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(57)【要約】
　本明細書では、二重特異性抗ヒトＣＤ２０／ヒトトランスフェリン受容体抗体及びその
使用方法が提供される。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ａ）抗体軽鎖及び抗体重鎖の対を二つ含み、重鎖及び軽鎖の対のそれぞれにより形成さ
れる結合部位が第一の抗原に特異的に結合する、一の抗体と、
　ｂ）抗体の重鎖の一つのＣ末端に融合し、結合部位が第二の抗原に特異的に結合する、
一のさらなるＦａｂ断片
とを含む二重特異性抗体であって、
　抗体軽鎖のそれぞれが、定常軽鎖ドメイン（ＣＬ）において、１２３位でアミノ酸残基
アルギニン（野生型グルタミン酸残基の代替；Ｅ１２３Ｒ変異）を、１２４位でアミノ酸
残基リジン（野生型グルタミン残基の代替；Ｑ１２４Ｋ変異）（Ｋａｂａｔに従って番号
付け）を含み、
　抗体重鎖のそれぞれが、第一定常重鎖ドメイン（ＣＨ１）において、１４７位でグルタ
ミン酸残基（野生型リジン残基の代替；Ｋ１４７Ｅ変異）を、２１３位でグルタミン酸残
基（野生型リジンアミノ酸残基の代替；Ｋ２１３Ｅ変異）（Ｋａｂａｔ ＥＵ ｉｎｄｅｘ
に従って番号付け）を含み、
　第二の抗原に特異的に結合するさらなるＦａｂ断片が、定常軽鎖ドメイン（ＣＬ）及び
定常重鎖ドメイン１（ＣＨ１）が互いに置き換わるように、ドメイン交差を含み、
　第一の抗原がヒトＣＤ２０タンパク質であり、第二の抗原がヒトトランスフェリン受容
体である、抗体。
【請求項２】
　さらなるＦａｂ断片が、ペプチド性リンカーにより、重鎖のＣ末端に融合している、請
求項１に記載の抗体。
【請求項３】
　ａ）さらなるＦａｂ断片に融合している重鎖が、Ｃ末端重鎖アミノ酸残基として、トリ
ペプチドＬＳＰを有し、そのプロリンが、さらなるＦａｂ断片の、又はペプチド結合を介
するペプチド性リンカーの第一のアミノ酸残基に直接融合し、
　ｂ）さらなるＦａｂ断片に融合していない重鎖が、Ｃ末端重鎖アミノ酸残基として、ト
リペプチドＬＳＰ又はＳＰＧ又はＰＧＫを有する
請求項１又は２に記載の抗体。
【請求項４】
　ａ）ヒトサブクラスＩｇＧ１の完全長抗体、又は
　ｂ）ヒトサブクラスＩｇＧ４の完全長抗体、又は
　ｃ）変異Ｌ２３４Ａ、Ｌ２３５Ａ及びＰ３２９Ｇを有するヒトサブクラスＩｇＧ１の完
全長抗体
　ｄ）変異Ｓ２２８Ｐ、Ｌ２３５Ｅ及びＰ３２９Ｇを有するヒトサブクラスＩｇＧ４の完
全長抗体
　ｅ）両方の重鎖中に変異Ｌ２３４Ａ、Ｌ２３５Ａ及びＰ３２９Ｇを、一方の重鎖中に変
異Ｔ３６６Ｗ及びＳ３５４Ｃを、それぞれの他方の重鎖中に変異Ｔ３６６Ｓ、Ｌ３６８Ａ
、Ｙ４０７Ｖ及びＹ３４９Ｃを有するヒトサブクラスＩｇＧ１の完全長抗体
　ｆ）両方の重鎖中に変異Ｓ２２８Ｐ及びＰ３２９Ｇを、一方の重鎖中に変異Ｔ３６６Ｗ
及びＳ３５４Ｃを、それぞれの他方の重鎖中に変異Ｔ３６６Ｓ、Ｌ３６８Ａ、Ｙ４０７Ｖ
及びＹ３４９Ｃを有するヒトサブクラスＩｇＧ４の完全長抗体
　ｇ）両方の重鎖中に変異Ｌ２３４Ａ、Ｌ２３５Ａ、Ｐ３２９Ｇ、Ｉ２５３Ａ、Ｈ３１０
Ａ及びＨ４３５Ａを、一方の重鎖中に変異Ｔ３６６Ｗ及びＳ３５４Ｃを、それぞれの他方
の重鎖中に変異Ｔ３６６Ｓ、Ｌ３６８Ａ、Ｙ４０７Ｖ及びＹ３４９Ｃを有するヒトサブク
ラスＩｇＧ１の完全長抗体
　ｈ）両方の重鎖中に変異Ｌ２３４Ａ、Ｌ２３５Ａ、Ｐ３２９Ｇ、Ｍ２５２Ｙ、Ｓ２５４
Ｔ及びＴ２５６Ｅを、一方の重鎖中に変異Ｔ３６６Ｗ及びＳ３５４Ｃを、それぞれの他方
の重鎖中に変異Ｔ３６６Ｓ、Ｌ３６８Ａ、Ｙ４０７Ｖ及びＹ３４９Ｃを有するヒトサブク
ラスＩｇＧ１の完全長抗体、又は
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　ｉ）両方の重鎖中に変異Ｌ２３４Ａ、Ｌ２３５Ａ、Ｐ３２９Ｇ、Ｈ３１０Ａ、Ｈ４３３
Ａ及びＹ４３６Ａを、一方の重鎖中に変異ｉ）Ｔ３６６Ｗ、及びｉｉ）Ｓ３５４Ｃ又はＹ
３４９Ｃを、それぞれの他方の重鎖中に変異ｉ）Ｔ３６６Ｓ、Ｌ３６８Ａ及びＹ４０７Ｖ
、並びにｉｉ）Ｙ３４９Ｃ又はＳ３５４Ｃを有するヒトサブクラスＩｇＧ１の完全長抗体
である、
請求項１から３のいずれか一項に記載の抗体。
【請求項５】
　二重特異性抗体が、
　ｉ）７０％以上の配列番号０１に対する配列同一性を有する軽鎖、
　ｉｉ）７０％以上の配列番号０２に対する配列同一性を有する重鎖、
　ｉｉｉ）７０％以上の配列番号０３に対する配列同一性を有する軽鎖、及び
　ｉｖ）７０％以上の配列番号０４に対する配列同一性を有する重鎖Ｆａｂ断片
を含む、請求項１から４のいずれか一項に記載の抗体。
【請求項６】
　二重特異性抗体が、配列番号０１のアミノ酸配列を有する軽鎖、配列番号０２のアミノ
酸配列を有する重鎖、配列番号０３のアミノ酸配列を有する軽鎖、及び配列番号０４のア
ミノ酸配列を含む抗体Ｆａｂ断片を含む、請求項１から４のいずれか一項に記載の抗体。
【請求項７】
　モノクローナルである、請求項１から６のいずれか一項に記載の抗体。
【請求項８】
　請求項１から７のいずれか一項に記載の抗体と、薬学的に許容される担体とを含む薬学
的製剤。
【請求項９】
　医薬としての使用のための、請求項１から７のいずれか一項に記載の抗体。
【請求項１０】
　多発性硬化症の治療のための、請求項１から７のいずれか一項に記載の抗体。
【請求項１１】
　医薬の製造における、請求項１から７のいずれか一項に記載の抗体の使用。
【請求項１２】
　医薬が多発性硬化症の治療を目的とする、請求項１１に記載の使用。
【請求項１３】
　医薬が、ＣＤ２０を発現する脳隔離Ｂ細胞の枯渇を目的とする、請求項１１に記載の使
用。
【請求項１４】
　多発性硬化症を有する個体を治療する方法であって、個体に請求項１から７のいずれか
一項に記載の抗体の有効量を投与することを含む、方法。
【請求項１５】
　個体において、ＣＤ２０を発現する脳隔離Ｂ細胞を枯渇させる方法であって、ＣＤ２０
を発現する脳隔離Ｂ細胞を枯渇させるために、個体に、請求項１から７のいずれか一項に
記載の抗体の有効量を投与することを含む、方法。
 
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、ヒトＣＤ２０及びヒトトランスフェリン受容体に対する二重特異性抗体、そ
れらの産生のための方法、これらの抗体を含有する薬学的組成物、並びにそれらの使用に
関する。
【背景技術】
【０００２】
　リンパ球は、白血球の複数の集団の一つである。それらは、外来抗原を特に認識し、そ
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れらに応答する。リンパ球の三つの主なクラスは、Ｂリンパ球（Ｂ細胞）、Ｔリンパ球（
Ｔ細胞）及びナチュラルキラー（ＮＫ）細胞である。Ｂリンパ球は、抗体産生に関与する
細胞であり、液性免疫を提供する。Ｂ細胞は骨髄内で成熟し、その細胞表面上に抗原結合
抗体を発現する骨髄を残す。ナイーブＢ細胞が初めに、膜結合抗体が特異的である抗原に
遭遇するとき、細胞は急速に分裂し始め、その子孫は記憶Ｂ細胞及び「形質細胞」と呼ば
れるエフェクター細胞に分化する。記憶Ｂ細胞はより長い寿命を有し、元の親細胞と同じ
特異性を有する膜結合抗体を発現し続ける。形質細胞は膜結合抗体を産生しないが、その
代わりに分泌形態の抗体を産生する。分泌された抗体は、液性免疫の主要なエフェクター
分子である。
【０００３】
　ＣＤ２０抗原（ヒトＢリンパ球限定文化抗原、Ｂｐ３５とも称される。）は、プレＢ及
び成熟Ｂリンパ球に位置するほぼ３５ｋＤａのモル重量を有する疎水性膜貫通タンパク質
である（Valentine et al., J. Biol. Chem. 264 (1989) 11282-11287；及びEinfeld et 
al., EMBO J. 7(1988)711-717）。抗原はまた、９０％を上回るＢ細胞非ホジキンリンパ
腫（ＮＨＬ）に発現する（Anderson et al., Blood 63 (1984) 1424-1433）が、造血幹細
胞、プロＢ細胞、正常な形質細胞、又はその他正常な組織には見られない（Tedder et al
., J. Immunol. 135(1985)973- 979）。ＣＤ２０は、細胞サイクル開始及び分化のための
活性化プロセスにおける初期段階を制御し（Tedder et al., 上記）、場合によってはカ
ルシウムイオンチャネルとして機能する（Tedder et al., J. Cell. Biochem. 14D (1990
) 195）と考えられている。
【０００４】
　Ｂ細胞リンパ腫におけるＣＤ２０の発現故に、この抗原はこのようなリンパ腫を治療す
るための有用な治療標的であった。Ｂ細胞リンパ腫におけるＣＤ２０の発現故に、この抗
原は、そのようなリンパ腫の「標的化」の候補として機能しうる。本質的に、このような
標的化は、Ｂ細胞のＣＤ２０表面抗原に特異的な抗体が患者に投与されるものとして、一
般化することができる。これらの抗ＣＤ２０抗体は、正常及び悪性Ｂ細胞の両方の（表面
上）ＣＤ２０抗原に特異的に結合し；ＣＤ２０表面抗原に結合した抗体は、腫瘍性Ｂ細胞
の破壊及び枯渇をもたらしうる。さらに、腫瘍を破壊する潜在能力を有する化学物質又は
放射性標識は、薬剤が腫瘍性Ｂ細胞に特異的に「送達される」ように、抗ＣＤ２０抗体に
コンジュゲートされうる。手法とは無関係に、主な目標は腫瘍を破壊することであり；利
用される特定の抗ＣＤ２０抗体により特異的な手法を決定することができ、したがって、
ＣＤ２０抗原を標的化するために利用できる手法は、大幅に変化しうる。例えば、ヒトＣ
Ｄ２０抗原に対する遺伝子改変キメラマウス／ヒトモノクローナル抗体であるリツキシマ
ブ（ＲＩＴＵＸＡＮ（登録商標））抗体（Genentech、Inc., South San Francisco, Cali
fornia, USAから市販されている。）は、再発した又は難治性の低悪性度又は濾胞性、Ｃ
Ｄ２０陽性、Ｂ細胞非ホジキンリンパ腫を有する患者の治療に使用される。リツキシマブ
は、米国特許第５７３６１３７号及び同第５７７６４５６号において「Ｃ２Ｂ８」と称さ
れる抗体である。ｉｎ　ｖｉｔｒｏ作用機序研究は、ＲＩＴＵＸＡＮ（登録商標）がヒト
補体を結合し、補体依存性細胞傷害（ＣＤＣ）を通じてリンパＢ細胞株を溶解することを
示している（Reff, M.E., et. al., Blood 83 (1994) 435-445）。加えて、ＲＩＴＵＸＡ
Ｎ（登録商標）は、抗体依存性細胞傷害性（ＡＤＣＣ）に関するアッセイにおいて有意な
活性を有する。ｉｎ　ｖｉｖｏでの前臨床研究は、ＲＩＴＵＸＡＮ（登録商標）が、おそ
らく補体及び細胞媒介プロセスを介して、カニクイザルの末梢血、リンパ節及び骨髄から
Ｂ細胞を枯渇させることを示している（Reff et al., Blood 83）。ＮＨＬの治療に示さ
れる他の抗ＣＤ２０抗体は、放射性同位体に結合しているマウス抗体であるＺｅｖａｌｉ
ｎＴＭ、Ｙｔｔｒｉｕｍ－９０（IDEC Pharmaceuticals, San Diego, ＣＡ, USA）、Ｉ－
１３１にコンジュゲートしている別の完全マウス抗体であるＢｅｘｘａｒＴＭ（Corixa, 
WA, USA）を含む。
【０００５】
　ＣＤ２０はまた、自己免疫疾患を治療するのに有用な標的抗原である。リツキシマブは



