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明 細 書

発明の名称 ：

免疫複合体を形成する細胞内八の運搬体 （キャリア）を含む医薬

技術分野

[0001 ] 本発明は、血漿中か ら抗原を消失させるための抗原結合分子の使用、抗原

結合分子を投与することを含む血漿中か ら抗原を消失させる方法、血漿中か

ら抗原を消失させることが可能な抗原結合分子を含む医薬組成物、血漿中か

ら抗原を消失させるための抗原結合分子のスク リーニング方法、および血漿

中か ら抗原を消失させるための抗原結合分子の製造方法を提供する。

背景技術

[0002] 抗体は血漿中での安定性が高 く、副作用も少ないことか ら医薬品と して注

目されている。中でもIgG型の抗体医薬は多数上市されてお り、現在 も数多 く

の抗体医薬が開発されている （非特許文献 1 、および非特許文献 2 ) 。一方

、第二世代の抗体医薬に適用可能な技術 と して様 々な技術が開発されてお り

、エフヱクタ一機能、抗原結合能、薬物動態、安定性 を向上させる、あるい

は、免疫原性 リスクを低減 させる技術等が報告されている （非特許文献 3 )

。抗体医薬は一般 に投与量が非常に高いため、皮下投与製剤の作製が困難で

あること、製造 コス トが高いこと等が課題 と して考 え られる。抗体医薬の投

与量を低減 させる方法 と して、抗体の薬物動態を向上する方法 と、抗体 と抗

原のァフィ二テ ィ一を向上する方法が考 え られる。

[0003] 抗体の薬物動態を向上させる方法 と して、定常領域の人工的なアミノ酸置

換が報告されている （非特許文献 4 、および 5 ) 。抗原結合能、抗原中和能

を増強させる技術 と して、 ァフィ二テ ィ一マチユレ一シ ヨン技術 （非特許文

献 6 ) が報告されてお り、可変領域のCDR領域などのアミノ酸 に変異 を導入す

ることで抗原への結合活性 を増強することが可能である。抗原結合能の増強

によりインビ トロの生物活性 を向上させる、あるいは投与量を低減すること

が可能であ り、 さらに i n i o (生体内）での薬効 を向上させることも可能で



あ る （非 特 許 文 献 7 ) 。

[0004] — 方 、 抗 体 一 分 子 あ た りが 中和 で き る抗 原 量 は ァ フ ィ二 テ ィー に依 存 し、

ァ フ ィ二 テ ィ一 を強 くす る こ とで 少 な い抗 体 量 で 抗 原 を 中和 す る こ とが 可 能

で あ り、 様 々 な 方 法 で 抗 体 の ァ フ ィ二 テ ィ一 を強 くす る こ とが 可 能 で あ る （

非 特 許 文 献 6 ) 。 さ らに抗 原 に共 有 結 合 的 に結 合 し、 ァ フ ィ二 テ ィ一 を無 限

大 に す る こ とが で きれ ば 一 分 子 の 抗 体 で 一 分 子 の 抗 原 （二 価 の 場 合 は 二 抗 原

) を 中和 す る こ とが 可 能 で あ る。 しか しな が ら、 これ まで の 方 法 で は 一 分 子

の 抗 体 は、 一 分 子 の 抗 原 （二 価 の 場 合 は 二 抗 原 ） に結 合 す る こ とが 限 界 で あ

つた。 一 方 、 最 近 に な って 抗 原 に対 して pH依 存 的 に結 合 す る抗 原 結 合 分 子 を

用 い る こ とで、 一 分 子 の 抗 原 結 合 分 子 が複 数 分 子 の 抗 原 に結 合 す る こ とが 可

能 で あ る こ とが報 告 され た （特 許 文 献 1 、 非 特 許 文 献 8 ) 。 pH依 存 的 抗 原 結

合 分 子 は、 抗 原 に対 して血 漿 中 の 中性 条 件 下 に お い て は強 く結 合 し、 エ ン ド

ソ一 厶 内 の酸 性 条 件 下 に お い て 抗 原 を解 離 す る。 さ らに抗 原 を解 離 した後 に

当該 抗 原 結 合 分 子 が FcRn に よ って血 漿 中 に リサ イ クル され る と再 び 抗 原 に結

合 す る こ とが 可 能 で あ る た め 、 一 つ の pH依 存 的 抗 原 結 合 分 子 で複 数 の 抗 原 に

繰 り返 し結 合 す る こ とが 可 能 とな る。

[0005] さ らに、 中性 条 件 下 （pH7. 4 ) に お け る FcRn 結 合 を増 強 す る よ う に改 変 され

た pH依 存 的 抗 原 結 合 分 子 は、 抗 原 に繰 り返 し結 合 で き る効 果 、 お よび 、 血 漿

中 か ら抗 原 を消 失 させ る効 果 を有 して い る た め 、 こ う した 抗 原 結 合 分 子 の 投

与 に よ って血 漿 中 か ら抗 原 を除 去 す る こ とが 可 能 で あ る こ とが報 告 され た （

特 許 文 献 2 ) 。 通 常 の IgG 抗 体 の Fc領 域 を含 む P H依 存 的 抗 原 結 合 分 子 は、 中性

条 件 下 に お い て FcRn に対 して ほ とん ど結 合 が 認 め られ な い。 そ の た め 、 当該

抗 原 結 合 分 子 と抗 原 の複 合 体 が 細 胞 内 に取 り込 まれ る の は、 主 に非 特 異 的 な

取 込 み に よ る と考 え られ る。 この報 告 に よれ ば、 中性 条 件 下 （pH7. 4 ) に お け

る FcRn 結 合 を増 強 す る よ う に改 変 され た P H依 存 的 抗 原 結 合 分 子 は、 通 常 の IgG

抗 体 の Fc領 域 を含 む P H依 存 的 抗 原 結 合 分 子 よ りも、 そ の 抗 原 消 失 を さ らに加

速 す る こ とが 可 能 で あ る （特 許 文 献 2 ) 。

[0006] 抗 原 の血 漿 中滞 留 性 は、 FcRn を介 した リサ イ クル 機 構 を有 す る抗 体 と比 較



して非常に短いため、抗原は血漿中で当該 リサイクル機構を有する （その結

合がpH依存的でない）抗体と結合することによって、通常血漿中滞留性が長

くなり、血漿中抗原濃度は上昇する。例えば、血漿中抗原が複数種類の生理

機能を有する場合、仮に抗体の結合によって一種類の生理活性が遮断された

としても、当該抗原の血漿中濃度が抗体の結合によって他の生理機能が病因

となる症状を増悪することも考えられる。このような観点から血漿中の抗原

を消失させることが好ましい場合があるところ、抗原の消失を加速する目的

で上記のようなFcRn への結合を増強するFc領域に対する改変を加える方法が

報告されているが、それ以外の方法で抗原の消失を加速する方法はこれまで

に報告されていない。

[0007] なお、本発明における先行技術文献を以下に示す。

先行技術文献

特許文献

[0008] 特許文献 1 ：国際公開第WO2009/ 125825 号

特許文献2 ：国際公開第WO20 11/ 1220 11号

非特許文献

[0009] 非 寺目午文南犬1 ： onoc Lona L an t i body successes i n t he c i n i c , J a n i c e Re

i che r t , C a r k J Rosenswe i g , Lau r a B Faden Mat t hew C De i t z , Nat . B i

o t echno (2005) 23, 073 一 078

非 午文南犬2 ：Pa ou , Be sey MJ . , The t he r apeu t i c a n t i bod i es ma r k e t

t o 2008. f Eu r . J . Pha r . B i opha r . (2005) 59 (3) , 389-396

非 午文南犬3 ：K i m SJ , Pa r k Y, Hong HJ , An t i body eng i nee i ng f o r t he d

eve opmen t o f t he r apeu t i c a n t i bod i es. , o Ce LLs , (2005) 2 0 ( ) , 17 -

2 9

非特許文献4 : H i n t o n PR, X i ong JM, J oh Lf s MG, Tang MT, Ke LLe r S, Tsu r u

s h i t a N, J . Immuno (2006) 7 6 ( 1) , 346-356

非 寺目午文南犬5 ：Ghe t i e V, Popov S, Bo r vak J , Radu C, Mat eso i D, Medesan

C, Obe r RJ , Wa r d ES. , Nat . B i o t echno ( 1997) 5 (7) , 637-640



赛ま特 許 文献 6 : Raj pa L A, Beyaz N, Haber L, Cappucc i LL i G, Yee H, Bhatt

RR, Takeuch i T, Lerner RA, Crea R. , Proc. Nat し Acad. Sc i . USA. (2005

) 102 (24), 8466-8471

非 特 許 文献 7 ：Wu H, Pfar r DS, Johnson S, Brewah YA, Woods RM, Pate L NK

, h i t e WI, Young JF, K i ener PA. , J . Mo し B i o し (2007) 368, 652-665

非 特 許 文献 8 : Igawa T, e t a し , Nat. B i otechno L. (201 0 ) 28, 1203-1 207

発明の概要

発明が解決 しょうとする課題

[001 0 ] 本発明はこのような状況 に鑑みて為 されたものであ り、 その 目的は、血漿

中か ら抗原 を消失させるための抗原結合分子の使用、抗原結合分子を投与す

ることを含む血漿中か ら抗原 を消失させる方法、血漿中か ら抗原 を消失させ

ることが可能な抗原結合分子を含む医薬組成物、血漿中か ら抗原 を消失させ

るための抗原結合分子のスク リーニ ング方法、 および血漿中か ら抗原 を消失

させるための抗原結合分子の製造方法 を提供することにある。

課題を解決するための手段

[001 1] 本発明者 らは、上記の 目的を達成するために鋭意研究を進めた ところ、 （i )

Fc領域、 および、 （ ) 二以上の抗原結合 ドメインを含む抗原結合分子であ

つて、 当該 ドメインの少な くとも一つがイオ ン濃度の条件 によって抗原 に対

する結合活性が変化する抗原結合 ドメインであ り、

(a) 二分子以上の当該抗原結合分子、 および、 （b) 二分子以上の抗原であ つ

て、 当該抗原は二以上の抗原結合単位 を含む抗原、 を含む免疫複合体 を形成

することが可能な抗原結合分子を創作 した。 また、本発明者 らは、 当該抗原

結合分子が血漿中か ら抗原 を消失するために使用で きることを見出 した。 さ

らに、本発明者 らは、 当該抗原結合分子が医薬組成物 と して有用であること

を見出す とともに、 当該抗原結合分子を投与することを含む血漿中か ら当該

抗原 を消失させる方法 を創作 した。 また、本発明者 らは前記の性質を有する

抗原結合分子のスク リーニ ング方法 を見出す とともに、 その製造方法 を創作

して本発明を完成 した。



すなわち本発明は下記 ；

〔1 〕 ( i ) Fc領域、 および、

( ) 二以上の抗原結合 ドメイン、

を含む抗原結合分子の使用であ って、 当該 ドメインの少な くとも一つがィ才

ン濃度の条件 によって抗原 に対する結合活性が変化する抗原結合 ドメイ ンで

あ り、

(a) 二分子以上の当該抗原結合分子、 および、 （b) 二分子以上の抗原、ただ

し当該抗原は二以上の抗原結合単位 を含む、

を含む免疫複合体 を形成することが可能な抗原結合分子の、血漿中か ら当該

抗原 を消失させるための使用、

〔2 〕イオ ン濃度の条件が、 カルシウムイオ ン濃度の条件である、 〔1 〕 に

記載の使用、

〔3 〕前記抗原結合 ドメインが、低 カルシウムイオ ン濃度の条件下での抗原

に対する結合活性が高カルシウムイオ ン濃度の条件下での抗原 に対する結合

活性 よ りも低 い抗原結合 ドメインである、 〔2 〕 に記載の使用、

〔4 〕イオ ン濃度の条件が、 pHの条件である、 〔1 〕か ら 〔3 〕のいずれか

に記載の使用、

〔5 〕前記抗原結合 ドメインが、 pH酸性域 における抗原 に対する結合活性がp

H中性域の条件 における抗原 に対する結合活性 よ りも低 い抗原結合 ドメイ ンで

ある、 〔4 〕 に記載の使用、

〔6 〕二以上の抗原結合単位 を含む前記抗原が多量体である 〔1 〕か ら 〔5

〕のいずれかに記載の使用、

〔7 〕前記抗原が、 GDF、 GDF-K GDF-3 (Vgr-2) 、 GDF-5 (BMP-14、 CDMP-1 )

、 GDF-6 (BMP-1 3、 CDMP-2) 、 GDF-7 (BMP-1 2、 CDMP-3) 、 GDF-8 ( ミ才スタチ

ン）、 GDF-9、 GDF-1 5 (MIC-1 ) 、 TNF、 TNF-アル フ ァ、 TNF-アル フ ァべ 一 タ、

TNF-ベ 一 タ2、 TNFSF1 0 (TRAIL Apo-2 リガン ド、TL2) 、 TNFSF1 1 (TRANCE/RAN

Kリガン ド 0DF、 0PG リガン ド）、 TNFSF1 2 (TWEAK Apo-3 リガン ド、DR3 リガン

ド）、 TNFSF1 3 (APRIL TALL2) 、 TNFSF1 3B (BAFF BLYS、 TALL1、 THANK, TNFS



F20) 、 TNFSF14 (LIGHT HVEM リガ ン ド、 LTg) 、 TNFSF1 5 (TL1A/VEGI) 、 TNFS

F 18 (GITR リガ ン ド AITR リガ ン ド、 TL6) 、 TNFSF1A (TNF-a コ ネ ク チ ン （Con

ect i n ) 、 DIF 、 TNFSF2) 、 TNFSF1 B (TNF-b LTa 、 TNFSF1 ) 、 TNFSF3 (LTb TNF

C、 p33) 、 TNFSF4 (0X40 リガ ン ド gp34 、 TXGP1 ) 、 TNFSF5 (CD40 リガ ン ド CD

154 、 gp39 、 HIGM1 、 IMD3 、 TRAP) 、 TNFSF6 (Fas リガ ン ド Apo-1 リガ ン ド、 AP

T 1 リガ ン ド） 、 TNFSF7 (CD27 リガ ン ド CD70) 、 TNFSF8 (CD30 リガ ン ド CD1 5 3

) 、 TNFSF9 (4-1 ΒΒ リガ ン ド CD1 3 7 リガ ン ド) 、 VEGF 、 IgE 、 IgA 、 IgG 、 IgM 、

RANKL 、 TGF- アル フ ァ、 TGF- ベ 一 タ、 TGF- ベ 一 タ Pan Spec i f i c、 ま た は IL-8

の い ず れ か で あ る 〔6 〕 に記 載 の 使 用 、

〔8 〕 二 以 上 の 抗 原 結 合 単 位 を含 む 前 記 抗 原 が 単 量 体 で あ る 〔1 〕 か ら 〔5

〕 の い ず れ か に記 載 の 使 用 、

〔9 〕 抗 原 結 合 分 子 が 、 多 重 特 異 性 ま た は 多 重 パ ラ 卜ピ ッ ク な 抗 原 結 合 分 子

、 も し くは 抗 原 結 合 分 子 カ クテ ル で あ る 〔1 〕 か ら 〔8 〕 の い ず れ か に記 載

の 使 用 、

〔1 0 〕 前 記 Fc領 域 が 、 そ れ ぞ れ 配 列 番 号 ： 1 3 、 1 4 、 1 5 、 ま た は 1 6

の い ず れ か で 表 さ れ る Fc領 域 で あ る、 〔1 〕 か ら 「9 〕 の い ず れ か に記 載 の

使 用 、

〔1 1 〕 前 記 Fc領 域 の P H酸 性 域 の 条 件 下 で の FcRn に対 す る結 合 活 性 が 、 配 列

番 号 ： 1 3 、 1 4 、 1 5 、 ま た は 1 6 の い ず れ か で 表 さ れ る Fc領 域 の 結 合 活

性 よ り増 強 さ れ て い る Fc領 域 で あ る、 〔1 〕 か ら 〔9 〕 の い ず れ か に記 載 の

使 用 、

〔1 2 〕 前 記 Fc領 域 が 、 配 列 番 号 ： 1 3 、 1 4 、 1 5 、 ま た は 1 6 の い ず れ

か で 表 さ れ る Fc領 域 の ア ミ ノ酸 配 列 の うち 、 EUナ ンバ リン グ で 表 さ れ る 238 位

、 244 位 、 245 位 、 249 位 、 250 位 、 251 位 、 252 位 、 253 位 、 254 位 、 255 位 、 256

位 、 257 位 、 258 位 、 260 位 、 262 位 、 265 位 、 270 位 、 272 位 、 279 位 、 283 位 、 2 8

5位 、 286 位 、 288 位 、 293 位 、 303 位 、 305 位 、 307 位 、 308 位 、 309 位 、 3 1 1位 、 3

12位 、 3 14位 、 3 16位 、 3 17位 、 3 18位 、 332 位 、 339 位 、 340 位 、 341 位 、 343 位 、

356 位 、 360 位 、 362 位 、 375 位 、 376 位 、 377 位 、 378 位 、 380 位 、 382 位 、 385 位



、386位、387位、388位、389位、400位、4 13位、4 15位、423位、424位、427

位、428位、430位、43 1位、433位、434位、435位、436位、438位、439位、44

0位、442位または447位のァミノ酸の群から選択される少なくともひとつ以上

のアミノ酸が置換されているFc領域である 〔1 1 〕に記載の使用、

〔1 3 〕 前記Fc領域が、配列番号 ：1 3 、 1 4 、 1 5 、または 1 6 のいず

れかで表されるFc領域のアミノ酸配列のうち、EUナンバリングで表される ；

238位のアミノ酸がLeu、

244位のアミノ酸がLeu、

245位のアミノ酸がAr g、

249位のアミノ酸がPr o、

250位のアミノ酸がGLnまたはGLuのいずれか、もしくは

251位のアミノ酸がAr g、Asp GLu またはLeuのいずれか、

252位のアミノ酸がPhe、Se r、Th r、またはTy rのいずれか、

254位のァミノ酸がSe またはTh のいずれか、

255位のアミノ酸がAr g、GLy、 I Le、またはLeuのいずれか、

256位のアミノ酸がALa、Ar g、Asn、Asp GLn、GLu、Pr o またはTh rのいずれ

か、

257位のアミノ酸がALa、 I Le、Me t Asn、Se r、またはVa Lのいずれか、

258位のアミノ酸がAsp、

260位のアミノ酸がSe r、

262位のアミノ酸がLeu、

270位のアミノ酸がLys、

272位のアミノ酸がLeu、またはAr gのいずれか、

279位のアミノ酸がALa、Asp GLy、Hi s Me t Asn、GLn、Ar g、Se r、Th r、Tr

p、またはTy rのいずれか、

283位のアミノ酸がALa、Asp Phe、GLy、Hi s I Le、 Lys、 Leu、Asn、Pr o GL

n、Ar g、Se r、Th r、Tr p、またはTy rのいずれか、

285位のアミノ酸がAsn、



286位のアミノ酸がPhe、

288位のアミノ酸がAsn、またはPro のいずれか、

293位のアミノ酸がVaし

307位のアミノ酸がALa、G u GLn、またはMetのいずれか、

3 11位のアミノ酸がALa、 GLu、 I Le、 Lys 、 Leu、 Met, Ser 、

いずれか、

309位のアミノ酸がPro 、

3 12位のアミノ酸がALa、 Asp またはPro のいずれか、

314位のアミノ酸がALaまたはLeuのいずれか、

3 16位のァミノ酸がしヅ5、

3 17位のアミノ酸がPro 、

3 18位のアミノ酸がAsn、 またはThr のいずれか、

332位のアミノ酸がPhe、 Hi s Lys 、 Leu, Met Arg 、 Se r またはTrp のいずれ

か、

339位のアミノ酸がAsn、 Thr 、またはTrp のいずれか、

341位のアミノ酸がPro 、

343位のアミノ酸がGLu、 Hi s Lys 、 GLn、Arg 、 Thr 、またはTyr のいずれか、

375位のアミノ酸がArg 、

376位のアミノ酸がGLy、 l e Met Pro, Th r またはVaLのいずれか、

377位のアミノ酸がLys 、

378位のアミノ酸がAsp、 Asn、またはVa Lのいずれか、

380位のアミノ酸がA La、Asn、 Ser 、またはThr のいずれか

382位のアミノ酸がPhe、 Hi s I Le、 Lys 、 Leu、 Met, Asn、 GLn、Arg 、 Ser 、 Th

r、 Vaし Trp 、またはTyr のいずれか、

385位のアミノ酸が/ a、 Arg 、 Asp Gly, Hi s Lys 、 Se r またはThr のいずれ

か、

386位のアミノ酸がArg 、 Asp I Le、 Lys 、Met, Pro, Ser 、またはThr のいずれ

か、



387位のアミノ酸がA La、 Arg 、 Hi s Pro, Ser 、 またはThr のいずれか、

389位のアミノ酸がAsn、 Pro, またはSer のいずれか、

423位のアミノ酸がAsn、

427位のアミノ酸がAsn、

428位のアミノ酸がLeu、 Met, Phe、 Ser 、 またはThr のいずれか

430位のアミノ酸がA La、 Phe、 GLy、 Hi s I Le、 Lys 、 Leu、 Met, Asn、 GLn、 Ar

g、 Ser 、 Thr 、 Vaし またはTyr のいずれか、

431位のアミノ酸がHi s、 またはAsnのいずれか、

433位のアミノ酸がArg 、 GLn、 Hi s I Le、 Lys 、 Pro, またはSer のいずれか、

434位のアミノ酸がA La、 GLy、 Hi s Phe、 Ser 、 Trp 、 またはTyr のいずれか、

436位のアミノ酸がArg 、 Asn、 Hi s I Le、 Leu、 Lys 、 Met, またはThr のいずれ

か、

438位のアミノ酸がLys 、 Leu、 Thr 、 またはTrp のいずれか、

440位のァミノ酸がLys 、も しくは、

442位のアミノ酸がLys 、 308位のアミノ酸が I Le、 Pro, またはThr のいずれか

の群か ら選択される少な くともひとつ以上のアミノ酸である、 〔1 2 〕に記

載の使用、

〔1 4 〕前記 Fc領域の PH中性域の条件下でのFcRnに対する結合活性が、配列

番号 ：1 3 、 1 4 、 1 5 、 または 1 6 のいずれかで表されるFc領域の結合活

性より増強されているFc領域である、 〔1 〕か ら 〔9 〕のいずれかに記載の

使用、

〔1 5 〕前記 Fc領域が、配列番号 ：1 3 、 1 4 、 1 5 、 または 1 6 のいずれ

かで表されるFc領域のアミノ酸配列のうち、 EUナンバ リングで表される237位

、 248位、 250位、 252位、 254位、 255位、 256位、 257位、 258位、 265位、 286

位、 289位、 297位、 298位、 303位、 305位、 307位、 308位、 309位、 3 11位、 3 1

2位、 3 14位、 3 15位、 3 17位、 332位、 334位、 360位、 376位、 380位、 382位、 3

84位、 385位、 386位、 387位、 389位、424位、428位、433位、434位 または436



位の群から選択される少なくともひとつ以上のァミノ酸が置換されているFc

領域である 〔1 4 〕に記載の使用、

6 〕前記Fc領域が、配列番号 ：Ί 3 、 1 4 、 1 5 、または 1 6 のいずれ

かで表されるFc領域のアミノ酸配列のうち、EUナンバリングで表される ；

237位のアミノ酸がMe t、

248位のアミノ酸がI Le、

250位のアミノ酸がALa、Phe、 I Le、Me t GLn、Se r、Vaし Tr p

いずれか、

252位のアミノ酸がPhe、Tr p、またはTy rのいずれか、

254位のアミノ酸がTh r、

255位のアミノ酸がGLu、

256位のアミノ酸がAsp、Asn、GLu またはGLnのいずれか、

257位のアミノ酸がALa、GLy、 I Le、 Leu、Me t Asn、Se r、Th r

いずれか、

258位のアミノ酸がHi s、

265位のアミノ酸がALa、

286位のアミノ酸がALaまたはGLuのいずれか、

289位のアミノ酸がHi s、

297位のアミノ酸がALa、

303位のアミノ酸がALa、

305位のアミノ酸がALa、

307位のアミノ酸がALa、Asp Phe、GLy、Hi s I Le、 Lys、 Leu、Me t Asn、Pr

o、GLn、Ar g、Se r、Vaし Tr p、またはTy rのいずれか、

308位のアミノ酸がALa、Phe、 I Le、Leu、Me t Pr o GLn、またはTh rのいずれ

か、

309位のアミノ酸がALa、Asp, GLu、Pr o またはAr gのいずれか、

3 11位のアミノ酸がALa、Hi s またはI Leのいずれか、

3 12位のアミノ酸がALaまたはHi sのいずれか、



3 14位のアミノ酸がLys またはArg のいずれか、

3 15位のアミノ酸がA La、AspまたはHi sのいずれか、

3 17位のアミノ酸がA La、

332位のアミノ酸がVaし

334位のアミノ酸がLeu、

360位のアミノ酸がHi s、

376位のアミノ酸がA La、

380位のアミノ酸がA La、

382位のアミノ酸がALa、

384位のアミノ酸がA La、

385位のアミノ酸がAspまたはHi sのいずれか、

386位のアミノ酸がPro 、

387位のアミノ酸がGLu、

389位のアミノ酸がALaまたはSer のいずれか、

424位のアミノ酸がA La、

428位のアミノ酸がA La、Asp Phe、GLy、Hi s I Le、 Lys、 Leu、Asn、 Pro, GL

n、 Ser 、 Thr 、 Vaし Trp 、またはTyr のいずれか、

433位のアミノ酸がLys 、

434位のアミノ酸がALa、 Phe、H s Ser 、Trp 、またはTyr のいずれか、もしく

は

436位のアミノ酸がHi s 、 I Le、 Leu、 Phe、Thr 、またはVaし

の群から選択される少なくともひとつ以上のアミノ酸である、 5 〕に記

載の使用、

〔1 7 〕前記Fc領域が、天然型ヒトIgGのFc領域のFc レセプターに対する結

合活性よりもFcァレセプターに対する結合活性が高いFc領域を含む 〔1 〕か

ら 〔1 3 〕のいずれかに記載の使用、

〔1 8 〕前記Fc領域のアミノ酸配列のうち、EUナンバ リングで表される221位

、222位、223位、224位、225位、227位、228位、230位、231位、232位、233



位、234位、235位、236位、237位、238位、239位、240位、241位、243位、24

4位、245位、246位、247位、249位、250位、251位、254位、255位、256位、2

58位、260位、262位、263位、264位、265位、266位、267位、268位、269位、

270位、271位、272位、273位、274位、275位、276位、278位、279位、280位

、281位、282位、283位、284位、285位、286位、288位、290位、291位、292

位、293位、294位、295位、296位、297位、298位、299位、300位、301位、30

2位、303位、304位、305位、311位、313位、315位、317位、318位、320位、3

22位、323位、324位、325位、326位、327位、328位、329位、330位、331位、

332位、333位、334位、335位、336位、337位、339位、376位、377位、378位

、379位、380位、382位、385位、392位、396位、421位、427位、428位、429

位、434位、436位または440位の群から選択される少なくともひとつ以上のァ

ミノ酸が天然型ヒ卜IgGのFc領域のアミノ酸と異なるアミノ酸を含む 〔1 7 〕

に記載の使用、

〔1 9 〕前記Fc領域のアミノ酸配列のうち、EUナンバリングで表される ；

221位のアミノ酸がLys またはTy rのいずれか、

222位のアミノ酸がPhe、Tr p、GLuまたはTy rのいずれか、

223位のアミノ酸がPhe、Tr p、GLuまたはLysのいずれか、

224位のアミノ酸がPhe、Tr p、GLuまたはTy rのいずれか、

225位のアミノ酸がGLu、 Lys またはTr pのいずれか、

227位のアミノ酸がGLu、GLy、 Lys またはTy rのいずれか、

228位のアミノ酸がGLu、GLy、 Lys またはTy rのいずれか、

230位のアミノ酸がALa、GLu GLyまたはTy rのいずれか、

231位のアミノ酸がGLu、GLy Lys, Pr oまたはTy rのいずれか、

232位のアミノ酸がGLu、GLy Lys またはTy rのいずれか、

233位のアミノ酸がALa、Asp Phe、GLy、Hi s I Le、 Lys、 Leu、Me t Asn、GL

n、Ar g、Se r、Th r、Vaし Tr pまたはTy rのいずれか、

234位のアミノ酸がALa、Asp GLu、Phe、GLy、Hi s I Le、 Lys、Me t Asn、Pr

o、GLn、Ar g、Se r、Th r、Vaし Tr pまたはTy rのいずれか、



235位のアミノ酸がALa、Asp GLu、Phe、GLy、Hi s I Le、 Lys、Me t Asn、Pr

o、GLn、Ar g、Se r、Th r Vaし Tr pまたはTy rのいずれか、

236位のアミノ酸がALa、Asp、GLu、Phe、Hi s、 I Le、 Lys、 Leu、Me t、Asn、Pr

o、GLn、Ar g、Se r、Th r Vaし Tr pまたはTy rのいずれか、

237位のアミノ酸がAsp、GLu、Phe、Hi s I Le、 Lys、 Leu、Me t Asn、Pr o GL

n、Ar g、Se r、Th r、Va L T r pまたはTy rのいずれか、

238位のアミノ酸がAsp、GLu、Phe、GLy、Hi s I Le、 Lys、 Leu、Me t Asn、GL

n、Ar g、Se r、Th r、Va L T r pまたはTy rのいずれか、

239位のアミノ酸がAsp、GLu、Phe、GLy、Hi s I Le、 Lys、 Leu、Me t Asn、Pr

o、GLn、Ar g、Th r、Va L T r pまたはTy rのいずれか、

240位のアミノ酸がALa、 I Le、Me t またはTh rのいずれか、

241位のアミノ酸がAsp、GLu、 Leu、Ar g、Tr pまたはTy rのいずれか、

243位のアミノ酸がLeu、GLu、 Leu、GLn、Ar g、Tr pまたはTy rのいずれか、

244位のアミノ酸がHi s、

245位のアミノ酸がALa、

246位のアミノ酸がAsp、GLu、Hi sまたはTy rのいずれか、

247位のアミノ酸がALa、Phe、GLy、Hi s I Le、 Leu、Me t Th r、Va LまたはTy r

のいずれか、

249位のアミノ酸がGLu、Hi s GLnまたはTy rのいずれか、

250位のアミノ酸がGLuまたはGLnのいずれか、

251位のアミノ酸がPhe、

254位のアミノ酸がPhe、Me t またはTy rのいずれか、

255位のアミノ酸がGLu、 LeuまたはTy rのいずれか、

256位のアミノ酸がALa、Me t またはPr oのいずれか、

258位のアミノ酸がAsp、GLu、Hi s Se rまたはTy rのいずれか、

260位のアミノ酸がAsp、GLu、Hi sまたはTy rのいずれか、

262位のアミノ酸がALa、GLu、Phe、 I LeまたはTh rのいずれか、

263位のアミノ酸がALa、 I Le、Me t またはTh rのいずれか、



264位のアミノ酸がAsp、GLu、 Phe、GLy、Hi s I Le、 Lys、 Leu、Met, Asn、 Pr

o、GLn、Arg 、 Ser 、 Thr 、 Trp またはTyr のいずれか、

265位のアミノ酸がA La、 Leu、 Phe、GLy、Hi s I Le、 Lys、 Leu、Met, Asn、 Pr

o、GLn、Arg 、 Ser 、 Thr 、 Vaし Trp またはTyr のいずれか、

266位のアミノ酸がA La、 I Le、Met またはThr のいずれか、

267位のアミノ酸がAsp、GLu、 Phe、Hi s I Le、 Lys、 Leu、Met, Asn、 Pro, GL

n、Arg 、 Thr 、 Vaし Trp またはTyr のいずれか、

268位のアミノ酸がAsp、GLu、 Phe、GLy、 I Le、 Lys、 Leu、Met, Pro, GLn、Ar

g、 Thr 、 Va LまたはTrp のいずれか、

269位のアミノ酸がPhe、GLy、Hi s I Le、 Lys、 Leu、Met, Asn、 Pro, Arg 、 Se

r、 Thr 、 Vaし Trp またはTyr のいずれか、

270位のアミノ酸がGLu、 Phe、GLy、Hi s I Le、 Leu、Met, Pro, GLn、Arg 、 Se

r、 Thr 、 Trp またはTyr のいずれか、

271位のアミノ酸がALa、Asp GLu、 Phe、GLy、Hi s I Le、 Lys、 Leu、Met, As

n、GLn、Arg 、 Ser 、 Thr 、 Vaし Trp またはTyr のいずれか、

272位のアミノ酸がAsp、 Phe、GLy、Hi s I Le、 Lys、 Leu、Met, Pro, Arg 、 Se

r、 Thr 、 Vaし Trp またはTyr のいずれか、

273位のアミノ酸がPheまたは I Leのいずれか、

274位のアミノ酸がAsp、GLu、 Phe、GLy、Hi s I Le、 Leu、Met, Asn、 Pro, Ar

g、 Ser 、 Thr 、 Vaし Trp またはTyr のいずれか、

275位のアミノ酸がLeuまたはTrp のいずれか、

276位のアミノ酸が、Asp、GLu、 Phe、GLy、Hi s I Le、 Leu、Met, Pro, Arg 、

Ser 、 Thr 、 Vaし Trp またはTyr のいずれか、

278位のアミノ酸がAsp、GLu、GLy、Hi s I Le、 Lys、 Leu、Met, Asn、 Pro, GL

n、Arg 、 Ser 、 Thr 、 Va LまたはTrp のいずれか、

279位のアミノ酸がA La、

280位のアミノ酸がA La、GLy、Hi s Lys、 Leu、 Pro, GLn、Trp またはTyr のい

ずれか、



28 1位のアミノ酸がAsp、 Lys、Pr oまたはTy rのいずれか、

282位のアミノ酸がGLu、GLy、 Lys、Pr oまたはTy rのいずれか、

283位のアミノ酸がALa、GLy、Hi s I Le、 Lys、 Leu、Me t Pr o Ar gまたはTy r

のいずれか、

284位のアミノ酸がAsp、GLu、 Leu、Asn、Th rまたはTy rのいずれか、

285位のアミノ酸がAsp、GLu、 Lys、GLn、Tr pまたはTy rのいずれか、

286位のアミノ酸がGLu、GLy、Pr oまたはTy rのいずれか、

288位のアミノ酸がAsn、Asp GLuまたはTy rのいずれか、

290位のアミノ酸がAsp、GLy、Hi s Leu、Asn、Se r、Th r、Tr pまたはTy rのい

ずれか、

291位のアミノ酸がAsp、GLu GLy、Hi s I Le、GLnまたはTh rのいずれか、

292位のアミノ酸がALa、Asp GLu、Pr o Th rまたはTy rのいずれか、

293位のアミノ酸がPhe、GLy、Hi s I Le、 Leu、Me t Asn、Pr o Ar g、Se r、Th

r、Vaし Tr pまたはTy rのいずれか、

294位のアミノ酸がPhe、GLy、Hi s I Le、 Lys、 Leu、Me t Asn、Pr o Ar g、Se

r、Th r、Vaし Tr pまたはTy rのいずれか、

295位のアミノ酸がAsp、GLu、Phe、GLy、Hi s I Le、 Lys、Me t Asn、Pr o Ar

g、Se r、Th r、Vaし Tr pまたはTy rのいずれか、

296位のアミノ酸がALa、Asp GLu、GLy、Hi s I Le、 Lys、 Leu、Me t Asn、GL

n、Ar g、Se r、Th rまたはVa Lのいずれか、

297位のアミノ酸がAsp、GLu、Phe、GLy、Hi s I Le、 Lys、 Leu、Me t Pr o GL

n、Ar g、Se r、Th r、Vaし Tr pまたはTy rのいずれか、

298位のアミノ酸がALa、Asp GLu、Phe、Hi s I Le、 Lys、Me t Asn、GLn、Ar

g、Th r、Vaし Tr pまたはTy rのいずれか、

299位のアミノ酸がALa、Asp GLu、Phe、GLy、Hi s I Le、 Lys、 Leu、Me t As

n、Pr o GLn、Ar g、Se r、Vaし Tr pまたはTy rのいずれか、

300位のアミノ酸がALa、Asp GLu、GLy、Hi s I Le、 Lys、 Leu、Me t Asn、Pr

o、GLn、Ar g、Se r、Th r、Va LまたはTr pのいずれか、



301位のアミノ酸がAsp、 GLu、 Hi sまたはTyr のいずれか、

302位のアミノ酸が I Le、

303位のアミノ酸がAsp、 GLyまたはTyr のいずれか、

304位のアミノ酸がAsp、 Hi s Leu、 AsnまたはThr のいずれか、

305位のアミノ酸がGLu、 I Le、 Thr またはTyr のいずれか、

3 11位のアミノ酸がALa、 Asp Asn Thr 、 VaLまたはTyr のいずれか、

3 13位のアミノ酸がPhe、

3 15位のァミノ酸が1_6リ、

3 17位のアミノ酸がGLuまたはGLn、

3 18位のアミノ酸がHi s、 Leu、 Asn、 Pro, GLn、 Arg 、 Thr 、 Va LまたはTyr のい

ずれか、

320位のアミノ酉愛がAsp、 Phe、 GLy、 Hi s I Le、 Leu、 Asn、 Pro, Ser 、 Thr 、 Va

し Trp またはTyr のいずれか、

322位のアミノ酸がA La、 Asp Phe、 GLy、 Hi s I Le、 Pro, Ser 、 Thr 、 Vaし Tr

pまたはTyr のいずれか、

323位のアミノ酸が I Le、

324位のアミノ酸がAsp、 Phe、 GLy、 Hi s I Le、 Leu、 Met, Pro, Arg 、 Thr 、 Va

し Trp またはTyr のいずれか、

325位のアミノ酸がA La、 Asp GLu、 Phe、 GLy, H s I Le、 Lys、 Leu、 Met, Pr

o、 GLn、 Arg 、 Ser 、 Thr 、 Vaし Trp またはTyr のいずれか、

326位のアミノ酸がALa、 Asp GLu、 GLy、 I Le、 Leu、 Met, Asn、 Pro, GLn、 Se

r、 Thr 、 Vaし Trp またはTyr のいずれか、

327位のアミノ酸がALa、 Asp、 GLu、 Phe、 GLy、 Hi s、 l e Lys、 Leu、 et As

n、 Pro, Arg 、 Thr 、 Vaし Trp またはTyr のいずれか、

328位のアミノ酸がA La、 Asp GLu、 Phe、 GLy、 Hi s I Le、 Lys、 Met, Asn、 Pr

o、 GLn、 Arg 、 Ser 、 Thr 、 Vaし Trp またはTyr のいずれか、

329位のアミノ酸がAsp、 GLu、 Phe、 GLy、 Hi s I Le、 Lys、 Leu、 Met, Asn、 GL

n、 Arg 、 Ser 、 Thr, Vaし Trp またはTyr のいずれか、



330位のアミノ酸がCys、GLu、Phe、GLy、H s I Le、 Lys、 Leu、Me t Asn、Pr

o、Ar g、Se r、Th r、Vaし T r pまたはTy rのいずれか、

33 1位のアミノ酸がAsp、Phe、Hi s I Le、 Leu、Me t GLn、Ar g、Th r、Vaし T r

pまたはTy rのいずれか、

332位のアミノ酸がA La、Asp GLu、Phe、GLy、Hi s Lys、 Leu、Me t Asn、Pr

o、GLn、Ar g、Se r、Th r、Vaし T r pまたはTy rのいずれか、

333位のアミノ酸がA La、Asp GLu、Phe、GLy、H s I Le、 Leu、Me t Pr o Se

r、Th r、Va LまたはTy rのいずれか、

334位のアミノ酸がA La、GLu、Phe、 I Le、 Leu、Pr oまたはTh rのいずれか、

335位のアミノ酸がAsp、Phe、GLy、Hi s I Le、 Leu、Me t Asn、Pr o Ar g、Se

r、Vaし T r pまたはTy rのいずれか、

336位のアミノ酸がGLu、 Lys またはTy rのいずれか、

337位のアミノ酸がGLu、Hi sまたはAsnのいずれか、

339位のアミノ酸がAsp、Phe、GLy、 I Le、 Lys、Me t Asn、GLn、Ar g、Se rまた

はTh rのいずれか、

376位のアミノ酸がA LaまたはVa Lのいずれか、

377位のアミノ酸がGLyまたはLys のいずれか、

378位のアミノ酸がAsp、

379位のアミノ酸がAsn、

380位のアミノ酸がA La、Asn またはSe rのいずれか、

382位のアミノ酸がA LaまたはI Leのいずれか、

385位のアミノ酸がGLu、

392位のアミノ酸がTh r、

396位のアミノ酸がLeu、

42 1位のアミノ酸がLys、

427位のアミノ酸がAsn、

428位のアミノ酸がPheまたはLeuのいずれか、

429位のアミノ酸がMe t、



434位のアミノ酸がTrp、

436位のァミノ酸がI Le、も しくは

440位のアミノ酸がGLy、 Hi s I Le、 LeuまたはTyr のいずれか、

の群から選択される少な くともひとつ以上のアミノ酸を含む 〔1 8 〕に記載

の使用、

〔2 0 〕前記Fc領域が、活性型Fcァレセプタ一に対する結合活性よりも抑制

型Fcァレセプタ一に対する結合活性が高いFc領域である、 〔1 〕から 〔1 6

〕のいずれかに記載の使用、

〔2 1 〕前記抑制型Fcァレセプターがヒ 卜FcァRllb である、 〔2 0 〕に記載

の使用、

〔2 2 〕前記活性型Fcァレセプタ一がヒ 卜FcァRIa、 ヒ 卜FcァRlla (R) 、 ヒ

卜FcァRlla (H) 、 ヒ 卜FcァRllla (V) またはヒ 卜FcァRllla (F) である、 〔

2 0 〕または 「2 1 〕のいずれかに記載の使用、

〔2 3 〕前記Fc領域の印ナンバ リングで表される238位または328位のアミノ

酸が天然型 ヒ 卜IgGのFc領域のアミノ酸 と異なるアミノ酸を含む、 〔2 0 〕か

ら 〔2 2 〕のいずれかに記載の使用、

〔2 4 〕前記Fc領域の印ナンバ リングで表される238位のアミノ酸がAsp、ま

たは328位のアミノ酸をGLuである、 〔2 3 〕に記載の使用、

〔2 5 〕前記Fc領域のアミノ酸配列のうち、 EUナンバ リングで表される ；

233位のアミノ酸がAsp、

234位のアミノ酸がTrp、 またはTyr のいずれか、

237位のアミノ酸がALa、 Asp GLu、 Leu、Met, Phe、 Trp またはTyr のいずれか

239位のアミノ酸がAsp、

267位のアミノ酸がALa、GLnまたはVa Lのいずれか、

268位のアミノ酸がAsn、 Asp またはGLuのいずれか、

271位のアミノ酸がGLy、

326位のアミノ酸がALa、 Asn、 Asp GLn、GLu、 Leu、Met, Ser またはThr のい



ずれか、

330位 のアミノ酸がArg 、 Lys、 またはMetのいずれか、

323位 のアミノ酸が I Le、 Leu、 またはMetのいずれか、 も しくは、

296位 のアミノ酸がAsp、

の群か ら選択 される少な くともひ とつ以上のアミノ酸である、 〔2 3 〕 また

は 〔2 4 〕 に記載の使用、

〔2 6 〕以下の工程 (a) ~ ( i ) を含む、血漿中か ら当該抗原 を消失する機能 を

有する抗原結合分子のスク リーニ ング方法 ；

(a) イオ ン濃度の条件 によって抗原 に対する結合活性が変化する抗原結合 ド

メインを得 る工程、

(b) 前記工程 （a) で選択 された抗原結合 ドメインをコ一 ドする遺伝子を得 る

工程、

(c) 前記工程 （b) で得 られた遺伝子を、 Fc領域 をコー ドする遺伝子 と作動可

能 に連結する工程、

(d) 前記工程 (c) で作動可能 に連結 された遺伝子を含む宿主細胞 を培養する

工程、

(e) 前記工程 (d) で得 られた培養液か ら抗原結合分子を単離する工程、

(f) 前記工程 (e) で得 られた抗原結合分子を抗原 と接触 させる工程、

(g) 当該抗原結合分子 と当該抗原 を含む免疫複合体の形成 を評価する工程、

〔2 7 〕以下の工程 (a) ~ (d) を含む、血漿中か ら当該抗原 を消失する機能 を

有する抗原結合分子の製造方法 ；

(a) Fc領域、 および、二以上の抗原結合 ドメインであ って少な くとも一つの

抗原結合 ドメインがイオ ン濃度の条件 によって抗原 に対する結合活性が変化

する抗原結合 ドメインを含む抗原結合分子 と抗原 を接触 させる工程、

(b) 当該抗原結合分子 と当該抗原 を含む免疫複合体の形成 を評価する工程、

(c) 前記工程 (b) で免疫複合体の形成が確認 された抗原結合分子をコー ドする

遺伝子を含むベ クターを含む宿主細胞 を培養する工程、

(d) 前記工程 （c) で得 られた培養液か ら抗原結合分子を単離する工程、



〔2 8 〕以下の工程 (a) ~ ( i ) を含む、血漿中か ら当該抗原 を消失する機能 を

有する抗原結合分子の製造方法 ；

(a) イオ ン濃度の条件 によって抗原 に対する結合活性が変化する抗原結合 ド

メインを得 る工程、

(b) 前記工程 （a) で選択 された抗原結合 ドメインをコ一 ドする遺伝子を得 る

工程、

(c) 前記工程 （b) で得 られた遺伝子を、 Fc領域 をコー ドする遺伝子 と作動可

能 に連結する工程、

(d) 前記工程 (c) で作動可能 に連結 された遺伝子を含む宿主細胞 を培養する

工程、

(e) 前記工程 (d) で得 られた培養液か ら抗原結合分子を単離する工程、

(f) 前記工程 (e) で得 られた抗原結合分子を抗原 と接触 させる工程、

(g) 当該抗原結合分子 と当該抗原 を含む免疫複合体の形成 を評価する工程、

(h) 前記工程 (g) で免疫複合体の形成が確認 された抗原結合分子をコー ドする

遺伝子を含むベ クターを含む宿主細胞 を培養する工程、

( ) 前記工程 （h) で得 られた培養液か ら抗原結合分子を単離する工程、

〔2 9 〕以下の工程 (a) ~ (e) を含む製造方法であ って、 さ らに当該製造方法

で得 られた抗原結合分子 と抗原 を接触 させて当該抗原結合分子 と当該抗原 を

含む免疫複合体の形成 を評価する工程 を含む、血漿中か ら当該抗原 を消失す

る機能 を有する抗原結合分子の製造方法 ；

(a) イオ ン濃度の条件 によって抗原 に対する結合活性が変化する抗原結合 ド

メインを得 る工程、

(b) 前記工程 （a) で選択 された抗原結合 ドメインをコ一 ドする遺伝子を得 る

工程、

(c) 前記工程 （b) で得 られた遺伝子を、 Fc領域 をコー ドする遺伝子 と作動可

能 に連結する工程、

(d) 前記工程 (c) で作動可能 に連結 された遺伝子を含む宿主細胞 を培養する

工程、



(e) 前 記工程 (d) で得 られ た培養液 か ら抗原結 合分 子 を単離 す る工程、

を提供 す る。

な お、 上記 の 〔1 〕 〜 〔2 5 〕 は別 の表現 で は、

〔 〕 ( i ) Fc領 域、 お よび、

( ) 二以上 の抗原結 合 ドメイ ン、

を含 む抗原結 合分 子 の使 用 であ って、 当該 ドメイ ンの少な くとも一 つが ィ才

ン濃度 の条件 によ って抗原 に対 す る結 合活性 が変化 す る抗原結 合 ドメイ ンで

あ り、

(a) 二分 子以上 の 当該抗原結 合分 子、 お よび、 （b) 二分 子以上 の抗原、 ただ

し当該抗原 は二以上 の抗原結 合単位 を含 む、

を含 む免疫複 合体 を形成 す る ことが可能 な抗原結 合分 子 を含 む、血 漿 中か ら

当該抗原 を消 失 させ るため の医薬組成物、

〔2 ' 〕 イオ ン濃度 の条件 が、 カル シ ウム イオ ン濃度 の条件 であ る、 〔1 ' 〕

に記載 の医薬組成物、

〔3 ' 〕前 記抗原結 合 ドメイ ンが、低 カル シ ウム イオ ン濃度 の条件 下 での抗原

に対 す る結 合活性 が高 カル シ ウム イオ ン濃度 の条件 下 での抗原 に対 す る結 合

活性 よ りも低 い抗原結 合 ドメイ ンであ る、 〔2 ' 〕 に記載 の医薬組成物、

〔4 ' 〕 イオ ン濃度 の条件 が、 pHの条件 であ る、 〔1 ' 〕 か ら 〔3 ' 〕 の いずれ

か に記載 の医薬組成物、

〔5 ' 〕前 記抗原結 合 ドメイ ンが、 pH酸性域 にお ける抗原 に対 す る結 合活性 が

pH中性域 の条件 にお ける抗原 に対 す る結 合活性 よ りも低 い抗原結 合 ドメイ ン

であ る、 〔4 ' 〕 に記載 の医薬組成物、

〔6 ' 〕二以上 の抗原結 合単位 を含 む前 記抗原 が多量体 であ る 〔1 ' 〕 か ら 〔

5 ' 〕 の いずれ か に記載 の医薬組成物、

〔7 ' 〕前 記抗原 が、 GDF、 GDF-K GDF-3 (Vgr-2) 、 GDF-5 (BMP-14 、 CDMP-1

) 、 GDF-6 (BMP-1 3、 CDMP-2) 、 GDF-7 (BMP-1 2、 CDMP-3) 、 GDF-8 ( ミ才 ス タ

チ ン） 、 GDF-9 、 GDF-1 5 (MIC-1 ) 、 TNF、 TNF- ア ル フ ァ、 TNF- ア ル フ ァべ 一 タ

、 TNF- ベ 一 タ2、 TNFSF1 0 (TRAIL Apo-2 リガ ン ド、 TL2) 、 TNFSF1 1 (TRANCE/R



ANK リガ ン ド 0DF 、 OPG リガ ン ド）、 TNFSF1 2 (TWEAK Apo-3 リガ ン ド、 DR3 リガ

ン ド）、 TNFSF1 3 (APRIL TALL2) 、 TNFSF1 3 B (BAFF BLYS 、 TALL1 、 THANK, TN

FSF20) 、 TNFSF14 (LIGHT HVEM リガ ン ド、 LTg) 、 TNFSF1 5 (TL1A/VEGI) 、 TN

FSF1 8 (GITR リガ ン ド AITR リガ ン ド、 TL6) 、 TNFSF1A (TNF-a コネ クチ ン （C

onect i n ) 、 DIF 、 TNFSF2) 、 TNFSF1 B (TNF-b LTa 、 TNFSF1 ) 、 TNFSF3 (LTb T

NFC、 p33) 、 TNFSF4 (0X40 リガ ン ド gp34 、 TXGP1 ) 、 TNFSF5 (CD40 リガ ン ド

CD1 54、 gp39 、 HIGM1 、 IMD3 、 TRAP) 、 TNFSF6 (Fas リガ ン ド Apo-1 リガ ン ド、

APT1 リガ ン ド）、 TNFSF7 (CD27 リガ ン ド CD70) 、 TNFSF8 (CD30 リガ ン ド CD1

53) 、 TNFSF9 (4-1 BB リガ ン ド CD1 3 7 リガ ン ド) 、 VEGF、 IgE 、 IgA 、 IgG 、 IgM

、 RANKL 、 TGF- アル フ ァ、 TGF- ベ ー タ、 TGF- ベ ー タ Pan Spec i f i c、 また は IL-

8の い ず れ か で あ る 〔6 ' 〕 に記 載 の 医薬 組 成 物 、

〔8 ' 〕 二 以 上 の抗 原 結 合 単 位 を含 む前 記 抗 原 が単 量 体 で あ る 〔1 ' 〕 か ら 〔

5 ' 〕 の い ず れ か に記 載 の 医薬 組 成 物 、

〔9 ' 〕 抗 原 結 合 分 子 が、 多 重 特 異 性 また は多 重 パ ラ 卜ピ ックな抗 原 結 合 分 子

、 も しくは抗 原 結 合 分 子 カ クテ ル で あ る 〔1 ' 〕 か ら 〔8 ' 〕 の い ず れ か に記

載 の 医薬 組 成 物 、

〔1 0 ' 〕前 記 Fc領 域 が、 それ ぞれ 配 列 番 号 ： 1 3 、 1 4 、 1 5 、 また は 1 6

の い ず れ か で表 され る Fc領 域 で あ る、 〔1 ' 〕 か ら 〔9 ' 〕 の い ず れ か に記 載

の 医薬 組 成 物 、

〔1 1 ' 〕前 記 Fc領 域 の PH酸 性 域 の条 件 下 で の FcRn に対 す る結 合 活 性 が、 配 列

番 号 ： 1 3 、 1 4 、 1 5 、 また は 1 6 の い ず れ か で表 され る Fc領 域 の結 合 活

性 よ り増 強 され て い る Fc領 域 で あ る、 〔1 ' 〕 か ら 〔9 ' 〕 の い ず れ か に記 載

の 医薬 組 成 物 、

〔1 2 ' 〕前 記 Fc領 域 が、 配 列 番 号 ： 1 3 、 1 4 、 1 5 、 また は 1 6 の い ず れ

か で表 され る Fc領 域 の ア ミ ノ酸 配 列 の うち、 EUナ ンバ リン グで表 され る 238 位

、 244 位 、 245 位 、 249 位 、 250 位 、 251 位 、 252 位 、 253 位 、 254 位 、 255 位 、 256

位 、 257 位 、 258 位 、 260 位 、 262 位 、 265 位 、 270 位 、 272 位 、 279 位 、 283 位 、 2 8

5位 、 286 位 、 288 位 、 293 位 、 303 位 、 305 位 、 307 位 、 308 位 、 309 位 、 3 1 1位 、 3



12位、3 14位、3 16位、3 17位、3 18位、332位、339位、340位、341位、343位、

356位、360位、362位、375位、376位、377位、378位、380位、382位、385位

、386位、387位、388位、389位、400位、4 13位、4 15位、423位、424位、427

位、428位、430位、43 1位、433位、434位、435位、436位、438位、439位、44

0位、442位または447位の群から選択される少なくともひとつ以上のアミノ酸

のアミノ酸が置換されているFc領域である 〔1 1 ' 〕に記載の医薬組成物、

〔1 3 ' 〕前記Fc領域が、配列番号 ：1 3 、 1 4 、 1 5 、または 1 6 のいずれ

かで表されるFc領域のアミノ酸配列のうち、EUナンバリングで表される ；

238位のアミノ酸がLeu、

244位のアミノ酸がLeu、

245位のアミノ酸がAr g、

249位のアミノ酸がPr o、

250位のアミノ酸がGLnまたはGLuのいずれか、もしくは

251位のアミノ酸がAr g、Asp GLu またはLeuのいずれか、

252位のアミノ酸がPhe、Se r、Th r、またはTy rのいずれか、

254位のァミノ酸がSe またはTh のいずれか、

255位のアミノ酸がAr g、GLy、 I Le、またはLeuのいずれか、

256位のアミノ酸がALa、Ar g、Asn、Asp GLn、GLu、Pr o またはTh rのいずれ

か、

257位のアミノ酸がALa、 I Le、Me t Asn、Se r、またはVa Lのいずれか、

258位のアミノ酸がAsp、

260位のアミノ酸がSe r、

262位のアミノ酸がLeu、

270位のアミノ酸がLys、

272位のアミノ酸がLeu、またはAr gのいずれか、

279位のアミノ酸がALa、Asp GLy、Hi s Me t Asn、GLn、Ar g、Se r、Th r、Tr

p、またはTy rのいずれか、

283位のアミノ酸がALa、Asp Phe、GLy、Hi s I Le、 Lys、 Leu、Asn、Pr o GL



n、A r g、 Se r、 Th r、 T r p、またはTy rのいずれか、

285 位のアミノ酸がAsn 、

286 位のアミノ酸がPhe、

288 位のアミノ酸がAsn 、またはPr oのいずれか、

293 位のアミノ酸がVaし

307 位のアミノ酸がA La、 GLu、 GLn、またはMe t のいずれか、

3 11位のアミノ酸がA La、 GLu、 I Le、 Lys 、 Leu 、 Me t Se r 、

いずれか、

309 位のアミノ酸がPr o、

3 12位のアミノ酸がA La、 As p またはPr oのいずれか、

3 14位のアミノ酸がA LaまたはLeu のいずれか、

3 16位のァミノ酸が1_ブ5、

3 17位のアミノ酸がPr o、

3 18位のアミノ酸がAsn 、 またはTh rのいずれか、

332 位のアミノ酸がPhe、 H i s、 Lys 、 l_eu、 Me t 、 A r g またはT r pのいずれ

か、

339 位のアミノ酸がAsn 、 Th r、またはT r pのいずれか、

341 位のアミノ酸がPr o、

343 位のアミノ酸がGLu、 H i s Lys 、 GLn、 A r g、 Th r、またはTy rのいずれか、

375 位のアミノ酸がA r g、

376 位のアミノ酸がGLy、 I Le、 Me t P r o Th r、またはVa Lのいずれか、

377 位のアミノ酸がLys 、

378 位のアミノ酸がAsp 、 Asn 、またはVa Lのいずれか、

380 位のアミノ酸がA La、 Asn 、 Se r、またはTh rのいずれか

382 位のアミノ酸がPhe、 H i s、 I Le、 Lys 、 Leu 、 Me t 、 Asn 、 GLn、 A r g、 i>e r、 Th

r、 Vaし T r p、またはTy rのいずれか、

385 位のアミノ酸がA La、 A r g As p GLy、 H s Lys 、 Se r、またはTh rのいずれ

か、



386位のアミノ酸がArg 、 Asp I Le、 Lys 、 Met, Pro, Ser 、 またはThr のいずれ

か、

387位のアミノ酸がA La、 Arg 、 Hi s Pro, Ser 、 またはThr のいずれか、

389位のアミノ酸がAsn、 Pro, またはSer のいずれか、

423位のアミノ酸がAsn、

427位のアミノ酸がAsn、

428位のアミノ酸がLeu、 Met, Phe、 Ser 、 またはThr のいずれか

430位のアミノ酸がA La、 Phe、 GLy、 Hi s I Le、 Lys 、 Leu、 Met, Asn、 GLn、 Ar

g、 Ser 、 Thr 、 Vaし またはTyr のいずれか、

431位のアミノ酸がHi s、 またはAsnのいずれか、

433位のアミノ酸がArg 、 GLn、 Hi s I Le、 Lys 、 Pro, またはSer のいずれか、

434位のアミノ酸がA La、 GLy、 Hi s Phe、 Ser 、 Trp 、 またはTyr のいずれか、

436位のアミノ酸がArg 、 Asn、 Hi s I Le、 Leu、 Lys 、 Met, またはThr のいずれ

か、

438位のアミノ酸がLys 、 Leu、 Thr 、 またはTrp のいずれか、

440位のァミノ酸がLys 、も しくは、

442位のアミノ酸がLys 、 308位のアミノ酸が I Le、 Pro, またはThr のいずれか

の群か ら選択される少な くともひとつ以上のアミノ酸である、 〔1 2 ' 〕に記

載の医薬組成物、

〔1 4 ' 〕前記 Fc領域の PH中性域の条件下でのFcRnに対する結合活性が、配列

番号 ：1 3 、 1 4 、 1 5 、 または 1 6 のいずれかで表されるFc領域の結合活

性より増強されているFc領域である、 〔1 ' 〕か ら 〔9 ' 〕のいずれかに記載

の医薬組成物、

〔1 5 ' 〕前記 Fc領域が、配列番号 ：1 3 、 1 4 、 1 5 、 または 1 6 のいずれ

かで表されるFc領域のアミノ酸配列のうち、 EUナンバ リングで表される237位

、 248位、 250位、 252位、 254位、 255位、 256位、 257位、 258位、 265位、 286

位、 289位、 297位、 298位、 303位、 305位、 307位、 308位、 309位、 3 11位、 3 1



2位、3 14位、3 15位、3 17位、332位、334位、360位、376位、380位、382位、3

84位、385位、386位、387位、389位、424位、428位、433位、434位または436

位の群から選択される少なくともひとつ以上のァミノ酸が置換されているFc

領域である 4 ' 〕に記載の医薬組成物、

〔1 6 ' 〕前記Fc領域が、配列番号 ：1 3 、 1 4 、 1 5 、または 1 6 のいずれ

かで表されるFc領域のアミノ酸配列のうち、EUナンバリングで表される ；

237位のアミノ酸がMe t、

248位のアミノ酸がI Le、

250位のアミノ酸がALa、Phe、 I Le、Me t GLn、Se r、Vaし Tr p、またはTy rの

いずれか、

252位のアミノ酸がPhe、Tr p、またはTy rのいずれか、

254位のアミノ酸がTh r、

255位のアミノ酸がGLu、

256位のアミノ酸がAsp、Asn、GLu、またはGLnのいずれか、

257位のアミノ酸がALa、GLy、 I Le、 Leu、Me t Asn、Se r、Th r、またはVa Lの

いずれか、

258位のアミノ酸がHi s、

265位のアミノ酸がALa、

286位のアミノ酸がALaまたはGLuのいずれか、

289位のアミノ酸がHi s、

297位のアミノ酸がALa、

303位のアミノ酸がALa、

305位のアミノ酸がALa、

307位のアミノ酸がALa、Asp Phe、GLy、Hi s I Le、 Lys、Leu、Me t Asn、Pr

o、GLn、Ar g、Se r、Vaし T r p、またはTy rのいずれか、

308位のアミノ酸がALa、Phe、 I Le、 Leu、Me t Pr o GLn、またはTh rのいずれ

か、

309位のアミノ酸がALa、Asp GLu Pr o またはAr gのいずれか、



3 1 1位のアミノ酸がA La、 H i s または I Leのいずれか、

3 12位のアミノ酸がA La またはH i sのいずれか、

3 14位のアミノ酸が Lys またはA r gのいずれか、

3 15位のアミノ酸がA La、 Asp またはH i sのいずれか、

3 17位のアミノ酸がA La、

332 位のアミノ酸がVa し

334 位のアミノ酸が Leu 、

360 位のアミノ酸がH i s、

376 位のアミノ酸がA La、

380 位のアミノ酸がA La、

382 位のアミノ酸がA La、

384 位のアミノ酸がA La、

385 位のアミノ酸がAs pまたはH i sのいずれか、

386 位のアミノ酸が P r o、

387 位のアミノ酸がG Lu、

389 位のアミノ酸がA La またはSe r のいずれか、

424 位のアミノ酸がA La、

428 位のアミノ酸がA La、 Asp 、 Phe 、 G Ly、 H i s、 I Le、 Lys 、 Leu 、 Asn 、 P r o G L

n、 Se r、 T h r、 Va し T r p、 またはTy r のいずれか、

433 位のアミノ酸が Lys 、

434 位のアミノ酸がA La、 Phe 、 H i s Se r、 T r p、 またはTy r のいずれか、 も しく

は

436 位のアミノ酸がH i s 、 I Le、 Leu 、 Phe 、 T h r、 またはVa し

の群か ら選択 される少な くともひ とつ以上のアミノ酸である、 5 ' 〕に記

載の医薬組成物、

〔1 7 ' 〕前記 Fc領域が、天然型 ヒ トIgGの Fc領域の Fc レセプタ一に対する

結合活性 よ りもFc ァレセプターに対する結合活性が高いFc領域 を含む 〔 〕

か ら 〔1 3 ' 〕のいずれかに記載の医薬組成物、



〔1 8 ' 〕前記Fc領域のアミノ酸配列のうち、EUナンバリングで表される221

位、222位、223位、224位、225位、227位、228位、230位、231位、232位、23

3位、234位、235位、236位、237位、238位、239位、240位、241位、243位、2

44位、245位、246位、247位、249位、250位、251位、254位、255位、256位、

258位、260位、262位、263位、264位、265位、266位、267位、268位、269位

、270位、271位、272位、273位、274位、275位、276位、278位、279位、280

位、281位、282位、283位、284位、285位、286位、288位、290位、291位、29

2位、293位、294位、295位、296位、297位、298位、299位、300位、301位、3

02位、303位、304位、305位、311位、313位、315位、317位、318位、320位、

322位、323位、324位、325位、326位、327位、328位、329位、330位、331位

、332位、333位、334位、335位、336位、337位、339位、376位、377位、378

位、379位、380位、382位、385位、392位、396位、421位、427位、428位、42

9位、434位、436位または440位の群から選択される少なくともひとつ以上の

アミノ酸が天然型ヒ卜IgGのFc領域のアミノ酸と異なるアミノ酸を含む 〔1 7

' 〕に記載の医薬組成物、

〔1 9 ' 〕前記Fc領域のアミノ酸配列のうち、EUナンバリングで表される ；

221位のアミノ酸がLys またはTy rのいずれか、

222位のアミノ酸がPhe、Tr p、GLuまたはTy rのいずれか、

223位のアミノ酸がPhe、Tr p、GLuまたはLysのいずれか、

224位のアミノ酸がPhe、Tr p、GLuまたはTy rのいずれか、

225位のアミノ酸がGLu、Lys またはTr pのいずれか、

227位のアミノ酸がGLu、GLy、Lys またはTy rのいずれか、

228位のアミノ酸がGLu、GLy、Lys またはTy rのいずれか、

230位のアミノ酸がALa、GLu GLyまたはTy rのいずれか、

231位のアミノ酸がGLu、GLy Lys, Pr oまたはTy rのいずれか、

232位のアミノ酸がGLu、GLy Lys またはTy rのいずれか、

233位のアミノ酸がALa、Asp Phe、GLy、Hi s I Le、Lys、Leu、Me t Asn、GL

n、Arg、Se r、Th r、Vaし Tr pまたはTy rのいずれか、



234 位のアミノ酸がA La、 As p GLu、 Phe、 GLy、 H i s、 I Le、 Lys 、 Me t Asn 、 Pr

o、 GLn、 A r g、 Se r、 Th r、 Va し, T r pまたはTy rのいずれか、

235 位のアミノ酸がA La、 As p GLu、 Phe、 GLy、 H i s、 I Le、 Lys 、 Me t Asn 、 Pr

o、 GLn、 A r g、 Se r、 Th r、 Va し, T r pまたはTy rのいずれか、

236 位のアミノ酸がA La、 As p GLu、 Phe、 H i s、 I Le、 l_ys、 Leu 、 Me t Asn 、 Pr

o、 GLn、 A r g、 Se r、 Th r、 Va し, T r pまたはTy rのいずれか、

237 位のアミノ酸がAsp 、 GLu、 Phe、 H i s、 I Le、 l_ys、 l_eu、 Me t Asn 、 Pr o GL

n、 A r g、 Se r、 Th r、 Va し T r pまたはTy rのいずれか、

238 位のアミノ酸がAsp 、 GLu、 Phe、 GLy、 H i s、 I Le、 l_ys、 Leu 、 Me t Asn 、 GL

n、 A r g、 Se r、 Th r、 Va し T r pまたはTy rのいずれか、

239 位のアミノ酸がAsp 、 GLu、 Phe、 GLy、 H i s、 I Le、 l_ys、 Leu 、 Me t Asn 、 Pr

o、 GLn、 A r g、 Th r、 Va し T r pまたはTy rのいずれか、

240 位のアミノ酸がA La、 I Le、 Me t またはTh rのいずれか、

241 位のアミノ酸がAsp 、 GLu、 Leu 、 A r g、 T r pまたはTy rのいずれか、

243 位のアミノ酸がLeu 、 GLu、 Leu 、 GLn、 A r g、 T r pまたはTy rのいずれか、

244 位のアミノ酸がH i s、

245 位のアミノ酸がA La、

246 位のアミノ酸がAsp 、 GLu、 H i s またはTy rのいずれか、

247 位のアミノ酸がA La、 Phe、 GLy、 H i s、 I Le、 Leu 、 Me t 、 Th r、 Va LまたはTy r

のいずれか、

249 位のアミノ酸がGLu、 H i s GLnまたはTy rのいずれか、

250 位のアミノ酸がGLuまたはGLnのいずれか、

25 1位のアミノ酸がPhe、

254 位のアミノ酸がPhe、 Me t またはTy rのいずれか、

255 位のアミノ酸がGLu、 Leu またはTy rのいずれか、

256 位のアミノ酸がA La、 Me t またはPr oのいずれか、

258 位のアミノ酸がAsp 、 GLu、 H i s Se r またはTy rのいずれか、

260 位のアミノ酸がAsp 、 GLu、 H i s またはTy rのいずれか、



262位のアミノ酸がA La、GLu、 Phe、 I LeまたはThr のいずれか、

263位のアミノ酸がA La、 I Le Met またはThr のいずれか、

264位のアミノ酸がAsp、GLu、 Phe、GLy、Hi s I Le、 Lys、 Leu、Met, Asn、 Pr

o、GLn、Arg 、 Ser 、 Thr 、 Trp またはTyr のいずれか、

265位のアミノ酸がA La、 Leu、 Phe、GLy、Hi s I Le、 Lys、 Leu、Met, Asn、 Pr

o、GLn、Arg 、 Ser 、 Thr 、 Vaし Trp またはTyr のいずれか、

266位のアミノ酸がA La、 I Le Met またはThr のいずれか、

267位のアミノ酸がAsp、GLu、 Phe、Hi s I Le、 Lys、 Leu、Met, Asn、 Pro, GL

n、Arg 、 Thr 、 Vaし Trp またはTyr のいずれか、

268位のアミノ酸がAsp、GLu、 Phe、GLy、 I Le、 Lys、 Leu、Met, Pro, GLn、Ar

g、 Thr 、 Va LまたはTrp のいずれか、

269位のアミノ酸がPhe、GLy、Hi s I Le、 Lys、 Leu、Met, Asn、 Pro, Arg 、 Se

r、 Thr 、 Vaし Trp またはTyr のいずれか、

270位のアミノ酸がGLu、 Phe、GLy、Hi s I Le、 Leu、Met, Pro, GLn、Arg 、 Se

r、 Thr 、 Trp またはTyr のいずれか、

271位のアミノ酸がALa、Asp GLu、 Phe、GLy、Hi s I Le、 Lys、 Leu、Met, As

n、GLn、Arg 、 Ser 、 Thr 、 Vaし Trp またはTyr のいずれか、

272位のアミノ酸がAsp、 Phe、GLy、Hi s I Le、 Lys、 Leu、Met, Pro, Arg 、 Se

r、 Thr 、 Vaし Trp またはTyr のいずれか、

273位のアミノ酸がPheまたは I Leのいずれか、

274位のアミノ酸がAsp、GLu、 Phe、GLy、Hi s I Le、 Leu、Met, Asn、 Pro, Ar

g、 Ser 、 Thr 、 Vaし Trp またはTyr のいずれか、

275位のアミノ酸がLeuまたはTrp のいずれか、

276位のアミノ酸が、Asp、GLu、 Phe、GLy、Hi s I Le、 Leu、Met, Pro, Arg 、

Ser 、 Thr 、 Vaし Trp またはTyr のいずれか、

278位のアミノ酸がAsp、GLu、GLy、Hi s I Le、 Lys、 Leu、Met, Asn、 Pro, GL

n、Arg 、 Ser 、 Thr 、 Va LまたはTrp のいずれか、

279位のアミノ酸がA La、



280位のアミノ酸がALa、GLy、Hi s Lys、 Leu、Pr o GLn、Tr pまたはTy rのい

ずれか、

28 1位のアミノ酸がAsp、 Lys、Pr oまたはTy rのいずれか、

282位のアミノ酸がGLu、GLy、 Lys、Pr oまたはTy rのいずれか、

283位のアミノ酸がALa、GLy、Hi s I Le、 Lys、 Leu、Me t Pr o Ar gまたはTy r

のいずれか、

284位のアミノ酸がAsp、GLu、 Leu、Asn、Th rまたはTy rのいずれか、

285位のアミノ酸がAsp、GLu、 Lys、GLn、Tr pまたはTy rのいずれか、

286位のアミノ酸がGLu、GLy、Pr oまたはTy rのいずれか、

288位のアミノ酸がAsn、Asp GLuまたはTy rのいずれか、

290位のアミノ酸がAsp、GLy、Hi s Leu、Asn、Se r、Th r、Tr pまたはTy rのい

ずれか、

291位のアミノ酸がAsp、GLu GLy、Hi s I Le、GLnまたはTh rのいずれか、

292位のアミノ酸がALa、Asp GLu、Pr o Th rまたはTy rのいずれか、

293位のアミノ酸がPhe、GLy、Hi s I Le、 Leu、Me t Asn、Pr o Ar g、Se r、Th

r、Vaし Tr pまたはTy rのいずれか、

294位のアミノ酸がPhe、GLy、Hi s I Le、 Lys、 Leu、Me t Asn、Pr o Ar g、Se

r、Th r、Vaし Tr pまたはTy rのいずれか、

295位のアミノ酸がAsp、GLu、Phe、GLy、Hi s I Le、 Lys、Me t Asn、Pr o Ar

g、Se r、Th r、Vaし Tr pまたはTy rのいずれか、

296位のアミノ酸がALa、Asp GLu、GLy、Hi s I Le、 Lys、 Leu、Me t Asn、GL

n、Ar g、Se r、Th rまたはVa Lのいずれか、

297位のアミノ酸がAsp、GLu、Phe、GLy、Hi s I Le、 Lys、 Leu、Me t Pr o GL

n、Ar g、Se r、Th r、Vaし Tr pまたはTy rのいずれか、

298位のアミノ酸がALa、Asp GLu、Phe、Hi s I Le、 Lys、Me t Asn、GLn、Ar

g、Th r、Vaし Tr pまたはTy rのいずれか、

299位のアミノ酸がALa、Asp GLu、Phe、GLy、Hi s I Le、 Lys、 Leu、Me t As

n、Pr o GLn、Ar g、Se r、Vaし Tr pまたはTy rのいずれか、



300位のアミノ酸がALa、 Asp GLu、 GLy、 Hi s I Le、 Lys 、 Leu、 Me t Asn、 Pr

o、 GLn、 Ar g、 Se r、 Th r、 Va LまたはTr pのいずれか、

301位のアミノ酸がAsp、 GLu、 Hi sまたはTy rのいずれか、

302位のアミノ酸がI Le、

303位のアミノ酸がAsp、 GLyまたはTy rのいずれか、

304位のアミノ酸がAsp、 Hi s Leu、 AsnまたはTh rのいずれか、

305位のアミノ酸がGLu、 I Le、 Th rまたはTy rのいずれか、

3 11位のアミノ酸がALa、 Asp Asn、 Th r、 Va LまたはTy rのいずれか、

3 13位のアミノ酸がPhe、

3 15位のァミノ酸が1_6リ、

317位のアミノ酸がGLuまたはGLn、

318位のアミノ酸がHi s、 Leu、 Asn, Pr o GLn、 Ar g、 Th r、 Va LまたはTy rのい

ずれか、

320位のアミノ酸がAsp、 Phe、GLy Hi s I Le、 Leu、 Asn、 Pr o Se r、 Th r Va

し Tr pまたはTy rのいずれか、

322位のアミノ酸がALa、 Asp Phe、GLy、 Hi s I Le、 Pr o Se r、 Th r、 Vaし Tr

pまたはTy rのいずれか、

323位のアミノ酸がI Le、

324位のアミノ酸がAsp、 Phe、GLy Hi s I Le、 Leu、 Me t Pr o Ar g、 Th r Va

し Tr pまたはTy rのいずれか、

325位のアミノ酸がALa、 Asp GLu Phe、GLy、 Hi s I Le、 Lys 、 Leu、 Me t Pr

o、 GLn、 Ar g、 Se r、 Th r、 Vaし Tr pまたはTy rのいずれか、

326位のアミノ酸がALa、 Asp GLu GLy、 I Le、 Leu、 Me t Asn、 Pr o GLn、 Se

r、 Th r、 Vaし Tr pまたはTy rのいずれか、

327位のアミノ酸がALa、 Asp, GLu Phe、GLy、 Hi s I Le、 Lys 、 Leu、 Me t As

n、 Pr o Ar g、 Th r、 Vaし Tr pまたはTy rのいずれか、

328位のアミノ酸がALa、 Asp GLu Phe、GLy、 Hi s I Le、 Lys 、 Me t Asn、 Pr

o、 GLn、 Ar g、 Se r、 Th r、 Vaし Tr pまたはTy rのいずれか、



329位のアミノ酸がAsp、GLu、Phe、GLy、Hi s I Le、Lys、Leu、Me t Asn、GL

n、Arg、Se r、Th r、Vaし Tr pまたはTy rのいずれか、

330位のアミノ酉愛がCys、GLu、Phe、GLy、H s I Le、Lys、Leu、Me t Asn、Pr

o、Arg、Se r、Th r、Vaし Tr pまたはTy rのいずれか、

331位のアミノ酸がAsp、Phe、Hi s I Le、Leu、Me t GLn、Arg、Th r、Vaし Tr

pまたはTy rのいずれか、

332位のアミノ酸がALa、Asp、GLu、Phe、GLy、Hi s Lys、Leu、Me t Asn、Pr

o、GLn、Arg、Se r、Th r、Vaし T r pまたはTy rのいずれか、

333位のアミノ酸がALa、Asp GLu、Phe、GLy、Hi s I Le、Leu、Me t Pr o Se

r、Th r、Va LまたはTy rのいずれか、

334位のアミノ酸がALa、GLu、Phe、 I Le、Leu、Pr oまたはTh rのいずれか、

335位のアミノ酸がAsp、Phe、GLy、Hi s I Le、Leu、Me t Asn、Pr o Ar g、Se

r、Vaし Tr pまたはTy rのいずれか、

336位のアミノ酸がGLu、Lys またはTy rのいずれか、

337位のアミノ酸がGLu、Hi sまたはAsnのいずれか、

339位のアミノ酸がAsp、Phe、GLy、 I Le、Lys, Me t Asn、GLn、Arg、Se rまた

はTh rのいずれか、

376位のアミノ酸がALaまたはVa Lのいずれか、

377位のアミノ酸がGLyまたはLysのいずれか、

378位のアミノ酸がAsp、

379位のアミノ酸がAsn、

380位のアミノ酸がALa、AsnまたはSe rのいずれか、

382位のアミノ酸がALaまたはI Leのいずれか、

385位のアミノ酸がGLu、

392位のアミノ酸がTh r、

396位のアミノ酸がLeu、

421位のアミノ酸がLys、

427位のアミノ酸がAsn、



428位のアミノ酸がPheまたはLeuのいずれか、

429位のアミノ酸がMet、

434位のアミノ酸がTrp、

436位のァミノ酸がI Le、もしくは

440位のアミノ酸がGLy、 Hi s I Le、 LeuまたはTyr のいずれか、

の群から選択される少なくともひとつ以上のアミノ酸を含む 〔1 8 ' 〕に記載

の医薬組成物、

〔2 0 ' 〕前記Fc領域が、活性型Fcァレセプタ一に対する結合活性よりも抑制

型Fcァレセプタ一に対する結合活性が高いFc領域である、 〔1 〕から 〔1 6 '

〕のいずれかに記載の医薬組成物、

〔2 1 ' 〕前記抑制型Fcァレセプタ一がヒ卜FcァRllb である、 〔2 0 ' 〕に記

載の医薬組成物、

〔2 2 ' 〕前記活性型Fcァレセプタ一がヒ卜FcァRIa、 ヒ卜FcァRlla (R) 、 ヒ

卜FcァRlla (H) 、 ヒ卜FcァRllla (V) またはヒ卜FcァRllla (F) である、 〔

2 0 ' 〕または 〔2 1 ' 〕のいずれかに記載の医薬組成物、

〔2 3 ' 〕前記Fc領域の印ナンバ リングで表される238位または328位のアミノ

酸が天然型ヒ卜IgGのFc領域のアミノ酸と異なるアミノ酸を含む、 〔2 0 ' 〕

から 〔2 2 ' 〕のいずれかに記載の医薬組成物、

〔2 4 ' 〕前記Fc領域の印ナンバ リングで表される238位のアミノ酸がAsp、ま

たは328位のアミノ酸がGLuである、 〔2 3 ' 〕に記載の医薬組成物、

〔2 5 ' 〕前記Fc領域のアミノ酸配列のうち、EUナンバ リングで表される ；

233位のアミノ酸がAsp、

234位のアミノ酸がTrp、またはTyr のいずれか、

237位のアミノ酸がALa、Asp GLu、 Leu、Met, Phe、 Trp またはTyr のいずれか

239位のアミノ酸がAsp、

267位のアミノ酸がALa、GLnまたはVa Lのいずれか、

268位のアミノ酸がAsn、Asp またはGLuのいずれか、



2 7 1位のアミノ酸がG Ly、

326位のアミノ酸がA La、Asn、Asp GLn、GLu、 Leu、Met, Ser またはThr のい

ずれか、

330位のアミノ酸がArg 、 Lys、またはMetのいずれか、

323位のアミノ酸が I Le、 Leu、またはMetのいずれか、もしくは、

296位のアミノ酸がAsp、

の群から選択される少なくともひとつ以上のアミノ酸である、 〔2 3 ' 〕また

は 〔2 4 ' 〕に記載の医薬組成物、

といい換えることも可能である。

さらに、上記の 〔1 〕〜 〔2 5 〕は別の表現では、

〔1 "〕 ( i ) Fc領域、および、

( i i )二以上の抗原結合 ドメイン、

を含む抗原結合分子の使用であって、当該 ドメインの少なくとも一つがィ才

ン濃度の条件によって抗原に対する結合活性が変化する抗原結合 ドメインで

あり、

(a) 二分子以上の当該抗原結合分子、および、 （b) 二分子以上の抗原、ただ

し当該抗原は二以上の抗原結合単位を含む、

を含む免疫複合体を形成することが可能な抗原結合分子を対象に投与するこ

とを含む、当該対象の血漿中から当該抗原を消失させるための方法、

〔2 "〕前記イオン濃度の条件が、カルシウムイオン濃度の条件である、 〔1

" 〕に記載の方法、

〔3 "〕前記抗原結合 ドメインが、低カルシウムイオン濃度の条件下での抗原

に対する結合活性が高カルシウムイオン濃度の条件下での抗原に対する結合

活性よりも低い抗原結合 ドメインである、 〔2 "〕に記載の方法、

〔4 "〕前記イオン濃度の条件が、 pHの条件である、 〔1 "〕から 〔3 "〕のい

ずれかに記載の方法、

〔5 "〕前記抗原結合 ドメインが、 pH酸性域における抗原に対する結合活性が

pH中性域の条件における抗原に対する結合活性よりも低い抗原結合 ドメイン



である、 〔4 " 〕 に記載の方法、

〔6 " 〕二以上の抗原結合単位 を含む前記抗原が多量体である 〔1 " 〕か ら 〔

5 " 〕のいずれかに記載の方法、

〔7 " 〕前記抗原が、 GDF、 GDF-K GDF-3 (Vgr-2) 、 GDF-5 (BMP-14、 CDMP-1

) 、 GDF-6 (BMP-1 3、 CDMP-2) 、 GDF-7 (BMP-1 2、 CDMP-3) 、 GDF-8 ( ミ才スタ

チ ン）、GDF-9、 GDF-1 5 (MIC-1 ) 、 TNF、 TNF- アル ファ、TNF- アル ファべ一タ

、 TNF-ベ 一 タ2、 TNFSF1 0 (TRAIL Apo-2 リガン ド、TL2) 、 TNFSF1 1 (TRANCE/R

ANK リガン ド 0DF、 OPG リガン ド）、 TNFSF1 2 (TWEAK Apo-3 リガン ド、DR3 リガ

ン ド）、 TNFSF1 3 (APRIL TALL2) 、 TNFSF1 3B (BAFF BLYS、 TALL1、 THANK, TN

FSF20) 、 TNFSF14 (LIGHT HVEM リガン ド、 LTg) 、 TNFSF1 5 (TL1A/VEGI) 、 TN

FSF1 8 (GITR リガン ド AITR リガン ド、TL6) 、 TNFSF1A (TNF-a コネクチ ン （C

onect i n) 、 DIF、 TNFSF2) 、 TNFSF1 B (TNF-b LTa、 TNFSF1 ) 、 TNFSF3 (LTb T

NFC、 p33) 、 TNFSF4 (0X40 リガン ド gp34、 TXGP1 ) 、 TNFSF5 (CD40 リガン ド

CD1 54、 gp39、 HIGM1 、 IMD3、 TRAP) 、 TNFSF6 (Fas リガン ド Apo-1 リガン ド、

APT1 リガン ド）、 TNFSF7 (CD27 リガン ド CD70) 、 TNFSF8 (CD30 リガン ド CD1

53) 、 TNFSF9 (4-1 BB リガン ド CD1 37 リガン ド) 、 VEGF、 IgE、 IgA、 IgG、 IgM

、 RANKL、 TGF-アル ファ、TGF-ベータ、TGF-ベータ Pan Spec i f i c、 または IL-

8のいずれかである 〔6 " 〕 に記載の方法、

〔8 " 〕二以上の抗原結合単位 を含む前記抗原が単量体である 〔1 " 〕か ら 〔

5 " 〕のいずれかに記載の方法、

〔9 " 〕抗原結合分子が、多重特異性 または多重パ ラ 卜ピックな抗原結合分子

、 も しくは抗原結合分子カクテルである 〔1 " 〕か ら 〔9 " 〕のいずれかに記

載の方法、

〔1 0 " 〕前記 Fc領域が、 それぞれ配列番号 ：1 3 、 1 4 、 1 5 、 または 1 6

のいずれかで表 されるFc領域である、 〔1 " 〕か ら 〔9 " 〕のいずれかに記載

の方法、

〔1 1 " 〕前記 Fc領域の PH酸性域の条件下での FcRnに対する結合活性が、配列

番号 ：1 3 、 1 4 、 1 5 、 または 1 6 のいずれかで表 されるFc領域の結合活



性より増強されているFc領域である、 〔1 "〕から 〔9 "〕のいずれかに記載

の方法、

〔1 2 "〕前記Fc領域が、配列番号 ：1 3 、 1 4 、 1 5 、または 1 6 のいずれ

かで表されるFc領域のアミノ酸配列のうち、EUナンバ リングで表される238位

、244位、245位、249位、250位、251位、252位、253位、254位、255位、256

位、257位、258位、260位、262位、265位、270位、272位、279位、283位、28

5位、286位、288位、293位、303位、305位、307位、308位、309位、3 11位、3

12位、3 14位、3 16位、3 17位、3 18位、332位、339位、340位、341位、343位、

356位、360位、362位、375位、376位、377位、378位、380位、382位、385位

、386位、387位、388位、389位、400位、4 13位、4 15位、423位、424位、427

位、428位、430位、431位、433位、434位、435位、436位、438位、439位、44

0位、442位または447位の群から選択される少なくともひとつ以上のアミノ酸

が置換されているFc領域である 〔1 1 "〕に記載の方法、

〔1 3 "〕前記Fc領域が、配列番号 ：1 3 、 1 4 、 1 5 、または 1 6 のいずれ

かで表されるFc領域のアミノ酸配列のうち、EUナンバ リングで表される ；

238位のアミノ酸がLeu、

244位のアミノ酸がLeu、

245位のアミノ酸がArg 、

249位のアミノ酸がPro 、

250位のアミノ酸がGLnまたはGLuのいずれか、もしくは

251位のアミノ酸がArg 、Asp GLu またはLeuのいずれか、

252位のアミノ酸がPhe、Ser 、 Thr 、またはTyr のいずれか、

254位のァミノ酸がSe またはTh のいずれか、

255位のアミノ酸がArg 、 GLy、 I Le、またはLeuのいずれか、

256位のアミノ酸がA La、Arg 、Asn、Asp GLn、GLu、 Pro, またはThr のいずれ

か、

257位のアミノ酸がA La、 I Le、Met, Asn、 Ser、またはVa Lのいずれか、

258位のアミノ酸がAsp、



260位のアミノ酸がSe r、

262位のアミノ酸がLeu、

270位のアミノ酸がLys、

272位のアミノ酸がLeu、またはAr gのいずれか、

279位のアミノ酸がA La、Asp GLy、Hi s Me t、Asn、GLn、Ar g、Se r、Th r、T r

p、またはTy rのいずれか、

283位のアミノ酸がA La、Asp Phe、GLy、Hi s I Le、 Lys、 Leu、Asn、Pr o GL

n、Arg, Se r、Th r、T r p、またはTy rのいずれか、

285位のアミノ酸がAsn、

286位のアミノ酸がPhe、

288位のアミノ酸がAsn、またはPr oのいずれか、

293位のアミノ酸がVaし

307位のアミノ酸がA La、GLu、GLn、またはMe t のいずれか、

3 11位のアミノ酸がA La、GLu、 I Le、 Lys、 Leu、Me t Se r 、Vaし またはT r pの

いずれか、

309位のアミノ酸がPr o、

3 12位のアミノ酸がA La、Asp またはPr oのいずれか、

3 14位のアミノ酸がA LaまたはLeuのいずれか、

3 16位のアミノ酸がLys

3 17位のアミノ酸がPr o

3 18位のアミノ酸がAsn、またはTh rのいずれか、

332位のアミノ酸がPhe、Hi s Lys、 Leu、Me t Ar g、Se r、またはT r pのいずれ

か、

339位のアミノ酸がAsn、Th r、またはT r pのいずれか、

341位のアミノ酸がPr o

343位のアミノ酸がGLu、Hi s Lys、GLn、Ar g、Th r、またはTy rのいずれか、

375位のアミノ酸がAr g

376位のアミノ酸がGLy、 I Le、Me t Pr o Th r、またはVa Lのいずれか、



377位のアミノ酸がLys 、

378位のアミノ酸がAsp、Asn、またはVa Lのいずれか、

380位のアミノ酸がA La、Asn、 Ser、またはThr のいずれか

382位のアミノ酸がPhe、Hi s I Le、 Lys 、 Leu、Met, Asn、GLn、Arg 、 Ser 、 Th

r、 Vaし Trp 、またはTyr のいずれか、

385位のアミノ酸がA La、Arg 、Asp GLy、Hi s Lys 、 Ser、またはThr のいずれ

か、

386位のアミノ酸がArg 、Asp I Le、 Lys 、Met, Pro, Ser、またはThr のいずれ

か、

387位のアミノ酸がA La、Arg 、 Hi s Pro, Ser、またはThr のいずれか、

389位のアミノ酸がAsn、 Pro, またはSer のいずれか、

423位のアミノ酸がAsn、

427位のアミノ酸がAsn、

428位のアミノ酸がLeu、Met, Phe、Ser、またはThr のいずれか

430位のアミノ酸がA La、 Phe、GLy、Hi s I Le、 Lys 、 Leu、Met, Asn、GLn、Ar

g、 Ser 、 Thr 、 Vaし またはTyr のいずれか、

431位のアミノ酸がHi s、またはAsnのいずれか、

433位のアミノ酸がArg 、GLn、Hi s I Le、 Lys 、 Pro, またはSer のいずれか、

434位のアミノ酸がA La、GLy、Hi s Phe、Ser 、 Trp 、またはTyr のいずれか、

436位のアミノ酸がArg 、Asn、 Hi s I Le、 Leu、 Lys 、Met, またはThr のいずれ

か、

438位のアミノ酸がLys 、 Leu、 Thr 、またはTrp のいずれか、

440位のァミノ酸がLys、もしくは、

442位のアミノ酸がLys 、 308位のアミノ酸が I Le、 Pro, またはThr のいずれか

の群から選択される少なくともひとつ以上のアミノ酸である、 〔1 2 " 〕に記

載の方法、

〔1 4 " 〕前記Fc領域のPH中性域の条件下でのFcRn に対する結合活性が、配列



番号 ：1 3 、 1 4 、 1 5 、または 1 6 のいずれかで表されるFc領域の結合活

性より増強されているFc領域である、 〔1 "〕から 〔9 "〕のいずれかに記載

の方法、

〔1 5 "〕前記Fc領域が、配列番号 ：1 3 、 1 4 、 1 5 、または 1 6 のいずれ

かで表されるFc領域のアミノ酸配列のうち、EUナンバ リングで表される237位

、248位、250位、252位、254位、255位、256位、257位、258位、265位、286

位、289位、297位、298位、303位、305位、307位、308位、309位、3 11位、3 1

2位、3 14位、3 15位、3 17位、332位、334位、360位、376位、380位、382位、3

84位、385位、386位、387位、389位、424位、428位、433位、434位または436

位の群から選択される少なくともひとつ以上のアミノ酸が置換されているFc

領域である 〔1 4 "〕に記載の方法、

〔1 6 "〕前記Fc領域が、配列番号 ：1 3 、 1 4 、 1 5 、または 1 6 のいずれ

かで表されるFc領域のアミノ酸配列のうち、EUナンバ リングで表される ；

237位のアミノ酸がMet

248位のアミノ酸が I Le

250位のアミノ酸がA La、 Phe、 I Le、Met, GLn、Ser 、 Vaし Trp 、またはTyr の

いずれか、

252位のアミノ酸がPhe、Trp 、またはTyr のいずれか、

254位のアミノ酸がThr

255位のアミノ酸がGLu

256位のアミノ酸がAsp、Asn、GLu、またはGLnのいずれか、

257位のアミノ酸がA La、GLy、 I Le、 Leu、Met, Asn、 Ser 、 Thr 、またはVa Lの

いずれか、

258位のアミノ酸がHi s

265位のアミノ酸がA La

286位のアミノ酸がALaまたはGLuのいずれか、

289位のアミノ酸がHi s、

297位のアミノ酸がA La、



303位のアミノ酸がALa、

305位のアミノ酸がALa、

307位のアミノ酸がALa、Asp Phe、GLy、Hi s I Le、 Lys、 Leu、Me t、Asn、Pr

o、GLn、Ar g、Se r、Vaし Tr p、またはTy rのいずれか、

308位のアミノ酸がALa、Phe、 I Le、Leu、Me t Pr o GLn、またはTh rのいずれ

か、

309位のアミノ酸がALa、Asp GLu、Pr o またはAr gのいずれか、

3 11位のアミノ酸がALa、Hi s またはI Leのいずれか、

3 12位のアミノ酸がALaまたはHi sのいずれか、

3 14位のアミノ酸がLys またはAr gのいずれか、

3 15位のアミノ酸がALa、AspまたはHi sのいずれか、

3 17位のアミノ酸がALa、

332位のアミノ酸がVaし

334位のアミノ酸がLeu、

360位のアミノ酸がHi s、

376位のアミノ酸がALa、

380位のアミノ酸がALa、

382位のアミノ酸がALa、

384位のアミノ酸がALa、

385位のアミノ酸がAspまたはHi sのいずれか、

386位のアミノ酸がPr o、

387位のアミノ酸がGLu、

389位のアミノ酸がALaまたはSe rのいずれか、

424位のアミノ酸がALa、

428位のアミノ酸がALa、Asp Phe、GLy、Hi s I Le Lys、 Leu、Asn、Pr o GL

n、Se r、Th r、Vaし Tr p、またはTy rのいずれか、

433位のアミノ酸がLys、

434位のアミノ酸がALa、Phe、Hi s Se r、Tr p、またはTy rのいずれか、もしく



は

436 位のアミノ酸がHi s 、 I Le、 Leu 、 Phe、 Thr 、 またはVaし

の群か ら選択 される少な くともひ とつ以上のアミノ酸である、 〔1 5 " 〕に記

載の方法、

〔1 7 " 〕前記 Fc領域が、天然型 ヒ 卜IgG の Fc領域の Fc ァレセプタ一に対する

結合活性 よ りもFc ァレセプターに対する結合活性が高いFc領域 を含む 〔1 " 〕

か ら 〔1 3 " 〕のいずれかに記載の方法、

〔1 8 " 〕前記 Fc領域のアミノ酸配列の うち、 EUナ ンバ リングで表 される221

位、 222 位、 223 位、 224 位、 225 位、 227 位、 228 位、 230 位、 231 位、 232 位、 23

3位、 234 位、 235 位、 236 位、 237 位、 238 位、 239 位、 240 位、 241 位、 243 位、 2

44位、 245 位、 246 位、 247 位、 249 位、 250 位、 251 位、 254 位、 255 位、 256 位、

258 位、 260 位、 262 位、 263 位、 264 位、 265 位、 266 位、 267 位、 268 位、 269 位

、 270 位、 271 位、 272 位、 273 位、 274 位、 275 位、 276 位、 278 位、 279 位、 280

位、 281 位、 282 位、 283 位、 284 位、 285 位、 286 位、 288 位、 290 位、 291 位、 29

2位、 293 位、 294 位、 295 位、 296 位、 297 位、 298 位、 299 位、 300 位、 301 位、 3

02位、 303 位、 304 位、 305 位、 3 11位、 3 13位、 3 15位、 3 17位、 3 18位、 320 位、

322 位、 323 位、 324 位、 325 位、 326 位、 327 位、 328 位、 329 位、 330 位、 331 位

、 332 位、 333 位、 334 位、 335 位、 336 位、 337 位、 339 位、 376 位、 377 位、 378

位、 379 位、 380 位、 382 位、 385 位、 392 位、 396 位、 421 位、 427 位、 428 位、 42

9位、 434 位、 436 位 または440 位の群か ら選択 される少な くともひ とつ以上の

アミノ酸が天然型 ヒ 卜IgG の Fc領域のアミノ酸 と異なるアミノ酸 を含む 〔1 7

" 〕 に記載の方法、

〔1 9 " 〕前記 Fc領域のアミノ酸配列の うち、 EUナ ンバ リングで表 される ；

221 位のアミノ酸が Lys またはTy rのいずれか、

222 位のアミノ酸がPhe、 Trp 、 GLuまたはTyr のいずれか、

223 位のアミノ酸がPhe、 Trp 、 GLuまたは Lys のいずれか、

224 位のアミノ酸がPhe、 Trp 、 GLuまたはTyr のいずれか、

225 位のアミノ酸がGLu、 Lys またはTrp のいずれか、



227位のアミノ酸がGLu、GLy、 Lys またはTy rのいずれか、

228位のアミノ酸がGLu、GLy、 Lys またはTy rのいずれか、

230位のアミノ酸がALa、GLu、GLyまたはTy rのいずれか、

23 1位のアミノ酸がGLu、GLy、 Lys、Pr oまたはTy rのいずれか、

232位のアミノ酸がGLu、GLy、 Lys またはTy rのいずれか、

233位のアミノ酸がALa、Asp Phe、GLy、Hi s I Le、 Lys、 Leu、Me t Asn、GL

n、Ar g、Se r、 i h r、Va L T r pまたはTy rのいずれか、

234位のアミノ酸がALa、Asp GLu、Phe、GLy、Hi s I Le、 Lys、Me t Asn、Pr

o、GLn、Ar g、Se r、Th r Vaし Tr pまたはTy rのいずれか、

235位のアミノ酸がALa、Asp GLu、Phe、GLy、Hi s I Le、 Lys、Me t Asn、Pr

o、GLn、Ar g、Se r、Th r Vaし Tr pまたはTy rのいずれか、

236位のアミノ酸がALa、Asp、GLu、Phe、Hi s、 I Le、 Lys、 Leu、Me t、Asn、Pr

o、GLn、Ar g、Se r、Th r Vaし Tr pまたはTy rのいずれか、

237位のアミノ酸がAsp、GLu、Phe、Hi s I Le、 Lys、 Leu、Me t Asn、Pr o GL

n、Ar g、Se r、Th r、Va L T r pまたはTy rのいずれか、

238位のアミノ酸がAsp、GLu、Phe、GLy、Hi s I Le、 Lys、 Leu、Me t Asn、GL

n、Ar g、Se r、Th r、Va L T r pまたはTy rのいずれか、

239位のアミノ酸がAsp、GLu、Phe、GLy、Hi s I Le、 Lys、 Leu、Me t Asn、Pr

o、GLn、Ar g、Th r、Va L T r pまたはTy rのいずれか、

240位のアミノ酸がALa、 I Le、Me t またはTh rのいずれか、

241位のアミノ酸がAsp、GLu、 Leu、Ar g、Tr pまたはTy rのいずれか、

243位のアミノ酸がLeu、GLu、 Leu、GLn、Ar g、Tr pまたはTy rのいずれか、

244位のアミノ酸がHi s、

245位のアミノ酸がALa、

246位のアミノ酸がAsp、GLu、Hi sまたはTy rのいずれか、

247位のアミノ酸がALa、Phe、GLy Hi s I Le、 Leu、Me t Th r、Va LまたはTy r

のいずれか、

249位のアミノ酸がGLu、Hi s GLnまたはTy rのいずれか、



250 位 の ア ミノ酸 がGLuまた はGLnの いずれ か、

251 位 の ア ミノ酸 が Phe 、

254 位 の ア ミノ酸 が Phe 、 Met また は Tyr の いずれ か、

255 位 の ア ミノ酸 がGLu、 Leu また は Tyr の いずれ か、

256 位 の ア ミノ酸 がA La、 Met また は Pro の いずれ か、

258 位 の ア ミノ酸 がAsp 、 GLu、 H i s Ser また は Tyr の いずれ か、

260 位 の ア ミノ酸 がAsp 、 GLu、 H i s また は Tyr の いずれ か、

262 位 の ア ミノ酸 がA La、 GLu、 Phe 、 I Le また は Thr の いずれ か、

263 位 の ア ミノ酸 がA La、 I Le、 Met また は Thr の いずれ か、

264 位 の ア ミノ酸 がAsp 、 GLu、 Phe 、 GLy、 H i s、 I Le、 l_ys 、 Leu

o、 GLn、 Arg 、 i>er 、 Thr Trp また は Tyr の いずれ か、

265 位 の ア ミノ酸 がA La、 l_eu、 Phe 、 GLy、 H i s、 I Le、 l_ys 、 Leu

o、 GLn、 Arg 、 Ser 、 Thr Va し Trp また は Tyr の いずれ か、

266 位 の ア ミノ酸 がA La、 I Le、 Met また は Thr の いずれ か、

267 位 の ア ミノ酸 がAsp 、 GLu、 Phe 、 H i s、 I Le、 l_ys 、 l_eu、 Met

n、 Arg 、 Thr 、 Va し Trp また は Tyr の いずれ か

268 位 の ア ミノ酸 がAsp 、 GLu、 Phe 、 GLy、 I Le l_ys 、 l_eu、 Met 、 Pro 、 GLn

g、 Thr 、 Va Lまた は Trp の いずれ か、

269 位 の ア ミノ酸 が Phe 、 GLy、 H i s I Le Lys Leu 、 Met 、 Asn 、 Pro 、 Arg

r 、 Thr 、 Va し Trp また は Tyr の いずれ か、

270 位 の ア ミノ酸 がGLu、 Phe 、 GLy、 H i s I Le Leu 、 Met 、 Pro 、 GLn、 Arg

r 、 Thr 、 Trp また は Tyr の いずれ か、

271 位 の ア ミノ酸 がALa 、 As p GLu、 Phe 、 GLy I Le、 l_ys 、 l_eu、 Met

n、 GLn、 Arg 、 Ser 、 Thr 、 Va し Trp また は Tyr の いずれ か、

272 位 の ア ミノ酸 がAsp 、 Phe 、 GLy、 H i s I Le、 Lys 、 Leu 、 Met 、 Pro 、 Arg

r 、 Thr 、 Va し Trp また は Tyr の いずれ か、

273 位 の ア ミノ酸 が Phe また は I Leの いずれ か、

274 位 の ア ミノ酸 がAsp 、 GLu、 Phe 、 GLv、 H i s I Le Leu 、 Met 、 Asn 、 Pro



g、Se r、Th r、Vaし T r pまたはTy rのいずれか、

275位のアミノ酸がLeuまたはT r pのいずれか、

276位のアミノ酉愛が、Asp、GLu、Phe、GLy、Hi s I Le、 Leu、Me t Pr o Ar g、

Se r、Th r、Vaし T r pまたはTy rのいずれか、

278位のアミノ酸がAsp、GLu、GLy、Hi s I Le、 Lys、 Leu、Me t Asn、Pr o GL

n、Ar g、Se r、Th r、Va LまたはT r pのいずれか、

279位のアミノ酸がA La、

280位のアミノ酸がA La、GLy、Hi s Lys、 Leu、Pr o GLn、T r pまたはTy rのい

ずれか、

28 1位のアミノ酸がAsp、 Lys、Pr oまたはTy rのいずれか、

282位のアミノ酸がGLu、GLy、 Lys、Pr oまたはTy rのいずれか、

283位のアミノ酸がA La、GLy、Hi s I Le、 Lys、 Leu、Me t Pr o Ar gまたはTy r

のいずれか、

284位のアミノ酸がAsp、GLu、 Leu、Asn、Th rまたはTy rのいずれか、

285位のアミノ酸がAsp、GLu、 Lys、GLn、T r pまたはTy rのいずれか、

286位のアミノ酸がGLu、GLy、Pr oまたはTy rのいずれか、

288位のアミノ酸がAsn、Asp GLuまたはTy rのいずれか、

290位のアミノ酸がAsp、GLy、Hi s Leu、Asn、Se r、Th r、T r pまたはTy rのい

ずれか、

291位のアミノ酸がAsp、GLu、GLy、Hi s I Le、GLnまたはTh rのいずれか、

292位のアミノ酸がA La、Asp GLu、Pr o Th rまたはTy rのいずれか、

293位のアミノ酸がPhe、GLy、Hi s I Le、 Leu、Me t Asn、Pr o Ar g、Se r、Th

r、Vaし T r pまたはTy rのいずれか、

294位のアミノ酉愛がPhe、GLy、Hi s I Le、 Lys、 Leu、Me t Asn、Pr o Ar g、Se

r、Th r、Vaし T r pまたはTy rのいずれか、

295位のアミノ酉愛がAsp、GLu、Phe、GLy、Hi s I Le、 Lys、Me t Asn、Pr o Ar

g、Se r、Th r、Vaし T r pまたはTy rのいずれか、

296位のアミノ酸がALa、Asp GLu、GLy、Hi s I Le、 Lys、 Leu、Me t Asn、GL



n、Ar g、Se r、Th rまたはVa Lのいずれか、

297位のアミノ酸がAsp、GLu、Phe、GLy、Hi s I Le、 Lys、 Leu、Me t Pr o GL

n、Ar g、Se r、Th r、Vaし T r pまたはTy rのいずれか、

298位のアミノ酉愛がALa、Asp GLu、Phe、Hi s I Le、 Lys、Me t Asn、GLn、Ar

g、Th r、Vaし T r pまたはTy rのいずれか、

299位のアミノ酸がA La、Asp、GLu、Phe、GLy、Hi s、 I Le、 Lys、 Leu、Me t As

n、Pr o GLn、Ar g、Se r、Vaし T r pまたはTy rのいずれか、

300位のアミノ酸がA La、Asp GLu、GLy、Hi s I Le、 Lys、 Leu、Me t Asn、Pr

o、GLn、Ar g、Se r、Th r、Va LまたはT r pのいずれか、

301位のアミノ酸がAsp、GLu、Hi sまたはTy rのいずれか、

302位のアミノ酸がI Le、

303位のアミノ酸がAsp、GLyまたはTy rのいずれか、

304位のアミノ酸がAsp、Hi s Leu、Asn またはTh rのいずれか、

305位のアミノ酸がGLu、 I Le、Th rまたはTy rのいずれか、

3 11位のアミノ酸がA La、Asp Asn、Th r、Va LまたはTy rのいずれか、

3 13位のアミノ酸がPhe、

3 15位のァミノ酸がし6ム

3 17位のアミノ酸がGLuまたはGLn、

3 18位のアミノ酸がHi s、 Leu、Asn、Pr o GLn、Ar g、Th r、Va LまたはTy rのい

ずれか、

320位のアミノ酉愛がAsp、Phe、GLy、Hi s I Le、 Leu、Asn、Pr o Se r、Th r、Va

し T r pまたはTy rのいずれか、

322位のアミノ酸がALa、Asp、Phe、GLy H s I Le、Pr o Se r、Th r、Vaし T r

pまたはTy rのいずれか、

323位のアミノ酸がI Le、

324位のアミノ酉愛がAsp、Phe、GLy、Hi s I Le、 Leu、Me t Pr o Ar g、Th r、Va

し T r pまたはTy rのいずれか、

325位のアミノ酸がALa、Asp GLu、Phe、GLy Hi s、 I Le、 Lys、 Leu、Me t Pr



o、GLn、Ar g、Se r、Th r、Vaし T r pまたはTy rのいずれか、

326位のアミノ酸がA La、Asp GLu、GLy、 I Le、 Leu、Me t Asn、Pr o GLn、Se

r、Th r、Vaし T r pまたはTy rのいずれか、

327位のアミノ酸がA La、Asp GLu、Phe、GLy、Hi s I Le、 Lys、 Leu、Me t As

n、Pr o Ar g、Th r Vaし T r pまたはTy rのいずれか、

328位のアミノ酸がA La、Asp GLu、Phe、GLy、Hi s I Le、 Lys、Me t Asn、Pr

o、GLn、Ar g、Se r、Th r、Vaし T r pまたはTy rのいずれか、

329位のアミノ酸がAsp、GLu、Phe、GLy、Hi s I Le、 Lys、 Leu、Me t Asn、GL

n、Ar g、Se r、Th r、Vaし T r pまたはTy rのいずれか、

330位のアミノ酉愛がCys、GLu、Phe、GLy、Hi s I Le、 Lys、 Leu、Me t Asn、Pr

o、Ar g、Se r、Th r、Vaし T r pまたはTy rのいずれか、

33 1位のアミノ酸がAsp、Phe、H s I Le、 Leu、Me t GLn、Ar g、Th r、Vaし T r

pまたはTy rのいずれか、

332位のアミノ酸がA La、Asp GLu、Phe、GLy、Hi s Lys、 Leu、Me t Asn、Pr

o、GLn、Ar g、Se r、Th r、Vaし T r pまたはTy rのいずれか、

333位のアミノ酸がALa、Asp GLu、Phe、GLy、Hi s I Le、 Leu、Me t Pr o Se

r、Th r、Va LまたはTy rのいずれか、

334位のアミノ酸がA La、GLu、Phe、 I Le、 Leu、Pr oまたはTh rのいずれか、

335位のアミノ酉愛がAsp、Phe、GLy、Hi s I Le、 Leu、Me t Asn、Pr o Ar g、Se

r、Vaし T r pまたはTy rのいずれか、

336位のアミノ酸がGLu、 Lys またはTy rのいずれか、

337位のアミノ酸がGLu、Hi sまたはAsnのいずれか、

339位のアミノ酸がAsp、Phe、GLy、 I Le、 Lys、Me t Asn、G n Ar g、Se rまた

はTh rのいずれか、

376位のアミノ酸がA LaまたはVa Lのいずれか、

377位のアミノ酸がGLyまたはLys のいずれか、

378位のアミノ酸がAsp、

379位のアミノ酸がAsn、



380位のアミノ酸がALa、AsnまたはSerのいずれか、

382位のアミノ酸がALaまたはI Leのいずれか、

385位のアミノ酸がGLu、

392位のアミノ酸がThr、

396位のアミノ酸がLeu、

421位のアミノ酸がLys、

427位のアミノ酸がAsn、

428位のアミノ酸がPheまたはLeuのいずれか、

429位のアミノ酸がMet、

434位のアミノ酸がTrp、

436位のァミノ酸がI Le、もしくは

440位のアミノ酸がGLy、Hi s I Le、LeuまたはTyrのいずれか、

の群から選択される少なくともひとつ以上のアミノ酸を含む 〔1 8 "〕に記載

の方法、

〔2 0 "〕前記Fc領域が、活性型Fcァレセプタ一に対する結合活性よりも抑制

型Fcァレセプタ一に対する結合活性が高いFc領域である、 〔1〕から 〔1 6 "

