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(57)【要約】
　本発明は、OX40(CD134)と特異的に結合する、OX40抗
体、抗OX40または抗OX40抗体と呼ばれる抗体を提供する
。OX40と特異的に結合する本発明抗体には、哺乳類（ヒ
ト、霊長類など）抗OX40抗体、ヒト化抗OX40抗体および
キメラ抗OX40抗体が含まれる。OX40と特異的に結合する
本発明抗体および抗体部分配列（フラグメント）には、
精製および単離された抗体、ならびにそれらの医薬製剤
が含まれ、治療法、スクリーニング方法および検出方法
を含む様々な方法に有用である。
【選択図】図１
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　OX40細胞外ドメインのアミノ酸配列中のエピトープと特異的に結合する単離または精製
された抗体であって、該抗体がヒト抗体、ヒト化抗体またはキメラ抗体を含み、かつ該抗
体がOX40アンタゴニスト活性を有する、前記抗体。
【請求項２】
　前記OX40アンタゴニスト活性が、サイトカインもしくはインターフェロンの産生、活性
化T細胞、エフェクターT細胞、記憶T細胞もしくは制御性T細胞の生存または増殖、抗アポ
トーシスタンパク質もしくはプロアポトーシスタンパク質の発現を減少または増加させる
、請求項１に記載の抗体。
【請求項３】
　前記サイトカインがIL-1、IL-2、IL-4、IL-5、IL-6、IL-9、IL-10、IL-14、IL-16、IL-
17、IL-23、IL-26、TNF-α、インターフェロンγ、およびGM-CSFから選択される、請求項
２に記載の抗体。
【請求項４】
　前記抗アポトーシスタンパク質またはプロアポトーシスタンパク質がBcl-xL、Bcl-2、B
adおよびBimから選択される、請求項２に記載の抗体。
【請求項５】
　前記OX40細胞外ドメインのアミノ酸配列中のエピトープが、
MCVGARRLGRGPCAALLLLGLGLSTVTGLHCVGDTYPSNDRCCHECRPGNGMVSRCSRSQNTVCRPCGPGFYNDVVSSKP
CKPCTWCNLRSGSERKQLCTATGDTVCRCRAGTQPLDSYKPGVDCAPCPPGHFSPGDNQACKPWTNCTLAGKHTLQPASN
SSDAICEDRDPPATQPQETQGPPARPITVQPTEAWPRTSQGPS（配列番号50）
として記載される配列内に存在する、請求項１に記載の抗体。
【請求項６】
　OX40細胞外ドメインのアミノ酸配列中のエピトープと特異的に結合する単離または精製
された抗体であって、該抗体が、112F32、112V8、112Y131、112Y55、または112Z5として
示されるハイブリドーマ細胞系によって産生される抗体が結合するアミノ酸配列と結合す
るヒト抗体、ヒト化抗体またはキメラ抗体を含む、前記抗体。
【請求項７】
　112F32、112V8、112Y131、112Y55、または112Z5として示されるハイブリドーマ細胞系
によって産生される抗体の約1～5000倍の範囲内でOX40結合親和性を有する、単離または
精製された抗体。
【請求項８】
　112F32、112V8、112Y131、112Y55、または112Z5として示されるハイブリドーマ細胞系
によって産生される抗体よりも高いまたは低いOX40結合親和性を有する、請求項７に記載
の抗体。
【請求項９】
　112F32、112V8、112Y131、112Y55、または112Z5として示されるハイブリドーマ細胞系
によって産生される抗体の約KD 10-6M～約KD 10-13Mの範囲内でOX40結合親和性を有する
、請求項１、請求項６、請求項７または請求項８のいずれか一項に記載の抗体。
【請求項１０】
　112F32、112V8、112Y131、112Y55、または112Z5として示されるハイブリドーマ細胞系
によって産生される抗体の結合特異性を有し；あるいはOX40との結合について112F32、11
2V8、112Y131、112Y55、または112Z5として示されるハイブリドーマ細胞系によって産生
される抗体と競合する、請求項１、請求項６、請求項７または請求項８のいずれか一項に
記載の抗体。
【請求項１１】
　112V8、112Y55およびY131のものと同じエピトープと結合し、OX40リガンド(OX40L)との
OX40の結合を85%以上阻害または阻止する、請求項１に記載の抗体。
【請求項１２】
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　112F32、112V8、112Y131、112Y55、または112Z5として示されるハイブリドーマ細胞系
によって産生される、請求項１に記載の抗体。
【請求項１３】
　ELISAアッセイによって決定されるように、112F32、112V8、112Y131、112Y55、または1
12Z5として示されるハイブリドーマ細胞系によって産生される抗体のOX40との結合を阻害
または阻止する、請求項１、請求項６、請求項７または請求項８のいずれか一項に記載の
抗体。
【請求項１４】
　ELISAアッセイによって決定されるように、112F32、112V8、112Y131、112Y55、または1
12Z5として示されるハイブリドーマ細胞系によって産生される抗体のOX40との結合の少な
くとも50%を阻害する、請求項１、請求項６、請求項７または請求項８のいずれか一項に
記載の抗体。
【請求項１５】
　非T細胞で発現されるOX40と特異的に結合する抗体であって、所望により、該非T細胞が
ナチュラルキラー細胞、顆粒球、単球、B細胞またはOX40でトランスフェクトされた非T細
胞系から選択され、所望により、OX40でトランスフェクトされた該非T細胞系がCHO細胞、
L929細胞およびHELA細胞から選択される、請求項１、請求項６、請求項７または請求項８
のいずれか一項に記載の抗体。
【請求項１６】
　配列番号7～10および配列番号44～49で示される成熟重鎖または軽鎖可変領域配列、あ
るいは配列番号7～10および配列番号44～49で示される成熟重鎖または軽鎖可変領域配列
の部分配列を含む、請求項１に記載の抗体。
【請求項１７】
　前記部分配列が、Fab、Fab'、F(ab')2、Fv、Fd、単鎖Fv(scFv)、ジスルフィド結合Fv(s
dFv)およびVLまたはVHから選択される、請求項１６に記載の抗体。
【請求項１８】
　前記抗体の配列番号7～10および配列番号44～49で示される成熟重鎖または軽鎖可変領
域配列が、定常領域、相補性決定領域(CDR)またはフレームワーク(FR)領域の内部または
外部に1つ以上のアミノ酸置換を有する、請求項１６に記載の抗体。
【請求項１９】
　前記アミノ酸置換が定常領域、相補性決定領域(CDR)またはフレームワーク(FR)領域の
内部または外部での保存的アミノ酸置換である、請求項１８に記載の抗体。
【請求項２０】
　前記アミノ酸置換が1～3個、3～5個、5～10個またはそれより多いアミノ酸残基を含む
、請求項１８に記載の抗体。
【請求項２１】
　112F32、112V8、112Y131、112Y55、または112Z5として示されるハイブリドーマ細胞系
によって産生される抗体の検出可能な活性を保持する、請求項１、請求項６、請求項７ま
たは請求項８のいずれか一項に記載の抗体。
【請求項２２】
　前記活性がT細胞の増殖または生存、あるいは活性化T細胞、エフェクターT細胞、記憶T
細胞または制御性T細胞の数、あるいは活性化T細胞、エフェクターT細胞、記憶T細胞また
は制御性T細胞の枯渇をモジュレートすることを含む、請求項２１に記載の抗体。
【請求項２３】
　前記活性がOX40シグナル伝達を阻害することを含む、請求項２１に記載の抗体。
【請求項２４】
　前記活性が自己抗原に特異的な自己反応性T細胞の数を低減または除去することを含み
、所望により、該自己抗原がミエリン塩基性タンパク質、ミエリン乏突起神経膠細胞糖タ
ンパク質、プロテオリピドタンパク質、コラーゲン、滑膜関節組織抗原、インスリン、グ
ルタミン酸デカルボキシラーゼ、腸抗原、甲状腺抗原、ヒストンタンパク質、筋肉抗原お
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よび皮膚抗原から選択される、請求項２１に記載の抗体。
【請求項２５】
　OX40細胞外ドメインのアミノ酸配列中のエピトープと特異的に結合する単離または精製
された抗体であって、該抗体が、配列番号7～10および配列番号44～49で示される成熟重
鎖または軽鎖可変領域配列の配列に対して、80%～85%、85%～90%、90%～95%、96%、97%、
98%、99%、またはそれより高い同一性を有する、前記抗体。
【請求項２６】
　休止T細胞ではなく、活性化ヒトT細胞と特異的に結合する、請求項１、請求項６、請求
項７、請求項８または請求項２５のいずれか一項に記載の抗体。
【請求項２７】
　ELISAアッセイによって決定されるように、抗体L106のOX40との結合を阻害または阻止
しない、請求項１に記載の抗体。
【請求項２８】
　OX40リガンドのOX40との結合を阻害または阻止する、請求項１、請求項６、請求項７、
請求項８または請求項２５のいずれか一項に記載の抗体。
【請求項２９】
　OX40リガンドの活性化T細胞との結合を阻害または阻止する、請求項１、請求項６、請
求項７、請求項８または請求項２５のいずれか一項に記載の抗体。
【請求項３０】
　OX40媒介細胞シグナル伝達をモジュレートしまたはOX40媒介細胞応答をモジュレートす
る、請求項１、請求項６、請求項７、請求項８または請求項２５のいずれか一項に記載の
抗体。
【請求項３１】
　OX40媒介細胞シグナル伝達を阻害または阻止する、請求項１、請求項６、請求項７、請
求項８または請求項２５のいずれか一項に記載の抗体。
【請求項３２】
　OX40媒介細胞応答を阻害または阻止する、請求項１、請求項６、請求項７、請求項８ま
たは請求項２５のいずれか一項に記載の抗体。
【請求項３３】
　前記OX40媒介細胞応答が、リンパ球増殖、サイトカイン発現、リンパ球生存、NF-kBの
活性化、PKB(Akt)活性の維持、またはサバイビンのアップレギュレーションを含む、請求
項３２に記載の抗体。
【請求項３４】
　ナチュラルキラー細胞、マクロファージまたは好中球の媒介によりEL4-ヒトOX40発現細
胞または活性化ヒトT細胞を溶解し、10μg/mlの抗体で誘導される特異的細胞溶解率(%)が
、約15～75%、25～65%、または30～60%、または50～100%である、請求項１、請求項６、
請求項７、請求項８または請求項２５のいずれか一項に記載の抗体。
【請求項３５】
　急性または慢性異種移植片宿主病モデルにおいて移植片対宿主病の症状を軽減、減少ま
たは抑制し、あるいは急性または慢性異種移植片宿主病モデルにおいて移植片対宿主病の
緩解または退行をもたらす、請求項１、請求項６、請求項７、請求項８または請求項２５
のいずれか一項に記載の抗体。
【請求項３６】
　前記異種移植片宿主病モデルが抗IL2Rβ鎖抗体の投与と亜致死線量の照射の後にヒト末
梢血単核細胞(PBMC)受けた免疫不全(SCID)マウスを含む、請求項３５に記載の抗体。
【請求項３７】
　移植片対宿主病の症状が、体重減少、脱毛、皮膚発疹、血尿、腹水、および肝臓、腸管
、肺、皮膚中への炎症細胞浸潤、および死から選択される、請求項３５に記載の抗体。
【請求項３８】
　肺、皮膚、または腸における炎症を軽減、減少または抑制する、請求項１、請求項６、
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請求項７、請求項８または請求項２５のいずれか一項に記載の抗体。
【請求項３９】
　自己免疫障害の症状を軽減、減少または抑制する、請求項１、請求項６、請求項７、請
求項８または請求項２５のいずれか一項に記載の抗体。
【請求項４０】
　前記自己免疫障害が関節リウマチ、多発性硬化症、糖尿病、クローン病、炎症性腸疾患
、潰瘍性大腸炎、セリアック病、乾癬、増殖性ループス腎炎、肉芽腫性筋疾患、および多
発性筋炎から選択される、請求項３９に記載の抗体。
【請求項４１】
　前記OX40がヒトである、請求項１、請求項６、請求項７、請求項８または請求項２５の
いずれか一項に記載の抗体。
【請求項４２】
　前記OX40が配列：MCVGARRLGRGPCAALLLLGLGLSTVTGLHCVGDTYPSNDRCCHECRPGNGMVSRCSRSQNT
VCRPCGPGFYNDVVSSKPCKPCTWCNLRSGSERKQLCTATQDTVCRCRAGTQPLDSYKPGVDCAPCPPGHFSPGDNQACK
PWTNCTLAGKHTLQPASNSSDAICEDRDPPATQPQETQGPPARPITVQPTEAWPRTSQGPSTRPVEVPGGRAVAAILGLG
LVLGLLGPLAILLALYLLRRDQRLPPDAHKPPGGGSFRTPIQEEQADAHSTLAKI（配列番号49）を含む、請
求項１、請求項６、請求項７、請求項８または請求項２５のいずれか一項に記載の抗体。
【請求項４３】
　モノクローナルまたはポリクローナルである、請求項１、請求項６、請求項７、請求項
８または請求項２５のいずれか一項に記載の抗体。
【請求項４４】
　IgG1、IgG2、IgG3、IgG4、IgA、IgM、IgE、IgDイソタイプである、請求項１、請求項６
、請求項７、請求項８または請求項２５のいずれか一項に記載の抗体。
【請求項４５】
　異種ドメインをさらに含む、請求項１、請求項６、請求項７、請求項８または請求項２
５のいずれか一項に記載の抗体。
【請求項４６】
　請求項１、請求項６、請求項７、請求項８または請求項２５のいずれか一項に記載の抗
体と、製薬上許容される担体または賦形剤とを含む、医薬組成物。
【請求項４７】
　配列番号7～10および配列番号44～49で示される成熟重鎖または軽鎖可変領域配列の配
列、あるいはその部分配列をコードする、単離核酸。
【請求項４８】
　前記配列が、配列番号3～6および配列番号38～43、または配列番号3～6および配列番号
38～43に関する縮重配列を含む、請求項４７に記載の単離核酸。
【請求項４９】
　発現制御配列をさらに含む、請求項４７に記載の単離核酸。
【請求項５０】
　ベクターをさらに含む、請求項４７に記載の単離核酸。
【請求項５１】
　宿主細胞をさらに含む、請求項４７に記載の単離核酸。
【請求項５２】
　配列番号7～10および配列番号44～49で示される重鎖または軽鎖可変領域配列の、1個以
上の置換、付加または欠失されたアミノ酸残基を有するアミノ酸配列をコードする核酸で
あって、該アミノ酸配列がOX40細胞外ドメインのエピトープに対して結合親和性を有する
、前記核酸。
【請求項５３】
　　配列番号7～10および配列番号44～49で示される重鎖または軽鎖可変領域配列の1個以
上の置換、付加または欠失されたアミノ酸残基を有するアミノ酸配列をコードする核酸で
あって、該アミノ酸配列が112F32、112V8、112Y131、112Y55、または112Z5として示され
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るハイブリドーマ細胞系によって産生される抗体の活性を有する、前記核酸。
【請求項５４】
　112F32、112V8、112Y131、112Y55、または112Z5として示されるハイブリドーマ細胞系
によって産生される抗体と、該抗体による処置を必要とする被験体に該抗体を投与するた
めの使用説明書とを含む、キット。
【請求項５５】
　112F32、112V8、112Y131、112Y55、または112Z5として示されるハイブリドーマ細胞系
によって産生される抗体としての結合特異性を有する抗体を発現する、単離細胞。
【請求項５６】
　処置を必要とする被験体において慢性または急性免疫疾患または障害、あるいは慢性ま
たは急性免疫疾患または障害の症状を治療するための方法であって、該被験体に、該被験
体において該慢性または急性免疫疾患または障害、あるいは該慢性または急性免疫疾患ま
たは障害の症状を治療するのに有効な、請求項１、請求項６、請求項７、請求項８または
請求項２５のいずれか一項に記載の抗体あるいは請求項４６に記載の医薬組成物を投与す
ることを含む、前記方法。
【請求項５７】
　前記被験体が慢性または急性免疫疾患または障害の候補であるかあるいは慢性または急
性免疫疾患または障害の治療を受けたものである、請求項５６に記載の方法。
【請求項５８】
　前記処置が、慢性または急性免疫疾患または障害に関連する1種以上の有害な症状また
は身体的影響の軽減または改善をもたらす、請求項５６に記載の方法。
【請求項５９】
　移植片対宿主病を治療する方法であって、処置を必要とする被験体に、移植片対宿主病
を治療するのに有効な、請求項１、請求項６、請求項７、請求項８または請求項２５のい
ずれか一項に記載の抗体あるいは請求項４７に記載の医薬組成物を投与することを含む、
前記方法。
【請求項６０】
　前記被験体が移植片対宿主病の候補であるかあるいは移植片対宿主病の治療を受けたも
のである、請求項５９に記載の方法。
【請求項６１】
　前記処置が移植片対宿主病に関連する1種以上の有害な症状または身体的影響の発症、
頻度、期間または重症度を軽減、減少または抑制し、あるいは前記処置が移植片対宿主病
の緩解または退行をもたらし、あるいは前記処置が移植片対宿主病の予防をもたらす、請
求項５９に記載の方法。
【請求項６２】
　前記移植片対宿主病の症状が体重減少、脱毛、皮膚発疹、血尿、腹水、肝臓、腸管、肺
中への炎症細胞浸潤および死から選択される、請求項６１に記載の方法。
【請求項６３】
　前記移植片が骨髄、造血幹細胞、末梢血幹細胞または臍帯血幹細胞を含む、請求項５９
に記載の方法。
【請求項６４】
　移植拒絶を治療する方法であって、処置を必要とする被験体に、移植拒絶を治療するの
に有効な、請求項１、請求項６、請求項７、請求項８または請求項２５のいずれか一項に
記載の抗体あるいは請求項４６に記載の医薬組成物を投与することを含む、方法。
【請求項６５】
　前記被験体が移植拒絶の候補であるかあるいは移植拒絶の治療を受けた、請求項６４に
記載の方法。
【請求項６６】
　前記処置が移植拒絶に関連する1種以上の有害な症状または身体的影響の発症、頻度、
期間または重症度を軽減、減少または抑制し、あるいは前記処置が移植拒絶の緩解または
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退行をもたらし、あるいは前記処置が移植拒絶の予防をもたらす、請求項６４に記載の方
法。
【請求項６７】
　前記移植拒絶の症状が移植物に対する免疫応答または移植細胞もしくは組織の破壊を含
む、請求項６６に記載の方法。
【請求項６８】
　前記移植物が腎臓、心臓、肺、皮膚、肝臓または膵臓を含む、請求項６４に記載の方法
。
【請求項６９】
　炎症を軽減、減少または抑制する方法であって、処置を必要とする被験体に、炎症の発
症、頻度、期間または重症度を軽減、減少または抑制するのに有効な、請求項１、請求項
６、請求項７、請求項８または請求項２５のいずれか一項に記載の抗体あるいは請求項４
６に記載の医薬組成物を投与することを含む、前記方法。
【請求項７０】
　前記炎症が肺、関節、筋肉、皮膚、中枢もしくは末梢神経系、または腸に存在する、請
求項６９に記載の方法。
【請求項７１】
　前記被験体が炎症の候補であるかあるいは炎症の治療を受けたものである、請求項６９
に記載の方法。
【請求項７２】
　前記処置が炎症に関連する1種以上の有害な症状または身体的影響の発症、頻度、期間
または重症度の軽減をもたらす、請求項６９に記載の方法。
【請求項７３】
　自己免疫障害を治療する方法であって、処置を必要とする被験体に、自己免疫障害の症
状の発症、頻度、期間または重症度を軽減、減少または抑制するのに有効な、請求項１、
請求項６、請求項７、請求項８または請求項２５のいずれか一項に記載の抗体あるいは請
求項４６に記載の医薬組成物を投与することを含む、前記方法。
【請求項７４】
　前記自己免疫障害が関節リウマチ、多発性硬化症、糖尿病、クローン病、炎症性腸疾患
、潰瘍性大腸炎、セリアック病、乾癬、増殖性ループス腎炎、肉芽腫性筋疾患、および多
発性筋炎から選択される、請求項７３に記載の方法。
【請求項７５】
　前記被験体が自己免疫障害の候補であるかあるいは自己免疫障害の治療を受けたもので
ある、請求項７３に記載の方法。
【請求項７６】
　処置が自己免疫障害に関連する1種以上の有害な症状または身体的影響の発症、頻度、
期間または重症度の軽減、減少または抑制をもたらす、請求項７３に記載の方法。
【請求項７７】
　OX40媒介細胞応答を阻害または抑制する方法であって、OX40媒介細胞応答の阻害または
抑制を必要とする被験体に、OX40媒介細胞応答を阻害または抑制するのに有効な、請求項
１、請求項６、請求項７、請求項８または請求項２５のいずれか一項に記載の抗体あるい
は請求項４６に記載の医薬組成物を投与することを含む、前記方法。
【請求項７８】
　前記細胞応答がリンパ球増殖、サイトカイン発現、またはリンパ球生存を含む、請求項
７７に記載の方法。
【請求項７９】
　前記被験体がOX40媒介細胞応答の候補であるかあるいはOX40媒介細胞応答の治療を受け
たものである、請求項７７に記載の方法。
【請求項８０】
　活性化T細胞とのOX40リガンドの結合を阻害または遮断する方法であって、活性化T細胞
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とのOX40リガンドの結合の遮断、阻害または阻止を必要とする被験体に、活性化T細胞と
のOX40リガンドの結合を阻害または阻止するのに有効な、請求項１、請求項６、請求項７
、請求項８または請求項２５のいずれか一項に記載の抗体あるいは請求項４６に記載の医
薬組成物を投与することを含む、前記方法。
【請求項８１】
　OX40とのOX40リガンドの結合を阻害または遮断する方法であって、OX40とのOX40リガン
ドの結合の遮断、阻害または阻止を必要とする被験体に、OX40とのOX40リガンドの結合を
阻害または阻止するのに有効な、請求項１、請求項６、請求項７、請求項８または請求項
２５のいずれか一項に記載の抗体あるいは請求項４６に記載の医薬組成物を投与すること
を含む、方法。
【請求項８２】
　OX40媒介細胞シグナル伝達をモジュレートする方法であって、OX40媒介細胞シグナル伝
達のモジュレーションを必要とする被験体に、OX40媒介細胞シグナル伝達をモジュレート
するのに有効な、請求項１、請求項６、請求項７、請求項８または請求項２５のいずれか
一項に記載の抗体あるいは請求項４６に記載の医薬組成物を投与することを含む、前記方
法。
【請求項８３】
　活性化T細胞、エフェクターT細胞、記憶T細胞または制御性T細胞の数を低減する方法で
あって、活性化T細胞、エフェクターT細胞、記憶T細胞または制御性T細胞の数の低減を必
要とする被験体に、活性化T細胞、エフェクターT細胞、記憶T細胞または制御性T細胞の数
を低減するのに十分な、請求項１、請求項６、請求項７、請求項８または請求項２５のい
ずれか一項に記載のある量の抗体を投与することを含む、前記方法。
【請求項８４】
　活性化T細胞、エフェクターT細胞、記憶T細胞または制御性T細胞に起因する疾患または
障害を治療する方法であって、被験体に、活性化T細胞、エフェクターT細胞、記憶T細胞
または制御性T細胞に起因する該疾患または障害の進行を軽減、減少または抑制し、ある
いは活性化T細胞、エフェクターT細胞、記憶T細胞または制御性T細胞を枯渇させるのに十
分な、請求項１、請求項６、請求項７、請求項８または請求項２５のいずれか一項に記載
のある量の抗体を投与することを含む、前記方法。
【請求項８５】
　前記疾患または障害が移植片対宿主病、炎症または自己免疫障害を含む、請求項８４に
記載の方法。
【請求項８６】
　前記被験体が哺乳類である、請求項５６～８５のいずれか一項に記載の方法。
【請求項８７】
　前記被験体がヒトである、請求項５６～８５のいずれか一項に記載の方法。
【請求項８８】
　前記抗体が被験体に局所的に、局部的に、または全身的に投与される、請求項５６～８
５のいずれか一項に記載の方法。
【請求項８９】
　急性または慢性異種移植片宿主病モデルにおいて血液、脾臓、リンパ節、腸、肝臓、肺
、または皮膚中の活性化T細胞の数を減少させる方法であって、該急性または慢性異種移
植片宿主病モデルに、血液、脾臓、リンパ節、腸、肝臓、肺、または皮膚中の活性化T細
胞の数を減少させるのに十分な量の請求項１、請求項６、請求項７、請求項８または請求
項２５のいずれか一項に記載の抗体を投与することを含む、方法。
【請求項９０】
　OX40アンタゴニスト活性を有するヒトOX40抗体を作製する方法であって、
a)ヒトFc組換えタンパク質とコンジュゲートされたヒトOX40細胞外ドメインまたは活性化
ヒトT細胞を、ヒト免疫グロブリンを発現可能な動物に投与すること；
b)該動物をヒトOX40抗体の発現についてスクリーニングすること；
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c)ヒトOX40抗体を産生する動物を選択すること；
d)選択された動物から抗体を単離すること；
e)該ヒトOX40抗体がOX40アンタゴニスト活性を有するかどうかを判定すること
を含む、前記方法。
【請求項９１】
　OX40リガンド(OX40L)とのOX40の結合を阻害または阻止するヒトOX40抗体を作製する方
法であって、
a)ヒトFc組換えタンパク質とコンジュゲートされたヒトOX40細胞外ドメインまたは活性化
ヒトT細胞を、ヒト免疫グロブリンを発現可能な動物に投与すること；
b)該動物をヒトOX40抗体の発現についてスクリーニングすること；
c)ヒトOX40抗体を産生する動物を選択すること；
d)選択された動物から抗体を単離すること；
e)該ヒトOX40抗体がOX40リガンド(OX40L)とのOX40の結合を阻害または阻止するかどうか
を判定すること
を含む、前記方法。
【請求項９２】
　前記ヒト免疫グロブリンを発現可能な動物がトランスジェニックマウスまたはトランス
ジェニックウシを含む、請求項９０または請求項９１のいずれか一項に記載の方法。
【請求項９３】
　非ヒトトランスジェニック動物であって、
a)112F32、112V8、112Y131、112Y55、または112Z5として示されるハイブリドーマ細胞系
によって産生される抗体と同一である抗体；
b)112F32、112V8、112Y131、112Y55、または112Z5として示されるハイブリドーマ細胞系
によって産生される抗体が結合するOX40細胞外ドメインのアミノ酸配列中のエピトープと
結合する抗体；
c)112F32、112V8、112Y131、112Y55、または112Z5として示されるハイブリドーマ細胞系
によって産生される抗体の約1～5000倍の範囲内でOX40結合親和性を有する抗体；
d)112F32、112V8、112Y131、112Y55、または112Z5として示されるハイブリドーマ細胞系
によって産生される抗体の約KD 10-6M～約KD 10-12Mの範囲内でOX40結合親和性を有する
抗体；
e)112F32、112V8、112Y131、112Y55、または112Z5として示されるハイブリドーマ細胞系
によって産生される抗体の結合特異性を有する抗体；あるいは
f)OX40との結合について112F32、112V8、112Y131、112Y55、または112Z5として示される
ハイブリドーマ細胞系によって産生される抗体と競合する抗体、
を発現する、前記非ヒトトランスジェニック動物。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連出願の相互参照
　本願は、2005年11月25日出願の出願第60/739,659号の優先権を主張するものであって、
これは明示的に参照により本明細書に組み入れられる。
【背景技術】
【０００２】
序
　免疫系は、感染症を守るために働く多数の細胞種で構成されている。この免疫系は外来
抗原の認識と、自己と非自己を区別する能力に依存している。一部の場合では、自己と非
自己との境界がなくなり、自分自身の免疫系により組織の破壊がもたらされる。このよう
な自己免疫応答は、糖尿病、多発性硬化症、および炎症性腸疾患などの衰弱性疾患を引き
起こす可能性がある。このような自己免疫応答の主要メディエーターの1つがTリンパ球ま
たはT細胞である。通常、T細胞は自己抗原に対して寛容であるが、いくつかの自己免疫障
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害ではこの寛容性が失われており、T細胞が健常組織に対する免疫応答を開始する。自己
免疫T細胞を除去することまたはそれらの活性化もしくは生存を遮断することで病気の症
状は改善する。
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００３】
　しかしながら、T細胞のこのような一般的な枯渇またはそれらの活性化の抑制により、
患者が感染性病原体に非常に感染しやすくなっている場合には、免疫抑制が起こる。エフ
ェクターT細胞を特異的に標的にすることができ、自己反応性T細胞だけを減少させること
ができる新規療法が必要である。
【課題を解決するための手段】
【０００４】
概要
　本発明は、OX40細胞外ドメインのアミノ酸配列中のエピトープ（例えば、配列番号50）
と特異的に結合する単離または精製された抗体を提供する。抗体には、哺乳類（例えば、
霊長類またはヒト）OX40配列（例えば、配列番号49）と結合するヒト抗体、ヒト化抗体お
よびキメラ抗体が含まれる。また、抗体には、OX40アンタゴニスト活性を有するものも含
まれる。抗体には、OX40アゴニスト活性を有するものがさらに含まれる。
【０００５】
　特定の実施形態では、抗体は、OX40アンタゴニスト活性を有し、サイトカインまたはイ
ンターフェロンの産生、活性化T細胞、エフェクターT細胞、記憶T細胞または制御性T細胞
の生存または増殖、抗アポトーシスタンパク質またはプロアポトーシスタンパク質の発現
を増加または減少させる。非限定的な特定態様では、サイトカインはIL-1、IL-2、IL-4、
IL-5、IL-6、IL-9、IL-10、IL-14、IL-16、IL-17、IL-23、IL-26、TNF-α、インターフェ
ロンγ、およびGM-CSFから選択され；抗アポトーシスタンパク質またはプロアポトーシス
タンパク質はBcl-xL、Bcl-2、BadおよびBimから選択される。
【０００６】
　他の特定の実施形態では、OX40抗体は、112F32（ATCC番号PTA-7217、2005年11月17日寄
託）、112V8（ATCC番号PTA-7219、2005年11月17日寄託）、112Y55（ATCC番号PTA-7220、2
005年11月17日寄託）、112Y131（ATCC番号PTA-7218、2005年11月17日寄託）、および112Z
5（ATCC番号PTA-7216、2005年11月17日寄託）として示されるハイブリドーマ細胞系によ
って産生される。さらなる実施形態では、OX40抗体は、112F32、112V8、112Y131、112Y55
、または112Z5として示されるハイブリドーマ細胞系によって産生される抗体が結合する
アミノ酸配列と結合し；112F32、112V8、112Y131、112Y55、または112Z5として示される
ハイブリドーマ細胞系によって産生される抗体の約1～5000倍の範囲内でOX40結合親和性
を有し；112F32、112V8、112Y131、112Y55、または112Z5として示されるハイブリドーマ
細胞系によって産生される抗体よりも高いまたは低いOX40結合親和性を有し； 112F32、1
12V8、112Y131、112Y55、または112Z5として示されるハイブリドーマ細胞系によって産生
される抗体の約KD 10-6M～約KD 10-13Mの範囲内でOX40結合親和性を有し；112F32、112V8
、112Y131、112Y55、または112Z5として示されるハイブリドーマ細胞系によって産生され
る抗体の結合特異性を有し；OX40との結合について112F32、112V8、112Y131、112Y55、ま
たは112Z5として示されるハイブリドーマ細胞系によって産生される抗体と競合し；ELISA
アッセイによって決定されるように、112F32、112V8、112Y131、112Y55、または112Z5と
して示されるハイブリドーマ細胞系によって産生される抗体のOX40との結合を阻害または
阻止し（例えば、112F32、112V8、112Y131、112Y55、または112Z5として示されるハイブ
リドーマ細胞系によって産生される抗体のOX40との結合の少なくとも50%を阻害する）；
あるいは112V8、112Y55およびY131のものと同じエピトープと結合し、OX40リガンド(OX40
L)とのOX40の結合を（例えば、85%以上）阻害または阻止する。
【０００７】
　抗体には、細胞で発現されるOX40と特異的に結合するものもさらに含まれる。特定の実
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施形態では、前記抗体は、非T細胞（例えば、ナチュラルキラー細胞、顆粒球、単球、B細
胞）、またはOX40でトランスフェクトされた細胞系（例えば、CHO細胞、L929細胞またはH
ELA細胞）で発現されるOX40と特異的に結合する。特定の一態様では、前記抗体は、休止T
細胞ではなく、活性化ヒトT細胞と特異的に結合する。
【０００８】
　抗体は、例えば、配列番号7～10および配列番号44～49で示される、成熟重鎖または軽
鎖可変領域配列を含む。また、抗体は、例えば、配列番号7～10および配列番号44～49で
示される、成熟重鎖または軽鎖可変領域配列についての、抗体定常領域、相補性決定領域
(CDR)またはフレームワーク(FR)領域内部または外部での置換物などの修飾形態および変
異形態も含む。特定の態様では、置換には保存的アミノ酸置換が含まれる。さらなる特定
の態様では、置換には、1～3個、3～5個、5～10個またはそれより多いアミノ酸残基のア
ミノ酸置換が含まれる。さらなる特定の態様では、抗体は、配列番号7～10および配列番
号44～49で示される成熟重鎖または軽鎖可変領域配列の配列に対して、80%～85%、85%～9
0%、90%～95%、96%、97%、98%、99%、またはそれより高い同一性を有する。
【０００９】
　また、抗体は、例えば、配列番号7～10および配列番号44～49で示される、成熟重鎖ま
たは軽鎖可変領域配列の部分配列も含む。特定の態様では、部分配列は、Fab、Fab'、F(a
b')2、Fv、Fd、単鎖Fv(scFv)、ジスルフィド結合Fv(sdFv)およびVLまたはVHから選択され
る。
【００１０】
　また、抗体は異種ドメインも含む。特定の態様では、異種ドメインにはタグ、検出可能
な標識または細胞傷害性薬剤が含まれる。
【００１１】
　置換物、部分配列および付加物などの修飾および変異抗体は、本明細書に記載のOX40抗
体の検出可能な活性を保持することができるものである。一実施形態では、修飾抗体は、
112F32、112V8、112Y131、112Y55、または112Z5として示されるハイブリドーマ細胞系に
よって産生される抗体の検出可能な活性を保持する。別の実施形態では、修飾抗体は、T
細胞の増殖または生存、あるいは活性化T細胞、エフェクターT細胞、記憶T細胞または制
御性T細胞の数、あるいは活性化T細胞、エフェクターT細胞、記憶T細胞または制御性T細
胞枯渇をモジュレートする。特定の態様では、修飾抗体は、OX40シグナル伝達を阻害しあ
るいは自己抗原（例えば、ミエリン塩基性タンパク質、ミエリン乏突起神経膠細胞糖タン
パク質、プロテオリピドタンパク質、コラーゲン、滑膜関節組織抗原、インスリン、グル
タミン酸デカルボキシラーゼ、腸抗原、甲状腺抗原、ヒストンタンパク質、筋肉抗原およ
び皮膚抗原などの自己抗原）に特異的な自己反応性T細胞の数を低減または除去する。
【００１２】
　また、抗体には、抗体L106のOX40との結合と競合するものまたは競合しないものも含ま
れる。特定の一実施形態では、抗体は、ELISAアッセイによって決定されるように、抗体L
106のOX40との結合を阻害または阻止しない。
【００１３】
　抗体には、OX40の機能または活性に作用するものもさらに含まれる。特定の実施形態で
は、抗体は、OX40リガンドのOX40との結合を阻害または阻止し；OX40リガンドの活性化T
細胞との結合を阻害または阻止し；OX40媒介細胞シグナル伝達をモジュレートし（例えば
、阻害または抑制する）；OX40媒介細胞応答をモジュレートし；あるいはOX40媒介細胞シ
グナル伝達（例えば、阻害または抑制する）。特定の態様では、OX40媒介細胞応答は、リ
ンパ球増殖、サイトカイン発現、リンパ球生存、NF-kBの活性化、PKB(Akt)活性の維持、
またはサバイビンのアップレギュレーションを含む。さらなる実施形態では、抗体は、ナ
チュラルキラー細胞、マクロファージまたは好中球媒介によりEL4-ヒトOX40発現細胞また
は活性化ヒトT細胞を溶解し、例えば、10μg/mlの抗体でもたらされる特異的細胞溶解率(
%)は、約15～75%、25～65%、または30～60%、または50～100%である。
【００１４】
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　抗体には、in vivoで機能または活性を有するものもさらに含まれる。特定の実施形態
