が、多くの種類の抗体及びかかる
抗体を操作する方法を示している。例えば、米国特許第６，３５５，２４５号；６，１８
０，３７０号；５，６９３，７６２号；６，４０７，２１３号；６，５４８，６４０号；
５，５６５，３３２号；５，２２５，５３９号；６，１０３，８８９号；及び５，２６０
，２０３号を参照されたい。
【０１６１】
　この出願は、ＥｐｈＢ４レセプター又はその部分(Ｆｖ、Ｆab、Ｆab'及びＦ(ab')2断片
を含むが、これらに限られない)に結合することのできる抗原結合性断片を提供する。か
かる断片は、酵素的開裂又は組換え技術により製造することができる。例えば、パパイン
又はペプシン開裂は、それぞれ、Ｆab'又はＦ(ab')2断片を生成することができる。抗体
は又、少なくとも一つの終止コドンが天然の終止部位の上流に導入された抗体遺伝子を利
用して、様々な切り詰めた形態で製造することもできる。例えば、Ｆ(ab')2重鎖部分をコ
ードするキメラ遺伝子は、重鎖のＣＨ１ドメイン及びヒンジ領域をコードするＤＮＡ配列
を含むようにデザインすることができる。
【０１６２】
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　キメラ抗体は、当分野で公知の組換えＤＮＡ技術によって製造することができる。例え
ば、マウス(又は、他の種の)モノクローナル抗体分子のＦｃ定常領域をコードする遺伝子
を、制限酵素で消化して、マウスＦｃをコードする領域を除去し、ヒトのＦｃ定常領域を
コードする遺伝子の同等部分で置換する(Robinson等、国際特許出願公開 ＰＣＴ／ＵＳ８
６／０２２６９；Akira等、欧州特許出願第１８４，１８７号；Taniguchi, M.、欧州特許
出願第１７１，４９６号；Morrison等、欧州特許出願第１７３，４９４号；Neuberger等
、国際出願ＷＯ８６／０１５３３；Cabilly等、米国特許第４，８１６，５６７号；Cabil
ly等、欧州特許出願第１２５，０２３号；Better等(1988 Science 240:1041-1043)；Liu
等(1987) PNAS 84:3439-3443; Liu等、1987, J. Immunol. 139:3521-3526; Sun等(1985) 
Nature 314:446-449; 及び Shaw等、1988, J. Natl Cancer Inst. 80:1553-1559を参照さ
れたい)。
【０１６３】
　抗体をヒト化させる方法は、当分野で記載されている。幾つかの具体例において、ヒト
化抗体は、非ヒトＣＤＲに加えて、ヒトでない起源から導入された少なくとも一のアミノ
酸残基を有する。ヒト化は、本質的に、Winterとその共同研究者の方法(Jones等、Nature
、321:522-525(1986); Riechmann等、Nature、332:323-327(1988); Verhoeyen等、Scienc
e、239:1534-1536(1988))に従って、超可変領域の配列を対応するヒト抗体の配列で置換
することにより行なうことができる。従って、かかる「ヒト化」抗体は、キメラ抗体(米
国特許第４，８１６，５６７号)であり、該抗体では、実質的に、完全なヒト可変領域よ
り一層少数が非ヒト種からの対応する配列により置換されている。実際には、ヒト化抗体
は、典型的には、ヒト抗体であり、そこでは、幾つかの超可変領域の残基とおそらく幾つ
かのフレームワーク領域の残基が、ゲッ歯類の抗体の類似部位からの残基により置換され
ている。
【０１６４】
　Queen等の米国特許第５，６９３，７６１号は、Winterの抗体のヒト化に対する改善を
開示しており、それは、抗体結合力の喪失が、立体化学的又は他の化学的不適合性の故に
、マウス抗体で見出される結合可能な配置へのＣＤＲの折り畳みを邪魔する、ヒト化フレ
ームワークにおける構造的モチーフの問題に帰するという前提に基いている。この問題を
扱うために、Queenは、一次ペプチド配列において、ヒト化すべきマウス抗体のフレーム
ワーク配列に非常に相同的であるヒトのフレームワーク配列の利用を教示している。従っ
て、Queenの方法は、種間のフレームワーク配列の比較に集中する。典型的には、すべて
の利用可能なヒトの可変領域配列を、特定のマウス配列と比較して、対応するフレームワ
ーク領域間での同一性パーセンテージを計算する。最高のパーセンテージを有するヒトの
可変領域を選択して、そのフレームワーク配列をヒト化プロジェクトに提供する。Queen
は又、ヒト化フレームワークにおいて、ＣＤＲを結合可能な配置に維持するのに臨界的で
あるマウスフレームワークからのある種のアミノ酸残基を保持することが重要であること
も教示している。潜在的な臨界は、分子モデルから評価される。保持のための候補の残基
は、典型的には、一次配列で、ＣＤＲと隣接しているか又は物理的に何れかのＣＤＲ残基
の６オングストローム以内のものである。
【０１６５】
　他のアプローチにおいては、一度低活性のヒト化構造物が得られたならば、特定のフレ
ームワークのアミノ酸残基の重要性は、単一残基のマウス配列への復帰変異により及びRi
echmann等(1988)により記載されたように抗原結合をアッセイすることにより、実験的に
測定される。フレームワーク配列中の重要なアミノ酸を同定するための他のアプローチ例
は、Carter等の米国特許第５，８２１，３３７号及びAdair等の米国特許第５，８５９，
２０５号に開示されている。これらの参考文献は、フレームワーク中の特異的なKabatの
残基位置を開示しており、それは、ヒト化抗体において、結合活性を保持するために対応
するマウスのアミノ酸による置換を必要としうる。
【０１６６】
　抗体をヒト化する他の方法は、「フレームワークシャッフリング」と呼ばれ、個々のヒ



