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(57)【要約】
本発明は、２本のポリペプチド鎖を含み、少なくともｇ
ｐＡ３３のエピトープに特異的な１つの結合部位とＣＤ
３のエピトープに特異的な１つの結合部位を保有する二
重特異性１価ダイアボディ（すなわち、「ｇｐＡ３３×
ＣＤ３二重特異性１価ダイアボディ」）を対象とする。
また、本発明は、免疫グロブリンＦｃドメインを含む二
重特異性の一価のダイアボディ（「二重特異性の一価の
Ｆｃダイアボディ」）であって、３つのポリペプチド鎖
から構成され、かつ少なくともｇｐＡ３３のエピトープ
に特異的な１つの結合部位とＣＤ３のエピトープに特異
的な１つの結合部位を保有するダイアボディ（すなわち
、「ｇｐＡ３３×ＣＤ３二重特異性１価Ｆｃダイアボデ
ィ」）も対象とする。本発明の二重特異性１価ダイアボ
ディ及び二重特異性１価ＦｃダイアボディはｇｐＡ３３
及びＣＤ３に同時に結合できる。本発明は、上記二重特
異性一価ダイアボディまたは上記二重特異性一価Ｆｃダ
イアボディを含有する医薬組成物を対象とする。本発明
はさらに、癌及び他の疾患及び状態の治療における上記
二重特異性抗体を使用する方法に関する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ｇｐＡ３３のエピトープ及びＣＤ３のエピトープに特異的に結合できる、二重特異性１
価ダイアボディであって、前記二重特異性１価ダイアボディは、互いに共有結合した第１
のポリペプチド鎖及び第２のポリペプチド鎖を含み、
Ａ．第１のポリペプチド鎖は、Ｎ末端からＣ末端の方向に、
　ｉ．ドメイン１であって、ＣＤ３に結合できるモノクローナル抗体のＶＬドメイン（Ｖ
ＬCD3）（配列番号５）を含むサブドメイン（１Ａ）、及びｇｐＡ３３に結合できるモノ
クローナル抗体のＶＨドメイン（ＶＨgpA33）（配列番号２７）を含むサブドメイン（１
Ｂ）を含み、前記サブドメイン（１Ａ）及び（１Ｂ）はペプチドリンカー（配列番号１）
によって互いから分離されている、ドメイン１と、
　ｉｉ．ドメイン２であって、前記ドメイン２はＫコイルドメイン（配列番号４）又はＥ
コイルドメイン（配列番号３）であり、また前記ドメイン２はペプチドリンカー（配列番
号２）によって前記ドメイン１から分離されている、ドメイン２と
を含み、
Ｂ．第２のポリペプチド鎖は、Ｎ末端からＣ末端の方向に、
　ｉ．ドメイン１であって、ｇｐＡ３３に結合できるモノクローナル抗体のＶＬドメイン
（ＶＬgpA33）（配列番号２６）を含むサブドメイン（１Ａ）、及びＣＤ３に結合できる
モノクローナル抗体のＶＨドメイン（ＶＨCD3）（配列番号２５）を含むサブドメイン（
１Ｂ）を含み、前記サブドメイン（１Ａ）及び（１Ｂ）はペプチドリンカー（配列番号１
）によって互いから分離されている、ドメイン１と、
　ｉｉ．ドメイン２であって、前記ドメイン２はＥコイルドメイン（配列番号３）又はＫ
コイルドメイン（配列番号４）であり、また前記ドメイン２はペプチドリンカー（配列番
号２）によって前記ドメイン１から分離されており、かつ前記第１のポリペプチド鎖の前
記ドメイン２及び前記第２のポリペプチド鎖の前記ドメイン２は、両方がＥコイルドメイ
ンではなく、又は両方がＫコイルドメインではない、ドメイン２と
を含み、
（ａ）前記第１のポリペプチド鎖の前記ＶＬドメイン及び前記第２のポリペプチド鎖の前
記ＶＨドメインは、ＣＤ３のエピトープに特異的に結合できる抗原結合ドメインを形成し
、
（ｂ）前記第２のポリペプチド鎖の前記ＶＬドメイン及び前記第１のポリペプチド鎖の前
記ＶＨドメインは、ｇｐＡ３３のエピトープに特異的に結合できる抗原結合ドメインを形
成する、ダイアボディ。
【請求項２】
　前記第１のポリペプチド鎖は、アルブミン結合ドメイン（配列番号３４）を含み、前記
アルブミン結合ドメインが、前記ドメイン２のＣ末端に配置され、リンカー３（配列番号
３２）によって前記ドメイン２から分離されている、請求項１に記載のダイアボディ。
【請求項３】
　ｇｐＡ３３のエピトープ及びＣＤ３のエピトープに特異的に結合でき、ＩｇＧのＦｃド
メインを保有する、二重特異性１価Ｆｃダイアボディに関し、前記二重特異性１価Ｆｃダ
イアボディは、第１のポリペプチド鎖、第２のポリペプチド鎖及び第３のポリペプチド鎖
を含み、前記第１及び第２のポリペプチド鎖は互いに共有結合され、前記第１及び第３の
ポリペプチド鎖は互いに共有結合され、
Ａ．第１のポリペプチド鎖は、Ｎ末端からＣ末端の方向に、
　ｉ．ドメイン１であって、ｇｐＡ３３に結合できるモノクローナル抗体のＶＬドメイン
（ＶＬgpA33）（配列番号２６）を含むサブドメイン（１Ａ）、及びＣＤ３に結合できる
モノクローナル抗体のＶＨドメイン（ＶＨCD3）（配列番号２５）を含むサブドメイン（
１Ｂ）を含み、前記サブドメイン（１Ａ）及び（１Ｂ）はペプチドリンカー（配列番号１
）によって互いから分離されている、ドメイン１と、
　ｉｉ．ドメイン２であって、前記ドメイン２はＥコイルドメイン（配列番号３）又はＫ
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コイルドメイン（配列番号４）であり、また前記ドメイン２はペプチドリンカー（配列番
号２）によって前記ドメイン１から分離されている、ドメイン２と、
　ｉｉｉ．ドメイン３であって、システイン含有ペプチド（ペプチド１）（配列番号３９
）を含むサブドメイン（３Ａ）、及びＩｇＧ免疫グロブリンＦｃドメインのＣＨ２ドメイ
ン及びＣＨ３ドメインを有する、ＩｇＧのＦｃドメインのポリペプチド部分を含むサブド
メイン（３Ｂ）を含み、前記ドメイン３及び前記ドメイン２はスペーサペプチド（リンカ
ー５）（配列番号３３）によって互いから分離されている、ドメイン３と
を含み、
Ｂ．第２のポリペプチド鎖は、Ｎ末端からＣ末端の方向に、
　ｉ．ドメイン１であって、ＣＤ３に結合できるモノクローナル抗体のＶＬドメイン（Ｖ
ＬCD3）（配列番号５）を含むサブドメイン（１Ａ）、及びｇｐＡ３３に結合できるモノ
クローナル抗体のＶＨドメイン（ＶＨgpA33）（配列番号２７）を含むサブドメイン（１
Ｂ）を含み、前記サブドメイン（１Ａ）及び（１Ｂ）はペプチドリンカー（配列番号１）
によって互いから分離されている、ドメイン１と、
　ｉｉ．ドメイン２であって、前記ドメイン２はＫコイルドメイン（配列番号４）又はＥ
コイルドメイン（配列番号３）であり、また前記ドメイン２はペプチドリンカー（配列番
号２）によって前記ドメイン１から分離されており、かつ前記第１のポリペプチド鎖の前
記ドメイン２及び前記第２のポリペプチド鎖の前記ドメイン２は、両方がＥコイルドメイ
ンではなく、又は両方がＫコイルドメインではない、ドメイン２と
を含み、
Ｃ．第３のポリペプチド鎖は、Ｎ末端からＣ末端方向へ向かって、ドメイン３を含み、ド
メイン３は、
　　（１）システイン含有ペプチド（ペプチド１）（配列番号３９）を含むサブドメイン
（３Ａ）、及び
　　（２）ＩｇＧ免疫グロブリンＦｃドメインのＣＨ２ドメイン及びＣＨ３ドメインを有
する、ＩｇＧのＦｃドメインのポリペプチド部分を含むサブドメイン（３Ｂ）を含み、
かつ、
（ａ）前記第１及び第３のポリペプチド鎖のＩｇＧのＦｃドメインの前記ポリペプチド部
分は、ＩｇＧのＦｃドメインを形成し、
（ｂ）前記第１のポリペプチド鎖の前記ＶＬドメイン及び前記第２のポリペプチド鎖の前
記ＶＨドメインは、ＣＤ３のエピトープに特異的に結合できる抗原結合ドメインを形成し
、
（ｃ）前記第２のポリペプチド鎖の前記ＶＬドメイン及び前記第１のポリペプチド鎖の前
記ＶＨドメインは、ｇｐＡ３３のエピトープに特異的に結合できる抗原結合ドメインを形
成する、ダイアボディ。
【請求項４】
　ｇｐＡ３３のエピトープ及びＣＤ３のエピトープに特異的に結合でき、ＩｇＧのＦｃド
メインを保有する、二重特異性１価Ｆｃダイアボディに関し、前記二重特異性１価Ｆｃダ
イアボディは、第１のポリペプチド鎖、第２のポリペプチド鎖及び第３のポリペプチド鎖
を含み、前記第１及び第２のポリペプチド鎖は互いに共有結合され、前記第１及び第３の
ポリペプチド鎖は互いに共有結合され、
Ａ．第１のポリペプチド鎖は、Ｎ末端からＣ末端の方向に、
　ｉ．ドメイン３であって、システイン含有ペプチド（ペプチド１）（配列番号３９）を
含むサブドメイン（３Ａ）、及びＩｇＧ免疫グロブリンＦｃドメインのＣＨ２ドメイン及
びＣＨ３ドメインを有する、ＩｇＧのＦｃドメインのポリペプチド部分を含むサブドメイ
ン（３Ｂ）を含む、ドメイン３と
　ｉｉ．ドメイン１であって、ｇｐＡ３３に結合できるモノクローナル抗体のＶＬドメイ
ン（ＶＬgpA33）（配列番号２６）を含むサブドメイン（１Ａ）、及びＣＤ３に結合でき
るモノクローナル抗体のＶＨドメイン（ＶＨCD3）（配列番号２５）を含むサブドメイン
（１Ｂ）を含み、前記サブドメイン（１Ａ）及び（１Ｂ）はペプチドリンカー（配列番号



(4) JP 2017-504578 A 2017.2.9

10

20

30

40

50

１）によって互いから分離されており、前記ドメイン１及び前記ドメイン３はスペーサペ
プチド（リンカー４）（配列番号３８）によって互いから分離されている、ドメイン１と
、
　ｉｉｉ．ドメイン２であって、前記ドメイン２はＥコイルドメイン（配列番号３）又は
Ｋコイルドメイン（配列番号４）であり、また前記ドメイン２はペプチドリンカー（配列
番号２）によって前記ドメイン１から分離されている、ドメイン２と、
を含み、
Ｂ．第２のポリペプチド鎖は、Ｎ末端からＣ末端の方向に、
　ｉ．ドメイン１であって、ＣＤ３に結合できるモノクローナル抗体のＶＬドメイン（Ｖ
ＬCD3）（配列番号５）を含むサブドメイン（１Ａ）、及びｇｐＡ３３に結合できるモノ
クローナル抗体のＶＨドメイン（ＶＨgpA33）（配列番号２７）を含むサブドメイン（１
Ｂ）を含み、前記サブドメイン（１Ａ）及び（１Ｂ）はペプチドリンカー（配列番号１）
によって互いから分離されている、ドメイン１と、
　ｉｉ．ドメイン２であって、前記ドメイン２はＫコイルドメイン（配列番号４）又はＥ
コイルドメイン（配列番号３）であり、また前記ドメイン２はペプチドリンカー（配列番
号２）によって前記ドメイン１から分離されており、かつ前記第１のポリペプチド鎖の前
記ドメイン２及び前記第２のポリペプチド鎖の前記ドメイン２は、両方がＥコイルドメイ
ンではなく、又は両方がＫコイルドメインではない、ドメイン２と
を含み、
Ｃ．第３のポリペプチド鎖は、Ｎ末端からＣ末端方向へ向かって、ドメイン３を含み、ド
メイン３は、
　　（１）システイン含有ペプチド（ペプチド１）（配列番号３９）を含むサブドメイン
（３Ａ）、及び
　　（２）ＩｇＧ免疫グロブリンＦｃドメインのＣＨ２ドメイン及びＣＨ３ドメインを有
する、ＩｇＧのＦｃドメインのポリペプチド部分を含むサブドメイン（３Ｂ）を含み、
かつ、
（ａ）前記第１及び第３のポリペプチド鎖のＩｇＧのＦｃドメインの前記ポリペプチド部
分は、ＩｇＧのＦｃドメインを形成し、
（ｂ）前記第１のポリペプチド鎖の前記ＶＬドメイン及び前記第２のポリペプチド鎖の前
記ＶＨドメインは、ＣＤ３のエピトープに特異的に結合できる抗原結合ドメインを形成し
、
（ｃ）前記第２のポリペプチド鎖の前記ＶＬドメイン及び前記第１のポリペプチド鎖の前
記ＶＨドメインは、ｇｐＡ３３のエピトープに特異的に結合できる抗原結合ドメインを形
成する、ダイアボディ。
【請求項５】
　前記第１のポリペプチド鎖の前記サブドメイン（３Ｂ）が、前記第３のポリペプチド鎖
の前記サブドメイン（３Ｂ）の配列とは異なる配列を含む、請求項３又は４に記載のダイ
アボディ。
【請求項６】
　前記第１のポリペプチド鎖の前記サブドメイン（３Ｂ）が配列番号４０のアミノ酸配列
を有し、前記第３のポリペプチド鎖の前記サブドメイン（３Ｂ）が配列番号４１のアミノ
酸配列を有する、請求項５に記載のダイアボディ。
【請求項７】
　前記第１のポリペプチド鎖の前記サブドメイン（３Ｂ）が配列番号４１のアミノ酸配列
を有し、前記第３のポリペプチド鎖の前記サブドメイン（３Ｂ）が配列番号４０のアミノ
酸配列を有する、請求項５に記載のダイアボディ。
【請求項８】
　前記第１のポリペプチド鎖の前記ドメイン３及び／又は前記第３のポリペプチド鎖の前
記ドメイン３が、Ｆｃγ受容体に対する結合の変化を示す改変体ＣＨ２－ＣＨ３の配列を
含む、請求項３又は４に記載のダイアボディ。
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【請求項９】
　前記第１のポリペプチド鎖の前記ドメイン２がＥコイルドメイン（配列番号３）を含み
、前記第２のポリペプチド鎖の前記ドメイン２がＫコイルドメイン（配列番号４）を含む
、請求項１乃至８の何れか１項に記載のダイアボディ。
【請求項１０】
　前記第１のポリペプチド鎖の前記ドメイン２がＫコイルドメイン（配列番号４）を含み
、前記第２のポリペプチド鎖の前記ドメイン２がＥコイルドメイン（配列番号３）を含む
、請求項１乃至８の何れか１項に記載のダイアボディ。
【請求項１１】
　ＣＤ３のエピトープ及びｇｐＡ３３のエピトープに特異的に結合できる二重特異性１価
ダイアボディに関し、前記二重特異性１価ダイアボディは、
（１）配列番号２８のアミノ酸配列を有する第１のポリペプチド鎖、及び配列番号３０の
アミノ酸配列を有する第２のポリペプチド鎖、又は
（２）配列番号３５のアミノ酸配列を有する第１のポリペプチド鎖、及び配列番号３０の
アミノ酸配列を有する第２のポリペプチド鎖
を含み、前記第１及び第２のポリペプチド鎖は、ジスルフィド結合によって互いに共有結
合する、ダイアボディ。
【請求項１２】
　ＣＤ３のエピトープ及びｇｐＡ３３のエピトープに特異的に結合できる二重特異性１価
Ｆｃダイアボディに関し、前記二重特異性１価Ｆｃダイアボディは、
（１）配列番号４２のアミノ酸配列を有する第１のポリペプチド鎖、配列番号４４のアミ
ノ酸配列を有する第２のポリペプチド鎖、及び配列番号４６のアミノ酸配列を有する第２
のポリペプチド鎖、又は
（２）配列番号４８のアミノ酸配列を有する第１のポリペプチド鎖、配列番号２８のアミ
ノ酸配列を有する第２のポリペプチド鎖、及び配列番号４６のアミノ酸配列を有する第２
のポリペプチド鎖
を含み、前記第１及び第２のポリペプチド鎖は、第１のジスルフィド結合によって互いに
共有結合し、前記第１及び第３のポリペプチド鎖は、第２のジスルフィド結合によって互
いに共有結合する、ダイアボディ。
【請求項１３】
　請求項１乃至１２の何れか１項に記載のダイアボディ及び生理学的に許容可能なキャリ
アを含む、医薬組成物。
【請求項１４】
　ｇｐＡ３３の発現を特徴とする癌の治療における、請求項３に記載の医薬組成物の使用
。
【請求項１５】
　前記癌は、大腸癌、結腸癌、胃癌又は膵臓癌である、請求項１４に記載の使用。
【請求項１６】
　請求項１乃至１２の何れか１項に記載のダイアボディの何れかのポリペプチド鎖を発現
する細胞。
に関し、同様に、そのような発現したポリペプチドをエンコードするポリヌクレオチドに
関する。
【請求項１７】
　請求項１６に記載のポリペプチドをエンコードするポリヌクレオチド。
【請求項１８】
　抗体又はポリペプチド部分又はそのフラグメントを発現する細胞に関し、抗体はｇｐＡ
３３と結合し、抗体又はポリペプチド部分又はそのフラグメントは、
（１）抗ヒトｇｐＡ３３抗体の軽鎖のＣＤＲ１（配列番号１４）、ＣＤＲ２（配列番号１
５）及びＣＤＲ３（配列番号１６）、
（２）抗ヒトｇｐＡ３３抗体の重鎖のＣＤＲ１（配列番号１８）、ＣＤＲ２（配列番号１
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９）及びＣＤＲ３（配列番号２０）、又は
（３）（１）及び（２）の両方
を含む、細胞。
 