(5) JP 2018-536629 A 2018.12.13

10

20

30

40

50

また、様々な非悪性自己免疫傷害において研究されており、その中でＢ細胞及び自己抗体
は、疾患病態生理学において役割を果たすとみられる（例えば、Edwards et al., Bioche
m. Soc. Trans. 30(2002)824-828を参照のこと）。リツキシマブは、例えば、関節リウマ
チ（ＲＡ）（Leandro et al., Ann. Rheum. Dis. 61(2002)883-888; Edwards et al., Ar
thritis Rheum. 46(Suppl. 9) (2002) S46; Stahl et al., Ann. Rheum. Dis. 62 (Suppl
. 1) (2003) OP004; Emery et al., Arthritis Rheum. 48 (2003) S439）、狼瘡（Eisenb
erg, Arthritis. Res. Ther. 5 (2003) 157-159; Leandro et al., Arthritis Rheum. 46
 (2002) 2673-2677; Gorman et al., Lupus, 13 (2004) 312-316）、免疫性血小板減少性
紫斑病（D’Arena et al., Leuk. Lympoma 44(2003)561-562; Stasi et al., Blood 98 (
2001) 952-957; Saleh et al., Semin. Oncol. 27 (Suppl. 12) (2000) 99-103; Zaia et
 al., Haematologica 87 (2002) 189-195; Ratanatharathorn et al., Ann. Int. Med. 1
33(2000)275-279)、赤芽球ろう（Auner et al., Br. J. Hematol. 116 (2002) 725-728）
;自己免疫性貧血（Zaja et al., Haematologica 87 (2002) 189-195 (erratum appears i
n Haematologica 87 (2002) 336）、寒冷凝集素症（Layios et al., Leukemia 15 (2001)
 187-188; Berentsen et al., Blood 103 (2004) 2925-2928; Berentsen et al., Br. J.
 Hematol. 115 (2001) 79-83 ;Bauduer, Br. J. Hematol. 112 (2001) 1083-1090; Damia
ni et al., Br. J. Hematol. 114 (2001) 229-234）、Ｂ型インシュリン抵抗性症候群（C
oll et al., N. Engl. J. Med. 350 (2004) 310-311、混合性クリオグロブリン血症（De 
Vita et al., Arthritis Rheum. 46 Suppl. 9 (2002) S206/S469)、重症筋無力症（Zaja 
et al., Neurology 55 (2000) 1062-1063; Wylam et al., J. Pediatr. 143 (2003) 674-
677）、ウェゲナー肉芽腫症（Specks et al., Arthritis & Rheumatism 44 (2001) 2836-
2840）、難治性尋常性天疱瘡（Dupuy et al., Arch. Dermatol. 140 (2004) 91-96）、皮
膚筋炎（Levine, Arthritis Rheum. 46(Suppl. 9)(2002)S1299)、シェーグレン症候群(So
mer et al., Arthritis & Rheumatism 49 (2003) 394-398）、活性ＩＩ型混合性クリオグ
ロブリン血症（Zaja et al., Blood 101 (2003) 3827-3834）、尋常性天疱瘡（Dupay et 
al., Arch. Dermatol. 140 (2004) 91-95）、自己免疫性神経障害（Pestronk et al., J.
 Neurol. Neurosurg. Psychiatry 74 (2003) 485-489）、腫瘍随伴性オプソクローヌス・
ミオクローヌス症候群（Pranzatelli et al. Neurology 60(Suppl. 1) (2003) PO5.128:A
395）、及び再発性寛解型多発性硬化症（ＲＲＭＳ）（Cross et al.(abstract) “Prelim
inary results from a phase II trial of Rituximab in MS” Eighth Annual Meeting o
f the Americas Committees for Research and Treatment in Multiple Sclerosis (2003
) 20-21）の兆候及び症候を軽減する可能性があると報告されている。
【０００６】
　リツキシマブを用いた治療に関する出版物は、Perotta and Abuel, Blood 10 (l998) (
part 1-2) 88B; Perotta et al., Blood 94 (1999) 49 (abstract); Matthews, R., Ann.
 Rheum. Di’s, 上記; Leandro et al., Arthritis and Rheumatism 44 (9): S370 (2001
); Leandro et al., Arthritis and Rheumatism 46 (2002) 2673-2677; Weide et al., L
upus 12 (2003) 779-782; Edwards and Cambridge, Rheumatology 40 (2001) 205-211; C
ambridge et al., Arthritis Rheum. 46 (Suppl. 9) (2002) S1350; Edwards et al., Ar
thritis and Rheumatism 46 (2002) S197; Levine and Pestronk, Neurology 52 (1999) 
1701-1704; De Vita et al., Arthritis & Rheum. 46 (2002) 2029-2033; Hidashida et 
al., Annual Scientific Meeting of the American College of Rheumatology; Oct 24-2
9; New Orleans, LA 2002; Tuscano, J., Annual Scientific Meeting of the American 
College of Rheumatology; Oct 24-29; New Orleans, LA 2002; Martin and Chan, Immun
ity 20 (2004) 517-527; Silverman and Weisman, Arthritis and Rheumatism 48 (2003)
 1484-1492; Kazkaz and Isenberg, Current opinion in pharmacology 4 (2004) 398-40
2; Virgolini and Vanda, Biomedicine & pharmacotherapy 58 (2004)299-309; Klemmer 
et al., Arthritis and Rheumatism 48 (2003) 9,S (SEP) S624-S624; Kneitz et al., I
mmunobiology 206 (2002) 519-527; Arzoo et al., Annals of the Rheumatic Diseases 
61 (2002) p922-924; Comment in Ann. Rheum. Dis. 61 (2002) 863-866; “Future Stra
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tegies in Immunotherapy” by Lake and Dionne, in Burger’s Medicinal Chemistry a
nd Drug Discovery (2003 by John Wiley & Sons, Inc.); Liang and Tedder, Wiley Enc
yclopedia of Molecular Medicine, Section: CD20 as an Immunotherapy Target, 2002 
entitled “CD20”; Appendix 4A entitled “Monoclonal Antibodies to Human Cell Su
rface Antigens” by Stockinger et al., Eds:Coligan et al., in Current Protocols 
in Immunology (2003 John Wiley & Sons, Inc.); Penichet and Morrison, “CD Antibo
dies/molecules:Definition;Antibody Engineering” in Wiley Encyclopedia of Molecu
lar Medicine Section:Chmeric, Humanized and Human Antibodies;posted online 15 Ja
nuary, 2002;Specks et al., Arthritis & Rheumatism 44 (2001) 2836-2840; Koegh et 
al., “Rituximab for Remission Induction in Severe ANCA-Associated Vasculitis:Re
port of a Prospective Open-Label Pilot Trial in 10 Patients”, American College 
of Rheumatology, Session Number: 28-100, Session Title:Vasculitis, Session Type:
 ACR Concurrent Session, Primary Category:28 Arthritis, Session 10/18/2004 (http
://www.abstractsonline.com/viewer/SearchResults.asp); Eriksson, Kidney and Blood
 Pressure Research 26 (2003) 294;Jayne et al., Kidney and Blood Pressure Researc
h, 26 (2003) 294; Jayne, poster 88 (11th International Vasculitis and ANCA works
hop), 2003 American Society of Nephrology;Stone and Specks in the Clinical Trial
 Research Summary of the 2002-2003 Immune Tolerance Network, http://www.immuneto
lerance.org/reseaTclT/autoimmune/trial s/stone.html;Leandro et at, Arthritis Rhe
um. 48(Suppl. 9) (2003)Sl 160を含む。
【０００７】
　ＣＤ２０抗体に関する特許及び特許公開は、米国特許第５，７７６，４５６号、米国特
許第５，７３６，１３７号、米国特許第５，８４３，４３９号、米国特許第６，３９９，
０６１号、米国特許第６，６８２，７３４号、米国特許公開第２００２／０１９７２５５
号、米国特許公開第２００３／００２１７８１号、米国特許公開第２００３／００８２１
７２号、米国特許公開第２００３／００９５９６３号、米国特許公開第２００３／０１４
７８８５号；米国特許第６，４５５，０４３号；国際公開第００／０９１６０号；国際公
開第００／２７４２８号；国際公開第００／２７４３３号；国際公開第００／４４７８８
号；国際公開第０１／１０４６２号；国際公開第０１／１０４６１号；国際公開第０１／
１０４６０号；米国特許公開第２００１／００１８０４１号、米国特許公開第２００３／
０１８０２９２号、国際公開第０１／３４１９４号；米国特許公開第２００２／０００６
４０４号；国際公開第０２／０４０２１号；米国特許公開第２００２／００１２６６５号
；国際公開第０１／７４３８８号；米国特許公開第２００２／００５８０２９号；米国特
許公開第２００３／０１０３９７１号；米国特許公開第２００２／０００９４４４号；国
際公開第０１／８０８８４号；国際公開第０１／９７８５８号；米国特許公開第２００２
／０１２８４８８号；国際公開第０２／３４７９０号；国際公開第０２／０６０９５５号
；国際公開第０２／０９６９４８号；国際公開第０２／０７９２５５号；米国特許第６，
１７１，５８６号；国際公開第９８／５６４１８号；国際公開第９８／５８９６４号；国
際公開第９９／２２７６４号；国際公開第９９／５１６４２号；米国特許第６，１９４，
５５１号；米国特許第６，２４２，１９５号；米国特許第６，５２８，６２４号；米国特
許第６，５３８，１２４号；国際公開第００／４２０７２号；国際公開第００／６７７９
６号；国際公開第０１／０３７３４号；米国特許公開第２００２／０００４５８７号；国
際公開第０１／７７３４２号；米国特許公開第２００２／０１９７２５６号；米国特許公
開第２００３／０１５７１０８号；米国特許第６，５６５，８２７号；米国特許第６，０
９０，３６５号；米国特許第６，２８７，５３７号；米国特許第６，０１５，５４２号；
米国特許第５，８４３，３９８号；米国特許第５，５９５，７２１号；米国特許第５，５
００，３６２号；米国特許第５，６７７，１８０号；米国特許第５，７２１，１０８号；
米国特許第６，１２０，７６７号；米国特許第６，６５２，８５２号；米国特許第６，４
１０，３９１号；米国特許第６，２２４，８６６号；国際公開第００／２０８６４号；国
際公開第０１／１３９４５号；国際公開第００／６７７９５号；米国特許公開第２００３
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／０１３３９３０号；国際公開第００／７４７１８号；国際公開第００／７６５４２号；
国際公開第０１／７２３３３号；米国特許第６，３６８，５９６号；米国特許第６，３０
６，３９３号；米国特許公開第２００２／００４１８４７号；米国特許公開第２００３／
００２６８０１号；国際公開第０２／１０２３１２号；米国特許公開第２００３／００６
８６６４号；国際公開第０３／００２６０７号；国際公開第０３／０４９６９４号；米国
特許公開第２００２／０００９４２７号；米国特許公開第２００３／０１８５７９６号；
国際公開第０３／０６１６９４号；米国特許公開第２００３／０２１９８１８号；米国特
許公開第２００３／０２１９４３３号；国際公開第０３／０６８８２１号；国際特許公開
第２００２／０１３６７１９；国際公開第２００４／０３２８２８号；国際公開第２００
４／０３５６０７号；米国特許公開第２００４／００９３６２１号；米国特許第５，８４
９，８９８；ＥＰ０，３３０，１９１；米国特許第４，８６１，５７９号；ＥＰ０，３３
２，８６５；国際公開第９５／０３７７０号；米国特許公開第２００１／００５６０６６
号；国際特許公開第２００４／０３５６０７号；国際特許公開第２００４／０５６３１２
号；米国特許公開第２００４／００９３６２１号；国際特許公開第２００４／１０３４０
４号を含む。ＣＤ２０抗体に関する出版物は、Teeling, J., et al., Blood 10(2004)118
2を含む。
【０００８】
　国際公開第２０１４／０３３０７４号は、血液脳関門上の受容体を結合する血液脳関門
シャトル及びその使用方法に関する。低親和性の血液脳関門受容体抗体及びその使用が、
国際公開第２０１２／０７５０３７号で報告されている。国際公開第２０１４／１８９９
７３号は、抗トランスフェリン受容体抗体及びその使用方法に関する。脳エフェクター実
体、リンカー、及び血液脳関門受容体に結合する一の一価の結合実体を含む血液脳関門シ
ャトルモジュールが、国際公開第２０１５／１０１５８８号で報告された。国際公開第２
０１０／０３３５８７号は、患者の進行性多発性硬化症を治療するための方法、及びその
使用説明書を含む製造品に関する。抗ＣＤ２０抗体を用いた治療に応答性のある疾患に罹
患した患者において、抗ＣＤ２０抗体の少なくとも一の枯渇用量を患者に投与することを
含む、疾患を治療し、停止させ、予防する方法が、国際公開第２０１２／０９６９２４で
報告された。Hawker, K.等（Ann. Neurol. 66(2009)460-471）は、原発性進行性多発性硬
化症を有する患者におけるリツキシマブのランダム化二重盲検プラセボ対照の多施設治験
の結果について報告した。
【発明の概要】
【０００９】
　本明細書で報告される一態様は、
　ａ）（完全長）抗体軽鎖及び（完全長）抗体重鎖の対を二つ含み、（完全長）重鎖及び
（完全長）軽鎖の対のそれぞれにより形成される結合部位が第一の抗原に特異的に結合す
る、一の抗体と、
　ｂ）（完全長）抗体の一の重鎖の任意のＣ末端に融合し、結合部位が第二の抗原に特異
的に結合する、一のさらなるＦａｂ断片
を含む二重特異性抗体であって、
（完全長）抗体軽鎖のそれぞれが、定常軽鎖ドメイン（ＣＬ）において、１２３位でアミ
ノ酸残基アルギニン（野生型グルタミン酸残基の代替；Ｅ１２３Ｒ変異）を、１２４位で
アミノ酸残基リジン（野生型グルタミン残基の代替；Ｑ１２４Ｋ変異）（Ｋａｂａｔに従
って番号付け）を含み、
（完全長）抗体重鎖のそれぞれが、第一の定常重鎖ドメイン（ＣＨ１）において、１４７
位でグルタミン酸残基（野生型リジン残基の代替；Ｋ１４７Ｅ変異）を、２１３位でグル
タミン酸残基（野生型リジンアミノ酸残基の代替；Ｋ２１３Ｅ変異）（Ｋａｂａｔ ＥＵ
インデックスに従って番号付け）を含み、
　第二の抗原に特異的に結合するさらなるＦａｂ断片が、定常軽鎖ドメイン（ＣＬ）及び
定常重鎖ドメイン１（ＣＨ１）が互いに置き換えわるように、ドメイン交差を含み、
　第一の抗原がヒトＣＤ２０であり、第二の抗原がヒトトランスフェリン受容体である、
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二重特異性抗体である。
【００１０】
　一実施態様において、さらなるＦａｂ断片は、ペプチド性リンカーにより、重鎖のＣ末
端に融合している。
【００１１】
　一実施態様において、Ｆａｂ断片の重鎖可変ドメインのＮ末端は、（完全長）重鎖のＣ
末端又はペプチド性リンカーのＣ末端に融合している。
【００１２】
　一実施態様において、
　ａ）さらなるＦａｂ断片に融合している（完全長）重鎖は、Ｃ末端重鎖アミノ酸残基と
してトリペプチドＬＳＰを有し、そのプロリンが、さらなるＦａｂ断片の、又はペプチド
結合を介してペプチド性リンカーの第一のアミノ酸残基に直接融合し、
　ｂ）さらなるＦａｂ断片に融合していない（完全長）重鎖が、Ｃ末端重鎖アミノ酸残基
として、トリペプチドＬＳＰ又はＳＰＧ又はＰＧＫを有する
【００１３】
一実施態様では、（完全長）抗体は、
　ａ）ヒトサブクラスＩｇＧ１の完全長抗体、
　ｂ）ヒトサブクラスＩｇＧ４の完全長抗体、
　ｃ）変異Ｌ２３４Ａ、Ｌ２３５Ａ及びＰ３２９Ｇを有するヒトサブクラスＩｇＧ１の完
全長抗体、
　ｄ）変異Ｓ２２８Ｐ、Ｌ２３５Ｅ及びＰ３２９Ｇを有するヒトサブクラスＩｇＧ４の完
全長抗体、
　ｅ）両方の重鎖中に変異Ｌ２３４Ａ、Ｌ２３５Ａ及びＰ３２９Ｇを、一方の重鎖中に変
異ｉ）Ｔ３６６Ｗ、及びｉｉ）Ｓ３５４Ｃ又はＹ３４９Ｃを、それぞれの他方の重鎖中に
変異ｉ）Ｔ３６６Ｓ、Ｌ３６８Ａ及びＹ４０７Ｖ、並びにｉｉ）Ｙ３４９Ｃ又はＳ３５４
Ｃを有するヒトサブクラスＩｇＧ１の完全長抗体、
　ｆ）両方の重鎖中に変異Ｓ２２８Ｐ、Ｌ２３５Ｅ、Ｐ３２９Ｇを、一方の重鎖中に変異
ｉ）Ｔ３６６Ｗ、及びｉｉ）Ｓ３５４Ｃ又はＹ３４９Ｃを、それぞれの他方の重鎖中に変
異ｉ）Ｔ３６６Ｓ、Ｌ３６８Ａ及びＹ４０７Ｖ、並びにｉｉ）Ｙ３４９Ｃ又はＳ３５４Ｃ
を有するヒトサブクラスＩｇＧ４の完全長抗体、
　ｇ）両方の重鎖中に変異Ｌ２３４Ａ、Ｌ２３５Ａ、Ｐ３２９Ｇ、Ｉ２５３Ａ、Ｈ３１０
Ａ及びＨ４３５Ａを、一方の重鎖中に変異ｉ）Ｔ３６６Ｗ、及びｉｉ）Ｓ３５４Ｃ又はＹ
３４９Ｃを、それぞれの他方の重鎖中に変異ｉ）Ｔ３６６Ｓ、Ｌ３６８Ａ及びＹ４０７Ｖ
、並びにｉｉ）Ｙ３４９Ｃ又はＳ３５４Ｃを有するヒトサブクラスＩｇＧ１の完全長抗体
、又は
　ｈ）両方の重鎖中に変異Ｌ２３４Ａ、Ｌ２３５Ａ、Ｐ３２９Ｇ、Ｍ２５２Ｙ、Ｓ２５４
Ｔ及びＴ２５６Ｅを、一方の重鎖中に変異ｉ）Ｔ３６６Ｗ、及びｉｉ）Ｓ３５４Ｃ又はＹ
３４９Ｃを、それぞれの他方の重鎖中に変異ｉ）Ｔ３６６Ｓ、Ｌ３６８Ａ及びＹ４０７Ｖ
、並びにｉｉ）Ｙ３４９Ｃ又はＳ３５４Ｃを有するヒトサブクラスＩｇＧ１の完全長抗体
、又は
　ｉ）両方の重鎖中に変異Ｌ２３４Ａ、Ｌ２３５Ａ、Ｐ３２９Ｇ、Ｈ３１０Ａ、Ｈ４３３
Ａ及びＹ４３６Ａを、一方の重鎖中に変異ｉ）Ｔ３６６Ｗ、及びｉｉ）Ｓ３５４Ｃ又はＹ
３４９Ｃを、それぞれの他方の重鎖中に変異ｉ）Ｔ３６６Ｓ、Ｌ３６８Ａ及びＹ４０７Ｖ
、並びにｉｉ）Ｙ３４９Ｃ又はＳ３５４Ｃを有するヒトサブクラスＩｇＧ１の完全長抗体
である。
【００１４】
　一実施態様において、さらなるＦａｂ断片は、変異Ｔ３６６Ｗを含む重鎖のＣ末端、又
は変異Ｔ３６６Ｓ、Ｌ３６８Ａ及びＹ４０７Ｖを含む重鎖のＣ末端に融合している。
【００１５】
　一実施態様において、
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　（完全長）抗体は、両方の重鎖中に変異Ｌ２３４Ａ、Ｌ２３５Ａ及びＰ３２９Ｇを、一
の重鎖中に変異Ｔ３６６Ｗ及びＳ３５４Ｃを、それぞれの他の重鎖中に変異Ｔ３６６Ｓ、
Ｌ３６８Ａ、Ｙ４０７Ｖ及びＹ３４９Ｃを有するヒトサブクラスＩｇＧ１の（完全長抗体
）であり、
　さらなるＦａｂ断片は、変異Ｔ３６６Ｗを含む重鎖のＣ末端、又は変異Ｔ３６６Ｓ、Ｌ
３６８Ａ及びＹ４０７Ｖを含む重鎖のＣ末端に融合している。
【００１６】
　一実施態様において、二重特異性抗体は
　ｉ）７０％以上の配列番号０１に対する配列同一性を有する軽鎖、
　ｉｉ）７０％以上の配列番号０２に対する配列同一性を有する重鎖、
　ｉｉｉ）７０％以上の配列番号０３に対する配列同一性を有する軽鎖、及び
　ｉｖ）７０％以上の配列番号０４に対する配列同一性を有する重鎖Ｆａｂ断片
を含み、ここで、
配列番号０１はアミノ酸配列
ＤＩＶＭＴＱＴＰＬＳＬＰＶＴＰＧＥＰＡＳＩＳＣＲＳＳＫＳＬＬＨＳＮＧＩＴＹＬＹＷ
ＹＬＱＫＰＧＱＳＰＱＬＬＩＹＱＭＳＮＬＶＳＧＶＰＤＲＦＳＧＳＧＳＧＴＤＦＴＬＫＩ
ＳＲＶＥＡＥＤＶＧＶＹＹＣＡＱＮＬＥＬＰＹＴＦＧＧＧＴＫＶＥＩＫＲＴＶＡＡＰＳＶ
ＦＩＦＰＰＳＤＲＫＬＫＳＧＴＡＳＶＶＣＬＬＮＮＦＹＰＲＥＡＫＶＱＷＫＶＤＮＡＬＱ
ＳＧＮＳＱＥＳＶＴＥＱＤＳＫＤＳＴＹＳＬＳＳＴＬＴＬＳＫＡＤＹＥＫＨＫＶＹＡＣＥ
ＶＴＨＱＧＬＳＳＰＶＴＫＳＦＮＲＧＥＣ
を有し、
配列番号０２はアミノ酸配列
ＱＶＱＬＶＱＳＧＡＥＶＫＫＰＧＳＳＶＫＶＳＣＫＡＳＧＹＡＦＳＹＳＷＩＮＷＶＲＱＡ
ＰＧＱＧＬＥＷＭＧＲＩＦＰＧＤＧＤＴＤＹＮＧＫＦＫＧＲＶＴＩＴＡＤＫＳＴＳＴＡＹ
ＭＥＬＳＳＬＲＳＥＤＴＡＶＹＹＣＡＲＮＶＦＤＧＹＷＬＶＹＷＧＱＧＴＬＶＴＶＳＳＡ
ＳＴＫＧＰＳＶＦＰＬＡＰＳＳＫＳＴＳＧＧＴＡＡＬＧＣＬＶＥＤＹＦＰＥＰＶＴＶＳＷ
ＮＳＧＡＬＴＳＧＶＨＴＦＰＡＶＬＱＳＳＧＬＹＳＬＳＳＶＶＴＶＰＳＳＳＬＧＴＱＴＹ
ＩＣＮＶＮＨＫＰＳＮＴＫＶＤＥＫＶＥＰＫＳＣＤＫＴＨＴＣＰＰＣＰＡＰＥＡＡＧＧＰ
ＳＶＦＬＦＰＰＫＰＫＤＴＬＭＩＳＲＴＰＥＶＴＣＶＶＶＤＶＳＨＥＤＰＥＶＫＦＮＷＹ
ＶＤＧＶＥＶＨＮＡＫＴＫＰＲＥＥＱＹＮＳＴＹＲＶＶＳＶＬＴＶＬＨＱＤＷＬＮＧＫＥ
ＹＫＣＫＶＳＮＫＡＬＧＡＰＩＥＫＴＩＳＫＡＫＧＱＰＲＥＰＱＶＣＴＬＰＰＳＲＤＥＬ
ＴＫＮＱＶＳＬＳＣＡＶＫＧＦＹＰＳＤＩＡＶＥＷＥＳＮＧＱＰＥＮＮＹＫＴＴＰＰＶＬ
ＤＳＤＧＳＦＦＬＶＳＫＬＴＶＤＫＳＲＷＱＱＧＮＶＦＳＣＳＶＭＨＥＡＬＨＮＨＹＴＱ
ＫＳＬＳＬＳＰＧ
を有し、
配列番号０３はアミノ酸配列
ＡＩＱＬＴＱＳＰＳＳＬＳＡＳＶＧＤＲＶＴＩＴＣＲＡＳＱＳＩＳＳＹＬＡＷＹＱＱＫＰ
ＧＫＡＰＫＬＬＩＹＲＡＳＴＬＡＳＧＶＰＳＲＦＳＧＳＧＳＧＴＤＦＴＬＴＩＳＳＬＱＰ
ＥＤＦＡＴＹＹＣＱＱＮＹＡＳＳＮＶＤＮＴＦＧＧＧＴＫＶＥＩＫＳＳＡＳＴＫＧＰＳＶ
ＦＰＬＡＰＳＳＫＳＴＳＧＧＴＡＡＬＧＣＬＶＫＤＹＦＰＥＰＶＴＶＳＷＮＳＧＡＬＴＳ
ＧＶＨＴＦＰＡＶＬＱＳＳＧＬＹＳＬＳＳＶＶＴＶＰＳＳＳＬＧＴＱＴＹＩＣＮＶＮＨＫ
ＰＳＮＴＫＶＤＫＫＶＥＰＫＳＣ
を有し、
配列番号０４はアミノ酸配列
ＱＳＭＱＥＳＧＰＧＬＶＫＰＳＱＴＬＳＬＴＣＴＶＳＧＦＳＬＳＳＹＡＭＳＷＩＲＱＨＰ
ＧＫＧＬＥＷＩＧＹＩＷＳＧＧＳＴＤＹＡＳＷＡＫＳＲＶＴＩＳＫＴＳＴＴＶＳＬＫＬＳ
ＳＶＴＡＡＤＴＡＶＹＹＣＡＲＲＹＧＴＳＹＰＤＹＧＤＡＳＧＦＤＰＷＧＱＧＴＬＶＴＶ
ＳＳＡＳＶＡＡＰＳＶＦＩＦＰＰＳＤＥＱＬＫＳＧＴＡＳＶＶＣＬＬＮＮＦＹＰＲＥＡＫ
ＶＱＷＫＶＤＮＡＬＱＳＧＮＳＱＥＳＶＴＥＱＤＳＫＤＳＴＹＳＬＳＳＴＬＴＬＳＫＡＤ
ＹＥＫＨＫＶＹＡＣＥＶＴＨＱＧＬＳＳＰＶＴＫＳＦＮＲＧＥＣ
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を有する。
【００１７】
　本明細書で報告される一実施態様は、配列番号０１のアミノ酸配列を有する（完全長）
軽鎖、配列番号０２のアミノ酸配列を有する（完全長）重鎖、配列番号０３のアミノ酸配
列を有する（完全長）軽鎖、及び配列番号０４のアミノ酸配列を含む抗体Ｆａｂ断片を含
む二重特異性抗体である。
【００１８】
　一実施態様では、二重特異性抗体はモノクローナルである。
【００１９】
　本明細書で報告される一態様は
　ａ）各結合部位が第一の抗原に特異的に結合する、第一及び第二のＦａｂ断片、
　ｂ）結合部位が第二の抗原に特異的に結合し、可変軽鎖ドメイン（ＶＬ）及び可変重鎖
ドメイン（ＶＨ）が互いに置き換えられるようにドメインクロスオーバーを含む、第三の
Ｆａｂ断片、
　ｃ）第一のＦｃ領域ポリペプチド及び第二のＦｃ領域ポリペプチドを含むＦｃ領域、
を含み、
　第一及び第二のＦａｂ断片がそれぞれ、重鎖断片及び完全長軽鎖を含み、
　第一のＦａｂ断片の重鎖断片のＣ末端が、第一のＦｃ領域ポリペプチドのＮ末端に融合
しており、
　第二のＦａｂ断片の重鎖断片のＣ末端が、第三のＦａｂ断片の可変軽鎖ドメインのＮ末
端に融合し、第三のＦａｂ断片の重鎖定常ドメイン１のＣ末端が、第二のＦｃ領域ポリペ
プチドのＮ末端に融合しており、
　第一及び第二のＦａｂ断片の完全長抗体軽鎖のそれぞれが、定常軽鎖ドメイン（ＣＬ）
において、１２３位でアミノ酸残基アルギニン（野生型グルタミン酸残基の代替；Ｅ１２
３Ｒ変異）を、１２４位でアミノ酸残基リジン（野生型グルタミン残基の代替；Ｑ１２４
Ｋ変異）（Ｋａｂａｔに従って番号付け。）を含み、
　第一及び第二のＦａｂ断片の重鎖断片のそれぞれが、第一の定常重鎖ドメイン（ＣＨ１
）において、１４７位でグルタミン酸残基（野生型リジン残基の代替；Ｋ１４７Ｅ変異）
を、２１３位でグルタミン酸残基（野生型リジンアミノ酸残基の代替；Ｋ２１３Ｅ変異）
（Ｋａｂａｔ ＥＵインデックスに従って番号付け。）を含み、
　第一の抗原がヒトＣＤ２０であり、第二の抗原がヒトトランスフェリン受容体である、
二重特異性抗体である。
【００２０】
　一実施態様において、第一及び第二のＦｃ領域ポリペプチドは、
　ａ）ヒトサブクラスＩｇＧ１のＦｃ領域ポリペプチド、
　ｂ）ヒトサブクラスＩｇＧ４のＦｃ領域ポリペプチド、
　ｃ）変異Ｌ２３４Ａ、Ｌ２３５Ａ及びＰ３２９Ｇを有するヒトサブクラスＩｇＧ１のＦ
ｃ領域ポリペプチド、
　ｄ）変異２２８Ｐ、Ｌ２３５Ｅ及びＰ３２９Ｇを有するヒトサブクラスＩｇＧ４のＦｃ
領域ポリペプチド、
　ｅ）両方のＦｃ領域ポリペプチド中に変異Ｌ２３４Ａ、Ｌ２３５Ａ及びＰ３２９Ｇを、
一のＦｃ領域ポリペプチド中に変異Ｔ３６６Ｗ及びＳ３５４Ｃを、それぞれの他のＦｃ領
域ポリペプチド中に変異Ｔ３６６Ｓ、Ｌ３６８Ａ、Ｙ４０７Ｖ及びＹ３４９Ｃを有するヒ
トサブクラスＩｇＧ１のＦｃ領域ポリペプチド、
　ｆ）両方のＦｃ領域ポリペプチド中にＳ２２８Ｐ、Ｌ２３５Ｅ及びＰ３２９Ｇを、一の
Ｆｃ領域ポリペプチド中に変異Ｔ３６６Ｗ及びＳ３５４Ｃを、それぞれの他のＦｃ領域ポ
リペプチド中に変異Ｔ３６６Ｓ、Ｌ３６８Ａ、Ｙ４０７Ｖ及びＹ３４９Ｃを有するヒトサ
ブクラスＩｇＧ４のＦｃ領域ポリペプチド、
　ｇ）両方のＦｃ領域ポリペプチド中に変異Ｌ２３４Ａ、Ｌ２３５Ａ、Ｐ３２９Ｇ、Ｉ２
５３Ａ、Ｈ３１０Ａ及びＨ４３５Ａを、一のＦｃ領域ポリペプチド中に変異Ｔ３６６Ｗ及
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びＳ３５４Ｃを、それぞれの他のＦｃ領域ポリペプチド中に変異Ｔ３６６Ｓ、Ｌ３６８Ａ
、Ｙ４０７Ｖ及びＹ３４９Ｃを有するヒトサブクラスＩｇＧ１のＦｃ領域ポリペプチド、
又は
　ｈ）両方のＦｃ領域ポリペプチドに変異Ｌ２３４Ａ、Ｌ２３５Ａ、Ｐ３２９Ｇ、Ｍ２５
２Ｙ、Ｓ２５４Ｔ及びＴ２５６Ｅを、一のＦｃ領域ポリペプチド中に変異Ｔ３６６Ｗ及び
Ｓ３５４Ｃを、それぞれ他のＦｃ領域ポリペプチド中に変異Ｔ３６６Ｓ、Ｌ３６８Ａ、Ｙ
４０７Ｖ及びＹ３４９Ｃを有するヒトサブクラスＩｇＧ１のＦｃ領域ポリペプチド、又は
　ｉ）両方のＦｃ領域ポリペプチド中に変異Ｌ２３４Ａ、Ｌ２３５Ａ、Ｐ３２９Ｇ、Ｈ３
１０Ａ、Ｈ４３３Ａ及びＹ４３６Ａを、一のＦｃ領域ポリペプチド中に変異Ｔ３６６Ｗ及
びＳ３５４Ｃを、それぞれ他のＦｃ領域ポリペプチド中に変態Ｔ３６６Ｓ、Ｌ３６８Ａ、
Ｙ４０７Ｖ及びＹ３４９Ｃを有するヒトサブクラスＩｇＧ１のＦｃ領域ポリペプチドであ
る。
【００２１】
　一実施態様において、第三のＦａｂ断片の鎖の一本は、変異Ｔ３６６Ｗを含むＦｃ領域
ポリペプチド、又は変異Ｔ３６６Ｓ、Ｌ３６８Ａ及びＹ４０７Ｖを含むＦｃ領域ポリペプ
チドに融合している。
【００２２】
　一実施態様において、二重特異性抗体は
　ｉ）少なくとも７０％、又は少なくとも８０％、又は少なくとも９０％、又は９５％以
上の配列番号１４に対する配列同一性を有する軽鎖、
　ｉｉ）少なくとも７０％、又は少なくとも８０％、又は少なくとも９０％、又は９５％
以上の配列番号１５に対する配列同一性を有する重鎖、
　ｉｉi）少なくとも７０％、又は少なくとも８０％、又は少なくとも９０％、又は９５
％以上の配列番号１６に対する配列同一性を有する交差抗体鎖、
　ｉv）少なくとも７０％、又は少なくとも８０％、又は少なくとも９０％、又は９５％
以上の配列番号１７に対する配列同一性を有する修飾された重鎖
を含み、ここで、
配列番号１４はアミノ酸配列
ＤＩＶＭＴＱＴＰＬＳＬＰＶＴＰＧＥＰＡＳＩＳＣＲＳＳＫＳＬＬＨＳＮＧＩＴＹＬＹＷ
ＹＬＱＫＰＧＱＳＰＱＬＬＩＹＱＭＳＮＬＶＳＧＶＰＤＲＦＳＧＳＧＳＧＴＤＦＴＬＫＩ
ＳＲＶＥＡＥＤＶＧＶＹＹＣＡＱＮＬＥＬＰＹＴＦＧＧＧＴＫＶＥＩＫＲＴＶＡＡＰＳＶ
ＦＩＦＰＰＳＤＲＫＬＫＳＧＴＡＳＶＶＣＬＬＮＮＦＹＰＲＥＡＫＶＱＷＫＶＤＮＡＬＱ
ＳＧＮＳＱＥＳＶＴＥＱＤＳＫＤＳＴＹＳＬＳＳＴＬＴＬＳＫＡＤＹＥＫＨＫＶＹＡＣＥ
ＶＴＨＱＧＬＳＳＰＶＴＫＳＦＮＲＧＥＣ
を有し、
配列番号１５はアミノ酸配列
ＱＶＱＬＶＱＳＧＡＥＶＫＫＰＧＳＳＶＫＶＳＣＫＡＳＧＹＡＦＳＹＳＷＩＮＷＶＲＱＡ
ＰＧＱＧＬＥＷＭＧＲＩＦＰＧＤＧＤＴＤＹＮＧＫＦＫＧＲＶＴＩＴＡＤＫＳＴＳＴＡＹ
ＭＥＬＳＳＬＲＳＥＤＴＡＶＹＹＣＡＲＮＶＦＤＧＹＷＬＶＹＷＧＱＧＴＬＶＴＶＳＳＡ
ＳＴＫＧＰＳＶＦＰＬＡＰＳＳＫＳＴＳＧＧＴＡＡＬＧＣＬＶＥＤＹＦＰＥＰＶＴＶＳＷ
ＮＳＧＡＬＴＳＧＶＨＴＦＰＡＶＬＱＳＳＧＬＹＳＬＳＳＶＶＴＶＰＳＳＳＬＧＴＱＴＹ
ＩＣＮＶＮＨＫＰＳＮＴＫＶＤＥＫＶＥＰＫＳＣＤＫＴＨＴＣＰＰＣＰＡＰＥＡＡＧＧＰ
ＳＶＦＬＦＰＰＫＰＫＤＴＬＭＩＳＲＴＰＥＶＴＣＶＶＶＤＶＳＨＥＤＰＥＶＫＦＮＷＹ
ＶＤＧＶＥＶＨＮＡＫＴＫＰＲＥＥＱＹＮＳＴＹＲＶＶＳＶＬＴＶＬＨＱＤＷＬＮＧＫＥ
ＹＫＣＫＶＳＮＫＡＬＧＡＰＩＥＫＴＩＳＫＡＫＧＱＰＲＥＰＱＶＣＴＬＰＰＳＲＤＥＬ
ＴＫＮＱＶＳＬＳＣＡＶＫＧＦＹＰＳＤＩＡＶＥＷＥＳＮＧＱＰＥＮＮＹＫＴＴＰＰＶＬ
ＤＳＤＧＳＦＦＬＶＳＫＬＴＶＤＫＳＲＷＱＱＧＮＶＦＳＣＳＶＭＨＥＡＬＨＮＨＹＴＱ
ＫＳＬＳＬＳＰＧ
を有し、
配列番号１６はアミノ酸配列
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ＱＳＭＱＥＳＧＰＧＬＶＫＰＳＱＴＬＳＬＴＣＴＶＳＧＦＳＬＳＳＹＡＭＳＷＩＲＱＨＰ
ＧＫＧＬＥＷＩＧＹＩＷＳＧＧＳＴＤＹＡＳＷＡＫＳＲＶＴＩＳＫＴＳＴＴＶＳＬＫＬＳ
ＳＶＴＡＡＤＴＡＶＹＹＣＡＲＲＹＧＴＳＹＰＤＹＧＤＡＳＧＦＤＰＷＧＱＧＴＬＶＴＶ
ＳＳＡＳＶＡＡＰＳＶＦＩＦＰＰＳＤＥＱＬＫＳＧＴＡＳＶＶＣＬＬＮＮＦＹＰＲＥＡＫ
ＶＱＷＫＶＤＮＡＬＱＳＧＮＳＱＥＳＶＴＥＱＤＳＫＤＳＴＹＳＬＳＳＴＬＴＬＳＫＡＤ
ＹＥＫＨＫＶＹＡＣＥＶＴＨＱＧＬＳＳＰＶＴＫＳＦＮＲＧＥＣ
を有し、
配列番号１７はアミノ酸配列
ＱＶＱＬＶＱＳＧＡＥＶＫＫＰＧＳＳＶＫＶＳＣＫＡＳＧＹＡＦＳＹＳＷＩＮＷＶＲＱＡ
ＰＧＱＧＬＥＷＭＧＲＩＦＰＧＤＧＤＴＤＹＮＧＫＦＫＧＲＶＴＩＴＡＤＫＳＴＳＴＡＹ
ＭＥＬＳＳＬＲＳＥＤＴＡＶＹＹＣＡＲＮＶＦＤＧＹＷＬＶＹＷＧＱＧＴＬＶＴＶＳＳＡ
ＳＴＫＧＰＳＶＦＰＬＡＰＳＳＫＳＴＳＧＧＴＡＡＬＧＣＬＶＥＤＹＦＰＥＰＶＴＶＳＷ
ＮＳＧＡＬＴＳＧＶＨＴＦＰＡＶＬＱＳＳＧＬＹＳＬＳＳＶＶＴＶＰＳＳＳＬＧＴＱＴＹ
ＩＣＮＶＮＨＫＰＳＮＴＫＶＤＥＫＶＥＰＫＳＣＤＧＧＧＧＳＧＧＧＧＳＡＩＱＬＴＱＳ
ＰＳＳＬＳＡＳＶＧＤＲＶＴＩＴＣＲＡＳＱＳＩＳＳＹＬＡＷＹＱＱＫＰＧＫＡＰＫＬＬ
ＩＹＲＡＳＴＬＡＳＧＶＰＳＲＦＳＧＳＧＳＧＴＤＦＴＬＴＩＳＳＬＱＰＥＤＦＡＴＹＹ
ＣＱＱＮＹＡＳＳＮＶＤＮＴＦＧＧＧＴＫＶＥＩＫＳＳＡＳＴＫＧＰＳＶＦＰＬＡＰＳＳ
ＫＳＴＳＧＧＴＡＡＬＧＣＬＶＫＤＹＦＰＥＰＶＴＶＳＷＮＳＧＡＬＴＳＧＶＨＴＦＰＡ