〕のいずれかに記載の方法、

〔2 1"〕前記抑制型Fcァレセプターがヒ卜FcァRllb である、 〔2 0 "〕に記

載の方法、

〔2 2 "〕前記活性型Fcァレセプタ一がヒ卜FcァRIa、ヒ卜FcァRlla (R) 、ヒ

卜FcァRlla (H) 、ヒ卜FcァRllla (V) またはヒ卜FcァRllla (F) である、 〔

2 0 "〕または 〔2 1"〕のいずれかに記載の方法、

〔2 3 "〕前記Fc領域の印ナンバリングで表される238位または328位のアミノ

酸が天然型ヒ卜IgGのFc領域のアミノ酸と異なるアミノ酸を含む、 〔2 0 "〕

から 〔2 2 "〕のいずれかに記載の方法、

〔2 4 "〕前記Fc領域の印ナンバリングで表される238位のアミノ酸がAsp、ま

たは328位のアミノ酸がGLuである、 〔2 3 "〕に記載の方法、

〔2 5 "〕前記Fc領域のアミノ酸配列のうち、EUナンバリングで表される；



233 位のアミノ酸がAsp 、

234 位のアミノ酸がT r p、またはTy rのいずれか、

237 位のアミノ酸がA La、 Asp, GLu、 Leu 、Me t Phe、 T r pまたはTy rのいずれか

239 位のアミノ酸がAsp 、

267 位のアミノ酸がA La、GLnまたはVa Lのいずれか、

268 位のアミノ酸がAsn 、 As p またはGLuのいずれか、

27 1位のアミノ酸がGLy、

326 位のアミノ酸がA La、 Asn 、 Asp 、GLn GLu Leu, Met, Se r またはTh rのい

ずれか、

330 位のアミノ酸がA r g、 Lys 、またはMe t のいずれか、

323 位のアミノ酸が I Le、 Leu、またはMe t のいずれか、もしくは、

296 位のアミノ酸がAsp 、

の群から選択される少なくともひとつ以上のアミノ酸である、 〔2 3 "〕また

は 〔2 4 "〕に記載の方法、

といい換えることも可能である。

図面の簡単な説明

[ 図1] pH依存的結合抗体が繰 り返 し可溶型抗原に結合することを示す図である

。 （i ) 抗体が可溶型抗原と結合する、（i i ) 非特異的に、ピノサイ ト一シスに

より細胞内へ取り込まれる、（i i i ) エ ン ドソ一厶内で抗体はFcRn と結合 し、

可溶型抗原は抗体から解離する、（i v ) 可溶型抗原はライソソ一ムに移行 し分

解される、（V ) 可溶型抗原が解離 した抗体はFcRn により血漿中にリサイクル

される、（ν ι ) リサイクルされた抗体は、再び可溶型抗原へ結合することが可

能となる。

[ 図2 ] 中性条件下でFcRnへの結合を増強することによって、pH依存的結合抗体

が抗原に繰 り返 し結合できる効果をさらに向上させることを示す図である。（

i ) 抗体が可溶型抗原と結合する、（i i ) FcRn を介 して、 ピノサイ ト一シスに

より細胞内へ取り込まれる、（i i i ) エ ン ドソ一厶内で可溶型抗原は抗体から



解 離 す る、 （i v ) 可溶 型 抗 原 は ライ ソ ソ一 厶 に移 行 し分解 され る、 （V ) 可溶 型

抗 原 が解 離 した抗 体 は FcRn に よ り血 漿 中 に リサ イ クル され る、 （v i ) リサ イ ク

ル され た抗 体 は、 再 び可溶 型 抗 原 へ結 合 す る こ とが可 能 とな る。

[ 図 3]B i acore を用 いた抗 ヒ 卜IgA 抗 体 の Ca2+1. 2 M お よび Ca2+ にお け る

ヒ 卜IgA へ の相 互 作 用 を示 す セ ンサ 一 グラム を示 す 図 で あ る。

[ 図 4 ] ヒ 卜IgA + GA1 -IgG1 抗 体 投 与群 、 ヒ 卜IgA + GA2-IgG1 抗 体 投 与群 、 ヒ 卜I g

A+ GA2-Fc γ R (-) お よび GA2-N434W 抗 体 投 与群 の ノー マル マ ウス血 漿 中抗 体濃

度 推 移 を示 す 図 で あ る。

[ 図 5] ヒ 卜IgA 単 独 投 与群 、 ヒ 卜IgA + GA1 -IgG1 抗 体 投 与群 、 ヒ 卜IgA + GA2-IgG

1抗 体 投 与群 、 ヒ 卜IgA + GA2-Fc ァR (-) 抗 体 投 与群 お よび ヒ 卜IgA + GA2-N434W

抗 体 投 与群 の ノ一 マル マ ウス血 漿 中 ヒ 卜IgA の濃 度 推 移 を示 す 図 で あ る。

[ 図 6] ヒ 卜IgA + GA1 -IgG1 抗 体 投 与群 、 ヒ 卜IgA + GA2-IgG1 抗 体 投 与群 、 ヒ 卜I g

A+ GA2-Fc (-) 抗 体 投 与群 お よび ヒ 卜IgA + GA2-N434W 抗 体 投 与群 の ノー マ

ル マ ウス血 漿 中の非 結 合 型 ヒ 卜IgA の濃 度 推 移 を示 す 図 で あ る。

[ 図 7 ] 多 量 体 抗 原 に対 して大 きな免疫 複 合 体 を形 成 す る天然 IgG1 の 定 常領 域 を

含 む pH/Ca 依 存 性 抗 体 の、 抗 体 1分 子 あ た りの抗 原 を消 失 させ る効 率 を例 示 す

る図 で あ る。

[ 図 8 ] 単 量 体 抗 原 に存 在 す る2つ以 上 の ェ ピ トー プを認識 し大 きな免疫 複 合 体

を形 成 す るの に適切 な mu Lt i spec i f i c pH/Ca 依 存 性 抗 体 の、 抗 体 1分 子 あ た り

の抗 原 を消 失 させ る効 率 を例 示 す る図 で あ る。

[ 図 9] ヒ 卜IgE と pH依 存 的抗 IgE 抗 体 で あ る ク ロー ン278 が pH依 存 的 に大 きな免

疫 複 合 体 を形 成 す る こ とを確 認 した ゲル ろ過 ク ロマ 卜ダラ フ ィ一分析 の結 果

を示 す 図 で あ る。

[ 図 10] ヒ 卜IgE+ ク ロー ン278 投 与 群 お よび ヒ 卜IgE + Xo La i r 抗 体 投 与群 の ノ一

マル マ ウス血 漿 中抗 体濃 度 推 移 を示 す 図 で あ る。

[ 図 11] ヒ 卜IgE 単 独 投 与群 、 ヒ 卜IgE+ ク ロ一 ン278 抗 体 投 与群 、 お よび、 ヒ 卜

IgE + ク ロ一 ン278 抗 体 投 与群 の ノ一 マル マ ウス血 漿 中 ヒ 卜IgE の濃 度 推 移 を示

す 図 で あ る。



[ 図 12 ] ノ一 マル マ ウス にお け るGA2-IgG1 お よびGA2-F1 087 の血 漿 中抗 体濃 度 推

移 を示 した 図 で あ る。

[ 図 13 ] GA2- 1gG1お よびGA2-F 1087 が投 与 され た ノー マル マ ウス にお け る血 漿 中

hlgA 濃 度 推 移 を示 した 図 で あ る。

[ 図 14]C57BL/6J マ ウス にお け る278-IgG1 お よび 278-F 1087 の血 漿 中抗 体濃 度 推

移 を示 した 図 で あ る。

[ 図 15]278-IgG1 お よび 278-F1 087 が投 与 され たC57BL/6J マ ウス にお け る血 漿 中

hlgE (Asp6) 濃 度 推 移 を示 した 図 で あ る。

[ 図 16]GA2-F760 また はGA2-F1 331 が投 与 され た ヒ 卜FcRn トラ ンス ジ エニ ックマ

ウス にお け る血 漿 中のGA2-F760 また はGA2-F 1331 の濃 度 推 移 を示 した 図 で あ る

[ 図 17]GA2-F760 また はGA2-F1 331 が投 与 され た ヒ 卜FcRn トラ ンス ジ エニ ックマ

ウス にお け る血 漿 中の ヒ 卜IgA の濃 度 推 移 を示 した 図 で あ る。

[ 図 18]278-F760 また は278-F1 331 が投 与 され た ヒ 卜FcRn トラ ンス ジ エニ ックマ

ウス にお け る血 漿 中の278-F760 また は278-F 1331 の濃 度 推 移 を示 した 図 で あ る

[ 図 19]278-F760 また は278-F1 331 が投 与 され た ヒ 卜FcRn トラ ンス ジ エニ ックマ

ウス にお け る血 漿 中の ヒ 卜IgE の濃 度 推 移 を示 した 図 で あ る。

[ 図 20]pH7. 4 , pH6. 0に お け るPHX-IgG1 の hsIL-6R に対 す るセ ンサ 一 グラム を示

す 図 で あ る。

[ 図 2 1 ]Fv4-IgG1 とPHX-F29 が 同時 に IL6R に結 合 で きるか を ECL法 （電 気化学 発

光 法 ） で評価 した結 果 で あ る。

[ 図 22]hsIL6R + Fv4-IgG1 投 与群 お よび hsIL6R + Fv4-IgG1 +PHX-IgG1 投 与群 の

ノ一 マル マ ウス血 漿 中抗 I L6R抗 体 の濃 度 推 移 を示 した グラ フで あ る。

[ 図 23]hsIL6R + Fv4-IgG1 投 与群 お よび hsIL6R + Fv4-IgG1 +PHX-IgG1 投 与群 の

ノー マル マ ウス血 漿 中 ヒ 卜I L6Rの濃 度 推 移 を示 した グラ フで あ る。

[ 図 24]Fc ァRと抗 体 のみ の溶 液 も しくは抗 体 と抗 原 の混 合溶 液 を作 用 させ た と

きの B i ac 0 r eセ ンサ 一 グラム で あ る。 破 線 は抗 体 のみ の溶 液 を作 用 させ た場 合



であ り、実線 は抗体 と抗原 を混合 した溶液 を作用させた場合のセ ンサ一ダラ

厶を示す図である。

[ 図25] ヒ 卜FcRn と抗体のみの溶液 も しくは抗体 と抗原の混合溶液 を作用させ

た ときのB i a c 0 r eセ ンサ一グラムである。実線 は抗体のみの溶液 を作用させた

場合であ り、破線 は抗体 と抗原 を混合 した溶液 を作用させた場合のセ ンサ一

グラムを示す図である。

[ 図26] マウス FcRn と抗体のみの溶液 も しくは抗体 と抗原の混合溶液 を作用さ

せた ときのB i a c 0 r eセ ンサ一グラムである。破線 は抗体のみの溶液 を作用させ

た場合であ り、実線 は抗体 と抗原 を混合 した溶液 を作用させた場合のセ ンサ

—グラムを示す図である。

[ 図27] マウス FcRn と抗体のみの溶液 も しくは抗体 と抗原の混合溶液 を作用さ

せた ときのB i a c 0 r eセ ンサ一グラムである。破線 は抗体のみの溶液 を作用させ

た場合であ り、実線 は抗体 と抗原 を混合 した溶液 を作用させた場合のセ ンサ

—グラムを示す図である。

発明を実施するための形態

[00 16 ] 以下の定義 および詳細な説明は、本明細書 において説明する本発明の理解

を容易にするために提供 される。

アミノ酸

本明細書 において、た とえば、 A La/A 、 Leu/ し A rg/R 、 Lys/K 、 Asn/N 、 Me t /

M、 Asp/D 、 Phe/F 、 Cys/C 、 P r o/P 、 GLn/Q 、 Se r/S 、 GLu/E 、 T h r/T 、 GLy/G 、 T r p

/ W、 H i s/H 、 Ty r/Y 、 I Le/I 、 Va L/V と表 されるように、 アミノ酸 は 1文字 コー ド

または3文字 コ一 ド、 またはその両方で表記 されている。

[00 17 ] アミノ酸の改変

抗原結合分子のアミノ酸配列中のアミノ酸の改変のためには、部位特異的

変異誘発法 （Kunke Lら ( P r oc. Nat し Acad. Sc i . USA ( 1985) 82, 488-492)

) やOve r La p e x t ens i o n PCR等の公知の方法が適宜採用され得 る。 また、天然

のアミノ酸以外のアミノ酸 に置換するアミノ酸の改変方法 と して、複数の公

知の方法 もまた採用され得 る （Annu. Rev. B i ophvs. B i omo L. S t r u c t . (2006



) 35, 225-249 、 Proc. Nat し Acad. Sc i . U. S. A. (2003) 100 ( 11) , 6353-63

57) 。例 えば、終 止 コ ドンの 1 つであ るUAGコ ドン （ア ンバ ー コ ドン） の相補

的 ア ンバ ーサ ブ レッサ 一 t RNAに非 天然 ア ミノ酸 が結 合 され た t RNAが含 まれ る

無細胞翻 訳 系 システ ム ( C Lover D i rect (Prote i n Express) ) 等 も好適 に用

い られ る。

[001 8 ] 本 明細書 において、 ア ミノ酸 の改変部位 を表 す際 に用 い られ る 「お よび / ま

た は」 の用語 の意義 は、 「お よび」 と 「また は」 が適宜組 み合 わ され たあ ら

ゆ る組合 せ を含 む。具 体 的 には、例 えば 「33位、 55位、 お よび / また は 96位 の

ァ ミノ酸 が置換 され て い る」 とは以 下 の ァ ミノ酸 の改変 のバ リエ一 シ ヨンが

含 まれ る ；

(a) 33位、 （b)55位、 （c)96位 、 （d)33位 お よび 55位、 （e)33位 お よび 96位、 （f)

55位 お よび 96位、 （g) 33位 お よび 55位 お よび 96位。

本 明細書 において、 「抗原結 合単位 」 とは、 「本発 明の抗原結 合分 子 に含

まれ る抗原結 合 ドメイ ンのー価 の結 合単位 が結 合 す るェ ピ 卜一 プを含 む抗原

分 子 が 当該抗原結 合分 子 の非存在 下 において血 漿 中で通 常存在 す る形 態 の一

分 子 当 りに存在 す る当該 ェ ピ 卜一 プの数 」 をい う。 抗原結 合単位 が二単位 で

あ る抗原 の例 と して、 GDF、 PDGF、 また はVEGF等 のホ モ二量体 の形 態 で通 常血

漿 中 に存在 す る多量体 を含 む抗原 が例 示 され る。例 えば、 同一配 列 の可変領

域 を二 つ その分 子 中 に含 む （すなわ ち後 述 す る二重特異性 抗体 で はな い）抗 G

DF抗体 に含 まれ る可変領 域 の一価 の結 合単位 が結 合 す るェ ピ トー プは、 ホ モ

二量体 を形成 す るGDFの分 子 中 に二単位存在 す る。 また、 抗原結 合単位 が二単

位 であ る抗原 の例 と して、 IgE 等 の ィ厶 ノグ ロプ リン分 子 も例 示 され る。 IgE

は、血 漿 中で は重鎖 二量体 と軽鎖 二量体 を含 む四量体 で通 常存在 す るが、 同

一配 列 の可変領 域 を二 つ その分 子 中 に含 む （すなわ ち後 述 す る二重特異性 抗

体 で はな い）抗 IgE 抗体 に含 まれ る可変領 域 の一価 が結 合 す るェ ピ 卜一 プは、

当該 四量体 中 に二単位存在 す る こととな る。 IgA は、血 漿 中で は重鎖 二量体 と

軽鎖 二量体 を含 む四量体、 また は当該 四量体 が」鎖 を介 して さ らに複 合体 を形



成 す る八 量 体 の 二 つ の態 様 で通 常存 在 す るが、 同 一 配 列 の可 変領 域 を二 つ そ

の分 子 中 に含 む （す な わ ち後 述 す る二 重 特 異 性 抗 体 で は な い） 抗 IgA 抗 体 に含

まれ る可 変領 域 の 一価 が結 合 す るェ ピ 卜一 プは、 当該 四量 体 中、 お よび 八 量

体 中 に は それ ぞれ 二 単 位 、 また は 四単 位 が存 在 す る こ と とな る。 また、 抗 原

結 合 単 位 が 三 単 位 で あ る抗 原 の例 と して、 TNFス ーパ 一 フ ァ ミ リ一 で あ る TNF

、 RANKL、 また は CD1 54等 の ホ モ三 量 体 の形 態 で通 常血 漿 中 に存 在 す る多 量

体 を含 む抗 原 が例 示 され る。

[0020] 抗 原 結 合 単 位 が一単 位 で あ る抗 原 分 子 の例 と して、 可 溶 型 IL-6 受 容 体 （以

下 SIL-6R とも呼 ばれ る）、 IL-6 、 HMGB-K CTGF等 の単 量 体 の形 態 で通 常血 漿

中 に存 在 す る分 子 が例 示 され る。 IL-1 2p40 お よび IL-1 2p35 を含 む IL-1 2、 IL-1

2p40 お よび （IL-30B とも呼 ばれ る） IL-23p1 9を含 む IL-23 、 も しくはEBI3 お よ

び IL27p28 を含 む IL-23 、 も しくは IL-1 2p35 お よび EBI3 を含 む IL-35 等 のへ テ ロ

二 量 体 は、 互 い に構 造 の異 な る二 分 子 の サ ブュ ニ ッ 卜を含 む。 これ らの サ ブ

ュ ニ ッ 卜の い ず れ か に結 合 す る可 変領 域 を二 つ そ の分 子 中 に含 む （す な わ ち

後 述 す る二 重 特 異 性 抗 体 で は な い） 抗 サ プュ ニ ッ 卜抗 体 に含 まれ る可 変領 域

の 一価 が結 合 す るェ ピ 卜一 プは一 単 位 で あ るた め、 これ らのヘ テ ロ二 量 体 の

抗 原 結 合 単 位 は一 単 位 で あ る。 TNF -TNF -hCG の マル チ サ ブュ ニ ッ 卜複 合 体

等 のへ テ ロ三 量 体 も同様 に、 そ の抗 原 結 合 単 位 は一 単 位 で あ る。

[0021 ] な お、 抗 原 結 合 単 位 は、 抗 原 結 合 ドメ イ ンの一価 の結 合 単 位 が結 合 す るェ

ピ トー プの数 を意 味 す る こ とか ら、 抗 原 結 合 分 子 中 のパ ラ 卜一 プが 一種 類 存

在 す る場 合 と複 数 種 類 存 在 す る場 合 で は、 これ らの抗 原 結 合 分 子 が結 合 す る

抗 原 が 同 一 の抗 原 で あ って も、 当該 抗 原 に お け る抗 原 結 合 単 位 は異 な る こ と

とな る。 例 え ば、 上 記 のへ テ ロ二 量 体 の例 で は、 抗 原 結 合 分 子 が含 む抗 原 結

合 ドメ イ ン中 の 一価 の結 合 単 位 が 当該 へ テ ロ二 量 体 中 の 一種 類 の サ ブュ ニ ッ

卜に結 合 す る場 合 に は、 当該 抗 原 中 の抗 原 結 合 単 位 は一単 位 で あ るの に対 し

て、 抗 原 結 合 分 子 が、 ヘ テ ロ二 量 体 を形 成 す る各 サ ブユ ニ ッ トに結 合 す る一

価 の結 合 単 位 を二 つ含 む 二 重 特 異 性 また は、 二 重 パ ラ 卜ピ ックな抗 原 結 合 分

子 で あ る場 合 に は、 当該 抗 原 中 の抗 原 結 合 単 位 は二 単 位 で あ る。



[0022] 多暈体 （mu Lt i mer)

本 明細書 において単 に二以上の多量体 と記載 される場合、多量体 という用

語 にはホモ多量体 とヘテ ロ多量体の両方が含 まれる。多量体 に含 まれるサ プ

ュニ ッ 卜間の結合様式 と しては、ペ プチ ド結合 またはジスル フィ ド結合等の

共有結合、 も しくはイオ ン結合、 フ ァ ンデ ル ワール ス結合 または水素結合等

の安定な非共有結合 を含むが、 これ らに限定されない。ホモ多量体は、複数

の同一サ ブュニ ッ 卜を含み、一方、ヘテ ロ多量体は、複数の異なるサ プュ二

ッ 卜を含む。例 えば、二量体 という用語 にはホモ二量体 とヘテ ロ二量体の両

方が含 まれ、ホモ二量体は、二つの同一サ ブユニ ッ トを含み、一方、ヘテ ロ

二量体は、二つの異なるサ ブユニ ッ トを含む。 また、多量体 を形成するそれ

ぞれの単位 を表す単量体 とは、 当該単位がポ リペ プチ ドの場合 には、ぺ プチ

ド結合 によって連結 された連続する各構造単位 を意味する。

[0023] 碰

本明細書 において 「抗原」は抗原結合 ドメインが結合するェ ピ 卜一プを含

む限 りその構造は特定の構造 に限定されない。別の意味では、抗原は無機物

でもあ り得 る し有機物でもあ り得 る。抗原 と しては下記のような分子 ；17-IA

、 4-1 BB、 4Dc、 6- ケ 卜- PGF1 a、 8- イ ソ- PGF2a、 8- 才 キソ-dG、 A 1 アデ ノシン

受容体、A33、 ACE、 ACE-2、 ァクチ ビン、 ァクチ ビンA、 ァクチ ビンAB、 ァク

チ ビン ァクチ ビンC、 ァクチ ビンRIA、 ァクチ ビンRIA ALK-2 、 ァクチ ビンR

I B ALK-4 、 ァクチ ビンRIIA 、 ァクチ ビンRIIB 、 ADAM、 ADAM1 0、 ADAM1 2、 ADAM1

5、 ADAM1 7/TACE、 ADAM8、 ADAM9、 ADAMTS, ADAMTS4, ADAMTS5, ァ ドレシン、 a

FGF、 ALCAM、 ALK、 ALK-1 、 ALK-7 、 アル フ ァ - 1- ア ンチ トリプシ ン、 アル フ ァ

—V/ ベ ータ- 1ア ンタゴニ ス 卜、 ANG、 Ang、 APAF-1、 APE、 AP上 APP、 APRIL, A

R、 ARC ART アルテ ミン、抗 I d、 ASPARTIC, 心房性ナ トリウム利尿因子、 av

/b3 イ ンテ グ リン、Axし b2M、 B7-1 、 B7-2 、 B7-H、 B- リンパ球刺激因子 （BLyS

) 、 BACE、 BACE-K Bad, BAFF、 BAFF-R、 Bag-1 、 BAK、 Bax、 BCA-1、 BCAM、 Be

し BCMA、 BDNF、 b-ECGF、 bFGF、 BID、 Bi に BIM、 BLC、 BL-CAM、 BLK、 BMP、 BM

P-2 BMP-2a、 BMP-3 才ステオゲニ ン （Osteogen i n) 、 BMP-4 BMP-2b、 BMP-5、



BMP-6 Vgr-K BMP-7 (OP-1 ) 、 BMP-8 (BMP-8a、 OP-2) 、 BMPR、 BMPR-IA (ALK

-3) 、 BMPR-IB (ALK-6) 、 BRK-2、 RPK-1、 BMPR-II (BRK-3) 、 BMP、 b-NGF、 B

0K、ボ ンべシン、骨由来神経栄養因子、 BPDE、 BPDE-DNA、 BTC、補体因子3 ( C

3) 、 C3a、 C4、 C5、 C5a、 C 10、 CA1 25、 CAD-8、 カルシ 卜ニ ン、 cAMP、癌胎児

性抗原 （CEA) 、癌関連抗原、 カテ ブシ ンA、 カテ ブシ ンB、 カテ ブシ ンC/DPPI

、 カテ ブシン 、 カテ ブシンE、 カテ ブシンH、 カテ ブシンし カテ ブシン0、 力

テ プシンS、 カテ ブシンV、 カテ ブシンX/Z/P 、 CBL、 CCI、 CCK2、 CCL、 CCL1 、 C

CL1 1、 CCL1 2、 CCL1 3、 CCL14、 CCL1 5、 CCL1 6、 CCL1 7、 CCL1 8、 CCL1 9、 CCL2、 C

CL20、 CCL21 、 CCL22、 CCL23、 CCL24、 CCL25、 CCL26、 CCL27、 CCL28、 CCL3、 C

CL4、 CCL5、 CCL6、 CCL7、 CCL8、 CCL9/1 0、 CCR、 CCR1 、 CCR1 0、 CCR1 0、 CCR2、

CCR3、 CCR4、 CCR5、 CCR6、 CCR7、 CCR8、 CCR9、 CD1 、 CD2、 CD3、 CD3E、 CD4、 C

D5、 CD6、 CD7、 CD8、 CD1 0、 CD1 1a、 CD1 1b、 CD1 1c、 CD1 3、 CD14、 CD1 5、 CD1 6

、 CD1 8、 CD1 9、 CD20、 CD21 、 CD22、 CD23、 CD25、 CD27し CD28、 CD29、 CD30、

CD30し CD32、 CD33 (p67 タンパ ク質）、 CD34、 CD38、 CD40、 CD40し CD44、 CD

45、 CD46、 CD49a、 CD52、 CD54、 CD55、 CD56、 CD61 、 CD64、 CD66e、 CD74、 CD8

0 (B7-1 ) 、 CD89、 CD95、 CD123 CD1 37、 CD138 CD140a、 CD146, CD147、 CD1

48、 CD1 52、 CD1 64、 CEACAM5, CFTR、 cGMP、 CINC、ボツ リヌス菌毒素、 ゥエル

シ ュ菌毒素、CKb8-1、 CLC、 CMV、 CMV Uし、 CNTF、 CNTN-1 、 C0X、 C-Ret 、 CRG-2

、 CT-1、 CTACK、 CTGF、 CTLA-4、 CX3CL1 、 CX3CR1 、 CXCL、 CXCL1 、 CXCL2、 CXCL

3、 CXCL4、 CXCL5、 CXCL6、 CXCL7、 CXCL8、 CXCL9、 CXCL1 0、 CXCL1 1、 CXCL1 2、

CXCL1 3、 CXCL14、 CXCL1 5、 CXCL1 6、 CXCR、 CXCR1 、 CXCR2、 CXCR3、 CXCR4、 CXC

R5、 CXCR6、サイ 卜ケラチ ン腫瘍関連抗原、 DAN、 DCC、 DcR3、 DC-SIGN, 補体

制御因子 (Decay acce Lerat i ng factor) 、 des ( 1-3) -IGF-I (脳 IGF-1 ) 、 D

hh、 ジゴキシン、DNAM-1 、 Dnase、 Dpp、 DPPIV/CD26、 Dt に ECAD、 EDA、 EDA-A

1、 EDA-A2、 EDAR、 EGF、 EGFR (ErbB-1 ) 、 EMA、 EMMPRIN、 ENA、エ ン ドセ リン

受容体、エ ンケファリナ一ゼ、 eN0S、 Eot 、 ェ才タキシン1、 EpCAM、エフ リン

B2/EphB4 、 EP0、 ERCC、 E- セ レクチ ン、 ET-1、 ファクタ一 IIa 、 ファクタ一VII

、 ファクタ一VIIIc 、 ファクタ一 I X、線維芽細胞活性化 タンパ ク質 （FAP) 、 F



a s、 FcR1 、 FEN-1 、 フ ェ リチ ン、 FGF、 FGF-1 9、 FGF-2 、 FGF3 、 FGF-8 、 FGFR、 F

GFR-3 、 フ ィ プ リ ン、 FL、 FLIP, F Lt-3 、 F Lt-4 、 卵 胞 刺 激 ホ ル モ ン、 フ ラ ク タ

ル カ イ ン、 FZD1 、 FZD2 、 FZD3 、 FZD4 、 FZD5 、 FZD6 、 FZD7 、 FZD8 、 FZD9 、 FZD1 0

、 G250 、 Gas6 、 GCP-2 、 GCSF、 GD2、 GD3、 GDF、 GDF-1 、 GDF-3 (Vgr-2) 、 GDF-

5 (BMP-14 、 CDMP-1 ) 、 GDF-6 (BMP-1 3、 CDMP-2) 、 GDF-7 (BMP-1 2、 CDMP-3)

、 GDF-8 ( ミ オ ス タ チ ン ） 、 GDF-9 、 GDF-1 5 (MIC-1 ) 、 GDNF、 GDNF、 GFAP、 GF

Ra-1 、 GFR- ア ル フ ァ 1、 GFR- ア ル フ ァ2、 GFR- ア ル フ ァ3、 GITR 、 グ ル カ ゴ ン、

GLut4 、 糖 タ ンパ ク 質 lib/Ilia (GPIIb/IIIa) 、 GM-CSF 、 gp1 3 0、 gp72 、 GRO、

成 長 ホ ル モ ン放 出 因 子 、 ハ プ テ ン （NP-cap ま た は NIP-cap) 、 HB-EGF 、 HCC、 H

CMV g Bエ ンベ ロ ー プ糖 タ ンパ ク 質 、 HCMV g Hエ ンベ ロ ー プ糖 タ ンパ ク 質 、 HCMV

UL、 造 血 成 長 因 子 （HGF) 、 Hep B gp1 2 0、 へ パ ラ ナ 一 ゼ 、 Her2 、 Her2/neu (

ErbB-2) 、 Her3 (ErbB-3) 、 Her4 (ErbB-4) 、 単 純 へ ル ぺ ス ウ ィ ル ス （HSV)

g B糖 タ ンパ ク 質 、 HSV gD糖 タ ンパ ク 質 、 HGFA、 高 分 子 量 黒 色 腫 関 連 抗 原 （HM

W-MAA) 、 HIV gp1 2 0、 HIV IIIB g 12 0 V3ル ー プ、 HLA、 HLA-DR 、 HM1 . 24、 HM

FG PEM、 HRG、 Hr に ヒ 卜心 臓 ミ オ シ ン、 ヒ 卜サ イ トメ ガ ロ ウ ィ ル ス （HCMV)

、 ヒ 卜成 長 ホ ル モ ン （HGH) 、 HVEM、 1-309 、 IAP 、 ICAM 、 ICAM-1 、 ICAM-3 、 I C

E、 ICOS 、 IFNg 、 I g、 IgA 受 容 体 、 IgE 、 IGF 、 IGF 結 合 タ ンパ ク 質 、 IGF-1 R、 I G

FBP、 IGF-I 、 IGF-II 、 I し IL-1 、 IL-1 R、 IL-2 、 IL-2R 、 IL-4 、 IL-4R 、 IL-5 、

IL-5R 、 IL-6 、 IL-6R 、 IL-8 、 IL-9 、 IL-1 0、 IL-1 2、 IL-1 3、 IL-1 5、 IL-1 8、 I L

- 18 R、 IL-23 、 イ ン タ 一 フ エ ロ ン （INF) - ア ル フ ァ、 INF- ベ ー タ 、 INF- ガ ン マ

、 イ ン ヒ ビ ン 、 i NOS、 イ ン ス リ ン A鎖 、 イ ン ス リ ン B鎖 、 イ ン ス リ ン 様 増 殖 因

子 1、 イ ン テ グ リ ン ア ル フ ァ 2、 イ ン テ グ リ ン ア ル フ ァ 3、 イ ン テ グ リ ン ア ル フ

ァ 4、 イ ン テ グ リ ン ア ル フ ァ 4 / ベ ー タ 1、 イ ン テ グ リ ン ア ル フ ァ 4 / ベ ー タ 7、 ィ

ン テ グ リ ン ア ル フ ァ 5 ( ア ル フ ァ V) 、 イ ン テ グ リ ン ア ル フ ァ 5 / ベ ー タ 1、 イ ン

テ グ リ ン ア ル フ ァ 5/ ベ ー タ 3、 イ ン テ グ リ ン ア ル フ ァ 6、 イ ン テ グ リ ンべ 一 タ 1

、 イ ン テ グ リ ンべ 一 タ 2、 イ ン タ 一 フ エ ロ ン ガ ン マ 、 IP-1 0、 I-TAC 、 J E、 カ リ

ク レイ ン 2、 カ リ ク レイ ン 5、 カ リ ク レイ ン 6、 カ リ ク レイ ン 11、 カ リ ク レイ ン

12、 カ リ ク レイ ン 14、 カ リ ク レイ ン 15、 カ リ ク レイ ン L 1、 カ リ ク レイ ン L2、



カ リク レインL3、 カ リク レインL4、 KC、 KDR、ケラチ ノサイ ト増殖因子 （KGF

) 、 ラミニ ン5、 LAMP, LAP, LAP (TGF-1 ) 、潜在的TGF-1、潜在的TGF-1 bp1

、 LBP、 LDGF、 LECT2、 レフテ ィ、ルイス _ Y抗原、ルイス _ Υ関連抗原、 LFA-1

、 LFA-3、 Lfo 、 LIF 、 LIGHT, リポタンパ ク質、 LIX、 LKN、 Lptn 、 L- セ レクチ

ン、 LT-a 、 LT-b 、 LTB4、 LTBP-1、肺表面、黄体形成ホルモン、 リンホ トキシ

ンベータ受容体、Mac-1、 MAdCAM、 MAG, MAP2、 MARC, MCAM、 MCAM、 MCK-2、 MC

P、 M-CSF、 MDC、 Mer、 METALLOPROTEASES, MGDF受容体、 MGMT、 MHC (HLA-DR)

、 MIF、 MIG、 MIP、 MIP-1 - アル ファ、 MK、 MMAC1 、 MMP、 MMP-1 、 MMP-1 0、 MMP-1

1、 MMP-1 2、 MMP-1 3、 MMP-1 4、 MMP-1 5、 MMP-2、 MMP-24、 MMP-3、 MMP-7、 MMP-8

、 MMP-9、 MPIF、 Mpo、 MSK、 MSP、厶チ ン （Muc1 ) 、 MUC1 8、 ミュラ一管抑制物

質、Mug、 MuSK、 NAIP、 NAP、 NCAD、 N-Cア ドへ リン、 NCA 90、 NCAM、 NCAM、 ネ

プ リライシン、ニュー ロ トロフィン- 3、 - 4、 または- 6、 ニュールツ リン、神

経成長因子 （NGF) 、 NGFR、 NGF —ベータ、 nN0S、 N0、 N0S、 Npn、 NRG-3、 NT、

NTN、 0B、 OGGK 0PG、 0PN、 0SM、 0X40し OX40R、 p 150、 p95、 PADPr、副 甲状

腺ホルモン、 PARC、 PARP、 PBR、 PBSF、 PCAD、 P- カ ドヘ リン、 PCNA、 PDGF、 PD

GF、 PDK-K PECAM、 PEM、 PF4、 PGE、 PGF、 PGI2、 PGJ2、 PIN、 PLA2、胎盤性 ァ

ル カ リホスファタ一ゼ （PLAP) 、 PLGF、 PLP、 PP14、 プロインス リン、 プロレ

ラキシン、 プロテインお PS、 PSA、 PSCA、前立腺特異的膜抗原 （PSMA) 、 PTE

N、 PTHrp、 Pt に PTN、 R51 、 RANK, RANKL、 RANTES, RANTES, レラキシンA鎖、

レラキシンB鎖、 レニ ン、呼吸器多核体 ウィルス （RSV) F、 RSV Fgp、 Ret リ

ゥマイ ド因子、RLIP76 、 RPA2、 RSK、 S 100、 SCF氣 SDF-1、 SERINE, 血清 ァ

ル プミン、 sFRP-3、 Shh、 SIGIRR, SK-1、 SLAM、 SLPI、 SMAC、 SMDF、 SM0H、 SO

D、 SPARC, Stat, STEAP、 STEAP-II, TACE、 TACI、 TAG-72 (腫瘍 関連糖 タンパ

ク質 —72) 、 TARC、 TCA-3、 T細胞受容体 （例 えば、 Τ細胞受容体 アル ファ/ ベ

—タ）、 TdT、 TECK、 TEM1 、 TEM5、 TEM7、 TEM8、 TERT 睾丸 PLAP様 アル カ リホ

スファタ一ゼ、TfR、 TGF、 TGF-アル ファ、TGF-ベータ、TGF-ベータ Pan Spec

i f i c、 TGF-ベ 一 タRI (ALK-5) 、 TGF-ベ 一 タRII 、 TGF-ベ 一 タRIIb 、 TGF-ベ 一

タRIII 、 TGF-ベータ1、 TGF-ベータ2、 TGF-ベータ3、 TGF-ベータ4、 TGF-ベ一



タ5、 トロンビン、胸腺Ck-1 、 甲状腺刺激ホルモン、T i e、 TIMP、 TIQ、組織因

子、 TMEFF2、 Tmpo、 TMPRSS2, TNF、 TNF- アル ファ、TNF- アル ファべ一タ、 TNF

- ベ 一 タ2、 TNFc、 TNF-RI 、 TNF-RII 、 TNFRSF1 0A (TRAIL R 1 Apo-2 、 DR4) 、 TN

FRSF1 0B (TRAIL R2 DR5、 KILLER, TRICK-2A 、 TRICK-B) 、 TNFRSF1 0C (TRAIL

R3 DcR1 、 LIT 、 TRID) 、 TNFRSF1 0D (TRAIL R4 DcR2、 TRUNDD) 、 TNFRSF1 1A (

RANK ODF R、 TRANCE R) 、 TNFRSF1 1B (OPG OCIF、 TR1 ) 、 TNFRSF1 2 (TWEAK R

FN14) 、 TNFRSF1 3B (TACI) 、 TNFRSF1 3C (BAFF R) 、 TNFRSF14 (HVEM ATAR

、 HveA、 LIGHT R、 TR2) 、 TNFRSF1 6 (NGFR p75NTR) 、 TNFRSF1 7 (BCMA) 、 TN

FRSF1 8 (GITR AITR) 、 TNFRSF1 9 (TROY TAJ、 TRADE) 、 TNFRSF1 9L (RELT) 、

TNFRSF1A (TNF RI CD1 20a、 p55-60) 、 TNFRSF1 B (TNF RII CD1 20b、 p75-80)

、 TNFRSF26 (TNFRH3) 、 TNFRSF3 (LTbR TNF RIII 、 TNFC R) 、 TNFRSF4 (0X40

ACT35、 TXGP1 ) 、 TNFRSF5 (CD40 p50) 、 TNFRSF6 (Fas Apo-1 、 APT1 、 CD9

5) 、 TNFRSF6B (DcR3 M68、 TR6) 、 TNFRSF7 (CD27) 、 TNFRSF8 (CD30) 、 TNF

RSF9 (4-1 BB CD1 37、 I LA) 、 TNFRSF21 (DR6) 、 TNFRSF22 (DcTRAIL R2 TNFRH

2) 、 TNFRST23 (DcTRAIL R 1 TNFRH1 ) 、 TNFRSF25 (DR3 Apo-3 、 LARD、 TR-3、

TRAMP, WSL-1 ) 、 TNFSF1 0 (TRAIL Apo-2 リガン ド、TL2) 、 TNFSF1 1 (TRANCE/

RANK リガン ド ODF、 OPG リガン ド）、 TNFSF1 2 (TWEAK Apo-3 リガン ド、DR3 リ

ガン ド）、 TNFSF1 3 (APRIL TALL2) 、 TNFSF1 3B (BAFF BLYS、 TALL1、 THANK,

TNFSF20) 、 TNFSF14 (LIGHT HVEM リガン ド、 LTg) 、 TNFSF1 5 (TL1A/VEGI) 、

TNFSF1 8 (GITR リガン ド AITR リガン ド、TL6) 、 TNFSF1A (TNF-a コネクチ ン

(Conect i n) 、 DIF、 TNFSF2) 、 TNFSF1 B (TNF-b LTa、 TNFSF1 ) 、 TNFSF3 (しT

b TNFC, p33) 、 TNFSF4 (0X40 リガン ド gp34、 TXGP1 ) 、 TNFSF5 (CD40 リガン

ド CD1 54、 gp39、 HIGM1 、 IMD3、 TRAP) 、 TNFSF6 (Fas リガン ド Apo-1 リガン

ド、 APT1 リガン ド）、 TNFSF7 (CD27 リガン ド CD70) 、 TNFSF8 (CD30 リガン ド

CD1 53) 、 TNFSF9 (4-1 BB リガン ド CD1 37 リガン ド）、 TP-1、 t-PA 、 Tpo、 TRA

I し TRAIL R、 TRAIL-RK TRAIL-R2, TRANCE, トランスフェ リン受容体、 TRF

、 Trに TR0P-2、 TSG、 TSLP、腫瘍関連抗原 CA1 25、腫瘍関連抗原発現ルイスY

関連炭水化物、 TWEAK、 TXB2、 Ung、 uPAR、 uPAR-1、 ゥロキナ一ゼ、 VCAM、 VCA



M-1 、 VECAD、 VE-Cadher i n、 VE-cadher i n-2 、 VEFGR-1 ( f Lt-1 ) 、 VEGF、 VEGFR

、 VEGFR-3 ( f Lt-4) 、 VEGI 、 VIM 、 ウ ィ ル ス 抗 原 、 VLA、 VLA-1 、 VLA-4 、 VNRィ

ン テ グ リ ン 、 フ ォ ン ヴ イ レブ ラ ン ド因 子 、 WIF-1 、 WNT1 、 WNT2、 WNT2B/1 3

、 WNT3、 WNT3A、 WNT4、 WNT5A、 WNT5B、 WNT6、 WNT7A、 WNT7B、 WNT8A、 WNT8B、

WNT9A、 WNT9A、 WNT9B、 WNT1 0A、 WNT1 0B、 WNT1 1、 WNT1 6、 XCL1 、 XCL2 、 XCR1 、

XCR1 、 XEDAR、 XIAP 、 XPD、 HMGB1 、 IgA 、 A S 、 CD81 , CD97, CD98, DD 1 , DKK1

, EREG、 Hsp90, IL-1 7/IL-1 7R、 IL-20/IL-20R 、 酸 化 LDL, PCSK9, preka LL i k r

e i n , RON, TMEM1 6F、 S0D1 , Chromogran i n A, Chromogran i n B、 tau, VAP1 、

高 分 子 キ ニ ノ一 ゲ ン、 IL-31 、 IL-31 R、 Nav1 . 1、 Nav1 . 2、 Nav1 . 3、 Nav1 . 4、 Na

v 1. 5、 Nav1 . 6、 Nav1 . 7、 Nav1 . 8、 Nav1 . 9、 EPCR、 C 1 , C 1q , C 1 , C 1s , C2, C2

a , C2b, C3, C3a, C3b, C4, C4a, C4b, C5, C5a, C5b, C6, C7, C8, C9, fac

tor B, factor D, factor H, properd i n s c Lerost i n f i b r i nogen, f i b i n ,

prothromb i n , thromb i n , 糸且織 因 子 , factor V, factor Va, factor VII, f a

ctor Vila, factor VIII, factor Villa, factor IX, factor IXa, factor X

, factor Xa, factor XI, factor XIa, factor XII, factor Xlla, factor X

III, factor XHIa, TFPI, ant i thromb i n III, EPCR, トロ ンボ モ デ ュ リン、

TAP I , tPA, lasm i nogen, Lasm i n, PAI-1 , PAト 2、 GPC3、 Syndecan - 1、 Synd

ecan-2 、 Syndecan-3 、 Syndecan-4 、 LPA、 S 1Pな らび に ホ ル モ ン お よ び 成 長 因

子 の た め の 受 容 体 が 例 示 さ れ 得 る。

[0024] 後 述 さ れ る よ う に、 二 重 特 異 性 抗 体 等 の よ う に抗 原 結 合 分 子 が 抗 原 分 子 中

の 複 数 の ェ ピ トー プ に結 合 す る場 合 、 当 該 抗 原 結 合 分 子 と複 合 体 を形 成 す る

こ とが 可 能 な 抗 原 は 上 記 に例 示 さ れ る抗 原 の い ず れ か 、 ま た は そ の 組 合 せ 、

換 言 す れ ば 単 量 体 ま た は へ テ ロ多 量 体 で あ り得 る。 ヘ テ ロ多 量 体 の 非 限 定 な

例 と して 、 IL-1 2p40 お よ び IL-1 2p35 を 含 む IL-1 2、 IL-1 2p40 お よ び （IL-30B と

も 呼 ば れ る ） IL-23p1 9 を 含 む IL-23 、 も し くは EBI-3 お よ び IL27p28 を 含 む IL-2

3、 も し くは IL-1 2p35 お よ び EBI-3 を 含 む IL-35 等 の へ テ ロ二 量 体 、 が 挙 げ られ

る。

[0025] 上 記 の 抗 原 の 例 示 に は 受 容 体 も記 載 さ れ る が 、 これ らの 受 容 体 が 血 漿 中 等



の生体液 中に可溶型で存在する場合、本発明の抗原結合分子 と複合体 を形成

することが可能であるため、上記 に挙 げた受容体が可溶型で血漿中等の生体

液 中に存在する限 り、本発明の抗原結合分子が結合 して本発明の複合体 を形

成 し得 る抗原 と して使用され得 る。 そのような可溶型受容体の非限定な一態

様 と して、例 えば、 Mu LLberg ら (J. Immuno l . ( 1994) 152 ( 10), 4958-4968

) によって記載 されているような可溶型 IL-6R である、配列番号 ：1 で表 され

るIL-6R ポ リぺ プチ ド配列の うち、 1か ら357番 目のアミノ酸か らなるタンパ ク

質が例示 され得 る。

[0026] 上記の抗原の例示 には可溶型抗原 も記載 されるが、 当該抗原が存在する溶

液 に限定はな く生体液、すなわち生体内の脈管又は組織 細胞の間を満たす

全ての液体 に本可溶型抗原は存在 し得 る。非限定な一態様では、本発明の抗

原結合分子が結合する抗原は、細胞外液 に存在することがで きる。細胞外液

とは、脊椎動物では血漿、組織間液、 リンパ液、密な結合組織、脳脊髄液、

髄液、穿刺液、 または関節液等の骨および軟骨中の成分、肺胞液 （気管支肺

胞洗浄液）、腹水、胸水、心嚢水、嚢胞液、 または眼房水 （房水）等の細胞

透過液 （細胞の能動輸送 分泌活動の結果生 じた各種腺腔 内の液、 および消

化管腔 その他の体腔 内液）の総称 をいう。

[0027] また、抗原結合分子に含 まれる抗原結合 ドメインが結合するェ ピ 卜一プが

単一のェ ピ トープである場合、 当該抗原結合分子が結合 して本発明の複合体

を形成 し得 る抗原の非限定な一態様 と して、抗原結合単位 にホモ二量体、あ

るいは、ホモ三量体等 を含む下記のような分子 ；GDF、 GDF-K GDF-3 (Vgr-2

) 、 GDF-5 (BMP-14、 CDMP-1 ) 、 GDF-6 (BMP-1 3、 CDMP-2) 、 GDF-7 (BMP-1 2、

CDMP-3) 、 GDF-8 ( ミオスタチ ン）、GDF-9、 GDF-1 5 (MIC-1 ) 、 TNF、 TNF- ァ

ル フ ァ、 TNF-アル フ ァべ 一 タ、 TNF-ベ ー タ 2、 TNFSF1 0 (TRAIL Apo-2 リガ ン ド

、 TL2) 、 TNFSF1 1 (TRANCE/RANK リガン ド 0DF、 0PG リガン ド）、 TNFSF1 2 (TW

EAK Apo-3 リガン ド、DR3 リガン ド）、 TNFSF1 3 (APRIL TALL2) 、 TNFSF1 3B ( B

AFF BLYS、 TALL1、 THANK, TNFSF20) 、 TNFSF14 (LIGHT HVEM リガン ド、 LTg)

、 TNFSF1 5 (TL1A/VEGI) 、 TNFSF1 8 (GITR リガン ド AITR リガン ド、TL6) 、 TN



FSF1A (TNF-a コネクチ ン (Conect i n) 、 DIF、 TNFSF2) 、 TNFSF1 B (TNF-b LT

a、 TNFSF1 ) 、 TNFSF3 (LTb TNFC、 p33) 、 TNFSF4 (0X40 リガン ド gp34、 TXGP

1) 、 TNFSF5 (CD40 リガン ド CD1 54、 gp39、 HIGM1 、 IMD3、 TRAP) 、 TNFSF6 ( F

as リガン ド Apo-1 リガン ド、 APT1 リガン ド）、 TNFSF7 (CD27 リガン ド CD70)

、 TNFSF8 (CD30 リガン ド CD1 53) 、 TNFSF9 (4-1 BB リガン ド CD1 37 リガン ド）

、 VEGF、 IgE、 IgA、 IgG、 IgM、 RANKL、 TGF-アル フ ァ、 TGF-ベ ータ、TGF-ベ 一

タ Pan Spec i f i c IL-8 が例示 され得 る。

[0028] ェ ピ トープ

抗原中に存在する抗原決定基 を意味するェ ピ トープは、本明細書 において

開示 される抗原結合分子中の抗原結合 ドメインが結合する抗原上の部位 を意

味する。 よって、例 えば、ェ ピ 卜一プは、 その構造 によって定義 され得 る。

また、 当該ェ ピ 卜一プを認識する抗原結合分子中の抗原 に対する結合活性 に

よっても当該ェ ピ 卜一プが定義 され得 る。抗原がぺ プチ ド又はポ リぺ プチ ド

である場合 には、ェ ピ 卜一プを構成するァミノ酸残基 によってェ ピ 卜一プを

特定することも可能である。 また、ェ ピ 卜一プが糖鎖である場合 には、特定

の糖鎖構造 によってェ ピ 卜一プを特定することも可能である。

[0029] 直線状ェ ピ 卜一プは、 ァミノ酸一次配列が認識 されたェ ピ 卜一プを含むェ

ピ 卜一プである。直線状ェ ピ 卜一プは、典型的には、少な くとも3つ、 および

最 も普通 には少な くとも5つ、例 えば約8ない し約 10個、 6ない し20個 のアミノ

酸が固有の配列において含 まれる。

[0030] 立体構造ェ ピ 卜一プは、直線状ェ ピ 卜一プとは対照的に、ェ ピ 卜一プを含

むアミノ酸の一次配列が、認識 されたェ ピ 卜一プの単一の規定成分ではない

ェ ピ 卜一プ （例 えば、 アミノ酸の一次配列が、必ず しもェ ピ 卜一プを規定す

る抗体 によ り認識 されないェ ピ 卜一プ）である。立体構造ェ ピ 卜一プは、直

線状ェ ピ 卜一プに対 して増大 した数のアミノ酸 を包含するかも しれない。立

体構造ェ ピ 卜一プの認識 に関 して、抗体は、ペ プチ ドまたはタンパ ク質の三

次元構造 を認識する。例 えば、 タンパ ク質分子が折 り畳 まれて三次元構造 を

形成する場合 には、立体構造ェ ピ 卜一プを形成するあるアミノ酸 および/ また



は ポ リぺ プチ ド主鎖 は、 並 列 とな り、 抗 体 が ェ ピ 卜一 プ を認 識 す るの を可 能

にす る。 ェ ピ 卜一 プの立 体 構 造 を決 定 す る方 法 に は、 例 え ばX線 結 晶学 、 二 次

元 核 磁 気 共 鳴 分 光 学 並 び に部 位 特 異 的 な ス ピン標 識 お よび 電磁 常磁 性 共 鳴 分

光 学 が含 まれ るが、 これ らに は 限 定 され な い。 例 え ば、 Ep i tope Mapp i ng Pro

toco Ls i n Methods i n Mo Lecu Lar B i o Logy ( 1996) 、 66巻 、 Mor r i s (&) を

参 照 。

[0031 ] ェ ピ 卜一 プ に結 合 す る抗 原 結 合 ドメ イ ンの構 造 はパ ラ 卜一 プ と呼 ばれ る。

ェ ピ 卜一 プ とパ ラ 卜一 プの 間 に作 用 す る、 水 素 結 合 、 静 電 気 力、 フ ァ ン デ ル

ヮ一ル スカ、 疎 水 結 合 等 に よ りェ ピ 卜一 プ とパ ラ 卜一 プは安 定 して結 合 す る

。 この ェ ピ 卜一 プ とパ ラ 卜一 プの 間 の結 合 力 は ァ フ ィ二 テ ィ一 （aff i n i ty)

と呼 ばれ る。 複 数 の ェ ピ 卜一 プ と複 数 のパ ラ 卜一 プが結 合 す る と きの結 合 力

の総 和 は ア ビデ ィテ ィ （av i d i ty) と呼 ばれ る。 複 数 のパ ラ 卜一 プ を含 む （す

な わ ち 多価 の ） 抗 体 等 が複 数 の ェ ピ 卜一 プ に結 合 す る際 に は、 結 合 力 （aff i n

ty) が相 加 的 また は相 乗 的 に働 くた め、 ア ビデ ィテ ィは ァ フ ィ二 テ ィ一 よ り

も高 くな る。

[0032] 結 合 活す牛

下 記 に IgA に対 す る抗 原 結 合 ドメ イ ンを含 む被 験 抗 原 結 合 分 子 に よ るェ ピ 卜

— プへ の結 合 の確 認 方 法 が例 示 され るが、 IgA 以 外 の抗 原 に対 す る抗 原 結 合 ド

メ イ ンを含 む被 験 抗 原 結 合 分 子 に よ るェ ピ 卜一 プへ の結 合 の確 認 方 法 も下 記

の例 示 に準 じて適 宜 実 施 され得 る。

[0033] 例 え ば、 IgA に対 す る抗 原 結 合 ドメ イ ンを含 む被 験 抗 原 結 合 分 子 が、 IgA 分

子 中 に存 在 す る線 状 ェ ピ 卜一 プ を認 識 す る こ とは、 た とえ ば次 の よ うに して

確 認 す る こ とが で きる。 例 え ば、 上 記 の 目的 の た め に IgA の 定 常領 域 を構 成 す

る ァ ミ ノ酸 配 列 か らな る線 状 のペ プチ ドが合 成 され る。 当該 ペ プチ ドは、 化

学 的 に合 成 され得 る。 あ る い は、 IgA の cDNA中 の、 定 常領 域 に相 当 す る ァ ミ ノ

酸 配 列 を コー ドす る領 域 を利 用 して、 遺 伝 子 工 学 的手 法 に よ り得 られ る。 次

に、 定 常領 域 を構 成 す る ア ミ ノ酸 配 列 か らな る線 状 ペ プチ ドと、 IgA に対 す る

抗 原 結 合 ドメ イ ンを含 む被 験 抗 原 結 合 分 子 との結 合 活 性 が評 価 され る。 た と



えば、固定化された線状ペ プチ ドを抗原 とするELISAによって、当該ペ プチ ド

に対する当該抗原結合分子の結合活性が評価 され得 る。あるいは、 IgA細胞 に

対する当該抗原結合分子の結合における、線状ぺ プチ ドによる阻害の レベル

に基づいて、線状ペ プチ ドに対する結合活性が明 らかにされ得 る。 これ らの

試験 によって、線状ぺ プチ ドに対する当該抗原結合分子の結合活性が明 らか

にされ得 る。

[0034] また、 IgA タンパ ク質に対する抗原結合 ドメインを含む被験抗原結合分子が

立体構造ェ ピ 卜一プを認識することは、次のように して確認され得 る。上記

の目的のために、本明細書 において記載 されるように、一般的な組換え遺伝

子手法を用いることによって、 IgA タンパ ク質内のネィテ ィプな立体ェ ピ 卜一

プの形成 を可能にする宿主細胞 （例えば、動物細胞、昆虫細胞、酵母細胞）

にIgA をコ一 ドする組換え遺伝子が形質導入される。 このように作製 された組

換え細胞の培養液か ら立体構造ェ ピ 卜一プを含むIgA が調製 される。 IgA に対

する抗原結合 ドメインを含む被験抗原結合分子が立体構造ェ ピ トープを認識

するとは、当該被験抗原結合分子が固定化された立体構造ェ ピ 卜一プを含むI

gAに接触 した際に当該 IgA分子に強 く結合する一方で、固定化されたIgA のァ

ミノ酸配列を構成するァミノ酸配列か らなる線状ぺ プチ ドに対 して、当該抗

原結合分子が実質的に結合 しないとき等が挙げられる。上記線状ぺ プチ ドの

代わ りに、ジチオス レィ 卜一ル （d i t h i othre i t o L) 、ジチ才エ リ トリ 卜一ル

(d i t h i oerythr i t o L) —メリレカプ 卜エタノーリレ ( —mercaptoethano L) 、ホ

スフイン誘導体 (phosph i nes) 、水素化ホウ素ナ トリウム (sod i um borohydr

i de) 等のジスル フィ ド結合を切断する還元剤、および/ または、 グァニジン

塩酸塩、尿素、 ラウ リル硫酸ナ 卜リウ厶等の界面活性剤等の力オ ト口ピック

薬剤 によつて変性 されたIgA に対する当該被験抗原結合分子もまた使用され得

る。 ここで、実質的に結合 しないとは、 ヒ 卜IgA に対する結合活性の80% 以下

、通常50% 以下、好ま しくは30% 以下、特 に好ま しくは15% 以下の結合活性

をいう。

[0035] IgA に対する抗原結合 ドメインを含む被験抗原結合分子のIgA に対する結合



活 性 を測 定 す る方 法 と して は、 例 え ば、 Ant i bod i es A Laboratory Manua l 記

載 の力 ）: (Ed Har Low, Dav i d Lane, Co Ld Spr i ng Harbor Laboratory ( 1988)

359-420) が 挙 げ られ る。 即 ち IgA を抗 原 とす るELISA や EIA の 原 理 に よ って評

価 され得 る。

[0036] ELISA フ ォ ー マ ッ トに お い て、 IgA に対 す る抗 原 結 合 ドメ イ ン を含 む被 験 抗

原 結 合 分 子 の IgA に対 す る結 合 活 性 は、 酵 素 反 応 に よ って 生成 す る シ グナル レ

ベ ル を比 較 す る こ とに よ って 定 量 的 に評 価 され る。 す な わ ち、 IgA を 固 定 化 し

た ELISA プ レー 卜に被 験 抗 原 結 合 分 子 を加 え、 当該 プ レー 卜に固 定 され た IgA

に結 合 した被 験 抗 原 結 合 分 子 が、 被 験 抗 原 結 合 分 子 を認 識 す る酵 素標 識 抗 体

を利 用 して検 出 され る。 上 記 ELISA に お い て は、 被 験 抗 原 結 合 分 子 の希 釈 系 列

を作 成 し、 IgA に対 す る抗 体 結 合 力価 （t i ter) を決 定 す る こ とに よ り、 IgA に

対 す る被 験 抗 原 結 合 分 子 の結 合 活 性 が比 較 され得 る。

[0037] 緩 衝 液 等 に懸 濁 した細 胞 表 面 上 に発 現 して い る抗 原 に対 す る被 験 抗 原 結 合

分 子 の結 合 は、 フ ロー サ イ トメー タ一 に よ って検 出 す る こ とが で きる。 フ ロ

— サ イ トメー タ一 と して は、 例 え ば、 次 の よ うな装 置 が知 られ て い る。

FACSCanto  I I

FACSAr i a

FACSAr ray 

FACSVantage  SE

FACSCa Li bur  ( い ず れ も BD B i osc i ences 社 の商 品名 )

EPICS ALTRA HyPerSort

Cytom i c s FC 500

EPICS XL-MCL ADC EPICS XL ADC

Ce LL Lab Quanta / Ce LL Lab Quanta SC ( し、ず れ もBeckman Cou Lter 社 の商 品

名 ）

[0038] 例 え ば、 IgE に対 す る抗 原 結 合 ドメ イ ンを含 む被 験 抗 原 結 合 分 子 の抗 原 に対

す る結 合 活 性 の 好 適 な測 定 方 法 の 一例 と して、 次 の方 法 が挙 げ られ る。 まず

、 IgE を発 現 す る細 胞 と反 応 させ た被 験 抗 原 結 合 分 子 を認 識 す る FITC 標 識 した



二 次 抗 体 で 染 色 す る。 被 験 抗 原 結 合 分 子 を適 宜 好 適 な 緩 衝 液 に よ って 希 釈 す

る こ と に よ って 、 当 該 抗 原 結 合 分 子 が 所 望 の 濃 度 に調 製 して 用 い られ る。 例

え ば、 10 g / mLか ら 10 ng/m Lま で の 間 の い ず れ か の 濃 度 で 使 用 さ れ 得 る。 次

に、 FACSCa L i bur (BD社 ） に よ り蛍 光 強 度 と細 胞 数 が 測 定 さ れ る。 当 該 細 胞 に

対 す る抗 体 の 結 合 量 は、 CELL QUEST Software (BD社 ） を 用 い て 解 析 す る こ と

に よ り得 られ た 蛍 光 強 度 、 す な わ ち Geomet r i c Mean の 値 に反 映 さ れ る。 す な

わ ち 、 当 該 Geomet r i c Mean の 値 を得 る こ と に よ り、 被 験 抗 原 結 合 分 子 の 結 合

量 に よ って 表 さ れ る被 験 抗 原 結 合 分 子 の 結 合 活 性 が 測 定 さ れ 得 る。

[0039] IgA に 対 す る抗 原 結 合 ドメ イ ン を含 む 被 験 抗 原 結 合 分 子 が 、 あ る抗 原 結 合 分

子 とェ ピ 卜一 プ を共 有 す る こ と は、 両 者 の 同 じェ ピ 卜一 プ に対 す る競 合 に よ

つて 確 認 さ れ 得 る。 抗 原 結 合 分 子 間 の 競 合 は、 交 叉 ブ ロ ッキ ン グ ア ツセ ィ な

ど に よ って 検 出 さ れ る。 例 え ば競 合 ELISA ア ツセ ィ は、 好 ま しい 交 叉 プ ロ ツキ

ン グ ア ツセ ィ で あ る。

[0040] 具 体 的 に は、 交 叉 プ ロ ッキ ン グ ア ツセ ィ に お い て は、 マ イ ク ロ タ イ タ 一 プ

レ一 卜の ゥ エル 上 に コ 一 卜した IgA タ ンパ ク質 が 、 候 補 とな る競 合 抗 原 結 合 分

子 の 存 在 下 、 ま た は非 存 在 下 で プ レイ ン キ ュベ 一 卜さ れ た 後 に、 被 験 抗 原 結

合 分 子 が 添 加 さ れ る。 ゥ エル 中 の IgA タ ンパ ク質 に結 合 した 被 験 抗 原 結 合 分 子

の 量 は、 同 じェ ピ 卜一 プへ の 結 合 に対 して 競 合 す る候 補 とな る競 合 抗 原 結 合

分 子 の 結 合 能 に 間 接 的 に相 関 して い る。 す な わ ち 同 一 ェ ピ 卜一 プ に対 す る競

合 抗 原 結 合 分 子 の 親 和 性 が 大 き くな れ ば な る程 、 被 験 抗 原 結 合 分 子 の IgA タ ン

パ ク質 を コ 一 卜した ゥ エル へ の 結 合 活 性 は低 下 す る。

[0041 ] IgA タ ンパ ク質 を介 して ゥ エル に結 合 した 被 験 抗 原 結 合 分 子 の 量 は、 予 め 抗

原 結 合 分 子 を標 識 して お く こ と に よ って 、 容 易 に測 定 さ れ 得 る。 た と え ば、

ビ才 チ ン標 識 さ れ た 抗 原 結 合 分 子 は、 ア ビジ ンペ ル 才 キ シ ダ 一 ゼ コ ン ジ ュ ゲ

— 卜と適 切 な 基 質 を使 用 す る こ と に よ り測 定 さ れ る。 ペ ル 才 キ シ ダ 一 ゼ な ど

の 酵 素 標 識 を利 用 した 交 叉 プ ロ ッキ ン グ ァ ッセ ィ は、 特 に競 合 ELISA ァ ッセ ィ

と い わ れ る。 抗 原 結 合 分 子 は、 検 出 あ る い は 測 定 が 可 能 な 他 の標 識 物 質 で標

識 さ れ 得 る。 具 体 的 に は、 放 射 標 識 あ る い は 蛍 光 標 識 な どが 公 知 で あ る。



[0042] 候補 の競合抗原結合分子会合体の非存在下で実施 されるコ ン トロール 試験

において得 られる結合活性 と比較 して、競合抗原結合分子が、 IgA に対する抗

原結合 ドメインを含む被験抗原結合分子の結合 を少な くとも20% 、好 ま しく

は少な くとも20-50% 、 さ らに好 ま しくは少な くとも50% プロックで きるな ら

ば、 当該被験抗原結合分子は競合抗原結合分子 と実質的に同 じェ ピ トープに

結合するか、又は同 じェ ピ 卜一プへの結合 に対 して競合する抗原結合分子で

ある。

[0043] IgA に対する抗原結合 ドメインを含む被験抗原結合分子が結合するェ ピ 卜一

プの構造が同定されている場合 には、被験抗原結合分子 と対照抗原結合分子

とがェ ピ 卜一プを共有することは、 当該ェ ピ 卜一プを構成するぺ プチ ドにァ

ミノ酸変異 を導入 したぺ プチ ドに対する両者の抗原結合分子の結合活性 を比

較することによって評価 され得 る。

[0044] こう した結合活性 を測定する方法 と しては、例 えば、前記のELISA フ ォー マ

ッ 卜において変異 を導入 した線状のぺ プチ ドに対する被験抗原結合分子及び

対照抗原結合分子の結合活性 を比較することによって測定され得 る。ELISA以

外の方法 と しては、 カラムに結合 した当該変異べ プチ ドに対する結合活性 を

、 当該 カラムに被検抗原結合分子 と対照抗原結合分子を流下させた後 に溶 出

液 中に溶 出される抗原結合分子を定量することによつても測定され得 る。変

異ぺ プチ ドを例 えばGSTとの融合べ プチ ドと してカラムに吸着 させる方法は公

知である。

[0045] また、細胞上 に発現する抗原中の同定されたェ ピ 卜一プが立体ェ ピ 卜一プ

の場合 には、被験抗原結合分子 と対照抗原結合分子 とがェ ピ トープを共有す

ることは、例 えば次のような方法で評価 され得 る。抗原が IgE の場合 を例 に挙

げて以下に説明する。 まず、 IgE を発現する細胞 とェ ピ 卜一プに変異が導入さ

れた IgE を発現する細胞が調製 される。 これ らの細胞がPBS等の適切な緩衝液

に懸濁 された細胞懸濁液 に対 して被験抗原結合分子 と対照抗原結合分子が添

加 される。次いで、適宜緩衝液で洗浄 された細胞懸濁液 に対 して、被験抗原

結合分子 と対照抗原結合分子を認識することがで きるFITC標識 された抗体が



添加 され る。標識抗体 によ って染色 された細胞 の蛍光強度 と細胞数 が FACSCa L

bur (BD社 ） によ って測定 され る。被験抗原結合分子 と対照抗原結合分子の

濃度 は好適 な緩衝液 によ つて適宜希釈 す る ことによ つて所望 の濃度 に調製 し

て用 い られ る。例 えば、 10 g / mLか ら10 ng/m Lまでの間のいずれかの濃度 で

使 用 され る。 当該細胞 に対 す る標識抗体 の結合量 は、 CELL QUEST Software (

BD社 ） を用 いて解析 す る ことによ り得 られた蛍光強度、 すなわちGeomet r i c M

ean の値 に反映 され る。 すなわち、 当該 Geomet r i c Mean の値 を得 る ことによ り

、標識抗体 の結合量 によ って表 され る被験抗原結合分子 と対照抗原結合分子

の結合活性 を測定す る ことがで きる。

[0046] 本方法 において、例 えば 「変異 IgE 発現細胞 に実質的 に結合 しない」 ことは

、以下の方法 によ って判断す る ことがで きる。 まず、変異 IgE を発現 す る細胞

に対 して結合 した被験抗原結合分子 と対照抗原結合分子が、標識抗体 で染色

され る。次 いで細胞 の蛍光強度 が検 出され る。 蛍光検 出にフローサ イ トメ 卜

リ一 と して FACSCa bur を用 いた場合、得 られた蛍光強度 はCELL QUEST Softw

are を用 いて解析 され得 る。 ポ リぺ プチ ド会合体存在 下 および非存在 下でのGe

omet i c Mean のィ直か ら、 この 匕車交ィ直 (AGeo-Mean) を下言己の計算式 に基 づし、

て算 出す る ことによ り、抗原結合分子の結合 による蛍光強度 の増加割合 を求

め る ことがで きる。

[0047] AGeo-Mean = Geo-Mean ( ポ リペ プチ ド会合体存在 下） /Geo-Mean ( ポ リぺ

プチ ド会合体非存在 下）

[0048] 解析 によ って得 られ る被験抗原結合分子の変異 IgE 発現細胞 に対 す る結合量

が反映 されたGeomet r i c Mean比較値 （変異 IgE 分子 AGeo-Mean 値 ） を、被験抗

原結合分子の IgE 発現細胞 に対 す る結合量 が反映 された AGeo-Mean 比較値 と比

較 す る。 この場合 において、変異 IgE 発現細胞 及び IgE 発現細胞 に対 す る AGeo

-Mean 比較値 を求め る際 に使 用す る被験抗原結合分子の濃度 は互 いに同一又 は

実質的 に同一の濃度 で調製 され る ことが特 に好 ま しい。 予め IgE 中のェ ピ 卜一

プを認識 している ことが確認 された抗原結合分子が、対照抗原結合分子 と し

て利用 され る。



[0049] 被験 抗原結 合分 子 の変異 IgE 発現 細胞 に対 す る AGeo-Mean 比較値 が、被験 抗

原結 合分 子 の IgE 発現 細胞 に対 す る AGeo-Mean 比較値 の、 少な くとも80% 、 好

ま しくは 50% 、 更 に好 ま しくは 30% 、特 に好 ま しくは 15% よ り小 さけれ ば、

「変異 IgE 発現 細胞 に実 質 的 に結 合 しな い」 もの とす る。 Geo-Mean 値 （Geomet

i c Mean) を求め る計算 式 は、 CELL QUEST Software User' s Gu i d e (BD b i os

c i ences 社 ） に記載 され て い る。 比較値 を比較 す る ことによ って それ が実 質 的

に同視 し得 る程度 であれ ば、被験 抗原結 合分 子 と対照抗原結 合分 子 のェ ピ 卜

— プは同一 であ る と評価 され得 る。

[0050] 杭原結 合 ドメイ ン

本 明細書 において、 「抗原結 合 ドメイ ン」 は 目的 とす る抗原 に結 合 す るか

ぎ りどの よ うな構 造 の ドメイ ンも使 用 され得 る。 その よ うな ドメイ ンの例 と

して、例 えば、 抗体 の重鎖 お よび軽鎖 の可変領 域、 生体 内 に存在 す る細胞膜

タ ンパ クであ るAv i mer に含 まれ る3 5ア ミノ酸程度 のA ドメイ ンと呼 ばれ るモジ

ユール （国際公 開第WO2004/04401 1号、 国際公 開第WO2005/040229 号 ）、 細胞

膜 に発現 す る糖 たん ぱ く質 であ る f i bronect i n中の タ ンパ ク質 に結 合 す る ドメ

イ ンであ る 10Fn3 ドメイ ンを含 むAdnect i n ( 国際公 開第WO2002/032925 号 ）、 P

rote i nAの 58ア ミノ酸 か らな る3つのへ リックスの束 （bund Le) を構成 す る IgG

結 合 ドメイ ンを scaffo Ld とす るAff i body ( 国際公 開第W01 995/001 937 号 ）、 33

ア ミノ酸 残基 を含 む ター ンと2つの逆並行ヘ リックスお よびル ー プのサ プュ二

ッ 卜が繰 り返 し積 み重 な った構 造 を有 す るア ンキ リン反復 （ankyr i n repeat

：AR) の分 子表 面 に露 出す る領 域 であ るDARP i ns (Des i gned Ankyr i n Repeat

prote i ns) ( 国際公 開第WO2002/020565 号 ）、 好 中球 ゲ ラチナ一ゼ結 合 リポ カ

リン (neut roph i L g e Lat i nase-assoc i ated L i poca L i n (NGAL) ) 等 の リポ カ

リン分 子 において高度 に保存 され た 8つの逆並行 ス 卜ラ ン ドが 中央方 向 にね じ

れ たバ レル構 造 の 片側 を支 え る4つのル ー プ領 域 であ るAnt i c a n等 （国際公

開第WO2003/029462 号 ）、 ャ ッ メ ゥナ ギ、 ヌタ ウナ ギな ど無顎類 の獲得 免疫 シ

ステ ム と して ィ厶 ノグ ロプ リンの構 造 を有 さな い可変性 リンパ球 受容体 （var

i a b Le Lymphocyte receptor (VLR) ) の ロイシ ン残基 に富 んだ リピー ト （Leu



c i ne-r i ch-repeat (LRR) ) モ ジ ュール が繰 り返 し積 み重 な った馬 て い形 の構

造 の 内部 の並 行 型 シ一 卜構 造 の くぼん だ領 域 （国際 公 開第WO2008/01 6854 号 ）

が好適 に挙 げ られ る。 本 発 明 の抗 原結 合 ドメイ ンの好適 な例 と して、 抗 体 の

重鎖 お よび軽 鎖 の可 変領 域 を含 む抗 原結 合 ドメイ ンが挙 げ られ る。 こ う した

抗 原結 合 ドメイ ンの例 と して は、 「scFv ( s i ng l e cha i n Fv) 」、 「単鎖 抗 体

( s i ng l e cha i n ant i body) 」、 「Fv」、 「scFv2 ( s i ng l e cha i n Fv 2 ) 」、

「Fab」 また は 「F (ab' ) 2」等 が好適 に挙 げ られ る。

[0051 ] 本 発 明 の抗 原結 合 分 子 にお け る抗 原結 合 ドメイ ンは、 同一 の ェ ピ 卜一 プに

結 合 す る こ とが で きる。 こ こで 同一 の ェ ピ 卜一 プは、 例 え ば、 配 列番 号 ：2

に記載 の ア ミ ノ酸 配 列 か らな る タ ンパ ク質 中 に存 在 す る こ とが で きる。 あ る

い は、 本 発 明 の抗 原結 合 分 子 にお け る抗 原結 合 ドメイ ンは、 互 い に異 な るェ

ピ 卜一 プに結 合 す る こ とが で きる。 こ こで異 な るェ ピ 卜一 プは、 例 え ば、 配

列番 号 ：2 に記載 の ア ミ ノ酸 配 列 か らな る タ ンパ ク質 中 に存 在 す る こ とが で

きる。

[0052] 免疫 複 合 体 (Immune comp lex)

免疫 複 合 体 は、 少 な くとも一 つ の抗 原 と少 な くとも一 つ の抗 原結 合 分 子 が

互 い に結 合 して よ り大 きな分 子量 の複 合 体 を形 成 す る場 合 に生 じる比較 的安

定 した構 造 を意 味 す る。 免疫 複 合 体 の非 限定 な一態様 と して、 抗 原 - 抗 体凝

集 体 が例 示 され る。 二以 上 の抗 原結 合 分 子 お よび 二以 上 の抗 原結 合 単位 を含

む免疫 複 合 体 の形 成 を評価 す る方 法 は、 本 明細書 にお いて後 述 され る。

[0053] 特 異 的

特 異 的 とは、 特 異 的 に結 合 す る分 子 の—方 の分 子 が その— また は複 数 の結

合 す る相 手 方 の分 子以 外 の分 子 に対 して は何 ら有 意 な結 合 を示 さな い状 態 を

い う。 また、 抗 原結 合 ドメイ ンが、 あ る抗 原 中 に含 まれ る複 数 の ェ ピ 卜一 プ

の うち特 定 の ェ ピ 卜一 プに対 して特 異 的 で あ る場 合 に も用 い られ る。 また、

抗 原結 合 ドメイ ンが結 合 す るェ ピ 卜一 プが複 数 の異 な る抗 原 に含 まれ る場 合

には、 当該 抗 原結 合 ドメイ ンを有 す る抗 原結 合 分 子 は 当該 ェ ピ 卜一 プを含 む

様 々な抗 原 と結 合 す る こ とが で きる。 こ こで、 何 ら有 意 な結 合 を示 さな い と



は、 当該 相 手 方 の分 子 に対 す る結 合 活 性 の、 50% 以 下、 通 常 30% 以 下、 好 ま

しくは 15% 以 下、 特 に好 ま しくは 10% 以 下、 さ らに好 ま しくは 5% 以 下 の結 合

活 性 を、 当該 相 手 方 の分 子 以 外 の分 子 に対 して示 す こ とを い う。

[0054] 碰

本 明細 書 に お い て、 抗 体 とは、 天 然 の もの で あ るか また は部 分 的 も しくは

完 全 合 成 に よ り製 造 され た免 疫 グ ロ プ リンを い う。 抗 体 は それ が 天 然 に存 在

す る血 漿 や血 清 等 の 天 然 資 源 や 抗 体 を産 生 す るハ イ プ リ ド一 マ細 胞 の培 養 上

清 か ら単 離 され得 る し、 また は遺 伝 子 組 換 え等 の手 法 を用 い る こ とに よ って

部 分 的 に も しくは完 全 に合 成 され得 る。 抗 体 の例 と して は免 疫 グ ロ プ リンの

。 ヒ 卜の免 疫 グ ロ プ リン と して、 I gG IgG2 、 IgG3 、 IgG4 、 IgA1 、 IgA2 、 IgD

、 IgE 、 IgM の 9種 類 の ク ラ ス （ア イ ソ タ イ プ） が知 られ て い る。 本 発 明 の抗 体

に は、 これ らの ア イ ソ タ イ プの うち IgG1 、 IgG2 、 IgG3 、 IgG4 が 含 まれ得 る。

ヒ 卜IgG1 、 ヒ 卜IgG2 、 ヒ 卜IgG3 、 ヒ 卜IgG4 定 常領 域 と して は、 遺 伝 子 多形 に

よ るネ 数 の ァ □ タ イ プ酉己歹 が、Sequences o f prote i ns o f immuno Log i c a l i nte

rest, NIH Pub l i cat i on No. 9 1-3242 に記 載 され て い るが、 本 発 明 に お い て は

そ の い ず れ で あ って も良 い。 特 に ヒ 卜IgG1 の 配 列 と して は、 EUナ ンバ リン グ

で表 され る356-358 位 の ア ミ ノ酸 配 列 が DELで あ つて も EEMで あ って も よ い。 ま

た、 ヒ 卜I g (Kappa) 定 常領 域 と ヒ 卜I g ス （Lambda)定 常領 域 と して は、 遺 伝

子 多开乡に よ る複 数 の ァ ロタ イ プ酉己歹 が、Sequences o f prote i ns o f immuno Log i

c a L i nterest, NIH Pub l i cat i on No. 9 1-3242 に記 載 され て い るが、 本 発 明 に

お い て は そ の い ず れ で あ って も良 い。

[0055] 所 望 の結 合 活 性 を有 す る抗 体 を作 製 す る方 法 は 当業 者 に お い て 公 知 で あ る

。 以 下 に、 IgA に結 合 す る抗 体 （抗 IgA 抗 体 ） を作 製 す る方 法 が例 示 され る。 I

gA以 外 の抗 原 に結 合 す る抗 体 も下 記 の例 示 に準 じて適 宜 作 製 され得 る。

[0056] 抗 IgA 抗 体 は、 公 知 の手 段 を用 い て ポ リク ロ一 ナル また は モ ノ ク ロ一 ナル 抗

体 と して取 得 され得 る。 抗 IgA 抗 体 と して は、 哺 乳 動 物 由来 の モ ノ ク ロ一 ナル

抗 体 が 好 適 に作 製 され得 る。 哺 乳 動 物 由来 の モ ノ ク ロ一 ナル 抗 体 に は、 ハ イ



プ リ ド一マ によ り産 生 され るもの、 お よび遺伝 子工学 的手 法 によ り抗体遺伝

子 を含 む発現 ベ クターで形 質転換 した宿 主細胞 によ って産 生 され るもの等 が

含 まれ る。 な お本願 発 明の モ ノク ローナル抗体 には、 「ヒ 卜化抗体 」や 「キ

メラ抗体 」 が含 まれ る。

[0057] モ ノク ローナル抗体産 生ハ イ プ リ ドーマ は、 公知技術 を使 用 す る ことによ

つて、例 えば以 下 の よ うに作製 され得 る。 すなわ ち、 IgA タ ンパ ク質 を感作抗

原 と して使 用 して、 通 常 の免疫 方法 に したが って哺乳動物 が免疫 され る。得

られ る免疫 細胞 が通 常 の細胞融 合法 によ って公知 の親 細胞 と融 合 され る。 次

に、 通 常 の ス ク リーニ ング法 によ って、 モ ノク ローナル な抗体産 生細胞 をス

ク リーニ ングす る ことによ って抗 IgA 抗 体 を産 生 す るハ イ プ リ ドーマが選択 さ

れ得 る。

[0058] 具 体 的 には、 モ ノク ローナル抗体 の作製 は例 えば以 下 に示 す よ うに行 われ

る。例 えば、精製 した天然 の IgA タ ンパ ク質 が感作抗原 と して使 用 され得 る。

また、 IMGT/GENE-DB において L00022 | IGHE*02 と して記載 され て い る、 配 列番

号 ：2 で表 され る IgA ポ リべ プチ ド配 列 か らな る組換 え タ ンパ ク質 が培養 上清

中か ら可溶 型 の IgA を取得 す るため に精製 され る。 組換 え タ ンパ ク質 を発現 さ

せ るため に、 まず、 配 列番号 ：3 にその ヌク レオ チ ド配 列 が開示 され た IgA 重

鎖 定常領 域 遺伝 子 を発現 す る ことによ って、 抗体取得 の感作抗原 と して使 用

され る配 列番号 ：2 で表 され る IgA タ ンパ ク質 が取得 され得 る。 すなわ ち、 I g

Aを コ一 ドす る遺伝 子配 列 を公知 の発現 べ クタ一 に揷 入 す る ことによ って適 当

な宿 主細胞 が形 質転換 され る。 当該宿 主細胞 中 また は培養 上清 中か ら所望 の I

gAタ ンパ ク質 が公知 の方法 で精製 され る。 IgA 重鎖 定常領 域 遺伝 子 を発現 す る

に際 して、 配 列番号 ：3 に記載 され たポ リヌク レオ チ ド配 列 が シ グナル配 列

の3' 末端 に作動可能 な よ うに連結 され得 る。 また、 別 の非 限定 な一態様 で は

、 5' 末端 にシ グナル配 列 を含 む重鎖 可変領 域 を コー ドす るポ リヌク レオ チ ド

配 列 の3' 末端 に作動可能 な よ うに配 列番号 ：3 に記載 され たポ リヌク レオ チ

ド配 列 が連結 され得 る。 また、 組換 え タ ンパ ク質 を精製 す るため に配 列番号

：2 の ァ ミノ末端 また は カル ボ キシ末端 に適宜精製 のため の タ グべ プチ ドが



付 加 さ れ 得 る。 この よ うな 例 と して 、 GGGGS ( 配 列 番 号 ：3 1 ) リ ン カ 一 を介

して 連 結 さ れ るAv i タ グ で あ るGLNDIFEAQKIEWHE (配 列 番 号 ：4 ) 等 が 非 限 定

な 一 態 様 と して 挙 げ られ る。 前 記 の よ うな 組 換 え タ ンパ ク質 の 非 限 定 な 作 製

例 と して 、 実 施 例 1 で 記 載 さ れ る よ うな 軽 鎖 と組 み 合 わ せ て 発 現 さ せ た 組 換

え IgA タ ンパ ク質 を、 組 換 え 宿 主 細 胞 の 培 養 液 か ら回 収 後 精 製 す る方 法 が 挙 げ

られ る。

[0059] 哺 乳 動 物 に対 す る免 疫 に使 用 す る感 作 抗 原 と して 当 該 精 製 IgA タ ンパ ク質 が

使 用 さ れ 得 る。 IgA の 部 分 ペ プ チ ドも ま た 感 作 抗 原 と して 使 用 で き る。 この 際

、 当 該 部 分 べ プ チ ドは ヒ 卜IgA の ァ ミ ノ酸 配 列 よ り化 学 合 成 に よ って も取 得 さ

れ 得 る。 ま た 、 IgA 遺 伝 子 の 一 部 を発 現 べ ク タ 一 に組 込 ん で 発 現 さ せ る こ と に

よ って も取 得 さ れ 得 る。 さ らに は タ ンパ ク質 分 解 酵 素 を 用 い て IgA タ ンパ ク質

を分 解 す る こ と に よ つて も取 得 さ れ 得 る が 、 部 分 べ プ チ ドと して 用 い る IgA ぺ

プ チ ドの領 域 お よ び 大 き さ は特 に特 別 の 態 様 に 限 定 さ れ な い。 好 ま しい領 域

は 配 列 番 号 ：2 の ァ ミ ノ酸 配 列 か ら任 意 の 配 列 が 選 択 さ れ 得 る。 感 作 抗 原 と

す るペ プ チ ドを構 成 す る ア ミ ノ酸 の 数 は 少 な く と も 5以 上 、 例 え ば 6以 上 、 或

い は 7以 上 で あ る こ とが 好 ま しい。 よ り具 体 的 に は 8~50 、 好 ま し くは 10~30

残 基 の ぺ プ チ ドが 感 作 抗 原 と して 使 用 さ れ 得 る。

[0060] ま た 、 IgA タ ンパ ク質 の 所 望 の 部 分 ポ リペ プ チ ドや ペ プ チ ドを異 な る ポ リべ

プ チ ドと融 合 した 融 合 タ ンパ ク質 が 感 作 抗 原 と して 利 用 さ れ 得 る。 感 作 抗 原

と して 使 用 さ れ る融 合 タ ンパ ク質 を製 造 す る た め に、 例 え ば、 抗 体 の Fc断 片

ゃ ぺ プ チ ドタ グ な どが 好 適 に利 用 さ れ 得 る。 融 合 タ ンパ ク質 を発 現 す るべ ク

タ 一 は、 所 望 の 二 種 類 又 は そ れ 以 上 の ポ リべ プ チ ド断 片 を コ 一 ドす る遺 伝 子

が イ ン フ レ一 厶 で 融 合 さ れ 、 当 該 融 合 遺 伝 子 が 前 記 の よ う に発 現 べ ク タ 一 に

揷 入 さ れ る こ と に よ り作 製 さ れ 得 る。 融 合 タ ンパ ク質 の 作 製 方 法 は Mo Lecu Lar

C Lon i ng 2nd ed. (Sambrook, e t a L. , Mo Lecu Lar C Lon i ng 2nd ed. , 9 . 4 7

-9. 58 ( 1989) Co Ld Spr i ng Harbor Lab. press) に 記 載 さ れ て い る。 感 作 抗

原 と して 用 い られ る IgA の 取 得 方 法 及 び そ れ を 用 い た 免 疫 方 法 は、 PCT/JP201 1

/07761 9等 に も具 体 的 に記 載 さ れ て い る。



[0061 ] 該感作抗原で免疫される哺乳動物としては、特定の動物に限定されるもの

ではないが、細胞融合に使用する親細胞との適合性を考慮 して選択するのが

好ましい。一般的にはげつ歯類の動物、例えば、マウス、ラッ卜、ハムスタ

― 、あるいはゥサギ、サル等が好適に使用される。

[0062] 公知の方法にしたがって上記の動物が感作抗原により免疫される。例えば

、一般的な方法として、感作抗原が哺乳動物の腹腔内または皮下に注射によ

つて投与されることにより免疫が実施される。具体的には、PBS (Phosphate-

Buffered Sa Li ne) や生理食塩水等で適当な希釈倍率で希釈された感作抗原が

、所望により通常のアジュバント、例えばフロイン卜完全アジュバントと混

合され、乳化された後に、該感作抗原が哺乳動物に4から2 1日毎に数回投与さ

れる。また、感作抗原の免疫時には適当な担体が使用され得る。特に分子量

の小さい部分ぺプチ ドが感作抗原として用いられる場合には、アルプミン、

キ一ホ一ルリンぺッ卜へモシァニン等の担体タンパク質と結合 した該感作抗

原ぺプチ ドを免疫することが望ましい場合もある。

[0063] また、所望の抗体を産生するハイプリドーマは、DNA免疫を使用し、以下の

ようにしても作製され得る。DNA免疫とは、免疫動物中で抗原タンパク質をコ

- ドする遺伝子が発現され得るような態様で構築されたベクタ一DNAが投与さ

れた当該免疫動物中で、感作抗原が当該免疫動物の生体内で発現されること

によって、免疫刺激が与えられる免疫方法である。タンパク質抗原が免疫動

物に投与される一般的な免疫方法と比べて、DNA免疫には、次のような優位性

が期待される。

—抗原が膜タンパク質の場合、膜タンパク質の構造を維持 して免疫刺激が与

えられ得る

- 免疫抗原を精製する必要が無い

[0064] DNA免疫によって本発明のモノクローナル抗体を得るために、まず、 IgAタ

ンパク質を発現するDNAが免疫動物に投与される。 IgAをコー ドするDNAは、PC

Rなどの公知の方法によって合成され得る。得られたDNAが適当な発現べクタ

—に揷入され、免疫動物に投与される。発現べクタ一としては、たとえばpcD



NA3. 1な どの市販の発現べ クタ一が好適 に利用され得 る。ベ クタ一を生体 に投

与する方法 と して、一般的に用い られている方法が利用され得 る。た とえば

、発現ベ クターが吸着 した金粒子が、gene gunで免疫動物個体の細胞 内に導

入されることによってDNA免疫が行われる。 さ らに、 IgA を認識する抗体の作

製 はPCT/JP201 1/07761 9に記載 された方法 を用いても作製 され得 る。

[0065] このように哺乳動物が免疫 され、血清中におけるIgA に結合する抗体力価の

上昇が確認 された後 に、哺乳動物か ら免疫細胞が採取 され、細胞融合 に供 さ

れる。好 ま しい免疫細胞 と しては、特 に脾細胞が使用され得 る。

[0066] 前記免疫細胞 と融合 される細胞 と して、哺乳動物の ミエ ローマ細胞が用い

られる。 ミエ 口一マ細胞 は、 スク リーニ ングのための適当な選択マ一力一を

備 えていることが好 ま しい。選択マ一力一 とは、特定の培養条件の下で生存

で きる （あるいはで きない）形質を指す。選択マ一力一には、 ヒポキサ ンチ

ン—グァニ ン—ホスホ リボシル トランスフェラ一ゼ欠損 （以下 HGPRT欠損 と省

略する）、あるいはチ ミジンキナーゼ欠損 （以下 TK欠損 と省略する）な どが

公知である。 HGPRTや TKの欠損 を有する細胞 は、 ヒポキサ ンチ ン—アミノプテ

リン—チ ミジン感受性 （以下 HAT感受性 と省略する）を有する。 HAT感受性の

細胞 はHAT選択培地中でDNA合成 を行 うことがで きず死滅するが、正常な細胞

と融合すると正常細胞のサルベージ回路 を利用 してDNAの合成 を継続すること

がで きるため HAT選択培地中でも増殖するようになる。

[0067] HGPRT欠損や TK欠損の細胞 は、 それぞれ6チ才 グァニ ン、8ァザ グァニ ン （以

下 8AGと省略する）、あるいは5' プ口モデ才キシゥ リジンを含む培地で選択 さ

れ得 る。 これ らの ピリミジンアナ ログをDNA中に取 り込む正常な細胞 は死滅す

る。他方、 これ らの ピリミジンアナ ログを取 り込めないこれ らの酵素 を欠損

した細胞 は、選択培地の中で生存することがで きる。 この他 G41 8耐性 と呼ば

れる選択マ一力一は、 ネオマイシン耐性遺伝子によって2- デ才キシス 卜レブ

タミン系抗生物質 （ゲ ンタマイシン類似体）に対する耐性 を与える。細胞融

合 に好適な種 々の ミエ ローマ細胞が公知である。

[0068] このような ミエ 口一マ細胞 と して、例 えば、 P3 (P3x63Ag8. 653) (丄 I u



no し ( 1979) 12 3 (4), 1548-1 550) 、 P3x63Ag8U. 1 (Cur rent Top i c s i n M i c r

o b i o Logy and Immuno Logy ( 1978) 8 1, 1-7) 、 NS-1 (C. Eur. J . Immuno L. (

1976) 6 (7), 5 1 1-51 9 ) 、 MPC-1 1 (Ce L L ( 1976) 8 (3), 405-41 5 ) 、 SP2/0 (

Nature ( 1978) 276 (5685), 269-270) 、 FO (J. Immuno l . Methods ( 1980) 3

5 ( 1-2), 1-21 ) 、 S 194/5. XX0. BU. 1 (J. Exp. Med. ( 1978) 148 ( 1) , 3 13-32

3 ) 、 R21 0 (Nature ( 1979) 277 (5692), 13 1- 133) 等 が 好 適 に使 用 され得 る

[0069] 基 本 的 に は公 知 の方 法 、 た とえ ば、 ケ 一 ラー と ミル ステ ィ ン らの方 法 （Met

hods Enzymo L. ( 1981 ) 73, 3-46) 等 に準 じて、 前 記 免 疫 細 胞 と ミエ 口 一 マ細

胞 との細 胞 融 合 が行 わ れ る。

よ り具 体 的 に は、 例 え ば細 胞 融 合 促 進 剤 の存 在 下 で通 常 の 栄養 培 養 液 中 で

、 前 記 細 胞 融 合 が実 施 され得 る。 融 合 促 進 剤 と して は、 例 え ば ポ リエ チ レン

グ リコール （PEG) 、 セ ン ダ イ ウィル ス （HVJ) 等 が使 用 され、 更 に融 合 効 率

を高 め るた め に所 望 に よ りジ メチ ル ス ル ホ キ シ ド等 の補 助 剤 が添 加 され て使

用 され る。

[0070] 免 疫 細 胞 と ミエ ロー マ細 胞 との使 用 割 合 は任 意 に設 定 され得 る。 例 え ば、

ミエ 口 一 マ細 胞 に対 して免 疫 細 胞 を 1か ら 10倍 とす るの が 好 ま しい。 前 記 細 胞

融 合 に用 い る培 養 液 と して は、 例 え ば、 前 記 ミエ 口 一 マ細 胞 株 の増 殖 に好 適

な RPMI1 640 培 養 液 、 MEM培 養 液 、 そ の他 、 この種 の細 胞 培 養 に用 い られ る通 常

の培 養 液 が使 用 され、 さ らに、 牛 胎 児 血 清 （FCS) 等 の血 清 補 液 が 好 適 に添 加

され得 る。

[0071 ] 細 胞 融 合 は、 前 記 免 疫 細 胞 と ミエ ロー マ細 胞 との所 定 量 を前 記 培 養 液 中 で

よ く混 合 し、 予 め 3 7 °C 程 度 に加 温 され た PEG溶 液 （例 え ば平 均 分 子 量 1000 か ら

6000 程 度 ） が通 常 3 0か ら60% (w/v) の濃 度 で添 加 され る。 混 合 液 が緩 や か に

混 合 され る こ とに よ って所 望 の融 合 細 胞 （ハ イ プ リ ドー マ ） が形 成 され る。

次 い で、 上 記 に挙 げた適 当 な培 養 液 が逐 次 添 加 され、 遠 心 して上 清 を除 去 す

る操 作 を繰 り返 す こ とに よ りハ イ プ リ ドー マ の 生 育 に好 ま しくな い細 胞 融 合

剤 等 が 除 去 され得 る。



[0072] この よ うに して得 られ たハ イ プ リ ドー マ は、 通 常 の選 択 培 養 液 、 例 え ば HAT

培 養 液 （ヒポ キサ ンチ ン、 ア ミ ノ プテ リンお よび チ ミジ ンを含 む培 養 液 ） で

培 養 す る こ とに よ り選 択 され得 る。 所 望 のハ イ プ リ ド一 マ以 外 の細 胞 （非 融

合 細 胞 ） が死 滅 す るの に十 分 な 時 間 （通 常、 係 る十 分 な 時 間 は数 日か ら数 週

間 で あ る） 上 記 HAT培 養 液 を用 い た培 養 が継 続 され得 る。 次 い で、 通 常 の 限界

希 釈 法 に よ って、 所 望 の抗 体 を産 生 す るハ イ プ リ ドー マ の ス ク リー ニ ン グお

よび 単 一 ク ロ一 ニ ン グが実 施 され る。

[0073] この よ うに して得 られ たハ イ プ リ ドー マ は、 細 胞 融 合 に用 い られ た ミエ 口

— マ が有 す る選 択 マ 一 力一 に応 じた選 択 培 養 液 を利 用 す る こ とに よ って選 択

され得 る。 例 え ば HGPRTや TKの 欠損 を有 す る細 胞 は、 HAT培 養 液 （ヒポ キサ ン

チ ン、 ア ミ ノ プテ リンお よび チ ミジ ンを含 む培 養 液 ） で培 養 す る こ とに よ り

選 択 され得 る。 す な わ ち、 HAT感 受性 の ミエ 口 一 マ細 胞 を細 胞 融 合 に用 い た場

合 、 HAT培 養 液 中 で、 正 常 細 胞 との細 胞 融 合 に成 功 した細 胞 が選 択 的 に増 殖 し

得 る。 所 望 のハ イ プ リ ドー マ 以 外 の細 胞 （非 融 合 細 胞 ） が死 滅 す るの に十 分

な 時 間、 上 記 HAT培 養 液 を用 い た培 養 が継 続 され る。 具 体 的 に は、 一般 に、 数

曰か ら数 週 間 の培 養 に よ って、 所 望 のハ イ プ リ ド一 マ が選 択 され得 る。 次 い

で、 通 常 の 限界 希 釈 法 に よ って、 所 望 の抗 体 を産 生 す るハ イ プ リ ドー マ の ス

ク リー ニ ン グお よび 単 一 ク ロ一 ニ ン グが実 施 され得 る。

[0074] 所 望 の抗 体 の ス ク リー ニ ン グお よび 単 一 ク ロー ニ ン グが、 公 知 の抗 原 抗 体

反 応 に基 づ くス ク リー ニ ン グ方 法 に よ って 好 適 に実 施 され得 る。 例 え ば、 固

定 化 した IgA に対 す る抗 体 の結 合 活 性 が ELISA の 原 理 に基 づ い て評 価 され得 る

。 た とえ ば、 ELISA プ レー 卜の ゥ エル に IgA が 固 定 化 され る。 ハ イ プ リ ドー マ

の培 養 上 清 を ゥ エル 内 の I gAに接 触 させ、 I gAに結 合 す る抗 体 が検 出 され る。

モ ノ ク ロー ナル 抗 体 が マ ウス 由来 の場 合 、 細 胞 に結 合 した抗 体 は、 抗 マ ウス

ィ 厶 ノ グ ロ プ リン抗 体 に よ って検 出 され得 る。 これ らの ス ク リ一 ニ ン グ に よ

つて選 択 され た、 抗 原 に対 す る結 合 能 を有 す る所 望 の抗 体 を産 生 す るハ イ プ

リ ドー マ は、 限界 希 釈 法 等 に よ りク ロ一 ニ ン グ され得 る。

[0075] この よ うに して作 製 され る モ ノ ク ロー ナル 抗 体 を産 生 す るハ イ プ リ ドー マ



は通 常 の培養 液 中で継 代 培養 され得 る。 また、 当該 ハ イ プ リ ド一 マ は液 体窒

素 中で長期 にわ た つて保 存 され得 る。

[0076] 当該 ハ イ プ リ ド一 マ を通 常 の方 法 に従 い培養 し、 その培養 上 清 か ら所望 の

モ ノク ロー ナル 抗 体 が取得 され得 る。 あ るい はハ イ プ リ ドー マ を これ と適 合

性 が あ る哺乳 動物 に投 与 して増 殖 せ しめ、 その腹 水 か らモ ノク ロ一 ナル 抗 体

が取得 され得 る。 前 者 の方 法 は、 高純 度 の抗 体 を得 るの に好適 な もの で あ る

[0077] 当該 ハ イ プ リ ドー マ 等 の抗 体産 生細胞 か らク ロー ニ ングされ る抗 体 遺伝 子

に よ って コー ドされ る抗 体 も好適 に利 用 され得 る。 ク ロ一 ニ ング した抗 体 遺

伝 子 を適 当なベ クタ一 に組 み込 ん で宿 主 に導 入 す る こ とに よ って、 当該 遺伝

子 に よ って コー ドされ る抗 体 が発現 す る。 抗 体 遺伝 子 の単離 と、 ベ クタ一へ

の導 入、 そ して宿 主細胞 の形 質転 換 の ため の方 法 は例 え ば、 Vandamme らに よ

つて既 に確 立 され て い る （Eur. 丄 B i ochem. ( 1990) 192 (3), 767-775) 。 下

記 に述 べ る よ うに組換 え抗 体 の製 造 方 法 も また公知 で あ る。

[0078] た とえ ば、 抗 IgA 抗 体 を産 生 す るハ イ プ リ ドー マ細胞 か ら、 抗 IgA 抗 体 の可

変領 域 （V領 域 ） を コー ドす る cDNA が取得 され る。 その ため に、 通 常、 まずハ

ィ プ リ ドー マ か ら全 RNAが抽 出 され る。 細胞 か らmRNAを抽 出す るため の方 法 と

して、 た とえ ば次 の よ うな方 法 を利 用 す る こ とが で きる。

— グァ二 ジ ン超 遠心 法 ( B i ochem i s t r y ( 1979) 18 (24), 5294-5299)

