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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　第1の結合ドメインを通じて標的細胞表面抗原に、および第2の結合ドメインを通じてT
細胞表面抗原CD3に結合する二重特異性単鎖抗体コンストラクトであって、該コンストラ
クトが2つのFcRn結合ペプチドを含み、
（a）第1のFcRn結合ペプチドがアミノ酸配列

を含み、ここでX1はYまたはHであり、かつ
（b）第2のFcRn結合ペプチドがアミノ酸配列

を含み、
該二重特異性単鎖抗体コンストラクトがSEQ ID NO:132～135で示されるアミノ酸配列を有
さない、二重特異性単鎖抗体コンストラクト。
【請求項２】
　第2のFcRn結合ペプチドが、アミノ酸配列

を含む、請求項1記載の抗体コンストラクト。
【請求項３】
（a）アミノ酸配列
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を含むN末端のFcRn結合ペプチドおよびアミノ酸配列

を含むC末端のFcRn結合ペプチド；
（b）アミノ酸配列

を含むN末端のFcRn結合ペプチドおよびアミノ酸配列

を含むC末端のFcRn結合ペプチド；
（c）アミノ酸配列

を含むN末端のFcRn結合ペプチドおよびアミノ酸配列

を含むC末端のFcRn結合ペプチド；
（d）アミノ酸配列

を含むN末端のFcRn結合ペプチドおよびアミノ酸配列

を含むC末端のFcRn結合ペプチド；
（e）アミノ酸配列

を含むN末端のFcRn結合ペプチドおよびアミノ酸配列

を含むC末端のFcRn結合ペプチド；ならびに
（f）アミノ酸配列

を含むN末端のFcRn結合ペプチドおよびアミノ酸配列

を含むC末端のFcRn結合ペプチド
からなる群より選択されるN末端のFcRn結合ペプチドおよびC末端のFcRn結合ペプチドを含
む、請求項1または2記載の抗体コンストラクト。
【請求項４】
　FcRn結合ペプチドが、1つまたは複数のペプチドリンカーを通じて抗体コンストラクト
に連結されている、請求項1～3のいずれか一項記載の抗体コンストラクト。
【請求項５】
　ペプチドリンカーが、アミノ酸配列（GGGGS)n（SEQ ID NO:6）nを有し、nが1～5の範囲
の整数である、請求項4記載の抗体コンストラクト。
【請求項６】
　血清アルブミンに結合するさらなるドメインを含む、請求項1～5のいずれか一項記載の
抗体コンストラクト。
【請求項７】
　標的細胞表面抗原が腫瘍抗原である、請求項1～6のいずれか一項記載の抗体コンストラ
クト。
【請求項８】
　腫瘍抗原が、CDH19、メソテリン（MSLN）、DLL3、FLT3、CD33、CD20およびEGFRvIIIか
らなる群より選択される、請求項7記載の抗体コンストラクト。
【請求項９】
　第2の結合ドメインが、ヒトおよびコモンマーモセット（Callithrix jacchus）、ワタ
ボウシタマリン（Saguinus oedipus）またはコモンリスザル（Saimiri sciureus）CD3ε
鎖のエピトープに結合し、該エピトープがSEQ ID NO:7、8、9および10からなる群に含ま
れるアミノ酸配列の一部でありかつ、少なくともアミノ酸配列Gln-Asp-Gly-Asn-Glu（SEQ
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 ID NO:11）を含む、請求項1～8のいずれか一項記載の抗体コンストラクト。
【請求項１０】
　第2の結合ドメインが、
（a）SEQ ID NO:12～14で示されるCDR-L1～L3およびSEQ ID NO:15～17で示されるCDR-H1
～H3；
（b）SEQ ID NO:24～26で示されるCDR-L1～L3およびSEQ ID NO:27～29で示されるCDR-H1
～H3；
（c）SEQ ID NO:36～38で示されるCDR-L1～L3およびSEQ ID NO:39～41で示されるCDR-H1
～H3；
（d）SEQ ID NO:48～50で示されるCDR-L1～L3およびSEQ ID NO:51～53で示されるCDR-H1
～H3；
（e）SEQ ID NO:60～62で示されるCDR-L1～L3およびSEQ ID NO:63～65で示されるCDR-H1
～H3；
（f）SEQ ID NO:72～74で示されるCDR-L1～L3およびSEQ ID NO:75～77で示されるCDR-H1
～H3；
（g）SEQ ID NO:84～86で示されるCDR-L1～L3およびSEQ ID NO:87～89で示されるCDR-H1
～H3；
（h）SEQ ID NO:96～98で示されるCDR-L1～L3およびSEQ ID NO:99～101で示されるCDR-H1
～H3；
（i）SEQ ID NO:108～110で示されるCDR-L1～L3およびSEQ ID NO:111～113で示されるCDR
-H1～H3；
（j）SEQ ID NO:120～122で示されるCDR-L1～L3およびSEQ ID NO:123～125で示されるCDR
-H1～H3；
（k）SEQ ID NO:616～618で示されるCDR-L1～L3およびSEQ ID NO:613～615で示されるCDR
-H1～H3；
（l）SEQ ID NO:626～628で示されるCDR-L1～L3およびSEQ ID NO:623～625で示されるCDR
-H1～H3；
（m）SEQ ID NO:636～638で示されるCDR-L1～L3およびSEQ ID NO:633～635で示されるCDR
-H1～H3；
（n）SEQ ID NO:646～648で示されるCDR-L1～L3およびSEQ ID NO:643～645で示されるCDR
-H1～H3；
（o）SEQ ID NO:656～658で示されるCDR-L1～L3およびSEQ ID NO:653～655で示されるCDR
-H1～H3；
（p）SEQ ID NO:666～668で示されるCDR-L1～L3およびSEQ ID NO:663～665で示されるCDR
-H1～H3；
（q）SEQ ID NO:676～678で示されるCDR-L1～L3およびSEQ ID NO:673～675で示されるCDR
-H1～H3；ならびに
（r）SEQ ID NO:686～688で示されるCDR-L1～L3およびSEQ ID NO:683～685で示されるCDR
-H1～H3
からなる群より選択されるCDR-L1～L3を有するVL領域およびCDR-H1～H3を有するVH領域を
含む、請求項9記載の抗体コンストラクト。
【請求項１１】
　第2の結合ドメインが、
（a）SEQ ID NO:18で示されるVH鎖およびSEQ ID NO:20で示されるVL鎖；
（b）SEQ ID NO:30で示されるVH鎖およびSEQ ID NO:32で示されるVL鎖；
（c）SEQ ID NO:42で示されるVH鎖およびSEQ ID NO:44で示されるVL鎖；
（d）SEQ ID NO:54で示されるVH鎖およびSEQ ID NO:56で示されるVL鎖；
（e）SEQ ID NO:66で示されるVH鎖およびSEQ ID NO:68で示されるVL鎖；
（f）SEQ ID NO:78で示されるVH鎖およびSEQ ID NO:80で示されるVL鎖；
（g）SEQ ID NO:90で示されるVH鎖およびSEQ ID NO:92で示されるVL鎖；
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（h）SEQ ID NO:102で示されるVH鎖およびSEQ ID NO:104で示されるVL鎖；
（i）SEQ ID NO:114で示されるVH鎖およびSEQ ID NO:116で示されるVL鎖；
（j）SEQ ID NO:126で示されるVH鎖およびSEQ ID NO:128で示されるVL鎖；
（k）SEQ ID NO:619で示されるVH鎖およびSEQ ID NO:620で示されるVL鎖；
（l）SEQ ID NO:629で示されるVH鎖およびSEQ ID NO:630で示されるVL鎖；
（m）SEQ ID NO:639で示されるVH鎖およびSEQ ID NO:640で示されるVL鎖；
（n）SEQ ID NO:649で示されるVH鎖およびSEQ ID NO:650で示されるVL鎖；
（o）SEQ ID NO:659で示されるVH鎖およびSEQ ID NO:660で示されるVL鎖；
（p）SEQ ID NO:669で示されるVH鎖およびSEQ ID NO:670で示されるVL鎖；
（q）SEQ ID NO:679で示されるVH鎖およびSEQ ID NO:680で示されるVL鎖；ならびに
（r）SEQ ID NO:689で示されるVH鎖およびSEQ ID NO:690で示されるVL鎖
からなる群より選択されるVH鎖およびVL鎖の対を含む、請求項9または10記載の抗体コン
ストラクト。
【請求項１２】
　第2の結合ドメインが、SEQ ID NO:22、SEQ ID NO:34、SEQ ID NO:46、SEQ ID NO:58、S
EQ ID NO:70、SEQ ID NO:82、SEQ ID NO:94、SEQ ID NO:106、SEQ ID NO:118、SEQ ID NO
:130、SEQ ID NO:621、SEQ ID NO:631、SEQ ID NO:641、SEQ ID NO:651、SEQ ID NO:661
、SEQ ID NO:671、SEQ ID NO:681またはSEQ ID NO:691に示されるアミノ酸配列を含む、
請求項9～11のいずれか一項記載の抗体コンストラクト。
【請求項１３】
　前記ドメインが、N末端からC末端に向かって以下のように配置されている、請求項1～1
2のいずれか一項記載の抗体コンストラクト：
（SEQ ID NO:1を含むFcRn結合ペプチド）-（第1の結合ドメインのVH鎖）-（第1の結合ド
メインのVL鎖）-（第2の結合ドメインのVH鎖）-（第2の結合ドメインのVL鎖）-（SEQ ID 
NO:4を含むFcRn結合ペプチド）
または
（SEQ ID NO:4を含むFcRn結合ペプチド）-（第1の結合ドメインのVH鎖）-（第1の結合ド
メインのVL鎖）-（第2の結合ドメインのVH鎖）-（第2の結合ドメインのVL鎖）-（SEQ ID 
NO:1を含むFcRn結合ペプチド）。
【請求項１４】
　請求項1～13のいずれか一項記載の抗体コンストラクトをコードするポリヌクレオチド
。
【請求項１５】
　請求項14記載のポリヌクレオチドを含むベクター。
【請求項１６】
　請求項14記載のポリヌクレオチドまたは請求項15記載のベクターで形質転換またはトラ
ンスフェクトされた宿主細胞。
【請求項１７】
　請求項1～13のいずれか一項記載の抗体コンストラクトの発現を可能にする条件下で請
求項16記載の宿主細胞を培養する工程、および産生された抗体コンストラクトを培養物か
ら回収する工程を含む、請求項1～13のいずれか一項記載の抗体コンストラクトの製造の
ための方法。
【請求項１８】
　請求項1～13のいずれか一項記載のまたは請求項17記載の方法にしたがい製造された抗
体コンストラクトを含む、薬学的組成物。
【請求項１９】
　増殖性疾患、腫瘍性疾患、ウイルス性疾患または免疫学的障害から選択される疾患の予
防、処置または改善のための薬学的組成物の調製における、請求項1～13のいずれか一項
記載のまたは請求項17記載の方法にしたがい製造された抗体コンストラクトの使用。
【請求項２０】



(5) JP 6698065 B2 2020.5.27

10

20

30

40

50

　請求項1～13のいずれか一項記載のまたは請求項17記載の方法にしたがい製造された抗
体コンストラクトを含む、増殖性疾患、腫瘍性疾患、ウイルス性疾患または免疫学的障害
の処置または改善のための薬学的組成物。
【請求項２１】
　請求項1～13のいずれか一項記載のもしくは請求項17記載の方法にしたがい製造された
抗体コンストラクト、請求項15記載のベクター、および／または請求項16記載の宿主細胞
を含む、キット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
発明の分野
　本発明は、2つのFcRn結合ペプチドを含む、第1の結合ドメインを通じて標的細胞表面抗
原に、および第2の結合ドメインを通じてT細胞表面抗原CD3に結合する二重特異性単鎖抗
体コンストラクトに関する。さらに、本発明は、該抗体コンストラクトをコードする核酸
分子、該核酸分子を含むベクターおよび該ベクターで形質転換またはトランスフェクトさ
れた宿主細胞を提供する。さらに、本発明は、本発明の抗体コンストラクトの製造方法、
該抗体コンストラクトの医療的使用および該抗体コンストラクトを含むキットを提供する
。
【背景技術】
【０００２】
発明の背景
　薬学的組成物の開発における重要な問題は、活性化合物が効果を示すようその標的に相
当量到達するかどうかである。例えば癌、ウイルスまたは炎症疾患の処置において二重特
異性T細胞エンゲージ抗体由来化合物を使用する治療的アプローチの場合、それに対応す
る問題は、その抗体由来化合物が標的細胞の区画で充分な濃度に到達するかどうかである
。二重特異性分子、例えばBiTE（登録商標）（二重特異性T細胞エンゲージャー）抗体は
、2つのフレキシブルに連結された抗体由来結合ドメインから構成される組み換えタンパ
ク質コンストラクトである。BiTE（登録商標）抗体の1つの結合ドメインは、標的細胞上
の選択された腫瘍関連表面抗原に特異的であり、第2の結合ドメインは、T細胞上のT細胞
受容体複合体のサブユニットであるCD3に特異的である。それらの個別の設計によって、B
iTE（登録商標）抗体は個々に、T細胞を標的細胞と一過的に結びつけ、同時に標的細胞に
対するT細胞の生来的な細胞溶解能を強く活性化させるよう適合される。BiTE（登録商標
）抗体は、そのタイプの化合物が傍細胞拡散を通じて内皮バリアを超えた先の区画に浸潤
することを可能にする分子量を有する小さなタンパク質である。しかし、BiTE（登録商標
）抗体のような小さなタンパク質の欠点は、より短い半減期をもたらし得る腎臓カットオ
フ以下の分子量であり、これはBiTE（登録商標）抗体が多くの他の抗体形式と共有してい
る特徴である。
【０００３】
　半減期の増加は、一般に、免疫グロブリン、特に抗体、特に小さいサイズの抗体フラグ
メントのインビボ適用において有用である。抗体フラグメント（Fv、ジスルフィド結合Fv
、Fab、scFv、dAb）に基づくそのような抗体コンストラクトは、身体の大部分に迅速に到
達することができるが、それらの抗体コンストラクトは身体からの迅速なクリアランスに
悩まされる可能性がある。抗体コンストラクト、例えば単鎖ダイアボディの半減期の延長
に関して当技術分野で報告されている戦略は、ポリエチレングリコール鎖の連結（PEG化
）、IgG Fc領域または連鎖球菌プロテインG由来のアルブミン結合ドメインへの融合を含
む（Stork 2009, JBC 284(38), p 25612（非特許文献1）を参照のこと）。すべてのそれ
らのアプローチは、個別の対処しなければならない異なる問題を有している。PEG化は、
不可逆的であり得るかまたはこの方法が抗体コンストラクトの生物学的活性および／もし
くは組織分布を損なわせ得るかのいずれかであり得る。IgG Fc領域への二重特異性抗体コ
ンストラクトの融合は、カツマキソマブに関して記載されているような三機能性分子を生
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じ得、これはFc-FcR機能を通じてさらなる細胞型を動員し得る。さらに、細菌起源のアル
ブミン結合ドメインの融合は、その抗体コンストラクトの免疫原性を増大させ得、患者内
でのタンパク質ベースの化合物の効果の長期間持続を実現するために免疫原性を最小限に
抑えなければならないことは当技術分野で一般に理解されていることである。
【０００４】
　したがって、例えば体内のその指定された位置に迅速に到達することができる点および
身体の大部分に到達することもできる点から、小さな結合分子を有することが一方で望ま
れつつ、そのような結合分子の小さな「サイズ」は、他方では、特に腎臓クリアランスに
関して好ましくない。腎臓クリアランスのしきい値を超える抗体コンストラクトの分子量
へのサイズアップの戦略の代償は、望まれる組織分布の喪失または抗体機能の立体障害で
あり得る。したがって、それは、小さなサイズ、腎臓クリアランス、安定性／機能性およ
び組織分布の間のバランス取りである。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００５】
【非特許文献１】Stork 2009, JBC 284(38), p 25612
【発明の概要】
【０００６】
[本発明1001]
　第1の結合ドメインを通じて標的細胞表面抗原に、および第2の結合ドメインを通じてT
細胞表面抗原CD3に結合する二重特異性単鎖抗体コンストラクトであって、該コンストラ
クトが2つのFcRn結合ペプチドを含み、
（a）第1のFcRn結合ペプチドがアミノ酸配列

を含み、ここでX1はYまたはHであり、かつ
（b）第2のFcRn結合ペプチドがアミノ酸配列

を含み、
該二重特異性単鎖抗体コンストラクトがSEQ ID NO:132～135で示されるアミノ酸配列を有
さない、二重特異性単鎖抗体コンストラクト。
[本発明1002]
　第2のFcRn結合ペプチドが、アミノ酸配列

を含む、本発明1001の抗体コンストラクト。
[本発明1003]
（a）アミノ酸配列

を含むN末端のFcRn結合ペプチドおよびアミノ酸配列

を含むC末端のFcRn結合ペプチド；
（b）アミノ酸配列

を含むN末端のFcRn結合ペプチドおよびアミノ酸配列

を含むC末端のFcRn結合ペプチド；
（c）アミノ酸配列

を含むN末端のFcRn結合ペプチドおよびアミノ酸配列

を含むC末端のFcRn結合ペプチド；
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（d）アミノ酸配列

を含むN末端のFcRn結合ペプチドおよびアミノ酸配列

を含むC末端のFcRn結合ペプチド；
（e）アミノ酸配列

を含むN末端のFcRn結合ペプチドおよびアミノ酸配列

を含むC末端のFcRn結合ペプチド；ならびに
（f）アミノ酸配列

を含むN末端のFcRn結合ペプチドおよびアミノ酸配列

を含むC末端のFcRn結合ペプチド
からなる群より選択されるN末端のFcRn結合ペプチドおよびC末端のFcRn結合ペプチドを含
む、本発明1001または1002の抗体コンストラクト。
[本発明1004]
　FcRn結合ペプチドが、1つまたは複数のペプチドリンカーを通じて抗体コンストラクト
に連結されている、前記本発明のいずれかの抗体コンストラクト。
[本発明1005]
　ペプチドリンカーが、アミノ酸配列（GGGGS)n（SEQ ID NO:6）nを有し、nが1～5の範囲
の整数である、本発明1004の抗体コンストラクト。
[本発明1006]
　血清アルブミンに結合するさらなるドメインを含む、前記本発明のいずれかの抗体コン
ストラクト。
[本発明1007]
　標的細胞表面抗原が腫瘍抗原である、前記本発明のいずれかの抗体コンストラクト。
[本発明1008]
　腫瘍抗原が、CDH19、メソテリン（MSLN）、DLL3、FLT3、CD33、CD20およびEGFRvIIIか
らなる群より選択される、本発明1007の抗体コンストラクト。
[本発明1009]
　第2の結合ドメインが、ヒトおよびコモンマーモセット（Callithrix jacchus）、ワタ
ボウシタマリン（Saguinus oedipus）またはコモンリスザル（Saimiri sciureus）CD3ε
鎖のエピトープに結合し、該エピトープがSEQ ID NO:7、8、9および10からなる群に含ま
れるアミノ酸配列の一部でありかつ、少なくともアミノ酸配列Gln-Asp-Gly-Asn-Glu（SEQ
 ID NO:11）を含む、前記本発明のいずれかの抗体コンストラクト。
[本発明1010]
　第2の結合ドメインが、
（a）SEQ ID NO:12～14で示されるCDR-L1～L3およびSEQ ID NO:15～17で示されるCDR-H1
～H3；
（b）SEQ ID NO:24～26で示されるCDR-L1～L3およびSEQ ID NO:27～29で示されるCDR-H1
～H3；
（c）SEQ ID NO:36～38で示されるCDR-L1～L3およびSEQ ID NO:39～41で示されるCDR-H1
～H3；
（d）SEQ ID NO:48～50で示されるCDR-L1～L3およびSEQ ID NO:51～53で示されるCDR-H1
～H3；
（e）SEQ ID NO:60～62で示されるCDR-L1～L3およびSEQ ID NO:63～65で示されるCDR-H1
～H3；
（f）SEQ ID NO:72～74で示されるCDR-L1～L3およびSEQ ID NO:75～77で示されるCDR-H1
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～H3；
（g）SEQ ID NO:84～86で示されるCDR-L1～L3およびSEQ ID NO:87～89で示されるCDR-H1
～H3；
（h）SEQ ID NO:96～98で示されるCDR-L1～L3およびSEQ ID NO:99～101で示されるCDR-H1
～H3；
（i）SEQ ID NO:108～110で示されるCDR-L1～L3およびSEQ ID NO:111～113で示されるCDR
-H1～H3；
（j）SEQ ID NO:120～122で示されるCDR-L1～L3およびSEQ ID NO:123～125で示されるCDR
-H1～H3；
（k）SEQ ID NO:616～618で示されるCDR-L1～L3およびSEQ ID NO:613～615で示されるCDR
-H1～H3；
（l）SEQ ID NO:626～628で示されるCDR-L1～L3およびSEQ ID NO:623～625で示されるCDR
-H1～H3；
（m）SEQ ID NO:636～638で示されるCDR-L1～L3およびSEQ ID NO:633～635で示されるCDR
-H1～H3；
（n）SEQ ID NO:646～648で示されるCDR-L1～L3およびSEQ ID NO:643～645で示されるCDR
-H1～H3；
（o）SEQ ID NO:656～658で示されるCDR-L1～L3およびSEQ ID NO:653～655で示されるCDR
-H1～H3；
（p）SEQ ID NO:666～668で示されるCDR-L1～L3およびSEQ ID NO:663～665で示されるCDR
-H1～H3；
（q）SEQ ID NO:676～678で示されるCDR-L1～L3およびSEQ ID NO:673～675で示されるCDR
-H1～H3；ならびに
（r）SEQ ID NO:686～688で示されるCDR-L1～L3およびSEQ ID NO:683～685で示されるCDR
-H1～H3
からなる群より選択されるCDR-L1～L3を有するVL領域およびCDR-H1～H3を有するVH領域を
含む、本発明1009の抗体コンストラクト。
[本発明1011]
　第2の結合ドメインが、
（a）SEQ ID NO:18で示されるVH鎖およびSEQ ID NO:20で示されるVL鎖；
（b）SEQ ID NO:30で示されるVH鎖およびSEQ ID NO:32で示されるVL鎖；
（c）SEQ ID NO:42で示されるVH鎖およびSEQ ID NO:44で示されるVL鎖；
（d）SEQ ID NO:54で示されるVH鎖およびSEQ ID NO:56で示されるVL鎖；
（e）SEQ ID NO:66で示されるVH鎖およびSEQ ID NO:68で示されるVL鎖；
（f）SEQ ID NO:78で示されるVH鎖およびSEQ ID NO:80で示されるVL鎖；
（g）SEQ ID NO:90で示されるVH鎖およびSEQ ID NO:92で示されるVL鎖；
（h）SEQ ID NO:102で示されるVH鎖およびSEQ ID NO:104で示されるVL鎖；
（i）SEQ ID NO:114で示されるVH鎖およびSEQ ID NO:116で示されるVL鎖；
（j）SEQ ID NO:126で示されるVH鎖およびSEQ ID NO:128で示されるVL鎖；
（k）SEQ ID NO:619で示されるVH鎖およびSEQ ID NO:620で示されるVL鎖；
（l）SEQ ID NO:629で示されるVH鎖およびSEQ ID NO:630で示されるVL鎖；
（m）SEQ ID NO:639で示されるVH鎖およびSEQ ID NO:640で示されるVL鎖；
（n）SEQ ID NO:649で示されるVH鎖およびSEQ ID NO:650で示されるVL鎖；
（o）SEQ ID NO:659で示されるVH鎖およびSEQ ID NO:660で示されるVL鎖；
（p）SEQ ID NO:669で示されるVH鎖およびSEQ ID NO:670で示されるVL鎖；
（q）SEQ ID NO:679で示されるVH鎖およびSEQ ID NO:680で示されるVL鎖；ならびに
（r）SEQ ID NO:689で示されるVH鎖およびSEQ ID NO:690で示されるVL鎖
からなる群より選択されるVH鎖およびVL鎖の対を含む、本発明1009または1010の抗体コン
ストラクト。
[本発明1012]
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　第2の結合ドメインが、SEQ ID NO:22、SEQ ID NO:34、SEQ ID NO:46、SEQ ID NO:58、S
EQ ID NO:70、SEQ ID NO:82、SEQ ID NO:94、SEQ ID NO:106、SEQ ID NO:118、SEQ ID NO
:130、SEQ ID NO:621、SEQ ID NO:631、SEQ ID NO:641、SEQ ID NO:651、SEQ ID NO:661
、SEQ ID NO:671、SEQ ID NO:681またはSEQ ID NO:691に示されるアミノ酸配列を含む、
本発明1009～1011のいずれかの抗体コンストラクト。
[本発明1013]
　前記ドメインが、N末端からC末端に向かって以下のように配置されている、本発明1001
～1012のいずれかの抗体コンストラクト：
（SEQ ID NO:1を含むFcRn結合ペプチド）-（第1の結合ドメインのVH鎖）-（第1の結合ド
メインのVL鎖）-（第2の結合ドメインのVH鎖）-（第2の結合ドメインのVL鎖）-（SEQ ID 
NO:4を含むFcRn結合ペプチド）
または
（SEQ ID NO:4を含むFcRn結合ペプチド）-（第1の結合ドメインのVH鎖）-（第1の結合ド
メインのVL鎖）-（第2の結合ドメインのVH鎖）-（第2の結合ドメインのVL鎖）-（SEQ ID 
NO:1を含むFcRn結合ペプチド）。
[本発明1014]
　本発明1001～1013のいずれかの抗体コンストラクトをコードするポリヌクレオチド。
[本発明1015]
　本発明1014のポリヌクレオチドを含むベクター。
[本発明1016]
　本発明1014のポリヌクレオチドまたは本発明1015のベクターで形質転換またはトランス
フェクトされた宿主細胞。
[本発明1017]
　本発明1001～1013のいずれかの抗体コンストラクトの発現を可能にする条件下で本発明
1016の宿主細胞を培養する工程、および産生された抗体コンストラクトを培養物から回収
する工程を含む、本発明1001～1013のいずれかの抗体コンストラクトの製造のための方法
。
[本発明1018]
　本発明1001～1013のいずれかのまたは本発明1017の方法にしたがい製造された抗体コン
ストラクトを含む、薬学的組成物。
[本発明1019]
　増殖性疾患、腫瘍性疾患、ウイルス性疾患または免疫学的障害から選択される疾患の予
防、処置または改善に使用するための、本発明1001～1013のいずれかのまたは本発明1017
の方法にしたがい製造された抗体コンストラクト。
[本発明1020]
　それを必要とする対象に本発明1001～1013のいずれかのまたは本発明1017の方法にした
がい製造された抗体コンストラクトを投与する工程を含む、増殖性疾患、腫瘍性疾患、ウ
イルス性疾患または免疫学的障害の処置または改善のための方法。
[本発明1021]
　本発明1001～1013のいずれかのもしくは本発明1017の方法にしたがい製造された抗体コ
ンストラクト、本発明1015のベクター、および／または本発明1016の宿主細胞を含む、キ
ット。
【発明を実施するための形態】
【０００７】
定義
　本明細書で使用される場合、単数形（「a」、「an」および「the」）は、文脈が明らか
にそうでないことを示していない限り、複数の参照を含むことに留意されなければならな
い。したがって、例えば、「試薬（a reagent）」に対する参照は、1つまたは複数のその
ような異なる試薬を含み、「方法（the method）」に対する参照は、本明細書に記載され
る方法のために改変され得るまたは本明細書に記載される方法と置換され得る当業者に公
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知の等価な工程および方法（equivalent steps and methods）に対する参照を含む。
【０００８】
　そうでないことが示されない限り、要素群の前に置かれる「少なくとも」という用語は
、この群のあらゆる要素を参照していると理解されるべきである。当業者は、慣用的以上
の実験を用いずとも、本明細書に記載される本発明の具体的態様の多くの等価物を認識す
るまたは確認することができる。そのような等価物は、本発明に含まれることが意図され
ている。
【０００９】
　「および（ならびに）／または（もしくは）」という用語は、本明細書のいずれの場所
で使用される場合でも、「および（ならびに）」、「または（もしくは）」および「この
用語によって接続される要素のすべてまたは任意の他の組み合わせ」の意味を含んでいる
。
【００１０】
　本明細書で使用される「約」または「およそ」という用語は、示された値または範囲の
±20％以内、好ましくは±15％以内、より好ましくは±10％以内、最も好ましくは±5％
以内を意味する。
【００１１】
　本明細書および添付の特許請求の範囲を通して、文脈がそうでないことを必要としない
限り、「含む（comprise）」という単語および「含む（comprises）」、「含む（compris
ing）」等の派生語は、言及されている整数値もしくは工程または整数値もしくは工程の
グループを含むが、任意のその他の整数値もしくは工程または整数値もしくは工程のグル
ープを排除しないことを暗に示すものと理解されるべきである。本明細書で使用される場
合、「含む（comprising）」という用語は、「含む（containing）」もしくは「含む（in
cluding）」という用語と、または本明細書で使用される場合ときどき「有する（having
）」という用語と置き換えられ得る。
【００１２】
　本願で使用される場合、「からなる」は、請求項発明の要素の中で指定されていない任
意の要素、工程または成分を排除する。本明細書で使用される場合、「から本質的になる
」は、その請求項発明の基本的かつ新規の特徴に実質的に影響しない物質または工程を排
除しない。
【００１３】
　本明細書の各例において、「含む」、「から本質的になる」および「からなる」という
用語はいずれも、他の2つの用語のいずれかと置き換えられ得る。
【００１４】
発明の詳細な説明
　本明細書で上記されているように、二重特異性単鎖抗体コンストラクトの分布容積を増
加させる好ましい戦略は、好ましい組織分布特性を実現するがこの分子のT細胞エンゲー
ジ機能の立体的影響に起因する障害を回避する小さなペプチドドメインの付加である。こ
れに関する1つの可能なアプローチが、Sockolosky（PNAS 2012, 109(40, p16095）によっ
て球形蛍光組み換えタンパク質に関して報告された。このアプローチは、胎児性Fc受容体
（FcRn）に結合する短い末端ペプチド拡張部の融合を提案する。Sockoloskyによって使用
された組み換えタンパク質（mKate）は、FcRnを介した再利用およびトランスサイトーシ
ス系を使用することによってこれらのタンパク質の半減期を延長するよう修飾された。し
かし、FcRn結合ペプチドと組み合わせてのアネモネであるエンタクマエア・クアドリカラ
ー（Entacmaea quadrocolor）の近赤外蛍光タンパク質であるmKateの使用は、非常に単純
化されたモデル系である。mKateタンパク質とは対照的に、T細胞エンゲージ二重特異性抗
体コンストラクトは、ずっと複雑な構造物であり、その機能のために、その特異的エピト
ープへの結合を可能にする結合ドメインの正確な形成が必要となる。この結合は、（その
標的結合ドメインのエピトープである）標的エピトープを有する細胞と患者自身のT細胞
とがエンゲージし、標的細胞の細胞毒性排除がなされるための必須要件である。当然、二
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重特異性T細胞エンゲージ抗体コンストラクトの機能のためのさらなる決定的要因は、そ
のコンストラクトが依然として医薬用途に関する産業標準に沿って製造可能かどうかとい
う問題である。上記の技術分野に照らして、本発明の根底にある課題は、当技術分野で公
知の二重特異性T細胞エンゲージ抗体コンストラクトと比較して向上した組織分布を示す
機能的な二重特異性単鎖抗体コンストラクトを提供することである。
【００１５】
　本発明は、第1の結合ドメインを通じて標的細胞表面抗原に、および第2の結合ドメイン
を通じてT細胞表面抗原CD3に結合する二重特異性単鎖抗体コンストラクトを提供し、該コ
ンストラクトは2つのFcRn結合ペプチドを含み、
（a）第1のFcRn結合ペプチドはアミノ酸配列