ＶＬＱＳＳＧＬＹＳＬＳＳＶＶＴＶＰＳＳＳＬＧＴＱＴＹＩＣＮＶＮＨＫＰＳＮＴＫＶＤ
ＫＫＶＥＰＫＳＣＤＫＴＨＴＣＰＰＣＰＡＰＥＡＡＧＧＰＳＶＦＬＦＰＰＫＰＫＤＴＬＭ
ＩＳＲＴＰＥＶＴＣＶＶＶＤＶＳＨＥＤＰＥＶＫＦＮＷＹＶＤＧＶＥＶＨＮＡＫＴＫＰＲ
ＥＥＱＹＮＳＴＹＲＶＶＳＶＬＴＶＬＨＱＤＷＬＮＧＫＥＹＫＣＫＶＳＮＫＡＬＧＡＰＩ
ＥＫＴＩＳＫＡＫＧＱＰＲＥＰＱＶＹＴＬＰＰＣＲＤＥＬＴＫＮＱＶＳＬＷＣＬＶＫＧＦ
ＹＰＳＤＩＡＶＥＷＥＳＮＧＱＰＥＮＮＹＫＴＴＰＰＶＬＤＳＤＧＳＦＦＬＹＳＫＬＴＶ
ＤＫＳＲＷＱＱＧＮＶＦＳＣＳＶＭＨＥＡＬＨＮＨＹＴＱＫＳＬＳＬＳＰＧ
を有する。
【００２３】
　本明細書で報告される一実施態様は、それぞれが配列番号１４のアミノ酸配列を有する
二の完全長軽鎖、配列番号１５のアミノ酸配列を有する完全長重鎖、配列番号１６のアミ
ノ酸配列を有する交差抗体鎖、及び配列番号１７のアミノ酸配列を有する修飾された重鎖
を含む二重特異性抗体である。
【００２４】
　一実施態様では、二重特異性抗体はモノクローナルである。
【００２５】
　本明細書で報告される一態様は、本明細書で報告される二重特異性抗体をエンコードす
る単離された核酸である。
【００２６】
　本明細書で報告される一態様は、本明細書で報告される二重特異性抗体をエンコードす
る本明細書で報告される単離された核酸を含む宿主細胞である。
【００２７】
　本明細書で報告される一態様は、以下の工程を含む、本明細書で報告される二重特異性
抗体を産生する方法である：
　ａ）二重特異性抗体が産生されるように、本明細書で報告される宿主細胞を培養するこ
と
　ｂ）細胞又は培養媒体から二重特異性抗体を回収し、それにより、本明細書で報告され
る二重特異性抗体を産生すること
【００２８】
　本明細書で報告される一態様は、本明細書で報告される二重特異性抗体と細胞傷害性剤
とを含むイムノコンジュゲートである。
【００２９】
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　本明細書で報告される一態様は、本明細書で報告される二重特異性抗体と薬学的に許容
される担体とを含む薬学的製剤である。
【００３０】
　本明細書で報告される一態様は、医薬としての使用のための本明細書で報告される抗体
である。
【００３１】
　本明細書で報告される一態様は、がんの治療のための本明細書で報告される抗体である
。
【００３２】
　本明細書で報告される一態様は、Ｂ細胞増殖性疾患の治療での使用のための、本明細書
で報告される二重特異性抗体である。
【００３３】
　本明細書で報告される一態様は、ＣＤ２０を発現する腫瘍細胞の成長の阻害における使
用のための、本明細書で報告される二重特異性抗体である。一実施態様において、阻害す
るのは脳内においてである。
【００３４】
　本明細書で報告される一態様は、カルシノーマの治療における使用のための本明細書で
報告される二重特異性抗体である。好ましい一実施態様において、カルシノーマは、脳の
又は脳内のカルシノーマである。
【００３５】
　本明細書で報告される一態様は、リンパ腫の治療における使用のための本明細書で報告
される二重特異性抗体である。好ましい一実施態様において、リンパ腫は中枢神経系原発
リンパ腫（ＰＣＮＳＬ）である。
【００３６】
　本明細書で報告される一態様は、自己免疫疾患の治療における使用のための本明細書で
報告される二重特異性抗体である。一実施態様において、自己免疫疾患は多発性硬化症で
ある。好ましい一実施態様において、自己免疫疾患は、二次進行型多発性硬化症である。
【００３７】
　本明細書で報告される一態様は、ＣＤ２０を発現する腫瘍細胞の枯渇における使用のた
めの本明細書で報告される二重特異性抗体である。一実施態様において、枯渇させるのは
脳においてである。
【００３８】
　本明細書で報告される一態様は、ＣＤ２０を発現する循環Ｂ細胞の枯渇における使用の
ための本明細書で報告される二重特異性抗体である。一実施態様において、枯渇するもは
脳においてである。
【００３９】
　本明細書で報告される一態様は、ＣＤ２０を発現する脳隔離Ｂ細胞の枯渇における使用
のための本明細書で報告される二重特異性抗体である。
【００４０】
　本明細書で報告される一態様は、医薬の製造における本明細書で報告される二重特異性
抗体の使用である。
【００４１】
　一実施態様では、医薬は、増殖型疾患の治療を目的とするものである。一実施態様にお
いて、増殖型疾患は、Ｂ細胞増殖性疾患である。一実施態様において、増殖型疾患は、Ｂ
細胞リンパ腫である。好ましい一実施態様において、増殖型疾患は、原発性中枢神経系原
発リンパ腫である。
【００４２】
　一実施態様では、医薬は腫瘍の治療を目的とする。
【００４３】
　一実施態様では、医薬はヒトカルシノーマの治療を目的とする。
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【００４４】
　一実施態様では、医薬は自己免疫疾患の治療を目的とする。一実施態様において、自己
免疫疾患は、乾癬及び皮膚炎（例えばアトピー性皮膚炎）を含む炎症性皮膚疾患のような
炎症反応疾患；全身性強皮症及び硬化症；炎症性腸疾患（例えばクローン病及び潰瘍性大
腸炎）に関連する反応；呼吸窮迫症候群（成人性呼吸促迫症候群；ＡＲＤＳを含む）；皮
膚炎；髄膜炎；脳炎；ブドウ膜炎；大腸炎；糸球体腎炎；湿疹及び喘息のようなアレルギ
ー状態並びにＴ細胞の浸潤及び慢性炎症反応を含むその他の状態；アテローム性動脈硬化
症；白血球接着不全症；関節リウマチ；全身性エリテマトーデス（ＳＬＥ）；糖尿病（例
えばＩ型糖尿病又はインスリン依存性糖尿病）；多発性硬化症；レイノー症候群；自己免
疫性甲状腺炎；アレルギー性脳脊髄炎；シェーグレン症候群；若年発症糖尿病；結核、サ
ルコイドーシス、多発性筋炎、肉芽腫症及び脈管炎で典型的にみられるサイトカイン及び
Ｔ－リンパ球により媒介される急性及び遅発性過敏症に関連する免疫応答；悪性貧血（ア
ジソン病）；白血球漏出を含む疾患；中枢神経系（中枢神経系）炎症性疾患；多臓器損傷
症候群；溶血性貧血（クリオグロブリン血症又はクームス陽性貧血を含むがこれらに限定
されない。）；重症筋無力症；抗原抗体複合体媒介性疾患；抗糸球体基底膜疾患；抗リン
脂質症候群；アレルギー性神経炎；グレーブス病；ランバート・イートン筋無力症症候群
；水疱性類天疱瘡；天疱瘡；自己免疫性多腺性内分泌障害；ライター疾患；スティフマン
症候群；ベーチェット病；巨細胞動脈炎；免疫複合体性腎炎；ＩｇＡ腎症；ＩｇＭ多発性
神経障害；免疫性血小板減少性紫斑病（ＩＴＰ）又は自己免疫性血小板減少症から成る群
より選択される。一実施態様では、医薬は多発性硬化症の治療を目的とする。好ましい一
実施態様において、医薬は、二次進行型多発性硬化症の治療を目的とする。
【００４５】
　一実施態様において、医薬はＣＤ２０を発現する腫瘍を枯渇させることを目的とする。
一実施態様において、枯渇させるものは脳である。
【００４６】
　一実施態様において、医薬はＣＤ２０を発現する循環Ｂ細胞を枯渇させることを目的と
する。一実施態様において、枯渇させるものは脳である。
【００４７】
　一実施態様において、医薬はＣＤ２０を発現する脳隔離Ｂ細胞を枯渇させることを目的
とする。
【００４８】
　本明細書で報告される一態様は、増殖型疾患を有する個体を治療する方法であって、本
明細書で報告される二重特異性抗体の有効量を個体に投与することを含む方法である。一
実施態様において、増殖型疾患は、Ｂ細胞増殖性疾患である。
【００４９】
　本明細書で報告される一態様は、カルシノーマを有する個体を治療する方法であって、
本明細書で報告される二重特異性抗体の有効量を個体に投与することを含む方法である。
好ましい一実施態様において、カルシノーマは、脳の又は脳内のカルシノーマである。
【００５０】
　本明細書で報告される一態様は、リンパ腫を有する個体を治療する方法であって、本明
細書で報告される二重特異性抗体の有効量を個体に投与することを含む方法である。好ま
しい一実施態様において、リンパ腫は中枢神経系原発リンパ腫（ＰＣＮＳＬ）である。
【００５１】
　本明細書で報告される一態様は、自己免疫疾患を有する個体を治療する方法であって、
本明細書で報告される二重特異性抗体の有効量を個体に投与することを含む方法である。
一実施態様において、自己免疫疾患は多発性硬化症である。好ましい一実施態様において
、自己免疫疾患は、二次進行型多発性硬化症である。
【００５２】
　本明細書で報告される一態様は、個体においてＣＤ２０を発現する腫瘍細胞の成長を阻
害するための方法であって、ＣＤ２０を発現する腫瘍細胞の成長を阻害するために、本明
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細書で報告される二重特異性抗体の有効量を個体に投与することを含む方法である。一実
施態様において、阻害するものは脳である。
【００５３】
　本明細書で報告される一態様は、個体においてＣＤ２０を発現する腫瘍細胞を枯渇させ
るための方法であって、ＣＤ２０を発現する腫瘍細胞を枯渇させるために、本明細書で報
告される二重特異性抗体の有効量を個体に投与することを含む方法である。一実施態様に
おいて、阻害するものは脳である。
【００５４】
　本明細書で報告される一態様は、個体においてＣＤ２０を発現する循環Ｂ細胞を枯渇さ
せるための方法であって、ＣＤ２０を発現する循環Ｂ細胞を枯渇させるために、本明細書
で報告される二重特異性抗体の有効量を個体に投与することを含む方法である。一実施態
様において、阻害するものは脳である。
【００５５】
　本明細書で報告される一態様は、個体においてＣＤ２０を発現する脳隔離Ｂ細胞を枯渇
させるための方法であって、ＣＤ２０を発現する脳隔離Ｂ細胞を枯渇させるために、本明
細書で報告される二重特異性抗体の有効量を個体に投与することを含む方法である。
【００５６】
　本明細書で報告される一態様は、ヒトにおける多発性硬化症を治療する方法であって、
ヒトＣＤ２０に結合し、Ｂ細胞を枯渇させる本明細書で報告される抗体の治療的有効量を
ヒトに投与することを含み、抗体が細胞傷害性剤とコンジュゲートしていない方法である
。
【発明を実施するための形態】
【００５７】
　ノブ・イントゥー・ホール二量体化モジュール及び抗体工学におけるその使用は、Ｃａ
ｒｔｅｒ Ｐ．；Ｒｉｄｇｗａｙ Ｊ．Ｂ．Ｂ．；Ｐｒｅｓｔａ Ｌ．Ｇ．：Ｉｍｍｕｎｏ
ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ， Ｖｏｌｕｍｅ ２， Ｎｕｍｂｅｒ １， Ｆｅｂｒｕａｒｙ １９
９６， ｐｐ．７３－７３に記載されている。ＣＨ３ドメインにおけるさらなるジスルフ
ィド架橋は、Ｍｅｒｃｈａｎｔ， Ａ．Ｍ．， ｅｔ ａｌ．， Ｎａｔ． Ｂｉｏｔｅｃｈ
ｎｏｌ． １６（１９９８）６７７－６８１で報告されている。
【００５８】
　ヒト免疫グロブリンの軽鎖及び重鎖のヌクレオチド配列に関する一般情報は以下に与え
られている：Ｋａｂａｔ ｅｔ ａｌ．， Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ Ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｏ
ｆ Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ， ５ｔｈ ｅｄ． Ｐｕｂｌｉｃ Ｈｅ
ａｌｔｈ Ｓｅｒｖｉｃｅ， Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅｓ ｏｆ Ｈｅａｌｔ
ｈ， Ｂｅｔｈｅｓｄａ， ＭＤ（１９９１）。
【００５９】
　本明細書で使用される場合、重鎖及び軽鎖の全ての定常領域及びドメインアミノ酸位置
は、Ｋａｂａｔ， ｅｔ ａｌ．， Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ Ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｏｆ Ｉ
ｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ， ５ｔｈ ｅｄ．， Ｐｕｂｌｉｃ Ｈｅａ
ｌｔｈ Ｓｅｒｖｉｃｅ， Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅｓ ｏｆ Ｈｅａｌｔｈ
， Ｂｅｔｈｅｓｄａ， ＭＤ（１９９１）に記載されるカバット番号付けシステムに従っ
て番号付けられ、本明細書では「Ｋａｂａｔに従って番号付け」と称される。特に、Ｋａ
ｂａｔ， ｅｔ ａｌ．， Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ Ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｏｆ Ｉｍｍｕｎ
ｏｌｏｇｉｃａｌ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ， ５ｔｈ ｅｄ．， Ｐｕｂｌｉｃ Ｈｅａｌｔｈ Ｓ
ｅｒｖｉｃｅ， Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅｓ ｏｆ Ｈｅａｌｔｈ， Ｂｅｔ
ｈｅｓｄａ， ＭＤ（１９９１）のＫａｂａｔ番号付けシステム（６４７～６６０ページ
を参照のこと。）は、カッパ及びラムダアイソタイプの軽鎖定常ドメインＣＬに使用され
、Ｋａｂａｔ ＥＵインデックス番号付けシステム（６６１～７２３ページを参照のこと
。）は、定常重鎖ドメインに使用される（ＣＨ１、ヒンジ、ＣＨ２及びＣＨ３、本明細書
では、この場合「Ｋａｂａｔ ＥＵインデックスに従って番号付け」と称することにより
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さらに明確にする。）。
【００６０】
Ｉ．定義
　「血液脳関門」又は「ＢＢＢ」は、脳毛細血管内皮細胞原形質膜内の密着結合によって
形成される末梢循環と脳及び脊髄との間の生理的関門を指し、脳への分子（尿素（６０ダ
ルトン）のような非常に小さな分子さえも含む。）の輸送を制限する密着した関門を生じ
る。脳内のＢＢＢ、脊髄内の血液脊髄関門、及び網膜内の血液網膜関門は、ＣＮＳ内の近
接する毛細血管関門であり、本明細書ではまとめて血液脳関門又はＢＢＢと称する。ＢＢ
Ｂはまた、血液ＣＳＦ関門（脈絡叢）を包含し、この関門は、毛細管内皮細胞ではなく上
衣細胞からなる。
【００６１】
　用語「抗ヒトＣＤ２０抗体」及び「ヒトＣＤ２０に特異的に結合する抗体」は、ＣＤ２
０を標的とする際に診断薬及び／又は治療剤として抗体が有用であるように、十分な親和
性でヒトＣＤ２０に結合可能な抗体を指す。
【００６２】
　したがって、該用語は、ヒトＣＤ２０の短縮された断片に結合する抗体も包含する。
【００６３】
　ＣＤ２０抗原に結合する抗体の例は以下を含む：現在「リツキシマブ」（「ＲＩＴＵＸ
ＡＮ（登録商標）」）と呼ばれている「Ｃ２Ｂ８」（米国特許第５，７３６，１３７号）
；「Ｙ２Ｂ８」と表されるイットリウム－［９０］－標識化２Ｂ８マウス抗体（米国特許
第５，７３６，１３７号）；１３１Ｉで標識され、「１３１Ｉ－Ｂ１」抗体（ＢＥＸＸＡ
ＲＴＭ）を生成してもよいマウスＩｇＧ２ａ「Ｂ１」（米国特許第５，５９５，７２１号
）；マウスモノクローナル抗体「１Ｆ５」（Press et al., Blood 69(1987)584-591）；
「キメラ２Ｈ７」抗体（米国特許第５，６７７，１８０号）；Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａ
ｌ Ｌｅｕｋｏｃｙｔｅ Ｔｙｐｉｎｇ Ｗｏｒｋｓｈｏｐより入手可能なモノクローナル
抗体Ｌ２７、Ｇ２８－２、９３－１Ｂ３、Ｂ－Ｃ１又はＮＵ－Ｂ２（Valentine et al., 
In:Leukocyte Typing III(McMichael, Ed.)p. 440, Oxford University Press(1987)）；
及び米国特許第８，８８３，９８０号に記載されるモノクローナル抗体。
【００６４】
　「ＣＤ２０」抗原は、末梢血又はリンパ器官からのＢ細胞の９０％超の表面上にみられ
る、およそ３５ｋＤａの非グリコシル化リンタンパク質である。ＣＤ２０は、早期プレＢ
細胞発生中に発現し、形質細胞の分化まで残る。ＣＤ２０は、正常Ｂ細胞及び悪性Ｂ細胞
の両方に存在する。文献中のＣＤ２０の別名は、「Ｂリンパ球拘束性抗原」又は「Ｂｐ３
５」を含む。ＣＤ２０抗原は、例えば、Ｃｌａｒｋ ｅｔ ａｌ． Ｐｒｏｃ． Ｎａｔｌ．
 Ａｃａｄ． Ｓｃｉ ＵＳＡ ８２（１９８５）１７６６に記載されている。配列番号０５
も参照のこと。
【００６５】
　本明細書中の「自己免疫疾患」とは、個体自体の組織から又はそれに対して生じる非悪
性疾患又は障害である。本明細書で使用される用語「自己免疫疾患」は、悪性又はがん性
疾患又は状態を特異的に除外し、特に、Ｂ細胞リンパ腫、急性リンパ芽球性白血病（ＡＬ
Ｌ）、慢性リンパ球性白血病（ＣＬＬ）、ヘアリー細胞白血病及び慢性骨髄芽球性白血病
を除外する。自己免疫疾患又は障害の例は、限定されないが、乾癬及び皮膚炎（例えばア
トピー性皮膚炎）を含む炎症性皮膚疾患のような炎症反応疾患；全身性強皮症及び硬化症
；炎症性腸疾患（例えばクローン病及び潰瘍性大腸炎）に関連する反応；呼吸窮迫症候群
（成人性呼吸促迫症候群；ＡＲＤＳを含む）；皮膚炎；髄膜炎；脳炎；ブドウ膜炎；大腸
炎；糸球体腎炎；湿疹及び喘息のようなアレルギー状態並びにＴ細胞の浸潤及び慢性炎症
反応を含むその他の状態；アテローム性動脈硬化症；白血球接着不全症；関節リウマチ；
全身性エリテマトーデス（ＳＬＥ）；糖尿病（例えばＩ型糖尿病又はインスリン依存性糖
尿病）；多発性硬化症；レイノー症候群；自己免疫性甲状腺炎；アレルギー性脳脊髄炎；
シェーグレン症候群；若年発症糖尿病；結核、サルコイドーシス、多発性筋炎、肉芽腫症
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及び脈管炎で典型的にみられるサイトカイン及びＴ－リンパ球により媒介される急性及び
遅発性過敏症に関連する免疫応答；悪性貧血（アジソン病）；白血球漏出を含む疾患；中
枢神経系（中枢神経系）炎症性疾患；多臓器損傷症候群；溶血性貧血（クリオグロブリン
血症又はクームス陽性貧血を含むがこれらに限定されない。）；重症筋無力症；抗原抗体
複合体媒介性疾患；抗糸球体基底膜疾患；抗リン脂質症候群；アレルギー性神経炎；グレ
ーブス病；ランバート・イートン筋無力症症候群；水疱性類天疱瘡；天疱瘡；自己免疫性
多腺性内分泌障害；ライター疾患；スティフマン症候群；ベーチェット病；巨細胞動脈炎
；免疫複合体性腎炎；ＩｇＡ腎症；ＩｇＭ多発性神経障害；免疫性血小板減少性紫斑病（
ＩＴＰ）又は自己免疫性血小板減少症を含む。
【００６６】
　「アンタゴニスト」は、Ｂ細胞表面マーカーに結合する際に、哺乳類におけるＢ細胞を
殺すか又は枯渇させる、及び／又は、例えばＢ細胞により生じる液性応答を減少させる又
は防ぐことによって一又は複数のＢ細胞機能に干渉する分子である。アンタゴニストは、
それを用いて治療された哺乳類におけるＢ細胞を枯渇させる（すなわち、循環Ｂ細胞レベ
ルを減少させる）ことができる。このような枯渇は、様々な機序、例えば、抗体依存性細
胞媒介性細胞傷害（ＡＤＣＣ）及び／又は補体依存性細胞傷害（ＣＤＣ）、Ｂ細胞増殖の
阻害及び／又は（例えばアポトーシスによる）Ｂ細胞死の誘発によって達成されうる。ア
ンタゴニストは、抗体、合成又は天然配列ペプチド、及びＢ細胞マーカーに結合し、任意
選択的に細胞傷害性剤とコンジュゲートしているか又はそれに融合している小分子を含む
。
【００６７】
　「増殖阻害」アンタゴニストは、アンタゴニストが結合する抗原を発現している細胞の
増殖を予防するか又は低減するものである。例えば、アンタゴニストは、Ｂ細胞の増殖を
ｉｎ　ｖｉｖｏ又はｉｎ　ｖｉｔｒｏで予防又は低減しうる。
【００６８】
　「アポトーシスを誘導する」アンタゴニストは、アネキシンＶの結合、ＤＮＡの断片化
、細胞収縮、小胞体の拡張、細胞断片化、及び／又は膜小胞の形成（アポトーシス小体と
呼ばれる。）などの標準的なアポトーシスアッセイにより決定される、例えばＢ細胞の、
プログラム細胞死を誘導するものである。
【００６９】
　問題の抗原、例えばＢ細胞表面マーカーを「結合する」アンタゴニストは、アンタゴニ
ストが、抗原を発現する細胞を標的化するための治療剤として有用であるように、十分な
親和性及び／又は結合力でその抗原を結合することができるものである。
【００７０】
　「中枢神経系」又は「ＣＮＳ」とは、身体機能をコントロールする神経組織の複合体を
指し、脳及び脊髄を含む。
【００７１】
　「血液脳関門受容体」（本明細書では「ＢＢＢＲ」と略される。）は、ＢＢＢのいたる
所へ分子を伝達することができ、外因性投与分子の伝達に使用されうる脳内皮細胞に発現
した細胞外膜結合受容体タンパク質である。本明細書のＢＢＢＲの例は、トランスフェリ
ン受容体（ＴｆＲ）、インスリン受容体、インスリン様成長因子受容体（ＩＧＦ－Ｒ）、
低密度リポタンパク質受容体関連タンパク質１（ＬＲＰ１）及び低密度リポタンパク質受
容体関連タンパク質８（ＬＲＰ８）を含むがこれらに限定されない低密度リポタンパク質
受容体、並びにヘパリン結合上皮増殖因子様成長因子（ＨＢ－ＥＧＦ）を含む。一つの好
ましいＢＢＢＲは、トランスフェリン受容体（ＴｆＲ）である。
【００７２】
　「トランスフェリン受容体」（「ＴｆＲ」）は、脊椎動物からの鉄取り込みに含まれる
二のジスルフィド結合サブユニット（それぞれの見かけの分子量は約９０，０００Ｄａ。
）で構成されている膜透過糖タンパク質（約１８０，０００Ｄａの分子量を有する）であ
る。一実施態様において、本明細書で言及されるＴｆＲは、例えばＳｃｈｎｅｉｄｅｒ 
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ｅｔ ａｌ．（Nature 311(1984)675-678）にあるようなアミノ酸配列を含むヒトＴｆＲで
ある。
【００７３】
　「多重特異性抗体」とは、同一の抗原又は二の異なる抗原上の少なくとも二の異なるエ
ピトープに関して結合特異性を有する抗体を表す。例示的な多重特異性抗体は、ＢＢＢＲ
と脳抗原の両方を結合しうる。多重特異性抗体は、完全長抗体又は抗体断片（例えばＦ（
ａｂ’）２二重特異性抗体）又はそれらの組合せ（例えば、完全長抗体プラスさらなるｓ
ｃＦｖ又はＦａｂ断片）として調製されうる。二、三又はそれ以上（例えば四）の機能抗
原結合部位を有する改変抗体もまた報告されている（例えば、米国特許公開第２００２／
０００４５８７号を参照のこと）。
【００７４】
　本明細書における目的のための「アクセプターヒトフレームワーク」とは、下記に定義
されるように、ヒト免疫グロブリンフレームワーク又はヒトコンセンサスフレームワーク
から得られる軽鎖可変ドメイン（ＶＬ）フレームワーク又は重鎖可変ドメイン（ＶＨ）フ
レームワークのアミノ酸配列を含むフレームワークである。ヒト免疫グロブリンフレーム
ワーク又はヒトコンセンサスフレームワーク「から得られる」アクセプターヒトフレーム
ワークは、その同一のアミノ酸配列を含んでもよく、又はそれはアミノ酸配列の変化を含
んでもよい。いくつかの実施態様において、アミノ酸変化の数は、１０以下、９以下、８
以下、７以下、６以下、５以下、４以下、３以下、又は２以下である。いくつかの実施態
様において、ＶＬアクセプターヒトフレームワークは、ＶＬヒト免疫グロブリンフレーム
ワーク配列又はヒトコンセンサスフレームワーク配列と配列が同一である。
【００７５】
　「親和性」は、分子（例えば、抗体）の単一結合部位とその結合パートナー（例えば、
抗原）との間の非共有結合相互作用の総和の強度を指す。本明細書で使用する場合、特に
断らない限り、「結合親和性」は、結合対（例えば、抗体と抗原）のメンバー間の１：１
の相互作用を反映する本質的な結合親和性を指す。一般的に、分子ＸのそのパートナーＹ
に対する親和性は、解離定数（ｋｄ）によって表される。親和性は、本明細書中に記載の
ものを含む、表面プラズモン共鳴のような当技術分野で既知の一般的な方法により測定す
ることができる。
【００７６】
　「親和性成熟」抗体とは、変化を有しない親抗体と比較して、一又は複数の超可変領域
（ＨＶＲ）に一又は複数の変化があり、かかる変化が抗原に対する抗体の親和性の改善を
もたらす抗体を指す。
【００７７】
　本明細書における用語「抗体」は最も広い意味で使用され、種々の抗体構造を包含し、
限定されるものではないが、モノクローナル抗体、ポリクローナル抗体、多特異性抗体（
例えば二重特異性抗体）、及び、所望の抗原結合活性を示す限り、抗体断片を含む。
【００７８】
　用語「抗体依存性細胞傷害性（ＡＤＣＣ）」とは、Ｆｃ受容体結合により媒介される機
能であり、エフェクター細胞の存在下での、本明細書で報告されるような抗体による標的
細胞の溶解を指す。一実施態様において、新たに単離されたＰＢＭＣ（末梢血単核細胞）
又は単球若しくはＮＫ（ナチュラルキラー）細胞のようなバフィコートからの精製された
エフェクター細胞のような、エフェクター細胞の存在下で本明細書で報告された抗体を有
するＣＤ１９を発現する赤血球系細胞（例えば、組換えヒトＣＤ１９を発現するＫ５６２
細胞）の調製物の処理により、ＡＤＣＣは測定される。標的細胞は５１Ｃｒで標識され、
続いて抗体とインキュベートされる。標識された細胞は、エフェクター細胞とインキュベ
ートされ、上清は放出された５１Ｃｒについて分析される。コントロールは、エフェクタ
ー細胞を含むが抗体を含まない標的内皮細胞のインキュベーションを含む。ＦｃγＲＩ及
び／又はＦｃγＲＩＩＡ又はＮＫ細胞を組換え発現する（本質的にＦｃγＲＩＩＩＡを発
現する）細胞などの細胞を発現するＦｃγ受容体への結合を測定することによって、ＡＤ
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ＣＣを媒介する初期段階を誘導する抗体の能力が調査される。一つの好ましい実施形態に
おいて、ＮＫ細胞上のＦｃγＲへの結合が測定される。
【００７９】
　「抗体断片」は、インタクトな抗体が結合する抗原に結合するインタクトな抗体の一部
分を含む、インタクトな抗体以外の分子を指す。抗体断片の例には、限定されるものでは
ないが、Ｆｖ、Ｆａｂ、Ｆａｂ’、Ｆａｂ’－ＳＨ、Ｆ（ａｂ’）２；ダイアボディ；線
形抗体；単鎖抗体分子（例えばｓｃＦｖ）；及び抗体断片から形成される多重特異性抗体
が含まれる。
【００８０】
　用語「キメラ」抗体は、重鎖及び／又は軽鎖の一部分が特定の起源又は種に由来し、一
方重鎖及び／又は軽鎖の残りは異なる起源又は種に由来する抗体を指す。
【００８１】
　抗体の「クラス」は、その重鎖が保有する定常ドメイン又は定常領域の種類を指す。抗
体には５つの主要なクラス：ＩｇＡ、ＩｇＤ、ＩｇＥ、ＩｇＧ及びＩｇＭがあり、これら
の幾つかは、ＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、ＩｇＧ４、ＩＧＡ１及びＩｇＡ２等のサブ
クラス（アイソタイプ）に更に分かれる。免疫グロブリンの異なるクラスに対応する重鎖
定常ドメインは、それぞれα、δ、ε、γ、及びμと呼ばれる。
【００８２】
　本明細書で用いられる「細胞傷害性薬物」という用語は、細胞の機能を阻害又は阻止し
及び／又は細胞死又は破壊を生ずる物質を指す。細胞傷害性剤は、限定されるものではな
いが、放射性同位体（例えばＡｔ２１１、Ｉ１３１、Ｉ１２５、Ｙ９０、Ｒｅ１８６、Ｒ
ｅ１８８、Ｓｍ１５３、Ｂｉ２１２、Ｐ３２、Ｐｂ２１２、及びＬｕの放射性同位体）：
化学療法剤又は薬物（例えばメトトレキセート、アドリアマイシン、ビンカアルカロイド
（ビンクリスチン、ビンブラスチン、エトポシド）、ドキソルビシン、メルファラン、マ
イトマイシンＣ、クロラムブシル、ダウノルビシン又は他の挿入剤）；増殖阻害剤；酵素
及びその断片、例えば核酸分解酵素；抗生物質；小分子毒素等の毒素、又は細菌、真菌、
植物若しくは動物由来の酵素活性毒素（それらの断片及び／又は変異体を含む）、及び以
下に開示される種々の抗腫瘍剤又は抗癌剤を含む。
【００８３】
　用語「補体依存性細胞傷害性（ＣＤＣ）」は、補体の存在下での、本明細書で報告され
るような抗体により誘導される細胞の溶解を指す。一実施態様において、ＣＤＣは、補体
の存在下での、本明細書で報告されるような抗体でのヒト内皮細胞を発現するＣＤ１９の
処理により、測定される。一実施態様において、細胞はカルセインで標識される。抗体が
３０μｇ／ｍｌの濃度で標的細胞の２０％以上の溶解を誘導する場合、ＣＤＣが見られる
。補体因子Ｃ１ｑへの結合はＥＬＩＳＡで測定されうる。そのようなアッセイにおいては
、主に、ＥＬＩＳＡプレートは、抗体の濃度域でコーティングされ、精製されたヒトＣ１
ｑ又はヒト血清が添加される。Ｃ１ｑ結合は、Ｃ１ｑに対する抗体により、続いてペロキ
シダーゼで標的されたコンジュゲートにより、検出される。結合（最大結合Ｂｍａｘ）の
検出は、ペロキシダーゼ基質ＡＢＴＳ（登録商標）（２，２’－アジノ－ジ－［３－エチ
ルベンズチアゾリン－６－スルホネート（６）］）に関して４０５ｎｍの光学濃度（ＯＤ
４０５）として測定される。
【００８４】
　「エフェクター機能」とは、抗体のクラスにより変わる、抗体のＦｃ領域に起因する生
物活性を指す。抗体エフェクター機能の例には：Ｃ１ｑ結合及び補体依存性細胞傷害（Ｃ
ＤＣ）；Ｆｃ受容体結合；抗体依存性細胞媒介性細胞傷害（ＡＤＣＣ）；食作用；細胞表
面受容体（例えば、Ｂ細胞受容体）の下方制御；及びＢ細胞活性化が含まれる。
【００８５】
　Ｆｃ受容体結合依存性エフェクター機能は、抗体のＦｃ領域と、造血細胞上の特殊化細
胞表面受容体であるＦｃ受容体（ＦｃＲ）との相互作用により媒介することができる。Ｆ
ｃ受容体は、免疫グロブリンスーパーファミリーに属し、抗体依存性細胞媒介性細胞傷害
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性（ＡＤＣＣ）を介した、免疫複合体の食作用による抗体でコーティングされた病原体の
除去と、対応する抗体でコーティングされた赤血球及び種々の他の細胞標的（例えば、腫
瘍細胞）の溶解との両方を媒介することが示されている（例えば、Van de Winkel, J.G. 
and Anderson, C.L., J. Leukoc. Biol. 49(1991)511-524を参照のこと。）。ＦｃＲは、
免疫グロブリンアイソタイプに関するそれらの特異性により定義される：ＩｇＧ抗体に関
するＦｃ受容体は、ＦｃγＲと表される。Ｆｃ受容体結合は、例えば、Ｒａｖｅｔｃｈ，
 Ｊ．Ｖ． ａｎｄ Ｋｉｎｅｔ， Ｊ．Ｐ．， Ａｎｎｕ． Ｒｅｖ． Ｉｍｍｕｎｏｌ． ９
（１９９１）４５７－４９２；Ｃａｐｅｌ， Ｐ．Ｊ．， ｅｔ ａｌ．， Ｉｍｍｕｎｏｍ
ｅｔｈｏｄｓ ４（１９９４）２５－３４；ｄｅ Ｈａａｓ， Ｍ．， ｅｔ ａｌ．， Ｊ．
 Ｌａｂ． Ｃｌｉｎ． Ｍｅｄ． １２６（１９９５）３３０－３４１；及びＧｅｓｓｎｅ
ｒ， Ｊ．Ｅ．， ｅｔ ａｌ．， Ａｎｎ． Ｈｅｍａｔｏｌ． ７６（１９９８）２３１－
２４８に記載されている。
【００８６】
　ＩｇＧ抗体のＦｃ領域（ＦｃγＲ）に関する受容体の架橋は、食作用、抗体依存性細胞
傷害性、及び炎症メディエーターの放出、並びに免疫複合体除去及び抗体産生の制御を含
む広範なエフェクター機能を引き起こす。ヒトにおいては、３つのクラスのＦｃγＲの特
徴が明らかにされてきている：
－　ＦｃγＲＩ（ＣＤ６４）は、高い親和性を有するモノマーＩｇＧを結合し、マクロフ
ァージ、単球、好中球及び好酸球上で発現すること。アミノ酸残基Ｅ２３３－Ｇ２３６、
Ｐ２３８、Ｄ２６５、Ｎ２９７、Ａ３２７及びＰ３２９（ＫａｂａｔのＥＵインデックス
に従い番号付け。）の少なくとも一のＦｃ領域ＩｇＧにおける改変は、ＦｃγＲＩへの結
合を減少させる。ＩｇＧ１及びＩｇＧ４に置換される、２３３～２３６位のＩｇＧ２残基
は、ＦｃγＲＩへの結合を１０3倍減少させ、抗体－感受性化赤血球に対するヒト単球応
答を削減した（Armour, K.L., et al., Eur. J. Immunol. 29(1999)2613-2624）。
－　ＦｃγＲＩＩ（ＣＤ３２）は、中程度から低い親和性で複合体化したＩｇＧに結合し
、広く発現している。この受容体は、二のサブタイプ、ＦｃγＲＩＩＡ及びＦｃγＲＩＩ
Ｂに分けることができる。ＦｃγＲＩＩＡは、殺傷に関与する多くの細胞（例えば、マク
ロファージ、単球、好中球）に見られ、殺傷プロセスを活性化することができるようであ
る。ＦｃγＲＩＩＢは、阻害過程で役割を果たすようであり、Ｂ-細胞、マクロファージ
、及びマスト細胞及び好酸球で見られる。それは、Ｂ細胞上では、更なる免疫グロブリン
の産生及び例えばＩｇＥクラスへのアイソタイプスイッチングを抑制するよう機能するよ
うである。マクロファージ上では、ＦｃγＲＩＩＢは、ＦｃγＲＩＩＡを通じて媒介され
るような、食作用を阻害するよう作用する。好酸球及びマスト細胞上では、Ｂ型は、その
分離した受容体へのＩｇＥ結合を通じたこれらの細胞の活性化を抑制するのを助けうる。
ＦｃγＲＩＩＡへの減少した結合は、例えば、アミノ酸残基Ｅ２３３－Ｇ２３６、Ｐ２３
８、Ｄ２６５、Ｎ２９７、Ａ３２７、Ｐ３２９、Ｄ２７０、Ｑ２９５、Ａ３２７、Ｒ２９
２及びＫ４１４（ＫａｂａｔのＥＵインデックスに従い番号付け。）の少なくとも一の変
異を有するＩｇＧＦｃ領域を含む抗体で見られる。
－　ＦｃγＲＩＩＩ（ＣＤ１６）は、中程度から低い親和性でＩｇＧに結合し、二種類で
存在する。ＦｃγＲＩＩＩＡは、ＮＫ細胞、マクロファージ、好酸球並びにいくつかの単
球及びＴ細胞上で見られ、ＡＤＣＣを媒介する。ＦｃγＲＩＩＩＢは、好中球で多く発現
する。ＦｃγＲＩＩＩＡへの減少した結合は、例えば、アミノ酸残基Ｅ２３３－Ｇ２３６
、Ｐ２３８、Ｄ２６５、Ｎ２９７、Ａ３２７、Ｐ３２９、Ｄ２７０、Ｑ２９５、Ａ３２７
、Ｓ２３９、Ｅ２６９、Ｅ２９３、Ｙ２９６、Ｖ３０３、Ａ３２７、Ｋ３３８及びＤ３７
６（ＫａｂａｔのＥＵインデックスに従い番号付け。）の少なくとも一の変異を有するＩ
ｇＧＦｃ領域を含む抗体で見られる。
【００８７】
　Ｆｃ受容体に関するヒトＩｇＧ１上の結合部位のマッピング、上述の変異部位並びにＦ
ｃγＲＩ及びＦｃγＲＩＩＡへの結合を測定するための方法が、Ｓｈｉｅｌｄｓ， Ｒ．
Ｌ．， ｅｔ ａｌ．， Ｊ． Ｂｉｏｌ． Ｃｈｅｍ． ２７６（２００１）６５９１－６６