では、抗体は、急性または慢性異種移植片宿主病モデル（例えば、抗IL2Rβ鎖抗体の投与
と亜致死線量の照射の後にヒト末梢血単核細胞(PBMC)受けた免疫不全(SCID)マウス）にお
いて移植片対宿主病の症状を軽減、減少または抑制し、あるいは急性または慢性異種移植
片宿主病モデルにおいて移植片対宿主病の緩解または退行をもたらす。特定の態様では、
移植片対宿主病の症状は、体重減少、脱毛、皮膚発疹、血尿、腹水、および肝臓、腸管、
肺、皮膚中への炎症細胞浸潤、または死である。
【００１５】
　さらなる実施形態では、抗体は、肺、皮膚、または腸における炎症を軽減、減少または
抑制し、あるいは自己免疫障害の症状を軽減し、または減少もしくは抑制する。特定の態
様では、抗体は、関節リウマチ、多発性硬化症、糖尿病、クローン病、炎症性腸疾患、潰
瘍性大腸炎、セリアック病、乾癬、増殖性ループス腎炎、肉芽腫性筋疾患、または多発性
筋炎の症状を減少または抑制する。
【００１６】
　抗体には、モノクローナル抗体およびポリクローナル抗体、それらのいずれものイソタ
イプまたはサブクラスが含まれる。特定の態様では、前記抗体はIgG（例えば、IgG1、IgG
2、IgG3またはIgG4）、IgA、IgM、IgE、またはIgDアイソタイプである。
【００１７】
　抗体は医薬組成物に含めることができる。一実施形態では、抗体は製薬上許容される担
体または賦形剤を含む。
【００１８】
　抗体は、核酸配列によってコードされ得る。一実施形態では、核酸は、例えば、配列番
号7～10および配列番号44～49で示される、成熟重鎖または軽鎖可変領域配列の配列、あ
るいはその部分配列をコードする。特定の態様では、前記核酸配列は、配列番号3～6およ
び配列番号38～43、または配列番号3～6および配列番号38～43に関する縮重配列を含む。
さらなる特定の態様では、核酸は、配列番号7～10および配列番号44～49で示される重鎖
または軽鎖可変領域配列の、1個以上の置換、付加または欠失されたアミノ酸残基を有す
るアミノ酸配列をコードする。さらなる特定の態様では、配列番号7～10および配列番号4
4～49で示される重鎖または軽鎖可変領域配列の、1個以上の置換、付加または欠失された
アミノ酸残基を有するアミノ酸配列をコードする核酸は、112F32、112V8、112Y131、112Y
55、または112Z5として示されるハイブリドーマ細胞系によって産生される抗体の活性を
有する（例えば、OX40細胞外ドメインのエピトープに対して結合親和性を有する）。さら
なる特定の態様では、前記核酸配列は発現制御配列またはベクターを含む。
【００１９】
　抗体は、宿主細胞および単離細胞によって産生され得る。特定の実施形態では、宿主ま
たは単離細胞はハイブリドーマ細胞またはCHO細胞である。もう1つの特定の実施形態では
、単離細胞は、112F32、112V8、112Y131、112Y55、または112Z5として示されるハイブリ
ドーマ細胞系によって産生される抗体としての結合特異性を有する抗体を発現する。
【００２０】
　本発明は、キットを提供する。特定の実施形態では、キットには、112F32、112V8、112
Y131、112Y55、または112Z5として示されるハイブリドーマ細胞系によって産生される抗
体と、該抗体による処置を必要とする被験体に該抗体を投与するための使用説明書とが含
まれる。
【００２１】
　本発明は、処置および治療法を含むin vivo法を提供する。特定の実施形態では、処置
を必要とする被験体において慢性または急性免疫疾患または障害、あるいは慢性または急
性免疫疾患または障害の症状を治療するための方法は、前記被験体に、前記被験体におい
て該慢性または急性免疫疾患または障害、あるいは該慢性または急性免疫疾患または障害
の症状を治療するのに有効な抗体またはその医薬組成物を投与することを含む。特定の態
様では、処置は、慢性または急性免疫疾患または障害に関連する1種以上の有害な症状ま
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たは身体的影響の軽減または改善をもたらす。
【００２２】
　さらなる特定の実施形態では、移植片対宿主病を治療するための方法は、処置を必要と
する被験体に、移植片対宿主病を治療するのに有効な抗体または医薬組成物を投与するこ
とを含む。特定の態様では、処置は、移植片対宿主病に関連する1種以上の有害な症状ま
たは身体的影響(physical consequence)（例えば、体重減少、脱毛、皮膚発疹、血尿、腹
水、肝臓、腸管、肺中への炎症細胞浸潤または死）の発症、頻度、期間または重症度を軽
減、減少または抑制し、移植片対宿主病の緩解または退行をもたらし、あるいは移植片対
宿主病の予防をもたらす。さらなる態様では、移植片には、骨髄、造血幹細胞、末梢血幹
細胞または臍帯血幹細胞が含まれ得る。
【００２３】
　さらなる特定の実施形態では、移植拒絶を治療するための方法は、処置を必要とする被
験体に、移植拒絶を治療するのに有効な抗体または医薬組成物を投与することを含む。特
定の態様では、処置は、移植拒絶に関連する1種以上の有害な症状または身体的影響（例
えば、移植物に対する免疫応答または移植細胞もしくは組織の破壊）の発症、頻度、期間
または重症度を軽減、減少または抑制し、移植拒絶の緩解または退行をもたらし、あるい
は移植拒絶の予防をもたらす。さらなる態様では、移植物には、腎臓、心臓、肺、皮膚、
肝臓または膵臓の細胞、組織または器官が含まれ得る。
【００２４】
　さらなる特定の実施形態では、炎症を軽減、減少または抑制するための方法は、処置を
必要とする被験体に、炎症の発症、頻度、期間または重症度を軽減、減少または抑制する
のに有効な抗体または医薬組成物を投与することを含む。特定の態様では、前記炎症は肺
、関節、筋肉、皮膚、中枢もしくは末梢神経系、または腸に存在する。さらなる態様では
、処置は、炎症に関連する1種以上の有害な症状または身体的影響の発症、頻度、期間ま
たは重症度の軽減をもたらす。
【００２５】
　さらなる特定の実施形態では、自己免疫障害を治療するための方法は、処置を必要とす
る被験体に、自己免疫障害の症状の発症、頻度、期間または重症度を軽減、減少または抑
制するのに有効な抗体または医薬組成物を投与することを含む。特定の態様では、前記自
己免疫障害には、関節リウマチ、多発性硬化症、糖尿病、クローン病、炎症性腸疾患、潰
瘍性大腸炎、セリアック病、乾癬、増殖性ループス腎炎、肉芽腫性筋疾患、または多発性
筋炎が含まれる。さらなる態様では、処置は、自己免疫障害に関連する1種以上の有害な
症状または身体的影響の発症、頻度、期間または重症度の軽減、減少または抑制をもたら
す。
【００２６】
　in vivoで実施した場合に処置または治療をもたらし得るさらなる方法は、OX40の活性
または機能をモジュレートすることを含む。特定の実施形態では、OX40媒介細胞応答を阻
害または抑制するための方法は、OX40媒介細胞応答の阻害または抑制を必要とする被験体
に、OX40媒介細胞応答（例えば、リンパ球増殖、サイトカイン発現、またはリンパ球生存
）を阻害または抑制するのに有効な抗体または医薬組成物を投与することを含む。さらな
る実施形態では、活性化T細胞とのOX40リガンドの結合を阻害または遮断するための方法
は、活性化T細胞とのOX40リガンドの結合の遮断、阻害または阻止を必要とする被験体に
、活性化T細胞とのOX40リガンドの結合を阻害または阻止するのに有効な抗体または医薬
組成物を投与することを含む。さらなる実施形態では、OX40とのOX40リガンドの結合を阻
害または遮断するための方法は、OX40とのOX40リガンドの結合の遮断、阻害または阻止を
必要とする被験体に、OX40とのOX40リガンドの結合を阻害または阻止するのに有効な抗体
または医薬組成物を投与することを含む。さらなる特定の実施形態では、OX40媒介細胞シ
グナル伝達をモジュレートするための方法は、OX40媒介細胞シグナル伝達のモジュレーシ
ョンを必要とする被験体に、OX40媒介細胞シグナル伝達をモジュレートするのに有効な抗
体または医薬組成物を投与することを含む。さらなる特定の実施形態では、活性化T細胞
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、エフェクターT細胞、記憶T細胞または制御性T細胞の数を低減するための方法は、活性
化T細胞、エフェクターT細胞、記憶T細胞または制御性T細胞の数の低減を必要とする被験
体に、活性化T細胞、エフェクターT細胞、記憶T細胞または制御性T細胞の数を低減するの
に十分な、ある量の抗体を投与することを含む。
【００２７】
　さらなる特定の実施形態では、急性または慢性異種移植片宿主病モデルにおいて血液、
脾臓、リンパ節、腸、肝臓、肺、または皮膚中の活性化T細胞の数を減少させるための方
法は、該急性または慢性異種移植片宿主病モデルに、血液、脾臓、リンパ節、腸、肝臓、
肺、または皮膚中の活性化T細胞の数を減少させるのに十分な量の抗体を投与することを
含む。
【００２８】
　さらなる特定の実施形態では、活性化T細胞、エフェクターT細胞、記憶T細胞または制
御性T細胞に起因する疾患または障害を治療するための方法は、被験体に、活性化T細胞、
エフェクターT細胞、記憶T細胞または制御性T細胞に起因する該疾患または障害の進行を
軽減、減少または抑制し、あるいは活性化T細胞、エフェクターT細胞、記憶T細胞または
制御性T細胞を枯渇させるのに十分な量の抗体を投与することを含む。特定の態様では、
前記疾患または障害には、移植片対宿主病、炎症または自己免疫障害が含まれる。
【００２９】
　本発明により治療可能な被験体には、哺乳類（例えば、ヒト）が含まれる。特定の実施
形態では、慢性または急性免疫疾患または障害の候補であるかあるいは慢性または急性免
疫疾患または障害の治療を受けた被験体；移植片対宿主病の候補であるかあるいは移植片
対宿主病の治療を受けた被験体；移植拒絶の候補であるかあるいは移植拒絶の治療を受け
た被験体；炎症の候補であるかあるいは炎症の治療を受けた被験体；あるいは自己免疫障
害の候補であるかあるいは自己免疫障害の治療を受けた被験体；OX40媒介細胞応答の候補
であるかあるいはOX40媒介細胞応答の治療を受けた被験体。
【００３０】
　OX40抗体の投与または送達を含む本発明の方法は、任意の許容される方法(any acdcept
able method)により実施することができる。特定の実施形態では、OX40抗体は被験体に局
所的に、局部的に、または全身的に投与される。
【００３１】
　また、本発明は、OX40アンタゴニスト活性を有するヒトOX40抗体を作製するための方法
も提供する。一実施形態では、方法は、ヒトFc組換えタンパク質とコンジュゲートされた
ヒトOX40細胞外ドメインまたは活性化ヒトT細胞を、ヒト免疫グロブリンを発現可能な動
物（例えば、トランスジェニックマウスまたはトランスジェニックウシ）に投与すること
；該動物をヒトOX40抗体の発現についてスクリーニングすること；ヒトOX40抗体を産生す
る動物を選択すること；選択された動物から抗体を単離すること；該ヒトOX40抗体がOX40
アンタゴニスト活性を有するかどうかを判定することを含む。
【００３２】
　本発明はさらに、OX40リガンド(OX40L)とのOX40の結合を阻害または阻止するヒトOX40
抗体を作製するための方法を提供する。一実施形態では、方法は、ヒトFc組換えタンパク
質とコンジュゲートされたヒトOX40細胞外ドメインまたは活性化ヒトT細胞を、ヒト免疫
グロブリンを発現可能な動物（例えば、トランスジェニックマウスまたはトランスジェニ
ックウシ）に投与すること；該動物をヒトOX40抗体の発現についてスクリーニングするこ
と；ヒトOX40抗体を産生する動物を選択すること；選択された動物から抗体を単離するこ
と；該ヒトOX40抗体がOX40リガンド(OX40L)とのOX40の結合を阻害または阻止するかどう
かを判定することを含む。
【００３３】
　さらに、本発明は、OX40抗体を発現する非ヒトトランスジェニック動物を提供する。様
々な実施形態では、発現されるOX40抗体は、112F32、112V8、112Y131、112Y55、または11
2Z5として示されるハイブリドーマ細胞系によって産生される抗体と同一であり；112F32
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、112V8、112Y131、112Y55、または112Z5として示されるハイブリドーマ細胞系によって
産生される抗体が結合するOX40細胞外ドメインのアミノ酸配列中のエピトープと結合し；
112F32、112V8、112Y131、112Y55、または112Z5として示されるハイブリドーマ細胞系に
よって産生される抗体の約1～5000倍の範囲内でOX40結合親和性を有し；112F32、112V8、
112Y131、112Y55、または112Z5として示されるハイブリドーマ細胞系によって産生される
抗体の約KD 10-6M～約KD 10-12Mの範囲内でOX40結合親和性を有し；112F32、112V8、112Y
131、112Y55、または112Z5として示されるハイブリドーマ細胞系によって産生される抗体
の結合特異性を有し；あるいはOX40との結合について112F32、112V8、112Y131、112Y55、
または112Z5として示されるハイブリドーマ細胞系によって産生される抗体と競合する。
【発明を実施するための最良の形態】
【００３４】
詳細な説明
　本発明は、少なくとも一部、OX40(CD134)と特異的に結合する、例えば、OX40抗体、抗O
X40または抗OX40抗体と呼ばれ得る抗体に基づく。OX40と特異的に結合する本発明抗体に
は、哺乳類（ヒト、霊長類など）抗OX40抗体、ヒト化抗OX40抗体およびキメラ抗OX40抗体
が含まれる。OX40と特異的に結合する本発明抗体および抗体部分配列（フラグメント）に
は、精製および単離抗体、ならびにそれらの医薬製剤が含まれる。
【００３５】
　OX40は50キロダルトン(KDa)の糖タンパク質であり、腫瘍壊死因子受容体スーパーファ
ミリー(TNFRSF)の一メンバーである。OX40のリガンドである、OX40L（TNFSF4、CD252とも
呼ばれる）は、内皮細胞、活性化抗原提示細胞（マクロファージ、樹状細胞、B細胞など
）およびナチュラルキラー細胞で発現されることが報告されている。特定の理論に縛られ
るものではないが、抗原提示細胞上のCD40間の結合は、リポ多糖類(LPS)がそうであるよ
うに、OX40Lの発現を増加する。T細胞でのOX40の発現は、T細胞抗原受容体を介したシグ
ナル伝達を受けて誘導され得る。例えば、OX40は、炎症部位で活性化されたばかりのT細
胞で発現される。CD4およびCD8 T細胞は、炎症状態下でOX40をアップレギュレートし得る
。
【００３６】
　また、OX40は、CD134、TNFRSF4、ACT35およびTXGP1Lとも呼ばれる。OX40には、哺乳類
（例えば、霊長類、ヒト）型OX40が含まれる。そのため、本発明OX40抗体には、ヒトOX40
などの哺乳類OX40配列と特異的に結合する抗体が含まれる。ヒトOX40などのOX40配列には
、多型変異体が含まれる。全長ヒトOX40の非限定的な一例は、
MCVGARRLGRGPCAALLLLGLGLSTVTGLHCVGDTYPSNDRCCHECRPGNGMVSRCSRSQNTVCRPCGPGFYNDVVSSKP
CKPCTWCNLRSGSERKQLCTATQDTVCRCRAGTQPLDSYKPGVDCAPCPPGHFSPGDNQACKPWTNCTLAGKHTLQPASN
SSDAICEDRDPPATQPQETQGPPARPITVQPTEAWPRTSQGPSTRPVEVPGGRAVAAILGLGLVLGLLGPLAILLALYLL
RRDQRLPPDAHKPPGGGSFRTPIQEEQADAHSTLAKI（配列番号49）
として記載される配列である。
【００３７】
　OX40抗体、抗OX40および抗OX40抗体とは、OX40と特異的に結合する抗体を指す。特異的
結合とは、OX40中に存在するエピトープに対して選択的であるということである。特異的
結合は、当技術分野で公知のアッセイ（例えば、免疫沈降、ELISA、フローサイトメトリ
ー、ウエスタンブロッティング）を用いて非特異的結合と区別することができる。
【００３８】
　OX40抗体が特異的に結合する抗原エピトープの全てまたは一部が異なるタンパク質に存
在する場合に、この抗体は異なるタンパク質と結合する可能性がある。そのため、OX40抗
体は、OX40エピトープの配列または構造的相同性の程度に応じて、そのOX40エピトープに
対して高い配列または構造的相同性を有する別のタンパク質と特異的に結合可能性がある
。よって、OX40抗体は、異なるタンパク質に、十分な配列または構造的相同性を有するエ
ピトープが存在する場合に、異なるタンパク質と結合する可能性がある。
【００３９】
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　本発明OX40抗体には、単離および精製抗体が含まれる。単離または精製OX40抗体を含む
本発明の抗体は、ヒトを含まない。
【００４０】
　組成物の修飾語として用いられる用語「単離（された）」とは、その組成物が人の手で
作られるということ、あるいは天然に存在するin vivo環境にある1種以上の他の成分から
、一般に、1以上の操作ステップまたはプロセスにより分離されるということを意味する
。一般に、そのように分離された組成物は、そのような組成物が通常自然に結合する1種
以上の材料、例えば、1種以上のタンパク質、核酸、脂質、炭水化物、細胞膜を実質的に
含まない。そのため、単離組成物は、その組成物が自然に発生する生物の細胞中の他の生
体成分から、あるいはその組成物が（例えば、合成によりまたは細胞培養により）産生さ
れる人工培地から分離されている。例えば、単離OX40抗体は、その抗体が産生される動物
（例えば、非トランスジェニック哺乳類またはトランスジェニック哺乳類（齧歯類（マウ
ス）または有蹄類（ウシ）動物などの））から得ることができ、他のポリペプチドおよび
核酸から分離されている。よって、その動物から得られる抗体を含有する血清は単離され
ていると考えられる。用語「単離（された）」は、別の物理的形状を排除するものではな
く、例えば、単離抗体には、抗体部分配列、キメラ、マルチマー、または誘導体化された
形態が含まれ得る。
【００４１】
　組成物の修飾語として用いられる用語「精製（された）」とは、その組成物が一般に自
然に結合する材料のほとんどまたは実質的に全てを含まない組成物を指す。精製抗体は、
一般に、抗体環境に通常存在する成分から取り出されている。そのため、抗体産生ハイブ
リドーマ細胞培養物から分離された抗体上清は精製されていると考えられる。よって、精
製（された）は、絶対純度を要求するものではなく、関係上の比(context specific)であ
る。さらに、「精製（された）」組成物は、1種以上の他の分子と組み合わせることがで
きる。そのため、用語「精製（された）」は、組成物の組合せを排除するものではない。
純度は、例えば、UV分光法、クロマトグラフィー（例えば、HPLC、気相）、ゲル電気泳動
（例えば、銀またはクーマシー染色）および配列解析（ペプチドおよび核酸）などの任意
の適切な方法により決定することができる。
【００４２】
　「精製（された）」タンパク質および核酸には、標準的な精製法よって得られるタンパ
ク質および核酸が含まれる。また、この用語には、宿主細胞での組換え発現や化学合成に
よって得られるタンパク質および核酸も含まれる。また、「精製（された）」は、混入物
質のレベルが、ヒトまたは非ヒト動物への投与に関する監督官庁、例えば、食品医薬品局
(the Food and Drug Administration)(FDA)に承認されるレベルより低い組成物を指すこ
ともある。
【００４３】
　本発明OX40抗体には、OX40細胞外ドメインのアミノ酸配列中のエピトープと特異的に結
合する抗体が含まれる。特定の実施形態では、例示的OX40抗体は、クロスブロッキングア
ッセイ(a cross-blocking assay)により決定されるように、OX40上の3つの「エピトープ
」と特異的に結合する。非限定的な例示的ヒトOX40細胞外ドメイン配列は、MCVGARRLGR G
PCAALLLLG LGLSTVTGLH CVGDTYPSND RCCHECRPGN GMVSRCSRSQ NTVCRPCGPG FYNDVVSSKP CKPC
TWCNLR SGSERKQLCT ATQDTVCRCR AGTQPLDSYK PGVDCAPCPP GHFSPGDNQA CKPWTNCTLA GKHTLQP
ASN SSDAICEDRD PPATQPQETQ GPPARPITVQ PTEAWPRTSQ GPS（配列番号50）として記載され
る。
【００４４】
　ペプチドエピトープは、一般に、短いアミノ酸配列、例えば約5～15アミノ酸長である
。エピトープを同定するための技術は当技術分野で公知であり、例えば、米国特許第4,70
8,871号に記載されている。簡潔には、OX40ポリペプチドから得られる重複オリゴペプチ
ドセットを合成し、それらをピンの固相アレイに結合し、各ピン上にユニークなオリゴペ
プチドを存在させ得る。96ウェルマイクロタイタープレートに合うようにピンをアレイす
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ることにより、96個のオリゴペプチドを同時にアッセイすることが可能になる。不連続エ
ピトープは、膜支持体上に高密度に固定化された異なる長さの高度に重複したペプチドの
スキャン（例えば、6量体～15量体）を用いて同様に同定し得る。高抗体濃度を用い、結
合は間接免疫検出により検出する。多重結合配列が同定され、それらが介在配列により分
離されており、個々のペプチドが認識されない場合に、不連続エピトープが同定された。
分離されている配列は、標的タンパク質の表面上に連続領域を形成し、立体構造エピトー
プとなると思われる(Reineke, ら Protein Sci. 7:951 (1998)。あるいは、エピトープマ
ッピング用にファージディスプレイペプチドライブラリーキット(phage display peptide
 library kits)(New England BioLabs)も市販されている。これらの方法や他の方法を用
いて、連続したアミノ酸の考えられるあらゆるサブセットに対する結合親和性を決定して
、特定の抗体が結合するエピトープを同定することができる。エピトープの長さのペプチ
ド配列を用いて、そのペプチド配列と結合する抗体を得る動物を免疫する場合には、推測
によってもエピトープを同定し得る。また、連続エピトープもBEPITOPEなどのコンピュー
タープログラムを用いて予測することができる(Odorico ら, J. Mol. Recognit. 16:20 (
2003))。
【００４５】
　本発明の抗体は、任意の抗体クラス、例えばIgM、IgG、IgA、IgE、IgD、およびそれら
の任意のサブクラスに属するモノクローナルまたはポリクローナル免疫グロブリン分子で
ある。例示的IgGサブクラスはIgG1、IgG2、IgG3およびIgG4である。「モノクローナル」
抗体とは、真核生物クローン、原核生物クローン、またはファージクローンを含む単一ク
ローンに基づき、真核生物クローン、原核生物クローン、またはファージクローンを含む
単一クローンから得られあるいは真核生物クローン、原核生物クローン、またはファージ
クローンを含む単一クローンから誘導される抗体を指す。ゆえに、「モノクローナル」抗
体は、構造的に定義されるものであり、それが産生される方法ではない。
【００４６】
　OX40と特異的に結合する特定の例示的抗体は、112F32（ATCC番号PTA-7217、2005年11月
17日寄託）、112V8（ATCC番号PTA-7219、2005年11月17日寄託）、112Y55（ATCC番号PTA-7
220、2005年11月17日寄託）、112Y131（ATCC番号PTA-7218、2005年11月17日寄託）、およ
び112Z5（ATCC番号PTA-7216、2005年11月17日寄託）として示され、これらはヒトモノク
ローナル抗ヒトOX40抗体（ヒトOX40と結合するヒト抗体）である。例示的な本発明OX40抗
体112F32、112V8、112Y55、112Y131、および112Z5は、配列番号7～10および配列番号44～
49で示される、成熟重鎖または軽鎖可変領域配列を有する。112F32、112V8、112Y55、112
Y131、および112Z5の名称は、OX40抗体を産生する抗体または細胞系（例えば、ハイブリ
ドーマ、CHO細胞または他の宿主細胞）のいずれかを指すことができる。
【００４７】
　例示的な本発明のヒト抗ヒトOX40抗体は、様々な形態の可溶性組換えヒトOX40(OX40-hI
gG1)、融合タンパク質(hOX40:hFc)またはOX40を発現する活性化ヒトT細胞で免疫した染色
体導入マウス（KM mice（商標））を用いて生産された（WO 02/43478、WO 02/092812、お
よびIshida, ら, IBC's 11th Antibody Engineering Meeting. Abstract (2000)）。休止
T細胞ではなく、活性化ヒトT細胞を特異的に標識した例示的抗体が同定された。例示的抗
体は、非形質転換親細胞系ではなく、ヒトOX40安定トランスフェクト細胞系、EL4-OX40お
よびCHO-OX40を検出可能なように染色し、その抗体がヒトOX40と特異的に結合することを
示した。また、例示的抗体は、アカゲザルOX40およびカニクイザルOX40と結合するが、ネ
ズミOX40とは検出可能なように結合しない。
【００４８】
　本発明の抗体は、κ軽鎖配列またはλ軽鎖配列、天然に存在する抗体にあるような、ど
ちらか一方の全長、それらの混合物（すなわちκ鎖配列とλ鎖配列との融合物）、および
それらの部分配列/フラグメントを有し得る。天然に存在する抗体分子には、2つのκ軽鎖
または2つのλ軽鎖が含まれている。
【００４９】
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　また、本発明OX40抗体には、例えば、112F32（ATCC番号PTA-7217、2005年11月17日寄託
）、112V8（ATCC番号PTA-7219、2005年11月17日寄託）、112Y131（ATCC番号PTA-7218、20
05年11月17日寄託）、112Y55（ATCC番号PTA-7220、2005年11月17日寄託）、または112Z5
（ATCC番号PTA-7216、2005年11月17日寄託）として示されるハイブリドーマ細胞系によっ
て産生される抗体が結合するアミノ酸配列と特異的に結合する抗体も含まれる。本発明OX
40抗体には、例えば、112F32、112V8、112Y131、112Y55、または112Z5として示されるハ
イブリドーマ細胞系によって産生される抗体が結合するOX40細胞外ドメインと特異的に結
合する抗体がさらに含まれる。本発明OX40抗体には、例えば、112F32、112V8、112Y131、
112Y55、または112Z5として示されるハイブリドーマ細胞系によって産生される抗体の結
合特異性を有する抗体がさらに含まれる。そのようなOX40抗体は、一般に、112F32、112V
8、112Y131、112Y55、または112Z5抗体のOX40との結合について部分または完全遮断(comp
lete blocking)、低減または阻害を示す。
【００５０】
　112F32、112V8、112Y131、112Y55、または112Z5として示されるハイブリドーマ細胞系
によって産生される抗体が結合するアミノ酸配列と特異的に結合するOX40抗体、および11
2F32、112V8、112Y131、112Y55、または112Z5抗体の結合特異性を有する抗体は、競合結
合アッセイを用いて同定することができる。112F32、112V8、112Y131、112Y55、または11
2Z5抗体のOX40との結合について競合する能力に基づいて抗体を選択することができる。1
12F32、112V8、112Y131、112Y55、または112Z5抗体のOX40との結合について競合する抗体
の能力、あるいは112F32、112V8、112Y131、112Y55、または112Z5抗体のOX40との結合を
阻害、低減、減少、阻止または遮断する抗体の能力は、酵素結合免疫吸着検定法(ELISA)
などの当技術分野で公知の様々なアッセイにより決定することができる。特定の態様では
、本発明抗体は、ELISAアッセイによって決定されるように、112F32、112V8、112Y131、1
12Y55、または112Z5として示されるハイブリドーマ細胞系によって産生される抗体のOX40
との結合を阻害または阻止する。さらなる態様では、本発明抗体は、ELISAアッセイによ
って決定されるように、112F32、112V8、112Y131、112Y55、または112Z5として示される
ハイブリドーマ細胞系によって産生される抗体のOX40との結合の少なくとも50%を阻害す
る。
【００５１】
　また、本発明OX40抗体には、OX40と特異的に結合し、マウス抗ヒトOX40抗体L106(Becto
n Dickinson, カタログ番号340420)のOX40との結合を阻止または遮断しない抗体も含まれ
る。さらに、OX40と特異的に結合し、抗体L106のOX40との結合を阻害、低減または減少し
ないOX40抗体も含まれる。抗体L106については、例えば、米国特許第6,277,962号、WO 95
/12673およびSchlossman ら編に記載されている(Leukocyte Typing V: White Cell Diffe
rentiation Antigens, Oxford: Oxford University Press (1995) 1157-60頁)。
【００５２】
　本発明OX40抗体には、OX40と特異的に結合する、112F32、112V8、112Y131、112Y55、ま
たは112Z5として示されるハイブリドーマ細胞系によって産生される抗体よりも高いまた
は低いOX40に対する親和性を有する抗体が含まれる。例えば、112F32、112V8、112Y131、
112Y55、または112Z5として示されるハイブリドーマ細胞系によって産生される抗体の約1
～10,000倍の範囲内（例えば、2～5倍、5～10倍、10～100倍、100～1000倍または1000～1
0,000倍高いまたは低い親和性、あるいはそのような値の範囲以内での任意の数値または
数値域）でOX40結合親和性を有する抗体が提供される。よって、本発明OX40抗体には、11
2F32、112V8、112Y131、112Y55、または112Z5として示されるハイブリドーマ細胞系によ
って産生される抗体よりも高いまたは低いOX40結合親和性を有する抗体も含まれる。特定
の実施形態では、本発明OX40抗体は、112F32、112V8、112Y131、112Y55、または112Z5と
して示されるハイブリドーマ細胞系によって産生される抗体の約KD 10-6M～約KD 10-13M
の範囲内で、あるいはそのような値の範囲以内での任意の数値または数値域でOX40結合親
和性を有する。
【００５３】
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　結合親和性は、結合(Ka)および解離(Kd)速度によって決定することができる。平衡親和
性定数、KDはKa/Kd比である。結合(Ka)および解離(Kd)速度は、表面プラズモン共鳴(SPR)
を用いて測定することができる(RichおよびMyszka, Curr. Opin. Biotechnol 11:54 (200
0); Englebienne, Analyst. 123: 1599 (1998))。結合速度のリアルタイム検出およびモ
ニタリングについての計装および方法は公知であり、市販されている(BiaCore 2000, Bia
core AB, Upsala, Sweden; およびMalmqvist, Biochem. Soc. Trans. 27:335 (1999))。K
D値は、OX40における結合部位の半分(50%)を飽和させるのに必要なOX40抗体濃度として定
義することができる。
【００５４】
　本発明OX40抗体には、1種以上のin vivo細胞上に、初代細胞分離株、継代培養細胞、培
養細胞および不死化細胞中に存在するOX40と結合可能な抗体が含まれる。OX40を発現し得
る非限定的な特定細胞種には、活性化T細胞および他のT細胞（例えば、活性化T細胞、エ
フェクターT細胞、記憶T細胞または制御性T細胞）ならびに非T細胞が含まれる。非T細胞
の例としては、ナチュラルキラー(NK)細胞、顆粒球（好中球）、単球およびB細胞が挙げ
られる。本来OX40を発現しない細胞では、例えば、OX40をコードする核酸で細胞をトラン
スフェクトまたは形質転換することによって、OX40を発現させることができる。OX40と結
合可能なOX40抗体は、OX40を発現または産生する1種以上のトランスフェクトまたは形質
転換細胞と結合することができる。
【００５５】
　本発明抗体には、OX40と結合し、in vivoでまたはin vitroで（例えば被験体において
）OX40機能または活性をモジュレートする抗体が含まれる。本明細書において、OX40の活
性または機能に関して用いられる場合の用語「モジュレートする」およびその文法上の変
形は、OX40の活性または機能が検出可能なように影響、改変または変更を受けるというこ
とを意味する。よって、OX40の活性または機能をモジュレートするOX40抗体は、1種以上
のOX40活性または機能を検出可能なように影響、改変または変更を与える抗体であり、そ
のようなOX40の活性または機能には、例えば、OX40リガンドとのOX40の結合、OX40媒介シ
グナル伝達またはOX40媒介細胞応答もしくはOX40によりモジュレーション可能な細胞応答
、あるいは本明細書に記載されているか、そうでなければ公知であるかもしくは知り得る
別のOX40活性または機能を含めることができる。
【００５６】
　モジュレートすることができる非限定的な様々なOX40活性および機能には、例えば、OX
40媒介シグナル伝達またはOX40媒介細胞応答もしくはOX40によりモジュレーション可能な
細胞応答、細胞増殖または増加（例えば、活性化T細胞、エフェクターT細胞、記憶T細胞
または制御性T細胞などのリンパ球）、細胞生存またはアポトーシス（例えば、活性化T細
胞、エフェクターT細胞、記憶T細胞または制御性T細胞などのリンパ球）、サイトカイン
（例えば、Th1、Th2および非Th1/Th2サイトカイン）およびインターフェロンの発現また
は産生、抗アポトーシスタンパク質またはプロアポトーシスタンパク質の発現または産生
、ならびにそれらの障害、疾患、生理学的状態、病状および症状の処置、抑制または改善
が含まれる。モジュレートされる特定のサイトカインとしては、限定されるものではない
が、IL-1、IL-2、IL-4、IL-5、IL-6、IL-9、IL-10、IL-14、IL-16、IL-17、IL-23、IL-26
、TNF-α、インターフェロンγ、およびGM-CSF（in vivoまたはin vitro）が挙げられる
。特定の抗アポトーシスタンパク質またはプロアポトーシスタンパク質発現としては、限
定されるものではないが、Bcl-xL、Bcl-2、BadおよびBimが挙げられる。モジュレートす
ることができる非限定的な他のOX40活性または機能としては、例えば、NF-kBの活性化、P
KB(Akt)活性の維持、およびサバイビンのアップレギュレーションが挙げられている(Ambr
osini ら、Nat. Med. 3:917 (1997); およびSong ら、Immunity 22:621 (2005))。
【００５７】
　よって、本明細書に記載の例示的抗体には、1種以上のOX40媒介シグナル伝達またはOX4
0媒介細胞応答もしくはOX40により誘導される細胞応答、細胞増殖（例えば、活性化T細胞
、エフェクターT細胞、記憶T細胞または制御性T細胞）、細胞生存またはアポトーシス（
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例えば、活性化T細胞、エフェクターT細胞、記憶T細胞または制御性T細胞）、サイトカイ
ン（例えば、Th1、Th2および他の非Th1/Th2サイトカイン、例えば、IL-17、IL-23およびI
L-26）およびインターフェロンの発現または産生（Th1、Th2、非Th1/Th2、IL-1、IL-2、I
L-4、IL-5、IL-6、IL-9、IL-10、IL-14、IL-16、IL-17、IL-23、IL-26、TNF-α、インタ
ーフェロンγ、およびGM-CSF（in vivoまたはin vitro）など）、抗アポトーシスタンパ
ク質またはプロアポトーシスタンパク質の発現（例えば、Bcl-xL、Bcl-2、BadまたはBim
）、ならびにそれらの障害、疾患、病状および症状の処置、抑制または改善をモジュレー
トする抗体が含まれる。特定の態様では、本発明抗体は、T細胞の増殖または生存をモジ
ュレートし、活性化T細胞、エフェクターT細胞、記憶T細胞または制御性T細胞の数をモジ