を含み、ここでX1はYまたはHであり、かつ
（b）第2のFcRn結合ペプチドはアミノ酸配列

を含み、
該二重特異性単鎖抗体コンストラクトはSEQ ID NO:132～135で示されるアミノ酸配列を有
さない。
【００１６】
　本発明の抗体コンストラクトの1つの態様において、第2のFcRn結合ペプチドは、アミノ
酸配列

を含む。
【００１７】
　「抗体コンストラクト」という用語は、その構造および／または機能が抗体の、例えば
全長または全免疫グロブリン分子の構造および／または機能に基づいている分子を表す。
したがって抗体コンストラクトは、その特異的標的または抗原に結合することができる。
さらに、本発明にしたがう抗体コンストラクトは、標的結合を可能にする抗体の最小構造
要件を含む。この最小要件は、例えば、少なくとも3つの軽鎖CDR（すなわち、VL領域のCD
R1、CDR2およびCDR3）ならびに／または3つの重鎖CDR（すなわち、VH領域のCDR1、CDR2お
よびCDR3）の存在によって定義され得る。本発明にしたがうコンストラクトの元になる抗
体は、例えば、モノクローナル、組み換え、キメラ、非免疫化、ヒト化およびヒト抗体を
含む。
【００１８】
　本発明にしたがう「抗体コンストラクト」の定義には、ラクダ抗体およびバイオテクノ
ロジーまたはタンパク質工学的な方法またはプロセスにより作製される他の免疫グロブリ
ン抗体を含む全長または全抗体も含まれる。これらの全長抗体は、例えば、モノクローナ
ル、組み換え、キメラ、非免疫化、ヒト化およびヒト抗体であり得る。また、「抗体コン
ストラクト」の定義には、全長抗体のフラグメント、例えば、VH、VHH、VL、(s)dAb、Fv
、Fd、Fab、Fab'、F(ab')2または「rIgG」（「半抗体」）も含まれる。本発明にしたがう
抗体コンストラクトはまた、抗体変種とも呼ばれる、修飾された抗体フラグメント、例え
ば、scFv、di-scFvまたはbi(s)-scFv、scFv-Fc、scFv-ジッパー、scFab、Fab2、Fab3、ダ
イアボディ、単鎖ダイアボディ、タンデムダイアボディ（Tandab's）、タンデムdi-scFv
、タンデムtri-scFv、以下の構造によって例示される「ミニボディ」：(VH-VL-CH3)2、(s
cFv-CH3)2または(scFv-CH3-scFv)2、マルチボディ、例えばトリアボディまたはテトラボ
ディ、および単一ドメイン抗体、例えばナノボディまたは他のV領域もしくはドメインに
非依存的に抗原もしくはエピトープに特異的に結合するVHH、VHもしくはVLであり得る1つ
のみの可変ドメインを含む単一可変ドメイン抗体であり得る。
【００１９】
　さらに、「抗体コンストラクト」という用語の定義は、一価、二価および多価（polyva
lent/multivalent）コンストラクト、したがって1つのみの抗原性構造に特異的に結合す
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る単特異性コンストラクトならびに別個の結合ドメインを通じて2つ以上の抗原性構造、
例えば2つ、3つまたはそれ以上に特異的に結合する二重特異性および多特異性コンストラ
クトを含む。さらに、「抗体コンストラクト」という用語の定義は、1つのみのポリペプ
チド鎖からなる分子および同一（ホモ二量体、ホモ三量体もしくはホモオリゴマー）また
は異なる（ヘテロ二量体、ヘテロ三量体もしくはヘテロオリゴマー）のいずれかであり得
る2つ以上のポリペプチド鎖からなる分子を含む。上記抗体およびその変種または誘導体
の例は、特に、Harlow and Lane, Antibodies a laboratory manual, CSHL Press (1988)
およびUsing Antibodies: a laboratory manual, CSHL Press (1999), Kontermann and D
ubel, Antibody Engineering, Springer, 2nd ed. 2010およびLittle, Recombinant Anti
bodies for Immunotherapy, Cambridge University Press 2009に記載されている。
【００２０】
　本発明の抗体コンストラクトは、好ましくは、「インビトロ生成抗体コンストラクト」
である。この用語は、可変領域のすべてまたは一部（例えば、少なくとも1つのCDR）が非
免疫細胞選択、例えばインビトロファージディスプレイ、タンパク質チップまたは抗原に
結合するそれらの能力に関して候補配列を試験することができる任意の他の方法により作
製される上記定義にしたがう抗体コンストラクトを表す。したがってこの用語は、好まし
くは、専ら動物の免疫細胞におけるゲノム再構成によって生成される配列を除外する。「
組み換え抗体」は、組み換えDNA技術または遺伝子工学の使用を通じて作製される抗体で
ある。
【００２１】
　本発明は、「単鎖抗体コンストラクト」に関する。この場合、これらの単鎖抗体コンス
トラクトは、単一のポリペプチド鎖からなる上記抗体コンストラクトの態様のみを含む。
【００２２】
　本明細書で使用される「モノクローナル抗体」（mAb）またはモノクローナル抗体コン
ストラクトという用語は、実質的に均質な抗体の集団から得られる抗体を表す、すなわち
、その集団を構成している個々の抗体が、微量で存在し得る潜在的な自然変異および／ま
たは翻訳後修飾（例えば、異性化、アミド化）を除いて同一である。モノクローナル抗体
は、高度に特異的であり、典型的に異なる決定基（またはエピトープ）に対して向けられ
た異なる抗体を含む従来的な（ポリクローナル）抗体調製物とは対照的に、単一の抗原部
位または抗原上の決定基に対して向けられている。それらの特異性に加えて、モノクロー
ナル抗体は、ハイブリドーマ培養物によって合成される、したがって他の免疫グロブリン
が混入しないという利点がある。「モノクローナル」という修飾語は、実質的に均質な抗
体集団から得られるという抗体の特徴を示し、その抗体が任意の特定の方法によって製造
されることを必要とするものと解釈されるべきではない。
【００２３】
　モノクローナル抗体の調製のために、継続的な細胞株培養物により産生される抗体を提
供する任意の技術が使用され得る。例えば、使用されるモノクローナル抗体は、Koehler 
et al., Nature 256: 495 (1975)によって最初に記載されたハイブリドーマ法によって作
製され得、または、組み換えDNA法（例えば、米国特許第4,816,567号を参照のこと）によ
って作製され得る。ヒトモノクローナル抗体を製造するさらなる技術の例は、トリオーマ
技術、ヒトB細胞ハイブリドーマ技術（Kozbor, Immunology Today 4 (1983), 72）および
EBVハイブリドーマ技術（Cole et al., Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Al
an R. Liss, Inc. (1985), 77-96）を含む。
【００２４】
　ハイブリドーマは次に、指定の抗原に特異的に結合する抗体を産生する1つまたは複数
のハイブリドーマを同定するために、標準的な方法、例えば酵素連結免疫吸着アッセイ（
ELISA）および表面プラズモン共鳴（BIACORE（商標））分析を用いてスクリーニングされ
得る。任意の形態の関連抗原、例えば、組み換え抗原、天然に存在する形態、それらの任
意の変種またはフラグメントおよびそれらの抗原性ペプチド、が免疫原として使用され得
る。BIAcoreシステムで用いられる表面プラズモン共鳴は、標的抗原、例えば標的細胞表
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面抗原またはCD3イプシロンのエピトープに結合するファージ抗体の効率を高めるために
使用され得る（Schier, Human Antibodies Hybridomas 7 (1996), 97-105; Malmborg, J.
 Immunol. Methods 183 (1995), 7-13）。
【００２５】
　モノクローナル抗体を作製する別の例示的な方法は、タンパク質発現ライブラリ、例え
ばファージディスプレイまたはリボソームディプレイライブラリ、のスクリーニングを含
む。ファージディスプレイは、例えば、Ladnerらの米国特許第5,223,409号；Smith (1985
) Science 228: 1315-1317; Clackson et al. Nature, 352: 624-628 (1991)およびMarks
 et al., J. Mol. Biol., 222: 581-597 (1991)に記載されている。
【００２６】
　ディスプレイライブラリの使用に加えて、関連抗原は、非ヒト動物、例えばげっ歯類（
例えば、マウス、ハムスター、ウサギまたはラット）を免疫刺激するために使用され得る
。1つの態様において、非ヒト動物は、ヒト免疫グロブリン遺伝子の少なくとも一部分を
含む。例えば、マウス抗体産生能を欠失しているマウス系統をヒトIg（免疫グロブリン）
遺伝子座の大フラグメントを用いて改変することが可能である。ハイブリドーマ技術を用
いて、所望の特異性を有する遺伝子由来の抗原特異的モノクローナル抗体が製造および選
択され得る。例えば、XENOMOUSE（商標）、Green et al. (1994) Nature Genetics 7: 13
-21、US 2003-0070185、WO96/34096およびWO96/33735を参照のこと。
【００２７】
　モノクローナル抗体はまた、非ヒト動物から得ることができ、その後に、当技術分野で
公知の組み換えDNA技術を用いて修飾、例えばヒト化、非免疫化、キメラ化等され得る。
修飾抗体コンストラクトの例は、非ヒト抗体のヒト化変種、「親和性成熟」抗体（例えば
、Hawkins et al., J. Mol. Biol. 254, 889-896 (1992)およびLowman et al., Biochemi
stry 30, 10832-10837 (1991)を参照のこと）およびエフェクター機能が変更された抗体
変異体（例えば、米国特許第5,648,260号、Kontermann and Dubel (2010), 前記およびLi
ttle (2009), 前記を参照のこと）を含む。
【００２８】
　免疫学において、親和性成熟は、B細胞が免疫応答の過程で抗原に対する親和性が向上
した抗体を産生するプロセスである。同一の抗原に対する反復的な暴露により、宿主は親
和性が段階的に向上した抗体を産生するであろう。天然のプロトタイプと同様、インビト
ロ親和性成熟は、成熟と選択の原理に基づいている。インビトロ親和性成熟は、抗体、抗
体コンストラクトおよび抗体フラグメントを最適化するための使用に成功している。CDR
内の無作為変異は、放射線照射、化学的変異誘発物質またはエラープローンPCRを用いて
導入される。加えて、遺伝的多様性は、チェーンシャッフリングによって増大させること
ができる。通常、ファージディスプレイ等のディスプレイ法を用いる2または3ラウンドの
変異と選択で、低ナノモル範囲の親和性を有する抗体フラグメントが生成される。
【００２９】
　抗体コンストラクトの好ましいタイプのアミノ酸置換変種は、親抗体（例えば、ヒト化
またはヒト抗体）の1つまたは複数の超可変領域残基の置換を含むものである。通常、さ
らなる開発のために選択される得られた変種は、それらの元となった親抗体と比べて改善
された生物学的特性を有するであろう。そのような置換変種を生成する簡便な方法は、フ
ァージディスプレイを用いる親和性成熟を含む。簡潔に説明すると、いくつかの超可変領
域部位（例えば、6～7部位）が、各部位ですべての可能性のあるアミノ酸置換が生じるよ
う変異される。そのようにして生成された抗体変種は、繊維状ファージ粒子から1価の形
態で、各粒子内にパッケージされたM13の遺伝子III産物との融合物として提示される。フ
ァージディプレイされた変種は次いで、本明細書に開示されるようにしてそれらの生物学
的活性（例えば、結合親和性）についてスクリーニングされる。修飾のための超可変領域
部位候補を同定するために、アラニンスキャン変異誘発が行われ、抗原結合に有意に寄与
する超可変領域残基が同定され得る。あるいはまたは加えて、結合ドメインと例えばヒト
標的細胞表面抗原の間の接触点を同定するために、抗原-抗体複合体の結晶構造を分析す



(14) JP 6698065 B2 2020.5.27

10

20

30

40

50

ることが有益であり得る。そのような接触残基および隣接残基は、本明細書で詳述される
技術にしたがう置換の候補である。そのような変種が生成された後、変種のパネルが本明
細書に記載されるスクリーニングに供され、そして1つまたは複数の関連するアッセイに
おいて優れた特性を示す抗体が、さらなる開発のために選択され得る。
【００３０】
　本発明のモノクローナル抗体および抗体コンストラクトは、具体的に、重鎖および／ま
たは軽鎖の一部がある特定の種に由来するまたはある特定の抗体クラスもしくはサブクラ
スに属する抗体の対応する配列と同一または相同であり、その鎖の残りの部分が別の種に
由来するまたは別の抗体クラスもしくはサブクラスに属する抗体の対応する配列と同一ま
たは相同である、「キメラ」抗体（免疫グロブリン）、ならびに、所望の生物学的活性を
示す限り、そのような抗体のフラグメント、を含む（米国特許第4,816,567号；Morrison 
et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81; 6851-6855 (1984)）。本明細書における関心
対象のキメラ抗体は、非ヒト霊長類（例えば、旧世界ザル、類人猿等）由来の可変ドメイ
ン抗原結合配列およびヒト定常領域配列を含む「霊長類化」抗体を含む。キメラ抗体を作
製する様々なアプローチが記載されている。例えば、Morrison et al., Proc. Natl. Aca
d. ScL U.S.A. 81: 6851, 1985; Takeda et al., Nature 314: 452, 1985, Cabillyらの
米国特許第4,816,567号; Bossらの米国特許第4,816,397号; TanaguchiらのEP0171496；EP
0173494; およびGB2177096を参照のこと。
【００３１】
　抗体、抗体コンストラクトまたは抗体フラグメントはまた、WO 98/52976およびWO 00/3
4317に開示される方法によるヒトT細胞エピトープの特異的欠失（「非免疫化」と呼ばれ
る方法）によって修飾され得る。簡潔に説明すると、抗体の重鎖および軽鎖可変ドメイン
が、MHCクラスIIに結合するペプチドについて分析され得；これらのペプチドが、（WO 98
/52976およびWO 00/34317で定義される）潜在的T細胞エピトープとなる。WO 98/52976お
よびWO 00/34317に記載されるように、潜在的T細胞エピトープの検出のために、「ペプチ
ドスレッディング（peptide threading）」と呼ばれるコンピューターモデリングアプロ
ーチが適用され得、加えて、ヒトMHCクラスII結合ペプチドのデータベースが、VHおよびV
L配列に存在するモチーフについて検索され得る。これらのモチーフは、18個の主要MHCク
ラスII DRアロタイプのいずれかに結合し、したがって、潜在的T細胞エピトープを構成す
る。検出された潜在的T細胞エピトープは、可変ドメイン内の少数のアミノ酸残基を置換
することによってまたは好ましくは単一アミノ酸置換によって除去され得る。典型的に、
保存的置換が行われる。すべてではないが多くの場合、ヒト生殖系列抗体配列内の位置で
一般的なアミノ酸が使用され得る。ヒト生殖系列配列は、例えば、Tomlinson, et al. (1
992) J. Mol. Biol. 227: 776-798; Cook, G.P. et al. (1995) Immunol. Today Vol. 16
(5): 237-242;およびTomlinson et al. (1995) EMBO J. 14: 14: 4628-4638に開示されて
いる。V BASEディレクトリは、（Tomlinson, LA. et al. MRC Centre for Protein Engin
eering, Cambridge, UKによってコンパイルされた）ヒト免疫グロブリン可変領域配列の
総合的なディレクトリを提供する。これらの配列は、例えばフレームワーク領域およびCD
Rのための、ヒト配列の供給源として使用することができる。例えば米国特許第6,300,064
号に記載されるような、コンセンサスヒトフレームワーク領域も使用され得る。
【００３２】
　「ヒト化」抗体、抗体コンストラクトまたはそれらのフラグメント（例えば、Fv、Fab
、Fab'、F(ab')2または抗体の他の抗原結合性部分配列）は、非ヒト免疫グロブリン由来
の最小限の配列を含む、大部分がヒト配列である抗体または免疫グロブリンである。その
大部分に関して、ヒト化抗体は、その超可変領域（またはCDR）由来の残基が所望の特異
性、親和性および能力を有する非ヒト（例えば、げっ歯類）種（ドナー抗体）、例えばマ
ウス、ラット、ハムスターまたはウサギの超可変領域由来の残基により置き換えられてい
るヒト免疫グロブリン（レシピエント抗体）である。いくつかの例においては、ヒト免疫
グロブリンのFvフレームワーク領域（FR）残基が、対応する非ヒト残基により置き換えら
れる。さらに、本明細書で使用される「ヒト化抗体」はまた、レシピエント抗体またはド
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ナー抗体のいずれにおいても見出されない残基を含み得る。これらの修飾は、抗体の性能
をさらに洗練および最適化するためになされる。ヒト化抗体はまた、免疫グロブリン定常
領域（Fc）、典型的にはヒト免疫グロブリンのそれ、の少なくとも一部分を含み得る。さ
らなる詳細については、Jones et al., Nature, 321: 522-525 (1986); Reichmann et al
., Nature 332: 323-329 (1988); およびPresta, Curr. Op. Struct. Biol., 2: 593-596
 (1992)を参照のこと。
【００３３】
　ヒト化抗体またはそのフラグメントは、抗原結合に直接関与しないFv可変ドメインの配
列をヒトFv可変ドメイン由来の等価な配列で置き換えることによって生成され得る。ヒト
化抗体またはそのフラグメントを生成するための例示的な方法は、Morrison (1985) Scie
nce 229: 1202-1207によって；Oi et al. (1986) BioTechniques 4: 214によって；なら
びにUS 5,585,089; US 5,693,761; US 5,693,762; US 5,859,205；およびUS 6,407,213に
よって提供される。これらの方法は、重鎖または軽鎖の少なくとも1つ由来の免疫グロブ
リンFv可変ドメインのすべてまたは一部分をコードする核酸分子の単離、操作および発現
を含む。そのような核酸は、上記のような、既定の標的に対する抗体を産生するハイブリ
ドーマから、およびその他の供給源から、取得され得る。ヒト化抗体分子をコードする組
み換えDNAは、次いで、適当な発現ベクターにクローニングされ得る。
【００３４】
　ヒト化抗体はまた、ヒト重鎖および軽鎖遺伝子を発現するが内因性のマウス免疫グロブ
リン重鎖および軽鎖遺伝子を発現することができないトランスジェニック動物、例えばマ
ウスを用いて産生され得る。Winterは、本明細書に記載されるヒト化抗体の調製に使用さ
れ得る例示的なCDR移植法を記載している（米国特許第5,225,539号）。特定のヒト抗体の
CDRのすべてが非ヒトCDRの少なくとも一部分で置き換えられることも、またはCDRの一部
のみが非ヒトCDRで置き換えられることもある。既定の抗原に対するヒト化抗体の結合に
必要となる数のCDRを置き換えることのみが必要とされる。
【００３５】
　ヒト化抗体は、保存的置換、コンセンサス配列置換、生殖系列置換および／または復帰
変異の導入によって最適化され得る。そのような変更された免疫グロブリン分子は、当技
術分野で公知の様々な技術のいずれかによって作製することができる（例えば、Teng et 
al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 80: 7308-7312, 1983; Kozbor et al., Immunolo
gy Today, 4: 7279, 1983; Olsson et al., Meth. Enzymol., 92: 3-16, 1982およびEP 2
39 400）。
【００３６】
　「ヒト抗体」、「ヒト抗体コンストラクト」および「ヒト結合ドメイン」という用語は
、例えば、Kabat et al. (1991)（前記）によって記載されたものを含む、当技術分野で
公知のヒト生殖系列免疫グロブリン配列に実質的に対応する抗体領域、例えば可変および
定常領域またはドメインを有する抗体、抗体コンストラクトおよび結合ドメインを含む。
本発明のヒト抗体、抗体コンストラクトまたは結合ドメインは、例えばCDRに、特にCDR3
に、ヒト生殖系列免疫グロブリン配列によってコードされないアミノ酸残基（例えば、イ
ンビトロでの無作為もしくは部位特異的変異誘発によってまたはインビボでの体細胞変異
によって導入される変異）を含み得る。ヒト抗体、抗体コンストラクトまたは結合ドメイ
ンは、ヒト生殖系列免疫グロブリン配列によってコードされないアミノ酸残基で置き換え
られた、少なくとも1つ、2つ、3つ、4つ、5つまたはそれ以上の位置を有し得る。本明細
書で使用されるヒト抗体、抗体コンストラクトおよび結合ドメインの定義はまた、Xenomo
use等の技術またはシステムを使用することによって得ることができる、非人工的および
／または遺伝的にのみ変更された抗体のヒト配列を含む完全ヒト抗体を想定している。
【００３７】
　いくつかの態様において、本発明の抗体コンストラクトは、「単離」されたまたは「実
質的に純粋」な抗体コンストラクトである。「単離」または「実質的に純粋」は、本明細
書に開示される抗体コンストラクトを表現するために使用される場合、その産生環境の成
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分から同定、分離および／または回収された抗体コンストラクトを意味する。好ましくは
、抗体コンストラクトは、その産生環境由来のすべての他の成分を付随しないまたは実質
的に付随しない。その産生環境の混入成分、例えば、組み換えトランスフェクト細胞から
発生する成分は、典型的にそのポリペプチドの診断または治療用途と干渉するであろう物
質であり、酵素、ホルモンおよび他のタンパク質性または非タンパク質性溶質を含み得る
。抗体コンストラクトは、例えば、与えられたサンプルにおいて総タンパク質の少なくと
も約5重量％または少なくとも約50重量％を構成し得る。単離されたタンパク質は、その
環境に依存して総タンパク質含量の5重量％～99.9重量％を構成し得ることが理解される
。ポリペプチドは、それが高い濃度レベルで生成されるよう、誘導性プロモーターまたは
高発現プロモーターの使用を通じて有意に高い濃度で生成され得る。この定義は、当技術
分野で公知の幅広い生物および／または宿主細胞における抗体コンストラクトの産生を含
む。好ましい態様において、抗体コンストラクトは、（1）スピニングカップシークエネ
ーターの使用によりN末端もしくは内部アミノ酸配列の少なくとも15残基を得るのに十分
な程度まで、または（2）クマシーブルーもしくは好ましくは銀染色を用いる非還元もし
くは還元条件下でのSDS-PAGEによる均質性まで精製される。しかし、通常、単離された抗
体コンストラクトは、少なくとも1つの精製工程によって調製される。
【００３８】
　「結合ドメイン」という用語は、本発明との関係で、特定の標的エピトープまたは標的
分子（抗原）上の特定の標的部位およびCD3にそれぞれ（特異的に）結合する／それらと
相互作用する／それらを認識するドメインを特徴づける。（標的細胞表面抗原を認識する
）第1の結合ドメインの構造および機能は、ならびに好ましくは第2の結合ドメイン（CD3
）の構造および／または機能もまた、抗体の、例えば全長または全免疫グロブリン分子の
構造および／または機能に基づく。本発明にしたがい、第1の結合ドメインは、3つの軽鎖
CDR（すなわち、VL領域のCDR1、CDR2およびCDR3）ならびに3つの重鎖CDR（すなわち、VH
領域のCDR1、CDR2およびCDR3）の存在によって特徴づけられる。第2の結合ドメインはま
た、好ましくは、標的結合を可能にする抗体の最小構造要件を含む。より好ましくは、第
2の結合ドメインは、少なくとも3つの軽鎖CDR（すなわち、VL領域のCDR1、CDR2およびCDR
3）ならびに／または3つの重鎖CDR（すなわち、VH領域のCDR1、CDR2およびCDR3）を含む
。第1および／または第2の結合ドメインは、既存の（モノクローナル）抗体由来のCDR配
列をスキャフォールドに移植する以外のファージディスプレイまたはライブラリスクリー
ニング法によって作製されるまたは入手可能であることも想定されている。
【００３９】
　本発明にしたがい、結合ドメインは、好ましくはポリペプチドの形態である。そのよう
なポリペプチドは、タンパク質性部分および非タンパク質性部分（例えば、化学リンカー
または化学架橋剤、例えばグルタルアルデヒド）を含み得る。タンパク質（そのフラグメ
ント、好ましくは生物学的に活性なフラグメント、および通常30未満のアミノ酸を有する
ペプチドを含む）は、（アミノ酸の鎖を形成する）共有ペプチド結合を通じて相互に連結
された2つまたはそれ以上のアミノ酸を含む。本明細書で使用される「ポリペプチド」と
いう用語は、通常30超のアミノ酸からなる分子のグループを表す。ポリペプチドはさらに
、多量体、例えば二量体、三量体およびより高次のオリゴマーを形成し得る、すなわち、
2つ以上のポリペプチド分子からなり得る。そのような二量体、三量体等を形成するポリ
ペプチド分子は、同一または非同一であり得る。その結果、そのような多量体の対応する
高次構造は、ホモまたはヘテロ二量体、ホモまたはヘテロ三量体等と称される。ヘテロ多
量体の例は、その天然形態において、2つの同一の軽ポリペプチド鎖および2つの同一の重
ポリペプチド鎖からなる抗体分子である。「ペプチド」、「ポリペプチド」および「タン
パク質」という用語はまた、例えばグリコシル化、アセチル化、リン酸化等のような翻訳
後修飾による修飾がなされた天然修飾ペプチド／ポリペプチド／タンパク質を表す。本明
細書において言及される「ペプチド」、「ポリペプチド」または「タンパク質」はまた、
化学修飾、例えばペグ化されたものであり得る。そのような修飾は、当技術分野で周知で
あり、本明細書の以下に記載されている。
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【００４０】
　上記のように、結合ドメインは、典型的に、抗体軽鎖可変領域（VL）および抗体重鎖可
変領域（VH）を含み得るが；両方を含んでいなければならないわけではない。例えば、Fd
フラグメントは、例えば、2つのVH領域を有し、多くの場合、インタクトな抗原結合ドメ
インの抗原結合機能を一部保持している。（修飾された）抗原結合性抗体フラグメントの
例は、（1）VL、VH、CLおよびCH1ドメインを有する一価のフラグメントである、Fabフラ
グメント；（2）ヒンジ領域におけるジスルフィド架橋によって連結された2つのFabフラ
グメントを有する二価のフラグメントである、F(ab')2フラグメント；（3）2つのVHおよ
びCH1ドメインを有する、Fdフラグメント；（4）抗体の1つのアームのVLおよびVHドメイ
ンを有する、Fvフラグメント、（5）VHドメインを有する、dAbフラグメント（Ward et al
., (1989) Nature 341: 544-546）；（6）単離された相補性決定領域（CDR）、ならびに
（7）単鎖Fv（scFv）を含み、後者が好ましい（例えば、scFVライブラリ由来のもの）。
【００４１】
　少なくとも1つのヒト結合ドメインを含む抗体および抗体コンストラクトは、非ヒト、
例えば、げっ歯類（例えば、マウス、ラット、ハムスターまたはウサギ）可変および／ま
たは定常領域を有する抗体または抗体コンストラクトに伴う問題の一部を回避する。その
ようなげっ歯類由来タンパク質の存在は、抗体もしくは抗体コンストラクトの迅速なクリ
アランスを引き起こし得、または患者による抗体もしくは抗体コンストラクトに対する免
疫応答を発生させ得る。げっ歯類由来抗体または抗体コンストラクトの使用を回避するた
め、げっ歯類が完全ヒト抗体を産生するようにするげっ歯類へのヒト抗体機能の導入を通
じてヒトまたは完全ヒト抗体／抗体コンストラクトが作製され得る。
【００４２】
　YACにおいてメガ塩基サイズのヒト遺伝子座をクローン化および再構築するならびにそ
れらをマウス生殖系に導入する能力は、非常に大きいまたは粗くマッピングされた遺伝子
座の機能的要素の解明およびヒト疾患の有用なモデルの作製に関する強力なアプローチを
提供する。さらに、マウス遺伝子座をそれらのヒト等価物で置換するそのような技術の利
用は、発生時のヒト遺伝子産物の発現および調節、それらと他の体系とのコミュニケーシ
ョンならびに疾患の誘導および進行におけるそれらの関与に関して独自の見解を提供する
ことができる。
【００４３】
　そのようなストラテジーの重要な応用は、マウス液性免疫系の「ヒト化」である。内因
性Ig遺伝子が不活性化されたマウスへのヒト免疫グロブリン（Ig)遺伝子座の導入は、抗
体のプログラムされた発現および構築ならびにB細胞の発生におけるそれらの役割の根底
にあるメカニズムを研究する機会を提供する。さらに、そのようなストラテジーは、ヒト
疾患における抗体療法の可能性を実現する上で重要なマイルストーンである完全ヒトモノ
クローナル抗体（mAb）の産生のための理想的な供給源を提供し得る。完全ヒト抗体また
は抗体コンストラクトは、マウスまたはマウス由来mAbに固有の免疫原性およびアレルギ
ー反応を最小化すること、したがって投与される抗体／抗体コンストラクトの有効性およ
び安全性を向上させることが期待される。完全ヒト抗体または抗体コンストラクトの使用
は、反復的な化合物投与を必要とする慢性および再発性のヒト疾患、例えば炎症、自己免
疫および癌の処置において大きな利益を提供することが期待され得る。
【００４４】
　この目的に対する1つのアプローチは、マウスがマウス抗体の非存在下でヒト抗体の大
レパートリーを産生することを期待して、マウス抗体産生性を欠くマウス系統をヒトIg遺
伝子座の大フラグメントを用いて操作することであった。大きなヒトIgフラグメントは、
幅の大きな遺伝子多様性ならびに抗体産生および発現の適切な調節を保存するであろう。
抗体の多様化および選択ならびにヒトタンパク質に対する免疫寛容の欠如のためにマウス
機構を利用することによって、これらのマウス系統において再現されたヒト抗体レパート
リーは、ヒト抗原を含む関心対象の任意の抗原に対する高親和性抗体を生成するはずであ
る。ハイブリドーマ技術を使用することで、所望の特異性を有する抗原特異的ヒトmAbを
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容易に製造および選択することができる。この一般的なストラテジーは、最初のXenoMous
eマウス系統の生成と関連して実証された（Green et al. Nature Genetics 7:13-21 (199
4)を参照のこと）。このXenoMouse系統は、それぞれコア可変および定常領域配列を含む
ヒト重鎖遺伝子座およびカッパ軽鎖遺伝子座の245 kbおよび190 kbサイズの生殖系構成フ
ラグメントを含む酵母人工染色体（YAC）を用いて操作された。このヒトIg含有YACは、抗
体の再構成および発現の両方に関してマウスシステムと適合することが証明され、不活性
化されたマウスIg遺伝子と置き換わることが可能であった。このことは、B細胞の発生を
誘導し、完全ヒト抗体の成体様ヒトレパートリーを生成し、そして抗原特異的なヒトmAb
を生成するそれらの能力によって実証された。これらの結果はまた、多数のV遺伝子、追
加の調節エレメントおよびヒトIg定常領域を含むヒトIg遺伝子座の大きな部分の導入が、
感染および免疫刺激に対するヒト液性応答に特徴的な実質的に完全なレパートリーを再現
し得ることを示唆した。Greenらの成果は、最近、ヒト重鎖遺伝子座およびカッパ軽鎖遺
伝子座のそれぞれのメガ塩基サイズの生殖系構成YACフラグメントの導入を通じたヒト抗
体レパートリーのおよそ80％超の導入に拡張された。Mendez et al. Nature Genetics 15
:146-156 (1997)および米国特許出願第08/759,620号を参照のこと。
【００４５】
　XenoMouseマウスの製造はさらに、米国特許出願第07/466,008号、同第07/610,515号、
同第07/919,297号、同第07/922,649号、同第08/031,801号、同第08/112,848号、同第08/2
34,145号、同第08/376,279号、同第08/430,938号、同第08/464,584号、同第08/464,582号
、同第08/463,191号、同第08/462,837号、同第08/486,853号、同第08/486,857号、同第08
/486,859号、同第08/462,513号、同第08/724,752号および同第08/759,620号ならびに米国
特許第6,162,963号、同第6,150,584号、同第6,114,598号、同第6,075,181号および同第5,
939,598号ならびに日本国特許第3 068 180 B2号、同第3 068 506 B2号および同第3 068 5
07 B2号で議論され輪郭が描かれている。Mendez et al. Nature Genetics 15:146-156 (1
997)およびGreen and Jakobovits J. Exp. Med. 188:483-495 (1998)、EP 0 463151 B1、
WO 94/02602、WO 96/34096、WO 98/24893、WO 00/76310およびWO 03/47336も参照のこと
。
【００４６】
　代替のアプローチにおいて、GenPharm International, Inc.,を含む他社は、「ミニ遺
伝子座」アプローチを利用した。このミニ遺伝子座アプローチにおいては、外因性のIg遺
伝子座が、このIg遺伝子座由来の細片（個々の遺伝子）を含めることを通じて模倣される
。したがって、1つまたは複数のVH遺伝子、1つまたは複数のDH遺伝子、1つまたは複数のJ
H遺伝子、ミュー定常領域および第2の定常領域（好ましくは、ガンマ定常領域）が、動物
に挿入するためのコンストラクトを形成する。このアプローチは、Suraniらに対する米国
特許第5,545,807号ならびに各々LonbergおよびKayに対する米国特許第5,545,806号、同第
5,625,825号、同第5,625,126号、同第5,633,425号、同第5,661,016号、同第5,770,429号
、同第5,789,650号、同第5,814,318号、同第5,877,397号、同第5,874,299号および同第6,
255,458号、KrimpenfortおよびBernsに対する米国特許第5,591,669号および同第6,023.01
0号、Bernsらに対する米国特許第5,612,205号、同第5,721,367号および同第5,789,215号
ならびにChoiおよびDunnに対する米国特許第5,643,763号、ならびにGenPharm Internatio
nalの米国特許出願第07/574,748号、同第07/575,962号、同第07/810,279号、同第07/853,
408号、同第07/904,068号、同第07/990,860号、同第08/053,131号、同第08/096,762号、
同第08/155,301号、同第08/161,739号、同第08/165,699号、同第08/209,741号に記載され
ている。EP 0 546 073 B1、WO 92/03918、WO 92/22645、WO 92/22647、WO 92/22670、WO 
93/12227、WO 94/00569、WO 94/25585、WO 96/14436、WO 97/13852およびWO 98/24884な
らびに米国特許第5,981,175号も参照のこと。さらに、Taylor et al. (1992)、Chen et a
l. (1993)、Tuaillon et al. (1993)、Choi et al. (1993)、Lonberg et al. (1994)、Ta
ylor et al. (1994)およびTuaillon et al. (1995)、Fishwild et al. (1996)を参照のこ
と。
【００４７】
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　Kirinもまた、ミクロセル融合を通じて大きな染色体片または染色体全体が導入された
マウスからのヒト抗体の生成を実証した。欧州特許出願第773 288号および同第843 961号
を参照のこと。Xenerex Biosciencesは、ヒト抗体の潜在的生成のための技術を開発して
いる。この技術において、SCIDマウスは、ヒトリンパ細胞、例えばBおよび／またはT細胞
で再構成される。次いでマウスは抗原で免疫刺激され、その抗原に対する免疫応答を生じ
得る。米国特許第5,476,996号、同第5,698,767号および同第5,958,765号を参照のこと。
【００４８】
　ヒト抗マウス抗体（HAMA）応答は、産業界がキメラまたはそれ以外の方法でヒト化され
た抗体を調製する要因となった。しかし、特定のヒト抗キメラ抗体（HACA）応答が、特に
この抗体の慢性的なまたは多用量の利用において観察されるであろうと予想される。した
がって、HAMAまたはHACA応答の懸念および／または影響を取り除くために、標的細胞表面
抗原に対する完全ヒト結合ドメインおよびCD3に対する完全ヒト結合ドメインを含む抗体
コンストラクトを提供することが望ましいであろう。
【００４９】
　「（特異的に）結合する」、「（特異的に）認識する」、「（特異的に）～に対する」
および「（特異的に）反応する」という用語は、本発明にしたがい、結合ドメインが、標
的タンパク質または抗原（標的細胞表面抗原／CD3）上に位置するエピトープの1つまたは
複数、好ましくは少なくとも2つ、より好ましくは少なくとも3つおよび最も好ましくは少
なくとも4つのアミノ酸と相互作用または特異的に相互作用することを意味する。
【００５０】
　「エピトープ」という用語は、結合ドメイン、例えば抗体もしくは免疫グロブリンまた
は抗体もしくは免疫グロブリンの誘導体もしくはフラグメント、が特異的に結合する抗原
上の部位を表す。「エピトープ」は抗原性であり、したがってエピトープという用語は本
明細書においてときに「抗原構造」または「抗原性決定基」も表す。したがって、結合ド
メインは、「抗原相互作用部位」である。この結合／相互作用はまた、「特異的認識」を
定義することが理解されている。
【００５１】
　「エピトープ」は、連続アミノ酸またはタンパク質の三次元折り畳みによって近接する
ことになる非連続アミノ酸の両方によって形成され得る。「直線状エピトープ」は、アミ
ノ酸の一次配列が認識されるエピトープを含んでいるエピトープである。直線状エピトー
プは、典型的に、特有の配列内に、少なくとも3つまたは少なくとも4つ、およびより通常
は少なくとも5つまたは少なくとも6つまたは少なくとも7つ、例えば約8～約10のアミノ酸
を含む。
【００５２】
　「立体構造エピトープ」は、直線状エピトープに対して、エピトープを含むアミノ酸の
一次配列が、認識されるエピトープの唯一の定義要素ではないエピトープ（例えば、アミ
ノ酸の一次配列が必ずしも結合ドメインによって認識されないエピトープ）である。典型
的に、立体構造エピトープは、直線状エピトープよりも多数のアミノ酸を含む。立体構造
エピトープの認識に関して、結合ドメインは、抗原、好ましくはペプチドもしくはタンパ
ク質またはそれらのフラグメント、の3次元構造を認識する（本発明の場合、結合ドメイ
ンの1つに対する抗原が標的細胞表面抗原タンパク質内に含まれている）。例えば、タン
パク質分子が折り畳まれ三次元構造が形成される場合、立体構造エピトープを形成する特
定のアミノ酸および／またはポリペプチド骨格は近接した状態になり、それによって抗体
がそのエピトープを認識できるようになる。エピトープの立体構造を決定する方法は、x
線結晶解析、二次元核磁気共鳴（2D-NMR）分光分析および部位特異的スピンラベルおよび
電子常磁性共鳴（EPR）分光分析を含むがこれらに限定されない。
【００５３】
　結合ドメインとエピトープまたはエピトープクラスターの間の相互作用は、結合ドメイ
ンが特定のタンパク質または抗原（ここでは、それぞれ標的細胞表面抗原およびCD3）上
のエピトープまたはエピトープクラスターに対して感知できる親和性を示すこと、および
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通常、標的細胞表面抗原またはCD3以外のタンパク質または抗原に対する有意な反応性を
示さないこと、を暗示している。「感知できる親和性」は、約10-6 M（KD）またはそれよ
り強い親和性の結合を含む。好ましくは、結合は、結合親和性が約10-12～10-8 M、10-12

