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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　第1および第2の結合ドメインを含み、かつGSTタグ、FLAGタグ、またはポリヒスチジン
タグであるタンパク質精製タグを少なくとも1つ含む、少なくとも二重特異性である結合
分子であって、
（a）第1の結合ドメインが抗体に由来し、かつBCMAに結合でき、かつ、
（b）第2の結合ドメインがT細胞CD3受容体複合体に結合でき、
　ポリヒスチジンタグが(a)6ヒスチジン残基長であるかもしくはそれより長く、かつ/ま
たは(b)ポリヒスチジンタグが結合分子のカルボキシ末端もしくはアミノ末端に存在し、
第1の結合ドメインが、
（1）SEQ ID NO: 331に示されるCDR-H1、SEQ ID NO: 332に示されるCDR-H2、SEQ ID NO: 
333に示されるCDR-H3、SEQ ID NO: 334に示されるCDR-L1、SEQ ID NO: 335に示されるCDR
-L2およびSEQ ID NO: 336に示されるCDR-L3；
（2）SEQ ID NO: 171に示されるCDR-H1、SEQ ID NO: 172に示されるCDR-H2、SEQ ID NO: 
173に示されるCDR-H3、SEQ ID NO: 174に示されるCDR-L1、SEQ ID NO: 175に示されるCDR
-L2およびSEQ ID NO: 176に示されるCDR-L3；
（3）SEQ ID NO: 651に示されるCDR-H1、SEQ ID NO: 652に示されるCDR-H2、SEQ ID NO: 
653に示されるCDR-H3、SEQ ID NO: 654に示されるCDR-L1、SEQ ID NO: 655に示されるCDR
-L2およびSEQ ID NO: 656に示されるCDR-L3；
（4）SEQ ID NO: 731に示されるCDR-H1、SEQ ID NO: 732に示されるCDR-H2、SEQ ID NO: 
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733に示されるCDR-H3、SEQ ID NO: 734に示されるCDR-L1、SEQ ID NO: 735に示されるCDR
-L2およびSEQ ID NO: 736に示されるCDR-L3；
（5）SEQ ID NO: 811に示されるCDR-H1、SEQ ID NO: 812に示されるCDR-H2、SEQ ID NO: 
813に示されるCDR-H3、SEQ ID NO: 814に示されるCDR-L1、SEQ ID NO: 815に示されるCDR
-L2およびSEQ ID NO: 816に示されるCDR-L3；および
（6）SEQ ID NO: 971に示されるCDR-H1、SEQ ID NO: 972に示されるCDR-H2、SEQ ID NO: 
973に示されるCDR-H3、SEQ ID NO: 974に示されるCDR-L1、SEQ ID NO: 975に示されるCDR
-L2およびSEQ ID NO: 976に示されるCDR-L3
からなる群より選択されるCDR-H1、CDR-H2およびCDR-H3を含むVH領域ならびにCDR-L1、CD
R-L2およびCDR-L3を含むVL領域を含む、
結合分子。
【請求項２】
　第1の結合ドメインが、マカクBCMAにさらに結合できる、請求項1に記載の結合分子。
【請求項３】
　第2の結合ドメインが、CD3イプシロンに結合できる、請求項1または2に記載の結合分子
。
【請求項４】
　第2の結合ドメインが、ヒトCD3およびマカクCD3に結合できる、請求項1～3のいずれか
一項に記載の結合分子。
【請求項５】
　第2の結合ドメインが抗体由来である、請求項1～4のいずれか一項に記載の結合分子。
【請求項６】
　(scFv)2、(単一ドメインmAb)2、scFv-単一ドメインmAb、ダイアボディおよびこれらの
オリゴマーからなる群より選択される、請求項5に記載の結合分子。
【請求項７】
　第1の結合ドメインが、SEQ ID NO: 337、SEQ ID NO:187、SEQ ID NO: 227、SEQ ID NO:
 317、SEQ ID NO: 647、SEQ ID NO: 737、SEQ ID NO: 747、SEQ ID NO: 757、SEQ ID NO:
 767、およびSEQ ID NO: 977に示されるVH領域からなる群より選択されるVH領域を含む、
請求項1～6のいずれか一項に記載の結合分子。
【請求項８】
　第1の結合ドメインが、SEQ ID NO: 338、SEQ ID NO: 178、SEQ ID NO: 228、SEQ ID NO
: 318、SEQ ID NO: 658、SEQ ID NO: 668、SEQ ID NO: 708、SEQ ID NO: 718、SEQ ID NO
: 818、SEQ ID NO: 828、SEQ ID NO: 838、およびSEQ ID NO: 978に示されるVL領域から
なる群より選択されるVL領域を含む、請求項1～7のいずれか一項に記載の結合分子。
【請求項９】
　第1の結合ドメインが、
（1）SEQ ID NO: 337に示されるVH領域およびSEQ ID NO: 338に示されるVL領域；
（2）SEQ ID NO: 177に示されるVH領域およびSEQ ID NO: 178に示されるVL領域；
（3）SEQ ID NO: 197に示されるVH領域およびSEQ ID NO: 198に示されるVL領域；
（4）SEQ ID NO: 227に示されるVH領域およびSEQ ID NO: 228に示されるVL領域；
（5）SEQ ID NO: 317に示されるVH領域およびSEQ ID NO: 318に示されるVL領域；
（6）SEQ ID NO: 657に示されるVH領域およびSEQ ID NO: 658に示されるVL領域；
（7）SEQ ID NO: 667に示されるVH領域およびSEQ ID NO: 668に示されるVL領域；
（8）SEQ ID NO: 707に示されるVH領域およびSEQ ID NO: 708に示されるVL領域；
（9）SEQ ID NO: 717に示されるVH領域およびSEQ ID NO: 718に示されるVL領域；
（10）SEQ ID NO: 737に示されるVH領域およびSEQ ID NO: 738に示されるVL領域；
（11）SEQ ID NO: 747に示されるVH領域およびSEQ ID NO: 748に示されるVL領域；
（12）SEQ ID NO: 757に示されるVH領域およびSEQ ID NO: 758に示されるVL領域；
（13）SEQ ID NO: 767に示されるVH領域およびSEQ ID NO: 768に示されるVL領域；
（14）SEQ ID NO: 817に示されるVH領域およびSEQ ID NO: 818に示されるVL領域；
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（15）SEQ ID NO: 827に示されるVH領域およびSEQ ID NO: 828に示されるVL領域；
（16）SEQ ID NO: 837に示されるVH領域およびSEQ ID NO: 838に示されるVL領域；ならび
に
（17）SEQ ID NO: 977に示されるVH領域およびSEQ ID NO: 978に示されるVL領域
からなる群より選択されるVH領域およびVL領域を含む、請求項1～8のいずれか一項に記載
の結合分子。
【請求項１０】
　第1の結合ドメインが、SEQ ID NO: 339、SEQ ID NO: 179、SEQ ID NO: 199、SEQ ID NO
: 229、SEQ ID NO: 319、SEQ ID NO: 659、SEQ ID NO: 669、SEQ ID NO: 709、SEQ ID NO
: 719、SEQ ID NO: 739、SEQ ID NO: 749、SEQ ID NO: 759、SEQ ID NO: 769、SEQ ID NO
: 819、SEQ ID NO: 829、SEQ ID NO: 839、およびSEQ ID NO: 979からなる群より選択さ
れるアミノ酸配列を含む、請求項9に記載の結合分子。
【請求項１１】
　SEQ ID NO: 340またはSEQ ID NO: 980に示されるアミノ酸配列を含む、請求項1～10の
いずれか一項に記載の結合分子。
【請求項１２】
　ポリヒスチジンタグを含む、請求項11に記載の結合分子。
【請求項１３】
　ポリヒスチジンタグが、C末端に位置しかつペプチド結合を通じて連結されているヘキ
サヒスチジンタグ（HHHHHH）である、請求項12に記載の結合分子。
【請求項１４】
　請求項1～13のいずれか一項に記載の結合分子をコードする、核酸分子。
【請求項１５】
　請求項14に記載の核酸分子を含む、ベクター。
【請求項１６】
　請求項14に記載の核酸分子または請求項15に記載のベクターで形質転換またはトランス
フェクトされた、宿主細胞。
【請求項１７】
　請求項1～13のいずれか一項に記載の結合分子の発現を可能にする条件下で請求項16に
記載の宿主細胞を培養する工程、および、産生された結合分子を培養物から回収する工程
を含む、請求項1～13のいずれか一項に記載の結合分子の製造プロセス。
【請求項１８】
　請求項1～13のいずれか一項に記載の結合分子または請求項17に記載のプロセスによっ
て製造された結合分子を含む、薬学的組成物。
【請求項１９】
　形質細胞障害、BCMA発現と相関する他のB細胞障害、および自己免疫疾患からなる群よ
り選択される疾患の予防、処置または寛解のための医薬の製造における、請求項1～13の
いずれか一項に記載の結合分子または請求項17に記載のプロセスによって製造された結合
分子の使用。
【請求項２０】
　請求項1～13のいずれか一項に記載の結合分子または請求項17に記載のプロセスによっ
て製造された結合分子を含む、形質細胞障害、BCMA発現と相関する他のB細胞障害、およ
び自己免疫疾患からなる群より選択される疾患の処置または寛解のための薬学的組成物。
【請求項２１】
　形質細胞障害が、多発性骨髄腫、形質細胞腫、形質細胞性白血病、マクログロブリン血