— AGPC法 (Ana し B i ochem. ( 1987) 162 ( 1) , 156-1 59)

[0079] 抽 出 され た mRNAは、 mRNA Pur i f i cat i o n K i t (GEヘ ル スケ アバ イオ サ イエ

ンス製 ）等 を使 用 して精 製 され得 る。 あ るい は、 Qu i ckPrep mRNA Pur i f i cat i

o n K i t (GEヘ ル スケ アバ イオ サ イエ ンス製 ） な どの よ うに、 細胞 か ら直接 全

mRNAを抽 出す るため の キ ッ 卜も市販 され て い る。 この よ うな キ ッ 卜を用 いて

、 ハ イ プ リ ド一 マ か らmRNAが取得 され得 る。 得 られ た mRNAか ら逆転 写 酵 素 を

用 いて抗 体 V領 域 を コー ドす る cDNA が合成 され得 る。 cDNA は、 AMV Reverse T r

anscr i t a s e F i rst-st rand cDNA Synthes i s K i t ( 生 化 学 工業 ）等 に よ って合

成 され得 る。 また、 cDNA の合成 お よび増 幅 の ため に、 SMART RACE cDNA 増 幅



キッ ト （C Lo n t ech 製）および PCRを用いた5 ' -RACE 法 （P r oc. Nat L. Acad. Sc i

. USA ( 1988) 8 5 (23) , 8998-9002 、 Nuc l e i c Ac i d s Res. ( 1989) 17 (8) , 2 9

19-2932) が適宜利用され得 る。更にこう した cDNA の合成の過程 において cDNA

の両末端 に後述する適切な制限酵素サイ 卜が導入され得 る。

[0080] 得 られたPCR産物か ら目的とするcDNA断片が精製 され、次いでべ クタ一DNA

と連結 される。 このように組換えべ クタ一が作製 され、大腸菌等に導入され

コロニーが選択された後 に、当該 コロニーを形成 した大腸菌か ら所望の組換

えべ クタ一が調製 され得 る。そ して、該組換えべ クタ一が目的とするcDNA の

塩基配列を有 しているか否かについて、公知の方法、例えば、ジデ才キシヌ

クレオチ ドチェインタ一ミネ一シ ヨン法等により確認される。

[008 1] 可変領域 をコー ドする遺伝子を取得するためには、可変領域遺伝子増幅用

のプライマ一を使 った5 ' -RACE 法を利用するのが簡便である。 まずハイプ リ ド

—マ細胞 より抽出されたRNAを錶型 と して cDNA が合成 され、 5 ' -RACE cDNA ライ

プラ リが得 られる。 5 ' -RACE cDNA ライプラ リの合成 にはSMART RACE cDNA 増

幅キッ 卜など市販のキッ 卜が適宜用い られる。

[0082] 得 られた5 ' -RACE cDNA ライブラ リを錶型 と して、 PCR法によって抗体遺伝子

が増幅される。公知の抗体遺伝子配列をもとにマウス抗体遺伝子増幅用のプ

ライマ一がデザインされ得 る。 これ らのプライマ一は、ィ厶ノグロプ リンの

サブクラスごとに異なる塩基配列である。 したがって、サブクラスは予め I s o

S t r i pマウスモノクローナル抗体アイソタイ ピングキッ 卜 （ロシュ ダイァ

グノステ ィックス）などの市販キッ 卜を用いて決定 してお くことが望 ま しい

[0083] 具体的には、たとえばマウス IgG をコー ドする遺伝子の取得 を目的とすると

きには、重鎖 と して ァ1、 ァ2 a、 ァ2 b、 ァ3、軽鎖 と して 鎖 とス鎖 をコ一 ド

する遺伝子の増幅が可能なプライマーが利用され得 る。 IgG の可変領域遺伝子

を増幅するためには、一般 に3 ' 側のプライマ一には可変領域 に近い定常領域

に相当する部分にァニールするプライマ一が利用される。一方 5 ' 側のブラィ

マ一には、 5 ' RACE cDNA ライブラ リ作製キッ 卜に付属するプライマ一が利用



され る。

[0084] こ う して増 幅 され た PCR産 物 を利 用 して、 重 鎖 と軽 鎖 の組 み 合 せ か らな る ィ

厶 ノ グ ロ プ リンが再 構 成 され得 る。 再 構 成 され た ィ 厶 ノ グ ロ プ リンの、 IgA に

対 す る結 合 活 性 を指標 と して、 所 望 の抗 体 が ス ク リー ニ ン グ され得 る。 た と

え ば I gAに対 す る抗 体 の取 得 を 目的 とす る と き、 抗 体 の I gAに対 す る結 合 は、

特 異 的 で あ る こ とが さ らに好 ま しい。 IgA に結 合 す る抗 体 は、 た とえ ば次 の よ

うに して ス ク リ一 ニ ン グ され得 る ；

( 1 ) ハ イ プ リ ドー マ か ら得 られ た cDNAに よ って コー ドされ るV領 域 を含 む抗

体 を IgA に接 触 させ る工 程 、

( 2 ) IgA と抗 体 との結 合 を検 出 す る工 程 、 お よび

( 3 ) IgA 発 現 細 胞 に結 合 す る抗 体 を選 択 す る工 程 。

[0085] 抗 体 と IgA との結 合 を検 出 す る方 法 は公 知 で あ る。 具 体 的 に は、 先 に述 べ た

ELISA な どの手 法 に よ って、 抗 体 と IL-6R 発 現 細 胞 との結 合 が検 出 され得 る。

[0086] 結 合 活 性 を指標 とす る抗 体 の ス ク リ一 ニ ン グ方 法 と して、 フ ァー ジべ ク タ

— を利 用 したバ ニ ン グ法 も好 適 に用 い られ る。 ポ リク ロ一 ナル な抗 体 発 現 細

胞 群 よ り抗 体 遺 伝 子 を重 鎖 と軽 鎖 の サ ブ ク ラ ス の ラ イ ブ ラ リと して取 得 した

場 合 に は、 フ ァー ジベ ク タ一 を利 用 した ス ク リー ニ ン グ方 法 が有 利 で あ る。

重 鎖 と軽 鎖 の可 変領 域 を コ一 ドす る遺 伝 子 は、 適 当 な リンカ一配 列 で連 結 す

る こ とに よ って シ ン グル チ ェイ ンFv (scFv) を形 成 す る こ とが で きる。 scFv

を コ一 ドす る遺 伝 子 を フ ァー ジベ ク タ一 に揷 入 す る こ とに よ り、 scFv を表 面

に発 現 す る フ ァー ジ が取 得 され得 る。 この フ ァー ジ と所 望 の抗 原 との接 触 の

後 に、 抗 原 に結 合 した フ ァー ジ を回収 す る こ とに よ って、 目的 の結 合 活 性 を

有 す るscFv を コ一 ドす るDNAが 回収 され得 る。 この操 作 を必 要 に応 じて繰 り返

す こ とに よ り、 所 望 の結 合 活 性 を有 す るscFv が濃 縮 され得 る。

[0087] 目的 とす る抗 IgA 抗 体 のV領 域 を コー ドす る cDNAが得 られ た後 に、 当該 cDNA

の両 末 端 に挿 入 した制 限酵 素 サ イ 卜を認 識 す る制 限酵 素 に よ って該 cDNAが消

化 され る。 好 ま しい制 限酵 素 は、 抗 体 遺 伝 子 を構 成 す る塩 基 配 列 に 出現 す る

頻 度 が低 い塩 基 配 列 を認 識 して消 化 す る。 更 に 1 コ ピー の消 化 断 片 をべ ク タ



— に正 しい方 向 で揷 入 す るため には、 付着 末端 を与 え る制 限酵 素 の揷 入 が好

ま しい。 上 記 の よ うに消 化 され た抗 IgA 抗 体 のV領 域 を コ一 ドす る cDNAを適 当

な発現 べ クタ一 に揷 入 す る こ とに よ って、 抗 体 発現 べ クタ一 が取得 され得 る

。 この と き、 抗 体 定 常領 域 （C領 域 ） を コー ドす る遺伝 子 と、 前 記 V領 域 を コ

- ドす る遺伝 子 とが イ ンフ レ一 厶 で融 合 され れ ば、 キ メ ラ抗 体 が取得 され る

。 こ こで、 キ メ ラ抗 体 とは、 定 常領 域 と可 変領 域 の 由来 が異 な る こ とをい う

。 した が って、 マ ウス 一 ヒ 卜な どの異 種 キ メ ラ抗 体 に加 え、 ヒ 卜一 ヒ 卜同種

キ メ ラ抗 体 も、 本 発 明 にお け るキ メ ラ抗 体 に含 まれ る。 予 め 定 常領 域 を有 す

る発現 べ クタ一 に、 前 記 V領 域 遺伝 子 を揷 入 す る こ とに よ って、 キ メ ラ抗 体 発

現 べ クタ一 が構 築 され得 る。 具 体 的 には、 た とえ ば、 所望 の抗 体 定 常領 域 （C

領 域 ） を コ一 ドす るDNAを保 持 した発現 べ クタ一 の 5' 側 に、 前 記 V領 域 遺伝 子

を消 化 す る制 限酵 素 の制 限酵 素 認識 配 列 が適 宜 配 置 され得 る。 同 じ組 み合 わ

せ の制 限酵 素 で消 化 され た両者 が イ ンフ レ一 厶 で融 合 され る こ とに よ って、

キ メ ラ抗 体 発現 べ クタ一 が構 築 され る。

[0088] 抗 IgA モ ノク ロ一 ナル 抗 体 を製 造 す るため に、 抗 体 遺伝 子 が発現 制 御領 域 に

よ る制 御 の下 で発現 す る よ うに発現 べ クタ一 に組 み込 まれ る。 抗 体 を発現 す

るため の発現 制 御領 域 とは、 例 え ば、 ェ ンハ ンサ 一や プ ロモー タ一 を含 む。

また、 発現 した抗 体 が細胞 外 に分 泌 され る よ うに、 適切 な シ グナル 配 列 が ァ

ミ ノ末端 に付 加 され得 る。 後 に記載 され る実施 例 で は シ グナル 配 列 と して、

ア ミ ノ酸 配 列MGWSCIILFLVATATGVHS (配 列 番 号 ：5 ) を有 す るペ プチ ドが使 用

され て い るが、 これ以 外 に も適 した シ グナル 配 列 が付 加 され る。 発現 され た

ポ リべ プチ ドは上 記 配 列 の カル ボ キ シル 末端 部 分 で切 断 され、 切 断 され た ポ

リぺ プチ ドが成 熟 ポ リペ プチ ドと して細胞 外 に分 泌 され得 る。 次 いで、 この

発現 べ クタ一 に よ って適 当な宿 主細胞 が形 質転 換 され る こ とに よ って、 抗 IgA

抗 体 を コー ドす るDNAを発現 す る組換 え細胞 が取得 され得 る。

[0089] 抗 体 遺伝 子 の発現 の ため に、 抗 体 重鎖 （H鎖 ） お よび軽 鎖 （L鎖 ） を コー ド

す るDNAは、 それ ぞれ別 の発現 べ クタ一 に組 み込 まれ る。 H鎖 とL鎖 が組 み込 ま

れ たベ クタ一 に よ って、 同 じ宿 主細胞 に同時 に形 質転 換 （co-t ransfect) さ



れ ることによって、 H鎖 とL鎖 を備 えた抗体分子が発現 され得 る。 あるいはH鎖

および L鎖 をコー ドするDNAが単一の発現べ クタ一に組み込 まれ ることによつ

て宿主細胞 が形質転換 され得 る （国際公開第W0 1994/01 1523 号 を参照の こと

)

[0090] 単離 された抗体遺伝子 を適 当な宿主 に導入することによって抗体 を作製 す

るための宿主細胞 と発現ベ クターの多 くの組み合わせが公知である。 これ ら

の発現系は、 いずれ も本発明の抗原結合分子 を単離 するのに応用 され得 る。

真核細胞 が宿主細胞 と して使用 され る場合、動物細胞、植物細胞、 あるいは

真菌細胞 が適宜使用 され得 る。具体的には、動物細胞 と しては、次のような

細胞 が例示 され得 る。

( 1 ) 哺乳類細胞、 ：CHO (Ch i nese hamster ovary c e LL L i ne) 、 COS (Monk

ey k i dney c e LL いne) 、 ミエ 口一マ （Sp2/0、 NS0等）、 BHK (baby hamster

k i dney c e LL L i ne) 、 HEK293 (human embryon i c k i dney c e LL L i ne i t h s h

eared adenov i rus (Ad) 5 DNA) 、 PER. C6 c e LL (human embryon i c ret i na L c e

LL L i ne t ransformed i t h the Adenov i rus Type 5 (Ad5) E 1A and E 1B gene

s )、 He La Vero 、 HEK293 (human embryon i c k i dney c e LL L i ne i t h sheared

adenov i rus (Ad) 5 DNA) な ど (Cur rent Protoco l s i n Prote i n Sc i ence (Ma

y , 2001 , Un i t 5 . 9 , Tab l e 5 . 9 . 1) )

( ) 両 生類細胞 ：アフ リカッメガエル卵母細胞 な ど

( 3 ) 昆虫細胞 ：sf9 、 sf21 、 Tn5 な ど

[0091 ] あるいは植物細胞 と しては、 ニ コテ ィアナ タパ カム （N i cot i ana tabacum

) な どのニ コテ ィアナ （N i cot i ana) 属 由来の細胞 による抗体遺伝子の発現系

が公知である。植物細胞 の形質転換 には、 カル ス培養 した細胞 が適宜利用 さ

れ得 る。

[0092] 更 に真菌細胞 と しては、次のような細胞 を利用することがで きる。

—酵母 ：サ ッカロミセス - セ レビシェ (Saccharomyces serev i s i ae) な との

サ ッカロミセス （Saccharomyces ) 属、 メタノール資化酵母 （P i c h i a pastor

i s ) な どのP i c h i a属



—糸状菌 ：アスペ スギル ス ニ ガ一 （Asperg は Lus n i ger) な どの ァスペル ギ

ソレス (Asperg i LLus )

[0093] また、原核細胞 を利用 した抗体遺伝 子の発現 系 も公知 であ る。 た とえば、

細菌細胞 を用 いる場合、 大腸菌 （E. c o L i ) 、枯草菌 な どの細菌細胞 が適宜

利用 され得 る。 これ らの細胞 中に、 目的 とす る抗体遺伝 子 を含 む発現べ クタ

—が形 質転換 によ って導 入 され る。形 質転換 された細胞 を i n v i t r oで培養 す

る ことによ り、 当該形 質転換細胞 の培養物 か ら所望 の抗体 が取得 され得 る。

[0094] 組換 え抗体 の産 生 には、上記宿主細胞 に加 えて、 トラ ン ス ジ エニ ック動物

も利用 され得 る。 すなわち所望 の抗体 をコ一 ドす る遺伝 子が導 入 された動物

か ら、 当該抗体 を得 る ことがで きる。例 えば、抗体遺伝 子 は、乳汁 中に固有

に産 生 され るタ ンパ ク質 をコ一 ドす る遺伝 子の内部 にイ ンフ レ一厶で揷 入す

る ことによ って融合遺伝 子 と して構築 され得 る。乳汁 中に分泌 され るタ ンパ

ク質 と して、 た とえば、 ャギ カゼイ ンな どを利用 され得 る。抗体遺伝 子が

揷 入 された融合遺伝 子 を含 むDNA断 片はャギの胚へ注入 され、 当該注入 された

胚 が雌 のャギへ導 入 され る。胚 を受容 したャギか ら生 まれ る トラ ン ス ジ ェニ

ックャギ （またはその子孫）が産 生す る乳汁か らは、所望 の抗体 が乳汁 タ ン

パ ク質 との融合 タ ンパ ク質 と して取得 され得 る。 また、 トラ ンスジ エニ ック

ャギか ら産 生 され る所望 の抗体 を含 む乳汁量 を増加 させ るため に、 ホ ル モ ン

が トラ ンスジ エニ ックャギに対 して投与 され得 る （B i o/Techno Logy ( 1994),

12 (7), 699-702) 。

[0095] 本 明細書 において記載 され る抗原結合分子が ヒ 卜に投与 され る場合、 当該

抗原結合分子 における抗原結合 ドメイ ンと して、 ヒ 卜に対 す る異種抗原性 を

低 下 させ る こと等 を 目的 と して人為 的 に改変 した遺伝 子組換 え型抗体 由来 の

抗原結合 ドメイ ンが適宜採用 され得 る。遺伝 子組換 え型抗体 には、例 えば、

ヒ 卜化 （human i zed) 抗体等 が含 まれ る。 これ らの改変抗体 は、 公知 の方法 を

用 いて適宜製造 され る。

[0096] 本 明細書 において記載 され る抗原結合分子 における抗原結合 ドメイ ンを作

製 す るため に用 い られ る抗体 の可変領域 は、通常、 4 つの フ レー ム ワー ク領



域 （FR) には さ まれ た 3 つの相補性 決 定領 域 (comp Lemen t a r i t y-de t e r m i n i n g

r e g i o n ；CDR) で構成 され て い る。 CDRは、 実 質 的 に、 抗体 の結 合特異性 を

決 定 して い る領 域 であ る。 CDRの ア ミノ酸 配 列 は多様性 に富 む。 一方 FRを構成

す るア ミノ酸 配 列 は、異 な る結 合特異性 を有 す る抗体 の間で も、 高 い同一性

を示 す ことが多 い。 そのため、 一般 に、 CDRの移植 によ って、 あ る抗体 の結 合

特異性 を、他 の抗体 に移植 す る ことがで きる とされ て い る。

[0097] ヒ 卜化抗体 は、再構成 （r eshaped) ヒ 卜抗体 とも称 され る。具 体 的 には、

ヒ 卜以外 の動物、 た とえばマ ウス抗体 の CDR を ヒ 卜抗体 に移植 す るCDR移植技

術 （CDR g r a f t i n g t echno l ogy) を適 用 した ヒ 卜化抗体 な どが公知 であ る。 ヒ

卜化抗体 を得 るため の一般 的な遺伝 子組換 え手 法 も知 られ て い る。具 体 的 に

は、 マ ウスの抗体 の CDR を ヒ 卜の FRに移植 す るため の方法 と して、 た とえば〜

e r La p Ex t ens i o n PCRが公知 であ る。 Ove r La p Ex t ens i o n PCR において は、 ヒ

卜抗体 の FRを合成 す るため の プライマ一 に、移植 すべ きマ ウス抗体 の CDR を コ

- ドす る塩 基配 列 が付加 され る。 プライマ一 は 4 つの FRの それ ぞれ につ いて

用意 され る。 一般 に、 マ ウスCDRの ヒ 卜FRへ の移植 において は、 マ ウスの FRと

同一性 の高 い ヒ 卜FRを選択 す るのが、 CDRの機 能 の維 持 において有 利 であ る と

され て い る。 すなわ ち、 一般 に、移植 すべ きマ ウスCDR に隣接 して い る FRの ァ

ミノ酸 配 列 と同一性 の高 い ア ミノ酸 配 列 か らな る ヒ 卜FRを利 用 す るのが好 ま

しい。

[0098] また連結 され る塩 基配 列 は、 互 い にイ ンフ レ一厶で接続 され るよ うにデザ

イ ンされ る。 それ ぞれ の プライマ一 によ って ヒ 卜FRが個 別 に合成 され る。 そ

の結 果、 各 FRにマ ウスCDR を コー ドす るDNA が付加 され た産物 が得 られ る。 各

産物 のマ ウスCDR を コ一 ドす る塩 基配 列 は、 互 い にオ ーバ 一 ラ ップす るよ うに

デザ イ ンされ て い る。続 いて、 ヒ 卜抗体遺伝 子 を錶 型 と して合成 され た産物

のオ ーバ 一 ラ ップ した CDR部 分 を互 い にァニール させ て相補鎖 合成 反応 が行 わ

れ る。 この反応 によ って、 ヒ 卜FRがマ ウスCDRの配 列 を介 して連結 され る。

[0099] 最終 的 に 3 つの CDR と 4 つの FRが連結 され た V領 域 遺伝 子 は、 その 5 ' 末端 と3

' 末 端 にァニール し適 当な制 限酵素認識 配 列 を付加 され た プライマ一 によ って



その全長が増幅される。上記のように得 られたDNAとヒ 卜抗体C領域をコー ド

するDNAとをインフレ一厶で融合するように発現べクタ一中に揷入することに

よって、 ヒ 卜型抗体発現用ベクターが作成できる。当該組込みベクターを宿

主に導入 して組換え細胞を樹立 した後に、当該組換え細胞を培養 し、当該 ヒ

卜化抗体をコー ドするDNAを発現させることによって、当該 ヒ 卜化抗体が当該

培養細胞の培養物中に産生される （欧州特許公開EP239400 、国際公開第W0 199

6/002576 号参照）。

[ 0 100] 上記のように作製されたヒ 卜化抗体の抗原への結合活性を定性的又は定量

的に測定 し、評価することによって、CDRを介 して連結されたときに該CDRが

良好な抗原結合部位を形成するようなヒ 卜抗体のFRが好適に選択できる。必

要に応 じ、再構成 ヒ 卜抗体のCDRが適切な抗原結合部位を形成するようにFRの

アミノ酸残基を置換することもできる。たとえば、マウスCDRのヒ 卜FRへの移

植に用いたPCR法を応用 して、 FRにアミノ酸配列の変異を導入することができ

る。具体的には、 FRにアニー リングするプライマ一に部分的な塩基配列の変

異を導入することができる。 このようなプライマ一によって合成されたFRに

は、塩基配列の変異が導入される。アミノ酸を置換 した変異型抗体の抗原へ

の結合活性を上記の方法で測定 し評価することによって所望の性質を有する

変異 FR配列が選択され得る (Cance r Res. , ( 1993) 53, 8 5 1-856) 。

[ 0 10 1] また、 ヒ 卜抗体遺伝子の全ての レパ一 トリ一を有する トランスジエニック

動物 （国際公開W0 1993/0 12227 、W0 1992/0039 18、W0 1994/002602 、W0 1994/025

585 、W0 1996/034096 、W0 1996/033735 参照）を免疫動物 とし、DNA免疫により

所望のヒ 卜抗体が取得され得る。

[ 0 102] さらに、 ヒ 卜抗体ライブラリを用いて、パンニングによりヒ 卜抗体を取得

する技術も知 られている。例えば、 ヒ 卜抗体のV領域が一本鎖抗体 （scFv) と

してファージディスプレイ法によりファージの表面に発現される。抗原に結

合するs c FV を発現するファージが選択され得る。選択されたファージの遺伝

子を解析することにより、抗原に結合するヒ 卜抗体のV領域をコー ドするDNA

配列が決定できる。抗原に結合するscFv のDNA配列を決定 した後、当該V領域



配列 を所望 の ヒ 卜抗体C領域 の配列 とイ ンフ レ一厶で融合 させた後 に適 当な発

現べ クタ一 に挿 入す る ことによ って発現べ クタ一が作製 され得 る。 当該発現

ベ クタ一 を上記 に挙 げた よ うな好適 な発現細胞 中に導 入 し、該 ヒ 卜抗体 をコ

— ドす る遺伝 子 を発現 させ る ことによ り当該 ヒ 卜抗体 が取得 され る。 これ ら

の方法 は既 に公知 であ る （国際公開W0 1992/00 1047、 W0 1992/020791 、 W01 993/

00621 3、 W01 993/01 1236、 W01 993/01 9 172、 W01 995/001438 、 W01 995/01 5388 参

照）。

[01 03] また、抗体遺伝 子 を取得 す る方法 と してBernascon i ら （Sc i ence (2002) 29

8, 2 199-2202) または国際公開WO2008/081 008 に記載 の よ うなB細胞 クロ一二

ング （それ ぞれの抗体 の コー ド配列の同定 および クロ一ニ ング、 その単離、

および それ ぞれの抗体 （特 に、 IgG1 、 IgG2、 IgG3 または IgG4) の作製 のため

の発現べ クタ一構築 のための使 用等）の手法 が、上記 のほか適宜使 用 され得

る。

[01 04] EUナ ンバ リングおよびKabat ナ ンバ リング

本発 明で使 用 されている方法 による と、抗体 のCDRとFRに割 り当て られ るァ

ミノ酸位置 はKabat に したが って規 定 され る (Sequences of Prote i ns of Imm

uno Log i ca l Interest (Nat i ona l Inst i tute of Hea lth, Bethesda, Md. , 198

7年 および 1991 年）。本 明細書 において、抗原結合分子が抗体 または抗原結合

断 片であ る場合、可変領域 の ア ミノ酸 はKabat ナ ンバ リングに したがい、 定常

領域 の ア ミノ酸 はKabat の ア ミノ酸位置 に準 じた印 ナ ンバ リングに したが って

表 され る。

[01 05] イオ ン濃度 の条件

属 イオ ン濃度 の条件

本発 明の一つの態様 では、 イオ ン濃度 とは金属 イオ ン濃度 の ことをい う。

「金属 イオ ン」 とは、水素 を除 くアル カ リ金属 および銅族等 の第 I 族、 アル 力

リ土類金属 および亜鉛族等 の第 族、 ホ ウ素 を除 く第 Π Ι族、炭素 とケィ素 を

除 く第 I V族、鉄族 および 白金族等 の第VIII 族、 V、 VI お よびVII 族 の各A亜族 に

属 す る元素 と、 ア ンチモ ン、 ビスマス、 ポ ロニ ウム等 の金属元素 のイオ ンを



いう。金属原子は原子価電子を放出して陽イオンになる性質を有 しており、

これをイオン化傾向という。イオン化傾向の大きい金属は、化学的に活性に

富むとされる。

[01 06] 本発明で好適な金属イオンの例としてカルシウムイオンが挙げられる。力

ルシゥ厶イオンは多くの生命現象の調節に関与しており、骨格筋、平滑筋お

よび心筋等の筋肉の収縮、白血球の運動および貪食等の活性化、血小板の変

形および分泌等の活性化、リンパ球の活性化、ヒスタミンの分泌等の肥満細

胞の活性化、カテコールアミン 受容体ゃァセチルコリン受容体を介する細

胞の応答、ェキソサイ ト一シス、ニューロン終末からの伝達物質の放出、二

ュ一ロンの軸策流等にカルシウムイオンが関与している。細胞内のカルシゥ

厶イオン受容体として、複数個のカルシウムイオン結合部位を有 し、分子進

化上共通の起源から由来したと考えられる卜ロボニンC、カルモジュリン、パ

ルプアルブミン、ミオシン軽鎖等が知られており、その結合モチーフも数多

く知られている。例えば 、カドヘリンドメイン、カルモジュリンに含まれる

EFハンド、Prote i n k i nase Cに含まれるC2 ドメイン、血液凝固タンパク質Fac

torIX に含まれるGLa ドメイン、ァシァ口グライコプロテインレセプタ一やマ

ンノース結合レセプターに含まれるC型レクチン、LDL受容体に含まれるA ドメ

イン、ァネキシン、 トロンボスボンジン3型 ドメインおよびEGF様 ドメインが

よく知られている。

[01 07] 本発明においては、金属イオンがカルシウムイオンの場合には、カルシゥ

厶イオン濃度の条件として低カルシウムイオン濃度の条件と高カルシウムィ

オン濃度の条件が挙げられる。カルシウムイオン濃度の条件によって結合活

性が変化するとは、低カルシウムィ才ン濃度と高カルシウムィ才ン濃度の条

件の違いによって抗原に対する抗原結合分子の結合活性が変化することをい

う。例えば、低カルシウムイオン濃度の条件下における抗原に対する抗原結

合分子の結合活性よりも高カルシウムイオン濃度の条件下における抗原に対

する抗原結合分子の結合活性の方が高い場合が挙げられる。また、高カルシ

ゥ厶イオン濃度の条件下における抗原に対する抗原結合分子の結合活性より



も低 カルシウムイオ ン濃度の条件下における抗原 に対する抗原結合分子の結

合活性の方が高い場合 もまた挙 げ られる。

[ 0 108] 本明細書 において、高カルシウムイオ ン濃度 とはとくに一義的な数値 に限

定されるわけではないが、好適 には か ら10 mMの間か ら選択 される濃度

であ り得 る。 また、別の態様では、 200 Mか ら5 mMの間か ら選択 される濃度

でもあ り得 る。 また、異なる態様では400 Mか ら3 mMの間か ら選択 される濃

度でもあ り得 る し、 ほかの態様では200 Mか ら2 mMの間か ら選択 される濃度

でもあ り得 る。 さ らに400 Mか ら1 mMの間か ら選択 される濃度でもあ り得 る

。特 に生体内の血漿中 （血 中）でのカルシウムイオ ン濃度 に近い 500 Mか ら2

. 5 mMの間か ら選択 される濃度が好適 に挙 げ られる。

[ 0 109] 本明細書 において、低 カルシウムイオ ン濃度 とはとくに一義的な数値 に限

定されるわけではないが、好適 には 0 . 1 Mか ら3 0 Mの間か ら選択 される濃度

であ り得 る。 また、別の態様では、 0 . 2 Mか ら2 0 Mの間か ら選択 される濃度

でもあ り得 る。 また、異なる態様では 0 . 5 Μか ら1 0 Mの間か ら選択 される濃

度でもあ り得 る し、 ほかの態様では 1 Μか ら5 Mの間か ら選択 される濃度で

もあ り得 る。 さ らに2 Μか ら4 Μの間か ら選択 される濃度でもあ り得 る。特

に生体内の早期ェ ン ドソー厶内でのイオ ン化 カルシウム濃度 に近い 1 Μか ら5

Mの間か ら選択 される濃度が好適 に挙 げ られる。

[ 0 1 10 ] 本発明において、低 カルシウムイオ ン濃度の条件 における抗原 に対する結

合活性が高カルシウムイオ ン濃度の条件 における抗原 に対する結合活性 よ り

低 いとは、抗原結合分子の 0 . 1 Mか ら3 0 Mの間か ら選択 されるカルシウムィ

オ ン濃度での抗原 に対する結合活性が、 か ら10 mMの間か ら選択 される

カルシウムイオ ン濃度での抗原 に対する結合活性 よ り弱いことを意味する。

好 ま しくは、抗原結合分子の 0 . 5 Mか ら10 Mの間か ら選択 されるカルシウム

イオ ン濃度での抗原 に対する結合活性が、 200 か ら5 mMの間か ら選択 され

るカルシウムイオ ン濃度での抗原 に対する結合活性 よ り弱いことを意味 し、

特 に好 ま しくは、生体内の早期ェ ン ドソー厶内のカルシウムイオ ン濃度 にお

ける抗原結合活性が、生体内の血漿中のカルシウムィ才 ン濃度 における抗原



結合活性 よ り弱いことを意味 し、具体的には、抗原結合分子の 1 Mか ら5 M

の間か ら選択 されるカルシウムイオ ン濃度での抗原 に対する結合活性が、 500

从1 か ら2. 5 mMの間か ら選択 されるカルシウムイオ ン濃度での抗原 に対する結

合活性 よ り弱いことを意味する。

[01 11] 金属イオ ン濃度の条件 によって抗原 に対する抗原結合分子の結合活性が変

化 しているか否かは、例 えば前記の結合活性の項で記載 されたような公知の

測定方法 を使用することによって決定され得 る。例 えば、低 カルシウムィ才

ン濃度の条件下における抗原 に対する抗原結合分子の結合活性 よ りも高カル

シゥ厶ィ才 ン濃度の条件下における抗原 に対する抗原結合分子の結合活性の

方が高 く変化することを確認するためには、低 カルシウムィ才 ン濃度 および

高カルシウムイオ ン濃度の条件下における抗原 に対する抗原結合分子の結合

活性が比較 される。

[01 12 ] さ らに本発明において、 「低 カルシウムイオ ン濃度の条件 における抗原 に

対する結合活性が高カルシウムイオ ン濃度の条件 における抗原 に対する結合

活性 よ り低 い」 という表現 は、抗原結合分子の高カルシウムイオ ン濃度条件

下における抗原 に対する結合活性が低 カルシウムィ才 ン濃度条件下における

抗原 に対する結合活性 よ りも高いと表現することもで きる。なお本発明にお

いては、 「低 カルシウムイオ ン濃度の条件 における抗原 に対する結合活性が

高カルシウムイオ ン濃度の条件 における抗原 に対する結合活性 よ り低 い」を

「低 カルシウムィ才 ン濃度条件下における抗原結合能が高カルシウムイオ ン

濃度条件下における抗原 に対する結合能 よ りも弱い」 と記載する場合 もあ り

、 また、 「低 カルシウムイオ ン濃度の条件 における抗原結合活性 を高カルシ

ゥ厶イオ ン濃度の条件 における抗原 に対する結合活性 よ り低下させる」を 「

低 カルシウムィ才 ン濃度条件下における抗原結合能 を高カルシウムイオ ン濃

度条件下における抗原 に対する結合能 よ りも弱 くする」 と記載する場合 もあ

る。

[01 13 ] 抗原への結合活性 を測定する際のカルシウムイオ ン濃度以外の条件は、 当

業者が適宜選択することが可能であ り、特 に限定されない。例 えば、 HEPESバ



ッファー、37°Cの条件において測定することが可能である。例えば、Bi acore

(GE Hea lthcare) などを用いて測定することが可能である。抗原結合分子と

抗原との結合活性の測定は、抗原が可溶型抗原である場合は、抗原結合分子

を固定化 したチップへ、抗原をアナライ 卜として流すことで可溶型抗原への

結合活性を評価することが可能であり、抗原が膜型抗原である場合は、抗原

を固定化 したチップへ、抗原結合分子をアナライ 卜として流すことで膜型抗

原への結合活性を評価することが可能である。

[01 14] 本発明の抗原結合分子において、低カルシウムイオン濃度の条件における

抗原に対する結合活性が高カルシウムイオン濃度の条件における抗原に対す

る結合活性よりも弱い限り、低カルシウムイオン濃度条件下における抗原に

対する結合活性と高カルシウムイオン濃度条件下における抗原に対する結合

活性の比は特に限定されないが、好ましくは抗原に対する低カルシウムィ才

ン濃度の条件におけるKD (D i ssoc i at i on constant ：解離定数）と高カルシゥ

厶イオン濃度の条件におけるKDの比であるKD (Ca 3 M) /KD (Ca 2 mM) の値が

2 以上であり、さらに好ましくはKD (Ca 3 M) /KD (Ca 2 mM) の値が10以上で

あり、さらに好ましくはKD (Ca 3 M) /KD (Ca 2 mM) の値が40以上である。KD

(Ca 3 M) /KD (Ca 2 mM) の値の上限は特に限定されず、当業者の技術におい

て作製可能な限り、400、 1000、 10000等、いかなる値でもよい。

[01 15] 抗原に対する結合活性の値として、抗原が可溶型抗原の場合はKD (解離定

数）を用いることが可能であるが、抗原が膜型抗原の場合は見かけのKD (App

arent d i ssoc i at i on constant ：見かけの解離定数）を用いることが可能であ

る。KD (解離定数）、および、見かけのKD (見かけの解離定数）は、当業者

公知の方法で測定することが可能であり、例えばBi acore (GE hea lthcare)

、スキャッチヤー ドプロット、フローサイ トメータ一等を用いることが可能

である。

[01 16] また、本発明の抗原結合分子の低カルシウム濃度の条件における抗原に対

する結合活性と高カルシウム濃度の条件における抗原に対する結合活性の比

を示す他の指標として、例えば、解離速度定数であるkd (D i ssoc i at i on rate



constant ：解離速度定数）もまた好適に用いられ得る。結合活性の比を示す

指標としてKD (解離定数）の代わりにkd (解離速度定数）を用いる場合、抗

原に対する低カルシウム濃度の条件におけるkd (解離速度定数）と高カルシ

ゥ厶濃度の条件におけるkd (解離速度定数）の比であるkd (低カルシウム濃

度の条件）/kd (高カルシウム濃度の条件）の値は、好ましくは2以上であり

、さらに好ましくは5以上であり、さらに好ましくは10以上であり、より好ま

しくは30以上である。Kd (低カルシウム濃度の条件）/kd (高カルシウム濃度

の条件）の値の上限は特に限定されず、当業者の技術常識において作製可能

な限り、50、100、200等、いかなる値でもよい。

[01 17] 抗原結合活性の値として、抗原が可溶型抗原の場合はkd (解離速度定数）

を用いることが可能であり、抗原が膜型抗原の場合は見かけのkd (Apparent

d i ssoc i at i on rate constant ：見かけの解離速度定数）を用いることが可能

である。kd (解離速度定数）、および、見かけのkd (見かけの解離速度定数

) は、当業者公知の方法で測定することが可能であり、例えばBi acore (GE h

ea Lthcare) 、フローサイトメータ一等を用いることが可能である。なお本発

明において、異なるカルシウムイオン濃度における抗原結合分子の抗原に対

する結合活性を測定する際は、カルシウム濃度以外の条件は同一とすること

が好ましい。

[01 18] 例えば、本発明が提供する一つの態様である低カルシウムイオン濃度の条

件における抗原に対する結合活性が、高カルシウムイオン濃度の条件におけ

る抗原に対する結合活性より低い抗原結合 ドメインまたは抗原結合分子は、

以下の工程（a) 〜 (c) を含む抗原結合 ドメインまたは抗体のスクリ一ニングに

よって取得され得る。

(a) 低カルシゥ厶濃度の条件における抗原結合 ドメインまたは抗原結合分子

の抗原結合活性を得る工程、

(b) 高カルシゥ厶濃度の条件における抗原結合 ドメインまたは抗原結合分子

の抗原結合活性を得る工程、

(c) 低カルシウム濃度の条件における抗原結合活性が、高カルシウム濃度の



条件 における抗原結合活性 よ り低 い抗原結合 ドメインまたは抗原結合分子を

選択する工程。

[01 19] さ らに、本発明が提供する一つの態様である低 カルシウムイオ ン濃度の条

件 における抗原 に対する結合活性が、高カルシウムイオ ン濃度の条件 におけ

る抗原 に対する結合活性 よ り低 い抗原結合 ドメインまたは抗原結合分子は、

以下の工程 (a) ~ (c) を含む抗原結合 ドメインまたは抗原結合分子も しくはそ

れ らのライブラ リのスク リーニ ングによつて取得 され得 る。

(a) 高 カルシゥ厶濃度の条件 における抗原結合 ドメインまたは抗原結合分子

も しくはそれ らのライブラ リを抗原 に接触 させる工程、

(b) 前記工程 (a) で抗原 に結合 した抗原結合 ドメインまたは抗原結合分子を

低 カルシゥ厶濃度条件下に置 く工程、

(c) 前記工程 (b) で解離 した抗原結合 ドメインまたは抗原結合分子を単離す

る工程。

[01 20] また、本発明が提供する一つの態様である低 カルシウムイオ ン濃度の条件

における抗原 に対する結合活性が、高カルシウムイオ ン濃度の条件 における

抗原 に対する結合活性 よ り低 い抗原結合 ドメインまたは抗原結合分子は、以

下の工程 (a) ~ (d) を含む抗原結合 ドメインまたは抗原結合分子若 しくはそれ

らのライブラ リのスク リーニ ングによつて取得 され得 る。

(a) 低 カルシウム濃度条件下で抗原結合 ドメイン又は抗原結合分子のライプ

ラ リを抗原 に接触 させる工程、

(b) 前記工程 (a) で抗原 に結合 しない抗原結合 ドメイン又は抗原結合分子を

選択する工程、

(c) 前記工程 (b) で選択 された抗原結合 ドメイン又は抗原結合分子を高カル

シゥ厶濃度条件下で抗原 に結合 させる工程、

(d) 前記工程 (c) で抗原 に結合 した抗原結合 ドメイン又は抗原結合分子を単

離する工程。

[01 2 1 ] さ らに、本発明が提供する一つの態様である低 カルシウムイオ ン濃度の条

件 における抗原 に対する結合活性が、高カルシウムイオ ン濃度の条件 におけ



る抗原 に対する結合活性 よ り低 い抗原結合 ドメインまたは抗原結合分子は、

以下の工程 （a) ~ (c) を含むスク リ一ニ ング方法 によって取得 され得 る。

(a) 抗原 を固定 したカラムに高カルシゥ厶濃度条件下で抗原結合 ドメイン又

は抗原結合分子のライブラ リを接触 させる工程、

(b) 前記工程 (a) で カラムに結合 した抗原結合 ドメイン又は抗原結合分子を

低 カルシウム濃度条件下でカラムか ら溶 出する工程、

(c) 前記工程 (b) で溶 出された抗原結合 ドメイン又は抗原結合分子を単離す

る工程。

[01 22] さ らに、本発明が提供する一つの態様である低 カルシウムイオ ン濃度の条

件 における抗原 に対する結合活性が、高カルシウムイオ ン濃度の条件 におけ

る抗原 に対する結合活性 よ り低 い抗原結合 ドメインまたは抗原結合分子は、

以下の工程 （a) ~ (d) を含むスク リ一ニ ング方法 によって取得 され得 る。

(a) 抗原 を固定 したカラムに低 カルシゥ厶濃度条件下で抗原結合 ドメイン又

は抗原結合分子のライブラ リを通過 させる工程、

(b) 前記工程 (a) で カラムに結合せずに溶 出 した抗原結合 ドメイン又は抗原

結合分子を回収する工程、

(c) 前記工程 (b) で回収 された抗原結合 ドメイン又は抗原結合分子を高カル

シゥ厶濃度条件下で抗原 に結合 させる工程、

(d) 前記工程 (c) で抗原 に結合 した抗原結合 ドメイン又は抗原結合分子を単

離する工程。

[01 23] さ らに、本発明が提供する一つの態様である低 カルシウムイオ ン濃度の条

件 における抗原 に対する結合活性が、高カルシウムイオ ン濃度の条件 におけ

る抗原 に対する結合活性 よ り低 い抗原結合 ドメインまたは抗原結合分子は、

以下の工程 （a) ~ (d) を含むスク リ一ニ ング方法 によって取得 され得 る。

(a) 高 カルシウム濃度条件下で抗原結合 ドメイン又は抗原結合分子のライプ

ラ リを抗原 に接触 させる工程、

(b) 前記工程 (a) で抗原 に結合 した抗原結合 ドメイン又は抗原結合分子を取

得する工程、



(c) 前記工程 (b) で取得した抗原結合ドメイン又は抗原結合分子を低カルシ

ゥ厶濃度条件下に置く工程、

(d) 前記工程 (c) で抗原結合活性が、前記工程 (b) で選択した基準より弱い抗

原結合ドメイン又は抗原結合分子を単離する工程。

[ 0124] なお、前記の工程は2回以上繰り返されてもよい。従って、本発明によって

、上述のスクリーニング方法において、（a) ~ (c) あるいは（a) ~ (d) の工程を2

回以上繰り返す工程をさらに含むスクリ一ニング方法によつて取得された低

カルシウムィ才ン濃度の条件における抗原に対する結合活性が高カルシウム

イオン濃度の条件における抗原に対する結合活性より低い抗原結合ドメイン

または抗原結合分子が提供される。（a) ~ (c) あるいは（a) 〜 (d) の工程が繰り

返される回数は特に限定されないが、通常10回以内である。

[ 0125] 本発明のスクリーニング方法において、低カルシウム濃度条件下における

抗原結合ドメイン又は抗原結合分子の抗原結合活性は、イオン化カルシウム

濃度が0. Μ~30 Μの間の抗原結合活性であれば特に限定されないが、好ま

しいイオン化カルシウム濃度として、0 . 5 M~ 10 Mの間の抗原結合活性を挙

げることができる。より好ましいイオン化カルシウム濃度として、生体内の

早期ェンドソー厶内のイオン化カルシウム濃度が挙げられ、具体的には1 M

~ 5 Μにおける抗原結合活性を挙げることができる。また、高カルシウム濃

度条件下における抗原結合ドメイン又は抗原結合分子の抗原結合活性は、ィ

オン化カルシウム濃度が100 Μ~ 10 mMの間の抗原結合活性であれば特に限定

されないが、好ましいイオン化カルシウム濃度として200 M~ 5 mMの間の抗

原結合活性を挙げることができる。より好ましいイオン化カルシウム濃度と

して、生体内の血漿中でのイオン化カルシウム濃度を挙げることができ、具

体的には0. 5 mM~2. 5 mMにおける抗原結合活性を挙げることができる。

[ 0126] 抗原結合ドメイン又は抗原結合分子の抗原結合活性は当業者に公知の方法

により測定することが可能であり、イオン化カルシゥ厶濃度以外の条件につ

いては当業者が適宜決定することが可能である。抗原結合ドメイン又は抗原

結合分子の抗原結合活性は、KD (D i ssoc i at i on cons t an t ：解離定数）、見か



けのKD (Apparent d i ssoc i a t i on constant ：見かけの角？離定数）、角？離速度

であるkd (D i ssoc i a t i on rate ：解離速度定数 ) 、 又は見かけの kd (Apparent

d i ssoc i a t i on ：見かけの解離速度定数）等 として評価することが可能である

。 これ らは当業者公知の方法で測定することが可能であ り、例えばB i acore (

GE hea lthcare) 、スキャッチヤー ドプロッ ト、 FACS等を用いることが可能で

ある。

[01 27] 本発明において、高カルシウム濃度条件下における抗原結合活性が低カル

シゥ厶濃度条件下における抗原結合活性より高い抗原結合 ドメイン又は抗原

結合分子を選択する工程は、低カルシウム濃度条件下における抗原結合活性

が高カルシウム濃度条件下における抗原結合活性より低い抗原結合 ドメイン

又は抗原結合分子を選択する工程 と同 じ意味である。

[01 28] 高カルシゥ厶濃度条件下における抗原結合活性が低カルシゥ厶濃度条件下

における抗原結合活性より高い限 り、高カルシゥ厶濃度条件下における抗原

結合活性 と低カルシウム濃度条件下における抗原結合活性の差は特に限定さ

れないが、好ま しくは高カルシウム濃度条件下における抗原結合活性が低力

ルシゥ厶濃度条件下における抗原結合活性の2倍以上であ り、さらに好ま しく

は 10倍以上であ り、より好ま しくは40倍以上である。

[01 29] 前記のスクリ一ニング方法によりスクリ一ニングされる本発明の抗原結合

ドメイン又は抗原結合分子はいかなる抗原結合 ドメイン又は抗原結合分子で

もよく、例えば上述の抗原結合 ドメイン又は抗原結合分子をスクリ一ニング

することが可能である。例えば、天然の配列を有する抗原結合 ドメイン又は

抗原結合分子をスクリーニング してもよい し、ァミノ酸配列が置換された抗

原結合 ドメイン又は抗原結合分子をスクリーニング してもよい。

[01 30] ライブラ リ

ある一態様によれば、本発明の抗原結合 ドメイン又は抗原結合分子は、ィ

オン濃度の条件によって抗原に対する抗原結合分子の結合活性を変化させる

少な くとも一つのアミノ酸残基が抗原結合 ドメインに含まれている互いに配

列の異なる複数の抗原結合分子か ら主としてなるライブラ リか ら取得され得



る。 イオ ン濃度の例 と しては金属イオ ン濃度や水素イオ ン濃度が好適 に挙 げ

られる。

[01 3 1 ] 本 明細書 において 「ライブラ リ」 とは複数の抗原結合分子 または抗原結合

分子を含む複数の融合ポ リペ プチ ド、 も しくはこれ らの配列をコー ドする核

酸、ポ リヌク レオチ ドをいう。 ライブラ リ中に含 まれる複数の抗原結合分子

または抗原結合分子を含む複数の融合ポ リぺ プチ ドの配列は単一の配列では

な く、互いに配列の異なる抗原結合分子 または抗原結合分子を含む融合ポ リ

ぺ プチ ドである。

[01 32] 本 明細書 においては、互いに配列の異なる複数の抗原結合分子 という記載

における 「互いに配列の異なる」 との用語は、 ライブラ リ中の個 々の抗原結

合分子の配列が相互 に異なることを意味する。すなわち、 ライブラ リ中にお

ける互いに異なる配列の数 は、 ライブラ リ中の配列の異なる独立 クロー ンの

数が反映され、 「ライブラ リサイズ」 と指称 される場合 もある。通常のファ

—ジデ ィスプ レイライブラ リでは106か ら1012であ り、 リポゾ一厶デ ィスプ レイ

法等の公知の技術 を適用することによってライブラ リサイズを1014まで拡大す

ることが可能である。 しか しなが ら、 ファージライブラ リのパ ンニ ング選択

時に使用されるファージ粒子の実際の数 は、通常、 ライブラ リサイズよ りも1

0ない し10, 000倍大 きい。 この過剰倍数 は、 「ライブラ リ当量数」 とも呼ばれ

るが、同 じアミノ酸配列を有する個 々のクロー ンが 10ない し10, 000存在 し得

ることを表す。 よって本発明における 「互いに配列の異なる」 との用語はラ

ィブラ リ当量数が除外 されたライブラ リ中の個 々の抗原結合分子の配列が相

互 に異なること、 よ り具体的には互いに配列の異なる抗原結合分子が 106か ら1

014分子、好 ま しくは107か ら1012分子、 さ らに好 ま しくは108か ら10" 、特 に好 ま

しくは108か ら1010存在することを意味する。

[01 33] また、本発明における、複数の抗原結合分子か ら主 と してなるライブラ リ

という記載 における 「複数の」 との用語は、例 えば本発明の抗原結合分子、

融合ポ リペ プチ ド、ポ リヌク レオチ ド分子、ベ クタ一またはウィルスは、通

常、 その物質の2つ以上の種類の集合 を指す。例 えば、ある2つ以上の物質が



特定の形質に関 して互いに異なるな らば、 その物質には2種類以上が存在する

ことを表す。例 と しては、 アミノ酸配列中の特定のアミノ酸位置で観察 され

る変異体 アミノ酸が挙 げ られ得 る。例 えば、 フ レキシブル残基以外、 または

表面 に露出 した非常に多様なアミノ酸位置の特定の変異体 アミノ酸以外は実

質的に同 じ、好 ま しくは同一の配列である本発明の2つ以上の抗原結合分子が

ある場合、本発明の抗原結合分子は複数個存在する。他の例では、 フ レキシ

プル残基 をコ一 ドする塩基以外、 または表面 に露出 した非常に多様なァミノ

酸位置の特定の変異体 アミノ酸 をコ一 ドする塩基以外は実質的に同 じ、好 ま

しくは同一の配列である本発明の2つ以上のポ リヌク レオチ ド分子があるな ら

ば、本発明におけるポ リヌク レオチ ド分子は複数個存在する。

さ らに、本発明における、複数の抗原結合分子か ら主 と してなるライプラ

リという記載 における 「か ら主 と してなる」 との用語は、 ライブラ リ中の配

列の異なる独立 クロー ンの数の うち、 イオ ン濃度の条件 によって抗原 に対す

る抗原結合分子の結合活性が異な っている抗原結合分子の数が反映される。

具体的には、 そのような結合活性 を示す抗原結合分子がライブラ リ中に少な

くとも104分子存在することが好 ま しい。 また、 よ り好 ま しくは、本発明の抗

原結合 ドメインはそのような結合活性 を示す抗原結合分子が少な くとも105分

子存在するライブラ リか ら取得 され得 る。 さ らに好 ま しくは、本発明の抗原

結合 ドメインはそのような結合活性 を示す抗原結合分子が少な くとも106分子

存在するライブラ リか ら取得 され得 る。特 に好 ま しくは、本発明の抗原結合

ドメインはそのような結合活性 を示す抗原結合分子が少な くとも107分子存在

するライブラ リか ら取得 され得 る。 また、好 ま しくは、本発明の抗原結合 ド

メインはそのような結合活性 を示す抗原結合分子が少な くとも108分子存在す

るライブラ リか ら取得 され得 る。別の表現では、 ライプラ リ中の配列の異な

る独立 クロー ンの数の うち、 イオ ン濃度の条件 によって抗原 に対する抗原結

合分子の結合活性が異な っている抗原結合分子の割合 と しても好適 に表現 さ

れ得 る。具体的には、本発明の抗原結合 ドメインは、 そのような結合活性 を

示す抗原結合分子がライブラ リ中の配列の異なる独立 クロー ンの数の0. 1% か



ら80% 、好ましくは0. 5% から60% 、より好ましくは1% から40% 、さらに好

ましくは2% から20% 、特に好ましくは4% から10% 含まれるライブラリから

取得され得る。融合ポ リぺプチ ド、ポ リヌクレオチ ド分子またはべクタ一の

場合も、上記と同様、分子の数や分子全体における割合で表現され得る。ま

た、ウィルスの場合も、上記と同様、ウィルス個体の数や個体全体における

割合で表現され得る。

[01 35] カルシウムイオン濃度の条件によって杭原に対する杭原結合 ドメインの結合

活忡を変化させるアミノ酸

前記のスクリ一ニング方法によってスクリ一ニングされる本発明の抗原結

合 ドメイン又は抗原結合分子はどのように調製されてもよく、例えば、金属

イオンがカルシウムィ才ン濃度である場合には、あらか じめ存在 している抗

原結合分子、あらか じめ存在 しているライブラリ （ファージライブラリ等）

、動物への免疫から得 られたハイプリドーマや免疫動物からのB細胞から作製

された抗体又はライブラリ、 これ らの抗体やライブラリにカルシウムをキレ

— 卜可能なアミノ酸 （例えばァスパラギン酸やグルタミン酸）や非天然アミ

ノ酸変異を導入 した抗体又はライブラリ （カルシウムをキレ一 卜可能なアミ

ノ酸 （例えばァスパラギン酸やグルタミン酸）又は非天然アミノ酸の含有率

を高 くしたライブラリや特定箇所にカルシウムをキレ一 卜可能なアミノ酸 （

例えばァスパラギン酸やグルタミン酸）又は非天然アミノ酸変異を導入 した

ライブラリ等）などを用いることが可能である 。

[01 36] 前記のようにイオン濃度の条件によって抗原に対する抗原結合分子の結合

活性を変化させるアミノ酸の例 として、例えば、金属イオンがカルシウムィ

オンである場合には、カルシウム結合モチーフを形成するアミノ酸であれば

、その種類は問わない。カルシウム結合モチーフは、当業者に周知であり、

詳細に記載されている （例えばSpr i nger ら (Ce LL (2000) 102, 275-277) 、K

awasak i およびKrets i nger (Prote i n Prof. ( 1995) 2, 305-490) 、Moncr i ef

ら (J. Mo し Evo L. ( 1990) 30, 522-562) 、Chauvaux ら ( B i ochem. J . ( 1990

) 265, 261 -265) 、 Ba i roch およびCox (FEBS Lett. ( 1990) 269, 454-456)



、 Dav i s (New B i o し ( 1990) 2 , 4 10-41 9 ) 、 Schaefer ら (Genom i c s ( 1995) 2

5 , 638-643) 、 Economou ら (EMBO J . ( 1990) 9 , 349-354) 、 Wurzburg ら ( S

t ructure. (2006) 14, 6 , 1049-1 058) ) 。 す な わ ち、 ASGPR, CD23 、 MBR、 DC

-SIGN 等 の C型 レクチ ン等 の任 意 の 公 知 の 力ル シ ゥ厶結 合 モ チ ー フが、 本 発 明

の抗 原 結 合 分 子 に含 まれ得 る。 この よ うな カル シ ウム結 合 モ チ ー フの 好 適 な

例 と して、 上 記 の ほ か に は配 列 番 号 ：6 に記 載 され る抗 原 結 合 ドメ イ ンに含

まれ る カル シ ウム結 合 モ チ ー フ も挙 げ られ得 る。

[01 37] また、 カル シ ウム イオ ン濃 度 の条 件 に よ って抗 原 に対 す る抗 原 結 合 分 子 の

結 合 活 性 を変 化 させ る ア ミ ノ酸 の例 と して、 金 属 キ レ一 卜作 用 を有 す る ア ミ

ノ酸 も好 適 に用 い られ る得 る。 金 属 キ レ一 卜作 用 を有 す る ア ミ ノ酸 の例 と し

て 、 例 え ば セ リ ン （Ser (S) ) 、 ス レオ ニ ン （Thr (T) ) 、 ァ ス パ ラ ギ ン （A

s n (N) ) 、 グル タ ミ ン （G Ln (Q) ) 、 ァ スパ ラ ギ ン酸 （Asp (D) ) お よび グ

ル タ ミ ン酸 （G Lu (E) ) 等 が 好 適 に挙 げ られ る。

[01 38] 前 記 の ア ミ ノ酸 が含 まれ る抗 原 結 合 ドメ イ ンの位 置 は特 定 の位 置 に限 定 さ

れ ず、 カル シ ウム イオ ン濃 度 の条 件 に よ って抗 原 に対 す る抗 原 結 合 分 子 の結

合 活 性 を変 化 させ る限 り、 抗 原 結 合 ドメ イ ンを形 成 す る重 鎖 可 変領 域 また は

軽 鎖 可 変領 域 中 の い ず れ の位 置 で もあ り得 る。 す な わ ち、 本 発 明 の抗 原 結 合

ドメ イ ンは、 カル シ ウム イオ ン濃 度 の条 件 に よ って抗 原 に対 す る抗 原 結 合 分

子 の結 合 活 性 を変 化 させ る ァ ミ ノ酸 が重 鎖 の抗 原 結 合 ドメ イ ンに含 まれ て い

る互 い に配 列 の異 な る抗 原 結 合 分 子 か ら主 と して な る ラ イ ブ ラ リか ら取 得 さ

れ得 る。 また、 別 の態 様 で は、 本 発 明 の抗 原 結 合 ドメ イ ンは、 当該 ア ミ ノ酸

が重 鎖 の CDR3 に含 まれ て い る互 い に配 列 の異 な る抗 原 結 合 分 子 か ら主 と して

な る ラ イ ブ ラ リか ら取 得 され得 る。 そ の ほ か の態 様 で は、 本 発 明 の抗 原 結 合

ドメ イ ンは、 当該 ア ミ ノ酸 が重 鎖 の CDR3 の Kabat ナ ンバ リン グで表 され る 9 5位

、 96位 、 100a 位 お よび / また は 10 1位 に含 まれ て い る互 い に配 列 の異 な る抗 原

結 合 分 子 か ら主 と して な る ラ イ ブ ラ リか ら取 得 され得 る。

[01 39] また、 本 発 明 の 一 態 様 で は、 本 発 明 の抗 原 結 合 ドメ イ ンは、 カル シ ウム ィ

オ ン濃 度 の条 件 に よ って抗 原 に対 す る抗 原 結 合 分 子 の結 合 活 性 を変 化 させ る



アミノ酸が軽鎖の抗原結合 ドメインに含 まれている互いに配列の異なる抗原

結合分子か ら主 と してなるライブラ リか ら取得 され得 る。 また、別の態様で

は、本発明の抗原結合 ドメインは、当該アミノ酸が軽鎖のCDR 1に含 まれてい

る互いに配列の異なる抗原結合分子か ら主 と してなるライブラ リか ら取得 さ

れ得 る。そのほかの態様では、本発明の抗原結合 ドメインは、当該アミノ酸

が軽鎖のCDR 1のKabat ナンバ リングで表 される3 0位、 3 1位および/ または3 2位

に含 まれている互いに配列の異なる抗原結合分子か ら主 と してなるライブラ

リか ら取得 され得 る。

[ 0 140] また、別の態様では、本発明の抗原結合 ドメインは、当該アミノ酸残基が

軽鎖のCDR2 に含 まれている互いに配列の異なる抗原結合分子か ら主 と してな

るライブラ リか ら取得 され得 る。そのほかの態様では、当該アミノ酸残基が

軽鎖のCDR2のKaba t ナンバ リングで表 される5 0位 に含 まれている互いに配列の

異なる抗原結合分子か ら主 と してなるライブラ リが提供 される。

[ 0 14 1] さらに別の態様では、本発明の抗原結合 ドメインは、当該アミノ酸残基が

軽鎖のCDR3 に含 まれている互いに配列の異なる抗原結合分子か ら主 と してな

るライブラ リか ら取得 され得 る。そのほかの態様では、本発明の抗原結合 ド

メインは、当該アミノ酸残基が軽鎖のCDR3のKabat ナンバ リングで表 される92

位 に含 まれている互いに配列の異なる抗原結合分子か ら主 と してなるライプ

ラ リか ら取得 され得 る。

[ 0 142] また、本発明の抗原結合 ドメインは、当該アミノ酸残基が、前記に記載 さ

れた軽鎖のCDR 1、 CDR2およびCDR3か ら選択される2つまたは3つのCDRに含 まれ

ている互いに配列の異なる抗原結合分子か ら主 と してなるライブラ リか ら本

発明の異なる態様 と して取得 され得 る。 さらに、本発明の抗原結合 ドメイン

は、当該アミノ酸残基が軽鎖のKabat ナンバ リングで表 される3 0位、 3 1位、 3 2

位、 5 0位および/ または92位のいずれかひ とつ以上に含 まれている互いに配列

の異なる抗原結合分子か ら主 と してなるライブラ リか ら取得 され得 る。

[ 0 143] 特 に好適な実施形態では、抗原結合分子の軽鎖および/ または重鎖可変領域

のフレームワーク配列は、 ヒ 卜の生殖細胞系フレームワーク配列を有 してい



る ことが望 ま しい。 したが って、 本発 明の一態様 において フ レー ム ワ ー ク配

列 が完全 に ヒ 卜の配 列 であ るな らば、 ヒ 卜に投与 （例 えば疾病 の治療 ） され

た場合、 本発 明の抗原結 合分 子 は免疫 原性 反応 を殆 どあ るいは全 く引 き起 こ

さな い と考 え られ る。 上記 の意 味 か ら、 本発 明 にお ける 「生殖細胞 系列 の配

列 を含 む 」 とは、 本発 明 にお ける フ レー ム ワ ー ク配 列 の一部 が、 いずれ かの

ヒ 卜の生殖細胞 系 フ レーム ワー ク配 列 の一部 と同一 であ る ことを意 味 す る。

例 えば、 本発 明の抗原結 合分 子 の重鎖 FR2 の配 列 が複数 の異 な る ヒ 卜の生殖細

胞 系 フ レー ム ワ ー ク配 列 の重鎖 FR2 配 列 が組 み合 わ され た配 列 であ る場合 も、

本発 明 にお ける 「生殖細胞 系列 の配 列 を含 む 」抗原結 合分 子 であ る。

[ 0 144] フ レーム ワー クの例 と して は、例 えば V-Base ( h t t p : //vbase. mr c-cpe. cam.

ac. uk/) 等 の ウェブサ イ トに含 まれ て い る、現在 知 られ て い る完全 に ヒ 卜型

の フ レーム ワー ク領 域 の配 列 が好適 に挙 げ られ る。 これ らの フ レ一厶 ヮ一

ク領 域 の配 列 が本発 明の抗原結 合分 子 に含 まれ る生殖細胞 系列 の配 列 と して

適宜使 用 され得 る。 生殖細胞 系列 の配 列 はその類似性 にも とづ いて分類 され

得 る （Tom nson ら ( J . Mo し B i o し ( 1992) 227, 776-798) Wは い ams お よびW

i n t e r (Eu r . J . Immuno l . ( 1993) 23, 1456- 14 6 1 ) お よび Cox ら （Nat . Gene t

i c s ( 1994) 7 , 162- 168) ) 。 7つのサ ブグル ー プに分類 され る V 、 10のサ

プグル ー プに分類 され るV ス、 7つのサ ブグル ー プに分類 され るVHか ら好適 な

生殖細胞 系列 の配 列 が適宜選択 され得 る。

[ 0 145] 完全 に ヒ 卜型 の VH配 列 は、 下記 のみ に限定 され るもので はな いが、例 えば V

H1サ プグル ー プ (例 えば、 VH1- 2、 VH1- 3、 VH1- 8、 VH1- 18、 VH1-24 、 VH1-45 、

VH1-46 、 VH1-58 、 VH1-69) 、 VH2 サ プグル ー プ (例 えば、 VH2-5 、 VH2-26 、 VH2

-70) 、 VH3 サ プグル ー プ (VH3-7 、 VH3-9 、 VH3- 1 1、 VH3- 13、 VH3- 15、 VH3- 16

、 VH3-20 、 VH3-2 1、 VH3-23 、 VH3-30 、 VH3-33 、 VH3-35 、 VH3-38 、 VH3-43 、 VH3

-48 、 VH3-49 、 VH3-53 、 VH3-64 、 VH3-66 、 VH3-72 、 VH3-73 、 VH3-74) 、 VH4 サ

プグル ー プ （VH4-4、 VH4-28 、 VH4-3 1、 VH4-34 、 VH4-39 、 VH4-59 、 VH4-6 1 ) 、

VH5 サ プグル ー プ （VH5-5 1 ) 、 VH6 サ プグル ー プ （VH6- 1 ) 、 VH7 サ プグル ー プ

(VH7-4 、 VH7-8 1 ) の VH配 列等 が好適 に挙 げ られ る。 これ らは公知 文献 （Mat s



uda ら （丄 Exp. Med. ( 1998) 188, 1973- 1975) ) 等にも記載されており、当

業者はこれ らの配列情報をもとに本発明の抗原結合分子を適宜設計すること

が可能である。 これ ら以外の完全にヒ 卜型のフレームワークまたはフレーム

ワークの準領域も好適に使用され得る。

[ 0 146] 完全にヒ 卜型のV 配列は、下記のみに限定されるものではないが、例えば

Vk 1サプグループに分類されるA20 、 A30 、 L 1、 L4、 L5、 L8、 L9、 L 11、 L 12、 L 1

4、 L 15、 L 18、 L 19、 L22 、 L23 、 L24 、 02、 04、 08、 0 12、 0 14、 0 18、 Vk2 サプグ

ループに分類されるA 1、 A2、 A3、 A5、 A7、 A 17、 A 18、 A 19、 A23 、 0 1、 0 11、 Vk

3サプグループに分類されるA 1 1、 A27 、 L2、 L6、 L 10、 L 16、 L20 、 L25 、 Vk4 サ

プグループに分類されるB3、 Vk5 サブグループに分類されるB2 (本明細書にお

いてはVk5-2 とも指称される））、 Vk6 サブグループに分類されるA 10、 A 14、 A

2 6等 （Kawasak i ら (Eu r . J . Immuno l . (200 1) 3 1, 10 17 - 1028) 、 Schab Leお

よびZachau ( B i o し Chem. Hoppe Sey Le r ( 1993) 374, 100 1- 1022) およびB r e

ns i ng-Kuppe r s ら (Gene ( 1997) 19 1, 173- 18 1) ) が好適に挙げられる。

[ 0 147] 完全にヒ 卜型のVス配列は、下記のみに限定されるものではないが、例えば

VL 1サプグループに分類されるV1- 2、 V1- 3、 V1- 4、 V1- 5、 V1- 7、 V1- 9、 V1- 11

、 V1- 13、 V1- 16、 V1- 17、 V1- 18、 V1- 19、 V1-20 、 V1-22 、 VL 1サプグループに

分類されるV2- 1、 V2-6 、 V2-7 、 V2-8 、 V2- 11、 V2- 13、 V2- 14、 V2- 15、 V2- 17、

V2- 19、 VL3 サブグループに分類されるV3-2 、 V3-3 、 V3-4 、 VL4 サブグループに

分類されるV4- 1、 V4-2 、 V4-3 、 V4-4 、 V4-6 、 VL5 サブグループに分類されるV5

- 1、 V5-2 、 V5-4 、 V5-6 等 （Kawasak i ら (Genome Res. ( 1997) 7 , 250-26 1) )

が好適に挙げられる。

[ 0 148] 通常これ らのフレームワーク配列は一またはそれ以上のアミノ酸残基の相

違により互いに異なっている。 これ らのフレームワーク配列は本発明におけ

る 「イオン濃度の条件によって抗原に対する抗原結合分子の結合活性を変化

させる少な くとも一つのアミノ酸残基」と共に使用され得る。本発明におけ

る 「イオン濃度の条件によって抗原に対する抗原結合分子の結合活性を変化

させる少な くとも一つのアミノ酸残基」と共に使用される完全にヒ 卜型のフ



レーム ワー クの例 と しては、 これだけに限定 され るわ けではないが、 ほかに

もK0L 、 NEWM、 RE I 、 EU、 TUR、 TE I 、 LAY, POM等が挙 げ られ る （例 えば、前記

の Kabat ら （1 9 9 1) およびWu ら ( J . Exp. Med. ( 1970) 132, 2 1 1-250) ) 。

[ 0 149] 本発明は特定の理論 に拘束 され るものではないが、生殖細胞系の配列の使

用がほ とん どの個人 において有害な免疫反応 を排除すると期待 されている一

つの理 由は、以下の通 りであると考 え られている。通常の免疫反応 中に生 じ

る親和性成熟 ステ ツプの結果、免疫 グロプ リンの可変領域 に体細胞 の突然変

異 が頻繁 に生 じる。 これ らの突然変異 は主 にその配列が超可変的であるCDRの

周辺 に生 じるが、 フ レーム ワー ク領域 の残基 にも影響 を及ぼす。 これ らの フ

レー ム ワー クの突然変異 は生殖細胞系の遺伝子 には存在せず、 また患者 の免

疫原性 になる可能性 は少ない。一方、通常の ヒ 卜の集団は生殖細胞系の遺伝

子 によって発現 され るフ レー ム ワー ク配列の大多数 にさ らされてお り、免疫

寛容の結果、 これ らの生殖細胞系の フ レーム ワー クは患者 において免疫原性

が低 いあるいは非免疫原性 であると予想 され る。免疫寛容の可能性 を最大 に

するため、可変領域 をコー ド化する遺伝子が普通 に存在 する機能的な生殖細

胞系遺伝子の集合か ら選択 され得 る。

[ 0 150] 本発明の、 カル シウムイオ ン濃度 の条件 によって抗原 に対する抗原結合分

子の結合活性 を変化 させ るアミノ酸 が前記の可変領域配列の配列、重鎖可変

領域 または軽鎖可変領域 の配列、 も しくはCDR配列 またはフ レーム ワー ク配列

に含 まれ る抗原結合分子 を作製 するため に部位特異 的変異誘発法 （Kunke Lら

( P r oc. Nat し Acad. Sc i . USA ( 1985) 82, 488-492) ) やOve r La p e x t ens i o

n PCR等の公知の方法が適宜採用 され得 る。

[ 0 15 1 ] 例 えば、 カル シウムイオ ン濃度 の条件 によって抗原 に対する抗原結合分子

の結合活性 を変化 させ る少な くとも一つのアミノ酸残基が予め含 まれている

フ レー ム ワー ク配列 と して選択 された軽鎖可変領域 と、 ラ ン ダ ム化可変領域

配列 ライブラ リと して作製 された重鎖可変領域 とを組み合わせ ることによつ

て本発明の複数 の互 いに配列の異 なる抗原結合分子 を含むライブラ リが作製

され得 る。 このような非 限定的な例 と して、 イオ ン濃度 がカル シウムイオ ン



濃度である場合には、例えば、配列番号 ：6 (Vk5-2) に記載された軽鎖可変

領域配列とランダム化可変領域配列ライブラリとして作製された重鎖可変領

域とを組み合わせたライブラリが好適に挙げられる。

[01 52] また、前記のカルシウムイオン濃度の条件によって抗原に対する抗原結合

分子の結合活性を変化させる少なくとも一つのアミノ酸残基が予め含まれて

いるフレームワーク配列として選択された軽鎖可変領域の配列に、当該アミ

ノ酸残基以外の残基として多様なァミノ酸が含まれるように設計することも

可能である。本発明においてそのような残基は、フレキシブル残基と指称さ

れる。本発明の抗原結合分子の抗原に対する結合活性が、イオン濃度の条件

によつて変化する限り、当該フレキシプル残基の数および位置は特定の態様

に限定されることはない。すなわち、重鎖および/ または軽鎖のCDR配列およ

び/ またはFR配列に一つまたはそれ以上のフレキシブル残基が含まれ得る。例

えば、イオン濃度がカルシウムイオン濃度である場合には、配列番号 ：6 (V

k5-2) に記載された軽鎖可変領域配列に導入されるフレキシブル残基の非限

定的な例として、表 1 または表 2 に記載されたアミノ酸残基が挙げられる。

[01 53]



[ 表 1]

(位置は Kabat ナ ンパ リングを表す)



[表2]

(位置は Kabat ナ ンパ リングを表す)

本明細書においては、フレキシブル残基とは、公知のかつ/ または天然抗体

または抗原結合 ドメインのアミノ酸配列を比較 した場合に、その位置で提示

されるいくつかの異なるアミノ酸を持つ軽鎖および重鎖可変領域上のアミノ

酸が非常に多様である位置に存在するァミノ酸残基のバ リエ一シヨンをいう

。非常に多様である位置は一般的にCDR領域に存在する。一態様では、公知の

かつ/ または天然抗体の非常に多様な位置を決定する際には、Kabat, Sequenc

es of Prote i ns of Immuno Log i ca L Interest (Nat i ona L Inst i tute of Hea Lt

h Bethesda Md. ) ( 1987年および1991年）が提供するデータが有効である。



また、インタ一ネッ卜上の複数のデ一タベ一ス ( h t t p : //vbase. r c-cpe. cam.

ac. uk八 h t t p : //www. b i o i n f . o rg. uk/abs/ i ndex. h t mL) では収集された多数の

ヒ卜軽鎖および重鎖の配列とその配置が提供されており、これらの配列とそ

の配置の情報は本発明における非常に多様な位置の決定に有用である。本発

明によると、アミノ酸がある位置で好ましくは約2から約20、好ましくは約3

から約 19、好ましくは約4から約 18、好ましくは5から17、好ましくは6から16

、好ましくは7から15、好ましくは8から14、好ましくは9から13、好ましくは

10から12個の可能な異なるアミノ酸残基の多様性を有する場合は、その位置

は非常に多様といえる。いくつかの実施形態では、あるアミノ酸位置は、好

ましくは少なくとも約2、好ましくは少なくとも約4、好ましくは少なくとも

約6、好ましくは少なくとも約8、好ましくは約 10、好ましくは約 12の可能な

異なるアミノ酸残基の多様性を有 し得る。

[ 0 156] また、前記のイオン濃度の条件によって抗原に対する抗原結合分子の結合

活性を変化させる少なくとも一つのアミノ酸残基が導入された軽鎖可変領域

とランダム化可変領域配列ライブラリとして作製された重鎖可変領域とを組

み合わせることによつても、本発明の複数の互いに配列の異なる抗原結合分

子を含むライブラリが作製され得る。このような非限定的な例として、ィ才

ン濃度がカルシウムイオン濃度である場合には、例えば、配列番号 ：7 (Vk 1

) 、配列番号 ：8 (Vk2) 、配列番号 ：9 (Vk3) 、配列番号 ：1 0 (Vk4) 等

の生殖細胞系列の特定の残基が、カルシウムィ才ン濃度の条件によって抗原

に対する抗原結合分子の結合活性を変化させる少なくとも一つのアミノ酸残

基に置換された軽鎖可変領域配列とランダム化可変領域配列ライブラリとし

て作製された重鎖可変領域とを組み合わせたライブラリが好適に挙げられる

。当該アミノ酸残基の非限定な例として軽鎖のCDR 1に含まれるアミノ酸残基

が例示される。ほかにも、当該アミノ酸残基の非限定な例として軽鎖のCDR2

に含まれるアミノ酸残基が例示される。また、当該アミノ酸残基の非限定な

別の例として軽鎖のCDR3に含まれるアミノ酸残基もまた例示される。

[ 0 157] 前記のように、当該アミノ酸残基が軽鎖のCDR 1に含まれるアミノ酸残基の



非限定な例 と して、軽鎖可変領域のCDR 1中の印ナ ンバ リングで表 される3 0位

、 3 1位、 および/ または3 2位のアミノ酸残基が挙 げ られる。 また、 当該 アミノ

酸残基が軽鎖のCDR2 に含 まれるアミノ酸残基の非限定な例 と して、軽鎖可変

領域のCDR2 中のKabat ナ ンバ リングで表 される5 0位のアミノ酸残基が挙 げ られ

る。 さ らに、 当該 アミノ酸残基が軽鎖のCDR3 に含 まれアミノ酸残基の非限定

な例 と して、軽鎖可変領域のCDR3 中のKabat ナ ンバ リングで表 される92位のァ

ミノ酸残基が挙 げ られる。 また、 これ らのアミノ酸残基が、 カルシウム結合

モチーフを形成 し、 および/ または、 カルシウムイオ ン濃度の条件 によって抗

原 に対する抗原結合分子の結合活性が変化する限 り、 これ らのァミノ酸残基

が単独で含 まれ得 る し、 これ らのアミノ酸が二つ以上組み合わされて含 まれ

得 る。 また、複数個のカルシウムイオ ン結合部位 を有 し、分子進化上共通の

起源か ら由来 した と考 え られる 卜ロボニ ンC、 カルモジュ リン、パル プアル プ

ミン、 ミオシン軽鎖等が知 られてお り、 その結合モチーフが含 まれるように

軽鎖 CDR 1、 CDR2 および/ またはCDR3 を設計することも可能である。例 えば、上

記の 目的でカ ドヘ リン ドメイン、 カルモジュ リンに含 まれるEFハ ン ド、 P r o t e

i n k i nase Cに含 まれるC2 ドメイン、血液凝固タンパ ク質 Fac t o r l Xに含 まれる

GLa ドメイン、 ァシァ口グライコプロテインレセプタ一やマ ンノース結合 レセ

プタ一に含 まれるC型 レクチ ン、 LDL 受容体 に含 まれるA ドメイン、 ァネキシン

、 トロンボスボ ンジン3型 ドメインおよび EGF様 ドメインが適宜使用され得 る

前記のイオ ン濃度の条件 によって抗原 に対する抗原結合分子の結合活性 を

変化 させる少な くとも一つのアミノ酸残基が導入された軽鎖可変領域 とラン

ダム化可変領域配列ライブラ リと して作製 された重鎖可変領域 とを組み合わ

せる場合でも、前記 と同様 に、 フ レキシブル残基が当該軽鎖可変領域の配列

に含 まれるように設計することも可能である。本発明の抗原結合分子の抗原

に対する結合活性が、 イオ ン濃度の条件 によって変化する限 り、 当該 フ レキ

シプル残基の数 および位置は特定の態様 に限定されることはない。すなわち

、重鎖 および/ または軽鎖のCDR配列および/ または FR配列に一つまたはそれ以



上の フ レキシブル残基が含 まれ得 る。例 えば、 イオ ン濃度 がカル シウムィ才

ン濃度 である場合 には、軽鎖可変領域配列 に導入 され るフ レキシブル残基の

非 限定的な例 と して、表 1 または表 2 に記載 されたアミノ酸残基が挙 げ られ

る。

[01 59] 組み合わ され る重鎖可変領域 の例 と して、 ランダム化可変領域 ライブラ リ

が好適 に挙 げ られ る。 ランダム化可変領域 ライブラ リの作製方法 は公知の方

法が適宜組み合わ され る。本発明の非 限定な一態様 では、特定の抗原で免疫

された動物、感染症患者や ワクチ ン接種 して血 中抗体価 が上昇 した ヒ 卜、癌

患者、 自己免疫疾患の リンパ球 由来の抗体遺伝子 をもとに構築 された免疫 ラ

ィブラ リが、 ランダム化可変領域 ライブラ リと して好適 に使用 され得 る。

[01 60] また、本発明の非 限定な一態様 では、 ゲ ノムDNA におけるV 遺伝子や再構

築 され機能的なV遺伝子のCDR配列が、適 当な長 さの コ ドンセ ッ 卜をコー ドす

る配列 を含む合成才 リゴヌク レオチ ドセ ッ トで置換 された合成 ライブラ リも

また、 ランダム化可変領域 ライブラ リと して好適 に使用 され得 る。 この場合

、重鎖 のCDR3の遺伝子配列の多様性 が観察 され ることか ら、 CDR3の配列のみ

を置換 することもまた可能である。抗原結合分子の可変領域 においてァミノ

酸 の多様性 を生み出す基準 は、抗原結合分子の表面 に露 出 した位置のァミノ

酸残基 に多様性 を持たせ ることである。表面 に露 出 した位置 とは、抗原結合

分子の構造、構造 アンサ ンプル、 および / またはモデル化 された構造 にもとづ

いて、表面露 出が可能、 かつ/ または抗原 との接触 が可能 と判断 され る位置の

ことをい うが、一般 的にはそのCDRである。好 ま しくは、表面 に露 出 した位置

は、 Ins i ghtll プログラム （Acce Lrys) のような コンピュータプログラムを用

いて、抗原結合分子の 3次元 モデルか らの座標 を使 って決定 され る。表面 に露

出 した位置 は、 当技術分野で公知のアル ゴ リズム （例 えば、 Lee および R i char

d s (J. Mo L. B i o L. ( 1971 ) 55, 379-400) 、 Conno LLy (J. App L. Cryst. ( 1983)

6 , 548-558) ) を使用 して決定 され得 る。表面 に露 出 した位置の決定は、 タ

ンパ ク質モデ リングに適 した ソフ トウェアおよび抗体か ら得 られ る三次元構

造情報 を使 って行われ得 る。 このような 目的のため に利用で きるソフ トウェ



ァ と して、 SYBYL 生 体 高 分 子 モ ジ ュール ソ フ トウ ェ ア （Tr i pos Assoc i ates)

が 好 適 に挙 げ られ る。 一般 的 に、 また 好 ま しくは、 アル ゴ リズ ム が ユ ー ザ 一

の 入 力 サ イ ズパ ラ メー タ を必 要 とす る場 合 は、 計 算 に お い て使 わ れ る プ ロ一

プの 「サ イ ズ」 は半 径 約 1. 4オ ン グス トロー ム以 下 に設 定 され る。 さ らに、 パ

— ソナル コ ン ピュー タ用 の ソ フ トウ ェ ア を使 用 した表 面 に露 出 した領 域 お よ

び エ リアの決 定 法 が、 Pac i o s (Comput. Chem. ( 1994) 18 (4), 377-386 お よび

J . Mo L. Mode L. ( 1995) 1, 46-53) に記 載 され て い る。

[01 6 1 ] さ らに、 本 発 明 の非 限 定 な一態 様 で は、 健 常 人 の リンパ 球 由来 の抗 体 遺 伝

子 か ら構 築 され、 そ の レバ 一 卜リー にバ イ ア ス を含 まな い抗 体 配 列 で あ るナ

ィ一 プ配 列 か らな るナ イ 一 プ ラ イ ブ ラ リも また、 ラ ンダム化 可 変領 域 ラ イ プ

ラ リと して特 に好 適 に使 用 され得 る （Gej i ma ら （Human Ant i bod i e s (2002) 1

1, 12 1- 129) お よび Cardoso ら (Scand. J . Immuno l . (2000) 5 1 , 337-344) )

。 本 発 明 で記 載 され るナ イ 一 プ配 列 を含 む ア ミ ノ酸 配 列 とは、 この よ うな ナ

ィ 一 プ ラ イ ブ ラ リか ら取 得 され る ァ ミ ノ酸 配 列 を い う。

[01 62] 本 発 明 の 一 つ の態 様 で は、 「イオ ン濃 度 の条 件 に よ って抗 原 に対 す る抗 原

結 合 分 子 の結 合 活 性 を変 化 させ る少 な くとも一 つ の ア ミ ノ酸 残 基 」 が 予 め 含

まれ て い る フ レー ム ワ ー ク配 列 と して選 択 され た重 鎖 可 変領 域 と、 ラ ンダム

化 可 変領 域 配 列 ラ イ ブ ラ リと して作 製 され た軽 鎖 可 変領 域 とを組 み 合 わ せ る

こ とに よ って本 発 明 の複 数 の互 い に配 列 の異 な る抗 原 結 合 分 子 を含 む ラ イ プ

ラ リか ら、 本 発 明 の抗 原 結 合 ドメ イ ンが取 得 され得 る。 この よ うな非 限 定 的

な例 と して、 イオ ン濃 度 が カル シ ウム イオ ン濃 度 で あ る場 合 に は、 例 え ば、

配 列 番 号 ： (6RL#9-IgG1 ) また は配 列 番 号 ： (6KC4-1 #85-IgG1 ) に

記 載 され た重 鎖 可 変領 域 配 列 とラ ンダム化 可 変領 域 配 列 ラ イ ブ ラ リと して作

製 され た軽 鎖 可 変領 域 とを組 み 合 わ せ た ラ イ ブ ラ リが 好 適 に挙 げ られ る。 ま

た、 ラ ンダム化 可 変領 域 配 列 ラ ィ ブ ラ リと して作 製 され た軽 鎖 可 変領 域 の代

わ りに、 生 殖 細 胞 系 列 の配 列 を有 す る軽 鎖 可 変領 域 の 中 か ら適 宜 選 択 す る こ

とに よ って作 製 され得 る。 例 え ば、 配 列 番 号 ： 1 1 (6RL#9-IgG1 ) また は配

列 番 号 ： 1 2 (6KC4-1 #85-IgG1 ) に記 載 され た重 鎖 可 変領 域 配 列 と生 殖 細 胞



系列の配列を有する軽鎖可変領域 とを組み合わせたライブラ リが好適 に挙 げ

られる。

[01 63] また、前記の 「イオ ン濃度の条件 によって抗原 に対する抗原結合分子の結

合活性 を変化 させる少な くとも一つのアミノ酸残基」が予め含 まれているフ

レ一厶ヮ一ク配列 と して選択 された重鎖可変領域の配列に、 フ レキシブル残

基が含 まれるように設計することも可能である。本発明の抗原結合分子の抗

原 に対する結合活性が、 イオ ン濃度の条件 によって変化する限 り、 当該 フ レ

キシプル残基の数 および位置は特定の態様 に限定されることはない。すなわ

ち、重鎖 および/ または軽鎖のCDR配列および/ または FR配列に一つまたはそれ

以上のフ レキシブル残基が含 まれ得 る。例 えば、 イオ ン濃度がカルシウムィ

オ ン濃度である場合 には、配列番号 ：1 1 (6RL#9-IgG1 ) に記載 された重鎖

可変領域配列に導入されるフ レキシブル残基の非限定的な例 と して、重鎖 CDR

1およびCDR2の全てのアミノ酸残基のほか重鎖 CDR3の95位、 96位 および/ また

は100a位以外のCDR3のアミノ酸残基が挙 げ られる。 または配列番号 ：1 2 (6

KC4-1 #85-IgG1 ) に記載 された重鎖可変領域配列に導入されるフ レキシブル残

基の非限定的な例 と して、重鎖 CDR1 およびCDR2の全てのアミノ酸残基のほか

重鎖 CDR3の95位 および/ または10 1位以外 のCDR3のアミノ酸残基 もまた挙 げ ら

れる。

[01 64] また、前記の 「イオ ン濃度の条件 によって抗原 に対する抗原結合分子の結

合活性 を変化 させる少な くとも一つのアミノ酸残基」が導入された重鎖可変

領域 とランダム化可変領域配列ライブラ リと して作製 された軽鎖可変領域 ま

たは生殖細胞系列の配列を有する軽鎖可変領域 とを組み合わせることによつ

ても、複数の互いに配列の異なる抗原結合分子を含むライブラ リが作製 され

得 る。 このような非限定的な例 と して、 イオ ン濃度がカルシウムイオ ン濃度

である場合 には、例 えば、重鎖可変領域の特定の残基が、 カルシウムイオ ン

濃度の条件 によって抗原 に対する抗原結合分子の結合活性 を変化 させる少な

くとも一つのアミノ酸残基 に置換 された重鎖可変領域配列 とランダム化可変

領域配列ライブラ リと して作製 された軽鎖可変領域 または生殖細胞系列の配



列を有する軽鎖可変領域 とを組み合わせたライブラ リが好適に挙げられる。

当該アミノ酸残基の非限定な例 と して重鎖のCDR 1に含 まれるァミノ酸残基が

例示される。ほかにも、当該アミノ酸残基の非限定な例 と して重鎖のCDR2に

含 まれるアミノ酸残基が例示される。 また、当該アミノ酸残基の非限定な別

の例 と して重鎖のCDR3に含 まれるアミノ酸残基もまた例示される。当該アミ

ノ酸残基が重鎖のCDR3に含 まれアミノ酸残基の非限定な例 と して、重鎖可変

領域のCDR3中のKabat ナンバ リングで表 される95位、 96位、 100a 位および/ ま

たは 10 1位のアミノ酸が挙げられる。 また、 これ らのアミノ酸残基が、 カルシ

ゥ厶結合モチーフを形成 し、および/ または、 カルシウムイオ ン濃度の条件に

よって抗原に対する抗原結合分子の結合活性が変化する限 り、 これ らのアミ

ノ酸残基が単独で含 まれ得 る し、 これ らのアミノ酸が二つ以上組み合わされ

て含 まれ得 る。

[ 0 165] 前記の、イオ ン濃度の条件によって抗原に対する抗原結合分子の結合活性

を変化させる少な くとも一つのアミノ酸残基が導入された重鎖可変領域 とラ

ンダム化可変領域配列ライブラ リと して作製 された軽鎖可変領域 または生殖

細胞系列の配列を有する軽鎖可変領域 とを組み合わせる場合でも、前記 と同

様 に、 フレキシブル残基が当該重鎖可変領域の配列に含 まれるように設計す

ることも可能である。本発明の抗原結合分子の抗原に対する結合活性が、ィ

オ ン濃度の条件によって変化する限 り、当該 フレキシブル残基の数および位

置は特定の態様 に限定されることはない。すなわち、重鎖のCDR配列および/

またはFR配列に一つまたはそれ以上のフレキシブル残基が含 まれ得 る。 また

、イオ ン濃度の条件によって抗原に対する抗原結合分子の結合活性 を変化さ

せるアミノ酸残基以外の重鎖可変領域のCDR 1、 CDR2および/ またはCDR3のアミ

ノ酸配列 と してランダム化可変領域 ライブラ リも好適に使用され得 る。軽鎖

可変領域 と して生殖細胞系列の配列が用い られる場合には、例えば、配列番

号 ：7 (Vk 1) 、配列番号 ：8 (Vk2) 、配列番号 ：9 (Vk3) 、配列番号 ：1

0 (Vk4) 等の生殖細胞系列の配列が非限定な例 と して挙げられ得 る。

[ 0 166] 前記の、 カルシウムイオ ン濃度の条件によって抗原に対する抗原結合分子



の結合活性を変化させるアミノ酸 としては、カルシウム結合モチーフを形成

する限 り、いずれのアミノ酸も好適に使用され得るが、そのようなアミノ酸

としては具体的に電子供与性を有するアミノ酸が挙げられる。 こうした電子

供与性を有するアミノ酸 としては、セ リン、ス レオニン、ァスパラギン、 グ

ルタミン、ァスパラギン酸 またはグルタミン酸が好適に例示される。

[ 0 167] 水素イオン濃度の条件

また、本発明の一つの態様では、イオン濃度の条件 とは水素イオン濃度の

条件またはpHの条件をいう。本発明で、 プロ トンすなわち水素原子の原子核

の濃度の条件は、水素指数 （pH) の条件 とも同義に取 り扱われる。水溶液中

の水素イオンの活動量をaH+ で表すと、 pHは- Log 10aH+ と定義される。水溶液

中のイオン強度が （例えば 10-3より）低ければ、 aH+ は水素イオン強度にほぼ

等 しい。例えば2 5 °C 、 1気圧における水のイオン積はKw=aH+aOH= 10- 14であるた

め、純水ではaH+=aOH= 10-7である。 この場合の pH=7 が中性であ り、 pHが7より

小さい水溶液は酸性、 pHが7より大きい水溶液はアル力 リ性である。

[ 0 168] 本発明においては、イオン濃度の条件 として pHの条件が用いられる場合に

は、 pHの条件 として高水素イオン濃度 または低 pHすなわち PH酸性域の条件 と

低水素イオン濃度 または高 pHすなわち pH中性域の条件が挙げられる。 PHの条

件によって結合活性が変化するとは、高水素イオン濃度 または低 pH ( PH酸性

域）と低水素イオン濃度 または高 pH ( pH中性域）の条件の違いによって抗原

に対する抗原結合分子の結合活性が変化することをいう。例えば、 pH酸性域

の条件における抗原に対する抗原結合分子の結合活性よりもpH中性域の条件

における抗原に対する抗原結合分子の結合活性の方が高い場合が挙げられる

。 また、 pH中性域の条件における抗原に対する抗原結合分子の結合活性より

もpH酸性域の条件における抗原に対する抗原結合分子の結合活性の方が高い

場合もまた挙げられる。

[ 0 169] 本明細書において、 pH中性域 とはとくに一義的な数値に限定されるわけで

はないが、好適にはpH6. 7か らpH10 . 0の間か ら選択され得る。 また、別の態様

では、 pH6. 7か らpH9. 5の間か ら選択され得る。 また、異なる態様ではpH7. 0か



らpH9. 0の間か ら選択され得る し、ほかの態様ではpH7. 0か らpH8. 0の間か ら選

択され得る。特に生体内の血漿中 （血中）での pHに近いpH7. 4が好適に挙げら

れる。

[ 0 170] 本明細書において、 pH酸性域 とはとくに一義的な数値に限定されるわけで

はないが、好適にはpH4. 0か らpH6. 5の間か ら選択され得る。 また、別の態様

では、 pH4. 5か らpH6. 5の間か ら選択され得る。 また、異なる態様ではpH5. 0か

らpH6. 5の間か ら選択され得る し、ほかの態様ではpH5. 5か らpH6. 5の間か ら選

択され得る。特に生体内の早期ェン ドソー厶内でのイオン化カルシウム濃度

に近いpH5. 8が好適に挙げられる。

[ 0 17 1] 本発明において、抗原結合分子の高水素イオン濃度 または低 pH ( pH酸性域

) の条件における抗原に対する結合活性が低水素イオン濃度 または高 pH ( pH

中性域）の条件における抗原に対する結合活性より低いとは、抗原結合分子

の pH4. 0か らpH6. 5の間か ら選択されるpHでの抗原に対する結合活性が、 pH6. 7

か らpH10 . 0の間か ら選択されるPHでの抗原に対する結合活性より弱いことを

意味する。好ま しくは、抗原結合分子のPH4. 5か らpH6. 5の間か ら選択されるp

Hでの抗原に対する結合活性が、 pH6. 7か らpH9. 5の間か ら選択されるpHでの抗

原に対する結合活性より弱いことを意味 し、より好ま しくは、抗原結合分子

の pH5. 0か らpH6. 5の間か ら選択されるpHでの抗原に対する結合活性が、 pH7. 0

か らpH9. 0の間か ら選択されるpHでの抗原に対する結合活性より弱いことを意

味する。 また、好ま しくは抗原結合分子の pH5. 5か らpH6. 5の間か ら選択され

るpHでの抗原に対する結合活性が、 pH7 . 0か らpH8. 0の間か ら選択されるpHで

の抗原に対する結合活性より弱いことを意味する。特に好ま しくは、生体内

の早期ェン ドソー厶内の pHにおける抗原結合活性が、生体内の血漿中の pHに

おける抗原結合活性より弱いことを意味 し、具体的には、抗原結合分子の pH5

. 8での抗原に対する結合活性が、 pH7. 4での抗原に対する結合活性より弱いこ

とを意味する。

[ 0 172] pHの条件によって抗原に対する抗原結合分子の結合活性が変化 しているか

否かは、例えば前記の結合活性の項で記載されたような公知の測定方法を使



用 す る ことによ って決 定 され得 る。 すなわ ち、 当該測 定方法 に際 して異 な る P

Hの条件 下 での結 合活性 が測 定 され る。例 えば、 pH酸性域 の条件 下 にお ける抗

原 に対 す る抗原結 合分 子 の結 合活性 よ りも pH中性域 の条件 下 にお ける抗原 に

対 す る抗原結 合分 子 の結 合活性 の方 が高 く変化 す る ことを確 認 す るため には

、 pH酸性域 お よび P H中性域 の条件 下 にお ける抗原 に対 す る抗原結 合分 子 の結

合活性 が比較 され る。

[ 0 173] さ らに本発 明 において、 「高水素 イオ ン濃度 また は低 pHすなわ ち pH酸性域

の条件 にお ける抗原 に対 す る結 合活性 が低 水素 ィオ ン濃度 また は高 pHすなわ

ち pH中性域 の条件 にお ける抗原 に対 す る結 合活性 よ り低 い」 とい う表現 は、

抗原結 合分 子 の低 水素 イオ ン濃度 また は高 pHすなわ ち pH中性域 の条件 にお け

る抗原 に対 す る結 合活性 が高水素 イオ ン濃度 また は低 pHすなわ ち pH酸性域 の

条件 にお ける抗原 に対 す る結 合活性 よ りも高 い と表現 す る こともで きる。 な

お本発 明 において は、 「高水素 イオ ン濃度 また は低 pHすなわ ち pH酸性域 の条

件 にお ける抗原 に対 す る結 合活性 が低 水素 ィオ ン濃度 また は高 pHすなわ ち P H

中性域 の条件 にお ける抗原 に対 す る結 合活性 よ り低 い」 を 「高水素 イオ ン濃

度 また は低 pHすなわ ち pH酸性域 の条件 にお ける抗原 に対 す る結 合活性 が低 水

素 ィ才 ン濃度 また は高 pHすなわ ち pH中性域 の条件 にお ける抗原 に対 す る結 合

能 よ りも弱 い」 と記載 す る場合 もあ り、 また、 「高水素 イオ ン濃度 また は低 P

Hすなわ ち P H酸性域 の条件 にお ける抗原 に対 す る結 合活性 が低 水素 イオ ン濃度

また は高 pHすなわ ち P H中性域 の条件 にお ける抗原 に対 す る結 合活性 よ り低 下

させ る」 を 「高水素 イオ ン濃度 また は低 pHすなわ ち pH酸性域 の条件 にお ける

抗原 に対 す る結 合活性 が低 水素 イオ ン濃度 また は高 pHすなわ ち pH中性域 の条

件 にお ける抗原 に対 す る結 合能 よ りも弱 くす る」 と記載 す る場合 もあ る。

[ 0 174] 抗原へ の結 合活性 を測 定 す る際 の水素 イオ ン濃度 また は pH以外 の条件 は、

当業者 が適宜選択 す る ことが可能 であ り、特 に限定 され な い。例 えば、 HEPES

バ ッフ ァ一、 3 7 °C の条件 において測 定 す る ことが可能 であ る。例 えば、 B i aco

r e (GE Hea l t hca r e ) な どを用 いて測 定 す る ことが可能 であ る。 抗原結 合分 子

と抗原 との結 合活性 の測 定 は、 抗原 が可溶 型抗原 であ る場合 は、 抗原結 合分



子を固定化 したチップへ、抗原をアナライ 卜として流すことで可溶型抗原へ

の結合活性を評価することが可能であり、抗原が膜型抗原である場合は、抗

原を固定化 したチップへ、抗原結合分子をアナライ 卜として流すことで膜型

抗原への結合活性を評価することが可能である。

[01 75] 本発明の抗原結合分子において、高水素イオン濃度または低 pHすなわちPH

酸性域の条件における抗原に対する結合活性が低水素イオン濃度または高pH

すなわちpH中性域の条件における抗原に対する結合活性よりも弱い限り、高

水素ィオン濃度または低 pHすなわちpH酸性域の条件下における抗原に対する

結合活性と低水素イオン濃度または高pHすなわちpH中性域の条件下における

抗原に対する結合活性の比は特に限定されないが、好ましくは抗原に対する

高水素ィ才ン濃度または低 pHすなわちpH酸性域の条件におけるKD (D i ssoc i at

i on constant ：解離定数）と低水素イオン濃度または高pHすなわちpH中性域

の条件におけるKDの比であるKD (pH5. 8)/KD (pH7. 4 )の値が 2 以上であり、さ

らに好ましくはKD (pH5. 8)/KD (pH7. 4 )の値が10以上であり、さらに好ましく

はKD (pH5. 8)/KD (pH7. 4 )の値が40以上である。KD (pH5. 8)/KD ( ρ Η7· 4 )の値

の上限は特に限定されず、当業者の技術において作製可能な限り、400、 1000

、 10000等、いかなる値でもよい。

[01 76] 抗原に対する結合活性の値として、抗原が可溶型抗原の場合はKD (解離定

数）を用いることが可能であるが、抗原が膜型抗原の場合は見かけのKD (Αρρ

arent d i ssoc i at i on constant ：見かけの解離定数）を用いることが可能であ

る。KD (解離定数）、および、見かけのKD (見かけの解離定数）は、当業者

公知の方法で測定することが可能であり、例えばBi acore (GE hea lthcare)

、スキャッチヤー ドプロット、フローサイ トメータ一等を用いることが可能

である。

[01 77] また、本発明の抗原結合分子の高水素イオン濃度または低 pHすなわちPH酸

性域の条件における抗原に対する結合活性と低水素イオン濃度または高pHす

なわちpH中性域の条件における抗原に対する結合活性の比を示す他の指標と

して、例えば、解離速度定数であるkd (D i ssoc i at i on rate constant ：解離



速度定数）もまた好適に用いられ得る。結合活性の比を示す指標としてKD (

解離定数）の代わりにkd (解離速度定数）を用いる場合、抗原に対する高水

素イオン濃度または低pHすなわちpH酸性域の条件におけるkd (解離速度定数

) と低水素イオン濃度または高pHすなわちpH中性域の条件におけるkd (解離

速度定数）の比であるkd (pH酸性域の条件における）/kd (pH中性域の条件に

おける）の値は、好ましくは2以上であり、さらに好ましくは5以上であり、

さらに好ましくは10以上であり、より好ましくは30以上である。Kd (pH酸性

域の条件における）/kd (pH中性域の条件における）の値の上限は特に限定さ

れず、当業者の技術常識において作製可能な限り、50、 100、200等、いかな

る値でもよい。

[01 78] 抗原結合活性の値として、抗原が可溶型抗原の場合はkd (解離速度定数）

を用いることが可能であり、抗原が膜型抗原の場合は見かけのkd (Apparent

d i ssoc i at i on rate constant ：見かけの解離速度定数）を用いることが可能

である。kd (解離速度定数）、および、見かけのkd (見かけの解離速度定数

) は、当業者公知の方法で測定することが可能であり、例えばBi acore (GE h

ea Lthcare) 、フローサイトメータ一等を用いることが可能である。なお本発

明において、異なる水素イオン濃度すなわちpHにおける抗原結合分子の抗原

に対する結合活性を測定する際は、水素イオン濃度すなわちpH以外の条件は

同一とすることが好ましい。

[01 79] 例えば、本発明が提供する一つの態様である高水素イオン濃度または低pH

すなわちpH酸性域の条件における抗原に対する結合活性が、低水素イオン濃

度または高pHすなわちPH中性域の条件における抗原に対する結合活性より低

い抗原結合 ドメインまたは抗原結合分子は、以下の工程 (a) ~ (c) を含む抗原

結合 ドメインまたは抗原結合分子のスクリ一ニングによって取得され得る。

(a) pH酸性域の条件における抗原結合 ドメインまたは抗原結合分子の抗原結

合活性を得る工程、

(b) pH中性域の条件における抗原結合 ドメインまたは抗原結合分子の抗原結

合活性を得る工程、



(c) pH酸性域の条件 における抗原結合活性が、 PH中性域の条件 における抗原

結合活性 よ り低 い抗原結合 ドメインまたは抗原結合分子を選択する工程。

[01 80] さ らに、本発明が提供する一つの態様である高水素イオ ン濃度 または低 pH

すなわち pH酸性域の条件 における抗原 に対する結合活性が、低水素イオ ン濃

度 または高 pHすなわち PH中性域の条件 における抗原 に対する結合活性 よ り低

い抗原結合 ドメインまたは抗原結合分子は、以下の工程 (a) ~ (c) を含む抗原

結合 ドメインまたは抗原結合分子も しくはそれ らのライブラ リのスク リ一二

ングによって取得 され得 る。

(a) pH中性域の条件 における抗原結合 ドメインまたは抗原結合分子も しくは

それ らのライブラ リを抗原 に接触 させる工程、

(b) 前記工程 (a) で抗原 に結合 した抗原結合 ドメインまたは抗原結合分子をp

H酸性域の条件 に置 く工程、

(c) 前記工程 (b) で解離 した抗原結合 ドメインまたは抗原結合分子を単離す

る工程。

[01 8 1 ] また、本発明が提供する一つの態様である高水素イオ ン濃度 または低 pHす

なわち pH酸性域の条件 における抗原 に対する結合活性が、低水素イオ ン濃度

または高 pHすなわち PH中性域の条件 における抗原 に対する結合活性 よ り低 い

抗原結合 ドメインまたは抗原結合分子は、以下の工程 (a) ~ (d) を含む抗原結

合 ドメインまたは抗原結合分子若 しくはそれ らのライブラ リのスク リ一ニ ン

グによって取得 され得 る。

(a) pH酸性域の条件で抗原結合 ドメイン又は抗原結合分子のライブラ リを抗

原 に接触 させる工程、

(b) 前記工程 (a) で抗原 に結合 しない抗原結合 ドメイン又は抗原結合分子を

選択する工程、

(c) 前記工程 (b) で選択 された抗原結合 ドメイン又は抗原結合分子を PH中性

域の条件で抗原 に結合 させる工程、

(d) 前記工程 (c) で抗原 に結合 した抗原結合 ドメイン又は抗原結合分子を単

離する工程。



[01 82] さ らに、本発明が提供する一つの態様である高水素イオ ン濃度 または低 pH

すなわち pH酸性域の条件 における抗原 に対する結合活性が、低水素イオ ン濃

度 または高 pHすなわち PH中性域の条件 における抗原 に対する結合活性 よ り低

い抗原結合 ドメインまたは抗原結合分子は、以下の工程 (a) 〜 (c) を含むスク

リ一ニ ング方法 によって取得 され得 る。

(a) 抗原 を固定 したカ ラム に pH中性域の条件で抗原結合 ドメ イ ン又は抗原結

合分子のライブラ リを接触 させる工程、

(b) 前記工程 (a) でカラムに結合 した抗原結合 ドメイン又は抗原結合分子をp

H酸性域の条件でカラムか ら溶 出する工程、

(c) 前記工程 (b) で溶 出された抗原結合 ドメイン又は抗原結合分子を単離す

る工程。

[01 83] さ らに、本発明が提供する一つの態様である高水素イオ ン濃度 または低 pH

すなわち pH酸性域の条件 における抗原 に対する結合活性が、低水素イオ ン濃

度 または高 pHすなわち PH中性域の条件 における抗原 に対する結合活性 よ り低

い抗原結合 ドメインまたは抗原結合分子は、以下の工程 (a) 〜 (d) を含むスク

リ一ニ ング方法 によって取得 され得 る。

(a) 抗原 を固定 したカ ラム に pH酸性域の条件で抗原結合 ドメ イ ン又は抗原結

合分子のライブラ リを通過 させる工程、

(b) 前記工程 (a) でカラムに結合せずに溶 出 した抗原結合 ドメイン又は抗原

結合分子を回収する工程、

(c) 前記工程 (b) で回収 された抗原結合 ドメイン又は抗原結合分子を PH中性

域の条件で抗原 に結合 させる工程、

(d) 前記工程 (c) で抗原 に結合 した抗原結合 ドメイン又は抗原結合分子を単

離する工程。

[01 84] さ らに、本発明が提供する一つの態様である高水素イオ ン濃度 または低 pH

すなわち pH酸性域の条件 における抗原 に対する結合活性が、低水素イオ ン濃

度 または高 pHすなわち PH中性域の条件 における抗原 に対する結合活性 よ り低

い抗原結合 ドメインまたは抗原結合分子は、以下の工程 (a) ~ (d) を含むスク



リ一ニ ング方法 によ って取得 され得 る。

(a) pH中性域 の条件 で抗原結 合 ドメイ ン又 は抗原結 合分 子 の ライ ブラ リを抗

原 に接触 させ る工程、

(b) 前 記工程 (a) で抗原 に結 合 した抗原結 合 ドメイ ン又 は抗原結 合分 子 を取

得 す る工程、

(c) 前 記工程 (b) で取得 した抗原結 合 ドメイ ン又 は抗原結 合分 子 を pH酸性域

の条件 に置 く工程、

(d) 前 記工程 (c) で抗原結 合活性 が、前 記工程 (b) で選択 した基準 よ り弱 い抗

原結 合 ドメイ ン又 は抗原結 合分 子 を単離 す る工程。

[01 85] な お、前 記 の工程 は 2回以上繰 り返 され て もよい。従 って、 本発 明 によ って

、 上述 の ス ク リーニ ング方法 において、 （a) ~ (c) あ るいは （a) ~ (d) の工程 を2

回以上繰 り返 す工程 をさ らに含 む ス ク リーニ ング方法 によ って取得 され た pH

酸性域 の条件 にお ける抗原 に対 す る結 合活性 が pH中性域 の条件 にお ける抗原

に対 す る結 合活性 よ り低 い抗原結 合 ドメイ ンまた は抗原結 合分 子 が提供 され

る。 （a) ~ (c) あ るいは （a) ~ (d) の工程 が繰 り返 され る回数 は特 に限定 され な

いが、 通 常 10回以 内であ る。

[01 86] 本発 明の ス ク リーニ ング方法 において、 高水素 イオ ン濃度 条件 また は低 pH

すなわ ち pH酸性域 にお ける抗原結 合 ドメイ ン又 は抗原結 合分 子 の抗原結 合活

性 は、 pHが 4 . 0-6. 5の間の抗原結 合活性 であれ ば特 に限定 され な いが、 好 ま

しい pHと して、 pHが 4 . 5~6. 6の間の抗原結 合活性 を挙 げる ことがで きる。 另IJ

の好 ま しい pHと して、 pHが 5 . 0-6. 5の間の抗原結 合活性、 さ らに pHが 5 . 5-6.