～10-9 M、10-12～10-10 M、10-11～10-8 M、好ましくは約10-11～10-9 Mである場合に特
異的とみなされる。結合ドメインが標的に特異的に反応または結合するかどうかは、特に
、標的タンパク質または抗原に対するその結合ドメインの反応を、標的細胞表面抗原また
はCD3以外のタンパク質または抗原に対するその結合ドメインの反応と比較することによ
って、容易に試験することができる。好ましくは、本発明の結合ドメインは、標的細胞表
面抗原またはCD3以外のタンパク質または抗原に本質的にまたは実質的に結合しない（す
なわち、第1の結合ドメインは、標的細胞表面抗原以外のタンパク質に結合することがで
きず、第2の結合ドメインは、CD3以外のタンパク質に結合することができない）。
【００５４】
　「本質的／実質的に結合しない」または「結合することができない」という用語は、本
発明の結合ドメインが、標的細胞表面抗原またはCD3以外のタンパク質または抗原に結合
しない、すなわち、標的細胞表面抗原またはCD3のそれぞれに対する結合を100％として、
標的細胞表面抗原またはCD3以外のタンパク質または抗原に対して30％超の反応性を示さ
ないこと、好ましくは20％を超えないこと、より好ましくは10％を超えないこと、特に好
ましくは9％、8％、7％、6％または5％を超えないことを意味する。
【００５５】
　特異的な結合は、結合ドメインおよび抗原のアミノ酸配列内の特定のモチーフによって
もたらされると考えられる。したがって、結合は、それらの一次、二次および／または三
次構造の結果としてならびにこれらの構造の二次的修飾の結果として達成される。抗原相
互作用部位とその特異的抗原との特異的相互作用は、抗原に対する該部位の単純な結合を
もたらし得る。さらに、抗原相互作用部位とその特異的抗原との特異的相互作用は、代替
的にまたは付加的に、例えば抗原の立体構造の変化の誘導、抗原のオリゴマー化等により
、シグナルを開始させ得る。
【００５６】
　「可変」という用語は、それらの配列内で可変性（variability）を示し、個々の抗体
の特異性および結合親和性の決定に関与する、抗体または免疫グロブリンドメインの一部
分（すなわち、「可変ドメイン」）を表す。可変重鎖（VH）と可変軽鎖（VL）の対は、一
体となって単一の抗原結合部位を形成する。VHに最も近位のCHドメインは、CH1と呼ばれ
る。各軽（L)鎖は、1つの共有ジスルフィド結合によって重（H）鎖に連結され、2つのH鎖
は、H鎖のアイソタイプに依存して1つまたは複数のジスルフィド結合によって相互に連結
される。
【００５７】
　可変性は、抗体の可変ドメイン全体に均一に分布しているのではなく；それは重鎖およ
び軽鎖の各々の可変領域の部分ドメインに集中している。これらの部分ドメインは、「超
可変領域」または「相補性決定領域」（CDR）と呼ばれる。可変ドメインのより保存され
た（非超可変）部分は、「フレームワーク」領域（FRM）と呼ばれ、6つのCDRが三次元空
間内で抗原結合表面を形成するための土台を提供する。天然に存在する重鎖および軽鎖の
可変ドメインは各々、大部分がβシート配置をとる4つのFRM領域（FR1、FR2、FR3およびF
R4）を含み、これらが、ループ接続を形成し、いくつかの例ではβシート構造の一部を形
成する3つの超可変領域によって接続される。各鎖の超可変領域は、FRMによって近接状態
となって一体的に保持されており、他の鎖の超可変領域と共に、抗原結合部位の形成に寄
与している（Kabat et al., 前記を参照のこと）。定常ドメインは、抗原結合に直接関与
しないが、様々なエフェクター機能、例えば抗体依存的細胞媒介細胞傷害性および補体活
性化、を示す。
【００５８】
　「CDR」およびその複数形である「CDRs」という用語は、相補性決定領域を表し、その
うちの3つが軽鎖可変領域の結合特性を構成し（CDR-L1、CDR-L2およびCDR-L3）、3つが重
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鎖可変領域の結合特性を構成する（CDR-H1、CDR-H2およびCDR-H3）。CDRは、抗体と抗原
の特異的相互作用を担う残基の大部分を含み、したがって抗体分子の機能的活性に寄与し
、それらは抗原特異性の主たる決定基である。
【００５９】
　厳密なCDRの境界および長さの定義は、分類および番号付け体系によって異なる。した
がってCDRは、本明細書に記載される番号付け体系を含む、Kabat、Chothia、接触（conta
ct）または任意のその他の境界の定義によって表され得る。境界が異なるとしても、これ
らの体系の各々は、可変配列内のいわゆる「超可変領域」を構成する部分に関してある程
度重複している。したがって、これらの体系にしたがうCDRの定義は、長さおよび隣接す
るフレームワーク領域との境界領域の点で異なり得る。例えば、Kabat（種間配列変動性
に基づくアプローチ）、Chothia（抗原-抗体複合体の結晶学的研究に基づくアプローチ）
および／またはMacCallum（Kabat et al., 前記; Chothia et al., J. Mol. Biol, 1987,
 196: 901-917; およびMacCallum et al., J. Mol. Biol, 1996, 262: 732）を参照のこ
と。抗原結合部位を特徴づけるさらに別の標準は、Oxford MolecularのAbM抗体モデリン
グソフトウェアによって使用されるAbM定義である。例えば、Protein Sequence and Stru
cture Analysis of Antibody Variable Domains. In: Antibody Engineering Lab Manual
 (Ed.: Duebel, S. and Kontermann, R., Springer-Verlag, Heidelberg)を参照のこと。
2つの残基同定技術が同一の領域ではなく重複する領域を定義する程度まで、それらはハ
イブリッドCDRを定義するために組み合わされ得る。しかし、いわゆるKabat体系にしたが
う番号付けが好ましい。
【００６０】
　典型的に、CDRは、カノニカル構造に分類され得るループ構造を形成する。「カノニカ
ル構造」という用語は、抗原結合（CDR）ループによって採用される主鎖の立体構造を表
す。比較構造研究から、6つの抗原結合ループのうちの5つが、利用可能な立体構造に関し
て限られたレパートリーしか有さないことが見出された。各カノニカル構造は、ポリペプ
チド骨格のねじれ角によって特徴づけることができる。したがって抗体間で対応するルー
プは、それらのループの大部分において高度のアミノ酸配列可変性がみられるにもかかわ
らず、非常によく似た三次元構造を有し得る（Chothia and Lesk, J. Mol. Biol., 1987,
 196: 901; Chothia et al., Nature, 1989, 342: 877; Martin and Thornton, J. Mol. 
Biol, 1996, 263: 800）。さらに、採用されるループ構造とその周囲のアミノ酸配列の間
に関連性がみられる。特定のカノニカルクラスの立体構造は、ループの長さならびにその
ループ内および保存されたフレームワーク内（すなわち、ループ外）の鍵となる位置に存
在するアミノ酸残基によって決定される。したがって、特定のカノニカルクラスへの割り
当ては、これらの鍵となるアミノ酸残基の存在に基づいてなされ得る。
【００６１】
　「カノニカル構造」という用語はまた、例えばKabat（Kabat et al., 前記）によりカ
タログ化されたように、抗体の直線配列に対する考慮を含み得る。Kabatの番号付けスキ
ーム（体系）は、抗体可変ドメインのアミノ酸残基の番号付けを共通の様式で行うために
広く採用されている標準であり、本明細書の他所でも述べられているように本発明に適用
される好ましいスキームである。さらなる構造の考慮も、抗体のカノニカル構造を決定す
るために使用され得る。例えば、Kabatの番号付けによっては十分に反映されない違いは
、Chothiaらの番号付け体系によって説明され得および／またはその他の技術、例えば結
晶学および二次元もしくは三次元コンピューターモデリング、によって明らかにされ得る
。したがって、所定の抗体配列は、特に、（例えば、様々なカノニカル構造をライブラリ
に含めたいという要望に基づき）適当なシャーシ（chassis）配列の同定を可能にするカ
ノニカルクラスに分類され得る。抗体のアミノ酸配列のKabatの番号付けおよびChothia e
t al., 前記により記載される構造の考慮ならびに抗体構造のカノニカルな局面の構築に
関するそれらの示唆は、文献に記載されている。異なるクラスの免疫グロブリンのサブユ
ニット構造および三次元構成は、当技術分野で周知である。抗体構造のレビューについて
は、Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, eds. Harlow 
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et al., 1988を参照のこと。
【００６２】
　軽鎖のCDR3および特に重鎖のCDR3は、軽鎖および重鎖可変領域内での抗原結合において
最も重要な決定要因を構成し得る。いくつかの抗体コンストラクトでは、重鎖CDR3が、抗
原と抗体の間の主要接触領域を構成するようである。抗体の結合特性を変化させるためお
よびどの残基が抗原の結合に寄与するかを決定するために、CDR3のみを変化させるインビ
トロ選択スキームが使用され得る。したがってCDR3は典型的に、抗体結合部位における分
子的多様性の最大の供給源である。例えば、H3は、2つのアミノ酸残基という短いものま
たは26アミノ酸より大きなものであり得る。
【００６３】
　抗体遺伝子の配列は組み合わせおよび体細胞変異後に高度な多様性を示し、これらの多
様化した遺伝子は1010個の異なる抗体分子をコードすると見積もられる（Immunoglobulin
 Genes, 2nd ed., eds. Jonio et al., Academic Press, San Diego, CA, 1995）。免疫
系はそのようにして免疫グロブリンのレパートリーを提供する。「レパートリー」という
用語は、全体または一部が少なくとも1つの免疫グロブリンをコードする少なくとも1つの
配列に由来する少なくとも1つのヌクレオチド配列を表す。これらの配列は、インビボで
の重鎖のV、DおよびJセグメントならびに軽鎖のVおよびJセグメントの再配置によって生
成され得る。あるいは、これらの配列は、再配置を起こさせるもの、例えばインビトロ刺
激、に応じて細胞から生成され得る。あるいは、これらの配列の一部またはすべてが、DN
Aスプライシング、ヌクレオチド合成、変異誘発およびその他の方法によって取得され得
る、例えば、米国特許第5,565,332号を参照のこと。レパートリーは、1つのみの配列を含
み得、または遺伝的に多様なコレクションの中の配列を含む、複数の配列を含み得る。
【００６４】
　本明細書で使用される「二重特異性」という用語は、「少なくとも二重特異性」である
抗体コンストラクトを表す、すなわち、それは少なくとも第1の結合ドメインおよび第2の
結合ドメインを含み、第1の結合ドメインが1つの抗原または標的に結合し、第2の結合ド
メインが別の抗原または標的（ここでは、CD3）に結合することを表す。したがって、本
発明にしたがう抗体コンストラクトは、少なくとも2つの異なる抗原または標的に対する
特異性を有する。本発明の「二重特異性抗体コンストラクト」という用語はまた、多特異
性抗体コンストラクト、例えば、3つの結合ドメインを含む三重特異性抗体コンストラク
ト、または3種以上（例えば、4種、5種・・・）の特異性を有するコンストラクトを含む
。
【００６５】
　本発明にしたがう抗体コンストラクトが（少なくとも）二重特異性である場合、それら
は自然界では発生せず、それらは天然産物と顕著に異なる。したがって「二重特異性」抗
体コンストラクトまたは免疫グロブリンは、異なる特異性を有する少なくとも2つの異な
る結合部位を有する人工ハイブリッド抗体または免疫グロブリンである。二重特異性抗体
は、ハイブリドーマの融合またはFab'フラグメントの連結を含む様々な方法によって製造
することができる。例えば、Songsivilai & Lachmann, Clin. Exp. Immunol. 79: 315-32
1 (1990)を参照のこと。
【００６６】
　本発明の抗体コンストラクトの少なくとも2つの結合ドメインおよび可変ドメインは、
ペプチドリンカー（スペーサーペプチド）を含む場合または含まない場合がある。「ペプ
チドリンカー」という用語は、本発明にしたがい、本発明の抗体コンストラクトの一方の
（可変および／または結合）ドメインと他方の（可変および／または結合）ドメインのア
ミノ酸配列を相互に連結するアミノ酸配列を定義する。そのようなペプチドリンカーの必
須の技術的特徴は、そのペプチドリンカーがいかなる重合活性も有さないということであ
る。特に適当なペプチドリンカーは、米国特許第4,751,180号および同第4,935,233号また
はWO 88/09344に記載されるものである。
【００６７】
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　リンカーが使用される場合、このリンカーは、好ましくは、第1および第2のドメインの
各々が互いから独立してそれらの異なる結合特異性を保持することができることを確実に
するのに十分な長さおよび配列のリンカーである。本発明の抗体コンストラクトにおいて
少なくとも2つの結合ドメイン（または2つの可変ドメイン）を連結するペプチドリンカー
の場合、数個のアミノ酸残基、例えば12アミノ酸残基またはそれ未満しか含まないペプチ
ドリンカーが好ましい。したがって、12、11、10、9、8、7、6または5アミノ酸残基のペ
プチドリンカーが好ましい。5アミノ酸未満を有する想定されるペプチドリンカーは、4、
3、2または1アミノ酸を含み、Glyリッチリンカーが好ましい。「ペプチドリンカー」との
関係で言う特定の好ましい「単一」のアミノ酸は、Glyである。したがって、ペプチドリ
ンカーは、単一のアミノ酸Glyからなり得る。ペプチドリンカーの別の好ましい態様は、
アミノ酸配列Gly-Gly-Gly-Gly-Ser、すなわちGly4Ser、またはその多量体、すなわち（Gl
y4Ser)xによって特徴づけられ、ここでxは1またはそれより大きい整数である。二次構造
の促進の非存在を含むペプチドリンカーの特徴は当技術分野で公知であり、例えばDall'A
cqua et al. (Biochem. (1998) 37, 9266-9273)、Cheadle et al. (Mol Immunol (1992) 
29, 21-30)およびRaag and Whitlow (FASEB (1995) 9(1), 73-80)に記載されている。い
かなる二次構造も促進しないペプチドリンカーが好ましい。ドメインの相互に対する連結
は、例えば、実施例に記載されるような遺伝子工学によって提供され得る。融合され機能
的に連結された二重特異性単鎖コンストラクトを調製しそれらを哺乳動物細胞または細菌
において発現させる方法は、当技術分野で周知である（例えば、WO 99/54440またはSambr
ook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laborator
y Press, Cold Spring Harbor, New York, 2001）。
【００６８】
　二重特異性単鎖分子は当技術分野で公知であり、WO 99/54440、Mack, J. Immunol. (19
97), 158, 3965-3970、Mack, PNAS, (1995), 92, 7021-7025、Kufer, Cancer Immunol. I
mmunother., (1997), 45, 193-197、Loffler, Blood, (2000), 95, 6, 2098-2103、Bruhl
, Immunol., (2001), 166, 2420-2426、Kipriyanov, J. Mol. Biol., (1999), 293, 41-5
6に記載されている。単鎖抗体の製造に関して記載された技術（特に、米国特許第4,946,7
78号、Kontermann and Dubel (2010), 前記およびLittle (2009), 前記を参照のこと）は
、選択された標的を特異的に認識する単鎖抗体コンストラクトを製造するために適合させ
ることができる。
【００６９】
　二価（bivalent）（二価（divalent）とも呼ばれる）または二重特異性単鎖可変フラグ
メント（式（scFv）2を有するbi-scFvまたはdi-scFv）は、2つのscFv分子を連結すること
によって作製することができる。これらの2つのscFv分子が同じ結合特異性を有する場合
、得られる（scFv）2分子は好ましくは二価と呼ばれるであろう（すなわち、それは同じ
標的エピトープに対して2の価数を有する）。2つのscFv分子が異なる結合特異性を有する
場合、得られる（scFv）2分子は好ましくは二重特異性であろう。連結は、タンデムscFv
を生成する2つのVH領域および2つのVL領域を有する単一のペプチド鎖を作製することによ
って行われ得る（例えば、Kufer P. et al., (2004) Trends in Biotechnology 22(5):23
8-244を参照のこと）。別の可能性は、2つの可変領域をひとまとめに折り畳みscFvを二量
体化させるには短すぎる（例えば、約5アミノ酸の）リンカーペプチドを用いるscFv分子
の作製である。このタイプは、ダイアボディとして公知である（例えば、Hollinger, Phi
lipp et al., (July 1993) Proceedings of the National Academy of Sciences of the 
United States of America 90 (14): 6444-8を参照のこと）。
【００７０】
　単一ドメイン抗体は、他のV領域またはドメインに非依存的に特定抗原に選択的に結合
することができる1つのみの（単量体）抗体可変ドメインを含む。最初の単一ドメイン抗
体は、ラクダにおいて見出される重鎖抗体から作製され、これらはVHHフラグメントと呼
ばれている。軟骨魚もまた、重鎖抗体（IgNAR）を有し、そこからVNARフラグメントと呼
ばれる単一ドメイン抗体を得ることができる。代替アプローチは、例えばヒトまたはげっ
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歯類由来の一般的な免疫グロブリン由来の二量体可変ドメインを単量体に分割し、それに
よって単一ドメインAbとしてVHまたはVLを得ることである。単一ドメイン抗体に関する大
部分の研究は現時点で重鎖可変ドメインに基づいているが、軽鎖由来のナノボディもまた
、標的エピトープに特異的に結合することが示されている。単一ドメイン抗体の例は、sd
Ab、ナノボディまたは単一可変ドメイン抗体と呼ばれる。
【００７１】
　（単一ドメインmAb）2は、したがって、個別にVH、VL、VHHおよびVNARからなる群より
選択される（少なくとも）2つの単一ドメインモノクローナル抗体から構成されるモノク
ローナル抗体コンストラクトである。リンカーは、好ましくはペプチドリンカーの形態で
ある。同様に、「scFv-単一ドメインmAb」は、少なくとも1つの上記の単一ドメイン抗体
および1つの上記のscFv分子から構成されるモノクローナル抗体コンストラクトである。
ここでも、リンカーは、好ましくはペプチドリンカーの形態である。
【００７２】
　本発明の抗体コンストラクトは、標的抗原およびCD3に結合するその機能に加えて、さ
らなる機能を有することも想定されている。この形式では、抗体コンストラクトは、標的
抗原への結合を通じて標的細胞を標的化し、CD3への結合を通じて細胞傷害性T細胞の活性
を媒介し、そしてさらなる機能、例えば、標識（蛍光等）、治療剤、例えば毒素または放
射性核種等を提供する、三機能性または多機能性抗体コンストラクトである。
【００７３】
　抗体コンストラクトの共有結合修飾もまた、本発明の範囲に含まれ、そしてそれは、常
にではないが通常、翻訳後に行われる。例えば、抗体コンストラクトのいくつかのタイプ
の共有結合修飾は、抗体コンストラクトの特定のアミノ酸残基を、選択された側鎖または
NもしくはC末端残基と反応することができる有機誘導体化剤と反応させることによって、
分子内に導入される。
【００７４】
　システイニル残基は、最も一般的には、α-ハロアセテート（および対応するアミン）
、例えばクロロ酢酸またはクロロアセトアミドと反応し、カルボキシメチルまたはカルボ
キシアミドメチル誘導体を生じる。システイニル残基はまた、ブロモトリフルオロアセト
ン、α-ブロモ-β-(5-イミドゾイル)プロピオン酸、リン酸クロロアセチル、N-アルキル
マレイミド、3-ニトロ-2-ピリジルジスルフィド、メチル 2-ピリジルジスルフィド、p-ク
ロロ水銀安息香酸、2-クロロ水銀-4-ニトロフェノールまたはクロロ-7-ニトロベンゾ-2-
オキサ-1,3-ジアゾールとの反応によって誘導体化される。
【００７５】
　ヒスチジル残基は、ヒスチジル側鎖に対して比較的特異的であるジエチルピロカーボネ
ートとのpH 5.5～7.0での反応によって誘導体化される。パラ-ブロモフェナシルブロミド
もまた有用であり；この反応は、好ましくは、pH 6.0の0.1M カコジル酸ナトリウム中で
行われる。リシニルおよびアミノ末端残基は、コハク酸または他のカルボン酸無水物と反
応する。これらの剤による誘導体化は、リシニル残基の電荷を反転させる効果を有する。
アルファ-アミノ含有残基を誘導体化する他の適当な試薬は、イミドエステル、例えばピ
コリンイミド酸メチル；ピリドキサールリン酸；ピリドキサール；クロロボロヒドリド；
トリニトロベンゼンスルホン酸；O-メチルイソウレア；2,4-ペンタンジオン；およびグリ
オキシレートとのトランスアミナーゼ触媒反応を含む。
【００７６】
　アルギニル残基は、1つまたは複数の従来的な試薬、特にフェニルグリオキサール、2,3
-ブタンジオン、1,2-シクロヘキサンジオンおよびニンヒドリンとの反応によって修飾さ
れる。アルギニン残基の誘導体化は、グアニジン官能基の高いpKaのためにこの反応がア
ルカリ条件下で行われることを必要とする。さらに、これらの試薬は、リジンの基および
アルギニンイプシロン-アミノ基と反応し得る。
【００７７】
　チロシル残基の特定の修飾は、特に芳香族ジアゾニウム化合物またはテトラニトロメタ
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ンとの反応によるチロシル残基へのスペクトル標識の導入のために、行われ得る。最も一
般的には、N-アセチルイミジゾール（N-acetylimidizole）およびテトラニトロメタンが
、それぞれ、O-アセチルチロシル種および3-ニトロ誘導体を形成するために使用される。
チロシル残基は、放射免疫アッセイにおいて使用するための標識化タンパク質を調製する
ために、125Iまたは131Iを用いてヨウ素添加され、上記のクロラミンT法が適している。
【００７８】
　カルボキシル側鎖基（アスパルチルまたはグルタミル）は、カルボジイミド（R'-N=C=N
-R'）との反応によって選択的に修飾され、ここで、RおよびR'は任意で異なるアルキル基
、例えば1-シクロヘキシル-3-(2-モルホリニル-4-エチル)カルボジイミドまたは1-エチル
-3-(4-アゾニア-4,4-ジメチルペンチル)カルボジイミドである。さらに、アスパルチルお
よびグルタミル残基は、アンモニウムイオンとの反応によってアスパラギニルおよびグル
タミニル残基に変換される。
【００７９】
　二官能性の剤を用いる誘導体化は、様々な方法において使用するために本発明の抗体コ
ンストラクトを水不溶性の支持マトリクスまたは表面に架橋するのに有用である。広く使
用されている架橋剤は、例えば、1,1-ビス（ジアゾアセチル）-2-フェニルエタン、グル
タルアルデヒド、N-ヒドロキシスクシンイミドエステル、例えば、4-アジドサリチル酸と
のエステル、ジスクシンイミジルエステル、例えば3,3'-ジチオビス（スクシンイミジル
プロピオネート）を含むホモ二官能性イミドエステル、および二官能性マレイミド、例え
ばビス-N-マレイミド-1,8-オクタンを含む。誘導体化剤、例えばメチル-3-[(p-アジドフ
ェニル)ジチオ]プロピオイミデートは、光の存在下で架橋を形成することができる光活性
化可能な中間体を生成する。あるいは、反応性水不溶性マトリクス、例えば臭化シアン活
性化炭水化物ならびに米国特許第3,969,287号；同第3,691,016号；同第4,195,128号；同
第4,247,642号；同第4,229,537号；および同第4,330,440号に記載される反応性基質が、
タンパク質の固定化のために使用される。
【００８０】
　グルタミニルおよびアスパラギニル残基は、しばしば脱アミド化され、それぞれ対応す
るグルタミルおよびアスパルチル残基にされる。あるいは、これらの残基は、穏やかな酸
性条件下で脱アミド化される。これらの残基のいずれの形態も、本発明の範囲に含まれる
。
【００８１】
　他の修飾は、プロリンおよびリジンの水酸化、セリルまたはスレオニル残基のヒドロキ
シル基のリン酸化、リジン、アルギニンおよびヒスチジン側鎖のα-アミノ基のメチル化
（T.E. Creighton, Proteins: Structure and Molecular Properties, W.H. Freeman & C
o., San Francisco, 1983, pp.79-86）、N末端アミンのアセチル化ならびに任意のC末端
カルボキシル基のアミド化を含む。
【００８２】
　本発明の範囲に含まれる抗体コンストラクトの別のタイプの共有結合修飾は、タンパク
質のグリコシル化パターンの変更を含む。当技術分野で公知のように、グリコシル化パタ
ーンは、タンパク質の配列（例えば、以下で議論される特定のグリコシル化アミノ酸残基
の存在もしくは非存在）またはそのタンパク質を産生する宿主細胞もしくは生物の両方に
依存し得る。特定の発現システムが、以下で議論されている。
【００８３】
　ポリペプチドのグリコシル化は、典型的に、N結合型またはO結合型のいずれかである。
N結合型は、アスパラギン残基の側鎖への炭水化物部分の付加を表す。Xがプロリン以外の
任意のアミノ酸である3ペプチド配列アスパラギン-X-セリンおよびアスパラギン-X-スレ
オニンは、アスパラギン側鎖への炭水化物部分の酵素付加における認識配列である。した
がって、ポリペプチド中のこれらの3ペプチド配列のいずれかの存在は、潜在的なグリコ
シル化部位を形成する。O結合型グリコシル化は、ヒドロキシアミノ酸、最も一般的には
セリンまたはスレオニンへの糖N-アセチルガラクトサミン、ガラクトースまたはキシロー
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スの1つの付加を表すが、5-ヒドロキシプロリンまたは5-ヒドロキシリジンも使用され得
る。
【００８４】
　抗体コンストラクトへのグリコシル化部位の付加は、従来法により、（N結合型グリコ
シル化部位のための）上記の3ペプチド配列の1つまたは複数を含むようアミノ酸配列を変
更することによって達成される。変更はまた、（O結合型グリコシル化部位のための）開
始配列への1つまたは複数のセリンまたはスレオニン残基の付加または置換によって行わ
れ得る。簡潔には、抗体コンストラクトのアミノ酸配列は、好ましくは、DNAレベルでの
変化を通じて、特に所望のアミノ酸に翻訳されるコドンが生じるようポリペプチドをコー
ドするDNAを予め選択された塩基で変異させることによって、変更される。
【００８５】
　抗体コンストラクト上の炭水化物部分の数を増やす別の手段は、そのタンパク質へのグ
リコシドの化学的または酵素的連結による。これらの手順は、NおよびO結合型グリコシル
化のためのグリコシル化能力を有するタンパク質を宿主細胞において産生する必要がない
点で有利である。使用される連結の様式に依存して、糖は、（a)アルギニンおよびヒスチ
ジン、（b）遊離カルボキシル基、（c）遊離スルフヒドリル基、例えばシステインのそれ
ら、（d）遊離ヒドロキシル基、例えばセリン、スレオニンもしくはヒドロキシプロリン
のそれら、（e）芳香族残基、例えばフェニルアラニン、チロシンもしくはトリプトファ
ンのそれら、または（f）グルタミンのアミド基に付加され得る。これらの方法は、WO 87
/05330およびAplin and Wriston, 1981, CRC Crit. Rev. Biochem., pp.259-306に記載さ
れている。
【００８６】
　出発抗体コンストラクト上に存在する炭水化物部分の除去は、化学的または酵素的に行
われ得る。化学的脱グリコシル化は、化合物トリフルオロメタンスルホン酸または等価化
合物へのタンパク質の暴露を必要とする。この処理は、ポリペプチドをインタクトな状態
で維持しつつ、連結糖（N-アセチルグルコサミンまたはN-アセチルガラクトサミン）を除
くほとんどまたはすべての糖を切断する。化学的脱グリコシル化は、Hakimuddin et al.,
 1987, Arch. Biochem. Biophys. 259:52によっておよびEdge et al., 1981, Anal. Bioc
hem. 118:131によって記載されている。ポリペプチド上の炭水化物部分の酵素的切断は、
Thotakura et al., 1987, Meth. Enzymol. 138:350に記載されるような様々なエンドおよ
びエキソグリコシダーゼの使用によって達成され得る。潜在的グリコシル化部位における
グリコシル化は、Duskin et al., 1982, J. Biol. Chem. 257:3105によって記載されるよ
うな化合物ツニカマイシンの使用によって防止され得る。ツニカマイシンは、タンパク質
-N-グリコシド連結の形成を阻止する。
【００８７】
　抗体コンストラクトの他の修飾も、本明細書で想定されている。例えば、抗体コンスト
ラクトの別のタイプの共有結合修飾は、米国特許第4,640,835号；同第4,496,689号；同第
4,301,144号；同第4,670,417号；同第4,791,192号または同第4,179,337号に示される様式
での様々なポリオール、例えばポリエチレングリコール、ポリプロピレングリコールもし
くはポリオキシアルキレン、またはポリエチレングリコールとポリプロピレングリコール
のコポリマーを含むがこれらに限定されない様々な非タンパク質性ポリマーへの抗体コン
ストラクトの連結を含む。加えて、当技術分野で公知のように、アミノ酸置換は、ポリマ
ー、例えばPEGの付加を容易にするよう抗体コンストラクト内の様々な位置で行われ得る
。
【００８８】
　いくつかの態様において、本発明の抗体コンストラクトの共有結合修飾は、1つまたは
複数の標識の付加を含む。標識基は、潜在的な立体障害を減らすために、様々な長さのス
ペーサーアームを通じて抗体コンストラクトに連結される。タンパク質を標識する様々な
方法が当技術分野で公知であり、本発明を実施する上で使用され得る。「標識」または「
標識基」という用語は、任意の検出可能な標識を意味する。一般に、標識は、それらを検
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出するアッセイに依存して様々なクラスに分類され、以下の例は：
　a）放射性同位体または重同位体であり得る同位体標識、例えば、放射性同位体または
放射性核種（例えば、3H、14C、15N、35S、89Zr、90Y、99Tc、111In、125I、131I）
　b）磁気標識（例えば、磁気粒子）
　c）酸化還元活性部分
　d）光学色素（発色体、リン光体および蛍光体を含むがこれらに限定されない）、例え
ば、蛍光基（例えば、FITC、ローダミン、ランタニドリン光体）、化学発光基および「低
分子」蛍光体またはタンパク質性蛍光体のいずれかであり得る蛍光体
　e）酵素基（例えば、西洋ワサビペルオキシダーゼ、β-ガラクトシダーゼ、ルシフェラ
ーゼ、アルカリホスファターゼ）
　f）ビオチニル化基
　g）2次レポーターによって認識される既定のポリペプチドエピトープ（例えば、ロイシ
ンジッパー対配列、二次抗体の結合部位、金属結合ドメイン、エピトープタグ等）
を含むがこれらに限定されない。
【００８９】
　「蛍光標識」は、その固有の蛍光特性を通じて検出され得る任意の分子を意味する。適
当な蛍光標識は、フルオレセイン、ローダミン、テトラメチルローダミン、エオシン、エ
リスロシン、クマリン、メチル-クマリン、ピレン、マラカイトグリーン、スチルベン、
ルシファーイエロー、カスケードブルーJ、テキサスレッド、IAEDANS、EDANS、BODIPY FL
、LCレッド640、Cy 5、Cy 5.5、LCレッド705、オレゴングリーン、Alexa-Fluor色素（Ale
xa Fluor 350、Alexa Fluor 430、Alexa Fluor 488、Alexa Fluor 546、Alexa Fluor 568
、Alexa Fluor 594、Alexa Fluor 633、Alexa Fluor 660、Alexa Fluor 680）、カスケー
ドブルー、カスケードイエローおよびR-フィコエリトリン（PE）（Molecular Probes, Eu
gene, OR）、FITC、ローダミンおよびテキサスレッド（Pierce, Rockford, IL）、Cy5、C
y5.5、Cy7（Amersham Life Science, Pittsburgh, PA）を含むがこれらに限定されない。
蛍光体を含む適当な光学色素は、Molecular Probes Handbook by Richard P. Hauglandに
記載されている。
【００９０】
　適当なタンパク質性蛍光標識はまた、レニラ（Renilla）、プチロサーカス（Ptilosarc
us）またはエクオレア（Aequorea）種のGFP（Chalfie et al., 1994, Science 263:802-8
05）、EGFP（Clontech Laboratories, Inc., Genbankアクセッション番号U55762）を含む
緑色蛍光タンパク質、青色蛍光タンパク質（BFP, Quantum Biotechnologies, Inc. 1801 
de Maisonneuve Blvd. West, 8th Floor, Montreal, Quebec, Canada H3H 1J9; Stauber,
 1998, Biotechniques 24:462-471; Heim et al., 1996, Curr. Biol. 6:178-182）、強
化型黄色蛍光タンパク質（EYFP, Clontech Laboratories, Inc.）、ルシフェラーゼ（Ich
iki et al., 1993, J. Immunol. 150:5408-5417）、βガラクトシダーゼ（Nolan et al.,
 1988, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 85:2603-2607）およびレニラ（WO92/15673、WO9
5/07463、WO98/14605、WO98/26277、WO99/49019、米国特許第5292658号、同第5418155号
、同第5683888号、同第5741668号、同第5777079号、同第5804387号、同第5874304号、同
第5876995号、同第5925558号）を含むがこれらに限定されない。
【００９１】
　ロイシンジッパードメインは、それらが見い出されるタンパク質のオリゴマー化を促進
するペプチドである。ロイシンジッパーは、当初、いくつかのDNA結合タンパク質におい
て同定され（Landschulz et al., 1988, Science 240:1759）、そしてその後、様々な異
なるタンパク質において見出されている。特に知られているロイシンジッパーは、二量体
化または三量体化する天然に存在するペプチドおよびその誘導体である。可溶性オリゴマ
ータンパク質を作製するのに適したロイシンジッパードメインの例は、PCT出願WO 94/103
08に記載されており、肺サーファクタントタンパク質D（SPD）由来のロイシンジッパーが
Hoppe et al., 1994, FEBS Letters 344:191に記載されている。それに融合された異種タ
ンパク質の安定的な三量体化を実現する修飾されたロイシンジッパーの使用は、Fanslow 
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et al., 1994, Semin. Immunol. 6:267-78に記載されている。1つのアプローチにおいて
、ロイシンジッパーペプチドに融合された標的抗原抗体フラグメントまたは誘導体を含む
組み換え融合タンパク質が、適当な宿主細胞において発現され、そして形成する可溶性オ
リゴマー標的抗原抗体フラグメントまたは誘導体が培養上清から回収される。
【００９２】
　本発明の抗体コンストラクトはまた、例えばその分子の単離を助けるまたはその分子の
適合された薬物動態プロフィールに関連する追加ドメインを含み得る。抗体コンストラク
トの単離を助けるドメインは、単離方法、例えば単離用カラムにおいて捕捉され得るペプ
チドモチーフまたは二次的に導入される部分から選択され得る。そのような追加ドメイン
の非限定的な態様は、Mycタグ、HATタグ、HAタグ、TAPタグ、GSTタグ、キチン結合ドメイ
ン（CBDタグ）、マルトース結合タンパク質（MBPタグ）、Flagタグ、Strepタグおよびそ
の変種（例えば、StrepIIタグ）ならびにHisタグとして公知のペプチドモチーフを含む。
同定されたCDRによって特徴づけられる本明細書に開示される抗体コンストラクトはすべ
て、その分子のアミノ酸配列中に、連続するHis残基、好ましくは6つのHis残基の反復と
して、一般に知られているHisタグドメインを含むことが好ましい。
【００９３】
　T細胞またはTリンパ球は、細胞媒介免疫において中心的な役割を果たすリンパ球（それ
自体、白血球の一タイプである）の一タイプである。T細胞には、各々異なる機能を有す
るいくつかのサブセットが存在する。T細胞は、その細胞表面上にT細胞受容体（TCR）が
存在する点で他のリンパ球、例えばB細胞およびNK細胞と区別され得る。TCRは、主要組織
適合遺伝子複合体（MHC）分子に結合した抗原の認識を担い、2つの異なるタンパク質鎖か
ら構成される。T細胞の95％において、TCRは、アルファ（α）およびベータ（β）鎖から
なる。TCRが抗原ペプチドおよびMHC（ペプチド／MHC複合体）と接触すると、Tリンパ球は
、関連酵素、コレセプター、専用アダプター分子および活性化もしくは放出された転写因
子によって媒介される一連の生化学的イベントを通じて活性化される。
【００９４】
　CD3受容体複合体は、タンパク質複合体であり、4つの鎖から構成される。哺乳動物にお
いて、この複合体は、CD3γ（ガンマ）鎖、CD3δ（デルタ）鎖および2つのCD3ε（イプシ
ロン）鎖を含む。これらの鎖は、T細胞受容体（TCR）およびいわゆるζ（ゼータ）鎖と会
合してT細胞受容体CD3複合体を形成し、Tリンパ球において活性化シグナルを生成する。C
D3γ（ガンマ）、CD3δ（デルタ）およびCD3ε（イプシロン）鎖は、単一の細胞外免疫グ
ロブリンドメインを含む免疫グロブリンスーパーファミリーの高度に関連する細胞表面タ
ンパク質である。CD3分子の細胞内尾部は、TCRのシグナル伝達能に必須である免疫受容体
チロシンベース活性化モチーフ（immunoreceptor tyrosine-based activation motif）ま
たは略してITAMとして公知の単一の保存されたモチーフを含む。CD3イプシロン分子は、
ヒトにおいて第11染色体に存在するCD3E遺伝子によってコードされるポリペプチドである
。好ましいヒトCD3イプシロン細胞外ドメインの配列は、SEQ ID NO:610に示され、ヒトCD
3イプシロン細胞外ドメインのアミノ酸残基1～27に対応する最も好ましいCD3結合エピト
ープは、SEQ ID NO:7で表される。
【００９５】
　多特異性、少なくとも二重特異性抗体コンストラクトによるT細胞の動員を通じた標的
細胞のリダイレクト溶解は、細胞溶解シナプスの形成ならびにパーフォリンおよびグラン
ザイムの送達を伴う。関与するT細胞は、連続的な標的細胞溶解を行うことができ、ペプ
チド抗原のプロセシングおよび提示またはクローン性T細胞の分化に干渉する免疫回避機
構に影響されない；例えば、WO 2007/042261を参照のこと。
【００９６】
　二重特異性抗体コンストラクトによって媒介される細胞傷害性は、様々な方法で測定す
ることができる。エフェクター細胞は、例えば、刺激された濃縮（ヒト）CD8陽性T細胞ま
たは未刺激の（ヒト）末梢血単核細胞（PBMC）であり得る。標的細胞がマカク起源である
またはマカク標的細胞抗原を発現するもしくはマカク標的細胞抗原でトランスフェクトさ
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れている場合、エフェクター細胞もまた、マカク起源、例えばマカクT細胞株、例えば411
9LnPxであるべきである。標的細胞は、標的細胞抗原、例えばヒトまたはマカク標的細胞
抗原（の少なくとも細胞外ドメイン）を発現するものであるべきである。標的細胞は、標
的細胞抗原、例えばヒトまたはマカク標的細胞抗原で安定的または一過的にトランスフェ
クトされた細胞株（例えば、CHO）であり得る。あるいは、標的細胞は、標的細胞抗原陽
性天然発現細胞株、例えばヒト癌細胞株であり得る。通常、EC50値は、その細胞表面上に
より高レベルの標的細胞抗原を発現する標的細胞株に対してより低くなると考えられる。
エフェクター 対 標的細胞（E:T）比は、通常、約10:1であるが、これは変更することも
できる。二重特異性抗体コンストラクトの細胞傷害活性は、51クロム放出アッセイ（イン
キュベート時間約18時間）においてまたはFACSベースの細胞傷害性アッセイ（インキュベ
ート時間約48時間）において測定することができる。アッセイのインキュベート時間（細
胞傷害性反応）の変更も可能である。細胞傷害性を測定する他の方法は、当業者に周知で
あり、生物発光アッセイ、スルホローダミンB（SRB）アッセイ、WSTアッセイ、クローン
形成アッセイおよびECIS技術を含む、MTTまたはMTSアッセイ、ATPベースのアッセイを含
む。
【００９７】
　本発明の二重特異性抗体コンストラクトによって媒介される細胞傷害活性は、好ましく
は、細胞ベースの細胞傷害性アッセイにおいて測定される。それは、最大半量効果濃度（
ベースラインと最大の間の中間の細胞傷害性反応を誘導する抗体コンストラクトの濃度）
に対応するEC50値によって表される。好ましくは、二重特異性抗体コンストラクトのEC50
値は、≦20.000 pg/ml、より好ましくは≦5000 pg/ml、さらにより好ましくは≦1000 pg/
ml、さらにより好ましくは≦500 pg/ml、さらにより好ましくは≦350 pg/ml、さらにより
好ましくは≦250 pg/ml、さらにより好ましくは≦100 pg/ml、さらにより好ましくは≦50
 pg/ml、さらにより好ましくは≦10 pg/ml、そして最も好ましくは≦5 pg/mlである。
【００９８】
　上記の与えられた任意のEC50値が、例えば添付の実施例に記載される方法に沿って、細
胞ベースの細胞傷害性アッセイの示されたシナリオのいずれか1つと組み合わされ得る。
例えば、（ヒト）CD8陽性T細胞またはマカクT細胞株がエフェクター細胞として使用され
る場合、標的細胞抗原／CD3二重特異性抗体コンストラクトのEC50値は、好ましくは≦100
0 pg/ml、より好ましくは≦500 pg/ml、さらにより好ましくは≦250 pg/ml、さらにより
好ましくは≦100 pg/ml、さらにより好ましくは≦50 pg/ml、さらにより好ましくは≦10 
pg/mlおよび最も好ましくは≦5 pg/mlである。このアッセイにおいて標的細胞が標的細胞
抗原でトランスフェクトされた（ヒトまたはマカク）細胞、例えばCHO細胞である場合、
標的細胞抗原／CD3二重特異性抗体コンストラクトのEC50値は、好ましくは≦150 pg/ml、
より好ましくは≦100 pg/ml、さらにより好ましくは≦50 pg/ml、さらにより好ましくは
≦30 pg/ml、さらにより好ましくは≦10 pg/mlおよび最も好ましくは≦5 pg/mlである。
標的細胞が標的細胞抗原の陽性天然発現細胞株である場合、EC50値は、好ましくは≦350 
pg/ml、より好ましくは≦250 pg/ml、さらにより好ましくは≦200 pg/ml、さらにより好
ましくは≦100 pg/ml、さらにより好ましくは≦150 pg/ml、さらにより好ましくは≦100 
pg/mlおよび最も好ましくは≦50 pg/mlまたはそれより低い値である。（ヒト）PBMCがエ
フェクター細胞として使用される場合、標的細胞抗原／CD3二重特異性抗体コンストラク
トのEC50値は、好ましくは≦1000 pg/ml、より好ましくは≦750 pg/ml、より好ましくは
≦500 pg/ml、さらにより好ましくは≦350 pg/ml、さらにより好ましくは≦250 pg/ml、
さらにより好ましくは≦100 pg/mlおよび最も好ましくは≦50 pg/mlまたはそれより低い
値である。
【００９９】
　好ましくは、本発明の二重特異性抗体コンストラクトは、標的細胞抗原陰性細胞、例え
ばCHO細胞の溶解を誘導／媒介しないまたは本質的に溶解を誘導／媒介しない。「溶解を
誘導しない」、「本質的に溶解を誘導しない」、「溶解を媒介しない」または「本質的に
溶解を媒介しない」という用語は、標的細胞抗原陽性細胞株の溶解を100％として、本発
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明の抗体コンストラクトが標的細胞抗原陰性細胞の30％を超える溶解を誘導または媒介せ
ず、好ましくは20％を超えず、より好ましくは10％を超えず、特に好ましくは9％、8％、
7％、6％または5％を超えないことを意味する。これは通常、500 nMまでの抗体コンスト
ラクトの濃度に適用される。当業者は、さらなる労力なしに細胞溶解を測定する方法を知
っている。さらに、本明細書は、細胞溶解を測定する方法の具体的な手引きを教示してい
る。
【０１００】
　個々の二重特異性抗体コンストラクトの単量体アイソフォームと二量体アイソフォーム
の間の細胞傷害活性の差は、「効力ギャップ」と称される。この効力ギャップは、例えば
、その分子の単量体形態のEC50値と二量体形態のEC50値の間の比として算出され得る。本
発明の二重特異性抗体コンストラクトの効力ギャップは、好ましくは≦5、より好ましく
は≦4、さらにより好ましくは≦3、さらにより好ましくは≦2そして最も好ましくは≦1で
ある。
【０１０１】
　本発明の抗体コンストラクトの第1および/または第2の（または任意のさらなる）結合
ドメインは、好ましくは、霊長類の哺乳類目のメンバーについて種間特異的である。種間
特異的CD3結合ドメインは、例えば、WO 2008/119567に記載されている。1つの態様にした
がい、第1および/または第2の結合ドメインは、それぞれ、標的細胞抗原およびヒトCD3へ
の結合に加えて、新世界霊長類（例えば、コモンマーモセット、ワタボウシタマリンまた
はコモンリスザル）、旧世界霊長類（例えば、ヒヒおよびマカク）、テナガザルおよび非
ヒトのヒト亜科動物を含む（がこれらに限定されない）霊長類の標的細胞抗原／CD3にも
結合するであろう。
【０１０２】
　本発明の1つの局面において、第1の結合ドメインは、ヒトCDH19（SEQ ID NO:611）に結
合し、さらにマカクCDH19、例えばカニクイザル（Macaca fascicularis）のCDH19（SEQ I
D NO:612）に結合する。マカクCDH19に対する第1の結合ドメインの親和性は、好ましくは
≦15 nM、より好ましくは≦10 nM、さらにより好ましくは≦5 nM、さらにより好ましくは
≦1 nM、さらにより好ましくは≦0.5 nM、さらにより好ましくは≦0.1 nM、最も好ましく
は≦0.05 nMであり、≦0.01 nMでさえある。
【０１０３】
　好ましくは、その特異的なマカク対ヒト標的抗原、例えばマカクCDH19対ヒトCDH19［ma
CDH19:huCDH19］への結合における本発明にしたがう抗体コンストラクトの親和性ギャッ
プは、0.1～10の間、より好ましくは0.2～5の間、さらにより好ましくは0.3～2.5の間、
さらにより好ましくは0.4～2の間、最も好ましくは0.5～1の間である。
【０１０４】
　本発明の抗体コンストラクトのさらなる態様において、抗体コンストラクトは、
（a）アミノ酸配列