症、アミロイドーシス、ヴァルデンストレームマクログロブリン血症、孤立性骨形質細胞
腫、髄外性形質細胞腫、骨硬化性骨髄腫、重鎖病、意義不明の単クローン性γグロブリン
血症、およびくすぶり型多発性骨髄腫からなる群より選択される、請求項20に記載の薬学
的組成物。
【請求項２２】
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　自己免疫疾患が、全身性エリテマトーデスである、請求項20に記載の薬学的組成物。
【請求項２３】
　請求項1～13のいずれか一項に記載の結合分子、請求項14に記載の核酸分子、請求項15
に記載のベクター、および／または請求項16に記載の宿主細胞を含む、キット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、第1の結合ドメインがBCMAのエピトープクラスターに結合でき、第2の結合ド
メインがT細胞CD3受容体複合体に結合できる、第1および第2の結合ドメインを含む少なく
とも二重特異性である結合分子に関する。さらに、本発明は、該結合分子をコードする核
酸配列、該核酸配列を含むベクターおよび該ベクターで形質転換またはトランスフェクト
された宿主細胞を提供する。さらに、本発明は、本発明の結合分子を生産するプロセス、
該結合分子の医学的使用および該結合分子を含むキットを提供する。
【背景技術】
【０００２】
背景
　BCMA（B細胞成熟抗原、TNFRSF17、CD269）は、TNF受容体スーパーファミリーに属する
膜貫通タンパク質である。BCMAは、最初に、ヒト成熟Bリンパ球のゴルジ装置の内在性膜
タンパク質として、すなわち細胞内タンパク質として報告され（Gras et al., (1995) In
ternational Immunol 7(7): 1093-1105）、これによりBCMAがB細胞の発達および恒常性に
おいて重要な役割を有する可能性が示された。Grasらの発見は、Grasらに記載されたBCMA
タンパク質が染色体転座によるBCMAとIL-2の間の融合タンパク質である、という事実に伴
うものであるとも考えられる。しかし、同時に、BCMAは、そのリガンドであるBAFF（B細
胞活性化因子）、これはTALL-1またはTNFSF13Bとも呼ばれる、およびAPRIL（増殖誘導性
リガンド）とのおそらく必須の相互作用から、B細胞の発達および恒常性に必須のB細胞マ
ーカーであることが確認されている（Schliemann et al., (2001) Science 293 (5537): 
2111-2114）。
【０００３】
　BCMAの発現は、B細胞系に限定され、主として形質細胞および形質芽球に存在し、記憶B
細胞にある程度存在するが、末梢およびナイーブB細胞には実質的に存在しない。BCMAは
また、多発性骨髄腫（MM）細胞で発現される。そのファミリーメンバーである膜貫通型活
性化因子・シクロフィリンリガンド相互作用因子（TACI）およびTNFファミリー受容体のB
細胞活性化因子（BAFF-R）と共に、BCMAは、液性免疫、B細胞の発達および恒常性の様々
な局面を調節する。BCMAの発現は、B細胞の分化のやや後期で見られ、骨髄における形質
芽球および形質細胞の長期生存に寄与する。マウスにおけるBCMA遺伝子の特異的欠失は、
成熟B細胞の生成、液性免疫応答の質および規模、胚中心の形成ならびに短命形質細胞の
生成に影響しない。しかし、そのようなマウスは、骨髄における長命形質細胞の数を有意
に減らし、このことはBCMAがそれらの生存に重要であることを示している（O'Connor et 
al., 2004）。
【０００４】
　この知見から示されるように、BCMAはまた、多発性骨髄腫（MM）細胞の成長および生存
も支援する。Novakらは、MM細胞株および新たに単離したMM細胞がそれらの細胞表面上にB
CMAおよびTACIタンパク質を発現することおよびそれらの細胞表面上でのBAFF-Rタンパク
質の発現にばらつきがあることを見出した（Novak et al., (2004) Blood 103(2): 689-6
94）。
【０００５】
　多発性骨髄腫（MM）は、2番目に多い一般的な血液学的悪性腫瘍であり、癌による死全
体の2％を占めている。MMは、不均一疾患（heterogenous disease）であり、主として染
色体転座、特にt(11;14)、t(4;14)、t(8;14)、del(13)、del(17)によって引き起こされる
（Drach et al. (1998) Blood 92(3): 802-809; Gertz et al., (2005) Blood 106(8): 2
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837-2840; Facon et al., (2001) Blood 97(6): 1566-1571）。MMに罹患した患者は、骨
髄浸潤、骨破壊、腎不全、免疫不全および癌の診断という心理社会的負荷に起因する様々
な疾患関連症状を経験し得る。2006年の時点で、MMの5年相対生存率はおよそ34％であり
、このことはMMが処置困難な疾患であり現時点で根治的選択肢がないことを強調している
。
【０００６】
　化学療法および幹細胞移植アプローチ等の画期的な新治療法が利用可能になり、生存率
は改善されてきたが、これらはしばしば望ましくない副作用をもたらし、そのためMMはな
おも治療困難なままである（Lee et al., (2004) J Natl Compr Canc Netw 8(4): 379-38
3）。今日までに、多発性骨髄腫患者に対して最も頻繁に使用されている2つの処置選択肢
は、ステロイド、サリドマイド、レナリドマイド、ボルテゾミブまたは様々な細胞毒性剤
の併用、および、若年患者に対する、自家幹細胞移植を用いる高用量化学療法コンセプト
である。
　ほとんどの移植は自家タイプ、すなわち、患者自身の細胞を使用するものである。その
ような移植は、根治的でないものの、選択された患者において寿命を延ばすことが示され
ている。それらは、新たに診断された患者の最初の治療としてまたは再発時に行われ得る
。ときには、選択された患者に対して、疾患を十分に制御するために2回以上の移植が推
奨され得る。
【０００７】
　この疾患の処置に使用される化学療法剤は、シクロホスファミド、ドキソルビシン、ビ
ンクリスチンおよびメルファランであり、免疫調整剤、例えばサリドマイド（Thalomid（
登録商標））、レナリドマイド（Revlimid（登録商標））、ボルテゾミブ（Velcade（登
録商標））およびコルチコステロイド（例えば、デキサメタゾン）との併用療法が、新た
に診断された患者および化学療法または移植が奏功しなかった進行疾患患者の両方におけ
る骨髄腫の処置の重要な選択肢として登場した。
【０００８】
　現在使用されている治療は通常根治的ではない。幹細胞移植は、高齢、他の深刻な疾病
の存在またはその他の身体的制約から、多くの患者にとっての選択肢にはなり得ない。化
学療法は、多発性骨髄腫を部分的にしか制御せず、完全寛解に導くことはまれである。し
たがって、新規の、革新的な処置に対する緊急の要望が存在する。
【０００９】
　Bellucciら（Blood, 2005; 105(10)）は、ドナーリンパ球輸注（DLI）を受けた後の多
発性骨髄腫患者においてBCMA特異的抗体を同定した。これらの患者の血清は、ADCCおよび
CDCによるBCMA特異的細胞溶解を媒介することができ、そしてこれは抗腫瘍応答を示す患
者においてのみ検出され（4/9）、非応答患者では検出されなかった（0/6）。同著者は、
BCMA特異的抗体の誘導が骨髄腫細胞の排除および患者の長期的寛解に寄与すると推測して
いる。
【００１０】
　Ryanら（Mol. Cancer Ther. 2007; 6(11)）は、正常および悪性のB細胞における強い生
存促進シグナル経路に関連するNF-κBの活性化を防止する拮抗性のBCMA特異的抗体を生成
したことを報告した。加えて、この抗体は、インビトロで、Fc工学によって大きく強化さ
れた、多発性骨髄腫細胞株に対する強い抗体依存的細胞媒介細胞毒性（ADCC）を示した。
【００１１】
　血液性腫瘍または自己免疫障害に対抗する他のアプローチは、BAFFおよびAPRIL、すな
わちTNFリガンドスーパーファミリーのリガンドと、BAFFおよび／またはAPRILによって活
性化されるそれらの受容体TACI、BAFF-RおよびBCMAの間の相互作用に着目するものである
。例えば、Zymogenetics, Inc.は、TACIにヒト免疫グロブリンのFcドメインを融合するこ
とによって、これらのリガンドの両方を中和し受容体活性化を防止するアタシセプト（TA
CI-Ig）を生成した。アタシセプトは、現在、全身性エリテマトーデス（SLE、第III相）
、多発性硬化症（MS、第II相）および関節リウマチ（RA、第II相）の処置に関する臨床試
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験下、ならびにB細胞悪性慢性リンパ性白血病（CLL）、非ホジキンリンパ腫（NHL）およ
びMMの処置に関する第I相臨床試験下にある。前臨床研究において、アタシセプトは、イ
ンビトロ（Moreaux et al, Blood, 2004, 103）およびインビボ（Yaccoby et al, Leukem
ia, 2008, 22, 406-13）で原発性MM細胞およびMM細胞株の成長および生存を低下させ、TA
CIリガンドとMM細胞の関連性を実証した。ほとんどのMM細胞および派生細胞株がBCMAおよ
びTACIを発現するので、両方の受容体ともリガンドにより媒介される成長および生存に寄
与していると考えられる。これらのデータは、BCMAおよびTACIの両方に対する拮抗作用が
形質細胞障害の処置において有益であり得ることを示唆している。
　加えて、TACIと交差反応するBCMA特異的抗体も記載されている（WO 02/066516）。
【００１２】
　Human Genome SciencesおよびGlaxoSmithKlineは、ベリムマブと呼ばれるBAFFを標的化