5の間の抗原結 合活性 を挙 げる ことがで きる。 よ り好 ま しい pHと して、 生体 内

の早期 エ ン ドソ一厶 内の pHが挙 げ られ、具 体 的 には pH5. 8にお ける抗原結 合活

性 を挙 げる ことがで きる。 また、低 水素 イオ ン濃度 条件 また は高 pHすなわ ち p

H中性域 にお ける抗原結 合 ドメイ ン又 は抗原結 合分 子 の抗原結 合活性 は、 pHが

6 . 7~1 0の間の抗原結 合活性 であれ ば特 に限定 され な いが、 好 ま しい pHと して

pHが 6 . 7~9. 5の間の抗原結 合活性 を挙 げる ことがで きる。 別 の好 ま しい pHと

して、 pHが 7 . 0-9. 5の間の抗原結 合活性、 さ らに pHが 7 . 0-8. 0の間の抗原結



合活性を挙げることができる。より好ま しいpHとして、生体内の血漿中でのp

Hを挙げることができ、具体的にはpHが7 . 4における抗原結合活性を挙げるこ

とができる。

[01 87] 抗原結合 ドメイン又は抗原結合分子の抗原結合活性は当業者に公知の方法

により測定することが可能であ り、イオン化カルシゥ厶濃度以外の条件につ

いては当業者が適宜決定することが可能である。抗原結合 ドメイン又は抗原

結合分子の抗原結合活性は、 KD (D i ssoc i a t i on constant ：解離定数）、見か

けのKD (Apparent d i ssoc i a t i on constant ：見かけの角？離定数）、角？離速度

であるkd (D i ssoc i a t i on rate ：解離速度定数 ) 、 又は見かけの kd(Apparent

d i ssoc i a t i on ：見かけの解離速度定数）等 として評価することが可能である。

これ らは当業者公知の方法で測定することが可能であ り、例えばB i acore (GE

hea lthcare), スキャッチヤー ドプロッ ト、 FACS等を用いることが可能であ

る。

[01 88] 本発明において、低水素イオン濃度 または高 pHすなわち pH中性域の条件に

おける抗原結合活性が高水素イオン濃度 または低 pHすなわち PH酸性域の条件

における抗原結合活性より高い抗原結合 ドメイン又は抗原結合分子を選択す

る工程は、高水素イオン濃度 または低 pHすなわち pH酸性域の条件における抗

原結合活性が低水素ィ才ン濃度 または高 pHすなわち PH中性域の条件における

抗原結合活性より低い抗原結合 ドメイン又は抗原結合分子を選択する工程 と

同 じ意味である。

[01 89] 低水素イオン濃度 または高 pHすなわち PH中性域の条件における抗原結合活

性が高水素ィ才ン濃度 または低 pHすなわち pH酸性域の条件における抗原結合

活性より高い限 り、低水素イオン濃度 または高 pHすなわち pH中性域の条件に

おける抗原結合活性 と高水素イオン濃度 または低 pHすなわち PH酸性域の条件

における抗原結合活性の差は特に限定されないが、好ま しくは低水素ィ才ン

濃度 または高 pHすなわち PH中性域の条件における抗原結合活性が高水素ィ才

ン濃度 または低 pHすなわち pH酸性域の条件における抗原結合活性の2倍以上で

あ り、さらに好ま しくは 10倍以上であ り、より好ま しくは40倍以上である。



[ 0 190] 前記のスク リ一ニ ング方法 によ りスク リ一ニ ングされる本発明の抗原結合

ドメイン又は抗原結合分子はいかなる抗原結合 ドメイン又は抗原結合分子で

もよ く、例 えば上述の抗原結合 ドメイン又は抗原結合分子をスク リ一ニ ング

することが可能である。例 えば、天然の配列を有する抗原結合 ドメイン又は

抗原結合分子をスク リーニ ング してもよい し、 ァミノ酸配列が置換 された抗

原結合 ドメイン又は抗原結合分子をスク リーニ ング してもよい。

[ 0 19 1 ] 前記のスク リ一ニ ング方法 によってスク リ一ニ ングされる本発明の抗原結

合 ドメイン又は抗原結合分子はどのように調製 されてもよ く、例 えば、あ ら

か じめ存在 している抗原結合分子、あ らか じめ存在 しているライブラ リ （フ

ァ一ジライブラ リ等）、動物への免疫か ら得 られたハイプ リ ドー マ や免疫動

物か らの B細胞か ら作製 された抗体又はライブラ リ、 これ らの抗体やライブラ

リに側鎖の pKa が4 . 0-8. 0であるアミノ酸 （例 えば ヒスチジンや グル タミン酸

) や非天然 アミノ酸変異 を導入 した抗体又はライブラ リ （側鎖の pKa が4 . 0-8.

0であるアミノ酸 （例 えば ヒスチジンや グル タミン酸）又は非天然 アミノ酸の

含有率 を高 くしたライブラ リゃ特定箇所 に側鎖の pKa が4 . 0-8. 0であるァミノ

酸 （例 えば ヒスチジンや グル タミン酸）又は非天然 アミノ酸変異 を導入 した

ライブラ リ等）な どを用いることが可能である。

[ 0 192] 動物への免疫か ら得 られたハイプ リ ドー マ や免疫動物か らの B細胞か ら作製

された抗原結合 ドメインまたは抗体か ら、低水素イオ ン濃度 または高 pHすな

わち pH中性域の条件 における抗原結合活性が高水素イオ ン濃度 または低 PHす

なわち pH酸性域の条件 における抗原結合活性 よ り高い抗原結合 ドメイン又は

抗原結合分子を取得する方法 と して、例 えば、国際公開WO2009/ 125825 で記載

されるような抗原結合 ドメインまたは抗原結合分子中のァミノ酸の少な くと

も一つが、側鎖の pKa が4 . 0-8. 0であるアミノ酸 （例 えば ヒスチジンや グル タ

ミン酸）や非天然 アミノ酸変異 に置換 されているも しくは抗原結合 ドメイン

または抗原結合分子中に、側鎖の pKa が4 . 0-8. 0であるアミノ酸 （例 えば ヒス

チジンや グル タミン酸）や非天然 アミノ酸が挿入されている抗原結合分子 ま

たは抗原結合分子が好適 に挙 げ られる。



側鎖のpKaが4 . 0-8. 0であるアミノ酸 （例えばヒスチジンやグルタミン酸）

や非天然アミノ酸の変異が導入される位置は特に限定されず、置換または揷

入前と比較してpH酸性域における抗原結合活性がpH中性域における抗原結合

活性より弱くなる (KD ( PH酸性域）ZKD ( PH中性域）の値が大きくなる、又はkd (

pH酸性域）Zkd( pH中性域）の値が大きくなる）限り、如何なる部位でもよい。

例えば、抗原結合分子が抗体の場合には、抗体の可変領域やCDRなどが好適に

挙げられる。側鎖のpKaが4 . 0-8. 0であるアミノ酸 （例えばヒスチジンやダル

タミン酸）や非天然アミノ酸に置換されるアミノ酸の数、又は挿入されるァ

ミノ酸の数は当業者が適宜決定することができ、側鎖のpKaが4 . 0-8. 0である

1 つのアミノ酸 （例えばヒスチジンやグルタミン酸）や非天然アミノ酸によ

つて置換され得るし、側鎖のpKaが4 . 0-8. 0である 1 つのアミノ酸 （例えばヒ

スチジンやグルタミン酸）や非天然アミノ酸が揷入され得るし、側鎖のpKaが

4 . 0-8. 0である2つ以上の複数のアミノ酸 （例えばヒスチジンやグルタミン酸

) や非天然アミノ酸によって置換され得るし、側鎖のpKaが4 . 0-8. 0である2つ

以上のアミノ酸 （例えばヒスチジンやグルタミン酸）や非天然ァミノ酸が揷

入され得る。又、側鎖のpKaが4 . 0-8. 0であるアミノ酸 （例えばヒスチジンや

グルタミン酸）や非天然アミノ酸への置換又は側鎖のpKaが4 . 0-8. 0であるァ

ミノ酸 （例えばヒスチジンやグルタミン酸）や非天然ァミノ酸の揷入以外に

、他のアミノ酸の欠失、付加、揷入および/ または置換などが同時に行われ

得る。側鎖のpKaが4 . 0-8. 0であるアミノ酸 （例えばヒスチジンやグルタミン

酸）や非天然アミノ酸への置換又は側鎖のpKaが4 . 0-8. 0であるァミノ酸 （例

えばヒスチジンやグルタミン酸）や非天然アミノ酸の揷入は、当業者の公知

のァラニンscann i ngのァラニンをヒスチジン等に置き換えたヒスチジン等sea

nn i ng等の方法によってランダムに行われ得るし、側鎖のpKaが4 . 0-8. 0である

アミノ酸 （例えばヒスチジンやグルタミン酸）や非天然アミノ酸の置換また

は揷入の変異がランダムに導入された抗原結合 ドメインまたは抗体の中から

、変異前と比較してKD ( PH酸性域）/KD ( PH中性域）又はkd ( pH酸性域）/kd ( pH中

性域）の値が大きくなった抗原結合分子が選択され得る。



前記のようにその側鎖の pKa が4 . 0-8. 0であるアミノ酸 （例えば ヒスチジン

やグルタミン酸）や非天然アミノ酸への変異が行われ、かつ pH酸性域での抗

原結合活性が pH中性域での抗原結合活性 よりも低い抗原結合分子の好ま しい

例 と して、例えば、その側鎖の pKa が4 . 0-8. 0であるアミノ酸 （例えば ヒスチ

ジンやグルタミン酸）や非天然アミノ酸への変異後の pH中性域での抗原結合

活性が、その側鎖の pKa が4 . 0-8. 0であるアミノ酸 （例えば ヒスチジンやダル

タミン酸）や非天然アミノ酸への変異前の pH中性域での抗原結合活性 と同等

である抗原結合分子が好適に挙げられる。本発明において、その側鎖の pKa が

4 . 0-8. 0であるアミノ酸 （例えば ヒスチジンやグルタミン酸）や非天然アミノ

酸の変異後の抗原結合分子が、その側鎖の pKa が4 . 0-8. 0であるァミノ酸 （例

えば ヒスチジンやグルタミン酸）や非天然アミノ酸の変異前の抗原結合分子

と同等の抗原結合活性 を有するとは、その側鎖の pKa が4 . 0-8. 0であるァミノ

酸 （例えば ヒスチジンやグルタミン酸）や非天然アミノ酸の変異前の抗原結

合分子の抗原結合活性 を 100% と した場合に、その側鎖の pKa が4 . 0-8. 0である

アミノ酸 （例えば ヒスチジンやグルタミン酸）や非天然アミノ酸の変異後の

抗原結合分子の抗原結合活性が少な くとも 10% 以上、好ま しくは50% 以上、

さらに好ま しくは80% 以上、 より好ま しくは90%以上であることをいう。その

側鎖の pKa が4 . 0-8. 0であるアミノ酸 （例えば ヒスチジンやグルタミン酸）や

非天然アミノ酸の変異後のPH7. 4での抗原結合活性が、その側鎖の pKa が4 . 0-8

. 0であるアミノ酸 （例えば ヒスチジンやグルタミン酸）や非天然アミノ酸の

変異前の pH7. 4での抗原結合活性 より高 くなつてもよい。その側鎖の pKa が4 . 0

-8. 0であるアミノ酸 （例えば ヒスチジンやグルタミン酸）や非天然アミノ酸

への置換 または挿入により抗原結合分子の抗原結合活性が低 くなつた場合に

は、抗原結合分子中の 1 又は複数のアミノ酸の置換、欠失、付加及び/ 又は

揷入などによって、抗原結合活性が、その側鎖の pKa が4 . 0-8. 0であるァミノ

酸 （例えば ヒスチジンやグルタミン酸）や非天然アミノ酸の置換又は揷入前

の抗原結合活性 と同等にされ得 る。本発明においては、そのような側鎖の pKa

が4 . 0-8. 0であるアミノ酸 （例えば ヒスチジンやグルタミン酸）や非天然アミ



ノ酸の置換又は揷入後 に 1 又は複数のアミノ酸の置換、欠失、付加及び/ 又

は挿入を行 うことによって結合活性が同等 とな った抗原結合分子も含 まれる

[ 0 195] 水素イオ ン濃度の条件 によって杭原に対する杭原結合 ドメインの結合活忡 を

変化 させるアミノ酸

前記のスク リ一ニ ング方法 によってスク リ一ニ ングされる本発明の抗原結

合 ドメイン又は抗原結合分子はどのように調製 されてもよ く、例 えば、 ィ才

ン濃度の条件が水素イオ ン濃度の条件 も しくは pHの条件である場合 には、あ

らか じめ存在 している抗原結合分子、あ らか じめ存在 しているライブラ リ （

ファージライブラ リ等）、動物への免疫か ら得 られたハイプ リ ドー マや免疫

動物か らのB細胞か ら作製 された抗体又はライブラ リ、 これ らの抗体やライプ

ラ リに側鎖の pKa が4 . 0-8. 0であるアミノ酸 （例 えば ヒスチジンや グル タミン

酸）や非天然 アミノ酸の変異 を導入 した抗体又はライブラ リ （側鎖の pKa が4 .

0-8. 0であるアミノ酸 （例 えば ヒスチジンや グル タミン酸）や非天然 アミノ酸

の含有率 を高 くしたライブラ リゃ特定箇所 に側鎖の pKa が4 . 0-8. 0であるアミ

ノ酸 （例 えば ヒスチジンや グル タミン酸）や非天然 アミノ酸の変異 を導入 し

たライブラ リ等）な どを用いることが可能である 。

[ 0 196] 本発明の一つの態様 と して、 「水素イオ ン濃度の条件 によって抗原 に対す

る抗原結合分子の結合活性 を変化 させる少な くとも一つのアミノ酸残基」が

導入された軽鎖可変領域 とランダム化可変領域配列ライブラ リと して作製 さ

れた重鎖可変領域 とを組み合わせることによつても、本発明の複数の互いに

配列の異なる抗原結合分子を含むライブラ リが作製 され得 る。

[ 0 197] 当該 アミノ酸残基の非限定な例 と して軽鎖のCDR 1に含 まれるアミノ酸残基

が例示 される。 ほかにも、 当該 アミノ酸残基の非限定な例 と して軽鎖のCDR2

に含 まれるアミノ酸残基が例示 される。 また、 当該 アミノ酸残基の非限定な

別の例 と して軽鎖のCDR3 に含 まれるアミノ酸残基 もまた例示 される。

[ 0 198] 前記のように、 当該 アミノ酸残基が軽鎖のCDR 1に含 まれるアミノ酸残基の

非限定な例 と して、軽鎖可変領域のCDR 1中のKabat ナ ンバ リングで表 される24



位、 27位、 28位、 3 1位、 32位および/ または34位のアミノ酸残基が挙げられる

。 また、当該アミノ酸残基が軽鎖のCDR2に含まれるアミノ酸残基の非限定な

例 として、軽鎖可変領域のCDR2中のKabat ナンバ リングで表される50位、 5 1位

、 52位、 53位、 54位、 55位および/ または56位のアミノ酸残基が挙げられる。

さらに、当該アミノ酸残基が軽鎖のCDR3に含まれアミノ酸残基の非限定な例

として、軽鎖可変領域のCDR3中のKabat ナンバ リングで表される8 9位、 90位、

9 1位、 92位、 93位、 94位および/ または95A 位のアミノ酸残基が挙げられる。

また、 これ らのアミノ酸残基が、水素イオン濃度の条件によって抗原に対す

る抗原結合分子の結合活性が変化する限 り、 これ らのアミノ酸残基が単独で

含まれ得る し、 これ らのアミノ酸が二つ以上組み合わされて含まれ得る。

[ 0 199] 前記の 「水素イオン濃度の条件によって抗原に対する抗原結合分子の結合

活性を変化させる少な くとも一つのアミノ酸残基」が導入された軽鎖可変領

域 とランダム化可変領域配列ライブラ リとして作製された重鎖可変領域 とを

組み合わせる場合でも、前記 と同様に、 フレキシブル残基が当該軽鎖可変領

域の配列に含まれるように設計することも可能である。本発明の抗原結合分

子の抗原に対する結合活性が、水素イオン濃度の条件によって変化する限 り

、当該フレキシブル残基の数および位置は特定の態様に限定されることはな

し、。すなわち、重鎖および/ または軽鎖のCDR配列および/ またはFR配列に一つ

またはそれ以上のフレキシプル残基が含まれ得る。例えば、軽鎖可変領域配

列に導入されるフレキシブル残基の非限定的な例 として、表 3 または表 4 に

記載されたアミノ酸残基が挙げられる。 また、水素イオン濃度の条件によつ

て抗原に対する抗原結合分子の結合活性を変化させるアミノ酸残基やフレキ

シプル残基以外の軽鎖可変領域のァミノ酸配列としては、非限定な例 としてV

k 1 (配列番号 ：7 ) 、 Vk2 (配列番号 ：8 ) 、 Vk3 (配列番号 ：9 ) 、 Vk4 (配

列番号 ：1 0 ) 等の生殖細胞系列の配列が好適に使用され得る。

[0200]



[ 0 0]
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[ 表 4 ]

(位置は Kabat ナ ンパ リングを表す)

前記の、水素イオ ン濃度の条件によって抗原に対する抗原結合分子の結合

活性 を変化させるアミノ酸残基 と しては、いずれのアミノ酸残基も好適に使

用され得 るが、そのようなアミノ酸残基 と しては、具体的に側鎖の pKaが4 . 0-

8 . 0であるアミノ酸が挙げられる。 こう した電子供与性 を有するアミノ酸 と し

ては、 ヒスチジンまたはグルタミン酸等の天然のアミノ酸のほか、 ヒスチジ

ンアナログ (US2009/0035836) も しくはm-N02-Tyr (pKa 7 . 45) 、 3, 5-Br2-Ty

r (pKa 7 . 2 1) または3, 5-I2-Tyr (pKa 7 . 38) 等の非天然のアミノ酸 ( B i oorg

. Med. Chem. (2003) 11 ( 17), 3761 -3768 が好適に例示される。 また、当該

ァミノ酸残基の特 に好適な例 と しては、側鎖の pKaが6. 0-7. 0であるアミノ酸



が挙げられる。 こうした電子供与性を有するアミノ酸 としては、 ヒスチジン

が好適に例示される。

[0203] 抗原結合 ドメインのアミノ酸の改変のためには、部位特異的変異誘発法 （K

unke Lら ( P r oc. Nat し Acad. Sc i . USA ( 1985) 82, 488-492) ) やOve r La p e

x t ens i o n PCR等の公知の方法が適宜採用され得る。 また、天然のアミノ酸以

外のアミノ酸に置換するアミノ酸の改変方法 として、複数の公知の方法もま

た採用され得る （Annu. Rev. B i ophys. B i omo L. S t r uc t . (2006) 35, 225-24

9、 P r oc. Nat し Acad. Sc i . U. S. A . (2003) 100 ( 1 1) , 6353-6357) 。例えば

、終止コ ドンの 1 つであるUAGコ ドン （アンバーコ ドン）の相補的アンバーサ

プレッサ一 t RNAに非天然アミノ酸が結合された t RNAが含まれる無細胞翻訳系

システ ム （C Love r D i r e c t ( P r o t e i n Exp r ess) ) 等も好適に用いられる。

[0204] 組み合わされる重鎖可変領域の例 として、ランダム化可変領域ライブラ リ

が好適に挙げられる。ランダム化可変領域ライブラ リの作製方法は公知の方

法が適宜組み合わされる。本発明の非限定な一態様では、特定の抗原で免疫

された動物、感染症患者やワクチン接種 して血中抗体価が上昇 した ヒ 卜、癌

患者、 自己免疫疾患の リンパ球由来の抗体遺伝子をもとに構築された免疫ラ

ィブラ リが、ランダム化可変領域ライブラ リとして好適に使用され得る。

[0205] また、本発明の非限定な一態様では、前記 と同様に、ゲノムDNAにおけるV

遺伝子や再構築され機能的なV遺伝子のCDR配列が、適当な長さのコ ドンセッ

卜をコ一 ドする配列を含む合成才 リゴヌクレオチ ドセッ 卜で置換された合成

ライブラ リもまた、ランダム化可変領域ライブラ リとして好適に使用され得

る。 この場合、重鎖のCDR3の遺伝子配列の多様性が観察されることか ら、 CDR

3の配列のみを置換することもまた可能である。抗原結合分子の可変領域にお

いてアミノ酸の多様性を生み出す基準は、抗原結合分子の表面に露出 した位

置のアミノ酸残基に多様性を持たせることである。表面に露出 した位置 とは

、抗原結合分子の構造、構造アンサンプル、および/ またはモデル化された構

造にもとづいて、表面に露出が可能、かつ/ または抗原 との接触が可能 と判断

される位置のことをいうが、一般的にはそのCDRである。好ま しくは、表面に



露 出 した位 置 は、 Ins i ghtll プ ログラム （Acce Lrys) の よ うな コ ン ピュー タ プ

ログラム を用 いて、 抗 原結 合 分 子 の 3次 元 モデル か らの座標 を使 って決 定 され

る。 表 面 に露 出 した位 置 は、 当技 術 分 野 で公知 の アル ゴ リズム （例 え ば、 Lee

お よび R i chards (J. Mo し B i o し ( 1971 ) 55, 379-400) 、 Conno LLy (J. App L

. Cryst. ( 1983) 16 , 548-558) ) を使 用 して決 定 され得 る。 表 面 に露 出 した

位 置 の決 定 は、 タ ンパ ク質 モデ リングに適 した ソ フ 卜ウ ェアお よび抗 体 か ら

得 られ る三次 元構 造情 報 を使 って行 わ れ得 る。 この よ うな 目的 の ため に利 用

で きる ソ フ トウ ェア と して、 SYBYL 生体 高分 子 モ ジ ュール ソ フ トウ ェア （Tr i p

o s Assoc i ates) が好適 に挙 げ られ る。 一般 的 に、 また好 ま しくは、 アル ゴ リ

ズ厶 が ユ ーザ 一 の入 力 サ イ ズパ ラ メー タ を必 要 とす る場 合 は、 計 算 にお いて

使 わ れ る プ ロ一 プの 「サ イ ズ」 は半径 約 1. 4オ ングス トロー ム以 下 に設 定 され

る。 さ らに、 パ ー ソナル コ ン ピュー タ用 の ソ フ トウ ェア を使 用 した表 面 に露

出 した領 域 お よび エ リアの決 定法 が、 Pac i o s (Comput. Chem. ( 1994) 18 (4)

, 377-386 お よび丄 Mo し Mode し ( 1995) 1, 46-53) に記載 され て い る。

[0206] さ らに、 本 発 明 の非 限定 な一態様 で は、 健 常 人 の リンパ球 由来 の抗 体 遺伝

子 か ら構 築 され、 その レバ 一 卜リー にバ イ アス を含 まな い抗 体 配 列 で あ るナ

ィ一プ配 列 か らな るナ イ一 プライ ブラ リも また、 ラ ンダム化 可 変領 域 ライ プ

ラ リと して特 に好適 に使 用 され得 る （Gej i ma ら （Human Ant i bod i e s (2002) 1

1, 12 1- 129) お よび Cardoso ら (Scand. J . Immuno l . (2000) 5 1 , 337-344) )

[0207] Fc領 域

Fc領 域 は、 抗 体 重鎖 の定 常領 域 に由来 す る ア ミ ノ酸 配 列 を含 む。 Fc領 域 は

、 EUナ ンバ リングで表 され るお よそ 2 16位 の ア ミ ノ酸 にお け る、 パ パ イ ン切 断

部 位 の ヒンジ領 域 の N末端 か ら、 当該 ヒンジ、 CH2お よび CH3 ドメイ ンを含 め る

抗 体 の重鎖 定 常領 域 の部 分 で あ る。 Fc領 域 は、 ヒ 卜IgG1 か ら取得 され得 るが

、 IgG の特 定 のサ ブ クラス に限定 され る もの で もな い。 当該 Fc領 域 の好適 な例

と して、 後 述 され る よ うに pH酸 性 域 にお け る FcRn に対 す る結 合 活性 を有 す る F

c領 域 が挙 げ られ る。 また 当該 Fc領 域 の好適 な例 と して、 後 述 され る よ うに Fc



レセ プ タ ー に 対 す る 結 合 活 性 を 有 す る Fc領 域 が 挙 げ られ る 。 そ の よ う な Fc

領 域 の 非 限 定 な 一 態 様 と して 、 ヒ 卜IgG1 ( 配 列 番 号 ： 1 3 ) 、 IgG2 ( 配 列 番

号 ： 1 4 ) 、 IgG3 ( 配 列 番 号 ： 1 5 ) 、 ま た は IgG4 ( 配 列 番 号 ： 1 6 ) で 表

さ れ る Fc領 域 が 例 示 さ れ る 。

[0208] FcRn

免 疫 グ ロ プ リ ン ス ー パ 一 フ ア ミ リー に 属 す る Fc ァ レセ プ タ ー と異 な り、 ヒ

卜FcRn は 構 造 的 に は 主 要 組 織 不 適 合 性 複 合 体 （MHC) ク ラ ス I の ポ リペ プ チ ド

に 構 造 的 に 類 似 し ク ラ ス I の MHC分 子 と 22 か ら29% の 配 列 同 一 性 を 有 す る （Gh

e t i e ら ， Immuno l . Today ( 1997) 18 ( 12), 592-598) 。 FcRn は 、 可 溶 性 ま

た は 軽 鎖 （ 2 マ イ ク ロ グ ロ プ リ ン ） と複 合 体 化 さ れ た 膜 貫 通 ま た は 重 鎖 よ

り な る ヘ テ ロ ダ イ マ 一 と して 発 現 さ れ る 。 MHCの よ う に 、 FcRn の 鎖 は 3 つ の

細 胞 外 ドメ イ ン （ 1 ， 2 , 3 ) よ り な り、 短 い 細 胞 質 ドメ イ ン は タ ン

パ ク 質 を 細 胞 表 面 に 繋 留 す る 。 a お よ び 2 ドメ イ ン が 抗 体 の Fc領 域 中 の F

cRn 結 合 ドメ イ ン と相 互 作 用 す る （Raghavan ら （Immun i t y ( 1994) 1, 303-31 5

)

[0209] FcRn は 、 哺 乳 動 物 の 母 性 胎 盤 ま た は 卵 黄 嚢 で 発 現 さ れ 、 そ れ は 母 親 か ら胎

児 へ の IgG の 移 動 に 関 与 す る 。 加 え て FcRn が 発 現 す る げ つ歯 類 新 生 児 の 小 腸 で

は 、 FcRn が 摂 取 さ れ た 初 乳 ま た は 乳 か ら母 性 IgG の 刷 子 縁 上 皮 を 横 切 る 移 動 に

関 与 す る 。 FcRn は 多 数 の 種 に わ た っ て 多 数 の 他 の 組 織 、 並 び に 種 々 の 内 皮 細

胞 系 に お い て 発 現 して い る 。 そ れ は ヒ 卜成 人 血 管 内 皮 、 筋 肉 血 管 系 、 お よ び

肝 臓 洞 様 毛 細 血 管 で も 発 現 さ れ る 。 FcRn は 、 IgG に 結 合 し、 そ れ を 血 清 に リサ

ィ ク ル す る こ と に よ っ て 、 IgG の 血 漿 中 濃 度 を 維 持 す る 役 割 を 演 じて い る と考

え られ て い る 。 FcRn の IgG 分 子 へ の 結 合 は 、 通 常 、 厳 格 に pHに 依 存 的 で あ り、

最 適 結 合 は 7 . 0未 満 の pH酸 性 域 に お い て 認 め られ る 。

[021 0 ] 配 列 番 号 ： 1 7 で 表 さ れ た シ グ ナ ル 配 列 を 含 む ポ リペ プ チ ドを 前 駆 体 と す

る ヒ 卜FcRn は 、 生 体 内 で （配 列 番 号 ： 1 8 に シ グ ナ ル 配 列 を 含 む そ の ポ リぺ

プ チ ドが 記 載 さ れ て い る ） ヒ 卜 2 - ミ ク ロ グ ロ プ リ ン と の 複 合 体 を 形 成 す る

。 2 - ミ ク ロ グ ロ プ リ ン と複 合 体 を 形 成 して い る 可 溶 型 ヒ 卜FcRn が 通 常 の 組



換え発現手法を用いることによって製造される。 このような 2- ミクログロ

プ リンと複合体を形成 している可溶型 ヒ 卜FcRnに対する本発明のFc領域の結

合活性が評価 され得 る。本発明において、特 に記載のない場合は、 ヒ 卜FcRn

は本発明のFc領域 に結合 し得 る形態であるものを指 し、例 と して ヒ 卜FcRn と

ヒ 卜 2- ミクログロプ リンとの複合体が挙げられる。非限定な一態様 におい

て、マウスFcRn (配列番号 ：7 3 ) とマウス 2- ミクログロプ リン （配列番

号 ：7 4 ) との複合体も挙げられる。

[021 1 FcRn, 特 にヒ 卜FcRnに対するFc領域の結合活性

本発明により提供 されるFc領域のFcRn、特 にヒ 卜FcRnに対する結合活性は

、前記結合活性の項で述べ られているように、当業者 に公知の方法により測

定することが可能であ り、 pH以外の条件については当業者が適宜決定するこ

とが可能である。抗原結合分子の抗原結合活性 とヒ 卜FcRn結合活性は、 KD (D

i ssoc i a t i on constant ：角 定数 ) 、 見かけのKD (Apparent d i ssoc i a t i on c

onstant ：見かけの解離定数 ) 、解離速度であるkd (D i ssoc i a t i on rate ：解

離速度）、 又は見かけの kd (Apparent d i ssoc i a t i on ：見かけの解離速度）等

と して評価 され得 る。 これ らは当業者公知の方法で測定され得 る。例えばB i a

core (GE hea lthcare) スキャッチャ一 ドプロッ ト、 フロ一サイ トメ一タ一

等が使用され得 る。

[021 2 ] 本発明のFc領域の ヒ 卜FcRnに対する結合活性 を測定する際の PH以外の条件

は当業者が適宜選択することが可能であ り、特 に限定されない。例えば、国

際公開WO2009/1 25825 に記載 されているようにMESバ ッファー、 37°C の条件に

おいて測定され得 る。 また、本発明のFc領域の ヒ 卜FcRnに対する結合活性の

測定は当業者公知の方法により行 うことが可能であ り、例えば、 B i acore (GE

Hea lthcare) などを用いて測定され得 る。本発明のFc領域 とヒ 卜FcRnの結合

活性の測定は、 Fc領域 またはFc領域 を含む本発明の抗原結合分子あるいは ヒ

卜FcRnを固定化 したチ ップへ、それぞれ ヒ 卜FcRnあるいはFc領域 またはFc領

域 を含む本発明の抗原結合分子をアナライ 卜と して流すことによって評価 さ

れ得 る。



[02 13 ] 本発明の抗原結合分子に含まれるFc領域 とFcRn との結合活性を有する条件

としての pH中性域 とは、通常 pH6. 7 ~ pH10 . 0を意味する。 pH中性域 とは、好ま

しくはpH7. 0 ~ pH8. 0の任意の pH値によって示される範囲であ り、好ま しくはp

H7. 0、 7 . 1、 7 . 2、 7 . 3、 7 . 4、 7 . 5、 7 . 6、 7 . 7、 7 . 8、 7 . 9、および8 . 0か ら選択

され、特に好ま しくは生体内の血漿中 （血中）の pHに近いpH7. 4である。 pH7.

4での ヒ 卜FcRn 結合 ドメインとヒ 卜FcRn との結合ァフィ二テ ィ一が低いために

その結合ァフィ二テ ィ一を評価することが難 しい場合には、 pH7. 4の代わ りに

PH7. 0を用いることができる。本発明において、本発明の抗原結合分子に含ま

れるFc領域 とFcRn との結合活性を有する条件 としての pH酸性域 とは、通常 pH4

. 0 ~ pH6. 5を意味する。好ま しくはpH5. 5 ~ pH6. 5を意味 し、特に好ま しくは、

生体内の早期ェン ドソー厶内の pHに近いpH5. 8 ~ pH6. 0を意味する。測定条件

に使用される温度 として、 ヒ 卜FcRn 結合 ドメインとヒ 卜FcRn との結合ァフィ

二テ ィ一は、 10 °C ~ 50 °C の任意の温度で評価 してもよい。好ま しくは、 ヒ 卜F

cRn結合 ドメインとヒ 卜FcRn との結合ァフィ二テ ィ一を決定するために、 15 °C

~40 °C の温度が使用される。より好ま しくは、 2 0、 2 1、 22、 23、 24、 2 5、 2 6

、 27、 28、 2 9、 3 0、 3 1、 32、 33、 34、および3 5 °C のいずれか 1つのような2 0 °C

か ら3 5 °C までの任意の温度も同様に、 ヒ 卜FcRn 結合 ドメインとヒ 卜FcRn との

結合ァフィ二テ ィ一を決定するために使用される。 2 5 °C という温度は本発明

の態様の非限定な一例である。

[02 14 ] The J o u r na l o f Immuno l ogy (2009) 182, 7663-767 1によれば、天然型 ヒ 卜

IgG 1の ヒ 卜FcRn 結合活性はpH酸性域 ( pH6. 0 ) でKD 1. 7 Mであるが、 pH中性

域では活性をほとんど検出できていない。よって、好ま しい態様においては

、 pH酸性域におけるヒ 卜FcRn に対する結合活性がKD またはそれより強

いFc領域を含む抗原結合分子がスクリーニングされ得る。より好ま しい態様

においては、 pH酸性域におけるヒ 卜FcRn に対する結合活性がKD 2 . 0 Μまたは

それより強いFc領域を含む抗原結合分子がスクリ一ニングされ得る。さらに

より好ま しい態様においては、 pH酸性域におけるヒ 卜FcRn に対する結合活性

がKD 0 . 5 Mまたはそれより強いFc領域を含む抗原結合分子がスクリ一ニング



され得 る。 上 記 の KD値 は、 The Journa l o f Immuno logy (2009) 182: 7663-76

7 1に記 載 され た方 法 （抗 原 結 合 分 子 をチ ップ に固 定 し、 アナ ラ イ トと して ヒ

卜FcRn を流 す ） に よ って決 定 され る。

[021 5 ] 本 発 明 に お い て は、 pH酸 性 域 の条 件 下 で FcRn に対 す る結 合 活 性 を有 す る Fc

領 域 が 好 ま しい。 当該 ドメ イ ンは、 あ らか じめ pH酸 性 域 の条 件 下 で FcRn に対

す る結 合 活 性 を有 して い る Fc領 域 で あ れ ば そ の ま ま用 い られ得 る。 当該 ドメ

ィ ンが pH酸 性 域 の条 件 下 で FcRn に対 す る結 合 活 性 が な い若 しくは弱 い場 合 に

は、 抗 原 結 合 分 子 中 の ア ミ ノ酸 を改 変 す る こ とに よ って所 望 の FcRn に対 す る

結 合 活 性 を有 す る Fc領 域 が取 得 され得 るが、 Fc領 域 中 の ア ミ ノ酸 を改 変 す る

こ とに よ って pH酸 性 域 の条 件 下 で所 望 の FcRn に対 す る結 合 活 性 を有 す る、 ま

た は増 強 され た Fc領 域 も好 適 に取 得 され得 る。 そ の よ うな所 望 の結 合 活 性 を

もた らす Fc領 域 の ア ミ ノ酸 改 変 は、 ア ミ ノ酸 改 変 前 と改 変 後 の pH酸 性 域 の条

件 下 で FcRn に対 す る結 合 活 性 を比 較 す る こ とに よ って 見 出 され得 る。 前 記 の F

c ァ レセ プ タ一 に対 す る結 合 活 性 を改 変 す るた め に用 い られ る手 法 と同様 の 公

知 の手 法 を用 い て 当業 者 は適 宜 ア ミ ノ酸 の改 変 を実 施 す る こ とが で きる。

[021 6 ] 本 発 明 の抗 原 結 合 分 子 に含 まれ る pH酸 性 域 の条 件 下 で FcRn に対 す る結 合 活

性 を有 す る Fc領 域 は い か な る方 法 に よ って も取 得 され得 るが、 具 体 的 に は、

出発 Fc領 域 と して 用 い られ る ヒ 卜IgG 型 免 疫 グ ロ プ リンの ア ミ ノ酸 の改 変 に よ

つて pH酸 性 域 の条 件 下 で FcRn に対 す る結 合 活 性 を有 す る、 また は増 強 され た F

cRn結 合 ドメ イ ンが取 得 され得 る。 改 変 の た め の 好 ま しい IgG 型 免 疫 グ ロ プ リ

ンの Fc領 域 と して は、 例 え ば ヒ 卜IgG (IgGK IgG2 、 IgG3 、 また は IgG4 、 お よ

び それ らの改 変 体 ） の Fc領 域 が挙 げ られ る。 他 の ア ミ ノ酸 へ の改 変 は、 pH酸

性 域 の条 件 下 で FcRn に対 す る結 合 活 性 を有 す る、 も しくは酸 性 域 の条 件 下 で

ヒ 卜FcRn に対 す る結 合 活 性 を高 め られ るか ぎ り、 い か な る位 置 の ア ミ ノ酸 も

改 変 され得 る。 抗 原 結 合 分 子 が、 Fc領 域 と して ヒ 卜IgG1 の Fc領 域 を含 ん で い

る場 合 、 pH酸 性 域 の条 件 下 で FcRn に対 す る結 合 が、 ヒ 卜IgG1 の 出発 Fc領 域 の

結 合 活 性 よ り増 強 す る効 果 を もた らす改 変 が含 まれ て い る こ とが 好 ま しい。

そ の よ うな改 変 が可 能 な ア ミ ノ酸 と して、 例 え ば、 国 際 公 開W01 997/034631 に



記 載 され て い る よ うに、 EUナ ンバ リン グで表 され る 252 位 、 254 位 、 256 位 、 3 0

9位 、 3 1 1位 、 3 15位 、 433 位 、 お よび / また は 434 位 な らび に これ らの ア ミ ノ酸

に組 み 合 わ せ る 253 位 、 3 10位 、 435 位 、 お よび / また は 426 位 の ア ミ ノ酸 が挙 げ

られ る。 国 際 公 開WO2000/042072 に記 載 され る よ うに、 EUナ ンバ リン グで表 さ

れ る 238 位 、 252 位 、 253 位 、 254 位 、 255 位 、 256 位 、 265 位 、 272 位 、 286 位 、 2 8

8位 、 303 位 、 305 位 、 307 位 、 309 位 、 3 1 1位 、 3 12位 、 3 17位 、 340 位 、 356 位 、 3

6 0位 、 362 位 、 376 位 、 378 位 、 380 位 、 382 位 、 386 位 、 388 位 、 400 位 、 4 13位 、

4 15位 、 424 位 、 433 位 、 434 位 、 435 位 、 436 位 、 439 位 お よび / また は 447 位 の ァ

ミ ノ酸 が 好 適 に挙 げ られ る。 同様 に、 そ の よ うな改 変 が可 能 な ア ミ ノ酸 と し

て、 例 え ば 国 際 公 開WO2002/06091 9に記 載 され て い る よ うに、 EUナ ンバ リン グ

で表 され る 251 位 、 252 位 、 254 位 、 255 位 、 256 位 、 308 位 、 309 位 、 3 1 1位 、 3 12

位 、 385 位 、 386 位 、 387 位 、 389 位 、 428 位 、 433 位 、 434 位 お よび / また は 436 位

の ア ミ ノ酸 も好 適 に挙 げ られ る。 さ らに、 そ の よ うな改 変 が可 能 な ア ミ ノ酸

と して、 国 際 公 開WO2004/09221 9に記 載 され て い る よ うに、 EUナ ンバ リン グで

表 され る 250 位 、 314 位 お よび 428 位 の ア ミ ノ酸 も挙 げ られ る。 加 え て、 そ の よ

うな改 変 が可 能 な ア ミ ノ酸 と して、 例 え ば 国 際 公 開WO2006/0201 14 に記 載 され

て い る よ うに、 238 位 、 244 位 、 245 位 、 249 位 、 252 位 、 256 位 、 257 位 、 258 位

、 260 位 、 262 位 、 270 位 、 272 位 、 279 位 、 283 位 、 285 位 、 286 位 、 288 位 、 293

位 、 307 位 、 3 1 1位 、 3 12位 、 3 16位 、 3 17位 、 3 18位 、 332 位 、 339 位 、 341 位 、 34

3位 、 375 位 、 376 位 、 377 位 、 378 位 、 380 位 、 382 位 、 423 位 、 427 位 、 430 位 、 4

3 1位 、 434 位 、 436 位 、 438 位 、 440 位 、 お よび / また は 442 位 の ア ミ ノ酸 も好 適

に挙 げ られ る。 また、 そ の よ うな改 変 が可 能 な ア ミ ノ酸 と して、 例 え ば 国 際

公 開WO201 0/0451 93 に記 載 され て い る よ うに、 EUナ ンバ リン グで表 され る 251

位 、 252 位 、 307 位 、 308 位 、 378 位 、 428 位 、 430 位 、 434 位 お よび / また は 436 位

の ア ミ ノ酸 も好 適 に挙 げ られ る。 これ らの ア ミ ノ酸 の改 変 に よ って、 IgG 型 免

疫 グ ロ プ リンの Fc領 域 の pH酸 性 域 の条 件 下 で FcRn に対 す る結 合 が増 強 され る

Fc領 域 と して ヒ 卜IgG1 の Fc領 域 を含 ん で い る場 合 、 pH酸 性 域 の条 件 下 で FcR



nに対する結合が、 ヒ 卜IgG1 の出発 Fc領域の結合活性 より増強する効果をもた

らす改変の非限定な一態様では、 EUナンバ リングで表 される、

251位のアミノ酸がArg またはLeuのいずれか、

252位のアミノ酸がPhe、 Ser 、 Thr 、 またはTyr のいずれか、

254位のァミノ酸がSe またはTh のいずれか、

255位のアミノ酸がArg 、 GLy、 I Le、 またはLeuのいずれか、

256位のアミノ酸がA La、 Arg 、 Asn 、 Asp GLn、 GLu、 またはThr のいずれか、

308位のアミノ酸が I LeまたはThr のいずれか、

309位のアミノ酸がPro 、

3 11位のアミノ酸がGLu、 Leu、 またはSer のいずれか、

3 12位のアミノ酸がA LaまたはAsp のいずれか、

3 14位のアミノ酸がA LaまたはLeuのいずれか、

385位のアミノ酸がA La、 Arg 、 Asp GLy、 Hi s Lys 、 Ser 、 またはThr のいずれ

か、

386位のアミノ酸がArg 、 As p I Le、 Lys 、 Met, Pro, Ser 、 またはThr のいずれ

か、

387位のアミノ酉矣がALa、 Arg 、 Hi s Pro, Ser 、 またはThr のいずれか、

389位のアミノ酸がAsn 、 Pro, またはSer のいずれか、

428位のアミノ酉矣が Leu、 Met, Phe、 Ser 、 またはThr のいずれか

433位のアミノ酸がArg 、 GLn、 Hi s I Le、 Lys 、 Pro, またはSer のいずれか、

434位のアミノ酸がHi s、 Phe、 またはTyr のいずれか、 も しくは

436位のアミノ酸がArg 、 Asn 、 Hi s Lys 、 Met, またはThr のいずれか、

の群か ら選択される少な くともひ とつ以上のアミノ酸の改変が挙げられる。

また、改変されるアミノ酸の数は特 に限定されず、一箇所のみのアミノ酸が

改変され得 る し、二箇所以上のアミノ酸が改変され得 る。

Fc領域 と して ヒ 卜IgG1 のFc領域 を含んでいる場合、 pH酸性域の条件下でFcR

nに対する結合が、 ヒ 卜IgG1 の出発 Fc領域の結合活性 より増強する効果をもた

らす改変の非限定な一態様は、 EUナンバ リングで表 される、 308位のアミノ酸



が I Le、 309 位のアミノ酸がPro 、 および/ または3 11位のアミノ酸がGLuを含む

改変であ り得 る。 また、 当該改変の別の非限定な一態様 は、 308 位のアミノ酸

がThr 、 309 位のアミノ酸がPro 、 3 11位のアミノ酸が Leu 、 3 12位のアミノ酸がA

La、 および/ または314 位のアミノ酸がALa を含む改変であ り得 る。 また、 当該

改変のさ らに別の非限定な一態様 は、 308 位のアミノ酸が I LeまたはThr 、 309

位のアミノ酸がPro 、 3 11位のアミノ酸がGLu、 Leu、 またはSer 、 3 12位のアミ

ノ酸がALa、 および/ または314 位のアミノ酸がALa または Leu を含む改変であ り

得 る。 当該改変の異なる非限定な一態様 は、 308 位のアミノ酸がThr 、 309 位の

アミノ酸がPro 、 3 11位のアミノ酸がSer 、 3 12位のアミノ酸がAsp、 および/ ま

たは3 14位のァミノ酸が Leu を含む改変であ り得 る。

[021 9 ] Fc領域 と して ヒ 卜IgG1 の Fc領域 を含んでいる場合、 pH酸性域の条件下で FcR

nに対する結合が、 ヒ 卜IgG1 の出発 Fc領域の結合活性 よ り増強する効果 をもた

らす改変の非限定な一態様 は、 EUナ ンバ リングで表 される、 251 位のアミノ酸

が Leu 、 252 位のアミノ酸がTyr 、 254 位のアミノ酸がSer 、 またはThr 、 255 位の

アミノ酸がArg 、 および/ または256 位のアミノ酸がGLuを含む改変であ り得 る

[0220] Fc領域 と して ヒ 卜IgG1 の Fc領域 を含んでいる場合、 pH酸性域の条件下で FcR

nに対する結合が、 ヒ 卜IgG1 の出発 Fc領域の結合活性 よ り増強する効果 をもた

らす改変の非限定な一態様 は、 EUナ ンバ リングで表 される、 428 位のアミノ酸

が Leu 、 Met, Phe、 Ser 、 またはThr のいずれか、 433 位のアミノ酸がArg 、 GLn

、 Hi s I Le、 Lys 、 Pro, またはSer のいずれか、 434 位のアミノ酸がHi s、 Phe

、 またはTyr のいずれか、 および/ または436 位のアミノ酸がArg 、 Asn 、 Hi s L

y s、 Met, またはThr のいずれかを含む改変であ り得 る。 また、 当該改変の別

の非限定な一態様 は、 428 位のアミノ酸がHi sまたはMet 、 および/ または434 位

のァミノ酸がHi sまたはMet を含む改変であ り得 る。

[0221 ] Fc領域 と して ヒ 卜IgG1 の Fc領域 を含んでいる場合、 pH酸性域の条件下で FcR

nに対する結合が、 ヒ 卜IgG1 の出発 Fc領域の結合活性 よ り増強する効果 をもた

らす改変の非限定な一態様 は、 EUナ ンバ リングで表 される、 385 位のアミノ酸



がArg 、 386 位のアミノ酸がThr 、 387 位のアミノ酸がArg 、 および/ または389 位

のアミノ酸がPro を含む改変であ り得 る。 また、 当該改変の別の非限定な一態

様 は、 385 位のアミノ酸がAsp 、 386 位のアミノ酸がPro および/ または389 位の

アミノ酸がSer を含む改変であ り得 る。

[0222] さ らに、 Fc領域 と して ヒ 卜IgG1 の Fc領域 を含んでいる場合、 pH酸性域の条

件下で FcRn に対する結合が、 ヒ 卜IgG1 の出発 Fc領域の結合活性 よ り増強する

効果 をもた らす改変の非限定な一態様では、 EUナ ンバ リングで表 される、

250 位のアミノ酸がGLnまたはGLuのいずれか、 も しくは

428 位のアミノ酸が Leu またはPheのいずれか、

の群か ら選択 される少な くともひ とつ以上のアミノ酸の改変が挙 げ られる。

また、改変 されるアミノ酸の数 は特 に限定されず、一箇所のみのアミノ酸が

改変 され得 る し、二箇所のアミノ酸が改変 され得 る。

[0223] Fc領域 と して ヒ 卜IgG1 の Fc領域 を含んでいる場合、 pH酸性域の条件下で FcR

nに対する結合が、 ヒ 卜IgG1 の出発 Fc領域の結合活性 よ り増強する効果 をもた

らす改変の非限定な一態様 は、 EUナ ンバ リングで表 される、 250 位のアミノ酸

がGLn、 および/ または428 位のアミノ酸が Leu またはPheのいずれかを含む改変

であ り得 る。 また、 当該改変の別の非限定な一態様 は、 250 位のアミノ酸がGL

u、 および/ または428 位のアミノ酸が Leu またはPheのいずれかを含む改変であ

り得 る。

[0224] Fc領域 と して ヒ 卜IgG1 の Fc領域 を含んでいる場合、 pH酸性域の条件下で FcR

nに対する結合が、 ヒ 卜IgG1 の出発 Fc領域の結合活性 よ り増強する効果 をもた

らす改変の非限定な一態様では、 EUナ ンバ リングで表 される、

251 位のァミノ酸がAsp またはGLuのいずれか、

252 位のアミノ酸がTyr 、

307 位のアミノ酸がGLn、

308 位のアミノ酸がPro 、

378 位のアミノ酸がVaし

380 位のアミノ酸がA La、



428 位のアミノ酸が Leu 、

430 位のアミノ酸がA La、 またはLys のいずれか、

434 位のアミノ酸がA La、 Hi s Ser 、 またはTyr のいずれか、 も しくは

436 位のアミノ酸が I Le、

の群か ら選択 される少な くとも二つ以上のアミノ酸の改変が挙 げ られる。 ま

た、改変 されるアミノ酸の数 は特 に限定されず、二箇所のみのアミノ酸が改

変 され得 る し、三箇所以上のアミノ酸が改変 され得 る。

[0225] Fc領域 と して ヒ 卜IgG1 の Fc領域 を含んでいる場合、 pH酸性域の条件下で FcR

nに対する結合が、 ヒ 卜IgG1 の出発 Fc領域の結合活性 よ り増強する効果 をもた

らす改変の非限定な一態様 は、 EUナ ンバ リングで表 される、 307位のアミノ酸

がGLn、 および434 位のアミノ酸がALa またはSer のいずれかを含む改変であ り

得 る。 また、 当該改変の別の非限定な一態様 は、 308位のアミノ酸がPro 、 お

よび434 位のアミノ酸がALa を含む改変であ り得 る。 また、 当該改変のさ らに

別の非限定な一態様 は、 252位のアミノ酸がTyr 、 および434 位のアミノ酸がA L

aを含む改変であ り得 る。 当該改変の異なる非限定な一態様 は、 378位のアミ

ノ酸がVaし および434 位のアミノ酸がALa を含む改変であ り得 る。 当該改変の

別の異なる非限定な一態様 は、 428 位のアミノ酸が Leu、 および434 位のアミノ

酸がALa を含む改変であ り得 る。 また、 当該改変のさ らに別の異なる非限定な

—態様 は、 434 位のアミノ酸がA La、 および436 位のアミノ酸が I Leを含む改変

であ り得 る。 さ らに、 当該改変のもう一つの非限定な一態様 は、 308位のアミ

ノ酸がPro 、 および434 位のアミノ酸がTyr を含む改変であ り得 る。 さ らに、 当

該改変の別のもう一つの非限定な一態様 は、 307位のアミノ酸がGLn、 および4

36位のァミノ酸が I Leを含む改変であ り得 る。

[0226] Fc領域 と して ヒ 卜IgG1 の Fc領域 を含んでいる場合、 pH酸性域の条件下で FcR

nに対する結合が、 ヒ 卜IgG1 の出発 Fc領域の結合活性 よ り増強する効果 をもた

らす改変の非限定な一態様 は、 EUナ ンバ リングで表 される、 307位のアミノ酸

がGLn、 380位のアミノ酸がA La、 および434 位のアミノ酸がSer のいずれかを含

む改変であ り得 る。 また、 当該改変の別の非限定な一態様 は、 307位のアミノ



酸がGLn、 380位のアミノ酸がA La、および434 位のアミノ酸がALa を含む改変で

あ り得 る。 また、当該改変のさらに別の非限定な一態様は、 252位のアミノ酸

がTyr 、 308位のアミノ酸がPro 、および434 位のアミノ酸がTyr を含む改変であ

り得 る。当該改変の異なる非限定な一態様は、 251位のアミノ酸がAsp 、 307位

のァミノ酸がGLn、および434 位のァミノ酸がHi sを含む改変であ り得 る。

Fc領域 と して ヒ 卜IgG1 の Fc領域 を含んでいる場合、 pH酸性域の条件下で FcR

nに対する結合が、 ヒ 卜IgG1 の出発 Fc領域の結合活性 より増強する効果をもた

らす改変の非限定な一態様では、 EUナンバ リングで表 される、

238位のアミノ酸が Leu 、

244位のアミノ酸が Leu 、

245位のアミノ酸がArg 、

249位のアミノ酸がPro 、

252位のアミノ酸がTyr 、

256位のアミノ酸がPro 、

257位のアミノ酸がA La、 I Le、 Met, Asn 、 Ser 、 またはVa Lのいずれか、

258位のアミノ酸がAsp 、

260位のアミノ酸がSer 、

262位のアミノ酸が Leu 、

270位のアミノ酸が Lys 、

272位のアミノ酸が Leu、 またはArg のいずれか、

279位のアミノ酸がALa、 As p GLy、 Hi s Met, Asn 、 GLn、 Arg 、 Ser 、 Thr 、 T r

p、 またはTyr のいずれか、

283位のアミノ酸がA La、 Asp Phe、 GLy、 Hi s I Le、 Lys 、 Leu 、 Asn 、 Pro, GL

n、 Arg 、 Ser 、 Thr 、 Trp 、 またはTyr のいずれか、

285位のアミノ酸がAsn 、

286位のアミノ酸がPhe、

288位のアミノ酸がAsn、 またはPro のいずれか、

293位のアミノ酸がVaし



307 位のアミノ酸がA La、 GLu、 またはMet のいずれか、

3 11位のアミノ酸 がA La、 I Le、 Lys 、 Leu 、 Met, Vaし またはTrp のいずれか、

3 12位のアミノ酸がPro 、

3 16位のァミノ酸 が 1 5、

3 17位のアミノ酸 がPro 、

3 18位のアミノ酸がAsn. またはThr のいずれか、

332 位のアミノ酸がPhe. H i s Lys, Leu 、 Met, Arg 、 Ser 、 またはTrp のいずれ

か、

339 位のアミノ酸 がAsn. Thr 、 またはTrp のいずれか、

341 位のアミノ酸がPro

343 位のアミノ酸がGLu Hi s Lys 、 GLn、 Arg 、 Thr 、 またはTyr のいずれか、

375 位のアミノ酸 がArg

376 位のアミノ酸がGLy I Le、 Met, Pro, Thr 、 またはVa Lのいずれか、

377 位のアミノ酸が Lys

378 位のアミノ酸がAsp またはAsn のいずれか、

380 位のアミノ酸 がAsn Ser 、 またはThr のいずれか、

382 位のアミノ酸がPhe Hi s、 I Le、 Lys 、 Leu 、 Met 、 Asn 、 GLn、 Arg 、 Ser 、 Th

r、 Vaし Trp 、 またはTyr のいずれか、

423 位のアミノ酸 がAs n、

427 位のアミノ酸がAs n、

430 位のアミノ酉愛がA La、 Phe、 GLy, H i s I Le、 Lys 、 Leu 、 Met, Asn 、

g、 Ser 、 Thr 、 Vaし またはTyr のいずれか、

431 位のアミノ酸 がHi s、 またはAsn のいずれか、

434 位のアミノ酸がPhe、 GLy、 Hi s Trp 、 またはTyr のいずれか、

436 位のアミノ酸が I Le、 Leu、 またはThr のいずれか、

438 位のアミノ酸 が Lys 、 Leu 、 Thr 、 またはTrp のいずれか、

440 位のァミノ酸 が Lys 、 も しくは、

442 位のアミノ酸が Lys 、



の群から選択される少なくとも二つ以上のアミノ酸の改変が挙げられる。ま

た、改変されるアミノ酸の数は特に限定されず、二箇所のみのアミノ酸が改

変され得るし、三箇所以上のアミノ酸が改変され得る。

[0228] Fc領域としてヒ卜IgG 1のFc領域を含んでいる場合、 pH酸性域の条件下でFcR

nに対する結合が、ヒ卜IgG 1の出発Fc領域の結合活性より増強する効果をもた

らす改変の非限定な一態様は、EUナンバ リングで表される、257位のアミノ酸

が I Le、および3 11位のアミノ酸が I Leを含む改変であり得る。また、当該改変

の別の非限定な一態様は、257位のァミノ酸が I Le、および434 位のァミノ酸が

Hi sを含む改変であり得る。また、当該改変のさらに別の非限定な一態様は、

376位のァミノ酸がVaし および434 位のァミノ酸がHi sを含む改変であり得る

[0229] また、別の非限定な一態様では、上記に記載されたpH酸性域におけるヒ卜F

cRnに対する結合活性という特徴に代えて、 pH中性域におけるヒ卜FcRn に対す

る結合活性という特徴を有するFc領域を含む抗原結合分子もまたスクリ一二

ングされ得る。より好ましい態様においては、 pH中性域におけるヒ卜FcRn結

合活性がKD 4 0 Mまたはそれより強いFc領域を含む抗原結合分子がスクリ一

ニングされ得る。さらにより好ましい態様においては、 pH中性域におけるヒ

卜FcRn に対する結合活性がKD 15 Mまたはそれより強いFc領域を含む抗原結

合分子がスクリーニングされ得る。

[0230] また、別の非限定な一態様では、上記に記載されたpH酸性域におけるヒ卜F

cRnに対する結合活性という特徴に加えて、 pH中性域におけるヒ卜FcRn に対す

る結合活性という特徴を有するFc領域を含む抗原結合分子もまたスクリ一二

ングされ得る。より好ましい態様においては、 pH中性域におけるヒ卜FcRn結

合活性がKD 4 0 Mまたはそれより強いFc領域を含む抗原結合分子がスクリ一

ニングされ得る。さらにより好ましい態様においては、 pH中性域におけるヒ

卜FcRn に対する結合活性がKD 15 Mまたはそれより強いFc領域を含む抗原結

合分子がスクリーニングされ得る。

[023 1] 本発明において、 pH酸性域および/ またはpH中性域においてヒ卜FcRn に対す



る結合活性を有するFc領域が好ましい。当該 Fc領域は、あらか じめ pH酸性域

および/ またはpH中性域においてヒ 卜FcRn に対する結合活性を有 しているFc領

域であればそのまま用いられ得る。当該 Fc領域がpH酸性域および/ またはpH中

性域においてヒ 卜FcRn 結合活性がない若 しくは弱い場合には、抗原結合分子

に含まれるFc領域中のアミノ酸を改変することによって所望のヒ 卜FcRn に対

する結合活性を有するFc領域を含む抗原結合分子が取得され得るが、 ヒ 卜Fc

領域中のアミノ酸を改変することによってpH酸性域および/ またはpH中性域に

おける所望のヒ 卜FcRn に対する結合活性を有するFc領域も好適に取得され得

る。また、あらか じめ pH酸性域および/ またはpH中性域においてヒ 卜FcRn 結合

活性を有 しているFc領域中のアミノ酸の改変によって、所望のヒ 卜FcRn に対

する結合活性を有するFc領域を含む抗原結合分子も取得され得る。そのよう

な所望の結合活性をもたらす ヒ 卜Fc領域のァミ ノ酸改変は、ァミ ノ酸改変前

と改変後のpH酸性域および/ またはpH中性域におけるヒ 卜FcRn に対する結合活

性を比較することによって見出され得る。公知の手法を用いて当業者は適宜

アミノ酸の改変を実施することができる。

本発明において、 Fc領域の 「アミノ酸の改変」または 「アミノ酸改変」と

は、出発 Fc領域のアミノ酸配列とは異なるアミノ酸配列に改変することを含

む。出発 Fc領域の修飾改変体がpH酸性域においてヒ 卜FcRn に結合することが

できる限り （ゆえに、出発 Fc領域はpH中性域の条件下におけるヒ 卜FcRn に対

する結合活性を必ず しも必要とするわけではない）いずれのFc領域も出発 ド

メインとして使用され得る。出発 Fc領域の例 としては、 IgG 抗体のFc領域、す

なわち天然型のFc領域が好適に挙げられる。また、既に改変が加えられたFc

領域を出発 Fc領域 としてさらなる改変が加えられた改変 Fc領域も本発明の改

変 Fc領域 として好適に使用され得る。出発 Fc領域 とは、ポ リペプチ ドそのも

の、出発 Fc領域を含む組成物、または出発 Fc領域をコー ドするアミノ酸配列

を意味 し得る。出発 Fc領域には、抗体の項で概説された組換えによって産生

された公知の IgG 抗体のFc領域が含まれ得る。出発 Fc領域の起源は、限定され

ないが非 ヒ 卜動物の任意の生物またはヒ 卜から取得され得る。好ましくは、



任 意 の生物 と して は、 マ ウス、 ラ ッ 卜、 モル モ ッ ト、 ハ ム ス ター、 ァ レチ ネ

ズ ミ、 ネ コ、 ゥサ ギ、 ィ ヌ、 ャ ギ、 ヒッ ジ、 ゥシ、 ゥマ、 ラ クダ、 お よび非

ヒ 卜霊 長類 か ら選 択 され る生物 が好適 に挙 げ られ る。 別 の態様 にお いて、 出

発 Fc領 域 は また、 力二 クイザル、 マ 一 モセ ッ 卜、 ァ カゲザル、 チ ンパ ンジー

、 また は ヒ 卜か ら取得 され得 る。 好 ま しくは、 出発 Fc領 域 は、 ヒ 卜IgG1 か ら

取得 され得 るが、 IgG の特 定 のサ ブ クラス に限定 され る もの で もな い。 この こ

とは、 ヒ 卜IgG1 (配 列番 号 ： 1 3 ) 、 IgG2 (配 列番 号 ： 1 4 ) 、 IgG3 (配 列

番 号 ： 1 5 ) 、 また は IgG4 (配 列番 号 ： 1 6 ) で表 され る Fc領 域 を出発 Fc領

域 と して適 宜 用 い る こ とが で きる こ とを意 味 す る。 同様 に、 本 明細書 にお い

て、 前 記 の任 意 の生物 か らの IgG の任 意 の クラス また は サ ブ ク ラスの Fc領 域 を

、 好 ま しくは 出発 Fc領 域 と して用 い る こ とが で きる こ とを意 味 す る。 天然 に

存 在 す る IgG のバ リア ン 卜また は操 作 され た型 の例 は、 公知 の文献 （Cur r . Op

i n . B i otechno L. (2009) 2 0 (6), 685-91 、 Cur r . Op i n . Immuno l . (2008) 2 0

(4), 460-470 、 Prote i n Eng. Des. Se L. (201 0 ) 23 (4), 195-202 、 国際 公

開WO2009/086320 、 WO2008/0921 17、 WO2007/041 635 、 お よびWO2006/1 05338)

に記載 され るが それ らに限定 され な い。

改 変 の例 と して は一以 上 の変異 、 例 え ば、 出発 Fc領 域 の ア ミ ノ酸 とは異 な

る ア ミ ノ酸 残 基 に置換 され た変異 、 あ るい は 出発 Fc領 域 の ア ミ ノ酸 に対 して

—以 上 の ア ミ ノ酸 残 基 の揷 入 また は 出発 Fc領 域 の ア ミ ノ酸 か ら一以 上 の ア ミ

ノ酸 の欠 失等 が含 まれ る。 好 ま しくは、 改 変後 の Fc領 域 の ア ミ ノ酸 配 列 には

、 天然 に生 じな い Fc領 域 の 少 な くとも部 分 を含 む ア ミ ノ酸 配 列 を含 む。 その

よ うな変種 は必 然 的 に出発 Fc領 域 と 100% 未 満 の配 列 同一性 また は類 似 性 を有

す る。 好 ま しい実施 形 態 にお いて、 変種 は 出発 Fc領 域 の ア ミ ノ酸 配 列 と約 7 5

%~1 00% 未 満 の ア ミ ノ酸 配 列 同一性 また は類 似 性 、 よ り好 ま しくは約 80%~

100% 未 満、 よ り好 ま しくは約 85%~1 00% 未 満 の、 よ り好 ま しくは約 90%~1

00% 未 満、 最 も好 ま しくは約 95%~1 00% 未 満 の 同一性 また は類 似 性 の ア ミ ノ

酸 配 列 を有 す る。 本 発 明 の非 限定 な一態様 にお いて、 出発 Fc領 域 お よび本 発

明 の改 変 され た Fc領 域 の 間 には少 な くとも 1 つ の ア ミ ノ酸 の差 が あ る。 出発 F



c領域 と改変 Fc領域のアミノ酸の違いは、特 に前述の印ナンバ リングで表 され

るアミノ酸残基の位置の特定されたアミノ酸の違いによっても好適に特定可

能である。

[0234] Fc領域のアミノ酸の改変のためには、部位特異的変異誘発法 （Kunke Lら （P

r oc. Nat し Acad. Sc i . USA ( 1985) 82, 488-492) ) やOve r La p e x t ens i o n P

CR等の公知の方法が適宜採用され得 る。 また、天然のアミノ酸以外のァミノ

酸 に置換するアミノ酸の改変方法 と して、複数の公知の方法も採用され得 る

(Annu. Rev. B i ophys. B i omo L. S t r uc t . (2006) 35, 225-249 、 P r oc. Nat し

Acad. Sc i . U. S. A . (2003) 10 0 ( 1 1) , 6353-6357) 。例えば、終止コ ドンの

1 つであるUAGコ ドン （アンバーコ ドン）の相補的アンバーサブレッサ一 t RNA

に非天然アミノ酸が結合された t RNAが含 まれる無細胞翻訳系シ ステ ム （C Love

r D i r e c t ( P r o t e i n Exp r ess) ) 等も好適に用い られる。

[0235] 本発明の抗原結合分子に含 まれるpH酸性域 におけるヒ 卜FcRn に対する結合

活性 を有するFc領域はいかなる方法によっても取得 され得 るが、具体的には

、出発 Fc領域 と して用い られるヒ 卜IgG 型免疫 グロプ リンのアミノ酸の改変に

よって pH酸性域 におけるヒ 卜FcRn に対する結合活性がKD 2 0 Μまたはそれよ

り強いFc領域、 より好ま しい態様 においては、 pH酸性域 におけるヒ 卜FcRn に

対する結合活性がKD またはそれより強いFc領域、 さらにより好ま しい

態様 においては、 pH酸性域 におけるヒ 卜FcRn に対する結合活性がKD 0 . 5 Mま

たはそれより強いFc領域、 を含む抗原結合分子がスク リ一ニングされ得 る。

改変のための好ま しい IgG 型免疫 グロプ リンの Fc領域 と しては、例えば、配列

番号 ：1 3 、配列番号 ：1 4 、配列番号 ：1 5 、 または配列番号 ：1 6 でそ

れぞれ表 される IgG 1、 IgG2 、 IgG3 または IgG4 等の ヒ 卜IgG 、およびそれ らの改

変体の Fc領域が挙げられる。

[0236] 抗原結合分子が、 Fc領域 と して ヒ 卜IgG 1の Fc領域 を含んでいる場合、 pH酸

性域の条件下で FcRn に対する結合が、出発 Fc領域 と して用い られるヒ 卜IgG 型

免疫 グロプ リンの アミノ酸の改変によって上記の所望の効果をもた らす改変

が可能なアミノ酸 と して、例えば、国際公開WO2000/042072 に記載 されるよう



に、 EUナ ンバ リン グで表 され る 238 位 、 252 位 、 253 位 、 254 位 、 255 位 、 256 位

、 265 位 、 272 位 、 286 位 、 288 位 、 303 位 、 305 位 、 307 位 、 309 位 、 3 1 1位 、 3 12

位 、 3 17位 、 340 位 、 356 位 、 360 位 、 362 位 、 376 位 、 378 位 、 380 位 、 382 位 、 3 8

6位 、 388 位 、 400 位 、 4 13位 、 4 15位 、 424 位 、 433 位 、 434 位 、 435 位 、 436 位 、 4

3 9位 お よび / また は 447 位 の ア ミ ノ酸 が 好 適 に挙 げ られ る。 同様 に、 そ の よ う

な改 変 が可 能 な ア ミ ノ酸 と して、 例 え ば 国 際 公 開WO2002/06091 9に記 載 され て

い る よ うに、 EUナ ンバ リン グで表 され る 251 位 、 252 位 、 254 位 、 255 位 、 256 位

、 308 位 、 309 位 、 3 1 1位 、 3 12位 、 385 位 、 386 位 、 387 位 、 389 位 、 428 位 、 433

位 、 434 位 お よび / また は 436 位 の ア ミ ノ酸 も好 適 に挙 げ られ る。 さ らに、 そ の

よ うな改 変 が可 能 な ア ミ ノ酸 と して、 国 際 公 開WO2004/09221 9に記 載 され て い

る よ うに、 EUナ ンバ リン グで表 され る 250 位 、 314 位 お よび 428 位 の ア ミ ノ酸 も

挙 げ られ る。 また、 そ の よ うな改 変 が可 能 な ア ミ ノ酸 と して、 例 え ば 国 際 公

開WO201 0/0451 93 に記 載 され て い る よ うに、 EUナ ンバ リン グで表 され る 251 位

、 252 位 、 307 位 、 308 位 、 378 位 、 428 位 、 430 位 、 434 位 お よび / また は 436 位 の

ア ミ ノ酸 も好 適 に挙 げ られ る。 これ らの ア ミ ノ酸 の改 変 に よ って、 IgG 型 免 疫

グ ロ プ リンの Fc領 域 の pH酸 性 域 の条 件 下 に お け る FcRn に対 す る結 合 が増 強 さ

れ る。

出発 Fc領 域 と して 用 い られ る ヒ 卜IgG 型 免 疫 グ ロ プ リンの ア ミ ノ酸 の改 変 に

よ って、 pH中性 域 に お け る ヒ 卜FcRn に対 す る結 合 活 性 を有 す る Fc領 域 も また

取 得 され得 る。 改 変 の た め の 好 ま しい IgG 型 免 疫 グ ロ プ リンの Fc領 域 と して は

、 例 え ば、 配 列 番 号 ： 1 3 、 配 列 番 号 ： 1 4 、 配 列 番 号 ： 1 5 、 また は配 列

番 号 ： 1 6 で それ ぞれ表 され る IgG1 、 IgG2 、 IgG3 また は IgG4 等 の ヒ 卜IgG 、 お

よび それ らの改 変 体 の Fc領 域 が挙 げ られ る。 他 の ア ミ ノ酸 へ の改 変 は、 pH中

性 域 に お け る ヒ 卜FcRn に対 す る結 合 活 性 を有 す る、 も しくは 中性 域 に お け る

ヒ 卜FcRn に対 す る結 合 活 性 を高 め られ るか ぎ り、 い か な る位 置 の ア ミ ノ酸 も

改 変 され得 る。 抗 原 結 合 分 子 が、 ヒ 卜Fc領 域 と して ヒ 卜IgG1 の Fc領 域 を含 ん

で い る場 合 、 pH中性 域 に お け る ヒ 卜FcRn に対 す る結 合 が、 ヒ 卜IgG1 の 出発 Fc

領 域 の結 合 活 性 よ り増 強 す る効 果 を もた らす改 変 が含 まれ て い る こ とが 好 ま



しい。そのような改変が可能なアミノ酸 として、例えば、 EUナンバ リング221

位〜225位、 227位、 228位、 230位、 232位、 233位〜241位、 243位〜252位、 25

4位〜260位、 262位〜272位、 274位、 276位、 278位〜289位、 291位〜3 12位、 3

15位〜320位、 324位、 325位、 327位〜339位、 341位、 343位、 345位、 360位、

362位、 370位、 375位〜378位、 380位、 382位、 385位〜387位、 389位、 396位

、 4 14位、4 16位、423位、424位、426位〜438位、440位および442位の群から

選択される少な くともひとつ以上のアミノ酸が挙げられる。 これ らのァミノ

酸の改変によって、 IgG型免疫グロプリンのFc領域のpH中性域におけるヒ 卜Fc

Rnに対する結合が増強される。

[0238] 本発明に使用するために、 これ らの改変のうち、 pH中性域においてもヒ 卜F

cRnに対する結合を増強する改変が適宜選択される。特に好ましいFc領域改変

体のアミノ酸 として、例えば印ナンバ リングで表される237位、 248位、 250位

、 252位、 254位、 255位、 256位、 257位、 258位、 265位、 286位、 289位、 297

位、 298位、 303位、 305位、 307位、 308位、 309位、 3 11位、 3 12位、 314位、 3 1

5位、 3 17位、 332位、 334位、 360位、 376位、 380位、 382位、 384位、 385位、 3

86位、 387位、 389位、424位、428位、433位、434位および436位のアミノ酸が

挙げられる。 これ らのアミノ酸から選択される少な くとも1つのアミノ酸を他

のアミノ酸に置換することによって、抗原結合分子に含まれるFc領域のpH中

性域におけるヒ 卜FcRnに対する結合活性を増強することができる。

[0239] 特に好ましい改変としては、例えば、 Fc領域の印ナンバ リングで表される

237位のアミノ酸がMet 、

248位のアミノ酸が I Le、

250位のアミノ酸がALa、 Phe、 I Le、Met, GLn、 Ser 、 Vaし Trp 、またはTyr の

いずれか、

252位のアミノ酸がPhe、 Trp 、またはTyr のいずれか、

254位のアミノ酸がThr 、

255位のアミノ酸がGLu、

256位のアミノ酸がAsp、 Asn、 GLu、またはGLnのいずれか、



257位のアミノ酸がA La、GLy、 I Le、 Leu、Me t Asn、Se r、Th r、またはVa Lの

いずれか、

258位のアミノ酸がHi s、

265位のアミノ酸がA La、

286位のアミノ酸がALaまたはGLuのいずれか、

289位のアミノ酸がHi s、

297位のアミノ酸がA La、

303位のアミノ酸がA La、

305位のアミノ酸がA La、

307位のアミノ酸がA La、Asp Phe、GLy、Hi s I Le、 Lys、 Leu、Me t Asn、Pr

o、GLn、Arg, Se r、Vaし T r p、またはTy rのいずれか、

308位のアミノ酸がA La、Phe、 I Le、 Leu、Me t Pr o GLn、またはTh rのいずれ

か、

309位のアミノ酸がA La、Asp GLu、Pr o またはAr gのいずれか、

3 11位のアミノ酸がA La、H s またはI Leのいずれか、

3 12位のアミノ酸がA LaまたはHi sのいずれか、

3 14位のアミノ酸がLys またはAr gのいずれか、

3 15位のアミノ酸がA La、Asp またはHi sのいずれか、

3 17位のアミノ酸がA La、

332位のアミノ酸がVaし

334位のアミノ酸がLeu、

360位のアミノ酸がHi s、

376位のアミノ酸がA La、

380位のアミノ酸がA La、

382位のアミノ酸がA La、

384位のアミノ酸がA La、

385位のアミノ酸がAspまたはHi sのいずれか、

386位のアミノ酸がPr o、



387位のアミノ酸がGLu、

389位のアミノ酸がALaまたはSe rのいずれか、

424位のアミノ酸がA La、

428位のアミノ酉愛がA La、Asp Phe、GLy、Hi s I Le、 Lys 、 Leu、Asn、 Pro, GL

n、Ser 、 Thr 、 Vaし Trp 、またはTyr のいずれか、

433位のアミノ酸がLys 、

434位のアミノ酸がA La、 Phe、Hi s Ser 、 Trp 、またはTyr のいずれか、もしく

は

436位のアミノ酸がHi s 、 I Le、 Leu、 Phe、Thr 、またはVaし

が挙げられる。また、改変されるアミノ酸の数は特に限定されず、一箇所の

みのアミノ酸が改変され得るし、二箇所以上のアミノ酸が改変され得る。こ

れらのアミノ酸の改変の組合せとしては、例えば表 5 — 5 - 3 3 に示す

アミノ酸の改変が挙げられる。



[ 表 5-1 ]

表 5 — 2 は表 5 — の続 きの表である



[ 表 5-2]

表 5 — 3 は表 5 — 2 の続 きの表である



[ 表 5-3]

表 5 _ 4 は表 5 _ 3 の続 きの表である



[ 表 5-4]

表 5 _ 5 は表 5 _ 4 の続 きの表である



[ 表 5-5]

表 5 _ 6 は表 5 _ 5 の続 きの表である



[ 表 5-6]

表 5 _ 7 は表 5 _ 6 の続 きの表である



[ 表 5-7]

表 5 — 8 は表 5 — 7 の続 きの表である



[ 表 5-8]

表 5 _ 9 は表 5 _ 8 の続 きの表である



[ 表 5-9]

表 5 — 1 0 は表 5 _ 9 の続 きの表である



[ 表 5-1 0 ]

表 5 _ 1 1 は表 5 _ 1 0 の続 きの表である



5-1 1]

表 5 _ 2 は表 5 _ の続 きの表である



[ 表 5-1 2 ]

表 5 _ 1 3 は表 5 _ 1 2 の続 きの表である



[ 表 5-1 3 ]

表 5 _ 1 4 は表 5 _ 1 3 の続 きの表である



[表5-14]

表 5 _ 1 5 は表 5 _ 1 4 の続きの表である



[ 表 5-1 5 ]

表 5 — 1 6 は表 5 — 1 5 の続 きの表である



[ 表 5-1 6 ]

表 5 — 1 7 は表 5 — 1 6 の続 きの表である



[ 表 5 - 17 ]

表 5 — 1 8 は表 5 — 1 7 の続 きの表である



[ 表 5-1 8 ]

表 5 — 1 9 は表 5 — 1 8 の続 きの表である



[ 表 5-1 9]

表 5 — 2 0 は表 5 — 1 9 の続 きの表である



[表5-20]

表 5 _ 2 1 は表 5 _ 2 0 の続きの表である



[ 表 5-2 1 ]

表 5 _ 2 2 は表 5 _ の続 きの表である



[表5-22]

表 5 —2 3 は表 5 —2 2 の続きの表である



[表5-23]

表5 _ 2 4 は表5 _ 2 3 の続きの表である



[表5-24]

表 5 —2 5 は表 5 —2 4 の続きの表である



[表5-25]

表 5 _ 2 6 は表 5 _ 2 5 の続きの表である



[表5-26]

表5 _ 2 7 は表5 _ 2 6 の続きの表である



[表5-27]

表 5 —2 8 は表 5 —2 7 の続きの表である



[表5-28]

表5 _ 2 9 は表5 _ 2 8 の続きの表である



5-29]

表5 —3 0 は表5 —2 9 の続きの表である



[表5-30]

表5 _ 3 1は表5 _ 3 0 の続きの表である



[ 表 5-3 1 ]

表 5 _ 3 2 は表 5 _ 3 の続 きの表である



S8 80/ 0 d f /X d 8 ·



[ 表 5-33]

Fc レセ プタ一

Fc ァ レセ プタ一 （Fc ァRとも記載 され る） とは、 IgG1 、 IgG2、 IgG3、 IgG4 モ

ノクロ一ナル抗体 の Fc領域 に結合 し得 る レセ プタ一 をいい、実質的 にFc ァ レ

セ プタ一遺伝 子 にコ一 ドされ るタ ンパ ク質の フ アミ リーのいかな るメ ンバ 一

をも意味す る。 ヒ 卜では、 この フ ァミ リ一 には、 ァイ ソフォーム Fc ァRIa 、 Fc

ァRib お よび Fc ァRIc を含 む Fc ァRI (CD64) ；ァイ ソフォーム Fc ァRlla ( ァ ロ

タイ プH 13 1および R 13 1を含 む。即 ち、 Fc ァRlla (H) お よび Fc ァRlla (R) ) 、 F

c b (Fc ァRIIb-1 お よび Fc ァRIIb-2 を含 む） および Fc ァRIIc を含 む Fc ァRI

I (CD32) ；および ァイ ソフォーム Fc ァRllla ( ァ ロタイ プV 158お よび F 158を

含 む。即 ち、 Fc ァRllla (V) お よび Fc ァRllla (F) ) お よび Fc ァRlllb ( ァ ロタ

ィ プFc ァRIIIb-NA1 お よび Fc ァRIIIb-NA2 を含 む） を含 む Fc ァRIII (CD1 6) 、

並び にいかな る未発見の ヒ 卜Fc ァR類 または Fc ァRアイ ソフォーム またはァ ロ

タイ プも含 まれ るが、 これ らに限定 され るものではない。 Fc ァRは、 ヒ 卜、 マ

ウス、 ラ ッ 卜、 ゥサ ギおよびサル を含 むが、 これ らに限定 され るものではな

し、、 いかな る生物 由来 で もよい。 マ ウス Fc ァR類 には、 Fc ァRI (CD64) 、 Fe y

RII (CD32) 、 Fc I (CD1 6) お よび Fc ァRIII-2 (Fc ァRIV、 CD1 6-2) 、 並

び にいかな る未発見のマ ウス Fc ァR類 または Fc ァRアイ ソフォーム またはァ ロ

タイ プも含 まれ るが、 これ らに限定 されない。 こう した Fc ァ レセ プタ一の好

適 な例 と しては ヒ 卜Fc ァRI (CD64) 、 Fc a (CD32) 、 Fc ァRllb (CD32)

、 Fc ァRllla (CD1 6) 及び / 又 は Fc ァRlllb (CD1 6) が挙 げ られ る。 ヒ 卜Fc ァR



I の ポ リヌク レオチ ド配列及び ア ミノ酸配列 はそれ ぞれ配列番号 ：1 9 (NM_0

00566. 3 ) 及 び 2 0 (NP_000557. 1) に、 ヒ 卜Fc ァRlla ( ァ ロタイ プH 13 1) の

ポ リヌク レオチ ド配列及び ア ミノ酸配列 はそれ ぞれ配列番号 ：2 (BC02082

3 . 1) 及 び 2 2 (AAH20823. 1) に （ァ ロタイ プR 13 1は配列番号 ：2 2 の 166番

目の ア ミノ酸 がArg に置換 されている配列であ る）、 Fc ァRllb の ポ リヌク レオ

チ ド配列及び ア ミノ酸配列 はそれ ぞれ配列番号 ：2 3 (BC1 46678. 1) 及 び 2

4 (AAI46679. 1) に、 Fc ァRllla の ポ リヌク レオチ ド配列及び ア ミノ酸配列 は

それ ぞれ配列番号 ：2 5 (BC033678. 1) 及 び 2 6 (AAH33678. 1) に、 及び Fc

ァRlllb の ポ リヌク レオチ ド配列及び ア ミノ酸配列 は、 それ ぞれ配列番号 ：2

7 (BC1 28562. 1) 及 び 2 8 (AAI28563. 1) に記載 されている （カ ツコ内はRef

Seq登録番号 を示 す）。例 えばァ ロタイ プV 158が用 い られ る場合 にFc ァRlllaV

と表 記 されているよ うに、特記 されないか ぎ り、 ァ ロタイ プ F 158が用 い られ

ているが、本願 で記載 され るアイ ソフ ォー ム Fc ァRllla の ァ ロタイ プが特 に限

定 して解釈 され るものではない。

[0274] Fc ァRIa 、 Fc ァRib お よび Fc ァRIc を含 む Fc ァRI (CD64) な らび にア イ ソ フ 才

—厶Fc ァRllla ( ァ ロタイ プV 158お よび F 158を含 む） および Fc ァRlllb ( ァ ロ

タイ プFc ァRIIIb-NA1 お よび Fc ァRIIIb-NA2 を含 む） を含 むFc ァRIII (CD1 6)

は、 IgG の Fc部 分 と結合 す る 鎖 と細胞 内に活性化 シ グナル を伝達 す る ΙΤΑΜ を

有 す る共通 ァ鎖 が会合 す る。 一方、 ァイ ソフ ォー ム Fc ァRlla ( ァ ロタイ プH 13

1お よび R 13 1を含 む） および Fc ァRIIc を含 む Fc ァRII (CD32) の 自身の細胞 質

ドメイ ンには ITAMが含 まれている。 これ らの レセ プタ一は、 マ クロフ ァージ

やマス ト細胞、抗原提示細胞等 の多 くの免疫細胞 に発現 している。 これ らの

レセ プタ一が IgG の Fc部 分 に結合 す る ことによ つて伝達 され る活性化 シ グナル

によ って、 マ クロフ ァージの貪食能や炎症性 サ イ ト力イ ンの産 生、 マス ト細

胞 の脱顆粒、抗原提示細胞 の機 能亢進 が促進 され る。上記 の よ うに活性化 シ

グナル を伝達 す る能力 を有 す るFc ァ レセ プタ一は、本発 明 において も活性型 F

c レセ プター と呼 ばれ る。

[0275] —方、 Fc ァRllb (Fc ァRIIb-1 お よび Fc ァRIIb-2 を含 む）の 自身の細胞 質 内



ドメ イ ン に は 抑 制 型 シ グ ナ ル を伝 達 す る ITIM が 含 ま れ て い る。 B細 胞 で は Fc ァ

Rllb と B細 胞 レセ プ タ 一 （BCR) と の 架 橋 に よ っ て BCRか らの 活 性 化 シ グ ナ ル が

抑 制 さ れ る結 果 BCRの 抗 体 産 生 が 抑 制 さ れ る。 マ ク ロ フ ァー ジ で は 、 Fc ァRIII

と Fc ァRllb と の 架 橋 に よ っ て 貪 食 能 や 炎 症 性 サ イ 卜力 イ ン の 産 生 能 が 抑 制 さ

れ る。 上 記 の よ う に抑 制 化 シ グ ナ ル を伝 達 す る 能 力 を有 す る Fc ァ レセ プ タ 一

は 、 本 発 明 に お い て も抑 制 型 Fc ァ レセ プ タ ー と呼 ば れ る。

[0276] Fc Rに 対 す る Fc領 域 の 結 合 活 性

前 述 さ れ る よ う に、 本 発 明 の 抗 原 結 合 分 子 に 含 ま れ る Fc領 域 と して 、 Fc ァ

レセ プ タ 一 に 対 す る結 合 活 性 を有 す る Fc領 域 が 挙 げ られ る。 そ の よ う な Fc領

域 の 非 限 定 な 一 態 様 と して 、 ヒ 卜IgG1 ( 配 列 番 号 ： 1 3 ) 、 IgG2 ( 配 列 番 号

: 1 4 ) 、 IgG3 ( 配 列 番 号 ： 1 5 ) 、 ま た は IgG4 ( 配 列 番 号 ： 1 6 ) で 表 さ

れ る Fc領 域 が 例 示 さ れ る。 Fc ァ レセ プ タ 一 が 、 IgG1 、 IgG2 、 IgG3 、 IgG4 モ ノ

ク ロ 一 ナ ル 抗 体 の Fc領 域 に結 合 活 性 を有 す る か 否 か は 、 上 記 に 記 載 さ れ る FAC

Sや ELISA フ 才 一 マ ツ 卜の ほ か 、 ALPHA ス ク リ ー ン （Amp U f i ed Lum i nescent P r

ox i mi t y Homogeneous Assay) や 表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 （SPR) 現 象 を 利 用 した B

IAC0RE 法 等 に よ っ て 確 認 さ れ 得 る (Proc. Nat L. Acad. Sc i . USA (2006) 103 ( 11

) , 4005-401 0 ) 。

[0277] ALPHA ス ク リー ン は 、 ドナ 一 と ァ ク セ プ タ 一 の 2つ の ビー ズ を使 用 す るALPHA

テ ク ノ ロ ジ 一 に よ っ て 下 記 の 原 理 に 基 づ い て 実 施 さ れ る。 ドナ 一 ビー ズ に結

合 した 分 子 が 、 ァ ク セ プ タ 一 ビー ズ に結 合 した 分 子 と生 物 学 的 に相 互 作 用 し

、 2つ の ビー ズ が 近 接 した 状 態 の 時 に の み 、 発 光 シ グ ナ ル を検 出 さ れ る。 レ一

ザ 一 に よ っ て 励 起 さ れ た ドナ 一 ビー ズ 内 の フ 才 卜セ ン シ タ イ ザ 一 は 、 周 辺 の

酸 素 を励 起 状 態 の 一 重 項 酸 素 に 変 換 す る。 一 重 項 酸 素 は ドナ ー ビー ズ 周 辺 に

拡 散 し、 近 接 して い る ァ ク セ プ タ 一 ビー ズ に 到 達 す る と ビー ズ 内 の 化 学 発 光

反 応 を 引 き起 こ し、 最 終 的 に 光 が 放 出 さ れ る。 ドナ 一 ビー ズ に結 合 した 分 子

と ァ ク セ プ タ 一 ビー ズ に結 合 した 分 子 が 相 互 作 用 しな い と き は 、 ドナ 一 ビ一

ズ の 産 生 す る 一 重 項 酸 素 が ァ ク セ プ タ 一 ビー ズ に 到 達 しな い た め 、 化 学 発 光

反 応 は 起 き な い 。



[0278] 例 え ば 、 ドナ 一 ビー ズ に ビ才 チ ン標 識 さ れ た Fc領 域 を 含 む 抗 原 結 合 分 子 が

結 合 さ れ 、 ァ ク セ プ タ 一 ビー ズ に は ダル タ チ オ ン S トラ ン ス フ ェ ラ 一 ゼ （GST

) で タ グ化 さ れ た Fc ァ レセ プ タ ー が 結 合 さ れ る。 競 合 す る Fc領 域 改 変 体 を 含

む 抗 原 結 合 分 子 の 非 存 在 下 で は 、 野 生 型 Fc領 域 を有 す る ポ リべ プ チ ド会 合 体

と Fc ァ レセ プ タ 一 は 相 互 作 用 し520-620 nmの シ グ ナ ル を 生 ず る。 タ グ化 さ れ

て い な い Fc領 域 改 変 体 を 含 む 抗 原 結 合 分 子 は 、 天 然 型 Fc領 域 を有 す る 抗 原 結

合 分 子 と Fc ァ レセ プ タ ー 間 の 相 互 作 用 と競 合 す る。 競 合 の 結 果 表 れ る 蛍 光 の

減 少 を 定 量 す る こ と に よ っ て 相 対 的 な 結 合 親 和 性 が 決 定 さ れ 得 る。 抗 体 等 の

抗 原 結 合 分 子 を Su Lfo-NHS- ビ才 チ ン等 を 用 い て ビ才 チ ン化 す る こ と は 公 知 で

あ る。 Fc ァ レセ プ タ 一 を GST で タ グ化 す る 方 法 と して は 、 Fc ァ レセ プ タ 一 を コ

- ドす る ポ リ ヌ ク レオ チ ドと GST を コ 一 ドす る ポ リ ヌ ク レオ チ ドを イ ン フ レ一

厶 で 融 合 した 融 合 遺 伝 子 が 作 動 可 能 に 連 結 さ れ た ベ ク タ ー に保 持 した 細 胞 等

に お い て 発 現 し、 ダル タ チ オ ン カ ラ ム を 用 い て 精 製 す る 方 法 等 が 適 宜 採 用 さ

れ 得 る。 得 られ た シ グ ナ ル は 例 え ば GRAPHPAD PRISM (GraphPad 社 、 San D i ego

) 等 の ソ フ トウ ェ ア を 用 い て 非 線 形 回 帰 解 析 を 利 用 す る 一 部 位 競 合 （one-s i t

e compet i t i on) モ デ ル に 適 合 さ せ る こ と に よ り好 適 に解 析 さ れ る。

[0279] 相 互 作 用 を観 察 す る物 質 の 一 方 （リガ ン ド） を セ ンサ 一 チ ッ プ の 金 薄 膜 上

に 固 定 し、 セ ンサ 一 チ ッ プ の 裏 側 か ら金 薄 膜 と ガ ラ ス の 境 界 面 で 全 反 射 す る

よ う に 光 を 当 て る と、 反 射 光 の 一 部 に 反 射 強 度 が 低 下 した 部 分 （SPRシ グ ナ ル

) が 形 成 さ れ る。 相 互 作 用 を観 察 す る物 質 の 他 方 （ア ナ ラ イ 卜） を セ ンサ 一

チ ッ プ の 表 面 に 流 し リガ ン ドと ア ナ ラ イ 卜が 結 合 す る と、 固 定 化 さ れ て い る

リガ ン ド分 子 の 質 量 が 増 加 し、 セ ンサ 一 チ ッ プ表 面 の 溶 媒 の 屈 折 率 が 変 化 す

る。 こ の 屈 折 率 の 変 化 に よ り、 SPR シ グ ナ ル の 位 置 が シ フ トす る （逆 に結 合 が

解 離 す る と シ グ ナ ル の 位 置 は 戻 る ） 。 B i acore シ ス テ ム は 上 記 の シ フ トす る 量

、 す な わ ち セ ンサ 一 チ ッ プ表 面 で の 質 量 変 化 を縦 軸 に と り、 質 量 の 時 間 変 化

を 測 定 デ ー タ と して 表 示 す る （セ ンサ 一 グ ラ ム ） 。 セ ンサ 一 グ ラ ム の カ ー プ

か ら カ イ ネ テ イ ク ス ：結 合 速 度 定 数 （ka) と解 離 速 度 定 数 (kd) が 、 当 該 定 数

の 比 か ら ァ フ ィ二 テ ィ一 （KD) が 求 め られ る。 BIACORE 法 で は 阻 害 測 定 法 も 好



適 に用 い られ る。 阻害 測 定法 の例 はPro に Nat しAcad. Sc i . USA (2006) 103 ( 11

) , 4005-401 0に お いて記載 され て い る。

[0280] 本 発 明 が含 む Fc領 域 と して、 ヒ 卜IgG1 (配 列番 号 ：1 3 ) 、 IgG2 (配 列番

号 ：1 4 ) 、 IgG3 (配 列番 号 ：1 5 ) 、 また は IgG4 (配 列番 号 ：1 6 ) で表

され るFc領 域 の ほか に、 天然 型 ヒ 卜IgG の Fc領 域 の Fc ァ レセ プタ一 に対 す る結

合 活性 よ りもFc ァ レセ プター に対 す る結 合 活性 が高 い Fc ァR結 合 改 変 Fc領 域 も

適 宜使 用 され得 る。 本 明細書 にお いて、 「天然 型 ヒ 卜IgG の Fc領 域 」 とは、 配

列番 号 ：1 3 、 1 4 、 1 5 、 また は 1 6 で例 示 され る ヒ 卜IgG1 、 IgG2 、 IgG3

また は IgG4 の Fc領 域 の印 ナ ンバ リング297 位 に結 合 した糖 鎖 が フ コー ス含有 糖

鎖 で あ るFc領 域 を意 味 す る。 その よ うな Fc ァR結 合 改 変 Fc領 域 は、 天然 型 ヒ 卜

IgG の Fc領 域 の ア ミ ノ酸 を改 変 す る こ とに よ って作製 され得 る。 Fc ァR結 合 改

変 Fc領 域 の Fc ァRに対 す る結 合 活性 が、 天然 型 ヒ 卜IgG の Fc領 域 の Fc ァRに対 す

る結 合 活性 よ り高 いか否 か は、 前 記 の結 合 活性 の項 で記載 され た方 法 を用 い

て適 宜 実施 され得 る。

[0281 ] 本 発 明 にお いて、 Fc領 域 の 「ア ミ ノ酸 の改 変 」 また は 「ア ミ ノ酸 改 変 」 と

は、 出発 Fc領 域 の ア ミ ノ酸 配 列 とは異 な る ア ミ ノ酸 配 列 に改 変 す る こ とを含

む。 出発 Fc領 域 の修 飾 改 変 体 が pH中性 域 にお いて ヒ 卜Fc ァ レセ プター に結 合

す る こ とが で きる限 り、 いずれ の Fc領 域 も出発 Fc領 域 と して使 用 され得 る。

また、 既 に改 変 が加 え られ た Fc領 域 を出発 Fc領 域 と して さ らな る改 変 が加 え

られ た Fc領 域 も本 発 明 の Fc領 域 と して好適 に使 用 され得 る。 出発 Fc領 域 とは

、 ポ リペ プチ ドその もの、 出発 Fc領 域 を含 む組成 物 、 また は 出発 Fc領 域 を コ

— ドす る ア ミ ノ酸 配 列 を意 味 し得 る。 出発 Fc領 域 には、 抗 体 の項 で概 説 され

た組換 え に よ って産 生 され た公知 の Fc領 域 が含 まれ得 る。 出発 Fc領 域 の起源

は、 限定 され な いが非 ヒ 卜動物 の任 意 の生物 また は ヒ 卜か ら取得 され得 る。

好 ま しくは、 任 意 の生物 と して は、 マ ウス、 ラ ッ 卜、 モル モ ッ ト、 ハ ム ス タ

― 、 ァ レチ ネ ズ ミ、 ネ コ、 ゥサ ギ、 ィ ヌ、 ャ ギ、 ヒッ ジ、 ゥシ、 ゥマ、 ラ ク

ダ、 お よび非 ヒ 卜霊 長類 か ら選 択 され る生物 が好適 に挙 げ られ る。 別 の態様

にお いて、 出発 Fc領 域 は また、 力二 クイザル、 マ 一 モセ ッ ト、 ァ カゲザル、



チ ンパ ンジー、 また は ヒ 卜か ら取得 され得 る。 好 ま しくは、 出発 Fc領 域 は、

ヒ 卜IgG1 か ら取得 され得 るが、 IgG の特 定 の クラス に限定 され るもので もな い

。 この ことは、 ヒ 卜IgG1 、 IgG2 、 IgG3 、 また は IgG4 の Fc領 域 を出発 Fc領 域 と

して適宜 用 い る ことがで きる ことを意 味 す る。 同様 に、 本 明細書 において、

前 記 の任意 の生物 か らの IgG の任意 の クラス また は サ ブ ク ラスの Fc領 域 を、 好

ま しくは出発 Fc領 域 と して用 い る ことがで きる ことを意 味 す る。 天然 に存在

す る IgG のバ リア ン 卜また は操 作 され た型 の例 は、 公知 の文献 （Cur r . Op i n .