を含むN末端のFcRn結合ペプチドおよびアミノ酸配列

を含むC末端のFcRn結合ペプチド；
（b）アミノ酸配列

を含むN末端のFcRn結合ペプチドおよびアミノ酸配列

を含むC末端のFcRn結合ペプチド；
（c）アミノ酸配列

を含むN末端のFcRn結合ペプチドおよびアミノ酸配列
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を含むC末端のFcRn結合ペプチド；
（d）アミノ酸配列

を含むN末端のFcRn結合ペプチドおよびアミノ酸配列

を含むC末端のFcRn結合ペプチド；、
（e）アミノ酸配列

を含むN末端のFcRn結合ペプチドおよびアミノ酸配列

を含むC末端のFcRn結合ペプチド；ならびに
（f）アミノ酸配列

を含むN末端のFcRn結合ペプチドおよびアミノ酸配列

を含むC末端のFcRn結合ペプチド
からなる群より選択されるN末端のFcRn結合ペプチドおよびC末端のFcRn結合ペプチドを含
む。
【０１０５】
　実施例1に示されるデータから明らかなように、驚くべきことに、環状ペプチド、すな
わち、cysループを含むペプチドは、一方では、例えば細胞培養下での産生（上流産生基
準）および二重特異性単鎖コンストラクトの単離（下流産生基準）にとって重要であるこ
とが見出された。他方、この実施例は、タンパク質鎖内でのそのような環状ペプチドの位
置が二重特異性単鎖コンストラクトの製造および単離にとって重要であることを示してい
る。そのコンストラクトのN末端およびC末端のFcRn結合ペプチドの特定の組み合わせを含
む本発明の二重特異性単鎖抗体コンストラクトは、好ましい組織分布特性を有しつつ、そ
れらの産業的に受け入れられる上流および下流産生基準を維持している抗体コンストラク
トの製造を可能にする。
【０１０６】
　本発明の抗体コンストラクトのさらなる態様において、FcRn結合ペプチドは、ペプチド
リンカーを通じて抗体コンストラクトに連結される。ペプチドリンカーが、（GGGGS)n（S
EQ ID NO:6）nのアミノ酸配列を有し、「n」が1～5の範囲の整数であることが好ましい。
整数「n」が1～3の整数であることがさらに好ましく、最も好ましくは「n」は1または2で
ある。
【０１０７】
　本発明の1つの態様において、コンストラクトは、血清アルブミンに結合するさらなる
ドメインを含む。特に好ましいアルブミン結合ドメインは、例えば、配列