する抗体を開発した。ベリムマブは、可溶性のBAFFがそのB細胞上の受容体であるBAFF-R
、BCMAおよびTACIに結合するのをブロックする。ベリムマブは、B細胞には直接結合しな
いが、BAFFに結合することによってベリムマブは、自己反応性B細胞を含むB細胞の生存を
阻害し、B細胞から免疫グロブリン産生形質細胞への分化を減少させる。
【００１３】
　BCMA；BAFF-RおよびTACI、すなわちTNF受容体スーパーファミリーに属するB細胞受容体
ならびにそれらのリガンドであるBAFFおよびAPRILが癌および／または自己免疫障害に対
抗する治療に利用されているものの、そのような医学的状態の処置のためのさらなる選択
肢が利用可能となることが依然として望まれている。
【発明の概要】
【００１４】
　よって、本明細書では、この問題を解決するための手段および方法を、細胞毒性細胞す
なわち細胞毒性T細胞に対する1つの結合ドメインおよびBCMAに対する第2の結合ドメイン
を有する少なくとも二重特異性である結合分子の形態で提供する。
【００１５】
　したがって、第1の局面において、本発明は、第1および第2の結合ドメインを含む少な
くとも二重特異性である結合分子を提供し、ここで
（a）第1の結合ドメインは、本明細書で定義されるBCMAのエピトープクラスターに結合で
き；そして
（b）第2の結合ドメインは、T細胞CD3受容体複合体に結合できる。
【００１６】
　多数の生物医薬、例えば抗体および／またはその他の生理活性タンパク質がこの10年間
で生産されたが、それらの効率的な生産はいまだ困難な作業である。特に、抗体調製物に
おいて、治療的に有効な用量は、多くの場合、投与1回あたりミリグラム（mg）のオーダ
ーである。したがって、相当量の抗体が活性成分として必要となる。そのような抗体の、
例えば異種宿主細胞（例えば、大腸菌（E.coli）、酵母またはCHO）における効率的生産
を可能にする技術は、抗体調製の費用を削減し、患者に対する安価かつさらに安定な供給
を約束するであろう。
　治療用抗体を精製する間に、不純物、例えば宿主細胞タンパク質、宿主細胞DNA、プロ
セスに関連する混入物質（例えば、内毒素またはウイルス粒子）および生産物の変種が、
除去されなければならない。使用される精製技術は、効率的であり、費用対効果の優れた
、信頼性のあるものでなければならず、かつ最終製品の厳格な純度要件を満たさなければ
ならない。現在の精製技術は、典型的に、複数のクロマトグラフィー分離を行うものであ
る。クロマトグラフィー技術は、特に、高度の精製を達成するために、タンパク質の化学
的および物理的特性を利用する。これらの化学的および物理的特性は、例えば、サイズ、
等電点、電荷分布、疎水性部位等を含む。クロマトグラフィーの様々な分離様式は：イオ
ン交換、クロマトフォーカス、ゲルろ過（サイズ排除）、疎水性相互作用、逆相および親
和性クロマトグラフィーを含む。アニオン交換およびカチオン交換クロマトグラフィーを
含むイオン交換クロマトグラフィー（IEX）は、それらの正味表面電荷の違いにより分析
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物（例えば、治療用タンパク質）を分離する。IEXは、発現されたタンパク質を細胞残骸
およびその他の不純物から分離する上での主要ツールである。今日、IEXは、タンパク質
、ペプチド、核酸およびその他の荷電生体分子の精製において最も頻繁に使用されている
技術の一つであり、高い分解性および群分離性と共に高い負荷能力を提供する。この技術
は、それらの電荷特性に関してごく小さな違いしか有さない分子種、例えば1つの荷電ア
ミノ酸が相違する2つのタンパク質を分離することができる。これらの特徴が、IEXを、精
製プロトコルにおける捕捉、中間精製または洗練工程に非常に適したものにしており、こ
の技術はマイクロスケールの精製および分析から数キログラムの生産物の精製まで使用さ
れる。イオン交換クロマトグラフィーは、（移動相の組成に依存して）それらの正味電荷
にしたがいタンパク質を分離する。移動相のpHまたはイオン濃度を調節することによって
、様々なタンパク質分子を分離することができる。しかし、その前提として、関心対象の
タンパク質（例えば、治療用抗体）がIEX手順の間のpHまたはイオン強度の上記変化に耐
えなければならない。このため、抗体がIEXの実施に必要とされる非生理学的pH下でより
高い耐性を示すほど、負荷されたタンパク質の総量に対してより多くの抗体がIEXカラム
から回収／溶出できる。
【００１７】
　上記のように、BCMAは癌および／または自己免疫障害に抗する治療に利用されているが
、それでもなお、効率的に生産および精製できるそのような医学的状態の処置に対するさ
らなる選択肢を利用可能にする必要がある。
【００１８】
　したがって、本明細書に開示される結合分子の形態で、後者の技術的問題の解決のため
でもある手段および方法が、本明細書に提供される。
【００１９】
　したがって、さらなる局面において、本発明は、第1および第2の結合ドメインを含む少
なくとも二重特異性である結合分子に関し、ここで、
（a）第1の結合ドメインは、本明細書で定義されるBCMAのエピトープクラスターに結合で
き；そして
（b）第2の結合ドメインは、T細胞CD3受容体複合体に結合でき、そしてここで、該結合分
子は、pH 5.5下でのカチオン交換カラムから回収される全ピークの総面積に対する≧50％
の主ピークAUC（曲線下面積）率によって特徴づけられる。好ましい態様において、該結
合分子は、以下の実験設定にしたがうpH 5.5下でのカチオン交換カラムから回収される全
ピークの総面積に対する≧50％の主ピークAUC（曲線下面積）率によって特徴づけられる
：
（i）固相ビーズに連結されたスルホプロピル基を有する1 mlのカチオン交換カラムを、
水酸化ナトリウム水溶液でpH 5.5に調節された20 mMリン酸二水素ナトリウムおよび30 mM
塩化ナトリウムからなる緩衝液で平衡化し；
（ii）50μgの結合分子（好ましくは、単量体）を、水酸化ナトリウム水溶液でpH 5.5に
調節された20 mMリン酸二水素ナトリウムおよび30 mM塩化ナトリウムからなる希釈緩衝液
により、50 mlの最終容積まで希釈し；
（iii）40 mlの希釈されたタンパク質溶液をカラムに適用し、その後に任意で水酸化ナト
リウム水溶液でpH 5.5に調節された20 mMリン酸二水素ナトリウムおよび30 mM塩化ナトリ
ウムからなる緩衝液による洗浄工程を行い；
（iv）水酸化ナトリウムでpH 5.5に調節された20 mM NaH2PO4および1000 mM NaClからな
る緩衝液で溶出させる（溶出は、好ましくは、200カラム容積に対応する総容積にわたる
、ゼロから100％溶出緩衝液への一定増加率の勾配によって行う）。
　この方法は、以下に例示される。
【００２０】
　固相ビーズに連結されたスルホプロピル基を有する1 mlのYMC製BioPro SPカラム（YMC 
Europe GmbH, Dinslaken-Germany）を、Akta Micro FPLC（GE Healthcare）デバイスに接
続した。カラムの平衡化のために、水酸化ナトリウム水溶液でpH 5.5に調節された20 mM
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リン酸二水素ナトリウムおよび30 mM塩化ナトリウムからなる試料希釈・洗浄緩衝液を使
用した。
【００２１】
　溶出のために、水酸化ナトリウムでpH 5.5に調節された20 mM NaH2PO4および1000 mM N
aClからなる緩衝液を使用した。
　50μgのBCMA/CD3 二重特異性抗体単量体を、希釈緩衝液で50mlの最終容積まで希釈し、
これを同じ試料容積のGE Amersham Superloopに移した。
【００２２】
　カラムの平衡化の後、40 mlの希釈されたタンパク質溶液をカラムに適用し、その後に
洗浄工程を行った。
【００２３】
　溶出は、200カラム容積に対応する総容積にわたる、ゼロから100％の溶出緩衝液を用い
る一定増加率の勾配によって行った。泳動全体を、280（青色線）および254 nm（赤色線
）の光吸収でモニタリングした。
【００２４】
　カラムマトリックスからのタンパク質回収率の計算のために、50μgの量の単量体BCMA/
CD3 二重特異性抗体を、カラムが挿入されていないAkta Micro Deviceに適用した。得ら
れたピーク面積を決定し、これを分析実施の際に測定されたピーク面積との比較のための
100％参照として使用した。
【００２５】
　上記のIEX法を適用した際、14個の本発明の代表的な結合分子に関して以下の結果を得
ることができた。
【００２６】

【００２７】
　したがって、好ましい態様において、結合分子は：
（a）（i）SEQ ID No 41～46で定義されるCDR、または（ii）SEQ ID No 47および48で定
義されるVHおよび／もしくはVL、または（iii）SEQ ID No 49で定義されるscFv、またはS
EQ ID No 50で定義される二重特異性BCMA/CD3結合体；
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（b）（i）SEQ ID No 191～196で定義されるCDR、または（ii）SEQ ID No 197および198
で定義されるVHおよび／もしくはVL、または（iii）SEQ ID No 199で定義されるscFv、ま
たはSEQ ID No 200で定義される二重特異性BCMA/CD3結合体；
（c）（i）SEQ ID No 291～296で定義されるCDR、または（ii）SEQ ID No 297および298
で定義されるVHおよび／もしくはVL、または（iii）SEQ ID No 299で定義されるscFv、ま
たはSEQ ID No 300で定義される二重特異性BCMA/CD3結合体；
（d）（i）SEQ ID No 331～336で定義されるCDR、または（ii）SEQ ID No 337および338
で定義されるVHおよび／もしくはVL、または（iii）SEQ ID No 339で定義されるscFv、ま