B i otechno L. (2009) 2 0 (6), 685-91 、 Cur r . Op i n . Immuno l . (2008) 2 0 (4)

, 460-470 、 Prote i n Eng. Des. Se L. (201 0 ) 23 (4), 195-202 、 国際公 開W02

009/086320 、 WO2008/0921 17、 WO2007/041 635 、 お よびWO2006/1 05338) に記載

され るが それ らに限定 され な い。

[0282] 改変 の例 と して は一以上 の変異、例 えば、 出発 Fc領 域 の ア ミノ酸 とは異 な

るア ミノ酸 残基 に置換 され た変異、 あ るいは出発 Fc領 域 の ア ミノ酸 に対 して

—以上 の ア ミノ酸 残基 の揷 入 また は出発 Fc領 域 の ア ミノ酸 か ら一以上 の ア ミ

ノ酸 の欠失等 が含 まれ る。 好 ま しくは、 改変後 の Fc領 域 の ア ミノ酸 配 列 には

、 天然 に生 じな い Fc領 域 の少な くとも部 分 を含 む ア ミノ酸 配 列 を含 む。 その

よ うな変種 は必然 的 に出発 Fc領 域 と 100% 未満 の配 列 同一性 また は類似性 を有

す る。 好 ま しい実施形 態 において、 変種 は出発 Fc領 域 の ア ミノ酸 配 列 と約 7 5

%~1 00% 未満 の ア ミノ酸 配 列 同一性 また は類似性、 よ り好 ま しくは約 80%~

100% 未満、 よ り好 ま しくは約 85%~1 00% 未満 の、 よ り好 ま しくは約 90%~1

00% 未満、 最 も好 ま しくは約 95%~1 00% 未満 の同一性 また は類似性 の ア ミノ

酸 配 列 を有 す る。 本発 明の非 限定 の一態様 において、 出発 Fc領 域 お よび本発

明の Fc ァR結 合改変 Fc領 域 の間 には少な くとも 1 つの ア ミノ酸 の差 があ る。 出

発 Fc領 域 と本発 明の Fc ァR結 合改変 Fc領 域 の ア ミノ酸 の違 いは、特 に前 述 の印

ナ ンバ リングで特 定 され るア ミノ酸 残基 の位 置 の特 定 され た ア ミノ酸 の違 い

によ って も好適 に特 定可能 であ る。

[0283] Fc領 域 の ア ミノ酸 の改変 のため には、部位特異 的変異 誘発法 （Kunke Lら （P

roc. Nat し Acad. Sc i . USA ( 1985) 82, 488-492) ) や Over Lap extens i o n P



CR等 の公知 の方法 が適宜採用 され得 る。 また、 天然 の ア ミノ酸以外 の ァ ミノ

酸 に置換 す るア ミノ酸 の改変方法 と して、複数 の公知 の方法 も採用 され得 る

(Annu. Rev. B i ophys. B i omo L. St ruct. (2006) 35, 225-249 、 Proc. Nat し

Acad. Sc i . U. S. A. (2003) 100 ( 11) , 6353-6357) 。例 えば、終 止 コ ドンの

1 つであ るUAGコ ドン （ア ンバ ー コ ドン）の相補 的 ア ンバ ーサ ブ レッサ一 tRNA

に非 天然 ア ミノ酸 が結合 された tRNA が含 まれ る無細胞翻 訳系 シ ス テ ム （C Love

r D i rect (Prote i n Express) ) 等 も好適 に用 い られ る。

[0284] 本発 明の抗原結合分子 に含 まれ る、 天然型 ヒ 卜IgG の Fc領域 の Fc ァ レセ プタ

— に対 す る結合活性 よ りも Fc ァ レセ プタ一 に対 す る結合活性 が高 い Fc ァR結合

改変 Fc領域 （Fc ァR結合改変 Fc領域 ） はいかな る方法 によ って も取得 され得 る

が、具体 的 には、 出発 Fc領域 と して用 い られ る ヒ 卜IgG 型免疫 グロプ リンの ァ

ミノ酸 の改変 によ って当該 Fc ァR結合改変 Fc領域 が取得 され得 る。改変 のため

の好 ま しい IgG 型免疫 グロプ リンの Fc領域 と しては、例 えば、配列番号 ：1 3

、 1 4 、 1 5 、 または 1 6 で例示 され る ヒ 卜IgG (IgG1 、 IgG2 、 IgG3 、 または

IgG4 、 および それ らの改変体）の Fc領域 が挙 げ られ る。

[0285] 他 の ア ミノ酸へ の改変 は、 天然型 ヒ 卜IgG の Fc領域 の Fc ァ レセ プタ一 に対 す

る結合活性 よ りも Fc ァ レセ プタ一 に対 す る結合活性 が高 いか ぎ り、 いかな る

位置 の ア ミノ酸 も改変 され得 る。抗原結合分子が、 ヒ 卜Fc領域 と して ヒ 卜IgG

1の Fc領域 を含 んでいる場合、 EUナ ンバ リング297 位 に結合 した糖鎖 が フコ一

ス含有糖鎖 であ る天然型 ヒ 卜IgG の Fc領域 の Fc ァ レセ プタ一 に対 す る結合活性

よ りも Fc ァ レセ プタ一 に対 す る結合活性 が高 い効果 をもた らす改変 が含 まれ

ている ことが好 ま しい。 こう した ァ ミノ酸 の改変 と しては、例 えば国際公開W

02007/024249 、 WO2007/021 841 、 WO2006/031 370 、 WO2000/042072 、 WO2004/029

207 、 WO2004/099249 、 WO2006/1 05338 、 WO2007/041 635 、 WO2008/0921 17、 WO20

05/070963 、 WO2006/020 114、 WO2006/ 116260 およびWO2006/023403 な どにおい

て報 告 されている。

[0286] その よ うな改変 が可能 な ア ミノ酸 と して、例 えば、 EUナ ンバ リングで表 さ

れ る221 位、 222 位、 223 位、 224 位、 225 位、 227 位、 228 位、 230 位、 231 位、 23



2位、233位、234位、235位、236位、237位、238位、239位、240位、241位、2

43位、244位、245位、246位、247位、249位、250位、251位、254位、255位、

256位、258位、260位、262位、263位、264位、265位、266位、267位、268位

、269位、270位、271位、272位、273位、274位、275位、276位、278位、279

位、280位、281位、282位、283位、284位、285位、286位、288位、290位、29

1位、292位、293位、294位、295位、296位、297位、298位、299位、300位、3

01位、302位、303位、304位、305位、311位、313位、315位、317位、318位、

320位、322位、323位、324位、325位、326位、327位、328位、329位、330位

、331位、332位、333位、334位、335位、336位、337位、339位、376位、377

位、378位、379位、380位、382位、385位、392位、396位、421位、427位、42

8位、429位、434位、436位および440位の群から選択される少なくともひとつ

以上のアミノ酸が挙げられる。これらのアミノ酸の改変によって、天然型ヒ

卜IgGのFc領域のFcァレセプタ一に対する結合活性よりもFcァレセプターに対

する結合活性が高いFc領域 （Fc ァR結合改変Fc領域）を取得することができる

本発明に使用するために、特に好ましい改変としては、例えば、Fc領域のE

Uナンバリングで表される ；

221位のアミノ酸がLys またはTy rのいずれか、

222位のアミノ酸がPhe、Tr p、GLuまたはTy rのいずれか、

223位のアミノ酸がPhe、Tr p、GLuまたはLysのいずれか、

224位のアミノ酸がPhe、Tr p、GLuまたはTy rのいずれか、

225位のアミノ酸がGLu、Lys またはTr pのいずれか、

227位のアミノ酸がGLu、GLy、Lys またはTy rのいずれか、

228位のアミノ酸がGLu、GLy、Lys またはTy rのいずれか、

230位のアミノ酸がALa、GLu GLyまたはTy rのいずれか、

231位のアミノ酸がGLu、GLy Lys, Pr oまたはTy rのいずれか、

232位のアミノ酸がGLu、GLy Lys またはTy rのいずれか、

233位のアミノ酸がALa、Asp Phe、GLy、Hi s I Le、Lys、Leu、Me t Asn、GL



n、Ar g、Se r、Th r、Va L T r pまたはTy rのいずれか、

234位のアミノ酸がALa、Asp GLu、Phe、GLy、Hi s I Le、 Lys、Me t Asn、Pr

o、GLn、Ar g、Se r、Th r Vaし Tr pまたはTy rのいずれか、

235位のアミノ酸がALa、Asp GLu、Phe、GLy、Hi s I Le、 Lys、Me t Asn、Pr

o、GLn、Ar g、Se r、Th r Vaし Tr pまたはTy rのいずれか、

236位のアミノ酸がALa、Asp、GLu、Phe、Hi s、 I Le、 Lys、 Leu、Me t、Asn、Pr

o、GLn、Ar g、Se r、Th r Vaし Tr pまたはTy rのいずれか、

237位のアミノ酸がAsp、GLu、Phe、Hi s I Le、 Lys、 Leu、Me t Asn、Pr o GL

n、Ar g、Se r、Th r、Va L T r pまたはTy rのいずれか、

238位のアミノ酸がAsp、GLu、Phe、GLy、Hi s I Le、 Lys、 Leu、Me t Asn、GL

n、Ar g、Se r、Th r、Va L T r pまたはTy rのいずれか、

239位のアミノ酸がAsp、GLu、Phe、GLy、Hi s I Le、 Lys、 Leu、Me t Asn、Pr

o、GLn、Ar g、Th r、Va L T r pまたはTy rのいずれか、

240位のアミノ酸がALa、 I Le、Me t またはTh rのいずれか、

241位のアミノ酸がAsp、GLu、 Leu、Ar g、Tr pまたはTy rのいずれか、

243位のアミノ酸がLeu、GLu、 Leu、GLn、Ar g、Tr pまたはTy rのいずれか、

244位のアミノ酸がHi s、

245位のアミノ酸がALa、

246位のアミノ酸がAsp、GLu、Hi sまたはTy rのいずれか、

247位のアミノ酸がALa、Phe、GLy、Hi s I Le、 Leu、Me t Th r、Va LまたはTy r

のいずれか、

249位のアミノ酸がGLu、Hi s GLnまたはTy rのいずれか、

250位のアミノ酸がGLuまたはGLnのいずれか、

251位のアミノ酸がPhe、

254位のアミノ酸がPhe、Me t またはTy rのいずれか、

255位のアミノ酸がGLu、 LeuまたはTy rのいずれか、

256位のアミノ酸がALa、Me t またはPr oのいずれか、

258位のアミノ酸がAsp、GLu、Hi s Se rまたはTy rのいずれか、



260位のアミノ酸がAsp、GLu、Hi sまたはTyr のいずれか、

262位のアミノ酸がA La、GLu、 Phe、 I LeまたはThr のいずれか、

263位のアミノ酸がA La、 I Le Met またはThr のいずれか、

264位のアミノ酸がAsp、GLu、 Phe、GLy、Hi s I Le、 Lys、 Leu、Met, Asn、 Pr

o、GLn、Arg 、 Ser 、 Thr 、 Trp またはTyr のいずれか、

265位のアミノ酸がA La、 Leu、 Phe、GLy、Hi s I Le、 Lys、 Leu、Met, Asn、 Pr

o、GLn、Arg 、 Ser 、 Thr 、 Vaし Trp またはTyr のいずれか、

266位のアミノ酸がA La、 I Le Met またはThr のいずれか、

267位のアミノ酸がAsp、GLu、 Phe、Hi s I Le、 Lys、 Leu、Met, Asn、 Pro, GL

n、Arg 、 Thr 、 Vaし Trp またはTyr のいずれか、

268位のアミノ酸がAsp、GLu、 Phe、GLy、 I Le、 Lys、 Leu、Met, Pro, GLn、Ar

g、 Thr 、 Va LまたはTrp のいずれか、

269位のアミノ酸がPhe、GLy、Hi s I Le、 Lys、 Leu、Met, Asn、 Pro, Arg 、 Se

r、 Thr 、 Vaし Trp またはTyr のいずれか、

270位のアミノ酸がGLu、 Phe、GLy、Hi s I Le、 Leu、Met, Pro, GLn、Arg 、 Se

r、 Thr 、 Trp またはTyr のいずれか、

271位のアミノ酸がALa、Asp GLu、 Phe、GLy、Hi s I Le、 Lys、 Leu、Met, As

n、GLn、Arg 、 Ser 、 Thr 、 Vaし Trp またはTyr のいずれか、

272位のアミノ酸がAsp、 Phe、GLy、Hi s I Le、 Lys、 Leu、Met, Pro, Arg 、 Se

r、 Thr 、 Vaし Trp またはTyr のいずれか、

273位のアミノ酸がPheまたは I Leのいずれか、

274位のアミノ酸がAsp、GLu、 Phe、GLy、Hi s I Le、 Leu、Met, Asn、 Pro, Ar

g、 Ser 、 Thr 、 Vaし Trp またはTyr のいずれか、

275位のアミノ酸がLeuまたはTrp のいずれか、

276位のアミノ酸が、Asp、GLu、 Phe、GLy、Hi s I Le、 Leu、Met, Pro, Arg 、

Ser 、 Thr 、 Vaし Trp またはTyr のいずれか、

278位のアミノ酸がAsp、GLu、GLy、Hi s I Le、 Lys、 Leu、Met, Asn、 Pro, GL

n、Arg 、 Ser 、 Thr 、 Va LまたはTrp のいずれか、



279位のアミノ酸がALa、

280位のア ミノ酸がALa、GLy、Hi s、 Lys、 Leu、Pr o、GLn、Tr pまたはTy r の し、

ずれか、

28 1位のアミノ酸がAsp、 Lys、Pr oまたはTy rのいずれか、

282位のアミノ酸がGLu、GLy、 Lys、Pr oまたはTy rのいずれか、

283位のアミノ酸がALa、GLy、Hi s、 I Le、 Lys、 Leu、Me t、Pr o、Ar gまたはTy r

のいずれか、

284位のアミノ酸がAsp、 Leu、Asn、Th rまたはTy rのいずれか、

285位のアミノ酸がAsp、 U、 Lys、GLn、Tr pまたはTy rのいずれか、

286位のアミノ酸がGLu、GLy、Pr oまたはTy rのいずれか、

288位のアミノ酸がAsn、Asp GLuまたはTy rのいずれか、

290位のアミノ酸がAsp、GLy、Hi s、 Leu、Asn、Se r、Th r、Tr pまたはTy r の し、

ずれか、

291位のアミノ酸がAsp、GLu、GLy、Hi s I Le、GLnまたはTh rのいずれか、

292位のアミノ酸がALa、Asp GLu、Pr o Th rまたはTy rのいずれか、

293位のアミノ酸がPhe、GLy、Hi s、 I Le、 Leu、Me t、Asn、Pr o、Ar g、Se r、Th

r、Vaし Tr pまたはTy rのいずれか、

294位のアミノ酸がPhe、GLy、Hi s I Le、 Lys、 Leu、Me t Asn、Pr o Ar g、Se

r、Th r、Vaし Tr pまたはTy rのいずれか、

295位のアミノ酸がAsp、GLu、Phe、GLy、Hi s I Le、 Lys、Me t Asn、Pr o Ar

g、Se r、Th r、Vaし Tr pまたはTy rのいずれか、

296位のアミノ酸がALa、Asp GLu、GLy、Hi s I Le、 Lys、 Leu、Me t Asn、GL

n、Ar g、Se r、Th rまたはVa Lのいずれか、

297位のアミノ酸がAsp、GLu、Phe、GLy、Hi s I Le、 Lys、 Leu、Me t Pr o GL

n、Ar g、Se r、Th r、Vaし Tr pまたはTy rのいずれか、

298位のアミノ酸がALa、Asp GLu、Phe、Hi s I Le、 Lys、Me t Asn、GLn、Ar

g、Th r、Vaし Tr pまたはTy rのいずれか、

299位のアミノ酸がALa、Asp GLu、Phe、GLy、Hi s I Le、 Lys、 Leu、Me t As



n、 Pro, GLn、 Arg 、 Ser 、 Vaし Trp またはTyr のいずれか、

300位のアミノ酸がALa、 Asp GLu、 GLy、 Hi s I Le、 Lys、 Leu、 Met, Asn、 Pr

o、 GLn、 Arg 、 Ser 、 Thr 、 Va LまたはTrp のいずれか、

301位のアミノ酸がAsp、 Glu, Hi sまたはTyr のいずれか、

302位のアミノ酸が I Le、

303位のアミノ酸がAsp、 GLyまたはTyr のいずれか、

304位のアミノ酸がAsp、 Hi s Leu、 AsnまたはThr のいずれか、

305位のアミノ酸がGLu、 I Le、 Thr またはTyr のいずれか、

3 11位のアミノ酸がALa、 Asp, Asn、 Thr 、 Va LまたはTyr のいずれか、

3 13位のアミノ酸がPhe、

3 15位のァミノ酸が1_6リ、

3 17位のアミノ酸がGLuまたはGLn、

3 18位のアミノ酸がHi s、 Leu、 Asn、 Pro, GLn、 Arg 、 Thr 、 Va LまたはTyr のい

ずれか、

320位のアミノ酸がAsp、 Phe、 GLy, Hi s、 I Le、 Leu、 Asn、 Pro、 Ser 、 Thr 、 Va

し Trp またはTyr のいずれか、

322位のアミノ酸がA La、 Asp Phe、 GLy、 Hi s I Le、 Pro, Ser 、 Thr 、 Vaし Tr

pまたはTyr のいずれか、

323位のアミノ酸が I Le、

324位のアミノ酸がAsp、 Phe、 GLy, Hi s、 I Le、 Leu、 Met, Pro 、 Arg 、 Thr 、 Va

し Trp またはTyr のいずれか、

325位のアミノ酸がA La、 Asp GLu, Phe、 GLy、 Hi s I Le、 Lys、 Leu、 Met, Pr

o、 GLn、 Arg 、 Ser 、 Thr 、 Vaし Trp またはTyr のいずれか、

326位のアミノ酸がA La、 Asp GLu, GLy I Le、 Leu、 Met, Asn、 Pro, GLn、 Se

r、 Thr 、 Vaし Trp またはTyr のいずれか、

327位のアミノ酸がA La、 Asp GLu, Phe、 GLy、 Hi s I Le、 Lys、 Leu、 Met, As

n、 Pro, Arg 、 Thr 、 Vaし Trp またはTyr のいずれか、

328位のアミノ酸がA La、 Asp GLu, Phe、 GLy、 Hi s I Le、 Lys、 Met, Asn、 Pr



o、GLn、Ar g、Se r、Th r、Vaし Tr pまたはTy rのいずれか、

329位のアミノ酸がAsp、GLu、Phe、GLy、Hi s I Le、 Lys、 Leu、Me t Asn、GL

n、Ar g、Se r、Th r、Vaし Tr pまたはTy rのいずれか、

330位のアミノ酸がCys、GLu、Phe、GLy、Hi s I Le、Lys、Leu、Me t Asn、Pr

o、Ar g、Se r、Th r、Vaし Tr pまたはTy rのいずれか、

33 1位のアミノ酸がAsp、Phe、Hi s I Le、 Leu、Me t GLn、Ar g、Th r、Vaし Tr

pまたはTy rのいずれか、

332位のアミノ酸がALa、Asp GLu、Phe、GLy、Hi s Lys、Leu、Me t Asn、Pr

o、GLn、Ar g、Se r、Th r、Vaし Tr pまたはTy rのいずれか、

333位のアミノ酸がALa、Asp, GLu、Phe、GLy、Hi s I Le、 Leu、Me t Pr o Se

r、Th r、Va LまたはTy rのいずれか、

334位のアミノ酸がALa、GLu、Phe、 I Le、 Leu、Pr oまたはTh rのいずれか、

335位のアミノ酸がAsp、Phe、GLy、Hi s I Le、 Leu、Me t Asn、Pr o Ar g、Se

r、Vaし Tr pまたはTy rのいずれか、

336位のアミノ酸がGLu、 Lys またはTy rのいずれか、

337位のアミノ酸がGLu、Hi sまたはAsnのいずれか、

339位のアミノ酸がAsp、Phe、GLy、 I Le、 Lys、Me t Asn、GLn、Ar g、Se rまた

はTh rのいずれか、

376位のアミノ酸がALaまたはVa Lのいずれか、

377位のアミノ酸がGLyまたはLys のいずれか、

378位のアミノ酸がAsp、

379位のアミノ酸がAsn、

380位のアミノ酸がALa、AsnまたはSe rのいずれか、

382位のアミノ酸がALaまたはI Leのいずれか、

385位のアミノ酸がGLu、

392位のアミノ酸がTh r、

396位のアミノ酸がLeu、

42 1位のアミノ酸がLys、



427 位のアミノ酸がAsn 、

428 位のアミノ酸がPhe または Leu のいずれか、

429 位のアミノ酸がMet 、

434 位のアミノ酸がTrp 、

436 位のァミノ酸が I Le、 も しくは

440 位のアミノ酸がGLy、 Hi s I Le、 Leu またはTyr のいずれか、

の群か ら選択 される少な くともひ とつ以上のアミノ酸の改変が挙 げ られる。

また、改変 されるアミノ酸の数 は特 に限定されず、一箇所のみのアミノ酸が

改変 され得 る し、二箇所以上のアミノ酸が改変 され得 る。二箇所以上のアミ

ノ酸の改変の組合せ と しては、例 えば表 6 (表 6 — 1 〜表 6 — 3 ) に記載 さ

れるような組合せが挙 げ られる。



[ 表 6- 1]

ァ¾ .ノ隨© 齦合せ アミ/ 酸 親会せ

K370E/P396L/ D270E S23 / 332Q

Q4 H/ P3 6L / 270E S267D 332E

V240A/ 3 6L / D270E S267E/I332E

255 / P3 6L/ D2 E S267L/A327S

R255L/ P396L/D270E

2SSL/ P3 6 窗 / 搬 S298A/I332E

R255L/ P3 6L/ D270E S3 4T 133 E

R255L/P396L/ D2 E/ 3 0L S324G/ ほ32D

F243L/ D.27 E/ 2 / P396 S324G/I332E

P243L/ 25S / D27 E/ P3 6L S324I/I332D

. 2 3 R 2P/Y3 L V3 5I / P396L S324I/I332E

F243L/ 2 2P/ 3 L/ 3 6 260 / 3 E

P243L/ 應 P/ 謹 T33SD/I332E

P243L/ 2 2P/ P3 6L V 40 / V266i

F243L/R292P/V30SI V264I/1332E

F243L / 2P D265 / 2 7E/ I33 E

S298A/E333A/K334A D26SY/ 2 / I332E

E3S0A/T307A P243L/V262I/V264W

K326M/E333S 3Y/1332E

K326A/E333A i2 7D 29 E/ !332E
/ 35 A i2 ?D/ 29 / 332E

2 7 / Ι332 Ε 2 / / 332E

A 3 / 332E 2 ? / 99! / 332E

Α330Υ/1332 Ε 2 ?D/ 2 9 / 332E

E2S8H/I332E 9 / 299V/ 332E

Ε272 / Ι3 2 .P230A/E233D/I332E

E27 / 376 P 44 / P2 5A / P 47V

E272R/I332E S239D/A330L/I333E

Ε383 / Ι332 S239D/A330Y /I33aE

E293R/I33aE S239D/H268E/A336Y
24 1L / V262 S239D/IS32E/A327A

24 1 / F243 S 3 D/ 332E/ A33 1

表 6 _ 2 は表 6 _ 1 の続きの表である



[ 表 6-2]

表 6 — 3 は表 6 — 2 の続 きの表である



[ 表 6-3]

本発明の抗原結合分子に含まれるFc領域 とFc ァレセプターとの結合活性を

測定するpHの条件はpH酸性域またはpH中性域の条件が適宜使用され得る。本

発明の抗原結合分子に含まれるFc領域 とFc ァレセプターとの結合活性を測定

する条件としてのpH中性域 とは、通常 pH6. 7 ~ pH10 . 0を意味する。好ましくは

pH7. 0 ~ pH8. 0の任意のpH値によって示される範囲であり、好ましくはpH7. 0、

7 . 1、 7 . 2、 7 . 3、 7 . 4、 7 . 5、 7 . 6、 7 . 7、 7 . 8、 7 . 9、および8 . 0から選択され、



特に好ましくは生体内の血漿中 （血中）のpHに近いpH7. 4である。本発明にお

いて、本発明の抗原結合分子に含まれるFc領域とFcァレセプターとの結合活

性を有する条件としてのpH酸性域とは、通常pH4. 0~pH6. 5を意味する。好ま

しくはpH5. 5~pH6. 5を意味 し、特に好ましくは、生体内の早期エン ドソ一厶

内のpHに近いpH5. 8~pH6. 0を意味する。測定条件に使用される温度として、F

c領域とFcァレセプターとの結合ァフィ二ティ一は、 10°C~50 °C の任意の温度

で評価され得る。好ましくは、 Fc領域とFcァレセプタ一との結合ァフィニテ

ィ一を決定するために、 15°C~40 °C の温度が使用される。より好ましくは、2

0、2 1、22、23、24、25、26、27、28、29、30、3 1、32、33、34、および35°C

のいずれか1つのような20°C から35°C までの任意の温度も同様に、 Fc領域とFc

レセプターとの結合ァフィ二ティ一を決定するために使用される。25°C と

いう温度は本発明の態様の非限定な一例である。

本明細書において、 FcァR結合改変Fc領域のFcァレセプターに対する結合活

性が天然型Fc領域のFcァレセプタ一に対する結合活性よりも高いとは、 FcァR

結合改変Fc領域のFcァRI、 FcァRIIa 、 FcァRIIb 、 FcァRllla 及び/ 又はFcァRII

l bのいずれかのヒ卜Fcァレセプタ一に対する結合活性が、これらのヒ卜Fcァ

レセプタ一に対する天然型Fc領域の結合活性よりも高いことをいう。例えば

、上記の解析方法にもとづいて、対照とするヒ卜IgGの天然型Fc領域を含む抗

原結合分子の結合活性に比較 してFc R結合改変Fc領域を含む抗原結合分子の

結合活性が、 105% 以上、好ましくは110% 以上、 115% 以上、 120% 以上、 125

%以上、特に好ましくは130% 以上、 135% 以上、 140% 以上、 145% 以上、 150

%以上、 155% 以上、 160% 以上、 165% 以上、 170% 以上、 175% 以上、 180%

以上、 185% 以上、 190% 以上、 195% 以上、2倍以上、2. 5倍以上、3倍以上、3

. 5倍以上、4倍以上、4 . 5倍以上、5倍以上、7. 5倍以上、 10倍以上、20倍以上

、30倍以上、40倍以上、50倍以上、60倍以上、70倍以上、80倍以上、90倍以

上、 100倍以上の結合活性を示すことをいう。天然型Fc領域としては、出発Fc

領域も使用され得るし、同 じサブクラスの抗体の天然型Fc領域も使用され得

る。



[0293] 本 発 明 で は、 対 照 とす る ヒ 卜IgG の天然 型 Fc領 域 と して、 EUナ ンバ リングで

表 され る 297 位 の ア ミ ノ酸 に結 合 した糖 鎖 が フ コ一 ス含有 糖 鎖 で あ る天然 型 ヒ

卜IgG の Fc領 域 が好適 に用 い られ る。 EUナ ンバ リングで表 され る 297 位 の ア ミ

ノ酸 に結 合 した糖 鎖 が フ コ一 ス含有 糖 鎖 で あ るか否 か は、 非 特 許 文献 6 に記

載 され た手 法 が用 い られ得 る。 例 え ば、 下記 の よ うな方 法 に よ って、 天然 型

ヒ 卜IgG の Fc領 域 に結 合 した糖 鎖 が フ コー ス含有 糖 鎖 で あ るか否 か を判 定 す る

こ とが可 能 で あ る。 被 験 天然 型 ヒ 卜IgG に N-G Lycos i dase F (Roche d i agnost i

cs) を反 応 させ る こ とに よ って、 被 験 天然 型 ヒ 卜IgG か ら糖 鎖 が遊離 され る （

We i tzhand Ler ら （丄 Pharma. Sc i ences ( 1994) 83, 12 , 1670-1 675) 。 次 に

、 エ タ ノール を反 応 させ て タ ンパ ク質 が除 かれ た反 応液 （Schenk ら （丄 C L i n

. Invest i gat i o n (2001 ) 108 ( 1 1) 1687-1 695) の濃 縮 乾 固物 が、 2 - ア ミ ノ ビ

リジ ンまた は 2 - ァ ミ ノべ ンズ ア ミ ドに よ って蛍光標 識 され る （B i gge ら （Ana L

. B i ochem. ( 1995) 230 (2) 229-238) 。 セル ロー ス 力一 卜リッジ を用 いた 固

相 抽 出 に よ り脱 試 薬 され た、 蛍光標 識 され た 2-AP また は 2-AB 化糖 鎖 が、 順 相

ク ロマ 卜グラ フ ィに よ って解 析 され る。 検 出 され る ク ロマ 卜グラム の ピー ク

を観 察 す る こ とに よ って、 ヒ 卜IgG の天然 型 Fc領 域 に結 合 した糖 鎖 が フ コ一 ス

含有 糖 鎖 で あ るか否 か を判 定 す る こ とが可 能 で あ る。

[0294] 対 照 とす る同 じサ ブ クラスの天然 型 抗 体 の Fc領 域 を含 む抗 原結 合 分 子 と し

て は、 IgG モ ノク 口一 ナル 抗 体 の Fc領 域 を有 す る抗 原結 合 分 子 が適 宜使 用 され

得 る。 当該 Fc領 域 の構 造 は、 配 列番 号 ： 1 3 (RefSeq 登 録 番 号 AAC82527. 1の N

末 にA付 加 ）、 1 4 (RefSeq 登 録 番 号 AAB59393. 1の N末 にA付 加 ）、 1 5 (RefS

eq登 録 番 号 CAA27268. 1) 、 お よび 1 6 (RefSeq 登 録 番 号 AAB59394. 1の N末 にA

付 加 ） に記載 され て い る。 また、 あ る特 定 の アイ ソタイ プの抗 体 の Fc領 域 を

含 む抗 原結 合 分 子 を被 検 物 質 と して使 用 す る場 合 には、 当該特 定 の アイ ソタ

イ ブの IgG モ ノク ロ一 ナル 抗 体 の Fc領 域 を有 す る抗 原結 合 分 子 を対 照 と して用

い る こ とに よ って、 被 験 Fc領 域 を含 む抗 原結 合 分 子 に よ る Fc ァ レセ プタ一 に

対 す る結 合 活性 の効 果 が検 証 され る。 上 記 の よ うに して、 Fc ァ レセ プタ一 に

対 す る結 合 活性 が高 い こ とが検 証 され た Fc領 域 を含 む抗 原結 合 分 子 が適 宜 選



択 され る。

[0295] 選択的な Fc レセ プターに対する結合活性 を有 するFc領域

本発明において好適 に用い られ る、 Fc領域 の例 と して、特定の Fc ァレセ プ

ターに対する結合活性 がそのほかの Fc ァレセ プタ一に対する結合活性 よ りも

高い性質 を有 するFc領域 （選択的な Fc ァレセ プターに対する結合活性 を有 す

るFc領域） もまた好適 に挙 げ られ る。抗原結合分子 と して抗体が用い られ る

場合 には、一分子の抗体 は一分子の Fc ァレセ プター と しか結合で きないため

、一分子の抗原結合分子は抑制型 Fc ァレセ プタ一に結合 した状態で他 の活性

型 Fc ァRに結合することはで きない し、活性型 Fc ァレセ プタ一に結合 した状態

で他 の活性型 Fc ァレセ プタ一や抑制型 Fc ァレセ プターに結合することはで き

ない。

[0296] 上述 したように、活性型 Fc ァレセ プタ一 と しては、 Fc ァRIa、 Fc ァRib およ

び Fc ァRIc を含む Fc ァRI (CD64) な らび にア イ ソ フ 才一 厶 Fc ァRllla ( ァ ロタ

ィプV 158または F 158を含む）および Fc ァRlllb ( ァ ロタイプFc ァRIIIb-NA1 ま

たはFc ァRIIIb-NA2 を含む） を含む Fc ァRIII (CD1 6) 、 及び Fc ァRlla ( ァ ロタ

イブH 13 1またはR 13 1を含む）が好適 に挙 げ られ る。 また、 Fc ァRllb (Fc ァRII

b-1 またはFc ァRIIb-2 を含む）が抑制型 Fc ァレセ プターの好適な例 と して挙 げ

られ る。

[0297] 本発明の抗原結合分子 に含 まれ る選択的 Fc ァR結合 ドメイ ンを含む Fc領域 お

よび当該 Fc領域 を含む抗原結合分子は、 ヒ 卜IgG1 (配列番号 ：1 3 ) 、 IgG2

(配列番号 ：1 4 ) 、 IgG3 (配列番号 ：1 5 ) 、 または IgG4 (配列番号 ：1

6 ) で表 され るFc領域 （以下、野生型 Fc領域 と総称 され る）および当該野生

型 Fc領域 を含む抗原結合分子 と比較 して、活性型 Fc ァR (Fc ァRIa、 Fc ァRIb、

Fc ァRIc 、 ァロタイプV 158を含む Fc ァRIIIa 、 ァロタイプF 158を含む Fc ァRllla

、 ァロタイプFc ァRIIIb-NA1 を含む Fc ァRIIIb 、 ァロタイプFc ァRIIIb-NA2 を含

む Fc ァRIIIb 、 ァロタイプH 13 1を含む Fc ァRIIa 、 ァロタイプR 13 1を含む Fc ァRI

I a、 および/ またはFc ァRIIc) に対 しても結合活性 が維持あるいは減 少 してい

るFc領域 および当該 Fc領域 を含む抗原結合分子でもあ り得 る。



[0298] 野生型Fc領域および野生型Fc領域を含む抗原結合分子と比較 して、本発明

の抗原結合分子に含まれる選択的Fc ァR結合 ドメインを含むFc領域および当該

Fc領域を含む抗原結合分子が前記活性型Fc ァRに対する結合活性が減少 してい

る程度 としては、例えば、 99% 以下、 98% 以下、 97% 以下、 96% 以下、 95%

以下、 94% 以下、 93% 以下、 92% 以下、 9 1% 以下、 90% 以下、88% 以下、86

%以下、84% 以下、82% 以下、80% 以下、78% 以下、76% 以下、74% 以下、7

2% 以下、70% 以下、 68% 以下、 66% 以下、 64% 以下、 62% 以下、 60% 以下、

58% 以下、 56% 以下、 54% 以下、 52% 以下、 50% 以下、45% 以下、40% 以下

、 35% 以下、30% 以下、25% 以下、20% 以下、 15% 以下、 10% 以下、 5% 以下

、4% 以下、 3%以下、2% 以下、 1%以下、 0. 5% 以下、 0. 4% 以下、 0. 3% 以下、

0. 2% 以下、 0. 1% 以下、 0. 05% 以下、 0. 0 1% 以下、 0. 005% 以下が挙げられる

[0299] 本発明の抗原結合分子に含まれる選択的Fc ァR結合 ドメインを含むFc領域お

よび当該Fc領域を含む抗原結合分子は、 ヒ 卜IgG1 (配列番号 ：1 3 ) 、 IgG2

(配列番号 ：1 4 ) 、 IgG3 (配列番号 ：1 5 ) 、 または IgG4 (配列番号 ：1

6 ) で表されるFc領域 （以下、野生型Fc領域 と総称される）および当該野生

型Fc領域を含む抗原結合分子と比較 して、抑制型Fc ァR (Fc ァRIIb-1 および/

またはFc γ RIIb-2) に対 しても結合活性が増強 しているFc領域および当該Fc

領域を含む抗原結合分子でもあり得る。

[0300] 野生型Fc領域および野生型Fc領域を含む抗原結合分子と比較 して、本発明

の抗原結合分子に含まれる選択的Fc ァR結合 ドメインを含むFc領域および当該

Fc領域を含む抗原結合分子が前記抑制型Fc ァRに対する結合活性が増強 してい

る程度 としては、例えば、 10 1% 以上、 102% 以上、 103% 以上、 104% 以上、 1

05% 以上、 106% 以上、 107% 以上、 108% 以上、 109% 以上、 110% 以上、 112

%以上、 114% 以上、 116% 以上、 118%以上、 120% 以上、 122% 以上、 124% 以

上、 126% 以上、 128% 以上、 130% 以上、 132% 以上、 134% 以上、 136% 以上

、 138% 以上、 140% 以上、 142% 以上、 144% 以上、 146% 以上、 148% 以上、 1

50% 以上、 155% 以上、 160% 以上、 165% 以上、 170% 以上、 175% 以上、 180



% 以上、 185% 以上、 190% 以上、 195% 以上、2倍以上、3倍以上、4倍以上、 5

倍以上、 6倍以上、7倍以上、8倍以上、 9倍以上、 10倍以上、20倍以上、30倍

以上、40倍以上、 50倍以上、 60倍以上、70倍以上、80倍以上、 90倍以上、 100

倍以上、200倍以上、300倍以上、400倍以上、 500倍以上、 600倍以上、700倍

以上、800倍以上、 900倍以上、 1000倍以上、 10000倍以上、 100000 倍以上が挙

げ られ る。

[0301 ] また、本発明の抗原結合分子 に含 まれ る選択的 Fc ァR結合 ドメ イ ンを含む Fc

領域 および当該 Fc領域 を含む抗原結合分子は、 ヒ 卜IgG1 (配 列番号 ：1 3 )

、 IgG2 (配列番号 ：1 4 ) 、 IgG3 (配列番号 ：1 5 ) 、 または IgG4 (配列番

号 ：1 6 ) で表 され るFc領域 （以下、野生型 Fc領域 と総称 され る）および当

該野生型 Fc領域 を含む抗原結合分子 と比較 して、活性型 Fc ァR (Fc ァRIa、 Fc

ァRIb、 Fc ァRIc 、 ァロタイプV 158を含む Fc ァRIIIa 、 ァロタイプF 158を含む Fc

ァRIIIa 、 ァロタイプFc ァRIIIb-NA1 を含む Fc ァRIIIb 、 ァロタイプFc ァRlllb-

NA2を含む Fc ァRIIIb 、 ァロタイプH 13 1を含む Fc ァRIIa 、 ァロタイプR 13 1を含

む Fc ァRIIa 、 および/ またはFc ァRIIc) に対 して結合活性 が維持あるいは減 少

し、 ヒ 卜IgG1 (配 列番号 ：1 3 ) 、 IgG2 (配列番号 ：1 4 ) 、 IgG3 (配列番

号 ：1 5 ) 、 または IgG4 (配列番号 ：1 6 ) で表 され るFc領域 （以下、野生

型 Fc領域 と総称 され る）および当該野生型 Fc領域 を含む抗原結合分子 と比較

して、抑制型 Fc ァR (Fc ァRIIb-1 および/ またはFc ァRIIb-2) に対 して結合活

性 が増強 しているFc領域 および当該 Fc領域 を含む抗原結合分子でもあ り得 る

[0302] また、本発明の抗原結合分子 に含 まれ る選択的 Fc ァR結合 ドメ イ ンを含む Fc

領域 および当該 Fc領域 を含む抗原結合分子は、 ヒ 卜IgG1 (配 列番号 ：1 3 )

、 IgG2 (配列番号 ：1 4 ) 、 IgG3 (配列番号 ：1 5 ) 、 または IgG4 (配列番

号 ：1 6 ) で表 され るFc領域 （以下、野生型 Fc領域 と総称 され る）および当

該野生型 Fc領域 を含む抗原結合分子 と比較 して、抑制型 Fc ァレセ プター （Fc

ァRIIb-1 および/ またはFc ァRIIb-2) に対する結合活性 の増強の程度 が、活性

型 Fc ァレセ プタ一 （Fc ァRIa、 Fc ァRIb、 Fc ァRIc 、 ァロタイプV 158を含む Fc ァ



RIIIa 、ァロタイプF 158を含むFcァRIIIa 、ァロタイプFcァRIIIb-NA1 を含むFc

ァRIIIb 、ァロタイプFcァRIIIb-NA2 を含むFcァRIIIb 、ァロタイプH 13 1を含む

FcァRIIa 、ァロタイプR 13 1を含むFcァRlla) に対する結合活性の増強の程度

よりも高いFc領域および当該Fc領域を含む抗原結合分子でもあり得る。

[0303] 本発明は、EUナンバリングで表される238位のアミノ酸がAspであるFc領域

または印ナンバリングで表される328位のアミノ酸がGLuであるFc領域に対 し

て、前記アミノ酸の改変の項で説明された態様等により、さらに別の少なく

とも一つのFc領域に対する改変を加えることが可能である。また、これらの

改変に加え、更に付加的な改変を含むことができる。付加的な改変は、たと

えば、アミノ酸の置換、欠損、あるいは修飾のいずれか、あるいはそれらの

組み合わせから選択することができる。例えば、FcァRllb に対する結合活性

を増強 し、かつFcァRlla ( H型）およびFcァRlla ( R型）に対する結合活性を

維持あるいは低減する改変を加えることが可能である。そのような改変を加

えることにより、FcァRlla よりもFcァRllb に対する結合選択性が向上する。

[0304] また本発明のポリペプチ ドの各種FcァRに対する結合活性が維持、増強、あ

るいは減少したかどうかは、上記例に従って求めた各種Fc γ Rの本発明のポリ

ペプチ ドに対する結合量の増減により判断することもできる。ここで、各種F

cァRのポリペプチ ドに対する結合量は、各ポリペプチ ドに対 してアナライ 卜

である各種FcァRを相互作用させた前後で変化 したセンサ一グラムにおけるRU

値の差を、センサ一チップにポリべプチ ドを捕捉させた前後で変化 したセン

サ一グラムにおけるRU値の差で割つた値を意味する。

[0305] 本発明のポリペプチ ドのFcァRlla ( R型、H型）に対する結合活性が維持あ

るいは減少し、かつFcァRllb に対する結合活性が増強 したポリぺプチ ドかど

うかは、上記例に従って求めた、当該ポリペプチ ドのFcァRlla に対する結合

量と当該ポリペプチ ドのFcァRllb に対する結合量とを用いることにより判断

することが可能である。

[0306] 例えば、本発明のポリべプチ ドのFcァRllb に対する結合量が親ポリべプチ

ドのFcァRllb に対する結合量より増加 し、本発明のポリペプチ ドのFcァRlla



( R型、 H型） に対する結合量が親 ポ リペ プチ ドの Fc ァRlla ( R型、 H型） に対

する結合量 と同等 （維持 されている）か、好 ま しくは減 少 している場合であ

る。 また上記例 に従 って求めた、 当該ポ リペ プチ ドの Fc ァRIa に対する結合量

、 Fc ァRllla に対する結合量 を適宜組み合わせて判断することも可能である。

[0307] 本発明の非 限定な一態様 では、抑制型 Fc ァレセ プターに対する結合活性 が

活性型 Fc ァレセ プターに対する結合活性 よ りも高い （抑制型 Fc ァレセ プタ一

に対する選択的な結合活性 を有 する） Fc領域 の例 と して、 US2009/01 36485 ま

たはWO201 2/1 15241 に挙 げ られているFc領域 のほか、前記 Fc領域 のアミノ酸 の

うち印ナ ンバ リングで表 され る238 位 または328 位 のアミノ酸 が天然型 Fc領域

と異 なるアミノ酸 に改変 されているFc領域 が好適 に挙 げ られ る。

[0308] また本発明の非 限定な一態様 では、抑制型 Fc ァレセ プターに対する結合活

性 が活性型 Fc ァレセ プターに対する結合活性 よ りも高い （抑制型 Fc ァレセ プ

ターに対する選択的な結合活性 を有 する） Fc領域 の例 と して、前記 Fc領域 の E

Uナ ンバ リングで表 され るアミノ酸 であ って印ナ ンバ リングで表 され る238 位

のアミノ酸 がAsp 、 または328 位 のアミノ酸 がGLuのいずれかひ とつ以上 に改変

されているFc領域 が好適 に挙 げ られ る。 また、抑制型 Fc ァレセ プタ一に対す

る選択的な結合活性 を有 するFc領域 と して、 US2009/01 36485 またはWO201 2/1 1

5241 に記載 されているFc領域 あるいは改変 も適宜選択することがで きる。

[0309] また本発明の非 限定な一態様 では、前記 Fc領域 の印ナ ンバ リングで表 され

るアミノ酸 であ って印ナ ンバ リングで表 され る238 位 のアミノ酸 がAsp 、 また

は328 位 のァミノ酸 がGLuのいずれかひ とつ以上 に改変 されているFc領域 が好

適 に挙 げ られ る。

[031 0 ] さ らに本発明の非 限定な一態様 では、 EUナ ンバ リングで表 され る238 位 の Pr

0 のAsp への置換、 および印ナ ンバ リングで表 され る237 位 のアミノ酸 がTrp 、 E

Uナ ンバ リングで表 され る237 位 のアミノ酸 が Phe、 EUナ ンバ リングで表 され る

267 位 のアミノ酸 がVa し EUナ ンバ リングで表 され る267 位 のアミノ酸 がGLn、 E

Uナ ンバ リングで表 され る268 位 のアミノ酸 がAsn 、 EUナ ンバ リングで表 され る



2 7 1位のアミノ酸がG Ly、 EUナ ンバ リングで表 される326 位のアミノ酸が Leu 、 E

Uナ ンバ リングで表 される326 位のアミノ酸がG Ln、 EUナ ンバ リングで表 される

326 位のアミノ酸がG Lu、 EUナ ンバ リングで表 される326 位のアミノ酸がMe t 、 E

Uナ ンバ リングで表 される239 位のアミノ酸がAsp 、 EUナ ンバ リングで表 される

267 位のアミノ酸がA La、 EUナ ンバ リングで表 される234 位のアミノ酸がT r p、 E

Uナ ンバ リングで表 される234 位のアミノ酸がTy r、 EUナ ンバ リングで表 される

237 位のアミノ酸がA La、 EUナ ンバ リングで表 される237 位のアミノ酸がAsp 、 E

Uナ ンバ リングで表 される237 位のアミノ酸がG Lu、 EUナ ンバ リングで表 される

237 位のアミノ酸が Leu 、 EUナ ンバ リングで表 される237 位のアミノ酸がMe t 、 E

Uナ ンバ リングで表 される237 位のアミノ酸がTy r、 EUナ ンバ リングで表 される

330 位のアミノ酸が Lys 、 EUナ ンバ リングで表 される330 位のアミノ酸がA r g、 E

Uナ ンバ リングで表 される233 位のアミノ酸がAsp 、 EUナ ンバ リングで表 される

268 位のアミノ酸がAsp 、 EUナ ンバ リングで表 される268 位のアミノ酸がG Lu、 E

Uナ ンバ リングで表 される326 位のアミノ酸がAsp 、 EUナ ンバ リングで表 される

326 位のアミノ酸がSe r、 EUナ ンバ リングで表 される326 位のアミノ酸がT h r、 E

Uナ ンバ リングで表 される323 位のアミノ酸が I Le、 EUナ ンバ リングで表 される

323 位のアミノ酸が Leu 、 EUナ ンバ リングで表 される323 位のアミノ酸がMe t 、 E

Uナ ンバ リングで表 される296 位のアミノ酸がAsp 、 EUナ ンバ リングで表 される

326 位のアミノ酸がA La、 EUナ ンバ リングで表 される326 位のアミノ酸がAsn 、 E

Uナ ンバ リングで表 される330 位のアミノ酸がMe t 、のいずれかひ とつ以上 に改

変 されているFc領域が好適 に挙 げ られる。

籠 糸吉

本発明において、抗原結合分子は抗原結合 ドメインおよび Fc領域 を含む分

子を表す最 も広義な意味 と して使用されてお り、具体的には、 それ らが抗原

に対する結合活性 を示す限 り、様 々な分子型が含 まれる。例 えば、抗原結合

ドメインが Fc領域 と結合 した分子の例 と して、抗体が挙 げ られる。抗体 には

、単一の モ ノ ク ロー ナル 抗体 （ァゴニ ス 卜および ア ンタゴニ ス 卜抗体 を含む

) 、 ヒ 卜抗体、 ヒ 卜化抗体、 キメラ抗体等が含 まれ得 る。 また抗体の断片と



して使用される場合 としては、抗原結合 ドメインおよび抗原結合断片 （例え

ば、 Fab、 F(ab' ) 2、 scFv およびFv) が好適に挙げられ得る。既存の安定な /

バ レルタンパク質構造等の立体構造が scaffo Ld (土台）として用いられ、

その一部分の構造のみが抗原結合 ドメインの構築のためにライブラ リ化され

たスキヤフ ォール ド分子も、本発明の抗原結合分子に含まれ得る 。

[031 2 ] 本発明の抗原結合分子は、 FcRnに対する結合およびFc ァレセプターに対す

る結合を媒介するFc領域の少な くとも部分を含むことができる。例えば、非

限定な一態様において、抗原結合分子は抗体またはFc融合タンパク質であ り

得る。融合タンパク質とは、天然ではそれが自然に連結 しない第二のァミノ

酸配列を有するポ リペプチ ドに連結された第一のァミノ酸配列を含むポ リぺ

プチ ドを含むキメラポ リペプチ ドをいう。例えば、融合タンパク質は、 Fc領

域の少な くとも部分 （例えば、 FcRnに対する結合を付与するFc領域の部分やF

c レセプターに対する結合を付与するFc領域の部分）か らなるアミノ酸配列

、および、例えば レセプターの リガン ド結合 ドメインまたは リガン ドの レセ

プタ一結合 ドメイ ンか らなるアミノ酸配列を含む非免疫 グ口プリンポ リぺプ

チ ド、を含むことができる。アミノ酸配列は、一緒に融合タンパク質に運ば

れる別々のタンパク質に存在できるか、あるいはそれ らは通常は同一タンパ

ク質に存在できるが、融合ポ リペプチ ド中の新 しい再編成に入れ られる。融

合タンパク質は、例えば、化学合成によって、 またはペプチ ド領域が所望の

関係でコ一 ドされたポ リヌクレオチ ドを作成 し、それを発現する遺伝子組換

えの手法によって作製され得る。

[031 3 ] 本発明の抗原結合 ドメイン、 Fc領域等の各 ドメインはポ リぺプチ ド結合に

よって直接連結され得る し、 リンカ一を介 して連結され得る。 リンカ一とし

ては、遺伝子工学により導入 し得る任意のペプチ ドリンカ一、又は合成化合

物 リンカ一 （例えば、 Prote i n Eng i neer i ng ( 1996) 9 (3), 299-305) に開示

される リンカ一等が使用され得るが、本発明においてはぺプチ ドリンカ一が

好ま しい。ペプチ ドリンカ一の長さは特に限定されず、 目的に応 じて当業者

が適宜選択することが可能であるが、好ま しい長さは5アミノ酸以上 （上限は



特 に 限 定 さ れ な い が 、 通 常 、 3 0 ア ミ ノ 酸 以 下 、 好 ま し く は 2 0 ア ミ ノ 酸 以 下 )

で あ り 、 特 に 好 ま し く は 1 5 ア ミ ノ 酸 で あ る 。

例 え ば 、 ペ プ チ ド リ ン カ 一 の 場 合 ：

S e r

G Ly S e r

G Ly G Ly S e r

S e r G Ly G Ly

G Ly G Ly G Ly S e r ( 配 列 番 号 ： 2 9 )

S e r G Ly G Ly G Ly ( 配 列 番 号 ： 3 0 )

G Ly G Ly G Ly G Ly S e r ( 配 列 番 号 ： 3 1 )

S e r G Ly G Ly G Ly G Ly ( 配 列 番 号 ： 3 2 )

G Ly G Ly G Ly G Ly - G Ly - S e r ( 配 列 番 号 ： 3 3 )

S e r G Ly G Ly G Ly • G Ly G Ly ( 配 列 番 号 ： 3 4 )

G Ly G Ly G Ly G Ly G Ly G Ly S e r ( 配 列 番 号 ： 3 5 )

S e r G Ly G Ly G Ly G Ly G Ly G Ly ( 配 列 番 号 : 3 6 )

( G Ly G Ly G Ly G Ly S e r ( 配 列 番 号 ： 3 ) ) n

(Se r G Ly G Ly G Ly G Ly ( 配 列 番 号 : 3 2 ) ) n

[ n は 1 以 上 の 整 数 で あ る ] 等 が 好 適 に 挙 げ ら れ る 。 但 し、 ぺ プ チ ド リ ン カ 一

の 長 さ や 配 列 は 目 的 に 応 じ て 当 業 者 が 適 宜 選 択 す る こ と が で き る 。

合 成 化 学 物 リ ン カ 一 （化 学 架 橋 剤 ） は 、 ペ プ チ ドの 架 橋 に 通 常 用 い ら れ て

い る 架 橋 剤 、 例 え ば N - ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド （NHS) 、 ジ ス ク シ ン イ ミ ジ

ル ス べ レ 一 卜 （DSS) 、 ビ ス （ス ル ホ ス ク シ ン ィ ミ ジ ル ） ス べ レ 一 卜 （BS3)

、 ジ チ 才 ビ ス （ス ク シ ン ィ ミ ジ ル プ ロ ビ オ ネ 一 卜） （DSP) 、 ジ チ 才 ビ ス （ス

ル ホ ス ク シ ン ィ ミ ジ ル プ ロ ビ オ ネ 一 卜） （DTSSP) 、 エ チ レ ン グ リ コ ー ル ビ ス

( ス ク シ ン イ ミ ジ ル ス ク シ ネ 一 卜） （EGS) 、 エ チ レ ン グ リ コ ー ル ビ ス （ス ル

ホ ス ク シ ン ィ ミ ジ ル ス ク シ ネ 一 卜） （ス ル ホ 一 EGS) 、 ジ ス ク シ ン ィ ミ ジ ル 酒

石 酸 塩 （DST) 、 ジ ス ル ホ ス ク シ ン ィ ミ ジ ル 酒 石 酸 塩 （ス ル ホ — DST) 、 ビ ス

[2- ( ス ク シ ン イ ミ ド才 キ シ カ ル ボ ニ ル 才 キ シ ） ェ チ ル ] ス ル ホ ン （BSOCOES



) 、 ビス [2- (スルホスクシンイミド才キシカルボニル才キシ）ェチル] ス

ルホン （スルホ-BS0C0ES) などであり、これらの架橋剤は市販されている。

[03 16 ] 各 ドメインを連結するリンカ一が複数用いられる場合には、全て同種のリ

ンカ一が用いられ得るし、異種のリンカ一も用いられ得る。

[03 17 ] また、上記記載で例示されるリンカ一のほか、例えばHi sタグ、HAタグ、my

cタグ、FLAGタグ等のペプチ ドタグを有するリンカ一も適宜使用され得る。ま

た、水素結合、ジスルフィド結合、共有結合、イオン性相互作用またはこれ

らの結合の組合せにより互いに結合する性質もまた好適に利用され得る。例

えば、抗体のCH1とCL間の親和性が利用されたり、ヘテロFc領域の会合に際 し

て前述の二重特異性抗体を起源とするFc領域が用いられたりする。さらに、

ドメイン間に形成されるジスルフイド結合もまた好適に利用され得る。

[03 18 ] 各 ドメインをペプチ ド結合で連結するために、当該 ドメインをコー ドする

ポリヌクレオチ ドがインフレ一厶で連結される。ポリヌクレオチ ドをインフ

レームで連結する方法としては、制限断片のライゲ一シヨンやフユ一ジョンP

CR、オーバ一ラップPCR等の手法が公知であり、本発明の抗原結合分子の作製

にも適宜これらの方法が単独または組合せで使用され得る。本発明では、用

語 「連結され」、 「融合され」、 「連結」または 「融合」は相互交換的に用

いられる。これらの用語は、上記の化学結合手段または組換え手法を含めた

全ての手段によって、二以上のポリべプチ ド等のエレメン卜または成分を一

つの構造を形成するように連結することをいう。インフレ一厶で連結すると

は、二以上の ドメイン、エレメン卜または成分がポリぺプチ ドである場合に

、当該ポリペプチ ドの正 しい読み取り枠を維持するように連続 したより長い

読み取り枠を形成するための二以上の読取り枠の単位の連結をいう。二分子

のFabが抗原結合 ドメインとして用いられた場合、当該抗原結合 ドメインとFc

領域がリンカ一を介することなくぺプチ ド結合によってインフレ一厶で連結

された本発明の抗原結合分子である抗体は、本願の好適な抗原結合分子とし

て使用され得る。

[03 19 ] 二以上の杭原結合分子および二以上の杭原結合単位を含む複合体



実 施 例 1 に記 載 の と お り （国 際 公 開 WO201 1/ 12201 1に 示 さ れ て い る よ う に ）

、 H54/L28-IgG1 と比 較 して pHの 条 件 に よ って sIL-6R に 対 す る結 合 活 性 が よ り

変 化 す る Fv4-IgG1 は 、 sIL-6R の 消 失 を加 速 す る が 、 sIL-6R 単 独 よ りも消 失 を

加 速 しな い。 SIL-6R 単 独 よ り消 失 を加 速 す る た め に は、 （例 え ば、 実 施 例 1

に記 載 さ れ る Fv4-IgG1 -v2 等 の ） pH中性 域 に お け る FcRn に 対 す る結 合 を増 強 し

た Fc領 域 を含 む 抗 原 結 合 分 子 を 用 い る必 要 が あ る。

[0320] そ の 一 方 で 、 驚 くべ き こ と に、 Caイ オ ン濃 度 の 条 件 に よ って ヒ 卜IgA に 対 す

る結 合 活 性 が 変 化 す るGA2-IgG 1は 、 pH中性 域 に お け る FcRn に 対 す る結 合 を増

強 して い な い 天 然 型 IgG1 由 来 の Fc領 域 を含 む に も 関 わ らず 、 ヒ 卜IgA の 消 失 を

ヒ 卜IgA 単 独 よ りも加 速 す る こ とが 見 出 さ れ た 。 同 様 に pHの 条 件 に よ って ヒ 卜

IgE に 対 す る結 合 活 性 が 変 化 す る ク ロ一 ン278 は 、 pH中性 域 に お け る FcRn に 対

す る結 合 を増 強 して い な い 天 然 型 IgG1 由 来 の Fc領 域 を含 む に も 関 わ らず 、 ヒ

卜IgE の 消 失 を ヒ 卜IgE 単 独 よ りも加 速 す る こ とが 見 出 さ れ た 。 特 定 の 理 論 に

拘 束 さ れ る も の で は な い が 、 この よ うな こ とが GA2- 1gG1や ク ロー ン278 に お い

て 起 こ る理 由 と して 以 下 の メ カ ニ ズ ム が 例 示 さ れ る。

[0321 ] SIL-6R 等 の よ う に抗 原 結 合 単 位 が 一単 位 （す な わ ち ホ モ 単 量 体 ） で あ る場

合 、 二 価 の 抗 原 結 合 ドメ イ ン を含 む 一 分 子 の 抗 体 に対 して 二 分 子 （す な わ ち

二 単 位 の 抗 原 結 合 単 位 ） の 抗 原 が 結 合 し、 一 分 子 の 抗 SIL-6R 抗 体 と二 単 位 の

抗 原 結 合 単 位 を含 む 二 分 子 の 抗 原 分 子 と複 合 体 を形 成 す る。 そ の た め 、 この

よ うな 抗 原 と抗 体 の 複 合 体 は、 図 1 に示 す よ う に 一 つ の Fc領 域 （天 然 型 IgG1

の Fc領 域 ） しか 有 しな い。 当 該 複 合 体 は 一 つ の Fc領 域 を介 して 一 分 子 の Fc ァR

、 ま た は 二 分 子 の FcRn に結 合 す る た め 、 これ らの 受 容 体 に対 す る親 和 性 は 通

常 の IgG 抗 体 と同 様 で あ り、 細 胞 内 へ の 取 込 み は 主 に非 特 異 的 に起 こ る と考 え

られ 得 る。

[0322] — 方 、 重 鎖 お よ び 軽 鎖 の へ テ ロ複 合 体 の 二 量 体 で あ る ヒ 卜IgA 等 の よ う に抗

原 結 合 単 位 が 二 単 位 で あ る場 合 、 当 該 抗 原 結 合 単 位 中 に は、 抗 原 結 合 ドメ ィ

ンが 結 合 す る ェ ピ 卜一 プ も ニ 単 位 存 在 す る こ と とな る。 しか し、 二 価 の （す

な わ ち 一 分 子 の 抗 IgA 抗 体 に含 まれ る抗 原 結 合 ドメ イ ンが 同 一 の ェ ピ 卜一 プ に



結 合 す る）抗 IgA 抗 体 が その抗原 であ る IgA に結 合 す る場合、 一分 子 の抗 IgA 抗

体 に含 まれ る二価 の個 々の抗原結 合 ドメイ ンが、 一分 子 の IgA 分 子 に存在 す る

二単位 のェ ピ 卜一 プに各 々結 合 す る ことはェ ピ 卜一 プの配置等 の点 か ら困難

であ る ことが考 え られ る。 その結 果、 一分 子 の抗 IgA 抗 体 中 に存在 す る二価 の

抗原結 合 ドメイ ンに結 合 す る二分 子 の IgA 中 に存在 す る二単位 の抗原結 合単位

には、 別 の抗 IgA 抗 体 分 子 が結 合 す る ことによ って、 少な くとも四分 子 （すな

わ ち抗原分 子 であ る IgA の二 つの分 子 と抗原結 合分 子 であ る抗 IgA 抗 体 の二 つ

の分 子） を含 む抗原抗体複 合体 （免疫複 合体 ） を形成 す る と考 え られ る。

[0323] 二 以 上 の抗原結 合単位 を含 む抗原分 子 に結 合 す る抗体等 の抗原結 合分 子 が

少な くとも四量体 の大 きな免疫複 合体 を形成 す る場合、 当該免疫複 合体 はFc

FcRn、 補 体 レセ プタ一等 に対 して少な くとも二 つ以上 の多価 の Fc領 域 を

介 して av i d i t yで強 固 に結 合 す る ことが可能 であ る。 このため、 図 7 に示 され

るよ うに、 当該複 合体 は これ らの レセ プタ一 を発現 す る細胞 に天然型 IgG1 よ

りも高 い効率 で取 り込 まれ る。 一方、 一単位 の抗原結 合単位 を含 む （単量体

の）抗原分 子 に結 合 す る等 の抗原結 合分 子 と抗原分 子 との免疫複 合体 の これ

らの レセ プタ一 に対 す るFc領 域 を介 した親 和性 は上述 した よ うに十分 で はな

いため、 図 1 に示 され るよ うに これ らの受容体 を発現 す る細胞 内へ 当該免疫

複 合体 は主 に非特異 的 （av i d i t y に よ る結 合 を介 す る取込 よ りは非効率 的） に

取 り込 まれ る。 すなわ ち、 av i d i t y に よ る結 合 を介 す る取込 よ りも非効率 的で

あ る。

[0324] 二 以 上 の抗原結 合単位 を含 む抗原分 子 に結 合 す る抗体等 の抗原結 合分 子 と

して、 pH又 はCa依存 的結 合等 の よ うにイオ ン濃度 の条件 によ って抗原 に対 す

る結 合 が変化 す る抗原結 合 ドメイ ンを含 む抗体 が血 漿 中で少な くとも四分 子

(二分 子 の抗原 お よび二分 子 の抗体 ）以上 か らな る抗原抗体複 合体 （免疫複

合体 ） を形成 した場合 において、 当該免疫複 合体 が細胞 内 に取 り込 まれ た と

きは、 その イオ ン濃度 の条件 が血 漿 中の条件 とは異 な るェ ン ドソー厶 内で抗

原 が 当該抗体 か ら解離 す る。 そのため、 当該免疫複 合体 が取 り込 まれ た細胞

のエ ン ドソ一厶 内で は、 当該免疫複 合体 の形成 が解 消 され る。解離 した抗原



は ェ ン ドソ ー 厶 内 で FcRn に結 合 す る こ と が で き な い た め 、 ラ イ ソ ソ 一 厶 に移

行 した 後 に 分 解 さ れ る。 一 方 、 抗 原 を解 離 した 抗 体 は 、 エ ン ドソ 一 厶 内 で FcR

nに結 合 した 後 に血 漿 中 に リサ イ クル さ れ る と考 え られ る （図 7 ) 。

[0325] 上 述 した よ う に、 二 以 上 の 抗 原 結 合 単 位 を 含 む 多 量 体 抗 原 に 対 す る 天 然 IgG

1型 の 定 常 領 域 を 含 む pHあ る い は Ca依 存 的 結 合 抗 体 が 大 き な 免 疫 複 合 体 を形 成

して 、 av i d i t y でFc ァR、 FcRn 、 補 体 レセ プ タ 一 等 に結 合 す る こ と が 出 来 れ ば

、 抗 原 の 消 失 の み を 選 択 的 に 大 幅 に 加 速 す る こ と が 出 来 る と考 え られ る。 ヒ

卜IgA に結 合 す る GA2-IgG1 が 投 与 さ れ た 場 合 に も、 そ の よ う な 大 き な 免 疫 複 合

体 が 形 成 さ れ て い る と考 え られ た 。 実 際 、 実 施 例 3 で 示 さ れ た よ う に、 GA2-I

gG1 に 対 して 、 マ ウ ス Fc ァRに 対 す る結 合 が 損 な わ れ た 改 変 が 導 入 さ れ た GA2-I

gG1 -Fc ァR(-) は 、 ヒ 卜IgA の 消 失 を GA2-IgG1 の よ う に ヒ 卜IgA 単 独 と比 較 して

大 幅 に 加 速 す る こ と は で き ず 、 ヒ 卜IgA 単 独 と 同 等 の 消 失 を 示 した 。 こ の こ と

か ら、 GA2-IgG1 が ヒ 卜IgA の 消 失 を 大 幅 に 加 速 す る こ と が で き た の は 、 二 以 上

の 抗 原 結 合 単 位 を 含 む 多 量 体 抗 原 で あ る ヒ 卜IgA とGA2-IgG1 を 含 む 免 疫 複 合 体

が 、 Fc ァRに 対 して av i d i t y で 結 合 し、 Fc ァRを 発 現 す る 細 胞 に 速 や か に 取 り込

ま れ た た め と考 え られ た 。 当 該 免 疫 複 合 体 を 取 り込 ん だ 細 胞 の ェ ン ドソ ー 厶

内 で 当 該 免 疫 複 合 体 か ら解 離 した IgA は ラ イ ソ ソ 一 厶 で 分 解 さ れ る。 そ れ と と

も に、 当 該 ェ ン ドソ ー 厶 内 で FcRn に結 合 後 血 漿 中 に リサ イ クル さ れ た IgA を解

離 した 抗 体 は 、 再 度 血 漿 中 の IgA に結 合 す る こ と が 可 能 と な る。 こ の よ う に し

て 、 血 漿 中 の ヒ 卜IgA の 消 失 が 大 幅 に 加 速 さ れ た と考 え られ る。 抗 原 の 血 漿 中

か らの 消 失 を 加 速 す る 方 法 と して 、 pH中 性 域 で FcRn に 対 して 結 合 す る Fc領 域

の ア ミ ノ酸 の 改 変 体 を 用 い る 方 法 が 国 際 公 開 WO20 11/ 1220 11に 記 載 さ れ て い る

。 本 発 明 は 、 上 述 の 改 変 体 を 用 い る こ と な く、 二 以 上 の 抗 原 結 合 単 位 を 含 む

多 量 体 抗 原 の 血 漿 中 か らの 消 失 を 加 速 す る 方 法 と して 有 用 で あ る と と も に、 G

A2-N434W に て 示 さ れ た よ う に、 上 述 の 改 変 体 と組 み 合 わ せ る こ と に よ っ て 二

以 上 の 抗 原 結 合 単 位 を 含 む 多 量 体 抗 原 の 血 漿 中 か らの 消 失 を さ ら に 加 速 さ せ

る こ と が 可 能 で あ る。

[0326] 二 籠 糸吉 お 二 籠 糸吉 雜 は も舊 ネ复创 本 纖



上 述 の よ うな、 二 以 上 の抗 原 結 合 単 位 を含 む 多 量 体 抗 原 の血 漿 中 か らの消

失 を さ らに加 速 させ る作 用 を発 揮 す るた め に は、 抗 原 結 合 分 子 と抗 原 が 大 き

な免 疫 複 合 体 を形 成 し、 抗 原 結 合 分 子 に含 まれ る Fc領 域 が a v i d i t yで Fc ァRお

よび / また は FcRn に強 く結 合 す る こ とが 好 ま しい と考 え られ る。 抗 原 が 二 以 上

の抗 原 結 合 単 位 を含 む抗 原 で あ れ ば、 二 以 上 の抗 原 結 合 分 子 お よび 二 以 上 の

抗 原 結 合 単 位 を含 む 大 きな免 疫 複 合 体 を形 成 す る こ とが可 能 で あ るた め、 二

以 上 の抗 原 結 合 単 位 を含 む 多 量 体 抗 原 に対 す る結 合 活 性 が イオ ン濃 度 の条 件

に よ って変 化 し、 上 述 され る レセ プ タ一 に対 して a v i d i t yで結 合 す る抗 原 結 合

分 子 を ス ク リ一 ニ ン グす る こ とに よ って、 二 以 上 の抗 原 結 合 単 位 を含 む 多 量

体 抗 原 の血 漿 中 か らの消 失 を さ らに加 速 させ る抗 原 結 合 分 子 を取 得 す る こ と

が可 能 で あ る。

[0327] 複 き 开媚 平纏 去

抗 原 結 合 分 子 と抗 原 を含 む免 疫 複 合 体 の形 成 を評 価 す る方 法 と して、 免 疫

複 合 体 が抗 原 結 合 分 子 単 体 また は抗 原 分 子 単 体 よ りも分 子 が 大 き くな る性 質

を利 用 した サ イ ズ排 除 （ゲル ろ過 ） ク ロマ トグ ラ フ ィー法 、 超 遠 心 分 析 法 、

光 散 乱 法 、 電 子顕 微 鏡 、 マ ス スぺ ク 卜ロメ トリー等 を含 む分 析 化 学 的手 法 が

挙 げ られ る (Mo Lecu Lar Immuno Logy (2002), 39, 7 7 - 84、 Mo Lecu Lar Immuno l

ogy(2009), 47, 357-364) 。 例 え ば、 図 9 に示 され て い る よ うにサ イ ズ排 除

(ゲル ろ過 ） ク ロマ トグ ラ フ ィー を用 い た場 合 、 免 疫 複 合 体 を形 成 して い る

か 否 か は、 抗 原 分 子 単 独 も しくは抗 原 結 合 分 子 単 独 を分 析 した場 合 と比 較 し

て よ り大 きな分 子種 が観 測 され るか で評 価 され る。

[0328] さ らに抗 原 結 合 分 子 も しくは抗 原 が ィ 厶 ノ グ ロ プ リン定 常領 域 を有 す る場

合 に は、 免 疫 複 合 体 が Fc レセ プ ター また は補 体 成 分 に抗 原 結 合 分 子 単 体 も し

くは抗 原 単 体 よ りも強 く結 合 す る性 質 を利 用 した ELISA や FACS、 SPR法 （例 え

ば B i acore を用 い た方 法 ） 等 を含 む免 疫 化 学 的手 法 も挙 げ られ る （The Journa

L o f B i o Log i c a l Chem i s t r y (2001 ) 276 (9) , 6591 -6604 、 Journa l o f Immu

no Log i c a l Methods ( 1982) 50, 109-1 14, Journa l o f Immuno Logy (201 0 ) 18



4 (4), 1968-1 976、mAbs (2009) 1 (5) 491 -504) 。例えば、 Fc レセプタ一を

固相化 したELISA を行 った場合、免疫複合体を形成 しているか否かは、抗原単

体も しくは抗原結合分子単体を評価 した場合 と比較 して検出されるシグナル

が増加 しているかで評価される。

[0329] 杭原結合分子のカクテルを用いた単暈体杭原の血漿中か らの消失を促進す

去

上述 したように、抗原が多量体抗原 （例えば、非限定な一例 として IgA,

IgE 等のィ厶ノグロプリン、も しくは、 TNFまたはCD1 54等のTNFスーパ一ファ

ミリ一）であるときは、二以上の抗原結合分子および二以上の抗原結合単位

を含む大きな免疫複合体が形成される場合があると考えられる。一方、抗原

が単量体抗原の場合でも、当該単量体抗原に存在する異なるェ ピ トープに各

々結合する適切な二以上の抗原結合分子であって、 （pHまたはCa等の）ィ才

ン濃度の条件によって当該ェ ピ 卜一プに対する結合が変化する抗原結合分子

の混合物もまた、二以上の抗原結合分子および二以上の抗原結合単位 （単量

体抗原）を含む大きな免疫複合体を形成することが可能であると考えられる

。本明細書において、単量体抗原に存在する異なるェ ピ 卜一プに各々結合す

る適切な二以上の抗原結合分子であって、 （pHまたはCa等の）イオン濃度の

条件によって当該ェ ピ トープに対する結合が変化する抗原結合分子の混合物

を抗原結合分子カクテル と呼ぶ。 このうち抗原結合分子のうち、免疫複合体

を形成する少な くとも一つの抗原結合分子 （に含まれる抗原結合 ドメイン）

がイオン濃度の条件によって抗原に対する結合活性が変化する抗原結合 ドメ

ィンであればよい。

[0330] 多重特異性 または多重パラ 卜ピックな杭原結合分子を用いた単暈体杭原の

血漿中か らの消失を促進する方法

また、抗原が単量体抗原の場合でも、抗原結合分子に含まれる各抗原結

合 ドメインが当該単量体抗原に存在する異なるェ ピ 卜一プに各々結合する特

徴を有 し、個々の抗原結合 ドメインのェ ピ 卜一プに対する結合が （pHまたはC

a等の）イオン濃度の条件によって変化する抗原結合 ドメインを含む抗原結合



分子もまた、二以上の抗原結合分子および二以上の抗原結合単位 （単量体抗

原）を含む大きな免疫複合体を形成することが可能であると考えられる。上

記のような抗原結合分子の非限定な一態様として、単量体抗原に存在する互

いに異なるェピ卜一プに結合する適切な可変領域を含む多重特異性 （mu Lt i sp

ec i f i c ) 抗体、または多重パラ 卜ピックな （mu Lt i paratop i c) 抗体が例示さ

れる。そのような多重特異性 （mu Lt i spec i f i c) 抗体、または多重パラ 卜ピッ

クな （mu Lt i paratop i c) 抗体の非限定な一態様として、その可変領域がpHま

たはCa依存的な結合抗体 （図 8 に示すようなェピトープA を認識する右腕の

可変領域とェピトープB を認識する左腕の可変領域を含む、二重特異性 （b i s

pec i f i c ) ί几体あるいは二重パラ トピック (b i paratop i c) 抗体) もまた、二

以上の抗体、および二以上の抗原結合単位 （単量体抗原）を含む大きな免疫

複合体を形成することが可能であると考えられる。

単量体抗原の異なるェピ卜一プに対する抗原結合 ドメインであって、当

該各ェピトープに対する結合活性がィ才ン濃度の条件によって変化 し、上述

されるレセプタ一に対 してav i d i t yで結合することが可能な抗原結合 ドメイン

の組合せをスクリ一ニングすることによって、単量体抗原の血漿中からの消

失をさらに加速させる抗原結合分子を取得することが可能である。多重特異

性または多重パラ 卜ピックな抗原結合 ドメインの、各ェピ卜一プに対する結

合活性を変化させるィ才ン濃度の条件は同一のィ才ン濃度の条件であつても

よいし、異なるいイオン濃度の条件であってもよい。例えば、二重特異性ま

たは二重パラ 卜ピックな抗原結合 ドメインの、一方の抗原結合 ドメインのェ

ピトープに対する結合活性がpHの条件、またはCaィ才ン濃度等の金属ィ才ン

濃度の条件によって変化する、二重特異性または二重パラ 卜ピックな抗原結

合 ドメインを含む抗原結合分子は、本発明の抗原結合分子の非限定な一態様

として例示される。さらに、例えば、二重特異性または二重パラ 卜ピックな

抗原結合 ドメインの、一方の抗原結合 ドメインのェピ卜一プに対する結合活

性がpHの条件によって変化 し、もう一方の抗原結合 ドメインのェピ卜一プに

対する結合活性がCaィ才ン濃度等の金属ィ才ン濃度の条件によつて変化する



、二重特異性または二重パラ卜ピックな抗原結合ドメインを含む抗原結合分

子は、本発明の抗原結合分子の非限定な一態様として例示される。また、二

重特異性または二重パラ卜ピックな抗原結合ドメインの、一方の抗原結合ド
メインのェピ卜一プ対する結合活性がpHの条件によって変化し、もう一方の

抗原結合ドメインのェピ卜一プに対する結合活性もpHの条件によって変化す

る、二重特異性または二重パラ卜ピックな抗原結合ドメインを含む抗原結合

分子もまた、本発明の抗原結合分子の非限定な一態様として例示される。さ

らに、二重特異性または二重パラ卜ピックな抗原結合ドメインの、一方の抗

原結合ドメインのェピ卜一プに対する結合活性がCaィ才ン濃度等の金属ィ才

ン濃度の条件によって変化し、もう一方の抗原結合ドメインのェピ卜一プに

対する結合活性がCaィ才ン濃度等の金属ィ才ン濃度の条件によつて変化する

、二重特異性または二重パラ卜ピックな抗原結合ドメインを含む抗原結合分

子もまた、本発明の抗原結合分子の非限定な一態様として例示される。

[0332] ま編 牛籠 糸吉 き 【よ綠 り ぼ 她 き吉

その少なくとも一つの抗原結合ドメインが抗原分子中の第一のェピ卜一

プに結合し、その少なくとも一つの別の抗原結合ドメインが抗原分子中の第

二のェピ卜一プに結合する特徴を有する、少なくとも二つの抗原結合ドメィ

ンを含む抗原結合分子は、その反応の特異性という観点から多重特異性抗原

結合分子と呼ばれる。一分子の抗原結合分子に含まれる二種類の抗原結合ド

メインによつて当該抗原結合分子が、二つの異なるェピ卜一プに結合する場

合、当該抗原結合分子は二重特異性抗原結合分子と呼ばれる。また、一分子

の抗原結合分子に含まれる三種類の抗原結合ドメインによって当該抗原結合

分子が、三つの異なるェピ卜一プに結合する場合、当該抗原結合分子は三重

特異性抗原結合分子と呼ばれる。

[0333] 抗原分子中の第一のェピ卜一プに結合する抗原結合ドメイン中のパラ卜

—プと、第一のェピ卜一プと構造の異なる第二のェピ卜一プに結合する抗原

結合ドメイン中のパラ卜一プとはその構造が互いに異なる。ゆえに、その少

なくとも一つの抗原結合ドメインが抗原分子中の第一のェピ卜一プに結合し



、その少な くとも一つの別の抗原結合 ドメインが抗原分子中の第二のェ ピ 卜

—プに結合する特徴 を有する、少な くとも二つの抗原結合 ドメインを含む抗

原結合分子は、その構造の特異性 という観点か ら多重パラ トピック抗原結合

分子 と呼ばれる。一分子の抗原結合分子に含 まれる二種類の抗原結合 ドメィ

ンによつて当該抗原結合分子が、二つの異なるェ ピ 卜一プに結合する場合、

当該抗原結合分子は二重パラ トピック抗原結合分子 と呼ばれる。 また、一分

子の抗原結合分子に含 まれる三種類の抗原結合 ドメインによって当該抗原結

合分子が、三つの異なるェ ピ 卜一プに結合する場合、当該抗原結合分子は三

重パラ トピック抗原結合分子 と呼ばれる。

[0334] —つまたは複数の抗原結合 ドメインを含む多価の多重特異性 または多重

パラ トピック抗原結合分子 とその調製方法は、Conrath ら （丄 B i o L. Chem. (20

0 1 ) 276 ( 10) 7346-7350) 、 Muy Ldermans (Rev. Mo し B i otech. (2001 ) 74,

277-302) およびKontermann R. E. (201 1) B i spec i f i c Ant i bod i es (Spr i nger

-Ver Lag) 等の非特許文献、な らびに国際公開WO1 996/0341 03またはWO1 999/02

3221 等の特許文献等にも記載 されている。 これ らに記載 された多重特異性 ま

たは多重パラ トピック抗原結合分子 とその調製方法を用いることによって、

本発明の抗原結合分子を作製することが可能である

[0335] 二ま 編 牛 き ィ乍 カミ去

前記のような多重特異性 または多重パラ トピック抗原結合分子 とその調

製方法の一態様 と して、二重特異性抗体 とその作製方法が下記に例示される

。二重特異性抗体 とは、異なるェ ピ 卜一プに対 して特異的に結合する二種類

の可変領域 を含む抗体である。 IgG型の二重特異性抗体は IgG抗体を産生する

ハイプ リ ドー マ二種 を融合することによって生 じるhybr i d hybr i doma (quadr

oma) によって分泌させることが可能である （M s t e i nら （Nature ( 1983) 30

5, 537-540) 。

[0336] 二重特異性抗体を前記の抗体の項で記載 されたような組換え手法を用い

て製造する場合、 目的の二種の可変領域 を含む重鎖 をコ一 ドする遺伝子を細

胞 に導入 しそれ らを共発現 させる方法が採用され得 る。 しか しなが ら、 こう



した共発現 させ る方法 における重鎖 の組合せ を考慮するだけでも、 （i ) 第一

のェ ピ 卜一 プに結合する可変領域 を含む重鎖 と第二のェ ピ 卜一 プに結合する

可変領域 を含む重鎖 が一対 とな った重鎖 の組合せ、 （i i ) 第一のェ ピ 卜一 プに

結合する可変領域 を含む重鎖 のみが一対 とな った重鎖 の組合せ、 （i ) 第二

のェ ピ 卜一 プに結合する可変領域 を含む重鎖 のみが一対 とな った重鎖 の組合

せが、 2 : 1 : 1 の分子数 の割合で存在 する混合物 となる。 これ ら三種類 の

重鎖 の組合せの混合物 か ら目的の重鎖 の組合せ を含む抗原結合分子 を精製 す

ることは困難 である。

[0337] こう した組換 え手法 を用いて二重特異性抗体 を製造する際 に、重鎖 を構

成 するCH3 ドメイ ンに適 当なアミノ酸置換 の改変 を加 えることによってヘテ ロ

な組合せの重鎖 を含む二重特異性抗体が優先的に分泌 され得 る。具体的には

、一方の重鎖 のCH3 ドメイ ンに存在 するァミノ酸側鎖 をよ り大 きい側鎖 （knob

( 「突起」の意）） に置換 し、 もう一方の重鎖 のCH3 ドメイ ンに存在 するアミ

ノ酸側鎖 をよ り小 さい側鎖 （ho Le ( 「空隙」の意）） に置換 することによつ

て、突起が空隙内に配置 され得 るように して異種 の重鎖形成 の促進 および同

種 の重鎖形成 の阻害 を引 き起 こす方法である （国際公開WO1 996/02701 1、 i dg

way ら (Prote i n Eng i neer i ng ( 1996) 9 , 6 17-621 ) 、 Merchant ら (Nat. B i o t

ech. ( 1998) 16 , 677-681 ) ) 。

[0338] また、 ポ リペ プチ ドの会合、 またはポ リペ プチ ドによって構成 され る異

種多量体の会合の制御方法 を、重鎖 の会合 に利用することによって二重特異

性抗体 を作製 する技術 も知 られている。即 ち、重鎖 内の界面 を形成 するアミ

ノ酸残基 を改変することによって、 同一配列 を有 する重鎖 の会合が阻害 され

、配列の異 なる二つの重鎖 が形成 され るように制御 する方法が二重特異性抗

体の作製 に採用 され得 る （国際公開WO2006/1 06905) 。 このような方法 も二重

特異性抗体 を製造する際 に、採用 され得 る。

[0339] 本発明の非 限定な一態様 における抗原結合分子 に含 まれ るFc領域 と して

は、上記の二重特異性抗体 を起源 とするFc領域 を形成 する二つのポ リぺ プチ

ドが適宜使用 され得 る。 よ り具体的には、 Fc領域 を形成 する二つのポ リぺ プ



チドであって、その一方のポリぺプチドのアミノ酸配列のうち印ナンバリン

グで表される349のアミノ酸がCys、366のアミノ酸がTr pであり、他方のポリ

ぺプチドのアミノ酸配列のうち印ナンバリングで表される356のアミノ酸がCy

s、366のアミノ酸がSe rに、368のアミノ酸がALaに、407のアミノ酸がVa Lであ

ることを特徴とする二つのポリペプチドが好適に用いられる。

[0340] そのほかの本発明の非限定な一態様におけるFc領域としては、Fc領域を

形成する二つのポリぺプチドであって、その一方のポリぺプチドのアミノ酸

配列のうち印ナンバリングで表される409のアミノ酸がAspであり、他方のポ

リぺプチドのアミノ酸配列のうち印ナンバリングで表される399のアミノ酸が

Lysであることを特徴とする二つのポリべプチドが好適に用いられる。上記態

様では、409のアミノ酸はAspに代えてGLu、399のアミノ酸はLysに代えてArg

でもあり得る。また、399のアミノ酸のLysに加えて360のアミノ酸としてAsp

又は392のアミノ酸としてAspも好適に追加され得る。

[0341 ] 本発明の別の非限定な一態様におけるFc領域としては、Fc領域を形成す

る二つのポリぺプチドであって、その一方のポリぺプチドのアミノ酸配列の

うち印ナンバリングで表される370のアミノ酸がGLuであり、他方のポリぺプ

チドのアミノ酸配列のうち印ナンバリングで表される357のアミノ酸がLysで

あることを特徴とする二つのポリぺプチドが好適に用いられる。

[0342] 本発明のさらに別の非限定な一態様におけるFc領域としては、Fc領域を形

成する二つのポリぺプチドであって、その一方のポリぺプチドのアミノ酸配

列のうち印ナンバリングで表される439のアミノ酸がGLuであり、他方のポリ

ぺプチドのアミノ酸配列のうち印ナンバリングで表される356のアミノ酸がLy

sであることを特徴とする二つのポリぺプチドが好適に用いられる。

[0343] 本発明の別の非限定な一態様におけるFc領域としては、これらが組み合わ

された以下の態様のいずれか ；

( i ) Fc領域を形成する二つのポリペプチドであって、その一方のポリぺプチ

ドのアミノ酸配列のうち印ナンバリングで表される409のアミノ酸がAsp、370

のアミノ酸がGLuであり、他方のポリぺプチドのアミノ酸配列のうち印ナンパ



リングで表 される399 のアミノ酸が Lys 、 357 のアミノ酸が Lys であることを特

徴 とする二つのポ リペ プチ ド （本態様では、 EUナ ンバ リングで表 される370 の

アミノ酸のG Luに代 えてAsp であ ってもよ く、 EUナ ンバ リングで表 される370 の

アミノ酸のG Luに代 えて 392 のアミノ酸のAsp であ ってもよい）、

( i i ) Fc領域 を形成する二つのポ リペ プチ ドであ って、 その一方のポ リぺ プチ

ドのアミノ酸配列の うち印ナ ンバ リングで表 される409 のアミノ酸がAsp 、 439

のアミノ酸がG Luであ り、他方のポ リぺ プチ ドのアミノ酸配列の うち印ナ ンパ

リングで表 される399 のアミノ酸が Lys 、 356 のアミノ酸が Lys であることを特

徴 とする二つのポ リペ プチ ド （本態様では、 EUナ ンバ リングで表 される439 の

アミノ酸のG Luに代 えて 360 のアミノ酸のAsp 、 EUナ ンバ リングで表 される392

のアミノ酸のAsp 又は439 のアミノ酸のAsp であ ってもよい）、

( i i i ) Fc領域 を形成する二つのポ リペ プチ ドであ って、 その一方のポ リぺ プ

チ ドのアミノ酸配列の うち印ナ ンバ リングで表 される370 のアミノ酸がG Lu、 4

3 9のアミノ酸がG Luであ り、他方のポ リぺ プチ ドのアミノ酸配列の うち印ナ ン

バ リングで表 される357 のアミノ酸が Lys 、 356 のアミノ酸が Lys であることを

特徴 とする二つのポ リペ プチ ド、 または、

Fc領域 を形成する二つのポ リぺ プチ ドであ って、 その一方のポ リぺ プチ ドの

アミノ酸配列の うち印ナ ンバ リングで表 される409 のアミノ酸がAsp 、 370 のァ

ミノ酸がG Lu、 439 のァミノ酸がG Luであ り、他方のポ リペ プチ ドのァミノ酸配

列の うち印ナ ンバ リングで表 される399 のアミノ酸が Lys 、 357 のアミノ酸が Ly

s、 356 のアミノ酸が Lys であることを特徴 とする二つのポ リペ プチ ド （本態様

では、 EUナ ンバ リングで表 される370 のアミノ酸 をG Luに置換 しな くてもよ く

、更に、 370 のアミノ酸 をG Luに置換 しない上で、 439 のアミノ酸のG Luに代 え

てAsp 又は439 のアミノ酸のG Luに代 えて 392 のアミノ酸のAsp であ ってもよい）

が好適 に用い られる。

さ らに、本発明の別の非限定な一態様 において、 Fc領域 を形成する二つの

ポ リぺ プチ ドであ って、 その一方のポ リぺ プチ ドのアミノ酸配列の うち印ナ



ンバ リングで表 され る 356 の ア ミ ノ酸 が Lys で あ り、 他 方 の ポ リぺ プチ ドの ァ

ミ ノ酸 配 列 の うち印 ナ ンバ リングで表 され る435 の ア ミ ノ酸 が Arg 、 439 の ア ミ

ノ酸 が G Luで あ る こ とを特 徴 とす る二 つ の ポ リぺ プチ ドも好適 に用 い られ る。

[0345] さ らに、 本 発 明 の別 の非 限定 な一態様 にお いて、 Fc領 域 を形 成 す る二 つ の

ポ リぺ プチ ドで あ って、 その一方 の ポ リぺ プチ ドの ア ミ ノ酸 配 列 の うち印 ナ

ンバ リングで表 され る 356 の ア ミ ノ酸 が Lys 、 357 の ア ミ ノ酸 が Lys で あ り、 他

方 の ポ リぺ プチ ドの ア ミ ノ酸 配 列 の うち印 ナ ンバ リングで表 され る 370 の ア ミ

ノ酸 が G Lu、 435 の ア ミ ノ酸 が Arg 、 439 の ア ミ ノ酸 が G Luで あ る こ とを特 徴 とす

る二 つ の ポ リぺ プチ ドも好適 に用 い られ る。

[0346] また、 上 記 の異 種 の重鎖 の会 合技 術 の ほか、 第 一 の ェ ピ 卜一 プに結 合 す る

可 変領 域 を形 成 す る軽 鎖 、 お よび 第 二 の ェ ピ トー プに結 合 す る可 変領 域 を形

成 す る軽 鎖 を、 各 々、 第 一 の ェ ピ トー プに結 合 す る可 変領 域 を形 成 す る重鎖

、 お よび 第 二 の ェ ピ 卜一 プに結 合 す る可 変領 域 を形 成 す る重鎖 に会 合 させ る

異 種 の軽 鎖 の会 合技 術 と して知 られ るCrossMab 技 術 （Scaefer ら （Proに Nat L.