ュレートし、あるいは活性化T細胞、エフェクターT細胞、記憶T細胞または制御性T細胞を
枯渇させる。さらなる特定の態様では、本発明抗体は、自己抗原（例えば、ミエリン塩基
性タンパク質(MBP)、ミエリン乏突起神経膠細胞糖タンパク質(MOG)、プロテオリピドタン
パク質(PLP)、コラーゲン、滑膜関節組織抗原、インスリン、グルタミン酸デカルボキシ
ラーゼ、腸抗原、甲状腺抗原、ヒストンタンパク質、筋肉抗原または皮膚抗原）に特異的
な自己反応性T細胞の数を低減または除去する。
【００５８】
　OX40抗体に関して用いられる用語「アンタゴニスト」およびその文法上の変形は、OX40
リガンドとのOX40の結合を低減、減少、阻害、遅延、阻止または遮断し、あるいはOX40の
活性または機能を低減、減少、阻害、遅延、抑制または遮断するOX40抗体を意味する。OX
40抗体に関して用いられる用語「アゴニスト」およびその文法上の変形は、OX40リガンド
とのOX40の結合を刺激、増加、増強、促進または誘導し、あるいはOX40により誘導される
活性または機能を刺激、増加、増強、促進または誘導するOX40抗体を意味する。よって、
本発明OX40抗体には、アンタゴニストおよびアゴニスト抗体が含まれる。
【００５９】
　本発明OX40アンタゴニスト抗体は、例えば、in vitroでまたはin vivoで1種以上のOX40
活性または機能を遮断、低減、減少、阻害または抑制する。特定の実施形態では、可溶型
OX40(CD134)または活性化T細胞の表面で発現されるOX40とのOX40リガンド(OX40L)の結合
を遮断、低減、減少、阻害または阻止することができるOX40抗体が提供される。さらなる
実施形態では、OX40抗体は溶解エフェクター細胞（例えば、ナチュラルキラー細胞、マク
ロファージまたは好中球）の存在下でEL4-ヒトOX40発現細胞または活性化ヒトT細胞を溶
解する。特定の態様では、10μg/mlの抗体でもたらされる特異的細胞溶解率(%)は、研究
のバックグラウンドレベルによって、約15～75%、25～65%、または30～60%の間であり、1
00%という高い場合もある。さらに、例示的OX40抗体を、同種異系ドナー由来のPBMCと共
培養したヒト末梢血単核細胞(PBMC)とともにインキュベーションを行うことで、アロ反応
性CD4および／またはCD8 T細胞を阻害することにより細胞増殖が低減した。
【００６０】
　本発明OX40抗体には、「変異体」とも呼ばれる置換物（例えば、アミノ酸置換物）、付
加物および欠失物（例えば、部分配列またはフラグメント）などの改変形態が含まれる。
そのような改変抗体形態および変異体は、参照OX40抗体、例えば、112F32、112V8、112Y5
5、112Y131、および112Z5として示されるOX40抗体の少なくとも一部の機能または活性、
例えばOX40と結合すること、あるいはOX40の活性または機能（例えば、OX40シグナル伝達
）をモジュレートすることを保持する。よって、改変OX40抗体は、例えば、少なくとも一
部のOX40結合あるいは1種以上のOX40機能または活性（例えば、シグナル伝達、細胞応答
など）をモジュレートする能力を保持することができる。
【００６１】
　本明細書において、用語「改変する」（「修飾する」）およびその文法上の変形は、組
成物が参照組成物から外れているということを意味する。改変されたタンパク質、核酸お
よび他の組成物は、非改変の参照タンパク質、核酸または他の組成物よりも高いまたは低
い活性を有し、あるいは非改変の参照タンパク質、核酸または他の組成物とは異なる機能
を有し得る。
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【００６２】
　特定の態様では、本発明の改変抗体は、T細胞の増殖または生存をモジュレートし、活
性化T細胞、エフェクターT細胞、記憶T細胞または制御性T細胞の数をモジュレートし、あ
るいは活性化T細胞、エフェクターT細胞、記憶T細胞または制御性T細胞を枯渇させる能力
の1種以上を保持する。さらなる特定の態様では、本発明の改変抗体は、自己抗原に特異
的な自己反応性T細胞または自己抗原（例えば、ミエリン塩基性タンパク質(MBP)、ミエリ
ン乏突起神経膠細胞糖タンパク質(MOG)、プロテオリピドタンパク質(PLP)、コラーゲン、
滑膜関節組織抗原、インスリン、グルタミン酸デカルボキシラーゼ、腸抗原、甲状腺抗原
、ヒストンタンパク質、筋肉抗原または皮膚抗原）に特異的な抗体産生B細胞の数を低減
または除去する能力の1種以上を保持する。
【００６３】
　様々な実施形態では、配列番号7～10および配列番号44～49で示される抗体成熟重鎖ま
たは軽鎖可変領域配列は、定常領域、相補性決定領域(CDR)またはフレームワーク(FR)領
域の内部または外部に1つ以上のアミノ酸置換を有する。特定の態様では、アミノ酸置換
は、定常領域、相補性決定領域(CDR)またはフレームワーク(FR)領域の内部または外部で
の保存的置換である。さらなる様々な実施形態では、I本発明抗体は、112F32、112V8、11
2Y131、112Y55、または112Z5として示されるハイブリドーマ細胞系によって産生される抗
体の重鎖または軽鎖配列、配列番号7～10または配列番号44～49と、少なくとも60%、70%
、80%、85%、90%、95%、96%、97%、98%、99%、またはそれより高く同一であり、あるいは
そのような百分率値の範囲以内での任意の数値または数値域である。置換残基の典型的な
数としては、1～3個、3～5個、5～10個アミノ酸残基、あるいはそのような値の範囲以内
での任意の数値または数値域、あるいはそれより多いアミノ酸残基が挙げられる。
【００６４】
　アミノ酸置換を含むそのような抗体は、核酸によってコードされ得る。それゆえ、アミ
ノ酸置換を含む抗体をコードする核酸配列も提供される。
【００６５】
　用語「同一性」または「同一の」とは、2つ以上の参照される実体が同じであるという
ことを意味する。よって、2つのタンパク質配列（例えば、OX40抗体）が同一である場合
、それらは少なくとも参照される領域または部分内で同じアミノ酸配列を有する。「同一
性領域」とは、2つ以上の参照される実体の同じである部分を指す。よって、2つのタンパ
ク質配列が1つ以上の配列領域で同一である場合、それらはその領域内で同一性を共有す
る。「実質的同一性」とは、分子が、1種以上の参照分子機能または活性の少なくとも一
部の機能または活性、あるいはその分子が同一性を共有する参照分子の関連/対応領域ま
たは部分を有するかあるいは有すると予測されるように、構造的にまたは機能的に保存さ
れているということを意味する。よって、実質的同一性を有するポリペプチド（例えば、
OX40抗体）は、参照ポリペプチド（例えば、OX40抗体）としての少なくとも一部の活性ま
たは機能を有するかあるいは有すると予測される。例えば、特定の一実施形態では、非改
変OX40抗体の少なくとも一部の活性または機能を保持する1種以上の改変（例えば、アミ
ノ酸置換、欠失または付加）を有するOX40抗体は、参照OX40抗体に対して実質的同一性を
有すると考えられる。
【００６６】
　構造的に関連したタンパク質と機能的に関連したタンパク質との違いから、機能または
活性を保持するために必要な配列同一性の量は、タンパク質、領域およびその領域の機能
または活性によって異なる。タンパク質ではわずか30%アミノ酸配列同一性が存在するだ
けで、ある活性または機能を保持することができるが、一般には、参照配列に対してより
高い、例えば、50%、60%、75%、85%、90%、95%、96%、97%、98%の同一性が存在する。2配
列間の同一性の程度は、当技術分野で公知のコンピュータープログラムや数学アルゴリズ
ムを用いて確かめることができる。配列同一性の割合(相同性)を計算するそのようなアル
ゴリズムでは、一般に、比較領域にわたる配列ギャップとミスマッチを計上する。例えば
、BLAST（例えば、BLAST 2.0）検索アルゴリズム（例えば、Altschul ら, J. Mol. Biol.
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 215:403 (1990)参照, NCBIを通じて公的に入手可能）は、以下のような例示的検索パラ
メーターを有する：ミスマッチ-2；ギャップ開始5；ギャップ伸長2。ポリペプチド配列比
較では、BLASTPアルゴリズムを、一般に、PAM100、PAM 250、BLOSUM 62またはBLOSUM 50.
 FASTA（例えば、FASTA2およびFASTA3）などのスコア行列と組み合わせて用い、SSEARCH
配列比較プログラムも同一性の程度を定量するために用いられる(Pearson ら, Proc. Nat
l. Acad. Sci USA 85:2444 (1988); Pearson, Methods Mol Biol. 132:185 (2000); およ
びSmith ら, J. Mol. Biol. 147:195 (1981))。Delaunayに基づく位相マッピングを用い
てタンパク質構造的類似性を定量するためのプログラムも開発された(Bostick ら, Bioch
em Biophys Res Commun. 304:320 (2003))。
【００６７】
　「保存的置換」は、生物学的に、化学的にまたは構造的に類似した残基による1個のア
ミノ酸の置換である。生物学的的に類似したとは、置換によって生物活性、例えば、OX40
結合活性が破壊されないということを意味する。構造的に類似したとは、アミノ酸が同じ
くらいの長さの側鎖を有する（例えば、アラニン、グリシンおよびセリン）ということ、
または同じくらいのサイズということを意味する。化学的類似性とは、残基が同じ電荷を
有するということあるいは親水性または疎水性であるということを意味する。特定の例と
しては、イソロイシン、バリン、ロイシンまたはメチオニンなどの一疎水性残基の別のも
のとの置換、あるいは一極性残基の別のものとの置換、例えば、アルギニンのリジンとの
置換、グルタミン酸のアスパラギン酸との置換、またはグルタミンのアスパラギンとの置
換、セリンのトレオニンとの置換などが挙げられる。
【００６８】
　また、改変抗体には、L-アミノ酸（およびそれらの混合物）と置換された1種以上のD-
アミノ酸、構造的および機能的類似体、例えば、合成もしくは非天然アミノ酸またはアミ
ノ酸類似体を有するペプチドミメティクスおよび誘導体化された形態も含まれる。改変に
は、環状構造、例えばアミノ末端およびカルボキシ末端の分子間の末端間アミド結合また
は分子内または分子間ジスルフィド結合が含まれる。
【００６９】
　アミノ酸改変の非限定的なさらなる特定の例としては、OX40の部分配列(subsequence)
およびフラグメントが挙げられる。例示的なOX40の部分配列およびフラグメントは、本発
明の例示的OX40抗体が結合するOX40配列の一部を含む。また、例示的なOX40の部分配列お
よびフラグメントは、免疫原性部分、例えば、本発明の例示的OX40抗体が結合する配列を
含むOX40の一部も含む。
【００７０】
　本発明によれば、OX40抗体および非改変または参照OX40抗体の機能または活性の少なく
とも一部を保持するOX40抗体部分配列またはフラグメントをコードする核酸が提供される
。本明細書において、用語「部分配列」または「フラグメント」とは、全長分子の一部分
を意味する。OX40抗体をコードするOX40抗体の部分配列は、全長OX40よりも少なくとも1
個少ないアミノ酸（例えば、アミノまたはカルボキシ末端のいずれかからの1個以上の内
部または末端アミノ酸の欠失）を有する。OX40抗体の部分配列は、全長OX40抗体よりも少
なくとも1個少ないアミノ酸を有する。核酸部分配列は、全長比較核酸配列よりも少なく
とも1個少ないヌクレオチドを有する。よって、部分配列は、全長天然OX40までの任意の
長さであり得る。
【００７１】
　本発明のOX40抗体部分配列およびフラグメントには、配列番号7～10および配列番号44
～49で示される成熟重鎖または軽鎖可変領域配列が含まれる。また、本発明のOX40抗体部
分配列およびフラグメントには、Fab、Fab'およびF(ab')2、Fv、Fd、単鎖Fv(scFv)、ジス
ルフィド結合Fv(sdFv)、VLおよびVHドメインフラグメントも含まれる。
【００７２】
　OX40抗体部分配列およびフラグメントは、全長抗体としての結合親和性、全長抗体とし
ての結合特異性、または全長抗体としての1種以上の活性または機能、例えば、OX40アン
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タゴニストまたはアゴニスト抗体の機能または活性を有し得る。抗体に関する場合の用語
「機能的部分配列」および「機能的フラグメント」とは、全長参照抗体としての1種以上
の機能または活性、例えば、OX40抗体の機能または活性の少なくとも一部を保持する抗体
部分を意味する。例えば、OX40またはOX40の断片と結合する抗体部分配列またはフラグメ
ントは機能的部分配列と考えられる。
【００７３】
　抗体部分配列およびフラグメントは組み合わせることができる。例えば、VLまたはVH部
分配列は、リンカー配列によって連結することができ、それによってVL-VHキメラを形成
することができる。単鎖Fv(scFv)部分配列の組合せは、リンカー配列によって連結するこ
とができ、それによってscFv-scFvキメラを形成することができる。OX40抗体部分配列お
よびフラグメントは、単鎖抗体または可変領域を単独であるいは他のOX40抗体部分配列の
全てまたは一部と組み合わせて含む。
【００７４】
　抗体部分配列およびフラグメントは、抗体のタンパク質分解による加水分解、例えば、
全抗体のペプシンまたはパパイン消化により調製することができる。ペプシンでの酵素的
切断によってもたらされた抗体部分配列およびフラグメントは、F(ab')2として示される5
Sフラグメントを与える。このフラグメントは、チオール還元剤を用いてさらに切断する
ことができ、3.5S Fab'一価フラグメントを作り出すことができる。あるいは、ペプシン
を用いた酵素的切断では、2つの一価Fab'フラグメントとFcフラグメントとが直接もたら
される（例えば、米国特許第4,036,945号および同第4,331,647号; およびEdelman ら, Me
thods Enymol. 1:422 (1967)参照）。他の抗体切断方法、例えば一価軽鎖-重鎖フラグメ
ントを形成するための重鎖の分離、フラグメントのさらなる切断、または他の酵素的もし
くは化学的な方法も使用してよい。
【００７５】
　タンパク質および抗体、ならびにそれらの部分配列およびフラグメントは、遺伝学的方
法により作り出すことができる。技術は、タンパク質または抗体をコードする遺伝子の全
てまたは一部を、Cos細胞または大腸菌(E. coli)などの宿主細胞中で発現させることを含
む。組換え宿主細胞は、全長または部分配列、例えば、scFvを合成する（例えば、Whitlo
w ら, In: Methods: A Companion to Methods in Enzymology 2:97 (1991)、Bird ら, Sc
ience 242:423 (1988); および米国特許第4,946,778号参照）。単鎖Fvおよび抗体は、米
国特許第4,946,778号および同第5,258,498号; Huston ら, Methods Enzymol 203:46 (199
1); Shu ら, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:7995 (1993); およびSkerra ら, Science 
240:1038 (1988)に記載のとおり作り出すことができる。
【００７６】
　修飾形態には、誘導体化された配列、例えば、遊離アミノ基がアミン塩酸塩、p-トルエ
ンスルホニル基、カルボベンゾキシ基を形成しており;遊離カルボキシ基が塩、メチルお
よびエチルエステルを形成しており; 遊離ヒドロキシル基(free hydroxl groups)がO-ア
シルまたはO-アルキル誘導体を形成しているアミノ酸、ならびに天然に存在するアミノ酸
誘導体、例えば、4-ヒドロキシプロリン（プロリンの誘導体）、5-ヒドロキシリジン（リ
ジンの誘導体）、ホモセリン（セリンの誘導体）、オルニチン（リジンの誘導体）などが
含まれる。修飾は、当技術分野で公知の方法（例えば、PCRに基づく部位特異的、欠失お
よび挿入突然変異誘発、化学修飾および突然変異誘発、架橋など）を用いて行うことがで
きる。
【００７７】
　タンパク質（例えば、抗体）、核酸、および他の組成物の修飾形態には、付加物および
挿入物が含まれる。例えば、付加は、いずれもの種類の分子の、タンパク質（例えば、抗
体）、核酸または他の組成物との共有または非共有結合であり得る。一般に、付加および
挿入は異なる機能または活性を与える。
【００７８】
　付加物および挿入物には、融合（キメラ）ポリペプチドまたは核酸配列が含まれ、それ
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らは前記配列と共有結合した参照天然（野生型）配列中には通常存在しない1種以上の分
子を有する配列である。特定の例は、多機能タンパク質（例えば、多重特異性抗体）を作
り出すための別のタンパク質（例えば、抗体）のアミノ酸配列である。
【００７９】
　また、本発明の抗体には、異なるまたは補助機能または活性を与えるために、1つ以上
の追加ドメインが共有結合しているキメラまたは融合物も含まれる。抗体には、2つ以上
のアミノ酸配列が互いに結合されている、自然界では本来存在しないキメラまたは融合物
が含まれる。
【００８０】
　本発明によれば、異種ドメインを含むOX40抗体およびOX40抗体をコードする核酸が提供
される。異種ドメインは、アミノ酸付加物または挿入物であり得るが、アミノ酸残基に限
定されない。よって、異種ドメインは、種々の異なる種類の小型または大型機能的部分の
いずれかからなり得る。そのような部分には、核酸、ペプチド、炭水化物、脂質または小
有機化合物、例えば薬物、金属（金、銀）などが含まれる。
【００８１】
　異種ドメインの非限定的な特定例としては、例えば、タグ、検出可能な標識および細胞
傷害性薬剤が挙げられる。タグおよび検出可能な標識の特定の例としては、T7-、His-、m
yc-、HA-およびFLAG-タグ；酵素（セイヨウワサビペルオキシダーゼ、ウレアーゼ、カタ
ラーゼ、アルカリ性ホスファターゼ、β-ガラクトシダーゼ、クロラムフェニコールトラ
ンスフェラーゼ）；酵素基質；リガンド（例えば、ビオチン）；受容体（アビジン）；放
射性核種（例えば、C14、S35、P32、P33、H3、I125およびI131）；電子密度試薬；エネル
ギー伝達分子；常磁性標識；フルオロフォア（フルオレセイン、ローダミン、フィコエリ
トリン）；発色団；化学発光剤（イミダゾール、ルシフェラーゼ）；および生物発光剤が
挙げられる。細胞傷害性薬剤の特定の例としては、ジフテリア毒素(diptheria, toxin)、
コレラ毒素およびリシンが挙げられる。
【００８２】
　タンパク質（例えば、抗体）、核酸、または他の組成物と付加物または挿入物（例えば
、異種ドメイン）との間に、2つの実体が異なる機能または活性を少なくとも一部維持す
るように、リンカー配列を挿入してよい。リンカー配列は、どちらかのドメインを促進す
ることができまたはどちらかのドメインと相互作用することができる1種以上の特性を有
していてよく、そのような特性には、フレキシブル構造、秩序二次構造が形成不能である
ことまたは疎水性もしくは荷電性が含まれる。フレキシブルタンパク質領域において一般
に見られるアミノ酸には、グリシン、アスパラギンおよびセリンが含まれる。他の中性に
近いアミノ酸、例えばトレオニンおよびアラニンもまた、リンカー配列に用いてよい。リ
ンカー配列の長さは変動し得る（例えば、米国特許第6,087,329号参照）。リンカーには
、化学架橋剤および結合剤(conjugating agents)、例えばスルホ－スクシンイミジル誘導
体（スルホ－SMCC、スルホ－SMPB）、スベリン酸ジスクシンイミジル(DSS)、グルタル酸
ジスクシンイミジル(DSG)および酒石酸ジスクシンイミジル(DST)がさらに含まれる。
【００８３】
　付加のさらなる例としては、グリコシル化、脂肪酸、脂質、アセチル化、リン酸化、ア
ミド化、ホルミル化、ユビキチン化、および保護または遮断基による誘導体化ならびに数
多くの化学修飾のうちのいずれかが挙げられる。他の置換および可能性については当業者
ならば容易に分かり、本発明の範囲内であると考えられる。
【００８４】
　そのような修飾配列は、細胞発現またはin vitro翻訳を介する組換えDNA技術を用いて
作製することができる。ポリペプチドおよび核酸配列は、当技術分野で公知の方法、例え
ば、自動ペプチド合成装置（例えば、Applied Biosystems, Foster City, CA参照）を用
いた化学合成によっても作り出すことができる。
【００８５】
　抗体作製に適したOX40タンパク質は、種々の標準的なタンパク質精製または組換え発現
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技術のうちのいずれかによって作り出すことができる。例えば、OX40配列は、標準的なペ
プチド合成技術、例えば固相合成によって作り出すことができる。タンパク質の一部分に
は、発現または合成されたタンパク質の精製を容易にするために、T7タグまたはポリヒス
チジン配列などのアミノ酸配列を含んでよい。そのタンパク質は細胞中で発現され、精製
され得る。そのタンパク質は、組換え法によってより大きなタンパク質（例えば、融合物
またはキメラ）の一部として発現され得る。
【００８６】
　ポリクローナル抗体およびモノクローナル抗体を作製する方法は、当技術分野で公知で
ある。例えば、OX40またはその免疫原性フラグメントは、所望により、キーホールリンペ
ットヘモシアニン(KLH)またはオボアルブミン（例えば、BSA）などの担体とコンジュゲー
トされ、あるいはフロイント完全または不完全アジュバントなどのアジュバントと混合さ
れ、動物を免疫するために使用される。ハイブリドーマ技術を用いて、OX40に応答する免
疫動物由来の脾細胞を単離し、骨髄腫細胞と融合することができる。ハイブリドーマによ
って産生されたモノクローナル抗体は、OX40またはその免疫原性フラグメントとの反応性
についてスクリーニングすることができる。
【００８７】
　免疫し得る動物には、霊長類、マウス、ラット、ウサギ、ヤギ、ヒツジ、ウシ、または
モルモットが含まれる。初回および任意選択の追加免疫は、静脈内経路、腹腔内経路、筋
肉内経路、または皮下経路によるものであってよい。さらに、免疫応答を高めるために、
抗原を、オボアルブミンまたはキーホールリンペットヘモシアニン(KLH)、チログロブリ
ンおよび破傷風トキソイドなどの別のタンパク質と結合することができ、あるいはフロイ
ント完全または不完全アジュバントなどのアジュバントと混合することができる。初回お
よび任意選択の追加免疫は、腹腔内経路、筋肉内経路、眼球内経路、または皮下経路によ
るものであってよい。追加免疫は、同じ濃度または異なる濃度のOX40調製物であってよく
、規則または不規則な間隔であってよい。
【００８８】
　動物には、ヒト遺伝子座を含むように遺伝子修飾されたものが含まれ、それを用いて、
ヒト抗体を作り出すことができる。1種以上のヒト免疫グロブリン遺伝子を有するトラン
スジェニック動物については、例えば、米国特許第5,939,598号、WO 02/43478、およびWO
 02/092812に記載されている。従来のハイブリドーマ技術を用いて、抗原に対して高応答
物である免疫マウス由来の脾細胞を単離し、骨髄腫細胞と融合することができる。OX40と
結合するモノクローナル抗体を得ることができる。
【００８９】
　ヒトポリクローナル抗体およびヒトモノクローナル抗体を作製するためのさらなる方法
は記載されている（例えば、Kuroiwa ら, Nat. Biotechnol. 20:889 (2002); WO 98/2489
3; WO 92/01047; WO 96/34096; WO 96/33735; 米国特許第5,413,923号; 同第5,625,126号
; 同第5,633,425号; 同第5,569,825号;同第5,661,016号; 同第5,545,806号; 同第5,814,3
18号; 同第5,885,793号; 同第5,916,771号; および同第5,939,598号参照）。
【００９０】
　抗体に関して用いられる場合の用語「ヒト」とは、抗体のアミノ酸配列が完全にヒトア
ミノ酸配列、すなわちヒト重鎖およびヒト軽鎖可変領域およびヒト定常領域であるという
ことを意味する。よって、アミノ酸の全ては、ヒトアミノ酸でありまたはヒト抗体中に存
在するものである。非ヒト抗体である抗体は、非ヒトアミノ酸残基をヒト抗体中に存在す
るアミノ酸残基と置き換えることによって完全ヒト抗体にし得る。ヒト抗体中に存在する
アミノ酸残基、CDR領域マップおよびヒト抗体コンセンサス残基については、当技術分野
で公知である（例えば、Kabat, Sequences of Proteins of Immunological Interest, 第
4版 US Department of Health and Human Services. Public Health Service (1987); Ch
othiaおよびLesk (1987)参照。22の既知ヒトVH III配列を対象にした調査に基づいたヒト
VHサブグループIIIのコンセンサス配列、および30の既知ヒトκ I配列を対象にした調査
に基づいたヒトVL κ鎖サブグループIのコンセンサス配列については、Padlan Mol. Immu
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nol. 31:169 (1994); およびPadlan Mol. Immunol. 28:489 (1991)に記載されている。よ
って、ヒト抗体には、1個以上のアミノ酸残基が任意の他のヒト抗体中に存在する1個以上
のアミノ酸と置換されている抗体が含まれる。
【００９１】
　OX40抗体には、例えば、CDRグラフティング(CDR-grafting)(EP 239,400; W091/09967; 
米国特許第5,225,539号; 同第5,530,101号; および同第5,585,089号)、ベニヤリング(ven
eering)またはリサーフェイシング(resurfacing)(EP 592,106; EP 519,596; Padlan, Mol
ecular Immunol. 28:489 (1991); Studnicka ら, Protein Engineering 7:805 (1994); R
oguska. ら, Proc. Nat'l Acad. Sci. USA 91:969 (1994))、およびチェーンシャッフリ
ング(chain shuffling)(米国特許第5,565,332号)などの当技術分野で公知の技術を用いて
作り出すことができるヒト化抗体が含まれる。ヒト化抗体を作り出すには、これまでヒト
コンセンサス配列(Padlan, Mol. Immunol. 31:169 (1994); およびPadlan, Mol. Immunol
. 28:489 (1991))が用いられてきた(Carter ら, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:4285 (
1992); およびPresta ら, J. Immunol. 151:2623 (1993))。
【００９２】
　抗体に関して用いられる場合の用語「ヒト化」とは、抗体のアミノ酸配列がアクセプタ
ーヒト免疫グロブリン分子中に所望の抗原と特異的に結合する1以上の相補性決定領域(CD
R)の非ヒトアミノ酸残基（例えば、マウス、ラット、ヤギ、ウサギなど）と、Fvフレーム
ワーク領域(FR)中に1以上のヒトアミノ酸残基（CDRにフランキングするアミノ酸残基であ
る）とを有するということを意味する。「霊長類化」と呼ばれる抗体は、アクセプターヒ
ト免疫グロブリン分子およびフレームワーク領域のアミノ酸残基が任意のヒト残基に加え
て、任意の霊長類アミノ酸残基（例えば、サル、テナガザル、ゴリラ、チンパンジー オ
ランウータン、マカクザル）であり得るということを除けば、「ヒト化」の意味の範囲内
である。免疫グロブリンのヒトFR残基は、対応する非ヒト残基と置き換えることができる
。よって、例えば、抗原親和性または特異性を改変する、一般には高めるために、CDRま
たはヒトフレームワーク領域中の残基を、非ヒトCDRまたはフレームワーク領域ドナー抗
体由来の対応する残基と置き換えることができる。ヒト化抗体は、ヒト抗体にもドナーCD
Rまたはフレームワーク配列にも見られない残基を含み得る。例えば、ヒト抗体またはド
ナー非ヒト抗体には見られない特定位置でのFR置換は、その位置において結合親和性また
は特異性ヒト抗体を改善すると予測され得る。分子モデリングに基づく抗体フレームワー
クおよびCDR置換は、当技術分野では周知であり、例えば、抗原結合に重要なフレームワ
ーク残基を同定するためのCDRとフレームワーク残基の相互作用のモデリングや特定位置
における異常フレームワーク残基を同定するための配列比較による（例えば、米国特許第
5,585,089号; およびRiechmann ら, Nature 332:323 (1988)参照）。
【００９３】
　OX40抗体にはキメラ抗体が含まれる。本明細書において、抗体に関して用いられる場合
の用語「キメラ」およびその文法上の変形は、抗体のアミノ酸配列が、2つ以上の異なる
種に由来する、2つ以上の異なる種から得られるまたは単離される、あるいは2つ以上の異
なる種に基づく1以上の部分を含有するということを意味する。例えば、抗体の一部分は
ヒト（例えば、定常領域）であり得、抗体の別の部分は非ヒト（例えば、ネズミ重鎖また
はネズミ軽鎖可変領域）であり得る。よって、キメラ抗体の例は、抗体の異なる部分が異
なる種起源のものである抗体である。キメラ抗体は、ヒト化または霊長類化抗体とは異な
り、抗体の任意の領域に異なる種の配列を有し得る。
【００９４】
　キメラ抗体を作製するための方法は当技術分野で公知である（例えば、Morrison, Scie
nce 229:1202 (1985); Oi ら, BioTechniques 4:214 (1986); Gillies ら, J. Immunol. 
Methods 125:191 (1989); ならびに米国特許第5,807,715号; 同第4,816,567号; および同
第4,816,397号）。例えば、Munro, Nature 312:597 (1984); Neuberger ら, Nature 312:
604 (1984); Sharon ら, Nature 309:364 (1984); Morrison ら, Proc. Nat'l. Acad. Sc
i. USA 81:6851 (1984); Boulianne ら, Nature 312:643 (1984); Capon ら, Nature 337
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:525 (1989); およびTraunecker ら, Nature 339:68 (1989)では、ある種の抗体由来の可
変領域が別の種の可変領域と置換されているキメラ抗体が記載されている。
【００９５】
　また、OX40抗体は、ハイブリドーマ技術、組換え技術、およびファージディスプレイ技
術、またはそれらの組合せを利用しても作製することができる（米国特許第4,902,614号
、同第4,543,439号、および同第4,411,993号参照;Monoclonal Antibodies. Hybridomas: 
A New Dimension in Biological Analyses, Plenum Press, Kennett, McKearn, およびBe
chtol (編), 1980年、およびHarlow ら, Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Sprin
g Harbor Laboratory Press, 第2版 1988年も参照のこと）。
【００９６】
　さらに抗体法において使用し得る好適な技術には、OX40に基づくアフィニティー精製、
非変性ゲル精製、HPLCまたはRP-HPLC、サイズ排除、プロテインAカラムでの精製、あるい
はこれらの技術の任意の組合せが含まれる。OX40抗体イソタイプは、ELISAアッセイを用
いて決定することができ、例えば、マウスIg吸収抗ヒトIgを用いてヒトIgを同定すること
ができる。
【００９７】
　抗体作製に適したOX40は、当技術分野で公知の種々の標準的なタンパク質精製または組
換え発現技術のいずれかにより作り出すことができる。免疫応答を起こすのに適したOX40
の形態には、OX40部分配列、例えば免疫原性フラグメントが含まれる。さらなる形態のOX
40としては、OX40発現細胞、OX40含有調製物または細胞抽出物もしくは画分、部分精製OX
40が挙げられる。
【００９８】
　本発明によれば、本発明のOX40抗体、その部分配列およびフラグメント、ならびにOX40
抗体、部分配列およびフラグメントをコードする核酸を発現する単離または精製細胞が提
供される。一実施形態では、単離細胞は、112F32、112V8、112Y131、112Y55、または112Z
5として示される抗体の重鎖または軽鎖可変領域のアミノ酸配列を有する抗体を発現する
。別の実施形態では、単離細胞は、112F32、112V8、112Y131、112Y55、または112Z5とし
て示されるハイブリドーマ細胞系によって産生される抗体としての結合特異性を有する抗
体を発現する。さらなる一実施形態では、単離細胞は、OX40の結合について112F32、112V
8、112Y131、112Y55、または112Z5として示されるハイブリドーマ細胞系によって産生さ
れる抗体と競合する抗体を発現する。もう1つの実施形態では、単離細胞は、112F32、112
V8、112Y131、112Y55、または112Z5として示されるハイブリドーマ細胞系によって産生さ
れる抗体よりも高いまたは低い、OX40に対する結合親和性を有する抗体を発現する。特定
の態様では、OX40に対する結合親和性は、112F32、112V8、112Y131、112Y55、または112Z
5として示されるハイブリドーマ細胞系によって産生される抗体の約1～5000倍の範囲内で
ある。さらなる特定の態様では、OX40に対する結合親和性は、112F32、112V8、112Y131、
112Y55、または112Z5として示されるハイブリドーマ細胞系によって産生される抗体の約K
D 10-6M～約KD 10-13Mの範囲内である。本発明のOX40抗体、その部分配列およびフラグメ
ント、ならびにOX40抗体、部分配列およびフラグメントをコードする核酸を発現する単離
または精製細胞の非限定的な特定例としては、脾臓細胞、ハイブリドーマ細胞およびCHO
細胞が挙げられる。単離または精製細胞は、初代細胞分離株（例えば、脾細胞）、二次細
胞または継代培養細胞分離株、あるいは株化細胞または不死化細胞培養物（ハイブリドー
マまたはCHO細胞）由来の複数の細胞または細胞集団であってよい。
【００９９】
　本発明によれば、OX40と特異的に結合する抗体を作製する方法がさらに提供される。一
実施形態では、OX40抗体を作製するための方法は、所望により、ヒトFc組換えタンパク質
とコンジュゲートされた、ヒトOX40、部分配列またはフラグメント（例えば、OX40細胞外
ドメイン）を、ヒト免疫グロブリンを発現可能な動物（例えば、トランスジェニックマウ
スまたはトランスジェニックウシ）に投与することと、その動物をヒトOX40抗体の発現に
ついてスクリーニングすることと、ヒトOX40抗体を産生する動物を選択すること、選択さ
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れた動物から抗体を単離することとを含む。一態様では、この方法によりヒトOX40抗体が
OX40アンタゴニストまたはアゴニスト活性を有するかどうかが判定される。
【０１００】
　本発明によれば、OX40リガンド(OX40L)とのOX40の結合を阻害または阻止するヒトOX40
抗体を作製する方法がさらに提供される。一実施形態では、ヒトOX40抗体を作製するため
の方法は、所望により、ヒトFc組換えタンパク質とコンジュゲートされたOX40、部分配列
またはフラグメント（例えば、OX40細胞外ドメイン）を、ヒト免疫グロブリンを発現可能
な動物（例えば、トランスジェニックマウスまたはトランスジェニックウシ）に投与する
ことと、その動物をヒトOX40抗体の発現についてスクリーニングすることと、ヒトOX40抗
体を産生する動物を選択することと、選択された、ヒトOX40抗体を産生する動物から抗体
を単離することとを含む。一態様では、この方法によりヒトOX40抗体がOX40リガンド(OX4
0L)とのOX40の結合を阻害または阻止するかどうかが判定される。
【０１０１】
　本発明によれば、次の特徴：a)112F32、112V8、112Y131、112Y55、または112Z5として