たはSEQ ID No 340で定義される二重特異性BCMA/CD3結合体；
（e）（i）SEQ ID No 491～496で定義されるCDR、または（ii）SEQ ID No 497および498
で定義されるVHおよび／もしくはVL、または（iii）SEQ ID No 499で定義されるscFv、ま
たはSEQ ID No 500で定義される二重特異性BCMA/CD3結合体；
（f）（i）SEQ ID No 611～616で定義されるCDR、または（ii）SEQ ID No 617および618
で定義されるVHおよび／もしくはVL、または（iii）SEQ ID No 619で定義されるscFv、ま
たはSEQ ID No 620で定義される二重特異性BCMA/CD3結合体；
（g）（i）SEQ ID No 701～706で定義されるCDR、または（ii）SEQ ID No 707および708
で定義されるVHおよび／もしくはVL、または（iii）SEQ ID No 709で定義されるscFv、ま
たはSEQ ID No 710で定義される二重特異性BCMA/CD3結合体；
（h）（i）SEQ ID No 731～736で定義されるCDR、または（ii）SEQ ID No 737および738
で定義されるVHおよび／もしくはVL、または（iii）SEQ ID No 739で定義されるscFv、ま
たはSEQ ID No 740で定義される二重特異性BCMA/CD3結合体；
（j）（i）SEQ ID No 821～826で定義されるCDR、または（ii）SEQ ID No 827および828
で定義されるVHおよび／もしくはVL、または（iii）SEQ ID No 829で定義されるscFv、ま
たはSEQ ID No 830で定義される二重特異性BCMA/CD3結合体；
（k）（i）SEQ ID No 891～896で定義されるCDR、または（ii）SEQ ID No 897および898
で定義されるVHおよび／もしくはVL、または（iii）SEQ ID No 899で定義されるscFv、ま
たはSEQ ID No 900で定義される二重特異性BCMA/CD3結合体；
（l）（i）SEQ ID No 901～906で定義されるCDR、または（ii）SEQ ID No 907および908
で定義されるVHおよび／もしくはVL、または（iii）SEQ ID No 909で定義されるscFv、ま
たはSEQ ID No 910で定義される二重特異性BCMA/CD3結合体；ならびに／または
（ｍ）（i）SEQ ID No 971～976で定義されるCDR、または（ii）SEQ ID No 977および978
で定義されるVHおよび／もしくはVL、または（iii）SEQ ID No 979で定義されるscFv、ま
たはSEQ ID No 980で定義される二重特異性BCMA/CD3結合体、
を含む。
【００２８】
　特定の好ましい態様において、結合分子は、SEQ ID No:50、200、300、340、500、620
、710、740、830、900、910または980によって表されるポリペプチドを含むまたはそれか
らなる。
【００２９】
　さらなる好ましい態様において、結合分子はさらに、少なくとも1つのタンパク質精製
タグ、例えばGSTタグ、FLAGタグ、ポリヒスチジンタグ等を含む。ポリヒスチジンタグが
好ましい。ポリヒスチジンタグは典型的に、5または6ヒスチジン残基長であるが、それよ
り長い場合もある。タンパク質精製タグは、結合分子のカルボキシまたはアミノ末端に存
在し得る。（例えば、SEQ ID Noの形態で）本明細書に開示されるすべての具体的な結合
分子を含む本発明の結合分子は、好ましい態様において、6ヒスチジン残基長を含むまた
はそれからなる少なくとも1つのHisタグを含む。Hisタグが6ヒスチジン残基長でありかつ
本発明の結合分子のC末端に位置することがさらに好ましい。したがって、本発明の特に
好ましい態様において、本発明の結合分子は、SEQ ID No:50、200、300、340、500、620
、710、740、830、900、910または980によって表されるポリペプチドおよび追加でそのC
末端に位置するヘキサヒスチジンタグ（HHHHHH）を含むまたはそれらからなる。タンパク
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質精製タグ（Hisタグがより好ましく、ヘキサHisタグが最も好ましい）が、ペプチド結合
を介して（好ましくは、SEQ ID No:50、200、300、340、500、620、710、740、830、900
、910または980からなるまたはそれらを含む）本発明の結合分子のC末端に連結されるこ
とも好ましい。
【００３０】
　やや好ましい態様において、本発明の結合分子は、SEQ ID No: 540または530および追
加でそのC末端に位置しかつペプチド結合を通じてそれに連結されているヘキサヒスチジ
ンタグ（HHHHHH）を含むまたはそれらからなる。
【００３１】
　さらに好ましい態様において、Hisタグが好ましく、C末端のヘキサHisタグがより好ま
しい、上記のタンパク質精製タグを含む結合分子は、本明細書で定義される宿主細胞にお
いて生産される。CHOが、特に好ましい宿主細胞である。本発明の結合分子が、（i）2.9
より低い、100μg/ml溶液中で7日間後の、または（ii）3.5より低い、250μg/ml溶液中で
7日間後の、％二量体変換率によって特徴づけられることも好ましい。
[本発明1001]
　第1および第2の結合ドメインを含む、少なくとも二重特異性である結合分子であって、
（a）第1の結合ドメインがBCMAのエピトープクラスター3およびエピトープクラスター4に
結合でき、かつ、
（b）第2の結合ドメインがT細胞CD3受容体複合体に結合でき、
ここで、BCMAのエピトープクラスター3がSEQ ID NO: 1002に示される配列のアミノ酸残基
24～41に対応し、BCMAのエピトープクラスター4がSEQ ID NO: 1002に示される配列のアミ
ノ酸残基42～54に対応する、結合分子。
[本発明1002]
　第1の結合ドメインが、SEQ ID NO: 1015に示されるBCMAのキメラ細胞外ドメインに結合
できない、本発明1001の結合分子。
[本発明1003]
　第1の結合ドメインが、マカクBCMAにさらに結合できる、本発明1001または1002の結合
分子。
[本発明1004]
　第2の結合ドメインが、CD3イプシロンに結合できる、前記本発明のいずれかの結合分子
。
[本発明1005]
　第2の結合ドメインが、ヒトCD3およびマカクCD3に結合できる、前記本発明のいずれか
の結合分子。
[本発明1006]
　第1および／または第2の結合ドメインが抗体由来である、前記本発明のいずれかの結合
分子。
[本発明1007]
　(scFv)2、(単一ドメインmAb)2、scFv-単一ドメインmAb、ダイアボディおよびこれらの
オリゴマーからなる群より選択される、本発明1006の結合分子。
[本発明1008]
　第1の結合ドメインが、
（a）SEQ ID NO: 231に示されるCDR-H1、SEQ ID NO: 232に示されるCDR-H2、SEQ ID NO: 
233に示されるCDR-H3、SEQ ID NO: 234に示されるCDR-L1、SEQ ID NO: 235に示されるCDR
-L2およびSEQ ID NO: 236に示されるCDR-L3；
（b）SEQ ID NO: 241に示されるCDR-H1、SEQ ID NO: 242に示されるCDR-H2、SEQ ID NO: 
243に示されるCDR-H3、SEQ ID NO: 244に示されるCDR-L1、SEQ ID NO: 245に示されるCDR
-L2およびSEQ ID NO: 246に示されるCDR-L3；
（c）SEQ ID NO: 251に示されるCDR-H1、SEQ ID NO: 252に示されるCDR-H2、SEQ ID NO: 
253に示されるCDR-H3、SEQ ID NO: 254に示されるCDR-L1、SEQ ID NO: 255に示されるCDR
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-L2およびSEQ ID NO: 256に示されるCDR-L3；
（d）SEQ ID NO: 261に示されるCDR-H1、SEQ ID NO: 262に示されるCDR-H2、SEQ ID NO: 
263に示されるCDR-H3、SEQ ID NO: 264に示されるCDR-L1、SEQ ID NO: 265に示されるCDR
-L2およびSEQ ID NO: 266に示されるCDR-L3；
（e）SEQ ID NO: 271に示されるCDR-H1、SEQ ID NO: 272に示されるCDR-H2、SEQ ID NO: 
273に示されるCDR-H3、SEQ ID NO: 274に示されるCDR-L1、SEQ ID NO: 275に示されるCDR
-L2およびSEQ ID NO: 276に示されるCDR-L3；
（f）SEQ ID NO: 281に示されるCDR-H1、SEQ ID NO: 282に示されるCDR-H2、SEQ ID NO: 
283に示されるCDR-H3、SEQ ID NO: 284に示されるCDR-L1、SEQ ID NO: 285に示されるCDR
-L2およびSEQ ID NO: 286に示されるCDR-L3；
（g）SEQ ID NO: 291に示されるCDR-H1、SEQ ID NO: 292に示されるCDR-H2、SEQ ID NO: 
293に示されるCDR-H3、SEQ ID NO: 294に示されるCDR-L1、SEQ ID NO: 295に示されるCDR
-L2およびSEQ ID NO: 296に示されるCDR-L3；
（h）SEQ ID NO: 301に示されるCDR-H1、SEQ ID NO: 302に示されるCDR-H2、SEQ ID NO: 
303に示されるCDR-H3、SEQ ID NO: 304に示されるCDR-L1、SEQ ID NO: 305に示されるCDR
-L2およびSEQ ID NO: 306に示されるCDR-L3；