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
［関連出願の相互参照］
　本出願は、米国特許出願第６１／８６９，５２８号（２０１３年８月２３日出願；係属
中）、米国特許出願第６１／９０７，６９１号（２０１３年１１月２２日出願；係属中）
、並びに欧州特許出願第１３１９８８５９号（２０１３年１２月２０日出願）に対する優
先権を主張するものであり、上述の特許出願はそれぞれ、参照によりその全体が本出願に
援用される。
【０００２】
［配列表の参照］
　本出願は、連邦規則法典第３７巻第１．８２１節以下による１つ又は複数の配列表を含
み、これらの配列表は、書類及びコンピュータ可読媒体の両方において開示されており、
上記書類及びコンピュータ可読型開示は、参照によりその全体が本出願に援用される。
【０００３】
本発明は、２本のポリペプチド鎖を含み、ｇｐＡ３３のエピトープに特異的な１つの結合
部位とＣＤ３のエピトープに特異的な１つの結合部位を保有する二重特異性１価ダイアボ
ディ（すなわち、「ｇｐＡ３３×ＣＤ３二重特異性１価ダイアボディ」）を対象とする。
また、本発明は、免疫グロブリンＦｃドメインを含む二重特異性の一価のダイアボディ（
「二重特異性の一価のＦｃダイアボディ」）であって、３つのポリペプチド鎖から構成さ
れ、かつｇｐＡ３３のエピトープに特異的な１つの結合部位とＣＤ３のエピトープに特異
的な１つの結合部位を保有するダイアボディ（すなわち、「ｇｐＡ３３×ＣＤ３二重特異
性１価Ｆｃダイアボディ」）も対象とする。本発明の二重特異性１価ダイアボディ及び二
重特異性１価ＦｃダイアボディはｇｐＡ３３及びＣＤ３に同時に結合できる。本発明は、
上記二重特異性一価ダイアボディまたは上記二重特異性一価Ｆｃダイアボディを含有する
医薬組成物を対象とする。本発明はさらに、癌及び他の疾患及び状態の治療における上記
二重特異性抗体を使用する方法に関する。
【背景技術】
【０００４】
Ｉ．ｇｐＡ３３
　結腸直腸癌は、西欧諸国の最も一般的な悪性腫瘍であり、癌による死亡の主な原因であ
る（非特許文献１）。大腸癌に対する潜在的に有用なターゲットは、４３ｋＤの膜貫通糖
タンパク質Ａ３３である（ｇｐＡ３３）（非特許文献２、３）。ｇｐＡ３３は、最初のヒ
ト膵臓癌由来細胞株ＡＳＰＣ１に対するモノクローナルマウス抗体の培養を通じて発見さ
れた。ある抗体（ＭＡｂ　Ａ３３）は、４３ｋＤａの表面細胞タンパク質と反応すること
が発見されたため、「ｇｐＡ３３」と命名された（非特許文献４）。
【０００５】
　ｇｐＡ３３は、接合部接着分子ファミリーの膜貫通タンパク質である（非特許文献５～
７）。Ａ３３抗原の機能的意義はまだ解明されていないが、大腸炎の動物モデルにおいて
結腸粘膜修復を媒介することが示されており、全大腸癌の＞９５％で均一に発現される。
Ａ３３発現は、病期及び組織学的分化度の両方にわたって不変であり、この抗原は、血流
に検出可能に分泌または流れていない（非特許文献７、８）。逆に、非胃腸Ａ３３抗原発
現のわずか数例が同定されている（非特許文献９）。
【０００６】
　Ａ３３抗原の非常に限定された発現を踏まえ、研究者らは、抗体を用いたＡ３３関連癌
の治療の可能性を探求してきた（非特許文献８、１０～１９）。同様に、このような抗体
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のフラグメントも、それらの潜在的な治療的役割のために評価されてきた（非特許文献２
０）。
【０００７】
ＩＩ．ＣＤ３
　ＣＤ３は、４つの別個の鎖で構成されたＴ細胞補助受容体である（非特許文献２１、２
２）。
【０００８】
　哺乳類において、このＣＤ３複合体はＣＤ３γ鎖、ＣＤ３δ鎖及び２つのＣＤ３ε鎖を
含有する。これらの鎖は、Ｔ細胞受容体（ＴＣＲ）として公知である分子と連動して、Ｔ
リンパ球の活性化信号を生成する。ＣＤ３が存在しない場合、ＴＣＲは適切に集合せず、
劣化する（非特許文献２３）。ＣＤ３は、全ての成熟Ｔ細胞の膜に結合し、実質的に他の
細胞タイプには結合しないことが知られている（非特許文献２４、２５、２６）。
【０００９】
ＩＩＩ．二重特異性ダイアボディ
　完全な未修飾抗体（例えばＩｇＧ）の、抗原のエピトープに結合する能力は、免疫グロ
ブリン軽鎖及び重鎖上の可変ドメイン（即ちそれぞれＶＬ及びＶＨドメイン）の存在に左
右される。ダイアボディの設計は、単鎖Ｆｖ構造（ｓｃＦｖ）に基づく（例えば非特許文
献２７、特許文献１、２、非特許文献２８、２９、特許文献３、非特許文献３０～３４参
照）。
【００１０】
　抗体軽鎖と抗体重鎖との相互作用、特にそのＶＬドメインとＶＨドメインとの相互作用
は、抗体のエピトープ結合部位のうちの１つを形成する。対照的に、ｓｃＦｖ構造は、単
一ポリペプチド鎖が含有する抗体のＶＬ及びＶＨドメインを備え、これらのドメインは、
２つのドメインの機能性エピトープ結合部位への自己集合を可能とするのに十分な長さの
フレキシブルリンカーによって隔てられる。ＶＬ及びＶＨドメインの自己集合が、不十分
な長さ（約１２個未満のアミノ酸残基）のリンカーによって不可能となる場合、ｓｃＦｖ
構造のうちの２つが互いに相互作用して、２価分子を形成し、この２価分子において一方
の鎖のＶＬが他方の鎖のＶＨと関連する（非特許文献３５において概説されている）。
【００１１】
　天然の抗体は、１つのエピトープ種のみと結合できる（即ち単一特異性）が、これらは
その種の複数の複製に結合できる（即ち２価性又は多価性を呈する）。本技術分野は、２
つ以上の異なるエピトープ種と結合できる（即ち２価性又は多価性に加えて二重特異性又
は多重特異性を呈することができる）という点でこのような天然抗体とは異なるダイアボ
ディを産生できる可能性に注目している（例えば非特許文献２７、特許文献１、２、非特
許文献２８、２９、特許文献３、非特許文献３６、非特許文献３１～３４参照）。
【００１２】
　非単一特異性ダイアボディの提供は、異なるエピトープを発現する複数の細胞を共連結
（co‐ligate）して共存させることができる能力という有意な利点を提供する。従って二
価のダイアボディは、療法及び免疫診断を含む広範な用途を有する。二価性は、様々な用
途におけるダイアボディの設計及び加工の大幅な柔軟性を可能とし、これにより、多量体
抗原に対するアビディティーの上昇、異なる複数の抗原の架橋、及び両標的抗原の存在に
基づく特定の細胞タイプに対する指向性標的化を提供する。当該技術分野において公知の
ダイアボディ分子は、（～５０ｋＤａ以下の小さいサイズのダイアボディに関して）その
高い結合価、低い解離率及び循環からの迅速な排除により、腫瘍撮像の分野での特定の使
用も示している（非特許文献３７）。特に重要なのは、異なる細胞の共連結、例えば細胞
毒性Ｔ細胞と腫瘍細胞との架橋である（非特許文献３８、非特許文献３９）。
【００１３】
　ダイアボディエピトープ結合ドメインは、ＣＤ３、ＣＤ１６、ＣＤ３２又はＣＤ６４等
のいずれの免疫エフェクタ細胞の表面決定基も指向してよく、これらはＴリンパ球、ナチ
ュラルキラー（ＮＫ）細胞又は他の単核細胞上に発現する。多くの研究において、エフェ
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クタ細胞決定基（例えばＦｃγ受容体（ＦｃγＲ））に対するダイアボディ結合は、エフ
ェクタ細胞を活性化させることも発見された（非特許文献３９、４０、特許文献４～８）
。通常、エフェクタ細胞の活性化は、抗原に結合した抗体がＦｃ‐ＦｃγＲ相互作用によ
ってエフェクタ細胞に結合することによってトリガされる。従って、これに関して、本発
明のダイアボディ分子は、（例えば、当該技術分野において公知の、又は本出願において
例示されるいずれのエフェクタ機能アッセイ（例えばＡＤＣＣアッセイ）において分析さ
れるように）Ｆｃドメインを備えるかどうかとは独立して、Ｉｇのような機能性を呈し得
る。腫瘍とエフェクタ細胞とを架橋することによって、ダイアボディはエフェクタ細胞を
腫瘍細胞近傍にもたらすだけでなく、効果的な腫瘍の殺滅をもたらす（例えば非特許文献
４１参照）。
【００１４】
　しかしながら、上述の利点は顕著なコストにつながる。このような非単一特異性ダイア
ボディの形成は、２つ以上の別個の異なるポリペプチドの良好な集合を必要とする（即ち
上記形成は、ダイアボディが、異なるポリペプチド鎖種のヘテロ二量体形成によって形成
されることを必要とする）。この事実は、同一のポリペプチド鎖のホモ二量体形成によっ
て形成される単一特異性ダイアボディとは対照的である。非単一特異性ダイアボディを形
成するために少なくとも２つの異なるポリペプチドを提供しなければならないため、及び
このようなポリペプチドのホモ二量体形成は不活性分子をもたらす（非特許文献３３）た
め、このようなポリペプチドの産生は、同一種のポリペプチド間での共有結合を防止する
ような（即ちホモ二量体形成を防止するような）方法で達成しなければならない（非特許
文献３３）。従って本技術分野は、このようなポリペプチドの非共有結合的関連を教示し
ている（例えば非特許文献３０、３２、３３、２９参照）。
【００１５】
　しかしながら、本技術分野は、非共有結合的に関連したポリペプチドで構成される二重
特異性１価ダイアボディが不安定であり、非機能性モノマーへと容易に分解することを認
識している（例えば非特許文献２９参照）。
【００１６】
　この課題に直面して、本技術分野は、安定した共有結合ヘテロ二量体性非単一特異性ダ
イアボディの開発に成功した（例えば特許文献４～８、非特許文献４２～４４、特許文献
９、１０参照）。このようなアプローチは、１つ又は複数のシステイン残基を、採用した
ポリペプチド種それぞれの中へと加工するステップを伴う。例えば、このような構造のＣ
末端へのシステイン残基の追加は、ポリペプチド鎖間のジスルフィド結合を可能とするこ
とが分かっており、これは、２価分子の結合特性に干渉することなく、得られるヘテロ二
量体を安定化させる。
【００１７】
　ダイアボディ及び他の免疫グロブリンにおいて、ｇｐＡ３３及びＣＤ３のいずれかまた
は両方に対する特異性を有すると称する報告がある（例えば特許文献１１～２０参照）。
【先行技術文献】
【特許文献】
【００１８】
【特許文献１】米国特許出願公開第２００４／００５８４００号明細書
【特許文献２】米国特許出願公開第２００４／０２２０３８８号明細書
【特許文献３】国際公開第０２／０２７８１号
【特許文献４】国際公開第２００６／１１３６６５号
【特許文献５】国際公開第２００８／１５７３７９号
【特許文献６】国際公開第２０１０／０８０５３８号
【特許文献７】国際公開第２０１２／０１８６８７号
【特許文献８】国際公開第２０１２／１６２０６８号
【特許文献９】米国特許出願公開第２０１２／０２９４７９６号明細書
【特許文献１０】米国特許出願公開第２０１３／０１４９２３６号明細書
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【特許文献１１】米国特許出願公開第２０１２／００１４９５７号明細書
【特許文献１２】米国特許出願公開第２０１２／００３４１６０号明細書
【特許文献１３】米国特許出願公開第２０１２／００８７８５８号明細書
【特許文献１４】米国特許出願公開第２０１２／０１８９５４１号明細書
【特許文献１５】米国特許出願公開第２０１２／０１９５９００号明細書
【特許文献１６】米国特許出願公開第２０１２／０２０１７４６号明細書
【特許文献１７】米国特許出願公開第２０１２／０２３７４４２号明細書
【特許文献１８】米国特許出願公開第２０１２／０２６３７２２号明細書
【特許文献１９】米国特許出願公開第２０１２／０２５８１０８号明細書
【特許文献２０】米国特許出願公開第２０１２／０２７６６０８号明細書
【非特許文献】
【００１９】
【非特許文献１】Silverberg, E. et al. (1989) “Cancer Statistics, 1989,” CA Can
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【非特許文献２】Heath, J.K. et al. (1997) “The Human A33 Antigen Is A Transmemb
rane Glycoprotein And A Novel Member Of The Immunoglobulin Superfamily,” Proc. 
Natl. Acad. Sci. (U.S.A.) 94(2):469-474
【非特許文献３】Ritter, G. et al. (1997) “Characterization Of Posttranslational
 Modifications Of Human A33 Antigen, A Novel Palmitoylated Surface Glycoprotein 
Of Human Gastrointestinal Epithelium,” Biochem. Biophys. Res. Commun. 236(3):68
2-686
【非特許文献４】Wong, N.A. et al. (2006) “EpCAM and gpA33 Are Markers Of Barret
t's Metaplasia,” J. Clin. Pathol. 59(3):260-263
【非特許文献５】Abud, H.E. et al. (2000) “The Murine A33 Antigen Is Expressed A
t Two Distinct Sites During Development, The ICM Of The Blastocyst And The Intes
tinal Epithelium,” Mech. Dev. 98(1-2):111-114
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Of Monoclonal Antibody A33 To A Colon Cancer Xenograft In Nude Mice,” Int. J. O
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 With Advanced Colorectal Cancer,” Eur. J. Cancer. 49(6):1169-1175
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【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００２０】
　このような成功にもかかわらず、安定した機能性ヘテロ二量体の非単一特異性ダイアボ
ディは、採用したポリペプチド鎖のドメインに関する注意深い考察及びその配置によって
、更に改善できる。従って本発明は、ｇｐＡ３３及びＣＤ３と同時に結合できる、共有結
合を介したヘテロ二量体ダイアボディ及びヘテロ二量体Ｆｃダイアボディを形成するため
に特別に設計された特異的ポリペプチドの提供に関する。
【課題を解決するための手段】
【００２１】
　本発明は、ｇｐＡ３３×ＣＤ３二重特異性１価ダイアボディに関する。特定の実施形態
では、本発明のダイアボディは更に、免疫グロブリンＦｃドメイン（すなわち「Ｆｃドメ
イン」）を有するダイアボディ（「ｇｐＡ３３×ＣＤ３二重特異性１価Ｆｃダイアボディ
」）又はアルブミン結合ドメイン（ＡＢＤ）を有するダイアボディ（「ＡＢＤ含ｇｐＡ３
３×ＣＤ３二重特異性１価ダイアボディ」）であり、これによりインビボでの半減期が延
長される。本発明のｇｐＡ３３×ＣＤ３二重特異性１価ダイアボディ及び本発明のｇｐＡ
３３×ＣＤ３二重特異性１価Ｆｃダイアボディは、２つの異なるポリペプチド鎖を含み、
これらはヘテロ二量体として互いに関連して、ｇｐＡ３３のエピトープに対して特異的な
１つの結合部位、及びＣＤ３のエピトープに対して特異的な１つの結合部位を形成する。
従って、本発明のｇｐＡ３３×ＣＤ３二重特異性１価ダイアボディ及び本発明のｇｐＡ３
３×ＣＤ３二重特異性１価Ｆｃダイアボディは、ｇｐＡ３３のエピトープの１つのみの複
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製及びＣＤ３のエピトープの１つのみの複製に結合できるという点で１価であるが、単一
のダイアボディがｇｐＡ３３のエピトープ及びＣＤ３のエピトープに対して同時に結合で
きるという点で二重特異性である。
【００２２】
　本発明のｇｐＡ３３×ＣＤ３二重特異性１価ダイアボディは、２つのポリペプチド鎖（
「第１」及び「第２」のポリペプチド鎖）からなり、例えば各ポリペプチド鎖内に位置す
るシステイン残基のジスルフィド結合によって互いに共有結合する。本発明のｇｐＡ３３
×ＣＤ３二重特異性１価Ｆｃダイアボディは、３つのポリペプチド鎖（「第１」、「第２
」及び「第３」のポリペプチド鎖）からなり、第１及び第２のポリペプチド鎖は互いに共
有結合し、第１及び第３のポリペプチド鎖は互いに共有結合する。本発明の二重特異性１
価ダイアボディ及び二重特異性１価Ｆｃダイアボディは、ｇｐＡ３３及びＣＤ３と同時に
結合できる。本発明は、上記ｇｐＡ３３×ＣＤ３二重特異性１価ダイアボディ及びｇｐＡ
３３×ＣＤ３二重特異性１価Ｆｃダイアボディ、及び上記ｇｐＡ３３×ＣＤ３二重特異性
１価ダイアボディ又はｇｐＡ３３×ＣＤ３二重特異性１価Ｆｃダイアボディを含む医薬組
成物に関する。本発明はさらに、癌及び他の疾患及び状態の治療における上記ダイアボデ
ィを使用する方法に関する。
【００２３】
　詳細には、本発明は、ｇｐＡ３３のエピトープ及びＣＤ３のエピトープに特異的に結合
できる、二重特異性１価ダイアボディを提供し、この二重特異性１価ダイアボディは、互
いに共有結合した第１のポリペプチド鎖及び第２のポリペプチド鎖を含み、
Ａ．第１のポリペプチド鎖は、Ｎ末端からＣ末端の方向に、
　ｉ．ドメイン１であって、ＣＤ３に結合できるモノクローナル抗体のＶＬドメイン（Ｖ
ＬCD3）（配列番号５）を含むサブドメイン（１Ａ）、及びｇｐＡ３３に結合できるモノ
クローナル抗体のＶＨドメイン（ＶＨgpA33）（配列番号２７）を含むサブドメイン（１
Ｂ）を含み、サブドメイン（１Ａ）及び（１Ｂ）はペプチドリンカー（配列番号１）によ
って互いから分離されている、ドメイン１と、
　ｉｉ．ドメイン２であって、ドメイン２はＫコイルドメイン（配列番号４）又はＥコイ
ルドメイン（配列番号３）であり、またドメイン２はペプチドリンカー（配列番号２）に
よってドメイン１から分離されている、ドメイン２と
を含み、
Ｂ．第２のポリペプチド鎖は、Ｎ末端からＣ末端の方向に、
　ｉ．ドメイン１であって、ｇｐＡ３３に結合できるモノクローナル抗体のＶＬドメイン
（ＶＬgpA33）（配列番号２６）を含むサブドメイン（１Ａ）、及びＣＤ３に結合できる
モノクローナル抗体のＶＨドメイン（ＶＨCD3）（配列番号２５）を含むサブドメイン（
１Ｂ）を含み、サブドメイン（１Ａ）及び（１Ｂ）はペプチドリンカー（配列番号１）に
よって互いから分離されている、ドメイン１と、
　ｉｉ．ドメイン２であって、ドメイン２はＥコイルドメイン（配列番号３）又はＫコイ
ルドメイン（配列番号４）であり、またドメイン２はペプチドリンカー（配列番号２）に
よってドメイン１から分離されており、かつ第１のポリペプチド鎖のドメイン２及び第２
のポリペプチド鎖のドメイン２は、両方がＥコイルドメインではなく、又は両方がＫコイ
ルドメインではない、ドメイン２と
を含み、
（ａ）第１のポリペプチド鎖のＶＬドメイン及び第２のポリペプチド鎖のＶＨドメインは
、ＣＤ３のエピトープに特異的に結合できる抗原結合ドメインを形成し、
（ｂ）第２のポリペプチド鎖のＶＬドメイン及び第１のポリペプチド鎖のＶＨドメインは
、ｇｐＡ３３のエピトープに特異的に結合できる抗原結合ドメインを形成する。
【００２４】
　本発明は更に、上述の二重特異性１価ダイアボディの実施形態に関し、第１のポリペプ
チド鎖又は第２のポリペプチド鎖が更に、リンカー３（配列番号３２）を介して、Ｃ末端
においてドメイン２に、又はＮ末端においてドメイン１に連結した、アルブミン結合ドメ
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イン（配列番号３４）を含む。
【００２５】
　さらに、本発明は、ｇｐＡ３３のエピトープ及びＣＤ３のエピトープに特異的に結合で
き、ＩｇＧのＦｃドメインを保有する、二重特異性１価Ｆｃダイアボディに関し、この二
重特異性１価Ｆｃダイアボディは、第１のポリペプチド鎖、第２のポリペプチド鎖及び第
３のポリペプチド鎖を含み、第１及び第２のポリペプチド鎖は互いに共有結合され、第１
及び第３のポリペプチド鎖は互いに共有結合され、
Ａ．第１のポリペプチド鎖は、Ｎ末端からＣ末端の方向に、
　ｉ．ドメイン１であって、ｇｐＡ３３に結合できるモノクローナル抗体のＶＬドメイン
（ＶＬgpA33）（配列番号２６）を含むサブドメイン（１Ａ）、及びＣＤ３に結合できる
モノクローナル抗体のＶＨドメイン（ＶＨCD3）（配列番号２５）を含むサブドメイン（
１Ｂ）を含み、サブドメイン（１Ａ）及び（１Ｂ）はペプチドリンカー（配列番号１）に
よって互いから分離されている、ドメイン１と、
　ｉｉ．ドメイン２であって、ドメイン２はＥコイルドメイン（配列番号３）又はＫコイ
ルドメイン（配列番号４）であり、またドメイン２はペプチドリンカー（配列番号２）に
よってドメイン１から分離されている、ドメイン２と、
　ｉｉｉ．ドメイン３であって、システイン含有ペプチド（ペプチド１）（配列番号３９
）を含むサブドメイン（３Ａ）、及びＩｇＧ免疫グロブリンＦｃドメインのＣＨ２ドメイ
ン及びＣＨ３ドメインを有する、ＩｇＧのＦｃドメインのポリペプチド部分を含むサブド
メイン（３Ｂ）を含み、ドメイン３及びドメイン２はスペーサペプチド（リンカー５）（
配列番号３３）によって互いから分離されている、ドメイン３と
を含み、
Ｂ．第２のポリペプチド鎖は、Ｎ末端からＣ末端の方向に、
　ｉ．ドメイン１であって、ＣＤ３に結合できるモノクローナル抗体のＶＬドメイン（Ｖ
ＬCD3）（配列番号５）を含むサブドメイン（１Ａ）、及びｇｐＡ３３に結合できるモノ
クローナル抗体のＶＨドメイン（ＶＨgpA33）（配列番号２７）を含むサブドメイン（１
Ｂ）を含み、サブドメイン（１Ａ）及び（１Ｂ）はペプチドリンカー（配列番号１）によ
って互いから分離されている、ドメイン１と、
　ｉｉ．ドメイン２であって、ドメイン２はＫコイルドメイン（配列番号４）又はＥコイ
ルドメイン（配列番号３）であり、またドメイン２はペプチドリンカー（配列番号２）に
よってドメイン１から分離されており、かつ第１のポリペプチド鎖のドメイン２及び第２
のポリペプチド鎖のドメイン２は、両方がＥコイルドメインではなく、又は両方がＫコイ
ルドメインではない、ドメイン２と
を含み、
Ｃ．第３のポリペプチド鎖は、Ｎ末端からＣ末端方向へ向かって、ドメイン３を含み、ド
メイン３は、
　　（１）システイン含有ペプチド（ペプチド１）（配列番号３９）を含むサブドメイン
（３Ａ）、及び
　　（２）ＩｇＧ免疫グロブリンＦｃドメインのＣＨ２ドメイン及びＣＨ３ドメインを有
する、ＩｇＧのＦｃドメインのポリペプチド部分を含むサブドメイン（３Ｂ）を含み、
かつ、
（ａ）第１及び第３のポリペプチド鎖のＩｇＧのＦｃドメインのポリペプチド部分は、Ｉ
ｇＧのＦｃドメインを形成し、
（ｂ）第１のポリペプチド鎖のＶＬドメイン及び第２のポリペプチド鎖のＶＨドメインは
、ＣＤ３のエピトープに特異的に結合できる抗原結合ドメインを形成し、
（ｃ）第２のポリペプチド鎖のＶＬドメイン及び第１のポリペプチド鎖のＶＨドメインは
、ｇｐＡ３３のエピトープに特異的に結合できる抗原結合ドメインを形成する。
【００２６】
　さらに、本発明は、ｇｐＡ３３のエピトープ及びＣＤ３のエピトープに特異的に結合で
き、ＩｇＧのＦｃドメインを保有する、二重特異性１価Ｆｃダイアボディに関し、この二
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重特異性１価Ｆｃダイアボディは、第１のポリペプチド鎖、第２のポリペプチド鎖及び第
３のポリペプチド鎖を含み、第１及び第２のポリペプチド鎖は互いに共有結合され、第１
及び第３のポリペプチド鎖は互いに共有結合され、
Ａ．第１のポリペプチド鎖は、Ｎ末端からＣ末端の方向に、
　ｉ．ドメイン３であって、システイン含有ペプチド（ペプチド１）（配列番号３９）を
含むサブドメイン（３Ａ）、及びＩｇＧ免疫グロブリンＦｃドメインのＣＨ２ドメイン及
びＣＨ３ドメインを有する、ＩｇＧのＦｃドメインのポリペプチド部分を含むサブドメイ
ン（３Ｂ）を含む、ドメイン３と
　ｉｉ．ドメイン１であって、ｇｐＡ３３に結合できるモノクローナル抗体のＶＬドメイ
ン（ＶＬgpA33）（配列番号２６）を含むサブドメイン（１Ａ）、及びＣＤ３に結合でき
るモノクローナル抗体のＶＨドメイン（ＶＨCD3）（配列番号２５）を含むサブドメイン
（１Ｂ）を含み、サブドメイン（１Ａ）及び（１Ｂ）はペプチドリンカー（配列番号１）
によって互いから分離されており、ドメイン１及びドメイン３はスペーサペプチド（リン
カー４）（配列番号３８）によって互いから分離されている、ドメイン１と、
　ｉｉｉ．ドメイン２であって、ドメイン２はＥコイルドメイン（配列番号３）又はＫコ
イルドメイン（配列番号４）であり、またドメイン２はペプチドリンカー（配列番号２）
によってドメイン１から分離されている、ドメイン２と、
を含み、
Ｂ．第２のポリペプチド鎖は、Ｎ末端からＣ末端の方向に、
　ｉ．ドメイン１であって、ＣＤ３に結合できるモノクローナル抗体のＶＬドメイン（Ｖ
ＬCD3）（配列番号５）を含むサブドメイン（１Ａ）、及びｇｐＡ３３に結合できるモノ
クローナル抗体のＶＨドメイン（ＶＨgpA33）（配列番号２７）を含むサブドメイン（１
Ｂ）を含み、サブドメイン（１Ａ）及び（１Ｂ）はペプチドリンカー（配列番号１）によ
って互いから分離されている、ドメイン１と、
　ｉｉ．ドメイン２であって、ドメイン２はＫコイルドメイン（配列番号４）又はＥコイ
ルドメイン（配列番号３）であり、またドメイン２はペプチドリンカー（配列番号２）に
よってドメイン１から分離されており、かつ第１のポリペプチド鎖のドメイン２及び第２
のポリペプチド鎖のドメイン２は、両方がＥコイルドメインではなく、又は両方がＫコイ
ルドメインではない、ドメイン２と
を含み、
Ｃ．第３のポリペプチド鎖は、Ｎ末端からＣ末端方向へ向かって、ドメイン３を含み、ド
メイン３は、
　　（１）システイン含有ペプチド（ペプチド１）（配列番号３９）を含むサブドメイン
（３Ａ）、及び
　　（２）ＩｇＧ免疫グロブリンＦｃドメインのＣＨ２ドメイン及びＣＨ３ドメインを有
する、ＩｇＧのＦｃドメインのポリペプチド部分を含むサブドメイン（３Ｂ）を含み、
かつ、
（ａ）第１及び第３のポリペプチド鎖のＩｇＧのＦｃドメインのポリペプチド部分は、Ｉ
ｇＧのＦｃドメインを形成し、
（ｂ）第１のポリペプチド鎖のＶＬドメイン及び第２のポリペプチド鎖のＶＨドメインは
、ＣＤ３のエピトープに特異的に結合できる抗原結合ドメインを形成し、
（ｃ）第２のポリペプチド鎖のＶＬドメイン及び第１のポリペプチド鎖のＶＨドメインは
、ｇｐＡ３３のエピトープに特異的に結合できる抗原結合ドメインを形成する。
【００２７】
　本発明は更に、上述した二重特異性１価Ｆｃダイアボディのいずれかの実施形態に関し
、第１のポリペプチド鎖のサブドメイン（３Ｂ）が、第３のポリペプチド鎖のサブドメイ
ン（３Ｂ）の配列とは異なる配列を含む。
【００２８】
　本発明は更に、上述した二重特異性１価Ｆｃダイアボディの実施形態に関し、第１のポ
リペプチド鎖のサブドメイン（３Ｂ）が配列番号４０のアミノ酸配列を有し、第３のポリ
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ペプチド鎖のサブドメイン（３Ｂ）が配列番号４１のアミノ酸配列を有する。
【００２９】
　本発明は更に、上述した二重特異性１価Ｆｃダイアボディの実施形態に関し、第１のポ
リペプチド鎖のサブドメイン（３Ｂ）が配列番号４１のアミノ酸配列を有し、第３のポリ
ペプチド鎖のサブドメイン（３Ｂ）が配列番号４０のアミノ酸配列を有する。
【００３０】
　本発明は更に、上述した二重特異性１価Ｆｃダイアボディの実施形態に関し、第１のポ
リペプチド鎖のドメイン３及び／又は第３のポリペプチド鎖のドメイン３が、Ｆｃγ受容
体に対する結合の変化を示す改変体ＣＨ２－ＣＨ３の配列を含む。
【００３１】
　本発明は更に、上述した二重特異性１価ダイアボディのいずれか又は上述した二重特異
性１価Ｆｃダイアボディのいずれかの実施形態に関し、第１のポリペプチド鎖のドメイン
２がＥコイルドメイン（配列番号３）を含み、第２のポリペプチド鎖のドメイン２がＫコ
イルドメイン（配列番号４）を含む。
【００３２】
　本発明は更に、上述した二重特異性１価ダイアボディのいずれか又は上述した二重特異
性１価Ｆｃダイアボディのいずれかの実施形態に関し、第１のポリペプチド鎖のドメイン
２がＫコイルドメイン（配列番号４）を含み、第２のポリペプチド鎖のドメイン２がＥコ
イルドメイン（配列番号３）を含む。
【００３３】
　本発明は更に、ＣＤ３のエピトープ及びｇｐＡ３３のエピトープに特異的に結合できる
二重特異性１価ダイアボディに関し、この二重特異性１価ダイアボディは、
（１）配列番号２８のアミノ酸配列を有する第１のポリペプチド鎖、及び配列番号３０の
アミノ酸配列を有する第２のポリペプチド鎖、又は
（２）配列番号３５のアミノ酸配列を有する第１のポリペプチド鎖、及び配列番号３０の
アミノ酸配列を有する第２のポリペプチド鎖
を含み、第１及び第２のポリペプチド鎖は、ジスルフィド結合によって互いに共有結合す
る。
【００３４】
　本発明は更に、ＣＤ３のエピトープ及びｇｐＡ３３のエピトープに特異的に結合できる
二重特異性１価Ｆｃダイアボディに関し、この二重特異性１価Ｆｃダイアボディは、
（１）配列番号４２のアミノ酸配列を有する第１のポリペプチド鎖、配列番号４４のアミ
ノ酸配列を有する第２のポリペプチド鎖、及び配列番号４６のアミノ酸配列を有する第２
のポリペプチド鎖、又は
（２）配列番号４８のアミノ酸配列を有する第１のポリペプチド鎖、配列番号２８のアミ
ノ酸配列を有する第２のポリペプチド鎖、及び配列番号４６のアミノ酸配列を有する第２
のポリペプチド鎖
を含み、第１及び第２のポリペプチド鎖は、第１のジスルフィド結合によって互いに共有
結合し、第１及び第３のポリペプチド鎖は、第２のジスルフィド結合によって互いに共有
結合する。
【００３５】
　本発明は更に、上述した二重特異性１価ダイアボディのいずれか又は上述した二重特異
性１価Ｆｃダイアボディのいずれか、及び生理学的に許容可能なキャリアを含む、医薬組
成物に関する。
【００３６】
　本発明は更に、ｇｐＡ３３の発現を特徴とする癌の治療における、上述の医薬組成物の
使用に関し、特に、大腸癌、結腸癌、胃癌又は膵臓癌の治療における使用に関する。
【００３７】
　本発明は更に、上述した二重特異性１価ダイアボディのいずれか又は上述した二重特異
性１価Ｆｃダイアボディのいずれかのポリペプチド鎖を発現する細胞に関し、同様に、そ
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のような発現したポリペプチドをエンコードするポリヌクレオチドに関する。
【００３８】
　本発明は更に、抗体又はポリペプチド部分又はそのフラグメントを発現する細胞に関し
、抗体はｇｐＡ３３と結合し、抗体又はポリペプチド部分又はそのフラグメントは、
（１）抗ヒトｇｐＡ３３抗体の軽鎖のＣＤＲ１（配列番号１４）、ＣＤＲ２（配列番号１
５）及びＣＤＲ３（配列番号１６）、
（２）抗ヒトｇｐＡ３３抗体の重鎖のＣＤＲ１（配列番号１８）、ＣＤＲ２（配列番号１
９）及びＣＤＲ３（配列番号２０）、又は
（３）（１）及び（２）の両方
を含む。
【図面の簡単な説明】
【００３９】
【図１】図１は、本発明の２鎖ｇｐＡ３３×ＣＤ３二重特異性１価ダイアボディの第１及
び第２のポリペプチド鎖の構造を示す。
【図２】図２Ａ及び２Ｂは、本発明の３鎖ｇｐＡ３３×ＣＤ３二重特異性１価Ｆｃダイア
ボディの第１、第２及び第３のポリペプチド鎖の各バージョンの構造を示す（バージョン
１が図２Ａ、バージョン２が図２Ｂ）。
【図３】図３は、本発明のダイアボディがＣＤ３及びｇｐＡ３３に同時に結合できること
を示す。
【図４】図４は、本発明のダイアボディの癌を治療する能力を示す。大腸癌又は膵臓癌細
胞をｇｐＡ３３×ＣＤ３二重特異性１価ダイアボディ（ＤＡＲＴ－１）及びヒトＰＢＭＣ
（Ｅ：Ｔ＝２５：１）又は活性化したヒトＴ細胞（Ｅ：Ｔ＝１０：１）のいずれかの存在
下でインキュベートし、細胞毒性を測定した（図４Ａ（結腸ＣＳＣＬ大腸細胞）、図４Ｂ
（Ｃｏｌｏ２０５大腸細胞）、及び図４Ｃ（ＡＳＰＣ－１膵臓癌細胞））。
【図５】図５Ａ～５Ｆは、癌細胞の存在下におけるＣＤ３二重特異性１価ダイアボディ（
ＤＡＲＴ－１）の存在によって発生したＣＤ８Ｔ細胞の活性を示す。図５Ａ～Ｃ：ＣＤ８
Ｔ細胞＋ｃｏｌｏ２０５細胞（図５Ａ）、ＣＤ８Ｔ細胞＋ＡＳＰＣ－１細胞（図５Ｂ）、
ＣＤ８Ｔ細胞単独（図５Ｃ）、図５Ｄ～Ｆ：ＣＤ４Ｔ細胞＋ｃｏｌｏ２０５細胞（図５Ｄ
）、ＣＤ４Ｔ細胞＋ＡＳＰＣ－１細胞（図５Ｅ）、ＣＤ４Ｔ細胞単独（図５Ｆ）。
【図６】図６Ａ～６Ｄは、ｇｐＡ３３×ＣＤ３二重特異性１価ダイアボディ（ＤＡＲＴ－
１およびＤＡＲＴ－２）が、ＳＷ９４８結腸直腸腺癌細胞（図６Ａ）、ｃｏｌｏ２０５細
胞（図６Ｂ）、Ｃｏｌｏ２０５－Ｌｕｃ細胞（図６Ｃ）について同等の細胞毒性を媒介し
たこと、及びｇｐＡ３３陰性癌細胞株ＨＣＴ１１６（図６Ｄ）について、いずれのダイア
ボディも細胞毒性を媒介しなかったことを実証する。
【図７】図７Ａ～Ｄは、ｇｐＡ３３×ＣＤ３二重特異性１価ダイアボディ（ＤＡＲＴ－２
）、アルブミン結合ドメインを有するｇｐＡ３３×ＣＤ３二重特異性１価ダイアボディ（
ＡＢＤ含ＤＡＲＴ－２、「ｗ／ＡＢＤ」）及び免疫グロブリンＦｃドメインを有するｇｐ
Ａ３３×ＣＤ３二重特異性１価ダイアボディ（Ｆｃ含ＤＡＲＴ－２、「ｗ／Ｆｃ」）がヒ
ト又はカニクイザルＰＢＭＣの存在下における癌細胞の細胞毒性を促進する能力を実証す
る。
【図８】図８は、ｇｐＡ３３×ＣＤ３二重特異性１価ダイアボディ（ＤＡＲＴ－１）のマ
ウスのｃｏｌｏ２０５結腸癌モデルにおける腫瘍体積を減少するインビボ能力を実証する
。
【図９】図９Ａ～Ｄは、Ｃｏｌｏ２０５細胞を埋入したＮＯＤ　ＳＣＩＤガンマ（ＮＳＧ
）マウスのビヒクルを受容した後２日目（図９Ａ）、ｇｐＡ３３×ＣＤ３二重特異性１価
ダイアボディ（ＤＡＲＴ－１）を受容した後２日目（図９Ｂ）、ビヒクルを受容した後１
２日目（図９Ｃ）、ＤＡＲＴ－１を受容した後１２日目（図９Ｂ）の腫瘍画像データを示
す。
【図１０】図１０は、ｇｐＡ３３×ＣＤ３二重特異性１価ダイアボディ（ＤＡＲＴ－１）
のマウスのＡＳＰＣ－１膵臓癌モデルにおける腫瘍体積を減少するインビボ能力を実証す
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る。。
【図１１】図１１は、免疫グロブリンＦｃドメインを有するｇｐＡ３３×ＣＤ３二重特異
性１価ダイアボディ（ＤＡＲＴ－２ｗ／Ｆｃバージョン１）のインビボ結腸癌モデルにお
ける劇的な減少を媒介する能力を示す。
【図１２】図１２は、免疫グロブリンＦｃドメインを有するｇｐＡ３３×ＣＤ３二重特異
性１価ダイアボディ（ＤＡＲＴ－２ｗ／Ｆｃバージョン１）の極微量の用量でインビボ結
腸癌モデルにおける減少を媒介する能力を示す。
【図１３】図１３は、カニクイザルにおけるｇｐＡ３３×ＣＤ３二重特異性１価ダイアボ
ディ（ＤＡＲＴ－２）、及び免疫グロブリンＦｃドメインを有するｇｐＡ３３×ＣＤ３二
重特異性１価ダイアボディ（ＤＡＲＴ－２ｗ／Ｆｃバージョン１）の薬物動態を示す。
【図１４】図１４Ａ～１４Ｂは、固定化されたヒト及びカニクイザルＣＤ３へのＤＡＲＴ
－２ｗ／Ｆｃバージョン１の結合のＳＰＲ分析を示す。黒破線は、ＤＡＲＴ－２ｗ／Ｆｃ
バージョン１濃度０、６．２５、１２．５、２５、５０又は１００ｎＭにおいて得られた
、結合曲線の１：１ラングミュアモデルに対するグローバルフィットを表す。データは、
３つの独立した実験の代表例である。
【図１５】図１５Ａ～１５Ｂは、捕捉されたヒト及びカニクイザルｇｐＡ３３へのＤＡＲ
Ｔ－２ｗ／Ｆｃバージョン１の結合のＳＰＲ分析を示す。黒破線は、ＤＡＲＴ－２ｗ／Ｆ
ｃｃバージョン１の濃度０、６．２５、１２．５、２５、５０又は１００ｎＭにおいて得
られた、結合曲線の１：１ラングミュアモデルに対するグローバルフィットを表す。デー
タは、３つの独立した実験の代表例である。
【発明を実施するための形態】
【００４０】
　本発明は、２つのポリペプチド鎖を含み、ｇｐＡ３３のエピトープに特異的な１つの結
合部位及びＣＤ３のエピトープに特異的な１つの結合部位を保有する二重特異性１価ダイ
アボディ（すなわち、「ｇｐＡ３３×ＣＤ３二重特異性１価ダイアボディ」）に関する。
また、本発明は、免疫グロブリンＦｃドメインを含む二重特異性１価ダイアボディ（「二
重特異性１価Ｆｃダイアボディ」）であって、３つのポリペプチド鎖からなり、ｇｐＡ３
３のエピトープに特異的な１つの結合部位及びＣＤ３のエピトープに特異的な１つの結合
部位を保有する二重特異性１価ダイアボディ（すなわち、「ｇｐＡ３３×ＣＤ３二重特異
性１価Ｆｃダイアボディ」）に関する。本発明の二重特異性１価ダイアボディ及び二重特
異性１価ＦｃダイアボディはｇｐＡ３３及びＣＤ３と同時に結合できる。本発明は、上記
二重特異性一価ダイアボディまたは上記二重特異性一価Ｆｃダイアボディを含有する医薬
組成物を対象とする。本発明はさらに、癌及び他の疾患及び状態の治療における上記二重
特異性抗体を使用する方法に関する。
【００４１】
　本発明のｇｐＡ３３×ＣＤ３二重特異性１価ダイアボディは、２つのポリペプチド鎖か
らなり、これらは互いに関連して、ｇｐＡ３３のエピトープに対して特異的な１つの結合
部位、及びＣＤ３のエピトープに対して特異的な１つの結合部位を形成する。このダイア
ボディの個々のポリペプチド鎖は、例えば各ポリペプチド鎖内に位置するシステイン残基
のジスルフィド結合によって互いに共有結合する。各ポリペプチド鎖は、軽鎖可変ドメイ
ンの抗原結合ドメイン、重鎖可変ドメインの抗原結合ドメイン、及びヘテロ二量体化ドメ
インを含有する。介在リンカーペプチド（リンカー１）は、軽鎖可変ドメインの抗原結合
ドメインを、重鎖可変ドメインの抗原結合ドメインから分離する。第１のポリペプチド鎖
の軽鎖可変ドメインの抗原結合ドメインは、第２のポリペプチド鎖の重鎖可変ドメインの
抗原結合ドメインと相互作用して、第１の抗原（即ちｇｐＡ３３又はＣＤ３）に対して特
異的な第１の機能性抗原結合部位を形成する。同様に、第２のポリペプチド鎖の軽鎖可変
ドメインの抗原結合ドメインは、第１のポリペプチド鎖の重鎖可変ドメインの抗原結合ド
メインと相互作用して、第２の抗原（即ち第１の抗原の種別に応じてｇｐＡ３３又はＣＤ
３）に対して特異的な第２の機能性抗原結合部位を形成する。このように、第１及び第２
のポリペプチド鎖の軽鎖可変ドメインの抗原結合ドメイン及び重鎖可変ドメインの抗原結
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合ドメインの選択は、２つのポリペプチド鎖が全体として、ｇｐＡ３３及びＣＤ３に結合
できる軽鎖及び重鎖可変ドメインの抗原結合ドメインを含むように、整合される。
【００４２】
　本発明のｇｐＡ３３×ＣＤ３二重特異性１価Ｆｃダイアボディは、第１のポリペプチド
鎖、第２のポリペプチド鎖及び第３のポリペプチド鎖からなる。第１及び第２のポリペプ
チド鎖は互いに関連して、ｇｐＡ３３のエピトープに対して特異的な１つの結合部位、及
びＣＤ３のエピトープに対して特異的な１つの結合部位を形成する。第１のポリペプチド
鎖及び第３のポリペプチド鎖は互いに関連して、免疫グロブリンＦｃドメインを形成する
。二重特異性１価Ｆｃダイアボディの第１及び第２のポリペプチド鎖は、例えば各ポリペ
プチド鎖内に位置するシステイン残基のジスルフィド結合によって互いに共有結合する。
第１及び第３のポリペプチド鎖は、例えば各ポリペプチド鎖内に位置するシステイン残基
のジスルフィド結合によって互いに共有結合する。第１及び第２のポリペプチド鎖はそれ
ぞれ、軽鎖可変ドメインの抗原結合ドメイン、重鎖可変ドメインの抗原結合ドメイン、及
びヘテロ二量体化ドメインを含有する。介在リンカーペプチド（リンカー１）は、軽鎖可
変ドメインの抗原結合ドメインを、重鎖可変ドメインの抗原結合ドメインから分離する。
第１のポリペプチド鎖の軽鎖可変ドメインの抗原結合ドメインは、第２のポリペプチド鎖
の重鎖可変ドメインの抗原結合ドメインと相互作用して、第１の抗原（即ちｇｐＡ３３又
はＣＤ３）に対して特異的な第１の機能性抗原結合部位を形成する。同様に、第２のポリ
ペプチド鎖の軽鎖可変ドメインの抗原結合ドメインは、第１のポリペプチド鎖の重鎖可変
ドメインの抗原結合ドメインと相互作用して、第２の抗原（即ち第１の抗原の種別に応じ
てＣＤ３又はｇｐＡ３３）に対して特異的な第２の機能性抗原結合部位を形成する。この
ように、第１及び第２のポリペプチド鎖の軽鎖可変ドメインの抗原結合ドメイン及び重鎖
可変ドメインの抗原結合ドメインの選択は、２つのポリペプチド鎖が全体として、ｇｐＡ
３３及びＣＤ３に結合できる軽鎖及び重鎖可変ドメインの抗原結合ドメインを含むように
、整合される。第１及び第３のポリペプチド鎖はそれぞれ、システイン含有ペプチド（ペ
プチド１）配列番号３９、及び完全な免疫グロブリンＦｃドメインのＣＨ２ドメインの一
部若しくは全体及び／又はＣＨ３ドメインの一部若しくは全体、並びにシステイン含有ペ
プチドを含有する。ＣＨ２ドメインの一部若しくは全体及び／又はＣＨ３ドメインの一部
若しくは全体は、関連して、本発明の二重特異性１価Ｆｃダイアボディの免疫グロブリン
Ｆｃドメインを形成する。本発明の二重特異性１価Ｆｃダイアボディの第１及び第３のポ
リペプチド鎖は、例えばポリペプチド鎖のシステイン含有ペプチド内に位置するシステイ
ン残基のジスルフィド結合によって互いに共有結合する。
【００４３】
　二重特異性１価ダイアボディ又は二重特異性１価Ｆｃダイアボディの第１及び第２のポ
リペプチド鎖のヘテロ二量体の形成は、ヘテロ二量体化ドメインによって開始させること
ができる。このようなドメインは、一方のポリペプチド鎖上にＧＶＥＰＫＳＣ（配列番号
５４）（又はＶＥＰＫＳＣ；配列番号５５）、及び他方のポリペプチド鎖上にＧＦＮＲＧ
ＥＣ（配列番号５６）（又はＦＮＲＧＥＣ；配列番号５７）を含む（米国特許第２００７
／０００４９０９号）。あるいはこのようなドメインは、反対の電荷のコイルを含有する
ように加工できる。ポリペプチド鎖のうちの一方のヘテロ二量体化ドメインは、少なくと
も６個、少なくとも７個又は少なくとも８個の正荷電アミノ酸の配列を含み、他方のポリ
ペプチド鎖のヘテロ二量体化ドメインは、少なくとも６個、少なくとも７個又は少なくと
も８個の負荷電アミノ酸の配列を含む。例えば第１又は第２のヘテロ二量体化ドメインは
好ましくは、８個の正荷電アミノ酸の配列を含んでもよく、他方のヘテロ二量体化ドメイ
ンは好ましくは、８個の負荷電アミノ酸の配列を含んでもよい。正荷電アミノ酸は、リジ
ン、アルギニン、ヒスチジン等であってよく、及び／又は負荷電アミノ酸は、グルタミン
酸、アスパラギン酸等であってよい。正荷電アミノ酸は好ましくはリジンであり、及び／
又は負荷電アミノ酸は好ましくはグルタミン酸である。
【００４４】
　本発明の二重特異性１価ダイアボディ及び二重特異性１価Ｆｃダイアボディは、上述の
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ような第１及び第２のポリペプチド鎖が、その長さに沿ってシステイン残基を介して互い
に共有結合するように、加工される。このようなシステイン残基は、ポリペプチドのＶＬ
及びＶＨドメインを分離する介在リンカーに導入してよい。あるいは更に好ましくは、第
２のペプチド（リンカー２）を各ポリペプチド鎖に、例えばポリペプチド鎖のアミノ末端
に、又はヘテロ二量体化ドメインと軽鎖可変ドメイン又は重鎖可変ドメインの抗原結合ド
メインとの間の位置に導入する。
【００４５】
　上述したとおり、ｇｐＡ３３は大腸細胞において発現される。ｇｐＡ３３に免疫特異的
に結合できる抗体は、そのような細胞に結合できる。ＣＤ３はＴ細胞上に発現される。従
って、ｇｐＡ３３及びＣＤ３の両方に免疫特異的に結合できる抗体は、Ｔ細胞を大腸癌及
び他のｇｐＡ３３が発現する癌細胞（例えば、結腸癌細胞、膵臓癌細胞等）にターゲッテ
ィングさせることができ、それ故に、それらの癌について改善した療法を提供できる。
【００４６】
Ｉ．好ましい本発明のｇｐＡ３３×ＣＤ３二重特異性１価ダイアボディ
　Ａ．ｇｐＡ３３×ＣＤ３二重特異性１価ダイアボディ
　本発明のｇｐＡ３３×ＣＤ３二重特異性１価Ｆｃダイアボディの一実施形態は、第１の
ポリペプチド鎖及び第２のポリペプチド鎖からなり、そられの配列は、ｇｐＡ３３及びＣ
Ｄ３の両方と同時に結合できる共有結合性複合体を形成するために互いに共有結合するこ
とが可能である。
【００４７】
　好ましいｇｐＡ３３×ＣＤ３二重特異性１価ダイアボディの第１のポリペプチド鎖は、
Ｎ末端からＣ末端の方向に、Ｎ末端、ＣＤ３又はｇｐＡ３３のいずれかに結合できるモノ
クローナル抗体のＶＬドメイン（すなわち、ＶＬCD3又はＶＬgpA33のいずれか）、第１の
介在スペーサペプチド（リンカー１）、ｇｐＡ３３（当該第１のポリペプチド鎖がＶＬCD