示されるハイブリドーマ細胞系によって産生される抗体と同一であり；b)112F32、112V8
、112Y131、112Y55、または112Z5として示されるハイブリドーマ細胞系によって産生され
る抗体が結合するOX40細胞外ドメインのアミノ酸配列中のエピトープと結合し；c)112F32
、112V8、112Y131、112Y55、または112Z5として示されるハイブリドーマ細胞系によって
産生される抗体の約1～5000倍の範囲内でOX40結合親和性を有し；d)112F32、112V8、112Y
131、112Y55、または112Z5として示されるハイブリドーマ細胞系によって産生される抗体
の約KD 10-6M～約KD 10-12Mの範囲内でOX40結合親和性を有し；e)112F32、112V8、112Y13
1、112Y55、または112Z5として示されるハイブリドーマ細胞系によって産生される抗体の
結合特異性を有し；あるいはf)OX40との結合について112F32、112V8、112Y131、112Y55、
または112Z5として示されるハイブリドーマ細胞系によって産生される抗体と競合する、
のうちの1つ以上を有するOX40抗体を発現する非ヒトトランスジェニック動物が提供され
る。
【０１０２】
　本発明によれば、OX40抗体、その部分配列およびフラグメントをコードする単離または
精製核酸が提供される。様々な実施形態では、核酸配列は、配列番号7～10および配列番
号44～49で示される成熟重鎖または軽鎖可変領域配列の配列、あるいはその部分配列をコ
ードする。さらなる一実施形態では、核酸配列は、配列番号3～6および配列番号38～43の
いずれか、ならびにその部分配列を含む。さらなる一実施形態では、核酸配列は、配列番
号3～6および配列番号38～43のいずれか、ならびにその部分配列に関する縮重配列を含む
。
【０１０３】
　核酸は、様々な長さのものであり得る。本発明OX40抗体またはその部分配列をコードす
る核酸の長さは、一般に、約100個ヌクレオチド～600個ヌクレオチド、あるいはそのよう
な長さの範囲以内での任意の数値または数値域、100～150個、150～200個、200～250個、
250～300個、300～350個、350～400個、400～450個、450～500個、500～550個、または約
550～600個ヌクレオチド長、あるいはそのような長さの範囲以内での任意の数値または数
値域または値(any numerical value or range or value)に及ぶ。本発明OX40抗体または
その部分配列をコードする核酸と特異的にハイブリダイズする核酸の長さは、一般に、約
10～20個、20～30個、30～50個、50～100個、100～150個、150～200個、200～250個、250
～300個、300～400個、400～500個、500～600個ヌクレオチド、あるいはそのような長さ
の範囲以内での任意の数値または数値域に及ぶ。
【０１０４】
　用語「核酸」および「ポリヌクレオチド」とは、リン酸エステル結合または同等物によ
って結合された少なくとも2つ以上のリボ-またはデオキシ-リボ核酸塩基対（ヌクレオチ
ド）を指す。核酸には、ポリヌクレオチドおよびポリヌクレオシドが含まれる。核酸には
、単一分子、二重分子または三重分子、環状分子または線状分子が含まれる。例示的な核
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酸としては、限定されるものではないが：RNA、DNA、cDNA、ゲノム核酸、天然に存在する
核酸および非天然核酸、例えば、合成核酸が挙げられる。短い核酸およびポリヌクレオチ
ド（例えば、10～20個、20～30個、30～50個、50～100個ヌクレオチド）は、一般に、「
オリゴヌクレオチド」または一本鎖もしくは二本鎖DNAの「プローブ」と呼ばれる。
【０１０５】
　配列番号7～10および配列番号44～49のいずれかで示される重鎖または軽鎖可変領域配
列の、1個以上の置換、付加または欠失されたアミノ酸残基を有するアミノ酸配列をコー
ドする核酸が提供される。一実施形態では、前記置換、付加または欠失された重鎖または
軽鎖可変領域配列は、OX40細胞外ドメインのエピトープに対して結合親和性を有する。別
の実施形態では、前記置換、付加または欠失された重鎖または軽鎖可変領域配列は、112F
32、112V8、112Y131、112Y55、または112Z5として示されるハイブリドーマ細胞系によっ
て産生される抗体の活性、例えば、OX40の機能または活性のモジュレーションを有する。
【０１０６】
　本発明は、112F32、112V8、112Y131、112Y55、または112Z5として示されるハイブリド
ーマ細胞系によって産生されるOX40抗体の全てまたは部分配列をコードする核酸とハイブ
リダイズする、すなわち、112F32、112V8、112Y131、112Y55、または112Z5として示され
るハイブリドーマ細胞系によって産生される抗体の全てまたは部分配列もしくはフラグメ
ントをコードする核酸配列と少なくとも80～90%相補的または相同な核酸を提供する。一
実施形態では、前記核酸配列は、約10～20個、20～30個、30～50個、50～100個、100～15
0個、150～200個、200～250個、250～300個、300～400個、400～500個、500～600個ヌク
レオチド、あるいはそのような長さの範囲以内での任意の数値または数値域の長さを有す
る。特定の態様では、前記核酸配列は、112F32、112V8、112Y131、112Y55、または112Z5
として示されるハイブリドーマ細胞系によって産生される抗体の重鎖または軽鎖可変領域
配列、またはその一部（例えば、CDR、FRなど）とハイブリダイズする。
【０１０７】
　用語「ハイブリダイズする」およびその文法上の変形は、核酸配列間の結合を指す。ハ
イブリダイズする配列は、一般に、参照（例えば、OX40抗体）配列のアミノ酸配列をコー
ドする核酸に対して約50%より高い相同性を有する。ハイブリダイズする配列間のハイブ
リダイゼーション領域は、一般に、少なくとも約12～15個ヌクレオチド、15～20個ヌクレ
オチド、20～30個ヌクレオチド、30～50個ヌクレオチド、50～100個ヌクレオチド、100～
200個、300～400個ヌクレオチドまたはそれより長い、あるいはそのような長さの範囲以
内での任意の数値または数値域である。
【０１０８】
　核酸配列には、ヌクレオチドおよびヌクレオシド置換物、付加物および欠失物、ならび
に誘導体化された形態および（例えば、異種ドメインと融合されたOX40抗体をコードする
）融合/キメラ配列がさらに含まれる。例えば、遺伝子コードの縮重により、核酸には、1
12F32、112V8、112Y131、112Y55、および112Z5として示されるハイブリドーマ細胞系によ
って産生される抗体をコードする核酸に関する縮重配列および縮重部分配列が含まれる。
他の例は、112F32、112V8、112Y131、112Y55、または112Z5として示されるハイブリドー
マ細胞系によって産生される抗体、その部分配列およびフラグメントをコードする配列と
相補的である核酸である。
【０１０９】
　核酸は、様々な標準的なクローニング技術および化学合成技術を用いて作り出すことが
できる。技術としては、限定されるものではないが、抗体コード配列とアニーリング可能
なプライマー（例えば、縮重プライマー混合物）を用いたゲノムDNAまたはcDNA標的の核
酸増幅、例えば、ポリメラーゼ連鎖反応(PCR)が挙げられる。また、核酸は、化学合成（
例えば、固相ホスホアミダイト合成）または遺伝子からの転写によっても作り出すことが
できる。作り出された配列は、その後、in vitroで翻訳し、またはプラスミドにクローニ
ングし、増殖させた後、細胞（例えば、宿主細胞例えば酵母または細菌、真核生物（動物
または哺乳類細胞あるいは植物など））で発現させることができる。
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【０１１０】
　本発明によれば、ベクターなどの本発明の核酸配列がさらに提供される。一実施形態で
は、ベクターには、OX40抗体、その部分配列またはフラグメントをコードする核酸配列が
含まれる。特定の実施形態では、ベクターには、112F32、112V8、112Y131、112Y55、およ
び112Z5として示されるハイブリドーマ細胞系によって産生される任意の抗体、その部分
配列またはフラグメントをコードする核酸配列が含まれる。
【０１１１】
　ベクターは、核酸の挿入または取り込みにより操作することができる媒介物である。ベ
クターとしては、プラスミドベクター、ウイルスベクター、原核生物（細菌）ベクターお
よび真核生物（植物、菌類、哺乳類）ベクターが挙げられる。ベクターは、in vitroでま
たはin vivoでの核酸の発現のために用いることができる。そのようなベクターは、「発
現ベクター」と呼ばれ、OX40抗体、その部分配列およびフラグメントをコードする核酸を
はじめとする核酸の導入や、コードされるタンパク質のin vitroで（例えば、溶液中でま
たは固相において）、細胞においてまたはin vivoで被験体においての発現に有用である
。
【０１１２】
　また、ベクターは、核酸の操作にも用いることができる。遺伝子操作では、「クローニ
ングベクター」を使用して、in vitroで（例えば、溶液中でまたは固相において）、細胞
においてまたはin vivoで被験体において、挿入された核酸を転写または翻訳することが
できる。
【０１１３】
　ベクターは、一般に、in vitroでまたはin vivoでの細胞における増殖のための複製起
点を含む。ベクター内に存在する発現制御エレメントなどの制御エレメントは、必要に応
じて、転写および翻訳を容易にするために含めることができる。
【０１１４】
　ベクターは選択マーカーを含む場合がある。「選択マーカー」は、遺伝子を含有する細
胞の選択を可能にする遺伝子である。「正の選択」とは、正の選択が起こって、選択マー
カーを含有する細胞を選択するプロセスを指す。薬剤耐性が正の選択マーカーの一例であ
り、マーカーを含有する細胞は薬剤含有培養培地中で生存し、マーカーのない細胞は死滅
する。選択マーカーとしては、G418耐性を与えるneo；ハイグロマイシン耐性を与えるhyg
r；およびピューロマイシン耐性を与えるpuroなどの薬剤耐性遺伝子が挙げられる。他の
正の選択マーカー遺伝子には、マーカーを含有する細胞の同定またはスクリーニングを可
能にする遺伝子が含まれる。これらの遺伝子としては、とりわけ、蛍光タンパク質（GFP
およびGFP様発色団、ルシフェラーゼ）遺伝子、lacZ遺伝子、アルカリ性ホスファターゼ
遺伝子、およびCD8などの表面マーカーが挙げられる。「負の選択」とは、適切な負の選
択薬剤に暴露して、負の選択マーカーを含有する細胞を死滅させるプロセスを指す。例え
ば、単純ヘルペスウイルスチミジンキナーゼ(HSV-tk)遺伝子を含有する細胞(Wigler ら、
Cell 11 :223 (1977))は薬剤ガンシクロビル(GANC)に対して感受性である。同様に、gpt
遺伝子は細胞を6-チオキサンチン感受性にする。
【０１１５】
　ウイルスベクターには、レトロウイルス(retroviral)（分裂細胞だけでなく非分裂細胞
にも感染させるためのレンチウイルス）、泡沫状ウイルス（米国特許第5,624,820号、同
第5,693,508号、同第5,665,577号、同第6,013,516号および同第5,674,703号; WO92/05266
およびWO92/14829）、アデノウイルス（米国特許第5,700,470号、同第5,731,172号および
同第5,928,944号）、アデノ随伴ウイルス(AAV)（米国特許第5,604,090号）、単純ヘルペ
スウイルスベクター（米国特許第5,501,979号）、サイトメガロウイルス(CMV)系ベクター
（米国特許第5,561,063号）、レオウイルス、ロータウイルスゲノム、シミアンウイルス4
0(SV40)または乳頭腫ウイルス(Cone ら, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:6349 (1984); 
Eukaryotic Viral Vectors, Cold Spring Harbor Laboratory, Gluzman 編, 1982年; Sar
ver ら, Mol. Cell. Biol. 1:486 (1981); 米国特許第5,719,054号)に基づくものが含ま
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れる。アデノウイルスはゆっくりと複製するかつ／または最終分化した細胞に効率よく感
染し、このアデノウイルスを用いて、ゆっくりと複製する細胞かつ／または最終分化した
細胞を標的にすることができる。発現に有用なさらなるウイルスベクターとしては、パル
ボウイルス、ノーウォークウイルス、コロナウイルス、パラミクソウイルスおよびラブド
ウイルス、トガウイルス（例えば、シンドビスウイルスおよびセムリキ森林ウイルス）な
らびに水疱性口内炎ウイルス(VSV)が挙げられる。
【０１１６】
　核酸を含むベクターは、その核酸が発現制御エレメントに機能しうる形で連結されてい
る場合に、発現され得る。用語「機能しうる形で連結された」(operably linked)とは、
それに関するエレメント間の物理的または機能的関係によりそれらのエレメントが意図さ
れたように機能することが可能になるということを指す。よって、発現制御エレメントに
「機能しうる形で連結された」核酸とは、制御エレメントが核酸転写、必要に応じて、そ
の転写物の翻訳をモジュレートするということを意味する。
【０１１７】
　「発現制御エレメント」または「発現制御配列」は、機能しうる形で連結された核酸の
発現に影響を及ぼすポリヌクレオチドである。プロモーターおよびエンハンサーは、発現
制御エレメントおよび配列の非限定的な特定例である。「プロモーター」は、下流（3'方
向）核酸配列の転写を開始可能なシス作用DNA調節領域である。プロモーター配列には、
転写開始を促進するヌクレオチドが含まれる。エンハンサーも核酸発現を調節するが、そ
れが機能しうる形で連結されている核酸の転写開始部位から離れて作用する。エンハンサ
ーは、核酸の5'または3'末端のいずれかに存在する場合、さらに核酸内（例えば、イント
ロンまたはコード配列）に存在する場合にも作用する。さらなる発現制御エレメントとし
ては、リーダー配列および融合パートナー配列、多重遺伝子の作出のための内在性リボソ
ーム結合部位(IRES)エレメント、またはポリシストロン性メッセージ、イントロンのスプ
ライシングシグナル、mRNAのインフレーム翻訳を可能にするための遺伝子の正確なリーデ
ィングフレームの維持、目的の転写物の適切なポリアデニル化をもたらすポリアデニル化
シグナル、および停止コドンが挙げられる。
【０１１８】
　発現制御エレメントには、機能しうる形で連結された核酸の転写がシグナルまたは刺激
不在で起こる「構成的」エレメントが含まれる。シグナルまたは刺激に応答して発現を与
え、機能しうる形で連結された核酸の発現を増減する発現制御エレメントは、「調節可能
である」。シグナルまたは刺激に応答して機能しうる形で連結された核酸の発現を増加す
る調節可能なエレメントは、「誘導エレメント」と呼ばれている。シグナルまたは刺激に
応答して機能しうる形で連結された核酸の発現を減少する調節可能なエレメントは、「抑
制エレメント」（すなわち、シグナルは発現を減少し；そのシグナルが除去されまたは存
在しない場合に、発現が増加する）と呼ばれている。
【０１１９】
　細菌の発現では、構成的プロモーターには、T7、ならびにバクテリオファージλのpL、
plac、ptrp、ptac（ptrp-lacハイブリッドプロモーター）などの誘導プロモーターが含ま
れる。昆虫細胞系では、構成的または誘導プロモーター（例えば、エクジソン）が用いら
れ得る。酵母では、構成的プロモーターには、例えば、ADHまたはLEU2およびGALなどの誘
導プロモーターが含まれる（例えば、Ausubel ら, In: Current Protocols in Molecular
 Biology, 第2巻, 第13章, Greene Publish. Assoc. & Wiley Interscience編, 1988年; 
Grant ら, In: Methods in Enzymology, 153:516-544 (1987), Wu & Grossman編, 1987年
, Acad. Press, N.Y.; Glover, DNA Cloning, 第II巻, 第3章, IRL Press, Wash., D. C.
, 1986年; Bitter, In: Methods in Enzymology, 152:673-684 (1987), Berger & Kimmel
編, Acad. Press, N.Y.; および, Strathern ら, The Molecular Biology of the Yeast 
Saccharomyces Cold Spring Harbor Press編, 第I巻および第II巻 (1982)参照）。
【０１２０】
　哺乳類の発現では、ウイルスまたは他の起源の構成的プロモーターが用いられ得る。例
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えば、CMV、SV40、またはウイルスの長い末端反復配列(LTR)など、または哺乳類細胞のゲ
ノム（例えば、メタロチオネインIIAプロモーター；熱ショックプロモーター、ステロイ
ド/甲状腺ホルモン/レチノイン酸応答エレメント）もしくは哺乳類ウイルス（例えば、ア
デノウイルス後期プロモーター；マウス乳癌ウイルスLTR）由来の誘導プロモーターが用
いられる。
【０１２１】
　発現制御エレメントには、特定の組織または細胞種において活性なエレメントが含まれ
、このようなエレメントは「組織特異的発現制御エレメント」と呼ばれている。組織特異
的発現制御エレメントは、一般に、特定の細胞または組織種においてより活性が高いが、
これはこの組織特異的発現制御エレメントが、他の細胞または組織種と比べて、その特定
の細胞または組織種において活性な転写活性化タンパク質、または他の転写調節因子によ
り認識されるためである。そのような発現制御エレメントの非限定的な特定例は、ヘキソ
キナーゼII、COX-2、α-フェトプロテイン、癌胎児性抗原、DE3/MUC1、前立腺特異的抗原
、C-erB2/neu、グルコース依存性インスリン分泌刺激ポリペプチド(GIP)、テロメラーゼ
逆転写酵素および低酸素症-応答性プロモーターなどのプロモーターである。
【０１２２】
　本発明によれば、本発明のOX40核酸またはベクターで形質転換またはトランスフェクト
された宿主細胞が提供される。宿主細胞としては、限定されるものではないが、原核細胞
および真核細胞、例えば細菌、真菌（酵母）、植物、昆虫、および動物（例えば、霊長類
およびヒトなどの哺乳類）の細胞が挙げられる。形質転換細胞の非限定的な例としては、
組換えバクテリオファージ核酸、プラスミド核酸またはコスミド核酸発現ベクターで形質
転換された細菌；組換え酵母発現ベクターで形質転換された酵母；組換えウイルス発現ベ
クター（例えば、カリフラワーモザイクウイルス、CaMV；タバコモザイクウイルス、TMV
）に感染させたまたは組換えプラスミド発現ベクター（例えば、Tiプラスミド）で形質転
換された植物細胞；組換えウイルス発現ベクター（例えば、バキュロウイルス）に感染さ
せた昆虫細胞；および組換えウイルス発現ベクター（例えば、レトロウイルス、アデノウ
イルス、ワクシニアウイルス）に感染させた動物細胞、または安定な発現のために操作さ
れた形質転換動物細胞が挙げられる。OX40抗体、その部分配列およびフラグメントを発現
する哺乳類宿主細胞の非限定的な例にはCHO細胞がある。宿主細胞は、初代細胞分離株、
単離された二次細胞または継代培養細胞、あるいは株化細胞または不死化細胞培養物由来
の複数の細胞または細胞集団であってよい。
【０１２３】
　細胞（例えば、宿主細胞）または生物に関して用いられる場合の用語「形質転換された
」または「トランスフェクトされた」とは、外因性分子、例えば、タンパク質または核酸
（例えば、トランスジーン）の細胞への取り込み後の細胞における遺伝子変化を意味する
。よって、「トランスフェクトされた」または「形質転換された」細胞は、外因性分子が
人の手で、例えば、組換えDNA技術により導入されている細胞、またはその後代である。
【０１２４】
　核酸またはタンパク質は、細胞およびその後代において安定にまたは一時的にトランス
フェクトまたは形質転換（発現）することができる。細胞を増殖させ、導入したタンパク
質を発現させることができ、または核酸を転写することができる。複製中に起こる突然変
異が存在する可能性があるため、トランスフェクトまたは形質転換細胞の後代は、親細胞
と同一ではない場合がある。
【０１２５】
　一般に、細胞トランスフェクションまたは形質転換ではベクターを使用する。ベクター
は、ウイルス粒子または小胞内に含めることができ、所望により、標的細胞リガンドまた
は受容体と結合するその粒子または小胞表面にタンパク質を含めることによって特定の細
胞種に向けることができる。よって、ウイルス粒子または小胞自体、あるいはウイルス表
面のタンパク質を作って、in vitroで、ex vivoでまたはin vivoでのトランスフェクショ
ンまたは形質転換を目的として細胞を標的にすることができる。従って、in vitroで、in
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 vivoでおよびex vivoでの細胞、組織または器官へのウイルスおよび非ウイルスベクター
送達手法が含まれる。
【０１２６】
　また、標的細胞（例えば、宿主細胞）への核酸の導入は、浸透圧衝撃（例えば、リン酸
カルシウム）、エレクトロポレーション、マイクロインジェクション、細胞融合などのよ
うな当技術分野で公知の方法によっても行うことができる。in vitroで、ex vivoでおよ
びin vivoでの核酸およびポリペプチドの導入は、他の技術を用いても行うことができる
。例えば、ポリエステル、ポリアミン酸、ヒドロゲル、ポリビニルピロリドン、エチレン
-酢酸ビニル、メチルセルロース、カルボキシメチルセルロース、硫酸プロタミン、また
はラクチド/グリコリドコポリマー、ポリラクチド/グリコリドコポリマー、またはエチレ
ン酢酸ビニルコポリマーなどのポリマー物質。核酸は、コアセルベーション技術によりま
たは界面重合により、例えば、それぞれ、ヒドロキシメチルセルロースもしくはゼラチン
-マイクロカプセル、またはポリ（メチルメタクロレート）(poly(methylmethacrolate))
マイクロカプセルを用いて調製したマイクロカプセル中に、あるいはコロイド系中に封入
することができる。コロイド分散系には、高分子複合体、ナノカプセル、ミクロスフェア
、ビーズ、および脂質に基づく系（水中油型エマルジョン、ミセル、混合ミセル、および
リポソームなど）が含まれる。
【０１２７】
　様々な組成物を細胞に導入するためのリポソームは、当技術分野で公知であり、例えば
、ホスファチジルコリン、ホスファチジルセリン、リポフェクチンおよびDOTAPが含まれ
る（例えば、米国特許第4,844,904号、同第5,000,959号、同第4,863,740号、および同第4
,975,282号; ならびにGIBCO-BRL, Gaithersburg, Md）。遺伝子療法に有用なピペラジン
に基づくアムフィリック陽イオン性脂質(piperazine based amphilic cationic lipids)
も知られている（例えば、米国特許第5,861,397号参照）。陽イオン性脂質系も知られて
いる（例えば、米国特許第5,459,127号参照）。本明細書において、ポリマー物質、マイ
クロカプセルおよびコロイド分散系（リポソームなど）をまとめて「小胞」と呼ぶ。
【０１２８】
　本発明OX40抗体は、処置、治療用途および診断用途（臨床的および診断的方法など）に
有用である。例えば、ヒトPBMCを放射線照射重症複合免疫不全(SCID)マウスに移植した急
性および慢性移植片対宿主病(GVHD)のマウスモデルでは、ヒト抗ヒトOX40アンタゴニスト
抗体は、疾患発症前後に投与した場合に、ヒトT細胞数および疾患病変を低減した。よっ
て、本発明OX40抗体は、急性または慢性異種移植片宿主病モデルにおいて移植片対宿主病
(GVHD)の症状を軽減、減少または抑制することと；急性または慢性異種移植片宿主病モデ
ル（例えば、免疫不全(SCID)マウス）において移植片対宿主病の緩解または退行をもたら
すこととが可能である。また、本発明抗体は、ナチュラルキラー細胞によるOX40発現細胞
の溶解も誘導することができた。特定の理論に縛られるものではないが、OX40発現細胞の
溶解は、抗体依存性細胞傷害（作用）(ADCC)によるものであり得る。
【０１２９】
　よって、本発明OX40抗体は、OX40の活性または機能をモジュレートすることによって影
響を受けやすいあるいは好ましく応答し得る障害および疾患の処置または治療に有用であ
る。従って、OX40アンタゴニスト抗体を用いて、OX40の活性または機能の低減、減少、阻
害、抑制または遮断の影響を受けやすいあるいはOX40の活性または機能の低減、減少、阻
害、抑制または遮断に好ましく応答する可能性があるそれらの障害、疾患、生理学的状態
、病状および症状を治療することができ、一方、OX40アゴニスト抗体を用いて、OX40の活
性または機能の刺激、増加、増強、促進または誘導の影響を受けやすいあるいはOX40の活
性または機能の刺激、増加、増強、促進または誘導に好ましく応答する可能性があるそれ
らの障害、疾患、生理学的状態、病状および症状を治療することができる。
【０１３０】
　本発明によれば、望ましくないまたは異常な免疫応答に関連する障害、疾患、状態、病
状および有害な症状または異常を治療する方法が提供される。本明細書において、「望ま
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しくない免疫応答」または「異常免疫応答」とは、望ましいまたは生理学的に正常なもの
よりも高いまたは低いいずれもの免疫応答、活性または機能を指す。望ましくない免疫応
答、機能または活性は、正常な応答、機能または活性である場合がある。よって、正常な
免疫応答でもそれらが望ましくない限り、たとえ異常であるとは考えられないとしても、
これらの用語の意味の範囲内に含められる。望ましくない免疫応答、機能または活性はま
た、正常でない応答、機能または活性である場合もある。正常でない（異常な）免疫応答
、機能または活性は、正常から逸脱している。望ましくないおよび異常免疫応答は、体液
性、細胞性またはそれらの組合せでの、慢性または急性免疫応答であり得る。
【０１３１】
　望ましくないまたは異常な免疫応答の例は、自己免疫障害または疾患の場合などの過応
答性である免疫応答（例えば、自己免疫）である。望ましくないまたは異常な免疫応答の
別の例は、免疫応答が組織または器官において急性または慢性炎症を引き起こすという場
合である。望ましくないまたは異常な免疫応答のさらに別の例は、免疫応答が、移植拒絶
、移植片対宿主病(GVHD)、自己免疫障害または疾患、あるいは炎症などの細胞、組織また
は器官の破壊を引き起こすという場合である。望ましくないまたは異常な免疫応答のさら
に別の例は、抗原に対する応答が望ましいものより低い、例えば、寛容が生じている場合
など免疫応答が過応答性であるという場合である。
【０１３２】
　よって、望ましくないおよび異常免疫応答には、障害または疾患に応じて、生理学的状
態、病状および有害な症状または異常を特徴とする慢性および急性免疫障害および疾患が
含まれる。本発明が適用される免疫障害および疾患の非限定的な特定例としては、移植片
対宿主病(GVHD)、移植拒絶、自己免疫障害および炎症が挙げられる。
【０１３３】
　本発明によれば、少なくとも一部、OX40の活性または機能をモジュレートするOX40抗体
の能力に基づくin vivo処置および治療法が提供される。処置実施形態の特定の方法では
、本発明OX40抗体を用いた処置または治療の影響を受けやすいあるいは本発明OX40抗体を
用いた処置または治療に応答し得る障害、疾患、生理学的状態、病状および症状には、例
えば、慢性または急性免疫疾患または障害が含まれる。処置実施形態のさらなる方法では
、本発明OX40抗体を用いた処置または治療の影響を受けやすい障害、疾患、生理学的状態
、病状および症状には、例えば、炎症、移植拒絶、移植片対宿主病(GVHD)、自己免疫障害
または疾患（関節リウマチ、多発性硬化症、糖尿病（例えば、インスリン依存性糖尿病、
IDDM、1型糖尿病）、クローン病(CD)、炎症性腸疾患(IBD)、潰瘍性大腸炎(UC)、セリアッ
ク病、乾癬、全身性紅斑性狼瘡(SLE)、増殖性ループス腎炎、肉芽腫性筋疾患、多発性筋
炎、およびOX40媒介細胞応答（例えば、望ましくないまたは異常なもの）など）が含まれ
る。
【０１３４】
　よって、本発明は、OX40抗体、部分配列またはフラグメントが、慢性または急性免疫疾
患または障害、炎症、移植拒絶、移植片対宿主病(GVHD)、あるいは自己免疫障害（関節リ
ウマチ、多発性硬化症、糖尿病（例えば、インスリン依存性糖尿病、IDDM、1型糖尿病）
、クローン病(CD)、炎症性腸疾患(IBD)、潰瘍性大腸炎(UC)、セリアック病、乾癬、全身
性紅斑性狼瘡(SLE)、増殖性ループス腎炎、肉芽腫性筋疾患、多発性筋炎、あるいは望ま
しくないまたは異常なOX40媒介細胞応答など）の軽減、減少、阻害、抑制および遮断に、
気道過反応性/過感受性（例えば、喘息、アレルギー性喘息）におけるおよび他の組織お
よび器官における肺炎症の治療および軽減、減少、阻害、抑制および遮断に用いられる方
法を提供する。本発明により治療可能な移植片対宿主病の症状の非限定的な特定例は、体
重減少、脱毛、皮膚発疹、血尿、腹水、および肝臓、腸管、肺、皮膚中への炎症細胞浸潤
、ならびに死である。
【０１３５】
　OX40抗体はまた、肺、関節、筋肉、皮膚、中枢もしくは末梢神経系または腸に存在する
炎症の軽減、減少、阻害、抑制および遮断にも有用である。OX40抗体は、さらに、感染性
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病原体（例えば、細菌、ウイルスまたは寄生虫感染性病原体）に対する被験体の応答によ
って起こる炎症の軽減、減少、阻害、抑制および遮断にも有用である。
【０１３６】
　OX40抗体を用いた処置または治療の影響を受けやすいさらなる状態には、例えば、変形
性関節症、乾癬性関節炎、脳脊髄炎、重症筋無力症、自己免疫性甲状腺炎、アトピー性皮
膚炎、湿疹性皮膚炎、乾癬、シェーグレン症候群、アフター性潰瘍、虹彩炎、結膜炎、角
結膜炎、皮膚紅斑性狼瘡、強皮症、膣炎、直腸炎、癩性結節性紅斑、自己免疫性ブドウ膜
炎、アレルギー性脳脊髄炎、急性壊死性出血性脳症、特発性両側性進行性感音難聴、再生
不良性貧血、赤芽球癆、特発性血小板減少症(ITP)、多発性軟骨炎、ウェジナー肉芽腫症
、慢性活動性肝炎、スティーブンス・ジョンソン症候群、特発性スプルー、扁平苔癬、グ
レーブス病、サルコイドーシス、原発性胆汁性肝硬変、後部ブドウ膜炎、間質性肺繊維症
、橋本甲状腺炎、自己免疫性多腺症候群、免疫介在性不妊症、自己免疫性アジソン病、尋
常性天疱瘡、落葉状天疱瘡、疱疹状皮膚炎、自己免疫性脱毛症、白斑、自己免疫性溶血性
貧血、自己免疫血小板減少性紫斑病、悪性貧血、ギラン・バレー症候群、スティフ・マン
症候群、急性リウマチ熱、交感性眼炎、グッドパスチャー症候群、全身性壊死性血管炎、
抗リン脂質症候群、喘息（例えば、アレルギー性喘息）およびアレルギーが含まれる。
【０１３７】
　本明細書において、用語「移植物」、「移植」およびその文法上の変形は、体の一部分
から別の部分への、あるいは一個体または動物から別の個体または動物への細胞、組織ま
たは器官のグラフト、埋め込み、または移植を意味する。そのため、移植される細胞、組
織または器官は、同種移植片または異種移植片であり得る。例示的な移植細胞としては、
骨髄、造血幹細胞、末梢血幹細胞または臍帯血幹細胞、同種異系または非同種異系細胞、
および神経系細胞が挙げられる。例示的な移植用組織としては、皮膚、血管、眼および骨
髄が挙げられる。例示的な移植用器官としては、腎臓、心臓、肺、膵臓および肝臓が挙げ
られる。この用語はまた、例えば、形質転換細胞、組織および器官が被験体（例えば、ヒ
トまたは動物）（後に異なる被験体（例えば、ヒトまたは動物）由来の移植物を受ける）
から得られるまたは誘導されるex vivo遺伝子療法によって、遺伝子修飾された細胞、組
織および器官も包含する。
【０１３８】
　本発明により治療可能な炎症には、OX40媒介による炎症応答、あるいはOX40をモジュレ
ートし、次に、リンパ球（例えば、活性化T細胞、エフェクターT細胞、記憶T細胞または
制御性T細胞）の細胞増殖、生存、死、または活性などの1以上をモジュレートすることが
できることによりOX40抗体を用いた処置の影響を受けやすい(amendable to)炎症応答が含
まれる。方法（例えば、処置）は、炎症の発症、頻度、重症度、進行、または期間の軽減
をもたらし得る。炎症の例示的な症状としては、腫脹、疼痛、発疹、頭痛、発熱、悪心、
骨格関節硬直、または組織もしくは細胞損傷の1つ以上が挙げられる。
【０１３９】
　炎症は、直接または間接的に、複数の細胞、組織または器官への、あるいは単一細胞種
、組織種または器官への細胞、組織または器官損傷を引き起こす可能性がある。損傷を示
し得る例示的な組織および器官としては、上皮もしくは粘膜組織、消化管、腸、膵臓、胸
腺、肝臓、腎臓、脾臓、皮膚、または骨格関節（例えば、膝、足首、股関節部、肩、手首
、手指、足指、または肘）が挙げられる。本発明による処置は、組織損傷の進行または悪
化の軽減、阻害または抑制をもたらし、あるいは損傷器官または組織、例えば、皮膚、粘
膜、肝臓の再生をもたらし得る。
【０１４０】
　本明細書において、用語「治療する」、「治療（すること）」、「処置」およびその文
法上の変形は、患者において生理学的効果または転帰を得ることが望ましい各被験体また
は患者において行われるプロトコール、計画、過程または改善法を意味する。よって、本
発明の方法には、とりわけ、特定の被験体の障害、疾患、生理学的状態、病状または症状
において測定可能な改善または有益な効果をもたらす処置および治療法が含まれる。測定
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可能な改善または有益な効果は、障害、疾患、生理学的状態、病状または症状におけるい
ずれもの他覚的もしくは自覚的、過度的、一時的、または長期的改善、あるいはその障害
、疾患、生理学的状態、病状または状態に関連または起因する有害な症状の発症、重症度
、期間または頻度の軽減である。本発明方法では必ずしもすぐに効果が現れず、少し遅れ
て、時間の経過で最終的な改善または有益な効果が認められる可能性があり、特定の被験
体において安定化または改善が起こる。
【０１４１】
　本発明による処置法の満足のいく臨床的エンドポイントは、例えば、障害、疾患、病状
または状態に関連する1種以上の病状、有害な症状または合併症の重症度、期間または頻
度における追加または一部の減少または軽減、あるいは障害、疾患、生理学的状態、病状
または症状（例えば、慢性または急性免疫疾患または障害、GVHD、移植拒絶、炎症、ある
いは自己免疫障害）の1種以上の生理学的な、病理学的な、生化学的なまたは細胞の現象
または特徴の阻害、軽減、抑制または好転が認められる場合に達成される。そのため、治
療的有用性または改善は、必ずしも、障害、疾患、生理学的状態、病状または症状（例え
ば、慢性または急性免疫疾患または障害、GVHD、移植拒絶、炎症、あるいは自己免疫障害
）に関連または起因する大多数または全ての病状、有害な症状または合併症の治癒、ある
いは除去だけではない。よって、治療的有用性または改善によって、必ずしも、障害、疾
患、生理学的状態、または病状（例えば、慢性または急性免疫疾患または障害、GVHD、移
植拒絶、炎症、あるいは自己免疫障害）に関連または起因する任意または全ての病状、有
害な症状または合併症の完全治癒はもたらされない。例えば、障害、疾患、生理学的状態
または病状（例えば、慢性または急性免疫疾患または障害、GVHD、移植拒絶、炎症、ある
いは自己免疫障害）に関連または起因する病状、有害な症状または合併症の一部の軽減、
減少または阻害、あるいは安定化、あるいは進行または悪化の遅延は、ほんの数日間、数
週間または数ヶ月間だけでも、あるいはその疾患、障害、病状または状態に関連または起
因する1種以上の病状、有害な症状または合併症が残っても（例えば、慢性または急性免
疫疾患または障害、GVHD、移植拒絶、炎症、あるいは自己免疫障害）、満足のいく臨床転
帰である。
【０１４２】
　様々な特定の実施形態では、処置法は、慢性または急性免疫障害または疾患に関連する
1種以上の有害な（身体的）症状または影響を軽減または改善することを含む。様々なさ
らなる特定の実施形態では、処置法は、移植片対宿主病に関連する1種以上の有害な症状
または身体的影響（例えば、体重減少、脱毛、皮膚発疹、血尿、腹水、肝臓、腸管、肺中