(21) JP 2018-536629 A 2018.12.13

10

20

30

40

50

０４に記載されている。
【００８８】
　薬剤、例えば、薬学的製剤の「有効量」は、所望の治療的又予防的結果を達成するため
に必要な用量及び期間での有効な量を指す。
【００８９】
　本明細書で使用される用語「Ｆｃ受容体」とは、受容体に関連する細胞質ＩＴＡＭ配列
の存在によって特徴を明らかにされた活性化受容体を指す（例えば、Ravetch, J.V. and 
Bolland, S., Annu. Rev. Immunol. 19(2001)275-290を参照のこと）。このような受容体
は、ＦｃγＲＩ、ＦｃγＲＩＩＡ及びＦｃγＲＩＩＩＡである。用語「ＦｃγＲの非結合
」とは、１０μｇ／ｍｌの抗体濃度で、本明細書で報告される抗体のＮＫ細胞への結合が
、国際公開第２００６／０２９８７９号で報告される抗ＯＸ４０Ｌ抗体ＬＣ．００１でみ
られる結合の１０％以下であることを表す。
【００９０】
　ＩｇＧ４は減少したＦｃＲ結合を示すが、他のＩｇＧサブクラスの抗体は強い結合を示
す。しかしながら、Ｐｒｏ２３８、Ａｓｐ２６５、Ａｓｐ２７０、Ａｓｎ２９７（Ｆｃ糖
の損失））、Ｐｒｏ３２９及び２３４、２３５、２３６及び２３７　Ｉｌｅ２５３、Ｓｅ
ｒ２５４、Ｌｙｓ２８８、Ｔｈｒ３０７、Ｇｌｎ３１１、Ａｓｎ４３４、及びＨｉｓ４３
５は、ＦｃＲ結合を提供する（変更された場合は減少する）残基である（Shields, R.L.,
 et al., J. Biol. Chem. 276(2001)6591-6604;Lund, J., et al., FASEB J. 9(1995)115
-119;Morgan, A., et al., Immunology 86(1995)319-324;and EP 0 307 434）。一実施態
様において、本明細書で報告される抗体は、ＩｇＧ１又はＩｇＧ２サブクラスのものであ
り、変異ＰＶＡ２３６、ＧＬＰＳＳ３３１、及び／又はＬ２３４Ａ／Ｌ２３５Ａを含む。
一実施態様において、本明細書で報告される抗体は、ＩｇＧ４サブクラスのものであり、
変異Ｌ２３５Ｅを含む。一実施態様において、抗体は変異Ｓ２２８Ｐをさらに含む。
【００９１】
　本明細書において用語「Ｆｃ領域」は、定常領域の少なくとも一部を含む、免疫グロブ
リン重鎖のＣ末端領域を定義するために用いられる。この用語は、天然配列Ｆｃ領域及び
変異体Ｆｃ領域を含む。一実施態様において、ヒトＩｇＧ重鎖Ｆｃ領域は、Ｃｙｓ２２６
又はＰｒｏ２３０から重鎖のカルボキシル末端にまで及ぶ。しかしながら、Ｆｃ領域のＣ
末端リジン（Ｌｙｓ４４７）は、存在しても、存在しなくてもよい。
【００９２】
　一実施態様において、本明細書で報告されるような抗体は、Ｆｃ領域として、ヒト起源
由来のＦｃ領域を含む。一実施態様において、Ｆｃ領域は、ヒト定常領域の全部分を含む
。抗体のＦｃ領域は、補体活性化、Ｃ１ｑ結合、Ｃ３活性化及びＦｃ受容体結合に直接関
与する。補体系に対する抗体の影響は特定の条件に依存するが、Ｃ１ｑへの結合は、Ｆｃ
領域に規定された結合部位により引き起こされる。そのような結合部位は当該技術分野で
既知であり、例えばＬｕｋａｓ， Ｔ．Ｊ．， ｅｔ ａｌ．， Ｊ． Ｉｍｍｕｎｏｌ． １
２７（１９８１）２５５５－２５６０；Ｂｒｕｎｈｏｕｓｅ， Ｒ． ａｎｄ Ｃｅｂｒａ
， Ｊ．Ｊ．， Ｍｏｌ． Ｉｍｍｕｎｏｌ． １６（１９７９）９０７－９１７；Ｂｕｒｔ
ｏｎ， Ｄ．Ｒ．， ｅｔ ａｌ．， Ｎａｔｕｒｅ ２８８（１９８０）３３８－３４４；
Ｔｈｏｍｍｅｓｅｎ， Ｊ．Ｅ．， ｅｔ ａｌ．， Ｍｏｌ． Ｉｍｍｕｎｏｌ． ３７（２
０００）９９５－１００４；Ｉｄｕｓｏｇｉｅ， Ｅ．Ｅ．， ｅｔ ａｌ．， Ｊ． Ｉｍ
ｍｕｎｏｌ．１６４（２０００）４１７８－４１８４；Ｈｅｚａｒｅｈ， Ｍ．， ｅｔ 
ａｌ．， Ｊ． Ｖｉｒｏｌ． ７５（２００１）１２１６１－１２１６８；Ｍｏｒｇａｎ
， Ａ．， ｅｔ ａｌ．， Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ ８６（１９９５）３１９－３２４；及
びＥＰ０３０７４３４により記載されている。そのような結合部位は、例えばＬ２３４、
Ｌ２３５、Ｄ２７０、Ｎ２９７、Ｅ３１８、Ｋ３２０、Ｋ３２２、Ｐ３３１、及びＰ３２
９（ＫａｂａｔのＥＵインデックスに従い番号付け。）である。通常、サブクラスＩｇＧ
１、ＩｇＧ２、及びＩｇＧ３の抗体は、補体活性化、Ｃ１ｑ結合及びＣ３結合を示すが、
その一方ＩｇＧ４は補体系を活性化せず、Ｃ１ｑに結合せず、Ｃ３を活性化しない。
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【００９３】
　「抗体のＦｃ領域」は、当業者に周知であり、抗体のパパイン切断に基づいて定められ
る用語である。一実施態様では、Ｆｃ領域はヒトＦｃ領域である。一実施態様では、Ｆｃ
領域は、変異Ｓ２２８Ｐ及び／又はＬ２３５Ｅ（ＫａｂａｔのＥＵインデックスに従い番
号付け。）を含むヒトＩｇＧ４サブクラスのＦｃ領域である。一実施態様では、Ｆｃ領域
は、変異Ｌ２３４Ａ及び／又はＬ２３５Ａ（ＫａｂａｔのＥＵインデックスに従い番号付
け。）を含むヒトＩｇＧ１サブクラスのＦｃ領域である。
【００９４】
　「フレームワーク」又は「ＦＲ」は、超可変領域（ＨＶＲ）残基以外の可変ドメイン残
基を指す。可変ドメインのＦＲは、一般に四つのＦＲのドメイン、即ちＦＲ１、ＦＲ２、
ＦＲ３、及びＦＲ４で構成される。したがって、ＨＶＲ及びＦＲ配列は一般的に、ＶＨ（
又はＶＬ）の以下の配列に現れる：ＦＲ１－Ｈ１（Ｌ１）－ＦＲ２－Ｈ２（Ｌ２）－ＦＲ
３－Ｈ３（Ｌ３）－ＦＲ４。
【００９５】
　用語「完全長抗体」、「インタクトな抗体」、及び「全抗体」は、本明細書中で互換的
に使用され、天然型抗体構造と実質的に類似の構造を有するか、又は本明細書で定義され
るＦｃ領域を含む重鎖を有する抗体を指す。「完全長抗体」は、抗原結合可変領域と、軽
鎖定常ドメイン（ＣＬ）及び重鎖定常ドメインＣＨ１、ＣＨ２及びｂＣＨ３とを含む抗体
である。定常ドメインは、天然配列定常ドメイン（例えば、ヒト天然配列定常ドメイン）
又はそのアミノ酸配列変異体でありうる。より詳細には、完全長抗体は、二本の抗体軽鎖
（それぞれ、軽鎖可変ドメイン及び軽鎖定常ドメインを含む。）及び二本の抗体重鎖（そ
れぞれ、重鎖可変ドメイン、ヒンジ領域及び重鎖定常ドメインＣＨ１、ＣＨ２及びＣＨ３
を含む。）を含む。Ｃ末端アミノ酸残基Ｋ又はＧＫは、完全長抗体の二の抗体重鎖に存在
するか又は互いに独立せずに存在してもよい。
【００９６】
　用語「宿主細胞」、「宿主細胞株」及び「宿主細胞培養物」は互換的に使用され、外因
性の核酸が導入された細胞を指し、そのような細胞の子孫を含む。宿主細胞は、「形質転
換体」及び「形質転換された細胞」を含み、それには初代形質転換細胞及び、継代の数に
関係なく、それに由来する子孫が含まれる。子孫は親細胞と核酸含量が完全に同一でなく
てもよく、変異を含んでいてもよい。本明細書には、最初に形質転換された細胞において
スクリーニング又は選択されたものと同じ機能又は生物活性を有する変異型子孫が含まれ
る。
【００９７】
　「ヒトコンセンサスフレームワーク」とは、ヒト免疫グロブリンＶＬ又はＶＨフレーム
ワーク配列の選択において最も一般的に存在するアミノ酸残基を表すフレームワークであ
る。一般的には、ヒト免疫グロブリンＶＬ又はＶＨ配列の選択は、可変ドメイン配列のサ
ブグループからなされる。一般的に、配列のサブグループは、Ｋａｂａｔ， Ｅ．Ａ． ｅ
ｔ ａｌ．， Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ Ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｏｆ Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃ
ａｌ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ， ５ｔｈ ｅｄ．， Ｂｅｔｈｅｓｄａ ＭＤ（１９９１）， ＮＩ
Ｈ Ｐｕｂｌｉｃａｔｉｏｎ ９１－３２４２， Ｖｏｌｓ． １－３のサブグループである
。一実施態様において、ＶＬについて、サブグループは上掲のＫａｂａｔらのサブグルー
プカッパＩである。一実施態様において、ＶＨについて、サブグループは上掲のＫａｂａ
ｔらのサブグループＩＩＩである。
【００９８】
　「ヒト化」抗体は、非ヒトＨＶＲのアミノ酸残基及びヒトＦＲのアミノ酸残基を含むキ
メラ抗体を指す。特定の実施態様において、ヒト化抗体は、少なくとも一つ、典型的には
２つの可変ドメインの実質的にすべてを含み、ＨＶＲ（例えば、ＣＤＲ）のすべて又は実
質的にすべてが、非ヒト抗体のものに対応し、ＦＲのすべて又は実質的にすべてが、ヒト
抗体のものに対応する。ヒト化抗体は、場合によって、ヒト抗体由来の抗体定常領域の少
なくとも一部を含んでもよい。抗体の「ヒト化型」、例えば、非ヒト抗体は、ヒト化を遂
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げた抗体を指す。
【００９９】
　本明細書で用いられる「超可変領域」又は「ＨＶＲ」という用語は、配列が超可変であ
る、アミノ酸残基ストレッチを含む抗体可変ドメインの領域（「相補性決定領域」すなわ
ち「ＣＤＲ」）及び／又は構造的に既定されるループ（「超可変ループ」）を形成する抗
体可変ドメインの領域及び／又は抗原に接触する残基（「抗原コンタクト（ａｎｔｉｇｅ
ｎ　ｃｏｎｔａｃｔ）」を含有する抗体可変ドメインの領域のそれぞれを指す。一般的に
、抗体は、ＶＨに三つ（Ｈ１、Ｈ２、Ｈ３）、ＶＬに三つ（Ｌ１、Ｌ２、Ｌ３）の計六つ
のＨＶＲを含む。
【０１００】
　ＨＶＲは、
（ａ）アミノ酸残基２６～３２（Ｌ１）、５０～５２（Ｌ２）、９１～９６（Ｌ３）、２
６～３２（Ｈ１）、５３～５５（Ｈ２）、及び９６～１０１（Ｈ３）に生じる超可変ルー
プ（Chothia, C. and Lesk, A.M., J. Mol. Biol. 196(1987)901-917）；
（ｂ）アミノ酸残基２４～３４（Ｌ１）、５０～５６（Ｌ２）、８９～９７（Ｌ３）、３
１～３５ｂ（Ｈ１）、５０～６５（Ｈ２）、及び９５～１０２（Ｈ３）に生じるＣＤＲ（
Kabat, E.A. et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5th ed. Pub
lic Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD(1991), NIH Publi
cation 91-3242.）；
（ｃ）アミノ酸残基２７ｃ～３６（Ｌ１）、４６～５５（Ｌ２）、８９～９６（Ｌ３）、
３０～３５ｂ（Ｈ１）、４７～５８（Ｈ２）、及び９３－１０１（Ｈ３）に生じる抗原コ
ンタクト（MacCallum et al., J. Mol. Biol. 262(1996)732-745）；並びに
（ｄ）ＨＶＲアミノ酸残基４６～５６（Ｌ２）、４７～５６（Ｌ２）、４８～５６（Ｌ２
）、４９～５６（Ｌ２）、２６～３５（Ｈ１）、２６～３５ｂ（Ｈ１）、４９～６５（Ｈ
２）、９３～１０２（Ｈ３）、及び９４～１０２（Ｈ３）を含む、（ａ）、（ｂ）、及び
／又は（ｃ）の組み合わせ
を含む。
【０１０１】
　特に断らない限り、可変ドメイン内のＨＶＲ残基及び他の残基（例えば、ＦＲ残基）は
、本明細書では上掲のＫａｂａｔらに従って番号が付けられる。
【０１０２】
　「イムノコンジュゲート」とは、細胞傷害性剤を含むがそれに限定されない、一又は複
数の異種分子にコンジュゲートした抗体である。
【０１０３】
　「個体」又は「被験者」とは、哺乳動物である。哺乳動物には、限定されないが、家畜
動物（例えば、ウシ、ヒツジ、ネコ、イヌ、ウマ）、霊長類（例えば、ヒト、及びサルな
どの非ヒト霊長類）、ウサギ、げっ歯類（例えば、マウス及びラット）が含まれる。特定
の実施態様において、個体又は被検者はヒトである。
【０１０４】
　「単離された」抗体とは、その自然環境の成分から分離されたものである。いくつかの
実施態様において、抗体は、例えば、電気泳動（例えば、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ、等電点電気
泳動（ＩＥＦ）、キャピラリー電気泳動）又はクロマトグラフィー（例えば、イオン交換
又は逆相ＨＰＬＣ）により決定される場合、９５％又は９９％を上回る純度に精製される
。抗体純度の評価法の総説としては、例えばＦｌａｔｍａｎ， Ｓ．， ｅｔ ａｌ．， Ｊ
． Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒ． Ｂ ８４８（２００７）７９－８７を参照のこと。
【０１０５】
　「単離された」核酸とは、その自然環境の成分から分離された核酸分子を指す。単離さ
れた核酸は、核酸分子を通常含む細胞に含まれる核酸分子を含むが、核酸分子は、染色体
外又はその自然の染色体上の位置とは異なる染色体位置に存在している。
【０１０６】
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　「抗ヒトＣＤ２０／ヒトトランスフェリン受容体抗体をコードする単離された核酸」は
、抗体の重鎖及び軽鎖（又はその断片）をコードする一又は複数の核酸分子を指し、これ
には、単一のベクター又は別々のベクター中のこのような核酸分子、及び宿主細胞の一又
は複数の位置に存在するこのような核酸分子が含まれる。
【０１０７】
　本明細書で使用される用語「モノクローナル抗体」とは、実質的に均一な抗体の集団か
ら得られる抗体を意味し、即ち、例えば、天然に生じる変異を含むか又はモノクローナル
抗体調製物の製造時に発生し、一般的に少量で存在している可能性のある変異体抗体を除
き、集団を構成する個々の抗体は同一であり、及び／又は同じエピトープに結合する。異
なる決定基（エピトープ）に対する異なる抗体を通常含むポリクローナル抗体調製物とは
対照的に、モノクローナル抗体調製物の各モノクローナル抗体は、抗原上の単一の決定基
に対するものである。したがって、修飾語「モノクローナル」は、実質的に均質な抗体の
集団から得られる抗体の特徴を示し、任意の特定の方法による抗体の製造を必要とするも
のとして解釈されるべきではない。例えば、本発明に従って使用されるモノクローナル抗
体は、限定されるものではないが、ハイブリドーマ法、組換えＤＮＡ法、ファージディス
プレイ法、及びヒト免疫グロブリン遺伝子座の全部又は一部を含有するトランスジェニッ
ク動物を利用する方法を含む様々な技術によって作製することができ、モノクローナル抗
体を作製するためのこれらの方法及びその他の例示的な方法は本明細書に記載されている
。
【０１０８】
　「ネイキッド抗体」とは、異種の部分（例えば、細胞傷害性部分）又は放射性標識にコ
ンジュゲートしていない抗体を指す。ネイキッド抗体は薬学的製剤中に存在してもよい。
【０１０９】
　「天然型の抗体」とは、天然に生じる、様々な構造をとる免疫グロブリン分子を指す。
例えば、天然型のＩｇＧ抗体は、ジスルフィド結合している二つの同一の軽鎖と二つの同
一の重鎖からなる約１５００００ダルトンのヘテロ四量体糖タンパク質である。Ｎ末端か
らＣ末端に、各重鎖は可変重鎖ドメイン又は重鎖可変ドメインとも呼ばれる可変領域（Ｖ
Ｈ）を有し、その後に３つの定常ドメイン（ＣＨ１、ＣＨ２及びＣＨ３）が続き、それに
より第一の定常ドメインと第二の定常ドメインとの間にヒンジ領域が位置している。同様
に、各軽鎖は、Ｎ末端からＣ末端にかけて、可変軽鎖ドメイン又は軽鎖可変ドメインとも
呼ばれる可変領域（ＶＬ）、続いて定常軽鎖（ＣＬ）ドメインを有する。抗体の軽鎖は、
その定常ドメインのアミノ酸配列に基づいて、カッパ（κ）とラムダ（λ）と呼ばれる、
二つの種類のうちのいずれかに割り当てることができる。
【０１１０】
　「添付文書」という用語は、治療製品の商品包装に通例含まれる説明書を指すのに用い
られ、そのような治療製品の適応症、用法、用量、投与、併用療法、使用に関する禁忌及
び／又は注意事項についての情報を含む。
【０１１１】
　参照ポリペプチド配列に対する「アミノ酸配列同一性パーセント（％）」は、最大の配
列同一性パーセントを得るように配列を整列させ、必要に応じてギャップを導入した後の
、いかなる保存的置換も配列同一性の一部とみなさない、参照ポリペプチドのアミノ酸残
基と同一である候補配列のアミノ酸残基の百分率として定義される。アミノ酸配列同一性
パーセントを決定する目的のためのアラインメントは、当分野の技術の範囲内にある種々
の方法、例えばＢＬＡＳＴ、ＢＬＡＳＴ－２、ＡＬＩＧＮ、又はＭｅｇａｌｉｇｎ（ＤＮ
ＡＳＴＡＲ）ソフトウェアのような公的に入手可能なコンピュータソフトウェアを使用し
て達成することができる。当業者であれば、比較する配列の全長にわたって最大のアライ
メントを達成するのに必要な任意のアルゴリズムを含めた、配列を整列させるための適切
なパラメータを決定することができる。しかしながら、ここでの目的のためには、％アミ
ノ酸配列同一性の値は、配列比較コンピュータプログラムＡＬＩＧＮ－２を使用して生成
される。ＡＬＩＧＮ－２配列比較コンピュータプログラムはジェネンテック社によって作



(25) JP 2018-536629 A 2018.12.13

10

20

30

40

50

製され、ソースコードは米国著作権庁、ワシントンＤ．Ｃ．，２０５５９に使用者用書類
とともに提出され、米国著作権登録番号ＴＸＵ５１００８７の下で登録されている。また
、ＡＬＩＧＮ－２は、ジェネンテック社（South San Francisco, California）から公的
に入手可能であり、又はそのソースコードからコンパイルしてもよい。ＡＬＩＧＮ－２プ
ログラムは、デジタルＵＮＩＸのＶ４．０Ｄを含む、ＵＮＩＸオペレーティングシステム
上での使用のためにコンパイルされるべきである。すべての配列比較パラメータは、ＡＬ
ＩＧＮ－２プログラムによって設定されて変動しない。
【０１１２】
　アミノ酸配列比較にＡＬＩＧＮ－２が用いられる状況では、所与のアミノ酸配列Ｂとの
又はそれに対する、所与のアミノ酸配列Ａのアミノ酸配列同一性％（あるいは、所与のア
ミノ酸配列Ｂと若しくはそれに対して、ある程度のアミノ酸配列同一性％を有するか又は
含む所与のアミノ酸配列Ａと言うこともできる）は次のように計算される：
分率Ｘ／Ｙの１００倍
ここで、Ｘは配列アラインメントプログラムＡＬＩＧＮ－２により、ＡとＢのそのプログ
ラムのアラインメントにおいて同一であるとして一致したスコアのアミノ酸残基の数であ
り、ＹはＢの全アミノ酸残基数である。アミノ酸配列Ａの長さがアミノ酸配列Ｂの長さと
異なる場合、ＡのＢに対する％アミノ酸配列同一性は、ＢのＡに対する％アミノ酸配列同
一性とは異なることは理解されるであろう。特に断らない限り、本明細書で使用されるす
べての％アミノ酸配列同一性値は、ＡＬＩＧＮ－２コンピュータプログラムを使用して、
直前の段落で説明したように得られる。
【０１１３】
　用語「薬学的製剤」は、その中に含有されている活性成分の生物学的活性が有効になる
ことを可能にするような形態であって、製剤が投与される対象にとって許容できないほど
毒性であるさらなる成分を含まない調製物を指す。
【０１１４】
　「薬学的に許容される担体」は、対象に非毒性である、有効成分以外の薬学的製剤の成
分を指す。薬学的に許容される担体は、限定されなるものではないが、バッファー、賦形
剤、安定剤又は保存剤を含む。
【０１１５】
　本明細書で用いられる場合、「治療（ｔｒｅａｔｍｅｎｔ）」（及び「治療する（ｔｒ
ｅａｔ）」又は「治療すること（ｔｒｅａｔｉｎｇ）」など、その文法的変形）は、治療
されている個体の自然経過を変えようと試みる臨床的介入を指し、予防のため、又は臨床
病理の過程において実施されうる。治療の望ましい効果には、限定されないが、疾患の発
症又は再発を予防すること、症状の緩和、疾患の直接的又は間接的な病理学的帰結の縮小
、転移を予防すること、疾患の進行の速度を遅らせること、疾患状態の改善又は緩和、及
び寛解又は予後の改善が含まれる。いくつかの実施態様において、本明細書で報告される
抗体は、疾患の発症を遅延させるか、又は疾患の進行を遅らせるために使用される。
【０１１６】
　用語「可変領域」又は「可変ドメイン」は、抗体の抗原への結合に関与する抗体の重鎖
又は軽鎖のドメインを指す。通常、天然型抗体の重鎖及び軽鎖の可変ドメイン（それぞれ
ＶＨ及びＶＬ）は、各々が四つの保存されたフレームワーク領域（ＦＲ）と三つの超可変
領域（ＨＶＲ）とを含む類似構造を有する（例えば、Kindt, T.J. et al., Kuby Immunol
ogy, 6th ed., W.H. Freeman and Co., N.Y.(2007), page 91を参照のこと）。抗原結合
特異性を付与するには、単一のＶＨ又はＶＬドメインで十分である。さらに、特定の抗原
に結合する抗体を、その抗原に特異的に結合する抗体に由来するＶＨドメイン又はＶＬド
メインを用いて単離し、相補的なＶＬドメイン又はＶＨドメインそれぞれのライブラリー
をスクリーニングすることができる（例えば、Portolano, S., et al., J. Immunol. 150
(1993)880-887;Clackson, T., et al., Nature 352(1991)624-628を参照のこと）。
【０１１７】
　本明細書で使用される用語「ベクター」は、それが連結されている別の核酸を伝播する
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ことができる核酸分子を指す。この用語は、自己複製核酸構造としてのベクター及び導入
された宿主細胞のゲノムに組み込まれたベクターを含む。ある種のベクターは、それが作
動可能に連結された核酸の発現を指示することができる。このようなベクターは、本明細
書では「発現ベクター」と言う。
【０１１８】
　本明細書で補助療法として用いられる場合の「免疫抑制剤」なる用語は、本明細書中で
治療される哺乳類の免疫系を抑制又は遮断するように働く物質を表す。これは、サイトカ
イン産生を抑制する、自己抗原の発現を下方制御又は抑制する、或いはＭＨＣ抗原を遮断
する物質を含む。そのような薬剤の例には、２－アミノ－６－アリール－５－置換ピリミ
ジン；アザチオプリン；シクロホスファミド；ブロモクリプチン；ダナゾール；ダプソン
；グルタルアルデヒド（米国特許第４１２０６４９に記載のようにＭＨＣ抗原を遮蔽する
。）；ＭＨＣ抗原及びＭＨＣ断片に対する抗イデオタイプ抗体；シクロスポリンＡ；グル
ココルチコステロイドのようなステロイド、例えば、プレドニゾン、メチルプレドニゾロ
ン、及びデキサメタゾン；サイトカイン若しくはサイトカイン受容体アンタゴニスト（抗
インターフェロン－γ、－β、若しくは－α抗体、抗腫瘍壊死因子－α抗体、抗腫瘍壊死
因子－β抗体、抗インターロイキン－２抗体及び抗ＩＬ－２受容体抗体を含む）；抗ＬＦ
Ａ－１抗体（抗ＣＤ１１ａ及び抗ＣＤ１８抗体を含む）；抗Ｌ３Ｔ４抗体；異種性抗リン
パ球グロブリン；ｐａｎ－Ｔ抗体、好ましくは抗ＣＤ３若しくは抗ＣＤ４／ＣＤ４ａ抗体
；ＬＦＡ－３結合ドメインを含む可溶型ペプチド（国際公開第９０／０８１８７号）；ス
トレプトキナーゼ；ＴＧＦ－β；ストレプトドルナーゼ；宿主由来のＲＮＡ若しくはＤＮ
Ａ；ＦＫ５０６；ＲＳ－６１４４３；デオキシスペルグアリン；ラパマイシン；Ｔ細胞受
容体（米国特許第５１１４７２１号）；Ｔ細胞受容体断片（Offner et al. Science 251(
1991)430-432；国際公開第９０／１１２９４号；Ianeway, Nature 341(1989)482；及び国
際公開第９１／０１１３３号）；並びにＴ細胞受容体抗体（ＥＰ３４０１０９）、例えば
Ｔ１０Ｂ９が含まれる。
【０１１９】
　「化学療法剤」は、がんの治療に有用な化学的化合物である。化学療法剤の例には、ア
ルキル化剤、例えばチオテパ及びシクロホスファミド（ＣＹＴＯＸＡＮＴＭ）；アルキル
スルホネート、例えばブスルファン、インプロスルファン及びピポスルファン；アジリジ
ン、例えばベンゾドーパ、カルボクオン、メツレドーパ及びウレドーパエチレンイミン及
びメチラメラミン（アルトレタミン、トリエチレンメラミン、トリエチレンホスホラミド
、トリエチレンエチオホスホラミド及びトリメチロールメラミンを含む。）；ナイトロジ
ェンマスタード、例えばクロラムブシル、クロルナファジン、コロホスファミド、エスト
ラムスチン、イホスファミド、メクロレタミン、メクロレタミンオキシドヒドロクロリド
、メルファラン、ノベンビチン、フェネステリン、プレドニムスチン、トロホスファミド
、ウラシルマスタード；ニトロソウレア、例えばカルムスチン、クロロゾトシン、ホテム
スチン、ロムスチン、ニムスチン、ラニムスチン；抗生物質、例えばアクラシノマイシン
、アクチノマイシン、アウスラマイシン、アザセリン、ブレオマイシン、カクチノマイシ
ン、カリケアマイシン、カラビシン、カルミノマイシン、カルジノフィリン、クロモマイ
シン、ダクチノマイシン、ダウノルビシン、デトルビシン、６－ジアゾ－５－オキソ－Ｌ
－ノルロイシン、ドキソルビシン、エピルビシン、エソルビシン、イダルビシン、マルセ
ロマイシン、マイトマイシン、ミコフェノール酸、ノガラマイシン、オリボマイシン、ペ
プロマイシン、ポトフィロマイシン、プロマイシン、ケラマイシン、ロドルビシン、スト
レプトニグリン、ストレプトゾシン、ツベルシジン、ウベニメクス、ジノスタチン、ゾル
ビシン；代謝拮抗物質、例えばメトトレキサート及び５－フルオロウラシル（５－ＦＵ）
；葉酸類似体、例えばデノプテリン、メトトレキサート、プテロプテリン、トリメトレキ
サート；プリン類似体、例えばフルダラビン、６－メルカプトプリン、チアミプリン、チ
オグアニン；ピリミジン類似体、例えばアンシタビン、アザシチジン、６－アザウリジン
、カルモフール、シタラビン、ジデオキシウリジン、ドキシフルリジン、エノシタビン、
フロクスウリジン、５－ＦＵ；アンドロゲン、例えばカルステロン、ドロモスタノロンプ
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ロピオネート、エピチオスタノール、メピチオスタン、テストラクトン；抗アドレナール
、例えばアミノグルテチミド、ミトタン、トリロスタン；葉酸補充剤、例えばフォリン酸
（ｆｒｏｌｉｎｉｃ　ａｃｉｄ）；アセグラトン；アルドホスファミドグリコシド；アミ
ノレブリン酸；アムサクリン；ベストラブシル；ビサントレン；エダトラキサート；デフ
ォファミン；デメコルシン；ジアジクオン；エルフォルニチン；エリプチニウムアセテー
ト；エトグルシド；ガリウムニトレート；ヒドロキシウレア；レンチナン；ロニダミン；
ミトグアゾン；ミトキサントロン；モピダモール；ミトラクリン；ペントスタチン；フェ
ナメット；ピラルビシン；ポドフィリン酸；２－エチルヒドラジド；プロカルバジン；Ｐ
ＳＫ（登録商標）；ラゾキサン；シゾフィラン；スピロゲルマニウム；テヌアゾン酸；ト
リアジクオン；２，２’，２’’－トリクロロトリエチルアミン；ウレタン；ビンデシン
；ダカルバジン；マンノムスチン；ミトブロニトール；ミトラクトール；ピポブロマン；
ガシトシン；アラビノシド（「Ａｒａ－Ｃ」）；シクロホスファミド；チオテパ；タキソ
イド、例えばパクリタキセル（ＴＡＸＯＬ（登録商標）、Bristol-Myers Squibb Oncolog
y, Princeton, N.J.）及びドキセタキセル（ＴＡＸＯＴＥＲＥ（登録商標）、Rhone-Poul
enc Rorer, Antony, France）；クロラムブシル；ゲムシタビン；６－チオグアニン；メ
ルカプトプリン；メトトレキサート；白金類似体、例えばシスプラチン及びカルボプラチ
ン；ビンブラスチン；白金；エトポシド（ＶＰ－１６）；イホスファミド；マイトマイシ
ンＣ；ミトキサントロン；ビンクリスチン；ビノレルビン；ナベルビン；ノバントロン；
テニポシド；ダウノマイシン；アミノプテリン；ゼローダ；イバンドロネート；ＣＰＴ－
１１；トポイソメラーゼ阻害剤ＲＦＳ　２０００；ジフルオロメチルオリニチン（ＤＭＦ
Ｏ）；レチノイン酸；エスペラミシン；カペシタビン；並びに上記のいずれかの薬学的に
許容される塩、酸又は誘導体が含まれる。この定義にさらに含まれるものは、腫瘍に対す
るホルモン作用を制限又は阻害するよう作用する抗ホルモン剤（例えば、タモキシフェン
、ラロキシフェン、アロマターゼ阻害４（５）－イミダゾール、４－ヒドロキシタモキシ
フェン、トリオキシフェン、ケオキシフェン、ＬＹ１１７０１８、オナプリストン、及び
トレミフェン（フェアストン）を含む。）；並びに抗アンドロゲン、例えばフルタミド、
ニルタミド、ビカルタミド、ロイプロリド及びゴセレリン；並びに上記のいずれかの薬学
的に許容される塩、酸又は誘導体である。
【０１２０】
ＩＩ．組成物及び方法
　一態様において、本発明は、一つには、本明細書で報告される二重特異性抗ヒトＣＤ２
０／ヒトトランスフェリン受容体抗体が改善された特性を有するという発見に基づいてい
る。ある実施態様において、二重特異性抗ヒトＣＤ２０／ヒトトランスフェリン受容体抗
体が提供される。本明細書で報告される抗体は、例えば、パーキンソン病又は多発性硬化
症の診断又は治療に有用である。
【０１２１】
Ａ．例示的な二重特異性抗ヒトＣＤ２０／ヒトトランスフェリン受容体抗体
　一態様において、本発明は、ヒトＣＤ２０及びヒトトランスフェリン受容体に結合する
単離された二重特異性抗体を提供する。抗体は、（完全長）コア抗体及び特定のドメイン
が交差して変化している融合したＦａｂ断片から成る二重特異性抗体である。したがって
、結果として生じる二重特異性抗体は不斉である。それゆえ、二重特異性抗体は、いわゆ
るノブ変異（ＨＣｋｎｏｂ）を有する第一の重鎖及びいわゆるホール変異（ＨＣｈｏｌｅ
）を有する第二の重鎖を使用したノブ・イントゥー・ホールと呼ばれるヘテロ二量体化技
術を使用して産生される。
【０１２２】
　本発明の一態様である抗体００３９は、配列番号０６から０９のアミノ酸配列を有する
四つのポリペプチドで構成されている。
【０１２３】
　抗体００３９は
　ａ）それぞれ、完全長抗体軽鎖及び完全長抗体重鎖の二対を含み、完全長重鎖及び完全
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長軽鎖のそれぞれの対により形成される結合部位が第一の抗原に特異的に結合する、一の
抗体と、
　ｂ）完全長抗体の一の重鎖のＣ末端に融合し、結合部位が第二の抗原に特異的に結合す
る、一のさらなるＦａｂ断片を含み、
　完全長抗体軽鎖のそれぞれが、定常軽鎖ドメイン（ＣＬ）において、１２３位でアミノ
酸残基アルギニン（野生型グルタミン酸残基の代替；Ｅ１２３Ｒ変異）を、１２４位でア
ミノ酸残基リジン（野生型グルタミン残基の代替；Ｑ１２４Ｋ変異）（Ｋａｂａｔに従っ
て番号付け。）を含み、
　完全長抗体重鎖のそれぞれが、第一の定常重鎖ドメイン（ＣＨ１）において、１４７位
でグルタミン酸残基（野生型リジン残基の代替；Ｋ１４７Ｅ変異）を、２１３位でグルタ
ミン酸残基（野生型リジンアミノ酸残基の代替；Ｋ２１３Ｅ変異）（Ｋａｂａｔ ＥＵイ
ンデックスに従って番号付け。）を含み、
　第二の抗原に特異的に結合するさらなるＦａｂ断片が、軽鎖可変ドメイン（ＶＬ）及び
重鎖可変ドメイン（ＶＨ）が互いに置き換えられるように、ドメイン交差を含み、
　第一の抗原がヒトＣＤ２０であり、第二の抗原がヒトトランスフェリン受容体である、
二重特異性抗体である。
【０１２４】
　本発明の一態様である抗体００４１は、配列番号０１から０３及び１０のアミノ酸配列
を有する四つのポリペプチドで構成されている。
【０１２５】
　抗体００４１は
　ａ）それぞれ、完全長抗体軽鎖及び完全長抗体重鎖の二対を含み、完全長重鎖及び完全
長軽鎖のそれぞれの対により形成される結合部位が第一の抗原に特異的に結合する、一の
抗体と、
　ｂ）完全長抗体の一の重鎖のＣ末端に融合し、結合部位が第二の抗原に特異的に結合す
る、一のさらなるＦａｂ断片を含み、
　完全長抗体軽鎖のそれぞれが、定常軽鎖ドメイン（ＣＬ）において、１２３位でアミノ
酸残基アルギニン（野生型グルタミン酸残基の代替；Ｅ１２３Ｒ変異）を、１２４位でア
ミノ酸残基リジン（野生型グルタミン残基の代替；Ｑ１２４Ｋ変異）（Ｋａｂａｔに従っ
て番号付け。）を含み、
　完全長抗体重鎖のそれぞれが、第一の定常重鎖ドメイン（ＣＨ１）において、１４７位
でグルタミン酸残基（野生型リジン残基の代替；Ｋ１４７Ｅ変異）を、２１３位でグルタ
ミン酸残基（野生型リジンアミノ酸残基の代替；Ｋ２１３Ｅ変異）（Ｋａｂａｔ ＥＵイ
ンデックスに従って番号付け。）を含み、
　第二の抗原に特異的に結合するさらなるＦａｂ断片が、定常軽鎖ドメイン（ＣＬ）及び
定常重鎖ドメイン１（ＣＨ１）が互いに置き換えられるように、ドメイン交差を含み、
　第一の抗原がヒトＣＤ２０であり、第二の抗原がヒトトランスフェリン受容体である、
二重特異性抗体である。
【０１２６】
　本発明の一態様である抗体００４０は、配列番号１１から１３及び２２のアミノ酸配列
を有する三つのポリペプチドで構成されている。
【０１２７】
　抗体００４０は
　ａ）それぞれ、完全長抗体軽鎖及び完全長抗体重鎖の二対を含み、完全長重鎖及び完全
長軽鎖のそれぞれの対により形成される結合部位が第一の抗原に特異的に結合する、一の
抗体と、
　ｂ）完全長抗体の一の重鎖のＣ末端に融合し、結合部位が第二の抗原に特異的に結合す
る、一のさらなるＦａｂ断片を含み、
　第二の抗原に特異的に結合するさらなるＦａｂ断片が、定常軽鎖ドメイン（ＣＬ）及び
定常重鎖ドメイン１（ＣＨ１）が互いに置き換えられるように、ドメイン交差を含み、
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　第一の抗原がヒトＣＤ２０であり、第二の抗原がヒトトランスフェリン受容体である、
二重特異性抗体である。
【０１２８】
　本発明の一態様である抗体００４２は、配列番号１４から１７のアミノ酸配列を有する
四つのポリペプチドで構成されている。
【０１２９】
　抗体００４２は
　ａ）第一の抗原に特異的に結合する第一の抗体に由来する第一の軽鎖及び第一の重鎖；
並びに
　ｂ）第二の抗原に特異的に結合する第二の抗体に由来する第二の軽鎖及び第二の重鎖を
含み、
第二の軽鎖において、定常ドメインＣＬは第二の重鎖の定常ドメインＣＨ１で置き換えら
れ、
第二の重鎖において、定常ドメインＣＨ１は第二の軽鎖の定常ドメインＣＬで置き換えら
れ、
　ｉ）第一の軽鎖の定常ドメインＣＬにおいて、１２４及び１２３位のアミノ酸（Ｋａｂ
ａｔに従って番号付け。）は、Ｋ、Ｒ及びＨより選択されるアミノ酸によって互いに独立
して置換され；第一の重鎖の定常ドメインＣＨ１において、１４７及び２１３位のアミノ
酸（ＫａｂａｔのＥＵインデックスに従って番号付け。）は、Ｅ又はＤより選択されるア
ミノ酸によって互いに独立して置換されるか；又は
　ｉｉ）第二の重鎖の定常ドメインＣＬにおいて、１２４及び１２３位のアミノ酸（Ｋａ
ｂａｔに従って番号付け。）は、Ｋ、Ｒ及びＨより選択されるアミノ酸によって互いに独
立して置換され；第二の軽鎖の定常ドメインＣＨ１において、１４７及び２１３位のアミ
ノ酸（ＫａｂａｔのＥＵインデックスに従って番号付け。）は、Ｅ又はＤより選択される
アミノ酸によって互いに独立して置換される
二重特異性抗体である。
【０１３０】
　本明細書で報告される二重特異性抗体は、ＣＨＯ細胞における一過性発現により得られ
た。収量を以下の表に示す。