3を含む場合）又はＣＤ３（当該第１のポリペプチド鎖がＶＬgpA33を含む場合）のいずれ
かに結合できるモノクローナル抗体のＶＨドメイン、システイン含有第２の介在スペーサ
ペプチド（リンカー２）、ヘテロ二量体促進性ドメイン及びＣ末端を含む（図１）。
【００４８】
　好ましいｇｐＡ３３×ＣＤ３二重特異性１価ダイアボディの第２のポリペプチド鎖は、
Ｎ末端からＣ末端の方向に、Ｎ末端、ＣＤ３又はｇｐＡ３３のいずれかに結合できるモノ
クローナル抗体のＶＬドメイン（すなわち、ダイアボディの第１のポリペプチド鎖につい
て選択されたＶＬドメインにより決まるＶＬgpA33又はＶＬCD3のいずれか）、介在スペー
サペプチド（リンカー１）、ＣＤ３（当該第２のポリペプチド鎖がＶＬgpA33を含む場合
）又はｇｐＡ３３（当該第２のポリペプチド鎖がＶＬCD3を含む場合）のいずれかに結合
できるモノクローナル抗体のＶＨドメイン、システイン含有スペーサペプチド（リンカー
２）、ヘテロ二量体促進性ドメイン及びＣ末端を含む（図１）。
【００４９】
　好ましいｇｐＡ３３×ＣＤ３二重特異性１価ダイアボディの第１のポリペプチド鎖のＶ
Ｌドメインは、好ましいｇｐＡ３３×ＣＤ３二重特異性１価ダイアボディの第２のポリペ
プチド鎖のＶＨドメインと相互作用して、第１の抗原に特異的である第１の機能的な抗原
結合部位（すなわち、ＣＤ３又はｇｐＡ３３のいずれか）を形成する。同様に、第２のポ
リペプチド鎖のＶＬドメインは、第１のポリペプチド鎖のＶＨドメインと相互作用して、
第２の抗原に特異的である第２の機能的な抗原結合部位（すなわち、第１の抗原が特定さ
れることにより決まるｇｐＡ３３又はＣＤ３のいずれか）を形成する。従って、第１のポ
リペプチド鎖および第２のポリペプチド鎖のＶＬドメインおよびＶＨドメインの選択は、
好ましいｇｐＡ３３×ＣＤ３二重特異性１価ダイアボディの２つのポリペプチド鎖が共同
でｇｐＡ３３及びＣＤ３に結合し得るＶＬドメインおよびＶＨドメインを含むように調整
される（すなわち、それらは、ＶＬCD3／ＶＨCD3およびＶＬgpA33／ＶＨgpA33を含む）。
【００５０】
　最も好ましくは、介在するリンカーペプチド（ＶＬドメインおよびＶＨドメインを隔て