への炎症細胞浸潤および死）の発症、頻度、期間または重症度を軽減、減少または抑制す
ることを含み、あるいは移植片対宿主病の緩解または退行をもたらし、あるいは移植片対
宿主病の予防をもたらす。様々なさらなる特定の実施形態では、処置法は、移植物または
移植片拒絶（例えば、移植物または移植片に対する免疫応答、あるいは移植物または移植
片の細胞破壊）に関連する1種以上の有害な症状または身体的影響の発症、頻度、期間ま
たは重症度を軽減、減少または抑制することを含み、あるいは移植物または移植片拒絶の
緩解または退行をもたらし、あるいは移植物または移植片拒絶の予防をもたらす。様々な
さらなる特定の実施形態では、処置法は、関節リウマチ、多発性硬化症、糖尿病（例えば
、インスリン依存性糖尿病、IDDM、1型糖尿病）、クローン病(CD)、炎症性腸疾患(IBD)、
潰瘍性大腸炎(UC)、セリアック病、乾癬、全身性紅斑性狼瘡(SLE)、増殖性ループス腎炎
、肉芽腫性筋疾患、多発性筋炎、あるいは望ましくないまたは異常なOX40媒介細胞応答に
関連する1種以上の有害な症状または身体的影響の発症、頻度、期間または重症度を軽減
、減少または抑制することを含む。さらなる様々な特定の実施形態では、処置法は、自己
反応性細胞または抗自己タンパク質抗体産生細胞の数または増殖を低減すること、自己反
応性細胞または抗自己タンパク質抗体産生細胞の数、増殖または生存の増加を阻害または
阻止することを含む。
【０１４３】
　免疫障害または疾患の場合、測定可能な改善または有益な効果は、リンパ球（例えば、
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活性化T細胞、エフェクターT細胞、記憶T細胞または制御性T細胞）の数、増殖または活性
の、生理学的に正常なベースライン値に向かうモジュレーションを含み、それが功を奏す
る処置成果と考えられる。免疫障害または免疫疾患に関する測定可能な改善または有益な
効果のもう1つの例は、免疫障害または疾患に起因または関連する組織病理学的変化の改
善である。例えば、骨格関節浸潤または組織破壊、あるいは膵臓、胸腺、腎臓、肝臓、脾
臓、上皮（皮膚）もしくは粘膜組織、消化管もしくは腸浸潤または組織破壊の抑制さらに
または軽減である。
【０１４４】
　本発明によれば、in vitroでまたはin vivoでOX40リガンド(OX40L)の活性化T細胞また
はOX40との結合を遮断、阻害、阻止、低減または減少する方法が提供される。一実施形態
では、方法は、活性化T細胞とのOX40リガンドの結合を阻害または阻止するのに有効なOX4
0抗体と、活性化T細胞を接触させることを含む。別の実施形態では、方法は、OX40とのOX
40リガンドの結合を阻害または阻止するのに有効なOX40抗体と、OX40を接触させることを
含む。特定の態様では、方法は、活性化T細胞とのOX40リガンド(OX40L)の結合の遮断、低
減、減少、阻害または阻止を必要とする被験体で、所望により、OX40医薬組成物を用いて
行われる。
【０１４５】
　本発明によれば、in vitroでまたはin vivoでOX40媒介細胞シグナル伝達をモジュレー
トする方法が提供される。一実施形態では、方法は、OX40媒介細胞シグナル伝達のモジュ
レーションを必要とする被験体に、OX40媒介細胞シグナル伝達をモジュレートするのに有
効なOX40抗体を投与することを含む。
【０１４６】
　本発明によれば、in vitroでまたはin vivoで活性化T細胞、エフェクターT細胞、記憶T
細胞または制御性T細胞の数を低減する方法が提供される。一実施形態では、方法は、活
性化T細胞、エフェクターT細胞、記憶T細胞または制御性T細胞の数の低減を必要とする被
験体に、活性化T細胞、エフェクターT細胞、記憶T細胞または制御性T細胞の数を低減する
のに十分な、ある量のOX40抗体を投与することを含む。
【０１４７】
　本発明によれば、活性化T細胞、エフェクターT細胞、記憶T細胞または制御性T細胞に起
因する疾患または障害を治療する方法が提供される。一実施形態では、方法は、被験体に
、活性化T細胞、エフェクターT細胞、記憶T細胞または制御性T細胞に起因する疾患または
障害の進行を軽減、減少または抑制し、あるいは活性化T細胞、エフェクターT細胞、記憶
T細胞または制御性T細胞を枯渇させるのに十分な量のOX40抗体を投与することを含む。特
定の態様では、前記疾患または障害には、移植片対宿主病、炎症または自己免疫障害が含
まれる。
【０１４８】
　本発明によれば、被験体において血液、脾臓、リンパ節、腸、肝臓、肺、または皮膚中
の活性化T細胞の数を減少させる方法が提供される。一実施形態では、方法は、被験体に
、液、脾臓、リンパ節、腸、肝臓、肺、または皮膚中の活性化T細胞の数を減少させるの
に十分な、ある量のOX40抗体を投与することを含む。一態様では、血液、脾臓、リンパ節
、腸、肝臓、肺、または皮膚中の活性化T細胞の数を減少させる方法は、急性または慢性
異種移植片宿主病モデルにおけるものである。
【０１４９】
　本発明組成物および方法は、所望の効果を与える任意の他の処置または治療と組み合わ
せることができる。特に、補完性または相乗作用を有すると位置づけられている処置、お
よび治療が適用可能である。例示的な処置および治療には免疫抑制薬剤または薬物がある
。かかる免疫抑制処置および治療は、本発明の任意の他の方法、例えば、処置または治療
の前、実質的に同時期に行うことができる。
【０１５０】
　よって、本発明は、本発明の方法を、任意の治療計画、処置プロトコールまたは組成物
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（本明細書に記載されているか、あるいは当技術分野で公知の免疫抑制プロトコール、薬
剤または薬物など）と組み合わせて用いる組合せ方法を提供する。一実施形態では、方法
は、OX40抗体、その部分配列またはフラグメントと、免疫抑制処置、薬剤または薬物とを
投与することを含む。免疫抑制処置、薬剤または薬物は、OX40抗体、その部分配列または
フラグメントの被験体への投与の前、実質的に同時期または後に投与することができる。
【０１５１】
　本明細書において、処置、治療、薬剤または薬物に関して用いられる場合の用語「免疫
抑制」またはその文法上の変形は、その処置、治療、薬剤または薬物が体液性または細胞
性免疫応答の減少、低減、阻害または阻止をもたらすということを意味する。そのような
治療は、一般にまたは全身的に免疫応答を抑制することができ、あるいは特定領域または
位置において免疫応答を抑制することができる。
【０１５２】
　免疫抑制薬剤および薬物の非限定的な特定種類には、アルキル化剤、代謝拮抗物質、植
物抽出物、植物アルカロイド、ニトロソ尿素、ホルモン（グルココルチコイドなどのステ
ロイド）、ヌクレオシドおよびヌクレオチド類似体が含まれる。免疫抑制薬物の特定の例
としては、シクロホスファミド、アザチオプリン、シクロスポリンA、タクロリムス(FK50
6)、ラパマイシン、メトトレキサート、FTY720、cox-2阻害剤およびインターロイキン（
例えば、IL-12）が挙げられる。
【０１５３】
　ポリクローナル抗体およびモノクローナル抗体は、免疫抑制処置または治療の特定の例
である。免疫抑制抗体には、、例えば、インフリキシマブ(Remicade（登録商標）)、Ritu
xan（登録商標）、Atgam（登録商標）、およびThymoglobuline（登録商標）、Xenapax（
登録商標）、Simulect（登録商標）、Humira（登録商標）、Raptiva（登録商標）、Tysab
ri（登録商標）、およびOrthoclone（登録商標）(OKT3)が含まれる。
【０１５４】
　また、本発明の方法には、とりわけ、別の処置プロトコールまたは治療計画、過程もし
くは改善法の必要性または使用を低減する方法も含まれる。例えば、炎症、GVHDまたは自
己免疫障害では、特定の被験体において、結果として、免疫抑制処置または治療の頻度が
低くなりあるいは投与量が低減しあるいは免疫抑制処置または治療が不要になるならば、
本発明の方法は治療的有用性がある。
【０１５５】
　よって、本発明によれば、免疫抑制処置または治療の必要性または使用を低減する方法
が提供される。一実施形態では、方法は、免疫抑制治療を受けているまたは受けたことが
ある被験体に、OX40抗体、そのフラグメントまたは部分配列(subsequent)を投与すること
を含む。一態様では、方法は、OX40抗体、そのフラグメントまたは部分配列(subsequent)
を、炎症、GVHDまたは自己免疫障害の免疫抑制処置または治療の投与量、頻度または期間
を低減しあるいは免疫抑制処置または治療を不要にするのに有効な量で投与することを含
む。このような方法は、免疫抑制処置または治療の前、実質的に同時期または後に行うこ
とができる。
【０１５６】
　治療的有用性または改善を得ることが望ましい処置または治療法における投与量または
「有効な量」または「十分な量」には、例えば、標的疾患、障害、病状または有害な症状
あるいは合併症に関連または起因する1種、数種または全ての病状、有害な症状または合
併症の、測定可能なまたは検出可能な程度でのいずれもの他覚的または自覚的軽減または
改善が含まれる。また、標的疾患、障害、病状または有害な症状あるいは合併症の進行ま
たは悪化の抑制、阻害または遅延も満足のいく転帰である。十分な量または有効な量は、
被験体群や一般集団ではなく特定の被験体における充足性または有効性を意味する。よっ
て、「有効な量」または「十分な量」は、特定の被験体に治療的有用性を与えるのに十分
なものであろう。
【０１５７】
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　十分な量または有効な量は、必ずしも1回の投与で与えられるだけではなく、必ずしも
単独であるいは別の処置プロトコールまたは治療計画と組み合わせて投与されるだけでは
ない。例えば、その量は、被験体の必要性、治療する障害、疾患または状態の現状あるい
は処置の副作用によって示されるとおりに、比例的に増加し得る。さらに、第2の処置、
プロトコールまたは治療計画を行わない単回または複数回投与で与える場合には、十分な
量または有効な量は必ずしも十分または有効なものではなく、これは、特定の被験体にお
いて有効または十分であるように、前記投与に加えて、追加投与、量または期間、あるい
は追加処置、プロトコールまたは治療計画を含め得るためである。また、有効または十分
と考えられる量には、別の処置、治療計画またはプロトコールの使用の低減をもたらす量
も含まれる。
【０１５８】
　非限定的な例示的量（投与量）は、約0.1mg/kg～約100mg/kgの範囲、およびそのような
範囲内での任意の数値または数値域または値(any numerical value or range or value)
である。より多いまたはより少ない量（投与量）、例えば、0.01～500mg/kg、およびその
ような範囲内での任意の数値または数値域または値(any numerical value or range or v
alue)も投与することができる。非限定的なさらなる例示的量（投与量）は約0.5～50mg/k
g、1.0～25mg/kg、1.0～10mg/kg、およびそのような範囲内での任意の数値または数値域
または値(any numerical value or range or value)に及ぶ。
【０１５９】
　本発明の方法は、任意の投与様式または送達様式により、あるいは任意の経路、全身的
、局部的および局所的投与または送達により実施してよい。例示的な投与経路および送達
経路には、静脈内、動脈内(intrarterial)、皮内、筋肉内、皮下、胸膜内、経皮（局所）
、経粘膜、頭蓋内、髄腔内、眼内、直腸、経口（消化器）および粘膜経路が含まれる。
【０１６０】
　本発明の方法は、1日に、1週間に、1ヶ月に、または1年に1回以上（例えば、1～10回、
1～5回または1～3回）実施してよい。当業者ならば、投与を遅延または中止するのに適し
た時期が分かるであろう。非限定的な投与計画は、1週間に1～7回を1週間、2週間、3週間
、4週間、5週間、6週間、7週間、8週間、9週間、10週間、15週間、20週間またはそれより
長く、およびそのような範囲内での任意の数値または数値域または値(any numerical val
ue or range or value)である。
【０１６１】
　当然、いかなる処置または治療においても常であるように、異なる被験体は処置に対し
て異なる応答を示し、一部の被験体は特定の処置プロトコール、計画または過程に対して
応答しないかまたは応答が不十分である可能性がある。よって、有効または十分な量は、
少なくとも一部、治療する疾患、障害、病状（例えば、炎症、GVHD、移植拒絶、または自
己免疫障害、進行する場合には、末期または初期）、望ましい治療効果、ならびに個々の
被験体（例えば、被験体内でのバイオアベイラビリティ、性別、年齢など）および一部、
遺伝的および後成的変異性（例えば、薬理ゲノミクス）に基づく処置または治療に対する
被験体の応答によって決まる。さらに、あらゆる治療施行被験体または患者には特定の処
置または治療法、プロトコール、計画、過程または改善法に対して応答しない可能性があ
るため、この種の治療を受けた被験体または患者一人一人、あるいは特定の集団において
特定の測定可能な改善または有益な効果、臨床的エンドポイントまたは望ましい転帰を得
るためには、そのような処置または治療法は必要ではない。よって、特定の被験体または
患者、あるいは集団は、本発明処置または治療法に対して、応答しないか、応答が不十分
であるかまたは望ましくない応答（副作用など）を示す可能性がある。
【０１６２】
　用語「被験体」および「患者」は、本明細書において同義的に用いられ、動物、一般に
哺乳類、例えばヒト、非ヒト霊長類（ゴリラ、チンパンジー、オランウータン、マカクザ
ル、テナガザル）、愛玩動物（イヌおよびネコ）、家畜（ウマ、ウシ、ヤギ、ヒツジ、ブ
タ）、研究用および実験用動物（マウス、ラット、ウサギ、モルモット）を指す。被験体
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には、in vivo有効性を研究するための疾患モデル動物（例えば、マウス、ラットおよび
非ヒト霊長類など）（例えば、GVHD動物モデル）が含まれる。ヒト被験体には、1～5歳、
5～10歳および10～18歳の子供、例えば、新生児、乳児、幼児および十代の若者、18～60
歳の成人、ならびに例えば、60～65歳、65～70歳および70～100歳の高齢者が含まれる。
【０１６３】
　被験体には、処置を必要とする哺乳類（例えば、ヒト）が含まれる。すなわち、それら
はOX40抗体、部分配列またはフラグメントを用いた処置または治療の影響を受けやすいあ
るいはOX40抗体、部分配列またはフラグメントを用いた処置または治療に応答し得る疾患
、障害、病状またはその症状を有している。被験体には、慢性または急性免疫障害または
疾患、炎症、GVHD、移植拒絶、炎症、自己免疫疾患またはOX40媒介細胞応答を有するある
いは有する危険性があるものが含まれる。また、被験体には、慢性または急性免疫障害ま
たは疾患、GVHD、移植拒絶、炎症、自己免疫疾患またはOX40媒介細胞応答：の1つ以上の
候補であるかあるいは慢性または急性免疫障害または疾患、GVHD、移植拒絶、炎症、自己
免疫疾患またはOX40媒介細胞応答：の1つ以上の治療を受けたものも含まれる。よって、
細胞、組織または器官移植物または移植片（腎臓、心臓、肺、皮膚、眼の血管、肝臓また
は膵臓移植物、あるいは骨髄、造血幹細胞、末梢血幹細胞または臍帯血幹細胞、同種異系
または非同種異系細胞、神経系細胞など）の候補であるかあるいは細胞、組織または器官
移植物または移植片（腎臓、心臓、肺、皮膚、眼の血管、肝臓または膵臓移植物、あるい
は骨髄、造血幹細胞、末梢血幹細胞または臍帯血幹細胞、同種異系または非同種異系細胞
、神経系細胞など）を受けた被験体は、OX40抗体を用いた処置の候補である。
【０１６４】
　被験体には、免疫抑制処置または治療を、そのような処置を必要とする検査室診断また
は臨床診断のために必要とするもの、（例えば、移植物のために）免疫抑制処置または治
療を受けている被験体、および免疫抑制処置または治療を受けた被験体がさらに含まれ、
そのような被験体はぶり返しまたは再発の危険性がある。危険性がある被験体には、慢性
または急性免疫疾患または障害、炎症、GVHD、移植拒絶、炎症、自己免疫疾患またはOX40
媒介細胞応答の家族歴、慢性または急性免疫疾患または障害、炎症、GVHD、移植拒絶、炎
症、自己免疫疾患またはOX40媒介細胞応答に対する遺伝的素因を有するか、あるいは以前
に慢性または急性免疫疾患または障害、炎症、GVHD、移植拒絶、炎症、自己免疫疾患また
はOX40媒介細胞応答に罹患したものが含まれる。そのような危険性がある被験体は、自己
反応性T細胞または抗自己タンパク質抗体などのスクリーンを用いて同定することができ
る。例えば、リウマチ因子を発現する被験体は関節リウマチの危険性がある。MBP、MOGま
たはPLPに対する抗体を発現する被験体は多発性硬化症の危険性がある。
【０１６５】
　よって、危険性がある被験体は、治療して、慢性または急性免疫疾患または障害、炎症
、GVHD、移植拒絶、炎症、自己免疫疾患、またはOX40媒介細胞応答を発現するか、あるい
は慢性または急性免疫疾患または障害、炎症、GVHD、移植拒絶、炎症、自己免疫疾患、ま
たはOX40媒介細胞応答をぶり返すまたは再発する可能性を阻害または低減することができ
る。そのような処置の成果は、慢性または急性免疫疾患または障害、炎症、GVHD、移植拒
絶、炎症、自己免疫疾患、またはOX40媒介細胞応答を発現する危険性の低減であり得る。
【０１６６】
　抗体、核酸、および他の組成物ならびに本発明の方法は、医薬製剤に含めることができ
、または医薬製剤を使用することができる。そのような医薬製剤は、被験体の処置、ある
いは被験体への投与または送達に、in vivoで局所的に、局部的にまたは全身的に、ある
いはex vivoで有用である。
【０１６７】
　医薬製剤は、「製薬上許容される」および「生理学的に許容される」担体、希釈液また
は賦形剤を含む。用語「製薬上許容される」および「生理学的に許容される」には、医薬
投与に適合する溶媒（水性または非水性）、溶液、エマルジョン、分散媒、被覆剤、等張
剤および吸収促進剤または吸収遅延剤が含まれる。そのような処方物は、液体；エマルジ
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ョン、懸濁液、シロップまたはエリキシル、あるいは固形；錠剤（コート錠または素錠、
即効型、遅延放出型、持続放出型、またはパルス放出型）、カプセル（硬カプセルまたは
軟カプセル、即効型、遅延放出型、持続放出型、またはパルス放出型）、粉末、顆粒、結
晶、またはマイクロビーズに含めることができる。補助化合物（例えば、防腐剤、抗菌薬
、抗ウイルス薬および抗真菌薬）も処方物に組み込むことができる。
【０１６８】
　医薬製剤は、特定の局所的、局部的または全身投与または送達経路に適合するように作
製することができる。従って、医薬製剤は、特定の経路による投与に適した担体、希釈液
、または賦形剤を含む。本発明の組成物についての投与経路の非限定的な特定例は、非経
口、例えば、静脈内、動脈内(intrarterial)、皮内、筋肉内、皮下、胸膜内、経皮（局所
）、経粘膜、頭蓋内、髄腔内、眼内、直腸、経口（消化器）、粘膜投与であり、任意の他
の処方物も処置法または投与プロトコールに適している。
【０１６９】
　非経口適用に用いられる溶液または懸濁液は、滅菌希釈液（注射水、食塩水、硬化油、
ポリエチレングリコール、グリセリン、プロピレングリコールまたは他の合成溶剤など）
；抗菌薬（ベンジルアルコールまたはメチルパラベンなど）；酸化防止剤（アスコルビン
酸または重亜硫酸ナトリウムなど）；キレート化剤（エチレンジアミン四酢酸など）；バ
ッファー（酢酸塩、クエン酸塩またはリン酸塩など）および等張性調整のための薬剤（塩
化ナトリウムまたはデキストロースなど）：を含んでよい。pHは、酸または塩基（塩酸ま
たは水酸化ナトリウムなど）を用いて調整することができる。
【０１７０】
　注射用医薬製剤には、滅菌水溶液（水溶性の場合）または分散液および注射可能な滅菌
溶液または分散液を即時調整するための滅菌粉末が含まれる。静脈内投与の場合、好適な
担体としては、生理食塩水、静菌水、Cremophor EL（商標）(BASF, Parsippany, NJ)また
はリン酸緩衝生理食塩水(PBS)が挙げられる。担体は、例えば、水、エタノール、ポリオ
ール（例えば、グリセロール、プロピレングリコール、および液体ポリエチレングリコー
ル(liquid polyetheylene glycol)など）、およびそれらの好適な混合物を含有する溶媒
または分散媒であり得る。流動性は、例えば、被覆剤（レシチンなど）を使用することに
より、分散液の場合には必要な粒径を維持することにより、そして界面活性剤を使用する
ことにより維持することができる。抗菌薬および抗真菌薬としては、例えば、パラベン、
クロロブタノール、フェノール、アスコルビン酸およびチメロサールが挙げられる。組成
物には、等張剤、例えば、糖、多価アルコール（マンニトール、ソルビトールなど）、塩
化ナトリウムを含めることができる。吸収を遅延させる薬剤、例えば、モノステアリン酸
アルミニウムまたはゼラチンを含めることで、注射可能な組成物の吸収を延長させること
ができる。
【０１７１】
　注射可能な滅菌処方物は、活性組成物を必要な量で、上記成分の1つまたは組合せとと
もに適切な溶媒中に含めることによって調製することができる。一般に、分散液は、活性
組成物を、基本分散媒と任意の他の成分とを含有する滅菌ビヒクルに含めることによって
調製される。注射可能な滅菌溶液を調製するための滅菌粉末の場合、調製方法は、例えば
、真空乾燥および凍結乾燥を含み、事前調製した、有効成分と任意の追加の所望の成分の
溶液からその粉末を得る。
【０１７２】
　経粘膜または経皮投与の場合、浸透させるべきバリアーに適した浸透剤を処方物に用い
る。そのような浸透剤は当技術分野で公知であり、例えば、経粘膜投与の場合には、洗剤
、胆汁酸塩、およびフシジン酸誘導体が含まれる。経粘膜投与は、鼻腔用スプレー、吸入
装置（例えば、吸引器）または坐剤を使用することによって行うことができる。経皮投与
の場合、活性化合物は、軟膏、膏薬、ゲル、クリームまたはパッチに製剤される
　医薬製剤は、体内からの迅速排出を防ぐ担体、例えば、制御放出処方物または時間遅延
材料（モノステアリン酸グリセリンまたはステアリン酸グリセリルなど）とともに調製す
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ることができる。また、処方物は、局所的、局部的または全身送達あるいは制御放出また
は持続放出を実現するためのインプラントやマイクロカプセル化送達系などの製造品を用
いて送達することもできる。
【０１７３】
　エチレン酢酸ビニル、ポリアンヒドリド(polyanhydrides)、ポリグリコール酸、コラー
ゲン、ポリオルトエステル、およびポリ乳酸などの生分解性、生体適合性ポリマーを用い
ることができる。そのような処方物の調製方法は当業者には公知である。これらの材料は
、Alza Corporation (Palo Alto, CA)から商業的に入手することもできる。また、リポソ
ーム懸濁液（抗体またはウイルスコートタンパク質を用いて細胞または組織に向けられる
リポソームを含む）を製薬上許容される担体として用いることもできる。これらは、例え
ば、米国特許第4,522,811号に記載されるような、公知の方法に従って調製することがで
きる。
【０１７４】
　投与に適したさらなる医薬製剤については当技術分野で公知である（例えば、Gennaro 
(編), Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 第20版, Lippincott, Willi
ams & Wilkins (2000); Ansel ら, Pharmaceutical Dosages Forms and Drug Delivery S
ystems, 第7版, Lippincott Williams & Wilkins Publishers (1999); Kibbe (編), Hand
book of Pharmaceutical Excipients American Pharmaceutical Association, 第3版 (20
00); およびRemington's Pharmaceutical Principles of Solid Dosages Forms, Technon
ic Publishing Co., Inc., Lancaster, Pa., (1993)参照）。
【０１７５】
　OX40抗体、核酸、処置、治療、薬剤、薬物および医薬製剤を含む、本発明により用いら
れる組成物は、投与を容易にしかつ投与量を均一化するために投与単位剤型にパッケージ
ングすることができる。本明細書において「投与単位剤型」とは、単位投与量の処置とし
て適した物理的に不連続な単位を指し；各単位は所望の処置または治療（例えば、有益な
）効果をもたらすように算出された、ある量の組成物を、担体、賦形剤、希釈液、または
ビヒクルとともに含有する。単位投与剤型は、必ずしも限定されるものではないが、使用
する特定の組成物、実現すべき効果、ならびに治療する被験体の薬動力学および薬理ゲノ
ミクスを含む種々の因子によって決まる。
【０１７６】
　本発明はさらに、好適なパッケージング材料中に、所望により、キット成分を使用する
ための使用説明書、例えば、本発明の方法を実施するための使用説明書とともにパッケー
ジングされた、OX40抗体、核酸、薬剤、薬物および医薬製剤を含むキットを提供する。一
実施形態では、キットには、OX40抗体、部分配列またはフラグメントと、OX40を検出する
ための使用説明書とが含まれる。別の実施形態では、キットには、OX40抗体、部分配列ま
たはフラグメントと、そのOX40抗体、部分配列またはフラグメントを用いて、処置を必要
とする被験体（例えば、処置または治療の影響を受けやすい(amendable)あるいは処置ま
たは治療に応答し得る疾患、障害、病状または状態を有する被験体）を治療するための使
用説明書とが含まれる。一態様では、前記使用説明書は、慢性または急性免疫疾患または
障害、炎症、GVHD、移植拒絶、炎症、自己免疫疾患またはOX40媒介細胞応答を治療するた
めのものである。さらなる態様では、キットには免疫抑制処置、治療または薬剤が含まれ
る。
【０１７７】
　用語「パッケージング材料」とは、キットの成分を収納する物理的構造を指す。パッケ
ージング材料は、成分を無菌に維持することができ、そのような目的に一般に使用される
材料（例えば、紙、波形繊維、ガラス、プラスチック、ホイル、アンプルなど）で作製す
ることができる。ラベルまたはパッケージ挿入物には、適切な指示、例えば、本発明の診
断または処置法が記されていてよい。よって、使用説明書には、本明細書に記載の本発明
の方法のいずれかを実施するための使用説明書が含まれ得る。従って、様々な実施形態で
は、キットには、本発明の方法を溶液中で、in vitroで、in vivoで、またはex vivoで実
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施するための使用説明書を含むラベルまたはパッケージ挿入物が含まれる。一態様では、
前記使用説明書には、本発明の処置または治療法においてOX40抗体、部分配列またはフラ
グメントを被験体に局所的に、局部的にまたは全身的に投与または送達することが記載さ
れる。
【０１７８】
　使用説明書には、さらに、満足のいく臨床的エンドポイントまたは起こり得る有害な症
状または合併症を表示してよい。使用説明書には、さらに、保存情報、使用期限、または
ヒト被験体において使用するために監督官庁、例えば食品医薬品局(the Food and Drug A
dministration)によって定められた情報を含めてよい。
【０１７９】
　使用説明書は、「印刷物」上に、例えば、キットに入った紙または板紙上に、キットま
たはパッケージング材料に貼付されたラベル上にあってよく、あるいはキットの成分の入
ったバイアルまたはチューブに取り付けられていてもよい。使用説明書は、オーディオま
たはビデオ媒体を含んでよく、さらに、コンピューター可読媒体、例えばディスク（フロ
ッピーディスケットまたはハードディスク）、光学CD（CD-またはDVD-ROM/RAMなど）、磁
気テープ、電気記録媒体（RAMおよびROMなど）ならびにこれらのハイブリッド（磁気/光
学記録媒体など）に含まれてもよい。
【０１８０】
　本発明キットには、さらに、緩衝剤、防腐剤、または分解防止剤が含まれ得る。キット
にはまた、活性についてアッセイするための対照成分、例えば、対照サンプルまたは標準
も含まれ得る。キットの各成分は、個別容器中にまたは混合物で封入することができ、様
々な容器の全てを1つまたは複数のパッケージ内に納めることができる。
【０１８１】
　本発明によれば、OX40をスクリーニングし、検出し、同定する無細胞方法（例えば、溶
液中で、固相で）および細胞に基づいた方法（例えば、in vitroまたはin vivo）がさら
に提供される。これらの方法は、溶液中で、in vitroで生体材料またはサンプルを用いて
、およびin vivoで、例えば、動物由来の細胞（例えば、リンパ球）のサンプルにおいて
実施することができる。一実施形態では、方法は、生体材料またはサンプルを、OX40との
抗体の結合を可能にする条件下でOX40と結合する抗体と接触させることと；OX40との抗体
の結合についてアッセイすることとを含む。抗体をOX40と結合させることによりOX40の存
在が検出される。一態様では、OX40は細胞または組織に存在する。別の態様では、前記生
体材料またはサンプルは哺乳類被験体から得られる。
【０１８２】
　組成物例えばタンパク質（例えば、OX40抗体）、材料、サンプル、または処置に関して
用いられる場合の用語「接触させること」とは、その組成物（例えば、OX40抗体）と他の
参照される実体との直接または間接相互作用を意味する。直接相互作用の特定の例は結合
である。間接相互作用の特定の例は、組成物が中間分子に作用し、この中間分子が次に参
照される実体に作用するという場合である。従って、例えば、細胞（例えば、リンパ球）
をOX40抗体と接触させることには、その抗体を（例えば、OX40との結合を通じて）その細
胞と結合させること、またはその抗体を中間物に作用させ、この中間物が次にその細胞に
作用することが含まれる。
【０１８３】
　用語「アッセイすること」および「測定すること」ならびにその文法上の変形は、本明
細書において同義的に用いられ、定性的測定または定量的測定のいずれか、あるいは定性
的測定および定量的測定の両方を指す。これらの用語が結合に関して用いられる場合、本
明細書に記載されており、当技術分野で公知の様々な方法を含む、相対量、結合の親和性
または特異性を評価するいずれもの手段が意図される。例えば、OX40とのOX40抗体の結合
は、ELISAアッセイによってアッセイまたは測定することができる。
【０１８４】
　特に断りのない限り、本明細書において用いられる全ての技術用語および科学用語は、
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本発明が関連する技術分野の業者には一般に明らかなものと同じ意味を有する。本発明の
実施または試験に、本明細書に記載のものと類似または同等の方法および材料を使用する
ことができるが、本明細書に記載しているものが好適な方法および材料である。
【０１８５】
　本明細書において引用した全ての刊行物、特許、Genbank受託番号および他の参考文献
は、参照により本明細書にそのまま組み入れられる。抵触の場合には、定義を含む本明細
書により管理する。
【０１８６】
　本明細書において、単数形「1つの（a、andおよびthe）」は、、特に文脈上明示されな
い限り、複数の指示対象を含む。従って、例えば、「1つの抗体」への言及は、複数の抗
体を含み、「1つの処置または治療」への言及は、複数の、連続または同時処置または治
療などを含み得る。
【０１８７】
　本明細書において、全ての数値または数値域は、特に文脈上明示されない限り、そのよ
うな範囲以内での完全整数とその値の小数部分または範囲以内での整数を含む。従って、
例えば、90～100%の範囲への言及は、91%、92%、93%、94%、95%、95%、97%など、ならび
に91.1%、91.2%、91.3%、91.4%、91.5%など、92.1%、92.2%、92.3%、92.4%、92.5%など、
その他を含む。別の例では、1～5,000倍の範囲への言及は、1倍、2倍、3倍、4倍、5倍、6
倍、7倍、8倍、9倍、10倍、11倍、12倍、13倍、14倍、15倍、16倍、17倍、18倍、19倍、2
0倍など、ならびに1.1倍、1.2倍、1.3倍、1.4倍、1.5倍など、2.1倍、2.2倍、2.3倍、2.4
倍、2.5倍など、その他を含む。
【０１８８】
　本発明は、数多くの実施形態を記載するために、肯定言語を用いて本明細書において一
般に開示されている。本発明はまた、物質または材料、方法ステップおよび条件、プロト
コール、手法、アッセイまたは解析などの特定の対象が全てまたは一部において排除され
る実施形態も具体的に含む。従って、本発明は、本明細書において本発明が含まないこと
に関して一般に示さなくとも、本発明に明示的に含められていない態様もやはり開示され
る。
【０１８９】
　本発明の数多くの実施形態を記載してきたが、本発明の精神および範囲を逸脱すること
なく様々な修飾を行い得ることは理解されるであろう。従って、次の実施例は、特許請求
の範囲に記載した本発明の範囲を限定するためのものではなく、例示するためのものであ
る。
【実施例】
【０１９０】
　実施例1
　本実施例では様々な材料および方法を記載する。
【０１９１】
　抗原の調製：Tri Reagent(Invitrogen Corp., Carlsbad, CA)を用いてフィトヘムアグ
ルチニン(phytohemaglutinin)(PHA, Remel, Lenexa, KS)で2日間活性化したヒト末梢血単
核細胞からRNAを単離した。ヒトOX40の細胞外ドメインをコードする配列を逆転写ポリメ
ラーゼ連鎖反応により増幅した。その増幅産物を配列決定し、ヒトOX40の公開配列（WO95
/12673, 配列番号1）と同一であることを確認した。その産物を、pfastbac-hFcバキュロ
ウイルスドナープラスミドにインフレームでサブクローニングした。このベクターは、pf
astbacプラスミド(Invitrogen Corp.)とヒトIgG1のFc部分(「hIgG1」)とから作製した。h
IgG1配列をPV111392.fcベクターから切除した。ヒトOX40:hIgG1融合タンパク質(hOX40:hF
c)をコードする組換えバキュロウイルスを作製し、タンパク質産生のために、Trichoplus
ia ni High-Five BTI-TN-5b1-4(「Tn5」)昆虫細胞(Invitrogen Corp.)をhOX40:hFc組換え
バキュロウイルスに感染させた。全長OX40配列を増幅し、真核細胞での発現のためにpCDN
A3.1ベクター(Invitrogen Corp.)にクローニングした。EL-4(ATCC TIB-39)およびCHO-Kl(
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ATCC CCL-61)細胞をlipofectamine 2000(Invitrogen Corp.)を用いてトランスフェクトし
、それぞれ、ハイグロマイシンB(Fisher Scientific, Pittsburgh, PA)またはジェネティ
シン(Invitrogen Corp.)を用いて安定な形質転換体を選択した。hOX40:hFcは、グルタル
アルデヒド結合によりオボアルブミンとコンジュゲートした。1mgのhOX40:hFcをリン酸緩
衝生理食塩水(PBS)1ml中オボアルブミン(Pierce, Rockford, EL)0.5mgと混合した。50μl
の1%EMグレードのグルタルアルデヒド(gluataraldehyde)(Sigma, St. Louis, MO)をゆっ
くりと加え、5分間穏やかに振盪して溶液を混合した。室温で3時間後、50μlの1Mエタノ
ールアミン(pH7)を加え、その溶液をさらに2時間インキュベートし、その後、NAP1Oカラ
ム(Amersham Biosciences, Piscataway, NJ)についてリン酸緩衝生理食塩水とバッファー
交換を行った。
【０１９２】
　開始コドン(ATG)からヒトOX40細胞外ドメインを通ってヒトFc配列（下線）の末端に至
るヒトOX40:ヒトIgG1融合タンパク質のヌクレオチド配列　配列番号1
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【０１９３】
　ヒトIgG1のFc部分（下線）と融合されたヒトOX40細胞外ドメインのアミノ酸配列　配列
番号2
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【化２】