(41) JP 2010-536751 A 2010.12.2

10

20

30

40

50

トの生殖系列のフレームワークのプールにフレームを合わせて融合された非ヒトＣＤＲ可
変領域を有するコンビナトリアルライブラリーの生成に依存している(Dall'Acqua等、Met
hods, 36:43(2005))。これらのライブラリーは、次いで、良好な結合を保持しているヒト
化抗体をコードするクローンを同定するためにスクリーニングされる。
【０１６７】
　ヒト化抗体の作成において用いるべきヒト可変領域(軽鎖及び重鎖)の選択は、抗原性を
低減させるために非常に重要である。いわゆる「ベストフィット」法によって、ゲッ歯類
の抗体の可変領域の配列は、公知のヒトの可変ドメイン配列の完全なライブラリーに対し
てスクリーニングされる。ゲッ歯類の配列に最も近いヒトの配列は、その後、ヒト化抗体
のためのヒトフレームワーク領域(フレームワーク領域)として受け入れられる(Sims等、J
. Immunol., 151:2296(1993); Chothia等、J. Mol. Biol., 196:901(1987))。他の方法は
、軽鎖又は重鎖可変領域の特別のサブグループのすべてのヒト抗体のコンセンサス配列に
由来する特定のフレームワーク領域を利用する。同じフレームワークを、幾つかの異なる
ヒト化抗体に用いることができる(Carter等、Proc.Natl.Acad.Sci.USA, 89:4285(1992); 
Presta等、J. Immunol., 151:2623(1993))。
【０１６８】
　ヒト可変領域内に代用するための非ヒト残基の選択は、様々な因子による影響を受けう
る。これらの因子は、例えば、特定の位置におけるアミノ酸の稀なこと、ＣＤＲ又は抗原
との相互作用の蓋然性、及び軽鎖及び重鎖可変ドメイン界面の界面に参加する蓋然性を含
む(例えば、米国特許第５，６９３，７６１号、６，６３２，９２７号、及び６，６３９
０５５号参照)。これらの因子を分析する一つの方法は、非ヒト配列とヒト化配列の三次
元モデルの利用によるものである。三次元の免疫グロブリンモデルは、一般に、利用可能
であり、当業者になじみのものである。選択した候補の免疫グロブリン配列の可能な三次
元的コンホメーション構造を説明して表示するコンピュータープログラムは、利用可能で
ある。これらの表示の精査は、候補の免疫グロブリン配列の機能におけるそれらの残基の
ありそうな役割の分析、例えば、候補の免疫グロブリンの抗原に結合する能力に影響を与
える残基の分析を可能にする。この方法において、非ヒト残基は、所望の抗体特性例えば
標的抗原に対する増大した親和性を達成するために、ヒト可変領域の残基のために選択さ
れて代用されうる。
【０１６９】
脱免疫化
　抗ＥｐｈＢ４抗体又は抗原結合性断片を脱免疫化して、それに、所定の種に対する非免
疫原性又は低免疫原性を与える。脱免疫化は、抗ＥｐｈＢ４抗体に対する構造的変化によ
り達成することができる。一具体例において、抗ＥｐｈＢ４は、マウスモノクローナル抗
体である。当業者に公知の任意の脱免疫化技術を利用することができる。例えば、抗体を
脱免疫化するための一つの適当な技術は、ＷＯ００／３４３１７(その開示をそっくりそ
のまま、本明細書中に援用する)に記載されている。要約すれば、その中に記載されてい
る一般的方法における典型的プロトコールは、下記の工程を含む。
【０１７０】
１．抗体又はその一部分のアミノ酸配列を決定すること；
２．抗体のアミノ酸配列中の潜在的なＴ細胞エピトープを、ＭＨＣ分子に対するペプチド
結合性の測定、ペプチド：ＨＬＡ複合体の、治療用タンパク質を受ける種からのＴ細胞レ
セプターに対する結合性の測定、治療用タンパク質を受ける種のＨＬＡ分子を有するトラ
ンスジェニック動物を利用する抗体又はその部分の試験、又は治療用タンパク質を受ける
種に由来する免疫系細胞により再構成されたかかるトランスジェニック動物の試験を含む
、任意の方法によって同定すること；
３．改変された抗体を生成するための遺伝子工学又は他の方法により、抗体を変化させて
、少なくとも一の潜在的なＴ細胞エピトープを除去し、試験のためにかかる改変された抗
体を生成すること。
【０１７１】
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　一具体例において、抗体又は抗原結合性断片の可変領域の配列を、ＭＨＣクラスＩＩ結
合モチーフの存在について分析することができる。例えば、ＭＨＣ結合モチーフのデータ
ベースにより、例えば、worldwide web上で、sitewehil.wehi.edu.au.にて、「モチーフ
」データベースを検索することにより、比較を行なうことができる。一方、ＭＨＣクラス
ＩＩ結合性ペプチドは、例えばAltuvia等(J. Mol. Biol. 249 244-250(1995))により考案
されたようなコンピューター化スレッディング法を利用して、同定することができ、それ
により、可変領域配列からの連続的な重複ペプチドが、それらのＭＨＣクラスＩＩタンパ
ク質に対する結合エネルギーについて試験される。コンピューターによる結合予想アルゴ
リズムには、ｉＴｏｐｅ(商標)、Ｔｅｐｉｔｏｐｅ、ＳＹＦＰＥＩＴＨＩ及びＭＨＣｐｒ
ｅｄが含まれる。ＭＨＣクラスＩＩ結合性ペプチドの同定を助成するために、上首尾に与
えられたペプチドに関連する配列の特徴例えば両親媒性及びロスバードモチーフ、及びカ
テプシンＢの開裂部位及び他のプロセッシング酵素を検索することができる。
【０１７２】
　潜在的な（potential）第二の種(例えば、ヒト)のＴ細胞エピトープが同定されると、
これらのエピトープは、その後、Ｔ細胞エピトープを除去するのに必要とされる少なくと
も一のアミノ酸の変化により除去される。通常、これは、Ｔ細胞エピトープ内の少なくと
も一のアミノ酸の変化を含む。これは、タンパク質の一次構造に関してエピトープに隣接
するアミノ酸の変化又は一次構造では隣接しないが分子の二次構造において隣接するもの
を含むことができよう。目的とされる通常の変化は、アミノ酸の置換でもよいが、ある環
境では、アミノ酸の付加又は欠失が適当であることもありうる。すべての変化は、組換え
ＤＮＡ技術により達成することができ、それで、最終的分子は、例えば充分に確立された
方法によって組換え宿主からの発現により製造することができるが、タンパク質化学又は
分子変化の任意の他の手段の利用も又、利用することができる。
【０１７３】
　実際には、潜在的なＴ細胞エピトープは、ヒトの生殖系列の可変領域のフレームワーク
配列においても、ＭＨＣ結合性モチーフのデータベースでの比較を行なえば、同定されう
るということが認められている。ヒトは、一般に、それら自身の抗体に対して進行中の免
疫応答をマウントしないので、ヒトは、これらのエピトープに対して寛容であり又はこれ
らの潜在的エピトープは、適当なプロセッシングを受けないので、ヒトのＡＰＣにより提
示されえない。それ故、かかる潜在的Ｔ細胞エピトープは、生殖系列可変領域配列におい
て表され、実際、脱免疫化抗体において保持されうる。
【０１７４】
　治療用抗体配列から潜在的Ｔ細胞エピトープを除去する間に、更なるＴ細胞エピトープ
の創出を最少化するために、このＴ細胞エピトープの除去を、特定のアミノ酸の置換によ
り達成することができ、これは、非ヒト又は親抗体(通常、マウス)のＴ細胞エピトープ内
のアミノ酸の、ヒト生殖系列のアミノ酸に対応する位置のアミノ酸への変換を生じる。ヒ
トの生殖系列の配列は、Tomlinson, I.A.等(1992)J. Mol. Biol. 227:776-798; Cook, G.
P.等(1995)Immunol. Today Vol. 16(5): 237-242; Chothia, D.等(1992)J. Mol. Bio. 22
7:799-817に記載されている。Ｖ ＢＡＳＥディレクトリーは、ヒト免疫グロブリン可変領
域の配列の包括的総覧を与える(Tomlinson, I.A.等編、MRC Centre for Protein Enginee
ring、Cambridge、英国)。
【０１７５】
　一つの方法においては、非ヒト又は親配列に相同なヒトの生殖系列の配列を同定する。
一方、非ヒト又は親配列の各フレームワーク領域(ＦＲ１－ＦＲ４)に相同なヒトの生殖系
列の配列を同定することができる。一つの方法においては、この非ヒト又は親配列と相同
なヒトの生殖系列配列を、ＭＨＣクラスＩＩ結合特性について、並行して分析する。ＭＨ
ＣクラスＩＩ結合プロファイルが非ヒト又は親配列とヒト生殖系列配列との間で異なる領
域を同定することができる。非ヒト又は親配列のこれらの領域におけるアミノ酸を、対応
するヒトアミノ酸への変換のために選択することができる。
【０１７６】
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　一度同定されたＴ細胞エピトープが除去されれば、脱免疫化配列を再び分析して、新た
なＴ細胞エピトープが造られていないことを確実にすることができ、もしそれらが造られ
ていれば、そ(れら)のエピトープを上記のように欠失させることができ；又は、対応する
ヒト生殖系列アミノ酸への以前の変換は、すべてのＴ細胞エピトープが除去されるまで、
非ヒト又は親アミノ酸の対応するヒトアミノ酸への変換によって変えられる。
【０１７７】
　コンピューターにより同定されたすべてのＴ細胞エピトープを除去する必要はない。当
業者は、特定のエピトープの「強度」又は潜在的免疫原性の重要性を認めるであろう。様
々なコンピューターを用いた方法が潜在的エピトープに対するスコアを生成する。当業者
は、高いスコアのエピトープだけを除去する必要があることを認めるであろう。当業者は
又、抗原結合に影響を与えうる、潜在的エピトープの除去と元の非ヒト可変領域の配列の
維持との間におけるバランスがあることも認めるであろう。それ故、一つのストラテジー
は、非ヒト又は親抗体への置換を順次的に導入し、次いで、抗原結合及び免疫原性につい
て試験することである。
【０１７８】
　治療用抗体のＣＤＲについて、少なくとも一つの潜在的Ｔ細胞エピトープが、該ＣＤＲ
と重複し又はその中に入り、それにより、それらのエピトープの除去が該ＣＤＲ内の残基
の変化を必要とすることは、一般的なことである。かかるエピトープに対するＴ細胞応答
の誘導を排除するために、これらを除去することは、たとえその結果生成した抗体の結合
親和性を低減させえて、それ故、ＣＤＲの任意の潜在的変化を、生じた抗原結合の任意の
変化について試験することが必要となりうるとしても、望ましいことでありうる。
【０１７９】
　一具体例において、脱免疫化抗体の配列は、少なくとも一つのＢ細胞エピトープを除去
するように変えられている。ヒトのＢ細胞エピトープの除去のためには、Padlanの「ベニ
アリング(veneering)」又は「リサーフェーシング(resurfacing)」法(Padlan E.A., Mole
cularImmunology 28 489-498(1991)及びＥＰ－０５１９５９６)を利用することができる
。非ヒト抗原結合部位をベニアリングするには２つの一般的工程がある。最初に、関心あ
る抗体分子の可変領域のフレームワーク領域を、利用可能なヒト可変領域データベースの
対応するフレームワーク領域の配列と比較する。次いで、最も相同性のあるヒト可変領域
を、残基ごとに、対応する非ヒトアミノ酸と比較する。ヒトの対応物と異なる非ヒトフレ
ームワーク領域内のこれらの残基を、当分野で周知の組換え技術を利用して、ヒト部分に