(20) JP 2017-504578 A 2017.2.9

10

20

30

40

50

るリンカー１）の長さは、ポリペプチド鎖のＶＬドメインおよびＶＨドメインが互いに結
合することを実質的にまたは完全に妨げるように選択される。従って、第一のポリペプチ
ド鎖のＶＬドメインおよびＶＨドメインは、お互いに対して実質的にまたは完全に結合で
きない。同様に第二のポリペプチド鎖のＶＬドメインおよびＶＨドメインは、お互いに対
して実質的にまたは完全に結合できない。好ましい介在スペーサペプチド（リンカー１）
はGGGSGGGGという配列（配列番号１）を有する。
【００５１】
　システイン含有第２の介在スペーサペプチド（リンカー２）は、１、２、３またはそれ
以上のシステイン残基を含む。好ましいシステイン含有介在スペーサペプチド（リンカー
２）は配列番号２：GGCGGGの配列を有する。
【００５２】
　互いに異なる第一のポリペプチド及び第二のポリペプチドのヘテロ二量体促進性ドメイ
ンは、お互いと会合するように設計され、それによって、第一のポリペプチド鎖および第
二のポリペプチド鎖の会合を促進する。従って、好ましい実施形態では、これらのポリペ
プチド鎖のうちの１つは、残基がｐＨ７では負の荷電を形成するヘテロ二量体促進性「Ｅ
コイル」ドメイン（配列番号３）：
　　EVAALEKEVAALEKEVAALEKEVAALEK
を含むように設計され、２つのポリペプチド鎖のうちの他方は、残基がｐＨ７では正の荷
電を形成するヘテロ二量体促進性「Ｋコイル」ドメイン（配列番号４）：
　　KVAALKEKVAALKEKVAALKEKVAALKE
を含むように設計される。このような荷電されたドメインの存在は、第一のポリペプチド
と第二のポリペプチドとの間の会合を促進し、これによってヘテロ二量体化が助長される
。第一および第二のポリペプチド鎖で使用されるコイルが異なっており、これによってこ
れらのポリペプチド鎖の間のヘテロ二量体化が助長される限りは、どちらのコイルがどち
らの鎖に提供されるかは重要ではない。
【００５３】
　　１．ｇｐＡ３３×ＣＤ３二重特異性１価ダイアボディ「ＤＡＲＴ－１」
　「ＤＡＲＴ－１」と称する、好ましいｇｐＡ３３×ＣＤ３二重特異性１価ダイアボディ
の第１及び第２のポリペプチド鎖は、以下の配列を有するポリペプチドドメインを含む。
【００５４】
　ＣＤ３に結合する抗体のＶＬドメイン（ＶＬCD3）（配列番号５）：
　　QAVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCRSSTGAVTTSNYANWVQQKPGQAPRGLIGGTNK
　　RAPWTPARFSGSLLGGKAALTITGAQAEDEADYYCALWYSNLWVFGGGTKLTVLG
【００５５】
　ＶＬCD3の抗原結合ドメインは、RSSTGAVTTSNYANという配列（配列番号６）を有するＣ
ＤＲ１、GTNKRAPという配列（配列番号７）を有するＣＤＲ２、及びALWYSNLWVという配列
（配列番号８）を有するＣＤＲ３を含む。
【００５６】
　ＣＤ３に結合する抗体のＶＨドメイン（ＶＨCD3）（配列番号９）：
　　EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFNTYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKY
　　NNYATYYADSVKDRFTISRDDSKNSLYLQMNSLKTEDTAVYYCVRHGNFGNSYVS
　　WFAYWGQGTLVTVSS
【００５７】
　ＶＨCD3の抗原結合ドメインは、TYAMNという配列（配列番号１０）を有するＣＤＲ１、
RIRSKYNNYATYYADSVKDという配列（配列番号１１）を有するＣＤＲ２、及びHGNFGNSYVSWFA
Yという配列（配列番号１２）を有するＣＤＲ３を含む。
【００５８】
　ｇｐＡ３３に結合するマウス抗体のＶＬドメイン（ＶＬgpA33）（配列番号１３）：
　　QIVLTQSPAIMSASPGERVTMTCSARSSISFMYWYQQKPGSSPRLLIYDTSNLAS
　　GVPVRFSGSGSGTSYSLTISRMEAEDAATYYCQQWSSYPLTFGSGTKLELK
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【００５９】
　ＶＬgpA33の抗原結合ドメインは、SARSSISFMYという配列（配列番号１４）を有するＣ
ＤＲ１、DTSNLASという配列（配列番号１５）を有するＣＤＲ２、及びQQWSSYPLTという配
列（配列番号１６）を有するＣＤＲ３を含む。
【００６０】
　ｇｐＡ３３に結合するマウス抗体のＶＨドメイン（ＶＨgpA33）（配列番号１７）：
　　QVQLQQSGPELVKPGASVKISCKASGYTFSGSWMNWVKQRPGQGLEWIGRIYPGD
　　GETNYNGKFKDKATLTADKSSTTAYMELSSLTSVDSAVYFCARIYGNNVYFDVWG
　　AGTTVTVSS
【００６１】
　ＶＨgpA33の抗原結合ドメインは、GSWMNという配列（配列番号１８）を有するＣＤＲ１
、RIYPGDGETNYNGKFKDという配列（配列番号１９）を有するＣＤＲ２、及びIYGNNVYFDVと
いう配列（配列番号２０）を有するＣＤＲ３を含む。
【００６２】
　第１の介在スペーサペプチド(リンカー１)はGGGSGGGGという配列（配列番号１）を有す
る。システイン含有スペーサペプチド(リンカー２)はGGCGGGという配列（配列番号２）を
有する。
【００６３】
　第１のポリペプチド鎖のヘテロ二量体促進性ドメインは「Ｅコイル」ドメイン（配列番
号３）である。第２のポリペプチド鎖のヘテロ二量体促進性ドメインは「Ｋコイル」ドメ
イン（配列番号４）である。
【００６４】
　従って、ＤＡＲＴ－１の第１のポリペプチド鎖は次の配列（配列番号２１）を有する。
　　QAVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCRSSTGAVTTSNYANWVQQKPGQAPRGLIGGTNK
　　RAPWTPARFSGSLLGGKAALTITGAQAEDEADYYCALWYSNLWVFGGGTKLTVLG
　　GGGSGGGGQVQLQQSGPELVKPGASVKISCKASGYTFSGSWMNWVKQRPGQGLEW
　　IGRIYPGDGETNYNGKFKDKATLTADKSSTTAYMELSSLTSVDSAVYFCARIYGN
　　NVYFDVWGAGTTVTVSSGGCGGGEVAALEKEVAALEKEVAALEKEVAALEK
【００６５】
　上記の内容からわかるように、配列番号２１の残基１～１１０は、ＣＤ３に結合する抗
体のＶＬドメイン（ＶＬCD3）（配列番号５）であり、配列番号２１の残基１１１～１１
８は、第１の介在スペーサペプチド（リンカー１）（配列番号１）であり、配列番号２１
の残基１１９～２３７は、ｇｐＡ３３に結合するマウス抗体のＶＨドメイン（ＶＨgpA33

）（配列番号１７）であり、配列番号２１の残基２３８～２４３は、システイン含有スペ
ーサペプチド（リンカー２）（配列番号２）であり、及び配列番号２１の残基２４４～２
７１は、ヘテロ二量体促進性「Ｅコイル」ドメイン（配列番号３）である。
【００６６】
　ＤＡＲＴ－１の第１のポリペプチド鎖をエンコードする好ましいポリヌクレオチドは次
の配列（配列番号２２）を有する。
　　caggctgtggtgactcaggagccttcactgaccgtgtccccaggcggaactgtga
　　ccctgacatgcagatccagcacaggcgcagtgaccacatctaactacgccaattg
　　ggtgcagcagaagccaggacaggcaccaaggggcctgatcgggggtacaaacaaa
　　agggctccctggacccctgcacggttttctggaagtctgctgggcggaaaggccg
　　ctctgactattaccggggcacaggccgaggacgaagccgattactattgtgctct
　　gtggtatagcaatctgtgggtgttcgggggtggcacaaaactgactgtgctggga
　　ggtggtggatccggcggaggtggacaggtccagctgcagcagtctggacctgagc
　　tggtgaagcctggggcctcagtgaagatttcctgcaaagcttcaggctacacatt
　　cagtggctcttggatgaactgggtgaagcagaggcctggacagggtcttgagtgg
　　attggacggatctaccctggagatggagaaactaactacaatgggaagtttaagg
　　acaaggccacactgactgcagacaaatcatccaccacagcctacatggagctcag
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　　cagcctgacctctgtggactctgcggtctatttctgtgcaagaatctatggtaat
　　aacgtttacttcgatgtctggggcgcagggaccacggtcaccgtgtcttccggag
　　gatgtggcggtggagaagtggccgcactggagaaagaggttgctgctttggagaa
　　ggaggtcgctgcacttgaaaaggaggtcgcagccctggagaaa
【００６７】
　ＤＡＲＴ－１の第２のポリペプチド鎖は次の配列（配列番号２３）を有する。
　　QIVLTQSPAIMSASPGERVTMTCSARSSISFMYWYQQKPGSSPRLLIYDTSNLAS
　　GVPVRFSGSGSGTSYSLTISRMEAEDAATYYCQQWSSYPLTFGSGTKLELKRGGG
　　SGGGGEVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFNTYAMNWVRQAPGKGLEWVAR
　　IRSKYNNYATYYADSVKDRFTISRDDSKNSLYLQMNSLKTEDTAVYYCVRHGNFG
　　NSYVSWFAYWGQGTLVTVSSGGCGGGKVAALKEKVAALKEKVAALKEKVAALKE
【００６８】
　上記の内容からわかるように、配列番号２３の残基１～１０７は、ｇｐＡ３３に結合す
るマウス抗体のＶＬドメイン（ＶＬgpA33）（配列番号１３）であり、配列番号２３の残
基１０８～１１５は、第１の介在スペーサペプチド（リンカー１）（配列番号１）であり
、配列番号２３の残基１１６～２４０は、ＣＤ３に結合する抗体のＶＨドメイン（ＶＨCD