【０１９４】
　マウス：ヒト免疫グロブリン領域をコードするヒト染色体断片を含むヒト染色体導入KM
 mice（商標）(WO 02/43478、WO 02/092812、Ishida, ら, IBC's 11th Antibody Enginee
ring Meeting. Abstract (2000); Kataoka, S. IBC's 13th Antibody Engineering Meeti
ng. Abstract (2002))をKirin Brewery Co., Ltd., Japanから入手し、La Jolla Institu
te for Allergy and Immunologyの動物施設に収容した。ヒト抗体を作製するための技術
の概要はLonbergにより記載されている(Lonberg, ら, Int Rev Immunol 13(l):65-93 (19
95))。例えば、米国特許第5,939,598号では、内因性免疫グロブリンを発現しない1つ以上
のヒト免疫グロブリン遺伝子（κまたはλ）を有するトランスジェニック動物が記載され
ている。ヒト抗体およびヒトモノクローナル抗体を作製するためのさらなる方法も記載さ
れている（例えば、WO 98/24893; WO 92/01047; WO 96/34096; WO 96/33735; 米国特許第
5,413,923号; 同第5,625,126号; 同第5,633,425号; 同第5,569,825号; 同第5,661,016号;
 同第5,545,806号; 同第5,814,318号; 同第5,885,793号; 同第5,916,771号; および同第
号5,939,598参照）。ヒト免疫グロブリン遺伝子を有するウシ、TCウシの開発については
、(Kuroiwa, ら, Nat Biotechnol 20(9): 889-94 (2002); Kuroiwa, ら, Nat Genet 36(7
): 775-80 (2004))に記載されている。
【０１９５】
免疫：hOX40:hFc組換えタンパク質を、等量の完全フロイントアジュバント(CFA, Sigma)
と混合し、エマルジョンを調製した。マウスを、10～25μgのタンパク質を用いて腹腔内
に免疫し、不完全フロイントアジュバント(IFA, Sigma)中に乳化した5～10μgのタンパク
質を用いて、2～4回の追加免疫を2週間間隔で腹腔内に行った。融合の5日前に、アジュバ
ントを用いずに5～10μgの可溶性hOX40:hFcの最終腹腔内注射を行った。別の群のマウス
は、PBS中80℃で10分間のインキュベーションにより熱変性し、その後、RIBIアジュバン
ト(Sigma)と1:1で混合したhOX40:hFcを用いて免疫した。マウスは、上記のように免疫し
た。第3の群のマウスは、オボアルブミンとコンジュゲートされたhOX40:hFcを用いて免疫
した。マウスは、RIBI中、30μgのhOX40:hFc-OVA単独またはhOX40:hFcとの混合物、それ
ぞれ10μgおよび20μgを用いて感作した。前者のものは、RIBI中30μgのhOX40:hFc-OVA、
続いて、RIBI中10μgのhOX40:hFcの追加免疫を2週間間隔で受けた。5週間後にPBS中20μg
 hOX40:hFc-OVAの最終追加免疫を行った。後者の群の2回の追加免疫は、2週間間隔でRIBI
中5μg hOX40:hFc-OVA+10μg hOX40:hFcで構成され、PBS中10μg hOX40:hFcの最終追加免
疫を行った。全ての注射は腹腔内とした。最後の群のマウスは、PHA(1μg/ml)および組換
えヒトインターロイキン2(IL2, 10ng/ml, BD Pharmingen, San Diego, CA)を用いて2日間
刺激したCD4+ヒトT細胞を用いて免疫した。CD4+ヒトT細胞は、注射の前に、セシウム源か
ら25Gyの照射を行い、RIBIアジュバントで1:1希釈した。
【０１９６】
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ハイブリドーマの作製：モノクローナル抗体の作製のため、血清中の抗OX40 IgG特異的抗
体の最高力価を有するマウスを選択した。脾臓を摘出し、50%ポリエチレングリコール(Bo
ehringer Mannheim, Indianapolis, IN)を用いて単細胞懸濁液を骨髄腫細胞系(SP2/O-Ag1
4)(ATCC, Rockville, MD)と3:1比で融合した。それらの融合物を96ウェル平底プレートに
最適密度でプレーティングし、10%CO2、37℃のインキュベーター内で完全DMEM-10培地（1
0%ウシ胎児血清(FBS, Invitrogen Corp.)を含有するダルベッコの改変イーグル培地）、1
%非必須アミノ酸、2mM L-グルタミン、100U/mlペニシリン、100μg/ml硫酸ストレプトマ
イシン（全てBioWhittaker, Walkersville, MDのもの）、HATサプリメント(Sigma)、およ
び10%ハイブリドーマクローニングファクター(HCF, Biovaris, San Diego, CA)で培養し
た。4融合物の約4000ウェルをELISAによりヒトκ含有OX40特異的抗体についてスクリーニ
ングした。ヒト抗ヒトOX40 IgG抗体は、フローサイトメトリー解析により確認した。陽性
のウェルを増殖させ、3～4回の限界希釈クローニングに供して、モノクローナル抗体を得
た。
【０１９７】
抗体およびタンパク質の精製：抗体精製のため、ハイブリドーマを2lローラーボトル中35
0ml～1l/ボトルでまたは1l Integra system(INTEGRA Bioscience, Inc. Ijamsville, MD)
中で、超低IgGウシ胎児血清(Invitrogen Corp.)を補給したハイブリドーマ-SFM培地(Invi
trogen Corp.)を用いて培養した。1lのTn5細胞を4日間感染させることによってヒトOX40:
hFc 組換えタンパク質を生成させた。ヒトモノクローナル抗体およびOX40:hFc を、リコ
ンビナントプロテインA-セファロースファストフローゲル（recombinant Protein A-Seph
arose Fast Flow gel）(Amersham Biosciences)を用いて培養培地から精製した。ローラ
ーボトルで得られた馴化培地をまず、Ultrasette 接線流システム(Pall Corp., East Hil
ls, NY)を用いて濃縮した。その馴化培地を、0.22μm 真空フィルターユニット(Millipor
e, Bedford, MA)を用いて濾過し、培地中のヒト抗体の量に適したサイズのプロテインA-
セファロースファストフローカラム(Amersham Biosciences)に流した。そのカラムを、20
カラム容量のPBSを用いて十分に洗浄し、抗体を、0.1M Gly-HCl、pH3.6、0.15M NaClを用
いて溶出し、1M-Tris-HCl、pH8.0を用いて中和した。画分をSDS-PAGEにより解析し、陽性
画分をプールし、遠心式濃縮機(Vivaspin, 50,000 MWCO: Sartorius, Gettingen, German
y)を用いて濃縮した。PBS、pH7.4へのバッファー交換のため、Sephadex G-25脱塩カラム(
NAP, Amersham Biosciences)を用いた。最後に、0.22μm孔径のシリンジフィルターを用
いて抗体を濾過滅菌し、抗体濃度をLowry法により測定した。発熱物質含量はエンドトキ
シン(Limulus Amebocyte Lysate)(「LAL」)試験(Associates of Cape Cod, Falmouth, MA
)を用いて測定した。このアッセイの検出限界は0.06EU/mgである。この試験が陰性の場合
には、サンプルはエンドトキシンを含まないとみなした。
【０１９８】
ヒトIgG定量ELISA：上清および精製ストック中に存在するヒト抗体の量を決定するために
次のプロトコールを用いた。ヤギ抗ヒトFcγ特異的抗体(Jackson Immunoresearch Labato
ries, West Grove, PA)を96ウェルプレート(Nunc, Denmark)に、炭酸バッファーにより0.
5μg/ウェルにて37℃で1時間コーティングした。それらのプレートを、次いで、Superblo
ck(Pierce, Rockford, IL)を用いて30分間遮断し、続いて、そのプレートにサンプルを加
えた。標準曲線は、全ヒトIgG(Sigma)あるいは精製ヒトIgG1またはIgG4(Kirin Brewery C
o., Ltd)を用いて作成した。プレートを37℃で1時間インキュベートし、PBS/1%BSA/0.1%T
ween20(Sigma)で洗浄し、結合した抗体を、セイヨウワサビペルオキシダーゼ(HRP, Jacks
on Immunoresearch)とコンジュゲートされたヤギ抗ヒトFcγ特異的抗体を用いて37℃で1
時間検出した。TMB基質(Sigma)を10分間加え、H2SO4(LabChem Inc., Pittsburgh, PA)を
用いて反応を停止させた。光学密度(OD)を450nmにおいてマイクロプレートリーダーで測
定した。
【０１９９】
OX40特異的抗体検出ELISA：ハイブリドーマによる抗体力価、特異性、および産生をELISA
により決定した。簡単に説明すると、96ウェル平底プレートを50μlのhOX40:hFcで、炭酸
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バッファー(pH9.4)中5μg/mlにて4℃で一晩または37℃で1時間コーティングした。PBS/0.
1%Tween 20を用いて2回洗浄した後、プレートを、PBS/1%BSA/0.l%Tween20を用いて37℃で
1時間遮断した。血清、上清、または精製抗体をブロッキングバッファーで希釈し、ウェ
ルに加え、プレートを37℃で1時間インキュベートした。それらのプレートを、PBS/0.1% 
Tween 20を用いて4回洗浄し、ペルオキシダーゼコンジュゲートヒツジ抗ヒトκ検出抗体
（The Binding Site, Birmigham, UK）を1:2000希釈で加えた。37℃で1時間のインキュベ
ーション後、それらのプレートを洗浄し、TMB(Sigma)基質を加え、室温で10～30分間イン
キュベートした。H2SO4(LabChem)を用いて反応を停止させ、光学密度を450nmにおいてマ
イクロプレートリーダーで測定した。
【０２００】
フローサイトメトリー：抗体力価、特異性、および相対的結合親和性を、ヒトOX40安定CH
O-K1形質転換体または3日PHA+IL2で活性化したヒトPBMCを用いてフローサイトメトリー解
析により決定した。細胞を染色バッファー：PBS+2%FBS+0.1%NaN3+10mM EDTAで1回洗浄し
た後、50μl量の血清、上清、または精製抗体に再懸濁した。それらの細胞を抗体ととも
に氷上で20分間インキュベートし、染色バッファーで2回洗浄した後、抗ヒトIgG-フィコ
エリトリン標識二次抗体に再懸濁した。2つの異なる抗体を用いた：(1)ヤギ抗ヒトIgG(So
uthern Biotechnology Associates, Birmingham, AL)または(2)マウス抗ヒトIgG(BD Phar
mingen, San Diego, CA)。氷上で20分のインキュベーション後、細胞を1回洗浄し、1%パ
ラホルムアルデヒドを用いて10分固定した。最終洗浄後、それらの細胞を染色バッファー
に再懸濁し、FACScanまたはFACS Calibur フローサイトメーター(Becton Dickinson Bios
ciences, Palo Alto, CA)を用いてサンプルを得、Cellquest(Becton Dickinson Bioscien
ces)またはFlow Jo(TreeStar, Inc., San Carlos, CA)ソフトウェアを用いてデータを解
析した。また、活性化T細胞は、マウス抗ヒトOX40抗体 L106(Becton Dickinson)でも染色
した。このマウス抗ヒトOX40抗体 L106を、フィコエリトリンと直接コンジュゲートさせ
るか、またはその結合を抗マウスIgG-PE(Southern Biotechnology Associates.)を用いて
検出した。
【０２０１】
OX40Lブロッキングアッセイ：抗ヒトOX40抗体が可溶性OX40とのOX40Lの結合を遮断(block
)することができるかどうかを判定するために、ELISAプロトコールとフローサイトメトリ
ープロトコールの両方を用いた。ELISAでは、96ウェルNunc社製平底プレートを組換え可
溶性hOX40:hFcで、炭酸バッファー(pH9.4)中2μg/mlにて37℃で1時間コーティングした。
それらのプレートを、PBS/0.1%Tween 20を用いて洗浄し、ウェルにSuperblock(Pierce)を
加えて、非特異的結合を遮断した。試験抗体をPBS/Tweenで1μg/mlに希釈し、プレートに
加えた。37℃で1時間のインキュベーション後、適当なウェルにFLAGタグ付き組換え可溶
性ヒトOX40L(Alexis Biochemicals, San Diego, CA)を加え、抗OX40抗体を洗い流さなか
った。1時間のインキュベーション後、プレートを洗浄し、ウェルに抗FLAG-ペルオキシダ
ーゼコンジュゲート抗体(Sigma)を37℃で1時間加えた。TMB基質を加え、10分後、H2SO4を
用いて反応を停止させ、その結果を450nmにおいてマイクロプレートリーダーを用いて読
み取った。フローサイトメトリーによるアッセイでは、ヒトCD4+T細胞を精製し、PHA+IL2
を用いて2日間活性化した。それらの細胞を洗浄し、染色バッファー中に再懸濁した後、
漸増量（0.005～50μg/ml）のヒト抗ヒトOX40抗体とともに氷上で20分間インキュベート
した。次いで、それらの細胞に可溶性組換えOX40L-FLAGを加えた。それらの細胞を洗浄し
、抗FLAGコンジュゲートPE(Sigma)とともにインキュベートした。もう1回洗浄した後、そ
れらの細胞を1%パラホルムアルデヒドを用いて固定し、FACScanまたはFACScaliburで解析
した。阻害率は、次式：%阻害率=100-（（サンプル/最大結合）*100）によりODまたは陽
性率を利用して決定した。
【０２０２】
抗OX40抗体クロスブロッキングアッセイ：これらの抗体がヒトOX40の同じ「エピトープ」
と結合するかどうかを判定するために、ELISAプロトコールを用いた。Nunc社製96ウェル
平底ELISAプレートを炭酸バッファー中のヒト抗ヒトOX40抗体で2μg/mlにて37℃で1時間
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コーティングした。それらのプレートを洗浄した後、PBS/1%BSA/Tween 20を用いて遮断し
た。次いで、2～20μg/mlのヒト抗ヒトOX40抗体およびマウス抗ヒトOX40抗体 L106(BD Bi
osciences, San Jose, CA)、クローン 315(Nichirei Biosciences, Tokyo, Japan)、また
はACT35(BD Pharmingen)を2μg/ml組換えヒトOX40:mFc融合タンパク質(Alexis Corporati
on, San Diego, CA)とともに室温で30分間プレインキュベートした。そのプレートに抗体
-OX40:mFcタンパク質の組合せを加え、37℃で1時間インキュベートした。3回洗浄した後
、結合したOX40:mFcを、ペルオキシダーゼコンジュゲートヒツジ抗マウスIg(Amersham Bi
osciences)を用いて検出した。上記のように、ELISAを完了した。阻害率は、次式：%阻害
率=100-（（サンプル/最大結合）*100）により各サンプルのODを用いて決定した。これら
のヒト抗ヒトOX40抗体がマウス抗ヒトOX40抗体を遮断するかどうかを判定するために、こ
のELISAの変形を実施した。その方法は、マウス抗ヒトOX40抗体をプレートにコーティン
グし、112V8、112F32、112Y131、および112Z5をヒトOX40:hFcタンパク質とともにプレイ
ンキュベートしたことを除けば、同じであった。コーティング抗体とのOX40タンパク質の
結合は、ヒツジ抗ヒトIgG-セイヨウワサビペルオキシダーゼ二次抗体(Amersham Bisocien
ces)を用いて検出した。
【０２０３】
　また、フローサイトメトリーによるアッセイを用いて、抗体が相互にクロスブロックす
るかどうかも判定した。ヒトCD4 T細胞は、以下に記載するように、末梢血単核細胞から
精製し、1μg/mlフィトヘムアグルチニン(phytohemaglutinin)(Remel, Lenexa, KS)およ
び10ng/ml組換えヒトインターロイキン2(BD Pharmingen)を用いて2～3日間活性化した。
それらの細胞を洗浄し、2%ウシ胎児血清、および0.1%アジ化ナトリウムを補給したPBS中1
0μg/mlの試験抗体を用いて氷上で30分間標識した。洗浄せずに、それらのウェルにビオ
チン化型の同じ抗体を10μg/mlで加え、細胞を氷上でさらに30分間インキュベートした。
次いで、それらの細胞を、バッファーを加え、1200RPMにて4℃で3分間回転させることに
より洗浄した。ビオチン化抗体の結合は、ストレプトアビジン-フィコエリトリン(SA-PE,
 BD Pharmingen)との20分間のインキュベーションの後に、記載したようにもう1回洗浄す
ることによって検出した。それらの細胞を1%パラホルムアルデヒド(parafomaldehyde)を
用いて10分固定した。最終洗浄後、それらの細胞を染色バッファー中に再懸濁し、FACS C
alibur フローサイトメーター(Becton Dickinson Biosciences, Palo Alto, CA)を用いて
サンプルを得た。データは、Cellquest(Becton Dickinson Biosciences)またはFlow Jo(T
reeStar, Inc., San Carlos, CA)ソフトウェアを用いて解析した。試験抗体には、112F32
、112V8、112Y55、112Y131、112Z5、抗DNP（ヒトIgG1陰性対照）、マウス抗ヒトOX40抗体
、クローン L106 クローン 315、およびクローン ACT35を含めた。阻害率は、次式：100-
(試験抗体の幾何平均/最大幾何平均)*100を利用して決定した。抗体自体の結合だけでな
く相互の結合の阻害についても抗体を試験した。
【０２０４】
全血からのヒトPBMCの精製：Scripps Green Hospital(La Jolla, CA)において標準血液ド
ナープログラムにより18～50歳の健康なドナーから全血を採取した。凝固を防ぐために、
ヘパリンを加えた。人種、民族性、または性別は指定しなかった。血液をPBSで希釈した
後、Ficoll-Plaque Plus(Amersham Biosciences)を下に敷いた。単核細胞を血清および血
小板から、1800RPMで遠心分離すること（ブレーキをかけない）により分離した。PBMCを
含有する界面を集め、PBSを用いて2回洗浄した。
【０２０５】
CD4+T細胞の精製：ヒトCD4+T細胞を、Miltenyi Biotec.社(Auburn, CA)製のネガティブア
イソレーションキット(a negative isolation kit)を用いて精製した。PBMCを、CD8、CD1
1b、CD16、CD19、CD36、およびCD56に特異的なハプテンコンジュゲート抗体ミックスを用
いてPBS/0.5%BSA/2mM EDTA中4℃で15分間標識した。2回洗浄した後、それらの細胞を抗ハ
プテン磁性ビーズ（MACSビーズ）中に再懸濁し、細胞を40℃で15分間インキュベートした
。次いで、それらの細胞を洗浄し、事前洗浄し磁石中に挿入したLS/VS+カラムにアプライ
した。そのカラムを、バッファーを用いて3回洗浄する。「付着していない」CD4+細胞は
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カラムからの素通り中に存在した。純度は、ともに蛍光色素(BD Pharmingen)と直接コン
ジュゲートされた、ヒトCD3およびヒトCD4に特異的な抗体を用いて、フローサイトメトリ
ー解析により確認した。あるいは、CD4マイクロビーズ(Miltenyi Biotec.)を用いてCD4+
細胞に正の選択をもたらした。その手順は、磁石からカラムを外し、プランジャーを用い
て5mlのバッファーをカラムに通して送ることによって、カラムに付着した細胞を溶出し
たことを除けば、上記と類似している。
【０２０６】
混合リンパ球反応アッセイ： 2ドナー由来のPBMCを精製し、各ドナー由来の1x105細胞を
、ヒト抗ヒトOX40抗体または陰性対照ヒトIgG4（抗ヒト血清アルブミン, Kirin Brewery 
Co., Ltd.）(Ukyo, ら, Immunology 109(2):226 (2003))の存在または不在下で96ウェルU
底プレートに加えた。研究に応じて、0.005～100μg/mlの抗体を試験した。複数のドナー
対を試験した。用いた培地は、10%ヒトAB血清(MP Biomedical, Irvine, CA)、ペニシリン
/ストレプトマイシン、L-グルタミン、および2-メルカプトエタノールを補給したRPMI-16
40であった。第6日目、培養の最後の18時間、1μCiトリチウム化チミジン(3HTdR)を各ウ
ェルに加えた。それらの細胞を溶解し、ガラスフィルターマットに移し、それらのガラス
フィルターマットをシンチレーションカウンター(Wallac, Turku, Finland)を用いて計数
した。
【０２０７】
急性移植片対宿主病In Vivoモデル：5～10週齢の重症複合免疫不全(SCID)雄マウスに20μ
g ラット抗マウスIL2受容体β鎖抗体(TMβ1, Tanaka, ら, J Exp Med 178(3): 1103-7 (1
993))を注射して、内因性ナチュラルキラー細胞を枯渇させた。翌日それらのマウスにセ
シウム源を用いて2.5Gyの照射を行った。4時間後、それらのマウスに腹腔内注射によりPB
S中1000万個の全ヒトPBMCを与え、続いてすぐに100μl PBS中2μg、20μg、100μg、また
は200μgにてヒト抗ヒトOX40または陰性対照hIgG1（抗ジニトロフェノール（抗DNP）, Ki
rin Brewery Co. Ltd.）抗体の静脈内注射を行った。また、抗体処置を第3日または第6日
まで遅らせて、抗OX40抗体の治療可能性を試験した。マウスは、3～4日おきに重量を測定
し、週に1回、抗IL2Rβ抗体を与えた。第12日目にマウスを殺し、グロス病理について評
価した。フローサイトメトリー解析用に脾臓を、組織学用に肝臓および腸を摘出し、ヒト
サイトカインおよび抗体解析用に血清を採取した(Watanabe, ら, Clin. Immunol. 120:24
7 (2006))。
【０２０８】
慢性移植片対宿主病In Vivoモデル：慢性GVHDのモデルは、急性異種GVHDモデルから適合
させたものである(Watanabe, ら, Clin. Immunol. 120:247 (2006))。正の選択を受けた
ヒトCD4 T細胞を、上記と同様に調製したSCIDマウスに移植することにより疾患を誘発し
た。マウスに第0日目に腹腔内注射により100万個の、正の選択を受けたCD4 T細胞を与え
、さらに第0日目から週に1回、静脈内注射により2μg、20μg、もしくは100μg 抗OX40ま
たは対照抗体を与えた。疾患は30日までにははっきりと表れ、第48日目にマウスを評価し
た。フローサイトメトリー用に脾臓およびリンパ節を、組織学用に皮膚および肺を摘出し
、ヒトサイトカイン解析用に血清を取り出した。
【０２０９】
ヒトサイトカイン解析：マウス血清中の8種のヒトサイトカインのパネルを、複合技術を
用い、製造業者の使用説明書(Bio-Rad laboratories, Hercules, CA)に従って測定した。
【０２１０】
ヒトナチュラルキラー細胞の精製：ヒトナチュラルキラー(「NK」)細胞を、Miltenyi Bio
tec.社(Auburn, CA)製のネガティブアイソレーションキットを用いて精製した。PBMCを、
T細胞、B細胞、幹細胞、樹状細胞、単球、顆粒球、および赤血球細胞に特異的なビオチン
コンジュゲート抗体ミックスを用いてPBS/0.5%BSA/2mM EDTA中4℃で15分間標識した。こ
れに続けて、抗ビオチン磁性ビーズ（「MACSビーズ」）を加えた。それらの細胞を4℃で1
5分間インキュベートした後、洗浄し、予洗浄し磁石中に挿入しておいたLS/VS+カラムに
アプライした。そのカラムを、バッファーを用いて3回洗浄した。「付着していない」CD5
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6+NK細胞はカラムからの素通り中に存在した。純度は、ともに蛍光色素(BD Pharmingen.)
と直接コンジュゲートされた、ヒトCD56およびヒトCD3に特異的な抗体を用いて、フロー
サイトメトリー解析により確認した。
【０２１１】
抗体依存性細胞傷害アッセイ(ADCC)：ヒトPBMCからNK細胞を精製し、そのNK細胞を、10%
ヒトAB血清(MP Biomedical, Irvine, CA)、ペニシリン/ストレプトマイシン、L-グルタミ
ン、および2-メルカプトエタノールを補給したRPMI-1640中20ng/ml組換えヒトインターロ
イキン2(BD Pharmingen)とともに48時間培養した。Cytotox 96 non-radioactive cytotox
ic assay(Promega Corp., Madison, WI)ではこれらの細胞をエフェクター細胞として使用
した。標的細胞は親またはヒトOX40トランスフェクトEL-4細胞とした。5000個の標的細胞
を、丸底96ウェル組織培養プレート中で、0.005～10μg/mlの抗ヒトOX40抗体または対照
抗体とともに氷上で30分間インキュベートした。それらのウェルに20倍の数のエフェクタ
ーNK細胞を最終容量100μlで加え、プレートを200xgにて3分間回転させた後、5%CO2にて3
7℃で4時間のインキュベーションを行った。それらのプレートを250xgにて5分間回転させ
、50μlの上清をELISAプレートに移した。それらのプレートにアッセイバッファーを容量
50μlで加えた。室温で30分間のインキュベーション後、ウェルに50μlの停止溶液を加え
、490nmにおける吸光度を測定した。必要な対照として、標的細胞単独（自然発生）、イ
ンキュベーションの最後の45分間溶解バッファーで処置した標的細胞単独（最大）、エフ
ェクター細胞単独、溶解バッファーを加えた（容量補正）および加えない培地単独を入れ
たウェルを含めた。特異的溶解率は、全てのウェルから培地バックグラウンドを差し引き
、標的最大値から容量補正値を差し引いた後に次式を利用して決定される。細胞傷害率（
％）=((実験値-エフェクター自然発生-標的自然発生)/(標的最大-標的自然発生))*100。
【０２１２】
ヒト抗OX40抗体遺伝子の単離：112V8抗体(IgG4)を産生する培養ハイブリドーマ細胞（112
V8（ATCC番号PTA-7219、2005年11月17日寄託））を遠心分離により集めた。これらの細胞
からRNeasy kit(QIAGEN Inc., Valencia, CA)を製造業者の使用説明書に従って用いて全R
NAを精製した。全ハイブリドーマ細胞RNAの免疫グロブリン遺伝子可変領域をコードするc
DNAのクローニングにはSMART RACE（商標）cDNA Amplification Kit(Clontech Co., Ltd.
, Palo Alto, CA)を用いた。簡潔には、2μgのRNAから逆転写酵素により第1鎖cDNAを調製
した。このcDNAをポリメラーゼ連鎖反応(「PCR」)の鋳型として用いて、重鎖および軽鎖
の可変領域と定常領域の一部（それぞれ「HV」および「LV」）を増幅した。増幅する配列
にはリーダー配列も含めた。その反応物は次のとおりであった：2.5U Pfu Ultra DNA pol
ymerase(Stratagene, La Jolla, CA)；0.2μM 3'Primer（重鎖の場合：IgG1p、軽鎖の場
合：hk5、表1）；1X Universal Primer Mix A（5'末端用）（UMP Primer Mix AはSMART R
ACE Kitに含まれている）；200μM dNTP mix；1mM MgCl2；Pfu Ultra Buffer（終濃度は1
xである）；およびcDNA鋳型。
【０２１３】
　サーモサイクリングプログラムは、94℃x30秒、72℃x3分間：5サイクルとした。94℃x3
0秒、70℃x30秒、72℃x3分間：5サイクル。94℃x30秒、68℃x30秒、72℃x3分間：20～5サ
イクルの後、72℃x7分間で伸長を行った。増幅したDNA断片は、アガロースゲル電気泳動
により集め、QIAquick Gel Extraction Kit(Qiagen Co., Ltd., Germany)により精製した
。HVおよびLVの精製DNA断片を、Zero Blunt TOPO PCR Cloning Kit(Invitrogen Corp.)を
用いてpCR4 Blunt-TOPOベクターに組み込み、各構築プラスミドを大腸菌に形質転換した
後、クローニングした。構築プラスミド中の各インサート（HVおよびLV）のヌクレオチド
配列を、特定のプライマー（M13F、M13R、表1）を用いて解析した。HVおよびLVから得ら
れる配列に基づき、VH(V8H38、V8H39)およびVL(V8L42、V8L43)を増幅するように、オリゴ
ヌクレオチドプライマーを設計した（表1）。
【０２１４】
　112V8 VHおよびVLをIgG1発現ベクターにクローニングした。簡潔には、PCRによりHVの
可変領域を増幅するように、5'-SalI制限酵素認識部位および3'-NheI制限酵素認識部位を
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含有するオリゴヌクレオチドプライマーを設計した。PCRは、Pfu Ultra DNA polymerase
により鋳型としてpTopoV8VH miniprep DNAを、プライマーとしてV8H38およびV8H39（表1
）を用いて行った。PCR産物をNheIおよびSalIを用いて消化した後、410bp断片を、NheIお
よびSalIを用いて事前に消化したIgG1発現ベクター(IDEC Pharmaceuticals, San Diego, 
CA, N5KG1-Val Lark（N5KG1の修飾ベクター、米国特許第6,001,358号）)（8.9キロベース
のDNA断片）にサブクローニングした。HVの可変領域の存在は制限消化により解析した。
【０２１５】
　第2のステップとして、LVをN5KG1-Val Lark-VHベクターに次のとおり挿入した：DNAベ
クターを2つのDNA制限酵素、BglIIおよびBsiWIにより消化し、9.1kb DNA断片を単離した
。重鎖構築物と同様に、LVのPCR用のプライマーセットを、5'BglIおよび3'BsiWiの認識部
位を含有するように設計した。これらのプライマー、V8L42およびV8L43を用いて、pTopoV
8VL miniprep plasmid DNAからVLを増幅した。PCR産物を、BglIIおよびBsiWIを用いて消
化し、アガロースゲル電気泳動およびゲル精製により単離した。V8VLを含有するこの断片
を、T4 DNAリガーゼを用いて調製した9.1kbベクターと連結し、そのように連結したもの
を用いて、Top10細胞(Invitrogen Corp.)を形質転換した。陽性大腸菌形質転換体を選択
し、この発現ベクター、pG1K112V8を精製し、112V8LV領域と112V8HV領域の両方の存在を
制限解析により確認した。
【０２１６】
　同じプロトコールを用いて112Y55（ATCC番号PTA-7220、2005年11月17日寄託）、112Y13
1(ATCC番号PTA-7218、2005年11月17日寄託)、および112Z5（ATCC番号PTA-7216、2005年11
月17日寄託）のHVおよびLV可変領域を単離し、配列決定した。特定のHVおよびLVの増幅に
用いたプライマーを表1に挙げている。
【０２１７】
　抗体のサブクラスによって、二次的エフェクター機能、例えば補体活性化またはFc受容
体(FcR)結合および抗体依存性細胞傷害(ADCC)はある程度決まる(Huber, ら, Nature 229(
5284): 419-20 (1971); Brunhouse, ら, Mol Immunol 16(11): 907-17 (1979))。特定用
途に最適な種類の抗体を同定する際には、抗体のエフェクター機能が検討され得る。例え
ば、hIgG1抗体は、相対的長い半減期を有し、補体を固定するのに非常に効果的であり、
かつそれらの抗体はFcRIおよびFcRIIの両方と結合する。これに対し、ヒトIgG4抗体は、
半減期はより短く、補体を固定せず、かつFcRに対する親和性はより低い。IgG4のFc領域
においてセリン228がプロリンとの置換(S228P)を受けると、hIgG4で認められる多様性は
減少し、血清半減期は伸びる(Kabat, ら, Sequences of proteins of immunological int
erest 第5版 (1991).; Angal, ら, Mol Immunol 30(1): 105-8 (1993))。ロイシン235が
グルタミン酸と置換される第2の突然変異(L235E)により、残るFcR結合活性と補体結合活
性は消失する(Alegre, ら, J Immunol 148(11): 3461-8 (1992))。結果として得られた、
両方の突然変異を有する抗体はIgG4PEと呼ばれている。hIgG4アミノ酸のナンバリングはK
abatによるものである(Kabat, ら, Sequences of proteins of immunological interest 
第5版 (1991))。
【０２１８】
　組換え112V8 IgG4PEを発現するベクターは、NheIおよびBglIIを用いてpG1Kl12V8を消化
して、112V8VHおよび112V8VLを含有する断片を放出することにより作製した。これを、同
じ酵素を用いて切断したIgG4PE発現ベクター(pN5KG4PE-Lark, IDEC Pharmaceuticals, 米
国特許第6,001,358号)と連結した。結果として得られたプラスミド、pG4PEK112V8を制限
消化により確認した。
【０２１９】
　同様に、組換え112F32G1および112F32G4抗体を産生するためのベクターを、112F32ハイ
ブリドーマ（ATCC番号PTA-7217、2005年11月17日寄託）由来のRNAを用いて作製し、RACE
反応における重鎖および軽鎖遺伝子の増幅に用いた3'プライマーは、それぞれ、HH-2およ
びHK-2であった。112F32HVの増幅はH725'およびM2H3'を用いて行った。112F32LV増幅プラ
イマーはF32K5'およびK52D3'であった（表1）。IgG4発現ベクター pN5KG4はIDEC Pharmac
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/F32K3HおよびpKLG4/F32K3Hを制限酵素消化および配列決定により確認した。
【０２２０】
112F32 HVのcDNAのヌクレオチド配列（開始コドン(ATG)から可変領域末端まで）　配列番
号3
【化３】