を有するペプチドである。しかし、直鎖状構造を有しcysループのような構造を含まない
アルブミンに結合するドメインが、本発明の抗体コンストラクトにおけるそのような付加
的なcysループが産生の問題に関連する可能性があるため、好ましい。
【０１０８】
　また、本発明の抗体コンストラクトの1つの態様において、標的細胞表面抗原は、腫瘍
抗原である。この腫瘍抗原は、CDH19（カドヘリン19）、MSLN（メソテリン、巨核球増強
因子（megagaryocyte-potentiating factor）［MPF］とも呼ばれる）、DLL3、FLT3（FMS
関連チロシンキナーゼ3、幹細胞チロシンキナーゼ1［STK1］またはFLK2とも呼ばれる）、
CD33（シアル酸結合免疫グロブリン様レクチン3［SIGLEC3］としても公知である）、CD20
（Bリンパ球表面抗原B1［B1］またはMS4A1としても公知である）またはEGFRvIIIからなる
群より選択されることが好ましい。
【０１０９】
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　本発明の抗体コンストラクトの1つの態様において、第2の結合ドメインは、ヒトおよび
コモンマーモセット（Callithrix jacchus）、ワタボウシタマリン（Saguinus oedipus）
またはコモンリスザル（Saimiri sciureus）CD3ε鎖のエピトープに結合し、該エピトー
プがSEQ ID NO:7（ヒト）、SEQ ID NO:8（コモンマーモセット）、SEQ ID NO:9（ワタボ
ウシタマリン）およびSEQ ID NO:10（コモンリスザル）からなる群に含まれるアミノ酸配
列の一部でありかつ少なくともアミノ酸配列Gln-Asp-Gly-Asn-Glu（SEQ ID NO:11）を含
む。コモンマーモセットおよびワタボウシタマリンは、両方ともマーモセット（Callitri
chidae）科に属する新世界霊長類であり、コモンリスザルは、オマキザル（Cebidae）科
に属する新世界霊長類である。
【０１１０】
　1つの態様において、第2の結合ドメインは、
（a）SEQ ID NO:12～14で示されるCDR-L1～L3およびSEQ ID NO:15～17で示されるCDR-H1
～H3；
（b）SEQ ID NO:24～26で示されるCDR-L1～L3およびSEQ ID NO:27～29で示されるCDR-H1
～H3；
（c）SEQ ID NO:36～38で示されるCDR-L1～L3およびSEQ ID NO:39～41で示されるCDR-H1
～H3；
（d）SEQ ID NO:48～50で示されるCDR-L1～L3およびSEQ ID NO:51～53で示されるCDR-H1
～H3；
（e）SEQ ID NO:60～62で示されるCDR-L1～L3およびSEQ ID NO:63～65で示されるCDR-H1
～H3；
（f）SEQ ID NO:72～74で示されるCDR-L1～L3およびSEQ ID NO:75～77で示されるCDR-H1
～H3；
（g）SEQ ID NO:84～86で示されるCDR-L1～L3およびSEQ ID NO:87～89で示されるCDR-H1
～H3；
（h）SEQ ID NO:96～98で示されるCDR-L1～L3およびSEQ ID NO:99～101で示されるCDR-H1
～H3；
（i）SEQ ID NO:108～110で示されるCDR-L1～L3およびSEQ ID NO:111～113で示されるCDR
-H1～H3；
（j）SEQ ID NO:120～122で示されるCDR-L1～L3およびSEQ ID NO:123～125で示されるCDR
-H1～H3；
（k）SEQ ID NO:616～618で示されるCDR-L1～L3およびSEQ ID NO:613～615で示されるCDR
-H1～H3；
（l）SEQ ID NO:626～628で示されるCDR-L1～L3およびSEQ ID NO:623～625で示されるCDR
-H1～H3；
（m）SEQ ID NO:636～638で示されるCDR-L1～L3およびSEQ ID NO:633～635で示されるCDR
-H1～H3；
（n）SEQ ID NO:646～648で示されるCDR-L1～L3およびSEQ ID NO:643～645で示されるCDR
-H1～H3；
（o）SEQ ID NO:656～658で示されるCDR-L1～L3およびSEQ ID NO:653～655で示されるCDR
-H1～H3；
（p）SEQ ID NO:666～668で示されるCDR-L1～L3およびSEQ ID NO:663～665で示されるCDR
-H1～H3；
（q）SEQ ID NO:676～678で示されるCDR-L1～L3およびSEQ ID NO:673～675で示されるCDR
-H1～H3；ならびに
（r）SEQ ID NO:686～688で示されるCDR-L1～L3およびSEQ ID NO:683～685で示されるCDR
-H1～H3
からなる群より選択されるCDR-L1～L3を有するVL領域およびCDR-H1～H3を有するVH領域を
含む。
【０１１１】
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　1つの態様において、第2の結合ドメインは、
（a）SEQ ID NO:18で示されるVH鎖およびSEQ ID NO:20で示されるVL鎖；
（b）SEQ ID NO:30で示されるVH鎖およびSEQ ID NO:32で示されるVL鎖；
（c）SEQ ID NO:42で示されるVH鎖およびSEQ ID NO:44で示されるVL鎖；
（d）SEQ ID NO:54で示されるVH鎖およびSEQ ID NO:56で示されるVL鎖；
（e）SEQ ID NO:66で示されるVH鎖およびSEQ ID NO:68で示されるVL鎖；
（f）SEQ ID NO:78で示されるVH鎖およびSEQ ID NO:80で示されるVL鎖；
（g）SEQ ID NO:90で示されるVH鎖およびSEQ ID NO:92で示されるVL鎖；
（h）SEQ ID NO:102で示されるVH鎖およびSEQ ID NO:104で示されるVL鎖；
（i）SEQ ID NO:114で示されるVH鎖およびSEQ ID NO:116で示されるVL鎖；
（j）SEQ ID NO:126で示されるVH鎖およびSEQ ID NO:128で示されるVL鎖；
（k）SEQ ID NO:619で示されるVH鎖およびSEQ ID NO:620で示されるVL鎖；
（l）SEQ ID NO:629で示されるVH鎖およびSEQ ID NO:630で示されるVL鎖；
（m）SEQ ID NO:639で示されるVH鎖およびSEQ ID NO:640で示されるVL鎖；
（n）SEQ ID NO:649で示されるVH鎖およびSEQ ID NO:650で示されるVL鎖；
（o）SEQ ID NO:659で示されるVH鎖およびSEQ ID NO:660で示されるVL鎖；
（p）SEQ ID NO:669で示されるVH鎖およびSEQ ID NO:670で示されるVL鎖；
（q）SEQ ID NO:679で示されるVH鎖およびSEQ ID NO:680で示されるVL鎖；ならびに
（r）SEQ ID NO:689で示されるVH鎖およびSEQ ID NO:690で示されるVL鎖
からなる群より選択されるVH鎖およびVL鎖の対を含む。
【０１１２】
　また、本発明の抗体コンストラクトの1つの態様において、第2の結合ドメインは、SEQ 
ID NO:22、SEQ ID NO:34、SEQ ID NO:46、SEQ ID NO:58、SEQ ID NO:70、SEQ ID NO:82、
SEQ ID NO:94、SEQ ID NO:106、SEQ ID NO:118、SEQ ID NO:130、SEQ ID NO:621、SEQ ID
 NO:631、SEQ ID NO:641、SEQ ID NO:651、SEQ ID NO:661、SEQ ID NO:671、SEQ ID NO:6
81またはSEQ ID NO:691に示されるアミノ酸配列を含む。
【０１１３】
　本発明の抗体コンストラクトの好ましい態様において、ドメインは、N末端からC末端に
向かって以下のように配置される：
（SEQ ID NO:1を含むFcRn結合ペプチド）-（第1の結合ドメインのVH鎖）-（第1の結合ド
メインのVL鎖）-（第2の結合ドメインのVH鎖）-（第2の結合ドメインのVL鎖）-（SEQ ID 
NO:4を含むFcRn結合ペプチド）
または
（SEQ ID NO:4を含むFcRn結合ペプチド）-（第1の結合ドメインのVH鎖）-（第1の結合ド
メインのVL鎖）-（第2の結合ドメインのVH鎖）-（第2の結合ドメインのVL鎖）-（SEQ ID 
NO:1を含むFcRn結合ペプチド）。
【０１１４】
　本明細書に記載される抗体コンストラクトのアミノ酸配列修飾もまた想定される。例え
ば、それが抗体コンストラクトの結合親和性および／または他の生物学的特性を改善する
ことが望まれる場合がある。抗体コンストラクトのアミノ酸配列変種は、抗体コンストラ
クトの核酸に適当なヌクレオチド変化を導入することによってまたはペプチド合成によっ
て調製される。以下に記載されるアミノ酸配列修飾のすべてが、未修飾の親分子の所望の
生物学的活性（標的細胞抗原およびCD3に結合する活性）を依然として保持している抗体
コンストラクトを生成するはずである。
【０１１５】
　「アミノ酸」または「アミノ酸残基」という用語は、典型的に、その当技術分野で認め
られている定義を有するアミノ酸、例えば、アラニン（AlaまたはA）；アルギニン（Arg
またはR）；アスパラギン（AsnまたはN）；アスパラギン酸（AspまたはD）；システイン
（CysまたはC）；グルタミン（GlnまたはQ）；グルタミン酸（GluまたはE）；グリシン（
GlyまたはG）；ヒスチジン（HisまたはH）；イソロイシン（HeまたはI）；ロイシン（Leu
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またはL）；リジン（LysまたはK）；メチオニン（MetまたはM）；フェニルアラニン（Phe
またはF）；プロリン（ProまたはP）；セリン（SerまたはS）；スレオニン（ThrまたはT
）；トリプトファン（TrpまたはW）；チロシン（TyrまたはY）；およびバリン（Valまた
はV）からなる群より選択されるアミノ酸を表すが、望ましい場合は修飾、合成または希
少アミノ酸も使用され得る。一般に、アミノ酸は、非極性側鎖（例えば、Ala、Cys、He、
Leu、Met、Phe、Pro、Val）；負荷電側鎖（例えば、Asp、Glu）；正荷電側鎖（例えば、A
rg、His、Lys）；または非荷電極性側鎖（例えば、Asn、Cys、Gln、Gly、His、Met、Phe
、Ser、Thr、TrpおよびTyr）を有する点でグループ化され得る。
【０１１６】
　アミノ酸修飾は、例えば、抗体コンストラクトのアミノ酸配列からの欠失、および／ま
たは抗体コンストラクトのアミノ酸配列への挿入、および／または抗体コンストラクトの
アミノ酸配列内の残基の置換を含む。最終コンストラクトが所望の特徴を保持している限
り、最終コンストラクトに達するために欠失、挿入および置換の任意の組み合わせが行わ
れる。アミノ酸変化、例えばグリコシル化部位の数または位置の変化はまた、抗体コンス
トラクトの翻訳後プロセスを変更し得る。
【０１１７】
　例えば、1、2、3、4、5または6個のアミノ酸が各CDRにおいて挿入または欠失され得（
当然、それらの長さに依存して）、1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、1
5、16、17、18、19、20または25個のアミノ酸が各FRにおいて挿入または欠失され得る。
好ましくは、アミノ酸配列の挿入は、1、2、3、4、5、6、7、8、9または10残基から100ま
たはそれ以上の残基を含むポリペプチドまでの長さの範囲のアミノおよび／またはカルボ
キシル末端融合、ならびに単一または複数のアミノ酸残基の配列内挿入を含む。本発明の
抗体コンストラクトの挿入変種は、抗体コンストラクトのN末端もしくはC末端の酵素への
融合または抗体コンストラクトの血清半減期を増加させるポリペプチドへの融合を含む。
【０１１８】
　置換変異における最大の関心対象の部位は、重鎖および／または軽鎖のCDR、特に超可
変領域を含むが、重鎖および／または軽鎖におけるFRの変更もまた想定される。置換は好
ましくは、本明細書に記載される保存的置換である。好ましくは、CDRまたはFRの長さに
依存して、1、2、3、4、5、6、7、8、9または10個のアミノ酸がCDRにおいて置換され得、
1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20または25個
のアミノ酸がフレームワーク領域（FR）において置換され得る。例えば、CDR配列が6個の
アミノ酸を含む場合、これらのアミノ酸のうちの1、2または3個が置換されることが想定
される。同様に、CDR配列が15個のアミノ酸を含む場合、これらのアミノ酸のうちの1、2
、3、4、5または6個が置換されることが想定される。
【０１１９】
　変異に好ましい位置である抗体コンストラクトの特定の残基または領域の同定に有用な
方法は、Science, 244: 1081-1085 (1989)においてCunninghamおよびWellsによって記載
された「アラニンスキャン変異誘発」と呼ばれるものである。この方法では、抗体コンス
トラクト内の残基または標的残基群が同定され（例えば、荷電残基、例えばarg、asp、hi
s、lysおよびglu）、そしてエピトープに対するそのアミノ酸の相互作用に影響を与える
中性または負荷電アミノ酸（最も好ましくは、アラニンまたはポリアラニン）で置き換え
られる。
【０１２０】
　この置換に対して機能的感受性を示すアミノ酸位置は、次いで、その置換部位にまたは
置換部位のためにさらなるまたはその他の変異を導入することによって厳選される。この
ように、アミノ酸配列変種を導入する部位または領域は予め決定されるが、変異の性質自
体は予め決定される必要はない。例えば、所定部位における変異の働きを分析または最適
化するため、アラニンスキャンまたは無作為変異誘発が標的のコドンまたは領域において
行われ、そして発現される抗体コンストラクトの変種が所望の活性の最適な組み合わせに
ついてスクリーニングされる。既知の配列を有するDNA内の既定部位において置換変異を
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行う技術は周知であり、例えば、M13プライマー変異誘発およびPCR変異誘発がある。変異
体のスクリーニングは、例えばCDH19結合などの抗原結合活性のアッセイを用いて行われ
る。
【０１２１】
　一般に、重鎖および／または軽鎖のCDRの1つもしくは複数またはすべてにおいてアミノ
酸が置換される場合、それによって得られる「置換された」配列が「当初の」CDR配列と
少なくとも60％同一であることが好ましく、より好ましくは65％、さらにより好ましくは
70％、特に好ましくは75％、特に好ましくは80％である。これは、それがどの程度「置換
された」配列と同一であるのかがCDRの長さに依存することを意味する。例えば、5個のア
ミノ酸を有するCDRは、少なくとも1つの置換されたアミノ酸を有するために、好ましくは
その置換されたアミノ酸配列と少なくとも80％同一である。したがって、抗体コンストラ
クトのCDRは、それらの置換された配列に対して異なる程度の同一性を有し得る、例えば
、CDRL1は80％を有し得、CDRL3は90％を有し得る。
【０１２２】
　好ましい置換（または置き換え）は、保存的置換である。しかし、抗体コンストラクト
が第1の結合ドメインを通じて標的細胞抗原に結合し第2の結合ドメインを通じてCD3イプ
シロンに結合する能力を保持している限りおよび／またはそのCDRがそのように置換され
る配列に対して同一性を有している（「当初」のCDR配列に対して少なくとも60％、より
好ましくは65％、さらにより好ましくは70％、特に好ましくは75％、特に好ましくは80％
同一である）限り、任意の置換（非保存的置換または以下の表1に列挙される「例示的な
置換」の1つもしくは複数を含む）が想定されている。
【０１２３】
　保存的置換は、表1の「好ましい置換」という見出しの下に示されている。そのような
置換が生物学的活性を変化させる場合、表Aで「例示的な置換」として挙げられたまたは
アミノ酸クラスに関連して以下にさらに記載されるようなより実質的な変更が導入され得
、そしてその産物が所望の特性についてスクリーニングされ得る。
【０１２４】
　（表Ａ）アミノ酸置換
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【０１２５】
　本発明の抗体コンストラクトの生物学的特性の実質的修飾は、（a）置換領域のポリペ
プチド骨格の構造、例えばシートもしくはらせん立体構造、（b）標的部位における分子
の電荷もしくは疎水性、または（c）側鎖のかさ高さ、の維持に対するそれらの効果が有
意に異なる置換を選択することによって達成される。天然に存在する残基は、共通の側鎖
特性に基づくグループ：（1）疎水性：ノルロイシン、met、ala、val、leu、ile；（2）
中性親水性；cys、ser、thr；（3）酸性：asp、glu；（4）塩基性：asn、gin、his、lys
、arg；（5）鎖の配向性に影響する残基：gly、pro；および（6）芳香族：trp、tyr、phe
、に分類される。
【０１２６】
　非保存的置換は、これらのクラスのうちの1つのメンバーから別のクラスのメンバーへ
の交換を伴うものであろう。抗体コンストラクトの適切な立体構造の維持に関与しない任
意のシステイン残基は、その分子の酸化安定性を改善し異常な架橋を防ぐために、通常セ
リンで置換され得る。逆に、システイン結合は、その安定性（特にその抗体が抗体フラグ
メント、例えばFvフラグメントである場合）を改善するために抗体に添加され得る。
【０１２７】
　アミノ酸配列に関して、配列同一性および／または類似性は、Smith and Waterman, 19
81, Adv. Appl. Math. 2:482の部分配列同一性アルゴリズム、Needleman and Wunsch, 19
70, J. Mol. Biol. 48:443の配列同一性アラインメントアルゴリズム、Pearson and Lipm
an, 1988, Proc. Nat. Acad. Sci. U.S.A. 85:2444の類似性検索法、これらのアルゴリズ
ムのコンピュータによる実行（Wisconsin Genetics Software Package, Genetics Comput
er Group, 575 Science Drive, Madison, Wis.のGAP、BESTFIT、FASTAおよびTFASTA）、D
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evereux et al., 1984, Nucl. Acid Res. 12:387-395により記載された、好ましくはデフ
ォルト設定を使用するBest Fit配列プログラムを含むがこれらに限定されない当技術分野
で公知の標準的技術を使用することによってまたは目視によって決定される。好ましくは
、パーセント同一性は、以下のパラメータに基づきFastDBによって計算される：ミスマッ
チペナルティー 1；ギャップペナルティー 1；ギャップサイズペナルティー 0.33；およ
び接続ペナルティー（joining penalty） 30、"Current Methods in Sequence Compariso
n and Analysis", Macromolecule Sequencing and Synthesis, Selected Methods and Ap
plications, pp 127-149 (1988), Alan R. Liss, Inc。
【０１２８】
　有用なアルゴリズムの例はPILEUPである。PILEUPは、プログレッシブ、ペアワイズなア
ラインメントを使用して関連配列群から複数の配列アラインメントを生成する。それはま
た、アラインメントを生成するために使用されたクラスター化関係を示すツリーをプロッ
トすることができる。PILEUPは、Feng & Doolittle, 1987, J. Mol. Evol. 35:351-360の
プログレッシブアラインメント法の簡易版を使用する；この方法はHiggins and Sharp, 1
989, CABIOS 5:151-153により記載されたものに類似する。有用なPILEUPパラメータは、
デフォルトギャップウェイト 3.00、デフォルトギャップ長ウェイト 0.10およびウェイテ
ッドエンドキャップ（weighted end gap）を含む。
【０１２９】
　有用なアルゴリズムの別の例は、Altschul et al., 1990, J. Mol. Biol. 215:403-410
; Altschul et al., 1997, Nucleic Acids Res. 25:3389-3402; およびKarin et al., 19
93, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 90:5873-5787に記載されるBLASTアルゴリズムであ
る。特に有用なBLASTプログラムは、Altschul et al., 1996, Methods in Enzymology 26
6:460-480から得られたWU-BLAST-2プログラムである。WU-BLAST-2は、いくつかの検索パ
ラメータを使用し、その大部分はデフォルト値に設定される。調整可能なパラメータは、
以下の値に設定される：オーバーラップスパン＝1、オーバーラップフラクション＝0.125
、ワードしきい値（T）＝11。HSP SおよびHSP S2パラメータは動的な値であり、個々の配
列の組成および関心対象の配列を検索する特定のデータベースの組成に依存してプログラ
ム自体によって決定されるが；この値は感度を高めるために調節され得る。
【０１３０】
　さらなる有用なアルゴリズムは、Altschul et al., 1993, Nucl. Acids Res. 25:3389-
3402によって報告されたギャップドBLASTである。ギャップドBLASTは、BLOSUM-62置換ス
コアを使用し；しきい値Tパラメータは9に設定され；ギャップなし伸長をもたらすツーヒ
ット法は、ギャップ長kに10+kのコストをかけ；Xuは16に設定され、そしてXgはデータベ
ース検索段階では40におよびアルゴリズムの出力段階では67に設定される。ギャップあり
アラインメントは、約22ビットに相当するスコアによってもたらされる。
【０１３１】
　一般に、個々の変種CDR間のアミノ酸相同性、類似性または同一性は、本明細書に示さ
れる配列に対して少なくとも60％であり、より典型的には相同性または同一性が少なくと
も65％または70％に増加することが好ましく、より好ましくは少なくとも75％または80％
、さらにより好ましくは少なくとも85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、
97％、98％、99％およびほぼ100％である。同様の様式で、本明細書で特定される結合タ
ンパク質の核酸配列に関する「パーセント（％）核酸配列同一性」は、抗体コンストラク
トのコード配列内のヌクレオチド残基と同一である候補配列内のヌクレオチド残基の百分
率と定義される。特定の方法は、オーバーラップスパンおよびオーバーラップフラクショ
ンがそれぞれ１および0.125に設定されたデフォルトパラメータに設定されたWU-BLAST-2
のBLASTNモジュールを利用する。
【０１３２】
　一般に、個々の変種CDRをコードするヌクレオチド配列と本明細書に示されるヌクレオ
チド配列の間の核酸配列相同性、類似性または同一性は、少なくとも60％であり、より典
型的には相同性または同一性が少なくとも60％、65％、70％、75％、80％、81％、82％、
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83％、84％、85％、86％、87％、88％、89％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96
％、97％、98％または99％およびほぼ100％に増加することが好ましい。したがって、「
変種CDR」は、本発明の親CDRに対して指定された相同性、類似性または同一性を有するも
のであり、かつ親CDRの特異性および／または活性の少なくとも65％、70％、75％、80％
、81％、82％、83％、84％、85％、86％、87％、88％、89％、90％、91％、92％、93％、
94％、95％、96％、97％、98％または99％を含むがこれらに限定されない生物学的機能を
共有している。
【０１３３】
　本発明の二重特異性抗体コンストラクトが治療効果または抗腫瘍活性を示すことがさら
に想定される。これは、例えば、以下の進行段階のヒト腫瘍異種移植モデルの実施例に開
示される研究におい評価され得る。
【０１３４】
　研究第1日目に、5 x 106細胞のヒト標的細胞抗原陽性癌細胞株を、メスNOD/SCIDマウス
の右背側面に皮下注射する。平均腫瘍容積が約100mm3に達したときに、インビトロで拡張
したヒトCD3陽性T細胞を、この動物の腹腔への約2 x 107細胞の注射によりマウスに移植
する。ビヒクル対照グループ1のマウスにはエフェクター細胞を与えず、腫瘍成長に対す
るT細胞単独の影響をモニタリングするためのビヒクル対照グループ2（エフェクター細胞
を与える）と共に比較のための未移植対照として使用する。抗体処置は、平均腫瘍容積が
約200mm3に達したときに開始する。処置開始日における各処置グループの平均腫瘍サイズ
は、任意の他のグループと統計的に相違しないはずである（分散分析）。マウスを、0.5 
mg/kg/日の標的細胞抗原/CD3 二重特異性抗体コンストラクトを用いて、約15～20日間の
静脈内ボーラス注射により処置する。研究中、腫瘍はカリパスによって測定し、進行は腫
瘍容積（TV）のグループ間比較によって評価する。腫瘍成長阻害T/C［％］は、T/C% = 10
0 x (分析グループのTV中央値)/(対照グループ2のTV中央値)としてTVを計算することによ
って決定する。
【０１３５】
　当業者は、この研究の特定のパラメータ、例えば、注射する腫瘍細胞の数、注射部位、
移植するヒトT細胞の数、投与する二重特異性抗体コンストラクトの量およびタイムライ
ンを変更しつつまたは適合させつつ、なおも有意義かつ再現性のある結果に到達する方法
に通じている。好ましくは、腫瘍成長阻害T/C［％］は≦70もしくは≦60であり、より好
ましくは≦50もしくは≦40であり、さらにより好ましくは≦30もしくは≦20であり、最も
好ましくは≦10もしくは≦5であり、または≦2.5でさえある。
【０１３６】
　1つの態様において、本発明の二重特異性抗体コンストラクトは、標準的な研究スケー
ルの条件下で、例えば、標準的な二段階精製方法において、高い単量体収量を示す。好ま
しくは、本発明にしたがう抗体コンストラクトの単量体収量は、≧0.25 mg/L上清、より
好ましくは≧0.5 mg/L、さらにより好ましくは≧1 mg/L、最も好ましくは≧3 mg/L上清で
ある。
【０１３７】
　同様に、この抗体コンストラクトの二量体抗体コンストラクトアイソフォームの収量お
よび単量体率（すなわち、単量体：（単量体＋二量体））が決定され得る。単量体および
二量体抗体コンストラクトの生産性および算出される単量体率は、例えば、ローラーボト
ル中での標準化された研究スケールでの産生からの培養上清のSEC精製工程において取得
され得る。1つの態様において、抗体コンストラクトの単量体率は、≧80％、より好まし
くは≧85％、さらにより好ましくは≧90％、最も好ましくは≧95％である。
【０１３８】
　さらなる態様において、本発明にしたがう抗体コンストラクトのヒト生殖系列に対する
同一性の比率は、≧70％または≧75％、より好ましくは≧80％または≧85％、さらにより
好ましくは≧90％、最も好ましくは≧95％である。ヒト抗体生殖系列遺伝子産物に対する
同一性は、治療タンパク質が処置中に患者内でその薬物に対する免疫応答を誘発する危険
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を減らすために重要な特徴であると考えられる。HwangおよびFoote（"Immunogenicity of
 engineered antibodies"; Methods 36 (2005) 3-10）は、薬物抗体コンストラクトの非
ヒト部分の減少が処置中に患者内で抗薬物抗体を誘導する危険を減らすことを実証してい
る。膨大な数の臨床的に評価された抗体薬および各々の免疫原性データを比較することに
よって、抗体のV領域のヒト化が、非変更非ヒトV領域を有する抗体（平均で患者の23.59
％）よりもそのタンパク質を低免疫原性にする（平均で患者の5.1％）傾向が示される。
したがって抗体コンストラクトの形態のV領域ベースのタンパク質治療にとって、ヒト配
列に対するより高度の同一性が望ましい。この生殖系列同一性を決定する目的で、VLのV