3）（配列番号９）であり、配列番号２３の残基２４１～２４６は、システイン含有スペ
ーサペプチド（リンカー２）（配列番号２）であり、及び配列番号２３の残基２４７～２
７４は、ヘテロ二量体促進性「Ｋコイル」ドメイン（配列番号４）である。
【００６９】
　ＤＡＲＴ－１の第２のポリペプチド鎖をエンコードする好ましいポリヌクレオチドは次
の配列（配列番号２２）を有する。
　　caaattgttctcacccagtctccagcaatcatgtctgcatctccaggggagaggg
　　tcaccatgacctgcagtgccaggtcaagtataagtttcatgtactggtaccagca
　　gaagccaggatcctcccccagactcctgatttatgacacatccaacctggcttct
　　ggagtccctgttcgcttcagtggcagtgggtctgggacctcttattctctcacaa
　　tcagccgaatggaggctgaagatgctgccacttattactgccagcagtggagtag
　　ttacccactcacgttcggttctgggaccaagctggagctgaaacggggtggagga
　　tccggcggaggcggagaggtgcagctggtggagtctgggggaggcttggtccagc
　　ctggagggtccctgagactctcctgtgcagcctctggattcaccttcaacacata
　　cgctatgaattgggtccgccaggctccagggaaggggctggagtgggttgcaagg
　　atcaggtccaagtacaacaattatgcaacctactatgccgactctgtgaaggata
　　gattcaccatctcaagagatgattcaaagaactcactgtatctgcaaatgaacag
　　cctgaaaaccgaggacacggccgtgtattactgtgtgagacacggtaacttcggc
　　aattcttacgtgtcttggtttgcttattggggacaggggacactggtgactgtgt
　　cttccggaggatgtggcggtggaaaagtggccgcactgaaggagaaagttgctgc
　　tttgaaagagaaggtcgccgcacttaaggaaaaggtcgcagccctgaaagag
【００７０】
　　２．ｇｐＡ３３×ＣＤ３二重特異性１価ダイアボディ「ＤＡＲＴ－２」
　「ＤＡＲＴ－２」と称する、第２の好ましいｇｐＡ３３×ＣＤ３二重特異性１価ダイア
ボディの第１及び第２のポリペプチド鎖は、以下の配列を有するポリペプドドメインを含
む。
【００７１】
　ＣＤ３に結合する抗体のＶＬドメイン（ＶＬCD3）（配列番号５）：
　　QAVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCRSSTGAVTTSNYANWVQQKPGQAPRGLIGGTNK
　　RAPWTPARFSGSLLGGKAALTITGAQAEDEADYYCALWYSNLWVFGGGTKLTVLG
【００７２】
　ＶＬCD3の抗原結合ドメインは、RSSTGAVTTSNYANという配列（配列番号６）を有するＣ
ＤＲ１、GTNKRAPという配列（配列番号７）を有するＣＤＲ２、及びALWYSNLWVという配列
（配列番号８）を有するＣＤＲ３を含む。
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【００７３】
　ＣＤ３に結合する抗体のＶＨドメイン（ＶＨCD3）（配列番号２５）：
　　EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSTYAMNWVRQAPGKGLEWVGRIRSKY
　　NNYATYYADSVKDRFTISRDDSKNSLYLQMNSLKTEDTAVYYCVRHGNFGNSYVS
　　WFAYWGQGTLVTVSS
【００７４】
　ＶＨCD3の抗原結合ドメインは、TYAMNという配列（配列番号１０）を有するＣＤＲ１、
RIRSKYNNYATYYADSVKDという配列（配列番号１１）を有するＣＤＲ２、及びHGNFGNSYVSWFA
Yという配列（配列番号１２）を有するＣＤＲ３を含む。
【００７５】
　上述したヒトｇｐＡ３３に結合するマウス抗体は、好ましいダイアボディＤＡＲＴ－２
のＶＬおよびＶＨドメインを提供するためにヒト化される。これらのヒト化ドメインは次
のとおりである。
【００７６】
　ｇｐＡ３３に結合するヒト化抗体のＶＬドメイン（ＶＬgpA33）（配列番号２６）：
　　DIQLTQSPSFLSASVGDRVTITCSARSSISFMYWYQQKPGKAPKLLIYDTSNLAS
　　GVPSRFSGSGSGTEFTLTISSLEAEDAATYYCQQWSSYPLTFGQGTKLEIK
【００７７】
　ＶＬgpA33の抗原結合ドメインは、SARSSISFMYという配列（配列番号１４）を有するＣ
ＤＲ１、DTSNLASという配列（配列番号１５）を有するＣＤＲ２、及びQQWSSYPLTという配
列（配列番号１６）を有するＣＤＲ３を含む。
【００７８】
　ｇｐＡ３３に結合するヒト化抗体のＶＨドメイン（ＶＨgpA33）（配列番号２７）：
　　QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTGSWMNWVRQAPGQGLEWIGRIYPGD
　　GETNYNGKFKDRVTITADKSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARIYGNNVYFDVWG
　　QGTTVTVSS
【００７９】
　ＶＨgpA33の抗原結合ドメインは、GSWMNという配列（配列番号１８）を有するＣＤＲ１
、RIYPGDGETNYNGKFKDという配列（配列番号１９）を有するＣＤＲ２、及びIYGNNVYFDVと
いう配列（配列番号２０）を有するＣＤＲ３を含む。
【００８０】
　第１の介在スペーサペプチド(リンカー１)はGGGSGGGGという配列（配列番号１）を有す
る。システイン含有スペーサペプチド(リンカー２)はGGCGGGという配列（配列番号２）を
有する。
【００８１】
　第１のポリペプチド鎖のヘテロ二量体促進性ドメインは「Ｅコイル」ドメイン（配列番
号３）である。第２のポリペプチド鎖のヘテロ二量体促進性ドメインは「Ｋコイル」ドメ
イン（配列番号４）である。
【００８２】
　従って、ＤＡＲＴ－２の第１のポリペプチド鎖は次の配列（配列番号２８）を有する。
　　QAVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCRSSTGAVTTSNYANWVQQKPGQAPRGLIGGTNK
　　RAPWTPARFSGSLLGGKAALTITGAQAEDEADYYCALWYSNLWVFGGGTKLTVLG
　　GGGSGGGGQVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTGSWMNWVRQAPGQGLEW
　　IGRIYPGDGETNYNGKFKDRVTITADKSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARIYGN
　　NVYFDVWGQGTTVTVSSGGCGGGEVAALEKEVAALEKEVAALEKEVAALEK
【００８３】
　上記の内容からわかるように、配列番号２８の残基１～１１０は、ＣＤ３に結合する抗
体のＶＬドメイン（ＶＬCD3）（配列番号５）であり、配列番号２８の残基１１１～１１
８は、第１の介在スペーサペプチド（リンカー１）（配列番号１）であり、配列番号２８
の残基１１９～２３７は、ｇｐＡ３３に結合する抗体のＶＨドメイン（ＶＨgpA33）（配
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列番号２７）であり、配列番号２８の残基２３８～２４３は、システイン含有スペーサペ
プチド（リンカー２）（配列番号２）であり、及び配列番号２８の残基２４４～２７１は
、ヘテロ二量体促進性「Ｅコイル」ドメイン（配列番号３）である。
【００８４】
　ＤＡＲＴ－２の第１のポリペプチド鎖をエンコードする好ましいポリヌクレオチドは次
の配列（配列番号２９）を有する。
　　caggctgtggtgactcaggagccttcactgaccgtgtccccaggcggaactgtga
　　ccctgacatgcagatccagcacaggcgcagtgaccacatctaactacgccaattg
　　ggtgcagcagaagccaggacaggcaccaaggggcctgatcgggggtacaaacaaa
　　agggctccctggacccctgcacggttttctggaagtctgctgggcggaaaggccg
　　ctctgactattaccggggcacaggccgaggacgaagccgattactattgtgctct
　　gtggtatagcaatctgtgggtgttcgggggtggcacaaaactgactgtgctggga
　　ggtggtggatccggcggaggtggacaggtccagctggtccagagcggggccgaag
　　tcaaaaaacccggagcaagcgtgaaggtctcctgcaaagcatcaggctatacatt
　　tacaggcagctggatgaactgggtgaggcaggctccaggacagggactggagtgg
　　atcgggcgcatctaccctggagacggcgaaactaactataatggaaagttcaaag
　　accgagtgaccatcacagccgataagtctactagtaccgcctacatggagctgag
　　ctccctgcggtctgaagataccgccgtctactattgcgctagaatttacggaaac
　　aatgtctattttgacgtgtgggggcagggaacaactgtgactgtctcctccggag
　　gatgtggcggtggagaagtggccgcactggagaaagaggttgctgctttggagaa
　　ggaggtcgctgcacttgaaaaggaggtcgcagccctggagaaa
【００８５】
　ＤＡＲＴ－２の第２のポリペプチド鎖は次の配列（配列番号３０）を有する。
　　DIQLTQSPSFLSASVGDRVTITCSARSSISFMYWYQQKPGKAPKLLIYDTSNLAS
　　GVPSRFSGSGSGTEFTLTISSLEAEDAATYYCQQWSSYPLTFGQGTKLEIKGGGS
　　GGGGEVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSTYAMNWVRQAPGKGLEWVGRI
　　RSKYNNYATYYADSVKDRFTISRDDSKNSLYLQMNSLKTEDTAVYYCVRHGNFGN
　　SYVSWFAYWGQGTLVTVSSGGCGGGKVAALKEKVAALKEKVAALKEKVAALKE
【００８６】
　上記の内容からわかるように、配列番号３０の残基１～１０６は、ｇｐＡ３３に結合す
る抗体のＶＬドメイン（ＶＬgpA33）（配列番号２６）であり、配列番号３０の残基１０
７～１１４は、第１の介在スペーサペプチド（リンカー１）（配列番号１）であり、配列
番号３０の残基１１５～２３９は、ＣＤ３に結合する抗体のＶＨドメイン（ＶＨCD3）（
配列番号２５）であり、配列番号３０の残基２４０～２４５は、システイン含有スペーサ
ペプチド（リンカー２）（配列番号２）であり、及び配列番号３０の残基２４６～２７３
は、ヘテロ二量体促進性「Ｋコイル」ドメイン（配列番号４）である。
【００８７】
　ＤＡＲＴ－２の第２のポリペプチド鎖をエンコードする好ましいポリヌクレオチドは次
の配列（配列番号３１）を有する。
　　gacattcagctgactcagtccccctcttttctgtccgcatccgtcggagatcgag
　　tgactattacttgctctgctaggtcctcaatcagcttcatgtactggtatcagca
　　gaagcccggcaaagcacctaagctgctgatctacgacacaagcaacctggcctcc
　　ggggtgccatctcggttctctggcagtgggtcaggaactgagtttaccctgacaa
　　ttagctccctggaggctgaagatgccgctacctactattgccagcagtggagcag
　　ctatcctctgaccttcggacaggggactaaactggaaatcaagggtggaggatcc
　　ggcggcggaggcgaggtgcagctggtggagtctgggggaggcttggtccagcctg
　　gagggtccctgagactctcctgtgcagcctctggattcaccttcagcacatacgc
　　tatgaattgggtccgccaggctccagggaaggggctggagtgggttggaaggatc
　　aggtccaagtacaacaattatgcaacctactatgccgactctgtgaaggatagat
　　tcaccatctcaagagatgattcaaagaactcactgtatctgcaaatgaacagcct
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　　gaaaaccgaggacacggccgtgtattactgtgtgagacacggtaacttcggcaat
　　tcttacgtgtcttggtttgcttattggggacaggggacactggtgactgtgtctt
　　ccggaggatgtggcggtggaaaagtggccgcactgaaggagaaagttgctgcttt
　　gaaagagaaggtcgccgcacttaaggaaaaggtcgcagccctgaaagag
【００８８】
　　３．アルブミン結合ドメイン（ＡＢＤ）を有するｇｐＡ３３×ＣＤ３二重特異性１価
ダイアボディ（「ＤＡＲＴ－２ｗ／ＡＢＤ」）
　本発明の他の実施形態において、ｇｐＡ３３×ＣＤ３二重特異性１価ダイアボディはア
ルブミン結合ドメイン（ＡＢＤ）を含むことができる（ＡＢＤ含有ｇｐＡ３３×ＣＤ３二
重特異性１価ダイアボディ）。
【００８９】
　国際公開第２０１２／０１８６８７号に開示されているように、ダイアボディ分子のイ
ンビボ薬物動態特性を改善するために、ダイアボディ分子を、ダイアボディ分子の末端の
うちの１つ又は複数に血清結合タンパク質のポリペプチド部分を含有するように修飾して
よい。最も好ましくは、このような血清結合タンパク質のポリペプチド部分は、ダイアボ
ディ分子のＣ末端に配置されることになる。この目的のために特に好ましい血清結合タン
パク質のポリペプチド部分は、連鎖球菌タンパク質Ｇからのアルブミン結合ドメイン（Ａ
ＢＤ）である。連鎖球菌株Ｇ１４８のタンパク質Ｇのアルブミン結合ドメイン３（ＡＢＤ
３）が特に好ましい。
【００９０】
　連鎖球菌株Ｇ１４８のタンパク質Ｇのアルブミン結合ドメイン３（ＡＢＤ３）は、安定
した３重螺旋束を形成する４６個のアミノ酸残基からなり、広範なアルブミン結合特異性
を有する（Johansson, M.U. et al. (2002) “Structure, Specificity, And Mode Of In
teraction For Bacterial Albumin-Binding Modules,” J. Biol. Chem. 277(10):8114‐
8120）。アルブミンは、血漿中に最も豊富なタンパク質であり、ヒトにおいて１９日の半
減期を有する。アルブミンは複数の小さな分子結合部位を有し、これによりアルブミンは
他のタンパク質に非共有結合して血清半減期を延長できる。
【００９１】
　従って、アルブミン結合ドメインを有するｇｐＡ３３×ＣＤ３二重特異性１価ダイアボ
ディの第１のポリペプチド鎖又は第２のポリペプチド鎖は、第３のリンカー（リンカー３
）を含有し、これは上記ポリペプチド鎖のＥコイル（又はＫコイル）をアルブミン結合ド
メインから分離する。このようなリンカー３に関する好ましい配列は、GGGS（配列番号３
２）又はGGGNS（配列番号３３）である。好ましいアルブミン結合ドメイン（ＡＢＤ）は
、以下の配列（配列番号３４）を有する。
　　LAQAKEAAIRELDKYGVSDYYKNLIDNAKSAEGVKALIDEILAALP
【００９２】
　このような本発明の形態を例示するために、上述のＤＡＲＴ－２の第１のポリペプチド
鎖を、アルブミン結合ドメインを含有するように修飾し、「ＤＡＲＴ－２ｗ／ＡＢＤ」と
称する、アルブミン結合ドメインを有するｇｐＡ３３×ＣＤ３二重特異性１価ダイアボデ
ィとした。
【００９３】
　ＤＡＲＴ－２ｗ／ＡＢＤの第１のポリペプチド鎖は次のアミノ酸配列（配列番号３５）
を有する。
　　QAVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCRSSTGAVTTSNYANWVQQKPGQAPRGLIGGTNK
　　RAPWTPARFSGSLLGGKAALTITGAQAEDEADYYCALWYSNLWVFGGGTKLTVLG
　　GGGSGGGGQVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTGSWMNWVRQAPGQGLEW
　　IGRIYPGDGETNYNGKFKDRVTITADKSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARIYGN
　　NVYFDVWGQGTTVTVSSGGCGGGEVAALEKEVAALEKEVAALEKEVAALEKGGGS
　　LAQAKEAAIRELDKYGVSDYYKNLIDNAKSAEGVKALIDEILAALP
【００９４】
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　上記の内容からわかるように、配列番号３５の残基１～２７１は、ＤＡＲＴ－２の残基
１～２７１と同一であり、従って、Ｎ末端からＣ末端方向へ向かって、ＣＤ３に結合する
抗体のＶＬドメイン（ＶＬCD3）（配列番号５）、第１の介在スペーサペプチド（リンカ
ー１）（配列番号１）、ｇｐＡ３３に結合する抗体のＶＨドメイン（ＶＨgpA33）（配列
番号２７）、システイン含有スペーサペプチド（リンカー２）（配列番号２）、ヘテロ二
量体促進性「Ｅコイル」ドメイン（配列番号３）及びＣ末端を備える。残基２７２～２７
５はリンカー３（配列番号３２）であり、及び残基２７６～３２１はアルブミン結合ドメ
イン（配列番号３４）である。
【００９５】
　ＤＡＲＴ－２ｗ／ＡＢＤの第１のポリペプチド鎖をエンコードする好ましいポリヌクレ
オチドは次の配列（配列番号３６）を有する。
　　caggctgtggtgactcaggagccttcactgaccgtgtccccaggcggaactgtga
　　ccctgacatgcagatccagcacaggcgcagtgaccacatctaactacgccaattg
　　ggtgcagcagaagccaggacaggcaccaaggggcctgatcgggggtacaaacaaa
　　agggctccctggacccctgcacggttttctggaagtctgctgggcggaaaggccg
　　ctctgactattaccggggcacaggccgaggacgaagccgattactattgtgctct
　　gtggtatagcaatctgtgggtgttcgggggtggcacaaaactgactgtgctggga
　　gggggtggatccggcggaggtggacaggtccagctggtccagagcggggccgaag
　　tcaaaaaacccggagcaagcgtgaaggtctcctgcaaagcatcaggctatacatt
　　tacaggcagctggatgaactgggtgaggcaggctccaggacagggactggagtgg
　　atcgggcgcatctaccctggagacggcgaaactaactataatggaaagttcaaag
　　accgagtgaccatcacagccgataagtctactagtaccgcctacatggagctgag
　　ctccctgcggtctgaagataccgccgtctactattgcgctagaatttacggaaac
　　aatgtctattttgacgtgtgggggcagggaacaactgtgactgtctcctccggag
　　gatgtggcggtggagaagtggccgcactggagaaagaggttgctgctttggagaa
　　ggaggtcgctgcacttgaaaaggaggtcgcagccctggagaaaggcggcgggtct
　　ctggcccaggcaaaagaggcagccatccgcgaactggataaatatggcgtgagcg
　　attattataagaacctgattgacaacgcaaaatccgcggaaggcgtgaaagcact
　　gattgatgaaattctggccgccctgcct
【００９６】
　ＤＡＲＴ－２ｗ／ＡＢＤの第２のポリペプチド鎖は上述したＤＡＲＴ－２の第２のポリ
ペプチド鎖と同じである（配列番号３０）。
【００９７】
　Ｂ．ＩｇＧ　Ｆｃドメインを有するｇｐＡ３３×ＣＤ３二重特異性１価ダイアボディ（
「ＤＡＲＴ－２ｗ／Ｆｃ」）
　さらに他の実施形態において、本発明は、ＩｇＧ　Ｆｃドメインを有するｇｐＡ３３×
ＣＤ３二重特異性１価ダイアボディを提供する。このようなダイアボディは、「ｇｐＡ３
３×ＣＤ３二重特異性１価Ｆｃダイアボディ」と引用することもある。本発明のＦｃダイ
アボディのＦｃドメインは、完全なＦｃ領域（例えば、完全なＩｇＧのＦｃ領域）であっ
ても、または完全なＦｃ領域のフラグメントのみであってもよい。本発明の二重特異性の
一価のＦｃダイアボディのＦｃドメインは、１つ以上のＦｃ受容体（例えば、ＦｃγＲ（
単数または複数））に結合する能力を保有し得、さらに好ましくはこのようなＦｃドメイ
ンは、ＦｃγＲＩＡ（ＣＤ６４）、ＦｃγＲＩＩＡ（ＣＤ３２Ａ）、ＦｃγＲＩＩＢ（Ｃ
Ｄ３２Ｂ）、ＦｃγＲＩＩＩＡ（ＣＤ１６ａ）またはＦｃγＲＩＩＩＢ（ＣＤ１６ｂ）に
対する結合の低下（野性型Ｆｃ領域によって示される結合に対して）を生じるか、または
このようなＦｃドメインがこのような受容体（単数または複数）に結合する能力を実質的
に取り除く。本発明の二重特異性の一価のＦｃダイアボディのＦｃドメインは、完全なＦ
ｃ領域のいくつかのもしくは全てのＣＨ２ドメインおよび／またはいくつかのもしくは全
てのＣＨ３ドメインを含んでもよいし、あるいは改変体ＣＨ２および／または改変体ＣＨ
３の配列（これは、例えば、完全なＦｃ領域のＣＨ２もしくはＣＨ３ドメインに対して、
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１つ以上の挿入および／または１つ以上の欠失を含んでもよい）を含んでもよい。本発明
の二重特異性の一価のＦｃダイアボディのＦｃドメインは、非－Ｆｃポリペプチド部分を
含んでもよく、または天然ではない完全なＦｃ領域の一部を含んでもよく、またはＣＨ２
および／もしくはＣＨ３ドメインの天然には存在しない方向性を含んでもよい（例えば、
２つのＣＨ２ドメインもしくは２つのＣＨ３ドメイン、またはＮ末端からＣ末端方向へ向
かって、ＣＨ２ドメインに連結されたＣＨ３ドメインなど）。
【００９８】
　バージョン１と表記され、図２Ａに示された第１の実施形態において、例示的なｇｐＡ
３３×ＣＤ３二重特異性１価Ｆｃダイアボディの第１のポリペプチド鎖は、Ｎ末端からＣ
末端の方向に、Ｎ末端、ｇｐＡ３３又はＣＤ３のいずれかに結合できるモノクローナル抗
体のＶＬドメイン（すなわち、ＶＬgpA33又はＶＬCD3のいずれか）、介在スペーサペプチ
ド（リンカー１）、ｇｐＡ３３（当該第１のポリペプチド鎖がＶＬCD3を含む場合）又は
ＣＤ３（当該第１のポリペプチド鎖がＶＬgpA33を含む場合）のいずれかに結合できるモ
ノクローナル抗体のＶＨドメイン、システイン含有第２の介在スペーサペプチド（リンカ
ー２）、ヘテロ二量体促進性ドメイン、スペーサペプチド（リンカー５）、システイン含
有ペプチド（ペプチド１）、ＩｇＧ　Ｆｃドメイン（好ましくは、抗体のＦｃ領域のＣＨ
２ドメイン及びＣＨ３ドメインの全部又は一部）、及びＣ末端を含むことができる。
【００９９】
　バージョン２と表記され、図２Ｂに示された第２の実施形態において、例示的なｇｐＡ
３３×ＣＤ３二重特異性１価Ｆｃダイアボディの第１のポリペプチド鎖は、Ｎ末端からＣ
末端の方向に、Ｎ末端、システイン含有ペプチド（ペプチド１）、ＩｇＧ　Ｆｃドメイン
（好ましくは、抗体のＦｃ領域のＣＨ２ドメイン及びＣＨ３ドメインの全部又は一部）、
介在スペーサペプチド（リンカー４）、ｇｐＡ３３又はＣＤ３のいずれかに結合できるモ
ノクローナル抗体のＶＬドメイン（すなわち、ＶＬgpA33又はＶＬCD3のいずれか）、介在
スペーサペプチド（リンカー１）、ｇｐＡ３３（当該第１のポリペプチド鎖がＶＬCD3を
含む場合）又はＣＤ３（当該第１のポリペプチド鎖がＶＬgpA33を含む場合）のいずれか
に結合できるモノクローナル抗体のＶＨドメイン、システイン含有第２の介在スペーサペ
プチド（リンカー２）、ヘテロ二量体促進性ドメイン、及びＣ末端を含むことができる。
【０１００】
　好ましくは、いずれかの実施形態において、第１のポリペプチド鎖のＦｃドメインは、
ＦｃγＲＩＡ（ＣＤ６４）、ＦｃγＲＩＩＡ（ＣＤ３２Ａ）、ＦｃγＲＩＩＢ（ＣＤ３２
Ｂ）、ＦｃγＲＩＩＩＡ（ＣＤ１６ａ）またはＦｃγＲＩＩＩＢ（ＣＤ１６ｂ）に対する
結合の低下（野性型Ｆｃ領域によって示される結合に対して）を生じるか、またはこのよ
うなＦｃドメインがこのような受容体（単数または複数）に結合する能力を実質的に取り
除く。
そのような変更された結合を媒介できるＦｃ変異及び突然変異型は、当該分野で周知であ
り、位置２３４および２３５のアミノ酸置換、位置２６５のアミノ酸置換、または位置２
９７のアミノ酸置換を含む（例えば、参照によって本明細書に援用される、米国特許第５
，６２４，８２１号を参照）。好ましい実施形態では、ＣＨ２ドメインおよびＣＨ３ドメ
インは、位置２３４でアラニンによる置換、および位置２３５でアラニンによる置換を含
む。
【０１０１】
　例示的なｇｐＡ３３×ＣＤ３二重特異性１価Ｆｃダイアボディ（バージョン１及びバー
ジョン２）の第２のポリペプチド鎖は、Ｎ末端からＣ末端の方向に、Ｎ末端、ＣＤ３又は
ｇｐＡ３３のいずれかに結合できるモノクローナル抗体のＶＬドメイン（すなわち、ダイ
アボディの第１のポリペプチド鎖について選択されたＶＬドメインにより決まるＶＬgpA3