【０２２１】
　112F32 LVのcDNAのヌクレオチド配列（開始コドン(ATG)から可変領域末端まで）　配列
番号4

【化４】

【０２２２】
　112V8 HVのcDNAのヌクレオチド配列（開始コドン(ATG)から可変領域末端まで）　配列
番号5
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【化５】

【０２２３】
　112V8 LVのcDNAのヌクレオチド配列（開始コドン(ATG)から可変領域末端まで）　配列
番号6
【化６】

【０２２４】
　112F32 HVのcDNAのアミノ酸配列（リーダー配列（太字）および可変領域）　配列番号7
【化７】

【０２２５】
　112F32 κ LVのcDNAのアミノ酸配列（リーダー配列（太字）および可変領域）　配列番
号8

【化８】
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　112V8 HVのcDNAのアミノ酸配列（リーダー配列（太字）および可変領域）　配列番号9
【化９】

【０２２７】
　112V8 LVのcDNAのアミノ酸配列（リーダー配列（太字）および可変領域）　配列番号10
【化１０】
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【０２２８】
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【０２２９】
　112Y55 HVのcDNAのヌクレオチド配列（開始コドン(ATG)から可変領域末端まで）　配列
番号38
【化１１】

【０２３０】
　112Y55 LVのcDNAのヌクレオチド配列（開始コドン(ATG)から可変領域末端まで）　配列
番号39
【化１２】

【０２３１】
　112Y131 HVのcDNAのヌクレオチド配列（開始コドン(ATG)から可変領域末端まで）　配
列番号40
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【化１３】

【０２３２】
　112Y131 LVのcDNAのヌクレオチド配列（開始コドン(ATG)から可変領域末端まで）　配
列番号41

【化１４】

【０２３３】
　112Z5 LVのcDNAのヌクレオチド配列（開始コドン(ATG)から可変領域末端まで）　配列
番号42
【化１５】

【０２３４】
　112Z5 LVのcDNAのヌクレオチド配列（開始コドン(ATG)から可変領域末端まで）　配列



(60) JP 2009-518005 A 2009.5.7

10

20

30

40

番号43
【化１６】

【０２３５】
　112Y55 HVのcDNAのアミノ酸配列（リーダー配列（太字）および可変領域）　配列番号4
4
【化１７】

【０２３６】
　112Y55 LVのcDNAのアミノ酸配列（リーダー配列（太字）および可変領域）　配列番号4
5
【化１８】

【０２３７】
　112Y131 HVのcDNAのアミノ酸配列（リーダー配列（太字）および可変領域）　配列番号
46
【化１９】

【０２３８】
　112Y131 LVのcDNAのアミノ酸配列（リーダー配列（太字）および可変領域）　配列番号
47
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【化２０】