（i）SEQ ID NO: 391に示されるCDR-H1、SEQ ID NO: 392に示されるCDR-H2、SEQ ID NO: 
393に示されるCDR-H3、SEQ ID NO: 394に示されるCDR-L1、SEQ ID NO: 395に示されるCDR
-L2およびSEQ ID NO: 396に示されるCDR-L3；
（k）SEQ ID NO: 401に示されるCDR-H1、SEQ ID NO: 402に示されるCDR-H2、SEQ ID NO: 
403に示されるCDR-H3、SEQ ID NO: 404に示されるCDR-L1、SEQ ID NO: 405に示されるCDR
-L2およびSEQ ID NO: 406に示されるCDR-L3；
（l）SEQ ID NO: 411に示されるCDR-H1、SEQ ID NO: 412に示されるCDR-H2、SEQ ID NO: 
413に示されるCDR-H3、SEQ ID NO: 414に示されるCDR-L1、SEQ ID NO: 415に示されるCDR
-L2およびSEQ ID NO: 416に示されるCDR-L3；
（m）SEQ ID NO: 421に示されるCDR-H1、SEQ ID NO: 422に示されるCDR-H2、SEQ ID NO: 
423に示されるCDR-H3、SEQ ID NO: 424に示されるCDR-L1、SEQ ID NO: 425に示されるCDR
-L2およびSEQ ID NO: 426に示されるCDR-L3；
（n）SEQ ID NO: 431に示されるCDR-H1、SEQ ID NO: 432に示されるCDR-H2、SEQ ID NO: 
433に示されるCDR-H3、SEQ ID NO: 434に示されるCDR-L1、SEQ ID NO: 435に示されるCDR
-L2およびSEQ ID NO: 436に示されるCDR-L3；
（o）SEQ ID NO: 441に示されるCDR-H1、SEQ ID NO: 442に示されるCDR-H2、SEQ ID NO: 
443に示されるCDR-H3、SEQ ID NO: 444に示されるCDR-L1、SEQ ID NO: 445に示されるCDR
-L2およびSEQ ID NO: 446に示されるCDR-L3；
（p）SEQ ID NO: 451に示されるCDR-H1、SEQ ID NO: 452に示されるCDR-H2、SEQ ID NO: 
453に示されるCDR-H3、SEQ ID NO: 454に示されるCDR-L1、SEQ ID NO: 455に示されるCDR
-L2およびSEQ ID NO: 456に示されるCDR-L3；
（q）SEQ ID NO: 461に示されるCDR-H1、SEQ ID NO: 462に示されるCDR-H2、SEQ ID NO: 
463に示されるCDR-H3、SEQ ID NO: 464に示されるCDR-L1、SEQ ID NO: 465に示されるCDR
-L2およびSEQ ID NO: 466に示されるCDR-L3；
（r）SEQ ID NO: 471に示されるCDR-H1、SEQ ID NO: 472に示されるCDR-H2、SEQ ID NO: 
473に示されるCDR-H3、SEQ ID NO: 474に示されるCDR-L1、SEQ ID NO: 475に示されるCDR
-L2およびSEQ ID NO: 476に示されるCDR-L3；
（s）SEQ ID NO: 481に示されるCDR-H1、SEQ ID NO: 482に示されるCDR-H2、SEQ ID NO: 
483に示されるCDR-H3、SEQ ID NO: 484に示されるCDR-L1、SEQ ID NO: 485に示されるCDR
-L2およびSEQ ID NO: 486に示されるCDR-L3；
（t）SEQ ID NO: 491に示されるCDR-H1、SEQ ID NO: 492に示されるCDR-H2、SEQ ID NO: 
493に示されるCDR-H3、SEQ ID NO: 494に示されるCDR-L1、SEQ ID NO: 495に示されるCDR
-L2およびSEQ ID NO: 496に示されるCDR-L3；ならびに
（u）SEQ ID NO: 501に示されるCDR-H1、SEQ ID NO: 502に示されるCDR-H2、SEQ ID NO: 
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503に示されるCDR-H3、SEQ ID NO: 504に示されるCDR-L1、SEQ ID NO: 505に示されるCDR
-L2およびSEQ ID NO: 506に示されるCDR-L3
からなる群より選択されるCDR-H1、CDR-H2およびCDR-H3を含むVH領域ならびにCDR-L1、CD
R-L2およびCDR-L3を含むVL領域を含む、前記本発明のいずれかの結合分子。
[本発明1009]
　第1の結合ドメインが、SEQ ID NO: 237、SEQ ID NO: 247、SEQ ID NO: 257、SEQ ID NO
: 267、SEQ ID NO: 277、SEQ ID NO: 287、SEQ ID NO: 297、SEQ ID NO: 307、SEQ ID NO
: 397、SEQ ID NO: 407、SEQ ID NO: 417、SEQ ID NO: 427、SEQ ID NO: 437、SEQ ID NO
: 447、SEQ ID NO: 457、SEQ ID NO: 467、SEQ ID NO: 477、SEQ ID NO: 487、SEQ ID NO
: 497およびSEQ ID NO: 507に示されるVH領域からなる群より選択されるVH領域を含む、
前記本発明のいずれかの結合分子。
[本発明1010]
　第1の結合ドメインが、SEQ ID NO: 238、SEQ ID NO: 248、SEQ ID NO: 258、SEQ ID NO
: 268、SEQ ID NO: 278、SEQ ID NO: 288、SEQ ID NO: 298、SEQ ID NO: 308、SEQ ID NO
: 398、SEQ ID NO: 408、SEQ ID NO: 418、SEQ ID NO: 428、SEQ ID NO: 438、SEQ ID NO
: 448、SEQ ID NO: 458、SEQ ID NO: 468、SEQ ID NO: 478、SEQ ID NO: 488、SEQ ID NO
: 498およびSEQ ID NO: 508に示されるVL領域からなる群より選択されるVL領域を含む、
前記本発明のいずれかの結合分子。
[本発明1011]
　第1の結合ドメインが、
（a）SEQ ID NO: 237に示されるVH領域およびSEQ ID NO: 238に示されるVL領域；
（b）SEQ ID NO: 247に示されるVH領域およびSEQ ID NO: 248に示されるVL領域；
（c）SEQ ID NO: 257に示されるVH領域およびSEQ ID NO: 258に示されるVL領域；
（d）SEQ ID NO: 267に示されるVH領域およびSEQ ID NO: 268に示されるVL領域；
（e）SEQ ID NO: 277に示されるVH領域およびSEQ ID NO: 278に示されるVL領域；
（f）SEQ ID NO: 287に示されるVH領域およびSEQ ID NO: 288に示されるVL領域；
（g）SEQ ID NO: 297に示されるVH領域およびSEQ ID NO: 298に示されるVL領域；
（h）SEQ ID NO: 307に示されるVH領域およびSEQ ID NO: 308に示されるVL領域；
（i）SEQ ID NO: 397に示されるVH領域およびSEQ ID NO: 398に示されるVL領域；
（k）SEQ ID NO: 407に示されるVH領域およびSEQ ID NO: 408に示されるVL領域；
（l）SEQ ID NO: 417に示されるVH領域およびSEQ ID NO: 418に示されるVL領域；
（m）SEQ ID NO: 427に示されるVH領域およびSEQ ID NO: 428に示されるVL領域；
（n）SEQ ID NO: 437に示されるVH領域およびSEQ ID NO: 438に示されるVL領域；
（o）SEQ ID NO: 447に示されるVH領域およびSEQ ID NO: 448に示されるVL領域；
（p）SEQ ID NO: 457に示されるVH領域およびSEQ ID NO: 458に示されるVL領域；
（q）SEQ ID NO: 467に示されるVH領域およびSEQ ID NO: 468に示されるVL領域；
（r）SEQ ID NO: 477に示されるVH領域およびSEQ ID NO: 478に示されるVL領域；
（s）SEQ ID NO: 487に示されるVH領域およびSEQ ID NO: 488に示されるVL領域；
（t）SEQ ID NO: 497に示されるVH領域およびSEQ ID NO: 498に示されるVL領域；ならび
に
（u）SEQ ID NO: 507に示されるVH領域およびSEQ ID NO: 508に示されるVL領域
からなる群より選択されるVH領域およびVL領域を含む、前記本発明のいずれかの結合分子
。
[本発明1012]
　第1の結合ドメインが、SEQ ID NO: 239、SEQ ID NO: 249、SEQ ID NO: 259、SEQ ID NO
: 269、SEQ ID NO: 279、SEQ ID NO: 289、SEQ ID NO: 299、SEQ ID NO: 309、SEQ ID NO
: 399、SEQ ID NO: 409、SEQ ID NO: 419、SEQ ID NO: 429、SEQ ID NO: 439、SEQ ID NO
: 449、SEQ ID NO: 459、SEQ ID NO: 469、SEQ ID NO: 479、SEQ ID NO: 489、SEQ ID NO
: 499およびSEQ ID NO: 509からなる群より選択されるアミノ酸配列を含む、本発明1010
の結合分子。
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[本発明1013]
　SEQ ID NO: 300またはSEQ ID NO: 500に示されるアミノ酸配列を有する、本発明1001～
1007のいずれかの結合分子。
[本発明1014]