領域が、Vector NTIソフトウェアを用いてヒト生殖系列VセグメントおよびJセグメントの
アミノ酸配列（http://vbase.mrc-cpe.cam.ac.uk/）とアラインメントされ得、そしてア
ミノ酸配列が、同一アミノ酸残基をVLの総アミノ酸残基数で割ることによって百分率で計
算され得る。VHセグメントについても、VH CDR3がその高い多様性および既存のヒト生殖
系列VH CDR3アラインメントパートナーの欠如に起因して除外され得ることを除いて同じ
ことが行われ得る（http://vbase.mrc-cpe.cam.ac.uk/）。次いで、ヒト抗体生殖系列遺
伝子に対する配列同一性を増加させるために組み換え技術が使用され得る。
【０１３９】
　1つの態様において、抗体コンストラクトは、≦5の好ましい血漿安定性（血漿非存在下
でのEC50に対する血漿存在下でのEC50の比）を有し、より好ましくは≦4、さらにより好
ましくは≦3、最も好ましくは≦2である。抗体コンストラクトの血漿安定性は、コンスト
ラクトをヒト血漿中、37℃で24時間インキュベートし、その後に51クロム放出細胞傷害性
アッセイにおいてEC50を決定することによって試験され得る。細胞傷害性アッセイにおい
てエフェクター細胞は、濃縮ヒトCD8陽性T細胞で刺激され得る。標的細胞は、例えばヒト
標的細胞抗原でトランスフェクトされたCHO細胞であり得る。エフェクター対標的細胞（E
:T）比は、10：1が選択され得る。この目的で使用されるヒト血漿プールは、EDTAコーテ
ィングされたシリンジによって回収された健常ドナーの血液から得られる。細胞成分が遠
心分離によって除去され、上部血漿相が回収され、その後にプールされる。対照として、
抗体コンストラクトが、細胞傷害性アッセイの直前にRPMI-1640培地で希釈される。血漿
安定性は、EC50（対照）に対するEC50（血漿インキュベート後）の比として計算される。
【０１４０】
　本発明の抗体コンストラクトの単量体から二量体への変換率は、低いことが好ましい。
変換率は、異なる条件下で測定され得、高性能サイズ排除クロマトグラフィーによって分
析され得る。例えば、抗体コンストラクトの単量体アイソフォームのインキュベートは、
インキュベーター内、37℃で7日間、例えば100 μg/mlまたは250μg/mlの濃度で行われ得
る。これらの条件下で、本発明の抗体コンストラクトは、≦5％の二量体率を示すことが
好ましく、より好ましくは≦4％、さらにより好ましくは≦3％、さらにより好ましくは≦
2.5％、さらにより好ましくは≦2％、さらにより好ましくは≦1.5％、最も好ましくは≦1
％である。
【０１４１】
　本発明の二重特異性抗体コンストラクトが多数回の凍結／解凍サイクル後に非常に低い
二量体変換率で存在することも好ましい。例えば、抗体コンストラクトの単量体は、例え
ばSEC泳動緩衝液中、250μg/mlの濃度に調節され、3回の凍結／解凍サイクル（-80℃で30
分間の凍結、その後に室温で30分間の解凍）に供され、その後に二量体抗体コンストラク
トに変換された初期単量体抗体コンストラクトの百分率を決定するために高性能SECに供
される。好ましくは、二重特異性抗体コンストラクトの二量体率は、例えば3回の凍結／
解凍サイクル後に≦5％であり、より好ましくは≦4％、さらにより好ましくは≦3％、さ
らにより好ましくは≦2.5％、さらにより好ましくは≦2％、さらにより好ましくは≦1.5
％、最も好ましくは≦1％である。
【０１４２】
　本発明の二重特異性抗体コンストラクトは、好ましくは、60℃を超える融解温度の良好
な熱安定性を示す。このパラメータは、以下のようにして決定され得る：抗体コンストラ
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クトの固有の生物物理学的タンパク質安定性を決定するため、融解温度曲線を示差走査熱
量測定（DSC）により決定する。これらの実験は、MicroCal LLC（Northampton, MA, U.S.
A）VP-DSCデバイスを用いて行う。抗体コンストラクトを含むサンプルのエネルギー取り
込みを、配合緩衝液のみを含むサンプルとの比較で、20℃から90℃まで記録する。抗体コ
ンストラクトを、例えばSEC泳動緩衝液中、終濃度250μg/mlに調節する。それぞれの融解
曲線の記録のために、サンプルの全体温度を段階的に上昇させる。各温度Tで、サンプル
および配合緩衝液参照のエネルギー取り込みを記録する。サンプルから参照を差し引いた
エネルギー取り込みCp（kcal/mole/℃）の差を、それぞれの温度に対してプロットする。
融解温度は、エネルギー取り込みが最初に最大となる温度と定義される。
【０１４３】
　さらなる態様において、本発明にしたがう抗体コンストラクトは、酸性pH下で安定であ
る。非生理学的pH、例えばpH 5.5（例えば、カチオン交換クロマトグラフィーを実行する
のに必要とされるpH）下で抗体コンストラクトがより大きな耐性を示すほど、充填された
タンパク質の総量に対するイオン交換カラムから溶出する抗体コンストラクトの回収率が
高くなる。pH 5.5下でのイオン（例えば、カチオン）交換カラムからの抗体コンストラク
トの回収率は、好ましくは≧30％、より好ましくは≧40％、より好ましくは≧50％、さら
により好ましくは≧60％、さらにより好ましくは≧70％、さらにより好ましくは≧80％、
最も好ましくは≧90％である。
【０１４４】
　代替の態様において、本発明は、本発明の抗体コンストラクトをコードするポリヌクレ
オチドを提供する。
【０１４５】
　ポリヌクレオチドは、鎖内で共有結合により結合された13個またはそれ以上のヌクレオ
チド単量体から構成されるバイオポリマーである。DNA（例えば、cDNA）およびRNA（例え
ば、mRNA）は、異なる生物学的機能を有するポリヌクレオチドの例である。ヌクレオチド
は、DNAまたはRNAの様な核酸分子の単量体またはサブユニットとして機能する有機分子で
ある。核酸分子またはポリヌクレオチドは、二本鎖および一本鎖、直線状および環状であ
り得る。それは、好ましくは、好ましくは宿主細胞内に含まれるベクター内に含まれる。
宿主細胞は、例えば、本発明のベクターまたはポリヌクレオチドを用いた形質転換または
トランスフェクション後に、抗体コンストラクトを発現することができる。その目的のた
めに、ポリヌクレオチドまたは核酸分子は、制御配列に機能的に連結される。
【０１４６】
　遺伝子コードは、遺伝物質（核酸）内に暗号化されている情報をタンパク質に翻訳する
ルール集である。生物の細胞における生物学的解読は、アミノ酸を運搬し、mRNAに一度に
3つのヌクレオチドを読み取らせるtRNA分子を用いて、mRNAによって指定される順にアミ
ノ酸を連結するリボソームによって達成される。このコードは、どのアミノ酸がタンパク
質合成の間に次に付加されるかをコドンと呼ばれるこれらの3ヌクレオチドの配列がどの
ように指定するかを定義する。いくつかの例外があるが、核酸配列内の3ヌクレオチドコ
ドンは、1つのアミノ酸を指定する。大部分の遺伝子が正確に同一のコードによって暗号
化されているため、この特定のコードはしばしばカノニカルまたは標準的な遺伝子コード
と称される。遺伝子コードは特定の暗号化領域のタンパク質配列を決定し、他のゲノム領
域はいつどこでこれらのタンパク質が産生されるかに影響し得る。
【０１４７】
　さらに、本発明は、本発明のポリヌクレオチド/核酸分子を含むベクターを提供する。
【０１４８】
　ベクターは、（外来）遺伝物質を細胞内に運搬するためのビヒクルとして使用される核
酸分子である。「ベクター」という用語は、プラスミド、ウイルス、コスミドおよび人工
染色体を含むがこれらに制限されない。一般に、工学ベクターは、複製起点、マルチクロ
ーニング部位および選択マーカーを含む。ベクター自体は、一般に、インサート（導入遺
伝子）およびベクターの「骨格」の役割をするより大きな配列を含むヌクレオチド配列、
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通常DNA配列である。最近のベクターは、導入遺伝子インサートおよび骨格に加えて追加
の特徴：プロモーター、遺伝子マーカー、抗生物質耐性、レポーター遺伝子、標的化配列
、タンパク質精製タグを含み得る。発現ベクター（発現コンストラクト）と呼ばれるベク
ターは特に、標的細胞において導入遺伝子を発現させるためのものであり、一般に、制御
配列を有する。
【０１４９】
　「制御配列」という用語は、機能的に連結されたコード配列を特定の宿主生物において
発現させるのに必要なDNA配列を表す。原核生物に適した制御配列は、例えば、プロモー
ター、場合によりオペレーター配列およびリボソーム結合部位を含む。真核生物細胞は、
プロモーター、ポリアデニル化シグナルおよびエンハンサーを利用することが公知である
。
【０１５０】
　核酸は、それが別の核酸配列との機能的関係の下に置かれている場合、「機能的に連結
」されている。例えば、プレ配列もしくは分泌リーダーのためのDNAがポリペプチドのた
めのDNAに機能的に連結されているのは、それがポリペプチドの分泌に関与するプレタン
パク質として発現される場合であり；プロモーターもしくはエンハンサーがコード配列に
機能的に連結されているのは、それがその配列の転写に影響する場合であり；またはリボ
ソーム結合部位がコード配列に機能的に連結されているのは、それが翻訳を促進するよう
配置される場合である。一般に、「機能的に連結」は、連結されるDNA配列が連続してい
ること、および、分泌リーダーの場合は、連続しかつリーディングフェーズ内にあること
を意味する。しかし、エンハンサーは、連続している必要がない。連結は、都合の良い制
限部位でのライゲーションによって達成される。そのような部位が存在しない場合、従来
の実務にしたがい、合成性のオリゴヌクレオチドアダプターまたはリンカーが使用される
。
【０１５１】
　「トランスフェクション」は、核酸分子またはポリヌクレオチド（ベクターを含む）を
意図的に標的細胞に導入する方法である。この用語は、ほとんどの場合、真核生物細胞に
おける非ウイルス的方法のために使用される。形質導入は、しばしば、核酸分子またはポ
リヌクレオチドのウイルスを介した移入を表すために使用される。動物細胞のトランスフ
ェクションは、典型的に、物質の取り込みを可能にする、細胞膜における一過的な孔また
は「穴」の開口を伴う。トランスフェクションは、リン酸カルシウムを用いて、エレクト
ロポレーションによって、細胞スクイージング（cell squeezing）によってまたはカチオ
ン性脂質とその物質を混合して、細胞膜と融合しそれらの内部の荷物を届けるリポソーム
を作製することによって行われ得る。
【０１５２】
　「形質転換」という用語は、細菌への、また、植物細胞を含む非動物真核生物細胞への
核酸分子またはポリヌクレオチド（ベクターを含む）の非ウイルス的移入を表すために使
用される。形質転換は、したがって、細胞膜を通じたその周囲からの直接的取り込みおよ
びその後の外因性遺伝子物質（核酸分子）の組み込みから生じる細菌または非動物真核生
物細胞の遺伝的変更である。形質転換は、人為的手段によって行われ得る。形質転換を行
うために、細胞または細菌は、飢餓および細胞密度等の環境条件に対する時限的応答とし
て起こり得るコンピテントな状態でなければならない。
【０１５３】
　さらに、本発明は、本発明のポリヌクレオチド/核酸分子または本発明のベクターで形
質転換またはトランスフェクトされた宿主細胞を提供する。
【０１５４】
　本明細書で使用される場合、「宿主細胞」または「レシピエント細胞」という用語は、
本発明の抗体コンストラクトをコードするベクター、外因性核酸分子およびポリヌクレオ
チドのレシピエントであり得るもしくはレシピエントであった任意の個々の細胞もしくは
細胞培養物、ならびに／またはその抗体コンストラクトのレシピエントを含むことが意図
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されている。細胞へのそれぞれの物質の導入は、形質転換、トランスフェクション等によ
って行われる。「宿主細胞」という用語はまた、単一細胞の子孫または潜在的子孫を含む
ことも意図されている。後続世代では、自然発生的、偶発的もしくは意図的な変異のいず
れかに起因してまたは環境的影響に起因して、一定の変化が生じ得るため、そのような子
孫は、実際には、その親細胞と（形態学的にまたはゲノムもしくは総DNA相補体に関して
）完全に同一ではないかもしれないが、そうであったとしてもそれは本明細書で使用され
るこの用語の範囲に含まれる。適当な宿主細胞は、原核生物または真核生物細胞を含み、
また細菌、酵母細胞、真菌細胞、植物細胞および動物細胞、例えば昆虫細胞および哺乳動
物細胞、例えばマウス、ラット、マカクまたはヒトを含むがこれらに限定されない。
【０１５５】
　本発明の抗体コンストラクトは、細菌において産生され得る。発現後、本発明の抗体コ
ンストラクトは、可溶性画分において大腸菌細胞ペーストから単離され、そして例えば親
和性クロマトグラフィーおよび／またはサイズ排除を通じて精製され得る。最終精製は、
例えばCHO細胞において発現させた抗体を精製するための方法と同様に行われ得る。
【０１５６】
　原核生物に加えて、真核微生物、例えば糸状菌または酵母が、本発明の抗体コンストラ
クトに適したクローニングまたは発現宿主である。出芽酵母（Saccharomyces cerevisiae
）または一般パン酵母は、下等真核宿主微生物の中で最も一般的に使用されている。しか
し、多くの他の属、種および株が一般に利用可能であり、かつ本発明において有用である
、例えば、分裂酵母（Schizosaccharomyces pombe）、クルイベロマイセス（Kluyveromyc
es）宿主、例えばK.ラクチス（K. lactis）、K.フラジリス（K. fragilis）（ATCC 12424
）、K.ブルガリクス（K. bulgaricus）（ATCC 16045）、K.ウィッカラミイ（K. wickeram
ii）（ATCC 24178）、K.ウォルチイ（K. waltii）（ATCC 56500）、K.ドロソフィラルム
（K. drosophilarum）（ATCC 36906）、K.サーモトレランス（K. thermotolerans）およ
びK.マルキシアヌス（K. marxianus）；ヤロウイア（yarrowia）（EP 402 226）；ピキア
・パストリス（Pichia pastoris）（EP 183 070）；カンジダ（Candida）；トリコダーマ
・リーシア（Trichoderma reesia）（EP 244 234）；ニューロスポラ・クラッサ（Neuros
pora crassa）；シュワンニオミセス（Schwanniomyces）、例えばシュワンニオミセス・
オクシデンタリス（Schwanniomyces occidentalis）；ならびに糸状菌、例えばニューロ
スポラ、ペニシラム（Penicillum）、トリポクラジウム（Tolypocladium）およびアスペ
ルギルス（Aspergillus）宿主、例えばA.ニデュランス（A. nidulans）およびA.ニガー（
A. niger）。
【０１５７】
　本発明のグリコシル化抗体コンストラクトの発現に適した宿主細胞は、多細胞生物から
得られる。無脊椎動物細胞の例は、植物および昆虫細胞を含む。多くのバキュロウイルス
株および変種ならびにヨトウガ（Spodoptera frugiperde）（毛虫）、ネッタイシマカ（A
edes aegypti）（蚊）、ヒトスジシマカ（Aedes albopictus）（蚊）、キイロショウジョ
ウバエ（Drosophila melanogaster）（ショウジョウバエ）およびカイコ（Bombyx mori）
等の宿主由来の対応する許容される昆虫宿主細胞が同定されている。トランスフェクショ
ンのための様々なウイルス株、例えばオートグラファ・カリフォルニカ（Autographa cal
ifornica）NPVのL-1変種およびカイコNPVのBm-5株、が公的に入手可能であり、そのよう
なウイルスが、本発明にしたがい本明細書においてウイルスとして、特にヨトウガ細胞の
トランスフェクションのために、使用され得る。
【０１５８】
　綿、トウモロコシ、ジャガイモ、ダイズ、ペチュニア、トマト、シロイヌナズナおよび
タバコの植物細胞培養物もまた、宿主として使用され得る。植物細胞培養物におけるタン
パク質の産生に有用なクローニングおよび発現ベクターは当業者に公知である。例えば、
Hiatt et al., Nature (1989) 342: 76-78、Owen et al. (1992) Bio/Technology 10: 79
0-794、Artsaenko et al. (1995) The Plant J 8: 745-750およびFecker et al. (1996) 
Plant Mol Biol 32: 979-986を参照のこと。
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【０１５９】
　しかし、脊椎動物細胞に対する関心が最も高く、培養（組織培養）下での脊椎動物細胞
の繁殖は慣用手順となっている。有用な哺乳動物宿主細胞株の例は、SV40によって形質転
換されたサル腎臓CV1株（COS-7、ATCC CRL 1651）；ヒト胎児腎臓株（293または懸濁培養
下での成長のためにサブクローニングされた293細胞、Graham et al., J. Gen Virol. 36
: 59 (1977)）；ベビーハムスター腎臓細胞（BHK、ATCC CCL 10）；チャイニーズハムス
ター卵巣細胞／-DHFR（CHO、Urlaub et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77: 4216 (19
80)）；マウスセルトリ細胞（TM4、Mather, Biol. Reprod. 23: 243-251 (1980)）；サル
腎臓細胞（CVI ATCC CCL 70）；アフリカミドリザル腎臓細胞（VERO-76、ATCC CRL 1587
）；ヒト子宮頸癌細胞（HELA、ATCC CCL 2）；イヌ腎臓細胞（MDCK、ATCC CCL 34）；バ
ッファローラット肝臓細胞（BRL 3A、ATCC CRL 1442）；ヒト肺細胞（W138、ATCC CCL 75
）；ヒト肝臓細胞（Hep G2、1413 8065）；マウス乳腺腫瘍（MMT 060562、ATCC CCL5 1）
；TRI細胞（Mather et al., Annals N. Y Acad. Sci. (1982) 383: 44-68）；MRC 5細胞
；FS4細胞；およびヒトヘパトーマ株（Hep G2）である。
【０１６０】
　本発明はまた、本発明の抗体コンストラクトの発現を可能にする条件下で本発明の宿主
細胞を培養する工程、および産生された抗体コンストラクトを培養物から回収する工程を
含む、本発明の抗体コンストラクトの製造のための方法を提供する。
【０１６１】
　本明細書で使用される場合、「培養」という用語は、培地中での適切な条件下での細胞
のインビトロ維持、分化、成長、増殖および／または繁殖を表す。「発現」という用語は
、転写、転写後修飾、翻訳、翻訳後修飾および分泌を含むがこれらに限定されない、本発
明の抗体コンストラクトの製造に関与する任意の工程を含む。
【０１６２】
　組み換え技術を用いる場合、抗体コンストラクトは、ペリプラズム間隙で細胞内産生さ
れ得、または培地に直接分泌され得る。抗体コンストラクトが細胞内産生される場合、最
初の工程として、宿主細胞または溶解した断片のいずれかの粒状の残骸が、例えば遠心分
離または限外ろ過によって除去される。Carter et al., Bio/Technology 10: 163-167 (1
992)は、大腸菌のペリプラズム間隙に分泌された抗体を単離する手順を記載している。簡
潔に説明すると、細胞ペーストを、酢酸ナトリウム（pH 3.5）、EDTAおよびフッ化フェニ
ルメチルスルホニル（PMSF）の存在下で約30分間かけて解凍する。細胞の残骸は、遠心分
離によって除去され得る。抗体が培地中に分泌される場合、通常最初に、そのような発現
システムの上清が、市販のタンパク質濃縮フィルター、例えばAmiconまたはMillipore Pe
llicon限外ろ過ユニットを用いて濃縮される。プロテアーゼ阻害剤、例えばPMSFは、タン
パク質分解を阻害するために、上記の工程のいずれかにおいて含められ得、そして抗生物
質は、外来混入体の成長を防ぐために、含められ得る。
【０１６３】
　宿主細胞から調製された本発明の抗体コンストラクトは、例えば、ヒドロキシアパタイ
トクロマトグラフィー、ゲル電気泳動、透析および親和性クロマトグラフィーを用いて回
収または精製され得る。他のタンパク質精製技術、例えばイオン交換カラム上での分画、
エタノール沈降、逆相HPLC、シリカ上でのクロマトグラフィー、ヘパリンSEPHAROSE（商
標）上でのクロマトグラフィー、アニオンまたはカチオン交換樹脂（例えば、ポリアスパ
ラギン酸カラム）上でのクロマトグラフィー、クロマトフォーカシング、SDS-PAGEおよび
硫酸アンモニウム沈降もまた、回収される抗体に依存して利用可能である。本発明の抗体
コンストラクトがCH3ドメインを含む場合、Bakerbond ABX樹脂（J. T. Baker, Phillipsb
urg, NJ）が精製に有用である。
【０１６４】
　親和性クロマトグラフィーが、好ましい精製技術である。親和性リガンドを付加するマ
トリクスは、アガロースであることが最も多いが、他のマトリクスも利用可能である。機
械的に安定なマトリクス、例えばコントロールドポアガラスまたはポリ（スチレンジビニ
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ル）ベンゼンは、アガロースを用いて達成することができるよりも速い流速および短い処
理時間を実現する。
【０１６５】
　親和性クロマトグラフィーが、好ましい精製技術である。親和性リガンドを付加するマ
トリクスは、アガロースであることが最も多いが、他のマトリクスも利用可能である。機
械的に安定なマトリクス、例えばコントロールドポアガラスまたはポリ（スチレンジビニ
ル）ベンゼンは、アガロースを用いて達成することができるよりも速い流速および短い処
理時間を実現する。
【０１６６】
　代替の態様において、本発明は、本発明の抗体コンストラクトまたは本発明の方法にし
たがい製造された抗体コンストラクトを含む、薬学的組成物を提供する。
【０１６７】
　1つの態様は、増殖性疾患、腫瘍性疾患、ウイルス性疾患または免疫学的障害から選択
される疾患の予防、処置または改善における使用のための、本発明の抗体コンストラクト
または本発明の方法にしたがい製造された抗体コンストラクトに関する。
【０１６８】
　本明細書に記載される配合物は、それを必要とする患者において本明細書に記載される
病理学的な医学的状態を処置、改善および／または予防する薬学的組成物として有用であ
る。「処置」という用語は、治療的処置および予防または抑止手段の両方を表す。処置は
、疾患、疾患の症状または疾患の素因を治癒する（cure）、治癒する（heal）、軽減する
、解放する、変化させる、修復する、改善する（ameliorate）、改善する（improve）ま
たはそれに影響を与える目的での、疾患／障害、疾患／障害の症状または疾患／障害の素
因を有する患者の身体、単離された組織または細胞に対する配合物の適用または投与を含
む。
【０１６９】
　本明細書で使用される「改善（amelioration）」という用語は、それを必要とする対象
への本発明にしたがう抗体コンストラクトの投与による、患者の疾患状態の任意の改善（
improvement）を表す。そのような改善はまた、患者の疾患の進行の鈍化または停止とし
て見られることもある。本明細書で使用される「予防」という用語は、それを必要とする
対象への本発明にしたがう抗体コンストラクトの投与による、患者における本明細書で詳
述される疾患の発生または再発の回避を意味する。
【０１７０】
　「疾患」という用語は、本明細書に記載される抗体コンストラクトまたは薬学的組成物
を用いた処置から利益を得るであろう任意の状態を表す。これは、哺乳動物を問題の疾患
にかかりやすくさせる病理学的状態を含む、慢性および急性の障害または疾患を含む。
【０１７１】
　さらに、本発明は、それを必要とする対象に本発明の抗体コンストラクトまたは本発明
の方法にしたがい製造された抗体コンストラクトを投与する工程を含む、増殖性疾患、腫
瘍性疾患、ウイルス性疾患または免疫学的障害の処置または改善のための方法を提供する
。
【０１７２】
　「必要とする対象」または「処置を必要とする」対象という用語は、すでにその障害を
有する対象およびその障害を予防したい対象を含む。必要とする対象または「患者」は、
予防的または治療的のいずれかの処置を受けるヒトおよび他の哺乳動物対象を含む。
【０１７３】
　本発明の抗体コンストラクトは、通常、特に、バイオアベイラビリティおよび持続性の
範囲で、特定の投与経路および投与方法のために、特定の投与用量および投与頻度のため
に、特定の疾患の特定の処置のために設計されるであろう。組成物は、好ましくは、その
投与部位にとって許容可能な濃度で配合される。
【０１７４】
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　配合物および組成物は、したがって、本発明にしたがい、任意の適当な投与経路による
送達のために設計され得る。本発明との関係で、投与経路は、
・局所経路（例えば、皮膚、吸入、鼻、眼、耳（auricular/aural）、膣、粘膜）
・腸経路（例えば、経口、胃腸、舌下、唇下、口腔、直腸）および
・非経口経路（例えば、静脈内、動脈内、骨内、筋内、脳内、脳室内、硬膜外、くも膜下
、皮下、腹腔内、羊膜外、関節内、心臓内、皮内、病巣内、子宮内、膀胱内、硝子体内、
経皮、鼻内、経粘膜、滑液嚢内、管腔内）
を含むがこれらに限定されない。
【０１７５】
　本発明の薬学的組成物および抗体コンストラクトは特に、例えば注射、例えばボーラス
注射による、または注入、例えば連続注入による、非経口投与、例えば皮下または静脈内
送達に有用である。薬学的組成物は、医療デバイスを用いて投与され得る。薬学的組成物
を投与するための医療デバイスの例は、米国特許第4,475,196号；同第4,439,196号；同第
4,447,224号；同第4,447,233号；同第4,486,194号；同第4,487,603号；同第4,596,556号
；同第4,790,824号；同第4,941,880号；同第5,064,413号；同第5,312,335号；同第5,312,
335号；同第5,383,851号；および同第5,399,163号に記載されている。
【０１７６】
　特に、本発明は、適当な組成物の中断のない投与を提供する。非限定的な例として、中
断のないまたは実質的に中断のない、すなわち連続的な投与は、患者体内への治療剤の流
入を計量する患者が装着する小型ポンプシステムによって行われ得る。本発明の抗体コン
ストラクトを含む薬学的組成物は、このポンプシステムを用いることによって投与され得
る。そのようなポンプシステムは概ね当技術分野で公知であり、一般には注入される治療
剤を含むカートリッジの定期的交換が必要である。そのようなポンプシステムにおいてカ
ートリッジを交換する際、それ以外では中断されない患者体内への治療剤の流入の一時的
中断が生じ得る。そのような場合であっても、カートリッジ交換前の投与フェーズとカー
トリッジ交換後の投与フェーズは、本発明の薬学的手段および方法の両方の意味で、依然
としてそのような治療剤の「中断のない」投与を構成するとみなされるであろう。
【０１７７】
　本発明の抗体コンストラクトの連続的なまたは中断のない投与は、流体をリザーバから
送り出すための流体送出機構および送出機構を作動させるための作動機構を含む、流体送
達デバイスまたは小型ポンプシステムによる静脈内または皮下投与であり得る。皮下投与
用のポンプシステムは、患者の皮膚に突き入り適当な組成物を患者体内に送達するための
針またはカニューレを含み得る。このポンプシステムは、静脈、動脈または血管に関係な
く、ポンプシステムと患者の皮膚が直接接触するよう患者の皮膚に直接固定または装着さ
れ得る。ポンプシステムは、患者の皮膚に24時間～数日間装着され得る。ポンプシステム
は、少量のリザーバを有する小サイズのものであり得る。非限定的な例として、投与され
る適当な薬学的組成物のリザーバの容量は、0.1～50mlの間であり得る。
【０１７８】
　連続的な投与はまた、皮膚に装着され一定間隔で交換されるパッチによる経皮投与であ
り得る。当業者は、この目的に適した薬物送達のためのパッチシステムに精通している。
経皮投与は、第1の使用済みパッチの交換が、新しい第2のパッチを例えば第1の使用済み
パッチのすぐ隣の皮膚表面にかつ第1の使用済みパッチの除去直前に設置するのと同時に
達成され得る利点があるために、中断のない投与に特に適していることに注目されたい。
流れの中断または動力源喪失の問題は生じない。
【０１７９】
　薬学的組成物が凍結乾燥される場合、凍結乾燥された物質はまず、投与の前に適当な液
体で再構成される。凍結乾燥された物質は、例えば注射用静菌水（BWFI）、生理学的食塩