【０２３９】
　112Z5 HVのcDNAのアミノ酸配列（リーダー配列（太字）および可変領域）　配列番号48
【化２１】

【０２４０】
　112Z5 LVのcDNAのアミノ酸配列（リーダー配列（太字）および可変領域）　配列番号49
【化２２】

【０２４１】
　CHO細胞からの組換えヒト抗OX40抗体の作製：組換え抗体を作製するために、抗OX40抗
体を含有する各抗体ベクターを宿主細胞 チャイニーズハムスター卵巣細胞（CHO細胞、AT
CC番号CRL-9096）dhfr欠損株にエレクトロポレートし、トランスフェクト細胞の上清から
組換え抗体を単離した。簡単に説明すると、10μgの精製DNA発現ベクターをDNA制限酵素
、NruIにより線状化し、そのDNAをBio Rad社製エレクトロポレーター(0.8kV、25uF)を用
いて3x106細胞のCHO細胞にトランスフェクトした。上記DNAベクターを含有するCHO細胞を
選択するために、トランスフェクト細胞を96ウェル培養プレート内、ペニシリン/ストレ
プトマイシン(BioWhitaker)、HT(Sigma)、およびジェネティシン(Invitrogen Corp.)を補
給したグルタミン含有EX-CELL 325 PF CHO無血清培地(JRH Bioscience、Lenexa、KS)中に
播種した。いくつかの安定形質転換体系を選択した後、ELISAによりヒトIgG高産生株を同
定し、組換え抗体の作製に用いた。
【０２４２】
　実施例2
　本実施例では、ヒトOX40に対するヒトモノクローナル抗体の様々な特徴を記載する。
【０２４３】
　KM mice（商標）を、CFA/IFA中の可溶性組換えhOX40:hFc、RIBI中のhOX40:hFC+hOX40:h
Fc-ovaコンジュゲート、RIBI中の熱変性hOX40:hFc、またはRIBI中の放射線照射し、活性
化させたヒトT細胞を用いて免疫した。マウスのうちの何匹かは、ヒトIgG OX40特異的力
価の範囲の抗ヒトOX40特異的抗体を惹起した。最高応答物由来の脾細胞を骨髄腫細胞と融
合して、ヒト抗ヒトOX40を産生するハイブリドーマを作製した。抗OX40抗体の産生は、EL
ISAおよびフローサイトメトリーの両方により組換え可溶性hOX40:hFc形質転換体およびCH
O-OX40形質転換体それぞれを用いて判定した。陽性ハイブリドーマを制限希釈によりクロ
ーニングして、モノクローナルハイブリドーマを得た。（表2）
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【表２】

【０２４４】
　いくつかの抗体を、ヒトOX40に対する相対的結合親和性、in vitroでヒトOX40リガンド
結合を遮断(block)する能力、相互のクロスブロッキング、in vitroでの増殖の遮断、in 
vivoで炎症を遮断する能力、およびADCCを媒介する能力についてさらに特徴付けた。（表
3）。
【０２４５】
　112F32、112V8、112Y131、112Y55、および112Z5は全て、休止ヒトT細胞ではなく活性化
ヒトT細胞と特異的に結合した（図1）。3日間活性化したヒトT細胞を、様々な濃度のヒト
抗ヒトOX40抗体を用いて標識し、抗ヒトIgG-PEを用いて検出した。これらのヒト抗ヒトOX
40抗体の結合は飽和可能であった。各抗体の最大結合は、活性化ヒトT細胞の標識に必要
な抗体の量を漸増することにより決定した（図2）。様々な相対的結合親和性が得られた
（KDおよびBMAX、表3）。精製マウス抗ヒトOX40抗体 L106の結合も決定し、112F32、112V
8、112Y55、112Y131、および112Z5は全て、活性化T細胞に対してL106より高いBMAXを有し
ていた。

【表３】

【０２４６】
　これらのOX40抗体を、それらが可溶性OX40との結合について互いに競合するかどうかを
判定するために、ELISAにより解析した。96ウェルプレートのウェル内に個々のヒト抗体
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をコーティングした。hOX40:mFcを可溶性抗OX40抗体（ブロッキング抗体）とともにプレ
インキュベートした後、コーティングしたウェルに加えた。hOX40:mFcとコーティング抗
体との結合は抗マウスIgG-HRPを用いて検出した。阻害率は、次式(100-(ODサンプル/OD最
大結合サンプル))*100を利用して決定した（図3A）。
【０２４７】
　さらに、96ウェルプレートのウェル内にマウス抗体をコーティングし（L106、315、ACT
35またはマウスIgG）およびhOX40:hFcをブロッキング抗体とともにプレインキュベートし
た。hOX40:hFcの結合はヒツジ抗ヒトIgG-HRPを用いて検出した（図3B）。
【０２４８】
　これらのヒト抗ヒトOX40抗体に対して3つの「エピトープ」群が同定された。112V8、11
2Y55、および112Y131は全て互いにクロスブロックし、一方、112F32および112Z5はそれぞ
れ独特の結合部位を有している。112V8、112Y131、および112Y55は112Z5の結合を一部低
減するが逆の場合はなく、112Z5はそれ自体を遮断(block)するだけである。これは、112Z
5は112V8、112Y55、および112Y131とは異なるエピトープを認識し、結合の低減は立体障
害によるものであり得ることを示唆している。これらのヒト抗OX40抗体は、OX40とのL106
、315またはACT35の結合を遮断せず（図3Aおよび3B）、一方、L106はそれ自体とACT35を
遮断し、112V8および112Y131の結合を、OX40とは結合しない対照抗体（実線）と比べて10
%低減するだけである。これは、本明細書に記載の抗体はL106とは異なるエピトープを認
識することを示している。クローン315は112V8および112Y131の結合を低減するにはした
が、これらの後者の抗体は315の結合を遮断しなかったことから、それらは異なるエピト
ープと結合するにちがいない。
【０２４９】
　また、活性化ヒトT細胞において表面で発現されるOX40との結合を遮断する抗体の能力
を評価するために、フローサイトメトリーによるアッセイも用いた。活性化T細胞を、遮
断抗体を用いて染色し、続いて、ビオチン化抗OX40抗体を加えた。さらに、活性化ヒトT
細胞を、マウス抗ヒトOX40抗体を用いて標識して、OX40結合を遮断した。ビオチン化抗OX
40抗体とこれらの細胞との結合はSA-PEを用いて検出した。それらの細胞をフローサイト
メトリーにより解析した。陽性SA-PE染色の幾何平均を用いて、同じ式、すなわち(100-(O
Dサンプル/OD最大結合サンプル))*100を用いて阻害率を算出した。これらのデータ（図4A
および4B）はELISA解析と相関する。
【０２５０】
　ヒト抗ヒトOX40抗体により3つのエピトープが認識され、1つ目は112F32により、2つ目
は112Z5により、3つ目は112V8および112Y131により認識される。ELISAデータの場合もそ
うであったとおり、112Z5はそれ自体を遮断しただけであるが、その結合は112V8および11
2Y131によって低減した。112V8および112Y131のL106遮断も同じである。L106がまず細胞
と結合しても、112V8および112Y131はヒトOX40と効率よく結合することができる。しかし
ながら、112V8および112Y131はL106結合を阻害した。これらのデータを総合すれば、抗体
はL106が結合するのを立体的に妨げ、同じエピトープを認識しないことが示唆される。11
2F32および112Z5はL106結合を遮断しない。ACT35は112F32、112V8、112Y131、または112Z
5の結合を阻害しなかったが、クローン315は112V8および112Y131の結合を50%低減するに
はした。生細胞への抗体の結合および検出は表面分子の内部移行を誘導し得るため、個々
の抗体の結合レベルは、全体としてより低いOX40の表面発現によって低減し得るものであ
りその抗体の結合の遮断にはよらない。より高い親和性の抗体は、より低い親和性の抗体
よりも多くの内部移行をもたらし得る。これにより、ELISAとフローサイトメトリーデー
タとの間の違いだけでなく、遮断に用いる抗体に応じた結果間での違いも説明し得る。
【０２５１】
　コーティングhOX40:hFc融合タンパク質との可溶性hOX40Lの結合を遮断する112F32、112
V8、112Y131、112Y55、および112Z5の能力を、ELISAプロトコールを用いて試験した（図5
A、表3）。プレートをhOX40:hFcでコーティングし、非特異的部位を遮断した後、抗OX40
抗体を結合させた。洗浄せずに、それらのウェルにOX40L-FLAGを加えた。結合したリガン
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ドは抗FLAG-HRP二次抗体を用いて検出した。阻害率は、次式(100-(ODサンプル/OD最大OX4
0L結合))*100を利用して決定した。112V8、112Y55、および112Y131は、hOX40:hFcとの可
溶性OX40Lの結合の85%を阻止した。112F32はhOX40:hFcとの可溶性hOX40Lの結合のおよそ7
0%を阻止し、112Z5は最大結合の67%を遮断した。これらのデータは、これらのヒト抗ヒト
OX40抗体はリガンド結合に関わるOX40の部分と結合することを示唆している。
【０２５２】
　フローサイトメトリーに基づくアッセイを用いて、OX40を発現する活性化ヒトT細胞と
の可溶性OX40L結合の遮断をモニタリングした場合には、少し異なる結果が得られた（図5
B）。活性化ヒトT細胞を抗OX40抗体、続いて、可溶性flagタグ付きヒトOX40Lを用いて標
識した。OX40Lの結合は抗FLAG-PE抗体を用いて検出した。阻害率は、同じ式、すなわち(1
00-(サンプル/最大結合))*100を利用して決定した。この研究では、112F32はOX40L結合を
阻止することができず、112Z5による遮断は低減したが、一方、他の抗体、112V8、112Y55
、および112Y131は同様の遮断能力を有し続けた。これらの結果における違いは、OX40に
対する112F32および112Z5の親和性に左右されているかもしれない。また、可溶性OX40:mF
c融合タンパク質の二量化ではなく、細胞表面のOX40タンパク質の三量化に起因している
可能性もある。
【０２５３】
　また、活性化T細胞の表面で発現されるOX40は、4-1BB(Ma, ら, Blood 106(6): 2002-10
 (2005))、あるいは112F32を阻止し、または112Z5結合を低減するがOX40とのOX40L結合を
遮断しないBTLA(Cheung, ら, Proc Natl Acad Sci U S A 102(37): 13218-23 (2005); Co
mpaan, ら, J Biol Chem 280(47):39533-6 (2005); Croft, Trends Immunol 26(6): 292-
4 (2005); Gonzalez, ら, Proc Natl Acad Sci U S A 102(4): 1116-21 (2005); Sedy, 
ら, Nat Immunol 6(1): 90-8 (2005))と同様の阻害分子との複合体として存在する可能性
がある。最後の3つの可能性から、個々の抗体により結合される特異的エピトープが提示
され得る。L106、マウス抗ヒトOX40抗体により認識されるエピトープは、L106は組換えOX
40タンパク質とのOX40L結合の95%を遮断したが、活性化T細胞との結合についてはほんの6
0%しか遮断しなかったように、OX40リガンドおよびOX40の確認にも依存している。これら
のデータはOX40上に複数のエピトープが存在し、それらのエピトープのいくつかのものは
OX40L結合を完全に阻害し、一方、他のものは相互作用を一部遮断するだけであることを
示している。異なるエピトープとのこれらの抗体の結合が独特の機能的結果をもたらすか
どうかは分からない。
【０２５４】
　どちらか一方の方法によるリガンド結合の遮断は、特定の抗体によりOX40シグナル伝達
が損なわれることを必ずしも決定しない。ヒト抗ヒトOX40抗体がOX40を媒介とするシグナ
ル伝達を阻止することができるかどうかを判定するために、2ウェイ混合リンパ球培養を
、同種異系ドナー由来の全PBMCを用いて行った。同種異系ドナー由来の末梢血単核細胞を
96ウェルU底プレート中、様々な用量の抗OX40抗体または対照抗体の存在または不在下で7
日間、三連で共培養した。各ウェル当たり1x105細胞/ドナーを加えた。それらのプレート
に培養の最後の18時間、1μCi/ウェル3HTdRを添加した。それらの細胞を回収し、シンチ
レーションカウンターで計数した。増殖を対照抗体または抗OX40抗体の存在または不在下
で測定した（図6）。112V8（図6A）、112Y55、および112Z5（図6B）、ならびに112Y55、1
12Y131、および112F32（図6C）は全て、同種異系細胞によってもたらされる増殖の量を用
量依存的に低減することができ、一方、陰性対照hIgG4、抗ヒト血清アルブミンは増殖に
作用を及ぼさなかった（図6A）。複数の研究を行い、応答の大きさとなる最大CPM取り込
みは、各アッセイに用いたドナーPBMCの組合せに応じたものとなった。混合リンパ球培養
では、CD4およびCD8T細胞の両方が同種異系抗原に応答している。ヒト抗ヒトOX40抗体に
よる増殖応答の低減は、CD4およびCD8T細胞の両方の直接阻害によるものである可能性が
ある。
【０２５５】
　実施例3
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本実施例では、ヒトOX40の直鎖ペプチドを用いたヒト抗ヒトOX40抗体のエピトープのマッ
ピングを記載する。
【０２５６】
　ヒトOX40の細胞外ドメイン内の3つのペプチド（表4）を選択して、112F32、112V8、112
Y55、112Y131、および112Z5によって認識されるエピトープのマッピングを開始した。
【表４】

【０２５７】
　これらのペプチドは、A & A Lab, LLCにより作製し、製造業者の使用説明書(Pierce)に
従ってマレイミドリンカーを用いてキーホールリンペットヘモシアニン(「KLH」)とコン
ジュゲートしたものである。これらのペプチドを炭酸バッファー中10μg/mlにて96ウェル
Maxisorp ELISAプレート(Nunc)に4℃で一晩コーティングした。そのプレートを、PBS/0.1
%Tween 20を用いて洗浄した後、カゼインバッファー(Pierce)を用いて室温にて3時間ブロ
ックした。候補抗体を、PBS/0.1%Tween 20中10%カゼインで希釈して10μg/mlで加えた。E
LISAの残りの部分は、OX40特異的抗体検出ELISAで記載したとおりに実施した。
【０２５８】
　ヒト抗ヒトOX40抗体はどれも、これらのヒトOX40ペプチドと検出可能なように反応しな
かったが、一方、それらのペプチドで免疫したマウス由来の血清は適当なペプチドと結合
した。これらの結果は、112F32、112V8、112Y55、112Y131、および112Z5は、用いたアッ
セイ条件下では、ヒトOX40細胞外配列のこれらの短鎖エピトープと検出可能なように結合
しないということを示している。これらのデータは、これらの配列がより長いペプチド配
列に含まれる場合には、それらがヒト抗ヒトOX40抗体により認識されることを除外しない
。
【０２５９】
　実施例4
　本実施例ではヒト抗ヒトOX40モノクローナル抗体のin vivo機能解析を記載する。
【０２６０】
　急性異種移植片対宿主病(XGVHD)モデルを用いて、in vivoでの112V8G1 ヒト抗ヒトOX40
抗体の治療可能性を検証した(Watanabe, ら, Clin Immunol 120:247-259 (2006))。この
モデルの場合、重症複合免疫不全(SCID)マウスにヒト末梢血単核細胞が移植される。移植
前に、マウスを抗IL2Rβ鎖抗体を用いて処置して、内因性ネズミナチュラルキラー細胞を
枯渇させた後、それらに致死量以下の放射線照射を行って、ヒト細胞を腸管へと移動させ
た。ヒトT細胞は増加し、移植片対宿主様疾患(a graft versus host like disease)を誘
発し、その結果、体重減少、血尿、腹水、肝臓および腸管中への炎症細胞浸潤、最終的に
は死を引き起こす。精製T細胞の移植により同様の症状が起こるように、この疾患は主と
してヒトT細胞により媒介される。
【０２６１】
　SCIDマウスを上記のように処置し、さらに112V8G1またはヒトIgG1イソタイプ対照（抗D
NP）組換え抗体のいずれかを第0日目に投与して、OX40遮断(blockade)の予防可能性を検
証した。第0日目に、マウスに100μg、20μg、または2μgの112V8G1抗体あるいは100μg
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抗DNPを静脈内注射により与えた。3～4日おきに体重を測定した。第12日目に、マウスを
殺し、疾患の症状について解析し、フローサイトメトリー解析用に脾臓を採取した。第12
日目に観察されたグロス病理を、次のとおりスコアをつけた、下痢（0～1）、腸および腹
膜腔での出血、ならびに腹膜炎（それぞれ0～5）（数が高くなるほど重症の疾患を示す）
。全ての病徴の合計を用いて、総グロス病理スコアを決定した。対照抗体を受けたマウス
は全て、XGVHDの症状を示し、112V8G1を受けたマウスよりも高い病理スコアを有していた
。試験した112V8G1の全ての用量でこれらの症状が軽減または抑制された（図7A）。
【０２６２】
　脾臓の解析はこの観察に一致していた。脾臓の単細胞懸濁液をヒトT細胞の存在につい
てフローサイトメトリーにより解析した。ヒトT細胞は対照抗体を用いて処置したマウス
の脾臓中に存在したが、112V8G1処置動物におけるヒトT細胞の数は対照動物におけるT細
胞の数よりも大幅に少なかった（図7B）。さらに、血清中の炎症性ヒトサイトカイン（イ
ンターフェロン-γ、腫瘍壊死因子、および顆粒球-マクロファージコロニー刺激因子）を
、複合技術を用いて測定した。炎症性ヒトサイトカインは112V8G1処置動物において対照
よりも低減していた。最も劇的な影響はインターフェロンγのレベルにあった（図7C）。
同種異系骨髄移植患者の末梢血におけるOX40+T細胞の出現は慢性GVHDの発現と関連してい
た(Gadisseur, ら, Bone Marrow Transplant 23(10): 1013-7 (1999); Kotani, ら, Bloo
d 98(10): 3162-4 (2001); Sanchez, ら, Br J Haematol 126(5): 697-703 (2004))。
【０２６３】
　慢性GVHDの処置におけるOX40遮断の効力を評価するために、慢性異種GVHDの動物モデル
系を確立した。このモデルは、全PBMCの代わりに100万個の精製CD4+細胞をSCIDマウスに
注射することを除けば、急性異種GVHDモデルと同様である。また照射線量も、腸損傷のレ
ベルを低減するために2.12Gyに下げた。疾患の最初の徴候は脱毛および体重減少であり、
その後死に至るが、これは1つには肺中へのT細胞の浸潤が原因である。病徴は第30日目ご
ろに明らかになる。各5匹のマウス群を、112V8G1 組換え抗体を100μg、20μg、または2
μgで用いて週に1回5週間、あるいは抗DNP hIgG1対照抗体を100μgで用いて週に1回5週間
処置した。第7週目に生存しているマウスを解析した。グロス病理スコアは脱毛、出血、
および腹膜炎（それぞれ0～5）ならびに下痢（0～1）の程度によって決定した。
【０２６４】
　観察された主要な病変は脱毛であり、112V8G1の3用量全てで対照処置マウスよりもこの
病徴が軽減していた（図8A）。この観察結果は、CD4 T細胞の移植後48日目の112V8G1処置
マウスの脾臓中のヒトT細胞の低減と一致した（図8B）。このモデルでは、ヒトT細胞はリ
ンパ節へ移動し、対照動物ではリンパ節は容易に検出されるが、抗OX40処置動物では大幅
に低減しているかまたは見つけられない（図8C）。112V8G1を20μgまたは100μgで用いて
処置した動物ではリンパ節は見つけられないことを記しておく。
【０２６５】
　さらに、急性モデルとは異なり、OX40陽性細胞は対照処置マウスの脾臓およびリンパ節
中で容易に検出することができ、OX40+細胞の数は112V8G1処置動物において低減していた
。（図8Bおよび8C）。炎症性サイトカインはヒトCD4 T細胞を受けたマウスの血清中で検
出され、検出されたサイトカインの量は、112V8G1抗ヒトOX40を用いて処置したマウスに
おいて対照ヒトIgG1よりも低減していた。この疾患モデルにおいて産生されるサイトカイ
ンとしては、限定されるものではないが、インターロイキン2、インターロイキン,4、イ
ンターロイキン6、インターロイキン8、インターロイキン10、顆粒球-マクロファージコ
ロニー刺激因子、インターフェロンγおよび腫瘍壊死因子αが挙げられる。インターロイ
キン6を除く全てのサイトカインは、112V8G1を用いた処置により大幅に低減し、それによ
って、枯渇および／または遮断によるOX40シグナル伝達阻害による抗炎症活性が証明され
た。
【０２６６】
　急性XGVHDモデルにおいて予防計画を用いて112V8G4PEを試験した。この抗体は、補体を
固定する能力またはFc受容体と結合する能力がないことから枯渇活性がなく、そのため、
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疾患の予防はOX40シグナル伝達の遮断またはOX40のダウンモジュレーションによって決ま
るであろう。第0日目に各群5匹のマウスに112V8G4PEの200μg、20μg、または2μgでの単
回注射を行った。対照処置マウスには、第0日目、第3日目、または第6日目に200μgの抗D
NPヒトIgG4抗体を与えた。第12日目にグロス病理と脾臓中のヒトT細胞の数についてマウ
スを解析した（図9Aおよび9B、表5）。第12日目のグロス病理を、下痢、腹膜出血または
腹水、および腸出血について0～3の段階でスコアをつけた（0は病変が観察されなかった
ということであり、3は重症疾患を表す）。200μgおよび20μgの112V8G4PEは両方とも明
らかな病変の発生を抑制したが、一方、2μgの用量は疾患を抑制するには不十分であった
。グロス病理の量は、第12日目の脾臓中のヒトT細胞の数と相関性があった。200μgまた
は20μgの112V8G4PEは、対照処置動物と比べて、脾臓中のヒトT細胞の蓄積を大幅に低減
したが、一方、2μgの用量では効果はなかった。112V8G4PE（図9Aおよび9B）と112V8G1（
図7）の力価測定で観察された違いは、112V8G4PE抗体に枯渇活性が存在しないことに起因
し得る。
【０２６７】
　112V8G4PEの投与を第3日または第6日まで遅らせて、OX40シグナル伝達遮断の治療効力
を検証した。ヒトPBMCの移植後第3日目または第6日目のいずれかに200μgの112V8G4PEま
たは対照ヒトIgG4抗体を用いてマウスを処置した。第14日目にグロス病理を評価した。11
2V8G4PE抗ヒトOX40抗体を第3日目または第6日目のいずれかに与えた場合、OX40シグナル
伝達を遮断することにより、対照抗体処置動物で観察される疾患のレベルよりも疾患が改
善した（図9C）。また、抗OX40処置マウスの脾臓中のヒトT細胞の数も対照処置マウスよ
りも大幅に低減した。また、第6日目に投与した場合には、112V8G1も疾患を軽減した。こ
れらのデータは、疾患病変を低減するための治療アプローチとしてのOX40特異的抗体によ
るOX40遮断の効力を証明している。
【０２６８】
　急性および慢性異種移植片対宿主病モデルの両方において、112V8、ヒト抗ヒトOX40抗
体は、疾患病変、炎症性サイトカインの産生、および脾臓およびリンパ節中のヒトT細胞
の数を対照処置動物よりも大幅に低減した。これらのデータは、OX40陽性細胞を直接標的
にすることが、T細胞性疾患の抑制（予防的）および改善（治療的）に適した治療である
ことを証明している。112F32、112Y55、112Y131、および112Z5を用いた一方または両方の
モデルでも同じような結果が得られた（表3）。
【０２６９】
　急性GVHDモデルでは、疾患にCD4およびCD8ヒトT細胞の両方が必要である。CD4 T細胞は
誘発に必要であるが、一方、CD8 T細胞は発症機序の大部分を媒介する。記載したヒト抗
ヒトOX40抗体の1つの投与による疾患の抑制および改善は、CD4およびCD8 T細胞の両方の
直接拮抗作用による可能性があると考えられるし、またはCD4の助けを減らすことによるC
D8T細胞への間接的影響によるCD4 T細胞の直接遮断によるかもしれない。さらに、OX40抗
体は制御性T細胞の生成を促進し得、または制御性T細胞の数を増加させ得る。特定の理論
に縛られるものではないが、これらの機構の1つまたは全てが疾患の改善を媒介する可能
性がある。
【０２７０】
　特定の理論に縛られるものではないが、これらの抗ヒトOX40抗体の潜在的作用機序は、
ナチュラルキラー細胞または好中球エフェクター細胞により抗体依存性細胞傷害(ADCC)を
誘導することである。このプロセスは、活性化T細胞で発現されたOX40と結合した抗OX40
抗体と結合するエフェクター細胞により発現されるFc受容体の能力に依存する。Fc受容体
と結合する免疫グロブリンの能力は、抗体のサブクラスによって、そしてFc受容体のタイ
プによって決まる。ヒトIgG1抗体はナチュラルキラー細胞および好中球のFc受容体と結合
するが、一方、ヒトIgG4抗体は結合しない(Huber, ら, Nature 229(5284): 419-20 (1971
); Brunhouse, ら, Mol Immunol 16(11): 907-17 (1979))。ヒト抗ヒトOX40抗体 112F32(
IgG1)、112V8(IgG1およびIgG4PE)、112Y55(IgG1)、112Y131(IgG4)、および112Z5(IgG1)を
、ヒトナチュラルキラー細胞によるOX40発現標的細胞のADCCを媒介する能力について検証
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した。
【０２７１】
　非放射性細胞傷害アッセイを用いて、ヒト抗ヒトOX40抗体およびヒトナチュラルキラー
細胞とともに、エフェクター細胞20対標的細胞1の比率で4時間のインキュベーション後の
標的細胞の特異的溶解率を決定した（図10）。EL4-ヒトOX40標的細胞を、0.001～10μg/m
lの抗OX40または陰性対照抗体を用いて標識した後、ヒトナチュラルキラー細胞とともに
インキュベートした。標的細胞の溶解は、非放射性細胞傷害アッセイにおいてラクトース
デヒドロゲナーゼの放出により決定した。特異的溶解率は、上記方法に記載のとおり決定
した。ヒトIgG1抗ヒトOX40抗体は、EL4-ヒトOX40標的細胞のADCCを用量依存的に誘導した
。ヒトIgG4抗OX40抗体および対照ヒトIgG1抗体は、標的細胞の特異的溶解を誘導しなかっ
た。エピトープ群B（112V8および112Y55）の抗体が両方とも群A(112F32)およびC(112Z5)
の抗体よりも高いADCC活性を有していたように、ADCC活性のレベルは、相対的結合親和性
およびエピトープ群と相関性がある。
【０２７２】
　本明細書に記載した解析の結果は、様々な結合親和性を有する抗体、3つの異なるエピ
トープ、ならびにOX40リガンド結合の遮断(blocking)、およびT細胞媒介炎症反応の抑制
または改善における効力の証明を明らかにしている。増殖、疾患の進行および炎症性サイ
トカイン産生を低減するこれらのヒト抗ヒトOX40抗体（112F32、112V8、112Y55、112Y131
、および112Z5）の能力は、限定されるものではないが、関節リウマチ、多発性硬化症、
乾癬、クローン病、移植片対宿主病、および移植拒絶を含むT細胞媒介炎症性疾患または
自己免疫疾患を処置するためのアプローチとしての直接的OX40遮断の潜在的能力を示して
いる。抗OX40抗体の枯渇活性は増殖の低減または疾患の改善には必要ないが、T細胞枯渇
により潜在的副作用を軽減することができる。
【０２７３】
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【図面の簡単な説明】
【０２７４】
【図１】ヒト抗ヒトOX40抗体を用いたフローサイトメトリー解析を示す図である。A. PHA
およびIL2での刺激から3日後のヒトCD4 T細胞の前方散乱光(forward scatter)対側方散乱
光(side scatter)のグラフ。B～F. ヒト抗ヒトOX40抗体または対照で標識した活性化ヒト
T細胞。太線は活性化ゲート内の細胞での染色を示し、一方、細線は休止ゲート内の細胞
を示す。ヒストグラムではアイソタイプ対照IgG抗体による活性化細胞の標識を点線で示
している。B. 112F32、C. 112V8、D. 112Y55、E. 112Y131、およびF. 112Z5。
【図２】ヒト抗ヒトOX40モノクローナル抗体による活性化ヒトT細胞の染色を示す図であ
る。示した幾何平均蛍光強度データは、図1Aに示したものと同様の活性化T細胞ゲートか
ら得られたものである。これらのデータを用いて、KDおよびBMAXを決定し、それらを表3
に示している。
【図３】5つのOX40抗体がOX40との結合について競合することを示す図である。A. 抗マウ
スIgG-HRPを用いて検出された、コーティング抗体とのhOX40:mFcの結合についての阻害率
（％）。B. ヒツジ抗ヒトIgG-HRPを用いて検出された、マウス抗体とのhOX40:hFcの結合
についての阻害率（％）。陰性数は示していない。
【図４】5つのOX40抗体がOX40との結合について競合することを示す図である。A. SA-PE
を用いて検出された、遮断抗体およびビオチン化抗OX40抗体で染色した活性化T細胞につ
いての阻害率（％）。B. SA-PEを用いて検出された、マウス抗ヒトOX40抗体およびビオチ
ン化抗OX40抗体で標識した活性化ヒトT細胞についての阻害率（％）。陰性数は示してい
ない。
【図５】ELISAおよびフローサイトメトリーにより測定した、OX40とのOX40Lの結合につい
てのヒト抗ヒトOX40モノクローナル抗体による遮断を示す図である。A.リガンドの結合に
ついての阻害率をELISAにより抗FLAG-HRP二次抗体を用いて検出した。B. OX40Lの結合に
ついての阻害率をフローサイトメトリーにより抗FLAG-PE抗体を用いて検出した。
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【図６】パネルA～Cは異なる3ドナー対に関する3実験を示し、T細胞増殖に対する抗OX40
抗体の効果を示す図である。
【図７】抗体112V8G1組換え抗体が急性異種移植片対宿主病を改善したことを示す図であ
る。A. 総グロス病理スコア(Total gross pathology score)。B. フローサイトメトリー
によりヒトT細胞の存在について解析した脾臓の単細胞懸濁液。T細胞の平均数と各処置群
における各集団の標準偏差を示している。C. マウス血清中のヒトインターフェロンγを
測定した。マウス各群についてのインターフェロンγの平均量を標準偏差とともにpg/ml
で示している。
【図８】抗体112V8G1が慢性異種移植片対宿主病を改善することを示す図である。A. 各マ
ウスの総グロス病理スコア。B. フローサイトメトリーにより決定した、マウス脾臓中の
ヒトT細胞の平均数と標準偏差。C. CD4 T細胞の移植後48日目のSCIDマウス末梢リンパ節
中のヒトT細胞の平均数。
【図９Ａ－Ｂ】第0日目、第3日目、または第6日目に投与したときに、抗体112V8G4PEが急
性異種移植片対宿主病を改善することを示す図である。A. 第0日目に処置した各マウスの
総グロス病理スコア。B. 第0日目に処置したマウスの第12日目の脾臓中のヒトT細胞の平
均数と群の標準偏差。
【図９Ｃ】第0日目、第3日目、または第6日目に投与したときに、抗体112V8G4PEが急性異
種移植片対宿主病を改善することを示す図である。C. 第3日目または第6日目に処置した
各マウスの総グロス病理スコア。
【図１０】抗ヒトOX40ヒトIgG1抗体による特異的溶解率を示す図である。抗ヒトOX40ヒト
IgG1抗体はEL4-ヒトOX40標的のADCCを媒介する。

【図１】 【図２】
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【図５】 【図６】
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【図９Ａ－Ｂ】 【図９Ｃ】
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