存在する残基により置き換える。残基の切り替えを、少なくとも部分的に露出した(溶媒
接近可能な)部分を用いて行ない、この手当を、可変領域ドメインの三次構造に有意の効
果を有しうるアミノ酸残基例えばプロリン、グリシン及び帯電アミノ酸の置き換えにおい
て実施する。外側の残基の置換は、一般に、内側ドメインに対して、又はドメイン間の接
触に対して、殆ど又は全く効果を有しない。(例えば、米国特許第６，７９７，４９２号
参照)。
【０１８０】
　この仕方において、生成した「ベニアされた」非ヒト抗原結合部位は、非ヒトＣＤＲ残
基、それらのＣＤＲに実質的に隣接する残基、埋まっているか殆ど埋まっている(溶媒接
近不能)と同定された残基、非共有結合性(例えば、静電的及び疎水性)の、重鎖ドメイン
と軽鎖ドメインとの間の接触に関与すると考えられる残基、及びＣＤＲループの「標準」
三次構造に影響を有すると考えられているフレームワーク領域の保存された構造領域から
の残基を保持するようにデザインされる。これらのデザイン基準は、次いで、組換えヌク
レオチド配列を調製するために利用され、該配列は、非ヒト抗原結合部位の重鎖と軽鎖の
両方のＣＤＲをヒトらしいフレームワーク領域内に結合させ、非ヒト抗体分子の抗原特異
性を示す組換えヒト抗体を発現させるために哺乳動物細胞をトランスフェクトするのに利
用することができる。
【０１８１】
　一具体例において、調節性Ｔ細胞エピトープが抗体又は抗原結合性断片に導入される。
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ＷＯ０６／０８２４０６(資料として、本明細書中に援用する)は、可変領域が調節性Ｔ細
胞エピトープ(ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔ細胞を刺激して阻害性サイトカインの分泌を誘導し
、それにより免疫原性を減少させる)を導入するように改変されている抗体を産生する方
法を記載している(例えば、Prakken BJ等、Proc.Natl.Acad.Sci.USA ９４:3284-3289(199
7)を参照されたい)。
【０１８２】
抗体又は抗原結合性断片の構築
　一般に、ここに開示した抗体の構築は、遺伝子工学技術において利用される認められた
操作を利用して達成される。例えば、ＤＮＡを単離する技術、ＤＮＡを発現させるための
ベクターの作成及び選択、核酸の精製及び分析、組換えベクターＤＮＡを作成する特殊な
方法(例えば、ＰＣＲ)、制限酵素によるＤＮＡの開裂、ＤＮＡの連結、ＤＮＡ(ベクター
ＤＮＡを含む)の宿主細胞への、安定した又は一過性の手段による導入、ＤＮＡを発現す
る細胞を選択して維持するための宿主細胞の選択培地又は非選択培地での培養は、一般に
、この分野で公知である。
【０１８３】
　かかる脱免疫化免疫グロブリンは、所望の脱免疫化された鎖をコードする遺伝子(例え
ば、ｃＤＮＡ)を調製するために合成及び／又は組換え核酸を利用して製造することがで
きる。例えば、脱免疫化可変領域をコードする核酸(例えば、ＤＮＡ)配列を、脱免疫化さ
れた鎖をコードするＤＮＡ配列例えば以前にヒト化された可変領域からのＤＮＡテンプレ
ートを変えるためのＰＣＲ突然変異誘発法を利用して構築することができる(例えば、Kam
man, M.等、Nucl. Acids Res., 17:5404(1989); Sato, K.等、Cancer Research, 53:851-
856(1993); Daugherty, B.L.等、Nucleic Acids Res., 19(9):2471-2476(1991);及びLewi
s, A.P.及びJ.S. Crowe, Gene, 101:297-302(1991)を参照されたい)。これらの又は他の
適当な方法を用いて、変異体も又、容易に製造することができる。一具体例において、ク
ローン化した可変領域を突然変異させることができ、所望の特異性を有する変異体をコー
ドする配列を選択することができる(例えば、ファージライブラリーから；例えば、Krebb
er等、米国特許第５，５１４，５４８号；Hoogenboom等、ＷＯ９３／０６２１３(１９９
３年４月１日発行)を参照されたい)。
【０１８４】
　幾つかの可能なベクター系を、クローン化した重鎖及び軽鎖遺伝子の哺乳動物細胞にお
ける発現のために利用することができる。一つのクラスのベクターは、所望の遺伝子配列
の宿主細胞ゲノム中への組込みに依存する。安定に組み込まれたＤＮＡを有する細胞を、
薬物耐性遺伝子例えば大腸菌ｇｐｔ(Mullingan, R.C.及びBerg, P.、Proc.Natl.Acad.Sci
.USA, 78:2072(1981))又はＴｎ５ ｎｅｏ(Southern, P.J.及びBerg, P.、J. Mol. Appl. 
Genet., 1: 327(1982))を同時に導入することによって、選択することができる。この選
択マーカー遺伝子は、発現させるべきＤＮＡ遺伝子配列に結合させるか、又は同じ細胞に
同時トランスフェクションによって導入することができる(Wigler, M.等、Cell, 16:77(1
979))。第二のクラスのベクターは、染色体外プラスミドに自律的に複製する能力を与え
るＤＮＡエレメントを利用する。これらのベクターは、動物ウィルス例えばウシパピロー
マウィルス(Sarver, N.等、Proc.Natl.Acad.Sci.USA, 79:7147(1982))、ポリオーマウィ
ルス(Deans, R.J.等、Proc.Natl.Acad.Sci.USA, 81:1292(1984))、又はＳＶ４０ウィルス
(Lusky, M.及びBotchan, M., Nature, 293:79(1981))由来でもよい。
【０１８５】
　免疫グロブリンｃＤＮＡは、抗体タンパク質をコードする成熟ｍＲＮＡを表す配列のみ
からなるので、免疫グロブリンｍＲＮＡの合成のためには、遺伝子の転写及びＲＮＡのプ
ロセッシングを調節する更なる遺伝子発現用エレメントが必要とされる。これらのエレメ
ントは、スプライスシグナル、転写プロモーター(誘導性プロモーターエンハンサーを含
む)、及び終結シグナルを含むことができる。かかるエレメントを組み込んだｃＤＮＡ発
現ベクターは、Okayama, H.及びBerg, P., Mol. Cell Biol., 3:280(1983); Cepko, C.L.
等、Cell, 37:1053(1984);及びKaufman, R.J., Proc.Natl.Acad.Sci.USA, 82:689(1985)
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により記載されたものを含む。
【０１８６】
　この可変配列は、適宜、ヒト定常領域(例えば、ヒトＩｇＧ１又はカッパー定常領域)に
融合させることができる。この組換え脱免疫化抗体又は抗原結合性断片は、発現のための
適当な宿主細胞たとえばＮＳ０又はＣＨＯ細胞にトランスフェクトして、完全な組換え抗
体を産生することができる。
【０１８７】
ＶＩ．診断応用
　これらの抗体及び抗原結合性断片は、研究、診断及び治療応用を含む様々な応用におい
て有用である。例えば、それらは、レセプター又はその部分を単離し及び／又は精製する
ために、及びレセプターの構造(例えば、コンホメーション)及び機能を研究するために利
用することができる。
【０１８８】
　ある面において、開示した様々な抗体を利用して、例えば内皮細胞(例えば、様々な内
皮細胞)又はＥｐｈＢ４レセプター遺伝子出トランスフェクトされた細胞におけるＥｐｈ
Ｂ４レセプターの発現を検出し又は測定することができる。従って、それらは又、診断又
は研究目的のための、細胞のソーティング及びイメージングなどの応用(例えば、フロー
サイトメトリー、及び蛍光活性化セルソーティング)においても有用性を有する。
【０１８９】
　ある具体例において、これらの抗体又は抗原結合性断片は、診断目的のために、標識す
ることができ又は標識しなくてもよい。典型的には、診断用アッセイは、抗体のＥｐｈＢ
４への結合から生じた複合体の形成を検出することを必要とする。これらの抗体は、直接
、標識することができる。放射性核種、蛍光剤、酵素、酵素基質、酵素補因子、酵素イン
ヒビター及びリガンド(例えば、ビオチン、ハプテン)を含む様々な標識を用いることがで
きる(但し、これらに限られない)。多くの適当な免疫アッセイが、当業者には知られてい
る(例えば、米国特許第３，８１７，８２７号；３，８５０，７５２号；３，９０１，６
５４号；及び４，０９８，８７６号を参照されたい)。非標識化の場合、これらの抗体を
凝集アッセイなどのアッセイで利用することができる。非標識化抗体は又、他の(一種以
上の)適当な、抗体の検出に利用することのできる試薬例えば第一の抗体と反応性の標識
した抗体(例えば、第２抗体)(例えば、非標識免疫グロブリンに特異的な抗イディオタイ
プ抗体又は他の抗体)又は他の適当な試薬(例えば、標識したプロテインＡ)と組み合わせ
て使用することもできる。
【０１９０】
　一具体例において、これらの抗体及び抗体断片は、酵素免疫アッセイにおいて利用する
ことができ、該アッセイでは、主題の抗体又は第２抗体が、酵素に結合される。ＥｐｈＢ
４タンパク質を含む生物学的試料を主題の抗体と合わせると、これらの抗体とＥｐｈＢ４
タンパク質との間で結合が生じる。一具体例においては、ＥｐｈＢ４タンパク質を発現す
る細胞(例えば、内皮細胞)を含む試料を主題の抗体と合わせ、それらの抗体と、該抗体に
より認識されるエピトープを含むＥｐｈＢ４タンパク質を有する細胞との間で結合が生じ
る。これらの結合された細胞を、未結合の試薬から分離することができ、これらの細胞に
特異的に結合した抗体－酵素結合体の存在を、例えば試料を、酵素の作用を受けると発色
するか他の検出可能な変化を生じる酵素基質と接触させることによって測定することがで
きる。他の具体例において、主題の抗体は、未標識であってよく、該主題の抗体を認識す
る第二の標識された抗体を加えることができる。
【０１９１】
　ある面において、生物学的試料中のＥｐｈＢ４タンパク質の存在の検出における使用の
ためのキットも又、製造することができる。かかるキットは、ＥｐｈＢ４タンパク質又は
該レセプターの部分に結合する抗体、並びに、抗体とＥｐｈＢ４又はその部分との複合体
の存在を検出するのに適した少なくとも一種の補助的試薬を含む。これらの開示した抗体
組成物は、凍結乾燥形態で、単独で又は他のエピトープに特異的な更なる抗体と組み合わ
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せて与えることができる。これらの抗体は、標識されていてもいなくてもよく、付属的成
分(例えば、トリス等の緩衝剤、リン酸塩及び炭酸塩、安定剤、賦形剤、殺生物剤及び／
又はウシ血清アルブミン等の不活性タンパク質)と共にキットに包含されうる。例えば、
これらの抗体は、付属的成分を伴う凍結乾燥した混合物として与えることができ、又は付
属的成分は、ユーザーが組み合わせるために、別々に与えることもできる。一般に、これ
らの付属的材料は、活性な抗体の量に基いて約５重量％未満で存在し、通常は、抗体濃度
に対して少なくとも約０．００１重量％の全量で存在する。このモノクローナル抗体に結
合することのできる第２抗体を用いる場合には、かかる抗体は、例えば、別々のバイアル
又は容器中のキットで与えることができる。この第２抗体は、存在する場合、典型的には