水、リン酸緩衝生理食塩水（PBS）または凍結乾燥の前にタンパク質が入っていたのと同
じ配合物で再構成され得る。
【０１８０】
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　本発明の組成物は、例えば漸増用量の本明細書に記載される種間特異性を示す本発明の
抗体コンストラクトを非チンパンジー霊長類、例えばマカク、に投与する用量増加研究に
よって決定され得る適当な用量で対象に投与され得る。上記のように、本明細書に記載さ
れる種間特異性を示す本発明の抗体コンストラクトは、非チンパンジー霊長類における前
臨床試験においておよびヒトにおける薬物として同一の形態で使用できる利点がある。投
薬レジメンは、担当医および臨床的要因によって決定されるであろう。医学分野で周知の
ように、ある1人の患者に対する用量は、その患者のサイズ、体の表面積、年齢、投与さ
れる個々の化合物、性別、投与時間および経路、全般的健康状態ならびに同時に投与され
る他の薬物を含む、多くの要因に依存する。
【０１８１】
　「有効用量（effective dose）」または「有効用量（effective dosage）」という用語
は、所望の効果を達成するまたは少なくとも部分的に達成するのに十分な量と定義される
。「治療有効用量」という用語は、疾患にすでに罹患している患者において疾患およびそ
の合併症を治癒するまたは少なくとも部分的に抑止するのに十分な量と定義される。この
用途で効果的な用量は、処置される状態（適応）、送達される抗体コンストラクト、治療
の内容および目的、疾患の重篤度、治療歴、患者の病歴および治療剤に対する応答、投与
経路、サイズ（体重、体表面積もしくは臓器サイズ）ならびに／または患者の状態（年齢
および全般的健康状態）、ならびに患者自身の免疫系の全般的状態に依存するであろう。
適当な用量は、最適な治療効果を得るために一度にまたは一連の投与として患者に投与さ
れ得るよう、担当医の判断にしたがい調節され得る。
【０１８２】
　典型的な用量は、上記の要因に依存して、約0.1 μg/kg～30 mg/kgまたはそれ以上の範
囲であり得る。特定の態様において、用量は、1.0 μg/kg～約20 mg/kg、任意で10 μg/k
g～約10 mg/kgまたは100 μg/kg～約5 mg/kgの範囲であり得る。
【０１８３】
　治療有効量の本発明の抗体コンストラクトは、好ましくは、疾患症状の重篤度を低下さ
せ、無疾患症状期の頻度もしくは期間を増加させ、または疾患の苦痛に起因する障害もし
くは無力を防止する。標的細胞抗原発現腫瘍の処置のために、治療有効量の本発明の抗体
コンストラクト、例えば抗標的細胞抗原/抗CD3抗体コンストラクトは、好ましくは、細胞
成長または腫瘍成長を未処置患者と比較して少なくとも約20％、少なくとも約40％、少な
くとも約50％、少なくとも約60％、少なくとも約70％、少なくとも約80％または少なくと
も約90％阻害する。腫瘍成長を阻害する化合物の能力は、ヒト腫瘍における効能を予測す
る動物モデルにおいて評価され得る。
【０１８４】
　薬学的組成物は、1回の治療としてまたは必要な場合は追加の治療、例えば抗癌治療、
例えば他のタンパク質性および非タンパク質性薬物と組み合わせて投与され得る。これら
の薬物は、本明細書で定義される本発明の抗体コンストラクトを含む組成物と共に同時に
投与され得または抗体コンストラクトの投与前もしくは投与後に時間的に定義された間隔
および用量で別々に投与され得る。
【０１８５】
　本明細書で使用される「有効かつ非毒性用量」という用語は、大きな毒性作用を生じさ
せずにまたは本質的に生じさせずに病理学的細胞の枯渇、腫瘍の除去、腫瘍の縮退または
疾患の安定化をもたらすのに十分高い、本発明の抗体コンストラクトの許容可能な用量を
表す。そのような有効かつ非毒性用量は、例えば当技術分野で記載されている用量増加研
究によって決定され得、そしてそれは重篤な有害副事象を誘導する用量以下とされるべき
である（用量制限毒性、DLT）。
【０１８６】
　本明細書で使用される「毒性」という用語は、有害事象または重篤な有害事象において
現れる薬物の毒性の効果を表す。これらの副事象は、全体的な薬物の許容性の欠如および
／または投与後の局所的な許容性の欠如を表し得る。毒性はまた、その薬物によって引き
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起こされる催奇形効果または発癌効果を含み得る。
【０１８７】
　本明細書で使用される「安全性」、「インビボ安全性」または「認容性」という用語は
、投与直後に（局所的認容性）およびより長期の薬物適用期間の間に重篤な有害事象を誘
導しない薬物の投与と定義される。「安全性」、「インビボ安全性」または「認容性」は
、例えば、処置中およびフォローアップ期間中に一定間隔で評価され得る。測定は、臨床
評価、例えば臓器の兆候、および検査異常のスクリーニングを含む。臨床評価が実施され
、NCI-CTCおよび／またはMedDRA標準にしたがう正常所見からの逸脱が記録／コード化さ
れ得る。臓器の兆候は、例えばCommon Terminology Criteria for adverse events v3.0
（CTCAE）に示されるように、アレルギー／免疫学、血液／骨髄、心不整脈、凝固等の基
準を含み得る。試験され得る検査パラメータは、例えば、血液学、臨床化学、凝固プロフ
ィールおよび尿検査ならびにその他の体液、例えば血清、血漿、リンパまたは脊髄液、リ
カー等の試験を含む。したがって安全性は、例えば身体試験、画像化技術（すなわち、超
音波、x線、CTスキャン、磁気共鳴画像化（MRI）、専門的装置を用いるその他の測定（す
なわち、心電図）、バイタルサインによって、検査パラメータを測定し有害事象を記録す
ることによって、評価され得る。例えば、本発明にしたがう使用および方法において、非
チンパンジー霊長類における有害事象が組織病理学および／または組織化学法により試験
され得る。
【０１８８】
　上記の用語はまた、例えば、Preclinical safety evaluation of biotechnology-deriv
ed pharmaceuticals S6; ICH Harmonised Tripartite Guideline; ICH Steering Committ
ee meeting on July 16, 1997においても参照されている。
【０１８９】
　最後に、本発明は、本発明の抗体コンストラクトもしくは本発明の方法にしたがい製造
された抗体コンストラクト、本発明のベクターおよび／または本発明の宿主細胞を含む、
キットを提供する。
【０１９０】
　本発明との関係で、「キット」という用語は、コンテナ、容器またはその他にまとめて
梱包された、その1つが本発明の抗体コンストラクト、薬学的組成物、ベクターまたは宿
主細胞に対応する、2つまたはそれ以上の要素を意味する。キットは、したがって、単品
として販売することができる、特定の目的を達成するために十分な製品および／または用
品の一式として表され得る。
【０１９１】
　キットは、投与に適した用量（上記参照）の本発明の抗体コンストラクトまたは薬学的
組成物を含む任意の適当な形状、サイズおよび材質（好ましくは防水性、例えばプラスチ
ックまたはガラス）の1つまたは複数の容器（例えば、バイアル、アンプル、コンテナ、
シリンジ、ボトル、バッグ）を含み得る。キットはさらに、（例えば、リーフレットまた
は指示マニュアルの形態の）使用説明書、本発明の抗体コンストラクトを投与するための
手段、例えば、シリンジ、ポンプ、インフューザー等、本発明の抗体コンストラクトを再
構成するための手段および／また本発明の抗体コンストラクトを希釈するための手段を含
み得る。
【０１９２】
　本発明はまた、単回用量投与単位のためのキットを提供する。本発明のキットはまた、
乾燥／凍結乾燥された抗体コンストラクトを含む第1の容器および水性配合物を含む第2の
容器を含み得る。本発明の特定の態様において、単チャンバーおよび多チャンバー式充填
済みシリンジ（例えば、液体シリンジおよびリオシリンジ（lyosyringe））を含むキット
が提供される。
【図面の簡単な説明】
【０１９３】
【図１】n末端に直鎖状FcRnBPおよびc末端に環状FcRnBPを有するBiTE抗体コンストラクト
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と比較しての、タンパク質の両側に環状FcRnBPを有するBiTE抗体コンストラクト（パネル
A）のカチオン交換カラム精製／単離の溶出プロフィール。
【図２－１】示された細胞株におけるCDH19/CD3二重特異性抗体のFACS分析：：1）ヒトCD
H19で安定的にトランスフェクトされたCHO細胞、2）ヒトCD3陽性ヒトT細胞株HBP-ALL、3
）カニクイザルCDH19で安定的にトランスフェクトされたCHO細胞、4）マカクT細胞株4119
LnPx、5）ネイティブヒトCDH19を発現するヒト黒色腫細胞株CHL-1、6）非トランスフェク
トCHO細胞。陰性対照［1）～6）］：先にCDH19/CD3二重特異性抗体を用いないで検出抗体
を用いる。
【図２－２】図２－１の続きを示す図である。
【図２－３】図２－２の続きを示す図である。
【図３】48時間FACSベース細胞傷害性アッセイにおいて測定されたCDH19/CD3二重特異性
抗体の細胞傷害活性。エフェクター細胞：CD3発現マカクT細胞株4119LnPx。標的細胞：カ
ニクイザルCDH19トランスフェクトCHO細胞。エフェクター対標的細胞（E:T）比：10：1。
この図は、CDH19 2G6 302xI2C HALB、CDH19 2G6 302xI2C 156、CDH19 2G6 302xI2C LFcBY
、CDH19 2G6 302xI2C LFcBY 156、CDH19 2G6 302xI2C D3 HALBおよび陰性対照の結果を示
している。
【図４】胎児性Fc受容体（FcRn）はヒト肺微小血管内皮細胞（HPMEC）によって発現され
る。　HPMECおよびJurkat E6.1細胞の総細胞溶解産物をゲル電気泳動によって分離した。
抗FcRnウェスタンブロットは、HPMEC溶解産物（レーン1）において約40 kDaのバンドを示
し、このバンドはJurkat E6.1溶解産物（レーン2）ではより低い程度の顕著さであった。
対照として、抗アクチンウェスタンブロットは、HPMECおよびJurkat E6.1の両方の総細胞
溶解産物（レーン1および2）において約42 kDaのバンドを示し、等量のタンパク質がブロ
ットされたことを実証した。
【図５】インビトロツーチャンバーシステムの概要。　ヒト肺微小血管内皮細胞（HPMEC
）をトランスウェルインサートメンブレン上にプレーティングし、コンフルエントになる
まで成長させた。この実験の前に、内皮細胞単層の完全性を、経内皮電気抵抗（TEER）測
定によって確認した。t = 0時間で、分析物（BiTE抗体コンストラクトまたはデキストラ
ン）を、トランスウェルインサート内の内皮細胞単層に添加した。次いでこのツーチャン
バーシステムを、37℃で4時間インキュベートした。内皮細胞単層を通過し下側チャンバ
ーに移動した分析物の量を定量した。実験後、内皮細胞単層を染色し、その完全性を顕微
鏡により検査した。
【図６】コンフルエントな内皮細胞単層は増大した経内皮電気抵抗（TEER）を示し、デキ
ストランに対する効果的なバリアを提供する。　トランスウェルインサートをアッセイ培
地のみ（ブランク）で満たすかまたはHPMECを3連（n = 3）でプレーティングするかのい
ずれかとした。A. 24～30時間の細胞成長の後、ブランクおよびHPMEC単層の抵抗（平均±
SD）は、それぞれ、199±2Ωおよび249±5Ωであり、HPMEC TEER値（平均±SD)は16.67±
2.08Ω*cm2であった。B. 48時間の細胞成長の後、FITC-デキストラン40（597μM HSAを含
むアッセイ培地中2 mg/ml）をトランスウェルインサートに添加した。37℃で4時間のイン
キュベート後、メンブレンのみ（ブランク）またはHPMEC単層を通過して下側チャンバー
に移動したFITC-デキストラン40の平均蛍光強度（FI）±SDは、それぞれ、4256±361およ
び93±15であった。C. 実験後、HPMEC単層を染色し、コンフルエンスについて顕微鏡検査
（10倍拡大）した（下レーン）。データを、対応のないt検定を用いて統計的有意性につ
いてGraphPad Prism 6ソフトウェアによって分析した（****：P≦0.0001）。
【図７】半減期延長BiTE抗体コンストラクトCDH19-LfcBYは生理学的HSA濃度下で効果的に
HPMEC単層を超えてトランスサイトーシスされる。　HPMECを、各試験条件につき3連（n =
 3）でトランスウェルインサートメンブレンにプレーティングした。24～30時間の細胞成
長の後、HPMEC TEER値は、12～17Ω*cm2の間の範囲であった（データ示さず）。48時間の
細胞成長の後、100μlの各半減期延長BiTE抗体コンストラクト（597μM HSAを含むアッセ
イ培地中1 nM）を、トランスウェルインサート内の内皮細胞単層上に添加し、同時に下側
チャンバーを、HSAを含むがBiTE抗体コンストラクトを含まない600μlのアッセイ培地で
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満たした。37℃で4時間のインキュベート後、内皮細胞単層を通過したBiTE抗体コンスト
ラクトの量を、電気化学発光（ECL）ベースのリガンド結合アッセイによって定量した。
回収されたBiTE抗体CDH19-156（CDH19 2G6 302 x I2C-156-H6）、CDH19-HALB（CDH19 2G6
 302 x I2C-HALB-DY-H6）およびCDH19-LfcBY（CDH19 2G6 302 x I2C-LfcBY-H6）の平均濃
度±SDは、それぞれ、0.424±0.051 pM、0.248±0.026 pMおよび0.781±0.069 pMであっ
た。実験後、HPMEC単層を染色し、コンフルエンスについて顕微鏡検査（10倍拡大）した
（データ示さず）。データを、テューキー事後検定と組み合わせた一元配置ANOVAを用い
ることによって統計的有意性についてMicrosoft Excel 2010およびGraphPad Prism 6ソフ
トウェアによって分析した（****：P≦0.0001；***：P≦0.001；*：P≦0.05）。
【図８】半減期延長BiTE抗体コンストラクトCDH19-LfcBYは2％ヒト血清の存在下で効果的
にHPMEC単層を超えてトランスサイトーシスされる。　HPMECを、各試験条件につき3連（n
 = 3）でトランスウェルインサートメンブレンにプレーティングした。24～30時間の細胞
成長の後、HPMEC TEER値は、19～31Ω*cm2の間の範囲であった（データ示さず）。48時間
の細胞成長の後、100μlの各半減期延長BiTE抗体コンストラクト（2％のプールされたヒ
ト血清を含むアッセイ培地中1 nM）を、トランスウェルインサート内の内皮細胞単層上に
添加し、同時に下側チャンバーを、2％のプールされたヒト血清を含むがBiTE抗体コンス
トラクトを含まない600μlのアッセイ培地で満たした。37℃で4時間のインキュベート後
、内皮細胞単層を通過したBiTE抗体コンストラクトの量を、電気化学発光（ECL）ベース
のリガンド結合アッセイによって定量した。回収されたBiTE抗体CDH19-156（CDH19 2G6 3
02 x I2C-156-H6）、CDH19-HALB（CDH19 2G6 302 x I2C-HALB-DY-H6）およびCDH19-LfcBY
（CDH19 2G6 302 x I2C-LfcBY-H6）の平均濃度±SDは、それぞれ、0.849±0.130 pM、0.6
58±0.047 pMおよび1.751±0.212 pMであった。実験後、HPMEC単層を染色し、コンフルエ
ンスについて顕微鏡検査（10倍拡大）した（データ示さず）。データを、テューキー事後
検定と組み合わせた一元配置ANOVAを用いることによって統計的有意性についてMicrosoft
 Excel 2010およびGraphPad Prism 6ソフトウェアによって分析した（***：P≦0.001；ns
：P＞0.05）。
【図９】半減期延長BiTE抗体コンストラクトCDH19-LfcBYは20％ヒト血清の存在下で効果
的にHPMEC単層を超えてトランスサイトーシスされる。　HPMECを、各試験条件につき3連
（n = 3）でトランスウェルインサートメンブレンにプレーティングした。24～30時間の
細胞成長の後、HPMEC TEER値は、19～31Ω*cm2の間の範囲であった（データ示さず）。48
時間の細胞成長の後、100μlの各半減期延長BiTE抗体コンストラクト（20％のプールされ
たヒト血清を含むアッセイ培地中1 nM）を、トランスウェルインサート内の内皮細胞単層
上に添加し、同時に下側チャンバーを、20％のプールされたヒト血清を含むがBiTE抗体コ
ンストラクトを含まない600μlのアッセイ培地で満たした。37℃で4時間のインキュベー
ト後、内皮細胞単層を通過したBiTE抗体コンストラクトの量を、電気化学発光（ECL）ベ
ースのリガンド結合アッセイによって定量した。回収されたBiTE抗体CDH19-156（CDH19 2
G6 302 x I2C-156-H6）、CDH19-HALB（CDH19 2G6 302 x I2C-HALB-DY-H6）およびCDH19-L
fcBY（CDH19 2G6 302 x I2C-LfcBY-H6）の平均濃度±SDは、それぞれ、0.758±0.027 pM
、0.761±0.027 pMおよび1.976±0.355 pMであった。実験後、HPMEC単層を染色し、コン
フルエンスについて顕微鏡検査（10倍拡大）した（データ示さず）。データを、テューキ
ー事後検定と組み合わせた一元配置ANOVAを用いることによって統計的有意性についてMic
rosoft Excel 2010およびGraphPad Prism 6ソフトウェアによって分析した（***：P≦0.0
01；ns：P＞0.05）。
【図１０】BiTE抗体コンストラクトの薬物動態。薬物動態（PK）研究のために、1）2G6-1
56；2）2G6-LFcBy；3）2G6-LFcBy-156；4）2G6-D3HSAと命名された4つの分子をカクニイ
ザルにおいて試験した。この図は、実施例5に関連する結果を示している。
【図１１】半減期延長BiTE-LfcBYの効果的なトランスサイトーシスは標的非依存的である
。　A）HPMECを、トランスウェルインサートメンブレンにプレーティングした。24時間の
細胞成長の後、HPMEC TEER値は、13～23Ω*cm2の間の範囲であった。48時間の細胞成長の
後、100μlの各半減期延長BiTE抗体コンストラクト（20％のプールされたヒト血清を含む
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アッセイ培地中1 nM）を、トランスウェルインサート内の内皮細胞単層上にプレーティン
グした（n = 4からn = 10まで）。20％のプールされたヒト血清を含みBiTE抗体コンスト
ラクトを含まない600μlのアッセイ培地を下側チャンバーに入れた。37℃で4時間のイン
キュベート後、内皮細胞単層を通過したBiTE抗体コンストラクトの量を、電気化学発光（
ECL）ベースのリガンド結合アッセイによって定量した。-LfcBYタグを含むBiTE抗体コン
ストラクトを、それらの各々のBiTE-156対応物に対して標準化し、棒図表は、回収された
BiTE-LfcBY抗体の変化倍率±SDを表している。CD33-LfcBYは、CD33-156よりも2.9±0.7倍
効率良くトランスサイトーシスされた。CHD19-LfcBYは、CDH19-156よりも3.1±0.4倍効率
良くトランスサイトーシスされた。カドヘリン-LfcBY BiTEコンストラクトは、カドヘリ
ン-156 BiTEよりも2.4±0.5倍効率良くトランスサイトーシスされた。データを、対応の
ないt検定によって統計的有意性についてMicrosoft Excel 2010およびGraphPad Prism 6
ソフトウェアによって分析した（****：P≦0.0001）。B）棒図表は、それらのBiTE-156対
応物に対して標準化された、3つの独立した標的を横断するBiTE-LfcBYトランスサイトー
シスの平均値を表している。BiTE-LfcBYコンストラクトは、BiTE-156コンストラクトより
も2.8±0.3倍効率良くトランスサイトーシスされた（***：P≦0.001）。
【図１２】異なる半減期延長BiTE-LfcBY置換体は効果的にトランスサイトーシスされる。
　HPMECを、トランスウェルインサートメンブレンにプレーティングした。24時間の細胞
成長の後、HPMEC TEER値は、13～23Ω*cm2の間の範囲であった。48時間の細胞成長の後、
100μlの各半減期延長BiTE抗体コンストラクト（20％のプールされたヒト血清を含むアッ
セイ培地中1 nM）を、トランスウェルインサート内の内皮細胞単層上にプレーティングし
た（n = 4からn = 10まで）。20％のプールされたヒト血清を含みBiTE抗体コンストラク
トを含まない600μlのアッセイ培地を下側チャンバーに入れた。37℃で4時間のインキュ
ベート後、内皮細胞単層を通過したBiTE抗体コンストラクトの量を、電気化学発光（ECL
）ベースのリガンド結合アッセイによって定量した。-LfcBY置換を含むBiTE抗体コンスト
ラクトを、それらの各々のBiTE-156対応物に対して標準化し、棒図表は、回収されたBiTE
-LfcBY置換抗体の変化倍率±SDを表している。CH19-156と比較して、CH19-LH-FcB-CHは1.
8±0.4倍、CH19-LH-FcB-LHは2.0±0.1倍、CH19-CH-FcB-LHは2.8±0.4倍、CH19-LY-FcB-LH
は2.9±0.6倍、CH19-CH-FcB-LYは2.6±0.4倍およびCH19-LY-FcB-CHは3.1±0.4倍効率良く
トランスサイトーシスされた。データを、一元配置ANOVAおよびダネットの多重比較検定
を用いてMicrosoft Excel 2010およびGraphPad Prism 6ソフトウェアによって分析した（
****：P≦0.0001；***：P≦0.001；**：P≦0.01）。
【図１３】異なる半減期延長BiTE-LfcBY置換体は効果的にトランスサイトーシスされる。
　HPMECを、トランスウェルインサートメンブレンにプレーティングした。24時間の細胞
成長の後、HPMEC TEER値は、13～23Ω*cm2の間の範囲であった。48時間の細胞成長の後、
100μlの各半減期延長BiTE抗体BiTE抗体コンストラクト（20％のプールされたヒト血清を
含むアッセイ培地中1 nM）を、トランスウェルインサート内の内皮細胞単層上にプレーテ
ィングした（n = 4からn = 10まで）。20％のプールされたヒト血清を含みBiTE抗体BiTE
抗体コンストラクトを含まない600μlのアッセイ培地を下側チャンバーに入れた。37℃で
4時間のインキュベート後、内皮細胞単層を通過したBiTE抗体BiTE抗体コンストラクトの
量を、電気化学発光（ECL）ベースのリガンド結合アッセイによって定量した。-LfcBY置
換を含むBiTE抗体コンストラクトを、それらの各々のBiTE-156対応物に対して標準化し、
棒図表は、回収されたBiTE-LfcBY置換抗体の変化倍率±SDを表している。Cad-156と比較
して、Cad-LH-FcB-CHは3.1±0.4倍、Cad-LH-FcB-LHは3.2±1倍、Cad-CH-FcB-LHは2.9±0.
4倍、Cad-LY-FcB-LHは1.8±0.1、Cad-CH-FcB-LYは2.4±0.2倍およびCad-LY-FcB-CHは2.4
±0.5倍効率良くトランスサイトーシスされた。データを、一元配置ANOVAおよびダネット
の多重比較検定を用いてMicrosoft Excel 2010およびGraphPad Prism 6ソフトウェアによ
って分析した（****：P≦0.0001；*：P≦0.05）。
【０１９４】
　本願の発明は、特定の方法論、プロトコルまたは試薬に限定されず、それらは変更され
得ることが理解されるべきである。本明細書に提供される議論および実施例は特定の態様
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を説明する目的で提供されるにすぎず、本発明の範囲を限定することは意図されておらず
、本発明の範囲は専ら特許請求の範囲によって定義される。本明細書を通して引用されて
いるすべての刊行物および特許（すべての特許、特許出願、科学刊行物、製造元の仕様書
、説明書等を含む）は、前記のものも後記のものも、それらの全体が参照により本明細書
に組み入れられる。本明細書のいかなる事項も、本発明がそれらが先行発明であることを
理由としてそのような開示よりも前の日付を主張する資格を有さないことの承認とみなさ
れるべきでない。参考文献に含まれる内容が本明細書と相反または矛盾する程度まで、本
明細書はあらゆるそのような内容よりも優先される。
【実施例】
【０１９５】
　以下の実施例は、本発明の特定の態様または特徴を説明する目的で提供される。これら
の実施例は、本発明の範囲を限定するものとみなされるべきでない。実施例は説明目的で
含まれるのであり、本発明は特許請求の範囲によってのみ限定される。
【０１９６】
実施例1：
1　二重特異性単鎖抗体コンストラクトの産生および精製
　CDH19 BiTE抗体コンストラクトの標準化された研究スケールでの産生を、ローラーボト
ル中で行った。収集された培養上清を、ろ過後に、固定化金属親和性クロマトグラフィー
（IMAC）捕捉およびそれに続くサイズ排除クロマトグラフィー（SEC）に基づく二段階BiT
E抗体コンストラクト精製に供した。
【０１９７】
1.1　BiTE抗体コンストラクトのIMAC捕捉段階
　Unicorn（登録商標）ソフトウェアによって制御されるAkta（登録商標）エクスプロー
ラシステム（GE Healthcare）をクロマトグラフィーに使用した。固定化金属親和性クロ
マトグラフィー（IMAC）は、製造元により提供されたプロトコルにしたがいZnCl2を充填
したFractogel EMDキレート（登録商標）（Merck, Darmstadt）を用いて行った。このカ
ラムを緩衝液A（20 mMリン酸ナトリウム緩衝液、0.1M NaCl、10mMイミダゾール、pH 7.2
）で平衡化し、細胞培養上清（1000 ml）を4 ml/分の流速でカラム（10 ml充填容積）に
適用した。このカラムを、未結合のサンプルを除去するために、緩衝液Aで洗浄した。結
合したタンパク質を、以下の手順にしたがい、緩衝液B（20 mMリン酸ナトリウム緩衝液、
0.1M NaCl、0.5Mイミダゾール、pH 7.2）の二段階勾配を用いて溶出させた：
第1段階：5カラム容積の10％緩衝液B
第2段階：5カラム容積の100％緩衝液B。
第2段階からの溶出されたタンパク質フラクションをさらなる精製のためにプールし、ポ
リエーテルスルホンPESメンブレンおよび10 kDaの分子量カットオフを有するVivaspin（S
artorius-Stedim, Gottingen-Germany）遠心分離ユニットを用いて3 mlの最終容積まで濃
縮した。すべての化合物は研究等級のものであり、Merck（Darmstadt, Germany）から購
入した。
【０１９８】
1.2　サイズ排除クロマトグラフィーSEC
　サイズ排除クロマトグラフィーは、SEC緩衝液（20 mM NaCl、30 mM NaH2PO4、100 mM L
-アルギニン、pH 7.0）で平衡化されたHiLoad 16/60 Superdex 200分取等級カラム（GE H
ealthcare）において、1 ml/分の流速で行った。BiTE抗体コンストラクトの単量体および
二量体フラクションをプールし、そして24％トレハロースストック溶液を4％の最終トレ
ハロース濃度に達するよう添加した。
【０１９９】
　タンパク質プールを、光路1 cmのポリカーボネートキュベット（Eppendorf, Hamburg-G
ermany）中、280 nmで測定し、そしてタンパク質濃度を、各タンパク質に対してVector N
TI配列分析ソフトウェアが算出した係数に基づき計算した。
【０２００】
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　BiTE単量体プールを、さらなるBiTE配合緩衝液（20 mM NaCl、30 mM NaH2PO4、100 mM 
L-アルギニン、4％トレハロース、pH 7.0）で250μg/mlに調節した。
【０２０１】
1.3　研究スケールでの産生からのFcRn BiTE単量体収量の比較
　表1から明らかなように、BiTE抗体コンストラクトの両側（nおよびc末端、SEQ ID NO:1
45を参照のこと）に環状FcRn結合ペプチドFcRnBPを有するBiTEのBiTE単量体収量は、BiTE
タンパク質のn末端に直鎖状FcRnBPおよびc末端に環状FcRnBPを有するBiTE（SEQ ID NO:13
2）と比較して3倍以上低い産生率を示した。
【０２０２】
　（表１）BiTE単量体収量