　本発明1001～1013のいずれかの結合分子をコードする、核酸配列。
[本発明1015]
　本発明1014の核酸配列を含む、ベクター。
[本発明1016]
　本発明1014の核酸配列または本発明1015のベクターで形質転換またはトランスフェクト
された、宿主細胞。
[本発明1017]
　本発明1001～1013のいずれかの結合分子の発現を可能にする条件下で本発明1016の宿主
細胞を培養する工程、および、産生された結合分子を培養物から回収する工程を含む、本
発明1001～1013のいずれかの結合分子の製造プロセス。
[本発明1018]
　本発明1001～1013のいずれかの結合分子または本発明1017のプロセスによって製造され
た結合分子を含む、薬学的組成物。
[本発明1019]
　形質細胞障害、BCMA発現と相関する他のB細胞障害、および自己免疫疾患からなる群よ
り選択される疾患の予防、処置または寛解において使用するための、本発明1001～1013の
いずれかの結合分子または本発明1017のプロセスによって製造された結合分子。
[本発明1020]
　形質細胞障害、BCMA発現と相関する他のB細胞障害、および自己免疫疾患からなる群よ
り選択される疾患の処置または寛解のための方法であって、それを必要とする対象に本発
明1001～1013のいずれかの結合分子または本発明1017のプロセスによって製造された結合
分子を投与する工程を含む、方法。
[本発明1021]
　形質細胞障害が、多発性骨髄腫、形質細胞腫、形質細胞性白血病、マクログロブリン血
症、アミロイドーシス、ヴァルデンストレームマクログロブリン血症、孤立性骨形質細胞
腫、髄外性形質細胞腫、骨硬化性骨髄腫、重鎖病、意義不明の単クローン性γグロブリン
血症、およびくすぶり型多発性骨髄腫からなる群より選択される、本発明1020の方法。
[本発明1022]
　自己免疫疾患が、全身性エリテマトーデスである、本発明1020の方法。
[本発明1023]
　本発明1001～1013のいずれかの結合分子、本発明1014の核酸分子、本発明1015のベクタ
ー、および／または本発明1016の宿主細胞を含む、キット。
[本発明1024]
　BCMAに結合できる結合分子、好ましくは抗体の生成のための、BCMAのエピトープクラス
ター3およびエピトープクラスター4の使用であって、ここで、BCMAのエピトープクラスタ
ー3がSEQ ID NO: 1002に示される配列のアミノ酸残基24～41に対応し、BCMAのエピトープ
クラスター4がSEQ ID NO: 1002に示される配列のアミノ酸残基42～54に対応する、使用。
[本発明1025]
　BCMAに結合できる抗体、好ましくは結合分子を生成する方法であって、
（a）BCMAのエピトープクラスター3およびエピトープクラスター4を含むポリペプチドで
動物を免疫する工程であって、BCMAのエピトープクラスター3がSEQ ID NO: 1002に示され
る配列のアミノ酸残基24～41に対応し、BCMAのエピトープクラスター4がSEQ ID NO: 1002
に示される配列のアミノ酸残基42～54に対応する、工程、
（b）該抗体を得る工程、ならびに
（c）任意で、該抗体を、ヒトBCMAおよび好ましくはT細胞CD3受容体複合体に結合できる
結合分子に変換する工程
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を含む、方法。
【発明を実施するための形態】
【００３２】
　本明細書で使用される場合、単数形「１つの」、「ある」および「その」は、文脈が明
らかにそうでないことを示していない限り、複数の参照を含むことに留意されなければな
らない。したがって、例えば、「１つの試薬」は、1つまたは複数のそのような異なる試
薬を含み、「その方法」に対する言及は、本明細書に記載される方法を修正または置換す
ることができる当業者に公知の等価な工程および方法に対する言及を含む。
【００３３】
　そうでないことが示されない限り、要素の系列の前に置かれる「少なくとも」という用
語は、この系列のあらゆる要素に言及していると理解されるべきである。当業者は、慣用
的以上の実験を用いずとも、本明細書に記載される本発明の具体的態様の多くの等価物を
認識するまたは確認することができる。そのような等価物は、本発明に含まれることが意
図されている。
【００３４】
　「および／または」という用語は、本明細書のいずれの場所で使用される場合でも、「
および」、「または」および「この用語によって接続される要素のすべてまたは任意の他
の組み合わせ」の意味を含んでいる。
【００３５】
　本明細書で使用される「約」または「およそ」という用語は、示された値または範囲の
±20％以内、好ましくは±15％以内、より好ましくは±10％以内、最も好ましくは±5％
以内を意味する。
　本明細書および添付の特許請求の範囲を通して、文脈がそうでないことを必要としない
限り、「含む」という単語および「含んでいる」等の派生語は、言及されている整数値も
しくは工程または整数値もしくは工程のグループを含むが、任意のその他の整数値もしく
は工程または整数値もしくは工程のグループを排除しないことを暗に示すものと理解され
るべきである。本明細書で使用される場合、「含む（comprising）」という用語は、「含
む（containing）」もしくは「含む（including）」で、または本明細書で使用される場
合「有する（having）」で置き換えられることもある。
　本願で使用される場合、「からなる」は、請求項発明の要素の中で指定されていない任
意の要素、工程または成分を排除する。本明細書で使用される場合、「から本質的になる
」は、その請求項発明の基本的かつ新規の特徴に実質的に影響しない物質または工程を排
除しない。
【００３６】
　本明細書の各例において、「含む」、「から本質的になる」および「からなる」という
用語はいずれも、他の2つの用語のいずれかと置き換えられ得る。
【００３７】
概説
　エピトープクラスター1、2、3、4、5、6、7は、BCMAの細胞外ドメインに含まれる。「B
CMA細胞外ドメイン」または「BCMA ECD」は、BCMAの膜貫通および細胞質ドメインを本質
的に含まないBCMAの形態を表す。本発明のBCMAポリペプチドにおいて特定される膜貫通ド
メインは、疎水性ドメインのタイプを特定する当技術分野で慣用的に用いられている基準
にしたがい特定されることが当業者に理解されるであろう。膜貫通ドメインの正確な境界
は異なり得るが、本明細書で具体的に言及されているドメインのいずれかの末端から約5
アミノ酸以下であると考えるのが妥当である。好ましいBCMA ECDは、SEQ ID NO: 1007に
示されている。好ましいマウスECDは、SEQ ID NO: 1008に示されている。
　エピトープクラスター1は、ヒトBCMA細胞外ドメイン（SEQ ID NO: 1007）のアミノ酸1
～7に対応し、エピトープクラスター2は、ヒトBCMA細胞外ドメイン（SEQ ID NO: 1007）
のアミノ酸8～21に対応し、エピトープクラスター3は、ヒトBCMA細胞外ドメイン（SEQ ID
 NO: 1007）のアミノ酸24～41に対応し、エピトープクラスター4は、ヒトBCMA細胞外ドメ
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イン（SEQ ID NO: 1007）のアミノ酸42～54に対応し、エピトープクラスター5は、ヒトBC
MA細胞外ドメイン（SEQ ID NO: 1007）のアミノ酸22に対応し、エピトープクラスター6は
、ヒトBCMA細胞外ドメイン（SEQ ID NO: 1007）のアミノ酸25に対応し、そしてエピトー
プクラスター7は、ヒトBCMA細胞外ドメイン（SEQ ID NO: 1007）のアミノ酸39に対応する
。エピトープクラスター5～7が単一アミノ酸置換であることも想定されている。
【００３８】
　T細胞CD3受容体複合体は、タンパク質複合体であり、4つの別個の鎖から構成される。
哺乳動物において、この複合体は、CD3γ鎖、CD3δ鎖および2つのCD3ε（イプシロン）鎖
を含む。これらの鎖は、T細胞受容体（TCR）およびζ鎖として公知の分子と会合し、Tリ
ンパ球において活性化シグナルを生成する。
　二重特異性分子によるT細胞の動員を通じた標的細胞のリダイレクト溶解では、細胞溶
解シナプスの形成ならびにパーフォリンおよびグランザイムの送達が行われる。関係する
T細胞は、連続的な標的細胞溶解を行うことができ、ペプチド抗原のプロセシングおよび
提示またはクローン性T細胞の分化に干渉する免疫回避機構に影響されない；例えば、WO 
2007/042261を参照のこと。
【００３９】
　本開示との関係で、「結合分子」という用語は、標的分子であるBCMAおよびCD3に（特
異的に）結合できる、これらと相互作用できるまたはこれらを認識できる、任意の分子を
示す。本発明にしたがい、結合分子は、好ましくはポリペプチドである。そのようなポリ
ペプチドは、タンパク質部分および非タンパク質部分（例えば、化学リンカーまたは化学
架橋剤、例えばグルタルアルデヒド）を含み得る。
　結合分子は、1つまたは複数の結合ドメインが標的分子BCMAおよびCD3と結合／相互作用
できるよう、言わば、それらの結合ドメインのスキャホールドを提供する。例えば、その
ようなスキャホールドは、プロテインA、特にそのZドメイン（アフィボディ）、ImmE7（
免疫タンパク質）、BPTI/APPI（Kunitzドメイン）、Ras結合タンパク質AF-6（PDZドメイ
ン）、カリブドトキシン（サソリ毒）、CTLA-4、Min-23（ノッチン）、リポカリン（アン
チカリン）、ネオカルジノスタチン、フィブロネクチンドメイン、アンキリンコンセンサ
ス反復ドメインまたはチオレドキシンによって提供され得る（Skerra, Curr. Opin. Biot
echnol. 18, 295-304 (2005); Hosse et al., Protein Sci. 15, 14-27 (2006); Nicaise
 et al., Protein Sci. 13, 1882-1891 (2004); Nygren and Uhlen, Curr. Opin. Struc.