【０１３１】
　異なる発現プラスミド上のそれぞれのポリペプチドの異なる配分／組合せと、結果によ
り生じたプラスミドの異なる比が、二重特異性抗体の組換え産生に使用されている。ＨＥ
Ｋ２９３細胞で得られた結果を以下の表に示す。
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【０１３２】
　二重特異性抗体は、ＣＨＯ細胞中、小規模で産生され、副生成物の分布は、プロテイン
Ａアフィニティークロマトグラフィーを使用する第一の精製工程後及び調製用サイズ排除
クロマトグラフィーを使用する第二の精製工程後に分析されている。結果を以下の表に示
す。
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【０１３３】
　二重特異性抗体は、異なる細胞株で産生された。結果を以下の表に示す。
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【０１３４】
　抗体００３９、００４０、００４１及び００４２の凝集温度は、それぞれ、ほぼ５４～
５６℃、ほぼ５０～５３℃、ほぼ５１～５３℃、及びほぼ５５～５７℃に決定された。
【０１３５】
　全体として、抗体００４１は、改善した特性を示しており、したがって、本発明の好ま
しい態様である。改善した特性は、とりわけ、改善した副生成物プロファイルにある。
【０１３６】
　本明細書で報告される一態様は、
　ａ）それぞれ、完全長抗体軽鎖及び完全長抗体重鎖の二対を含み、完全長重鎖及び完全
長軽鎖のそれぞれの対により形成される結合部位が第一の抗原に特異的に結合する、一の
抗体と、
　ｂ）完全長抗体の一の重鎖のＣ末端に融合し、結合部位が第二の抗原に特異的に結合す
る、一のさらなるＦａｂ断片
を含み、
　完全長抗体軽鎖のそれぞれが、定常軽鎖ドメイン（ＣＬ）において、１２３位でアミノ
酸残基アルギニン（野生型グルタミン酸残基の代替；Ｅ１２３Ｒ変異）を、１２４位でア
ミノ酸残基リジン（野生型グルタミン残基の代替；Ｑ１２４Ｋ変異）（Ｋａｂａｔに従っ
て番号付け。）を含み、
　完全長抗体重鎖のそれぞれが、第一の定常重鎖ドメイン（ＣＨ１）において、１４７位
でグルタミン酸残基（野生型リジン残基の代替；Ｋ１４７Ｅ変異）を、２１３位でグルタ
ミン酸残基（野生型リジンアミノ酸残基の代替；Ｋ２１３Ｅ変異）（Ｋａｂａｔ　ＥＵ　
ｉｎｄｅｘに従って番号付け。）を含み、
　第二の抗原に特異的に結合するさらなるＦａｂ断片が、定常軽鎖ドメイン（ＣＬ）及び
定常重鎖ドメイン１（ＣＨ１）が互いに置き換えられるように、ドメイン交差を含み、
　第一の抗原がヒトＣＤ２０であり、第二の抗原がヒトトランスフェリン受容体である、
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二重特異性抗体である。
【０１３７】
　本明細書で報告される一態様は、
　ａ）それぞれ、完全長抗体軽鎖及び完全長抗体重鎖の二対を含み、完全長重鎖及び完全
長軽鎖のそれぞれの対により形成される結合部位が第一の抗原に特異的に結合する、一の
抗体と、
　ｂ）完全長抗体の一の重鎖のＣ末端に融合し、結合部位が第二の抗原に特異的に結合す
る、一のさらなるＦａｂ断片
を含み、
　完全長抗体軽鎖のそれぞれが、定常軽鎖ドメイン（ＣＬ）において、１２３位でアミノ
酸残基アルギニン（野生型グルタミン酸残基の代替；Ｅ１２３Ｒ変異）を、１２４位でア
ミノ酸残基リジン（野生型グルタミン残基の代替；Ｑ１２４Ｋ変異）（Ｋａｂａｔに従っ
て番号付け。）を含み、
　完全長抗体重鎖のそれぞれが、第一の定常重鎖ドメイン（ＣＨ１）において、１４７位
でグルタミン酸残基（野生型リジン残基の代替；Ｋ１４７Ｅ変異）を、２１３位でグルタ
ミン酸残基（野生型リジンアミノ酸残基の代替；Ｋ２１３Ｅ変異）（Ｋａｂａｔ ＥＵイ
ンデックスに従って番号付け。）を含み、
　第二の抗原に特異的に結合するさらなるＦａｂ断片が、定常軽鎖ドメイン（ＣＬ）及び
定常重鎖ドメイン１（ＣＨ１）が互いに置き換えられるように、ドメイン交差を含み、
　第一の抗原がヒトＣＤ２０であり、第二の抗原がヒトトランスフェリン受容体であり、
　ヒトＣＤ２０結合部位が、配列番号１８のアミノ酸配列に対して少なくとも９０％、９
１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、９９％、又は１００
％の配列同一性を有する重鎖可変ドメイン（ＶＨ）配列と、配列番号１９のアミノ酸配列
に対して、少なくとも９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７
％、９８％、９９％、又は１００％の配列同一性を有する軽鎖可変ドメイン（ＶＬ）とを
含み、
　ヒトトランスフェリン受容体結合部位が、配列番号２０のアミノ酸配列に対して少なく
とも９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、９９
％、又は１００％の配列同一性を有する重鎖可変ドメイン（ＶＨ）配列と、配列番号２１
のアミノ酸配列に対して、少なくとも９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％
、９６％、９７％、９８％、９９％、又は１００％の配列同一性を有する軽鎖可変ドメイ
ン（ＶＬ）とを含む、
二重特異性抗体である。
【０１３８】
　特定の実施態様では、少なくとも９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、
９６％、９７％、９８％、又は９９％の同一性を有するＶＨ配列は、参照配列に対して置
換（例えば保存的置換）、挿入、又は欠失を含むが、その配列を含む結合部位は、その抗
原へ結合する能力を保持する。ある実施態様では、配列番号１８又は２０において、合計
１から１０のアミノ酸が置換、挿入、及び／又は欠失している。所定の実施態様において
、置換、挿入、又は欠失は、ＨＶＲ外の（即ちＦＲ内の）領域で生じる。
【０１３９】
　特定の実施態様では、少なくとも９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、
９６％、９７％、９８％、又は９９％の同一性を有するＶＬ配列は、参照配列に対して置
換（例えば保存的置換）、挿入、又は欠失を含むが、その配列を含む結合部位は、その抗
原へ結合する能力を保持する。ある実施態様では、配列番号１９又は２１において、合計
１から１０のアミノ酸が置換、挿入、及び／又は欠失している。所定の実施態様において
、置換、挿入、又は欠失は、ＨＶＲ外の（即ちＦＲ内の）領域で生じる。
【０１４０】
　一実施態様において、ヒトＣＤ２０結合部位は、配列番号１８にあるようなＶＨ配列（
その配列の翻訳後修飾を含む。）と、配列番号１９にあるようなＶＬ配列（その配列の翻
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訳後修飾を含む。）とを含む。
【０１４１】
　一実施態様において、ヒトトランスフェリン受容体結合部位は、配列番号２０にあるよ
うなＶＨ配列（その配列の翻訳後修飾を含む。）と、配列番号２１にあるようなＶＬ配列
（その配列の翻訳後修飾を含む。）とを含む。
【０１４２】
　一実施態様において、二重特異性抗体は
　ｉ）少なくとも７０％、少なくとも８０％、少なくとも９０％、又は９５％以上の配列
番号０１に対する配列同一性を有する軽鎖、
　ｉｉ）少なくとも７０％、少なくとも８０％、少なくとも９０％、又は９５％以上の配
列番号０２に対する配列同一性を有する重鎖、
　ｉｉｉ）少なくとも７０％、少なくとも８０％、少なくとも９０％、又は９５％以上の
配列番号０３に対する配列同一性を有する軽鎖、及び
　ｉｖ）少なくとも７０％、少なくとも８０％、少なくとも９０％、又は９５％以上の配
列番号０４に対する配列同一性を有する重鎖Ｆａｂ断片
を含み、ここで、
配列番号０１はアミノ酸配列
ＤＩＶＭＴＱＴＰＬＳＬＰＶＴＰＧＥＰＡＳＩＳＣＲＳＳＫＳＬＬＨＳＮＧＩＴＹＬＹＷ
ＹＬＱＫＰＧＱＳＰＱＬＬＩＹＱＭＳＮＬＶＳＧＶＰＤＲＦＳＧＳＧＳＧＴＤＦＴＬＫＩ
ＳＲＶＥＡＥＤＶＧＶＹＹＣＡＱＮＬＥＬＰＹＴＦＧＧＧＴＫＶＥＩＫＲＴＶＡＡＰＳＶ
ＦＩＦＰＰＳＤＲＫＬＫＳＧＴＡＳＶＶＣＬＬＮＮＦＹＰＲＥＡＫＶＱＷＫＶＤＮＡＬＱ
ＳＧＮＳＱＥＳＶＴＥＱＤＳＫＤＳＴＹＳＬＳＳＴＬＴＬＳＫＡＤＹＥＫＨＫＶＹＡＣＥ
ＶＴＨＱＧＬＳＳＰＶＴＫＳＦＮＲＧＥＣ
を有し、
配列番号０２はアミノ酸配列
ＱＶＱＬＶＱＳＧＡＥＶＫＫＰＧＳＳＶＫＶＳＣＫＡＳＧＹＡＦＳＹＳＷＩＮＷＶＲＱＡ
ＰＧＱＧＬＥＷＭＧＲＩＦＰＧＤＧＤＴＤＹＮＧＫＦＫＧＲＶＴＩＴＡＤＫＳＴＳＴＡＹ
ＭＥＬＳＳＬＲＳＥＤＴＡＶＹＹＣＡＲＮＶＦＤＧＹＷＬＶＹＷＧＱＧＴＬＶＴＶＳＳＡ
ＳＴＫＧＰＳＶＦＰＬＡＰＳＳＫＳＴＳＧＧＴＡＡＬＧＣＬＶＥＤＹＦＰＥＰＶＴＶＳＷ
ＮＳＧＡＬＴＳＧＶＨＴＦＰＡＶＬＱＳＳＧＬＹＳＬＳＳＶＶＴＶＰＳＳＳＬＧＴＱＴＹ
ＩＣＮＶＮＨＫＰＳＮＴＫＶＤＥＫＶＥＰＫＳＣＤＫＴＨＴＣＰＰＣＰＡＰＥＡＡＧＧＰ
ＳＶＦＬＦＰＰＫＰＫＤＴＬＭＩＳＲＴＰＥＶＴＣＶＶＶＤＶＳＨＥＤＰＥＶＫＦＮＷＹ
ＶＤＧＶＥＶＨＮＡＫＴＫＰＲＥＥＱＹＮＳＴＹＲＶＶＳＶＬＴＶＬＨＱＤＷＬＮＧＫＥ
ＹＫＣＫＶＳＮＫＡＬＧＡＰＩＥＫＴＩＳＫＡＫＧＱＰＲＥＰＱＶＣＴＬＰＰＳＲＤＥＬ
ＴＫＮＱＶＳＬＳＣＡＶＫＧＦＹＰＳＤＩＡＶＥＷＥＳＮＧＱＰＥＮＮＹＫＴＴＰＰＶＬ
ＤＳＤＧＳＦＦＬＶＳＫＬＴＶＤＫＳＲＷＱＱＧＮＶＦＳＣＳＶＭＨＥＡＬＨＮＨＹＴＱ
ＫＳＬＳＬＳＰＧ
を有し、
配列番号０３はアミノ酸配列
ＡＩＱＬＴＱＳＰＳＳＬＳＡＳＶＧＤＲＶＴＩＴＣＲＡＳＱＳＩＳＳＹＬＡＷＹＱＱＫＰ
ＧＫＡＰＫＬＬＩＹＲＡＳＴＬＡＳＧＶＰＳＲＦＳＧＳＧＳＧＴＤＦＴＬＴＩＳＳＬＱＰ
ＥＤＦＡＴＹＹＣＱＱＮＹＡＳＳＮＶＤＮＴＦＧＧＧＴＫＶＥＩＫＳＳＡＳＴＫＧＰＳＶ
ＦＰＬＡＰＳＳＫＳＴＳＧＧＴＡＡＬＧＣＬＶＫＤＹＦＰＥＰＶＴＶＳＷＮＳＧＡＬＴＳ
ＧＶＨＴＦＰＡＶＬＱＳＳＧＬＹＳＬＳＳＶＶＴＶＰＳＳＳＬＧＴＱＴＹＩＣＮＶＮＨＫ
ＰＳＮＴＫＶＤＫＫＶＥＰＫＳＣ
を有し、
配列番号０４はアミノ酸配列
ＱＳＭＱＥＳＧＰＧＬＶＫＰＳＱＴＬＳＬＴＣＴＶＳＧＦＳＬＳＳＹＡＭＳＷＩＲＱＨＰ
ＧＫＧＬＥＷＩＧＹＩＷＳＧＧＳＴＤＹＡＳＷＡＫＳＲＶＴＩＳＫＴＳＴＴＶＳＬＫＬＳ
ＳＶＴＡＡＤＴＡＶＹＹＣＡＲＲＹＧＴＳＹＰＤＹＧＤＡＳＧＦＤＰＷＧＱＧＴＬＶＴＶ
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ＳＳＡＳＶＡＡＰＳＶＦＩＦＰＰＳＤＥＱＬＫＳＧＴＡＳＶＶＣＬＬＮＮＦＹＰＲＥＡＫ
ＶＱＷＫＶＤＮＡＬＱＳＧＮＳＱＥＳＶＴＥＱＤＳＫＤＳＴＹＳＬＳＳＴＬＴＬＳＫＡＤ
ＹＥＫＨＫＶＹＡＣＥＶＴＨＱＧＬＳＳＰＶＴＫＳＦＮＲＧＥＣ
を有する。
【０１４３】
　本明細書で報告される一態様は、
　ａ）それぞれ、完全長抗体軽鎖及び完全長抗体重鎖の二対を含み、完全長重鎖及び完全
長軽鎖のそれぞれの対により形成される結合部位が第一の抗原に特異的に結合する、一の
抗体と、
　ｂ）完全長抗体の一の重鎖のＣ末端に融合し、結合部位が第二の抗原に特異的に結合す
る、一のさらなるＦａｂ断片を含み、
　完全長抗体軽鎖のそれぞれが、定常軽鎖ドメイン（ＣＬ）において、１２３位でアミノ
酸残基アルギニン（野生型グルタミン酸残基の代替；Ｅ１２３Ｒ変異）を、１２４位でア
ミノ酸残基リジン（野生型グルタミン残基の代替；Ｑ１２４Ｋ変異）（Ｋａｂａｔに従っ
て番号付け。）を含み、
　完全長抗体重鎖のそれぞれが、第一の定常重鎖ドメイン（ＣＨ１）において、１４７位
でグルタミン酸残基（野生型リジン残基の代替；Ｋ１４７Ｅ変異）を、２１３位でグルタ
ミン酸残基（野生型リジンアミノ酸残基の代替；Ｋ２１３Ｅ変異）（Ｋａｂａｔ　ＥＵ　
ｉｎｄｅｘに従って番号付け。）を含み、
　第二の抗原に特異的に結合するさらなるＦａｂ断片が、定常軽鎖ドメイン（ＣＬ）及び
定常重鎖ドメイン１（ＣＨ１）が互いに置き換えられるように、ドメイン交差を含み、
　第一の抗原がヒトＣＤ２０であり、第二の抗原がヒトトランスフェリン受容体であり、
　ヒトＣＤ２０結合部位が、配列番号１８のアミノ酸配列を有する重鎖可変ドメイン（Ｖ
Ｈ）と、配列番号１９のアミノ酸配列を有する軽鎖可変ドメイン（ＶＬ）とを含み、
　ヒトトランスフェリン受容体結合部位が、配列番号２０のアミノ酸配列を有する重鎖可
変ドメイン（ＶＨ）と、配列番号２１のアミノ酸配列を有する軽鎖可変ドメイン（ＶＬ）
とを含む、
二重特異性抗体である。
【０１４４】
　本明細書で報告される一態様は、
　ａ）それぞれ、完全長抗体軽鎖及び完全長抗体重鎖の二対を含み、完全長重鎖及び完全
長軽鎖のそれぞれの対により形成される結合部位が第一の抗原に特異的に結合し、完全長
抗体が、それぞれ、ＣＨ１、ＣＨ２及びＣＨ３ドメインを含む、二の完全長重鎖のＦｃ領
域ポリペプチドにより形成されるＦｃ領域を含み、
　ｂ）完全長抗体の一の重鎖のＣ末端に融合し、結合部位が第二の抗原に特異的に結合す
る、一のさらなるＦａｂ断片を含み、
　完全長抗体軽鎖のそれぞれが、定常軽鎖ドメイン（ＣＬ）において、１２３位でアミノ
酸残基アルギニン（野生型グルタミン酸残基の代替；Ｅ１２３Ｒ変異）を、１２４位でア
ミノ酸残基リジン（野生型グルタミン残基の代替；Ｑ１２４Ｋ変異）（Ｋａｂａｔに従っ
て番号付け。）を含み、
　完全長抗体重鎖のそれぞれが、第一の定常重鎖ドメイン（ＣＨ１）において、１４７位
でグルタミン酸残基（野生型リジン残基の代替；Ｋ１４７Ｅ変異）を、２１３位でグルタ
ミン酸残基（野生型リジンアミノ酸残基の代替；Ｋ２１３Ｅ変異）（Ｋａｂａｔ　ＥＵ　
ｉｎｄｅｘに従って番号付け。）を含み、
　第二の抗原に特異的に結合するさらなるＦａｂ断片が、定常軽鎖ドメイン（ＣＬ）及び
定常重鎖ドメイン　１（ＣＨ１）が互いに置き換えられるように、ドメイン交差を含み、
　第一の抗原がヒトＣＤ２０であり、第二の抗原がヒトトランスフェリン受容体であり、
　ヒトＣＤ２０結合部位が、配列番号１８のアミノ酸配列を有する重鎖可変ドメイン（Ｖ
Ｈ）と、配列番号１９のアミノ酸配列を有する軽鎖可変ドメイン（ＶＬ）とを含み、
　ヒトトランスフェリン受容体結合部位が、配列番号２０のアミノ酸配列を有する重鎖可
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変ドメイン（ＶＨ）と、配列番号２１のアミノ酸配列を有する軽鎖可変ドメイン（ＶＬ）
とを含み、
　Ｆｃ領域ポリペプチドが
　　ａ）ヒトサブクラスＩｇＧ１のＦｃ領域ポリペプチド、
　　ｂ）ヒトサブクラスＩｇＧ４のＦｃ領域ポリペプチド、
　　ｃ）変異Ｌ２３４Ａ、Ｌ２３５Ａ及びＰ３２９Ｇを有するヒトサブクラスＩｇＧ１の
Ｆｃ領域ポリペプチド、
　　ｄ）変異２２８Ｐ、Ｌ２３５Ｅ及びＰ３２９Ｇを有するヒトサブクラスＩｇＧ４のＦ
ｃ領域ポリペプチド、
　　ｅ）両方のＦｃ領域ポリペプチド中に変異Ｌ２３４Ａ、Ｌ２３５Ａ及びＰ３２９Ｇを
、一方のＦｃ領域ポリペプチド中に変異Ｔ３６６Ｗ及びＳ３５４Ｃを、それぞれの他方の
Ｆｃ領域ポリペプチド中に変異Ｔ３６６Ｓ、Ｌ３６８Ａ、Ｙ４０７Ｖ及びＹ３４９Ｃを有
するヒトサブクラスＩｇＧ１のＦｃ領域ポリペプチド、
　　ｆ）両方のＦｃ領域ポリペプチド中にＳ２２８Ｐ及びＰ３２９Ｇを、一方のＦｃ領域
ポリペプチド中に変異Ｔ３６６Ｗ及びＳ３５４Ｃを、それぞれの他方のＦｃ領域ポリペプ
チド中に変異Ｔ３６６Ｓ、Ｌ３６８Ａ、Ｙ４０７Ｖ及びＹ３４９Ｃを有するヒトサブクラ
スＩｇＧ４のＦｃ領域ポリペプチド、
　　ｇ）両方のＦｃ領域ポリペプチド中に変異Ｌ２３４Ａ、Ｌ２３５Ａ、Ｐ３２９Ｇ、Ｉ
２５３Ａ、Ｈ３１０Ａ及びＨ４３５Ａを、一方のＦｃ領域ポリペプチド中に変異Ｔ３６６
Ｗ及びＳ３５４Ｃを、それぞれの他方のＦｃ領域ポリペプチド中に変異Ｔ３６６Ｓ、Ｌ３
６８Ａ、Ｙ４０７Ｖ及びＹ３４９Ｃを有するヒトサブクラスＩｇＧ１のＦｃ領域ポリペプ
チド、又は
　　ｈ）両方のＦｃ領域ポリペプチドに変異Ｌ２３４Ａ、Ｌ２３５Ａ、Ｐ３２９Ｇ、Ｍ２
５２Ｙ、Ｓ２５４Ｔ及びＴ２５６Ｅを、一方のＦｃ領域ポリペプチド中に変異Ｔ３６６Ｗ
及びＳ３５４Ｃを、それぞれ他方のＦｃ領域ポリペプチド中に変異Ｔ３６６Ｓ、Ｌ３６８
Ａ、Ｙ４０７Ｖ及びＹ３４９Ｃを有するヒトサブクラスＩｇＧ１のＦｃ領域ポリペプチド
、又は
　　ｉ）両方の重鎖中に変異Ｌ２３４Ａ、Ｌ２３５Ａ、Ｐ３２９Ｇ、Ｈ３１０Ａ、Ｈ４３
３Ａ及びＹ４３６Ａを、一方の重鎖中に変異ｉ）Ｔ３６６Ｗ、及びｉｉ）Ｓ３５４Ｃ又は
Ｙ３４９Ｃを、それぞれの他方の重鎖中に変異ｉ）Ｔ３６６Ｓ、Ｌ３６８Ａ及びＹ４０７
Ｖ、並びにｉｉ）Ｙ３４９Ｃ又はＳ３５４Ｃを有するヒトサブクラスＩｇＧ１の完全長抗
体である
二重特異性抗体である。
【０１４５】
　さらなる態様において、上記のいずれかの実施態様に記載の二重特異性抗ヒトＣＤ２０
／ヒトトランスフェリン受容体抗体は、以下のセクション１～３に記載されているように
して、任意の機能を単独で又は組み合わせて組み込むことができる。
【０１４６】
１．キメラ及びヒト化抗体
　ある実施態様において、本明細書で提供される抗体はキメラ抗体である。特定のキメラ
抗体は、例えば、米国特許第４８１６５６７号、及びＭｏｒｒｉｓｏｎ， Ｓ．Ｌ． ｅｔ
 ａｌ．， Ｐｒｏｃ． Ｎａｔｌ． Ａｃａｄ． Ｓｃｉ． ＵＳＡ ８１（１９８４）６８
５１－６８５５）に記載されている。一例において、キメラ抗体は、非ヒト可変領域（例
えば、マウス、ラット、ハムスター、ウサギ、又はサル等の非ヒト霊長類由来の可変領域
）とヒト定常領域とを含む。更なる例において、キメラ抗体は、クラス又はサブクラスが
親抗体のものから変更されている「クラススイッチ」抗体である。キメラ抗体は、その抗
原結合断片を含む。
【０１４７】
　ある実施態様において、キメラ抗体は、ヒト化抗体である。典型的には、非ヒト抗体は
、ヒトに対する免疫原性を低減するために、親の非ヒト抗体の特異性と親和性を保持した
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ままヒト化されている。一般に、ヒト化抗体は、ＨＶＲ（例えばＣＤＲ）（又はその一部
）が非ヒト抗体に由来し、ＦＲ（又はその一部）がヒト抗体配列に由来する、一又は複数
の可変ドメインを含む。ヒト化抗体はまた、場合によってヒト定常領域の少なくとも一部
を含むであろう。いくつかの実施態様において、ヒト化抗体のいくつかのＦＲ残基は、例
えば、抗体特異性又は親和性を回復又は改善するために、非ヒト抗体（例えば、ＨＶＲ残
基が由来する抗体）由来の対応する残基で置換される。
【０１４８】
　ヒト化抗体及びそれらの製造方法については、例えば、Ａｌｍａｇｒｏ， Ｊ．Ｃ． ａ
ｎｄ Ｆｒａｎｓｓｏｎ， Ｊ．， Ｆｒｏｎｔ． Ｂｉｏｓｃｉ． １３（２００８）１６
１９－１６３３に総説が、更に、例えばＲｉｅｃｈｍａｎｎ， Ｉ． ｅｔ ａｌ．， Ｎａ
ｔｕｒｅ ３３２（１９８８）３２３－３２９；Ｑｕｅｅｎ， Ｃ． ｅｔ ａｌ．， Ｐｒ
ｏｃ． Ｎａｔｌ． Ａｃａｄ． Ｓｃｉ． ＵＳＡ ８６（１９８９）１００２９－１００
３３；米国特許第５，８２１，３３７号、同第７，５２７，７９１号、同第６，９８２，
３２１号、及び同第７，０８７，４０９号；Ｋａｓｈｍｉｒｉ， Ｓ．Ｖ． ｅｔ ａｌ．
， Ｍｅｔｈｏｄｓ ３６（２００５）２５－３４（特異性決定領域（ＳＤＲ）グラフティ
ングを記述。）；Ｐａｄｌａｎ， Ｅ．Ａ．， Ｍｏｌ． Ｉｍｍｕｎｏｌ． ２８（１９９
１）４８９－４９８（「リサーフェイシング」を記述。）；Ｄａｌｌ’Ａｃｑｕａ， Ｗ
．Ｆ． ｅｔ ａｌ．， Ｍｅｔｈｏｄｓ ３６（２００５）４３－６０（「ＦＲシャッフリ
ング」を記述。）；並びにＯｓｂｏｕｒｎ， Ｊ． ｅｔ ａｌ．， Ｍｅｔｈｏｄｓ ３６
（２００５）６１－６８及びＫｌｉｍｋａ， Ａ． ｅｔ ａｌ．， Ｂｒ． Ｊ． Ｃａｎｃ
ｅｒ ８３（２０００）２５２－２６０（ＦＲシャッフリングへの「誘導選択」アプロー
チを記述。）に記載がある。
【０１４９】
　ヒト化に用いられ得るヒトフレームワーク領域は、限定されないが、「ベストフィット
」法を用いて選択されるフレームワーク領域（例えば、Sims, M.J. et al., J. Immunol.
 151(1993)2296-230８を参照。）；軽鎖又は重鎖可変領域の特定のサブグループのヒト抗
体のコンセンサス配列に由来するフレームワーク領域（例えば、Carter, P. et al., Pro
c. Natl. Acad. Sci. USA 89(1992)4285-4289；及びPresta, L.G. et al., J. Immunol. 
151(1993)2623-2632を参照。）；ヒト成熟（体細胞変異）フレームワーク領域又はヒトの
生殖細胞系フレームワーク領域（例えば、Almagro, J.C. and Fransson, J., Front. Bio
sci. 13(2008)1619-1633を参照。）；及びＦＲライブラリスクリーニング由来のフレーム
ワーク領域（例えば、Baca, M. et al., J. Biol. Chem. 272(1997)10678-10684 and Ros
ok, M.J. et al., J. Biol. Chem. 271(19969 22611-22618を参照。）を含む。
【０１５０】
２．ヒト抗体
　ある実施態様において、本明細書で提供される抗体は、ヒト抗体である。ヒト抗体は、
当技術分野において既知の様々な技術を用いて生産することができる。ヒト抗体は、一般
的に、ｖａｎ Ｄｉｊｋ， Ｍ．Ａ． ａｎｄ ｖａｎ ｄｅ Ｗｉｎｋｅｌ， Ｊ．Ｇ．， Ｃ
ｕｒｒ． Ｏｐｉｎ． Ｐｈａｒｍａｃｏｌ． ５（２００１）３６８－３７４及びＬｏｎ
ｂｅｒｇ， Ｎ．， Ｃｕｒｒ． Ｏｐｉｎ． Ｉｍｍｕｎｏｌ． ２０（２００８）４５０
－４５９に記載されている。
【０１５１】
　ヒト抗体は、抗原チャレンジに応答してインタクトなヒト抗体又はヒト可変領域を有す
るインタクトな抗体を産生するように改変されたトランスジェニック動物に、免疫原を投
与することによって調製することができる。このような動物は、典型的には内因性免疫グ
ロブリン遺伝子座を置換するか、又は染色体外に存在するか若しくは該動物の染色体にラ
ンダムに組み込まれているヒト免疫グロブリン遺伝子座のすべて又は一部を含む。このよ
うなトランスジェニックマウスでは、内因性免疫グロブリン遺伝子座は、通常は不活性化
されている。トランスジェニック動物からヒト抗体を得るための方法の概説については、
Ｌｏｎｂｅｒｇ， Ｎ．， Ｎａｔ． Ｂｉｏｔｅｃｈ． ２３（２００５）１１１７－１１
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２５を参照のこと。また、例えば、ＸＥＮＯＭＯＵＳＥＴＭ技術を記載している米国特許
代６，０７５，１８１号及び同第６，１５０，５８４号；ＨｕＭａｂ（登録商標）技術を
記載している米国特許第５，７７０，４２９号；Ｋ－Ｍ ＭＯＵＳＥ（登録商標）技術を
記載している、及びＶｅｌｏｃｉＭｏｕｓｅ（登録商標）を記載している米国特許公開第
２００７／００６１９００号も参照のこと。このような動物により生成されるインタクト
な抗体由来のヒト可変領域は、例えば、異なるヒト定常領域と組み合わせることにより、
更に改変されうる。
【０１５２】
　ヒト抗体は、ハイブリドーマベースの方法によって作製することもできる。ヒトモノク
ローナル抗体の製造のためのヒト骨髄腫及びマウス－ヒト異種骨髄腫細胞株が記述されて
いる（例えば、Kozbor, D., J. Immunol. 133(1984)3001-3005;Brodeur, B.R. et al., M
onoclonal Antibody Production Techniques and Applications, Marcel Dekker, Inc., 
New York(1987), pp. 51-63;及びBoerner, P. et al., J. Immunol. 147(1991)86-95)を
参照のこと。）。ヒトＢ細胞ハイブリドーマ技術を介して生成されたヒト抗体は、Ｌｉ，
 Ｊ． ｅｔ ａｌ．， Ｐｒｏｃ． Ｎａｔｌ． Ａｃａｄ． Ｓｃｉ． ＵＳＡ １０３（２
００６）３５５７－３５６２にも記載されている。更なる方法は、例えば、米国特許第７
１８９８２６号（ハイブリドーマ細胞株からのモノクローナルヒトＩｇＭ抗体の産生を記
載。）及びＮｉ， Ｊ．， Ｘｉａｎｄａｉ Ｍｉａｎｙｉｘｕｅ ２６（２００６）２６５
－２６８（ヒト－ヒトハイブリドーマを記載。）に記載されるものを含む。ヒトハイブリ
ドーマ技術（トリオーマ技術）も、Ｖｏｌｌｍｅｒｓ， Ｈ．Ｐ． ａｎｄ Ｂｒａｎｄｌ
ｅｉｎ， Ｓ．， Ｈｉｓｔｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｙ ２０（２
００５）９２７－９３７及びＶｏｌｌｍｅｒｓ， Ｈ．Ｐ． ａｎｄ Ｂｒａｎｄｌｅｉｎ
， Ｓ．， Ｍｅｔｈｏｄｓ ａｎｄ Ｆｉｎｄｉｎｇｓ ｉｎ Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ 
ａｎｄ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ ２７（２００５）１８５－１９１
に記載されている。
【０１５３】
　ヒト抗体はまた、ヒト由来のファージディスプレイライブラリーから選択されたＦｖク
ローン可変ドメイン配列を単離することによって生成することもできる。このような可変
ドメイン配列は、次に所望のヒト定常ドメインと組み合わせてもよい。
【０１５４】
３．抗体変異体
　ある実施態様において、本明細書で提供される二重特異性抗体のアミノ酸配列変異体が
企図される。例えば、抗体の結合親和性及び／又は他の生物学的特性を改善することが望
まれる。抗体のアミノ酸配列変異体は、抗体をコードするヌクレオチド配列に適切な修飾
を導入することにより、又はペプチド合成により調製することができる。このような改変
は、例えば、抗体のアミノ酸配列内の残基からの欠失、及び／又は残基への挿入、及び／
又は残基の置換を含む。最終コンストラクトが所望の特性、例えば、抗原結合を有してい
ることを条件として、欠失、挿入、及び置換の任意の組み合わせを、最終構築物に到達さ
せるために作製することができる。
【０１５５】
ａ）置換、挿入変異体、及び欠失変異体
　ある実施態様では、一又は複数のアミノ酸置換を伴う抗体変異体が提供される。置換変
異体の目的の部位は、ＨＶＲ及びＦＲを含む。保存的置換は、「好ましい置換」と題して
表１に示す。より実質的な変更は、「例示的置換」と題して表１に示し、アミノ酸側鎖の
クラスを参照して下記にさらに説明する。アミノ酸置換は、目的の抗体に導入することが
でき、その産物は、所望の活性、例えば、抗原結合の保持／改善、免疫原性の低下、又は
ＡＤＣＣ又はＣＤＣの改善についてスクリーニングされる。
表
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【０１５６】
　アミノ酸は共通の側鎖特性に従ってグループ化することができる。
（１）疎水性：ノルロイシン、Ｍｅｔ、Ａｌａ、Ｖａｌ、Ｌｅｕ、Ｉｌｅ；
（２）中性の親水性：Ｃｙｓ、Ｓｅｒ、Ｔｈｒ、Ａｓｎ、Ｇｌｎ；
（３）酸性：Ａｓｐ、Ｇｌｕ；
（４）塩基性：Ｈｉｓ、Ｌｙｓ、Ａｒｇ；