標識され、上記の抗体配合物と類似の仕方で配合されうる。
【０１９２】
　同様に、この抗体又は抗原結合性断片は、細胞によるＥｐｈＢ４又は該レセプターの部
分の発現を検出し及び／又は定量する方法において利用することができ、該方法において
は、細胞又はその画分(例えば、膜画分)を含む組成物を、ＥｐｈＢ４又は該レセプターの
部分と結合する抗体と、該抗体との結合に適当な条件下で接触させ、抗体結合をモニター
する。抗体の検出(抗体とＥｐｈＢ４又はその一部分との複合体の形成を示す)は、該レセ
プターの存在を示す。抗体の細胞への結合は、実施例に記載したような標準的方法により
測定することができる。この方法を利用して、個体に由来する細胞におけるＥｐｈＢ４の
発現を検出することができる。適宜、内皮細胞の表面におけるＥｐｈＢ４の定量的発現を
、例えばフローサイトメトリーによって評価することができ、染色強度を、病気の罹病性
、進行又は危険と相関させることができる。
【０１９３】
　この抗体又は抗原結合性断片は又、ある種の病気に対する哺乳動物の罹病性を検出する
方法においても利用することができる。説明のために、この方法を利用して、細胞上に存
在するＥｐｈＢ４の量及び／又は哺乳動物中のＥｐｈＢ４陽性細胞の数に基いて進行する
病気に対する哺乳動物の罹病性を検出することができる。一具体例において、この出願は
、哺乳動物の腫瘍に対する罹病性を検出する方法を与える。この具体例において、試験す
べき試料を、ＥｐｈＢ４又はその部分と、抗体の結合に適した条件下で結合する抗体と接
触させる(該試料は、正常な個体においてＥｐｈＢ４を発現する細胞を含む)。この抗体の
結合及び／又は結合量を検出し、これは、その個体の腫瘍に対する罹病性を示す(一層高
レベルのレセプターは、その個体の腫瘍に対する増大した罹病性と相関する)。出願人及
び他のグループは、ＥｐｈＢ４の発現が、腫瘍の成長及び進行と相関することを見出した
。これらの開示した抗体は又、個体における、ＥｐｈＢ４発現の、血管形成関連疾患の進
行との相関関係を更に解明するためにも利用することができる。
【０１９４】
ＩＩＶ．治療応用
　ある具体例において、本願は、血管形成を阻害する方法及び血管形成関連疾患を治療す
る方法を提供する。幾つかの具体例において、この出願は、アポトーシスを促進する方法
を提供する。他の具体例においては、本願は、腫瘍の成長を阻害し又は低減させる方法及
び癌を患っている個体を治療する方法を提供する。これらの方法は、個体に、治療上有効
な量の上記の脱免疫化抗体又は抗原結合性断片を投与することを含む。これらの方法は、
特に、動物の、一層特にはヒトの治療及び予防処置を意図している。一具体例において、
これらの方法で用いられる抗体又は抗原結合性断片は、ヒト患者に投与した場合に、マウ
スモノクローナル抗体＃４７よりも一層低免疫原性である。他の具体例においては、これ
らの方法で用いられる抗体又は抗原結合性断片は、ヒト患者に投与した場合に、マウスモ
ノクローナル抗体＃１３１よりも一層低免疫原性である。
【０１９５】
　本願は又、血管形成関連疾患の治療において有用な医薬組成物をも提供する。幾つかの
具体例において、この医薬組成物は、ここに記載の抗体又は抗原結合性断片及び許容しう
る製薬用キャリアを含む。
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【０１９６】
　本願は、アポトーシスを促進する方法であって、細胞を有効量の脱免疫化抗体又は抗原
結合性断片と接触させることを含む当該方法を提供する。幾つかの具体例において、これ
らの細胞は、内皮細胞である。
【０１９７】
　本願は、血管形成を阻害する方法であって、内皮細胞を、有効量の脱免疫化抗体又は抗
原結合性断片と接触させることを含む当該方法を提供する。ある具体例において、該血管
形成は、癌細胞により誘導される。この抗体又は抗原結合性断片は、内皮細胞と、イン・
ビトロで、エキス・ビボで又はイン・ビボで接触することができる(例えば、患者におい
て)。更に別の具体例においては、これらの抗体は、癌細胞の血管形成を、例えば少なく
とも１０％、少なくとも２５％、少なくとも５０％、少なくとも７５％、又は少なくとも
９０％阻害する。血管形成の阻害は、当分野で公知のイン・ビトロの細胞ベースのアッセ
イ例えば内皮細胞管形成アッセイにより、又は当分野で公知のイン・ビボでの動物モデル
アッセイにより試験することができる。
【０１９８】
　ここに記載のように、血管形成関連疾患は、例えば固形腫瘍、血液の産生される腫瘍例
えば白血病、及び腫瘍の転移を含む血管形成依存性の癌；良性腫瘍、例えば血管腫、聴神
経腫、神経線維腫、トラコーマ、及び化膿性肉芽腫；炎症性疾患例えば免疫及び非免疫性
炎症；慢性関節リウマチ及び乾癬；眼の血管形成性疾患例えば糖尿病性網膜症、未熟児網
膜症、黄斑変性、角膜移植片拒絶、血管新生緑内障、後水晶体繊維増殖症、ルベオーシス
；オスラー－ウェーバー症候群；心筋の血管形成；プラーク新血管新生；末梢血管拡張症
；血友病性関節；血管線維腫；及び傷のまわりの肉芽及び傷の治癒；末梢血管拡張性乾癬
硬皮症、化膿性肉芽腫、冠状動脈側枝、虚血性肢における血管形成、角膜疾患、ルベオー
シス、関節炎、糖尿病性新血管新生、骨折、脈管形成、造血を包含するが、これらに限ら
れない。
【０１９９】
　開示した方法及び組成物が、任意の血管形成非依存性の癌(腫瘍)の治療にも有用である
ということは理解される。ここで用いる場合、用語「血管形成非依存性の癌」は、腫瘍組
織内で新血管新生が全く又は殆どない癌(腫瘍)を指す。
【０２００】
　特に、開示した抗体治療剤は、大腸癌、乳癌、中皮腫、前立腺癌、膀胱癌、頭頸部の扁
平上皮癌(ＨＮＳＣＣ)、カポジ肉腫、卵巣癌、及び白血病を含む(但し、これらに限られ
ない)癌(腫瘍)の治療又は予防に有用である。
【０２０１】
　本願は、患者における癌細胞の成長を阻害する方法であって、有効量の脱免疫化抗体又
は抗原結合性断片をその患者に投与することを含む当該方法を提供する。この調整は、該
患者の癌細胞の成長を、例えば少なくとも１０％、少なくとも２５％、少なくとも５０％
、少なくとも７５％、又は少なくとも９０％低減させ又は防止させることができる。その
結果、癌が固形腫瘍である場合には、この調整は、固形腫瘍のサイズを少なくとも１０％
、少なくとも２５％、少なくとも５０％、少なくとも７５％、又は少なくとも９０％だけ
減少させることができる。
【０２０２】
　この癌細胞の増殖の阻害は、細胞ベースのアッセイ例えばブロモデオキシウリジン(Ｂ
ＲＤＵ)の取込み(Hoshino等、Int. J. Cancer 38, 369 (1986); Campana等、J. Immunol.
 Meth. 107:79(1988)); [3Ｈ]-チミジンの取込み(Chen, J., Oncogene 13:1395-403(1996
); Jeoung, J., J. Biol. Chem. 270:18367-73(1995)；染料Alamar Blue (Biosource Int
ernationalから入手可能)(Voytik-Harbin等、In Vitro Cell Dev Biol Anim 34:239-46(1
998))によって測定することができる。癌細胞の足場非依存性の成長は、軟寒天における
コロニー形成により、例えば軟寒天上に形成された癌細胞コロニー数を計数することによ
り評価される(実施例及びSambrook等、Molecular Cloning, Cold Spring Harbor、1989を
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参照されたい)。
【０２０３】
　患者における癌細胞の成長の阻害は、患者例えば動物モデル又はヒト患者における癌の
成長をモニターすることにより評価することができる。一つの典型的なモニター方法は、
腫瘍原性アッセイである。一例において、異種移植片は、既存の腫瘍又は腫瘍細胞系統か
らのヒト細胞を含む。腫瘍異種移植片アッセイは、当分野で公知であり、ここに記載され
ている(例えば、Ogawa等、Oncogene 19:6043-6052(2000)を参照されたい)。他の具体例に
おいて、腫瘍原性は、米国特許第５，６９８，４１３号に記載された中空ファイバーアッ
セイ(資料として、本明細書中に、そっくりそのまま援用する)を利用してモニターされる
。
【０２０４】
　阻害のパーセンテージは、モジュレーター処理下での癌細胞増殖、足場非依存的成長、
又は癌細胞の成長を、負の対照条件下でのもの(典型的には、モジュレーター処理なし)と
比較することにより計算される。例えば、癌細胞又は癌細胞コロニー(コロニー形成アッ
セイ)の数、又はＰＲＤＵ又は[3Ｈ]－チミジンの取込みがＡ(モジュレーター処理下)及び
Ｃ(負の対照条件下)であれば、阻害パーセンテージは、(Ｃ－Ａ)／Ｃ×１００％となる。
【０２０５】
　かかる方法のある具体例において、少なくとも一種の抗体治療剤を一緒に(同時に)又は
異なる時点に(順次的に)投与することができる。加えて、抗体治療剤は、癌を治療し又は
血管形成を阻害するための他の種類の化合物と共に投与することができる。
【０２０６】
　ある具体例において、開示した主題の方法は、単独で用いることができる。一方、主題
の方法は、増殖性疾患(例えば、腫瘍)の治療又は予防に向けられた他の慣用の抗癌治療用
アプローチと組み合わせて用いることができる。例えば、かかる方法は、予防的な癌防止
、外科手術後の癌の再発及び転移の防止において、並びに他の慣用の癌治療の補助薬とし
て用いることができる。本願は、慣用の癌治療(例えば、化学療法、放射線療法、光療法
、免疫療法、及び外科手術)の効力が、この抗体又は抗原結合性断片の利用によって増進
されうることを認める。
【０２０７】
　慣用の化合物の広範なアレイが抗新生物活性を有することが示されてきた。これらの化
合物は、固形腫瘍を萎縮させ、転移及び更なる成長を防止し、又は白血病若しくは骨髄の
悪性腫瘍における悪性Ｔ細胞の数を減じるための化学療法における医薬として用いられて
きた。化学療法は様々な種類の悪性腫瘍の治療において有効であるが、多くの抗新生物性
化合物は、望ましくない副作用を含んでいる。２種以上の異なる治療剤を組み合わせた場
合、それらの治療剤が相乗的に働いて、各治療剤の投薬量を減らすことを可能にし、それ
により、一層高い投薬量での各化合物により生じる有害な副作用を減らすことができると
いうことが示されている。他の例においては、一の治療剤に対して治療抵抗性である悪性
腫瘍が２種以上の異なる治療剤の組合せ療法に応答しうる。
【０２０８】
　ここに開示した抗体又は抗原結合性断片を、他の慣用の抗新生物剤と組み合わせて、同
時に又は順次的に投与した場合には、かかる抗体又は抗原結合性断片は、抗新生物剤の治
療効果を増進させることができ又はかかる抗新生物剤に対する細胞の抵抗性を克服するこ
とができる。これは、抗新生物剤の投薬量の減少を可能にし、それにより、望ましくない
副作用を低減し、又は耐性Ｔ細胞における抗新生物剤の効力を回復する。
【０２０９】
　組合せ抗腫瘍療法に用いることのできる医薬化合物は、次のものを包含する(単に、説
明のため)：アミノグルテチミド、アムサクリン、アナストロゾール、アスパラギナーゼ
、ｂｃｇ、ビカルタミド、ブレオマイシン、ブセレリン、カンプトテシン、カペシタビン
、カルボプラチン、カルムスチン、クロラムブシル、シスプラチン、クラドリビン、クロ
ドロネート、コルヒチン、シクロホスファミド、シプロテロン、シタラビン、ダカルバジ