 Biol. 7, 463-469 (1997)）。好ましい結合分子は、抗体である。
　本発明の結合分子は、標的分子BCMAおよびCD3に結合するその機能に加えて、さらなる
機能を有することも想定されている。この形式では、結合分子は、BCMAへの結合を通じて
形質細胞を標的化し、CD3への結合を通じて細胞毒性T細胞の活性化を媒介し、そしてさら
なる機能、例えば、NK細胞等のエフェクター細胞の動員を通じた完全機能Fc定常ドメイン
媒介抗体依存的細胞毒性、標識（蛍光等）、治療剤、例えば毒素または放射性核種、およ
び／または血清半減期を延長する手段等、を提供する、3機能性または多機能性の結合分
子である。
【００４０】
　本明細書で使用される「二重特異性」という用語は、結合分子が少なくとも第1および
第2の結合ドメインを含み、第1の結合ドメインが1つの抗原または標的に結合でき、第2の
結合ドメインが別の抗原または標的に結合できることを表す。本発明の「結合分子」はま
た、多重特異性結合分子、例えば、3つの結合ドメインを含む三重特異性結合分子を含む
。
　結合分子は、既存の（モノクローナル）抗体由来のCDR配列の,スキャホールド、例えば
本明細書に開示されるスキャホールドへの移植による以外にも、ファージディスプレイま
たはライブラリスクリーニング法によって製造される（またはそれらによって入手可能で
ある）ことが想定されている。
【００４１】
　「結合ドメイン」という用語は、本発明との関係で、標的分子BCMAおよびCD3上の所定
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の標的エピトープまたは所定の標的部位に特異的に結合／相互作用することができるドメ
インを特徴づける。
　結合ドメインは、結合ドメインドナー、例えば、抗体、プロテインA、ImmE7（免疫タン
パク質）、BPTI/APPI（Kunitzドメイン）、Ras結合タンパク質AF-6（PDZドメイン）、カ
リブドトキシン（サソリ毒）、CTLA-4、Min-23（ノッチン）、リポカリン（アンチカリン
）、ネオカルジノスタチン、フィブロネクチンドメイン、アンキリンコンセンサス反復ド
メインまたはチオレドキシンから得ることができる（Skerra, Curr. Opin. Biotechnol. 
18, 295-304 (2005); Hosse et al., Protein Sci. 15, 14-27 (2006); Nicaise et al.,
 Protein Sci. 13, 1882-1891 (2004); Nygren and Uhlen, Curr. Opin. Struc. Biol. 7
, 463-469 (1997)）。好ましい結合ドメインは、抗体から得られる。本発明の結合ドメイ
ンは、標的分子BCMAおよびCD3上の所定の標的エピトープまたは所定の標的部位への結合
／相互作用に必要となる上記の結合ドメインのいずれかの少なくとも一部分を含むことが
想定されている。
【００４２】
　上記の結合ドメインドナーの結合ドメインは、それぞれの標的への結合を担うこれらの
ドナーの一部分によって、すなわち、その一部分が結合ドメインドナーから除去されたと
きにそのドナーがその結合能力を喪失することによって特徴づけられることが想定されて
いる。「喪失」は、結合性のドナーと比較してその結合能力が少なくとも50％減少するこ
とを意味する。これらの結合部位をマッピングする方法は当技術分野で周知であり、した
がって結合ドメインドナーの結合部位を位置決め／マッピングし、それによってそれぞれ
の結合ドメインドナーから結合ドメインを「得る」ことは当業者の標準的な知識の範囲内
である。
【００４３】
　「エピトープ」という用語は、結合ドメイン、例えば抗体もしくは免疫グロブリンまた
は抗体もしくは免疫グロブリンの誘導体もしくはフラグメント、が特異的に結合する抗原
上の部位を表す。「エピトープ」は抗原性であり、したがってエピトープという用語は本
明細書において「抗原性構造」または「抗原性決定基」を表すこともある。したがって、
結合ドメインは、「抗原相互作用部位」である。この結合／相互作用はまた、「特異的認
識」を定義することが理解されている。1つの例において、標的分子BCMAおよびCD3上の所
定の標的エピトープまたは所定の標的部位に（特異的に）結合／相互作用する結合ドメイ
ンは抗体または免疫グロブリンであり、そして結合ドメインは抗体または免疫グロブリン
のVHおよび／またはVL領域である。「エピトープ」は、連続アミノ酸またはタンパク質の
3次元折り畳みによって近接することになる非連続アミノ酸の両方によって形成され得る
。
【００４４】
　「直線状エピトープ」は、アミノ酸の1次配列が認識されるエピトープを含んでいるエ
ピトープである。直線状エピトープは、典型的に、特有の配列内に、少なくとも3つまた
は少なくとも4つ、およびより一般には少なくとも5つまたは少なくとも6つまたは少なく
とも7つ、例えば約8～約10のアミノ酸を含む。
【００４５】
　「立体構造エピトープ」は、直線状エピトープに対して、エピトープを含むアミノ酸の
1次配列が、認識されるエピトープの唯一の定義要素ではないエピトープ（例えば、アミ
ノ酸の1次配列が必ずしも結合ドメインによって認識されないエピトープ）である。典型
的に、立体構造エピトープは、直線状エピトープよりも多数のアミノ酸を含む。立体構造
エピトープの認識に関して、結合ドメインは、抗原、好ましくはペプチドもしくはタンパ
ク質またはそれらのフラグメント、の3次元構造を認識する（本発明においては、結合ド
メインの1つに対する抗原がBCMAタンパク質内に含まれている）。例えば、タンパク質分
子が折り畳まれ3次元構造が形成される場合、立体構造エピトープを形成する特定のアミ
ノ酸および／またはポリペプチド骨格は近接した状態になり、それによって抗体がそのエ
ピトープを認識できるようになる。エピトープの立体構造を決定する方法は、x線結晶解
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析、2次元核磁気共鳴（2D-NMR）分光分析および部位特異的スピンラベルおよび電子常磁
性共鳴（EPR）分光分析を含むがこれらに限定されない。さらに、提供される実施例には
、所定の結合ドメインが所定のタンパク質、特にBCMA、の1つまたは複数のエピトープク
ラスターに結合するかどうかを試験するためのさらなる方法が記載されている。
【００４６】
　本明細書で使用される場合、「エピトープクラスター」という用語は、所定の連続する
抗原ストレッチの中に存在するエピトープの全体を示す。エピトープクラスターは、1つ
、2つまたはそれ以上のエピトープを含み得る。本発明との関係でBCMAの細胞外ドメイン
において定義されたエピトープクラスターが上記されており、かつ図1に示されている。
【００４７】
　「結合する（ことができる）」、「特異的に認識する」、「向けられる」および「反応
する」という用語は、本発明にしたがい、結合ドメインが、エピトープの1つまたは複数
、好ましくは少なくとも2つ、より好ましくは少なくとも3つ、最も好ましくは少なくとも
4つのアミノ酸と特異的に相互作用できることを意味する。
【００４８】
　本明細書で使用される場合、「特異的に相互作用する」または「特異的に結合する」と
いう用語は、結合ドメインが特定のタンパク質または抗原に対して感知できる親和性を示
し、そして通常、BCMAまたはCD3以外のタンパク質または抗原に対して有意な反応性を示
さないことを意味する。「感知できる親和性」は、約10-6 M（KD）またはそれより強い親
和性の結合を含む。好ましくは、結合は、結合親和性が約10-12～10-8 M、10-12～10-9 M
、10-12～10-10 M、10-11～10-8 M、好ましくは約10-11～10-9 Mである場合に特異的とみ
なされる。結合ドメインが標的に特異的に反応または結合するかどうかは、特に、標的タ
ンパク質または抗原に対するその結合ドメインの反応を、BCMAまたはCD3以外のタンパク
質または抗原に対するその結合ドメインの反応と比較することによって、容易に試験する
ことができる。好ましくは、本発明の結合ドメインは、BCMAまたはCD3以外のタンパク質
または抗原に本質的に結合しないまたは結合できない（すなわち、第1の結合ドメインは
、BCMA以外のタンパク質に結合できず、第2の結合ドメインは、CD3以外のタンパク質に結
合できない）。
　特異的な結合は、結合ドメインおよび抗原のアミノ酸配列内の特定のモチーフによって
もたらされると考えられる。したがって、結合は、それらの1次、2次および／または3次
構造の結果としてならびにこれらの構造の2次的修飾の結果として達成される。抗原相互
作用部位とその特異的抗原との特異的相互作用は、抗原に対する該部位の単なる結合をも
たらし得る。さらに、抗原相互作用部位とその特異的抗原との特異的相互作用は、代替的
にまたは付加的に、例えば抗原の立体構造の変化の誘導、抗原のオリゴマー化等により、
シグナルを開始させ得る。
【００４９】
　「本質的に結合しない」または「結合できない」という用語は、本発明の結合ドメイン
が、BCMAまたはCD3以外の別のタンパク質または抗原に結合しない、すなわち、BCMAまた
はCD3のそれぞれに対する結合を100％として、BCMAまたはCD3以外のタンパク質または抗
原に対して30％超、好ましくは20％超、より好ましくは10％超、特に好ましくは9％、8％
、7％、6％または5％超の反応性を示さないことを意味する。
【００５０】
　「タンパク質」（通常30未満のアミノ酸を有する、そのフラグメント、好ましくは生物
学的に活性なフラグメント、およびペプチドを含む）は、共有結合的ペプチド結合を通じ
て相互に連結された（それによってアミノ酸の鎖を形成する）1つまたは複数のアミノ酸
を含む。本明細書で使用される「ポリペプチド」という用語は、30超のアミノ酸からなる
分子のグループを表す。ポリペプチドはさらに、多量体、例えば2量体、3量体およびより
高次のオリゴマーを形成し得る、すなわち、2つ以上のポリペプチド分子からなり得る。
そのような2量体、3量体等を形成するポリペプチド分子は、同一または非同一であり得る
。その結果、そのような多量体の対応する高次構造は、ホモまたはヘテロ2量体、ホモま
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たはヘテロ3量体等と称される。ヘテロ多量体の例は、その天然形態において、2つの同一
の軽ポリペプチド鎖および2つの同一の重ポリペプチド鎖からなる抗体分子である。「ポ
リペプチド」および「タンパク質」という用語はまた、例えばグリコシル化、アセチル化
、リン酸化等のような翻訳後修飾による修飾がなされた天然修飾ポリペプチド／タンパク