（５）鎖配向に影響する残基：Ｇｌｙ、Ｐｒｏ；
（６）芳香族：Ｔｒｐ、Ｔｙｒ、Ｐｈｅ
【０１５７】
　非保存的置換は、これらのクラスのうちの一クラスのメンバーを別のクラスのものと交
換することを必要とする。
【０１５８】
　置換変異体の一つの種類は、親抗体（例えばヒト化又はヒト抗体）の一又は複数の超可
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変領域残基を置換することを伴う。一般的には、結果として得られ、更なる研究のために
選択された変異体は、親抗体と比較して、特定の生物学的特性に修飾（例えば、改善）（
例えば、親和性の向上、免疫原性の低下）を有し、及び／又は親抗体の特定の生物学的特
性を実質的に保持するであろう。例示的な置換型変異体は、親和性成熟抗体であり、例え
ば、本明細書に記載されるようなファージディスプレイに基づく親和性成熟技術を用いて
、簡便に生成される。簡潔に言えば、一又は複数のＨＶＲ残基が変異し、変異体抗体は、
ファージ上に表示され、特定の生物学的活性（例えば、結合親和性）についてスクリーニ
ングされる。
【０１５９】
　変更（例えば、置換）は、例えば抗体の親和性を向上させるために、ＨＶＲで行うこと
ができる。このような改変は、ＨＶＲの「ホットスポット」、すなわち体細胞成熟過程中
に高頻度で変異を受けるコドンによってコードされた残基（例えばChowdhury, P.S., Met
hods Mol. Biol. 207(2008)179-196を参照。）、及び／又は抗原に接する残基内で行うこ
とができ、得られる変異体ＶＨ又はＶＬの結合親和性が試験される。二次ライブラリーか
ら構築し選択し直すことによる親和性成熟が、例えばＨｏｏｇｅｎｂｏｏｍ， Ｈ．Ｒ． 
ｅｔ ａｌ． ｉｎ Ｍｅｔｈｏｄｓ ｉｎ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｂｉｏｌｏｇｙ １７８（
２００２）１－３７に記載されている。親和性成熟のいくつかの実施態様において、多様
性が、種々の方法（例えば、変異性ＰＣＲ、鎖シャッフリング、又はオリゴヌクレオチド
を標的とした変異誘発）のいずれかにより、成熟のために選択された可変遺伝子中に導入
される。次いで、二次ライブラリーが作製される。次いで、該ライブラリーは、所望の親
和性を持つ任意の抗体変異体を同定するためにスクリーニングされる。多様性を導入する
する別の方法は、複数のＨＶＲ残基（例えば、一度に４から６残基）がランダム化された
ＨＶＲ指向のアプローチを伴う。抗原結合に関与するＨＶＲ残基は、例えばアラニンスキ
ャニング変異誘発又はモデリングを用いて、特異的に同定することができる。特に、ＣＤ
Ｒ－Ｈ３及びＣＤＲ－Ｌ３が多くの場合標的とされる。
【０１６０】
　ある実施態様において、置換、挿入又は欠失は、これらの改変が抗原に結合する抗体の
能力を実質的に低下させない限り、一又は複数のＨＶＲ内で生じうる。例えば、実質的に
結合親和性を低下させない保存的変更（例えば本明細書において提供される保存的置換）
をＨＶＲ内で行うことができる。このような変更は、例えば、ＨＶＲ内の残基に接する抗
原の外側で生じる。上記の変異体ＶＨ配列及びＶＬ配列に関するある実施態様において、
各ＨＶＲは変化しないか、又はわずか一つ、二つ若しくは三つのアミノ酸置換を含む。
【０１６１】
　変異誘発のために標的とすることができる抗体の残基又は領域を同定するための有用な
方法は、Ｃｕｎｎｉｎｇｈａｍ， Ｂ．Ｃ． ａｎｄ Ｗｅｌｌｓ， Ｊ．Ａ．， Ｓｃｉｅ
ｎｃｅ ２４４（１９８９）１０８１－１０８５により記載されるように「アラニンスキ
ャニング変異誘発」と呼ばれる。この方法では、標的残基の残基又はグループ（例えば、
ａｒｇ、ａｓｐ、ｈｉｓ、ｌｙｓ及びｇｌｕなどの荷電残基）が同定され、抗原と抗体と
の相互作用が影響を受けるかどうかを決定するために、中性又は負に帯電したアミノ酸（
例えば、アラニン又はポリアラニン）により置換される。さらなる置換が、最初の置換に
対する機能的感受性を示すアミノ酸の位置に導入されうる。代替的に又は追加的に、抗体
と抗原の接点を同定するための抗原－抗体複合体の結晶構造。そのような接触残基及び隣
接残基は、置換の候補として標的とされてもよいし、又は排除されてもよい。変異体は、
所望の特性を含むかどうかを決定するためにスクリーニングされうる。
【０１６２】
　アミノ酸配列挿入物は、１残基から１００以上の残基を有するポリペプチドの長さに及
ぶアミノ－及び／又はカルボキシル末端融合体、並びに単一又は複数のアミノ酸残基の配
列内挿入物を含む。末端挿入物の例は、Ｎ末端メチオニル残基を有する抗体を含む。抗体
分子の他の挿入変異体は、抗体の血清半減期を延長させる酵素（例えばＡＤＥＰＴのため
の）又はポリペプチドに対する抗体のＮ末端又はＣ末端への融合物を含む。
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【０１６３】
ｂ）グリコシル化変異体
　ある実施態様において、本明細書で提供される二重特異性抗体は、抗体がグリコシル化
される程度を上昇又は低下させるように改変される。グリコシル化部位の抗体への付加又
は欠失は、一又は複数のグリコシル化部位が創出又は削除されるようにアミノ酸配列を改
変することにより、簡便に達成することができる。
【０１６４】
　抗体がＦｃ領域を含む場合には、それに付着する糖質を変えることができる。哺乳動物
細胞によって産生された天然抗体は、典型的には、Ｆｃ領域のＣＨ２ドメインのＡｓｎ２
９７にＮ結合により一般に付着した分岐状の二分岐オリゴ糖を含む。例えば、Ｗｒｉｇｈ
ｔ， Ａ． ａｎｄ Ｍｏｒｒｉｓｏｎ， Ｓ．Ｌ．， ＴＩＢＴＥＣＨ １５（１９９７）２
６－３２を参照のこと。オリゴ糖は、様々な炭水化物、例えば、マンノース、Ｎ－アセチ
ルグルコサミン（ＧｌｃＮＡｃ）、ガラクトース、及びシアル酸、並びに二分岐糖鎖構造
の「幹」のＧｌｃＮＡｃに結合したフコースを含む。いくつかの実施態様において、本明
細書で報告される抗体におけるオリゴ糖の修飾は、特定の改善された特性を有する抗体変
異体を作製するためになされうる。
【０１６５】
　一実施態様において、抗体変異体は、Ｆｃ領域に（直接的に又は間接的に）付着するフ
コースを欠く糖鎖構造を有して提供される。例えば、そのような抗体のフコースの量は、
１％から８０％、１％から６５％、５％から６５％又は２０％から４０％でありうる。フ
コースの量は、例えば、国際公開第２００８／０７７５４６号に記載されているように、
ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ質量分析法によって測定されるＡｓｎ２９７に付着しているすべての
糖構造の合計（例えば、コンプレックス、ハイブリッド及び高マンノース構造）に対して
、Ａｓｎ２９７の糖鎖中のフコースの平均量を計算することによって決定される。Ａｓｎ
２９７とはＦｃ領域内のおよそ２９７位（Ｆｃ領域残基のＥＵ番号付け）に位置するアス
パラギン残基を指すが、Ａｓｎ２９７は、抗体のわずかな配列変異に起因して、２９７位
のおよそ±３アミノ酸上流又は下流に、すなわち２９４位から３００位に位置する場合も
ある。このようなフコシル化変異体は、改善されたＡＤＣＣ機能を有しうる。例えば、米
国特許公開第２００３／０１５７１０８号；同第２００４／００９３６２１号を参照のこ
と。「脱フコシル化」又は「フコース欠損」抗体変異体に関連する出版物の例としては、
米国特許出願公開第２００３／０１５７１０８号、国際公開第２０００／６１７３９号、
同第２００１／２９２４６号、米国特許出願公開第２００３／０１１５６１４号、同第２
００２／０１６４３２８号、同第２００４／００９３６２１号、同第２００４／０１３２
１４０号、同第２００４／０１１０７０４号、同第２００４／０１１０２８２号、同第２
００４／０１０９８６５号、国際公開第２００３／０８５１１９号、国際公開第２００３
／０８４５７０号、同第２００５／０３５５８６号、同第２００５／０３５７７８号、同
第２００５／０５３７４２号、同第２００２／０３１１４０号、Ｏｋａｚａｋｉ， Ａ． 
ｅｔ ａｌ．， Ｊ． Ｍｏｌ． Ｂｉｏｌ． ３３６（２００４）１２３９－１２４９；Ｙ
ａｍａｎｅ－Ｏｈｎｕｋｉ， Ｎ． ｅｔ ａｌ．， Ｂｉｏｔｅｃｈ． Ｂｉｏｅｎｇ． ８
７（２００４）６１４－６２２が含まれる。脱フコシル化抗体を産生する能力を有する細
胞株の例には、タンパク質フコシル化を欠損しているＬｅｃ１３ ＣＨＯ細胞（Ripka, J.
 et al., Arch. Biochem. Biophys. 249(1986)533-545；米国特許公開第２００３／０１
５７１０８号；及び国際公開第２００４／０５６３１２号、特に実施例１１）、及びノッ
クアウト細胞株、例えばアルファ－１、６－フコシルトランスフェラーゼ遺伝子、ＦＵＴ
８、ノックアウトＣＨＯ細胞（例えば、Yamane-Ohnuki, N. et al., Biotech. Bioeng. 8
7(2004)614-622;Kanda, Y. et al., Biotechnol. Bioeng. 94(2006)680-688；及び国際公
開第２００３／０８５１０７号を参照。）が含まれる。
【０１６６】
　例えば、抗体のＦｃ領域に結合した二分岐オリゴ糖がＧｌｃＮＡｃによって二分されて
いる、二分オリゴ糖を有する抗体変異体が更に提供される。そのような抗体変異体は、低
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下したフコシル化及び／又は改善されたＡＤＣＣ機能を有しうる。そのような抗体変異体
の例は、例えば、国際公開第２００３／０１１８７８号；米国特許第６，６０２，６８４
号；及び同第２００５／０１２３５４６号に記載されている。Ｆｃ領域に付着したオリゴ
糖中に少なくとも一のガラクトース残基を持つ抗体変異体も提供される。そのような抗体
変異体は、改善されたＣＤＣ機能を有しうる。そのような抗体変異体の例は、例えば、国
際公開第１９９７／３００８７号；同第１９９８／５８９６４号；及び同第１９９９／２
２７６４号に記載されている。
【０１６７】
ｃ）Ｆｃ領域変異体
　ある実施態様において、一又は複数のアミノ酸修飾を、本明細書で提供される二重特異
性抗体のＦｃ領域に導入し、それによりＦｃ領域変異体を生成することができる。Ｆｃ領
域変異体は、一又は複数のアミノ酸位置でアミノ酸修飾（例えば置換）を含むヒトＦｃ領
域配列（例えばヒトＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３又はＩｇＧ４のＦｃ領域）を含みうる
。
【０１６８】
　所定の実施態様において、本明細書は、ｉｎ　ｖｉｖｏにおける抗体の半減期が重要で
あるが、ある種のエフェクター機能（例えば補体及びＡＤＣＣ）が不要または有害である
用途のための望ましい候補とならしめる、すべてではないが一部のエフェクター機能を有
する抗体変異体を意図している。ｉｎ　ｖｉｔｒｏ及び／又はｉｎ　ｖｉｖｏ細胞傷害性
アッセイを、ＣＤＣ及び／又はＡＤＣＣの活性の低下／枯渇を確認するために実施するこ
とができる。例えば、Ｆｃ受容体（ＦｃＲ）結合アッセイを実施して、抗体が、ＦｃγＲ
結合を欠く（それ故おそらくＡＤＣＣ活性を欠く）がＦｃＲｎ結合能力を保持することを
確実にすることができる。ＡＤＣＣを媒介するための初代細胞であるＮＫ細胞はＦｃ(Ｒ
ＩＩＩのみを発現する一方、単球は、ＦｃγＲＩ、ＦｃγＲＩＩ、及びＦｃγＲＩＩＩを
発現する。造血細胞におけるＦｃＲの発現は、Ｒａｖｅｔｃｈ， Ｊ．Ｖ． ａｎｄ Ｋｉ
ｎｅｔ， Ｊ．Ｐ．， Ａｎｎｕ． Ｒｅｖ． Ｉｍｍｕｎｏｌ． ９（１９９１）４５７－
４９２の４６４ページの表３に要約されている。目的の分子のＡＤＣＣ活性を評価するた
めのｉｎ　ｖｉｔｒｏアッセイの非限定的な例は、米国特許第５，５００，３６２号（例
えば、Hellstrom, I. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83(1986)7059-7063を参照）
及びＨｅｌｌｓｔｒｏｍ， Ｉ． ｅｔ ａｌ．， Ｐｒｏｃ． Ｎａｔｌ． Ａｃａｄ． Ｓ
ｃｉ． ＵＳＡ ８２（１９８５）１４９９－１５０２）；米国特許第５，８２１，３３７
号（Bruggemann, M. et al., J. Exp. Med. 166(1987)1351-1361を参照）に説明される。
或いは、非放射性アッセイ法を用いることができる（例えば、フローサイトメトリー用の
ＡＣＴＩＴＭ非放射性細胞傷害性アッセイ（CellTechnology, Inc. Mountain View, CA）
；及びＣｙｔｏＴｏｘ　９６（登録商標）非放射性細胞毒性アッセイ（Promega, Madison
, WI）。このようなアッセイに有用なエフェクター細胞は、末梢血単核細胞（ＰＢＭＣ）
及びナチュラルキラー（ＮＫ）細胞を含む。或いは又は加えて、対象とする分子のＡＤＣ
Ｃ活性は、例えばＣｌｙｎｅｓ， Ｒ． ｅｔ ａｌ．， Ｐｒｏｃ． Ｎａｔｌ． Ａｃａｄ
． Ｓｃｉ． ＵＳＡ ９５（１９９８）６５２－６５６に開示されているような動物モデ
ルでｉｎ　ｖｉｖｏの評価がされうる。また、Ｃ１ｑ結合アッセイを、抗体が体Ｃ１ｑに
結合できないこと、したがってＣＤＣ活性を欠くことを確認するために実施することがで
きる。例えば、国際公開第２００６／０２９８７９号及び国際公開第２００５／１００４
０２号のＣ１ｑ及びＣ３ｃ結合ＥＬＩＳＡを参照のこと。補体活性化を評価するために、
ＣＤＣアッセイを実施することができる（例えば、Gazzano-Santoro, H. et al., J. Imm
unol. Methods 202(1996)163-171;Cragg, M.S. et al., Blood 101(2003)1045-1052；及
びCragg, M.S. and M.J. Glennie, Blood 103(2004)2738-2743を参照）。ＦｃＲｎ結合、
及びｉｎ　ｖｉｖｏでのクリアランス／半減期の測定も、当分野で既知の方法を用いて行
うことができる（例えば、Petkova, S.B. et al., Int. Immunol. 18(2006:1759-1769を
参照）。
【０１６９】
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　エフェクター機能が低下した抗体は、Ｆｃ領域残基２３８、２６５、２６９、２７０、
２９７、３２７、及び３２９のうちの一又は複数の置換を伴うものを含む（米国特許第６
７３７０５６号）。そのようなＦｃ変異体は、残基２６５及び２９７のアラニンへの置換
を有するいわゆる「ＤＡＮＡ」Ｆｃ変異体を含めた、アミノ酸位置２６５、２６９、２７
０、２９７、及び３２７のうちの二以上において置換を有するＦｃ変異体を含む（米国特
許第７３３２５８１号）。
【０１７０】
　ＦｃＲへの改善又は減少した結合を有する特定の抗体変異体が記載されている。（例え
ば、米国特許第６，７３７，０５６号；国際公開第２００４／０５６３１２号、及びShie
lds, R.L. et al., J. Biol. Chem. 276(2001)6591-6604を参照）。
【０１７１】
　特定の実施態様では、抗体変異体は、ＡＤＣＣを改善する一又は複数のアミノ酸置換、
例えば、Ｆｃ領域の２９８位、３３３位，及び／又は３３４位（残基のＥＵ番号付け）に
おける置換を含むＦｃ領域を含む。
【０１７２】
　いくつかの実施態様では、例えば、米国特許第６１９４５５１号、国際公開第９９／５
１６４２号、及びＩｄｕｓｏｇｉｅ， Ｅ．Ｅ． ｅｔ ａｌ．， Ｊ． Ｉｍｍｕｎｏｌ． 
１６４（２０００）４１７８－４１８４に記載されるような、改変された（即ち改善又は
低減された）Ｃ１ｑ結合及び／又は補体依存性細胞傷害（ＣＤＣ）を生じる、Ｆｃ領域に
おける改変がなされる。
【０１７３】
　半減期が延長され、胎児への母性ＩｇＧの移送を担う（Guyer, R.L. et al., J. Immun
ol. 117(1976)587-593、及びKim, J.K. et al., J. Immunol. 24(1994)2429-2434）、新
生児Ｆｃ受容体（ＦｃＲｎ）への結合性が改善された抗体は、米国特許出願公開第２００
５／００１４９３４号に記載されている。これらの抗体は、ＦｃＲｎへのＦｃ領域の結合
を改善する一又は複数の置換を伴うＦｃ領域を含む。このようなＦｃ変異体は、Ｆｃ領域
残基：２３８、２５６、２６５、２７２、２８６、３０３、３０５、３０７、３１１、３
１２、３１７、３４０、３５６、３６０、３６２、３７６、３７８、３８０、３８２、４
１３、４２４又は４３４のうちの一又は複数における置換、例えば、Ｆｃ－領域残基４３
４の置換（米国特許第７３７１８２６号）を含むものを含む。
【０１７４】
　また、Ｆｃ領域変異体の他の例に関するＤｕｎｃａｎ， Ａ．Ｒ． ａｎｄ Ｗｉｎｔｅ
ｒ， Ｇ．， Ｎａｔｕｒｅ ３２２（１９８８）７３８－７４０；米国特許第号；同第５
，６２４，８２１号；及び国際公開第９４／２９３５１号も参照のこと。
【０１７５】
ｄ）システイン操作抗体変異体
　ある実施態様において、抗体の一又は複数の残基がシステイン残基で置換されているシ
ステイン操作抗体、例えば「チオＭＡｂ」を作製することが望ましい場合がある。特定の
実施態様において、置換される残基が抗体の接近可能な部位で生じる。これらの残基をシ
ステインで置換することによって、反応性チオール基が抗体の接近可能部位に配置され、
抗体を他の部分、例えば薬物部分又はリンカー－薬剤部分にコンジュゲートさせ、本明細
書中でさらに記載されるように免疫コンジュゲートを作るために使用することができる。
特定の実施態様では、以下の残基のうちのいずれかの一又は複数がシステインで置換され
る：軽鎖のＶ２０５（Ｋａｂａｔの番号付け）；重鎖のＡ１１８（ＥＵ番号付け）；及び
重鎖Ｆｃ領域のＳ４００（ＥＵ番号付け）。システイン改変抗体は、例えば、米国特許第
７５２１５４１号に記載のように生成されうる。
【０１７６】
ｅ）抗体誘導体
　ある実施態様において、本明細書で提供される二重特異性抗体は、当技術分野で知られ
ており、容易に入手可能なさらなる非タンパク質部分を含むようにさらに修飾することが
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できる。抗体の誘導体化に適した部分は、限定されるものではないが、水溶性ポリマーを
含む。水溶性ポリマーの非限定的な例は、ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）、エチレン
グリコール／プロピレングリコールのコポリマー、カルボキシメチルセルロース、デキス
トラン、ポリビニルアルコール、ポリビニルピロリドン、ポリ－１，３－ジオキソラン、
ポリ－１，３，６－トリオキサン、エチレン／無水マレイン酸コポリマー、ポリアミノ酸
（ホモポリマー又はランダムコポリマーのいずれか）、及びデキストラン又はポリ（ｎ－
ビニルピロリドン）ポリエチレングリコール、プロピレングリコールホモポリマー、ポリ
プロピレン（ｐｒｏｌｙｐｒｏｐｙｌｅｎｅ）オキシド／エチレンオキシドコポリマー、
ポリオキシエチル化ポリオール（例えばグリセロール）、ポリビニルアルコール、並びに
それらの混合物を含む（ただし、これらに限定されない）。ポリエチレングリコールプロ
ピオンアルデヒドは、水中でのその安定性のために製造上の利点を有しうる。ポリマーは
、任意の分子量であってよく、分枝状でも非分枝状でもよい。抗体に付着するポリマーの
数は変化してもよく、一を超えるポリマーが付着する場合、それらは同じか又は異なる分
子であってよい。一般的に、誘導体化に使用されるポリマーの数及び／又はタイプは、改
善されるべき抗体の特定の特性又は機能、その抗体誘導体が限定条件の下での治療に使用
されるかどうかを含めた（ただし、これらに限定されない）考慮事項に基づいて決定する
ことができる。
【０１７７】
　他の実施態様において、放射線への曝露によって選択的に加熱されてもよい非タンパク
質部分と抗体とのコンジュゲートが提示される。一実施態様では、非タンパク質部分はカ
ーボンナノチューブである（Kam, N.W. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 102(2005)
11600-11605）。放射線は、任意の波長であってよく、通常の細胞に害を与えないが抗体
－非タンパク質部分の近位細胞が死滅する温度に非タンパク質部分を加熱する波長を含む
がこれに限定されない。
【０１７８】
Ｂ．組換え方法及び組成物
　抗体は、例えば米国特許第４８１６５６７号に記載されているような組み換え方法及び
組成物を用いて製造される。一実施態様では、本明細書に記載される二重特異性抗ヒトＣ
Ｄ２０／ヒトトランスフェリン受容体抗体をコードする単離された核酸が提供される。さ
らなる実施態様において、そのような核酸を含む一又は複数のベクター（例えば発現ベク
ター）が提供される。さらなる実施態様では、そのような核酸を含む宿主細胞が提供され
る。一実施態様において、宿主細胞は、真核生物細胞、例えばチャイニーズハムスター卵
巣（ＣＨＯ）細胞、又はリンパ系細胞（例えば、Ｙ０、ＮＳ０、Ｓｐ２０細胞）である。
一実施態様において、上述のように、抗体の発現に適した条件下で、抗体をコードする核
酸を含む宿主細胞を培養することと、任意選択的に宿主細胞（又は宿主細胞培地）から抗
体を回収することとを含む、二重特異性抗ヒトＣＤ２０／ヒトトランスフェリン受容体抗
体を作製する方法が提供される。
【０１７９】
　二重特異性抗ヒトＣＤ２０／ヒトトランスフェリン受容体抗体の組み換え生産のために
、例えば上述のような、抗体をコードする核酸が単離され、宿主細胞内での更なるクロー
ニング及び／又は発現のために、一又は複数のベクターに挿入される。このような核酸は
、容易に単離することができ、一般的な手順を用いて（例えば、抗体の重鎖と軽鎖をコー
ドする遺伝子に特異的に結合できるオリゴヌクレオチドプローブを使用することによって
）配列決定することができる。
【０１８０】
　抗体をコードするベクターのクローニング又は発現に適した宿主細胞は、本明細書に記
載の原核生物細胞又は真核細胞を含む。例えば、特にグリコシル化及びＦｃエフェクター
機能が必要ない場合には、抗体は、細菌内で生成されうる。細菌における抗体断片及びポ
リペプチドの発現については、例えば、米国特許第５，７８９，１９９号、同第５７８９
１９９号及び同第５８４０５２３号を参照のこと（大腸菌中の抗体断片の発現を記載して
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いるCharlton, K.A., In:Methods in Molecular Biology, Vol. 248, Lo, B.K.C.(ed.), 
Humana Press, Totowa, NJ(2003), pp. 245-254も参照）。発現の後、抗体を、可溶性画
分において細菌の細胞ペーストから単離し、更に精製することができる。
【０１８１】
　原核生物に加えて、グリコシル化経路が「ヒト化」されていて、部分的又は完全なヒト
のグリコシル化パターンを有する抗体の生成をもたらす真菌株及び酵母株を含めた糸状菌
又は酵母などの真核微生物も、抗体をコードするベクターのための適切なクローニング宿
主又は発現宿主である。Ｇｅｒｎｇｒｏｓｓ， Ｔ．Ｕ．， Ｎａｔ． Ｂｉｏｔｅｃｈ． 
２２（２００４）１４０９－１４１４；及びＬｉ， Ｈ． ｅｔ ａｌ．， Ｎａｔ． Ｂｉ
ｏｔｅｃｈ． ２４（２００６）２１０－２１５を参照のこと。
【０１８２】
　グリコシル化抗体の発現に適した宿主細胞は、多細胞生物（無脊椎動物及び脊椎動物）
からも得られる。無脊椎動物細胞の例は、植物細胞及び昆虫細胞を含む。多数のバキュロ
ウイルス株が同定されており、これらは特にヨトウガ細胞のトランスフェクションのため
に、昆虫細胞と併せて使用することができる。
【０１８３】
　植物細胞培養物を宿主として利用することもできる。例えば、米国特許第６，０４０，
４９８号、同第６０４０４９８号、同第６４２０５４８号、同第７１２５９７８号及び同
第６４１７４２９号（トランスジェニック植物における抗体生成に関するＰＬＡＮＴＩＢ
ＯＤＩＥＳＴＭ技術を記載。）を参照。
【０１８４】
　脊椎動物細胞も宿主として用いることができる。例えば、懸濁液中で増殖するように適
合されている哺乳動物細胞株は有用でありうる。有用な哺乳動物宿主細胞株の他の例は、
ＳＶ４０（ＣＯＳ－７）で形質転換されたサル腎臓ＣＶ１株；ヒト胚腎臓株（例えば、Gr
aham, F.L. et al., J. Gen Virol. 36(1977)59-74)に記載された２９３細胞又は２９３
細胞）；ベビーハムスター腎臓細胞（ＢＨＫ）；マウスのセルトリ細胞（例えば、Mather
, J.P., Biol. Reprod. 23(1980)243-252)に記載されるＴＭ４細胞）；サル腎細胞（ＣＶ
１）；アフリカミドリザル腎細胞（ＶＥＲＯ－７６）；ヒト子宮頚癌細胞（ＨＥＬＡ）；
イヌ腎臓細胞（ＭＤＣＫ）；バッファローラット肝臓細胞（ＢＲＬ　３Ａ）；ヒト肺細胞
（Ｗ１３８）；ヒト肝細胞（ＨｅｐＧ２）；マウス乳腺腫瘍細胞（ＭＭＴ０６０５６２）
；例えばＭａｔｈｅｒ， Ｊ．Ｐ． ｅｔ ａｌ．， Ａｎｎａｌｓ Ｎ．Ｙ． Ａｃａｄ． 
Ｓｃｉ． ３８３（１９８２）４４－６８に記載されるＴＲＩ細胞；ＭＲＣ５細胞；及び
ＦＳ４細胞である。他の有用な哺乳動物宿主細胞株は、ＤＨＦＲ-ＣＨＯ細胞を含むチャ
イニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）細胞（Urlaub, G. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA 77(1980)4216-4220）；並びにＹ０、ＮＳ０及びＳｐ２／０などの骨髄腫細胞株を含
む。抗体生成に適した特定の哺乳動物宿主細胞株の概説については、例えば、Ｙａｚａｋ
ｉ， Ｐ． ａｎｄ Ｗｕ， Ａ．Ｍ．， Ｍｅｔｈｏｄｓ ｉｎ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｂｉｏ
ｌｏｇｙ， Ｖｏｌ． ２４８， Ｌｏ， Ｂ．Ｋ．Ｃ．（ｅｄ．）， Ｈｕｍａｎａ Ｐｒｅ
ｓｓ， Ｔｏｔｏｗａ， ＮＪ（２００４）， ｐｐ． ２５５－２６８を参照。
【０１８５】
Ｃ．診断及び検出のための方法並びに組成物
　特定の実施態様では、本明細書において提供される二重特異性抗ヒトＣＤ２０／ヒトト
ランスフェリン受容体抗体のいずれもが、生物学的試料中のＣＤ２０の存在を検出するた
めに有用である。本明細書で使用する「検出（する）」という用語は、定量的又は定性的
検出を包含する。特定の実施態様では、生物学的サンプルは細胞又は組織を含む。
【０１８６】
　一実施態様では、診断又は検出方法に使用される二重特異性抗ヒトＣＤ２０／ヒトトラ
ンスフェリン受容体抗体が提供される。さらなる態様では、生物学的試料中におけるＣＤ
２０の存在を検出する方法が提供される。ある実施態様において、該方法は、二重特異性
抗ヒトＣＤ２０／ヒトトランスフェリン受容体抗体のＣＤ２０への結合を許容する条件下