(49) JP 2010-536751 A 2010.12.2

10

20

30

40

50

ン、ダクチノマイシン、ダウノルビシン、ジエンストロール、ジエチルスチルベストロー
ル、ドセタキセル、ドキソルビシン、エピルビシン、エストラジオール、エストラムスチ
ン、エトポシド、エクセメスタン、フィルグラスチム、フルダラビン、フルドロコルチゾ
ン、フルオロウラシル、フルオキシムエステロン、フルタミド、ゲムシタビン、ゲニステ
イン、ゴセレリン、ヒドロキシウレア、イダルビシン、イフォスファミド、イマチニブ、
インターフェロン、イリノテカン、イロノテカン、レトロゾール、リューコボリン、リュ
ープロリド、レバミゾール、ロムスチン、メクロレタミン、メドロキシプロゲステロン、
メゲストロール、メルファラン、メルカプトプリン、メスナ、メトトレキセート、ミトマ
イシン、ミトタン、ミトキサントロン、ニルタミド、ノコダゾール、オクトレオチド、オ
キサリプラチン、パクリタキセル、パミドロネート、ペントスタチン、プリカマイシン、
ポルフィマー、プロカルバジン、ラルチトレクスト、リツキシマブ、ストレプトゾシン、
スラミン、タモキシフェン、テモゾロミド、テニポシド、テストステロン、チオグアニン
、チオテパ、チタノセンジクロリド、トポテカン、トラスツヅマブ、トレチノイン、ビン
ブラスチン、ビンクリスチン、ビンデシン、及びビノレルビン。
【０２１０】
　これらの化学療法用抗腫瘍性化合物は、それらの作用機構によって、例えば次のグルー
プに分類されうる：抗代謝／抗癌剤、例えばピリミジン類似体(５－フルオロウラシル、
フロクスウリジン、カペシタビン、ゲムシタビン及びシタラビン)及びプリン類似体、フ
ォレートアンタゴニスト及び関連インヒビター(メルカプトプリン、チオグアニン、ペン
トスタチン及び２－クロロデオキシアデノシン(クラドリビン))；天然物例えばビンカア
ルカロイド(ビンブラスチン、ビンクリスチン、及びビノレルビン)、微小管ディスラプタ
ー例えばタキサン(パクリタキセル)、ビンクリスチン、ビンブラスチン、ノコダゾール、
エポチロン及びナベルビン、エピジポドフィロトキシン(エトポシド、テニポシド)、ＤＮ
Ａ損傷剤(アクチノマイシン、アムサクリン、アントラサイクリン、ブレオマイシン、ブ
スルファン、カムプトテシン、カルボプラチン、クロラムブシル、シスプラチン、シクロ
ホスファミド、シトキサン、ダクチノマイシン、ダウノルビシン、ドキソルビシン、エピ
ルビシン、ヘキサメチルメラミンオキサリプラチン、イフォスファミド、メルファラン、
メルクロレタミン、ミトマイシン、ミトキサントロン、ニトロソウレア、プリカマイシン
、プロカルバジン、タキソール、タキソテレ、テニポシド、トリエチレンチオホスホルア
ミド及びエトポシド(ＶＰ１６))を含む抗増殖／抗有糸分裂剤；抗生物質例えばダクチノ
マイシン(アクチノマイシンＤ)、ダウノルビシン、ドキソルビシン(アドリアマイシン)、
イダルビシン、アントラサイクリン、ミトキサントロン、ブレオマイシン、プリカマイシ
ン(ミトラマイシン)及びミトマイシン；酵素(全身でＬ－アスパラギンを代謝して、自身
でアスパラギンを合成する能力を有しない細胞で涸渇させるＬ－アスパラギナーゼ)；抗
血小板剤；抗増殖性／抗有糸分裂性アルキル化剤例えばナイトロジェンマスタード(メク
ロレタミン、シクロホスファミド及び類似体、メルファラン、クロラムブシル)、エチレ
ンイミン及びメチルメラミン(ヘキサメチルメラミン及びチオテパ)、アルキルスルホネー
ト－ブスルファン、ニトロソウレア(カルムスチン(ＢＣＮＵ)及び類似体、ストレプトゾ
シン)、トラゼン－ダカルバジニン(ＤＴＩＣ)；抗増殖／抗有糸分裂性抗代謝剤例えば葉
酸類似体(メトトレキセート)；白金配位錯体(シスプラチン、カルボプラチン)、プロカル
バジン、ヒドロキシウレア、ミトタン、アミノグルテチミド；ホルモン類似体(エストロ
ゲン、タモキシフェン、ゴセレリン、ビカルタミド、ニルタミド)及びアロマターゼイン
ヒビター(レトロゾール、アナストロゾール)；抗凝固剤(ヘパリン、合成ヘパリン塩及び
他のトロンビンインヒビター)；フィブリン溶解剤(例えば、組織プラスミノーゲンアクチ
ベーター、ストレプトキナーゼ及びウロキナーゼ)、アスピリン、ジピリダモール、チク
ロピジン、クロピドグレル、アブシキシマブ；抗移動剤；抗分泌剤(ブレベルジン)；免疫
抑制剤(シクロスポリン、タクロリムス(ＦＫ－５０６)、シロリムス(ラパマイシン)、ア
ザチオプリン、ミコフェノレートモフェチル)；抗血管形成化合物(ＴＮＰ－４７０、ゲニ
ステイン)及び成長因子インヒビター(血管内皮成長因子(ＶＥＧＦ)インヒビター、繊維芽
細胞成長因子(ＦＧＦ)インヒビター)；アンギオテンシンレセプターブロッカー；一酸化
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窒素ドナー；アンチセンスオリゴヌクレオチド；抗体(トランスツヅマブ)；細胞周期イン
ヒビター及び分化インデューサー(トレチノイン)；ｍＴＯＲインヒビター、トポイソメラ
ーゼインヒビター(ドキソルビシン(アドリアマイシン)、アムサクリン、カムプトテシン
、ダウノルビシン、ダクチノマイシン、エニポシド、エピルビシン、エトポシド、イダル
ビシン及びミトキサントロン、トポテカン、イリノテカン)、コルチコステロイド(コルチ
ゾン、デキサメタゾン、ヒドロコルチゾン、メチルプレドニゾロン、プレドニゾン、及び
プレニゾロン)；成長因子シグナル変換キナーゼインヒビター；ミトコンドリア機能障害
インデューサー及びカスパーゼアクチベーター；及びクロマチンディスラプター。
【０２１１】
　ある具体例において、組合せ抗血管形成療法に用いることのできる医薬化合物は、(１)
「血管形成分子」例えばｂＦＧＦ(塩基性繊維芽細胞成長因子)放出のインヒビター；(２)
血管形成分子の中和剤例えば抗βｂＦＧＦ抗体；及び(３)血管形成刺激に対する内皮細胞
応答のインヒビター(コラゲナーゼインヒビター、基底膜ターンオーバーインヒビター、
血管新生阻害(angiostatic)ステロイド、真菌由来血管形成インヒビター、血小板因子４
、トロンボスポンジン、関節炎薬物例えばＤ－ペニシラミン及びチオリンゴ酸金、ビタミ
ンＤ3類似体、アルファ－インターフェロンなどを含む)を含む。血管形成の更なる勧めら
れるインヒビターは、Blood等、Bioch. Biophys. Acta., 1032:89-118(1990), Moses等、
Science、248:1408-1410(1990)、Ingber等、Lab. Invest.、59:44-51(1988),及び米国特
許第５，０９２，８８５号、５，１１２，９４６号、５，１９２，７４４号、５，２０２
，３５２号及び６５７３２５６号を参照されたい。加えて、血管形成を阻害するために利
用することのできる広範な化合物例えばＶＥＧＦ媒介の血管形成経路をブロックするペプ
チド又は薬剤、エンドスタチンタンパク質又は誘導体、アンギオスタチンのリジン結合性
断片、メラニン又はメラニン促進化合物、プラスミノーゲン断片(例えば、プラスミノー
ゲンのクリングル１－３)、トロポインサブユニット、ビトロネクチンαvβ3のアンタゴ
ニスト、サポシンＢに由来するペプチド、抗生物質又は類似体(例えば、テトラサイクリ
ン、又はネオマイシン)、ジエノゲスト含有組成物、ペプチドに結合されたＭｅｔＡＰ－
２阻害コアを含む化合物、化合物ＥＭ－１３８、カルコン及びその類似体、及びｎａａｌ
ａｄａｓｅインヒビターがある。例えば、米国特許第６，３９５，７１８号、６，４６２
，０７５号、６，４６５，４３１号、６，４７５，７８４号、６，４８２，８０２号、６
，４８２，８１０号、６，５００，４３１号、６，５００，９２４号、６、５１８，２９
８号、６，５２１，４３９号、６，５２５，０１９号、６，５３８，１０３号、６，５４
４，７５８号、６，５４４，９４７号、６，５４８，４７７号、６，５５９，１２６号及
び６，５６９，８４５号を参照されたい。
【０２１２】
　組合せ療法の性質に依り、ＥｐｈＢ４脱免疫化抗体又は抗原結合性断片の投与は、他の
療法を施与しつつ及び／又はその後に継続することができる。ＥｐｈＢ４脱免疫化抗体又
は抗原結合性断片の投与は、単一投与量で行なっても、多数の投与量で行なってもよい。
幾つかの例において、ＥｐｈＢ４脱免疫化抗体又は抗原結合性断片の投与は、慣用の療法
の少なくとも数日前に開始され、他の例では、投与は、慣用の療法の施与の直前又は当該
施与と同時に開始される。
【０２１３】
ＶＩＩＩ．投与及び配合の方法
　ある具体例において、このＥｐｈＢ４脱免疫化抗体又は抗原結合性断片は、製薬上許容
しうるキャリアと配合される。かかる抗体又は抗原結合性断片は、単独で投与することも