n末端に直鎖状FcRnBpおよびc末端に環状FcRnBPを有するBiTE版と比較してずっと低い、両
側に環状FcRnBPを有するBiTE版のBiTE単量体収量
【０２０３】
1.4　カチオン交換カラムからのFcRn BiTE単量体の回収
　固体ビーズに連結されたスルホプロピル基を有するYMC（YMC Europe GmbH, Dinslaken-
Germany）によって製造された1 ml BioPro SPカラムをAkta Micro FPLC（GE Healthcare
）装置に接続した。
【０２０４】
　カラムの平衡化のために、水酸化ナトリウムでpH 5.5に調節された20 mMリン酸二水素
ナトリウムおよび30 mM塩化ナトリウムからなるサンプル希釈・洗浄緩衝液を使用した。
【０２０５】
　溶出のために、水酸化ナトリウムでpH 5.5に調節された20 mM NaH2PO4および1000 mM N
aClからなる緩衝液を使用した。
【０２０６】
　50μgのBiTE抗体コンストラクト単量体を希釈緩衝液で50 mlの最終容積まで希釈した。
【０２０７】
　カラムの平衡化の後、40 mlの希釈されたタンパク質溶液をカラムに投入し、その後に
カラム平衡化緩衝液を用いて洗浄工程を行った。
【０２０８】
　溶出は、200カラム容積に対応する総容積のゼロから100％への溶出緩衝液の一定増加率
の勾配により行った。泳動全体を280 nmの光吸収でモニタリングした。
【０２０９】
　BiTEタンパク質の両側に環状FcRnBPを有するBiTE抗体コンストラクトと対照的に、BiTE
のn末端側に直鎖状FcRnBPおよびc末端側に環状FcRnBPを有するBiTE抗体コンストラクトは
、カチオン交換カラムからの溶出を示した。この挙動は、BiTE抗体コンストラクトの大規
模化産生におけるずっと好ましい精製挙動および産生量を示している図1。
【０２１０】
実施例2：二重特異性結合および種間交差反応性
　ヒトおよびカニクイザルCDH19ならびにヒトおよびマカクCD3に対する結合を確認するた
め、二重特異性抗体を、示されている細胞株を用いるフローサイトメトリーによって試験
した。ヒトCDH19、カニクイザルCDH19でトランスフェクトされたCHO細胞、ネイティブヒ
トCDH19を発現するヒト黒色腫細胞株CHL-1、CD3発現ヒトT細胞白血病細胞株HPB-ALL（DSM
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Z, Braunschweig, ACC483）ならびにCD3発現マカクT細胞株4119LnPx（Knappe A, et al.,
 Blood, 2000, 95, 3256-3261）を、抗原陽性細胞株として使用した。さらに、未トラン
スフェクトCHO細胞を、陰性対照として使用した。
【０２１１】
　フローサイトメトリーのために、各細胞株200,000細胞を、5μg/mlの濃度の精製された
二重特異性抗体50μlと共に氷上で30分間インキュベートした。この細胞をPBS/10％FCS中
で2回洗浄し、コンストラクトの結合をマウス抗His抗体（AbD Serotec；50μl PBS/10％F
CS中に1:1000希釈）で検出した。洗浄後、結合した抗His抗体を、PBS/10％FCS中に1:100
希釈された、フィコエリトリンにコンジュゲートされたFcガンマ特異的抗体（Dianova）
で検出した。サンプルを、FACSCanto II機器においてフローサイトメトリーによって測定
し、FACSDivaソフトウェア（両方ともBecton Dickinson製）によって分析した。
【０２１２】
　CDH19/CD3二重特異性抗体は、ヒトCDH19、カニクイザルCDH19でトランスフェクトされ
たCHO細胞、ヒトCDH19発現黒色腫細胞株CHL-1ならびにヒトおよびマカクT細胞を染色した
。さらに、未トランスフェクトCHO細胞は染色されなかった（図3を参照のこと）。
【０２１３】
実施例3：
細胞傷害活性
標的細胞の標識
　フローサイトメトリーアッセイにおける細胞溶解の分析のために、蛍光膜色素DiOC18（
DiO）（Molecular Probes, ＃V22886）を使用して標的細胞としてカニクイザルCDH19陽性
CHO細胞を標識し、それらをエフェクター細胞から区別した。簡潔に説明すると、細胞を
収集し、PBSで1回洗浄し、そして2％(v/v)FBSおよび膜色素DiO（5μL/106 細胞）を含むP
BS中106 細胞/mLとなるよう調節した。37℃で3分間のインキュベートの後、細胞を完全RP
MI培地で2回洗浄し、そして細胞数を1.25 x 105細胞/mLに調節した。細胞の生存を、0.5
％(v/v)等張性EosinG溶液（Roth,＃45380）を用いて決定した。
【０２１４】
フローサイトメトリーベースの分析
　このアッセイは、CDH19 二重特異性抗体の連続希釈物の存在下でのカニクイザルCDH19
トランスフェクトCHO細胞の溶解を定量するよう設計された。
【０２１５】
　等量のDiO標識標的細胞およびエフェクター細胞（すなわち、CD3発現マカクT細胞株411
9LnPx）を混合してE:T細胞比を10:1とした。160μLのこの懸濁物を96ウェルプレートの各
ウェルに移した。40μLの、CDH19 二重特異性抗体の連続希釈物および陰性対照の二重特
異性抗体（無関係の標的抗原を認識するCD3ベースの二重特異性抗体）またはさらなる陰
性対照としてのRPMI完全培地を添加した。二重特異性抗体媒介細胞傷害反応は、7％ CO2
加湿インキュベーター中で48時間進めた。次いで細胞を新しい96ウェルプレートに移し、
ヨウ化プロピジウム（PI）を1μg/mLの終濃度で添加することによって標的細胞膜の完全
性の喪失をモニタリングした。PIは、通常生きた細胞から排除される膜不透過性色素であ
るが、死んだ細胞はそれを取り込み、蛍光放射によって同定可能となる。
【０２１６】
　サンプルを、FACSCanto II機器においてフローサイトメトリーによって測定し、FACSDi
vaソフトウェア（両方ともBecton Dickinson製）によって分析した。
【０２１７】
　標的細胞を、DiO陽性細胞として同定した。PI陰性標的細胞を、生きた標的細胞に分類
した。細胞傷害性の百分率を、次式にしたがい計算した。
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【０２１８】
　GraphPad Prism 6ソフトウェア（Graph Pad Software, San Diego）を用いて、細胞傷
害性の百分率を、対応する2特異性抗体濃度に対してプロットした。用量応答曲線を、一
定のヒルスロープのシグモイド型用量応答曲線の評価のための4パラメータロジスティッ
ク回帰モデルを用いて分析し、EC50値を計算した。
【０２１９】
　上記システムを用いたCDH19 2G6 302xI2C HALB、CDH19 2G6 302xI2C 156、CDH19 2G6 3
02xI2C LFcBY、CDH19 2G6 302xI2C LFcBY 156、CDH19 2G6 302xI2C D3 HALB、および陰性
対照に関する細胞傷害性の結果が図3に示されている。
【０２２０】
実施例4：
ヒト内皮細胞層を通過する半減期延長BiTE抗体のトランスサイトーシスを模倣するインビ
トロツーチャンバーシステム
内皮細胞の培養および収集
　ヒト肺微小血管内皮細胞（HPMEC）（PromoCell、＃C-12281）を内皮細胞モデルとして
使用した。第2世代で凍結保存されたHPMEC（＞5x105細胞／バイアル）を、Heraeus Cytop
erm 2（Thermo Scientific）において37℃および5% CO2の下、細胞培養フラスコ（Sarste
dt、＃831.810.302）内の内皮細胞成長サプリメント（ECGS、1：100）（ScienCell、＃10
52）、5～7.5％のプールされたヒト血清（AMGEN、内部ロット：140625DrM01）および5～1
0 mg/mlヒトアルブミン（HSA）（Behring、＃C66444411B）を補充したMV2基準培地（Prom
ocell、＃C-22221）（さらに成長培地とも称される）中で培養した。HPMECの二次培養を
、HEPES緩衝化平衡塩溶液（Promocell、＃C-40000）、トリプシン・EDTA溶液（0.04%/0.0
3%）（Promocell、＃C-41000）およびトリプシン中和溶液（TNS）（PromoCell、＃C-4110
0）からなるDetach Kit（Promocell、＃C-41200）を用いて行った。簡単に説明すると、
培地をHPMEC層から吸引し、細胞を3 mlのHEPES緩衝化平衡塩溶液で洗浄した。室温で1～3
分間、PBSで1:1希釈された3 mlのトリプシン・EDTA溶液を添加することにより、フラスコ
底面からHPMECを剥離させた。トリプシン・EDTA溶液の不活性化は、細胞懸濁物に3 mlのT
NSを添加することによって行った。細胞を、Heraeus Megafuge 40（Thermo Scientific）
において300gで3分間遠心分離し、約10,000細胞/cm2の細胞密度で細胞培養フラスコ（Sar
stedt、＃831.810.302、＃833.911.302）に播種した。
【０２２１】
ウェスタンブロットによるHPMEC内の胎児性Fc受容体（FcRn）の検出
　EDTA（Biochrom、＃L2113）を用いてHPMEC（PromoCell、＃C-12282、ロット：1071302.
1、P7）を剥離させ、PBS（Biochrom、＃L1820）で洗浄した。Jurkat細胞E6.1（ECCC、＃8
8042803）を収集し、PBSで洗浄した。3x106個の細胞を各々、氷上で15分間、100μlの溶
解緩衝液（20 mM Trizma塩基（Sigma Aldrich、＃T1503）pH = 8、137 mM NaCl（Sigma-A
ldrich、＃S6546-1L）、10％グリセロール（Sigma-Aldrich、＃G5516）、2 mM EDTA（Sig
ma-Aldrich、＃03620）、1％ Triton X100（Sigma-Aldrich、＃X100）、1xプロテアーゼ
阻害剤カクテル（Sigma-Aldrich、＃I3911-1BO）、100 mM NaF（Sigma-Aldrich、＃919）
、500μM Na3VO4（Sigma-Aldrich、＃S6508））中で溶解させた。総細胞溶解産物の非可
溶性部分を、4℃で15分間、13,200gでの遠心分離（Sigma Laborzentrifugen、＃1K15）に
よってペレット化させ、上清を新しい1.5 mlエッペンドルフ反応チューブに移した。7.5
μlの溶解産物を2μlのNuPAGE LDSサンブル緩衝液（life technologies、＃NP0007）で希
釈し、70℃で10分間変性させた。9.5μlの溶解産物および10μlの染色済みタンパク質標
準（life technologies、＃LC5800）を4～12％ BisTrisゲル（life technologies、＃NP0
336BOX）に投入し、タンパク質分離を、35分間、200Vを適用することによって、1x NuPAG
E MES泳動緩衝液（life technologies、＃NP0002-02）中で行った。タンパク質を、XCell
 II Blot Moduleの説明書（life technologies）にしたがいニトロセルロースメンブレン
（PALL BioTrace NT、＃66485）に転写した。このメンブレンを、撹拌しながら室温で1時
間、ブロッキング溶液（Thermo Scientific、＃37542）を用いてブロックした。メンブレ
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ンを、撹拌しながら抗FcRn抗体溶液（Novus Biologicals、＃NBP1-89128、0.05％ Tween-
20（Sigma-Aldrich、＃P1379）を補充したブロッキング緩衝液で1：100希釈）中、4℃で
一晩インキュベートした。メンブレンを、PBS-Tween（Biochrom、＃L1820、0.05％ Tween
-20（Sigma-Aldrich、＃P1379）含有）を用いて室温で5分間、3回洗浄した。メンブレン
を、撹拌しながらHRP標識二次抗体溶液（抗ウサギIgG HRP抗体（Thermo Scientific、＃3
1460）、PBS-Tweenおよび3～5％ミルク（Fluka、＃70166）で1：5000希釈）中、室温で1
時間インキュベートした。メンブレンを、PBS-Tweenを用いて室温で5分間、2回洗浄し、P
BSを用いて5分間、1回洗浄した。メンブレンを、製造元の説明書にしたがいSuperSignalW
est Pico Substrate（Thermo Scientific、＃1856135）中でインキュベートした。感光フ
ィルム（CL-XPosure（商標）フィルム、Thermo Scientific、＃34088）をメンブレンに暴
露し、現像機（VELPEX、EXTRA-X）において現像した。その後、メンブレンを、抗ベータ
アクチン抗体（Thermo Scientific、＃MA1-91399、0.05％ Tween-20（Sigma-Aldrich、＃
P1379）を補充したブロッキング緩衝液で1：1000希釈）中、4℃で一晩インキュベートし
た。メンブレンを、PBS-Tweenを用いて室温で5分間、3回洗浄した。メンブレンを、撹拌
しながらHRP標識二次抗マウスIgG抗体（Jackson ImmunoResearch、＃415-035-100、PBS-T
weenおよび3～5％ミルクで1：5000希釈）中、室温で1時間インキュベートした。メンブレ
ンを、上で詳細に記載されているようにして現像した。
【０２２２】
インビトロツーチャンバーシステム
HPMECのプレーティング
　0.4μmの孔サイズおよび0.33 cm2の有効成長表面積を有するポリエステル（PET）メン
ブレントランスウェルクリアーインサート（Corning、＃3470）を、室温で6時間、PBS中1
0 μg/cm2のフィブロネクチン（Sigma、＃F2006）でコーティングした。残ったフィブロ
ネクチン溶液を吸引し、インサートをPBSで1回洗浄した。600μlの成長培地を24ウェルト
ランスウェルシステム（Corning、＃3470）の外側チャンバーに添加し、プレートを37℃
で30分間平衡化した。HPMECを、上記のようにDetach Kit（PromoCell、＃C-41200）を用
いて収集した。細胞を、200μlの予め温めておいた成長培地中8x104/cm2の密度で、平衡
化されたフィブロネクティンコートトランスウェルインサート上にプレーティングした。
4つのウェルを成長培地のみで満たし、ブランク値として使用した。24時間後、100μlの
成長培地を、トランスウェルシステムの内側ウェルおよび外側チャンバーの両方に添加し
た。細胞層のコンフルエンスを、経内皮電気抵抗（TEER）測定によって決定した。
【０２２３】
内皮細胞単層の経内皮電気抵抗（TEER）測定
　各々の内皮細胞単層の電気抵抗を、製造元の説明書にしたがいSTX03アジャスタブル電
極（Millipore、＃MERSSTX03）を使用するMillicell ERS-2システム（Millipore、＃MERS
00002）を用いて測定した。簡単に説明すると、Millicell ERS-2の機能を、STX04試験電
極を入力ポートに接続し、電源のスイッチを入れることによって試験し；MODEスイッチを
Ohmに設定し、必要に応じて、「R Adj」ネジにねじ回しを用いてディスプレイを1000Ωに
調整した。STX03アジャスタブル電極を、この電極を80％エタノールに5分間浸漬すること
によって滅菌した。電気抵抗測定のために、STX03電極を、入力ポートを通じてERS-2に接
続し、MODEスイッチをOhmに設定し、電源スイッチをオンにした。電極の先端を90度の角
度でトランスウェルインサートに挿入した；トランスウェルインサート内に入れる先端が
短いと、内皮細胞単層に触れず；トランスウェルインサートから外に出る先端が長いと、
外側ウェル（Corning、＃3470）の底にちょうど触れてしまう。バックグラウンド抵抗を
決定するために、細胞を含まないが同一の培地を含んでいるブランクトランスウェルイン
サートを測定した。電気抵抗測定の前に、プレートを室温まで冷まし；すべてのウェルを
一度測定した後、測定を再度最初から始め、値を平均化した（(Ω測定1 + Ω測定2)/2 = 
Ωサンプル）。その後、個々の細胞単層の実際の抵抗を、ブランクトランスウェルインサ
ートの平均抵抗値を引くことによって計算した（抵抗Ω = Ωサンプル - Ωブランク）。
単位面積抵抗（TEER）の決定のために、24ウェルトランスウェルシステム（Corning、＃3
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470）の有効メンブレン面積（0.33 cm2）を考慮した（TEER = 抵抗Ω*有効メンブレン面
積）。10Ω*cm2より大きなTEER値によって特徴付けられるHPMEC細胞単層をコンフルエン
トとみなした。
【０２２４】
内皮細胞単層のFITC-デキストラン透過性
　48時間の細胞成長の後、コンフルエントなHPMEC単層を含むトランスウェルインサート
を、トランスウェルインサートの外側を洗浄するために、各ウェルに700μlの予め温めて
おいたMV基準培地（PromoCell、＃C-22220）を予め充填しておいた24ウェル洗浄プレート
（FALCON、＃353047）に移した。600μlのアッセイ培地（MV2フェノールレッド非含有培
地（PromoCell、＃C-22226）、ECGS（1：100）（ScienCell、＃1052）および597μM HSA
（Behring、＃C66444411B））で、ブロック（37℃で一晩、700μl/ウェルの、PBS/10% FB
S中1:1希釈のStarting Block(TBS)緩衝液（Thermo Scientific、＃37542））したレシー
バープレート（超低接着性表面を有する24ウェルプレート（Corning、＃3473））を満た
した。コンフルエントなHPMEC単層を含むトランスウェルインサートを、洗浄プレートか
ら予め温めておいたレシーバープレートに移した。同時に、成長培地を内側ウェルから取
り出し、細胞単層を100μlのFITC-デキストラン40（アッセイ培地中2 mg/ml）（Sigma、
＃FD40）で1回洗浄した。次いで、100μlのFITC-デキストラン40（アッセイ培地中2 mg/m
l）をHPMEC単層上に添加し、ツーチャンバーアッセイを、37℃および5％CO2の下で4時間
インキュベートした。ツーチャンバーシステムの外側ウェルから回収されたFITC-デキス
トラン40蛍光を、SPECTRAFluor Plus（シリアル番号：94493；ファームウェア：V 6.00 0
6_07_2003 Spectra；XFLUOR4バージョン：V 4.40）を用いて励起波長485 nmおよび発光波
長535 nmで測定することによって定量した。このツーチャンバーアッセイにおいて、すべ
てのプレートを37℃の加熱プレート（minitube、＃12055/0010）上で扱った。
【０２２５】
内皮細胞単層の染色
　ツーチャンバーアッセイの後、細胞単層を、FITC-デキストラン40を含まないアッセイ
培地で1回洗浄した。次いで、100μlのアッセイ培地を細胞単層上に添加し、100μlのパ
ラホルムアルデヒド（PFA）（PBS中4％）を添加した。細胞単層を、2％の最終PFA濃度の
下、37℃で1時間または室温で一晩固定した。PFA溶液を取り除き、細胞単層を100μlの細
胞染色溶液（Crystal Violet溶液（Sigma-Aldrich、＃HT90132-1L）、PBS中4％ PFAで1：
20）を用いて室温で10分間染色した。その後、細胞単層を、200μl ddH2Oで2回洗浄した
。HPMEC単層の画像を、10x対物レンズを装着したNikon Eclipse E800顕微鏡を用いて撮影
した。
【０２２６】
内皮細胞単層を通過する半減期延長BiTE抗体のトランスサイトーシス
　ツーチャンバーアッセイを、様々な半減期延長BiTE抗体を用いて、FITC-デキストラン4
0透過性に関して上で詳細に記載されているように行った。アッセイ培地は、示されてい
るようにMV2フェノールレッド非含有培地（PromoCell、＃C-22226）、ECGS（1：100）（S
cienCell、＃1052）およびHSA（Behring、＃C66444411B）またはプールされたヒト血清（
56℃で30分間不活性化、AMGEN）からなるものであった。上記アッセイ培地によるBiTE抗
体の希釈を、Protein Low Binding Tube（Sarstedt、＃72.706.600）内で行った。同一の
アッセイ培地を、BiTE希釈物に対して（すなわち、上側トランスウェルインサート）およ
びツーチャンバーシステムの下側チャンバーにおいて使用した。プレートは、37℃の加熱
プレート（minitube、＃12055/0010）上で扱った。プレート表面に対する時間依存的な非
特異的接着を最小化するため、異なる半減期延長BiTE抗体を45分の時間差でアッセイした
。ツーチャンバーシステムの下側ウェルから回収されたBiTE抗体を、以下に詳細に記載さ
れるようにして定量した。
【０２２７】
半減期延長BiTE抗体の定量
　トランスサイトーシス実験からのBiTE抗体の定量は、高感度電気化学発光（ECL）ベー
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スのリガンド結合アッセイを用いて行った。
【０２２８】
　標準参照曲線を作製するためのキャリブレーターサンプルを、既知濃度の異なるBiTE抗
体を各試験マトリクス（アッセイ培地）に添加し、その後に10回の希釈工程（1：2希釈、
0.0048～5.0 ng/mlの濃度範囲に及ぶ合計11個のキャリブレーターサンプルが得られる）
を行うことによって調製した。キャリブレーターサンプルの配合は、未知サンプルの各配
合と一致させた。各BiTE抗体コンストラクトにおいて、キャリブレーターサンプルの調製
およびトランスサイトーシスアッセイの両方で同じ物質（コンストラクトおよびバッチ）
を使用した。未知サンプルの各試験マトリクスを、定量前に、等量のHSA（597μM（Behri
ng、＃C66444411B）/Tween-80（0.05％（J.T. Baker、＃4117-04）またはプールされたヒ
ト血清（20％、56℃で30分間不活性化、AMGEN）に調整した。
【０２２９】
　第1の工程において、捕捉抗体3E5A5（BiTE抗体の抗CD3結合部分に対して特異的、AMGEN
）を、2つの電極を有するカーボンマイクロタイタープレート（標準プレート、MSD、＃L1
5XA）上に固定した。この目的で、プレートを、5±3℃で一晩、25μl/ウェルの1μg/ml抗
体溶液でコーティングし、次いで少なくとも1時間、150μl/ウェルの5％ BSA溶液でブロ
ックした。
【０２３０】
　サンプルは、上記のようにして調製した。25μlの各キャリブレーターまたは未知サン
プルを個々のウェルに添加し、シェーカー上で、25±2℃で1時間インキュベートした。次
いでプレートを、自動プレート洗浄機を用いてPBS-Tween（0.05％ Tween-80）で3回洗浄
した。捕捉抗体に結合したBiTE抗体コンストラクトを、インキュベート間で洗浄を行わず
、ビオチニル化抗ペンタHis抗体（Qiagen、＃34440；1μg/ml、25μl/ウェル、シェーカ
ー上で25±2℃で30分間）およびそれに続くストレプトアビジン-SulfoTag（MSD、＃R32AD
-1；1μg/ml、25μl/ウェル、シェーカー上で25±2℃で30分間）を通じて検出した。第2
のインキュベートの後に、プレートを、自動プレート洗浄機を用いてPBS-Tween（0.05％ 
Tween-80）で3回洗浄した。その後、150μl/ウェルの1 x MSD Read緩衝液（MSD、＃R92TC
-1）を添加し、プレートをSektor Imager 2400装置（MSD）を用いて測定した。
【０２３１】
　標準参照曲線キャリブレーターサンプルのECLシグナルを、既知のBiTE抗体コンストラ
クト濃度に対してプロットし、5-PLフィット（重み1/y2；ソフトウェア：SoftMaxPro GxP
 5.4）によってフィッティングした。未知サンプルの濃度を、この回帰曲線から逆算した
。すべての未知サンプルを3連で分析し、各々の平均を報告している。これらの結果から
モル濃度を計算した。
【０２３２】
　ツーチャンバーアッセイの後、内皮細胞単層を上で詳細に記載されているようにして染
色し、それらの完全性について光学顕微鏡により検査した。
【０２３３】
　CDH19およびCD33-BiTE抗体コンストラクトの検出は、上記のようにして行った。カドヘ
リン-BiTEの検出は、以下のようにして行った。第1の工程において、組み換え可溶性形態
のBiTE標的抗原（AMGEN）を、2つの電極を有するカーボンマイクロタイタープレート（標
準プレート、MSD、＃L15XA）上に固定した。この目的で、プレートを、5±3℃で一晩、25
μl/ウェルの1μg/ml抗体溶液でコーティングし、次いで少なくとも1時間、150μl/ウェ
ルの5％ BSA溶液でブロックした。
【０２３４】
　サンプルを上記のようにして調製した。25μlの各キャリブレーターまたは未知サンプ
ルを個々のウェルに添加し、シェーカー上で、25±2℃で1時間インキュベートした。次い
でプレートを、自動プレート洗浄機を用いてPBS-Tween（0.05％ Tween-80）で3回洗浄し
た。標的抗原に結合したBiTE抗体コンストラクトを、BiTE抗体の抗CD3結合部分に特異的
なSulfoTag結合抗体（3E5.E1-Rut, AMGEN）を通じて検出した。抗体を、1μg/mLの終濃度
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ートした。
【０２３５】
実施例5
BiTE抗体コンストラクトの薬物動態
　薬物動態（PK）研究のために、1）2G6-156；2）2G6-LFcBy；3）2G6-LFcBy-156；4）2G6
-D3HSAと命名された4つの分子をカクニイザルにおいて試験した。このPK研究において、6
μg/kgの用量を単回静脈内ボーラス注射として投与した。上記化合物の各々について、2
匹の動物のグループを使用した。血液サンプルを回収し、両動物における各薬物の血清濃
度の決定のために血清を調製した。血清薬物レベルを、免疫アッセイを用いて測定した。
血清濃度・時間データを、PKパラメータを決定するために使用した。血液サンプルを、以
下の時点で回収した。投薬前、投薬後0.05、0.25、0.5、1、4、8、24、48、72、168、240
および336時間。PKパラメータを、標準的なノンコンパートメント解析（NCA）法を使用し
て決定した。
【０２３６】
　試験したすべての薬物に関して、血清レベルは、すべての動物において薬物投与後の大
部分の時点で定量可能であった。PKプロフィールは、試験したすべての薬物において、二
相性の指数関数的下降を示した。NCA法を用いて、以下のパラメータを概算した：AUCinf
（血清濃度・時間曲線下面積）、Vss（定常状態時の分布容積）、CL（全身クリアランス
）、MRT（平均残留時間）および末期t1/2（末期フェーズから概算された半減期）。試験
した各化合物のPKパラメータ（平均n＝2）が以下にまとめられている。
【０２３７】
　AUCinfは、化合物1、2、3および4でそれぞれ、568 hr*ng/mL、366 hr*ng/mL、1796 hr*
ng/mLおよび1383 hr*ng/mLであった。VSSは、化合物1、2、3および4でそれぞれ、446 mL/
kg、594 mL/kg、193 mL/kgおよび80.7 mL/kgであった。全身クリアランスは、化合物1、2
、3および4でそれぞれ、11.3 mL/hr/kg、16.1 mL/hr/kg、4.3 mL/hr/kgおよび4.9 mL/hr/
kgであった。化合物1、2、3および4のMRT値は、それぞれ42.3 hr、39.8 hr、48.7 hrおよ
び18.1 hrであり、末期半減期の値は、化合物1、2、3および4でそれぞれ、44.3 hr、31.2
 hr、40.3 hrおよび13.5 hrであった。
【０２３８】
　化合物1、2および3の各々の末期半減期およびMRTは、化合物4のそれらよりもずっと高
かった（＞2倍）。化合物1、2および3は、より半減期の長いバージョンのBiTE抗体コンス
トラクトである。
【０２３９】
　結果については図10を参照のこと。
【０２４０】
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