(47) JP 2018-536629 A 2018.12.13

10

20

30

40

50

で生体試料を本明細書に記載の二重特異性抗ヒトＣＤ２０／ヒトトランスフェリン受容体
抗体と接触させること、及び二重特異性抗ヒトＣＤ２０／ヒトトランスフェリン受容体抗
体とＣＤ２０との間に複合体が形成されているか否かを検出することを含む。そのような
方法は、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ法又はｉｎ　ｖｉｖｏ法である。
【０１８７】
　ある実施態様において、標識された二重特異性抗ヒトＣＤ２０／ヒトトランスフェリン
受容体抗体が提供される。標識は、限定されないが、（例えば、蛍光標識、発色団標識、
高電子密度標識、化学発光標識、放射性標識などの）直接検出される標識又は部分、並び
に、例えば、酵素反応又は分子間相互作用を介して間接的に検出される酵素又はリガンド
のような部分が含まれる。このような標識の例には、限定されないが、ラジオアイソトー
プ３２Ｐ、１４Ｃ、１２５Ｉ、３Ｈ、及び１３１Ｉ、フルオロフォア、例えば希土類キレ
ート又はフルオレセイン及びその誘導体、ローダミン及びその誘導体、ダンシル、ウンベ
リフェロン、ルシェフェラーゼ、例えばホタルルシェフェラーゼ及び細菌ルシェフェラー
ゼ（米国特許第４７３７４５６号）、ルシェフェリン、２，３－ジヒドロフタルジネジオ
ン、西洋ワサビペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）、アルカリフォスファターゼ、β－ガラクト
シダーゼ、グルコアミラーゼ、リゾチーム、糖オキシダーゼ、例えばグルコースオキシダ
ーゼ、ガラクトースオキシダーゼ、及びグルコース－６－リン酸デヒドロゲナーゼ、ヘテ
ロサイクリックオキシダーゼ、例えばウリカーゼ及びキサンチンオキシダーゼを、色素前
駆体、例えばＨＲＰ、ラクトペルオキシダーゼ、又はマイクロペルオキシダーゼ、ビオチ
ン／アビジン、スピンラベル、バクテリオファージラベル、安定な遊離ラジカルなどを酸
化するために過酸化水素を利用する酵素とカップリングさせたもの、などが含まれる。
【０１８８】
Ｄ．イムノコンジュゲート
　本発明はまた、本明細書で報告される、一又は複数の細胞傷害性剤、例えば化学療法剤
若しくは薬物、増殖阻害剤、毒素（例えばタンパク質毒素、細菌、真菌、植物若しくは動
物起源の酵素的に活性な毒素又はその断片）又は放射性同位体にコンジュゲートした二重
特異性抗ヒトＣＤ２０／ヒトトランスフェリン受容体抗体を含むイムノコンジュゲートを
提供する。
【０１８９】
　一実施態様において、イムノコンジュゲートは、二重特異性抗体が、メイタンシノイド
（米国特許第５，２０８，０２０号、同第５，４１６，０６４号及びＥＰ特許第０４２５
２３５号を参照。アウリスタチン、例えば、モノメチルアウリスタチン薬物部分ＤＥ及び
ＤＦ（ＭＭＡＥ及びＭＭＡＦ）（米国特許第５，６３５，４８３号、同第５，７８０，５
８８号及び同第７，４９８，２９８号を参照。）；ドラスタチン；カリケアマイシン又は
その誘導体（米国特許第５，７１２，３７４号、同第５，７１４，５８６号、同第５，７
３９，１１６号、同第５，７６７，２８５号、同第５，７７０，７０１号、同第５，７７
０，７１０号、同第５，７７３，００１号及び同第５，８７７，２９６号；Hinman, L.M.
 et al., Cancer Res. 53(1993)3336-3342；及びLode, H.N. et al., Cancer Res. 58(19
98)2925-2928を参照。）；アントラサイクリン、例えば、ダウノマイシン又はドキソルビ
シン（Kratz, F. et al., Curr. Med. Chem. 13(2006)477-523; Jeffrey, S.C. et al., 
Bioorg. Med. Chem. Lett. 16(2006)358-362;Torgov, M.Y. et al., Bioconjug. Chem. 1
6(2005)717-721;Nagy, A. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97(2000)829-834;Dubow
chik, G.M. et al., Bioorg. & Med. Chem. Letters 12(2002)1529-1532;King, H.D. et 
al., J. Med. Chem. 45(20029 4336-4343；及び米国特許第６，６３０，５７９号を参照
。）；メトトレキサート；ビンデシン；タキサン、例えばドセタキセル、パクリタキセル
、ラロタキセル、テセタキセル、及びオルタタキセル；トリコテセン；並びにＣＣ１０６
５を含むがこれらに限定されない一又は複数の薬物にコンジュゲートしている抗体－薬物
コンジュゲート（ＡＤＣ）である。
【０１９０】
　他の実施態様において、イムノコンジュゲートは、ジフテリアＡ鎖、ジフテリア毒素の
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非結合活性断片、（緑膿菌からの）外毒素Ａ鎖、リシンＡ鎖、アブリンＡ鎖、モデシンＡ
鎖、アルファ－サルシン、シナアブラギリタンパク質、ジアンチン（ｄｉａｎｔｈｉｎ）
タンパク質、ヨウシュヤマゴボウタンパク質（ＰＡＰＩ、ＰＡＰＩＩ、及びＰＡＰ－Ｓ）
、ニガウリ阻害剤、クルシン、クロチン、サポンソウ阻害剤、ゲロニン、ミトゲリン（ｍ
ｉｔｏｇｅｌｌｉｎ）、レストリクトシン、フェノマイシン（ｐｈｅｎｏｍｙｃｉｎ）、
エノマイシン（エノマイシン）、及びトリコテセン（ｔｒｉｃｏｔｈｅｃｅｎｅｓ）を含
む（ただし、これらに限定されない）酵素的に活性な毒素又はその断片にコンジュゲート
している、本明細書に記載の二重特異性抗体を含む。例えば、１９９３年１０月２８日公
開の国際公開第９３／２１２３２号を参照のこと。
【０１９１】
　他の実施態様では、イムノコンジュゲートは、放射性原子にコンジュゲートして放射性
コンジュゲートを形成する、本明細書に記載の二重特異性抗体を含む。種々の放射性同位
体が、放射性コンジュゲートの製造のために入手可能である。例としては、Ａｔ２１１、
Ｉ１３１、Ｉ１２５、Ｙ９０、Ｒｅ１８６、Ｒｅ１８８、Ｓｍ１５３、Ｂｉ２１２、Ｐ３

２、Ｐｂ２１２、及びＬｕの放射性同位体を含む。放射性コンジュゲートは、検出用に使
用される場合、シンチグラフ検査のための放射性原子、例えばＴＣ９９ｍ若しくはＩ１２

３、又は核磁気共鳴（ＮＭＲ）画像法（磁気共鳴画像法、ＭＲＩとしても知られる）のた
めのスピン標識、例えば、再びヨウ素－１２３、ヨウ素－１３１、インジウム－１１１、
フッ素－１９、炭素－１３、窒素－１５、酸素－１７、ガドリニウム、マンガン又は鉄を
含みうる。
【０１９２】
　二重特異性抗体と細胞傷害性剤とのコンジュゲートは、種々の二官能性カップリング剤
、例えばＮ－スクシンイミジル－３－（２－ピリジルジチオ）プロピオナート（ＳＰＤＰ
）、スクシンイミジル－４－（Ｎ－マレイミドメチル）シクロヘキサン－１－カルボキシ
レート（ＳＭＣＣ）、イミノチオラン（ＩＴ）、イミドエステルの二官能性誘導体（例え
ばジメチルアジピミダート　ＨＣｌ）、活性エステル（例えばジスクシンイミジルスベレ
ート）、アルデヒド（例えばグルタルアルデヒド）、ビスアジド化合物（例えばビス（ｐ
－アジドベンゾイル）ヘキサンジアミン）、ビス－ジアゾニウム誘導体（例えばビス－（
ｐ－ジアゾニウムベンゾイル）－エチレンジアミン）、ジイソシアネート（例えばトルエ
ン　２，６－ジイソシアネート）、及び二活性フッ素化合物（例えば１，５－ジフルオロ
－２，４－ジニトロベンゼン）を使用して作製することができる。例えば、リシンイムノ
トキシンは、Ｖｉｔｅｔｔａ， Ｅ．Ｓ． ｅｔ ａｌ．， Ｓｃｉｅｎｃｅ ２３８（１９
８７）１０９８－１１０４に記載されているようにして調製することができる。炭素－１
４－標識１－イソチオシアナトベンジル－３－メチルジエチレントリアミン五酢酸（ＭＸ
－ＤＴＰＡ）は、放射性ヌクレオチドの抗体へのコンジュゲーションのためのキレート剤
の例である。国際公開第９４／１１０２６を参照のこと。リンカーは、細胞内で細胞傷害
性薬物の放出を容易にする「切断可能なリンカー」であってもよい。例えば、酸不安定性
リンカー、ペプチダーゼ感受性リンカー、光不安定性リンカー、ジメチルリンカー又はジ
スルフィド含有リンカー（Chari, R.V. et al., Cancer Res. 52(1992)127-131；米国特
許第５，２０８，０２０号）が使用されうる。
【０１９３】
　本明細書に記載のイムノコンジュゲート又はＡＤＣは、限定されるものではないが、市
販（例えばPierce Biotechnology, Inc., Rockford, IL., U.S.Aより）のＢＭＰＳ、ＥＭ
ＣＳ、ＧＭＢＳ、ＨＢＶＳ、ＬＣ－ＳＭＣＣ、ＭＢＳ、ＭＰＢＨ、ＳＢＡＰ、ＳＩＡ、Ｓ
ＩＡＢ、ＳＭＣＣ、ＳＭＰＢ、ＳＭＰＨ、スルホ－ＥＭＣＳ、スルホ－ＧＭＢＳ、スルホ
－ＫＭＵＳ、スルホ－ＭＢＳ、スルホ－ＳＩＡＢ、スルホ－ＳＭＣＣ、スルホ－ＳＭＰＢ
、及びＳＶＳＢ（スクシンイミジル－（４－ビニルスルホン）ベンゾエート）等の架橋試
薬を用いて調製したものが特に考えらえる。
【０１９４】
　本明細書で報告される二重特異性抗体のコンジュゲート及び一又は複数の小分子毒素、
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例えばカリケアマイシン、メイタンシン（米国特許第５，２０８，０２０号）、トリコセ
テン、及びＣＣ１０６５もまた、本明細書で考慮されている。本発明の一実施態様におい
て、二重特異性抗体は、一又は複数のメイタンシン分子（例えば、アンタゴニスト分子あ
たり約１から約１０のメイタンシン分子）にコンジュゲートしている。メイタンシンは、
例えば、Ｍａｙ－ＳＨ３に還元され、修飾されたアンタゴニストと反応しうるＭａｙ－Ｓ
Ｓ－Ｍｅに変換され（Chari et al. Cancer Research 52:127-131(1992)）、メンタンシ
ノイド－抗体コンジュゲートを生成する。
【０１９５】
　あるいは、本明細書で報告される二重特異性抗体は、一又は複数のカリケアマイシン分
子にコンジュゲートしている。抗生物質のカリケアマイシンファミリーはピコモル以下の
濃度で二本鎖ＤＮＡ破壊を生じさせる能力がある。使用されうるカリケアマイシンの構造
類似体は、限定されないが、γ１　Ｉ、α２　Ｉ、α３　Ｉ、Ｎ－アセチル－γ１　Ｉ、
ＰＳＡＧ及びθＩ　１（Hinman et al. Cancer Research 53:3336-3342(1993)及びLode e
t al. Cancer Research 58:2925-2928(1998)）を含む。
【０１９６】
　本発明は、核酸分解活性を有する化合物（例えば、リボヌクレアーゼ、又はデオキシリ
ボヌクレアーゼ（すなわちＤＮａｓｅ）のようなＤＮＡエンドヌクレアーゼ）にコンジュ
ゲートしている本明細書で報告される二重特異性抗体を更に考察する。
【０１９７】
　別法として、本明細書で報告される二重特異性抗体及び細胞傷害性剤を含む融合タンパ
ク質が、例えば組み換え技術又はペプチド合成により作製されうる。
【０１９８】
Ｅ．薬学的製剤
　本明細書で報告される抗ヒトＣＤ２０／ヒトトランスフェリン受容体抗体又はイムノコ
ンジュゲートの薬学的製剤は、所望の度合いの純度を有するこのような抗体を、一又は複
数の任意選択的な薬学的に許容される担体と混合することによって（Remington’s Pharm
aceutical Sciences 16th edition, Osol, A.(ed.)(1980)）、凍結乾燥製剤又は水溶液の
形態に調製される。通常、薬学的に許容される担体は、用いられる用量及び濃度で受容者
に対して非毒性であり、限定されるものではないが、リン酸塩、クエン酸塩、及び他の有
機酸等のバッファー；アスコルビン酸及びメチオニンを含む酸化防止剤；防腐剤（例えば
オクタデシルジメチオルベンジルアンモニウムクロリド、ヘキサメトニウムクロリド、ベ
ンザルコニウムクロリド、ベンゼトニウムクロリド、フェノール、ブチル又はベンジルア
ルコール、メチル又はプロピルパラベンなどのアルキルパラベン、カテコール、レゾルシ
ノール、シクロヘキサノール、３－ペンタノール、及びｍ－クレゾール）；低分子量（約
１０残基未満）のポリペプチド；血清アルブミン、ゼラチン又は免疫グロブリン等のタン
パク質；ポリビニルピロリドンなどの親水性ポリマー；グリシン、グルタミン、アスパラ
ギン、ヒスチジン、アルギニン又はリジン等のアミノ酸；グルコース、マンノース又はデ
キストリンを含む単糖類、二糖類、及びその他の糖質；ＥＤＴＡなどのキレート剤；スク
ロース、マンニトール、トレハロース又はソルビトール等の糖；ナトリウムなどの塩形成
対イオン；金属錯体（例えばＺｎ－タンパク質錯体）；及び／又はポリエチレングリコー
ル（ＰＥＧ）などの非イオン性界面活性剤を含む。本明細書における例示的な薬学的に許
容される担体は、可溶性の中性活性ヒアルロニダーゼ糖タンパク質（ｓＨＡＳＥＧＰ）な
どの介在性薬物分散剤、例えばｒｈｕＰＨ２０（ＨＹＬＥＮＥＸ（登録商標）、Baxter I
nternational, Inc.）などのヒト可溶性ＰＨ－２０ヒアルロニダーゼ糖タンパク質をさら
に含む。特定の典型的なｓＨＡＳＥＧＰ及び使用法は、ｒｈｕＰＨ２０を含み、米国特許
出願公開第２００５／０２６０１８６号及び同第２００６／０１０４９６８に記載されて
いる。一態様では、ｓＨＡＳＥＧＰは、コンドロイチナーゼなどの一又は複数の追加的グ
ルコサミノグリカナーゼと組み合わせられる。
【０１９９】
　例示的な凍結乾燥抗体製剤は、米国特許第６２６７９５８号に記載されている。水性抗
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体製剤は、米国特許第６１７１５８６号及び国際公開第２００６／０４４９０８号に記載
されているものを含み、後者の製剤はヒスチジン－酢酸緩衝液を含む。例示的な抗ＣＤ２
０抗体製剤は、国際公開第９８／５６４１８号に記載されており、参照により本明細書に
明示的に援用される。
【０２００】
　皮下投与に適合している凍結乾燥製剤は、国際公開第９７／０４８０１号に記載されて
いる。そのような凍結乾燥製剤は、適切な希釈剤で再構成されて高タンパク濃度にされて
もよく、再構成された製剤は、本明細書で治療される哺乳動物に皮下投与されてもよい。
【０２０１】
　本明細書中の製剤はまた、治療される特定の適応症に必要な一を超える活性成分、好ま
しくは互いに悪影響を及ぼさない相補的な活性を有するものを含有してもよい。そのよう
な活性成分は、適切には、意図する目的に有効な量の組み合わせで存在する。
【０２０２】
　活性成分は、例えばコアセルベーション技術又は界面重合法によって調製されたマイク
ロカプセル、例えばそれぞれヒドロキシメチルセルロースマイクロカプセル又はゼラチン
－マイクロカプセル及びポリ－（メチルメタクリレート（ｍｅｔｈｙｌｍｅｔｈａｃｙｌ
ａｔｅ））マイクロカプセルに、コロイド薬物送達システム（例えばリポソーム、アルブ
ミンミクロスフィア、ミクロエマルジョン、ナノ粒子、及びナノカプセル）に、又はマク
ロエマルジョンに封入することができる。これらの技術は、ＲｅｍｉｎｇｔｏｎのＰｈａ
ｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ， １６ｔｈ ｅｄｉｔｉｏｎ， Ｏｓｏｌ， 
Ａ．（ｅｄ．）（１９８０）に開示されている。
【０２０３】
　徐放性製剤が調製されてもよい。徐放性調製物の好適な例は、抗体を含有する固体疎水
性ポリマーの半透性マトリックスを含み、このマトリックスは成形品、例えばフィルム又
はマイクロカプセルの形態である。徐放性マトリックスの例は、ポリエステル、ヒドロゲ
ル（例えばポリ（２－ヒドロキシエチル－メタクリレート）又はポリ（ビニルアルコール
））、ポリ乳酸（米国特許第３，７７３，９１９号）、Ｌ－グルタミン酸とγエチル－Ｌ
－グルタメートとのコポリマー、非分解性エチレン－酢酸ビニル、ＬＵＰＲＯＮ　ＤＥＰ
ＯＴＴＭ（乳酸－グリコール酸コポリマー及び酢酸ロイプロリドからなる注射用ミクロス
フェア）のような分解性乳酸－グリコール酸コポリマー及びポリ－Ｄ－（－）－３－ヒド
ロキシ酪酸を含む。
【０２０４】
　ｉｎ　ｖｉｖｏ投与に使用される製剤は、一般的に滅菌されていなければならない。滅
菌状態は、例えば、滅菌濾過膜を通して濾過することにより、容易に達成される。一実施
態様では、製剤は等張である。
【０２０５】
Ｆ．治療方法及び組成物
　本明細書で提供される二重特異性抗ヒトＣＤ２０／ヒトトランスフェリン受容体抗体の
いずれかが、治療方法に使用されうる。
【０２０６】
　一態様では、医薬としての使用のための二重特異性抗ヒトＣＤ２０／ヒトトランスフェ
リン受容体抗体が提供される。更なる態様では、Ｂ細胞増殖性疾患の予防及び／又は治療
における使用のための二重特異性抗ヒトＣＤ２０／ヒトトランスフェリン受容体抗体が提
供される。一実施態様では、治療方法における使用のための二重特異性抗ヒトＣＤ２０／
ヒトトランスフェリン受容体抗体が提供される。ある実施態様では、Ｂ細胞増殖性疾患を
有する個体の治療方法であって、二重特異性抗ヒトＣＤ２０／ヒトトランスフェリン受容
体抗体の有効量を個体に投与することを含む方法における使用のための、二重特異性抗ヒ
トＣＤ２０／ヒトトランスフェリン受容体抗体が本明細書で提供される。このような一実
施態様では、方法は更に、個体に対し、後述するような少なくとも一の追加的な治療剤の
有効量を投与することを含む。さらなる実施態様において、本明細書では、ＣＤ２０を発
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現する脳隔離Ｂ細胞の枯渇における使用のための二重特異性抗ヒトＣＤ２０／ヒトトラン
スフェリン受容体抗体が提供される。ある実施態様において、本明細書では、ＣＤ２０を
発現する脳隔離Ｂ細胞を枯渇させるために、二重特異性抗ヒトＣＤ２０／ヒトトランスフ
ェリン受容体抗体の有効量を個体に投与することを含む、個体においてＣＤ２０を発現す
る隔離Ｂ細胞を枯渇させる方法における使用のための二重特異性抗ヒトＣＤ２０／ヒトト
ランスフェリン受容体抗体が提供される。上記のいずれの実施態様に記載の「個体」も、
好ましくはヒトである。
【０２０７】
　更なる実施態様において、本明細書では、医薬の製造又は調製における二重特異性抗ヒ
トＣＤ２０／ヒトトランスフェリン受容体抗体の使用が提供される。一実施態様では、医
薬は、Ｂ細胞増殖性疾患の治療を目的とする。更なる実施態様において、本医薬は、Ｂ細
胞増殖性に関連する疾患を有する個体に対し、医薬の有効量を投与することを含む、Ｂ細
胞増殖型疾患を治療する方法で使用するためのものである。このような一実施態様では、
方法は更に、個体に対し、後述するような少なくとも一の追加的な治療剤の有効量を投与
することを含む。更なる実施態様では、ＣＤ２０を発現する脳隔離Ｂ細胞の枯渇を目的と
する。更なる実施態様において、該医薬は、ＣＤ２０を発現する脳隔離Ｂ細胞を枯渇させ
るために、該医薬の有効量を個体に投与することを含む、個体においてＣＤ２０を発現す
る脳隔離Ｂ細胞を枯渇させる方法における使用を目的とするものである。上記のいずれの
実施態様に記載の「個体」も、ヒトであってよい。
【０２０８】
　更なる態様において、本発明は、Ｂ細胞増殖性疾患を治療する方法を提供する。一実施
態様では、方法は、このようなＢ細胞増殖性疾患を有する個体に対し、有効量の二重特異
性抗ヒトＣＤ２０／ヒトトランスフェリン受容体抗体を投与することを含む。このような
一実施態様では、方法は更に、個体に対し、後述するような少なくとも一の追加的な治療
剤の有効量を投与することを含む。上記のいずれの実施態様に記載の「個体」も、ヒトで
あってよい。
【０２０９】
　更なる態様において、本明細書では、個体においてＣＤ２０を発現する循環Ｂ細胞を枯
渇させるための方法が提供される。一実施態様では、該方法は、ＣＤ２０を発現する循環
Ｂ細胞を枯渇させるために、個体に対し、有効量の二重特異性抗ヒトＣＤ２０／ヒトトラ
ンスフェリン受容体抗体を投与することを含む。一実施態様において、「個体」はヒトで
ある。
【０２１０】
　更なる実施態様では、本発明では、例えば、上記治療方法のいずれかにおける使用のた
めの、本明細書で提供される二重特異性抗ヒトＣＤ２０／ヒトトランスフェリン受容体抗
体のいずれかを含む薬学的製剤を提供する。一実施態様では、薬学的製剤は、本明細書に
提供される二重特異性抗ヒトＣＤ２０／ヒトトランスフェリン受容体抗体のいずれかと薬
学的に許容される担体を含む。別の実施態様では、薬学的製剤は、本明細書に提供される
二重特異性抗ヒトＣＤ２０／ヒトトランスフェリン受容体抗体のいずれかと、例えば後述
のような少なくとも一の追加的な治療剤を含む。
【０２１１】
　本明細書で報告される抗体は、単独で又は他の薬剤と組み合わせて治療において使用す
ることができる。例えば、本明細書で報告される抗体は、少なくとも一のさらなる治療剤
と共投与されうる。ある実施態様において、追加的な治療剤は、治療に利用される本明細
書で報告される二重特異性抗体と同じ又は異なるＢ細胞増殖性疾患を治療するのに有効な
治療剤である。
【０２１２】
　このような上記の併用療法は、併用投与（二以上の治療剤が、同一又は別々の製剤に含
まれている）、及び本明細書で報告される抗体の投与が、さらなる治療剤（複数可）の投
与の前、投与と同時、及び／又は投与の後に起こりうる個別投与を包含する。一実施態様
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において、二重特異性抗ヒトＣＤ２０／ヒトトランスフェリン受容体抗体の投与及び追加
的な治療剤の投与は、互いに、約１か月以内又は約１、２、若しくは３週間以内、又は１
、２、３、４、５、若しくは６日間以内に生じる。本明細書で報告される抗体はまた、限
定されないが、放射線療法、行動療法又は当該技術分野で知られる、治療又は予防される
神経障害に適したその他の療法のような他の介入療法と組み合わせても使用することがで
きる。
【０２１３】
　本明細書で報告される抗体（及び任意のさらなる治療剤）は、非経口、肺内、及び鼻腔
内を含めた任意の適切な手段により投与することができ、また、局所治療が望まれるので
あれば、病巣内投与であってもよい。非経口注入には、筋肉内、静脈内、動脈内、腹腔内
又は皮下投与が含まれる。投薬は、その投与が短期間か又は長期であるかどうかに部分的
に依存して、任意の適切な経路、例えば、静脈内又は皮下注射などの注射により行うこと
ができる。限定されないが、様々な時間点にわたる、単一又は複数回投与、ボーラス投与
、パルス注入を含む様々な投薬スケジュールが本明細書において考慮される。
【０２１４】
　加えて、二重特異性抗体は、例えば、二重特異性抗体の用量を減少させながら、パルス
注入により適切に投与されうる。投薬は、その投与が短期間か又は長期であるかどうかに
部分的に依存して、注射、静脈内又は皮下注射より行うことができる。
【０２１５】
　本明細書で報告される抗体は、医療実施基準に一致した様式で製剤化され、投薬され、
投与される。この文脈において考慮すべき因子としては、治療される特定の障害、治療さ
れる特定の哺乳動物、個々の患者の臨床状態、障害の原因、薬剤の送達部位、投与方法、
投与スケジュール及び医師にとって既知の他の因子が挙げられる。本発明の抗体は、必要
ではないが任意で、問題の疾患の予防又は治療のために現在使用されている一又は複数の
薬剤とともに製剤化される。そのような他の薬剤の有効量は、製剤中に存在する抗体の量
、疾患又は治療の種類、及び上記以外の因子によって決まる。そのような他の薬剤は、一
般的には本明細書に記載されているのと同じ用量及び投与経路で、又は本明細書に記載の
用量の約１から９９％で、又は経験的に／臨床的に妥当であると決定された任意の用量及
び任意の経路で使用される。
【０２１６】
　融合コンストラクト又は化合物をＢＢＢに輸送する脂質ベースの方法は、限定されない
が、ＢＢＢの血管内皮上の受容体を結合する一価の結合実体に結合するリポソーム中の融
合コンストラクト又は化合物をカプセル化すること（例えば米国特許公開第２００２／０
０２５３１３を参照。）と、密度リポプロテイン粒子（例えば米国特許公開第２００４／
０２０４３５４号を参照。）又はアポリポプロテインＥ（例えば米国特許公開第２００４
／０１３１６９２を参照。）中の一価の結合実体をコーティングすることとを含む。
【０２１７】
　疾患の予防又は治療に適した本明細書で報告される抗体の用量は、（単独で又は一若し
くは複数のさらなる治療剤との併用で用いられる場合）治療される疾患の種類、抗体の種
類、疾患の重症度及び経過、抗体の投与が予防的目的か治療的目的か、治療歴、患者の病
歴及び抗体に対する応答、並びに主治医の裁量に依存するであろう。本発明の抗体は、単
回又は一連の治療にわたって患者へ適切に投与される。疾患の種類及び重症度に応じて、
例えば一回以上の別個の投与によるか、連続注入によるかに関わらず、約１μｇ／ｋｇ～
１５ｍｇ／ｋｇ（例えば０．５ｍｇ／ｋｇ～１０ｍｇ／ｋｇ）の抗体又はイムノコンジュ
ゲートが患者への投与のための初期候補用量となりうる。一つの典型的な１日用量は、上
記の因子に応じて約１μｇ／ｋｇ～１００ｍｇ／ｋｇ又はそれ以上の範囲であろう。数日
以上にわたる反復投与に関しては、状態に応じて、治療は一般に疾患症状の望まれる抑制
が起こるまで持続されるであろう。抗体の一の例示的投薬量は、約０．０５ｍｇ／ｋｇ～
約１０ｍｇ／ｋｇであろう。したがって、約０．５ｍｇ／ｋｇ、２．０ｍｇ／ｋｇ、４．
０ｍｇ／ｋｇ又は１０ｍｇ／ｋｇの一又は複数の用量（又はこれらのいずれかの組み合わ
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せ）を患者に投与してよい。このような用量は断続的に、例えば毎週又は三週毎（例えば
患者が約２から約２０、例えば抗体の約６用量を受けるように）投与してよい。初期の高
負荷用量の後、一以上の低用量を投与してよい。しかしながら、他の用量用法も有用であ
りうる。この治療法の進行は、従来の技術及びアッセイにより容易にモニタリングされる
。
【０２１８】
　上記の製剤又は治療方法はいずれも、二重特異性抗ヒトＣＤ２０／ヒトトランスフェリ
ン受容体抗体の代わりに又はそれに加えて本明細書で報告されるイムノコンジュゲートを
用い、行うことができる。
【０２１９】
　Ｂ細胞表現抗原に結合する本明細書で報告される二重特異性抗体を含む組成物は、医学
行動規範に一致した方法で製剤化され、投薬され、投与される。この文脈において考慮す
べき因子としては、治療される特定の疾患又は障害、治療される特定の哺乳動物、個々の
患者の臨床状態、疾患又は障害の原因、薬剤の送達部位、投与方法、投与スケジュール及
び医師にとって既知の他の因子が挙げられる。投与されるアンタゴニストの治療的有効量
は、そのような考慮によって制御されるであろう。
【０２２０】
　本明細書で報告される二重特異性抗体は、Ｂ細胞増殖性疾患の治療の他に、自己免疫疾
患の治療に使用することができる。自己免疫疾患又は障害の例は、限定されないが、免疫
媒介血小板減少症、例えば、急性突発性血小板減少性紫斑病及び慢性突発性血小板減少性
紫斑病、皮膚筋炎、シデナム舞踏病、ループス腎炎、リウマチ熱、多腺性症候群、ヘノッ
ホ－シェーンライン紫斑病、連鎖球菌感染後腎炎、結節性紅斑、高安動脈炎、アジソン病
、多形性紅斑、結節性多発動脈炎、強直性脊椎炎、グッドパスチャー症候群、閉塞性血栓
血管炎、原発性胆汁性肝硬変、橋本甲状腺炎、甲状腺機能亢進症、慢性活動性肝炎、多発
性筋炎／皮膚筋炎、多発性軟骨炎、尋常性天疱瘡、ウェゲナー肉芽腫症、膜性腎症、筋萎
縮性側索硬化症、脊髄癆、多発筋痛、悪性貧血、急速進行性糸球体腎炎及び線維性肺胞炎
、乾癬及び皮膚炎（例えばアトピー性皮膚炎）を含む炎症性皮膚疾患のような炎症反応疾
患；全身性強皮症及び硬化症；炎症性腸疾患（例えばクローン病及び潰瘍性大腸炎）に関
連する反応；呼吸窮迫症候群（成人性呼吸促迫症候群；ＡＲＤＳを含む）；皮膚炎；髄膜
炎；脳炎；ブドウ膜炎；大腸炎；糸球体腎炎；湿疹及び喘息のようなアレルギー状態並び
にＴ細胞の浸潤及び慢性炎症反応を含むその他の状態；アテローム性動脈硬化症；白血球
接着不全症；関節リウマチ；全身性エリテマトーデス（ＳＬＥ）；糖尿病（例えばＩ型糖
尿病又はインスリン依存性糖尿病）；多発性硬化症；レイノー症候群；自己免疫性甲状腺
炎；アレルギー性脳脊髄炎；シェーグレン症候群；若年発症糖尿病；結核、サルコイドー
シス、多発性筋炎、肉芽腫症及び脈管炎で典型的にみられるサイトカイン及びＴ－リンパ
球により媒介される急性及び遅発性過敏症に関連する免疫応答；悪性貧血（アジソン病）
；白血球漏出を含む疾患；中枢神経系（中枢神経系）炎症性疾患；多臓器損傷症候群；溶
血性貧血（クリオグロブリン血症又はクームス陽性貧血を含むがこれらに限定されない。
）；重症筋無力症；抗原抗体複合体媒介性疾患；抗糸球体基底膜疾患；抗リン脂質症候群
；アレルギー性神経炎；グレーブス病；ランバート・イートン筋無力症症候群；水疱性類
天疱瘡；天疱瘡；自己免疫性多腺性内分泌障害；ライター疾患；スティフマン症候群；ベ
ーチェット病；巨細胞動脈炎；免疫複合体性腎炎；ＩｇＡ腎症；ＩｇＭ多発性神経障害；
免疫性血小板減少性紫斑病（ＩＴＰ）又は自己免疫性血小板減少症を含む。
【０２２１】
　しかしながら、上記のように、これらの示唆された量の二重特異性抗体は、多大な治療
の裁量を受ける。適切な用量を選択すること及びスケジューリングの主要な要因は、上記
のように、得られる結果である。例えば、進行中及び急性の疾患の治療には、比較的高用
量が必要とされうる。疾患又は障害に応じて、最も有効な結果を得るために、アンタゴニ
ストは、可能な限り、疾患又は障害の兆候、診断、出現、又は発生の近い時点で、又は疾
患又は障害の緩和中に、投与される。
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【０２２２】
　本明細書で報告される単離された二重特異性抗体を患者へ投与することとは別に、本出
願は、遺伝子治療による二重特異性抗体の投与も検討する。二重特異性抗体をコードする
核酸のそのような投与は、「治療的有効量の二重特異性抗体を投与する」という表現によ
り包含される。細胞内抗体を生成するための遺伝子治療の使用に関しては、例えば国際公
開第９６／０７３２１号を参照のこと。
【０２２３】
　核酸（任意選択的に、ベクターに含有される。）を患者の細胞へ入れるための二つの主
な手法、すなわち、ｉｎ　ｖｉｖｏ及びｅｘ　ｖｉｖｏが存在する。Ｉｎ　ｖｉｖｏ送達
に関して、核酸は、患者に、通常、二重特異性抗体が必要である部位に直接注射される。
Ｅｘ　ｖｉｖｏ治療に関して、患者の細胞は除去され、核酸がそれらの単離された細胞へ
導入され、修飾された細胞が患者へ直接又は、例えば患者へ移植されている多孔質膜内で
カプセル化されて投与される（例えば、米国特許第４，８９２，５３８号及び同第５，２
８３，１８７号を参照）。核酸を生細胞へ導入するための利用可能な様々な技術が存在す
る。技術は、核酸が培養された細胞へｉｎ　ｖｉｔｒｏで、又は目的の宿主の細胞中ｉｎ
　ｖｉｖｏでｉｎ　ｖｉｖｏ輸送されかに応じて、さまざまである。核酸を哺乳動物の細
胞にｉｎ　ｖｉｔｒｏで輸送するのに適した技術は、リポソームの使用、エレクトロポレ
ーション、マイクロインジェクション、細胞融合、ＤＥＡＥ－デキストラン、リン酸カル
シウム沈殿法などを含む。遺伝子のｅｘ　ｖｉｖｏ送達に一般に使用されるベクターは、
レトロウイルスである。
【０２２４】
　現在好ましいｉｎ　ｖｉｖｏ核酸輸送技術は、ウイルスベクター（例えばアデノウイル
ス、単純ヘルペスＩウイルス、又はアデノ関連ウイルス）及び脂質ベースの系（遺伝子の
脂質媒介輸送に有用な脂質は、例えば、ＤＯＴＭＡ、ＤＯＰＥ及びＤＣ－Ｃｈｏｌである
。）を伴うトランスフェクションを含む。いくつかの状況では、核酸源に、細胞表面膜タ
ンパク質又は標的細胞に特異的な抗体などの標的細胞、標的細胞上の受容体に対するリガ
ンドなどを標的とする薬剤を提供することが望ましい。リポソームが使用される場合、エ
ンドサイトーシスと関連する細胞表面膜タンパク質に結合するタンパク質は、例えば、特
定の細胞タイプにトロピックなカプシドタンパク質又はその断片、循環で内部移行を受け
るタンパク質に対する抗体、及び細胞内局在を標的とし、細胞内半減期を増大するタンパ
ク質を、標的化及び／又は取り込みを促進するために使用されうる。受容体媒介エンドサ
イトーシスの技術は、例えば、Ｗｕ ｅｔ ａｌ．， Ｊ． Ｂｉｏｌ． Ｃｈｅｍ． ２６２
：４４２９－４４３２（１９８７）；及びＷａｇｎｅｒ ｅｔ ａｌ．， Ｐｒｏｃ． Ｎａ
ｔｌ． Ａｃａｄ． Ｓｃｉ． ＵＳＡ ８７：３４１０－３４１４（１９９０）に記載され
ている。現在知られている遺伝子マーキング及び遺伝子療法プロトコールのレビューにつ
いては、Ａｎｄｅｒｓｏｎ ｅｔ ａｌ．， Ｓｃｉｅｎｃｅ ２５６：８０８－８１３（１
９９２）を参照のこと。また、国際公開第９３／２５６７３号及びその引例も参照のこと
。
【０２２５】
　追加の治療剤を抗体にコンジュゲートさえる一般的な技術はよく知られている（例えば
、Arnon et al., “Monoclonal Antibodies for Immunotargeting of Drugs in Cancer T
herapy”, in Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Reisfeld et al.(eds.), pp
. 243-56(Alan R. Liss, Inc. 1985);Hellstrom et al., “Antibodies For Drug Delive
ry”, in Controlled Drug Delivery(2nd Ed.), Robinson et al.(eds.), pp.623-53(Mar
cel Dekker, Inc. 1987);Thorpe, “Antibody Carriers Of Cytotoxic Agents In Cancer
 Therapy:A Review”, in Monoclonal Antibodies ’84:Biological And Clinical Appli
cations, Pinchera et al.(eds.), pp. 475-506(1985);及びThorpe et al., “The Prepa
ration And Cytotoxic Properties Of Antibody-Toxin Conjugates”, Immunol. Rev., 6
2(1982)119-58を参照）。
【０２２６】
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ＩＩＩ．製造品
　本明細書で報告される別の態様では、上述した疾患の治療、予防、及び／又は診断に有
用な材料を含有する製造品が提供される。製造品は、容器と容器上の又は容器に付随する
ラベル又は添付文書を含む。好適な容器は、例としてボトル、バイアル、シリンジ、ＩＶ
輸液バッグなどを含む。容器はガラス又はプラスチックなどの様々な材料から形成されう
る。容器は、疾患の治療、予防、及び／又は診断に効果的である、単独の又は別の組成物
と併用の組成物を収容し、滅菌のアクセスポートを有しうる（例えば、容器は皮下注射針
で貫通可能なストッパーを有する静脈内溶液バッグ又はバイアルであってもよい）。該組
成物中の少なくとも一の活性剤は、本明細書で報告される抗体である。ラベル又は添付文
書は、該組成物が特定の疾患の治療のために使用されることを示す。さらに、製造品は、
（ａ）本明細書で報告される抗体を含む組成物を中に収容する第一の容器、及び（ｂ）さ
らなる細胞傷害性剤又はその他の治療剤含む組成物を中に収容する第二の容器を含んでも
よい。本実施態様における製造品は、組成物が特定の病態を治療するために使用され得る
ことを示す添付文書を更に含んでもよい。或いは、又は加えて、製造品は、薬学的に許容
可能な緩衝液、例えば注射用静菌水（ＢＷＦＩ）、リン酸緩衝生理食塩水、リンガー溶液
及びデキストロース溶液を含む第二（又は第三）の容器を更に含んでもよい。製造品は、
他のバッファー、希釈剤、フィルタ、針、及びシリンジを含めた、商業的及び使用者の観
点から望ましいその他の材料をさらに含んでもよい。
【０２２７】
　上記のいずれの製造品も、本明細書で報告される二重特異性抗体の代わりに又はそれに
加えて、本明細書で報告されるイムノコンジュゲートを含んでもよい。
【実施例】
【０２２８】
　以下は、本発明の方法及び組成物の実施例である。上に提供された一般的な説明を前提
として、他の様々な実施態様が実施されうることが理解される。
【０２２９】
材料及び一般的な方法
　ヒト免疫グロブリンの軽鎖及び重鎖のヌクレオチド配列に関する一般情報は以下に与え
られている：Ｋａｂａｔ ｅｔ ａｌ．， Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ Ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｏ
ｆ Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ， ５ｔｈ ｅｄ． Ｐｕｂｌｉｃ Ｈｅ
ａｌｔｈ Ｓｅｒｖｉｃｅ， Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅｓ ｏｆ Ｈｅａｌｔ
ｈ， Ｂｅｔｈｅｓｄａ， ＭＤ（１９９１）。抗体鎖のアミノ酸は、Ｋａｂａｔ（Kabat,
 E.A., et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5th Ed. Public H
ealth Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD(1991)）に従い、番号付
けられ、参照される。
【０２３０】
組換えＤＮＡ技術
　標準的な方法を使用して、Ｓａｍｂｒｏｏｋ， Ｊ． ｅｔ ａｌ．， Ｍｏｌｅｃｕｌａ
ｒ Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｍａｎｕａｌ；Ｃｏｌｄ Ｓｐｒｉｎｇ 
Ｈａｒｂｏｒ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ Ｐｒｅｓｓ， Ｃｏｌｄ Ｓｐｒｉｎｇ Ｈａｒｂｏ
ｒ， Ｎｅｗ Ｙｏｒｋ， １９８９に記載されているようにＤＮＡを操作した。分子生物
学的試薬を、製造元の指示に従って使用した。
【０２３１】
遺伝子合成
　所望の遺伝子セグメントを、化学合成により作製したオリゴヌクレオチドから調製した
。特異的な制限エンドヌクレアーゼ切断部位に隣接する長い遺伝子セグメントを、ＰＣＲ
増幅を含むオリゴヌクレオチドのアニーリング及びライゲーションによって組み立て、そ
の後示された制限部位を介してクローニングした。サブクローニングされた遺伝子断片の
ＤＮＡ配列を、ＤＮＡ配列決定によって確認した。遺伝子合成断片は、Ｇｅｎｅａｒｔ（
Regensburg, Germany）の所定の仕様に従って整理した。
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【０２３２】
ＤＮＡ配列決定
　ＤＮＡ配列は、ＭｅｄｉＧｅｎｏｍｉｘ ＧｍｂＨ（Martinsried, Germany）又はＳｅ
ｑｕｉＳｅｒｖｅ ＧｍｂＨ（Vaterstetten, Germany）で実施された二本鎖配列決定によ
り決定した。
【０２３３】
ＤＮＡ及びタンパク質配列分析並びに配列データ管理
　ＧＣＧ（Genetics Computer Group, Madison, Wisconsin）のソフトウェアパッケージ
バージョン１０．２及びＩｎｆｏｍａｘ’ｓ Ｖｅｃｔｏｒ ＮＴ１ Ａｄｖａｎｃｅスイ
ートバージョン８．０を、配列作成、マッピング、分析、注釈及び説明に使用した。
【０２３４】
発現ベクター
　記載される二重特異性抗体の発現に関して、ＣＭＶイントロンＡプロモーターの有無を
問わないｃＤＮＡ機構又はＣＭＶプロモーターを含むゲノム機構のいずれかに基づく一過
性発現に対する発現プラスミド（例えばＨＥＫ２９３細胞中）が適用されうる。
【０２３５】
　抗体発現カセットの他に、ベクターは
　－　大腸菌においてこのプラスミドの複製を可能にする複製開始点、及び
　－　大腸菌にアンピシリン耐性を付与するs－ラクタマーゼ遺伝子
を含有する。
【０２３６】
　抗体遺伝子の転写単位は、以下の要素から成る：
　－　５’末端の固有の制限部位
　－　ヒトサイトメガロウイルスからの前早期エンハンサー及びプロモーター
　－　ｃＤＮＡ機構の場合のイントロンＡ配列
　－　ヒト抗体遺伝子に由来する５’－非翻訳領域
　－　免疫グロブリン重鎖シグナル配列
　－　ｃＤＮＡとして、又はエクソン－イントロン機構を有する核酸をコードするそれぞ
れの抗体鎖
　－　ポリアデニル化シグナル配列を有する３’非翻訳領域
　－　終了配列、及び
　－　３’末端の固有の制限部位。
【０２３７】
　抗体鎖をコードする融合遺伝子を、ＰＣＲ及び／又は遺伝子合成により生成し、例えば
、固有の制限部位をそれぞれのベクターに使用して、一致した核酸セグメントの結合によ
る既知の組換え法及び技術によって組み立てる。サブクローン核酸配を、ＤＮＡ配列決定
により確定する。一過性のトランスフェクションに関して、形質転換された大腸菌培養物
からのプラスミド調製物により、大量のプラスミドを調製する（Nucleobond AX, Machere
y-Nagel）。
【０２３８】
　全てのコンストラクトノブ・イントゥー・ホールヘテロ二量体化技術は、第一のＣＨ３
ドメインにおける典型的なノブ（Ｔ３６６Ｗ）置換及び第二のＣＨ３ドメインにおける対
応するホール置換（Ｔ３６６Ｓ、Ｌ３６８Ａ及びＹ４０７Ｖ）（並びに二の追加の導入シ
ステイン残基Ｓ３５４Ｃ／Ｙ３４９’Ｃ）（上で示されるそれぞれの対応する重鎖（ＨＣ
）配列に含有される）と共に使用した。
【０２３９】
細胞培養技術
　Ｃｕｒｒｅｎｔ Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ ｉｎ Ｃｅｌｌ Ｂｉｏｌｏｇｙ（２０００）， 
Ｂｏｎｉｆａｃｉｎｏ， Ｊ．Ｓ．， Ｄａｓｓｏ， Ｍ．， Ｈａｒｆｏｒｄ， Ｊ．Ｂ．
， Ｌｉｐｐｉｎｃｏｔｔ－Ｓｃｈｗａｒｔｚ， Ｊ． ａｎｄ Ｙａｍａｄａ， Ｋ．Ｍ．
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（ｅｄｓ．）， Ｊｏｈｎ Ｗｉｌｅｙ ＆ Ｓｏｎｓ， Ｉｎｃ．に記載されるような標準
的な細胞培養技術が使用される。
【０２４０】
ＨＥＫ２９３系における一過性のトランスフェクション
　二重特異性抗体を一過性発現によって産生する。したがって、製造業者の指示に従いＨ
ＥＫ２９３系（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）を使用して、それぞれのプラスミドを有するトラ
ンスフェクションを行う。簡潔には、無血清ＦｒｅｅＳｔｙｌｅＴＭ２９３発現培地（Ｉ
ｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）における振盪フラスコ中又は撹拌された培養槽中のいずれかで懸濁
状態で成長するＨＥＫ２９３細胞（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）を、それぞれの発現プラスミ
ド及び２９３ｆｅｃｔｉｎＴＭ又はフェクチン（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）のミックスを用
いてトランスフェクトする。２Ｌの振盪フラスコ（Ｃｏｒｎｉｎｇ）に関して、ＨＥＫ２
９３細胞を、６００ｍＬ中１．０＊１０６細胞／ｍＬの密度で播種し、１２０ｒｐｍ、８
％ＣＯ２でインキュベートする。翌日、Ａ）６００μｇの総プラスミドＤＮＡ（１μｇ／
ｍＬ）を含む２０ｍＬのＯｐｔｉ－ＭＥＭ媒体（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）と、Ｂ）１．２
ｍＬの２９３フェクチン又はフェクチン（２μｌ／ｍＬ）が補充されている２０ｍｌのＯ
ｐｔｉ－ＭＥＭ媒体との約４２ｍＬの混合物で、約１．５＊１０６細胞／ｍＬの細胞密度
で細胞をトランスフェクトする。グルコース消費に従って、発酵中にグルコース溶液を添
加する。５～１０日後、分泌された抗体を含有する上清を採取し、抗体を上清から直接精
製するか、又は上清を冷凍して、保存する。
【０２４１】
タンパク質定量
　精製された抗体及び誘導体のタンパク質濃度を、Ｐａｃｅ， ｅｔ ａｌ．， Ｐｒｏｔ
ｅｉｎ Ｓｃｉｅｎｃｅ ４（１９９５）２４１１－１４２３に従って、アミノ酸配列に基
づいて計算されたモル吸光係数を用いて、２８０ｎｍにおける光学濃度（ＯＤ）を決定す
ることにより決定した。
【０２４２】
上清中の抗体濃度決定
　細胞培養上清中の抗体及び誘導体の濃度をプロテインＡアガロースビーズ（Roche Diag
nostics GmbH, Mannheim, Germany）を用いた免疫沈降法により推定した。したがって、
６０μＬのプロテインＡアガロースビーズを、ＴＢＳ－ＮＰ４０（１５０ｍＭのＮａＣｌ
及び１％Ｎｏｎｉｄｅｔ－Ｐ４０が補充された５０ｍＭのＴｒｉｓバッファー、ｐＨ７．
５）中で３回洗浄した。続いて、１～１５ｍＬの細胞培養上清を、事前平衡化したＴＢＳ
－ＮＰ４０中のプロテインＡアガロースビーズに適用した。室温で１時間インキュベート
した後、ビーズを、Ｕｌｔｒａｆｒｅｅ－ＭＣ－フィルターカラム（Ａｍｉｃｏｎ）上で
、０．５ｍＬのＴＢＳ－ＮＰ４０で一回、０．５ｍＬの２倍のリン酸緩衝生理食塩水（２
ｘＰＢＳ、Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany）で二回、そして、０．５ｍＬ
の１００ｍＭのＮａ－クエン酸バッファー（ｐＨ５．０）で簡潔に四回洗浄した。結合し
た抗体を、３５μｌのＮｕＰＡＧＥ（登録商標）ＬＤＳ試料バッファー（Ｉｎｖｉｔｒｏ
ｇｅｎ）を添加することにより溶出した。試料の半分をＮｕＰＡＧＥ（登録商標）試料還
元剤と組み合わせ、残りの半分を未還元のままにし、７０℃で１０分間加熱した。その結
果として、５～３０μｌを４～１２％のＮｕＰＡＧＥ（登録商標）ビス－ＴｒｉｓＳＤＳ
－ＰＡＧＥゲル（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）（非還元ＳＤＳ－ＰＡＧＥについてはＭＯＰＳ
バッファーを含み、還元ＳＤＳ－ＰＡＧＥについては、ＮｕＰＡＧＥ（登録商標）抗酸化
剤ランニングバッファー添加剤（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）を含むＭＥＳバッファーを含む
。）に添加し、Ｃｏｏｍａｓｓｉｅ Ｂｌｕｅで染色した。
【０２４３】
　細胞培養上清中の抗体の濃度を、アフィニティーＨＰＬＣクロマトグラフィーにより、
定量的に測定した。簡潔には、プロテインＡに結合する抗体を含有する細胞培養上清を、
２００ｍＭのＫＨ２ＰＯ４、１００ｍＭのクエン酸ナトリウム、ｐＨ７．４中Ａｐｐｌｉ
ｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ Ｐｏｒｏｓ Ａ／２０カラムに適用し、Ａｇｉｌｅｎｔ ＨＰ