できるし、医薬配合物(組成物)の成分として投与することもできる。この抗体又は抗原結
合性断片は、ヒト用医薬又は獣医学用医薬における使用に便利な任意の方法で投与するた
めに配合することができる。湿潤剤、乳化剤及び潤滑剤例えばラウリル硫酸ナトリウム及
びステアリン酸マグネシウム並びに着色剤、離型剤、コーティング剤、甘味料、香味料及
び香料、防腐剤及び抗酸化剤も又は、これらの組成物中に存在してよい。
【０２１４】
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　このＥｐｈＢ４脱免疫化抗体又は抗原結合性断片の配合物は、経口／経鼻腔投与、局所
投与、非経口投与、直腸投与、及び／又は膣内投与に適したものを含む。これらの配合物
は、都合よく、単位投薬形態で与えることができ、製薬業分野で周知の任意の方法によっ
て製造することができる。キャリア物質と合わせて単一投薬形態を生成することのできる
活性成分の量は、治療される宿主、特定の投与方法に依って変化する。キャリア物質と合
わせて単一投薬形態を生成することのできる活性成分の量は、一般に、治療効果を生じる
化合物の量である。
【０２１５】
　ある具体例において、これらの配合物又は組成物を製造する方法は、他の種類の抗腫瘍
性又は抗血管形成性の薬剤及びキャリア、並びに適宜一種以上の補助的成分を含む。一般
に、これらの配合物は、液体キャリア又は微粉固体キャリア、又は両者を用いて製造する
ことができ、その後、必要であれば、製品を形つくることができる。
【０２１６】
　経口投与のための配合物は、カプセル、カシェ剤、丸薬、錠剤、トローチ剤(香味付け
したベース(通常、スクロース及びアラビアゴム又はトラガカントゴム)を使用)、粉末、
顆粒の形態であってよく又は、水性若しくは非水性液体中の溶液若しくは懸濁液として、
又は水中油若しくは油中水液体乳濁液として、又はエリキシル若しくはシロップとして、
又は香錠(ゼラチン及びグリセリン、又はスクロース及びアラビアゴムなどの不活性なベ
ースを使用)として及び／又は口内洗浄剤などとして、各々は、予め決めた量のＥｐｈＢ
４脱免疫化抗体又は抗原結合性断片をを活性成分として含む。
【０２１７】
　経口投与のための固体投薬形態(カプセル、錠剤、丸薬、糖衣錠、粉末、顆粒など)にお
いて、一種以上のＥｐｈＢ４脱免疫化抗体又は抗原結合性断片は、一種以上の製薬上許容
しうるキャリア例えばクエン酸ナトリウム又はリン酸二カルシウム、及び／又は次の何れ
かと混合することができる：(１)充填剤又は増量剤、例えば澱粉、ラクトース、スクロー
ス、グルコース、マンニトール、及び／又はケイ酸；(２)結合剤、例えばカルボキシメチ
ルセルロース、アルギネート、ゼラチン、ポリビニルピロリドン、スクロース、及び／又
はアラビアゴム；(３)湿潤剤、例えばグリセロール；(４)崩壊剤、例えば寒天、炭酸カル
シウム、ジャガイモ又はタピオカ澱粉、アルギン酸、ある種のケイ酸塩、及び炭酸ナトリ
ウム；(５)溶解遅延剤、例えばパラフィン；(６)吸収加速剤、例えば四級アンモニウム化
合物；(７)湿潤剤、例えばセチルアルコール及びモノステアリン酸グリセロール；(８)吸
着剤、例えばカオリン及びベントナイトクレー；(９)潤滑剤、例えばタルク、ステアリン
酸カルシウム、ステアリン酸マグネシウム、ナトリウムポリエチレングリコール、ラウリ
ル硫酸ナトリウム、及びこれらの混合物；及び(１０)着色剤。カプセル、錠剤及び丸薬の
場合、これらの医薬組成物は、緩衝剤をも含むことができる。類似の種類の固体組成物は
又、ラクトース又は乳糖並びに高分子量ポリエチレングリコールなどの賦形剤を使用する
軟質及び硬質の充填されたゼラチンカプセルにおいて充填剤として用いることができる。
【０２１８】
　経口投与のための液体投薬形態は、製薬上許容しうる乳濁液、ミクロエマルジョン、溶
液、懸濁液、シロップ、及びエリキシルを含む。活性成分に加えて、これらの液体投薬形
態は、一般に、当分野で用いられている不活性な希釈剤例えば水又は他の溶媒、可溶化剤
及び乳化剤例えばエチルアルコール、イソプロピルアルコール、炭酸エチル、酢酸エチル
、ベンジルアルコール、ベンジルベンゾエート、プロピレングリコール、１，３－ブチレ
ングリコール、油(特に、綿実油、落花生油、トウモロコシ油、胚芽油、オリーブ油、ひ
まし油、及び胡麻油)、グリセロール、テトラヒドロフリルアルコール、ポリエチレング
リコール、及びソルビタンの脂肪酸エステル、並びにこれらの混合物を含むことができる
。不活性な希釈剤以外に、これらの経口用組成物は、湿潤剤、乳化剤及び懸濁化剤、甘味
料、香味料、着色剤、香料及び防腐剤などの補助剤をも含むことができる。
【０２１９】
　活性化合物に加えて、懸濁液は、懸濁化剤例えばエトキシル化イソステアリルアルコー
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ル、ポリオキシエチレンソルビトール、及びソルビタンエステル、微晶質セルロース、ア
ルミニウムメタヒドロキシド、ベントナイト、寒天、及びトラガカントゴム、並びにこれ
らの混合物を含むことができる。
【０２２０】
　特に、開示した方法は、皮膚に対して又は粘膜、例えば頸部及び膣の粘膜に対して局所
的に投与することができる。これは、腫瘍への直接送達の最大の機会を、副作用を誘発す
る機会を最少にして提供する。これらの局所用配合物は又、皮膚又は角質層の透過性増進
剤として有効であることが知られた一種以上の広範な薬剤を、更に含むことができる。こ
れらの例は、２－ピロリドン、Ｎ－メチル－２－ピロリドン、ジメチルアセタミド、ジメ
チルホルムアミド、プロピレングリコール、メチル又はイソプロピルアルコール、ジメチ
ルスルホキシド、及びアゾンである。更なる薬剤を更に含有させて、化粧用に許容しうる
配合物を作成することができる。これらの例は、脂肪、ワックス、油、染料、芳香剤、防
腐剤、安定剤、及び界面活性剤である。当分野で公知の角質溶解剤を含有させることもで
きる。例は、サリチル酸及び硫黄である。
【０２２１】
　局所的又は経皮的な投与のための投薬形態は、粉末、スプレー、軟膏、ペースト、クリ
ーム、ローション、ゲル、溶液、パッチ、及び吸入剤を包含する。このＥｐｈＢ４脱免疫
化抗体又は抗原結合性断片は、無菌条件下で、製薬上許容しうるキャリアと、及び必要と
されうる任意の防腐剤、緩衝剤又は噴射剤と混合することができる。これらの軟膏、ペー
スト、クリーム及びゲルは、主題のポリペプチド剤に加えて、賦形剤例えば動物性及び植
物性脂肪、油、ワックス、パラフィン、澱粉、トラガカントゴム、セルロース誘導体、ポ
リエチレングリコール、シリコーン、ベントナイト、ケイ酸、タルク及び酸化亜鉛、又は
これらの混合物を含有することができる。
【０２２２】
　粉末及びスプレーは、主題のポリペプチド治療剤に加えて、賦形剤例えばラクトース、
タルク、ケイ酸、水酸化アルミニウム、ケイ酸カルシウム、及びポリアミド粉末、又はこ
れらの物質の混合物を含むことができる。スプレーは、更に、慣用の噴射剤例えばクロロ
フルオロヒドロカーボン及び揮発性不飽和炭化水素例えばブタン及びプロパンを含むこと
ができる。
【０２２３】
　非経口投与に適した医薬組成物は、一種以上のＥｐｈＢ４脱免疫化抗体及び抗原結合性
断片を一種以上の製薬上許容しうる無菌の等張の水溶液又は非水性溶液、分散液、懸濁液
又は乳濁液を、又は無菌の粉末(これは、使用直前に無菌の注射用溶液又は分散液を再構
成することができ、抗酸化剤、緩衝剤、静菌剤、意図するレシピエントの血液と等張の配
合物を与える溶質又は懸濁化剤又は増粘剤を含有しうる)を含むことができる。開示した
医薬組成物において用いることのできる適当な水性及び非水性のキャリアの例は、水、エ
タノール、ポリオール(例えば、グリセロール、プロピレングリコール、ポリエチレング
リコールなど)、それらの適当な混合物、植物油例えばオリーブ油、及び注射可能な有機
エステル例えばオレイン酸エチルを含む。適当な流動性は、例えば、被覆材料例えばレシ
チンの利用により、所望の粒度の維持(分散液の場合)により、及び界面活性剤の利用によ
って維持することができる。
【０２２４】
　これらの組成物は、防腐剤、湿潤剤、乳化剤及び分散剤などの補助剤を含むこともでき
る。微生物の作用を防止することは、様々な抗細菌剤及び抗真菌剤例えばパラベン、クロ
ロブタノール、フェノールソルビン酸などを含有させることにより確実にすることができ
る。等張剤例えば糖類、塩化ナトリウムなどをこれらの組成物に含有させることも又、望
ましいことでありうる。加えて、この注射可能な医薬形態の延長された吸収を、吸収を遅
延させる薬剤例えばモノステアリン酸アルミニウム及びゼラチンを含有させることにより
もたらすことができる。
【０２２５】