Acad. Sc i . U. S. A . (201 1) 108, 1 1187-1 1192) ) も、 本 発 明 が提 供 す る多重特

異 性 また は多重 パ ラ トピック抗 原結 合 分 子 を作製 す るため に使 用 され得 る。

3 7 血 巾力、に 籠 き き ， す辆 こ 籠 糸吉

子 の使 用

本 発 明 に よ って、

( i ) Fc領 域 、 お よび、

( ) イオ ン濃 度 の条 件 に よ って抗 原 に対 す る結 合 活性 が変 化 す る抗 原結 合 ド

メイ ン、

を含 む抗 原結 合 分 子 の使 用 で あ って、

(a) 二分 子以 上 の 当該 抗 原結 合 分 子、 お よび、 （b) 二分 子以 上 の抗 原、 た だ

し当該 抗 原 は二以 上 の抗 原結 合 単位 を含 む、

を含 む免疫 複 合 体 を形 成 す る こ とが可 能 な抗 原結 合 分 子 の、 血 漿 中か ら当該

抗 原 を消 失 させ るため の使 用 が提 供 され る。

[0348] 本 発 明 にお いて、 抗 原結 合 分 子 の使 用 は、 血 漿 中か ら当該 抗 原 を消 失 す る



ことができればよく、その使用の態様は特に限定されない。そのような使用

の非限定な一態様 として、本発明が提供する抗原結合分子を含む医薬組成物

、または本発明が提供する抗原結合分子を対象に投与することを含む方法等

が例示される。また、非限定な別の一態様 として、対象から単離された血漿

を本発明の抗原結合分子と接触せ しめ形成させた、二分子以上の当該抗原結

合分子、および、二分子以上の抗原 （ただ し当該抗原は二以上の抗原結合単

位を含む）を含む免疫複合体を、 FcRn またはFc ァレセプタ一を発現する細胞

に接触させることを含む、血漿中から当該抗原を消失させるためのex v i v oの

方法における当該抗原結合分子の使用も例示される。

本発明において、 「血漿中抗原消失能」とは、抗原結合分子が生体内に投

与された、あるいは、抗原結合分子の生体内への分泌が生 じた際に、血漿中

に存在する抗原を血漿中から消失させる能力のことをいう。従 って、本発明

において、 「抗原結合分子の血漿中抗原消失能が増加する」とは、抗原結合

分子を投与 した際に、本発明で開示される免疫複合体を形成することができ

ない抗原結合分子、抗原に対する結合活性がイオン濃度非依存的である抗原

結合 ドメインを含む抗原結合分子、も しくは、 Fc ァRまたはFcRn に対する結合

活性が損なわれたFc領域を含む抗原結合分子、を投与 したときと比較 して、

血漿中から抗原が消失する速さが速 くなつていればよい。抗原結合分子の血

漿中抗原消失能が増加 したか否かは、例えば、可溶型抗原と抗原結合分子と

を生体内に投与 し、投与後の可溶型抗原の血漿中濃度を測定することにより

判断することが可能である。二以上の抗原結合分子および二以上の抗原結合

単位の抗原を含む免疫複合体を形成することが可能な抗原結合分子の、 pH酸

性域における抗原に対する結合活性をpH中性域における抗原に対する結合活

性より低下させる （または、低カルシウムイオン濃度における抗原に対する

結合活性を高カルシウムイオン濃度における抗原に対する結合活性より低下

させる）等によりイオン濃度によって抗原に対する結合活性が変化 した抗原

結合分子と可溶型抗原を投与 した後の血漿中の可溶型抗原の濃度が低下 して



い る場 合 には、 抗 原結 合 分 子 の血 漿 中抗 原 消 失能 が増 加 した と判 断 す る こ と

が で きる。 可溶 型 抗 原 は、 血 漿 中 にお いて抗 原結 合 分 子 に結 合 す る抗 原 で あ

つて も、 また は抗 原結 合 分 子 が結 合 しな い抗 原 で あ って も よ く、 その濃 度 は

それ ぞれ 「血 漿 中抗 原結 合 分 子結 合 抗 原濃 度 」 お よび 「血 漿 中抗 原結 合 分 子

非 結 合 抗 原濃 度 」 と して決 定 す る こ とが で きる （後 者 は 「血 漿 中遊離 抗 原濃

度 」 と同義 で あ る）。 「血 漿 中総 抗 原濃 度 」 とは、 抗 原結 合 分 子結 合 抗 原 と

抗 原結 合 分 子非 結 合 抗 原 とを合 計 した濃 度 、 また は抗 原結 合 分 子非 結 合 抗 原

濃 度 で あ る 「血 漿 中遊離 抗 原濃 度 」 を意 味 す る こ とか ら、 可溶 型 抗 原濃 度 は

「血 漿 中総 抗 原濃 度 」 と して決 定 す る こ とが で きる。 「血 漿 中総 抗 原濃 度 」

また は 「血 漿 中遊離 抗 原濃 度 」 を測 定 す る様 々な方 法 が、 本 明細書 にお いて

以 下 に記載 す る よ うに当技 術 分 野 にお いて周 知 で あ る。

[0350] 本 発 明 にお いて、 「薬物 動 態 の 向上 」、 「薬物 動 態 の改善 」、 お よび 「優

れ た薬物 動 態 」 は、 「血 漿 中 （血 中）滞 留性 の 向上 」、 「血 漿 中 （血 中）滞

留性 の改善 」、 「優 れ た血 漿 中 （血 中）滞 留性 」、 「血 漿 中 （血 中）滞 留性

を長 くす る」 と言 い換 え る こ とが可 能 で あ り、 これ らの語 句 は同 じ意 味 で使

用 され る。

[0351 ] 本 発 明 にお いて 「薬物 動 態 が改善 す る」 とは、 抗 原結 合 分 子 が ヒ 卜、 また

はマ ウス、 ラ ッ 卜、 サル、 ゥサ ギ、 ィ ヌな どの非 ヒ 卜動物 に投 与 され て か ら

、 血 漿 中か ら消 失 す る まで （例 え ば、 細胞 内で分解 され る等 して抗 原結 合 分

子 が血 漿 中 に戻 る こ とが不 可 能 な状 態 にな る まで） の時 間 が長 くな る こ との

み な らず、 抗 原結 合 分 子 が投 与 され て か ら分解 され て消 失 す る まで の 間 に抗

原 に結 合 可 能 な状 態 （例 え ば、 抗 原結 合 分 子 が抗 原 に結 合 して いな い状 態 ）

で血 漿 中 に滞 留 す る時 間 が長 くな る こ とも含 む。 天然 型 Fc領 域 を有 す る ヒ 卜I

gGは、 非 ヒ 卜動物 由来 の FcRn に結 合 す る こ とが で きる。 例 え ば、 天然 型 Fc領

域 を有 す る ヒ 卜IgG は ヒ 卜FcRn よ りマ ウス FcRn に強 く結 合 す る こ とが で きる こ

とか ら (Int. Immuno l . (2001 ) 13 ( 12), 1551 - 1559) 、 本 発 明 の抗 原結 合 分

子 の特 性 を確 認 す る 目的 で、 好 ま しくはマ ウス を用 いて投 与 を行 う こ とが で

きる。 別 の例 と して、 本 来 の FcRn遺 伝 子 が破 壊 され て お り、 ヒ 卜FcRn遺 伝 子



に関する トランスジー ンを有 して発現 するマ ウス （Methods Mo L. B i o L. (201

0 ) 602, 93-1 04) もまた、以下 に記載 する本発明の抗原結合分子の特性 を確

認する目的で、投与 を行 うため に用いることがで きる。具体的には、 「薬物

動態が改善 する」 とはまた、抗原 に結合 していない抗原結合分子 （抗原非結

合型抗原結合分子）が分解 されて消失するまでの時間が長 くなることを含む

。抗原結合分子が血漿 中に存在 していても、 その抗原結合分子 にすでに抗原

が結合 している場合 は、 その抗原結合分子は新 たな抗原 に結合で きない。 そ

のため抗原結合分子が抗原 に結合 していない時間が長 くなれば、新 たな抗原

に結合で きる時間が長 くな り （新 たな抗原 に結合で きる機会が多 くな り）、

生体 内で抗原が抗原結合分子 に結合 していない時間を減 少させ ることがで き

、抗原が抗原結合分子 に結合 している時間を長 くすることが可能 となる。抗

原結合分子の投与 によって血漿 中か らの抗原の消失 を加速することがで きれ

ば、抗原非結合型抗原結合分子の血漿 中濃度 が増加 し、 また、抗原が抗原結

合分子 に結合 している時間が長 くなる。 つ ま り、本発明における 「抗原結合

分子の薬物動態の改善」 とは、抗原非結合型抗原結合分子のいずれかの薬物

動態パ ラメーターの改善 （血漿 中半減期 の増加、平均血漿 中滞留時間の増加

、血漿 中ク リアランスの低下のいずれか）、 あるいは、抗原結合分子投与後

に抗原が抗原結合分子 に結合 している時間の延長、 あるいは、抗原結合分子

による血漿 中か らの抗原の消失が加速 され ること、 を含む。抗原結合分子あ

るいは抗原非結合型抗原結合分子の血漿 中半減期、平均血漿 中滞留時間、血

漿 中ク リァランス等のいずれかのパ ラメータ一 （ファーマ コキネテ ィクス

演習 による理解 （南山堂）） を測定することによ り判断することが可能であ

る。例 えば、抗原結合分子 をマ ウス、 ラ ッ 卜、サル、 ゥサギ、 ィ ヌ、 ヒ 卜な

どに投与 した場合、抗原結合分子あるいは抗原非結合型抗原結合分子の血漿

中濃度 を測定 し、各パ ラメータ一を算 出 し、血漿 中半減期 が長 くな つた又 は

平均血漿 中滞留時間が長 くな つた場合等 には、抗原結合分子の薬物動態が改

善 した といえる。 これ らのパ ラメータ一は当業者 に公知の方法 によ り測定す

ることが可能であ り、例 えば、薬物動態解析 ソ フ トWi nNo r i n (Phars i ght)



を用いて、付属の手順書に従いノンコンパ ー トメ ン ト （Noncompartmenta L)

解析することによって適宜評価することができる。抗原に結合 していなぃ抗

原結合分子の血漿中濃度の測定は当業者公知の方法で実施することが可能で

あり、例えば、CLi n. Pharmaco l . (2008) 48 (4), 406-41 7において測定され

ている方法を用いることができる。

[0352] 本発明において 「薬物動態が改善する」とは、抗原結合分子投与後に抗原

が抗原結合分子に結合 している時間が延長されたことも含む。抗原結合分子

投与後に抗原が抗原結合分子に結合 している時間が延長されたか否かは、遊

離抗原の血漿中濃度を測定 し、遊離抗原の血漿中濃度、あるいは、総抗原濃

度に対する遊離抗原濃度の割合が上昇 して くるまでの時間により判断するこ

とが可能である。

[0353] 抗原結合分子に結合 していない遊離抗原の血漿中濃度、あるいは、総抗原

濃度に対する遊離抗原濃度の割合は当業者公知の方法で決定され得る。例え

ば、Pharm. Res. (2006) 23 ( 1) , 95-1 03において使用されている方法を用い

て決定され得る。また、抗原が何 らかの機能を生体内で示す場合、抗原が抗

原の機能を中和する抗原結合分子 （アンタゴニス 卜分子）と結合 しているか

どうかは、その抗原の機能が中和されているかどうかで評価することも可能

である。抗原の機能が中和されているかどうかは、抗原の機能を反映する何

らかの生体内マ一力一を測定することによって評価され得る。抗原が抗原の

機能を活性化する抗原結合分子 （ァゴニス 卜分子）と結合 しているかどうか

は、抗原の機能を反映する何 らかの生体内マ一 力一を測定することによって

評価され得る。

[0354] 遊離抗原の血漿中濃度の測定、血漿中の総抗原量に対する血漿中の遊離抗

原量の割合の測定、生体内マーカ一の測定などの測定は特に限定されないが

、抗原結合分子が投与されてから一定時間が経過 した後に行われることが好

ましい。本発明において抗原結合分子が投与されてから一定時間が経過 した

後 とは、特に限定されず、投与された抗原結合分子の性質等により当業者が

適時決定することが可能であり、例えば抗原結合分子を投与 してから1曰経過



後、抗原結合分子 を投与 してか ら3曰経過後、抗原結合分子 を投与 してか ら7

曰経過後、抗原結合分子 を投与 してか ら14日経過後、抗原結合分子 を投与 し

てか ら28曰経過後 な どが挙 げ られ る。本発明において、 「血漿 中抗原濃度」

とは、抗原結合分子結合抗原 と抗原結合分子非結合抗原 とを合計 した濃度 で

ある 「血漿 中総抗原濃度」、 または抗原結合分子非結合抗原濃度 である 「血

漿 中遊離抗原濃度」のいずれ も含 まれ る概念である。

[0355] 血 漿 中総抗原濃度 は、抗原結合分子 と して、抗原 に対する結合活性 がィ才

ン濃度非依存 的である抗原結合 ドメ イ ンを含む抗原結合分子、 または、 Fc ァR

に対する結合活性 が損 なわれた Fc領域 を含む抗原結合分子、 を投与 した場合

と比較 して、 または本発明の抗原結合分子 を投与 しない場合 と比較 して、本

発明の抗原結合分子の投与 によ り、2倍、 5倍、 10倍、 20倍、 50倍、 100倍、20

0倍、 500倍、 1, 000倍 またはそれ以上低減 し得 る。

[0356] 抗原 / 抗原結合分子 モル 比 は、以下 に示す通 りに算 出され得 る ：

六値 = 各時点での抗原のモル 濃度

B値 = 各時点での抗原結合分子のモル濃度

値 = 各時点での抗原結合分子のモル 濃度 あた りの抗原のモル 濃度 （抗原 / 杭

原結合分子 モル 比）

C= A/B 。

[0357] C値 がよ り小 さい場合 は、抗原結合分子あた りの抗原消失効率 がよ り高い こ

とを示 し、C値 がよ り大 きい場合 は、抗原結合分子あた りの抗原消失効率 がよ

り低 い ことを示す。

[0358] 抗原 / 抗原結合分子 モル 比 は、上記のように算 出され得 る。

[0359] 抗原 / 抗原結合分子 モル 比 は、抗原結合分子 と して、本発明で開示 され る免

疫複合体 を形成 することがで きない抗原結合分子、抗原 に対する結合活性 が

ィ才 ン濃度非依存 的である抗原結合 ドメイ ンを含む抗原結合分子、 も しくは

、 Fc ァRまたは FcRnに対する結合活性 が損 なわれた Fc領域 を含む抗原結合分子

、 を投与 した場合 と比較 して、本発明の抗原結合分子の投与 によ り2倍、 5倍

、 10倍、 20倍、 50倍、 100倍、200倍、 500倍、 1, 000倍 またはそれ以上低減 し



うる。

[0360] 本発 明 において、 本発 明の抗原結 合分 子 と比較 す る参 照抗原結 合分 子 と し

て、 本発 明で開示 され る免疫複 合体 を形成 す る ことがで きな い抗原結 合分 子

、 抗原 に対 す る結 合活性 が ィ才 ン濃度非依存 的であ る抗原結 合 ドメ イ ン を含

む抗原結 合分 子、 も しくは、 Fc ァRまた は FcRn に対 す る結 合活性 が損 なわれ た

Fc領 域 を含 む抗原結 合分 子、 が用 い られ る。

[0361 ] 血 漿 中か ら細胞 内へ の本発 明の抗原結 合分 子 の取込 み に FcRn が介在 す る経

路 が利 用 され る場合 の血 漿 中総 抗原濃度 また は抗原 / 抗体 モ ル 比 の減 少 は、 抗

原結 合分 子 がマ ウス カ ウ ンタ一パ 一 卜抗原 と交差 反応 しな い場合 は、 ヒ 卜FcR

n トラ ン ス ジ エ ニ ッ ク マ ウ ス 系統 32 また は系統 276 (Jackson Laborator i es, M

ethods Mo し B i o し (201 0 ) 602, 93-1 04) を用 い、 抗原抗体 同時注射 モデル

また は定常状 態抗原 注入 モデル の いずれ か によ つて評価 す る こともで きる。

抗原結 合分 子 がマ ウス カ ウ ンタ一パ 一 卜と交差 反応 す る場合 は、 ヒ 卜FcRn 卜

ラ ン ス ジ エニ ックマ ウス系統 32 また は系統 276 (Jackson Laborator i es) に抗

原結 合分 子 を単 に注射 す る ことによ って評価 す る こともで きる。 同時注射 モ

デル で は、 抗原結 合分 子 と抗原 の混合物 をマ ウス に投与 す る。 定常状 態抗原

注入 モデル で は、 一定 の血 漿 中抗原濃度 を達成 す るため にマ ウス に抗原溶液

を充填 した注入 ポ ンプを埋 め込 んで、 次 に抗原結 合分 子 をマ ウス に注射 す る

。 試験 抗原結 合分 子 を同 じ用量 で投与 す る。血 漿 中総 抗原濃度、血 漿 中遊離

抗原濃度、 お よび血 漿 中抗原結 合分 子濃度 を、 当業者 公知 の方法 を用 いて適

切 な時点 で測 定 す る。

[0362] 血 漿 中か ら細胞 内へ の本発 明の抗原結 合分 子 の取込 み に Fc ァRが介在 す る経

路 が利 用 され る場合 の血 漿 中総 抗原濃度 また は抗原 / 抗体 モ ル 比 の減 少 は、 抗

原結 合分 子 がマ ウス カ ウ ンタ一パ ー ト抗原 と交差 反応 しな い場合 は、 通 常用

い られ るC57BL/6J マ ウス （Char Les R i ver Japan) を用 い、 抗原抗体 同時注射

モデル また は定常状 態抗原 注入 モデル の いずれ か によ って評価 す る こともで

きる。 抗原結 合分 子 がマ ウス カ ウ ンタ一パ 一 卜と交差 反応 す る場合 は、 通 常

用 い られ るC57BL/6J マ ウス （Char Les R i ver Japan) に抗原結 合分 子 を単 に注



射することによって評価することもできる。

[0363] 同時注射モデルでは、抗原結合分子と抗原の混合物をマウスに投与する。

定常状態抗原注入モデルでは、一定の血漿中抗原濃度を達成するためにマウ

スに抗原溶液を充填した注入ポンプを埋め込んで、次に抗原結合分子をマウ

スに注射する。試験抗原結合分子を同じ用量で投与する。血漿中総抗原濃度

、血漿中遊離抗原濃度、および血漿中抗原結合分子濃度を、当業者公知の方

法を用いて適切な時点で測定する。

[0364] 投与2日後、4日後、7日後、14日後、28日後、56日後、または84日後に血漿

中の総抗原濃度または遊離抗原濃度および抗原/抗原結合分子モル比を測定し

て、本発明の長期効果を評価することができる。言い換えれば、本発明の抗

原結合分子の特性を評価する目的で、長期間の血漿中抗原濃度が、抗原結合

分子の投与2日後、4日後、7日後、14日後、28日後、56日後、または84日後に

血漿中の総抗原濃度または遊離抗原濃度および抗原/抗原結合分子モル比を測

定することによって決定される。本発明に記載の抗原結合分子によって血漿

中抗原濃度または抗原/抗原結合分子モル比の減少が達成されるか否かは、先

に記載した任意の1つまたは複数の時点でその減少を評価することにより決定

され得る。

[0365] 投与15分後、1時間後、2時間後、4時間後、8時間後、12時間後、または24

時間後に、血漿中の総抗原濃度または遊離抗原濃度および抗原/抗原結合分子

モル比を測定して、本発明の短期効果を評価することができる。言い換えれ

ば、本発明の抗原結合分子の特性を評価する目的で、短期間の血漿中抗原濃

度が、抗原結合分子の投与15分後、1時間後、2時間後、4時間後、8時間後、1

2時間後、または24時間後に血漿中の総抗原濃度または遊離抗原濃度および抗

原/抗原結合分子モル比を測定することによって決定される。

[0366] 本発明の抗原結合分子の投与経路は、皮内注射、静脈内注射、硝子体内注

射、皮下注射、腹腔内注射、非経口注射、および筋肉内注射から選択するこ

とができる。

[0367] 本発明においては、ヒ卜における抗原結合分子の薬物動態が改善すること



が好ま しい。 ヒ 卜での血漿中滞留性を測定することが困難である場合には、

マウス （例えば、正常マウス、 ヒ 卜抗原発現 トランスジエニックマウス、 ヒ

卜FcRn発現 トランスジエニックマウス、等）またはサル （例えば、力二クイ

ザルなど）での血漿中滞留性をもとに、 ヒ 卜での血漿中滞留性を予測するこ

とができる。

[0368] 本発明における 「抗原結合分子の薬物動態の改善、血漿中滞留性の向上」

とは抗原結合分子を生体に投与 した際のいずれかの薬物動態パラメ一タ一が

改善されていること （血漿中半減期の増加、平均血漿中滞留時間の増加、血

漿中クリアランスの低下、バイオアベイラビリテ ィのいずれか）、あるいは

、投与後の適切な時間における抗原結合分子の血漿中濃度が向上 しているこ

とを意味する。抗原結合分子の血漿中半減期、平均血漿中滞留時間、血漿中

クリアランス、バイオアベイラビリテ ィ等のいずれかのパラメータ一 （ファ

—マコキネテ イクス 演習による理解 （南山堂））を測定することにより判

断することが可能である。例えば、抗原結合分子をマウス （ノーマルマウス

および ヒ 卜FcRn トランスジエニックマウス）、ラッ 卜、サル、 ゥサギ、ィヌ

、 ヒ 卜などに投与 した場合、抗原結合分子の血漿中濃度を測定 し、各パラメ

一ターを算出 し、血漿中半減期が長 くなつた又は平均血漿中滞留時間が長 く

なった場合等には、抗原結合分子の薬物動態が改善 したといえる。 これ らの

パラメータ一は当業者に公知の方法により測定することが可能であ り、例え

ば、薬物動態解析 ソフ トWi nNor i n (Phars i ght) を用いて、付属の手順書に

従いノンコ ンパ ー トメ ン ト （Noncompartmenta L) 解析する ことによ って適宜

評価することができる。

[0369] 特定の理論に拘束されるものではないが、本発明の、 （i ) Fc領域、な らび

に、 （ ) イオン濃度の条件によって抗原に対する結合活性が変化する抗原結

合 ドメイン、を含む抗原結合分子であって、二以上の当該抗原結合分子およ

び二以上の抗原結合単位の抗原を含む免疫複合体を形成することが可能な抗

原結合分子が、血漿中か ら当該抗原結合単位を消失させる可能性のある一つ

のメカニズムとして、以下のようなメカニズムが例示される。 SIL-6R 等のよ



うに抗 原結 合 単位 が一単位 （す なわ ち単 量 体 ） で あ る場 合、 二価 の抗 原結 合

ドメイ ンを含 む一分 子 の抗 体 に対 して二分 子 （す なわ ち二単位 の抗 原結 合 単

位 ） の抗 原 が結 合 し、 一分 子 の抗 SIL-6R 抗 体 と二単位 の抗 原結 合 単位 を含 む

二分 子 の抗 原 分 子 と複 合 体 を形 成 す る。 その ため、 この よ うな抗 原 と抗 体 の

複 合 体 は、 図 1 に示 す よ うに一 つ の Fc領 域 （天然 型 IgG1 の Fc領 域 ） しか有 し

な い。 当該複 合 体 は一 つ の Fc領 域 を介 して一分 子 の Fc R、 また は二分 子 の Fc

Rnに結 合 す るため、 これ らの受容 体 に対 す る親 和性 は通 常 の IgG 抗 体 と同様 で

あ り、 細胞 内へ の取 込 み は主 に非 特 異 的 に起 こる と考 え られ得 る。

[0370] — 方 、 重鎖 お よび軽 鎖 のへ テ ロ複 合 体 の二量 体 で あ る ヒ 卜IgA 等 の よ うに抗

原結 合 単位 が二単位 で あ る場 合、 当該 抗 原結 合 単位 中 には、 抗 原結 合 ドメィ

ンが結 合 す るェ ピ 卜一 プもニ単位 存 在 す る こ と とな る。 しか し、 二価 の （す

なわ ち一分 子 の抗 IgA 抗 体 に含 まれ る抗 原結 合 ドメイ ンが 同一 の ェ ピ 卜一 プに

結 合 す る）抗 IgA 抗 体 が その抗 原 で あ る IgA に結 合 す る場 合、 一分 子 の抗 IgA 抗

体 に含 まれ る二価 の個 々の抗 原結 合 ドメイ ンが、 一分 子 の IgA 分 子 に存 在 す る

二単位 の ェ ピ 卜一 プに各 々結 合 す る こ とはェ ピ 卜一 プの配 置 等 の点 か ら困難

で あ る こ とが考 え られ る。 その結 果、 一分 子 の抗 IgA 抗 体 中 に存 在 す る二価 の

抗 原結 合 ドメイ ンに結 合 す る二分 子 の IgA 中 に存 在 す る二単位 の抗 原結 合 単位

には、 別 の抗 IgA 抗 体 分 子 が結 合 す る こ とに よ って、 少 な くとも四分 子 （す な

わ ち抗 原 分 子 で あ る IgA の 二 つ の分 子 と抗 原結 合 分 子 で あ る抗 IgA 抗 体 の二 つ

の分 子 ） を含 む抗 原 抗 体複 合 体 （免疫 複 合 体 ） を形 成 す る と考 え られ る。

[0371 ] 二 以 上 の抗 原結 合 単位 を含 む抗 原 分 子 に結 合 す る抗 体 等 の抗 原結 合 分 子 が

少 な くとも四量 体 の大 きな免疫 複 合 体 を形 成 す る場 合、 当該 免疫 複 合 体 は Fc

FcRn、 補 体 レセ プタ一等 に対 して 少 な くとも二 つ以 上 の多価 の Fc領 域 を

介 して av i d i t yで強 固 に結 合 す る こ とが可 能 で あ る。 この ため、 図 7 に示 され

る よ うに、 当該複 合 体 は これ らの レセ プタ一 を発現 す る細胞 に効 率 的 に取 り

込 まれ る。 一方、 一単位 の抗 原結 合 単位 を含 む （単 量 体 の）抗 原 分 子 に結 合

す る等 の抗 原結 合 分 子 と抗 原 分 子 との免疫 複 合 体 の これ らの レセ プター に対

す るFc領 域 を介 した親 和性 は上 述 した よ うに十分 で はな いため、 図 1 に示 さ



れ る よ うに これ らの受容 体 を発現 す る細胞 内へ 当該 免疫 複 合 体 は主 に非 特 異

的 （av i d i t y に よ る結 合 を介 す る取 込 よ りは非 効 率 的） に取 り込 まれ る。 す な

わ ち、 av i d i t y に よ る結 合 を介 す る取 込 よ りも非 効 率 的 で あ る。

[0372] 二 以 上 の抗 原結 合 単位 を含 む抗 原 分 子 に結 合 す る抗 体 等 の抗 原結 合 分 子 と

して、 pH又 はCa依 存 的結 合 等 の よ うにイオ ン濃 度 の条 件 に よ って抗 原 に対 す

る結 合 が変 化 す る抗 原結 合 ドメイ ンを含 む抗 体 が血 漿 中で 少 な くとも四分 子

(二 分 子 の抗 原 お よび 二分 子 の抗 体 ）以 上 か らな る抗 原 抗 体複 合 体 （免疫 複

合 体 ） を形 成 した場 合 にお いて、 当該 免疫 複 合 体 が細胞 内 に取 り込 まれ た と

きは、 その イオ ン濃 度 の条 件 が血 漿 中の条 件 とは異 な るェ ン ドソー 厶 内で抗

原 が 当該 抗 体 か ら解 離 す る。 その ため、 当該 免疫 複 合 体 が取 り込 まれ た細胞

の エ ン ドソ一 厶 内で は、 当該 免疫 複 合 体 の形 成 が解 消 され る。 解 離 した抗 原

はェ ン ドソー 厶 内で FcRn に結 合 す る こ とが で きな いため、 ライ ソ ソ一 厶 に移

行 した後 に分解 され る。 一方、 抗 原 を解 離 した抗 体 は、 エ ン ドソ一 厶 内で FcR

nに結 合 した後 に血 漿 中 に リサ イ クル され る と考 え られ る （図 7 ) 。

[0373] 上 述 した よ うに、 二以 上 の抗 原結 合 単位 を含 む多量 体 抗 原 に対 す る天然 IgG

1型 の定 常領 域 を含 む pHあ るい はCa依 存 的結 合 抗 体 が大 きな免疫 複 合 体 を形 成

して、 av i d i t yでFc ァR、 FcRn、 補 体 レセ プタ一等 に結 合 す る こ とが 出来 れ ば

、 抗 原 の消 失 のみ を選 択 的 に大幅 に加 速 す る こ とが 出来 る と考 え られ る。 ヒ

卜IgA に結 合 す るGA2-IgG1 が投 与 され た場 合 に も、 その よ うな大 きな免疫 複 合

体 が形 成 され て い る と考 え られ た。 実 際、 実施 例 3 で示 され た よ うに、 GA2-I

gG1 に対 して、 マ ウス Fc ァRに対 す る結 合 が損 なわ れ た改 変 が導 入 され たGA2-I

gG1 -Fc ァR(-) は、 ヒ 卜IgA の消 失 をGA2-IgG1 の よ うに ヒ 卜IgA 単 独 と比較 して

大幅 に加 速 す る こ とはで きず、 ヒ 卜IgA 単 独 と同等 の消 失 を示 した。 この こ と

か ら、 GA2-IgG1 が ヒ 卜IgA の消 失 を大幅 に加 速 す る こ とが で きた の は、 二以 上

の抗 原結 合 単位 を含 む多量 体 抗 原 で あ る ヒ 卜IgA とGA2-IgG1 を含 む免疫 複 合 体

が、 Fc ァRに対 して av i d i t yで結 合 し、 Fc ァRを発現 す る細胞 に速 や か に取 り込

まれ た ため と考 え られ た。 当該 免疫 複 合 体 を取 り込 ん だ細胞 の ェ ン ドソー 厶

内で 当該 免疫 複 合 体 か ら解 離 した IgA は ライ ソ ソ一 厶 で分解 され る。 それ と と



も に、 当該 ェ ン ドソー 厶 内で FcRn に結 合後 血 漿 中 に リサ イ クル され た IgA を解

離 した抗 体 は、 再 度 血 漿 中の IgA に結 合 す る こ とが可 能 とな る。 この よ うに し

て、 血 漿 中の ヒ 卜IgA の消 失 が大幅 に加 速 され た と考 え られ る。 抗 原 の血 漿 中

か らの消 失 を加 速 す る方 法 と して、 pH中性 域 で FcRn に対 して結 合 す る Fc領 域

の ア ミ ノ酸 の改 変 体 を用 い る方 法 が 国際 公 開WO20 11/ 1220 11に記載 され て い る

。 本 発 明 は、 上 述 の改 変 体 を用 い る こ とな く、 二以 上 の抗 原結 合 単位 を含 む

多量 体 抗 原 の血 漿 中か らの消 失 を加 速 す る方 法 と して有 用 で あ る と とも に、

上 述 の改 変 体 と組 み合 わ せ る こ とに よ って二以 上 の抗 原結 合 単位 を含 む多量

体 抗 原 の血 漿 中か らの消 失 を さ らに加 速 させ る こ とが可 能 で あ る。

[0374] 血 漿 中か ら当該 杭 原 を消 失 させ るため の ex V ί v oの方 法

本 発 明 に よ って提 供 され る、 血 漿 中か ら当該 抗 原 を消 失 させ るため の方 法

にお け る抗 原結 合 分 子 の使 用 の非 限定 な一態様 と して、 対 象 か ら単離 され た

血 漿 を本 発 明 の抗 原結 合 分 子 と接 触 せ しめ形 成 させ た、 二分 子以 上 の 当該 抗

原結 合 分 子、 お よび、 二分 子以 上 の抗 原 （た だ し当該 抗 原 は二以 上 の抗 原結

合 単位 を含 む） を含 む免疫 複 合 体 を、 FcRn お よび / また は Fc ァ レセ プタ一 を発

現 す る細胞 に接 触 させ る こ とを含 む、 血 漿 中か ら当該 抗 原 を消 失 させ るため

の、 いわ ゆ る ex v i v oの方 法 にお け る当該 抗 原結 合 分 子 の使 用 も例 示 され る。

抗 原結 合 分 子 を生体 内 に投 与 す る方 法 に代 えて / と組 み合 わ せ て、 抗 原結 合 分

子 お よび抗 原結 合 分 子 に結 合 す る抗 原 を含 む血 漿 を生体 外 にい つた ん取 り出

した後 に、 FcRn お よび / また は Fc ァ レセ プタ一 を発現 す る細胞 と接 触 させ 一 定

期 間 を経 過 して細胞 外 に リサ イ クル （再 分 泌 また は再 循 環 ともい う） され た

、 抗 原 を結 合 しな い抗 原結 合 分 子 を含 む血 漿 を生体 内 に戻 す いわ ゆ る ex i o

の方 法 に よ って も、 血 漿 中の抗 原 の消 失速度 を促 進 させ る こ とが で きる。

[0375] また、 本 発 明 に よ って提 供 され る、 血 漿 中か ら当該 抗 原 を消 失 させ るため

の方 法 にお け る抗 原結 合 分 子 の使 用 の非 限定 な一態様 と して、 本 発 明 の抗 原

結 合 分 子 が投 与 され た対 象 か ら単離 され た血 漿 中 に存 在 す る、 二分 子以 上 の

当該 抗 原結 合 分 子、 お よび、 二分 子以 上 の抗 原 （た だ し当該 抗 原 は二以 上 の

抗 原結 合 単位 を含 む） を含 む免疫 複 合 体 を、 FcRn お よび / また は Fc ァ レセ プタ



— を発現 す る細胞 に接触 させ る ことを含 む、血漿 中か ら当該抗原 を消失 させ

るための、 いわ ゆるex v i voの方法 における当該抗原結合分子の使 用 も例示 さ

れ る。

[0376] 当該抗原 が血漿 か ら消失 しているか否かは、前述 の血漿 中の抗原 の消失速

度 が、本発 明の抗原結合分子の代 わ りに、本発 明で開示 され る免疫複合体 を

形成 す る ことがで きない抗原結合分子、抗原 に対 す る結合活性 がイオ ン濃度

非依存 的であ る抗原結合 ドメイ ンを含 む抗原結合分子、 も しくは、 Fc ァRまた

は FcRnに対 す る結合活性 が損 なわれた Fc領域 を含 む抗原結合分子、 を対照 と

して比較 した ときに促進 されているか否か を評価 す る こと等 によ って確認 さ

れ得 る。

[0377] Fc觀 ぉ、 びき 【こ财 糸吉创 舌 乂 農 脑 白勺でお 籠 き ド'

ン ， む、 糸吉 のス 々 —ニ ンク、カミ去

本発 明は、以下の工程 (a) ~ (g) を含 む、血漿 中か ら当該抗原 を消失す る機

能 を有 す る抗原結合分子のス ク リーニ ング方法 ；

(a) イオ ン濃度 の条件 によ って抗原 に対 す る結合活性 が変化 す る抗原結合 ド

メイ ンを得 る工程、

(b) 前 記工程 （a) で選択 された抗原結合 ドメイ ンをコ一 ドす る遺伝 子 を得 る

工程、

(c) 前 記工程 （b) で得 られた遺伝 子 を、 Fc領域 をコー ドす る遺伝 子 と作動可

能 に連結 す る工程、

(d) 前 記工程 (c) で作動可能 に連結 された遺伝 子 を含 む宿主細胞 を培養 す る

工程、

(e) 前 記工程 (d) で得 られた培養液 か ら抗原結合分子 を単離 す る工程、

(f) 前 記工程 (e) で得 られた抗原結合分子 を抗原 と接触 させ る工程、

(g) 当該抗原結合分子 と当該抗原 を含 む免疫複合体 の形成 を評価 す る工程、

を提供 す る。

[0378] 本発 明の非 限定な一態様 では、前記 の よ うに選択 された条件 によ って結合

活性 が変化 す る抗原結合 ドメイ ンをコー ドす るポ リヌク レオチ ドが単離 され



た後 に、 当該 ポ リヌク レオチ ドが適切 な発現べ クタ一 に揷 入 され る。例 えば

、抗原結合 ドメイ ンが抗体 の可変領域 であ る場合 には、 当該可変領域 をコ一

ドす る cDNAが得 られた後 に、 当該 cDNAの両末端 に揷 入 された制 限酵素サ イ 卜

を認識 す る制 限酵素 によ って該 cDNAが消化 され る。 好 ま しい制 限酵素 は、抗

原結合分子の遺伝 子 を構成 す る塩基配列 に出現 す る頻度 が低 い塩基配列 を認

識 して消化 す る。 更 に 1 コ ピーの消化断 片をべ クタ一 に正 しい方 向で挿 入す

るため には、付着末端 を与 える制 限酵素 の揷 入が好 ま しい。上記 の よ うに消

化 された抗原結合分子の可変領域 をコー ドす る cDNAを適 当な発現べ クタ一 に

挿 入す る ことによ って、本発 明の抗原結合分子の発現べ クタ一が取得 され得

る。 この とき、抗体定常領域 （C領域 ） をコー ドす る遺伝 子 と、前記可変領域

をコ一 ドす る遺伝 子 とがイ ンフ レ一厶で融合 され得 る。

[0379] 所望 の抗原結合分子 を製造 す るため に、抗原結合分子 をコー ドす るポ リヌ

ク レオチ ドが制御配列 に作動可能 に連結 された態様 で発現べ クタ一 に組み込

まれ る。制御配列 とは、例 えば、 ェ ンハ ンサ一や プロモー タ一 を含 む。 また

、発現 した抗原結合分子が細胞外 に分泌 され るよ うに、適切 なシ グナル配列

が ァ ミノ末端 に連結 され得 る。例 えばシ グナル配列 と して、 ァ ミノ酸配列 MGW

SCIILFLVATATGVHS (配 列番号 ：5 ) を有 す るペ プチ ドが使 用 され るが、 これ

以外 にも適 したシ グナル配列が連結 され得 る。発現 されたポ リべ プチ ドは上

記配列の カル ボキシル末端部分 で切 断 され、切 断 されたポ リべ プチ ドが成熟

ポ リペ プチ ドと して細胞外 に分泌 され得 る。次 いで、 この発現べ クタ一 によ

つて適 当な宿主細胞 が形 質転換 され る ことによ って、所望 の抗原結合分子 を

コ 一 ドす るポ リヌク レオチ ドを発現 す る組換 え細胞 が取得 され得 る。 当該組

換 え細胞 か ら、本発 明の抗原結合分子 を製造 す る方法 は、前記 の抗体 の項 で

記載 した方法 に準 じて製造 され得 る。

[0380] 核酸 に関 して 「作動可能 に連結 した」 は、 その核酸 が他 の核酸配列 と機 能

的な関係 にあ る ことを意味す る。例 えば、 プ レシ ー ケ ン ス （presequence) ま

たは分泌 リー ダ一のDNAは、 あ るポ リべ プチ ドの分泌 に関わ っている前駆体 タ

ンパ ク質 と して発現 す る場合 は、 そのポ リべ プチ ドのDNAと作動可能 的 に結合



している。プロモータ一またはェンハンサ一は、それがあるコード配列の転

写に影響する場合はその配列と作動可能に連結している。または、リポソ一

厶結合部は、それが翻訳を容易にする位置にある場合は作動可能にコ一 ド配

列と連結している。通常、 「作動可能に連結した」は、結合したDNA配列が連

続しており、分泌リ一ダ一の場合は連続して読取り枠内にあることを意味す

る。しかし、ェンハンサ一は連続する必要はない。連結は適切な制限部位で

ライゲ一シヨンによって達成される。このような部位が存在しない場合、合

成才リゴヌクレオチドアダプタ一またはリンカ一が、従来の慣行に従って使

用される。また前記のOve r Lap Ex t ens i on PCRの手法によっても連結された核

酸が作製され得る。

[038 1] 本発明の非限定な一態様において、前記のように選択された条件によって

結合活性が変化する抗原結合分子分子をコ一ドするポリヌクレオチドが単離

された後に、当該ポリヌクレオチドの改変体が適切な発現べクタ一に揷入さ

れる。このような改変体の一つとして、ランダム化可変領域ライブラリとし

て、合成ライブラリゃ非ヒ卜動物を起源として作製された免疫ライブラリを

用いることによってスクリ一ニングされた本発明の抗原結合分子をコ一ドす

るポリヌクレオチド配列がヒ卜化された改変体が好適に挙げられる。ヒ卜化

された抗原結合分子の改変体の作製方法は、前記のヒ卜化抗体の作製方法と

同様の方法が採用され得る。

[0382] また、改変体のその他の態様として、ランダム化可変領域ライブラリとし

て合成ライブラリゃナイ一プライブラリを用いることによってスクリ一ニン

グされた本発明の抗原結合分子の抗原に対する結合親和性の増強 （ァフィ二

ティ成熟化）をもたらすような改変が、単離されたポリヌクレオチド配列に

施された改変体が好適に挙げられる。そのような改変体はCDRの変異誘導 （Ya

ngら （丄 Mo L. Bi oし ( 1995) 254, 392-403) ) 、鎖シャッフリング （Ma r ks

ら ( B i o/Techno Logy ( 1992) 10, 779-783) ) 、E. co Liの変異誘発株の使用 (

Lowら ( J . Mo L. Bi oし ( 1996) 250, 359-368) ) 、DNAシャッフリング (Pat t

enら （Cu r r . Op i n. Bi ot echno L. ( 1997) 8, 724-733) ) 、ファージデイスプ



レイ （Thompson ら (J. Mo し B i o し ( 1996) 256, 77-88) ) お よび有 性 PCR ( s

exua L PCR) ( C Lamer i ら (Nature ( 1998) 391 , 288-291 ) ) を含 む種 々の ァ

フ ィ二テ ィ一成 熟 化 の公知 の手 順 に よ って取得 され得 る。

[0383] 前 記 の よ うに、 本 発 明 の製 造 方 法 に よ って作製 され る抗 原結 合 分 子 と して

、 Fc領 域 を含 む抗 原結 合 分 子 が挙 げ られ るが、 Fc領 域 と して様 々な改 変 体 が

使 用 され得 る。 この よ うな Fc領 域 の改 変 体 を コ一 ドす るポ リヌク レオ チ ドと

、 前 記 の よ うに選 択 され た条 件 に よ って結 合 活性 が変 化 す る抗 原結 合 ドメイ

ンを コー ドす るポ リヌク レオ チ ドとが イ ンフ レ一 厶 で連結 され た重鎖 を有 す

る抗 原結 合 分 子 を コ一 ドす るポ リヌク レオ チ ドも、 本 発 明 の改 変 体 の一態様

と して好適 に挙 げ られ る。

[0384] 本 発 明 の非 限定 な一態様 で は、 Fc領 域 と して、 例 え ば、 配 列番 号 ： 1 3 で

表 され る IgG1 ( N末端 にALa が付 加 され た AAC82527. 1) 、 配 列番 号 ： 1 4 で表

され る IgG2 ( N末端 にALa が 付 加 され た AAB59393. 1) 、 配 列番 号 ： 1 5 で表 さ

れ る IgG3 (CAA27268. 1) 、 配 列番 号 ： 1 6 で表 され る IgG4 ( N末端 にALa が付

加 され た AAB59394. 1) 等 の抗 体 の Fc定 常領 域 が好適 に挙 げ られ る。 IgG 分 子 の

血 漿 中滞 留性 が比較 的長 い （血 漿 中か らの消 失 が遅 い） の は、 IgG 分 子 のサル

ベ 一 ジ レセ プタ一 と して知 られ て い る FcRn 特 に ヒ 卜FcRn が機 能 して い るため

で あ る。 ピノサ イ 卜一 シ ス に よ って エ ン ドソ一 厶 に取 り込 まれ た IgG 分 子 は、

ェ ン ドソー 厶 内の酸 性 条 件 下 にお いて ェ ン ドソー 厶 内 に発現 して い る FcRn 特

に ヒ 卜FcRn に結 合 す る。 FcRn 特 に ヒ 卜FcRn に結 合 で きな か った IgG 分 子 は ライ

ソ ソ一 厶へ と進 み、 そ こで分解 され るが、 FcRn 特 に ヒ 卜FcRn へ結 合 した IgG 分

子 は細胞 表 面 へ移 行 し血 漿 中の 中性 条 件 下 にお いて FcRn 特 に ヒ 卜FcRn か ら解

離 す る こ とで再 び血 漿 中 に戻 る。

[0385] 通 常 の Fc領 域 を含 む抗 体 は血 漿 中の pH中性 域 の条 件 下 にお いて FcRn 特 に ヒ

卜FcRn に対 す る結 合 活性 を有 しな いため、 通 常 の抗 体 お よび抗 体 —抗 原複 合

体 は、 非 特 異 的 な エ ン ドサ イ ト一 シ ス に よ って細胞 に取 り込 まれ、 エ ン ドソ

— 厶 内の pH酸 性 域 の条 件 下 で FcRn 特 に ヒ 卜FcRn に結 合 す る こ とで細胞 表 面 に

輸 送 され る。 FcRn 特 に ヒ 卜FcRn は抗 体 をェ ン ドソー 厶 内か ら細胞 表 面 に輸 送



するため、 FcRn特 に ヒ 卜FcRn の一部 は細胞表面 にも存在 していると考 え られ

るが、細胞表面の pH中性域 の条件下では抗体 は FcRn特 に ヒ 卜FcRn か ら解離 す

るため、抗体 は血漿 中に リサイクル され る。

[0386] 本発明の抗原結合分子 に含む ことが可能である pH中性域 における ヒ 卜FcRn

に対する結合活性 を有 するFc領域 はいかなる方法 によっても取得 され得 るが

、具体的には、 出発 Fc領域 と して用い られ る ヒ 卜IgG 型免疫 グロプ リンのアミ

ノ酸 の改変 によって pH中性域 における ヒ 卜FcRn に対する結合活性 を有 するFc

領域 が取得 され得 る。改変のための好 ま しい IgG 型免疫 グロプ リンの Fc領域 と

しては、例 えば ヒ 卜IgG (IgGK IgG2 、 IgG3 、 または IgG4 、 およびそれ らの改

変体）の Fc領域 が挙 げ られ る。他 のアミノ酸への改変 は、 pH中性域 における

ヒ 卜FcRn に対する結合活性 を有 する、 も しくは中性域 における ヒ 卜FcRn に対

する結合活性 を高め られ るか ぎり、 いかなる位置のアミノ酸 も改変 され得 る

。抗原結合分子が、 ヒ 卜Fc領域 と して ヒ 卜IgG1 の Fc領域 を含んでいる場合、 p

H中性域 における ヒ 卜FcRn に対する結合が、 ヒ 卜IgG1 の出発 Fc領域 の結合活性

よ り増強する効果 をもた らす改変が含 まれていることが好 ま しい。 そのよう

な改変が可能なアミノ酸 と して、例 えば、 EUナ ンバ リング221 位 〜225 位、 227

位、 228 位、 230 位、 232 位、 233 位 〜241 位、 243 位 〜252 位、 254 位 〜260 位、 26

2位 〜272 位、 274 位、 276 位、 278 位 〜289 位、 291 位 〜 3 12位、 3 15位 〜320 位、 3

24位、 325 位、 327 位 〜339 位、 341 位、 343 位、 345 位、 360 位、 362 位、 370 位、

375 位 〜378 位、 380 位、 382 位、 385 位 〜387 位、 389 位、 396 位、 414 位、 4 16位

、 423 位、 424 位、 426 位 〜438 位、 440 位 および442 位 の群 か ら選択 され る少な

くともひ とつ以上のアミノ酸 が挙 げ られ る。 よ り具体的には、例 えば表 5 に

記載 のようなアミノ酸 の改変が挙 げ られ る。 これ らのアミノ酸 の改変 によつ

て、 IgG 型免疫 グロプ リンの Fc領域 の pH中性域 における ヒ 卜FcRn に対する結合

が増強 され る。

[0387] 本発明に使用するため に、 これ らの改変の うち、 pH中性域 においても ヒ 卜F

cRn に対する結合 を増強する改変が適宜選択 され る。特 に好 ま しい Fc領域改変

体のアミノ酸 と して、例 えば印ナ ンバ リングで表 され る237 位、 248 位、 250 位



、 252 位、254 位、255 位、256 位、257 位、258 位、265 位、286 位、289 位、297

位、298 位、303 位、305 位、307 位、308 位、309 位、3 11位、3 12位、3 14位、3 1

5位、3 17位、332 位、334 位、360 位、376 位、380 位、382 位、384 位、385 位、3

86位、387 位、389 位、424 位、428 位、433 位、434 位および436 位のアミノ酸が

挙げられる。これらのアミノ酸から選択される少なくとも1つのアミノ酸を他

のアミノ酸に置換することによって、抗原結合分子に含まれるFc領域のpH中

性域におけるヒ卜FcRn に対する結合活性を増強することができる。

特に好ましい改変としては、例えば、Fc領域の印ナンバ リングで表される

237 位のアミノ酸がMe t 、

248 位のアミノ酸が I Le、

250 位のアミノ酸がA La、 Phe、 I Le、 Me t GLn、 Se r、 Vaし T r p、またはTy rの

いずれか、

252 位のアミノ酸がPhe、 T r p、またはTy rのいずれか、

254 位のアミノ酸がTh r、

255 位のアミノ酸がGLu、

256 位のアミノ酸がAsp 、 Asn 、 GLu、またはGLnのいずれか、

257 位のアミノ酸がA La、 GLy、 I Le、 Leu、 Me t Asn 、 Se r、 Th r、またはVa Lの

いずれか、

258 位のアミノ酸がHi s、

265 位のアミノ酸がA La、

286 位のアミノ酸がA LaまたはGLuのいずれか、

289 位のアミノ酸がHi s、

297 位のアミノ酸がA La、

303 位のアミノ酸がA La、

305 位のアミノ酸がA La、

307 位のアミノ酸がA La、 As p Phe、 GLy、 Hi s I Le、 Lys 、 Leu、 Me t Asn 、 Pr

o、 GLn、 A r g、 Se r、 Vaし T r p、またはTy rのいずれか、

308 位のアミノ酸がA La、 Phe、 I Le、 Leu、 Me t Pr o GLn、またはTh rのいずれ



か、

309位のアミノ酸がALa、Asp GLu、Pr o またはAr gのいずれか、

311位のアミノ酸がALa、Hi s またはI Leのいずれか、

312位のアミノ酸がALaまたはHi sのいずれか、

314位のアミノ酸がLys またはAr gのいずれか、

315位のァミノ酸がバ【3、AspまたはHi sのいずれか、

317位のアミノ酸がALa、

332位のアミノ酸がVaし

334位のアミノ酸がLeu、

360位のアミノ酸がHi s、

376位のアミノ酸がALa、

380位のアミノ酸がALa、

382位のアミノ酸がALa、

384位のアミノ酸がALa、

385位のアミノ酸がAspまたはHi sのいずれか、

386位のアミノ酸がPr o、

387位のアミノ酸がGLu、

389位のアミノ酸がALaまたはSe rのいずれか、

424位のアミノ酸がALa、

428位のアミノ酸がALa、Asp, Phe、GLy、Hi s e Lys、Leu, Asn、Pr o G

n、Se r、Th r、Vaし Tr p、またはTy rのいずれか、

433位のアミノ酸がLys、

434位のアミノ酸がALa、Phe、H s Se r、Tr p、またはTy rのいずれか、もしく

は

436位のアミノ酸がHi s 、 I Le Leu、Phe、Th r、またはVaし

の群から選択される少なくともひとつ以上のアミノ酸の改変が挙げられる。

また、改変されるアミノ酸の数は特に限定されず、一箇所のみのアミノ酸が

改変され得るし、二箇所以上のアミノ酸が改変され得る。二箇所以上のアミ



ノ酸 の改 変 の組 合 せ と して は、 例 え ば表 5 _ 5 - 3 2 に記載 され る よ う

な組 合 せ が挙 げ られ る。

[0389] また、 本 発 明 が含 む Fc領 域 と して、 ヒ 卜IgG1 (配 列番 号 ：1 3 ) 、 IgG2 (

配 列番 号 ：1 4 ) 、 IgG3 (配 列番 号 ：1 5 ) 、 また は IgG4 (配 列番 号 ：1 6

) で表 され るFc領 域 の ほか に、 EUナ ンバ リング297 位 に結 合 した糖 鎖 が フ コ一

ス含有 糖 鎖 で あ る天然 型 ヒ 卜IgG の Fc領 域 の Fc ァ レセ プタ一 に対 す る結 合 活性

よ りもFc ァ レセ プタ一 に対 す る結 合 活性 が高 い Fc γ R結 合 改 変 Fc領 域 も適 宜使

用 され得 る。 その よ うな Fc ァR結 合 改 変 Fc領 域 は、 天然 型 ヒ 卜IgG の Fc領 域 の

ア ミ ノ酸 を改 変 す る こ とに よ って作製 され得 る。 Fc領 域 の Fc ァRに対 す る結 合

活性 が、 EUナ ンバ リング297 位 に結 合 した糖 鎖 が フ コ一 ス含有 糖 鎖 で あ る天然

型 ヒ 卜IgG の Fc領 域 の Fc Rに対 す る結 合 活性 よ り高 いか否 か は、 前 述 の よ う

な方 法 を用 いて適 宜 評価 され得 る。

[0390] 本 発 明 にお いて、 Fc領 域 の 「ア ミ ノ酸 の改 変 」 また は 「ア ミ ノ酸 改 変 」 と

は、 出発 Fc領 域 の ア ミ ノ酸 配 列 とは異 な る ア ミ ノ酸 配 列 に改 変 す る こ とを含

む。 出発 Fc領 域 の修 飾 改 変 体 が pH中性 域 にお いて ヒ 卜Fc ァ レセ プター に結 合

す る こ とが で きる限 り、 いずれ の Fc領 域 も出発 Fc領 域 と して使 用 され得 る。

また、 既 に改 変 が加 え られ た Fc領 域 を出発 Fc領 域 と して さ らな る改 変 が加 え

られ た Fc領 域 も本 発 明 の Fc領 域 と して好適 に使 用 され得 る。 出発 Fc領 域 とは

、 ポ リペ プチ ドその もの、 出発 Fc領 域 を含 む組成 物 、 また は 出発 Fc領 域 を コ

— ドす る ア ミ ノ酸 配 列 を意 味 し得 る。 出発 Fc領 域 には、 抗 体 の項 で概 説 され

た組換 え に よ って産 生 され た公知 の Fc領 域 が含 まれ得 る。 出発 Fc領 域 の起源

は、 限定 され な いが非 ヒ 卜動物 の任 意 の生物 また は ヒ 卜か ら取得 され得 る。

好 ま しくは、 任 意 の生物 と して は、 マ ウス、 ラ ッ 卜、 モル モ ッ ト、 ハ ム ス タ

― 、 ァ レチ ネ ズ ミ、 ネ コ、 ゥサ ギ、 ィ ヌ、 ャ ギ、 ヒッ ジ、 ゥシ、 ゥマ、 ラ ク

ダ、 お よび非 ヒ 卜霊 長類 か ら選 択 され る生物 が好適 に挙 げ られ る。 別 の態様

にお いて、 出発 Fc領 域 は また、 力二 クイザル、 マ 一 モセ ッ ト、 ァ カゲザル、

チ ンパ ンジー、 また は ヒ 卜か ら取得 され得 る。 好 ま しくは、 出発 Fc領 域 は、

ヒ 卜IgG1 か ら取得 され得 るが、 IgG の特 定 の クラス に限定 され る もの で もな い



。 この ことは、 ヒ 卜IgG1 、 IgG2 、 IgG3 、 また は IgG4 の Fc領 域 を出発 Fc領 域 と

して適宜 用 い る ことがで きる ことを意 味 す る。 同様 に、 本 明細書 において、

前 記 の任意 の生物 か らの IgG の任意 の クラス また は サ ブ ク ラスの Fc領 域 を、 好

ま しくは出発 Fc領 域 と して用 い る ことがで きる ことを意 味 す る。 天然 に存在

す る IgG のバ リア ン 卜また は操 作 され た型 の例 は、 公知 の文献 （Cur r . Op i n .

B i otechno L. (2009) 2 0 (6), 685-91 、 Cur r . Op i n . Immuno l . (2008) 2 0 (4)

, 460-470 、 Prote i n Eng. Des. Se L. (201 0 ) 23 (4), 195-202 、 国際公 開W02

009/086320 、 WO2008/0921 17、 WO2007/041 635 、 お よびWO2006/1 05338) に記載

され るが それ らに限定 され な い。

[0391 ] 改変 の例 と して は一以上 の変異、例 えば、 出発 Fc領 域 の ア ミノ酸 とは異 な

るア ミノ酸 残基 に置換 され た変異、 あ るいは出発 Fc領 域 の ア ミノ酸 に対 して

—以上 の ア ミノ酸 残基 の揷 入 また は出発 Fc領 域 の ア ミノ酸 か ら一以上 の ア ミ

ノ酸 の欠失等 が含 まれ る。 好 ま しくは、 改変後 の Fc領 域 の ア ミノ酸 配 列 には

、 天然 に生 じな い Fc領 域 の少な くとも部 分 を含 む ア ミノ酸 配 列 を含 む。 その

よ うな変種 は必然 的 に出発 Fc領 域 と 100% 未満 の配 列 同一性 また は類似性 を有

す る。 好 ま しい実施形 態 において、 変種 は出発 Fc領 域 の ア ミノ酸 配 列 と約 7 5

%~1 00% 未満 の ア ミノ酸 配 列 同一性 また は類似性、 よ り好 ま しくは約 80%~

100% 未満、 よ り好 ま しくは約 85%~1 00% 未満 の、 よ り好 ま しくは約 90%~1

00% 未満、 最 も好 ま しくは約 95%~1 00% 未満 の同一性 また は類似性 の ア ミノ

酸 配 列 を有 す る。 本発 明の非 限定 の一態様 において、 出発 Fc領 域 お よび本発

明の Fc ァR結 合改変 Fc領 域 の間 には少な くとも 1 つの ア ミノ酸 の差 があ る。 出

発 Fc領 域 と本発 明の Fc ァR結 合改変 Fc領 域 の ア ミノ酸 の違 いは、特 に前 述 の印

ナ ンバ リングで特 定 され るア ミノ酸 残基 の位 置 の特 定 され た ア ミノ酸 の違 い

によ って も好適 に特 定可能 であ る。

[0392] 本発 明の抗原結 合分 子 に含 まれ る、 EUナ ンバ リング297 位 に結 合 した糖鎖 が

フコ一 ス含有糖鎖 であ る天然型 ヒ 卜IgG の Fc領 域 の Fc ァ レセ プタ一 に対 す る結

合活性 よ りも Fc ァ レセ プター に対 す る結 合活性 が高 い （Fc ァR結 合改変 Fc領 域

) は いかな る方法 によ って も取得 され得 るが、具 体 的 には、 出発 Fc領 域 と し



て用い られる ヒ 卜IgG 型免疫 グロプ リンのアミノ酸の改変 によって当該 Fc ァR

結合改変 Fc領域が取得 され得 る。改変のための好 ま しい IgG 型免疫 グロプ リン

の Fc領域 と しては、例 えば ヒ 卜IgG (IgGK IgG2 、 IgG3 、 または IgG4 、 および

それ らの改変体）の Fc領域が挙 げ られる。

[0393] 他のアミノ酸への改変は、 EUナ ンバ リング297 位 に結合 した糖鎖がフコ一ス

含有糖鎖である天然型 ヒ 卜IgG の Fc領域の Fc ァレセプタ一に対する結合活性 よ

りもFc ァレセプタ一に対する結合活性が高いか ぎり、 いかなる位置のァミノ

酸 も改変 され得 る。抗原結合分子が、 ヒ 卜Fc領域 と して ヒ 卜IgG1 の Fc領域 を

含んでいる場合、 EUナ ンバ リング297 位 に結合 した糖鎖がフコ一ス含有糖鎖で

ある天然型 ヒ 卜IgG の Fc領域の Fc ァレセプタ一に対する結合活性 よ りもFc ァレ

セプタ一に対する結合活性が高い効果 をもた らす改変が含 まれていることが

好 ま しい。 こう したァミノ酸の改変 と しては、例 えば国際公開WO2007/024249

、 WO2007/021 84 WO2006/031 370 、 WO2000/042072 、 WO2004/029207 、 WO2004/

099249 、 WO2006/1 05338 、 WO2007/041 635 、 WO2008/0921 17、 WO2005/070963 、 W

02006/020 114、 WO2006/ 116260 およびWO2006/023403 な どにおいて報告されて

いる。

[0394] そのような改変が可能なアミノ酸 と して、例 えば、 EUナ ンバ リングで表 さ

れる221 位、 222 位、 223 位、 224 位、 225 位、 227 位、 228 位、 230 位、 231 位、 23

2位、 233 位、 234 位、 235 位、 236 位、 237 位、 238 位、 239 位、 240 位、 241 位、 2

43位、 244 位、 245 位、 246 位、 247 位、 249 位、 250 位、 251 位、 254 位、 255 位、

256 位、 258 位、 260 位、 262 位、 263 位、 264 位、 265 位、 266 位、 267 位、 268 位

、 269 位、 270 位、 271 位、 272 位、 273 位、 274 位、 275 位、 276 位、 278 位、 279

位、 280 位、 281 位、 282 位、 283 位、 284 位、 285 位、 286 位、 288 位、 290 位、 29

1位、 292 位、 293 位、 294 位、 295 位、 296 位、 297 位、 298 位、 299 位、 300 位、 3

0 1位、 302 位、 303 位、 304 位、 305 位、 3 11位、 3 13位、 3 15位、 3 17位、 3 18位、

320 位、 322 位、 323 位、 324 位、 325 位、 326 位、 327 位、 328 位、 329 位、 330 位

、 331 位、 332 位、 333 位、 334 位、 335 位、 336 位、 337 位、 339 位、 376 位、 377

位、 378 位、 379 位、 380 位、 382 位、 385 位、 392 位、 396 位、 421 位、 427 位、 42



8位、429位、434位、436位および440位の群から選択される少なくともひとつ

以上のアミノ酸が挙げられる。これらのアミノ酸の改変によって、EUナンパ

リング297位に結合した糖鎖がフコース含有糖鎖である天然型ヒ卜IgGのFc領

域のFcァレセプタ一に対する結合活性よりもFcァレセプタ一に対する結合活

性が高いFc領域 （Fc ァR結合改変Fc領域）を取得することができる。

本発明に使用するために、特に好ましい改変としては、例えば、Fc領域のE

Uナンバリングで表される ；

221位のアミノ酸がLys またはTy rのいずれか、

222位のアミノ酸がPhe、Tr p、GLuまたはTy rのいずれか、

223位のアミノ酸がPhe、Tr p、GLuまたはLys のいずれか、

224位のアミノ酸がPhe、Tr p、GLuまたはTy rのいずれか、

225位のアミノ酸がGLu、 Lys またはTr pのいずれか、

227位のアミノ酸がGLu、GLy、 Lys またはTy rのいずれか、

228位のアミノ酸がGLu、GLy、Lys またはTy rのいずれか、

230位のアミノ酸がALa、GLu GLyまたはTy rのいずれか、

231位のアミノ酸がGLu、GLy Lys, Pr oまたはTy rのいずれか、

232位のアミノ酸がGLu、GLy Lys またはTy rのいずれか、

233位のアミノ酸がALa、Asp Phe、GLy、Hi s I Le、 Lys、Leu、Me t Asn、GL

n、Ar g、Se r、Th r、Vaし Tr pまたはTy rのいずれか、

234位のアミノ酸がALa、Asp, GLu、Phe、GLy、Hi s l e Lys、Me t Asn、Pr

o、GLn、Ar g、Se r、Th r、Vaし Tr pまたはTy rのいずれか、

235位のアミノ酸がALa、Asp GLu Phe、GLy、Hi s I Le、 Lys、Me t Asn、Pr

o、GLn、Ar g、Se r、Th r、Vaし Tr pまたはTy rのいずれか、

236位のアミノ酸がALa、Asp GLu Phe、Hi s I Le、 Lys、Leu、Me t Asn、Pr

o、GLn、Ar g、Se r、Th r、Vaし Tr pまたはTy rのいずれか、

237位のアミノ酸がAsp、GLu Phe、Hi s、 I Le、 Lys、 Leu、Me t、Asn、Pr o GL

n、Ar g、Se r、Th r、Vaし Tr pまたはTy rのいずれか、

238位のアミノ酸がAsp、GLu、Phe、GLy、Hi s I Le、 Lys、 Leu、Me t Asn、GL



n、 Arg 、 Ser 、 Thr 、 Va し Trp またはTyr のいずれか、

239 位 の ア ミノ酸 がAsp 、 GLu、 Phe 、 GLy、 H i s I Le、 Lys 、 Leu 、 Met, Asn

o、 GLn、 Arg 、 Thr 、 Va し Trp またはTyr のいずれか、

240 位 の ア ミノ酸 がA La、 I Le、 Met またはThr のいずれか、

241 位 の ア ミノ酸 がAsp GLu Leu 、 Arg 、 Trp またはTyr のいずれか、

243 位 の ア ミノ酸 が Leu GLu Leu 、 GLn、 Arg 、 Trp またはTyr のいずれか、

244 位 の ア ミノ酸 が H i s

245 位 の ア ミノ酸 がA La

246 位 の ア ミノ酸 がAsp GLu H i s またはTyr のいずれか、

247 位 の ア ミノ酸 がA La Phe GLy、 H i s I Le、 Leu 、 Met, Thr 、 Va LまたはTyr

のいずれか、

249 位 の ア ミノ酸 がGLu H i s GLnまたはTyr のいずれか、

250 位 の ア ミノ酸 がGLuまたはGLnのいずれか、

251 位 の ア ミノ酸 が Phe 、

254 位 の ア ミノ酸 が Phe 、 Met またはTyr のいずれか、

255 位 の ア ミノ酸 がGLu、 Leu またはTyr のいずれか、

256 位 の ア ミノ酸 がA La、 Met または Pro のいずれか、

258 位 の ア ミノ酸 がAsp 、 GLu、 H i s Ser またはTyr のいずれか、

260 位 の ア ミノ酸 がAsp 、 GLu、 H i s またはTyr のいずれか、

262 位 の ア ミノ酸 がA La、 GLu、 Phe 、 I Le またはThr のいずれか、

263 位 の ア ミノ酸 がA La、 I Le、 Met またはThr のいずれか、

264 位 の ア ミノ酸 がAsp 、 GLu、 Phe 、 GLy、 H i s、 I Le、 l_ys 、 Leu

o、 GLn、 Arg 、 i>er 、 Thr Trp またはTyr のいずれか、

265 位 の ア ミノ酸 がA La、 l_eu、 Phe 、 GLy、 H i s、 I Le、 l_ys 、 Leu

o、 GLn、 Arg 、 Ser 、 Thr Va し Trp またはTyr のいずれか、

266 位 の ア ミノ酸 がA La、 I Le、 Met またはThr のいずれか、

267 位 の ア ミノ酸 がAsp 、 GLu、 Phe 、 H i s、 I Le、 l_ys 、 l_eu、 Met

n、 Arg 、 Thr 、 Va し Trp またはTyr のいずれか、



268位のアミノ酸がAsp、GLu、Phe、GLy、 I Le、 Lys、 Leu、Me t Pr o GLn、Ar

g、Th r、Va LまたはTr pのいずれか、

269位のアミノ酸がPhe、GLy、Hi s I Le、 Lys、 Leu、Me t Asn、Pr o Ar g、Se

r、Th r、Vaし Tr pまたはTy rのいずれか、

270位のアミノ酸がGLu、Phe、GLy、Hi s I Le、 Leu、Me t Pr o GLn、Ar g、Se

r、Th r、Tr pまたはTy rのいずれか、

27 1位のアミノ酸がALa、Asp GLu、Phe、GLy、Hi s I Le、 Lys、 Leu、Me t As

n、GLn、Ar g、Se r、Th r、Vaし Tr pまたはTy rのいずれか、

272位のアミノ酸がAsp、Phe、GLy、Hi s I Le、 Lys、 Leu、Me t Pr o Ar g、Se

r、Th r、Vaし Tr pまたはTy rのいずれか、

273位のアミノ酸がPheまたはI Leのいずれか、

274位のアミノ酸がAsp、GLu、Phe、GLy、Hi s I Le、 Leu、Me t Asn、Pr o Ar

g、Se r、Th r、Vaし Tr pまたはTy rのいずれか、

275位のアミノ酸がLeuまたはTr pのいずれか、

276位のアミノ酸が、Asp、GLu、Phe、GLy、Hi s I Le、 Leu、Me t Pr o Ar g、

Se r、Th r、Vaし Tr pまたはTy rのいずれか、

278位のアミノ酸がAsp、GLu、GLy、Hi s I Le、 Lys、 Leu、Me t Asn、Pr o GL

n、Ar g、Se r、Th r、Va LまたはTr pのいずれか、

279位のアミノ酸がALa、

280位のアミノ酸がALa、GLy、Hi s Lys、 Leu、Pr o GLn、Tr pまたはTy rのい

ずれか、

28 1位のアミノ酸がAsp、 Lys、Pr oまたはTy rのいずれか、

282位のアミノ酸がGLu、GLy、 Lys、Pr oまたはTy rのいずれか、

283位のアミノ酸がALa、GLy、Hi s I Le、 Lys、 Leu、Me t Pr o Ar gまたはTy r

のいずれか、

284位のアミノ酸がAsp、GLu、 Leu、Asn、Th rまたはTy rのいずれか、

285位のアミノ酸がAsp、GLu、 Lys、GLn、Tr pまたはTy rのいずれか、

286位のアミノ酸がGLu、GLy、Pr oまたはTy rのいずれか、



288 位 の ア ミ ノ酸 が Asn 、 A s p G Lu また は T y r の し

290 位 の ア ミ ノ酸 が Asp 、 G Ly、 H i s Leu 、 AAssnn 、、 ！S e r 、 T h r 、 T r p また は T y r の い

ず れ か、

2 9 1位 の ア ミ ノ酸 が Asp 、 G Lu、 G Ly、 H i s I Le、

292 位 の ア ミ ノ酸 が A La、 A s p G Lu、 P r o T h r ま

293 位 の ア ミ ノ酸 が Phe 、 G Ly、 H i s I Le、 しe u、 IMe t 、 Asn 、 P r o、 A r g、 S e r 、 T h

r 、 V a し T r p また は T y r の い ず れ か、

294 位 の ア ミ ノ酸 が Phe 、 G Ly、 H i s I Le、 Lys 、 Leu 、 Me t Asn 、 P r o A r g、 S e

r 、 T h r 、 V a し T r p また は T y r の い ず れ か、

295 位 の ア ミ ノ酸 が Asp 、 G Lu、 Phe 、 G Ly、 H i s I Le、 Lys 、 Me t Asn 、 P r o A r

g、 S e r 、 T h r 、 V a し T r p また は T y r の い ず れ か、

296 位 の ア ミ ノ酸 が A La、 A s p G Lu、 G Ly、 H i s I Le、 Lys 、 Leu 、 Me t Asn 、 G L

n、 A r g、 S e r 、 T h r また は V a Lの い ず れ か、

297 位 の ア ミ ノ酸 が Asp 、 G Lu、 Phe 、 G Ly、 H i s I Le、 Lys 、 Leu 、 Me t P r o G L

n、 A r g、 S e r 、 T h r 、 V a し T r p また は T y r の い ず れ か、

298 位 の ア ミ ノ酸 が A La、 A s p G Lu、 Phe 、 H i s I Le、 Lys 、 Me t Asn 、 G Ln、 A r

g、 T h r 、 V a し T r p また は T y r の い ず れ か、

299 位 の ア ミ ノ酸 が A La、 A s p G Lu、 Phe 、 G Ly、 H i s I Le、 Lys 、 Leu 、 Me t A s

n、 P r o G Ln、 A r g、 S e r 、 V a し T r p また は T y r の い ず れ か、

300 位 の ア ミ ノ酸 が A La、 A s p G Lu、 G Ly、 H i s I Le、 Lys 、 Leu 、 Me t Asn 、 P r

o、 G Ln、 A r g、 S e r 、 T h r 、 V a Lまた は T r pの い ず れ か、

3 0 1位 の ア ミ ノ酸 が Asp 、 G Lu H i s また は T y r の い ず れ か、

302 位 の ア ミ ノ酸 が I Le、

303 位 の ア ミ ノ酸 が Asp 、 G Ly また は T y r の い ず れ か、

304 位 の ア ミ ノ酸 が Asp 、 H i s Leu 、 Asn また は T h r の い ず れ か、

305 位 の ア ミ ノ酸 が G Lu、 I Le、 T h r また は T y r の い ず れ か、

3 1 1位 の ア ミ ノ酸 が A La、 A s p Asn 、 T h r 、 V a Lまた は T y r の い ず れ か、

3 13位 の ア ミ ノ酸 が Phe 、



3 15位のァミノ酸が1_6リ、

3 17位のアミノ酸がGLuまたはGLn、

3 18位のアミノ酸がHi s、 Leu、Asn、Pr o GLn、Ar g、Th r、Va LまたはTy rのい

ずれか、

320位のアミノ酸がAsp、Phe、GLy、Hi s I Le、 Leu、Asn、Pr o Se r、Th r、Va

し Tr pまたはTy rのいずれか、

322位のアミノ酸がALa、Asp Phe、GLy、Hi s I Le、Pr o Se r、Th r、Vaし Tr

pまたはTy rのいずれか、

323位のアミノ酸がI Le、

324位のアミノ酸がAsp、Phe、GLy、Hi s I Le、 Leu、Me t Pr o Ar g、Th r、Va

し Tr pまたはTy rのいずれか、

325位のアミノ酸がALa、Asp GLu、Phe、GLy、Hi s I Le、 Lys、 Leu、Me t Pr

o、GLn、Ar g、Se r、Th r、Vaし Tr pまたはTy rのいずれか、

326位のアミノ酸がALa、Asp GLu、GLy、 I Le、 Leu、Me t Asn、Pr o GLn、Se

r、Th r、Vaし Tr pまたはTy rのいずれか、

327位のアミノ酸がALa、Asp GLu、Phe、GLy、Hi s I Le、 Lys、 Leu、Me t As

n、Pr o Ar g、Th r、Vaし Tr pまたはTy rのいずれか、

328位のアミノ酸がALa、Asp GLu、Phe、GLy、Hi s I Le、 Lys、Me t Asn、Pr

o、GLn、Ar g、Se r、Th r、Vaし Tr pまたはTy rのいずれか、

329位のアミノ酸がAsp、GLu、Phe、GLy、Hi s I Le、 Lys、 Leu、Me t Asn、GL

n、Ar g、Se r、Th r、Vaし Tr pまたはTy rのいずれか、

330位のアミノ酸がCys、GLu、Phe、GLy、Hi s I Le、 Lys、 Leu、Me t Asn、Pr

o、Ar g、Se r、Th r、Vaし Tr pまたはTy rのいずれか、

33 1位のアミノ酸がAsp、Phe、Hi s I Le、 Leu、Me t GLn、Ar g、Th r、Vaし Tr

pまたはTy rのいずれか、

332位のアミノ酸がALa、Asp GLu、Phe、GLy、Hi s Lys、 Leu、Me t Asn、Pr

o、GLn、Ar g、Se r、Th r、Vaし Tr pまたはTy rのいずれか、

333位のアミノ酸がALa、Asp GLu、Phe、GLy、Hi s I Le、 Leu、Me t Pr o Se



r、 Thr 、 Va LまたはTyr のいずれか、

334位のアミノ酸がA La、GLu、 Phe、 I Le、 Leu、 Pro またはThr のいずれか、

335位のアミノ酸がAsp、 Phe、GLy、Hi s I Le、 Leu、Met, Asn、 Pro, Arg 、 Se

r、 Vaし Trp またはTyr のいずれか、

336位のアミノ酸がGLu、 Lys またはTyr のいずれか、

337位のアミノ酸がGLu、Hi sまたはAsnのいずれか、

339位のアミノ酸がAsp、 Phe、GLy、 I Le、 Lys、Met, Asn、GLn、Arg 、Ser また

はThr のいずれか、

376位のアミノ酸がALaまたはVa Lのいずれか、

377位のアミノ酸がGLyまたはLysのいずれか、

378位のアミノ酸がAsp、

379位のアミノ酸がAsn、

380位のアミノ酸がA La、AsnまたはSer のいずれか、

382位のアミノ酸がALaまたは I Leのいずれか、

385位のアミノ酸がGLu、

392位のアミノ酸がThr 、

396位のアミノ酸がLeu、

421位のアミノ酸がLys、

427位のアミノ酸がAsn、

428位のアミノ酸がPheまたはLeuのいずれか、

429位のアミノ酸がMet、

434位のアミノ酸がTrp 、

436位のァミノ酸が I Le、もしくは

440位のアミノ酸がGLy、Hi s I Le LeuまたはTyr のいずれか、

の群から選択される少なくともひとつ以上のァミノ酸の改変が挙げられる。

また、改変されるアミノ酸の数は特に限定されず、一箇所のみのアミノ酸が

改変され得るし、二箇所以上のアミノ酸が改変され得る。二箇所以上のアミ

ノ酸の改変の組合せとしては、例えば表 6 (表 6 — 1 〜表 6 — 3 ) に記載さ



れるような組合せが挙げられる。

[0396] また、本発明において好適に用いられるFc領域のうち、特定のFcァレセプ

ターに対する結合活性がそのほかのFcァレセプタ一に対する結合活性よりも

高い性質を有するFc領域 （選択的なFcァレセプターに対する結合活性を有す

るFc領域）の非限定な一態様として用いられる、抑制型Fcァレセプターに対

する結合活性が活性型Fcァレセプターに対する結合活性よりも高い （抑制型F

cァレセプタ一に対する選択的な結合活性を有する）Fc領域の例として、前記

Fc領域の印ナンバリングで表されるアミノ酸であって印ナンバリングで表さ

れる238位のアミノ酸がAsp、または328位のアミノ酸がGLuのいずれかひとつ

以上に改変されているFc領域が好適に挙げられる。また、抑制型Fcァレセプ

ターに対する選択的な結合活性を有するFc領域として、US2009/0 136485 に記

載されているFc領域あるいは改変も適宜選択することができる。

[0397] また本発明の非限定な一態様では、前記Fc領域の印ナンバリングで表され

るアミノ酸であって印ナンバリングで表される238位のアミノ酸がAsp、また

は328位のァミノ酸がGLuのいずれかひとつ以上に改変されているFc領域が好

適に挙げられる。

[0398] さらに本発明の非限定な一態様では、EUナンバリングで表される238位のPr

0のAspへの置換、および印ナンバリングで表される237位のアミノ酸がTr p、E

Uナンバリングで表される237位のアミノ酸がPhe、EUナンバリングで表される

267位のアミノ酸がVaし EUナンバリングで表される267位のアミノ酸がGLn、E

Uナンバリングで表される268位のアミノ酸がAsn、EUナンバリングで表される

271位のアミノ酸がGLy、EUナンバリングで表される326位のアミノ酸がLeu、E

Uナンバリングで表される326位のアミノ酸がGLn、EUナンバリングで表される

326位のアミノ酸がGLu、EUナンバリングで表される326位のアミノ酸がMe t、E

Uナンバリングで表される239位のアミノ酸がAsp、EUナンバリングで表される

267位のアミノ酸がALa、EUナンバリングで表される234位のアミノ酸がTr p、E

Uナンバリングで表される234位のアミノ酸がTy r、EUナンバリングで表される

237位のアミノ酸がALa、EUナンバリングで表される237位のアミノ酸がAsp、E



Uナンバ リングで表される237 位のアミノ酸がGLu、 EUナンバ リングで表される

237 位のアミノ酸がLeu 、 EUナンバ リングで表される237 位のアミノ酸がMe t 、 E

Uナンバ リングで表される237 位のアミノ酸がTy r、 EUナンバ リングで表される

330 位のアミノ酸がLys 、 EUナンバ リングで表される330 位のアミノ酸がA r g、 E

Uナンバ リングで表される233 位のアミノ酸がAsp 、 EUナンバ リングで表される

268 位のアミノ酸がAsp 、 EUナンバ リングで表される268 位のアミノ酸がGLu、 E

Uナンバ リングで表される326 位のアミノ酸がAsp 、 EUナンバ リングで表される

326 位のアミノ酸がSe r、 EUナンバ リングで表される326 位のアミノ酸がTh r、 E

Uナンバ リングで表される323 位のアミノ酸が I Le、 EUナンバ リングで表される

323 位のアミノ酸がLeu 、 EUナンバ リングで表される323 位のアミノ酸がMe t 、 E

Uナンバ リングで表される296 位のアミノ酸がAsp 、 EUナンバ リングで表される

326 位のアミノ酸がA La、 EUナンバ リングで表される326 位のアミノ酸がAsn 、 E

Uナンバ リングで表される330 位のアミノ酸がMe t 、のいずれかひとつ以上に改

変されているFc領域が好適に挙げられる。

[0399] Fc領域のアミノ酸の改変のためには、部位特異的変異誘発法 （Kunke Lら （P

r oc. Nat し Acad. Sc i . USA ( 1985) 82, 488-492) ) やOve r La p ex t ens i o n P

CR等の公知の方法が適宜採用され得る。 また、天然のアミノ酸以外のァミノ

酸に置換するアミノ酸の改変方法 として、複数の公知の方法も採用され得る

(Annu. Rev. B i ophys. B i omo L. S t r uc t . (2006) 35, 225-249 、 P r oc. Nat し

Acad. Sc i . U. S. A . (2003) 100 ( 11) , 6353-6357) 。例えば、終止コ ドンの

1 つであるUAGコ ドン （アンバーコ ドン）の相補的アンバーサブレッサ一 t RNA

に非天然アミノ酸が結合された t RNAが含まれる無細胞翻訳系システム （C Love

r D i r e c t ( P r o t e i n Exp r ess) ) 等も好適に用いられる。

[0400] 前記のように、作動可能に連結された抗原結合分子をコー ドする遺伝子を

含む宿主細胞の培養液か ら単離された抗原結合分子は、本発明のスクリー二

ング方法において、抗原 と接触させ られる。接触させる際の非限定な一態様

として、前記の抗原に対する結合抗原の項で記載される条件等が適宜採用さ

れる。



[0401 ] 次 い で、 当該 被 験 抗 原 結 合 分 子 と当該 被 験 抗 原 を含 む 免 疫 複 合 体 が形 成 さ

れ た か 否 か が 評 価 され る。 抗 原 結 合 分 子 と抗 原 を含 む 免 疫 複 合 体 の形 成 を評

価 す る方 法 と して、 免 疫 複 合 体 が 抗 原 結 合 分 子 単 体 また は抗 原 分 子 単 体 よ り

も分 子 が 大 き くな る性 質 を利 用 した サ イ ズ排 除 （ゲ ル ろ過 ） ク ロマ トグ ラ フ

ィ一 法 、 超 遠 心 分 析 法 、 光 散 乱 法 、 電 子 顕 微 鏡 、 マ ス スぺ ク 卜ロ メ トリ一 が

挙 け りれ る (Mo Lecu Lar Immuno Logy(2002), 39, 77- 84、 Mo Lecu Lar Immuno Lo

gy(2009), 47, 357-364) 。 例 え ば、 図 9 に示 され て い る よ う にサ イ ズ排 除 （

ゲ ル ろ過 ） ク ロマ トグ ラ フ ィー を用 い た 場 合 、 免 疫 複 合 体 を形 成 して い る か

否 か は、 抗 原 分 子 単 独 も し くは抗 原 結 合 分 子 単 独 を分 析 した 場 合 と比 較 して

よ り大 きな 分 子 種 が観 測 され る か で 評 価 され る。

[0402] さ らに抗 原 結 合 分 子 も し くは抗 原 が ィ 厶 ノ グ ロ プ リン定 常領 域 を有 す る場

合 に は、 免 疫 複 合 体 が Fc レセ プ タ ー また は補 体 成 分 に抗 原 結 合 分 子 単 体 も し

くは抗 原 単 体 よ りも強 く結 合 す る性 質 を利 用 した ELISA や FACSも挙 げ られ る （

The Journa l o f B i o Log i c a l Chem i s t r y (2001 ) 276 (9) , 6591 -6604 、 Journ

a L o f Immuno Log i c a l Methods ( 1982) 50, 109-1 14) 。 例 え ば、 Fc レセ プ タ

— を 固相 化 した ELISA を行 った 場 合 、 免 疫 複 合 体 を形 成 して い る か 否 か は、 抗

原 単 体 も し くは抗 原 結 合 分 子 単 体 を評 価 した 場 合 と比 較 して検 出 され る シ グ

ナ ル が増 加 して い る か で 評 価 され る。

[0403] Fc觀 ぉ、 びき 【こ财 糸吉创 舌 乂 農 脑 白勺でお 籠 き ド'

は も、議 吉 造 お 去

[0404] 本 発 明 は、 以 下 の 工 程 (a) ~ (d) を含 む、 血 漿 中 か ら当該 抗 原 を消 失 す る機

能 を有 す る抗 原 結 合 分 子 の製 造 方 法 ；

(a) Fc領 域 、 お よび 、 二 以 上 の 抗 原 結 合 ドメ イ ンで あ って 少 な くと も一 つ の

抗 原 結 合 ドメ イ ンが イ オ ン濃 度 の 条 件 に よ って 抗 原 に対 す る結 合 活 性 が 変 化

す る抗 原 結 合 ドメ イ ン を含 む 抗 原 結 合 分 子 と抗 原 を接 触 させ る工 程 、

(b) 当 該 抗 原 結 合 分 子 と当該 抗 原 を含 む 免 疫 複 合 体 の形 成 を評 価 す る工 程 、

(c) 前 記 工 程 (b) で 免 疫 複 合 体 の形 成 が確 認 され た 抗 原 結 合 ドメ イ ン を コー ド

す る遺 伝 子 を含 む ベ ク タ ー を含 む 宿 主 細 胞 を培 養 す る工 程 、



(d) 前記工程 （c) で得 られた培養液から抗原結合分子を単離する工程、

を提供する。

[0405] 本発明は、また以下の工程 (a) ~ ( i ) を含む、血漿中から当該抗原を消失す

る機能を有する抗原結合分子の製造方法 ；

(a) イオン濃度の条件によって抗原に対する結合活性が変化する抗原結合 ド

メインを得る工程、

(b) 前記工程 （a) で選択された抗原結合 ドメインをコ一 ドする遺伝子を得る

工程、

(c) 前記工程 （b) で得 られた遺伝子を、Fc領域をコー ドする遺伝子と作動可

能に連結する工程、

(d) 前記工程 (c) で作動可能に連結された遺伝子を含む宿主細胞を培養する

工程、

(e) 前記工程 (d) で得 られた培養液から抗原結合分子を単離する工程、

(f) 前記工程 (e) で得 られた抗原結合分子を抗原と接触させる工程、

(g) 当該抗原結合分子と当該抗原を含む免疫複合体の形成を評価する工程、

(h) 前記工程 (g) で免疫複合体の形成が確認された抗原結合 ドメインをコー ド

する遺伝子を含むベクターを含む宿主細胞を培養する工程、

( ) 前記工程 （h) で得 られた培養液から抗原結合分子を単離する工程、

を提供する。

[0406] 本発明は、さらに以下の工程 （a) ~ (e) を含む製造方法であって、さらに当

該製造方法で得 られた抗原結合分子と抗原を接触させて当該抗原結合分子と

当該抗原を含む免疫複合体の形成を評価する工程を含む、血漿中から当該抗

原を消失する機能を有する抗原結合分子の製造方法 ；

(a) イオン濃度の条件によって抗原に対する結合活性が変化する抗原結合 ド

メインを得る工程、

(b) 前記工程 （a) で選択された抗原結合 ドメインをコ一 ドする遺伝子を得る

工程、

(c) 前記工程 （b) で得 られた遺伝子を、Fc領域をコー ドする遺伝子と作動可



能 に連結する工程、

(d) 前記工程 (c) で作動可能 に連結 された遺伝子を含む宿主細胞 を培養する

工程、

(e) 前記工程 (d) で得 られた培養液か ら抗原結合分子を単離する工程、

を提供する。

[0407] 本発明の非限定な一態様では、前記のように選択 された条件 によって結合

活性が変化する抗原結合 ドメインをコー ドするポ リヌク レオチ ドが単離 され

た後 に、 当該ポ リヌク レオチ ドが適切な発現べ クタ一に揷入される。例 えば

、抗原結合 ドメインが抗体の可変領域である場合 には、 当該可変領域 をコ一

ドするcDNAが得 られた後 に、 当該 cDNAの両末端 に揷入された制限酵素サイ 卜

を認識する制限酵素 によって該 cDNAが消化 される。好 ま しい制限酵素は、抗

原結合分子の遺伝子を構成する塩基配列に出現する頻度が低 い塩基配列を認

識 して消化する。更に 1 コ ピーの消化断片をべ クタ一に正 しい方向で挿入す

るためには、付着末端 を与える制限酵素の揷入が好 ま しい。上記のように消

化 された抗原結合分子の可変領域 をコー ドするcDNAを適当な発現べ クタ一に

挿入することによって、本発明の抗原結合分子の発現べ クタ一が取得 され得

る。 この とき、抗体定常領域 （C領域）をコー ドする遺伝子 と、前記可変領域

をコ一 ドする遺伝子 とがインフ レ一厶で融合 され得 る。

[0408] 所望 の抗原結合分子を製造するために、抗原結合分子をコー ドするポ リヌ

ク レオチ ドが制御配列に作動可能 に連結 された態様で発現べ クタ一に組み込

まれる。制御配列 とは、例 えば、ェ ンハ ンサ一や プロモータ一を含む。 また

、発現 した抗原結合分子が細胞外 に分泌 されるように、適切なシグナル配列

がァミノ末端 に連結 され得 る。例 えばシグナル配列 と して、 ァミノ酸配列MGW

SCIILFLVATATGVHS (配列番号 ：5 ) を有 するペ プチ ドが使用されるが、 これ

以外 にも適 したシグナル配列が連結 され得 る。発現 されたポ リべ プチ ドは上

記配列のカルボキシル末端部分で切断され、切断されたポ リべ プチ ドが成熟

ポ リペ プチ ドと して細胞外 に分泌 され得 る。次いで、 この発現べ クタ一によ

つて適当な宿主細胞が形質転換 されることによって、所望の抗原結合分子を



コ一 ドするポリヌクレオチドを発現する組換え細胞が取得され得る。当該組

換え細胞から、本発明の抗原結合分子を製造する方法は、前記の抗体の項で

記載した方法に準じて製造され得る。

[0409] 核酸に関して 「作動可能に連結した」は、その核酸が他の核酸配列と機能

的な関係にあることを意味する。例えば、プレシーケンス （p r eseq uence) ま

たは分泌リーダ一のDNAは、あるポリべプチドの分泌に関わっている前駆体タ

ンパク質として発現する場合は、そのポリべプチドのDNAと作動可能的に結合

している。プロモータ一またはェンハンサ一は、それがあるコード配列の転

写に影響する場合はその配列と作動可能に連結している。または、リポソ一

厶結合部は、それが翻訳を容易にする位置にある場合は作動可能にコ一 ド配

列と連結している。通常、 「作動可能に連結した」は、結合したDNA配列が連

続しており、分泌リ一ダ一の場合は連続して読取り枠内にあることを意味す

る。しかし、ェンハンサ一は連続する必要はない。連結は適切な制限部位で

ライゲ一シヨンによって達成される。このような部位が存在しない場合、合

成才リゴヌクレオチドアダプタ一またはリンカ一が、従来の慣行に従って使

用される。また前記のOve r Lap Ex t ens i on PCRの手法によっても連結された核

酸が作製され得る。

[041 0] 本発明の非限定な一態様において、前記のように選択された条件によって

結合活性が変化する抗原結合分子分子をコ一ドするポリヌクレオチドが単離

された後に、当該ポリヌクレオチドの改変体が適切な発現べクタ一に揷入さ

れる。このような改変体の一つとして、ランダム化可変領域ライブラリとし

て、合成ライブラリゃ非ヒ卜動物を起源として作製された免疫ライブラリを

用いることによってスクリ一ニングされた本発明の抗原結合分子をコ一ドす

るポリヌクレオチド配列がヒ卜化された改変体が好適に挙げられる。ヒ卜化

された抗原結合分子の改変体の作製方法は、前記のヒ卜化抗体の作製方法と

同様の方法が採用され得る。

[041 1 また、改変体のその他の態様として、ランダム化可変領域ライブラリとし

て合成ライブラリゃナイ一プライブラリを用いることによってスクリ一ニン



グされ た本 発 明 の抗 原結 合 分 子 の抗 原 に対 す る結 合親 和性 の増 強 （ァ フ ィ二

テ ィ成 熟 化 ） を もた らす よ うな改 変 が、 単離 され た ポ リヌク レオ チ ド配 列 に

施 され た改 変 体 が好適 に挙 げ られ る。 その よ うな改 変 体 は CDRの変異 誘導 （Ya

ng ら （丄 Mo L. B i o し ( 1995) 254, 392-403) ) 、 鎖 シ ャ ッフ リング （Marks

ら ( B i o/Techno Logy ( 1992) 10 , 779-783) ) 、 E. c o L i の変異 誘 発株 の使 用 (

Low ら (J. Mo L. B i o し ( 1996) 250, 359-368) ) 、 DNAシ ャ ッフ リング (Patt

e n ら （Cur r . Op i n . B i otechno L. ( 1997) 8 , 724-733) ) 、 フ ァー ジデ イス プ

レイ （Thompson ら (J. Mo L. B i o し ( 1996) 256, 77-88) ) お よび有 性 PCR ( s

exua L PCR) ( C Lamer i ら (Nature ( 1998) 391 , 288-291 ) ) を含 む種 々の ァ

フ ィ二テ ィ一成 熟 化 の公知 の手 順 に よ って取得 され得 る。

[041 2 ] 前 記 の よ うに、 本 発 明 の製 造 方 法 に よ って作製 され る抗 原結 合 分 子 と して

、 Fc領 域 を含 む抗 原結 合 分 子 が挙 げ られ るが、 Fc領 域 と して様 々な改 変 体 が

使 用 され得 る。 この よ うな Fc領 域 の改 変 体 を コ一 ドす るポ リヌク レオ チ ドと

、 前 記 の よ うに選 択 され た条 件 に よ って結 合 活性 が変 化 す る抗 原結 合 分 子分

子 を コ一 ドす るポ リヌク レオ チ ドとが イ ンフ レ一 厶 で連結 され た重鎖 を有 す

る抗 原結 合 分 子 を コ一 ドす るポ リヌク レオ チ ドも、 本 発 明 の改 変 体 の一態様

と して好適 に挙 げ られ る。

[041 3 ] 本 発 明 の非 限定 な一態様 で は、 Fc領 域 と して、 例 え ば、 配 列番 号 ： 1 3 で

表 され る IgG1 ( N末端 にALa が付 加 され た AAC82527. 1) 、 配 列番 号 ： 1 4 で表

され る IgG2 ( N末端 にALa が 付 加 され た AAB59393. 1 ) 、 配 列 番 号 ： 1 5 で表 さ

れ る IgG3 (CAA27268. 1) 、 配 列番 号 ： 1 6 で表 され る IgG4 ( N末端 にALa が付

加 され た AAB59394. 1) 等 の抗 体 の Fc定 常領 域 が好適 に挙 げ られ る。 IgG 分 子 の

血 漿 中滞 留性 が比較 的長 い （血 漿 中か らの消 失 が遅 い） の は、 IgG 分 子 のサル

ベ 一 ジ レセ プタ一 と して知 られ て い る FcRn 特 に ヒ 卜FcRn が機 能 して い るため

で あ る。 ピノサ イ 卜一 シ ス に よ って エ ン ドソ一 厶 に取 り込 まれ た IgG 分 子 は、

ェ ン ドソー 厶 内の酸 性 条 件 下 にお いて ェ ン ドソー 厶 内 に発現 して い る FcRn 特

に ヒ 卜FcRn に結 合 す る。 FcRn 特 に ヒ 卜FcRn に結 合 で きな か った IgG 分 子 は ライ

ソ ソ一 厶へ と進 み、 そ こで分解 され るが、 FcRn 特 に ヒ 卜FcRn へ結 合 した IgG 分



子は細胞表面へ移行 し血漿 中の中性条件下 において FcRn特 に ヒ 卜FcRn か ら解

離 することで再び血漿 中に戻 る。

[0414] 通常の Fc領域 を含む抗体 は血漿 中の pH中性域 の条件下 において FcRn特 に ヒ

卜FcRn に対する結合活性 を有 しないため、通常の抗体 および抗体 —抗原複合

体 は、非特異 的なエ ン ドサイ ト一シスによって細胞 に取 り込 まれ、 エ ン ドソ

—厶内の pH酸性域 の条件下で FcRn特 に ヒ 卜FcRn に結合することで細胞表面 に

輸送 され る。 FcRn特 に ヒ 卜FcRn は抗体 をェ ン ドソー厶内か ら細胞表面 に輸送

するため、 FcRn特 に ヒ 卜FcRn の一部 は細胞表面 にも存在 していると考 え られ

るが、細胞表面の pH中性域 の条件下では抗体 は FcRn特 に ヒ 卜FcRn か ら解離 す

るため、抗体 は血漿 中に リサイクル され る。

[041 5 ] 本発明の抗原結合分子 に含む ことが可能である pH中性域 における ヒ 卜FcRn

に対する結合活性 を有 するFc領域 はいかなる方法 によっても取得 され得 るが

、具体的には、 出発 Fc領域 と して用い られ る ヒ 卜IgG 型免疫 グロプ リンのアミ

ノ酸 の改変 によって pH中性域 における ヒ 卜FcRn に対する結合活性 を有 するFc

領域 が取得 され得 る。改変のための好 ま しい IgG 型免疫 グロプ リンの Fc領域 と

しては、例 えば ヒ 卜IgG (IgGK IgG2 、 IgG3 、 または IgG4 、 およびそれ らの改

変体）の Fc領域 が挙 げ られ る。他 のアミノ酸への改変 は、 pH中性域 における

ヒ 卜FcRn に対する結合活性 を有 する、 も しくは中性域 における ヒ 卜FcRn に対

する結合活性 を高め られ るか ぎり、 いかなる位置のアミノ酸 も改変 され得 る

。抗原結合分子が、 ヒ 卜Fc領域 と して ヒ 卜IgG1 の Fc領域 を含んでいる場合、 p

H中性域 における ヒ 卜FcRn に対する結合が、 ヒ 卜IgG1 の出発 Fc領域 の結合活性

よ り増強する効果 をもた らす改変が含 まれていることが好 ま しい。 そのよう

な改変が可能なアミノ酸 と して、例 えば、 EUナ ンバ リング221 位 〜 225 位、 227

位、 228 位、 230 位、 232 位、 233 位 〜 241 位、 243 位 〜 252 位、 254 位 〜 260 位、 26

2位 〜 272 位、 274 位、 276 位、 278 位 〜 289 位、 291 位 〜 3 12位、 3 15位 〜 320 位、 3

24位、 325 位、 327 位 〜 339 位、 341 位、 343 位、 345 位、 360 位、 362 位、 370 位、

375 位 〜 378 位、 380 位、 382 位、 385 位 〜 387 位、 389 位、 396 位、 414 位、 4 16位

、 423 位、 424 位、 426 位 〜438 位、 440 位 および 442 位 の群 か ら選択 され る少な



くともひ とつのアミノ酸が挙 げ られる。 よ り具体的には、例 えば表 5 に記載

のようなアミノ酸の改変が挙 げ られる。 これ らのアミノ酸の改変 によって、 I

gG型免疫 グロプ リンの Fc領域の pH中性域 における ヒ 卜FcRn に対する結合が増

強 される。

[041 6 ] 本発明に使用するために、 これ らの改変の うち、 pH中性域 においても ヒ 卜F

cRn に対する結合 を増強する改変が適宜選択 される。特 に好 ま しいFc領域改変

体のアミノ酸 と して、例 えば印ナ ンバ リングで表 される237 位、 248 位、 250 位

、 252 位、 254 位、 255 位、 256 位、 257 位、 258 位、 265 位、 286 位、 289 位、 297

位、 298 位、 303 位、 305 位、 307 位、 308 位、 309 位、 3 11位、 3 12位、 314 位、 3 1

5位、 3 17位、 332 位、 334 位、 360 位、 376 位、 380 位、 382 位、 384 位、 385 位、 3

86位、 387 位、 389 位、 424 位、 428 位、 433 位、 434 位 および436 位のアミノ酸が

挙 げ られる。 これ らのアミノ酸か ら選択 される少な くとも 1つのアミノ酸 を他

のアミノ酸 に置換することによって、抗原結合分子に含 まれるFc領域の pH中

性域 における ヒ 卜FcRn に対する結合活性 を増強することがで きる。

[041 7 ] 特 に好 ま しい改変 と しては、例 えば、 Fc領域の印ナ ンバ リングで表 される

237 位のアミノ酸がMet 、

248 位のアミノ酸が I Le、

250 位のアミノ酸がALa 、 Phe、 I Le、 Met, GLn、 Ser 、 Vaし Trp 、 またはTyr の

いずれか、

252 位のアミノ酸がPhe、 Trp 、 またはTyr のいずれか、

254 位のアミノ酸がThr 、

255 位のアミノ酸がGLu、

256 位のアミノ酸がAsp 、 Asn 、 GLu、 またはGLnのいずれか、

257 位のアミノ酸がA La、 GLy、 I Le、 Leu 、 Met, Asn 、 Ser 、 Thr 、 またはVa Lの

いずれか、

258 位のアミノ酸がHi s、

265 位のアミノ酸がA La、

286 位のアミノ酸がALa またはGLuのいずれか、



289位のアミノ酸がHi s、

297位のアミノ酸がALa、

303位のアミノ酸がALa、

305位のアミノ酸がALa、

307位のアミノ酸がALa、Asp Phe、Gl y Hi s、 I Le、Lys、Leu、Met, Asn、Pr

o、GLn、Ar g、Se r、Vaし Tr p、またはTy rのいずれか、

308位のアミノ酸がALa、Phe、 I Le、 Leu、Me t Pr o GLn、またはTh rのいずれ

か、

309位のアミノ酸がALa、Asp, GLu、Pr o またはAr gのいずれか、

311位のアミノ酸がALa、Hi s またはI Leのいずれか、

312位のアミノ酸がALaまたはHi sのいずれか、

314位のアミノ酸がLys またはAr gのいずれか、

315位のアミノ酸がALa、AspまたはHi sのいずれか、

317位のアミノ酸がALa、

332位のアミノ酸がVaし

334位のアミノ酸がLeu、

360位のアミノ酸がHi s、

376位のアミノ酸がALa、

380位のアミノ酸がALa、

382位のアミノ酸がALa、

384位のアミノ酸がALa、

385位のアミノ酸がAspまたはHi sのいずれか、

386位のアミノ酸がPr o、

387位のアミノ酸がGLu、

389位のアミノ酸がALaまたはSe rのいずれか、

424位のアミノ酸がALa、

428位のアミノ酸がALa、Asp、Phe、GLy、Hi s I Le Lys, Leu、Asn、Pr o GL

n、Se r、Th r、Vaし Tr p、またはTy rのいずれか、



433 位のアミノ酸が Lys 、

434 位のアミノ酸がA La、 Phe、 Hi s Ser 、 Trp 、 またはTyr のいずれか、 も しく

は

436 位のアミノ酸がHi s 、 I Le、 Leu 、 Phe、 Thr 、 またはVaし

の群か ら選択 される少な くともひ とつ以上のアミノ酸の改変が挙 げ られる。

また、改変 されるアミノ酸の数 は特 に限定されず、一箇所のみのアミノ酸が

改変 され得 る し、二箇所以上のアミノ酸が改変 され得 る。二箇所以上のアミ

ノ酸の改変の組合せ と しては、例 えば表 5 _ 5 - 3 3 に記載 されるよう

な組合せが挙 げ られる。

[041 8 ] また、本発明が含む Fc領域 と して、 ヒ 卜IgG1 (配列番号 ：1 3 ) 、 IgG2 (

配列番号 ：1 4 ) 、 IgG3 (配列番号 ：1 5 ) 、 または IgG4 (配列番号 ：1 6

) で表 されるFc領域のほかに、 EUナ ンバ リング297 位 に結合 した糖鎖がフコ一

ス含有糖鎖である天然型 ヒ 卜IgG の Fc領域の Fc ァレセプタ一に対する結合活性

よ りもFc ァレセプタ一に対する結合活性が高いFc γ R結合改変 Fc領域 も適宜使

用され得 る。 そのような Fc ァR結合改変 Fc領域 は、天然型 ヒ 卜IgG の Fc領域の

アミノ酸 を改変することによって作製 され得 る。 Fc領域の Fc ァRに対する結合

活性が、 EUナ ンバ リング297 位 に結合 した糖鎖がフコ一ス含有糖鎖である天然

型 ヒ 卜IgG の Fc領域の Fc Rに対する結合活性 よ り高いか否かは、前述のよう

な方法 を用いて適宜評価 され得 る。

[041 9 ] 本発明において、 Fc領域の 「アミノ酸の改変」 または 「アミノ酸改変」 と

は、 出発 Fc領域のアミノ酸配列 とは異なるアミノ酸配列に改変することを含

む。 出発 Fc領域の修飾改変体が pH中性域 において ヒ 卜Fc ァレセプターに結合

することがで きる限 り、 いずれの Fc領域 も出発 Fc領域 と して使用され得 る。

また、既 に改変が加え られた Fc領域 を出発 Fc領域 と してさ らなる改変が加え

られた Fc領域 も本発明の Fc領域 と して好適 に使用され得 る。 出発 Fc領域 とは

、ポ リペ プチ ドそのもの、 出発 Fc領域 を含む組成物、 または出発 Fc領域 をコ

— ドするアミノ酸配列を意味 し得 る。 出発 Fc領域 には、抗体の項で概説 され

た組換 えによって産生された公知の Fc領域が含 まれ得 る。 出発 Fc領域の起源



は、 限定 され な いが非 ヒ 卜動物 の任意 の生物 また は ヒ 卜か ら取得 され得 る。

好 ま しくは、 任意 の生物 と して は、 マ ウス、 ラ ッ 卜、 モル モ ッ ト、 ハ ム ス タ

― 、 ァ レチ ネズ ミ、 ネ コ、 ゥサ ギ、 ィ ヌ、 ャ ギ、 ヒッジ、 ゥシ、 ゥマ、 ラ ク

ダ、 お よび非 ヒ 卜霊 長類 か ら選択 され る生物 が好適 に挙 げ られ る。 別 の態様

において、 出発 Fc領 域 は また、 力二 クイザル、 マ一 モセ ッ ト、 ァカゲザル、

チ ンパ ンジー、 また は ヒ 卜か ら取得 され得 る。 好 ま しくは、 出発 Fc領 域 は、

ヒ 卜IgG1 か ら取得 され得 るが、 IgG の特 定 の クラス に限定 され るもので もな い

。 この ことは、 ヒ 卜IgG1 、 IgG2 、 IgG3 、 また は IgG4 の Fc領 域 を出発 Fc領 域 と

して適宜 用 い る ことがで きる ことを意 味 す る。 同様 に、 本 明細書 において、

前 記 の任意 の生物 か らの IgG の任意 の クラス また は サ ブ ク ラスの Fc領 域 を、 好

ま しくは出発 Fc領 域 と して用 い る ことがで きる ことを意 味 す る。 天然 に存在

す る IgG のバ リア ン 卜また は操 作 され た型 の例 は、 公知 の文献 （Cur r . Op i n .