(58) JP 2018-536629 A 2018.12.13

10

20

30

40

50

ＬＣ １１００システム上、２００ｍＭのＮａＣｌ、１００ｍＭのクエン酸、ｐＨ２．５
で溶出した。ＵＶ吸光度により、及びピークエリアの統合により、溶出した抗体を定量化
した。生成した標準的なＩｇＧ１抗体が基準となった。
【０２４４】
　あるいは、細胞培養上清中の抗体及び誘導体の濃度を、Ｓａｎｄｗｉｃｈ－ＩｇＧ－Ｅ
ＬＩＳＡにより測定した。簡潔には、ＳｔｒｅｐｔａＷｅｌｌ Ｈｉｇｈ Ｂｉｎｄ スト
レプトアビジン Ａ－９６ウェルマイクロタイタープレート（Roche Diagnostics GmbH, M
annheim, Germany）を、１００μＬ／ウェルのビオチニル化抗ヒトＩｇＧ捕捉分子Ｆ（ａ
ｂ’）２＜ｈ－Ｆｃγ＞ＢＩ（Ｄｉａｎｏｖａ）で０．１μｇ／ｍＬで、室温で１時間、
又は４℃で一晩コーティングし、続いて、２００μＬ／ウェルのＰＢＳ、０．０５％のＴ
ｗｅｅｎ（ＰＢＳＴ，Ｓｉｇｍａ）で三回洗浄した。その後、細胞培養上清を含有するそ
れぞれの抗体のＰＢＳ（Ｓｉｇｍａ）中１００μＬ／ウェルの希釈系列をウェルに添加し
、シェーカー上で、室温で１～２時間インキュベートした。ウェルを２００μＬ／ウェル
のＰＢＳＴで三回洗浄し、結合した抗体を、シェーカー上室温での１～２時間のインキュ
ベートによる検出抗体のように、１００μｌのＦ（ａｂ’）２＜ｈＦｃγ＞ＰＯＤ（Ｄｉ
ａｎｏｖａ）で０．１μｇ／ｍＬで検出した。非結合検出抗体を、２００μＬ／ウェルＰ
ＢＳＴで三回洗浄することにより、除去した。結合検出抗体を、１００μＬＡＢＴＳの添
加により検出し、その後インキュベートした。吸光度の決定は、４０５ｎｍの測定波長で
Ｔｅｃａｎ Ｆｌｕｏｒ分光計上で行われた（参照波長４９２ｎｍ）。
【０２４５】
調製用抗体精製
　標準的なプロトコールを参照して、濾過された細胞培養上清から抗体を精製した。簡潔
には、抗体を、プロテインＡ Ｓｅｐｈａｒｏｓｅカラム（GE healthcare）に適用し、Ｐ
ＢＳで洗浄した。抗体の溶出をｐＨ２．８で行い、その直後に中和した。凝集したタンパ
ク質を、サイズ排除クロマトグラフィー（Superdex 200, GE Healthcare）により、ＰＢ
Ｓ中又は１５０ｍＭのＮａＣｌ（ｐＨ６．０）を含む２０ｍＭのヒスチジンバッファー中
のモノマー抗体から分離させた。モノマー抗体画分をプールし、例えばＭＩＬＬＩＰＯＲ
Ｅ Ａｍｉｃｏｎ Ｕｌｔｒａ（３０ ＭＷＣＯ）遠心濃縮機を使用して濃縮し（必要な場
合）、－２０℃又は－８０℃で冷凍し、保存した。試料の一部を続くタンパク質分析、及
び例えばＳＤＳ－ＰＡＧＥ、サイズ排除クロマトグラフィー（ＳＥＣ）又は質量分析によ
る分析的特徴付けに関して提供した。
【０２４６】
ＳＤＳ－ＰＡＧＥ
　製造元の指示に従って、ＮｕＰＡＧＥ（登録商標）Ｐｒｅ－Ｃａｓｔゲルシステム（Ｉ
ｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）を使用した。特に、１０％又は４～１２％のＮｕＰＡＧＥ（登録商
標）Ｎｏｖｅｘ（登録商標）ビス－ＴＲＩＳ Ｐｒｅ－Ｃａｓｔゲル（ｐＨ６．４）及び
ＮｕＰＡＧＥ（登録商標）ＭＥＳ（還元ゲル、ＮｕＰＡＧＥ（登録商標）抗酸化剤ランニ
ングバッファー添加剤を含む）又はＭＯＰＳ（非還元ゲル）ランニングバッファーを使用
した。
【０２４７】
ＣＥ－ＳＤＳ
　微小流体Ｌａｂｃｈｉｐ技術（PerkinElmer, USA）を使用するＣＥ－ＳＤＳによって、
純度及び抗体完全性を分析した。したがって、５μｌの抗体溶液を、製造元の指示に従っ
て、ＨＴ Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｅｘｐｒｅｓｓ Ｒｅａｇｅｎｔ Ｋｉｔを使用して、ＣＥ－Ｓ
ＤＳ分析のために調製し、ＨＴ Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｅｘｐｒｅｓｓ Ｃｈｉｐを使用してＬ
ａｂＣｈｉｐ ＧＸＩＩシステム上で分析した。ＬａｂＣｈｉｐ ＧＸ Ｓｏｆｔｗａｒｅ
を使用して、データを分析した。
【０２４８】
分析的サイズ排除クロマトグラフィー
　凝集及びオリゴマー状態の抗体の決定に関するサイズ排除クロマトグラフィー（ＳＥＣ
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）を、ＨＰＬＣクロマトグラフィーによって行った。簡潔には、プロテインＡ精製抗体を
、Ｄｉｏｎｅｘ Ｕｌｔｉｍａｔｅ（登録商標）システム（Thermo Fischer Scientific）
上、３００ｍＭのＮａＣｌ、５０ｍＭのＫＨ２ＰＯ４／Ｋ２ＨＰＯ４バッファー（ｐＨ７
．５）中のＴｏｓｏｈ ＴＳＫｇｅｌ Ｇ３０００ＳＷカラムに、又は、Ｄｉｏｎｅｘ Ｈ
ＰＬＣ－システム上、２倍のＰＢＳ中のＳｕｐｅｒｄｅｘ ２００カラム（GE Healthcare
）に適用した。ＵＶ吸光度により、及びピークエリアの統合により、溶出した抗体を定量
化した。ＢｉｏＲａｄ Ｇｅｌ Ｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ Ｓｔａｎｄａｒｄ １５１-１９０
１が標準として機能した。
【０２４９】
質量分析
　この切片は、正確な集合に重きを有する二重特異性抗体の特徴づけを説明する。予測さ
れる一次抗体を、脱グリコシル化されたインタクトな抗体の、及び特別な場合、脱グリコ
シル化／限定されたＬｙｓＣ消化抗体のエレクトロスプレーイオン化質量分析（ＥＳＩ－
ＭＳ）により分析した。
【０２５０】
　抗体を、３７℃で最大１７時間、１ｍｇ／ｍｌのタンパク質濃度で、リン酸又はＴｒｉ
ｓバッファー中Ｎ－ＧグリコシダーゼＦで脱グリコシル化した。限定されたＬｙｓＣ（Ro
che Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany）消化を、Ｔｒｉｓバッファー（ｐＨ８）中
１００μｇの脱グリコシル化抗体で、それぞれ室温で１２０時間、又は３７℃で４０分間
、行った。質量分析の前に、セファデックス Ｇ２５カラム（GE Healthcare）上のＨＰＬ
Ｃを介して、試料を脱塩した。ＴｒｉＶｅｒｓａ ＮａｎｏＭａｔｅ源（Ａｄｖｉｏｎ）
を備えたｍａＸｉｓ ４Ｇ ＵＨＲ－ＱＴＯＦ ＭＳシステム（Bruker Daltonik）上のＥＳ
Ｉ－ＭＳを介して、総質量を決定した。
【０２５１】
化学分解試験
　試料を三のアリコートに分け、それぞれ、２０ｍＭのＨｉｓ／Ｈｉｓ＊ＨＣｌ、１４０
ｍＭのＮａＣｌ、ｐＨ６．０又はＰＢＳ中に再バッファーし、４０℃（Ｈｉｓ／ＮａＣｌ
）又は３７℃（ＰＢＳ）で保存した。コントロール試料を－８０℃で保存した。
【０２５２】
　インキュベート終了後、試料を、関連する活性濃度（ＢＩＡｃｏｒｅ）、凝集（ＳＥＣ
）及び断片化（キャピラリー電気泳動又はＳＤＳ－ＰＡＧＥ）について分析し、治療され
ていないコントロールと比較した。
【０２５３】
熱安定性
　２０ｍＭのヒスチジン／ヒスチジンクロリド、１４０ｍＭのＮａＣｌ、ｐＨ６．０中、
１ｍｇ／ｍＬの濃度で試料を調製し、０．４μｍフィルタを通じた遠心分離により、光学
３８４ウェルプレートに移し、パラフィン油でカバーした。流体力学半径を、ＤｙｎａＰ
ｒｏ Ｐｌａｔｅ Ｒｅａｄｅｒ（Ｗｙａｔｔ）上、動的光散乱により繰り返し測定し、そ
の一方、試料を０．０５℃／分の速度で、２５℃から８０℃に加熱した。
【０２５４】
　あるいは、試料を１０μＬのマイクロ－キュベットアレイに移し、２６６ｎｍレーザー
での励起時の静的光散乱データ及び蛍光性データをＯｐｔｉｍ１０００装置（Avacta Inc
.）で記録し、その一方、試料を０．１℃／分の速度で２５℃から９０℃に加熱した。
【０２５５】
　凝集開始温度は、流体力学半径（ＤＬＳ）又は散乱光強度（Ｏｐｔｉｍ１０００）が増
加し始めた時の温度と定義されている。
【０２５６】
　あるいは、試料を９μＬのマルチキュベットアレイに移した。マルチキュベットアレイ
を、Ｏｐｔｉｍ１０００装置（Avacta Analytical Inc.）中、０．１℃／分の一定速度で
３５℃から９０℃に加熱した。装置は、ほぼ０．５℃毎に、データ点で２６６ｎｍレーザ



(60) JP 2018-536629 A 2018.12.13

10

20

30

40

50

ーの散乱光の強度を継続して記録した。光散乱強度を、温度に対してプロットした。凝集
開始温度（Ｔ＿ａｇｇ）は、散乱光強度が増加し始めた時の温度と定義されている。
【０２５７】
　溶融温度は、蛍光性強度対波長グラフにおける変曲点として定義されている。
【０２５８】
実施例１
発現及び精製
　一般的な材料及び方法のセクションで記載されるように、二重特異性抗体を産生した。
【０２５９】
　二重特異性抗体を、プロテインＡアフィニティークロマトグラフィー及びサイズ排除ク
ロマトグラフィーの組み合わせにより上清から精製した。質量分析による同一性、並びに
分析特性、例えばＣＥ－ＳＤＳによる純度、モノマー含有量及び安定性に関して、得られ
た生成物の特徴を明らかにした。
【０２６０】
　予測される一次構造を、脱グリコシル化されたインタクトな抗体、及び脱グリコシル化
／プラスミン消化又は脱グリコシル化／限定ＬｙｓＣ消化された抗体のエレクトロスプレ
ーイオン化質量分析（ＥＳＩ－ＭＳ）により、一般的な方法のセクションに記載されるよ
うに、分析した。
【０２６１】
　さらなる分析法（例えば熱安定性、質量分析及び機能評価）を、プロテインＡ及びＳＥ
Ｃ精製の後にのみ適用した。
【０２６２】
実施例２
ｉｎ　ｖｉｔｒｏでのトランスフェリン受容体への結合の決定
　二重特異性抗体のマウストランスフェリン受容体への結合を、マウスＸ６３．ＡＧ８－
５６３骨髄腫細胞上ＦＡＣＳ解析により試験する。Ａβ抗体が、Ａｇ８細胞へ非特異的に
結合する特定の傾向を示す場合、特異的な結合は、２０倍超の抗マウス－ＴｆＲ抗体で共
インキュベートにより定量化されうる。細胞を遠心分離により採取し、ＰＢＳで洗浄し、
５×１０４細胞を１００μＬのＲＰＭＩ／１０％ＦＣＳ中で、２００ｎＭの抗マウスＴｆ
Ｒ抗体を添加する又は添加しない、ポリペプチド融合体の１．５ｐＭから１０ｎＭの希釈
系列と、氷上で１．５時間インキュベートする。ＲＰＭＩ／１０％のＦＣＳで二回洗浄し
た後、細胞を、ＲＰＭＩ／１９％のＦＣＳ中１：６００の希釈で、Ｐｈｙｃｏｅｒｙｔｈ
ｒｉｎ（Jackson Immunoresearch）に結合したヤギ抗ヒトＩｇＧで、氷上で１．５時間イ
ンキュベートする。細胞を再び洗浄し、ＲＰＭＩ／１０％のＦＣＳに再懸濁させ、Ｐｈｙ
ｃｏｅｒｙｔｈｒｉｎの蛍光を、ＦＡＣＳ－アレイ装置（Ｂｅｃｔｏｎ－Ｄｉｃｋｉｎｓ
ｏｎ）上で測定する。
【０２６３】
実施例３
ヒトＴｆＲ-抗体相互作用に関する表面プラズモン共鳴をベースとする結合アッセイ
　抗ヒトＦａｂ抗体（ＧＥ　ＨＥＡＬＴＨＣＡＲＥ、カタログ番号２８－９５８３－２５
）を用いて、供給業者のマニュアルに従い標準的なアミンカップリングケミストリーの手
順を使用して前処理したＣ１センサチップ（GE Healthcare、カタログ番号ＢＲ１００５
－３５）を備えたＢＩＡｃｏｒｅ Ｂ ４０００（GE Healthcare）上で、結合実験を行っ
た。
【０２６４】
　反応速度論的な測定のため、２５℃のリン酸バッファー生理食塩水ｐＨ７．４、０．０
５％のＴｗｅｅｎ　２０中、６０秒の接触時間及び１０μＬ／分の流量を適用して、試料
抗体を固定化した。組換えＨｉｓ６タグ化ヒトトランスフェリン受容体（R&D Systems、
カタログ番号２４７４－ＴＲ－０５０）を、漸増濃度で適用し、シグナルを経時的にモニ
ターした。３０μＬ／分の流量での１５０秒の会合時間及び６００秒の解離時間の平均的
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な期間を記録した。１：１結合モデル（ラングミュア等温線）を使用して、データをフィ
ッティングした。
【配列表】
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