3又はＶＬCD3のいずれか）、介在スペーサペプチド（リンカー１）、ＣＤ３（当該第２の
ポリペプチド鎖がＶＬgpA33を含む場合）又はｇｐＡ３３（当該第２のポリペプチド鎖が
ＶＬCD3を含む場合）のいずれかに結合できるモノクローナル抗体のＶＨドメイン、シス
テイン含有スペーサペプチド（リンカー２）、ヘテロ二量体促進性ドメイン（好ましくは
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、Ｋコイルドメイン）及びＣ末端を含むことができる。
【０１０２】
　例示的なｇｐＡ３３×ＣＤ３二重特異性１価Ｆｃダイアボディ（バージョン１及びバー
ジョン２）は、さらに第３のポリペプチド鎖を含むことができ、第３のポリペプチド鎖は
、Ｎ末端からＣ末端の方向に、Ｎ末端、システイン含有ペプチド（ペプチド１）、第１の
ポリペプチド鎖のＦｃドメインのものと同じアイソタイプを有するＩｇＧのＦｃドメイン
（好ましくは、抗体のＦｃ領域のＣＨ２ドメイン及びＣＨ３ドメインの全部又は一部）、
及びＣ末端を含む。好ましくは、第３のポリペプチド鎖のＦｃドメインは、例示的なｇｐ
Ａ３３×ＣＤ３二重特異性１価Ｆｃダイアボディの第１のポリペプチド鎖において上述し
たように、ＦｃγＲＩＡ（ＣＤ６４）、ＦｃγＲＩＩＡ（ＣＤ３２Ａ）、ＦｃγＲＩＩＢ
（ＣＤ３２Ｂ）、ＦｃγＲＩＩＩＡ（ＣＤ１６ａ）またはＦｃγＲＩＩＩＢ（ＣＤ１６ｂ
）に対する結合の低下（野性型のＦｃ領域によって示される結合に対して）を生じるか、
またはこのようなＦｃドメインが、このような受容体（単数または複数）に結合する能力
を実質的に取り除く。
【０１０３】
　任意に存在する介在スペーサペプチド（リンカー４）は、APSSSというアミノ酸配列（
配列番号３７）を含むことが好ましく、APSSSPMEというアミノ酸配列（配列番号３８）を
含むことがさらに好ましい。
【０１０４】
　第１及び第３のポリペプチド鎖のシステイン含有ペプチド（ペプチド１）は、同じアミ
ノ酸配列から構成されても、または異なるアミノ酸配列から構成されてもよく、１、２、
３またはそれ以上のシステイン残基を含む。特に好ましいペプチド１は、DKTHTCPPCPとい
うアミノ酸配列（配列番号３９）を有する。
【０１０５】
　介在スペーサペプチド（リンカー１）は、上記のとおり配列番号１の配列を有すること
が好ましい。システイン含有第２の介在スペーサペプチド（リンカー２）は、上記のとお
り、配列番号２の配列を有することが好ましい。
【０１０６】
　ｇｐＡ３３×ＣＤ３二重特異性１価Ｆｃダイアボディの第一及び第二のポリペプチドの
ヘテロ二量体促進性ドメインは、上述したＥコイルドメイン（配列番号３）及びＫコイル
ドメイン（配列番号４）であり、上述したとおり、一方のポリペプチド鎖にＥコイルドメ
インが選択されると、他方がＫコイルドメインを保有する。
【０１０７】
　好ましいスペーサペプチド（リンカー５）はGGGという配列（配列番号３３）を有する
。
【０１０８】
　第１及び第３のポリペプチドのＣＨ２及び／又はＣＨ３ドメインは同一である必要はな
く、有利には２つのポリペプチド鎖間の錯体形成を促進するために修飾される。例えば、
ＣＨ２又はＣＨ３ドメインにアミノ酸置換（好ましくは「ノブ（knob）」を形成する嵩高
な側鎖基、例えばトリプトファンを含むアミノ酸による置換）を導入して、立体障害によ
り、同様に変異させたドメインとの相互作用を防止し、上記変化させたドメインを、相補
的な又は適応した変異（例えばグリシンによる置換）を施されたドメイン、即ち「ホール
（hole）」とペアにすることができる。このような一連の変化は、二重特異性１価Ｆｃダ
イアボディ分子を構成するポリペプチドのいずれのペアに施すことができ、また更に、上
記ペアのポリペプチド鎖のいずれの部分に施すことができる。ホモ二量体化を抑えてヘテ
ロ二量体化を促進するためのタンパク質加工の方法は、特に免疫グロブリン様分子の加工
に関して当該技術分野で公知であり、本明細書に包含される（例えば、Ridgway et al. (
1996) “‘Knobs-Into-Holes’ Engineering Of Antibody CH3 Domains For Heavy Chain
 Heterodimerization,” Protein Engr. 9:617-621, Atwell et al. (1997) “Stable He
terodimers From Remodeling The Domain Interface Of A Homodimer Using A Phage Dis
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play Library,” J. Mol. Biol. 270: 26-35, and Xie et al. (2005) “A New Format O
f Bispecific Antibody: Highly Efficient Heterodimerization, Expression And Tumor
 Cell Lysis,” J. Immunol. Methods 296:95-101を参照（これらはそれぞれ参照により
その全体が本明細書に援用される））。好ましくは、「ノブ」は第１のポリペプチド鎖の
ＣＨ２‐ＣＨ３ドメインに加工され、「ホール」は第３のポリペプチド鎖のＣＨ２‐ＣＨ
３ドメインに加工される。従って「ノブ」は、第１のポリペプチド鎖がそのＣＨ２及び／
又はＣＨ３ドメインを介してホモ二量体化するのを防止する役割を果たすことになる。第
３のポリペプチド鎖は好ましくは「ホール」置換基を含有するため、第１のポリペプチド
鎖とヘテロ二量体化し、かつそれ自体とホモ二量体化する。好ましいノブは、天然ＩｇＧ
のＦｃ領域のＦｃドメインを修飾して修飾基Ｔ３６６Ｗを含有させることによって生成さ
れる。好ましいホールは、天然ＩｇＧのＦｃ領域のＦｃドメインを修飾して修飾基Ｔ３６
６Ｓ、Ｌ３６８Ａ及びＹ４０７Ｖを含有させることによって生成される。第３のポリペプ
チド鎖ホモ二量体を、第１、第２及び第３のポリペプチド鎖を含む最終的な二重特異性１
価Ｆｃダイアボディから精製するのを補助するために、好ましくは、第３のポリペプチド
鎖のＣＨ２及びＣＨ３ドメインのタンパク質Ａ結合部位を、位置４３５（Ｈ４３５Ｒ）に
おけるアミノ酸置換によって変異させる。第１、第２および第３のポリペプチド鎖を含ん
でいる最終の二重特異性１価Ｆｃダイアボディから第３のポリペプチド鎖ホモ二量体を精
製することを補助するために、第３のポリペプチド鎖のＣＨ２及びＣＨ３ドメインのプロ
テインＡ結合部位を、好ましくは、アミノ酸置換によって変異する。このようにして、第
３のポリペプチド鎖ホモ二量体はタンパク質Ａに結合せず、その一方で二重特異性１価Ｆ
ｃダイアボディは、第１のポリペプチド鎖のタンパク質Ａ結合部位を介してタンパク質Ａ
に結合する能力を有したままとなる。
【０１０９】
　第１のポリペプチド鎖中に存在する抗体ＦｃドメインのＣＨ２及びＣＨ３ドメインに関
する好ましい配列は、以下の配列番号４０である。
　　APEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVH
　　NAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAK
　　GQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLWCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTP
　　PVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
【０１１０】
　第３のポリペプチド鎖中に存在する抗体ＦｃドメインのＣＨ２及びＣＨ３ドメインに関
する好ましい配列は、以下の配列番号４１である。
　　APEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVH
　　NAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAK
　　GQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLSCAVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTP
　　PVLDSDGSFFLVSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNRYTQKSLSLSPGK
【０１１１】
　　１．ＤＡＲＴ－２ｗ／Ｆｃバージョン１
　「ＤＡＲＴ－２ｗ／Ｆｃバージョン１」と称する、ｇｐＡ３３×ＣＤ３二重特異性１価
Ｆｃダイアボディの第１、第２及び第３のポリペプチド鎖は、以下の配列を有するポリペ
プチドドメインを含む。
【０１１２】
　ＤＡＲＴ－２ｗ／Ｆｃバージョン１の第１のポリペプチド鎖は次のアミノ酸配列（配列
番号４２）を有する。
　　DIQLTQSPSFLSASVGDRVTITCSARSSISFMYWYQQKPGKAPKLLIYDTSNLAS
　　GVPSRFSGSGSGTEFTLTISSLEAEDAATYYCQQWSSYPLTFGQGTKLEIKGGGS
　　GGGGEVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSTYAMNWVRQAPGKGLEWVGRI
　　RSKYNNYATYYADSVKDRFTISRDDSKNSLYLQMNSLKTEDTAVYYCVRHGNFGN
　　SYVSWFAYWGQGTLVTVSSGGCGGGEVAALEKEVAALEKEVAALEKEVAALEKGG
　　GDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVK
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　　FNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALP
　　APIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLWCLVKGFYPSDIAVEWESN
　　GQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQK
　　SLSLSPGK
【０１１３】
　上記の内容からわかるように、配列番号４２の残基１～１０６は、ｇｐＡ３３に結合す
る抗体のＶＬドメイン（ＶＬgpA33）（配列番号２６）であり、配列番号４２の残基１０
７～１１４は、第１の介在スペーサペプチド（リンカー１）（配列番号１）であり、配列
番号４２の残基１１５～２３９は、ＣＤ３に結合する抗体のＶＨドメイン（ＶＨCD3）（
配列番号２５）であり、配列番号４２の残基２４０～２４５は、システイン含有スペーサ
ペプチド（リンカー２）（配列番号２）であり、配列番号４２の残基２４６～２７３は、
ヘテロ二量体促進性「Ｅコイル」ドメイン（配列番号３）であり、配列番号４２の残基２
７４～２７６は、スペーサペプチド（リンカー５）（配列番号３３）であり、配列番号４
２の残基２７７～２８６は、ペプチド１（配列番号３９）であり、配列番号４２の残基２
８７～５０３は、抗体のＦｃドメインのＣＨ２及びＣＨ３ドメインについての配列（配列
番号４０）である。
【０１１４】
　ＤＡＲＴ－２ｗ／Ｆｃバージョン１の第１のポリペプチド鎖をエンコードする好ましい
ポリヌクレオチドは次の配列（配列番号４３）を有する。
　　gacattcagctgactcagtccccctcttttctgtccgcatccgtcggagatcgag
　　tgactattacttgctctgctaggtcctcaatcagcttcatgtactggtatcagca
　　gaagcccggcaaagcacctaagctgctgatctacgacacaagcaacctggcctcc
　　ggggtgccatctcggttctctggcagtgggtcaggaactgagtttaccctgacaa
　　ttagctccctggaggctgaagatgccgctacctactattgccagcagtggagcag
　　ctatcctctgaccttcggacaggggactaaactggaaatcaagggtggaggatcc
　　ggcggcggaggcgaggtgcagctggtggagtctgggggaggcttggtccagcctg
　　gagggtccctgagactctcctgtgcagcctctggattcaccttcagcacatacgc
　　tatgaattgggtccgccaggctccagggaaggggctggagtgggttggaaggatc
　　aggtccaagtacaacaattatgcaacctactatgccgactctgtgaaggatagat
　　tcaccatctcaagagatgattcaaagaactcactgtatctgcaaatgaacagcct
　　gaaaaccgaggacacggccgtgtattactgtgtgagacacggtaacttcggcaat
　　tcttacgtgtcttggtttgcttattggggacaggggacactggtgactgtgtctt
　　ccggaggatgtggcggtggagaagtggccgcactggagaaagaggttgctgcttt
　　ggagaaggaggtcgctgcacttgaaaaggaggtcgcagccctggagaaaggcggc
　　ggggacaaaactcacacatgcccaccgtgcccagcacctgaagccgcggggggac
　　cgtcagtcttcctcttccccccaaaacccaaggacaccctcatgatctcccggac
　　ccctgaggtcacatgcgtggtggtggacgtgagccacgaagaccctgaggtcaag
　　ttcaactggtacgtggacggcgtggaggtgcataatgccaagacaaagccgcggg
　　aggagcagtacaacagcacgtaccgtgtggtcagcgtcctcaccgtcctgcacca
　　ggactggctgaatggcaaggagtacaagtgcaaggtctccaacaaagccctccca
　　gcccccatcgagaaaaccatctccaaagccaaagggcagccccgagaaccacagg
　　tgtacaccctgcccccatcccgggaggagatgaccaagaaccaggtcagcctgtg
　　gtgcctggtcaaaggcttctatcccagcgacatcgccgtggagtgggagagcaat
　　gggcagccggagaacaactacaagaccacgcctcccgtgctggactccgacggct
　　ccttcttcctctacagcaagctcaccgtggacaagagcaggtggcagcaggggaa
　　cgtcttctcatgctccgtgatgcatgaggctctgcacaaccactacacgcagaag
　　agcctctccctgtctccgggtaaa
【０１１５】
　ＤＡＲＴ－２ｗ／Ｆｃバージョン１の第２のポリペプチド鎖は次のアミノ酸配列（配列
番号４４）を有する。
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　　QAVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCRSSTGAVTTSNYANWVQQKPGQAPRGLIGGTNK
　　RAPWTPARFSGSLLGGKAALTITGAQAEDEADYYCALWYSNLWVFGGGTKLTVLG
　　GGGSGGGGQVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTGSWMNWVRQAPGQGLEW
　　IGRIYPGDGETNYNGKFKDRVTITADKSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARIYGN
　　NVYFDVWGQGTTVTVSSGGCGGGKVAALKEKVAALKEKVAALKEKVAALKE
【０１１６】
　上記の内容からわかるように、配列番号４４の残基１～１１０は、ＣＤ３に結合する抗
体のＶＬドメイン（ＶＬCD3）（配列番号５）であり、配列番号４４の残基１１１～１１
８は、第１の介在スペーサペプチド（リンカー１）（配列番号１）であり、配列番号４４
の残基１１９～２３７は、ｇｐＡ３３に結合する抗体のＶＨドメイン（ＶＨgpA33）（配
列番号２７）であり、配列番号４４の残基２３８～２４３は、システイン含有スペーサペ
プチド（リンカー２）（配列番号２）であり、及び配列番号４４の残基２４４～２７１は
、ヘテロ二量体促進性「Ｋコイル」ドメイン（配列番号４）である。
【０１１７】
　ＤＡＲＴ－２ｗ／Ｆｃバージョン１の第２のポリペプチド鎖をエンコードする好ましい
ポリヌクレオチドは次の配列（配列番号４５）を有する。
　　caggctgtggtgactcaggagccttcactgaccgtgtccccaggcggaactgtga
　　ccctgacatgcagatccagcacaggcgcagtgaccacatctaactacgccaattg
　　ggtgcagcagaagccaggacaggcaccaaggggcctgatcgggggtacaaacaaa
　　agggctccctggacccctgcacggttttctggaagtctgctgggcggaaaggccg
　　ctctgactattaccggggcacaggccgaggacgaagccgattactattgtgctct
　　gtggtatagcaatctgtgggtgttcgggggtggcacaaaactgactgtgctggga
　　gggggtggatccggcggaggtggacaggtccagctggtccagagcggggccgaag
　　tcaaaaaacccggagcaagcgtgaaggtctcctgcaaagcatcaggctatacatt
　　tacaggcagctggatgaactgggtgaggcaggctccaggacagggactggagtgg
　　atcgggcgcatctaccctggagacggcgaaactaactataatggaaagttcaaag
　　accgagtgaccatcacagccgataagtctactagtaccgcctacatggagctgag
　　ctccctgcggtctgaagataccgccgtctactattgcgctagaatttacggaaac
　　aatgtctattttgacgtgtgggggcagggaacaactgtgactgtctcctccggag
　　gatgtggcggtggaaaagtggccgcactgaaggagaaagttgctgctttgaaaga
　　gaaggtcgccgcacttaaggaaaaggtcgcagccctgaaagag
【０１１８】
　ＤＡＲＴ－２ｗ／Ｆｃバージョン１の第３のポリペプチド鎖は次のアミノ酸配列（配列
番号４６）を有する。
　　DKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKF
　　NWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPA
　　PIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLSCAVKGFYPSDIAVEWESNG
　　QPENNYKTTPPVLDSDGSFFLVSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNRYTQKS
　　LSLSPGK
【０１１９】
　上記の内容からわかるように、配列番号４６の残基１～１０は、ペプチド１（配列番号
３９）であり、配列番号４６の残基１１～２２７は、抗体のＦｃドメインのＣＨ２及びＣ
Ｈ３ドメイン（配列番号４１）である。
【０１２０】
　ＤＡＲＴ－２ｗ／Ｆｃバージョン１の第３のポリペプチド鎖をエンコードする好ましい
ポリヌクレオチドは次の配列（配列番号４７）を有する。
　　gacaaaactcacacatgcccaccgtgcccagcacctgaagccgcggggggaccgt
　　cagtcttcctcttccccccaaaacccaaggacaccctcatgatctcccggacccc
　　tgaggtcacatgcgtggtggtggacgtgagccacgaagaccctgaggtcaagttc
　　aactggtacgtggacggcgtggaggtgcataatgccaagacaaagccgcgggagg
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　　agcagtacaacagcacgtaccgtgtggtcagcgtcctcaccgtcctgcaccagga
　　ctggctgaatggcaaggagtacaagtgcaaggtctccaacaaagccctcccagcc
　　cccatcgagaaaaccatctccaaagccaaagggcagccccgagaaccacaggtgt
　　acaccctgcccccatcccgggaggagatgaccaagaaccaggtcagcctgagttg
　　cgcagtcaaaggcttctatcccagcgacatcgccgtggagtgggagagcaatggg
　　cagccggagaacaactacaagaccacgcctcccgtgctggactccgacggctcct
　　tcttcctcgtcagcaagctcaccgtggacaagagcaggtggcagcaggggaacgt
　　cttctcatgctccgtgatgcatgaggctctgcacaaccgctacacgcagaagagc
　　ctctccctgtctccgggtaaa
【０１２１】
　　２．ＤＡＲＴ－２ｗ／Ｆｃバージョン２
　「ＤＡＲＴ－２ｗ／Ｆｃバージョン２」と称する、ｇｐＡ３３×ＣＤ３二重特異性１価
Ｆｃダイアボディの第１、第２及び第３のポリペプチド鎖は、以下の配列を有するポリペ
プチドドメインを含む。その他の違いとしては、ＤＡＲＴ－２ｗ／Ｆｃバージョン１は、
ポリペプチド鎖のＣＨ２およびＣＨ３の配列の位置がＤＡＲＴ－２ｗ／Ｆｃバージョン２
と異なり、これらの配列がＤＡＲＴ－２ｗ／Ｆｃバージョン１ではＶＬ及びＶＨ配列のＣ
末端側に配置されているのに対し、ＤＡＲＴ－２ｗ／Ｆｃバージョン２ではＶＬ及びＶＨ
配列のＮ末端側に配置されている。
【０１２２】
　そのようなＤＡＲＴ－２ｗ／Ｆｃバージョン２の第１のポリペプチド鎖は次のアミノ酸
配列（配列番号４８）を有する。
　　DKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKF
　　NWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPA
　　PIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLWCLVKGFYPSDIAVEWESNG
　　QPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKS
　　LSLSPGKAPSSSPMEDIQLTQSPSFLSASVGDRVTITCSARSSISFMYWYQQKPG
　　KAPKLLIYDTSNLASGVPSRFSGSGSGTEFTLTISSLEAEDAATYYCQQWSSYPL
　　TFGQGTKLEIKGGGSGGGGEVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSTYAMNW
　　VRQAPGKGLEWVGRIRSKYNNYATYYADSVKDRFTISRDDSKNSLYLQMNSLKTE
　　DTAVYYCVRHGNFGNSYVSWFAYWGQGTLVTVSSGGCGGGKVAALKEKVAALKEK
　　VAALKEKVAALKE
【０１２３】
　上記の内容からわかるように、配列番号４８の残基１～１０は、ペプチド１（配列番号
３９）であり、配列番号４８の残基１１～２２７は、抗体のＦｃドメインのＣＨ２及びＣ
Ｈ３ドメインについての配列（配列番号４０）である。配列番号４８の残基２２８～２３
５は、介在スペーサペプチド（リンカー４）（配列番号３８）であり、配列番号４８の残
基２３６～３４１は、ｇｐＡ３３に結合する抗体のＶＬドメイン（ＶＬgpA33）（配列番
号２６）であり、配列番号４８の残基３４２～３４９は、第１の介在スペーサペプチド（
リンカー１）（配列番号１）であり、配列番号４８の残基３５０～４７４は、ＣＤ３に結
合する抗体のＶＨドメイン（ＶＨCD3）（配列番号２５）であり、配列番号４８の残基４
７５～４８０は、システイン含有スペーサペプチド（リンカー２）（配列番号２）であり
、配列番号４８の残基４８１～５０８は、ヘテロ二量体促進性「Ｋコイル」ドメイン（配
列番号４）である。
【０１２４】
　ＤＡＲＴ－２ｗ／Ｆｃバージョン２の第２のポリペプチド鎖は、ＤＡＲＴ－２の第１の
ポリペプチド鎖のアミノ酸配列（すなわち、配列番号２８（既出））を有する。
【０１２５】
　ＤＡＲＴ－２ｗ／Ｆｃバージョン２の第３のポリペプチド鎖は、配列番号４６（既出）
のアミノ酸配列を有する。
【０１２６】
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［医薬組成物］
　本発明の組成物は、医薬組成物の製造に使用できるバルク薬剤組成物（例えば不純又は
非滅菌組成物）、及び単位剤形の調製に使用できる医薬組成物（即ち被験体又は患者への
投与に好適な組成物）を含む。これらの組成物は、予防的又は治療的有効量の上記のｇｐ
Ａ３３×ＣＤ３二重特異性１価ダイアボディ又はｇｐＡ３３×ＣＤ３二重特異性１価Ｆｃ
ダイアボディ及び追加の治療剤、又はこのような作用剤と薬学的に許容可能なキャリアと
の組み合わせを含む。好ましくは、本発明の組成物は、予防的又は治療的有効量の本発明
の１つ又は複数の分子と、薬学的に許容可能なキャリアとを含む。
【０１２７】
　本発明はまた、上記のｇｐＡ３３×ＣＤ３二重特異性１価ダイアボディ又はｇｐＡ３３
×ＣＤ３二重特異性１価Ｆｃダイアボディ、及び特定の癌に関連した抗原に対して特異的
である第２の治療用抗体（例えば癌抗原特異性モノクローナル抗体）、及び薬学的に許容
可能なキャリアを含む、医薬組成物も包含する。
【０１２８】
　ある具体的実施形態では、用語「薬学的に許容可能な（ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ
ｌｙ　ａｃｃｅｐｔａｂｌｅ）」は、動物、より詳細にはヒトにおける使用に関して、連
邦規制当局若しくは州政府によって承認されている、又は米国薬局方若しくは他の一般に
認められた薬局方に記載されていることを意味する。用語「キャリア（ｃａｒｒｉｅｒ）
」は、希釈剤、アジュバント（例えばフロイントアジュバント（完全及び不完全））、賦
形剤、又は治療薬の投与に用いられるビヒクルを指す。これらの薬学的キャリアは、水及
び石油、動物油、植物油若しくは合成油を含む油（例えば落花生油、大豆油、鉱物油、胡
麻油等）等の、無菌液体とすることができる。医薬組成物を静脈投与する場合、水が好ま
しいキャリアである。特に注射用溶液のための液体キャリアとして、食塩水、並びに水性
デキストロース及びグリセロール溶液も採用できる。好適な薬学的賦形剤としては、デン
プン、グルコース、ラクトース、スクロース、ゼラチン、麦芽、米、小麦粉、チョーク、
シリカゲル、ステアリン酸ナトリウム、モノステアリン酸グリセロール、タルク、塩化ナ
トリウム、乾燥スキムミルク、グリセロール、プロピレン、グリコール、水、エタノール
等が挙げられる。必要な場合は、上記組成物は、少量の湿潤剤若しくは乳化剤、又はｐＨ
緩衝剤を含有することもできる。これらの組成物は、溶液、懸濁液、乳液、錠剤、ピル、
カプセル、粉体、徐放性製剤等の形態を取ることができる。
【０１２９】
　一般に、本発明の組成物の成分は、例えば活性作用剤の量を示すアンプル又はサシェ等
の気密性コンテナ中の凍結乾燥粉末又は無水濃縮物として、別個に、又は単位剤形にまと
めて混合された状態で供給される。組成物を点滴によって投与する場合、組成物は、滅菌
された薬学的グレードの水又は食塩水を内包する点滴ボトルを用いて吐出できる。組成物
を注射によって投与する場合、投与前に成分を混合できるように、注射用無菌水又は食塩
水のアンプルを提供できる。
【０１３０】
　本発明の組成物は、中性又は塩形態として処方できる。薬学的に許容可能な塩としては
：塩酸、リン酸、酢酸、シュウ酸、酒石酸等由来の陰イオンを有して形成されるもの、及
びナトリウム、カリウム、アンモニウム、カルシウム、水酸化第二鉄、イソプロピルアミ
ン、トリエチルアミン、２‐メチルアミノエタノール、ヒスチジン、プロカイン等由来の
陽イオンを有して形成されるものが挙げられるが、これらに限定されない。
【０１３１】
　本発明はまた、上述の薬学的に許容可能なキャリアと併せて、上記のｇｐＡ３３×ＣＤ
３二重特異性１価ダイアボディ又はｇｐＡ３３×ＣＤ３二重特異性１価Ｆｃダイアボディ
（単独又は追加の治療剤と共に）で充填された１つ又は複数のコンテナを備える、医薬パ
ック又はキットも提供する。更に、疾患の治療に有用な１つ又は複数の他の予防剤又は治
療剤も、上記医薬パック又はキットに含めることができる。本発明はまた、本発明の医薬
組成物の成分のうちの１つ又は複数で充填された１つ又は複数のコンテナを備える、医薬
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パック又はキットも提供する。任意に、このような１つ又は複数のコンテナは、医薬製品
又は生物学的製品の製造、使用又は販売を規制する政府機関によって規定された形式の通
知と関連するものとすることができ、上記通知は、ヒトへの投与のための製造、使用又は
販売の機関による承認を反映したものである。
【０１３２】
　本発明は、上述の方法において使用できるキットを提供する。一実施形態において、キ
ットは、１つ又は複数の本発明の分子を含む。他の実施形態において、キットは更に、癌
の治療に有用な１つ又は複数の他の予防剤又は治療剤を、１つ又は複数のコンテナ内に含
む。さらに他の実施形態において、キットは更に、癌に関連する１つ又は複数の抗原に結
合する１つ又は複数の抗体を含むことができる。特定の実施形態では、他の予防剤又は治
療剤は、化学療法剤である。他の実施形態では、予防剤又は治療剤は生物学的治療剤又は
ホルモン療法剤である。
【０１３３】
［本発明の組成物の使用］
　本発明のｇｐＡ３３×ＣＤ３二重特異性１価ダイアボディ又はｇｐＡ３３×ＣＤ３二重
特異性１価Ｆｃダイアボディは、ｇｐＡ３３の発現に関連する又はｇｐＡ３３の発現を特
徴とするいずれの疾患又は状態を治療する能力を有する。従って、このような分子を含む
医薬組成物は、限定するものではないが、結腸癌、大腸癌、及び膵臓癌の診断又は治療に
おいて採用してよい。
【０１３４】
［投与方法］
　本発明の組成物は、有効量の医薬組成物を被験体に投与することによる、疾患、障害又
は感染症に関連する１つ又は複数の症状の治療、予防及び改善のために提供できる。好ま
しい態様では、上記組成物は実質的に精製される（即ち上記組成物の効果を制限する、又
は望ましくない副作用を生成する物質を実質的に含まない）。ある具体的実施形態では、
被験体は動物、好ましくは非霊長類（例えばウシ属、ウマ科、ネコ科、イヌ科、齧歯類等
）又は霊長類（例えばカニクイザル等のサル、ヒト等）といった哺乳類である。ある好ま
しい実施形態では、被験体はヒトである。
【０１３５】
　例えば抗体又は融合タンパク質を発現できるリポソーム、微粒子マイクロカプセル、組
み換え細胞内へのカプセル化；受容体媒介性エンドサイトーシス（例えば、Wu et al. (1
987) “Receptor-Mediated In Vitro Gene Transformation By A Soluble DNA Carrier S
ystem,” J. Biol. Chem. 262:4429-4432を参照）；レトロウイルス又は他のベクターの
一部としての核酸の構築等、様々な送達系が公知であり、本発明の組成物の投与に使用で
きる。
【０１３６】
　本発明のｇｐＡ３３×ＣＤ３二重特異性１価ダイアボディ又はｇｐＡ３３×ＣＤ３二重
特異性１価Ｆｃダイアボディを投与する方法としては：非経口投与（例えば皮内、筋肉内
、腹腔内、静脈内及び皮下）；硬膜外；並びに粘膜（例えば鼻腔内及び経口経路）が挙げ
られるがこれらに限定されない。ある具体的実施形態では、本発明の分子は、筋肉内、静
脈内又は皮下投与される。組成物は、いずれの便利な経路によって、例えば点滴又はボー
ラス注射によって、上皮又は粘膜皮膚層（例えば口腔粘膜、直腸及び腸粘膜等）を通した
吸収によって投与してよく、他の生物学的活性作用剤と共に投与してよい。投与は全身性
又は局所性とすることができる。更に、例えば吸入器又は噴霧器の使用及びエアロゾル化
剤を用いた処方により、肺投与を採用することもできる。例えば米国特許第６，０１９，
９６８号；５，９８５，３２０号；５，９８５，３０９号；５，９３４，２７２号；５，
８７４，０６４号；５，８５５，９１３号；５，２９０，５４０号；４，８８０，０７８
号；国際公開第９２／１９２４４号；９７／３２５７２号；９７／４４０１３号；９８／
３１３４６号；９９／６６９０３を参照（これらはそれぞれ、参照により本明細書に援用
される）。
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【０１３７】
　本発明はまた、本発明のｇｐＡ３３×ＣＤ３二重特異性１価ダイアボディ又はｇｐＡ３
３×ＣＤ３二重特異性１価Ｆｃダイアボディを、この分子の量を示すアンプル又はサシェ
等の気密性コンテナ内に包装することも提供する。一実施形態では、本発明のｇｐＡ３３
×ＣＤ３二重特異性１価ダイアボディ又はｇｐＡ３３×ＣＤ３二重特異性１価Ｆｃダイア
ボディは、気密性コンテナ内の滅菌凍結乾燥粉末又は無水濃縮物として供給され、例えば
水又は食塩水を用いて、被験体への投与に適切な濃度へと再構成できる。好ましくは、本
発明のｇｐＡ３３×ＣＤ３ダイアボディ又はｇｐＡ３３×ＣＤ３Ｆｃダイアボディは、少
なくとも５μｇ、より好ましくは少なくとも１０μｇ、少なくとも１５μｇ、少なくとも
２５μｇ、少なくとも５０μｇ、少なくとも１００μｇ又は少なくとも２００μｇの単位
剤形で、気密性コンテナ内の滅菌凍結乾燥粉末として供給される。
【０１３８】
　凍結乾燥された本発明のｇｐＡ３３×ＣＤ３二重特異性１価ダイアボディ又はｇｐＡ３
３×ＣＤ３二重特異性１価Ｆｃダイアボディは、その元々のコンテナ内において２～８℃
で保管するべきであり、またこの分子は、再構成後１２時間以内、好ましくは６時間以内
、５時間以内、３時間以内又は１時間以内に投与するべきである。ある代替実施形態では
、本発明のｇｐＡ３３×ＣＤ３二重特異性１価ダイアボディ又はｇｐＡ３３×ＣＤ３二重
特異性１価Ｆｃダイアボディは、この分子、融合タンパク質又はコンジュゲート分子の量
及び濃度を示す気密性コンテナ内に、液体形態で供給される。好ましくは、このような二
重特異性１価ダイアボディ又は二重特異性１価Ｆｃダイアボディの液体形態は、少なくと
も１μｇ／ｍｌ、より好ましくは少なくとも２．５μｇ／ｍｌ、少なくとも５μｇ／ｍｌ
、少なくとも１０μｇ／ｍｌ、少なくとも５０μｇ／ｍｌ又は少なくとも１００μｇ／ｍ
ｌの濃度でこの分子が存在する気密性コンテナ内に供給される。
【０１３９】
　障害に関連する１つ又は複数の症状の治療、予防及び改善に効果的な本発明のｇｐＡ３
３×ＣＤ３二重特異性１価ダイアボディ又はｇｐＡ３３×ＣＤ３二重特異性１価Ｆｃダイ
アボディの量は、標準的な臨床技術によって決定できる。処方において採用するべき正確
な用量は、投与経路及び状態の重篤度にも左右され、施術者の判断及び各患者の状況に従
って決定するべきである。効果的な用量は、インビトロ又は動物モデル試験系から得られ
た用量‐応答曲線から外挿できる。
【０１４０】
　本発明が包含するｇｐＡ３３×ＣＤ３二重特異性１価ダイアボディ又はｇｐＡ３３×Ｃ
Ｄ３二重特異性１価Ｆｃダイアボディに関して、患者に投与される投薬量は、典型的には
、被験者の体重に対して、少なくとも約０．０１μｇ／ｋｇ、少なくとも約０．０５μｇ
／ｋｇ、少なくとも約０．１μｇ／ｋｇ、少なくとも約０．２μｇ／ｋｇ、少なくとも約
０．５μｇ／ｋｇ、少なくとも約１μｇ／ｋｇ、少なくとも約２μｇ／ｋｇ、少なくとも
約３μｇ／ｋｇ、少なくとも約５μｇ／ｋｇ、少なくとも約１０μｇ／ｋｇ、少なくとも
約２０μｇ／ｋｇ、少なくとも約３０μｇ／ｋｇ、少なくとも約５０μｇ／ｋｇ、少なく
とも約０．１ｍｇ／ｋｇ、少なくとも約０．１５ｍｇ／ｋｇ又はそれ以上である。
【０１４１】
　本発明の二重特異性１価ダイアボディ又は二重特異性１価Ｆｃダイアボディ配列の投与
の投薬量及び頻度は、例えば脂質化等の修飾によって、上記二重特異性Ｆｃダイアボディ
の取り込み及び組織貫通を増進することにより、低減又は変更してよい。
【０１４２】
　一実施形態において、患者に投与される本発明のｇｐＡ３３×ＣＤ３二重特異性１価ダ
イアボディ又はｇｐＡ３３×ＣＤ３二重特異性１価Ｆｃダイアボディの用量は、単一作用
剤療法としての使用に関して計算してよい。他の実施形態において、本発明の二重特異性
１価ダイアボディ又は二重特異性１価Ｆｃダイアボディは、他の治療用組成物と併用され
、患者に投与される用量は、上記二重特異性１価ダイアボディ又は二重特異性１価Ｆｃダ
イアボディを単一作用剤療法として使用する場合よりも低い。
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【０１４３】
　ある特定の実施形態において、本発明の医薬組成物は、治療が必要な領域に局所的に投
与することが望ましく、これは、以下に限定されるものではないが、例えば局所的点滴に
よって、注射によって、又はインプラントを用いて達成してよく、上記インプラントは多
孔性、非多孔性又はゼラチン材料性であり、シラスティック膜（sialastic）等の膜又は
繊維を含む。好ましくは、本発明の分子を投与する際、この分子が吸収されない材料を使
用するよう注意しなければならない。
【０１４４】
　他の実施形態において、組成物は、小嚢、特にリポソーム中で送達できる（Langer (19
90) “New Methods Of Drug Delivery,” Science 249:1527-1533); Treat et al., in L
iposomes in the Therapy of Infectious Disease and Cancer, Lopez-Berestein and Fi
dler (eds.), Liss, New York, pp. 353- 365 (1989); Lopez-Berestein, ibid., pp. 3 
17-327参照）。
【０１４５】
　さらに他の実施形態において、組成物は、放出制御系又は徐放系中で送達できる。１つ
又は複数の本発明の分子を含む徐放性処方を製造するために、当業者に公知のいずれの技
術を使用できる。例えば、米国特許第４，５２６，９３８号、国際公開第９１／０５５４
８号、国際公開第９６／２０６９８号、Ning et al. (1996) “Intratumoral Radioimmun
otheraphy Of A Human Colon Cancer Xenograft Using A Sustained-Release Gel,” Rad
iotherapy & Oncology39:179-189, Song et al. (1995) “Antibody Mediated Lung Targ
eting Of Long-Circulating Emulsions,” PDA Journal of Pharmaceutical Science & T
echnology 50:372-397、Cleek et al. (1997) “Biodegradable Polymeric Carriers For
 A bFGF Antibody For Cardiovascular Application,” Pro. Int’l. Symp. Control. R
el. Bioact. Mater. 24:853-854、及びLam et al. (1997) “Microencapsulation Of Rec
ombinant Humanized Monoclonal Antibody For Local Delivery,” Proc. Int’l. Symp.
 Control Rel. Bioact. Mater. 24:759-760を参照（これらはそれぞれ参照によりその全
体が本明細書に援用される）。一実施形態では、放出制御系においてポンプを使用してよ
い（Langer, supra; Sefton, (1987) “Implantable Pumps,” CRC Crit. Rev. Biomed. 
Eng. 14:201-240、Buchwald et al. (1980) “Long-Term, Continuous Intravenous Hepa
rin Administration By An Implantable Infusion Pump In Ambulatory Patients With R
ecurrent Venous Thrombosis,” Surgery 88:507-516、及びSaudek et al. (1989) “A P
reliminary Trial Of The Programmable Implantable Medication System For Insulin D
elivery,” N. Engl. J. Med.321:574-579参照）。別の実施形態では、抗体の放出制御を
達成するためにポリマー材料を使用できる（例えば、Medical Applications of Controll
ed Release, Langer and Wise (eds.), CRC Pres., Boca Raton, Florida (1974)、Contr
olled Drug Bioavailability, Drug Product Design and Performance, Smolen and Ball
 (eds.), Wiley, New York (1984)、Levy et al. (1985) “Inhibition Of Calcificatio
n Of Bioprosthetic Heart Valves By Local Controlled-Release Diphosphonate,” Sci
ence 228:190-192、During et al. (1989) “Controlled Release Of Dopamine From A P
olymeric Brain Implant: In Vivo Characterization,”Ann. Neurol. 25:351-356、Howa
rd et al. (1989) “Intracerebral Drug Delivery In Rats With Lesion-Induced Memor
y Deficits,” J. Neurosurg. 7(1):105-112）、米国特許第５，６７９，３７７号、米国
特許第５，９１６，５９７号、米国特許第５，９１２，０１５号、米国特許第５，９８９
，４６３号、米国特許第５，１２８，３２６号、国際公開第９９／１５１５４号、及び国
際公開第９９／２０２５３号参照）。徐放性処方において使用されるポリマーの例として
は、ポリ（2‐ヒドロキシエチルメタクリレート）、ポリ（メチルメタクリレート）、ポ
リ（アクリル酸）、ポリ（エチレン‐コ‐酢酸ビニル）、ポリ（メタクリル酸）、ポリグ
リコリド（ＰＬＧ）、ポリ無水物類、ポリ（Ｎ‐ビニルピロリドン）、ポリ（ビニルアル
コール）、ポリアクリルアミド、ポリ（エチレングリコール）、ポリラクチド類（ＰＬＡ
）、ポリ（ラクチド‐コ‐グリコリド）類（ＰＬＧＡ）及びポリオルトエステル類が挙げ
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られるが、これらに限定されない。さらに他の実施形態において、放出制御系は、治療標
的（例えば、肺）の近傍に配置でき、従って全身用量の一部しか必要としない（例えば、
Goodson, in Medical Applications of Controlled Release, supra, vol. 2, pp. 115-1
38 (1984)参照）。他の実施形態において、放出制御インプラントとして有用なポリマー
組成物は、ダン他（米国特許第５，９４５，１５５号参照）に従って使用する。この特定
の方法は、ポリマー系からの生物活性材料のインサイチュ放出制御の治療効果に基づく。
埋入は一般に、治療的処置を必要とする患者の身体内のいずれの部位において実施できる
。非ポリマー徐放系を使用でき、この場合、被験体の身体内の非ポリマーインプラントを
、薬剤送達系として使用する。身体内への埋入後、インプラントの有機溶媒が組成物から
周辺の組織液中へと放散、分散又は浸出し、非ポリマー材料は徐々に凝集又は沈殿して、
固体の微小細孔性マトリクスを形成する（米国特許第５，８８８，５３３号参照）。
【０１４６】
　放出制御系については、Langer (1990, “New Methods Of Drug Delivery,” Science2
49:1527-1533)による報告中で議論されている。１つ又は複数の本発明の治療剤を含む徐
放性処方を製造するために、当業者に公知のいずれの技術を使用できる。例えば：米国特
許第４，５２６，９３８号；国際公開第９１／０５５４８号及び第９６／２０６９８号、
Ning et al. (1996) “Intratumoral Radioimmunotheraphy Of A Human Colon Cancer Xe
nograft Using A Sustained-Release Gel,” Radiotherapy & Oncology 39:179-189、Son
g et al. (1995) “Antibody Mediated Lung Targeting Of Long-Circulating Emulsions
,”PDA Journal of Pharmaceutical Science & Technology 50:372-397、Cleek et al. (
1997) “Biodegradable Polymeric Carriers For A bFGF Antibody For Cardiovascular 
Application,” Pro. Int’l. Symp. Control. Rel. Bioact. Mater. 24:853-854、及びL
am et al. (1997) “Microencapsulation Of Recombinant Humanized Monoclonal Antibo
dy For Local Delivery,” Proc. Int’l. Symp. Control Rel. Bioact. Mater. 24:759-
760参照（これらはそれぞれ、参照によりその全体が本明細書に援用される）。
【０１４７】
　ある特定の実施形態において、本発明の組成物が、本発明の二重特異性１価ダイアボデ
ィ又は二重特異性１価Ｆｃダイアボディをエンコードする核酸である場合、この核酸は、
この核酸がエンコードする二重特異性１価ダイアボディ又は二重特異性１価Ｆｃダイアボ
ディの発現を促進するために、この核酸を適切な核酸発現ベクターの一部として構築して
、例えばレトロウイルスベクターの使用によって（米国特許第４，９８０，２８６号参照
）、又は直接注射によって、又は微粒子衝撃（例えば、遺伝子銃；Biolistic, Dupont）
の使用によって、又は脂質若しくは細胞表面受容体若しくは遺伝子導入剤を用いてコーテ
ィングすることによって、又は細胞核に入ることが知られているホメオボックス様ペプチ
ドと連鎖させて上記核酸を投与すること（例えば、Joliot et al. (1991) “Antennapedi
a Homeobox Peptide Regulates Neural Morphogenesis,” Proc. Natl. Acad. Sci. (U.S
.A.) 88:1864-1868を参照）等によって、上記核酸を投与することにより、インビボ投与
できる。あるいは核酸を細胞内に導入して、相同遺伝子組み換えによる発現のためのホス
ト細胞ＤＮＡ内に組み込むことができる。
【０１４８】
　治療的又は予防的有効量の本発明のｇｐＡ３３×ＣＤ３二重特異性１価ダイアボディ又
はｇｐＡ３３×ＣＤ３二重特異性１価Ｆｃダイアボディを用いた被験体の治療は、単回治
療を含むことができ、又は好ましくは一連の複数回の治療を含むことができる。ある好ま
しい例では、被験体は、本発明の分子を用いて、約１～１０週間、好ましくは２～８週間
、より好ましくは約３～７週間、更に好ましくは約４、５又は６週間に亘って週１回処置
される。他の実施形態において、本発明の医薬組成物は、１日１回、１日２回又は１日３
回投与する。他の実施形態において、この医薬組成物は、１週間に１回、１週間に２回、
２週間に１回、１ヶ月に１回、６週間に１回、２ヶ月に１回、１年に２回又は１年に１回
投与する。治療に使用される上記分子の有効な用量設定は、特定の治療の期間に亘って増
減させてよいことも理解されるだろう。