(53) JP 2010-536751 A 2010.12.2

10

20

30

40

50

　蓄積注射形態は、一以上のＥｐｈＢ４脱免疫化抗体及び抗原結合性断片の、生物分解性
ポリマー例えばポリラクチド－ポリグリコリド中のマイクロカプセル化マトリクスを形成
することにより作成される。薬物のポリマーに対する比率、及び用いた特定のポリマーの
性質によって、薬物放出の速度を制御することができる。他の生物分解性ポリマーの例に
は、ポリ(オルトエステル)及びポリ(無水物)が含まれる。蓄積注射用配合物は又、薬物を
、身体組織に適合性のリポソーム又はミクロエマルジョン中に捕捉することにより製造す
ることもできる。
【０２２６】
　膣内投与又は直腸投与のための配合物は、坐薬として与えることができ、これは、一種
以上の開示した化合物を、一種以上の適当な非刺激性賦形剤又はキャリア(例えば、カカ
オバター、ポリエチレングリコール、坐薬用ワックス又はサリチル酸塩を含む)と混合す
ることにより製造することができ、それは、室温では固体であるが体温では液体となり、
それ故、直腸又は膣腔において融けて活性化合物を放出する。
【０２２７】
　使用に適した医薬組成物は、一種以上のＥｐｈＢ４脱免疫化抗体及び抗原結合性断片が
それらの意図する目的を達成するのに有効な量で含まれる組成物を包含する。一層特に、
治療上有効な量は、病気の症状を阻止し、緩和し若しくは改善し又は治療される患者の生
存を延長させるのに有効な抗体の量を意味する。治療上有効な量の決定は、特に、ここに
与えた詳細な開示に照らして、当業者の能力で充分可能である。治療上有効な投薬量は、
イン・ビトロ及びイン・ビボの方法を利用することにより決定することができる。
【実施例】
【０２２８】
実施例１：脱免疫化抗体の生成
　マウスモノクローナル抗体＃４７及び＃１３１を、米国特許出願２００５／０２４９７
３６に記載されたように製造した。簡単には、抗ＥｐｈＢ４モノクローナル抗体を、マウ
スにおいて、ＥｐｈＢ４の細胞外ドメイン(ＥＣＤ)に対して生成した。このＥｐｈＢ４の
ＥＣＤを、ｐＧＥＸ－４Ｔ－１中にクローン化して、ＧＳＴ融合したＥＣＤ(ＧＳＴ－Ｅ
ＣＤ)を生成した。ＧＳＴドメイン融合タンパク質として大腸菌ＢＬ２１中で発現された
ＥｐｈＢ４ＥＣＤを、アフィニティークロマトグラフィーにより精製して、ＧＳＴドメイ
ンをトロンビンにより開裂させた。モノクローナル抗体を、標準的プロトコールにより生
成させて、ハイブリドーマ上清からプロテインＡクロマトグラフィーにより精製した。こ
の抗体の感度及び特異性を、ＥｐｈＢ４で安定にトランスフェクトした２９３細胞の全細
胞溶解物を用いるウエスタンブロットにより再確認した。これらの＃４７及び＃１３１の
配列は、配列表に与えてある。
【０２２９】
　これらのマウスの配列の構造モデルを、抗原結合親和性に関与するアミノ酸を同定する
ために、Swiss Pdb を利用して生成した。Kabat及びChothia ＣＤＲだけが同定された。
【０２３０】
　次いで、これらのマウスの配列を、ＭＨＣクラスＩＩ結合エピトープを同定するために
、イン・シリコで分析した。並行して、最も近いヒト生殖系列の抗体遺伝子を、個々のマ
ウスフレームワークについて同定した。潜在的エピトープを、マウス配列中に置換を生じ
させることによって排除した。この置換された残基は、相同なヒトの生殖系列遺伝子から
得れた。一連の変異体(通常、４又は５)が、様々な置換の抗原結合親和性に対する効果を
試験するために生成された。
【０２３１】
　これらの変異体の可変領域は、重複するオリゴヌクレオチドから標準的方法を利用して
合成された。これらの可変領域を、次いで、クローン化して、ヒトＩｇＧ１／カッパー抗
体として発現させた。重鎖及び軽鎖変異体のすべての組合せ物を、＃４７及び＃１３１に
ついて、独立に生成させた。これらの組合せ物を、一次的に、ＣＨＯ－Ｋ１細胞にトラン
スフェクトして、それらの上清を採集して活性について試験した。
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【０２３２】
　表１は、親及び脱免疫化可変領域についての SEQ ID NO を描いている。これらの脱免
疫化抗体の重鎖(Ｈ)及び軽鎖(Ｋ)可変領域(Ｖ)についてのタンパク質及びヌクレオチドの
配列を列記してある。マウスモノクローナル＃４７及び＃１３１(ｍ４７、ｍ１３１)抗体
の可変領域並びに重鎖(Ｈ)及び軽鎖(Ｋ)の両者の個々のＣＤＲのタンパク質配列も又、列
記してある。図２Ａ～Ｄも又、マウスモノクローナル親抗体の可変領域の、脱免疫化変異
体に対するアラインメントを描いている。
【０２３３】
【表１】