B i otechno L. (2009) 2 0 (6), 685-91 、 Cur r . Op i n . Immuno l . (2008) 2 0 (4)

, 460-470 、 Prote i n Eng. Des. Se L. (201 0 ) 23 (4), 195-202 、 国際公 開W02

009/086320 、 WO2008/0921 17、 WO2007/041 635 、 お よびWO2006/1 05338) に記載

され るが それ らに限定 され な い。

改変 の例 と して は一以上 の変異、例 えば、 出発 Fc領 域 の ア ミノ酸 とは異 な

るア ミノ酸 残基 に置換 され た変異、 あ るいは出発 Fc領 域 の ア ミノ酸 に対 して

—以上 の ア ミノ酸 残基 の揷 入 また は出発 Fc領 域 の ア ミノ酸 か ら一以上 の ア ミ

ノ酸 の欠失等 が含 まれ る。 好 ま しくは、 改変後 の Fc領 域 の ア ミノ酸 配 列 には

、 天然 に生 じな い Fc領 域 の少な くとも部 分 を含 む ア ミノ酸 配 列 を含 む。 その

よ うな変種 は必然 的 に出発 Fc領 域 と 100% 未満 の配 列 同一性 また は類似性 を有

す る。 好 ま しい実施形 態 において、 変種 は出発 Fc領 域 の ア ミノ酸 配 列 と約 7 5

%~1 00% 未満 の ア ミノ酸 配 列 同一性 また は類似性、 よ り好 ま しくは約 80%~

100% 未満、 よ り好 ま しくは約 85%~1 00% 未満 の、 よ り好 ま しくは約 90%~1

00% 未満、 最 も好 ま しくは約 95%~1 00% 未満 の同一性 また は類似性 の ア ミノ

酸 配 列 を有 す る。 本発 明の非 限定 の一態様 において、 出発 Fc領 域 お よび本発

明の Fc ァR結 合改変 Fc領 域 の間 には少な くとも 1 つの ア ミノ酸 の差 があ る。 出



発 Fc領域 と本発明の Fc ァR結合改変 Fc領域のアミノ酸の違いは、特 に前述の印

ナ ンバ リングで特定されるアミノ酸残基の位置の特定されたアミノ酸の違い

によっても好適 に特定可能である。

[0421 ] 本発明の抗原結合分子に含 まれる、 EUナ ンバ リング297 位 に結合 した糖鎖が

フコ一ス含有糖鎖である天然型 ヒ 卜IgG の Fc領域の Fc ァレセプタ一に対する結

合活性 よ りもFc ァレセプターに対する結合活性が高い （Fc ァR結合改変 Fc領域

) はいかなる方法 によっても取得 され得 るが、具体的には、 出発 Fc領域 と し

て用い られる ヒ 卜IgG 型免疫 グロプ リンのアミノ酸の改変 によって当該 Fc ァR

結合改変 Fc領域が取得 され得 る。改変のための好 ま しい IgG 型免疫 グロプ リン

の Fc領域 と しては、例 えば ヒ 卜IgG (IgGK IgG2 、 IgG3 、 または IgG4 、 および

それ らの改変体）の Fc領域が挙 げ られる。

[0422] 他のアミノ酸への改変は、 EUナ ンバ リング297 位 に結合 した糖鎖がフコース

含有糖鎖である天然型 ヒ 卜IgG の Fc領域の Fc ァレセプタ一に対する結合活性 よ

りもFc ァレセプタ一に対する結合活性が高いか ぎり、 いかなる位置のァミノ

酸 も改変 され得 る。抗原結合分子が、 ヒ 卜Fc領域 と して ヒ 卜IgG1 の Fc領域 を

含んでいる場合、 EUナ ンバ リング297 位 に結合 した糖鎖がフコ一ス含有糖鎖で

ある天然型 ヒ 卜IgG の Fc領域の Fc ァレセプタ一に対する結合活性 よ りもFc ァレ

セプタ一に対する結合活性が高い効果 をもた らす改変が含 まれていることが

好 ま しい。 こう したァミノ酸の改変 と しては、例 えば国際公開WO2007/024249

、 WO2007/021 84 WO2006/031 370 、 WO2000/042072 、 WO2004/029207 、 WO2004/

099249 、 WO2006/1 05338 、 WO2007/041 635 、 WO2008/0921 17、 WO2005/070963 、 W

02006/020 114、 WO2006/ 116260 およびWO2006/023403 な どにおいて報告されて

いる。

[0423] そのような改変が可能なアミノ酸 と して、例 えば、 EUナ ンバ リングで表 さ

れる221 位、 222 位、 223 位、 224 位、 225 位、 227 位、 228 位、 230 位、 231 位、 23

2位、 233 位、 234 位、 235 位、 236 位、 237 位、 238 位、 239 位、 240 位、 241 位、 2

43位、 244 位、 245 位、 246 位、 247 位、 249 位、 250 位、 251 位、 254 位、 255 位、

256 位、 258 位、 260 位、 262 位、 263 位、 264 位、 265 位、 266 位、 267 位、 268 位



、269位、270位、271位、272位、273位、274位、275位、276位、278位、279

位、280位、281位、282位、283位、284位、285位、286位、288位、290位、29

1位、292位、293位、294位、295位、296位、297位、298位、299位、300位、3

01位、302位、303位、304位、305位、311位、313位、315位、317位、318位、

320位、322位、323位、324位、325位、326位、327位、328位、329位、330位

、331位、332位、333位、334位、335位、336位、337位、339位、376位、377

位、378位、379位、380位、382位、385位、392位、396位、421位、427位、42

8位、429位、434位、436位および440位の群から選択される少なくともひとつ

以上のアミノ酸が挙げられる。これらのアミノ酸の改変によって、EUナンパ

リング297位に結合した糖鎖がフコ一ス含有糖鎖である天然型ヒ卜IgGのFc領

域のFcァレセプタ一に対する結合活性よりもFcァレセプタ一に対する結合活

性が高いFc領域 （Fc ァR結合改変Fc領域）を取得することができる。

本発明に使用するために、特に好ましい改変としては、例えば、Fc領域のE

Uナンバリングで表される ；

221位のアミノ酸がLys またはTy rのいずれか、

222位のアミノ酸がPhe、Tr p、GLuまたはTy rのいずれか、

223位のアミノ酸がPhe、Tr p、GLuまたはLysのいずれか、

224位のアミノ酸がPhe、Tr p、GLuまたはTy rのいずれか、

225位のアミノ酸がGLu、 Lys またはTr pのいずれか、

227位のアミノ酸がGLu、GLy、 Lys またはTy rのいずれか、

228位のアミノ酸がGLu、GLy、 Lys またはTy rのいずれか、

230位のアミノ酸がALa、GLu GLyまたはTy rのいずれか、

231位のアミノ酸がGLu、GLy Lys, Pr oまたはTy rのいずれか、

232位のアミノ酸がGLu、GLy Lys またはTy rのいずれか、

233位のアミノ酸がALa、Asp Phe、GLy、Hi s I Le、 Lys、 Leu、Me t Asn、GL

n、Ar g、Se r、Th r、Vaし Tr pまたはTy rのいずれか、

234位のアミノ酸がALa、Asp GLu、Phe、GLy、Hi s I Le、 Lys、Me t Asn、Pr

o、GLn、Ar g、Se r、Th r、Vaし Tr pまたはTy rのいずれか、



235位のアミノ酸がALa、Asp GLu、Phe、GLy、Hi s I Le、 Lys、Me t Asn、Pr

o、GLn、Ar g、Se r、Th r Vaし Tr pまたはTy rのいずれか、

236位のアミノ酸がALa、Asp、GLu、Phe、Hi s、 I Le、 Lys、 Leu、Me t、Asn、Pr

o、GLn、Ar g、Se r、Th r Vaし Tr pまたはTy rのいずれか、

237位のアミノ酸がAsp、GLu、Phe、Hi s I Le、 Lys、 Leu、Me t Asn、Pr o GL

n、Ar g、Se r、Th r、Va L T r pまたはTy rのいずれか、

238位のアミノ酸がAsp、GLu、Phe、GLy、Hi s I Le、 Lys、 Leu、Me t Asn、GL

n、Ar g、Se r、Th r、Va L T r pまたはTy rのいずれか、

239位のアミノ酸がAsp、GLu、Phe、GLy、Hi s I Le、 Lys、 Leu、Me t Asn、Pr

o、GLn、Ar g、Th r、Va L T r pまたはTy rのいずれか、

240位のアミノ酸がALa、 I Le、Me t またはTh rのいずれか、

241位のアミノ酸がAsp、GLu、 Leu、Ar g、Tr pまたはTy rのいずれか、

243位のアミノ酸がLeu、GLu、 Leu、GLn、Ar g、Tr pまたはTy rのいずれか、

244位のアミノ酸がHi s、

245位のアミノ酸がALa、

246位のアミノ酸がAsp、GLu、Hi sまたはTy rのいずれか、

247位のアミノ酸がALa、Phe、GLy、Hi s I Le、 Leu、Me t Th r、Va LまたはTy r

のいずれか、

249位のアミノ酸がGLu、Hi s GLnまたはTy rのいずれか、

250位のアミノ酸がGLuまたはGLnのいずれか、

251位のアミノ酸がPhe、

254位のアミノ酸がPhe、Me t またはTy rのいずれか、

255位のアミノ酸がGLu、 LeuまたはTy rのいずれか、

256位のアミノ酸がALa、Me t またはPr oのいずれか、

258位のアミノ酸がAsp、GLu、Hi s Se rまたはTy rのいずれか、

260位のアミノ酸がAsp、GLu、Hi sまたはTy rのいずれか、

262位のアミノ酸がALa、GLu、Phe、 I LeまたはTh rのいずれか、

263位のアミノ酸がALa、 I Le、Me t またはTh rのいずれか、



264位のアミノ酸がAsp、GLu、 Phe、GLy、Hi s I Le、 Lys、 Leu、Met, Asn、 Pr

o、GLn、Arg 、 Ser 、 Thr 、 Trp またはTyr のいずれか、

265位のアミノ酸がA La、 Leu、 Phe、GLy、Hi s I Le、 Lys、 Leu、Met, Asn、 Pr

o、GLn、Arg 、 Ser 、 Thr 、 Vaし Trp またはTyr のいずれか、

266位のアミノ酸がA La、 I Le、Met またはThr のいずれか、

267位のアミノ酸がAsp、GLu、 Phe、Hi s I Le、 Lys、 Leu、Met, Asn、 Pro, GL

n、Arg 、 Thr 、 Vaし Trp またはTyr のいずれか、

268位のアミノ酸がAsp、GLu、 Phe、GLy、 I Le、 Lys、 Leu、Met, Pro, GLn、Ar

g、 Thr 、 Va LまたはTrp のいずれか、

269位のアミノ酸がPhe、GLy、Hi s I Le、 Lys、 Leu、Met, Asn、 Pro, Arg 、 Se

r、 Thr 、 Vaし Trp またはTyr のいずれか、

270位のアミノ酸がGLu、 Phe、GLy、Hi s I Le、 Leu、Met, Pro, GLn、Arg 、 Se

r、 Thr 、 Trp またはTyr のいずれか、

271位のアミノ酸がALa、Asp GLu、 Phe、GLy、Hi s I Le、 Lys、 Leu、Met, As

n、GLn、Arg 、 Ser 、 Thr 、 Vaし Trp またはTyr のいずれか、

272位のアミノ酸がAsp、 Phe、GLy、Hi s I Le、 Lys、 Leu、Met, Pro, Arg 、 Se

r、 Thr 、 Vaし Trp またはTyr のいずれか、

273位のアミノ酸がPheまたは I Leのいずれか、

274位のアミノ酸がAsp、GLu、 Phe、GLy、Hi s I Le、 Leu、Met, Asn、 Pro, Ar

g、 Ser 、 Thr 、 Vaし Trp またはTyr のいずれか、

275位のアミノ酸がLeuまたはTrp のいずれか、

276位のアミノ酸が、Asp、GLu、 Phe、GLy、Hi s I Le、 Leu、Met, Pro, Arg 、

Ser 、 Thr 、 Vaし Trp またはTyr のいずれか、

278位のアミノ酸がAsp、GLu、GLy、Hi s I Le、 Lys、 Leu、Met, Asn、 Pro, GL

n、Arg 、 Ser 、 Thr 、 Va LまたはTrp のいずれか、

279位のアミノ酸がA La、

280位のアミノ酸がA La、GLy、Hi s Lys、 Leu、 Pro, GLn、Trp またはTyr のい

ずれか、



28 1位のアミノ酸がAsp、 Lys、Pr oまたはTy rのいずれか、

282位のアミノ酸がGLu、GLy、 Lys、Pr oまたはTy rのいずれか、

283位のアミノ酸がALa、GLy、Hi s I Le、 Lys、 Leu、Me t Pr o Ar gまたはTy r

のいずれか、

284位のアミノ酸がAsp、GLu、 Leu、Asn、Th rまたはTy rのいずれか、

285位のアミノ酸がAsp、GLu、 Lys、GLn、Tr pまたはTy rのいずれか、

286位のアミノ酸がGLu、GLy、Pr oまたはTy rのいずれか、

288位のアミノ酸がAsn、Asp GLuまたはTy rのいずれか、

290位のアミノ酸がAsp、GLy、Hi s Leu、Asn、Se r、Th r、Tr pまたはTy rのい

ずれか、

291位のアミノ酸がAsp、GLu GLy、Hi s I Le、GLnまたはTh rのいずれか、

292位のアミノ酸がALa、Asp GLu、Pr o Th rまたはTy rのいずれか、

293位のアミノ酸がPhe、GLy、Hi s I Le、 Leu、Me t Asn、Pr o Ar g、Se r、Th

r、Vaし Tr pまたはTy rのいずれか、

294位のアミノ酸がPhe、GLy、Hi s I Le、 Lys、 Leu、Me t Asn、Pr o Ar g、Se

r、Th r、Vaし Tr pまたはTy rのいずれか、

295位のアミノ酸がAsp、GLu、Phe、GLy、Hi s I Le、 Lys、Me t Asn、Pr o Ar

g、Se r、Th r、Vaし Tr pまたはTy rのいずれか、

296位のアミノ酸がALa、Asp GLu、GLy、Hi s I Le、 Lys、 Leu、Me t Asn、GL

n、Ar g、Se r、Th rまたはVa Lのいずれか、

297位のアミノ酸がAsp、GLu、Phe、GLy、Hi s I Le、 Lys、 Leu、Me t Pr o GL

n、Ar g、Se r、Th r、Vaし Tr pまたはTy rのいずれか、

298位のアミノ酸がALa、Asp GLu、Phe、Hi s I Le、 Lys、Me t Asn、GLn、Ar

g、Th r、Vaし Tr pまたはTy rのいずれか、

299位のアミノ酸がALa、Asp GLu、Phe、GLy、Hi s I Le、 Lys、 Leu、Me t As

n、Pr o GLn、Ar g、Se r、Vaし Tr pまたはTy rのいずれか、

300位のアミノ酸がALa、Asp GLu、GLy、Hi s I Le、 Lys、 Leu、Me t Asn、Pr

o、GLn、Ar g、Se r、Th r、Va LまたはTr pのいずれか、



301位のアミノ酸がAsp、 GLu、 Hi sまたはTyr のいずれか、

302位のアミノ酸が I Le、

303位のアミノ酸がAsp、 GLyまたはTyr のいずれか、

304位のアミノ酸がAsp、 Hi s Leu、 AsnまたはThr のいずれか、

305位のアミノ酸がGLu、 I Le、 Thr またはTyr のいずれか、

3 11位のアミノ酸がALa、 Asp Asn Thr 、 VaLまたはTyr のいずれか、

3 13位のアミノ酸がPhe、

3 15位のァミノ酸が1_6リ、

3 17位のアミノ酸がGLuまたはGLn、

3 18位のアミノ酸がHi s、 Leu、 Asn、 Pro, GLn、 Arg 、 Thr 、 Va LまたはTyr のい

ずれか、

320位のアミノ酉愛がAsp、 Phe、 GLy、 Hi s I Le、 Leu、 Asn、 Pro, Ser 、 Thr 、 Va

し Trp またはTyr のいずれか、

322位のアミノ酸がA La、 Asp Phe、 GLy、 Hi s I Le、 Pro, Ser 、 Thr 、 Vaし Tr

pまたはTyr のいずれか、

323位のアミノ酸が I Le、

324位のアミノ酸がAsp、 Phe、 GLy、 Hi s I Le、 Leu、 Met, Pro, Arg 、 Thr 、 Va

し Trp またはTyr のいずれか、

325位のアミノ酸がA La、 Asp GLu、 Phe、 GLy, H s I Le、 Lys、 Leu、 Met, Pr

o、 GLn、 Arg 、 Ser 、 Thr 、 Vaし Trp またはTyr のいずれか、

326位のアミノ酸がALa、 Asp GLu、 GLy、 I Le、 Leu、 Met, Asn、 Pro, GLn、 Se

r、 Thr 、 Vaし Trp またはTyr のいずれか、

327位のアミノ酸がALa、 Asp、 GLu、 Phe、 GLy、 Hi s、 l e Lys、 Leu、 et As

n、 Pro, Arg 、 Thr 、 Vaし Trp またはTyr のいずれか、

328位のアミノ酸がA La、 Asp GLu、 Phe、 GLy、 Hi s I Le、 Lys、 Met, Asn、 Pr

o、 GLn、 Arg 、 Ser 、 Thr 、 Vaし Trp またはTyr のいずれか、

329位のアミノ酸がAsp、 GLu、 Phe、 GLy、 Hi s I Le、 Lys、 Leu、 Met, Asn、 GL

n、 Arg 、 Ser 、 Thr, Vaし Trp またはTyr のいずれか、



330位のアミノ酸がCys、GLu、Phe、GLy、H s I Le、 Lys、 Leu、Me t Asn、Pr

o、Ar g、Se r、Th r、Vaし T r pまたはTy rのいずれか、

33 1位のアミノ酸がAsp、Phe、Hi s I Le、 Leu、Me t GLn、Ar g、Th r、Vaし T r

pまたはTy rのいずれか、

332位のアミノ酸がA La、Asp GLu、Phe、GLy、Hi s Lys、 Leu、Me t Asn、Pr

o、GLn、Ar g、Se r、Th r、Vaし T r pまたはTy rのいずれか、

333位のアミノ酸がA La、Asp GLu、Phe、GLy、H s I Le、 Leu、Me t Pr o Se

r、Th r、Va LまたはTy rのいずれか、

334位のアミノ酸がA La、GLu、Phe、 I Le、 Leu、Pr oまたはTh rのいずれか、

335位のアミノ酸がAsp、Phe、GLy、Hi s I Le、 Leu、Me t Asn、Pr o Ar g、Se

r、Vaし T r pまたはTy rのいずれか、

336位のアミノ酸がGLu、 Lys またはTy rのいずれか、

337位のアミノ酸がGLu、Hi sまたはAsnのいずれか、

339位のアミノ酸がAsp、Phe、GLy、 I Le、 Lys、Me t Asn、GLn、Ar g、Se rまた

はTh rのいずれか、

376位のアミノ酸がA LaまたはVa Lのいずれか、

377位のアミノ酸がGLyまたはLys のいずれか、

378位のアミノ酸がAsp、

379位のアミノ酸がAsn、

380位のアミノ酸がA La、Asn またはSe rのいずれか、

382位のアミノ酸がA LaまたはI Leのいずれか、

385位のアミノ酸がGLu、

392位のアミノ酸がTh r、

396位のアミノ酸がLeu、

42 1位のアミノ酸がLys、

427位のアミノ酸がAsn、

428位のアミノ酸がPheまたはLeuのいずれか、

429位のアミノ酸がMe t、



434 位のアミノ酸がT r p、

436 位のァミノ酸が I Le、もしくは

440 位のアミノ酸がGLy、 H i s I Le、 Leu またはTy rのいずれか、

の群から選択される少なくともひとつ以上のアミノ酸の改変が挙げられる。

また、改変されるアミノ酸の数は特に限定されず、一箇所のみのアミノ酸が

改変され得るし、二箇所以上のアミノ酸が改変され得る。二箇所以上のアミ

ノ酸の改変の組合せとしては、例えば表 6 (表 6 — 1 〜表 6 — 3 ) に記載さ

れるような組合せが挙げられる。

[0425] また、本発明において好適に用いられるFc領域のうち、特定のFc ァレセプ

ターに対する結合活性がそのほかのFc ァレセプタ一に対する結合活性よりも

高い性質を有するFc領域 （選択的なFc ァレセプターに対する結合活性を有す

るFc領域）の非限定な一態様として用いられる、抑制型Fc ァレセプターに対

する結合活性が活性型Fc ァレセプターに対する結合活性よりも高い （抑制型F

c ァレセプタ一に対する選択的な結合活性を有する）Fc領域の例として、前記

Fc領域の印ナンバ リングで表されるアミノ酸であって印ナンバ リングで表さ

れる238 位のアミノ酸がAsp 、または328 位のアミノ酸がGLuのいずれかひとつ

以上に改変されているFc領域が好適に挙げられる。また、抑制型Fc ァレセプ

タ一に対する選択的な結合活性を有するFc領域として、US2009/0 136485 また

はWO20 12 / 115241 に記載されているFc領域あるいは改変も適宜選択することが

できる。

[0426] また本発明の非限定な一態様では、前記Fc領域の印ナンバ リングで表され

るアミノ酸であって印ナンバ リングで表される238 位のアミノ酸がAsp 、また

は328 位のァミノ酸がGLuのいずれかひとつ以上に改変されているFc領域が好

適に挙げられる。

[0427] さらに本発明の非限定な一態様では、EUナンバ リングで表される238 位のPr

0のAsp への置換、および印ナンバ リングで表される237 位のアミノ酸がT r p、 E

Uナンバ リングで表される237 位のアミノ酸がPhe、 EUナンバ リングで表される

267 位のアミノ酸がVaし EUナンバ リングで表される267 位のアミノ酸がGLn、 E



Uナンバ リングで表 される268 位のアミノ酸がAsn 、 EUナンバ リングで表 される

27 1位のアミノ酸がGLy、 EUナンバ リングで表 される326 位のアミノ酸が Leu 、 E

Uナンバ リングで表 される326 位のアミノ酸がGLn、 EUナンバ リングで表 される

326 位のアミノ酸がGLu、 EUナンバ リングで表 される326 位のアミノ酸がMe t 、 E

Uナンバ リングで表 される239 位のアミノ酸がAsp 、 EUナンバ リングで表 される

267 位のアミノ酸がA La、 EUナンバ リングで表 される234 位のアミノ酸がT r p、 E

Uナンバ リングで表 される234 位のアミノ酸がTy r、 EUナンバ リングで表 される

237 位のアミノ酸がA La、 EUナンバ リングで表 される237 位のアミノ酸がAsp 、 E

Uナンバ リングで表 される237 位のアミノ酸がGLu、 EUナンバ リングで表 される

237 位のアミノ酸が Leu 、 EUナンバ リングで表 される237 位のアミノ酸がMe t 、 E

Uナンバ リングで表 される237 位のアミノ酸がTy r、 EUナンバ リングで表 される

330 位のアミノ酸が Lys 、 EUナンバ リングで表 される330 位のアミノ酸がA r g、 E

Uナンバ リングで表 される233 位のアミノ酸がAsp 、 EUナンバ リングで表 される

268 位のアミノ酸がAsp 、 EUナンバ リングで表 される268 位のアミノ酸がGLu、 E

Uナンバ リングで表 される326 位のアミノ酸がAsp 、 EUナンバ リングで表 される

326 位のアミノ酸がSe r、 EUナンバ リングで表 される326 位のアミノ酸がTh r、 E

Uナンバ リングで表 される323 位のアミノ酸が I Le、 EUナンバ リングで表 される

323 位のアミノ酸が Leu 、 EUナンバ リングで表 される323 位のアミノ酸がMe t 、 E

Uナンバ リングで表 される296 位のアミノ酸がAsp 、 EUナンバ リングで表 される

326 位のアミノ酸がA La、 EUナンバ リングで表 される326 位のアミノ酸がAsn 、 E

Uナンバ リングで表 される330 位のアミノ酸がMe t 、のいずれかひ とつ以上に改

変されているFc領域が好適に挙げられる。

Fc領域のアミノ酸の改変のためには、部位特異的変異誘発法 （Kunke Lら （P

r oc. Nat し Acad. Sc i . USA ( 1985) 82, 488-492) ) やOve r La p e x t ens i o n P

CR等の公知の方法が適宜採用され得 る。 また、天然のアミノ酸以外のァミノ

酸 に置換するアミノ酸の改変方法 と して、複数の公知の方法も採用され得 る

(Annu. Rev. B i ophys. B i omo L. S t r uc t . (2006) 35, 225-249 、 P r oc. Nat し

Acad. Sc i . U. S. A . (2003) 10 0 ( 1 1) , 6353-6357) 。例えば、終止コ ドンの



1つであるUAGコドン （アンバーコドン）の相補的アンバーサブレッサ一t RNA

に非天然アミノ酸が結合されたt RNAが含まれる無細胞翻訳系システム （C Love

r Di rec t ( Pr ot e i n Exp r ess) ) 等も好適に用いられる。

[0429] 前記のようなアミノ酸の変異が加えられたFc領域の改変体をコ一ドするポ

リヌクレオチドと、前記のように選択された条件によって結合活性が変化す

る抗原結合ドメインをコ一ドするポリヌクレオチドとがインフレ一厶で連結

された重鎖を有する抗原結合分子をコ一ドするポリヌクレオチドも、本発明

の改変体の一態様として作製される。

[0430] 本発明によって、Fc領域をコードするポリヌクレオチドとインフレ一厶で

連結されたイオン濃度の条件によって結合活性が変化する抗原結合ドメイン

をコードするポリヌクレオチドが作動可能に連結されたべクタ一が導入され

た細胞の培養液から抗原結合分子を回収することを含む抗原結合分子の製造

方法が提供される。また、ベクタ一中に予め作動可能に連結されたFc領域を

コ一ドするポリヌクレオチドと、イオン濃度の条件によって結合活性が変化

する抗原結合ドメインをコードするポリヌクレオチドが作動可能に連結され

たべクタ一が導入された細胞の培養液から抗原結合分子を回収することを含

む抗原結合分子の製造方法もまた提供される。

[043 1] 本発明の製造方法において、 「免疫複合体の形成が確認された抗原結合ド

メイン」が取得された後に、当該免疫複合体の形成が可能な限り、当該ドメ

インに適宜改変が加えられ得る。また、免疫複合体を形成することが可能な

抗原結合ドメインであって、このように改変が加えられた当該ドメインをコ

- ドするポリヌクレオチドと、上述されるアミノ酸の変異が加えられたFc領

域の改変体をコ一ドするポリヌクレオチドとがインフレ一厶で連結された重

鎖を有する抗原結合分子をコ一ドするポリヌクレオチドを含むベクタ一を含

む細胞の培養液から抗原結合分子を回収することを含む抗原結合分子の製造

方法もまた提供される。

[0432] 医薬組成物

可溶型抗原に対する既存の中和抗体を投与すると、抗原が抗体に結合する



ことで血漿中での持続性が高 まることが予想 される。抗体は一般的に長い半

減期 （1 週間〜3週間）を有するが、一方で抗原は一般的に短い半減期 （1 曰以

下）を有する。 そのため、血漿中で抗体 に結合 した抗原は、抗原単独で存在

する場合 に比べて顕著 に長い半減期 を有するようになる。 その結果 と して、

既存の中和抗体 を投与することによ り、血漿中の抗原濃度の上昇が起 こる。

このような事例 は様 々な可溶型抗原 を標 的 と した中和抗体 において報告され

てお り、一例 を挙 げると IL-6 (J. Immunotox i c o L. (2005) 3 , 13 1- 139) 、 am

y Lo i d beta (mAbs (201 0 ) 2 (5), 1- 13 ) 、 MCP-1 (ARTHRITIS & RHEUMATISM

(2006) 54, 2387-2392) 、 hepc i d i n (AAPS J . (201 0 ) 4 , 646-657) 、 sIL-6 r

eceptor ( B Lood (2008) 112 ( 10), 3959-64) な どがある。既存の中和抗体の

投与 によ り、ベースラインか らおよそ 10倍〜 1000 倍程度 （上昇の程度 は、抗

原 によって異なる）の血漿中総抗原濃度の上昇が報告されている。 ここで、

血漿中総抗原濃度 とは、血漿中に存在する抗原の総量 と しての濃度 を意味 し

てお り、すなわち抗体結合型 と抗体非結合型の抗原濃度の和 と して表 される

。 このような可溶型抗原 を標 的 と した抗体医薬 にとっては、血漿中総抗原濃

度の上昇が起 こることは好 ま しくない。なぜな ら、可溶型抗原 を中和するた

めには、少な くとも血漿中総抗原濃度 を上回る血漿中抗体濃度が必要なため

である。つまり、血漿中総抗原濃度が 10倍〜 1000 倍上昇するということは、

それを中和するための血漿中抗体濃度 （すなわち抗体投与量） と しても、血

漿中総抗原濃度の上昇が起 こらない場合 に比べて 10倍〜 1000 倍が必要 になる

ことを意味する。一方で、既存の中和抗体 に比較 して血漿中総抗原濃度 を 10

倍〜 1000 倍低下することがで きれば、抗体の投与量 を同 じだけ減 らす ことが

可能である。 このように、血漿中か ら可溶型抗原 を消失させて、血漿中総抗

原濃度 を低下させることがで きる抗体は、既存の中和抗体 に比較 して顕著 に

有用性が高い。

特定の理論 に拘束 されるものではないが、本発明の、 （ι ) Fc領域、な らび

に、 （ ) イオ ン濃度の条件 によって抗原 に対する結合活性が変化する抗原結

合 ドメイン、 を含む抗原結合分子であ って、二以上の当該抗原結合分子およ



び 二以 上 の抗 原結 合 単位 の抗 原 を含 む免疫 複 合 体 を形 成 す る こ とが可 能 な抗

原結 合 分 子 が、 血 漿 中か ら当該 抗 原結 合 単位 を消 失 させ る可 能性 の あ る一つ

の メ カニ ズム と して、 以 下 の よ うな メ カニ ズム が例 示 され る。 SIL-6R 等 の よ

うに抗 原結 合 単位 が一単位 （す なわ ち ホ モ単 量 体 ） で あ る場 合、 二価 の抗 体

結 合 ドメイ ンを含 む一分 子 の抗 体 に対 して二分 子 （す なわ ち二単位 の抗 原結

合 単位 ） の抗 原 が結 合 し、 一分 子 の抗 SIL-6R 抗 体 と二単位 の抗 原結 合 単位 を

含 む二分 子 の抗 原 分 子 と複 合 体 を形 成 す る。 その ため、 この よ うな抗 原 と抗

体 の複 合 体 は、 図 1 に示 す よ うに一 つ の Fc領 域 （天然 型 IgG1 の Fc領 域 ） しか

有 しな い。 当該複 合 体 は一 つ の Fc領 域 を介 して一分 子 の Fc R、 また は二分 子

の FcRn に結 合 す るため、 これ らの受容 体 に対 す る親 和性 は通 常 の IgG 抗 体 と同

様 で あ り、 細胞 内へ の取 込 み は主 に非 特 異 的 に起 こる と考 え られ得 る。

[0434] — 方、 重鎖 お よび軽 鎖 のへ テ ロ複 合 体 の二量 体 で あ る ヒ 卜IgA 等 の よ うに抗

原結 合 単位 が二単位 で あ る場 合、 当該 抗 原結 合 単位 中 には、 抗 原結 合 ドメィ

ンが結 合 す るェ ピ 卜一 プもニ単位 存 在 す る こ と とな る。 しか し、 二価 の （す

なわ ち一分 子 の抗 IgA 抗 体 に含 まれ る抗 原結 合 ドメイ ンが 同一 の ェ ピ 卜一 プに

結 合 す る）抗 IgA 抗 体 が その抗 原 で あ る IgA に結 合 す る場 合、 一分 子 の抗 IgA 抗

体 に含 まれ る二価 の個 々の抗 原結 合 ドメイ ンが、 一分 子 の IgA 分 子 に存 在 す る

二単位 の ェ ピ 卜一 プに各 々結 合 す る こ とはェ ピ 卜一 プの配 置 等 の点 か ら困難

で あ る こ とが考 え られ る。 その結 果、 一分 子 の抗 IgA 抗 体 中 に存 在 す る二価 の

抗 原結 合 ドメイ ンに結 合 す る二分 子 の IgA 中 に存 在 す る二単位 の抗 原結 合 単位

には、 別 の抗 IgA 抗 体 分 子 が結 合 す る こ とに よ って、 少 な くとも四分 子 （す な

わ ち抗 原 分 子 で あ る IgA の二 つ の分 子 と抗 原結 合 分 子 で あ る抗 IgA 抗 体 の二 つ

の分 子 ） を含 む抗 原 抗 体複 合 体 （免疫 複 合 体 ） を形 成 す る と考 え られ る。

[0435] 二 以 上 の抗 原結 合 単位 を含 む抗 原 分 子 に結 合 す る抗 体 等 の抗 原結 合 分 子 が

少 な くとも四量 体 の大 きな免疫 複 合 体 を形 成 す る場 合、 当該 免疫 複 合 体 は Fc

FcRn、 補 体 レセ プタ一等 に対 して 少 な くとも二 つ以 上 の多価 の Fc領 域 を

介 して av i d i t yで強 固 に結 合 す る こ とが可 能 で あ る。 この ため、 図 7 に示 され

る よ うに、 当該複 合 体 は これ らの レセ プタ一 を発現 す る細胞 に効 率 的 に取 り



込 まれ る。 一方、 一単位 の抗 原結 合 単位 を含 む （単 量 体 の）抗 原 分 子 に結 合

す る等 の抗 原結 合 分 子 と抗 原 分 子 との免疫 複 合 体 の これ らの レセ プター に対

す るFc領 域 を介 した親 和性 は上 述 した よ うに十分 で はな いため、 図 1 に示 さ

れ る よ うに これ らの受容 体 を発現 す る細胞 内へ 当該 免疫 複 合 体 は主 に非 特 異

的 （av i d i t y に よ る結 合 を介 す る取 込 よ りは非 効 率 的） に取 り込 まれ る。 す な

わ ち、 av i d i t y に よ る結 合 を介 す る取 込 よ りも非 効 率 的 で あ る。

[0436] 二 以 上 の抗 原結 合 単位 を含 む抗 原 分 子 に結 合 す る抗 体 等 の抗 原結 合 分 子 と

して、 pH又 はCa依 存 的結 合 等 の よ うにイオ ン濃 度 の条 件 に よ って抗 原 に対 す

る結 合 が変 化 す る抗 原結 合 ドメイ ンを含 む抗 体 が血 漿 中で 少 な くとも四分 子

(二 分 子 の抗 原 お よび 二分 子 の抗 体 ）以 上 か らな る抗 原 抗 体複 合 体 （免疫 複

合 体 ） を形 成 した場 合 にお いて、 当該 免疫 複 合 体 が細胞 内 に取 り込 まれ た と

きは、 その イオ ン濃 度 の条 件 が血 漿 中の条 件 とは異 な るェ ン ドソー 厶 内で抗

原 が 当該 抗 体 か ら解 離 す る。 その ため、 当該 免疫 複 合 体 が取 り込 まれ た細胞

の エ ン ドソ一 厶 内で は、 当該 免疫 複 合 体 の形 成 が解 消 され る。 解 離 した抗 原

はェ ン ドソー 厶 内で FcRn に結 合 す る こ とが で きな いため、 ライ ソ ソ一 厶 に移

行 した後 に分解 され る。 一方、 抗 原 を解 離 した抗 体 は、 エ ン ドソ一 厶 内で FcR

nに結 合 した後 に血 漿 中 に リサ イ クル され る と考 え られ る （図 7 ) 。

[0437] 上 述 した よ うに、 二以 上 の抗 原結 合 単位 を含 む多量 体 抗 原 に対 す る天然 IgG

1型 の定 常領 域 を含 む pHあ るい はCa依 存 的結 合 抗 体 が大 きな免疫 複 合 体 を形 成

して、 av i d i t yでFc ァR、 FcRn、 補 体 レセ プタ一等 に結 合 す る こ とが 出来 れ ば

、 抗 原 の消 失 のみ を選 択 的 に大幅 に加 速 す る こ とが 出来 る と考 え られ る。 ヒ

卜IgA に結 合 す るGA2-IgG1 が投 与 され た場 合 に も、 その よ うな大 きな免疫 複 合

体 が形 成 され て い る と考 え られ た。 実 際、 実施 例 3 で示 され た よ うに、 GA2-I

gG1 に対 して、 マ ウス Fc ァRに対 す る結 合 が損 なわ れ た改 変 が導 入 され たGA2-I

gG1 -Fc ァR(-) は、 ヒ 卜IgA の消 失 をGA2-IgG1 の よ うに ヒ 卜IgA 単 独 と比較 して

大幅 に加 速 す る こ とはで きず、 ヒ 卜IgA 単 独 と同等 の消 失 を示 した。 この こ と

か ら、 GA2-IgG1 が ヒ 卜IgA の消 失 を大幅 に加 速 す る こ とが で きた の は、 二以 上

の抗 原結 合 単位 を含 む多量 体 抗 原 で あ る ヒ 卜IgA とGA2-IgG1 を含 む免疫 複 合 体



が、 Fc ァRに対 して av i d i t yで結 合 し、 Fc ァRを発現 す る細胞 に速 や か に取 り込

まれ たため と考 え られ た。 当該免疫複 合体 を取 り込 んだ細胞 のェ ン ドソー厶

内で 当該免疫複 合体 か ら解離 した IgA は ライ ソソ一厶で分解 され る。 それ とと

もに、 当該 ェ ン ドソー厶 内で FcRn に結 合後血 漿 中 に リサ イ クル され た IgA を解

離 した抗体 は、再度血 漿 中の IgA に結 合 す る ことが可能 とな る。 この よ うに し

て、血 漿 中の ヒ 卜IgA の消 失 が大幅 に加速 され た と考 え られ る。 抗原 の血 漿 中

か らの消 失 を加速 す る方法 と して、 pH中性域 で FcRn に対 して結 合 す る Fc領 域

の ア ミノ酸 の改変体 を用 い る方法 が国際公 開WO20 11/ 1220 11に記載 され て い る

。 本発 明 は、 上述 の改変体 を用 い る ことな く、 二以上 の抗原結 合単位 を含 む

多量体抗原 の血 漿 中か らの消 失 を加速 す る方法 と して有 用 であ る とともに、 G

A2-N434W において示 され た よ うに、 上述 の改変体 と組 み合 わせ る ことによ つ

て二以上 の抗原結 合単位 を含 む多量体抗原 の血 漿 中か らの消 失 をさ らに加速

させ る ことが可能 であ る。 また、 二以上 の抗原結 合単位 を含 む多量体抗原 を

消 失 させ るの は上記 の血 漿 中以外 で も、 間質液、 関節液、腹 水、胸 水、心嚢

水 に接触 す る細胞 が Fc ァRまた は FcRn を発現 して い る限 り、 これ らの間質液、

関節液、腹 水、胸 水、心嚢 水 か らも消 失 させ る ことが可能 であ る。 その よ う

な細胞 の非 限定 な一態様 と して間質液、 関節液、腹 水、胸 水、心嚢 水 に存在

す る免疫 細胞 等 が例 示 され る。

[0438] またすなわ ち、 本発 明 は、 本発 明の抗原結 合分 子、 本発 明の改変方法 によ

り作製 され た抗原結 合分 子、 また は本発 明の製 造方法 によ り製 造 され た抗原

結 合分 子 を含 む医薬組成物 に関す る。 本発 明の抗原結 合分 子 また は本発 明の

製 造方法 によ り製 造 され た抗原結 合分 子 はその投与 によ り通 常 の抗原結 合分

子 と比較 して血 漿 中の抗原濃度 を低 下 させ る作 用 が高 い上 に、 投与 され た生

体 による免疫 応答 や 当該 生体 中の薬物 動態等 が改変 され て い る ことか ら医薬

組成物 と して有 用 であ る。 本発 明の医薬組成物 には医薬 的 に許容 され る担 体

が含 まれ得 る。

[0439] 本発 明 において医薬組成物 とは、 通 常、疾 患 の治療 も しくは予 防、 あ るい

は検査 診 断 のため の薬剤 をい う。



[0440] 本発明の医薬組成物は、当業者に公知の方法を用いて製剤化され得る。例

えば、水もしくはそれ以外の薬学的に許容し得る液との無菌性溶液、又は懸

濁液剤の注射剤の形で非経口的に使用され得る。例えば、薬理学上許容され

る担体もしくは媒体、具体的には、滅菌水や生理食塩水、植物油、乳化剤、

懸濁剤、界面活性剤、安定剤、香味剤、賦形剤、《ヒクル、防腐剤、結合剤

等と適宜組み合わせて、一般に認められた製薬実施に要求される単位用量形

態で混和することによって製剤化され得る。これら製剤における有効成分量

は、指示された範囲の適当な容量が得られるように設定される。

[0441 ] 注射のための無菌組成物は注射用蒸留水のようなべヒクルを用いて通常の

製剤実施にしたがつて処方され得る。注射用の水溶液としては、例えば生理

食塩水、プドウ糖やその他の補助薬 （例えばD- ソルビ卜一ル、D- マンノース

、D- マンニ卜一ル、塩化ナトリウム）を含む等張液が挙げられる。適切な溶

解補助剤、例えばアルコール （エタノール等）、ポリアルコール （プロピレ

ングリコ一ル、ポリエチレングリコ一ル等）、非ィ才ン性界面活性剤 （ポリ

ソルべ一卜80 (TM) 、HCO-50等）が併用され得る。

[0442] 油性液としてはゴマ油、大豆油が挙げられ、溶解補助剤として安息香酸べ

ンジル及び/ またはベンジルアルコールも併用され得る。また、緩衝剤 （例え

ば、リン酸塩緩衝液及び酢酸ナトリウム緩衝液）、無痛化剤 （例えば、塩酸

プロ力イン）、安定剤 （例えば、ベンジルアルコール及びフエノール）、酸

化防止剤と配合され得る。調製された注射液は通常、適切なアンプルに充填

される。

[0443] 本発明の医薬組成物は、好ましくは非経口投与により投与される。例えば

、注射剤型、経鼻投与剤型、経肺投与剤型、経皮投与型の組成物が投与され

る。例えば、静脈内注射、筋肉内注射、腹腔内注射、皮下注射などにより全

身または局部的に投与され得る。

[0444] 投与方法は、患者の年齢、症状により適宜選択され得る。抗原結合分子を

含有する医薬組成物の投与量は、例えば、一回につき体重1 kgあたり0. 000 1

mgから1000 mgの範囲に設定され得る。または、例えば、患者あたり0. 001~ 1



00000 mgの投与量が設定され得るが、本発明はこれらの数値に必ずしも制限

されるものではない。投与量及び投与方法は、患者の体重、年齢、症状など

により変動するが、当業者であればそれらの条件を考慮 し適当な投与量及び

投与方法を設定することが可能である。

[0445] また本発明は、少なくとも本発明の抗原結合分子を含む、本発明の方法に

用いるためのキットを提供する。該キットには、その他、薬学的に許容され

る担体、媒体、使用方法を記載 した指示書等をパッケージしておくこともで

きる。

[0446] また本発明は、本発明の抗原結合分子もしくは本発明の製造方法により製

造された抗原結合分子を有効成分として含有する、血漿中の二以上の抗原結

合単位および二以上の抗原結合分子を含む複合体の血漿から消失させるため

の薬剤に関する。

[0447] また本発明は、本発明の抗原結合分子もしくは本発明の製造方法により製

造された抗原結合分子を対象 （患者、被験者、等）へ投与する工程を含む、

疾患の治療方法に関する。疾患の非限定な一例として、癌、または炎症性疾

患が挙げられる。

[0448] また本発明は、本発明の抗原結合分子もしくは本発明の製造方法により製

造された抗原結合分子の、血漿中の二以上の抗原結合単位および二以上の抗

原結合分子を含む複合体の血漿から消失させるための薬剤の製造における使

用に関する。

[0449] また本発明は、本発明の抗原結合分子もしくは本発明の製造方法により製

造された抗原結合分子の、血漿中の二以上の抗原結合単位および二以上の抗

原結合分子を含む複合体の血漿から消失させるための使用に関する。

[0450] また本発明は、本発明の方法に使用するための、本発明の抗原結合分子ま

たは本発明の製造方法により製造された抗原結合分子に関する。

[0451 ] なお、本発明で記載されているアミノ酸配列に含まれるアミノ酸は翻訳後

に修飾 （例えば、N末端のグルタミンのピログルタミル化によるピログルタミ

ン酸への修飾は当業者によく知られた修飾である）を受ける場合もあるが、



そのようにァミノ酸 が翻訳後修飾 された場合であ つても当然の ことなが ら本

発明で記載 されているアミノ酸配列 に含 まれ る。

[0452] なお本明細書 において引用 されたすベての先行技術文献 は、参照 と して本

明細書 に組み入れ られ る。

実施例

[0453] 以下本発明を実施例 によ り具体的に説明するが、本発明は これ ら実施例 に

制 限され るものではない。

〔実施例 1 〕 カル シウム依存 的に ヒ 卜IgA に結合する抗体の調製

( 1 _ 1 ) ヒ 卜IgA (hlgA) の調製

抗原である ヒ 卜IgA (以下 hlgA とも呼ばれ る）は以下のような組換 え技術 を

用いて調製 された。H (WT)-IgA1 (配列番号 ：4 9 ) とL (WT) (配列番号 ：5

0 ) を含む組み組換 えべ クタ一を含む宿主細胞 を培養 することによって発現

されたhlgA が、 当業者公知の方法 によってイオ ン交換 クロマ トグラフィーお

よびゲル ろ過 クロマ 卜グラフィ一を用いて精製 された。

[0454] ( 1 - 2 ) カル シウム依存 的結合杭体 について

国際公開WO2009/1 25825 に記載 されているH54/L28-IgG1 は ヒ 卜化抗 IL-6 レセ

プタ一抗体であ り、 Fv4-IgG1 は、 H54/L28-IgG1 に対 して可溶型 ヒ 卜IL-6 レセ

プターに対 して pH依存 的に結合する （中性条件下 において結合 し、酸性条件

下 において解離 する）特性 を有 する ヒ 卜化抗 IL-6 レセ プタ一抗体である。 国

際公開WO2009/1 25825 に記載 されているマ ウスの i n v i vo試験 では、H54/L28-I

gG1と抗原である可溶型 ヒ 卜I L-6 レセ プタ一の混合物 を投与 した群 と比較 して

、 Fv4-IgG1 と抗原である可溶型 ヒ 卜IL-6 レセ プタ一の混合物 を投与 した群 に

おいて、可溶型 ヒ 卜IL-6 レセ プターの消失が大幅 に加速 されていることが示

された。

[0455] 通常の可溶型 ヒ 卜IL-6 レセ プタ一に結合する抗体 に結合 した可溶型 ヒ 卜IL-

6 レセ プタ一は、抗体 とともにFcRnによって血漿 中に リサイクル され る。 これ

に対 して、 pH依存 的に可溶型 ヒ 卜IL-6 レセ プタ一に結合する抗体 は、 エ ン ド

ソ一厶内の酸性条件下 において抗体 に結合 した可溶型 ヒ 卜IL-6 レセ プタ一を



解 離 す る。 解 離 した可 溶 型 ヒ 卜IL-6 レセ プ タ一 は ラ イ ソ ソ一 厶 に よ って分 解

され るた め、 可 溶 型 ヒ 卜IL-6 レセ プ ター の血 漿 中 か らの消 失 を大 幅 に加 速 す

る こ とが可 能 とな り、 さ らに pH依 存 的 に可 溶 型 ヒ 卜IL-6 レセ プ ター に結 合 す

る抗 体 は可 溶 型 ヒ 卜IL-6 レセ プ タ一 を解 離 した後 FcRn に よ って血 漿 中 に リサ

ィ クル され、 リサ イ クル され た抗 体 は再 び 可 溶 型 ヒ 卜IL-6 レセ プ ター に結 合

す る こ とが で きる。 上 記 の サ イ クル （抗 原 を結 合 した抗 体 の細 胞 内へ の取 込

> 抗 体 か らの抗 原 の解 離 > 抗 原 の分 解 と抗 体 の血 漿 中へ の再 循 環 ） が繰 り返

され る こ とに よ って、 ひ とつ の抗 体 分 子 が複 数 回繰 り返 して可 溶 型 ヒ 卜IL-6

レセ プ ター に結 合 す る こ とが可 能 とな る （図 1 ) 。

[0456] さ らに、 国 際 公 開WO201 1/ 12201 1に記 載 され て い る よ うに、 H54/L28-IgG1 は

ヒ 卜化 抗 IL-6 レセ プ タ一抗 体 で あ り、 Fv4-IgG1 は、 H54/L28-IgG1 に対 して可

溶 型 ヒ 卜IL-6 レセ プ タ一へ pH依 存 的 に結 合 す る （中性 条 件 下 に お い て結 合 し

、 酸 性 条 件 下 に お い て解 離 す る）特 性 を有 す る ヒ 卜化 抗 IL-6 レセ プ ター抗 体

で あ り、 Fv4-IgG1 -v2 は、 Fv4-IgG1 に対 して pH中性 の条 件 下 に お い て FcRnへ の

結 合 が増 強 され た ヒ 卜化 抗 IL-6 レセ プ タ一抗 体 で あ る。 国 際 公 開WO201 1/ 1220

11に記 載 され て い るマ ウス の i n v i v o試 験 で は、 Fv4-IgG1 と抗 原 で あ る可 溶 型

ヒ 卜IL-6 レセ プ ター の混 合 物 を投 与 した群 と比 較 して、 Fv4-I g G 1 -v2 と抗 原 で

あ る可 溶 型 ヒ 卜IL-6 レセ プ タ一 の混 合 物 を投 与 した群 に お い て、 可 溶 型 ヒ 卜I

L-6 レセ プ ター の消 失 が 大 幅 に加 速 され て い る こ とが示 され た。 す な わ ち、 pH

依 存 的 に抗 原 に結 合 す る抗 体 の、 pH中性 の条 件 下 （pH7. 4 ) に お け る FcRn に対

す る結 合 を増 強 す る こ とに よ って、 増 強 され た改 変 抗 体 が抗 原 に繰 り返 し結

合 で きる効 果 、 お よび、 抗 原 の血 漿 中 か らの消 失 を促 進 す る効 果 が さ らに向

上 し、 当該 抗 体 を投 与 す る こ とに よ つて血 漿 中 か らの抗 原 を消 失 す る こ とが

可 能 で あ る こ とが報 告 され た （図 2 ) 。

[0457] 図 1 お よび 図 2 に示 され た pH依 存 的 に抗 原 に結 合 す る抗 体 に よ る作 用 で は

、 血 漿 中 とエ ン ドソ一 厶 内 の環 境 の相 違 、 す な わ ち pHの相 違 （血 漿 中 ：pH7. 4

、 エ ン ドソ一 厶 内 ：pH6. 0 ) を利 用 して、 血 漿 中 で は抗 原 に強 く結 合 させ、 ェ

ン ドソー 厶 内 で は抗 原 を解 離 す る抗 体 の性 質 が活 用 され て い る。 血 漿 中 とェ



ンドソー厶内でpH依存的に結合する抗体の抗原への結合能にこのような差異

を活用するためには、血漿中とェンドソー厶内の環境因子の性質とその相違

の大きさが重要である。pHの相違はすなわち水素イオン濃度の相違である。

すなわち、pH7. 4の血漿中の水素イオン濃度は約40 nMである一方で、pH6. 0の

エンドソ一厶内の水素イオン濃度は約1000 nMであることから、血漿中とェン

ドソー厶内での環境因子の一つとして考えられる水素イオン濃度の相違は約2

5倍の大きさである。

[0458] さらに、図 1 および図 2 に示した作用を異なる態様で達成するため、また

は、これらの態様を併せて達成するするために、血漿中とエンドソ一厶内の

水素イオン濃度の相違以外で、その相違が大きい環境因子に依存 して抗原に

結合する抗体を使用すれば良いと考えられた。血漿中とェンドソー厶内で濃

度の相違が大きい環境因子が探索された結果、カルシウムが見出された。血

漿中のイオン化カルシウム濃度は1. 1- 1. 3 mM程度である一方で、エンドソ一

厶内のイオン化カルシウム濃度は3 M程度であることから、血漿中とェンド

ソ一厶内での環境因子の一つとして考えられるカルシウムイオン濃度の相違

は約400倍の大きさであって、その大きさは水素イオン濃度差 （25倍）よりも

大きいことが見出された。すなわち、高カルシウム濃度条件下 （1 . 1- 1. 3 mM

) で抗原に結合し、低カルシウム濃度条件下 （3 M) で抗原を解離するィ才

ン化カルシウム濃度依存的に抗原に結合する抗体を用いることによって、pH

依存的に抗原に結合する抗体と同等またはそれ以上にエン ドソ一厶内で抗原

を抗体から解離することが可能であると考えられた。

[0459] ( 1 - 3 ) h lgA に結合する杭体の発現と精製

GA1 -IgG 1 (重鎖配列番号 ：3 7 、軽鎖配列番号 ：3 8 ) 、GA2-IgG 1 (重鎖

配列番号 ：3 9 、軽鎖配列番号 ：4 0 ) はhlgA に結合する抗体である。GA1 - I

G1 (重鎖配列番号 ：3 7 、軽鎖配列番号 ：3 8 ) およびGA2-IgG 1 (重鎖配列

番号 ：3 9 、軽鎖配列番号 ：4 0 ) をコ一 ドするDNA配列が動物細胞発現用プ

ラスミドに当業者公知の方法で組み込まれた。抗体の発現は以下の方法を用

いて行われた。ヒ卜胎児腎細胞由来Fr eeS t y Le 293-F 株 ( I nv i t r ogen) をFr ee



St y l e 293 Exp r ess i o n Med i um培地 ( I nv i t r ogen) に懸濁させた細胞懸濁液が

、 1. 33 X 106個/ mLの細胞密度で6 we LL p La t eの各ゥエルへ3 mLずつ播種され

た。次に、 リポフエクシヨン法により調製されたプラスミ ドが細胞へ導入さ

れた。当該細胞はC02インキュベータ一 （37 °C 、 8%C02, 90 r pm) で4 日間培養

され、単離されたその培養上清から、 r P r o t e i n A Sepha r ose  Fas t F Low (Am

e r sham B i osc i ences) を用いて当業者公知の方法で抗体が精製された。精製

された抗体溶液の吸光度 （波長 ：280nm) が、分光光度計を用いて測定された

。得 られた測定値からPACE法によって算出された吸光係数を用いて抗体濃度

が算出された ( P r o t e i n Sc i ence ( 1995) 4 , 241 1-2423) 。

[0460] ( 1 - 4 ) 取得された杭休のh lqA に対するカルシウム依存的結さ能の評価

B i aco e T200 (GE Hea l t hca r e ) を用いて、 （1 — 3 ) で単離された抗体の

h lgA 結合活性 （解離定数 KD (M) ) が評価された。ランニングバ ッファ一として

3 M または 1. 2 M CaC L2を含有する0 05% tween20 2 0 mmo L/L ACES, 150 mmo

L/L NaC L ( pH7. 4 またはpH5. 8 ) 、または0 . 1 も しくは 10 mM CaC L2を含有す

る0 . 05% tween20 2 0 mmo L/L ACES, 150 mmo L/L NaC し pH8. 0を用いて測定が

行われた。

[046 1] ァミノカツプリング法で適切な量の組換え型プロティンA/G (The rmo Sc i e n

t i f i c ) が適当量固定化されたSenso r c h i CM5 (GE Hea l t hca r e ) に、抗体を

結合させた。次に、アナライ 卜として適切な濃度のh lgA ( ( 1 _ 1 ) に記載

) をインジェク 卜することによって、 h lgA とセンサ一チップ上の抗体を相互

作用させた。測定は37 °C で行われた。測定後、 10 mmo L/L GLy c i ne-HC し H1

. 5をインジェク 卜することによって、センサ一チップが再生された。 B i aco r e

T200 Eva l uat i o n Sof twa r e (GE Hea l t hca r e ) を用いて、力一プフイツティ

ングによる解析および平衡値解析により、測定結果から解離定数 KD (M) が算

出された。その結果を表 7 に示 した。また、得 られたセンサ一グラムを図 3

に示 した。GA2-IgG 1はCa2+濃度が 1. 2 mMにおいてはh lgA に強 く結合するが、Ca2

+濃度が3 Μにおいてはh lgA に弱 く結合することが示された。また、GA2-IgG 1

はCa2+濃度が 1. 2 mMの条件下で、 pH7. 4においてはヒ 卜IgA に強 く結合するが、



pH5. 8 に お い て は ヒ 卜IgA に 弱 く結 合 す る こ とが 示 され た。 す な わ ち、 GA2-IgG

1は、 ヒ 卜IgA に対 して、 pH依 存 的、 お よび 、 カル シ ウム依 存 的 に結 合 す る こ

とが 明 らか とな った。

[ 表 7 ]

[0463] 〔実 施 例 2 〕 カル シ ウム依 存 的 に hlgA に結 合 す る抗 体 の 改 変 体 の調 製

さ らに、 血 漿 中 か らの 抗 原 （hlgA) の 消 失 を さ らに増 大 させ る た め に、 力

ル シ ゥ厶依 存 的 に hlgA に結 合 す るGA2-IgG1 に対 して マ ウ ス FcRn に対 す る pH7. 4

に お け る結 合 を増 強 す る た め に N434Wの ア ミ ノ酸 置 換 を導 入 した GA2-N434W (

重 鎖 配 列 番 号 ：4 1 、 軽 鎖 配 列 番 号 ：4 0 ) を作 製 した。 また、 GA2-IgG1 に

対 して Fc ァRに対 す る結 合 を欠 損 させ る た め に L235R 、 S239K の ア ミ ノ酸 置 換 を

導 入 した GA2-Fc ァR(-) ( 重 鎖 配 列 番 号 ：4 2 、 軽 鎖 配 列 番 号 ：4 0 ) を作 製

した。 GA2-N434W (重 鎖 配 列 番 号 ：4 1 、 軽 鎖 配 列 番 号 ：4 0 ) お よび GA2-Fc

(-) ( 重 鎖 配 列 番 号 ：4 2 、 軽 鎖 配 列 番 号 ：4 0 ) を コ一 ドす るDNA配 列 が

当業 者 に公 知 の 方 法 で 組 み 込 まれ た 動 物 発 現 用 プ ラ ス ミ ドを用 い て、 上 述 の

方 法 で 発 現 した これ らの 抗 体 改 変 体 の濃 度 が、 精 製 後 に測 定 され た。 GA2-Fc

ァR(-) の 各 種 マ ウ ス Fc ァR (mFc ァRI 、 mFc ァRII 、 mFc ァRIII 、 mFc ァRIV) に対

す る結 合 を評 価 した結 果 、 い ず れ の レセ プ タ ー に対 して も結 合 が 認 め られ な

か った。

[0464] 〔実 施 例 3 〕 ノ一 マ ル マ ウ ス を用 い た Ca依 存 性 hlgA 結 合 抗 体 の 抗 原 の血 漿 中

滞 留 性 八 の影 響 評 価

し3 — 1」 ノー マ ル マ ウ ス を用 い た i n v i v o¾



ノ一 マル マ ウス （C57BL/6J mouse, Char les R i ver Japan) に対 して hlgA (

ヒ lgA ：実 施 例 1 にて作 製 ） を単 独 に投 与 され た、 また は hlgA お よび 抗 hlgA

抗 体 が 同 時 に投 与 され た後 の、 hlgA お よび 抗 hlgA 抗 体 の体 内動 態 が評 価 され

た。 hlgA 溶 液 （80 Atg/mL) 、 また は、 hlgA と抗 hlgA 抗 体 の混 合 溶 液 が尾 静 脈

に 10 mL/kg の 用 量 で単 回投 与 され た。 抗 hlgA 抗 体 と して は、 上 述 の GA1 -IgG1

、 GA2-IgGK GA2-N434W お よび GA2-Fc ァR(-) が使 用 され た。

[0465] 混 合 溶 液 中 の hlgA 濃 度 は全 て 80 g/ mLで あ るが、 抗 hlgA 抗 体 濃 度 は各 抗 体

の hlgA へ の ァ フ ィ二 テ ィ一 に応 じて抗 体 毎 に異 な り、 GA1 -IgG1 は 10 mg/mL、 G

A2-IgGUi2. 69 mg/mL、 GA2-N434W は 1 mg/mL、 GA2-Fc ァR(-) は 2 . 69 mg/mL に調

製 され た。 この と き、 hlgA に対 して抗 hlgA 抗 体 は十 分 量 過 剰 に存 在 す る こ と

か ら、 hlgA は 大部 分 が抗 体 に結 合 して い る と考 え られ る。 投 与 後 5分 間、 7時

間、 1日間、 2 日間、 3 日間、 7 日間 で マ ウス か ら採 血 が行 わ れ た。 採 取 され た

血 液 を直 ち に4 °C 、 12 , 000 rpmで 15分 間遠 心 分 離 す る こ とに よ って、 血 漿 が得

られ た。 分 離 され た血 漿 は、 測 定 を実 施 す る まで - 20°C 以 下 に設 定 され た冷 凍

庫 に保 存 され た。

[0466] ( 3 - 2 ) ELISA 法 に よ る ノ一 マル マ ゥス血 漿 中 の杭 hlqA 杭 体 濃 度 測 定

マ ウス血 漿 中 の抗 hI gA抗 体 濃 度 はELI SA法 にて測 定 され た。 まずAnt i - Human

IgG( -cha i n spec i f i c ) F (ab' ) 2 Fragment o f Ant i body (SIGMA) が そ の各

ゥ エリレ【こ分 〉王され た Nunc— Immuno P Late, Max i Soup (Na Lge nunc Internat i on

a L) を4 °C で 1 晚静 置 す る こ とに よ ってAnt i -Human IgG 固相 化 プ レ一 卜が作 成

され た。 血 漿 中濃 度 の標 準 液 と して 0. 5、 0 . 25、 0 . 125、 0 . 0625 、 0 . 031 25、 0 .

0 1563 、 0 . 0781 3 g/ mLに調 製 され た抗 hlgA 抗 体 の検 量 線 試 料 と 100倍 以 上 希 釈

され た マ ウス血 漿 測 定 試 料 が、 前 記 のAnt i -Human IgG 固相 化 プ レ一 卜に分 注

され た後 、 当該 プ レー 卜が 25°C で 1時 間 ィ ンキ ュベ 一 シ ヨンされ た。 そ の後 、

Goat Ant i -Human IgG ( cha i n spec i f i c ) B i o t i n (BIOT) Conj ugate (Sout

hern B i otechno logy Assoc i ats Inc. ) 力《目ij プ レ一 卜の各 ゥ エリレ【こ分 〉王され

た後 、 当該 プ レー トを25°C で 1時 間反 応 させ た。 さ らに、 St reptav i d i n-Po LyH

RP80 (Stereospec i f i c Detect i on Techno log i es) が 目IJ ぉ プ レ一 卜の各 ゥ エリレ



に分注された後、 当該 プ レー トを25°C で 1時間反応 させた。 TMB One Componen

t HRP Mi crowe LL Subst rate ( B i oFX Laborator i es) を基質 と して用いた発色

反応が 1N-Su Lfur i c ac i d (Showa Chem i c a L) を用いて停止された後、マイク

口プ レー 卜リーダ一を用いて各 ゥエルの反応液の450 nmの吸光度が測定され

た。マウス血漿中の抗 hlgA 抗体濃度 は検量線の吸光度か ら解析 ソフ 卜ウェアS

OFTmax PRO (Mo Lecu Lar Dev i ces) を用いて算出された。 この方法で測定され

た静脈 内投与後の ノーマルマウスにおけるGA1 -IgG1 、 GA2-IgG1 、 GA2-N434W お

よびGA2-Fc ァR(-) の血漿中抗体濃度推移 を図 4 に示 した。

[0467] ( 3 - 3 ) ELISA 法 による血漿中 hlgA 濃度測定

マウスの血漿中 hlgA 濃度 はELISA 法 にて測定された。 まずGoat ant i -Human

IgA Ant i body (BETHYL) がその各 ゥエル に分注されたNunc-Immuno P Late, Ma

x i Soup (Na Lge nunc Internat i ona l ) を4 °C で 1 晚静滅することによってAnt i

-Human IgA 固相化 プ レ一 卜が作成 された。血漿中濃度の標準液 と して 0 . 4、 0.

2、 0. 1、 0. 05、 0. 025 、 0. 0 125、 0. 00625^9 かしに調製 された hlgA の検量線試

料 と100倍以上希釈 されたマウス血漿測定試料の各 100 Lが前記のAnt i -Human

IgA 固相化 プ レー 卜に分注された後、 さ らに500 ng/mL の hsIL-6R が200 L分

注された後、 当該 プ レー トは室温で 1時間静置 された。次 に、 B i o t i ny Lated A

n t i -human IL-6 R Ant i body (R&D) が前記 プ レ一 卜の各 ゥエル に分注された

後、 当該 プ レー トを室温で 1時間反応 させた。更にSt reptav i d i n-Po LyHRP80 (

Stereospec i f i c Detect i on Techno log i es) 力《目 プ レ一 卜の各 ゥエリレ【こ分 〉王

された後、 当該 プ レー トを室温で 1時間反応 させた。 TMB One Component HRP

Mi crowe LL Subst rate ( B i oFX Laborator i es) を基質 と して用いた発色反応が

1N-Su Lfur i c ac i d (Showa Chem i c a L) を用いて反停止された後、マイクロプ

レ一 卜リーダ一を用いて各 ゥエルの反応液の450 nmの吸光度が測定された。

マウス血漿中濃度 は検量線の吸光度か ら解析 ソフ トウヱァSOFTmax PRO (Mo Le

c u Lar Dev i ces) を用いて算出された。 この方法で測定 した静脈 内投与後の ノ

—マルマウスにおける血漿中 hlgA 濃度推移 を図 5 に示 した。

[0468] その結果、 hlgA 単独の消失に対 して、 hlgA とCa依存的な結合が弱い （依存



性 の度 合 い が 小 さ い） 抗 体 で あ る GA1 -IgG1 を 同 時 に投 与 した場 合 は、 hlgA の

消 失 が遅 くな つた。 それ に対 して、 hlgA と 100倍 以 上 の Ca依 存 的 な結 合 活 性

を有 す るGA2-IgG1 を 同 時 に投 与 した場 合 は、 hlgA の 消 失 を hlgA 単 独 と比 較 し

て 大 幅 に加 速 した。 図 4 に示 され た血 漿 中抗 体 濃 度 、 図 5 に示 され た血 漿 中 h

IgA 濃 度 、 お よび表 7 に示 され た各 抗 体 の KD値 か ら、 血 漿 中 に存 在 す る非 結 合

型 の hlgA 濃 度 が 求 め られ た。 そ の結 果 を図 6 に示 した。 図 6 に示 され た よ う

に GA1 -IgG1 投 与 群 の非 結 合 型 の抗 原 （hlgA) の濃 度 と比 較 して、 カル シ ウム

依 存 的 に hlgA に結 合 す るGA2-IgG1 投 与 群 の非 結 合 型 の抗 原 （hlgA) の濃 度 は

低 い こ とか ら、 カル シ ウム依 存 的結 合 抗 体 を抗 原 の消 失 を用 い て加 速 す る こ

とに よ って、 抗 体 に結 合 して い な い （抗 体 非 結 合 型 ） 抗 原 （hlgA) を低 下 で

きる こ とが示 され た。 さ らに、 pH7. 4 に お け る FcRn結 合 が増 強 され て い るGA2-

N434Wは抗 原 の消 失 をGA2-IgG1 よ りも早 め、 血 漿 中 の hlgA 濃 度 は投 与 7時 間後

に は検 出 限界 以 下 とな った。

[0469] 〔実 施 例 4 〕 pH依 存 的抗 IgE 抗 体 の取 得

4 _ 1 ) 杭 ヒ 卜IqE 杭 休 の取 得

pH依 存 的抗 ヒ 卜IgE 抗 体 を取 得 す るた め に、 抗 原 で あ る ヒ 卜IgE (重 鎖 配 列

番 号 ：4 3 、 軽 鎖 配 列 番 号 ：4 4 ) (可 変 領 域 は抗 ヒ 卜GLyp i can3 抗 体 か らな

る） を FreeSty Le293 ( L i f e Techno log i es) を 用 い て発 現 させ た。 、 発 現 した

ヒ 卜IgE は 当業 者 公 知 の 一般 的 な カ ラム ク ロマ トグ ラ フ ィー法 に よ り精 製 して

、 調 製 され た。

[0470] 取 得 され た 多数 の抗 体 の 中 か ら、 ヒ 卜IgE に PH依 存 的 に結 合 し、 且 つ、 二 分

子 の抗 IgE 抗 体 お よび 二 分 子 の IgE 以 上 か らな る大 きな免 疫 複 合 体 を形 成 す る

抗 体 が選 抜 され た。 選 抜 され た抗 ヒ 卜IgE 抗 体 を ヒ 卜IgG1 重 鎖 定 常領 域 、 お よ

び、 ヒ 卜軽 鎖 定 常領 域 を用 い て発 現 、 精 製 した。 作 製 され た抗 体 は ク ロ一 ン2

78 (重 鎖 配 列 番 号 ：4 5 、 軽 鎖 配 列 番 号 ：4 6 ) と命 名 され た。

[0471 ] ( 4 - 2 ) ぼ 粉 本 糸吉舗 牛お寸 びま 衣械 糸吉舗 牛 籠

エ ン ドソ一 厶 内 で抗 原 を解 離 す る こ とが で きる抗 体 は、 抗 原 に対 して pH依

存 的 に結 合 す るだ けで な く、 Ca依 存 的 に結 合 す る抗 原 に結 合 す る こ とに よ つ



ても創製することが可能である。そこで、クローン278 およびコン トロールと

なるpH/Ca 依存的 IgE 結合能を有さないXo La i r (oma L i zumab, Nova r t i s ) の、 ヒ

卜IgE ( h lgE) に対するpH依存的結合能および PH/Ca 依存的結合能が評価され

た。

[0472] すなわち、 B i aco r e T200 (GE Hea Lt hca r e ) を用いて、クローン278 およびX

o La i rのh lgE に対する結合活性 （解離定数 KD (M) ) が評価された。ランニング

バ ッファーとして以下3種を用いて測定が行われた。

1. 2 mmo L/ L CaC L2 /0. 05 tween20, 2 0 mmo L/ L ACES, 150 mmo L/ L NaC L, pH

7 . 4

1. 2 mmo L/ L CaC L2 /0. 05 tween20, 2 0 mmo L/ L ACES, 150 mmo L/ L NaC L, pH

5 . 8

3 mo L/ L CaC L2 /0. 05 tween20, 2 0 mmo L/ L ACES, 150 mmo L/ L NaC L, pH5

. 8

[0473] 適当量添加された化学合成されたヒ 卜ダリビカン 3 タンパク質由来配列 （

配列番号 ：4 7 ) のC末端に存在するLys にビ才チンが付加されたぺプチ ド （

以下 「ビ才チン化GPC3ペプチ ド」と記載する）が、ス トレブ 卜アビジンとビ

才チンの親和性を利用 してSenso r c h i SA (GE Hea Lt hca r e ) 上に固定化された

。適切な濃度のヒ 卜IgE をィンジェク 卜して、 ビ才チン化GPC3ぺプチ ドに捕捉

させることで、 ヒ 卜IgE がチップ上に固定化された。アナライ トとして適切な

濃度のクローン278 をィンジェク 卜して、センサ一チップ上のヒ 卜IgE と相互

作用させた。その後、 10 mmo L/L GLy c i ne-HC L, pH1. 5をインジェク 卜して、

センサ一チップが再生された。相互作用は全て37 °C で測定された。 B i aco r e T

200 Eva l uat i o n Sof twa r e (GE Hea Lt hca r e ) を用いた、力一プフイツティン

グによる測定結果の解析により、結合速度定数 k a ( 1/Ms) 及び解離速度定数 kd

( 1/s) を算出された。 これ らの定数を元に解離定数 KD (M) が算出された。さら

に、 pH5. 8 , 1. 2 M Ca条件とpH7. 4 , 1. 2 M Ca条件の下での各抗体のKD比を

算出 してpH依存性結合が、 pH5. 8 , 3 M Ca条件とpH7. 4 , 1. 2 mM Ca条件の下

での各抗体のKD比を算出 してpH/Ca 依存性結合が評価された。その結果を表 8



に示 した 。

[0474] [ 表 8 ]

[0475] ( 4 - 3 ) ク ロー ン 278 の 免 疫 複 合 体 の 形 成 評 価

ク ロー ン 278 が ヒ 卜IgE と 中性 条 件 下 （pH7. 4 ) に お い て 2 ： 2 以 上 か らな る

大 きな 免 疫 複 合 体 を形 成 す る こ と、 ま た そ の 免 疫 複 合 体 が 酸 性 条 件 下 （PH5. 8

) に お い て 解 離 す る こ と、 が ゲ ル ろ過 ク ロマ トグ ラ フ ィー に よ り評 価 さ れ た

。 10 0 mM NaC Lに透 析 処 理 さ れ た ク ロー ン 278 は、 中性 条 件 下 の サ ン プル と し

て 20mM T i s-HC L, 150mM NaC L, 1 . 2mM CaC L2 , pH7. 4 の バ ッ フ ァ一 、 酸 性 条 件

下 の サ ン プル と して 20mM B i s-t r i s-HC L, 150mM NaC L, CaC L2 , pH5. 8の バ

ッ フ ァ一 を 用 い て 希 釈 さ れ た 。 （実 施 例 5 で 作 製 さ れ た ） ヒ 卜IgE で あ る hlgE

(Asp6) 1 0 0 (,g/mL (0. 6 0 M) と ク ロー ン 278 が 1 ：1、 1 : 6の モ ル 比 で 混 合 さ れ

た 混 合 液 が 、 室 温 ま た は 2 5 °C 才 一 卜サ ン プ ラ ー 中 で 2時 間 以 上 放 置 後 、 ゲ ル ろ

過 ク ロマ トグ ラ フ ィー で 分 析 さ れ た 。 中性 条 件 下 で は 20mM T i s-HC L, 300mM

NaC L, 1 . 2mM CaC L2 , pH7. 4 の 移 動 相 、 酸 性 条 件 下 で は 20mM B i s-t i s-HC L, 300

mM NaC L, 3uM CaC L2 , pH5. 8の 移 動 相 が そ れ ぞ れ 用 い られ た 。 カ ラ ム は G4000SW

x L (T0S0H) を 用 い、 流 速 0 . 5mL/m i n、 2 5 °C の 条 件 下 で 分 析 さ れ た 。 そ の 結 果

を 図 9 に示 した 。 図 9 に示 す と お り、 ク ロー ン 278 と ヒ 卜IgE は、 中性 条 件 下

に お い て 、 見 か け の 分 子 量 670kDa 程 度 か らな る （抗 体 一 分 子 を 一 量 体 と仮 定

した 場 合 に お け る ） 4量 体 お よ び そ れ 以 上 の 多 量 体 か らな る 大 きな 免 疫 複 合 体

を形 成 した こ とが 確 認 さ れ た 。 さ らに、 酸 性 条 件 下 に お い て は、 この よ うな

免 疫 複 合 体 は 認 め られ な か った こ とか ら、 上 述 の B i a Core を 用 い た 結 合 の 評 価

と同 様 、 pH依 存 的 に これ らの 免 疫 複 合 体 は解 離 す る こ とが 確 認 さ れ た 。

[0476] これ らの 結 果 か ら、 ク ロー ン 278 は 上 述 の 抗 IgA 抗 体 で あ る GA2-IgG1 と同 様



に、 ヒ 卜IgE の消失を加速することが可能であると考 え られた。

[0477] 〔実施例 5 〕 クロ一 ン278 とXo La i r の i n v i vo評価

( 5 - 1 ) I n ν ί νο評価用の ヒ 卜IgE (hlgE (Asp6) ) の調製

重鎖 （配列番号 ：4 8 ) および軽鎖 （配列番号 ：4 4 ) か らなる i n v i vo評

価用の ヒ 卜IgE であるhlgE (Asp6) (可変領域 は抗 ヒ 卜GLyp i can3 抗体）は、実

施例 1 と同様の方法で調製 された。 hlgE (Asp6) は、 ヒ 卜IgE のN型糖鎖のへ

テ ロジェ二テ ィ一が抗原である ヒ 卜IgE の血漿中濃度推移の影響 を受けないよ

うにするために、 ヒ 卜IgE の6か所のN型糖鎖結合サイ 卜のァスパ ラギンをァス

パ ラギン酸 に改変 された分子である。

[0478] ( 5 - 2 ) ノーマルマウスを用いたクロー ン278 とXo La i r の ヒ 卜IqE の消失加

谏璧 瞎

C57BL/6J マ ウス (Char les i ver Japan) にhlgE (Asp6) を単独投与、 も し

くはhlgE (Asp6) および抗 hlgE 抗体 （クロ一 ン278 とXo La i r ) を同時投与 した

後のhlgE (Asp6) および抗 ヒ 卜IgE 抗体の体内動態が評価 された。 hlgE (Asp6

) (20 ) も しくはhlgE (Asp6) および抗 ヒ 卜IgE 抗体の混合溶液 （濃度

は表 9 に記載）が尾静脈か ら10mL/kg で単回投与 された。 この とき、 hlgE (As

p6) に対 して各抗体は十分量過剰 に存在することか ら、 hlgE (Asp6) はほぼ

全て抗体 に結合 していると考 え られる。投与後 5分間、2時間、7時間、 1日間

、 2日間、4日間も しくは5日間、7日間、 14日間、 2 1日間、28日間で当該マウ

スか ら血液が採血 された。採取 された血液 をただちに4°C 、 15, 000 rpmで5分

間遠心分離 して、血漿が得 られた。分離 された血漿は、測定を実施するまで

、 -20 °C 以下に設定された冷凍庫 に保存 された。

[0479] [ 表 9]

[0480] ( 5 - 3 ) ノーマルマウスの血漿中hlgE (Asp6) 濃度 の測定

マウス血漿中hlgE (Asp6) 濃度 はELISA法 にて測定された。血漿中濃度 と し



て 192、 96、 48、 24、 12、 6、 3 ng/mL の検 量線 試料 が調製 され た。 hlgE (Asp6

) と抗 hlgE 抗体 の免疫複 合体 を均 一 にす るため、検 量線 お よび マ ウス血 漿測

定試料 には、 10 g / mLとな るよ うにXo La i r (Novart i s ) を添加 し、 室温 で 3 0

分静 置 させ た。静 置後 の検 量線 お よび マ ウス血 漿測 定試料 を ant i -human IgE

が固相 化 され た ィ厶 ノブ レ一 卜 （MABTECH) も しくは、 ant i -human IgE ( c Lon

e 107、 MABTECH) が固相 化 され た ィ厶 ノブ レ一 卜 （Nunc F96 Mi croWe LL P Lat

e (Na Lge nunc Internat i ona ) に分 注 し、 室温 で 2時 間静 置 も しくは 4 °C で

—晚静 置 させ た。 その後、 human GPC3 core prote i n (配 列番号 ：5 1 ) 、 NH

S-PEG4-B i o t i n (Thermo F i sher Sc i ent i f i c ) で b i o t i n化 され た抗 GPC3抗体 (

社 内調製 ) 、 Sterptav i d i n-Po LyHRP80 (Stereospec i f i c Detect i o n Techno Lo

g i es) をそれ ぞれ 1時 間順 次反応 させ た。 TMB One Component HRP Mi crowe LL

Subst rate ( B i oFX Laborator i es) を基 質 と して用 いた発色反応 を 1 N-Su Lfur

i c a c i d (Showa Chem i c a L) で反応停 止後、 当該発色 をマ イ ク ロプ レー トリ一

ダ一 にて 450nm の吸光度 を測 定 す る方法、 も しくは SuperS i gna L(r) ELISA P i c

o Chem i Lum i nescent Subst rate (Thermo F i sher Sc i ent i f i c ) を 質 と して

発光反応 を行 い、 マ イ ク ロプ レ一 卜リー ダ一 にて発光強度 を測 定 す る方法 に

よ ってマ ウス血 漿 中濃度 が測 定 され た。 マ ゥス血 漿 中濃度 は検 量線 の吸光度

も しくは発光強度 か ら解析 ソ フ 卜ウェアSOFTmax PRO (Mo Lecu Lar De i ces)

を用 いて算 出 され た。 こ の 方法 で測 定 され た静脈 内投与後 の血 漿 中 hlgE (Asp

6 ) 濃度推移 を図 1 1 に示 した。

( 5 - 4 ) ノーマル マ ウスの血 漿 中杭 ヒ 卜IgE 杭体濃度 の測 定

マ ウス血 漿 中の抗 hlgE 抗体濃度 は ELISA 法 にて測 定 され た。血 漿 中濃度 と し

て 0 . 4、 0 . 2、 0 . 1、 0 . 05、 0 . 025 、 0 . 0 12 5、 0 . 00625 从 9か しの検 量線 試料 が調製

され た。 hlgE (Asp6) と抗 hlgE 抗体 の免疫複 合体 を均 一 にす るため、検 量線

お よび マ ウス血 漿測 定試料 には、 l g / mLとな るよ うに hlgE (Asp6) を添加 し

、 室温 で 3 0分静 置 させ た。静 置後 の検 量線 お よび マ ウス血 漿測 定試料 をAnt i -

Human Kappa L i ght Cha i n Ant i body (Bethy L Laborator i es) が固相 化 され た

ィ厶 ノプ レ一 卜 (Nunc - Immuno P Late, Max i Sorp (Na Lge nunc Internat i ona L



) ) に分 注 し、 室 温 で 2時 間静 置 も しくは4 °C で 一 晚静 置 させ た。 そ の後 、 Rab

b i t ant i -Human IgG (Fc) Secondary ant i body, B i o t i n conj ugate ( P i erce

B i otechno Logy) お よび St reptav i d i n- Po Ly HRP80 (Stereospec i f i c Detect i o

n Techno log i es) を そ れ ぞれ 1時 間順 次 反 応 させ た。 TMB One Component HRP

Mi crowe LL Subst rate ( B i oFX Laborator i es) を基 質 と して 用 い た発 色 反 応 を

1 N-Su Lfur i c ac i d (Showa Chem i c a L) で反 応 停 止後 、 当該 発 色 をマ ク ロ プ レ

- 卜リー ダ一 にて 450nm の 吸 光 度 を測 定 す る方 法 に よ って マ ウス血 漿 中濃 度 が

測 定 され た。 マ ウス血 漿 中濃 度 は検 量 線 の 吸光 度 か ら解 析 ソ フ 卜ウ ェ ア SOFTm

ax PRO (Mo Lecu Lar De i ces) を 用 い て算 出 され た。 この方 法 で測 定 され た静

脈 内投 与 後 の血 漿 中抗 体 濃 度 推 移 を図 1 0 に示 した。

[0482] そ の結 果 、 ヒ 卜IgE 単 独 の消 失 に対 して、 ヒ 卜IgE と コ ン トロ ー ル 抗 IgE 抗 体

で あ るXo La i r を 同 時 に投 与 した場 合 は、 ヒ 卜IgE の 消 失 は遅 くな つた。 それ に

対 して、 ヒ 卜IgE と強 い PH依 存 的 な結 合 活 性 を有 す る ク ロ一 ン 278 を 同 時 に投

与 した場 合 は、 ヒ 卜IgE の 消 失 を ヒ 卜IgE 単 独 と比 較 して 大 幅 に加 速 す る こ と

が確 認 され た。 す な わ ち、 IgA の み な らず、 IgE に お い て も、 大 きな免 疫 複 合

体 を形 成 す る抗 体 を投 与 す る こ とに よ って、 抗 原 単 独 と比 較 して抗 原 の消 失

を加 速 す る こ とが示 され た。

[0483] 〔実 施 例 6 〕 カル シ ウム依 存 的 に hlgA に結 合 す る抗 体 の改 変 体 の調 製

次 に、 血 漿 中 か らの抗 原 （hlgA) の 消 失 を さ らに増 大 させ る こ とを 目的 に

、 カル シ ウム依 存 的 に hlgA に結 合 す るGA2-IgG1 に対 して マ ウス Fc ァRに対 す る

結 合 を増 強 す るた め にGA2- 1gG1の 印 ナ ンバ リン グで表 され る328 位 の Leuが Ty r

に置 換 され たGA2-F1 087 (重 鎖 配 列 番 号 ：5 2 ) が 作 製 され た。 GA2-F1 087 (

重 鎖 配 列 番 号 ：5 2 、 軽 鎖 配 列 番 号 ：4 0 ) を コ一 ドす るDNA配 列 が 当業 者 に

公 知 の方 法 で組 み 込 まれ た動 物 発 現 用 プ ラ ス ミ ドを用 い て、 上 述 の方 法 で発

現 した これ らの抗 体 改 変 体 の濃 度 が、 精 製 後 に測 定 され た。 この改 変 を含 む

抗 体 は参 考 実 施 例 5 に示 され る よ うに、 マ ウス Fc ァRに対 す る結 合 が 大 幅 に増

強 して い た。

[0484] 〔実 施 例 7 〕 Ca依 存 性 hlgA 結 合 抗 体 が投 与 され た ノ一 マル マ ウス に お け る抗



原 の血 漿 中滞 留 性 へ の影 響 の評 価

( 7 - 1 ) ノー マル マ ウス が 用 い られ た ί η ν ί νο試 験

ノ一 マル マ ウス （C57BL/6J mouse, Char les R i ver Japan) に対 して hlgA (

ヒ 卜IgA ：実 施 例 （1 _ 1 ) に て作 製 ） が単 独 で投 与 され た、 また は hlgA お よ

び 抗 hlgA 抗 体 が 同 時 に投 与 され た後 の、 hlgA お よび 抗 hlgA 抗 体 の体 内動 態 が

評 価 され た。 hlgA 溶 液 （80 Atg/mL) 、 また は、 hlgA と抗 hlgA 抗 体 の混 合 溶 液

が尾 静 脈 に 10 mL/kg の 用 量 で単 回投 与 され た。 抗 hlgA 抗 体 と して は、 上 述 のG

A2-IgG1 お よび GA2-F1 087 が使 用 され た。

[0485] 混 合 溶 液 中 の hlgA 濃 度 は全 て 80 g/ mLで あ り、 抗 hlgA 抗 体 濃 度 は2 . 69 mg/m

Lで あ った。 この と き、 hlgA に対 して抗 hlgA 抗 体 は十 分 量 過 剰 に存 在 す る こ と

か ら、 hlgA は 大部 分 が抗 体 に結 合 して い る と考 え られ た。 GA-IgG1 が 投 与 され

た群 で は、 投 与 後 5分 間、 7時 間、 1日間、 2 日間、 3 日間、 7 日間 で マ ウス か ら

採 血 が行 わ れ た。 またGA-F1 087 が 投 与 され た群 で は、 投 与 後 5分 間、 30分 間、

1時 間、 2時 間、 1日間、 3 日間、 7 日間 で マ ウス か ら採 血 が行 わ れ た。 採 取 され

た血 液 を直 ち に4 °C 、 12, 000 rpmで 15分 間遠 心 分 離 す る こ とに よ って、 血 漿 が

得 られ た。 分 離 され た血 漿 は、 測 定 を実 施 す る まで - 20°C 以 下 に設 定 され た冷

凍 庫 に保 存 され た。

[0486] ( 7 - 2 ) ELISA 法 に よ る ノ一 マル マ ゥス血 漿 中 の杭 hlqA 杭 体 濃 度 測 定

マ ウス血 漿 中 の抗 hlgA 抗 体 濃 度 はELISA 法 にて測 定 され た。 まずAnt i -Human I

gG( -cha i n spec i f i c ) F (ab' ) 2 Fragment o f Ant i body (SIGMA) が そ の各 ゥ

エ リレ【こ分 〉王さ れ た Nunc— Immuno P Late, Max i Sorp (Na Lge nunc Internat i ona L

) を4 °C で 1 晚静 置 す る こ とに よ ってAnt i -Human IgG 固相 化 プ レ一 卜が作 成 さ

れ た。 血 漿 中濃 度 の標 準 液 と して 0. 5、 0. 25、 0. 125、 0. 0625 、 0. 031 25、 0. 0 1

563 、 0. 00781 3 g/ mLに調 製 され た抗 hlgA 抗 体 の検 量 線 試 料 と 100倍 以 上 希 釈

され た マ ウス血 漿 測 定 試 料 が、 前 記 のAnt i -Human IgG 固相 化 プ レ一 卜に分 注

され た後 、 当該 プ レー 卜が 25°C で 1時 間 ィ ンキ ュベ 一 シ ヨンされ た。 そ の後 、

Goat Ant i -Human IgG ( cha i n spec i f i c ) B i o t i n (BIOT) Conj ugate (Sout

hern B i otechno Logy Assoc i ats Inc. ) 力《目ij プ レ一 卜の各 ゥ エリレ【こ分 〉王され



た後、 当該 プ レー トを25°C で 1時間反応 させた。 さ らに、 St reptav i d i n-Po LyH

RP80 (Stereospec i f i c Detect i on Techno log i es) が目IJ ぉプ レ一 卜の各 ゥエリレ

に分注された後、 当該 プ レー トを25°C で 1時間反応 させた。 TMB One Componen

t HRP Mi crowe LL Subst rate ( B i oFX Laborator i es) を基質 と して用いた発色

反応が 1N-Su Lfur i c ac i d (Showa Chem i c a L) を用いて停止された後、マイク

口プ レー 卜リーダ一を用いて各 ゥエルの反応液の450 nmの吸光度が測定され

た。マウス血漿中の抗 hlgA 抗体濃度 は検量線の吸光度か ら解析 ソフ 卜ウェアS

OFTmax PRO (Mo Lecu Lar Dev i ces) を用いて算出された。 この方法で測定され

た静脈 内投与後の ノ一マルマウスにおけるGA2- 1gG1およびGA2-F 1087 の血漿中

抗体濃度推移 を図 1 2 に示 した。 その結果、 hlgA と強い PHおよびCa依存的な

結合活性 を有するクロ一 ンGA2-IgG1 はFc ァRとの結合 を増強 した と しても、 そ

の血漿中抗体濃度が大 きく低下 しないことが確認 された。

( 7 - 3 ) ELISA 法による血漿辆 1 濃 測定

マウスの血漿中 hlgA 濃度 はELISA 法 にて測定された。 まずGoat ant i -Human

IgA Ant i body (BETHYL) がその各 ゥエル に分注されたNunc-Immuno P Late, Ma

x i Soup (Na Lge nunc Internat i ona l ) を4 °C で 1 晚静滅することによってAnt i

-Human IgA 固相化 プ レ一 卜が作成 された。血漿中濃度の標準液 と して 0 . 4、 0.

2、 0. 1、 0. 05、 0. 025 、 0. 0 125、 0. 00625^9 かしに調製 された hlgA の検量線試

料が用い られた。検量線試料および 100倍以上希釈 されたマウス血漿測定試料

の各 に対 し、 500ng/mLhsIL6R を200 L加えて混合 し、室温で 1時間静置

した。 その後、混合溶液 100 Lが分注された前記のAnt i -Human IgA 固相化 プ

レ一 卜プ レー トは室温で 1時間静置 された。次 に、 B i o t i ny Lated Ant i -human

IL-6 R Ant i body (R&D) が前記 プ レー 卜の各 ゥエル に分注された後、 当該 プ

レ一 卜を室温で 1時間反応 させた。更にSt reptav i d i n-Po LyHRP80 (Stereospec

i f i c Detect i on Techno log i es) が前記 プ レー 卜の各 ゥエル に分注された後、

当該 プ レー トを室温で 1時間反応 させた。 TMB One Component HRP Mi crowe LL

Subst rate ( B i oFX Laborator i es) を基質 と して用いた発色反応が 1N-Su Lfur i

c ac i d (Showa Chem i c a L) を用いて停止された後、マイクロプ レー トリーダ



— を用 いて各 ゥ エル の反 応液 の450 nmの 吸光度 が測 定 され た。 マ ウス血 漿 中

濃 度 は検 量線 の 吸光度 か ら解 析 ソ フ トウ ヱァSOFTmax PRO (Mo Lecu Lar Dev i ce

s ) を用 いて算 出 され た。 この方 法 で測 定 した静 脈 内投 与後 の ノー マル マ ウス

にお け る血 漿 中 hlgA 濃 度 推 移 を図 1 3 に示 した。

[0488] そ の結 果、 hlgA 単 独 の消 失 に対 して、 hlgA と 100倍 以 上 の Ca依 存 的 な結 合

活性 を有 す るGA2-IgG1 が 同時 に投 与 され た マ ウスで は、 hlgA の消 失 が hlgA 単

独 と比較 して加 速 され た。 さ らに、 hlgA とFc ァRに対 して結 合 が増 強 され た GA

2-F1 087 が投 与 され た マ ウスの血 漿 中で は、 投 与 一 曰後 に測 定範 囲 （0. 006 g

/mL 以 上 ） よ りhlgA の濃 度 が低 下 し、 GA-IgG1 が投 与 され た マ ウスの血 漿 中 よ

りも大幅 にhlgA の消 失 が加 速 され た。 以 上 か ら、 免疫 複 合 体 を形 成 す るhlgA

と抗 hlgA 抗 体 が投 与 され た マ ウス にお いて、 Fc ァRに対 す る結 合 が増 強 され た

抗 体 に よ る抗 原 （hlgA) の血 漿 中か らの除去効 果 が、 Fc ァRに対 す る結 合 の増

強 され た抗 体 の も と とな る抗 体 に よ る抗 原 （hlgA) の 除去効 果 と比較 して増

強 され て い る こ とが示 され た。

[0489] 〔実施 例 8 〕 pH依 存 的 に ヒ 卜IgE に結 合 す る抗 体 の改 変 体 の調 製

次 に、 血 漿 中か らの抗 原 （ヒ 卜IgE) の消 失 を さ らに増 大 させ る こ とを 目的

に、 pH依 存 的 に ヒ 卜IgE に結 合 す る278-IgG1 に対 して マ ウス Fc ァRに対 す る結

合 を増 強 す るため に278-IgG1 の印 ナ ンバ リングで表 され る328 位 の Leu が Tyr に

置換 され た278-F1 087 (重 鎖 配 列番 号 ：5 3 、 軽 鎖 配 列番 号 ：4 6 ) を コー ド

す るDNA配 列 が 当業 者 に公知 の方 法 で動物 発現 用 プラス ミ ドに組 み込 まれ た。

当該 プラス ミ ドが導 入 され た動物 細胞 を用 いて、 上 述 の方 法 で発現 した これ

らの抗 体 改 変 体 の濃 度 が、 その精 製 後 に測 定 され た。

[0490] 〔実施 例 9 〕 278-IgG1 の i n v i vo評 価

( 9 - 1 ) I n ν ί νο評価 用 の ヒ 卜IgE (hlgE (Asp6) ) の調 製

実施 例 （5 — 1 ) に記載 され た方 法 と同様 の方 法 で i n v i vo評 価 用 の ヒ 卜I g

Eで あ るhlgE (Asp6) (可 変領 域 は抗 ヒ 卜GLyp i can3 抗 体 ） が調 製 され た。 hlgE

(Asp6) は、 ヒ 卜IgE の N型糖 鎖 のへ テ ロジ ェ二テ ィ一 が抗 原 で あ る ヒ 卜IgE の

血 漿 中濃 度 推 移 の影 響 を受 けな い よ うにす るため に、 ヒ 卜IgE の 6か所 のN型糖



鎖 結 合 サ イ トの ァスパ ラギ ンが ァスパ ラギ ン酸 に改 変 され た分 子 で あ る。

[0491 ] ( 9 - 2 ) ク ロー ン278 が投 与 され た ノー マル マ ウスの血 漿 中の ヒ 卜IgE の消

カロ速璧 隱

実施 例 7 で、 pH依 存 的 に抗 原 で あ る ヒ 卜IgA に結 合 しマ ウス Fc ァRに対 す る

結 合 が増 強 され た分 子 が投 与 され た マ ウスの血 漿 中の抗 原濃 度 が大幅 に低 下

した こ とが示 され た。 マ ウス Fc ァR に対 す る結 合 を増 強 した場 合 に、 ヒ 卜IgA

以 外 の抗 原 に対 して pH依 存 的 に結 合 しマ ウス Fc ァR に対 す る結 合 が増 強 され

た抗 体 が投 与 され た生体 の血 漿 中の可溶 型 抗 原 の消 失効 果 が 同様 に観 察 され

るか につ いて更 な る検 証 を行 うため に、 ヒ 卜IgE を抗 原 とす る抗 体 を用 いた試

験 が新 た に実施 され た。

[0492] C57BL/6J マ ウス （Char Les i ver Japan) に hlgE (Asp6) が単 独 投 与、 も し

くは hlgE (Asp6) お よび抗 hlgE 抗 体 (278-IgG1 と278-F1 087) が 同 時投 与 され

た後 の hlgE (Asp6) お よび抗 ヒ 卜IgE 抗 体 の体 内動 態 が評価 され た。 hlgE (As

p6) (20 ) も しくは hlgE (Asp6) お よび抗 ヒ 卜IgE 抗 体 の混 合溶 液 （濃

度 は表 1 0 に記載 した よ うに、 いずれ の抗 体 も同 じ濃 度 にな る よ うに調 製 さ

れ た） が尾静 脈 か ら10mL/kg で単 回投 与 され た。 この と き、 hlgE (Asp6) に対

して各 抗 体 は十分 量 過剰 に存 在 す る こ とか ら、 hlgE (Asp6) は ほ ぼ全 て抗 体

に結 合 して い る と考 え られ た。 ク ロー ン278 (278-IgG1 ) が投 与 され た群 で は

、 投 与後 5分 間、 2時 間、 7時 間、 1日間、 2 日間、 4 日間、 5日間、 7 日間、 14 曰

間、 2 1日間 で 当該 マ ウスか ら血 液 が採血 され た。 278-F1 087 が投 与 され た群 で

は、 5分 間、 30分 間、 1時 間、 2時 間、 1日間、 3 日間、 7 日間、 14 日間、 2 1日間

で 当該 マ ウスか ら血 液 が採血 され た。 また、 採 取 され た血 液 をた だ ち に4 °C 、

15, 000 rpmで 5分 間遠心 分離 して、 血 漿 が得 られ た。 分離 され た血 漿 は、 測 定

を実施 す る まで、 -20 °C 以 下 に設 定 され た冷 凍庫 に保 存 され た。

[0493] [ 表 10]

投 与 液 中 hlgE (Asp6) 濃 度 投 与 液 中抗 hlgE 抗 体 濃 度
抗 hlgE 抗 体

(〃 g /mL)

278-IgGl 2 0 100

278-F1087 2 0 100



[0494] ( 9 - 3 ) ノー マル マ ウス の血 漿 中 の杭 ヒ 卜IgE 杭 体 濃 度 の測 定

マ ウス血 漿 中 の抗 hlgE 抗 体 濃 度 はELISA 法 にて測 定 され た。 血 漿 中濃 度 と し

て 0. 4、 0 . 2、 0 . 1、 0 . 05、 0 . 025 、 0 . 0 125、 0 . 00625 从 9か しの検 量 線 試 料 が調 製

され た。 hlgE (Asp6) と抗 hlgE 抗 体 の免 疫 複 合 体 を均 一 にす るた め、 検 量 線

お よび マ ウス血 漿 測 定 試 料 に は、 l g/ mLとな る よ うに hlgE (Asp6) を添 加 し

、 278-hIgG1 投 与 群 お よび 対 応 す る検 量 線 試 料 は室 温 で 30分 静 置 させ た。 また

、 278-F1 087 投 与 群 お よび 対 応 す る検 量 線 試 料 は37°C で 一 晩攪 拌 した。 静 置 も

しくは攪 拌 後 の検 量 線 お よび マ ウス血 漿 測 定 試 料 をAnt i -Human Kappa L i ght

Cha i n Ant i body (Bethy L Laborator i es) が 固相 化 され た ィ 厶 ノ ブ レ一 卜 （Nu

nc-Immuno P Late, Max i Sorp (Na Lge nunc Internat i ona L) ) に分 〉王 し、 室 温

で 2時 間静 置 攪 拌 （278-F1 087 投 与 群 の試 料 お よび 278-F1 087 の検 量 線 試 料 ） も

しくは4 °C で 一 晩静 置 （278-hIgG1 投 与 群 の試 料 お よび 278-hIgG1 の検 量 線 試 料

) させ た o そ の後 、 Rabb i t ant i -Human IgG (Fc) Secondary ant i body, B i o t

i n conj ugate ( P i erce B i otechno logy) お よび St reptav i d i n- Po Ly HRP80 (St

ereospec i f i c Detect i on Techno log i es) を それ ぞれ 1日寺間順 次 反 応 させ た。 T

MB One Component HRP Mi crowe LL Subst rate ( B i oFX Laborator i es) を 質

と して 用 い た発 色 反 応 を 1 N-Su Lfur i c ac i d (Showa Chem i c a L) で反 応 停 止後

、 当該 発 色 をマ ク ロ プ レー 卜リー ダ一 にて450nm の 吸光 度 を測 定 す る方 法 に よ

つて マ ウス血 漿 中濃 度 が測 定 され た。 マ ゥス血 漿 中濃 度 は検 量 線 の 吸光 度 か

ら解 析 ソ フ 卜ウ ェ アSOFTmax PRO (Mo Lecu Lar Dev i ces) を用 い て算 出 され た

。 こ の 方 法 で測 定 され た静 脈 内投 与 後 の血 漿 中抗 体 濃 度 推 移 を図 1 4 に示 し

た。 そ の結 果 、 ヒ 卜IgE に対 して強 い PH依 存 的 な結 合 活 性 を有 す る278-IgG1 の

Fc ァRとの結 合 が増 強 され た改 変 体 が投 与 され た マ ウス に お い て、 当該 マ ウス

の血 漿 中 に お け る抗 体 濃 度 は278-IgG1 の それ と比 較 して も大 き く低 下 しな い

こ とが確 認 され た。

[0495] ( 9 - 4 ) ノー マル マ ウス の血 漿 中 の hlgE (Asp6) 濃 度 の測 定

マ ウス血 漿 中 hlgE (Asp6) 濃 度 は ELISA 法 にて測 定 され た。 血 漿 中濃 度 と し

て 192、 96、 48、 24、 12、 6、 3 ng/mL の検 量 線 試 料 が調 製 され た。 hlgE (Asp6



) と抗 hlgE 抗体 の免疫複 合体 を均 一 にす るため、検 量線 お よび マ ウス血 漿測

定試料 には、 278-hIgG1 を投与 した群 で は 10 g / mLとな るよ うにXo La i r (Nova

r t i s ) を添加 し、 室温 で 3 0分静 置 させ た。 278-F1 087 を投与 した群 で は 2 0 从 9 /

mL とな るよ うに 278-F1 022 (重 鎖 配 列番号 ：5 4 、軽鎖 配 列番号 ：4 6 、 実施

例 8 と同様 に調製 ） も しくは 278-F760 (重 鎖 配 列番号 ：5 5 、軽鎖 配 列番号

：4 6 、 実施例 8 と同様 に調製 ） を添加 し、 37 °C で 60時 間攪 拌 した。 マ ウス

血 漿測 定試料 を ant i -human IgE が固相 化 され た ィ厶 ノブ レ一 卜 （MABTECH) も

しくは、 ant i -human IgE ( c lone 107、 MABTECH) が固相 化 され た ィ厶 ノブ レ

— 卜 (Nunc F96 Mi croWe LL P Late (Na Lge nunc Internat i ona l ) ) に分 〉王し

、 室温 で 2時 間静 置 も しくは攪 拌 も しくは 4 °C で一晚静 置 させ た。 その後、 hum

a n GPC3 core prote i n (配 列番 号 ：5 1 ) 、 NHS-PEG4-B i o t i n (Thermo F i she

r Sc i ent i f i c ) で b i o t i n化 され た抗 GPC3抗体 (社 内調製 ) 、 Sterptav i d i n-Po

LyHRP80 (Stereospec i f i c Detect i o n Techno log i es) をそれ ぞれ 1時 間順 次反

応 させ た。 TMB One Component HRP Mi crowe LL Subst rate ( B i oFX Laborator i

es) を基 質 と して用 いた発色反応 を 1 N-Su Lfur i c a c i d (Showa Chem i c a L) で

反応停 止後、 当該発色 をマ イ ク ロプ レー トリ一 ダ一 にて 450nm の吸光度 を測 定

す る力）：≤、 も し は SuperS i gna L(r) ELISA P i c o Chem i Lum i nescent Subst rat

e (Thermo F i sher Sc i ent i f i c ) を基 質 と して発光反応 を行 い、 マ イ ク ロプ レ

- 卜リー ダ一 にて発光強度 を測 定 す る方法 によ ってマ ウス血 漿 中濃度 が測 定

され た。 マ ウス血 漿 中濃度 は検 量線 の吸光度 も しくは発光強度 か ら解析 ソ フ

卜ウェアSOFTmax PRO (Mo Lecu Lar Dev i ces) を用 いて算 出 され た。 この方法

で測 定 され た静脈 内投与後 の血 漿 中 hlgE (Asp6) 濃度推移 を図 1 5 に示 した

その結 果、 ヒ 卜IgE 単独 の消 失 に対 して、 強 い pH依存 的な結 合活性 を有 す る

278-IgG1 と ヒ 卜IgE が同時 に投与 され たマ ウスで は、 ヒ 卜IgE の消 失 が ヒ 卜IgE

単独 と比較 して加速 され た。 さ らに 278-IgG1 に対 して Fc ァRとの結 合 が増 強 さ

れ た 278-F1 087 と ヒ 卜IgE が投与 され たマ ウスで は、 ヒ 卜IgE の消 失 が、 ヒ 卜I g

E単独 お よび 278-IgG1 と ヒ 卜IgE が投与 され たマ ウス よ りも大幅 に加速 され る



ことが確認 された。すなわち、 これ までに述べ られた Fc ァRとの結合が増強 さ

れた抗 IgA 抗体のみな らず、 Fc ァRとの結合が増強 された抗 IgE 抗体が投与 され

たマウスにおいても、抗原の消失が加速 されることが示 された。以上の結果

か ら、免疫複合体 を形成するhlgA と抗 hlgA 抗体の組合せおよび hlgE と抗 hlgE

抗体の組合せそれぞれにおいて、 Fc ァRとの結合 を増強することによって、抗

原の消失をさ らに加速で きることが示 された。

[0497] 〔実施例 1 0 〕カルシウム依存的にhlgA に結合する抗体の改変体の調製

次 に、血漿中か らの抗原 （hlgA) の消失を増大させることを目的に、 カル

シゥ厶依存的にhlgA に結合するGA2-IgG1 に対 してマウス FcRn に対する結合が

増強 された改変体が作製 された。 まず、 Fc ァRに対するFc領域の結合 を低減 さ

せることを目的に、 GA2-IgG1 の印ナ ンバ リングで表 される235 位の Leu がArg に

、 239 位のSer が Lys に置換 されたGA2-F760 (重鎖配列番号 ：5 7 ) が作製 され

た。 さ らにGA2-F760 よ りもpH7. 4において FcRn に対 してよ り強 く結合する改変

体であるGA2-F1 331 が、 GA2-F760 の印ナ ンバ リングで表 される236 位のGLyをA r

gに、 252 位のMet をTyr に、 254 位のSer をThr に、 256 位のThr をGLuに、 434 位の

Asn をTyr に、 436 位のTyr をVa Lに、 438 位のGLnをArg に、 440 位のSer をGLuに置

換 して作製 された。 GA2-F760 (重鎖配列番号 ：5 7 、軽鎖配列番号 ：4 0 )

およびGA2-F 1331 (重鎖配列番号 ：5 6 、軽鎖配列番号 ：4 0 ) をコー ドする

DNA配列が当業者 に公知の方法で組み込 まれた動物発現用 プラスミ ドを用いて

、上述の方法で発現 した これ らの抗体改変体の濃度が、精製後 に測定された

。 GA2-F760 のマウス Fc ァR (mFc ァRI 、 mFc ァRII 、 mFc ァRIII およびmFc ァRIV)

に対する結合活性が測定された。 その結果、 GA2-F760 はマウス Fc ァRに対 して

有意な結合 を示 さなか った。

[0498] 〔実施例 1 1 〕Ca依存性 hlgA 結合抗体が投与 された ヒ 卜FcRn トランスジェニ

ックマウスにおける抗原の血漿中滞留性への影響の評価

( 1 1 — 1 ) ヒ 卜FcRn トランスジエニ ックマウスが用い られた ί η ν ί νο試験

ヒ 卜FcRn トランスジエニ ックマウス （B6. mFcRn-/-. hFcRn Tg Li ne 32 +/+

mouse, Jackson Laborator i es Methods Mo L B i oし (201 0 ) 602, 93-1 04) に



対 して hlgA ( ヒ 卜IgA ：実 施 例 （1 _ 1 ) に て作 製 ） が単 独 で投 与 され た、 ま

た は hI gAお よび 抗 hI gA抗 体 が 同 時 に投 与 され た後 の、 hI gAお よび 抗 hI gA抗 体

の体 内動 態 が評 価 され た。 hlgA 溶 液 （80 g/ mL) 、 また は、 hlgA と抗 hlgA 抗

体 の混 合 溶 液 が尾 静 脈 に 10 mL/kg の 用 量 で単 回投 与 され た。 投 与 され る抗 hlg

A抗 体 と して は、 上 述 のGA2-IgG1 、 GA2-F760, お よび GA2-F1 331 の い ず れ か が

使 用 され た。

[0499] 混 合 溶 液 中 の hlgA 濃 度 は全 て 80 g/ mLで あ り、 抗 hlgA 抗 体 濃 度 は2 . 69 mg/m

Lで あ った。 この と き、 hlgA に対 して抗 hlgA 抗 体 は十 分 量 過 剰 に存 在 す る こ と

か ら、 hlgA は 大部 分 が抗 体 に結 合 して い る と考 え られ た。 抗 体 の投 与 後 15分

間、 1時 間、 2時 間、 7時 間、 1日間、 3 日間、 7 日間、 14 日間 で マ ウス か ら採 血

され た。 採 取 され た血 液 を直 ち に4 °C 、 12, 000 rpmで 15分 間遠 心 分 離 す る こ と

に よ って、 血 漿 が得 られ た。 分 離 され た血 漿 は、 測 定 を実 施 す る まで - 20°C 以

下 に設 定 され た冷 凍 庫 に保 存 され た。

[0500] ( 1 1 - ) ELISA 法 に よ る ヒ 卜FcRn トラ ンス ジ エニ ックマ ウス血 漿 中 の杭 hi

qA お ま き

マ ウス血 漿 中 の抗 hlgA 抗 体 濃 度 はELISA 法 にて測 定 され た。 まずAnt i -Human I

gG( -cha i n spec i f i c ) F (ab' ) 2 Fragment o f Ant i body (SIGMA) が そ の各 ゥ

エ リレ【こ分 〉王さ れ た Nunc— Immuno P Late, Max i Sorp (Na Lge nunc Internat i ona L

) を4 °C で 1 晚静 置 す る こ とに よ ってAnt i -Human IgG 固相 化 プ レ一 卜が作 成 さ

れ た。 血 漿 中濃 度 の標 準 液 と して 0. 5、 0. 25、 0. 125、 0. 0625 、 0. 031 25、 0. 0 1

563 、 0. 00781 3 g/ mLに調 製 され た抗 hlgA 抗 体 の検 量 線 試 料 と 100倍 以 上 希 釈

され た マ ウス血 漿 測 定 試 料 が、 前 記 のAnt i -Human IgG 固相 化 プ レ一 卜に分 注

され た後 、 当該 プ レー 卜が 25°C で 1時 間 ィ ンキ ュベ 一 シ ヨンされ た。 そ の後 、

Goat Ant i -Human IgG ( cha i n spec i f i c ) B i o t i n (BIOT) Conj ugate (Sout

hern B i otechno logy Assoc i ats Inc. ) 力《目ij プ レ一 卜の各 ゥ エリレ【こ分 〉王され

た後 、 当該 プ レー トを25°C で 1時 間反 応 させ た。 さ らに、 St reptav i d i n-Po LyH

RP80 (Stereospec i f i c Detect i on Techno log i es) が 目IJ ぉ プ レ一 卜の各 ゥ エリレ

に分 注 され た後 、 当該 プ レー トを25°C で 1時 間反 応 させ た。 TMB One Componen



t HRP Mi crowe LL Subst rate ( B i oFX Laborator i es) を基質 と して用いた発色

反応が 1N-Su Lfur i c ac i d (Showa Chem i c a L) を用いて停止された後、マイク

口プ レー 卜リーダ一を用いて各 ゥエルの反応液の450 nmの吸光度が測定され

た。マウス血漿中の抗 hlgA 抗体濃度 は検量線の吸光度か ら解析 ソフ 卜ウェアS

OFTmax PRO (Mo Lecu Lar Dev i ces) を用いて算出された。 この方法で測定され

た静脈 内投与後の ヒ 卜FcRn トランスジエニ ックマウスにおけるGA2-F1 331 およ

びGA2-F760 の血漿中抗体濃度推移 を図 1 6 に示 した。

[0501 ] ( 1 1 - 3 ) ELISA 法 による血漿中 hlgA 濃度測定

マウスの血漿中 hlgA 濃度 はELISA 法 にて測定された。 まずGoat ant i -Human

IgA Ant i body (BETHYL) がその各 ゥエル に分注されたNunc-Immuno P Late, Ma

x i Soup (Na Lge nunc Internat i ona l ) を4 °C で 1 晚静滅することによってAnt i

-Human IgA 固相化 プ レ一 卜が作成 された。血漿中濃度の標準液 と して 0 . 4、 0.