(38) JP 2017-504578 A 2017.2.9

10

20

30

40

【０１４９】
　ここまで本発明を概説してきたが、以下の実施例を参照することにより、本発明は更に
容易に理解されるだろう。これらの実施例は例示として提供されており、そうでないこと
が明記されていない限り本発明を制限することを意図したものではない。
【実施例】
【０１５０】
　実施例１　抗ヒトｇｐＡ３３モノクローナル抗体
　ヒトｇｐＡ３３に特異的に結合できるマウスモノクローナル抗体をキメラ化およびヒト
化した。元のマウス抗体のＶＬ及びＶＨ鎖は、それぞれ配列番号１３及び１７の配列を有
する。ヒト化抗体のＶＬ及びＶＨ鎖は、それぞれ配列番号の配列２６及び２７を有する。
【０１５１】
　ＶＬgpA33の抗原結合ドメインは、SARSSISFMYという配列（配列番号１４）を有するＣ
ＤＲ１、DTSNLASという配列（配列番号１５）を有するＣＤＲ２、及びQQWSSYPLTという配
列（配列番号１６）を有するＣＤＲ３を含む。
【０１５２】
　ＶＨgpA33の抗原結合ドメインは、GSWMNという配列（配列番号１８）を有するＣＤＲ１
、RIYPGDGETNYNGKFKDという配列（配列番号１９）を有するＣＤＲ２、及びIYGNNVYFDVと
いう配列（配列番号２０）を有するＣＤＲ３を含む。
【０１５３】
　表１は、上記変化による結合の反応速度論的な影響を示す。
【０１５４】

【表１】

【０１５５】
　データは、抗体のＶＬ及びＶＨドメインのヒト化に至る修飾が、実質的にｇｐＡ３３結
合反応速度に影響を与えなかったことを示している。
【０１５６】
　実施例２　ｇｐＡ３３×ＣＤ３二重特異性１価ダイアボディ及びＦｃダイアボディ並び
に対照ダイアボディの構築
　表２は、発現及び精製後の好ましいｇｐＡ３３×ＣＤ３ダイアボディ及びｇｐＡ３３×
ＣＤ３Ｆｃダイアボディのポリペプチド鎖の配列のリストを含む。例示的なｇｐＡ３３×
ＣＤ３二重特異性１価ダイアボディ、ＤＡＲＴ－１及びＤＡＲＴ－２、並びに例示的なｇ
ｐＡ３３×ＣＤ３二重特異性１価Ｆｃダイアボディ（ＤＡＲＴ‐２ｗ／Ｆｃ）による同時
結合の検出結果から判断して、ダイアボディは、ｇｐＡ３３及びＣＤ３に同時に結合でき
ることが分かった。さらに、対照二重特異性１価ダイアボディ（「対照ＤＡＲＴ」）を産
生した。対照ＤＡＲＴは、ＣＤ３及びＦＩＴＣに対して二重特異性１価であり、ＣＤ３及
びＦＩＴＣに同時に結合できることが分かった。
【０１５７】
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【表２】

【０１５８】
　ｇｐＡ３３×ＣＤ３二重特異性１価ダイアボディは２つのポリペプチド鎖（挙げられて
いる各配列の鎖）からなるヘテロ二量体であり、ｇｐＡ３３×ＣＤ３二重特異性１価Ｆｃ
ダイアボディは３つのポリペプチド鎖（挙げられている各アミノ酸配列の鎖）からなるヘ
テロ二量体である。二重特異性１価ダイアボディを形成するための方法は、国際公開第２
００６／１１３６６５号、国際公開第２００８／１５７３７９号、国際公開第２０１０／
０８０５３８号、国際公開第２０１２／０１８６８７号、国際公開第２０１２／１６２０
６８号、国際公開第２０１２／１６２０６７号において提供される。
【０１５９】
　対照ＣＤ３×ＦＩＴＣ二重特異性１価ダイアボディは、ＣＤ３及びＦＩＴＣに同時に結
合できることが分かった。上述したｇｐＡ３３×ＣＤ３二重特異性１価ダイアボディ及び
ｇｐＡ３３×ＣＤ３二重特異性１価Ｆｃダイアボディは、ｇｐＡ３３及びＣＤ３に同時に
結合できることが分かった。このような同時結合を実証するため、ｇｐＡ３３×ＣＤ３二
重特異性１価ダイアボディＤＡＲＴ－１を固体支持体に固定された可溶性ＣＤ３フラグメ
ントの存在下でインキュベートした。結合の検出は、固体化抗体のｇｐＡ３３追加結合能
力によって評価した。結果から、上述したｇｐＡ３３×ＣＤ３二重特異性１価ダイアボデ
ィ及びｇｐＡ３３×ＣＤ３二重特異性１価ＦｃダイアボディがｇｐＡ３３及びＣＤ３との
同時結合を媒介する能力が確認された（図３）。
【０１６０】
　実施例３　癌細胞に対するｇｐＡ３３×ＣＤ３二重特異性１価ダイアボディの細胞毒性
　本発明のｇｐＡ３３×ＣＤ３二重特異性１価ダイアボディの癌を治療する能力は、大腸
癌又は膵臓癌細胞をｇｐＡ３３×ＣＤ３二重特異性１価ダイアボディＤＡＲＴ－１及びヒ
トＰＢＭＣ（Ｅ：Ｔ＝２５：１）又は活性化したヒトＴ細胞（Ｅ：Ｔ＝１０：１）のいず
れかの存在下でインキュベートすることによって示される。ｇｐＡ３３×ＣＤ３二重特異
性１価ダイアボディＤＡＲＴ－１は、５０％の最大活性（ＥＣ５０）を達成するために必
要なサブｎｇ／ｍＬから１ｎｇ／ｍＬの範囲の濃度を用いて、潜在的な再指向殺滅能力を
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呈した。対照的に、ｇｐＡ３３陰性癌細胞株（例えば、ＨＣＴ１１６）を採用した時は、
細胞毒性は観察されなかった。調査の結果を図４Ａ（大腸癌幹様細胞（結腸ＣＳＣＬ細胞
））、図４Ｂ（Ｃｏｌｏ２０５大腸細胞）、及び図４Ｃ（ＡＳＰＣ－１膵臓癌細胞）に示
す。結果を表３にまとめる。
【０１６１】
【表３】