【０２３４】
実施例２：ＥｐｈＢ４結合の特性決定
　幾つかの脱免疫化抗体の結合親和性を、標準的なサンドイッチＥＬＩＳＡ結合アッセイ
を用いて測定した。簡単には、プレートを NeutrAvidin (２μｇ／ｍｌ)で被覆し、次い
で、１μｇ／ｍｌのビオチン標識した可溶性ＥｐｈＢ４－ＨＳＡ融合タンパク質を添加し
た。その後、連続希釈(１：３)した脱免疫化＃１３１又は＃４７変異体を加えた(出発濃
度１μｇ／ｍｌ)。検出を、ヤギ抗ヒトＦｃ－ＨＲＰ抗体を用いて行なった。これらのデ
ータは、二重に行なったものを平均化した。図３及び４は、開示した脱免疫化抗体のサブ
セットについての見かけの結合親和性のグラフを示している。４つの脱免疫化＃４７変異
体のうち、すべては、キメラ＃４７に対して類似の結合親和性を示しているが、一つの脱
免疫化抗体(SEQ ID NO:３／SEQ ID NO:８)は、結合親和性における改善を示している。脱
免疫化＃１３１変異体も又、キメラ＃１３１と比較した場合、類似の結合親和性を示して
いる。
【０２３５】
実施例３：ＥｐｈＢ４の分解
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　ＨＴ２９細胞を、１０ｍｇ／ｍｌの示したモノクローナル抗体(Ｍｕ－マウス；Ｃｈ－
キメラ及びＤｅＩ－脱免疫化)で６時間処理した後、冷ＰＢＳで洗い、ＳＤＳ－緩衝液中
での直接的溶解を行なった。これらの細胞溶解物を、ＳＤＳゲル上で泳動させて、抗Ｅｐ
ｈＢ４一次抗体を用いるウエスタンブロットを行なった(図５)。
【０２３６】
実施例４：イン・ビボでの異種移植片アッセイ
　これらの脱免疫化抗体のイン・ビボでの効果を特性決定するために、イン・ビボの腫瘍
異種移植片アッセイを行なった。簡単には、細胞を増殖させ、トリプシン消化により集め
て、無血清培地に再懸濁させた。扁平上皮細胞癌モデルに対してはＳＣＣ１５細胞、大腸
癌モデルに対してはＨ２９細胞である、約２×１０6細胞を、１０～１２週齢の雌のＢａ
ｌｂ／Ｃ胸腺欠損マウスの脇腹に注射した。腫瘍の成長を、週に３回測定して、体積を、
０．５２×ａ×ｂ2(式中、ａ及びｂは、触診できる腫瘍の最大長及び最小長である)とし
て評価した。細胞移植後４日目に、腫瘍の体積を計算してサイズの一様性を確実にし、動
物をランダムに３つのグループに分けた(グループ当たりのマウス数ｎ＝６)。各グループ
に、週３回、腹腔内注射により、１０ｍｇ／ｋｇの試験抗体又はビヒクル(無菌の正常塩
溶液、ｐＨ７．４)を投与した。４週間後に、動物を犠牲にして、腫瘍及び正常器官を採
取した。これらの腫瘍の一部を、パラフィン包埋及び組織学的分析のためにホルマリンで
固定した。各グループの残りの腫瘍組織及び器官は、プールしてタンパク質抽出した。す
べての手順は、我々の Animal Care and Use Committee により承認され、Animal Welfar
e Act の規定に従って行なわれた。
【０２３７】
　下記のデータ(表２及び３)は、イン・ビボの扁平上皮細胞癌異種移植片アッセイから集
められたものである。腫瘍の体積は、ｍｍ3で表され、日数は、治療開始後の日数に対応
している。親マウスモノクローナル抗体＃４７又は＃１３１は、典型的脱免疫化抗体と比
較される。対照用グループには、ビヒクルのみを投与した。結果のグラフは、図６ａ及び
６ｂにある。
【０２３８】
【表２】

【０２３９】

【表３】

【０２４０】
　典型的脱免疫化＃４７抗体及び典型的脱免疫化＃１３１抗体の両者は、マウスモノクロ
ーナル＃４７及び＃１３１抗体と類似のレベルの腫瘍成長阻害を示した。これは、対照並
びに異なるマウスモノクローナル抗ＥｐｈＢ４抗体＃８５Ｌ(米国出願第２００５／０２
４９７３６号)と比較して明確である。
【０２４１】
　下記のデータ(表４)は、大腸癌異種移植片モデルから治療の１４日目に集められたもの
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果が比較されている。加えて、ＩｇＧ１の投与も、対照として利用されている。
【０２４２】
【表４】

【０２４３】
　上記の結果から、開示された脱免疫化抗体が、少なくとも２つの癌異種移植片モデルに
おける腫瘍成長の低減に有効であるということは明らかである。
【０２４４】
配列の簡単な説明
　SEQ ID NO:１～５は、マウスモノクローナル抗体＃４７に由来する脱免疫化変異体の重
鎖可変領域のアミノ酸配列に対応している。
　SEQ ID NO:６～９は、マウスモノクローナル抗体＃４７に由来する脱免疫化変異体の軽
鎖可変領域のアミノ酸配列に対応している。
　SEQ ID NO:１０～１４は、マウスモノクローナル抗体＃１３１に由来する脱免疫化変異
体の重鎖可変領域のアミノ酸配列に対応している。
　SEQ ID NO:１５～１８は、マウスモノクローナル抗体＃１３１に由来する脱免疫化変異
体の軽鎖可変領域のアミノ酸配列に対応している。
　SEQ ID NO:１９～２１は、マウスモノクローナル抗体＃４７に由来する重鎖可変領域の
脱免疫化ＣＤＲのアミノ酸配列に対応している。
　SEQ ID NO:２２～２４は、マウスモノクローナル抗体＃４７に由来する軽鎖可変領域の
ＣＤＲのアミノ酸配列に対応している。
　SEQ ID NO:２５～２７は、マウスモノクローナル抗体＃１３１に由来する重鎖可変領域
のＣＤＲのアミノ酸配列に対応している。
　SEQ ID NO:２８～３０は、マウスモノクローナル抗体＃１３１に由来する軽鎖可変領域
のＣＤＲのアミノ酸配列に対応している。
　SEQ ID NO:３１～３５は、マウスモノクローナル抗体＃４７に由来する脱免疫化変異体
の重鎖可変領域の核酸配列に対応している。
　SEQ ID NO:３６～３９は、マウスモノクローナル抗体＃４７に由来する脱免疫化変異体
の軽鎖可変領域の核酸配列に対応している。
　SEQ ID NO:４０～４４は、マウスモノクローナル抗体＃１３１に由来する脱免疫化変異
体の重鎖可変領域の核酸配列に対応している。
　SEQ ID NO:４５～４８は、マウスモノクローナル抗体＃１３１に由来する脱免疫化変異
体の軽鎖可変領域の核酸配列に対応している。
　SEQ ID NO:４９～５２は、マウスモノクローナル抗体＃４７の重鎖及び軽鎖可変領域並
びにマウスモノクローナル抗体＃１３１の重鎖及び軽鎖可変領域にそれぞれ対応している
。
　SEQ ID NO:５３は、ヒトのＥｐｈＢ４前駆体タンパク質に対応している。
【０２４５】
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【０２４６】
参考文献の援用
　本明細書中で言及したすべての刊行物及び特許を、個々の刊行物又は特許が特別に個別
に資料として援用されるように指示されたように、資料として、そっくりそのまま、本明
細書中に援用する。
【０２４７】
　主題の発明の特別の具体例を論じてきたが、上記の明細書は、例であって、制限するも
のではない。この発明の多くの変形が、当業者には、この明細書及び下記の請求の範囲を
概観すれば、明らかとなろう。この発明の全範囲は、同等物の全範囲を伴う請求の範囲、
及びかかる変形をも伴う明細書を参照して決定されるべきである。
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