2、 0. 1、 0. 05、 0. 025 、 0. 0 125、 0. 00625^9 かしに調製 された hlgA の検量線試

料が用い られた。検量線試料および 100倍以上希釈 されたマウス血漿測定試料

の各 に対 し、 500ng/mLhsIL6R を200 L加えて混合 し、室温で 1時間静置

した。 その後、混合溶液 100 Lが分注された前記のAnt i -Human IgA 固相化 プ

レ一 卜プ レー トは室温で 1時間静置 された。次 に、 B i o t i ny Lated Ant i -human

IL-6 R Ant i body (R&D) が前記 プ レー 卜の各 ゥエル に分注された後、 当該 プ

レ一 卜を室温で 1時間反応 させた。更にSt reptav i d i n-Po LyHRP80 (Stereospec

i f i c Detect i on Techno log i es) が前記 プ レー 卜の各 ゥエル に分注された後、

当該 プ レー トを室温で 1時間反応 させた。 TMB One Component HRP Mi crowe LL

Subst rate ( B i oFX Laborator i es) を基質 と して用いた発色反応が 1N-Su Lfur i

c ac i d (Showa Chem i c a L) を用いて停止された後、マイクロプ レー トリーダ

—を用いて各 ゥエルの反応液の450 nmの吸光度が測定された。マウス血漿中

濃度 は検量線の吸光度か ら解析 ソフ 卜ウェアSOFTmax PRO (Mo Lecu Lar Dev i c e

s ) を用いて算出された。 この方法で測定 した静脈 内投与後の ヒ 卜FcRn 卜ラン

スジエニ ックマウスにおける血漿中 hlgA 濃度推移 を図 1 7 に示 した。

[0502] その結果、 hlgA とヒ 卜FcRn に対する結合活性が低 いGA2-F760 が併せて投与



されたマウスの血漿中の hlgA の消失 と比較 して、 hlgA とヒ 卜FcRn に対する結

合が増強 されているGA2- F133 1が併せて投与 されたマウスの血漿中の h I gA の

消失が顕著 に加速 されていることが示 された。

[0503] 〔実施例 1 2 〕 pH依存的に ヒ 卜IgE に結合する抗体の改変体の調製

次 に、血漿中か らの抗原 （ヒ 卜IgE) の消失を増大させることを目的に、 pH

依存的に ヒ 卜IgE に結合する278-IgG1 に対 してマウスFcRn に対する結合が増強

された改変体が作製 された。 まず、マウスFc ァRに対する結合 を低減 させるこ

とを目的に、 278-IgG1 の印ナ ンバ リングで表 される235 位の Leu がArg に、 239

位のSer が Lys に置換 された278-F760 (配列番号 ：5 5 ) が作製 された。 さ ら

に278-F760 よ りもpH7. 4において FcRn に対 してよ り強 く結合する改変体である

278-F1 331 が、 278-F760 の印ナ ンバ リングで表 される236 位のGLyをArg に、 252

位のMet をTyr に、 254 位のSer をThr に、 256 位のThr をGLuに、 434 位のAsn をTyr

に、 436 位のTyr をVa Lに、 438 位のGLnをArg に、 440 位のSer をGLuに置換 して作

製 された。 278-F1 331 (重鎖配列番号 ：5 8 、軽鎖配列番号 ：4 6 ) または27

8-F760 (重鎖配列番号 ：5 5 、軽鎖配列番号 ：4 6 ) をコ一 ドするDNA配列が

当業者 に公知の方法で動物発現用 プラスミ ドに組み込 まれた。 当該 プラスミ

ドが導入された動物細胞 を用いて、上述の方法で発現 した これ らの抗体改変

体の濃度が、 その精製後 に測定された。

[0504] 〔実施例 1 3 〕 pH依存性 hlgE 結合抗体が投与 された ヒ 卜FcRn トランスジェニ

ックマウスにおける抗原の血漿中滞留性への影響の評価

( 1 3 - 1 ) ヒ 卜FcRn トランスジエニ ックマウスが用い られた ί η ν ί νο試験

ヒ 卜FcRn トランスジエニ ックマウス （B6. mFcRn-/-. hFcRn Tg Li ne 32 +/+

mouse, Jackson Laborator i es Methods Mo L B i oし (201 0 ) 602, 93-1 04) に

対 して hIgE(As P6 ) ( ヒ 卜IgE(As P6 ) ：実施例 （5 _ 1 ) にて作製） と抗 hlgE 抗

体 （278-F760または278-F1 331 ) およびSang Lopor ( ヒ 卜ノ一マルイ厶 ノグロ

プ リン、 CSL Behr i ng) が同時に投与 された後の、 hIgE(Asp6) および抗 hlgE 抗

体の体内動態が評価 された。 hIgE(Asp6) と抗 hlgE 抗体およびSang Lopor の混合

溶液 （濃度 は表 1 1 に記載 されている。）が尾静脈 に 10 mL/kg の用量で単回



投 与 さ れ た 。 投 与 さ れ る抗 hlgE 抗 体 と して は、 上 述 の 278-F760 、 お よ び 278-F

1331 の い ず れ か が 使 用 さ れ た 。

[0505] こ の と き、 hIgE(Asp6) に 対 して 抗 hlgE 抗 体 は 十 分 量 過 剰 に存 在 す る こ とか

ら、 hIgE(Asp6) は 大 部 分 が 抗 体 に結 合 して い る と考 え られ た 。 抗 体 の 投 与 後 5

分 間 、 2時 間 、 7時 間 、 1日間 、 2 日間 、 4 日間 ま た は 5 日間 、 7 日間 、 14 日 間 、 2 1

日間 お よ び 28 日 間 で マ ウ ス か ら採 血 さ れ た 。 採 取 さ れ た 血 液 を 直 ち に4 °C 、 12

, 000 rpm で 15分 間 遠 心 分 離 す る こ と に よ って 、 血 漿 が 得 られ た 。 分 離 さ れ た

血 漿 は、 測 定 を実 施 す る ま で - 20°C 以 下 に設 定 さ れ た 冷 凍 庫 に保 存 さ れ た 。

[0506] [ 表 11]

[0507] ( 1 3 - 2 ) ELISA 法 に よ る ヒ 卜FcRn トラ ン ス ジ エ ニ ッ ク マ ウ ス血 漿 中 の 杭 h i

qE お ま き

マ ウ ス血 漿 中 の 抗 hlgE 抗 体 濃 度 は 電 気 化 学 発 光 （ECI_) ア ツセ ィ に て 測 定 さ

れ た 。 血 漿 中濃 度 の標 準 液 と して 32、 16、 8、 4、 2、 1、 0 . 5お よ び 0 . 2 5 g / mL

に調 製 さ れ た 抗 hlgE 抗 体 の 検 量 線 試 料 が 調 製 さ れ た 。 hIgE(As P 6 ) が 固 相 化 さ

れ た ECL プ レ一 卜の 各 ゥ ェル に検 量 線 試 料 とマ ウ ス血 漿 試 料 が そ れ ぞ れ 分 注 さ

れ た 後 、 当 該 プ レー トを4 °C で 1時 間 一 晩 反 応 さ せ た 。 そ の 後 、 Goat Ant i -Hum

an IgG ( cha i n spec i f i c ) B i o t i n (BIOT) Conj ugate (Southern B i otechn

o Logy Assoc i ate Inc. ) が 前 記 プ レ一 卜の 各 ゥ エル に分 注 さ れ た 後 、 当 該 プ

レ一 卜を 25°C で 1時 間 反 応 さ せ た 。 さ らに、 St reptav i d i n-Po LyHRP80 (Stereo

spec i f i c Detect i o n Techno log i es) 力《目ij プ レ一 卜の 各 ゥ エリレ【こ分 〉王さ れ た

後 、 当 該 プ レー トを 25°C で 1時 間 反 応 さ せ た 。 次 に、 当 該 プ レー ト中 の 各 反 応

液 に SULF0 タ グ標 識 さ れ た ャ ギ 抗 ゥサ ギ 抗 体 （Meso Sca Le D i scovery) を 室 温

で 1時 間 反 応 さ せ た 。 最 後 に各 反 応 液 に読 取 り （read) バ ッ フ ァ一 T (x4) e

s o Sca Le D i s c ov e r _ 《》 、 j _ Sec :o r Imager 2400 Reader ( M



eso Sca l e D i scovery) を用 いて、 反 応液 の発 光 が測 定 され た。 マ ゥス血 漿 中

の抗 hlgE 抗 体濃 度 は検 量線 の反 応性 （response) か ら解 析 ソ フ トウ ェアSOFTm

ax PRO (Mo Lecu Lar De i ces) を用 いて算 出 され た。 この方 法 で測 定 され た静

脈 内投 与後 の ヒ 卜FcRn トラ ンス ジ エニ ックマ ウス にお け る 278-F1 331 お よび 27

8-F760 の血 漿 中抗 体濃 度 推 移 を図 1 8 に示 した。

( 1 3 - 3 ) ヒ 卜FcRn トラ ンス ジ エニ ックマ ウスの血 漿 中 にお け る hIgE(Asp6

ト;農 ミ夬

マ ウス血 漿 中 hlgE (Asp6) 濃 度 は ELISA 法 にて測 定 され た。 血 漿 中濃 度 と し

て 192、 96、 4 8、 24、 12、 6、 3 ng/mL の検 量線 試 料 が調 製 され た。 hlgE (Asp6

) と抗 hlgE 抗 体 の免疫 複 合 体 を均 一 にす るため、 検 量線 お よび マ ウス血 漿 測

定試 料 には、 278-hIgG1 を投 与 した群 で は 10 g / mLとな る よ うにXo La i r (Nova

r t i s ) を添 加 し、 室 温 で 3 0分静 置 させ た。 マ ウス血 漿 測 定試 料 を ant i -human

IgE が 固相 化 され た ィ厶 ノブ レ一 卜 （MABTECH) も しくは、 ant i -human IgE ( c

Lone 107、 MABTECH) が 固相 化 され た ィ厶 ノブ レ一 卜 （Nunc F96 Mi croWe LL P

Late (Na Lge nunc Internat i ona l ) ) に分 注 し、 室 温 で 2時 間 も しくは 4 °C で

— 晚静 置 させ た。 その後 、 human GPC3 core prote i n (配 列番 号 ：5 1 ) 、 NH

S-PEG4-B i o t i n (Thermo F i sher Sc i ent i f i c ) で b i o t i n化 され た抗 GPC3抗 体 (

社 内 ] 製 ) 、 Sterptav i d i n-Po LyHRP80 (Stereospec i f i c Detect i o n Techno Lo

g i es) をそれ ぞれ 1時 間順 次 反 応 させ た。 TMB One Component HRP Mi crowe LL

Subst rate ( B i oFX Laborator i es) を基 質 と して用 いた発 色 反 応 を 1 N-Su Lfur

i c a c i d (Showa Chem i c a L) で反 応 停 止後 、 当該 発 色 をマ イ ク ロプ レー トリ一

ダ一 にて 450nm の 吸光度 を測 定 す る方 法、 も しくは SuperS i gna L(r) ELISA P i c

o Chem i Lum i nescent Subst rate (Thermo F i sher Sc i ent i f i c ) を 質 と して

発 光 反 応 を行 い、 マ イ ク ロプ レ一 卜リー ダ一 にて発 光 強度 を測 定 す る方 法 に

よ って マ ウス血 漿 中濃 度 が測 定 され た。 マ ゥス血 漿 中濃 度 は検 量線 の 吸光度

も しくは発 光 強度 か ら解 析 ソ フ 卜ウ ェアSOFTmax PRO (Mo Lecu Lar De i ces)

を用 いて算 出 され た。 この方 法 で測 定 され た静 脈 内投 与後 の血 漿 中 hlgE (Asp

6 ) 濃 度 推 移 を図 1 9 に示 した。



[0508] そ の 結 果 、 hlgE と ヒ 卜FcRn に 対 す る結 合 活 性 が 低 い 278-F760 が 併 せ て 投 与

さ れ た マ ウ ス の 血 漿 中 の hlgE の 消 失 と比 較 して 、 hlgE と ヒ 卜FcRn に 対 す る結

合 が 増 強 さ れ て い る 278-F 1331 が 併 せ て 投 与 さ れ た マ ウ ス の 血 漿 中 の hlgE の

消 失 が 顕 著 に加 速 さ れ て い る こ とが 示 さ れ た 。 す な わ ち 、 これ ま で に述 べ ら

れ た FcRn と の 結 合 が 増 強 さ れ た 抗 IgE 抗 体 の み な らず 、 FcRn と の 結 合 が 増 強 さ

れ た 抗 IgE 抗 体 が 投 与 さ れ た マ ウ ス に お い て も、 抗 原 の 消 失 が 加 速 さ れ る こ と

が 示 さ れ た 。 以 上 の 結 果 か ら、 免 疫 複 合 体 を形 成 す る hlgA と抗 hlgA 抗 体 の 組

み 合 わ せ お よ び hlgE と抗 hlgE 抗 体 の 組 み 合 わ せ そ れ ぞ れ に お い て 、 FcRn と の

結 合 を増 強 す る こ と に よ って 、 抗 原 の 消 失 を さ らに加 速 で き る こ とが 示 さ れ

た 。

[0509] 〔実 施 例 1 4 〕 ノ ー マ ル マ ウ ス を 用 い た 2種 類 の 抗 ヒ 卜IL6 レセ プ タ 一 抗 体 同

時 投 与 の 抗 原 の 血 漿 中滞 留 性 へ の 影 響 評 価

4 - 1 ) 2種 額 の 杭 IL6R 杭 休 の 調 製

Fv4-IgG1 ( 重 鎖 配 列 番 号 ：5 9 、 軽 鎖 配 列 番 号 ：6 0 ) は 国 際 公 開 WO201 1/

12201 1に 記 載 さ れ て い る pH依 存 的 に ヒ 卜IL6R に結 合 す る ( 中 性 条 件 下 に お い

て 結 合 し、 酸 性 条 件 下 に お い て 解 離 す る ） 特 性 を有 す る抗 ヒ 卜IL6 レセ プ タ 一

抗 体 で あ る。 ま た 、 PHX-IgG1 ( 重 鎖 配 列 番 号 ：6 1 、 軽 鎖 配 列 番 号 ：6 2 )

は ヒ 卜IL6R に結 合 す る抗 体 で あ る。 Fv4-IgG1 ( 重 鎖 配 列 番 号 ：5 9 、 軽 鎖 配

列 番 号 ：6 0 ) 、 PHX-IgG1 ( 重 鎖 配 列 番 号 ：6 1 、 軽 鎖 配 列 番 号 ：6 2 ) ま

た は PHX-IgG1 の 重 鎖 定 常 領 域 の ア ミ ノ酸 が 改 変 さ れ た PHX-F29 ( 重 鎖 配 列 番 号

：6 3 、 軽 鎖 配 列 番 号 ：6 2 ) を コ ー ドす る DNA配 列 が 当業 者 に 公 知 の 方 法 で

組 み 込 まれ た 動 物 発 現 用 プ ラ ス ミ ドを 用 い て 、 上 述 の 方 法 （実 施 例 1 に記 載

) で 発 現 した これ らの 抗 体 改 変 体 の 濃 度 が 、 精 製 後 に測 定 さ れ た 。

[051 0 ] ( 1 4 - 2 ) PHX-IgG1 の ヒ 卜IL6 レセ プ タ 一 結 合 評 価

B i acore T200 (GE Hea lthcare) を 用 い て 、 （1 4 — 1 ) で 調 製 さ れ た PHX-

IgG1 と IL-6R と の 相 互 作 用 を解 析 す る こ と に よ って 、 解 離 定 数 （KD) が 算 出 さ

れ た 。 ラ ンニ ン グバ ッ フ ァ一 と して 10mM ACES, 150mM NaC L, 0 . 05 Tween20,

PH7. 4 を 用 い て 、 37 °C に て 相 互 作 用 が 解 析 さ れ た 。 ァ ミ ン カ ッ プ リン グ法 に



よ りProte i n A/G (Thermo Sc i ent i f i c ) が固定化 されたSer i es S Sencor Ch i

p CM4 (GE Hea lthcare) へ 目的の抗体 をキヤプチ ャ一させた。抗体 を補足 さ

せた当該チ ップにランニ ングバ ッファ一で 800 、 400 、 200 、 100、 50、 25、 12 .

5 nMに希釈 された IL-6R および ランニ ングバ ッファ一 と流速 2 从 し/ 分 で 15分間

相互作用 させた。 10 mM g Lyc i ne-HC し pH1 . 5を反応 させ ることで、 チ ップに

キヤプチ ヤー した抗体が洗浄 され、洗浄 されたチ ップが再生 されて繰 り返 し

相互作用解析 に用い られた。

[051 1 PHX-IgG1 の IL-6R に対する解離定数 KD (mo L/L) は、 B i acore の測定結果 と し

て得 られたセ ンサ一 グラムに対 して B i acore Eva luat i o n Software を用いて s t

eady state aff i n i t y解析 を行 うことで算 出された。 この方法 によ り算 出され

た ρ Η7 · 4におけるPHX-IgG1 と IL-6R との解離定数 (KD) は 1. 4E-7 (M) であ った

[051 2 ] 次 に、 PHX-IgG1 の hIL-6R に対する結合の pH依存性 が B i acore T 100を用いて

評価 された。 ランニ ングバ ッファ一 と して 10mM ACES, 150mM NaC L, 0 . 05% Tw

een20, pH7. 4および 10mM ACES, 150mM NaC L, 0 . 05% Tween20, pH6. 0の各バ ッ

ファーを用い、 37 °C の温度 で pH7. 4および pH6. 0の条件下での PHX-IgG1 の hIL-6

Rに対する結合が測定 された。 ァミンカ ップ リング法 によ りProte i n A/G (The

rmo Sc i ent i f i c ) が固定化 されたSer i es S Sencor Ch i p CM4 (GE Hea lthcare

) へ 目的の抗体 をキヤプチ ャ一させた。抗体 を捕捉 させた当該チ ップに対 し

て、 ランニ ングバ ッファ一で 1000 、 250 、 62. 5 nMに希釈 された hIL-6R および

ランニ ングバ ッファーを相互作用 させた。

[051 3 ] この方法で測定 して得 られた pH7. 4および pH6. 0におけるセ ンサ一 グラムを

それぞれ図 2 0 に示 した。 図 2 0 は、抗体のキヤプチ ャ一量 を 100 RUに norma

い ze した際の PHX-IgG1 の hIL-6R に対する結合相 および解離相 を示す。 図 2 0

の結果 を比較 すると、 PH6. 0では pH7. 4の場合 と比較 して、 PHX-IgG1 の h I L-6R

に対する結合が減 少することが明 らか とな つた。

[0514] ( 1 4 - 3 ) 雷.気北 読 去【こお 2禾編 ィ本糊 ー キ 嗣 寺糸吉剞 牛籠

2種 の抗体が 1つの抗原 に同時 に結合で きるかが電気化学発光法 にて評価 さ



れ た。 まず EZ-L i nk Su Lfo-NHS-B i o t i n (Thermo SIENTIFIC) で ビ才 チ ン化 され

た Fv4-IgG1 ( l g / mL、 100从 1_) をMULTI-ARRAY(r) 96-we LL St reptav i d i n Go Ld

P Late に添 加 し、 室 温 で 1時 間反 応 させ た。 洗 浄 後 0、 0 . 2、 1、 5、 25 g/ mLに

調 製 され た hsIL-6R を 添 加 し室 温 で 1時 間反 応 させ、 さ らに洗 浄 後 SULF0

-TAG NHS Ester (Meso Sca l e D i scovery) で ル テ ニ ウム化 され た PHX-F29 ( 0

、 0 . 2、 1、 5、 25、 125 g/ mL、 100 また は 同 じ方 法 でル テ ニ ウム化 され

た Fv 4 -IgG1 ( 5 g/ mL、 100 ^L) を添 加 し室 温 で 1時 間反 応 させ た。 洗 浄 後 、

Read Buffer T ( X4) (Meso Sca l e D i scovery) を各 ゥ エル に 150 ず つ 分 注

し、 た だ ち に SECTOR IMAGER 2400 reader (Meso Sca l e D i scovery) で 化 学 発

光 が測 定 され た。

[051 5 ] 結 果 を図 2 1 に示 した。 ル テ ニ ウム化 され た Fv4-IgG1 を反 応 させ た場 合 、

抗 原 の濃 度 に よ らず、 反 応 は観 測 され な か った。 一 方 で、 ル テ ニ ウム化 され

た PHX-F29 を反 応 させ た場 合 、 抗 原 （IL6R) の濃 度 依 存 的 に反 応 が み られ た。 こ

の結 果 は、 PHX-F29 が Fv4-IgG1 と同 時 に IL6R に結 合 して い る こ とを示 して い る

。 した が って、 PHX-F29 が 認 識 す る IL6R の ェ ピ 卜一 プ とFv4-IgG1 が 認 識 す るェ

ピ 卜一 プが異 な る こ とを示 して お り、 PHX-F29 の 可 変領 域 とFv4-IgG1 の 可 変領

域 を それ ぞれ もつ抗 体 を用 い る こ とで、 1分 子 の IL6R に2分 子 の抗 原 結 合 分 子

が結 合 で きる こ とを示 して い る。

[051 6 ] ( 1 4 - 4 ) ノ ー マ ル マ ウ ス を用 い た ί η ν ί νο試 験

ノ一 マル マ ウス （C57BL/6J mouse, Char les R i ver Japan) に hsIL-6R (可

溶 型 ヒ 卜IL-6 レセ プ タ一 ：参 考 実 施 例 1 に て作 製 ） を hsIL-6R お よび 抗 ヒ 卜I L

- 6 レセ プ タ一抗 体 が併 せ て投 与 され た後 の hs I L- 6 お よび 抗 ヒ 卜I L-6 レセ プ タ

—抗 体 の体 内動 態 が評 価 され た。 hsIL-6R 溶 液 （5Atg/mL) 、 も しくは、 hsIL-6R

と抗 ヒ 卜IL-6 レセ プ タ一抗 体 の混 合 溶 液 が尾 静 脈 に 10 mL/kg で 単 回投 与 され

た。 抗 ヒ 卜IL-6 レセ プ タ一抗 体 と して は、 Fv4-IgG1 お よび PHX-IgG1 が使 用 さ

れ た。

[051 7 ] 混 合 溶 液 中 の hsIL-6R 濃 度 は全 て 5 g/ mLで あ るが、 投 与 群 毎 に異 な る抗 ヒ

卜IL-6 レセ プ タ一抗 体 の濃 度 を表 1 2 に示 した。 この と き、 hsIL-6R に対 して



抗 ヒ 卜IL-6 レセプター抗体は十分量過剰 に存在することか ら、 hsIL-6R は大部

分が抗体に結合 していると考 え られる。投与後 5分間、 7時間、 1日間、 2日間

、 3日間、 7日間、 14 日間、 2 1日間で、投与されたマウスか ら採血 された。 Fv4

-IgG1 ( 1mg/kg) 投与群 （# 1 ) は、投与後 5分間、 7時間、 1日間、 2日間、 3

日間、 7日間、 15日間、 22日間で採血 された。採取された血液は直ちに4 °C 、 1

2, 000 rpmで 15分間遠心分離 して、血漿が得 られた。分離 された血漿は、測定

を実施するまで- 20°C 以下に設定された冷凍庫 に保存 された。

[051 8 ] [ 表 12 ]

[051 9 ] ( 1 4 - 5 ) 電気化学発光法によるノーマルマウス血漿中の杭 ヒ 卜IL-6 レセ

プター杭体濃度測定

マウス血漿中の抗 ヒ 卜IL-6 レセプタ一抗体濃度は電気化学発光法にて測定

された。 まずAnt i - Human kappa capture ant i body (Ant i body So lut i ons) を

Mu Lt i -ARRAY 96-We LL p Late(Meso Sca l e D i scovery) に分注 し、室温で 1 時間

攪拌 した後で5%BSA(w/v) を含有 したPBS-Tween 溶液 を用いて室温で2時間BLock

i ng してAnt i -Human IgG 固相化 プレ一 卜が作成 された。血漿中濃度 と して40. 0

、 13 . 3、 4 . 44、 1. 48、 0. 494 、 0. 165、 0. 0549 9かしの濃度 に調製 された検量

線試料 と500倍以上希釈 して調製 されたマウス血漿測定試料が各 ゥエルに分注

されたAnt i -Human IgG 固相化 プレ一 卜が室温で 1時間攪拌された。その後当該

プレ一 卜の 各 ゥエ リレ【こAnt i —Human kappa capture ant i body B i o t i n conj ugat

e (Ant i body So lut i ons) が分注された後 に、当該 プレー トを室温で 1時間攪

拌 して反応させた。 さらに当該 プレー 卜の各 ゥエルにSULFO-TAG Labe led s t r

eptav i d i n (Meso Sca l e D i scovery; が分注された後 に、当言》プレ一 卜な 室温

で 1時間攪拌 して反応させた。各 ゥエルを洗浄後、同ゥエルにRead Buffer T (

Χ 1) (Meso Sca l e D i scovery) が分注された反応液の化学発光が、ただちに



SECTOR Imager 2400 (Meso Sca l e D i scovery) を 用 い て測 定 され た。 解 析 ソ

フ 卜ウ ェ アSOFTmax PRO (Mo Lecu Lar Dev i ces) を 用 い て検 量 線 の レス ポ ンス

か らマ ウス血 漿 中濃 度 が算 出 され た。 抗 ヒ 卜IL6R 抗 体 の濃 度 推 移 を図 2 2 に

示 した。

[0520] ( 1 4 - 6 ) 電 気 化 学 発 光 法 に よ る血 漿 中 hsIL-6R 濃 度 測 定

マ ウス の血 漿 中 hsIL-6R 濃 度 は電 気 化 学 発 光 法 にて測 定 され た。 血 漿 中濃 度

と して 12 . 5, 6 . 25, 3 . 13 , 1. 56, 0 . 781 , 0 . 391 , 0 . 195 ng/mL に調 製 され た hs

IL-6R 検 量 線 試 料 また は 50倍 以 上 希 釈 され て調 製 され た マ ウス血 漿 測 定 試 料 と

、 SULFO-TAG NHS Ester (Meso Sca l e D i scovery) で ル テ ニ ウム化 され たMono

c lona l Ant i -human IL-6R Ant i body (R&D) Ant i -human

IL-6 R Ant i body (R&D) お よび トシ リズ マ プ （重 鎖 配 列 番 号 ：6 4 、 軽 鎖 配

列 番 号 ：6 5 ) 溶 液 の混 合 液 を37°C で 1晩 反 応 させ た。 そ の後 、 0. 5%BSA(w/v)

を含 有 した PBS-Twee n溶 液 を用 い て 5°C で 1晚 B lock i ng され た St reptav i d i n Go L

d Mu Lt i -ARRAY P Late (Meso Sca l e D i scovery) の 各 ゥ エル に 当該 混 合 液 が分

注 され た。 さ らに室 温 で 2時 間反 応 させ た 当該 プ レー 卜の各 ゥ エル の洗 浄 後 、

Read Buffer T ( x 2 ) (Meso Sca l e D i scovery) が 分 注 され た各 ゥ エル の反 応

液 中 の化 学 発 光 が た だ ち に SECTOR Imager 2400 (Meso Sca l e D i scovery) を

用 い て測 定 され た。 解 析 ソ フ 卜ウ ェ アSOFTmax PRO (Mo Lecu Lar Dev i ces) を

用 い て検 量 線 の レス ポ ンス か らhsIL-6R 濃 度 が算 出 され た。

[0521 ] 算 出 され た ヒ 卜IL6R (hsIL6R また は hsIL-6R と も記 載 す るが 同 じタ ンパ ク質

を指 す ） の濃 度 推 移 を図 2 3 に示 した。 Fv4-IgG1 と共 に、 PHX-IgG1 が 投 与 さ

れ た マ ウス で は、 Fv4-IgG1 が 単 独 で投 与 され た マ ウス よ りも hs血 漿 中 の IL6R

の 消 失 が加 速 され た。

[0522] 特 有 の理 論 に拘 束 され る もの で は な い が、 上 記 の血 漿 中 の抗 原 の消 失 の加

速 は以 下 の よ うに説 明 す る こ とも可 能 で あ る と考 え られ た。 Fv4-IgG1 は、 単

独 投 与 され た場 合 で も hsIL6R に対 して 十 分 量 存 在 し、 ほ ぼ全 て の hsIL6R は血

漿 中 で Fv4-IgG1 に結 合 して い る と考 え られ る。 Fv4-IgG1 とェ ピ 卜一 プが異 な

り、 hsIL6R に と も に結 合 で きるPHX-IgG1 を投 与 す る と、 一 分 子 の hsIL6R に対



して、 Fv4-IgG1 、 PHX-IgG1 を含 む免疫複 合体 が形成 され る。 その結 果、増 強

され た Fc ァ レセ プタ一 お よび / また は FcRn へ の結 合 によ って細胞 内へ の取込 み

が促 進 され た結 果、 hsIL6R の血 漿 中か らの消 失 が加速 され た と考 え られ た。

すなわ ち、 単量体抗原 に存在 す る互 い に異 な るェ ピ 卜一 プに結 合 す る適切 な

可変領 域 を含 む多重特異性 （mu Lt i spec i f i c ) 抗体、 また は多重パ ラ トピック

な （mu Lt i paratop i c ) 抗体 の非 限定 な一態様 であ る、 その可変領 域 が pHまた

はCa依存 的な結 合抗体 （図 8 に示 す よ うなェ ピ トー プ A を認識 す る右腕 の可

変領 域 とェ ピ トー プ B を認識 す る左腕 の可変領 域 を含 む、 二重特異性 （b i spe

c i f i c ) 抗体 あ るいは二重パ ラ トピック （b i paratop i c ) 抗体 ） も また、 ニ以

上 の抗体、 お よび二以上 の抗原結 合単位 （単量体抗原 ） を含 む大 きな免疫複

合体 を形成 し、 抗原 の消 失 を加速 す る ことが可能 であ る ことが示 され た。

[0523] 〔実施例 1 5 〕 B i acore を用 いた免疫複 合体 とFcgR の結 合評価

( 1 5 - 1 ) 免 疫 複 合休 と FC Rの結 合 につ いて

抗原結 合分 子 と抗原 を含 む免疫複 合体 の形成 を評価 す る方法 と して、 実施

例 4 で は、 ゲル ろ過 （サ イズ排 除） ク ロマ トグラ フ ィー、 実施例 1 4 で は量

気化学 発光 法 （ECL法 ) が用 い られ た。 免疫複 合体 に含 まれ る抗原結 合分 子 も

しくは抗原 にィ厶 ノグ 口プ リン定常領 域 等 の Fc γ R結 合 ドメイ ンが含 まれ る場

合 には、 免疫複 合体 は Fc ァRとAv i d i t yで結 合 す る。 そのため、 抗原結 合分 子

単体 も しくは抗原単体 よ りも Fc ァRに強 く結 合 す る性 質 （特 に解離 が遅 くな る

性 質） を利 用 した方法 で、 Fc ァR結 合 ドメイ ンを含 む免疫複 合体 の形成 を確 認

す る ことが 出来 る と考 え られ た （The Journa l o f B i o Log i c a l Chem i s t y (20

0 1 ) 276 (9) , 6591 -6604 、 mAbs (2009) 1 (5), 491 -504) 。

[0524] ( 1 5 - 2 ) 評価 杭体 杭原 お よび ヒスチ ジ ンタ グ付加 human Fc r IllaV の

證

免疫複 合体 の形成 の評価 に用 い られ た Xo La i (Novart i s ) 、 ク ロ一 ン278-IgG

(実 施 例 4 で調製 ）、 GA2-IgG1 (実 施 例 1 で調製 ）、 Fv4-IgG1 (実 施 例 1 4

で調製 ）、 PHX-IgG1 (実 施 例 1 4 で調製 ） は、前 述 の方法 で調製 され た。

[0525] 評価 に用 いた hlgE (hIgE(As P 6 ) 、 実施例 5 で調製 ） お よび IL6R (参 考 実施



例 1 ) は、それぞれ前述の方法で調製された。 ヒ 卜IgA の組換え体であるh lgA

-v2 (GC-h lgA) は、以下の方法で調製された。GC-h lgA- MYC (重鎖配列番号

：6 6 、軽鎖配列番号 ：6 7 ) をコー ドする遺伝子断片が、動物細胞発現用

ベクタ一に組み込まれた。構築されたプラスミ ドベクタ一は、 F r eeS t y Le293

( I nv i t r ogen) に293Fec t i n ( I nv i t r ogen) を用いて、 EBNA1 を発現する遺伝子と

共に導入された。その後、遺伝子導入された細胞を37 °C 、 C02 8%で6日間培養

して、GC-h lgA タンパク質を培養上清中に分泌させた。GC-h lgA-MYC を含む細

胞培養液を、 0 . 22 mボ トル トツプフィルタ一でろ過 し培養上清が得 られた。

当業者公知の方法によってイオン交換クロマ トグラフィーおよびゲルろ過ク

ロマ 卜グラフィ一を用いて精製されたGC-h lgA-MYC が得 られた。

[0526] ヒスチジンタグ付加 human Fc y R I l l aVは参考実施例 2 に記載された方法で

調製された。

[0527] ( 1 5 - 3 ) 免疫複合ィ本とFC Rの結合評価

B i aco e T200 (GE Hea l t hca r e ) を用いて、抗原抗体免疫複合体とFcgR との

結合が評価された。

[0528] ァミンカップリング法で適切な量のPen t a-H i s a n t i body (QIAGEN) が固定化

されたSenso r c h i CM5 (GE Hea Lt hca r e ) 上に適切な濃度のヒスチジンタグが

付加されたhuman Fc y R I l l aVがインジェク 卜された。当該チップ上に固定化

されたpen t a-H i s a n t i body にhuman Fc y R I l l aVを捕捉させることで、当該チ

ップ上にhuman Fc y R I l l aVが固定化された。アナライ 卜として、 200 nMの抗

体を含む溶液または200 nMの抗体と200 nMの抗原の混合液をインジェク 卜し

、センサ一チップ上に固定化されたhuman Fc y R I l l aVと相互作用させた。そ

の後、 10 mmo L/L GLy c i ne-HC L, pH2. 5をインジェク 卜して、センサ一チップ

が再生された。ランニングバ ッファ一として、 1. 2 mmo L/ L CaC L2 /0. 05 twee

n20, 2 0 mmo L/ L ACES, 150 mmo L/ L NaC L, pH7. 4を用いて、抗原抗体免疫複合

体とFcgR との結合が2 5 °C で測定された。

[0529] 抗体を含む溶液または抗体と抗原の混合液をhuman Fc ァRI I I aVと作用させ

たときの結合解析の結果を図 2 4 に示 した。図 2 4 は、解離に着 目するため



に、 結 合 量 が 100に正規 化 され た セ ンサ 一 グラム で あ る。 Fv4-IgG1 は、 IL6R と

結 合 す るが、 免疫 複 合 体 を形 成 しな いため、 抗 体 を含 む溶 液 とFc ァRとを作 用

させ た と きの解 離 と、 抗 体 と抗 原 の混 合液 とを作 用 させ た と きの解 離 との 間

に差 は認 め られ な か った。 一方 で、 免疫 複 合 体 を形 成 して い る こ とが報 告 さ

れ て い るXo La i r (丄 Pharmaco l . Exp. Ther. ( 1996) 279 (2) 1000-1 008) と

hlgE の混 合液 をFc ァRと結 合 させ た と きの Fc ァRか らの解 離 は、 Xo La i r の み を F

c ァRと結 合 させ た と きの Fc ァRか らの解 離 よ りも遅 くな る こ とが観 測 され た。

さ らに、 実施 例 4 にお いてサ イ ズ排 除 （ゲル ろ過 ） ク ロマ トグラ フ ィー を用

いて免疫 複 合 体 の形 成 が確 認 され た ク ロー ン278-IgG1 と抗 原 （hlgE) の混 合

液 をFc ァRと結 合 させ た と きの Fc ァRか らの解 離 も、 ク ロー ン278-IgG1 の み をF

c ァRと結 合 させ た と きの Fc ァRか らの解 離 よ りも遅 くな つた。 さ らに、 GA2-Ig

G 1 とhlgA の混 合液 をFc ァRと結 合 させ た と きの Fc ァRか らの解 離 も、 GA2-IgG1

の み をFc ァRと結 合 させ た と きの Fc ァRか らの解 離 よ りも遅 くな つた。 さ らに

、 Fv4-IgG1 お よび PHX-IgG1 と抗 原 （IL6R) の混 合液 をFc ァRと結 合 させ た と き

の Fc ァRか らの解 離 も、 Fv4-IgG1 また はPHX-IgG1 を Fc ァRと結 合 させ た と きの F

c ァRか らの解 離 よ りも遅 くな つた。

以 上 か ら、 免疫 複 合 体 に含 まれ る抗 原結 合 分 子 も しくは抗 原 にィ厶 ノグ ロ

プ リン定 常領 域 等 の Fc ァR結 合 ドメイ ンが含 まれ る場 合 には、 免疫 複 合 体 は Fc

ァRとAv i d i t yで結 合 す る こ とか ら、 抗 原結 合 分 子 と抗 原 を含 む免疫 複 合 体 の

形 成 を評価 す る方 法 と して、 ィ厶 ノグ ロプ リン定 常領 域 等 の Fc ァR結 合 ドメイ

ン等 が含 まれ る分 子 を単 独 で Fc ァRに結 合 させ た と きの Fc ァRか らの解 離 よ り

、 Fc ァR結 合 ドメイ ン等 が含 まれ る抗 原結 合 分 子 とその抗 原 の混 合液 をFc ァR

に結 合 させ た と きの Fc ァRか らの解 離 、 また は Fc ァR結 合 ドメイ ン等 が含 まれ

る抗 原 と当該 抗 原 に結 合 す る抗 原結 合 分 子 の混 合液 をFc ァRに結 合 させ た と き

の Fc ァRか らの解 離 が遅 くな る こ とを評価 す る方 法 が有 効 で あ る こ とが 明 らか

にな った。 上 記 の Fc ァRか らの解 離 を判 断基準 と して用 いた免疫 複 合 体 の評価

は、 単 量 体 が複 数 個 結 合 した抗 原 に対 す る抗 体 で形 成 され た免疫 複 合 体、 単

量 体 抗 原 にェ ピ トー プが異 な る複 数 の抗 体 で形 成 され た免疫 複 合 体 の いずれ



の場 合 で も有 効 で あ る こ とが示 され た。

[0531 ] 〔実 施 例 1 6 〕 B i acore を用 い た免 疫 複 合 体 とFcRn の結 合 評 価

6 - 1 ) 免 疫 複 合 体 とFcRn の結 合 につ い て

抗 原 結 合 分 子 と抗 原 を含 む免 疫 複 合 体 の形 成 を評 価 す る方 法 と して、 免 疫

複 合 体 に含 まれ る抗 原 結 合 分 子 も しくは抗 原 が ィ 厶 ノ グ ロ プ リン定 常領 域 等

の FcRn結 合 ドメ イ ンが含 まれ る場 合 に は、 免 疫 複 合 体 は FcRn とAv i d i t y で結 合

す る。 そ の た め、 抗 原 結 合 分 子 単 体 も しくは抗 原 単 体 よ りもFcRn に強 く結 合

す る性 質 （特 に解 離 が遅 くな る性 質 ） を利 用 した方 法 で、 FcRn結 合 ドメ イ ン

を含 む免 疫 複 合 体 の形 成 を確 認 す る こ とが 出来 る と考 え られ た （Journa L o f

Immuno logy (201 0) 184 (4) 1968-1 976) 。 しか し、 これ まで に報 告 され て い

る方 法 は、 FcRn とFcRn結 合 ドメ イ ン との結 合 が pH6. 0の 条 件 で評 価 され て お り

、 当該 条 件 は生 体 内 とは異 な るだ けで な く、 pHが変 化 す る と結 合 力 が変 化 す

る検 体 の評 価 に は不 適 当 で あ った。 これ は、 ヒ 卜FcRn と ヒ 卜IgG1 の結 合 力 が

非 常 に低 い た め、 pH7. 4で の結 合 が評 価 で きな か った た め で あ る と考 え られ た

。 そ こで、 生 体 内 で の条 件 に近 づ けた pH7. 4の 条 件 下 で の免 疫 複 合 体 の評 価 が

可 能 で あ るか検 討 され た。

[0532] ( 1 6 - 2 ) 評 価 杭 体 杭 原 お よび FcRn の調 製

評 価 に用 い られ た Fv4-F22 は Fv4-IgG1 (実 施 例 1 4 に記 載 ） の重 鎖 定 常領 域

改 変 体 で あ る。 Xo La i r-F22 は Xo La i (Novart i s ) の 重 鎖 定 常領 域 改 変 体 で あ る

。 Fv4-F22 (重 鎖 配 列 番 号 ：6 8 、 軽 鎖 配 列 番 号 ：6 0 ) お よび Xo La i r-F22(

重 鎖 配 列 番 号 ：6 9 、 軽 鎖 配 列 番 号 ：7 0 ) を コ一 ドす るDNA配 列 が 当業 者 に

公 知 の方 法 で動 物 発 現 用 プ ラ ス ミ ドに組 み 込 まれ た。 当該 プ ラ ス ミ ドが導 入

され た動 物 細 胞 を用 い て、 上 述 の方 法 （実 施 例 1 に記 載 ） で発 現 した これ ら

の抗 体 改 変 体 の濃 度 が、 そ の精 製 後 に測 定 され た。 また、 ク ロー ン278-IgG1

(実 施 例 4 で調 製 ）、 Fv4-IgG1 (実 施 例 1 4 で調 製 ）、 PHX-IgG1 (実 施 例 1

4 で調 製 ） は、 前 述 の方 法 で調 製 され た。

[0533] 評 価 に用 い られ た hlgE (hI g E(Asp6) 、 実 施 例 5 で調 製 ） お よび IL6R (参 考

実 施 例 1 で調 製 ） は、 それ ぞれ前 述 の方 法 で調 製 され た。



[0534] ヒ 卜FcRn およびマウスFcRn はそれぞれ参考実施例 3 および 4 に記載された

方法で調製された。

[0535] ( 1 6 - 3 ) 免疫複合体とヒ トFcRn の結合評価

B i aco e T 100 (GE Hea l t hca r e ) を用いて、抗原抗体免疫複合体とヒ 卜FcRn

との結合が評価された。

[0536] ァミンカップリング法で適切な量のヒ 卜FcRn ( hFcRn) が固定化されたSens

o r c h i CM4 (GE Hea Lt hca r e ) 上に、アナライ 卜としてインジェク 卜された、

表 1 3 に示す抗体のみの溶液または抗体と抗原との混合液を、センサ一チッ

プ上のhFcRn と相互作用させた。その後、 20mM T i s-HC L, 150mM NaC L, pH9. 0

も しくはpH9. 5をインジェク 卜し、センサ一チップが再生された。ランニング

バ ッファ一として、 50 mmo L/ L Na-Phosphat e ( リン酸）, 150 mmo L/ L NaC L,

0 . 05 Tween20 、 pH7. 4を用いて、抗原抗体免疫複合体とFcRn との結合が2 5 °C

で測定された。

[0537] [ 表 13 ]

[0538] 抗体を含む溶液または抗体と抗原の混合液をhFcRn と作用させたときの結合

解析の結果を図 2 5 に示 した。図 2 5 は、解離に着 目するために、結合量が 1

00に正規化されたセンサ一グラムである。 Fv4-F22 は、 I L6R と結合するが、ィ

厶ノグロプンリン定常領域を有する分子を複数個含む免疫複合体を形成 しな

いため、抗体を含む溶液 とFcRn とを作用させたときの解離 と抗体と抗原の混

合液 とを作用させたときの解離 との間に差は認め られなかった。一方で、 h l g

Eと免疫複合体を形成することが報告されているXo La i r ( J . Pha rmaco l . Exp.

The r . ( 1996) 279 (2) 1000- 1008) の可変領域を有するXo La i r-F22 とh lgE

の混合液をFcRn と結合させたときのFcRn からの解離は、Xo La i r-F22 のみをFcR

nに結合させたときのFcRn からの解離よりも遅 くなることが観測された。以上



か ら、 pH7. 4の条件であも、 hFcRn との結合が増強された抗体を用いることで h

FcRn との結合が検出できるようになることが明 らかとなった。 また、免疫複

合体に含 まれる抗原結合分子も しくは抗原にィ厶ノグロプ リン定常領域等の F

cRn 結合 ドメインが含 まれる場合には、免疫複合体はFcRn とより強固に結合す

ることか ら、抗原結合分子 と抗原を含む免疫複合体の形成 を評価する方法 と

して、ィ厶ノグロプ リン定常領域等の FcRn 結合 ドメイン等が含 まれる分子を

単独で FcRn に結合させたときの FcRn か らの解離 より、 FcRn 結合 ドメイン等が

含 まれる抗原結合分子 とその抗原の混合液 をFcRn に結合させたときの FcRn か

らの解離、 またはFcRn 結合 ドメイン等が含 まれる抗原 と当該抗原に結合する

抗原結合分子の混合液 をFcRn に結合させたときの FcRn か らの解離が遅 くなる

ことを評価する方法が有効であることが明 らかになった。

[0539] ( 1 6 - 4 ) B i aco r eを用いた、免疫複合体 とマウスFcRn の結合評価

( 1 6 - 3 ) では、 hFcRn との結合が増強されたィ厶ノグロプ リン定常領域

の改変体を含む免疫複合体の FcRn に対する結合が評価 された。天然型 ヒ 卜IgG

は ヒ 卜FcRn よりマウスFcRn に強 く結合することができることか ら （I n t . Immu

no L. (200 1) 13 ( 12 ) , 15 5 1- 1559) 、天然型 ヒ 卜IgG の定常領域 を含む抗体の

マウスFcRn に対する結合を評価することで、ィ厶ノグロプ リン定常領域 を改

変せずに免疫複合体の形成 を評価することが可能であるか検討された。

[0540] B i aco r e T 10 0 (GE Hea l t hca r e ) を用いて、抗原抗体免疫複合体 とFcRn との

結合が評価 された。 ァミンカップ リング法で適切な量のマウスFcRn (mFcRn)

が固定化されたSenso r c h i CM4 (GE Hea Lt hca r e ) 上に、 アナライ 卜と してィ

ンジェク 卜された、表 1 4 に示す抗体のみの溶液 または抗体 と抗原 との混合

液 を、センサ一チ ップ上のmFcRn と相互作用させた。その後、 20mM T i s-HC L,

150mM NaC L, pH9. 0も しくは pH9. 5をインジェク 卜し、センサ一チ ップが再生

された。 ランニングバ ッファ一と しては、 5 0 mmo L/ L Na-Phosphat e ( リン酸

) , 15 0 mmo L/ L NaC L, 0 . 05% Tween20 、 pH7. 4 を用いて、抗原抗体免疫複合体

とFcRn との結合が2 5 °C で測定された。

[0541 ]



[ 表 14]

抗体 のみ を含 む溶液 また は抗体 と抗原 の混合液 をmFcRn と作 用 させ た ときの

結 合解析 の結 果 を図 2 6 お よび 図 2 7 に示 した。 図 2 6 お よび 図 2 7 は、解

離 に着 目す るため に、結 合量 が 100に正規 化 され たセ ンサ 一 グラムであ る。 実

施例 4 においてサ イズ排 除 （ゲル ろ過 ） ク ロマ トグラ フ ィー を用 いて免疫複

合体 の形成 が確 認 され た ク ロ一 ン278-IgGl と抗原 （hlgE) の混合液 をmFcRn と

結 合 させ た ときのmFcRn か らの解離 も、 ク ロー ン278-IgG1 のみ をmFcRn と結 合

させ た ときのmFcRn か らの解離 よ りも遅 くな つた。 さ らに、 免疫複 合体 を形成

して い る ことが報 告 され て い るXo La i r (J. Pharmaco l . Exp. Ther. ( 1996) 2

7 9 (2) 1000-1 008) とhlgE の混合液 をmFcRn と結 合 させ た ときのmFcRn か らの

解離 は、 Xo La i r のみ をmFcRn と結 合 させ た ときのmFcRn か らの解離 よ りも遅 く

な る ことが観 測 され た （図 2 6 ) 。 一方 で、 Fv4-IgG1 を含 む溶液 とmFcRn とを

結 合 させ た ときのmFcRn か らの解離 と、 とFv4-IgG1 と IL6R の混合液 とmFcRn と

を結 合 させ た ときのmFcRn か らの解離 との間 に差 は認 め られ なか った。 さ らに

、 PHX-IgGl を含 む溶液 とmFcRn とを結 合 させ た ときのmFcRn か らの解離 と、 PHX

-IgG1 と IL6R の混合液 とmFcRn とを結 合 させ た ときのmFcRn か らの解離 との間 に



差 は 認 め られ な か った （図 2 7 ) 。 これ は、 Fv4-IgG1 に含 まれ る可 変 領 域 が

結 合 す る IL6R に お け る抗 原 結 合 単 位 は 1 で あ る た め 、 Fv4-IgG1 の み が IL6R に

対 す る抗 原 結 合 分 子 と して 用 い られ た 場 合 、 一 分 子 の IL6R に対 して 二 分 子 以

上 の Fv4-IgG1 が 含 まれ る免 疫 複 合 体 を形 成 しな い た め で あ る と考 え られ た 。 P

HX-IgG1 に含 まれ る可 変 領 域 が 結 合 す る IL6R に お け る抗 原 結 合 単 位 も 1 で あ る

た め 、 IL6R に 一 つ の ェ ピ 卜一 プ しか 存 在 して い な い た め に、 PHX-IgG1 の み が I

L6R に対 す る抗 原 結 合 分 子 と して 用 い られ た 場 合 、 一 分 子 の IL6R に対 して 二 分

子 以 上 の PHX-IgG 1が 含 まれ る免 疫 複 合 体 を形 成 しな い た め で あ る と考 え られ

た 。 。 。 こ こで 、 ェ ピ 卜一 プ が 互 い に異 な る こ とが 実 施 例 1 4 で 明 らか に な

つた PHX-IgG1 と Fv4-IgG1 と IL6R の 混 合 液 とmFcRn と を結 合 さ せ た と きの mFcRn

か らの 解 離 は、 Fv4-IgG1 抗 体 とPHX-IgG1 抗 体 と を含 む （抗 体 の み の ） 溶 液 とm

FcRn と を結 合 さ せ た と きの mFcRn か らの 解 離 よ りも遅 くな つた 。 この よ うな 解

離 が 遅 くな つた 現 象 は、 ク ロ一 ン278 で 観 測 さ れ た 現 象 と同 様 で あ つた 。 この

こ と は、 標 的 とな る抗 原 に結 合 す る抗 原 結 合 分 子 と して 単 一 の 抗 原 結 合 分 子

が 使 用 さ れ る と き に は 抗 原 結 合 単 位 が 1 の 抗 原 で あ って も、 ェ ピ 卜一 プ が 互

い に異 な る抗 原 結 合 分 子 の 組 合 せ を 当 該 抗 原 に対 す る抗 原 結 合 分 子 と して 用

い る こ と に よ って 、 当 該 抗 原 の 抗 原 結 合 単 位 を 2 以 上 に す る こ とが 可 能 で あ

り、 そ の 結 果 、 2 分 子 以 上 の 抗 原 結 合 分 子 を含 む 免 疫 複 合 体 が 形 成 出 来 る こ

と を示 して い る。

以 上 か ら、 マ ウ ス FcRn を 用 い る こ とで 、 FcRn との 相 互 作 用 に影 響 す る改 変

を加 え て い な い 天 然 の ヒ 卜IgG1 分 子 で あ って も、 生 体 内 の 条 件 と同 じpH7. 4 の

条 件 下 に お け る FcRn との 結 合 が 評 価 で き る こ とが 示 さ れ た 。 さ らに、 抗 原 結

合 分 子 も し くは 抗 原 に ィ 厶 ノ グ ロ プ リン定 常 領 域 等 の FcRn 結 合 ドメ イ ンが 含

まれ る場 合 に は、 免 疫 複 合 体 は FcRn と強 固 に結 合 す る こ とか ら、 ィ 厶 ノ グ ロ

プ リン定 常 領 域 等 の FcRn 結 合 ドメ イ ンが 含 まれ る分 子 の FcRn か らの 解 離 よ り

も、 ィ 厶 ノ グ ロ プ リン定 常 領 域 等 の FcRn 結 合 ドメ イ ンが 含 まれ る分 子 が 複 数

含 まれ る免 疫 複 合 体 の FcRn か らの 解 離 が 遅 くな る こ と を評 価 す る こ と に よ つ

て 、 免 疫 複 合 体 の 形 成 を確 認 す る こ とが 可 能 で あ る こ とが 明 らか に な った 。



上記 の FcRnを用 いた免疫複合体 の形成 の評価 は、単量体 が複数個結合 した抗

原 と当該抗原 に結合 す る抗体 によ って形成 された免疫複合体、 および、単量

体抗原 と当該抗原 に結合 し互 いに結合 す るェ ピ 卜一 プが異 な る複数 の抗体 に

よ って形成 された免疫複合体 の形成 を確認 す るいずれの場合 で も用 いる こと

がで きる ことが確認 された。

[0544] 〔参考 実施例 1 〕 可溶型 ヒ 卜IL-6 レセ プター （hsIL-6R) の調製

抗原 であ る ヒ 卜IL-6 レセ プターの組み換 え ヒ 卜IL-6 レセ プタ一は以下の よ

うに調製 された。丄 Immuno l . ( 1994) 152, 4958-4968 で報 告 されているN末

端側 1 番 目か ら357番 目の ア ミノ酸配列か らな る可溶型 ヒ 卜IL-6 レセ プタ一 （

以下、 hsIL-6R) を定常的 に発現 す るCH0株 が当業者 公知 の方法 で構築 された

。 当該 CH0株 を培養 す る ことによ って、 hsIL-6R を発現 させた。得 られた当該C

H0株 の培養上清 か ら、 BLue Sepharose 6 FFカラム クロマ トグラフ ィー、 ゲル

ろ過 カラム クロマ 卜グラフ ィ一の二工程 によ ってhsIL-6R が精製 された。最終

工程 において メイ ン ピー クと して溶 出された画分 が最終精製 品 と して用 い ら

れた。

[0545] 〔参考 実施例 2 〕 ヒスチジ ンタグ付加 human Fc ァR IllaV の調製

ヒスチジ ンタグ付加 human Fc ァRlllaV は以下の方法 で調製 された。 まずFcg

Rの細胞外 ドメイ ンの遺伝 子の合成 を当業者 公知 の方法 で実施 した。 その際、

各 FcgRの配列 はNCBIに登録 されている情報 に基 づ き作製 した。具体 的 には、 F

cgRIIIa についてはNCBIのaccess i on # NM 001 127593. 1の配列 に基 づいて作製

し、C末端 にHi sタ グを付加 した。 またFcgRIIIa については多型 が知 られてい

るが、 FcgRIIIa については丄 CLi n. Invest. , 1997, 100 (5) : 1059-1 070 を

参考 に して作製 した。

[0546] 得 られた遺伝 子断 片を動物細胞発現ベ クター に挿 入 し、発現ベ クター を作

製 した。作製 した発現べ クタ一 を ヒ 卜胎児 腎癌細胞 由来 FreeSty Le293細胞 （I

nv i t rogen 社 ） に、 一過性 に導 入 し、 目的 タ ンパ ク質 を発現 させた。培養 し、

得 られた培養上清 を回収 した後、 0. 22 フ ィル タ一 を通 して培養上清 を得 た

。得 られた培養上清 は原則 と して次 の4ステ ップで精製 した。 第 1ステ ップは



陽 イオ ン交換 カ ラム ク ロマ トグ ラ フ ィー （SP Sepharose FF) 、 第 2ステ ップ

は H i s タ グ に対 す る ァ フ ィ二 テ ィカ ラム ク ロマ トグ ラ フ ィー （H i sTrap HP) 、

第 3ステ ップは ゲル ろ過 カ ラム ク ロマ トグ ラ フ ィー （Superdex200) 、 第 4 ステ

ップは無 菌 ろ過 、 を実 施 した。 精 製 した タ ンパ ク質 につ い て は分 光 光 度 計 を

用 い て 280 nmで の 吸光 度 を測 定 し、 得 られ た値 か らPACE等 の方 法 に よ り算 出

され た 吸光 係 数 を用 い て精 製 タ ンパ ク質 の濃 度 を算 出 した （Prote i n Sc i ence

1995 ； 4 ：241 1-2423) 。

[0547] 〔参 考 実 施 例 3 〕 可 溶 型 ヒ 卜FcRn(hFcRn) の調 製

ヒ 卜FcRn は 2 - ミ ク ロ グ ロ プ リン と複 合 体 を形 成 して い る。 既 報 の human F

cRn gene sequence ( J Exp Med. 1994 Dec 1 ; 180(6) : 2377-81 ) を元 に ( i g o

-DNA p r i mers が設 計 され た。 設 計 され た P r i mer を用 い て、 PCR法 に よ りhuman

cDNA (Human P lacenta Marathon-Ready cDNA, C Lontech) か らcDNA を増 幅 した

。 増 幅 され た cDNA は、 シ グナル 配 列 を含 む細 胞 外 ドメ イ ン （Met1 -Leu290) で あ

り、 動 物 細 胞 発 現 用 べ ク タ一 に揷 入 され た。 同様 に 2— ミ ク ロ グ ロ プ リンも

既 報 の human 2— ミ ク ロ グ ロ プ リンの配 列 を元 に P r i mer が設 計 され、 PCR法

で cDNA が増 幅 され た。 シ グナル 配 列 を含 む Met 1-Met 1 19の cDNA 断 片 が増 幅 され

、 動 物 細 胞 発 現 用 ベ ク ター に揷 入 され た。

[0548] 可 溶 型 human FcRn(hFcRn と呼ぶ ）は以 下 の手 順 に従 って、 調 製 され た。 前 述

の ヒ 卜FcRn (配 列 番 号 ：7 1 ) を発 現 す るべ ク タ一 と 2— ミ ク ロ グ ロ プ リン

(配 列 番 号 ：7 2 ) を発 現 す るべ ク タ一 を HEK293H 細 胞 （Inv i t rogen) に PEI

(Po Lysc i ence) を利 用 した い pofect i o n法 で遺 伝 子導 入 した。 遺 伝 子 が導 入

され た細 胞 を培 養 し、 培 養 液 を回収 した。 回収 した培 養 液 か ら、 IgG Sepharo

s e 6 Fast F Low(Amersham B i osc i ences) お よび H i Trap 0 HP(GE Hea lthcare)

の各 ク ロマ トグ ラ フ ィー に よ って hFcRn を精 製 した。 （J Immuno l . 2002 Nov 1

； 169(9) : 5 17 1-80) .

[0549] 〔参 考 実 施 例 4 〕 可 溶 型 マ ウス FcRn(mFcRn) の調 製

可 溶 型 マ ウス FcRn は可 溶 型 ヒ 卜FcRn と同様 に調 整 され た。 まず マ ウス FcRn

の細 胞 外 ドメ イ ンの遺 伝 子 お よび マ ウス 2 - ミ ク ロ グ ロ プ リンの遺 伝 子 の合



成 を 当業 者 公 知 の方 法 で実 施 した。 そ の 際、 マ ウス FcRn お よび マ ウス 2 - ミ

ク ロ グ ロ プ リンの配 列 はNCBI に登 録 され て い る情 報 に基 づ き作 製 した。 具 体

的 に は、 マ ウス FcRn は NCBI の access i on # NP 03431 9 . 2の 配 列 に基 づ い て、 細

胞 外 ドメ イ ン と して シ グナル 配 列 を含 む 1 - 2 9 0 番 目の ア ミ ノ酸 を コ一 ドす

る遺 伝 子 断 片 を作 製 した （配 列 番 号 ：7 3 ) 。 さ らに、 2 - ミ ク ロ グ ロ プ リ

ンはNCBI の access i on # NP_033865 の 配 列 に基 づ い て遺 伝 子 断 片 を作 製 した （

配 列 番 号 ：7 4 ) 。 得 られ た遺 伝 子 断 片 を動 物 細 胞 発 現 ベ ク ター に挿 入 し、

発 現 べ ク タ一 を作 製 した。 作 製 した発 現 べ ク タ一 を ヒ 卜胎 児 腎癌 細 胞 由来 Fre

eSty Le293 細 胞 (Inv i t rogen 社 ) に、 一 過 性 に導 入 し、 目的 タ ンパ ク質 を発 現

させ た。 遺 伝 子 が導 入 され た細 胞 を培 養 し、 培 養 液 を回収 した。 回収 した培

養 お夂か 、 IgG Sepharose 6 Fast F Low(Amersham B i osc i ences) お よび Superd

ex200(GE Hea Lthcare) の 各 ク ロマ 卜グ ラ フ ィ一 に よ ってmFcRn を精 製 した。

[0550] 〔参 考 実 施 例 5 〕 Fc ァRに対 す る結 合 活 性 が 天 然 型 ヒ 卜IgG の Fc領 域 の結 合

活 性 よ り高 く、 pH酸 性 域 の条 件 下 に お け る ヒ 卜FcRn結 合 活 性 が増 強 され た抗

原 結 合 分 子 の作 製

( 5 - 1 ) マ ウ ス FC Rに対 す る結 合 が増 強 され て い る杭 ヒ 卜I L - 6 レセ プ タ一

ィ乍

マ ウス Fc ァRへ の結 合 が増 強 され た抗 原 結 合 分 子 と して、 VH3-IgG1 の 印 ナ ン

バ リン グで表 され る326 位 の Lys が Asp に置 換 され た VH3-IgG1 -F1 087 (配 列 番 号

： 7 5 ) お よび VH3-IgG1 の 印 ナ ンバ リン グで表 され る239 位 の Ser が Asp に置 換

され、 332 位 の I LeがGLuに置 換 され た VH3-IgG1 -F1 182 (配 列 番 号 ：7 6 ) が 作

製 され た。 参 考 実 施 例 2 の 方 法 を用 い て、 VH3-IgG1 -F1 087 を重 鎖 と して含 み

、 VL3-CK (配 列 番 号 ：7 7 ) を軽 鎖 と して含 む Fv4-IgG1 -F1 087 お よび、 VH3-I

gG1 -F1 182 を重 鎖 と して含 み、 VL3-CK を軽 鎖 と して含 む、 Fv4-IgG1 -F1 182が 作

製 され た。

[0551 ] ( 5 - 2 ) マ ウ ス Fc Rに対 す る結 合 活 性 の確 認

VH3-IgG1 -F1 087 お よび VH3-IgG1 -F1 182 を重 鎖 と して含 み、 L (WT)-CK (配 列

番 号 ：7 8 ) を軽 鎖 と して含 む VH3/L (WT)-IgG1 -F1 087 お よび VH3/L (WT)-IgG



1-F1 182が作製された。これらの抗体およびVH3/L (WT)-IgG1 -F1 022のマウスF

cァRに対する結合活性が評価された。その結果を表 1 5 に示 した。また、そ

れぞれの改変体のマウスFcァRに対する結合活性が、改変を加える前の I gG1に

比較 して何倍増強 しているかを表 1 6 に示 した。

[0552] [表 15]

産業上の利用可能性

[0554] 本発明にかかる抗原結合分子は、二以上の抗原結合単位 （ェピトープ）を

含む抗原と二分子以上の抗原結合分子 （例えば抗体）とを含む大きな免疫複

合体を形成するという特徴を備えることにより、二以上の抗原結合単位を含

む抗原を血漿中からの消失を加速されることを可能とする。本発明にかかる

抗原結合分子は、また、斯かる特徴に加え、イオン依存性抗原結合活性を備

えることで当該抗原の消失のさらなる加速を可能とする。本願発明にかかる

抗原結合分子が斯様な技術的特徴を備えることにより、当該抗原結合分子は

、疾患または症状 （例えば、癌、炎症性疾患）を治療するための医薬として

極めて有用である。



請求の範囲

[ 請求項 1] ( | ) Fc領域、 および、

( ) 二以上の抗原結合 ドメイン、

を含む抗原結合分子の使用であ って、 当該 ドメインの少な くとも一つ

がイオ ン濃度の条件 によって抗原 に対する結合活性が変化する抗原結

合 ドメインであ り、

(a) 二分子以上の当該抗原結合分子、 および、 （b) 二分子以上の抗

原、ただ し当該抗原は二以上の抗原結合単位 を含む、

を含む免疫複合体 を形成することが可能な抗原結合分子の、血漿中か

ら当該抗原 を消失させるための使用。

[ 請求項2] イオ ン濃度の条件が、 カル シ ウム イオ ン濃度の条件である、請求項

1 に記載の使用。

[ 請求項3] 前記抗原結合 ドメインが、低 カルシウムイオ ン濃度の条件下での抗

原 に対する結合活性が高カルシウムイオ ン濃度の条件下での抗原 に対

する結合活性 よ りも低 い抗原結合 ドメインである、請求項 2 に記載の

使用。

[ 請求項 4 ] ィ才 ン濃度の条件が、 pHの条件である、請求項 1 か ら 3 のいずれか

に記載の使用。

[ 請求項 5] 前記抗原結合 ドメインが、 pH酸性域 における抗原 に対する結合活性

が pH中性域の条件 における抗原 に対する結合活性 よ りも低 い抗原結合

ドメインである、請求項 4 に記載の使用。

[ 請求項 6] 二以上の抗原結合単位 を含む前記抗原が多量体である請求項 1 か ら

5 のいずれかに記載の使用。

[ 請求項7] 前記抗原が、 GDF、 GDF-K GDF-3 (Vgr-2) 、 GDF-5 (BMP-14、 CDMP-

1) 、 GDF-6 (BMP-1 3、 CDMP-2) 、 GDF-7 (BMP-1 2、 CDMP-3) 、 GDF-8 (

ミオ ス タチ ン）、 GDF-9、 GDF-1 5 (MIC-1 ) 、 TNF、 TNF-アル フ ァ、 TNF

- アル ファべ一タ、TNF-ベータ2、 TNFSF1 0 (TRAIL Apo-2 リガン ド、 TL

2) 、 TNFSF1 1 (TRANCE/RANK リガ ン ド 0DF、 OPG リガ ン ド) 、 TNFSF1 2



(TWEAK Apo-3 リガ ン ド、 DR3 リガ ン ド）、 TNFSF1 3 (APRIL TALL2) 、

TNFSF1 3 B (BAFF BLYS 、 TALL1 、 THANK, TNFSF20) 、 TNFSF14 (LIGHT H

VEM リガ ン ド、 LTg) 、 TNFSF1 5 (TL1A/VEGI) 、 TNFSF1 8 (GITR リガ ン

ド AITR リガ ン ド、 TL6) 、 TNFSF1A (TNF-a コネ クチ ン （Conect i n )

、 DIF 、 TNFSF2) 、 TNFSF1 B (TNF-b LTa 、 TNFSF1 ) 、 TNFSF3 (LTb TNF

C、 p33) 、 TNFSF4 (0X40 リガ ン ド gp34 、 TXGP1 ) 、 TNFSF5 (CD40 リガ

ン ド CD1 54、 gp39 、 HIGM1 、 IMD3 、 TRAP) 、 TNFSF6 (Fas リガ ン ド Apo

- 1 リガ ン ド、 APT1 リガ ン ド）、 TNFSF7 (CD27 リガ ン ド CD70) 、 TNFSF

8 (CD30 リガ ン ド CD1 53) 、 TNFSF9 (4-1 BB リガ ン ド CD1 37 リガ ン ド）

、 VEGF、 IgE 、 IgA 、 IgG 、 IgM 、 RANKL 、 TGF- ア ル フ ァ、 TGF- ベ ー タ、 T

GF- ベ ー タ Pan Spec i f i また は IL-8 の いずれ か で あ る請 求項 6 に記

載 の使 用。

[ 請 求項 8 ] 二以 上 の抗 原結 合 単位 を含 む前 記 抗 原 が単 量 体 で あ る請 求項 1 か ら

5 の いずれ か に記載 の使 用。

[ 請 求項 9 ] 抗 原結 合 分 子 が、 多重特 異 性 また は多重 パ ラ 卜ピックな抗 原結 合 分

子、 も しくは抗 原結 合 分 子 カ クテル で あ る請 求項 1 か ら 8 の いずれ か

に記載 の使 用。

[ 請 求項 10 ] 前 記 Fc領 域 が、 それ ぞれ配 列番 号 ： 1 3 、 1 4 、 1 5 、 また は 1 6

の いずれ か で表 され る Fc領 域 で あ る、 請 求項 1 か ら 9 の いずれ か に記

載 の使 用。

[ 請 求項 11] 前 記 Fc領 域 の PH酸 性 域 の条 件 下 で の FcRn に対 す る結 合 活性 が、 配 列

番 号 ： 1 3 、 1 4 、 1 5 、 また は 1 6 の いずれ か で表 され る Fc領 域 の

結 合 活性 よ り増 強 され て い る Fc領 域 で あ る、 請 求項 1 か ら 9 の いずれ

か に記載 の使 用。

[ 請 求項 12 ] 前 記 Fc領 域 が、 配 列番 号 ： 1 3 、 1 4 、 1 5 、 また は 1 6 の いずれ

か で表 され る Fc領 域 の ア ミ ノ酸 配 列 の うち、 EUナ ンバ リングで表 され

る 238 位 、 244 位 、 245 位 、 249 位 、 250 位 、 251 位 、 252 位 、 253 位 、 254

位 、 255 位 、 256 位 、 257 位 、 258 位 、 260 位 、 262 位 、 265 位 、 270 位 、 27



2位、279位、283位、285位、286位、288位、293位、303位、305位、3

07位、308位、309位、3 11位、3 12位、314位、3 16位、3 17位、3 18位、

332位、339位、340位、341位、343位、356位、360位、362位、375位

、376位、377位、378位、380位、382位、385位、386位、387位、388

位、389位、400位、4 13位、4 15位、423位、424位、427位、428位、43

0位、431位、433位、434位、435位、436位、438位、439位、440位、4

42位または447位のァミノ酸の群から選択される少なくともひとつ以

上のアミノ酸が置換されているFc領域である請求項 1 1 に記載の使用

[請求項 13] 前記Fc領域が、配列番号 ：1 3 、 1 4 、 1 5 、または 1 6 のいずれ

かで表されるFc領域のアミノ酸配列のうち、EUナンバ リングで表され

る ；

238位のアミノ酸がLeu、

244位のアミノ酸がLeu、

245位のアミノ酸がArg 、

249位のアミノ酸がPro 、

250位のアミノ酸がGLnまたはGLuのいずれか、もしくは

251位のアミノ酸がArg 、Asp GLu またはLeuのいずれか、

252位のアミノ酸がPhe、Ser 、 Thr 、またはTyr のいずれか、

254位のァミノ酸がSe またはTh のいずれか、

255位のアミノ酸がArg 、 GLy、 I Le、またはLeuのいずれか、

256位のアミノ酸がA La、Arg 、Asn、Asp GLn、GLu、 Pro, またはThr

のいずれか、

257位のアミノ酸がA La、 I Le、Met, Asn、 Ser、またはVa Lのいずれか

258位のアミノ酸がAsp、

260位のアミノ酸がSer 、

262位のアミノ酸がLeu、



270位のアミノ酸がLys、

272位のアミノ酸がLeu、またはAr gのいずれか、

279位のアミノ酸がA La、Asp GLy、H s Me t Asn、GLn、Ar g Se r、

Th r、T r p、またはTy rのいずれか、

283位のアミノ酸がA La、Asp Phe、GLy、Hi s I Le、 Lys、 Leu、Asn、

Pr o GLn、Ar g、Se r、Th r、T r p、またはTy rのいずれか、

285位のアミノ酸がAsn、

286位のアミノ酸がPhe、

288位のアミノ酸がAsn、またはPr oのいずれか、

293位のアミノ酸がVaし

307位のアミノ酸がA La、GLu、GLn、またはMe t のいずれか、

3 11位のアミノ酸がALa、GLu、 e Lys、 Leu、Me t Se r 、Vaし また

はT r pのいずれか、

309位のアミノ酸がPr o、

3 12位のアミノ酸がA La、Asp またはPr oのいずれか、

3 14位のアミノ酸がA LaまたはLeuのいずれか、

3 16位のアミノ酸がLys、

3 17位のアミノ酸がPr o、

3 18位のアミノ酸がAsn、またはTh rのいずれか、

332位のアミノ酸がPhe、H s Lys、 Leu、Me t Ar g、Se r、またはT r p

のいずれか、

339位のアミノ酸がAsn、Th r、またはT r pのいずれか、

341位のアミノ酸がPr o、

343位のアミノ酸がGLu、Hi s Lys、GLn、Ar g、Th r、またはTy rのいず

れか、

375位のアミノ酸がAr g、

376位のアミノ酸がGLy、 I Le、Me t Pr o Th r、またはVa Lのいずれか



377 位のアミノ酸が Lys 、

378 位のアミノ酸がAsp 、 Asn、 またはVa Lのいずれか、

380 位のアミノ酸がA La、 Asn 、 Ser 、 またはThr のいずれか

382 位のアミノ酸がPhe、 Hi s I Le、 Lys 、 Leu 、 Met, Asn 、 GLn、 Arg 、

Ser 、 Thr 、 Vaし Trp 、 またはTyr のいずれか、

385 位のアミノ酸がA La、 Arg 、 As p GLy、 Hi s Lys 、 Ser 、 またはThr

のいずれか、

386 位のアミノ酸がArg 、 As p I Le、 Lys 、 Met, Pro, Ser 、 またはThi

のいずれか、

387 位のアミノ酸がA La、 またはThr のいずれか

389 位のアミノ酸がAsn 、 またはSer のいずれか、

423 位のアミノ酸がAsn 、

427 位のアミノ酸がAsn 、

428 位のアミノ酸が Leu 、 Met, Phe、 Ser 、 またはThr のいずれか

430 位のアミノ酸がA La、 Phe、 GLy、 Hi s、 I Le、 l_ys、 l_eu、 Met 、

GLn、 Arg 、 Ser 、 Thr 、 Vaし またはTyr のいずれか、

431 位のアミノ酸がHi s、 またはAsn のいずれか、

433 位のアミノ酸がArg 、 GLn、 Hi s I Le、 Lys 、 Pro, またはSer のいず

れか、

434 位のアミノ酸がA La、 GLy、 Hi s Phe、 Ser 、 Trp 、 またはTyr のいず

れか、

436 位のアミノ酸がArg 、 Asn 、 Hi s I Le、 Leu 、 Lys 、 Met, またはThr

のいずれか、

438 位のアミノ酸が Lys 、 Leu 、 Thr 、 またはTrp のいずれか、

440 位のァミノ酸が Lys 、 も しくは、

442 位のアミノ酸が Lys 、 308 位のアミノ酸が I Le、 Pro, またはThr のい

ずれか、



の群か ら選択 される少な くともひ とつ以上のアミノ酸である、請求項

1 2 に記載の使用。

[ 請求項 14] 前記 Fc領域の PH中性域の条件下での FcRn に対する結合活性が、配列

番号 ：1 3 、 1 4 、 1 5 、 または 1 6 のいずれかで表 されるFc領域の

結合活性 よ り増強 されているFc領域である、請求項 1 か ら 9 のいずれ

かに記載の使用。

[ 請求項 15 ] 前記 Fc領域が、配列番号 ：1 3 、 1 4 、 1 5 、 または 1 6 のいずれ

かで表 されるFc領域のアミノ酸配列の うち、 EUナ ンバ リングで表 され

る237 位、 248 位、 250 位、 252 位、 254 位、 255 位、 256 位、 257 位、 258

位、 265 位、 286 位、 289 位、 297 位、 298 位、 303 位、 305 位、 307 位、 30

8位、 309 位、 3 11位、 3 12位、 314 位、 3 15位、 3 17位、 332 位、 334 位、 3

60位、 376 位、 380 位、 382 位、 384 位、 385 位、 386 位、 387 位、 389 位、

424 位、 428 位、 433 位、 434 位 または436 位の群か ら選択 される少な く

ともひ とつ以上のァミノ酸が置換 されているFc領域である請求項 1 4

に記載の使用。

[ 請求項 16 ] 前記 Fc領域が、配列番号 ：1 3 、 1 4 、 1 5 、 または 1 6 のいずれ

かで表 されるFc領域のアミノ酸配列の うち、 EUナ ンバ リングで表 され

る ；

237 位のアミノ酸がMet 、

248 位のアミノ酸が I Le、

250 位のアミノ酸がALa、 Phe、 I Le、 Met, GLn、 Ser 、 Vaし Trp 、 また

はTyr のいずれか、

252 位のアミノ酸がPhe、 Trp 、 またはTyr のいずれか、

254 位のアミノ酸がThr 、

255 位のアミノ酸がGLu、

256 位のアミノ酸がAsp 、 Asn 、 GLu、 またはGLnのいずれか、

257 位のアミノ酸がA La、 GLy、 I Le、 Leu 、 Met, Asn 、 Ser 、 Thr 、 また

はVa Lのいずれか、



258位のアミノ酸がHi s、

265位のアミノ酸がALa、

286位のアミノ酸がALaまたはGLuのいずれか、

289位のアミノ酸がHi s、

297位のアミノ酸がA La、

303位のアミノ酸がALa、

305位のアミノ酸がALa、

307位のアミノ酸がALa、Asp Phe、GLy、Hi s I Le、 Lys、 Leu、Me t

Asn、Pr o GLn、Ar g、Se r、Vaし Tr p、またはTy rのいずれか、

308位のアミノ酸がALa、Phe、 I Le、 Leu、Me t Pr o GLn、またはTh r

のいずれか、

309位のアミノ酸がA La、Asp GLu Pr o またはAr gのいずれか、

3 11位のアミノ酸がALa、H s またはI Leのいずれか、

3 12位のアミノ酸がALaまたはHi sのいずれか、

3 14位のアミノ酸がLys またはAr gのいずれか、

3 15位のアミノ酸がALa、AspまたはHi sのいずれか、

3 17位のアミノ酸が a、

332位のアミノ酸がVaし

334位のアミノ酸がLeu、

360位のアミノ酸がHi s、

376位のアミノ酸がALa、

380位のアミノ酸がALa、

382位のアミノ酸がALa、

384位のアミノ酸がALa、

385位のアミノ酸がAspまたはHi sのいずれか、

386位のアミノ酸がPr o、

387位のアミノ酸がGLu、

389位のアミノ酸がALaまたはSe rのいずれか、



424位のアミノ酸がA La、

428位のアミノ酸がA La、Asp Phe、GLy、Hi s I Le、 Lys、 Leu、Asn、

Pro, GLn、Ser 、 Thr 、 Vaし Trp 、またはTyr のいずれか、

433位のアミノ酸がLys 、

434位のアミノ酸がA La、 Phe、Hi s Ser 、 Trp 、またはTyr のいずれか

、もしくは

436位のアミノ酸がHi s 、 I Le、 Leu、 Phe、Thr 、またはVaし

の群から選択される少なくともひとつ以上のアミノ酸である、請求項

1 5 に記載の使用。

[請求項 17] 前記Fc領域が、天然型ヒ卜IgGのFc領域のFcァレセプタ一に対する

結合活性よりもFcァレセプターに対する結合活性が高いFc領域を含む

請求項 1 から 1 3 のいずれかに記載の使用。

[請求項 18] 前記Fc領域のアミノ酸配列のうち、EUナンバ リングで表される221

位、222位、223位、224位、225位、227位、228位、230位、231位、23

2位、233位、234位、235位、236位、237位、238位、239位、240位、2

4 1位、243位、244位、245位、246位、247位、249位、250位、251位、

254位、255位、256位、258位、260位、262位、263位、264位、265位

、266位、267位、268位、269位、270位、271位、272位、273位、274

位、275位、276位、278位、279位、280位、281位、282位、283位、28

4位、285位、286位、288位、290位、291位、292位、293位、294位、2

95位、296位、297位、298位、299位、300位、301位、302位、303位、

304位、305位、3 11位、3 13位、3 15位、3 17位、3 18位、320位、322位

、323位、324位、325位、326位、327位、328位、329位、330位、331

位、332位、333位、334位、335位、336位、337位、339位、376位、37

7位、378位、379位、380位、382位、385位、392位、396位、421位、4

27位、428位、429位、434位、436位または440位の群から選択される

少なくともひとつ以上のアミノ酸が天然型ヒ卜IgGのFc領域のァミノ

酸と異なるアミノ酸を含む請求項 1 7 に記載の使用。



[ 請求項 19 ] 前記Fc領域のアミノ酸配列のうち、EUナンバ リングで表される ；

22 1位のアミノ酸がLys またはTy rのいずれか、

222 位のアミノ酸がPhe、 T r p GLuまたはTy rのいずれか、

223 位のアミノ酸がPhe、 T r p GLuまたはLys のいずれか、

224 位のアミノ酸がPhe、 T r p GLuまたはTy rのいずれか、

225 位のアミノ酸がGLu、 Lys またはT r pのいずれか、

227 位のアミノ酸がGLu、 GLy、 Lys またはTy のいずれか、

228 位のアミノ酸がGLu、 GLy、 Lys またはTy のいずれか、

230 位のアミノ酉矣がA La、 GLu、 GLyまたはTy rのいずれか、

23 1位のアミノ酸がGLu、 GLy、 Lys 、 Pr oまたはTy rのいずれか、

232 位のアミノ酸がGLu、 GLy、 Lys またはTy のいずれか、

233 位のアミノ酉矣がA La、 As p Phe、 Lv H i s、 I Le、 l_vs、 l_eu、 Me t 、

Asn 、 GLn、 A r g、 Se r、 Th r、 Vaし T r pまたはTy rのいずれか、

234 位のアミノ酸がA La、 As p GLu、 Phe、 GLy、 H i s I Le、 Lys 、 Me t

Asn 、 Pr o GLn、 A r g、 Se r、 Th r、 Vaし T r pまたはTy rのいずれか、

235 位のアミノ酸がA La、 As p GLu、 Phe、 GLy、 H i s I Le、 Lys 、 Me t

Asn 、 Pr o GLn、 A r g、 Se r、 Th r、 Vaし T r pまたはTy rのいずれか、

236 位のアミノ酸がA La、 As p GLu、 Phe、 H i s I Le、 Lys 、 Leu 、 Me t

Asn 、 Pr o GLn、 A r g、 Se r、 Th r、 Vaし T r pまたはTy rのいずれか、

237 位のアミノ酸がAsp 、 GLu、 Phe、 H i s I Le、 Lys 、 Leu 、 Me t Asn 、

Pr o GLn、 A r g、 Se r、 Th r、 Vaし T r pまたはTy rのいずれか、

238 位のアミノ酸がAsp 、 GLu、 Phe、 GLy、 H i s I Le、 Lys 、 Leu 、 Me t

Asn 、 GLn、 A r g、 Se r、 Th r、 Vaし T r pまたはTy rのいずれか、

239 位のアミノ酸がAsp 、 GLu、 Phe、 GLy、 H i s I Le、 Lys 、 Leu 、 Me t

Asn 、 Pr o GLn、 A r g、 Th r、 Vaし T r pまたはTy rのいずれか、

240 位のアミノ酸がA La、 I Le、 Me t またはTh rのいずれか、

241 位のアミノ酸がAsp 、 GLu、 Leu 、 A r g、 T r pまたはTy rのいずれか、

243 位のアミノ酸がLeu 、 GLu、 Leu 、 GLn、 A r g、 T r pまたはTy rのいずれ



か、

244位のアミノ酸がHi s、

245位のアミノ酸がA La、

246位のアミノ酸がAsp、GLu、Hi sまたはTyr のいずれか、

247位のアミノ酸がA La、 Phe、GLy、Hi s I Le Leu、Met, Thr 、 Va Lま

たはTyr のいずれか、

249位のアミノ酸がGLu、Hi s GLnまたはTyr のいずれか、

250位のアミノ酸がGLuまたはGLnのいずれか、

251位のアミノ酸がPhe、

254位のアミノ酸がPhe、MetまたはTyr のいずれか、

255位のアミノ酸がGLu、 LeuまたはTyr のいずれか、

256位のアミノ酸がA La、MetまたはPro のいずれか、

258位のアミノ酸がAsp、GLu、Hi s Ser またはTyr のいずれか、

260位のアミノ酸がAsp、GLu、Hi sまたはTyr のいずれか、

262位のアミノ酸がA La、GLu、 Phe、 I LeまたはThr のいずれか、

263位のアミノ酸がA La、 I Le MetまたはThr のいずれか、

264位のアミノ酸がAsp、GLu、 Phe、GLy、Hi s I Le、 Lys、 Leu、Met,

Asn、 Pro, GLn、Arg 、Ser 、 Thr 、 Trp またはTyr のいずれか、

265位のアミノ酸がA La、 Leu、 Phe、GLy、Hi s I Le、 Lys、 Leu、Met,

Asn、 Pro, GLn、Arg 、Ser 、 Thr 、 Vaし Trp またはTyr のいずれか、

266位のアミノ酸がA La、 I Le MetまたはThr のいずれか、

267位のアミノ酸がAsp、GLu、 Phe、Hi s I Le、 Lys、 Leu、Met, Asn、

Pro, GLn、Arg 、 Thr 、 Vaし Trp またはTyr のいずれか、

268位のアミノ酸がAsp、GLu、 Phe、GLy、 I Le、 Lys、 Leu、Met, Pro,

GLn、Arg 、 Thr 、 Va LまたはTrp のいずれか、

269位のアミノ酸がPhe、GLy、Hi s I Le、 Lys、 Leu、Met, Asn、 Pro,

Arg 、Ser 、 Thr 、 Vaし Trp またはTyr のいずれか、

270位のアミノ酸がGLu、 Phe、GLy、Hi s I Le、 Leu、Met, Pro, GLn、



A r g、 Se r、 Th r、 T r pまたはTy rのいずれか、

27 1位のアミノ酸がA La、 As p GLu、 Phe、 GLy、 H i s I Le、 Lys 、 Leu 、

Me t Asn 、 GLn、 A r g、 Se r、 Th r、 Va し T r pまたはTy rのいずれか、

272 位のアミノ酸がAsp 、 Phe、 GLy、 H i s I Le、 Lys 、 Leu 、 Me t P r o

A r g、 Se r、 Th r、 Va し T r pまたはTy rのいずれか、

273 位のアミノ酸がPhe または I Leのいずれか、

274 位のアミノ酸がAsp 、 GLu、 Phe、 GLy、 H i s I Le、 Leu 、 Me t Asn 、

Pr o A r g、 Se r、 Th r、 Va し T r pまたはTy rのいずれか、

275 位のアミノ酸がLeu またはT r pのいずれか、

276 位のアミノ酸が、Asp 、 GLu、 Phe、 GLy、 H i s I Le、 Leu 、 Me t P r o

、 A r g、 Se r、 Th r、 Va し T r pまたはTy rのいずれか、

278 位のアミノ酸がAsp 、 GLu、 GLy、 H i s I Le、 Lys 、 Leu 、 Me t Asn 、

Pr o GLn、 A r g、 Se r、 Th r、 Va LまたはT r pのいずれか、

279 位のアミノ酸がA La、

280 位のアミノ酸がA La、 G Ly 、 H i s、 l_ys 、 l_eu、 Pr o、 GLn、 T r pまたはT

y rのいずれか、

28 1位のアミノ酸がAsp 、 Lys 、 Pr oまたはTy rのいずれか、

282 位のアミノ酸がGLu、 GLy、 Lys 、 Pr oまたはTy rのいずれか、

283 位のアミノ酸がA La、 GLy、 H i s、 I Le、 l_ys 、 l_eu、 Me t 、 Pr o、 A r gま

たはTy rのいずれか、

284 位のアミノ酸がAsp 、 GLu、 Leu 、 Asn 、 Th r またはTy rのいずれか、

285 位のアミノ酸がAsp 、 GLu、 Lys 、 GLn、 T r pまたはTy rのいずれか、

286 位のアミノ酸がGLu、 GLy、 Pr oまたはTy rのいずれか、

288 位のアミノ酸がAsn 、 As p GLuまたはTy rのいずれか、

290 位のアミノ酸がAsp 、 GLy、 H i s、 Leu 、 Asn 、 Se r、 Th r、 T r pまたはT

y rのいずれか、

2 9 1位のアミノ酸がAsp 、 GLu、 GLy、 H i s I Le、 GLnまたはTh rのいずれ

か、



292位のアミノ酸がALa、Asp GLu、Pr o Th rまたはTy rのいずれか、

293位のアミノ酸がPhe、GLy、Hi s I Le、 Leu、Me t Asn、Pr o Ar g、

Se r、Th r、Vaし Tr pまたはTy rのいずれか、

294位のアミノ酸がPhe、GLy、Hi s I Le、 Lys、 Leu、Me t Asn、Pr o

Ar g、Se r、Th r、Vaし Tr pまたはTy rのいずれか、

295位のアミノ酸がAsp、GLu、Phe、GLy、Hi s I Le、 Lys、Me t Asn、

Pr o Ar g、Se r、Th r、Vaし Tr pまたはTy rのいずれか、

296位のアミノ酸がALa、Asp GLu、GLy、Hi s I Le、 Lys、 Leu、Me t

Asn、GLn、Ar g、Se r、Th rまたはVa Lのいずれか、

297位のアミノ酸がAsp、GLu、Phe、GLy、Hi s I Le、 Lys、 Leu、Me t

Pr o GLn、Ar g、Se r、Th r、Vaし Tr pまたはTy rのいずれか、

298位のアミノ酸がALa、Asp GLu、Phe、Hi s I Le、 Lys、Me t Asn、

GLn、Ar g、Th r、Vaし Tr pまたはTy rのいずれか、

299位のアミノ酸がALa、Asp GLu、Phe、GLy、Hi s I Le、 Lys、 Leu、

Me t Asn、Pr o GLn、Ar g、Se r、Vaし Tr pまたはTy rのいずれか、

300位のアミノ酸がALa、Asp GLu、GLy、Hi s I Le、 Lys、 Leu、Me t

Asn、Pr o GLn、Ar g、Se r、Th r、Va LまたはTr pのいずれか、

301位のアミノ酸がAsp、GLu、Hi sまたはTy rのいずれか、

302位のアミノ酸がI Le、

303位のアミノ酸がAsp、GLyまたはTy rのいずれか、

304位のアミノ酸がAsp、Hi s Leu、AsnまたはTh rのいずれか、

305位のアミノ酸がGLu、 I Le、Th rまたはTy rのいずれか、

3 11位のアミノ酸がALa、Asp Asn、Th r、Va LまたはTy rのいずれか、

3 13位のアミノ酸がPhe、

3 15位のァミノ酸が1_6リ、

3 17位のアミノ酸がGLuまたはGLn、

3 18位のアミノ酸がHi s、 Leu、Asn、Pr o GLn、Ar g、Th r、Va LまたはT

y rのいずれか、



320位のアミノ酸がAsp、 Phe、GLy、Hi s I Le、 Leu、Asn、 Pro, Ser 、

Thr 、 Vaし Trp またはTyr のいずれか、

322位のアミノ酸がA La、Asp Phe、GLy、Hi s I Le、Pro, Ser 、 Thr 、

Vaし Trp またはTyr のいずれか、

323位のアミノ酸が I Le、

324位のアミノ酸がAsp、 Phe、GLy、Hi s I Le、 Leu、Met, Pro, Arg 、

Thr 、 Vaし Trp またはTyr のいずれか、

325位のアミノ酸がA La、Asp GLu、 Phe、GLy、Hi s I Le、 Lys、 Leu、

Met, Pro, GLn、Arg 、 Ser 、 Thr 、 Vaし Trp またはTyr のいずれか、

326位のアミノ酸がA La、Asp GLu、GLy、 I Le、 Leu、Met, Asn、 Pro,

GLn、Ser 、 Thr 、 Vaし Trp またはTyr のいずれか、

327位のアミノ酸がA La、Asp GLu、 Phe、GLy、Hi s I Le、 Lys、 Leu、

Met, Asn、 Pro, Arg 、 Thr 、 Vaし Trp またはTyr のいずれか、

328位のアミノ酸がA La、Asp GLu、 Phe、GLy、Hi s I Le、 Lys、Met,

Asn、 Pro, GLn、Arg 、 Ser 、 Thr 、 Vaし Trp またはTyr のいずれか、

329位のアミノ酸がAsp、GLu、 Phe、GLy、Hi s I Le、 Lys、 Leu、Met,

Asn、GLn、Arg 、 Ser 、 Thr 、 Vaし Trp またはTyr のいずれか、

330位のアミノ酸がCys、GLu、 Phe、GLy、Hi s I Le、 Lys、 Leu、Met,

Asn、 Pro, Arg 、 Ser 、 Thr 、 Vaし Trp またはTyr のいずれか、

331位のアミノ酸がAsp、 Phe、Hi s I Le、 Leu、Met, GLn、Arg 、 Thr 、

Vaし Trp またはTyr のいずれか、

332位のアミノ酸がA La、Asp GLu、 Phe、GLy、Hi s Lys 、 Leu、Met,

Asn、 Pro, GLn、Arg 、 Ser 、 Thr 、 Vaし Trp またはTyr のいずれか、

333位のアミノ酸がA La、Asp GLu、 Phe、GLy、Hi s I Le、 Leu、Met,

Pro, Ser 、 Thr 、 Va LまたはTyr のいずれか、

334位のアミノ酸がA La、GLu、 Phe、 I Le、 Leu、 Pro またはThr のいずれ

か、

335位のアミノ酸がAsp、 Phe、GLy、Hi s I Le、 Leu、Met, Asn、 Pro,



Arg、Ser、Vaし Trp またはTyr のいずれか、

336位のアミノ酸がGLu、LysまたはTyr のいずれか、

337位のアミノ酸がGLu、Hi sまたはAsnのいずれか、

339位のアミノ酸がAsp、 Phe、GLy、 I Le、Lys, Met, Asn、GLn、Arg、

Ser またはThr のいずれか、

376位のアミノ酸がALaまたはVa Lのいずれか、

377位のアミノ酸がGLyまたはLysのいずれか、

378位のアミノ酸がAsp、

379位のアミノ酸がAsn、

380位のアミノ酸がALa、AsnまたはSerのいずれか、

382位のアミノ酸がALaまたはI Leのいずれか、

385位のアミノ酸がGLu、

392位のアミノ酸がThr 、

396位のアミノ酉矣がLeu、

421位のアミノ酉矣がLys、

427位のアミノ酸がAsn、

428位のアミノ酸がPheまたはLeuのいずれか、

429位のアミノ酸がMet、

434位のアミノ酉矣がTrp 、

436位のアミノ酸がI Le、もしくは

440位のアミノ酸がGLy、Hi s I Le、 LeuまたはTyr のいずれか、

の群から選択される少なくともひとつのアミノ酸を含む請求項 1 8 に

記載の使用。

[請求項20] 前記Fc領域が、活性型Fcァレセプターに対する結合活性よりも抑制

型Fcァレセプターに対する結合活性が高いFc領域である、請求項 1 か

ら 1 6 のいずれかに記載の使用。

[請求項2 1] 前記抑制型Fcァレセプタ一がヒ卜FcァRllb である、請求項 2 0 に記

載の使用。



[ 請求項22] 前記活性型Fcァレセプタ一がヒ卜FcァRIa、 ヒ卜FcァRlla (R) 、 ヒ

卜FcァRlla (H) 、 ヒ卜FcァRllla (V) またはヒ卜FcァRllla (F) で

ある、請求項 2 0 または 2 のいずれかに記載の使用。

[請求項23] 前記Fc領域のEUナンバ リングで表される238位または328位のアミノ

酸が天然型 ヒ卜IgGのFc領域のアミノ酸と異なるアミノ酸を含む、請

求項 2 0 から2 2 のいずれかに記載の使用。

[請求項24] 前記Fc領域の印ナンバ リングで表される238位のアミノ酸がAsp、ま

たは328位のアミノ酸がGLuである、請求項 2 3 に記載の使用。

[請求項25] 前記Fc領域のアミノ酸配列のうち、EUナンバ リングで表される ；

233位のアミノ酸がAsp、

234位のアミノ酸がTrp、 またはTyr のいずれか、

237位のアミノ酸がALa、Asp GLu、 Leu、Met, Phe、 Trp またはTyr の

いずれか、

239位のアミノ酸がAsp、

267位のアミノ酸がALa、GLnまたはVa Lのいずれか、

268位のアミノ酸がAsn、Asp またはGLuのいずれか、

271位のアミノ酸がGLy、

326位のアミノ酸がALa、Asn、Asp、GLn、GLu、 Leu、Met、 SerまたはT

hrのいずれか、

330位のアミノ酸がArg、 Lys、またはMetのいずれか、

323位のアミノ酸がI Le、 Leu、またはMetのいずれか、もしくは

296位のアミノ酸がAsp、

の群から選択される少なくともひとつ以上のアミノ酸である、請求項

2 3 または 2 4 に記載の使用。

[請求項26] 以下の工程 (a) ~ ( i ) を含む、血漿中から当該抗原を消失する機能を

有する抗原結合分子のスクリーニング方法 ；

(a) イオン濃度の条件によって抗原に対する結合活性が変化する抗

原結合 ドメインを得る工程、



(b) 前記工程 (a) で選択 された抗原結合 ドメインをコ一 ドする遺伝子

を得 る工程、

(c) 前記工程 （b) で得 られた遺伝子を、 Fc領域 をコー ドする遺伝子 と

作動可能 に連結する工程、

(d) 前記工程 (c) で作動可能 に連結 された遺伝子を含む宿主細胞 を培

養する工程、

(e) 前記工程 (d) で得 られた培養液か ら抗原結合分子を単離する工程

(f) 前記工程 (e) で得 られた抗原結合分子を抗原 と接触 させる工程、

(g) 当該抗原結合分子 と当該抗原 を含む免疫複合体の形成 を評価す

る工程。

[ 請求項27] 以下の工程 (a) ~ (d) を含む、血漿中か ら当該抗原 を消失する機能 を

有する抗原結合分子の製造方法 ；

(a) Fc領域、 および、二以上の抗原結合 ドメインであ って少な くと

も一つの抗原結合 ドメインがイオ ン濃度の条件 によって抗原 に対する

結合活性が変化する抗原結合 ドメインを含む抗原結合分子 と抗原 を接

触 させる工程、

(b) 当該抗原結合分子 と当該抗原 を含む免疫複合体の形成 を評価す

る工程、

(c) 前記工程 (b) で免疫複合体の形成が確認 された抗原結合分子をコ

- ドする遺伝子を含むベ クタ一を含む宿主細胞 を培養する工程、

(d) 前記工程 （c) で得 られた培養液か ら抗原結合分子を単離する工程

[ 請求項28] 以下の工程 (a) ~ ( i ) を含む、血漿中か ら当該抗原 を消失する機能 を

有する抗原結合分子の製造方法 ；

(a) イオ ン濃度の条件 によって抗原 に対する結合活性が変化する抗

原結合 ドメ イ ンを得 る工程、

(b) 前記工程 (a) で選択 された抗原結合 ドメ イ ンをコ一 ドする遺伝子



を得 る工程、

(c) 前記工程 （b) で得 られた遺伝子を、 Fc領域 をコー ドする遺伝子 と

作動可能 に連結する工程、

(d) 前記工程 (c) で作動可能 に連結 された遺伝子を含む宿主細胞 を培

養する工程、

(e) 前記工程 (d) で得 られた培養液か ら抗原結合分子を単離する工程

(f) 前記工程 (e) で得 られた抗原結合分子を抗原 と接触 させる工程、

(g) 当該抗原結合分子 と当該抗原 を含む免疫複合体の形成 を評価す

る工程、

(h) 前記工程 (g) で免疫複合体の形成が確認 された抗原結合分子をコ

- ドする遺伝子を含むベ クタ一を含む宿主細胞 を培養する工程、

( ) 前記工程 （h) で得 られた培養液か ら抗原結合分子を単離する工程

[ 請求項29] 以下の工程 (a) ~ (e) を含む製造方法であ って、 さ らに当該製造方法

で得 られた抗原結合分子 と抗原 を接触 させて当該抗原結合分子 と当該

抗原 を含む免疫複合体の形成 を評価する工程 を含む、血漿中か ら当該

抗原 を消失する機能 を有する抗原結合分子の製造方法 ；

(a) イオ ン濃度の条件 によって抗原 に対する結合活性が変化する抗

原結合 ドメ イ ンを得 る工程、

(b) 前記工程 (a) で選択 された抗原結合 ドメインをコ一 ドする遺伝子

を得 る工程、

(c) 前記工程 （b) で得 られた遺伝子を、 Fc領域 をコー ドする遺伝子 と

作動可能 に連結する工程、

(d) 前記工程 (c) で作動可能 に連結 された遺伝子を含む宿主細胞 を培

養する工程、

(e) 前記工程 (d) で得 られた培養液か ら抗原結合分子を単離する工程
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"O" document referring to an oral disclosure, use, exhibnion or other means combined with one or more other such documents, such combination

"P" to the international filing date but later than being obvious to a person skilled in the art
"&" document member of the same patent family

Date of the actual completion of the international search Date of mailing of the international search report
1 9 February , 2 0 1 3 ( 1 9 . 0 2 . 1 3 ) 2 6 February , 2 0 1 3 ( 2 6 . 0 2 . 1 3 )

Name and mailing address of the ISA/ Authorized officer
Japane s e Patent Of f i c e

Facsimile No. Telephone No.
Form PCT/ISA/210 (second sheet) (July 2009)
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C (Continuation). DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category* Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages Relevant to claim No.

Y J P 2 - 1 6 3 0 8 5 A (Tei j i n Ltd . ) , 2 6 - 2 9
2 2 June 1 9 9 0 ( 2 2 . 0 6 . 1 9 9 0 ) ,
( a mi l y ： none )
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Box No. I I Observations where certain claims were found unsearchable (Continuation of item 2 of first sheet)

This international search report has not been established in respect of certain claims under Article 17(2)(a) for the following reasons:

Claims Nos.: 1 - 2 5
because they relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely:

( S e e ext r a sheet )

Claims Nos.:
because they relate to parts of the international application that do not comply with the prescribed requirements to such an
extent that no meaningful international search can be carried out, specifically:

Claims Nos.:
because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a).

Box No. Ill Observations where unity of invention i s lacking (Continuation of item 3 of first sheet)

This International Searching Authority found multiple inventions in this international application, as follows:

. □ A s all required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers all searchable
claims.

2 . □ A s all searchable claims could be searched without effort justifying additional fees, this Authority did not invite payment of
additional fees.

3 . □ A s only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers
only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos.:

4 . □ N o required additional search fees were timely paid by the applicant. Consequently, this international search report i
restricted to the invention first mentioned in the claims; i t i s covered by claims Nos.:

Remark on Protest The additional search fees were accompanied by the applicant's protest and, where applicable, the
payment of a protest fee.

The additional search fees were accompanied by the applicant's protest but the applicable protest
fee was not paid within the time limit specified in the invitation.

N o protest accompanied the payment of additional search fees.

Form PCT/ISA/210 (continuation of first sheet (2》（July 2009)
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thu s r elate t o a subj ect matter on whi ch thi s I nte rnat ional Searchi ng
Autho r i t y i s not requi red t o carry out a search unde r the provi sions
of PCT Arti cl e 17 (2) (a) (i ) and PCT Rul e 39 . 1 (i v ) .
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国際調査報告 国際出願番号 P C T / J P 2 0 1 2 / 0 8 1 1 8 5

発明の属す る分野の分類 （国際特許分類 （I P C ) )

Int.Cl. C12N15/09 (2006. 01) i , A61K39/395 (2006. 01) i , A61K45/00 (2006. 01) i , A61P37/02 (2006. 01) i
C12P21/02 (2006. 01) i , C12Q1/68 (2006. 01) i , G01N33/15 (2006. 01) i , G01N33/50 (2006. 01) i ,
C07K16/18 (2006. 01) n

B . — 調査を行った分野
調査を行った最小限資料 （国際特許分類 （I P C ) )

Int.Cl. C12N15/09, A61K39/395, A61K45/00, A61P37/02, C12P21/02, C12Q1/68, G01N33/15, G01N33/50, C07K16/18

最小限資料以外の資料で調査を行った分野に含まれるもの

日本国実用新案公報
日本国公開実用新案公報
日本国実用新案登録公報
日本国登録実用新案公報 221

ooo9
国際調査で使用 した電子データベー ス （データベー ス の9名111 称、調査に使用 した用語）

6333
CA/BIOSIS/MEDLINE/WPIDS (STN) , (JDreamll) , Science Direct

C . 関連す ると認められ る文献
引用文献の 関連す る
カテ ゴ リー * 引用文献名 及び一部の箇所が関連するときは、そ の関連す る箇所の表示 請求項の番号

Y 0 2009/125825 A1 (中外製薬株式会社） 2009. 10. 15， 2 6 - 9
& JP 4954326 B & US 2011/0111406 A l & EP 2275443 A l

Y JP 2011-184418 A (国立大学法人東京工業大学) 2011. 09. 22 2 6 - 9
( フ ア ミ リーな し）

Y 0 2010/058860 A1 (株式会社 シ ノテ ス ト） 2010· 05· 27， 2 6 - 9
( フ ア ミ リーな し）

c 欄の続きにも文献が列挙 されているc パ テ ン トフ ァ ミ リー に関する別紙 を参照。

* 引用文献 の 日の後に公表 された文献
ΓΑ 」特に関連のある文献ではなく、一般的技術水準を示す 「Τ 」国際出願 日又は優先 日後に公表 された文献であって

もの 出願 と矛盾す るものではなく、発明の原理又は理論
ΓΕ 」国際出願 日前の出願または特許であるが、国際出願 日 の理解のために引用す るもの

以後に公表 された もの 「X 」特に関連のある文献であって、当該文献のみで発明
「L 」優先権主張に疑義を提起する文献又は他の文献の発行 の新規性又は進歩性がない と考えられ るもの

日若 しくは他の特別 な理 由を確立す るために引用す ΓΥ 」特に関連のある文献であって、当該文献 と他の 1 以
る文献 （理由を付す） 上の文献 との、当業者にとって 自明である組合せに

Γθ 」 口頭による開示、使用、展示等に言及す る文献 よって進歩性がない と考え
ΓΡ 」国際出願 日前で、かつ優先権の主張の基礎 となる出願 Γ& 」同一パ テ ン トフ ァ ミ リー文献

国際調査を完了した 日 国際調査報告の発送 日
9 . 0 2 . 2 0 1 3 2 6 . 0 2 . 2 0 1 3

国際調査機 関の名称及びあて先 特許庁審査官 （権限のある職員） 4 B 9 3 5 8

日本国特許庁 （I S A J Ρ ) 小暮 道明
郵便番号 1 0 0 — 8 9 1 5

東京都千代田区霞が関三丁 目4 番 3 号 0 3 - 3 5 8 1 - 1 1 0 内線 3 4 4 8
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C (続き） . 関連すると認められる文献
引用文献の 関連する
カテゴリー * 引用文献名 及び一部の箇所が関連するときは、その 関連する箇所の表示 請求項の番号

Y JP 2-163085 A (帝人株式会社） 1990. 06. 22, ( フ アミリーな し) 2 6 - 9
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国際調査報告 国際出願番号 P C T / J P 2 0 1 2 / 0 8 1 1 8 5

第 Π欄 請求の範囲の一部の調査ができない ときの意見 （第 1 ページの 2 の続き）

法第 8条第3項 （P C T 17条 （2) (a) ) の規定によ り、 こ の 国際調査報告 は次の理 由に よ り請求の範 囲の一部 について作
成 しなかった。

1 . が 請求項 1 2 5 は、この国際調査機 関が調査 をす るこ とを要 しない対象 に係 るもの で あ る。

つま り、

請求項 1 2 5 に係 る発 明は、人の身体の手術若 しくは治療 による処置又 は診断方法に
係 るものであ り、 P C T 第 1 7 条 （2 ) ( a ) ( i ) 及 び P C T 規則 3 9 . 1 の規定によ
り、 この国際調査機 関が調査す ることを要 しない対象 に係 るものである。

2 . 請求項 は、有意義な国際調査 をす ることができる程度まで所定の要件 を満た してい
ない国際出願 の部分に係 るものである。つま り、

3 . 請求項 は、従属請求の範囲であって P C T 規則 6. 4 (a) の第 2 文及び第3文の規定に
従って記載 されていない。

第 欄 発明の単一性が欠如 しているときの意見 （第 1 ページの 3 の続 き）

次に述べ るよ うにこの国際出願 に二以上の発明があるとこの国際調査機 関は認 めた。

1 . 出願人が必要な追加調査手数料 をすベて期間内に納付 したの で 、 この 国際調査報告は、すべての調査可能な請求
項について作成 した。

2 . 追加調査手数料 を要求す るまでもなく、すべての調査可能な請求項について調査す ることができたので、追加調
查手数料の納付 を求めなかった。

3 . 出願人が必要な追加調査手数料 を一部のみ しか期間内に納付 しなかったので、この国際調査報告は、手数料の納
付のあった次の請求項のみについて作成 した。

4 . 出願人が必要な追加調査手数料 を期間内に納付 しなかったの で 、 この 国際調査報告は、請求の範囲の最初に記載
されてい る発明に係 る次の請求項について作成 した。

追加調査手数料の異議の申立てに関す る注意
□ 追加調査手数料及び、該当す る場合には、異議 申立手数料の納付 と共に、出願人か ら異議 申立てがあった。

追加調査手数料の納付 と共に出願人か ら異議 申立てがあつたが、異議 申立手数料が納付命令書に示 した期間
内に支払われなかった。

追加調査手数料の納付はあったが、異議 申立てはなかった。

様式 P C T I S A 2 1 0 (第 1 ページの続葉 （2 ) ) ( 2 0 0 9 年 7 月）
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