【０１６２】
　実施例４　ｇｐＡ３３×ＣＤ３二重特異性１価ダイアボディの存在下におけるＴ細胞活
性化
　本発明のダイアボディの癌を治療する能力をさらに実証するために、癌細胞（ｃｏｌｏ
２０５又はＡＳＰＣ－１）の存在下又は不存在下で、ｇｐＡ３３×ＣＤ３二重特異性１価
ダイアボディＤＡＲＴ‐１と共に休止ヒトＴ細胞をインキュベートした。ｇｐＡ３３×Ｃ
Ｄ３二重特異性１価ダイアボディ（ＤＡＲＴ‐１）媒介性再指向殺滅プロセス中のＴ細胞
活性化を特性決定するために、再指向殺滅アッセイからのＴ細胞を、Ｔ細胞活性化マーカ
ＣＤ２５に関して染色し、ＦＡＣＳで分析した。ＣＤ２５は、ＣＤ８（図５Ａ～５Ｂ）及
びＣＤ４（図５Ｄ～５Ｅ）Ｔ細胞中において用量依存的に発現増加され、これはｇｐＡ３
３×ＣＤ３二重特異性１価ダイアボディが、再配向殺滅のプロセスにおいてＴ細胞活性化
を誘発することを示している。対照的に、標的細胞の不在時、ＣＤ８（図５Ｃ）及びＣＤ
４（図５Ｆ）Ｔ細胞の活性化は発生せず（図５パネルＣ）、これは、ｇｐＡ３３×ＣＤ３
ダイアボディが、標的細胞の不在時にＴ細胞を活性化させないことを示している。同様に
、ＣＤ８又はＣＤ４Ｔ細胞は、標的細胞及び対照二重特異性１価ダイアボディ（対照ＤＡ
ＲＴ）を用いてインキュベートした場合に活性化されず（それぞれ、図５Ａ～５Ｂ及び図
５Ｄ～５Ｆ）、これは、ｇｐＡ３３×ＣＤ３二重特異性１価ダイアボディを用いてＴ細胞
及び標的細胞を架橋する必要があることを示している。
【０１６３】
　実施例５　マウス抗ヒトｇｐＡ３３可変ドメイン配列を有するｇｐＡ３３×ＣＤ３二重
特異性１価ダイアボディ（ＤＡＲＴ－１）とヒト化抗ヒトｇｐＡ３３可変ドメイン配列を
有するｇｐＡ３３×ＣＤ３二重特異性１価ダイアボディ（ＤＡＲＴ－２）の同等性
　上述したとおり、ｇｐＡ３３×ＣＤ３二重特異性１価ダイアボディＤＡＲＴ－１は、マ
ウスモノクローナル抗体のＶＬgpA33及びＶＨgpA33ドメインを含むが、ｇｐＡ３３×ＣＤ
３二重特異性１価ダイアボディＤＡＲＴ－２は、同一のマウス抗体のヒト化ＶＬgpA33及
びヒト化ＶＨgpA33ドメインを含む。
ヒト化ＶＬgpA33及びＶＨgpA33ドメインのＴ細胞をｇｐＡ３３発現癌細胞へのターゲッテ
ィングを促進する能力を実証するため、休止Ｔ細胞（ＬＤＨアッセイ；Ｅ：Ｔ＝１０：１
）が存在し、ＤＡＲＴ－１、ＤＡＲＴ－２又は対照二重特異性１価ダイアボディ（対照Ｄ
ＡＲＴ）のいずれかの存在下でｇｐＡ３３を発現する癌細胞をインキュベートした。この
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分析の結果（図６Ａ～６Ｄに示す）は、ＤＡＲＴ－１及びＤＡＲＴ－２が、ＳＷ９４８結
腸直腸腺癌細胞（図６Ａ）及びｃｏｌｏ２０５細胞（図６Ｂ）について同等の細胞毒性を
媒介したことを実証している。ＤＡＲＴ－１及びＤＡＲＴ－２は、ホタルルシフェラーゼ
遺伝子（ｌｕｃ２）が安定に導入されたルシフェラーゼ発現Ｃｏｌｏ２０５細胞株（Ｃｏ
ｌｏ２０５－Ｌｕｃ）について、発光の減少が測定されたことから、両方とも細胞毒性を
媒介した（図６Ｃ）。ＤＡＲＴ－１及びＤＡＲＴ－２は、ｇｐＡ３３陰性癌細胞株ＨＣＴ
１１６について、いずれも細胞毒性を媒介しなかった（図６Ｄ）。表４に示すように、Ｄ
ＡＲＴ－１及びＤＡＲＴ－２は、複数の腫瘍細胞株に対して類似の同等な生物活性を呈し
た。
【０１６４】
【表４】

【０１６５】
　実施例６　ｇｐＡ３３×ＣＤ３二重特異性１価ダイアボディ、アルブミン結合ドメイン
を有するｇｐＡ３３×ＣＤ３二重特異性１価ダイアボディ及びＩｇＧ　Ｆｃドメインを有
するｇｐＡ３３×ＣＤ３二重特異性１価ダイアボディと、カニクイザルＰＢＭＣとの交差
反応性
　上述したとおり、ｇｐＡ３３×ＣＤ３二重特異性１価ダイアボディＤＡＲＴ－２のヒト
化ＶＬgpA33及びヒト化ＶＨgpA33ドメインは、ヒトＴ細胞の存在下において、ｇｐＡ３３
発現癌細胞の細胞毒性を媒介する。本発明のｇｐＡ３３×ＣＤ３二重特異性１価ダイアボ
ディのＶＬgpA33及びＶＨgpA33ドメインは、予想外にもカニクイザルＴ細胞のＣＤ３とも
結合する能力があり、それらの細胞をｇｐＡ３３発現細胞の殺滅に再指向することが分か
った。
【０１６６】
　図７Ａ～７Ｄに示すように、ｇｐＡ３３×ＣＤ３二重特異性１価ダイアボディＤＡＲＴ
－２、アルブミン結合ドメインを有するｇｐＡ３３×ＣＤ３二重特異性１価ダイアボディ
（ＤＡＲＴ－２ｗ／ＡＢＤ）　及びＩｇＧ　Ｆｃドメインを有するｇｐＡ３３×ＣＤ３二
重特異性１価ダイアボディ（ＤＡＲＴ－２ｗ／Ｆｃ）は全て、ヒト又はカニクイザルＰＢ
ＭＣの存在下における癌細胞の細胞毒性を促進できることが分かった。図７Ａ～７Ｂは、
ＬＤＨアッセイ（図７Ａ）又はルシフェラーゼ（図７Ｂ）の測定により、上記３つのダイ
アボディが、ヒトＰＢＭＣと共にインキュベートされたＣｏｌｏ２０５－Ｌｕｃ細胞の細
胞毒性を媒介する能力を示す。図７Ｃ～７Ｄは、ＬＤＨアッセイ（図７Ｃ）又はルシフェ
ラーゼ（図７Ｄ）の測定により、上記３つのダイアボディが、ヒトＰＢＭＣと共にインキ
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ュベートされたＣｏｌｏ２０５－Ｌｕｃ細胞の細胞毒性を媒介する同様の能力を示す。
【０１６７】
　表５に示すように、ｇｐＡ３３×ＣＤ３二重特異性１価ダイアボディＤＡＲＴ－２及び
アルブミン結合ドメインを有するｇｐＡ３３×ＣＤ３二重特異性１価ダイアボディ（ＤＡ
ＲＴ－２ｗ／ＡＢＤ）は、同等なＣＴＬ活性を示した。二重特異性１価ダイアボディは、
ヒトおよびカニクイザル（ｃｙｎｏ）のＰＢＭＣエフェクタ細胞の両方で一貫して活性を
呈した。
【０１６８】
【表５】

【０１６９】
　実施例７　マウス結腸癌モデルにおけるｇｐＡ３３×ＣＤ３ダイアボディのインビボ反
応性
　本発明のｇｐＡ３３×ＣＤ３ダイアボディの癌の治療を提供するインビボ能力を実証す
るため、活性化Ｔ細胞と共にｃｏｌｏ２０５細胞が免疫不全ＮＳＧ（ＮＯＤ　ＳＣＩＤガ
ンマ）マウスに共埋入（co-implanted）された（Agliano, A. et al. (2008) “Human Ac
ute Leukemia Cells Injected In NOD/Ltsz-Scid/IL-2Rgamma Null Mice Generate A Fas
ter And More Efficient Disease Compared To Other NOD/Scid-Related Strains,” Int
. J. Cancer 123(9):2222-2227、Sanchez, P.V. et al. (2009) “A Robust Xenotranspl
antation Model For Acute Myeloid Leukemia,” Leukemia 23(11):2109-2117、Racki, W
.J. et al. (2010) “NOD-Scid IL2rgamma(Null) Mouse Model Of Human Skin Transplan
tation And Allograft Rejection,” Transplantation 89(5):527-536、Choi, B. et al.
 (2011) “Human B Cell Development And Antibody Production In Humanized NOD/SCID
/IL-2Rγ(Null) (NSG) Mice Conditioned By Busulfan,” J. Clin. Immunol. 31(2):253
-264、Sartelet, H. et al. (2012) “Description Of A New Xenograft Model Of Metas
tatic Neuroblastoma Using NOD/SCID/Il2rg Null (NSG) Mice,” In Vivo 26(1):19-29
、Spranger, S. et al. (2012) “NOD/scid IL-2Rg(null) Mice: A Preclinical Model S
ystem To Evaluate Human Dendritic Cell-Based Vaccine Strategies in vivo,” J. Tr
ansl. Med. 10:30、von Bonin, M. et al. (2013) “in vivo Expansion Of Co-Transpla
nted T Cells Impacts On Tumor Re-Initiating Activity Of Human Acute Myeloid Leuk
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【０１７０】
　ｇｐＡ３３×ＣＤ３二重特異性１価ダイアボディＤＡＲＴ－１は、マウスに、１日１回
、埋入時から開始して４日間（ＱＤｘ４）静脈投与された。ｃｏｌｏ２０５腫瘍体積は、
ビヒクル対照を受容したマウスにおいて増加することが見出された（図８）。しかし、Ｄ
ＡＲＴ－１を受容した動物は、ｃｏｌｏ２０５腫瘍体積がより少ない又は存在しないこと
が示されている
（図８）。
【０１７１】
　Ｃｏｌｏ２０５細胞を埋入したＮＳＧマウスの画像は、処理２日目では、ビヒクル（図
９Ａ）又はｇｐＡ３３×ＣＤ３二重特異性１価ダイアボディＤＡＲＴ－１（図９Ｂ）を受
容したマウスが有意な腫瘍を有することを示した。しかし、処理１２日目では、ｇｐＡ３
３×ＣＤ３二重特異性１価ダイアボディＤＡＲＴ－１を受容したマウスは劇的に少ない腫
瘍体積であった（図９Ｄ）。処理１２日目では、ビヒクルを受容したマウスは増大した腫
瘍体積を示した（図９Ｃ）。
【０１７２】
　本発明のｇｐＡ３３×ＣＤ３ダイアボディの癌の治療を提供するインビボ能力をさらに
証明するため、ＡＳＰＣ－１膵臓腫瘍細胞及び活性化ヒトＴ細胞（Ｅ：Ｔ＝１：１）を用
いて上述した腫瘍モデルを実施した。ｇｐＡ３３×ＣＤ３二重特異性１価ダイアボディＤ
ＡＲＴ－１、対照二重特異性１価ダイアボディ（対照ＤＡＲＴ）、又はビヒクルを１日１
回、埋入時から開始して９日間（ＱＤｘ９）静脈投与した。ＡＳＰＣ－１腫瘍体積は、ビ
ヒクル対照を受容したマウスにおいて増加することが見出された（図１０）。しかし、Ｄ
ＡＲＴ－１を受容した動物は、用量依存的に、より少ない腫瘍体積を呈することが見出さ
れた（図１０）。
【０１７３】
　実施例８　ＩｇＧ　Ｆｃドメインを有するｇｐＡ３３×ＣＤ３二重特異性１価ダイアボ
ディのバージョン１（ＤＡＲＴ－２ｗ／Ｆｃバージョン１）の効能判定
　ＩｇＧ　Ｆｃドメインを有するｇｐＡ３３×ＣＤ３ダイアボディのバージョン１（ＤＡ
ＲＴ－２ｗ／Ｆｃバージョン１）の効能を実証するため、マウスは、様々な投薬量レベル
で上述のＤＡＲＴ－２ｗ／Ｆｃバージョン１を７日間（浸透圧ポンプを使用して）注入さ
れた。ポンプ注入から４８時間後（すなわち、定常状態となったＤＡＲＴ－２ｗ／Ｆｃバ
ージョン１の循環濃度の存在下）、Ｃｏｌｏ２０５腫瘍細胞及びＴ細胞の混合物をマウス
に皮下埋入し、腫瘍成長の程度を監視した。表６は、研究の設計をまとめたものであり、
各グループは８匹のメスのマウスが含まれる。
【０１７４】
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【表６】

【０１７５】
　研究の結果は図１１に示され、ＩｇＧ　Ｆｃドメインを有するｇｐＡ３３×ＣＤ３二重
特異性１価ダイアボディ（ＤＡＲＴ－２ｗ／Ｆｃバージョン１）の投与が、全ての試験し
た投薬量において、腫瘍体積の劇的な低下を媒介したことを示している。
【０１７６】
　上記研究で得られた腫瘍体積の劇的な低下を踏まえ、より低用量での効能を評価する追
加研究を実施した。表７は、追加研究の設計をまとめたものであり、各グループは８匹の
メスのマウスが含まれる。
【０１７７】



(45) JP 2017-504578 A 2017.2.9

10

20

30

40

50

【表７】

【０１７８】
　この追加研究の結果は図１２に示されている。図１２において、各記号は、上述したＩ
ｇＧ　Ｆｃドメインを有するｇｐＡ３３×ＣＤ３二重特異性１価ダイアボディ（ＤＡＲＴ
－２ｗ／Ｆｃバージョン１）またはビヒクルの指示用量を受容した動物を意味している。
【０１７９】
　実施例９　カニクイザルにおけるｇｐＡ３３×ＣＤ３二重特異性１価ダイアボディ（Ｄ
ＡＲＴ－２）及びＩｇＧ　Ｆｃドメインを有するｇｐＡ３３×ＣＤ３二重特異性１価ダイ
アボディ（ＤＡＲＴ－２ｗ／Ｆｃ）の薬物動態プロファイル
　カニクイザルのＣＤ３に結合する本発明のダイアボディのＶＬCD3 及びＶＨCD3ドメイ
ンの能力は、本発明のダイアボディのインビボ薬物動態を測定するために、このような動
物の使用を可能にする。
【０１８０】
　このような薬物動態を測定するために、上述したｇｐＡ３３×ＣＤ３二重特異性１価ダ
イアボディ（ＤＡＲＴ－２）又はＩｇＧ　Ｆｃドメインを有するｇｐＡ３３×ＣＤ３二重
特異性１価ダイアボディ（ＤＡＲＴ－２ｗ／Ｆｃバージョン１）をカニクイザルに（１０
μｇ／ｋｇ／日）注入し、循環中に残っている上記分子の濃度を監視した。図１３は、本
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研究の結果を示すものであり、ＤＡＲＴ－２及びＤＡＲＴ－２ｗ／Ｆｃバージョン１が１
次の脱離速度を呈することを示している。
【０１８１】
　実施例１０　ｇｐＡ３３×ＣＤ３二重特異性１価Ｆｃダイアボディ（ＤＡＲＴ－１ｗ／
Ｆｃバージョン１）のヒト及びカニクイザルのＣＤ３及びｐＡ３３への結合のＳＰＲ分析
　ヒト及びカニクイザルのＣＤ３受容体の可溶性バージョンに結合するｇｐＡ３３×ＣＤ
３二重特異性Ｆｃダイアボディ（ＤＡＲＴ－２ｗ／Ｆｃバージョン１）が、ＢＩＡｃｏｒ
ｅ３０００バイオセンサ（GE, Healthcare ）でＳＰＲ分析された。受容体は、製造元が
推奨した手順に従って、ＣＭ５センサーチップ上に固定化した。要約すると、センサーチ
ップ表面上のカルボキシル基は、０．２ＭのＮ‐エチル‐Ｎ‐（３ジエチルアミノ‐プロ
ピル）カルボジイミド、及び０．０５ＭのＮ‐ヒドロキシ‐スクシンイミドを含有する溶
液の注射によって活性化された。可溶性ＣＤ３受容体（１μｇ／ｍｌ）を、１０ｍＭの酢
酸ナトリウム（ｐＨ５．０、流量５μＬ／分）中で、活性化されたＣＭ５表面全体に亘っ
て注射し、続いて不活性化のために１Ｍエタノールアミンを注射した。
【０１８２】
　かかる分析に採用されたカニクイザル及びヒトのＣＤ３の可溶性バージョンは、ＣＤ３
ε／ＣＤ３δヘテロ二量体などの哺乳動物細胞で発現させ、Ｃ末端の逆帯電したヘテロ促
進Ｅコイル及びＫコイル配列ににより安定化される。可溶性カニクイザルＣＤ３εは、Ｖ
３５対立遺伝子（ＦＮ１８＋）であるカニクイザルＣＤ３εの最初の１１８アミノ酸残基
と、そのカルボキシ末端に続く上述したＥコイルドメイン（配列番号３）を含む。カニク
イザルＣＤ３εのＶ３５対立遺伝子（ＦＮ１８＋）のアミノ酸配列は、配列番号４９であ
る。
　　MQSGTRWRVL GLCLLSIGVW GQDGNEEMGS ITQTPYQVSI SGTTVILTCS
　　QHLGSEAQWQ HNGKNKEDSG DRLFLPEFSE MEQSGYYVCY PRGSNPEDAS
　　HHLYLKARVC ENCMEMDVMA VATIVIVDIC ITLGLLLLVY YWSKNRKAKA
　　KPVTRGAGAG GRQRGQNKER PPPVPNPDYE PIRKGQQDLY SGLNQRRI
【０１８３】
　可溶性カニクイザルＣＤ３δは、カニクイザルＣＤ３δの最初の１０１アミノ酸残基と
、そのカルボキシ末端に続く上述したＫコイルドメイン（配列番号４）を含む。カニクイ
ザルＣＤ３δのアミノ酸配列は配列番号５０である。
　　MEHSTFLSGL VLATLLSQVS PFKIPVEELE DRVFVKCNTS VTWVEGTVGT 
　　LLTNNTRLDL GKRILDPRGI YRCNGTDIYK DKESAVQVHY RMCQNCVELD 
　　PATLAGIIVT DVIATLLLAL GVFCFAGHET GRLSGAADTQ ALLRNDQVYQ 
　　PLRDRDDAQY SRLGGNWARN K
【０１８４】
　２つのタンパク質は、哺乳動物のＣＨＯ－Ｓ細胞中で共発現（co-expressed）し、ＳＥ
ＰＨＡＲＯＳＥ（登録商標）に結合した抗Ｅ／ＫコイルｍＡｂを使用して精製した。
【０１８５】
　可溶性ヒトＣＤ３εは、Ｃ１１９Ｓ及びＣ１２２Ｓを備えたヒトＣＤ３εの１～１２７
残基と、そのカルボキシ末端に続く上述したＥコイルドメイン（配列番号３）を含む。ヒ
トＣＤ３εのアミノ酸配列は配列番号５１である。
　　MQSGTHWRVL GLCLLSVGVW GQDGNEEMGG ITQTPYKVSI SGTTVILTCP 
　　QYPGSEILWQ HNDKNIGGDE DDKNIGSDED HLSLKEFSEL EQSGYYVCYP 
　　RGSKPEDANF YLYLRARVCE NCMEMDVMSV ATIVIVDICI TGGLLLLVYY 
　　WSKNRKAKAK PVTRGAGAGG RQRGQNKERP PPVPNPDYEP IRKGQRDLYS 
　　GLNQRRI
【０１８６】
　可溶性ヒトＣＤ３δは、ヒトＣＤ３δの１～１０１残基と、そのカルボキシ末端に続く
上述したＫコイルドメイン（配列番号４）を含む。２つのタンパク質は、哺乳動物のＣＨ
Ｏ－Ｓ細胞中で共発現（co-expressed）し、抗Ｅ／Ｋコイルアフィニティカラムを使用し
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　　FKIPIEELE DRVFVNCNTS ITWVEGTVGT LLSDITRLDL GKRILDPRGI 
　　YRCNGTDIYK DKESTVQVHY RMCQSCVELD PATVAGIIVT DVIATLLLAL 
　　GVFCFAGHET GRLSGAADTQ ALLRNDQVYQ PLRDRDDAQY SHLGGNWARN 
　　K
【０１８７】
　可溶性ヒトｇｐＡ３３は、カルボキシ末端に配列番号５３のHHHHHH（「６Ｈｉｓ」）反
復を備えたヒトｇｐＡ３３の１～２３５残基を含む。可溶性カニクイザルｇｐＡ３３は、
カルボキシ末端に６Ｈｉｓ反復を備えたカニクイザルｇｐＡ３３の１～３１４残基（Ｍｅ
ｔ１～Ｇｌｎ３１４）を含む。タンパク質は哺乳動物のＣＨＯ－Ｓ細胞中で共発現し、Ｎ
ｉ　ＳＥＰＨＡＲＯＳＥ（登録商標）を使用して精製した。
【０１８８】
　１０ｍＭのＨＥＰＥＳ、ｐＨ７．４，１５０ｍＭのＮａＣｌ、３ｍＭのＥＤＴＡ及び０
．００５％のＰ２０界面活性剤を含有するＨＢＳ－ＥＰ緩衝液中で結合実験を実施した。
０、６．２５、１２．５、２５、５０および１００ｎＭの濃度、３０μＬ／分の流量で１
２０秒間注射時のＤＡＲＴ－２ｗ／Ｆｃバージョン１の結合を（二重に）分析した。
【０１８９】
　固定化された受容体表面の再生成を、１０ｍＭグリシン、ｐＨ１．５のパルス注射によ
って実施した。基準曲線は、ＤＡＲＴ－２ｗ／Ｆｃの各希釈物をタンパク質が固定化され
ていない処理表面全体に亘って注射することによって得た。ゼロ濃度での結合曲線は、ブ
ランクとして差し引いた。ＫＤ値は、ラングミュア１：１結合モデル（ＢＩＡｅｖａｌｕ
ａｔｉｏｎ（商標）ソフトウェアｖ４．１）に対する結合曲線のグローバルフィットによ
って決定した。
【０１９０】
　ｇｐＡ３３×ＣＤ３二重特異性１価Ｆｃダイアボディ（ＤＡＲＴ－２ｗ／Ｆｃバージョ
ン１）のヒト及びカニクイザルのＣＤ３及びｐＡ３３への結合のＳＰＲ分析は、２つの異
なる種からの分子についてかなり類似することを実証した（図１４Ａ～１４Ｂ、図１５Ａ
～１５Ｂ）。表８は、ＤＡＲＴ－２ｗ／Ｆｃ相互作用に関する１：１ラングミュアモデル
のアフィニティ及び速度定数に対するグローバルフィットにより算出した平衡解離定数（
KDs）を提供する。ヒト及びカニクイザルＣＤ３に関するＤＡＲＴ－２ｗ／Ｆｃバージョ
ン１のＫＤ値は、２つの抗原間における最大結合応答の違いにもかかわらず、それぞれ２
３及び２６ｎＭと略同一である。表面上に直接固定化された異なるアミノ酸配列を有する
抗原のランダム配向は、表面上の利用可能な結合部位の密度を異ならせる原因となる。Ｄ
ＡＲＴ－２ｗ／Ｆｃバージョン１のヒト及びサルｇｐＡ３３との相互作用に関するＫＤ値
は、それぞれ２．２ｎＭ及び１２ｎＭである（表８）。アフィニティの差は、ＤＡＲＴ－
２ｗ／Ｆｃバージョン１のカニクイザルｇｐＡ３３との相互作用に関して、相対的に、会
合速度定数がわずかに小さく、解離速度定数が大きいためである（表８）。データは、そ
れぞれ二重に実施された３回の独立した実験の平均である（ＳＤ＝標準偏差、ｈはヒト、
ｃｙｎｏはカニクイザル）。
【０１９１】
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【表８】

【０１９２】
　本明細書において言及されている全ての公刊物及び特許は、個々の公刊物又は特許出願
それぞれの全体が参照により本明細書に援用されていることが具体的かつ独立に指示され
ている場合と同程度に、参照により本明細書に援用されている。本発明をその具体的実施
形態に関して説明したが、更なる修正形態が可能であり、本出願は、本発明が属する分野
の公知の方法又は慣例の範囲内であるような、及びこれまでに挙げた必須の特徴に適用で
きるような、本開示からの逸脱を含む、本発明の原理に概ね従う本発明のいずれの変形、
使用又は改変を包含することを意図していることを理解されたい。

【図１】 【図２Ａ】
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