質を表す。本明細書における「ポリペプチド」はまた、化学修飾、例えばペグ化されたも
のであり得る。そのような修飾は、当技術分野で周知である。
【００５１】
　「アミノ酸」または「アミノ酸残基」という用語は、典型的に、その当技術分野で知ら
れている定義を有するアミノ酸、例えば、アラニン（AlaまたはA）；アルギニン（Argま
たはR）；アスパラギン（AsnまたはN）；アスパラギン酸（AspまたはD）；システイン（C
ysまたはC）；グルタミン（GlnまたはQ）；グルタミン酸（GluまたはE）；グリシン（Gly
またはG）；ヒスチジン（HisまたはH）；イソロイシン（HeまたはI）；ロイシン（Leuま
たはL）；リジン（LysまたはK）；メチオニン（MetまたはM）；フェニルアラニン（Pheま
たはF）；プロリン（ProまたはP）；セリン（SerまたはS）；スレオニン（ThrまたはT）
；トリプトファン（TrpまたはW）；チロシン（TyrまたはY）；およびバリン（ValまたはV
）からなる群より選択されるアミノ酸を表すが、望ましい場合は修飾、合成または希少ア
ミノ酸も使用され得る。一般に、アミノ酸は、非極性側鎖（例えば、Ala、Cys、He、Leu
、Met、Phe、Pro、Val）；負荷電側鎖（例えば、Asp、Glu）；正荷電側鎖（例えば、Arg
、His、Lys）；または非荷電極性側鎖（例えば、Asn、Cys、Gln、Gly、His、Met、Phe、S
er、Thr、TrpおよびTyr）を有する点でグループ化され得る。
【００５２】
　「抗体」という用語の定義は、モノクローナル、キメラ、単鎖、ヒト化およびヒト抗体
等の態様を含む。全長抗体に加えて、この定義はまた、特にFabフラグメントのような、
抗体誘導体および抗体フラグメントを含む。抗体フラグメントまたは誘導体はさらに、F(
ab')2、Fv、scFvフラグメントまたは単一ドメイン抗体、例えばドメイン抗体またはナノ
ボディ、他のV領域またはドメインから独立して抗原またはエピトープに特異的に結合す
るVHH、VHまたはVLであり得る唯一の可変ドメインを含む単一可変ドメイン抗体または免
疫グロブリン単一可変ドメインを含む；例えば、Harlow and Lane (1988) and (1999), l
oc. cit.; Kontermann and Dubel, Antibody Engineering, Springer, 2nd ed. 2010およ
びLittle, Recombinant Antibodies for Immunotherapy, Cambridge University Press 2
009を参照のこと。この用語はまた、ダイアボディ（diabodies）またはDual-Affinity Re
-Targeting（DART）抗体を含む。さらに、（二重特異性）単鎖ダイアボディ、タンデムダ
イアボディ（Tandab）、以下の構造：(VH-VL-CH3)2、(scFv-CH3)2または(scFv-CH3-scFv)

2によって例示される「ミニボディ」、「Fc DART」および「IgG DART」、マルチボディ、
例えばトリアボディ（triabodies）が想定されている。
　免疫グロブリン単一可変ドメインは、単離された抗体単一可変ドメインポリペプチドだ
けでなく、抗体単一可変ドメインポリペプチド配列の1つまたは複数の単量体を含むより
大きなポリペプチドも含む。
　そのような抗体および／またはフラグメントの製造に関しては様々な手順が当技術分野
で公知であり、かつ使用され得る。したがって、（抗体）誘導体は、ペプチド模倣体によ
って製造され得る。さらに、単鎖抗体の製造に関して記載された技術（特に、米国特許第
4,946,778号、Kontermann and Dubel (2010), loc. cit. およびLittle (2009), loc. ci
t.を参照のこと）を、選択されたポリペプチドに特異的な単鎖抗体を製造するために適合
させることができる。また、トランスジェニック動物が、本発明のポリペプチドおよび融
合タンパク質に特異的なヒト化抗体を発現させるために使用され得る。モノクローナル抗
体の調製については、継続的な細胞株の培養によって産生される抗体を提供する任意の技
術が使用され得る。そのような技術の例は、ハイブリドーマ技術（Kohler and Milstein 
Nature 256 (1975), 495-497）、トリオーマ技術、ヒトB細胞ハイブリドーマ技術（Kozbo
r, Immunology Today 4 (1983), 72）およびヒトモノクローナル抗体を製造するEBVハイ
ブリドーマ技術（Cole et al., Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan R. L
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iss, Inc. (1985), 77-96）を含む。BIAcoreシステムで用いられる表面プラズモン共鳴は
、標的ポリペプチド、例えばCD3イプシロンのエピトープに結合するファージ抗体の効率
を高めるために使用され得る（Schier, Human Antibodies Hybridomas 7 (1996), 97-105
; Malmborg, J. Immunol. Methods 183 (1995), 7-13）。本発明との関係で、「抗体」と
いう用語は、本明細書の以下に記載される宿主において発現され得る抗体構築物、例えば
、特にウイルスまたはプラスミドベクターを通じてトランスフェクトおよび／または形質
導入され得る抗体構築物を含むことも想定されている。
　さらに、本明細書で用いられる「抗体」という用語はまた、記載されている抗体と同じ
特異性を示す本明細書に記載される抗体の誘導体または変種に関する。「抗体変種」の例
は、非ヒト抗体のヒト化変種、「親和性成熟」抗体（例えば、Hawkins et al., J. Mol. 
Biol. 254, 889-896 (1992)およびLowman et al., Biochemistry 30, 10832-10837 (1991
)を参照のこと）およびエフェクター機能が変更された抗体変異体（例えば、米国特許第5
,648,260号、Kontermann and Dubel (2010), loc. cit.およびLittle (2009), loc. cit.
を参照のこと）を含む。
　抗体を作製する1つの例示的な方法は、タンパク質発現ライブラリ、例えばファージま
たはリボソームディプレイライブラリ、のスクリーニングを含む。ファージディスプレイ
は、例えば、Ladnerらの米国特許第5,223,409号；Smith (1985) Science 228: 1315-1317
; Clackson et al. (1991) Nature, 352: 624-628に記載されている。
　ディスプレイライブラリの使用に加えて、対象抗原は、非ヒト動物、例えばげっ歯類、
例えばマウス、ハムスターまたはラットを免疫するために使用され得る。1つの態様にお
いて、非ヒト動物は、ヒト免疫グロブリン遺伝子の少なくとも一部分を含む。例えば、マ
ウス抗体産生能を欠失しているマウス系統をヒトIg遺伝子座の大フラグメントを用いて改
変することが可能である。ハイブリドーマ技術を用いて、所望の特異性を有する遺伝子由
来の抗原特異的モノクローナル抗体が産生および選択され得る。例えば、XENOMOUSE（商
標）、Green et al. (1994) Nature Genetics 7: 13-21、US 2003-0070185、WO96/34096
およびWO96/33735を参照のこと。
　抗体またはそのフラグメントはまた、ヒトT細胞エピトープの特異的欠失またはWO 98/5
2976およびWO 00/34317に開示される方法による「非免疫化」によって修飾され得る。簡
潔に説明すると、抗体の重鎖および軽鎖可変ドメインが、MHCクラスIIに結合するペプチ
ドについて分析され得；これらのペプチドが、（WO 98/52976およびWO 00/34317で定義さ
れるように）潜在的T細胞エピトープである。WO 98/52976およびWO 00/34317に記載され
るように、潜在的T細胞エピトープの検出のために、「ペプチドスレッディング（peptide
 threading）」と呼ばれるコンピューターモデリングアプローチが適用され得、加えて、
ヒトMHCクラスII結合ペプチドのデータベースが、VHおよびVL配列に存在するモチーフに
ついて検索され得る。これらのモチーフは、18個の主要MHCクラスII DRアロタイプのいず
れかに結合し、したがって、潜在的T細胞エピトープを構成する。検出された潜在的T細胞
エピトープは、可変ドメイン内の少数のアミノ酸残基を置換することによってまたは好ま
しくは単一アミノ酸置換によって除去され得る。典型的に、保存的置換が行われる。すべ
てではないが多くの場合、ヒト生殖系列抗体配列における位置に一般的なアミノ酸が使用
され得る。ヒト生殖系列配列は、例えば、Tomlinson, et al. (1992) J. Mol. Biol. 227
: 776-798; Cook, G.P. et al. (1995) Immunol. Today Vol. 16(5): 237-242;およびTom
linson et al. (1995) EMBO J. 14: 14: 4628-4638に開示されている。V BASEディレクト
リは、（Tomlinson, LA. et al. MRC Centre for Protein Engineering, Cambridge, UK
によってコンパイルされた）ヒト免疫グロブリン可変領域配列の総合的なディレクトリを
提供する。これらの配列は、例えばフレームワーク領域およびCDRのための、ヒト配列の
供給源として、使用することができる。例えば米国特許第6,300,064号に記載されるよう
な、コンセンサスヒトフレームワーク領域もまた使用することができる。
　VHおよびVLの対は共同で1つの抗原結合部位を形成する。VHに最も近いCHドメインはCH1
と呼ばれる。各L鎖は、1つの共有結合的ジスルフィド結合によってH鎖に連結され、2つの
H鎖は、H鎖のアイソタイプに依存して、1つまたは複数のジスルフィド結合によって相互



(20) JP 6543197 B2 2019.7.17

10

20

30

40

50

に連結される。VHおよびVLドメインは、フレームワーク領域と呼ばれる4つの比較的保存
された配列の領域（FR1、FR2、FR3およびFR4）からなり、これらが3つの超可変配列の領
域（相補性決定領域、CDR）のスキャホールドを形成する。CDRは、抗体と抗原の特異的相
互作用を担う残基の大部分を含んでいる。CDRは、CDR1、CDR2およびCDR3と称される。し
たがって、重鎖のCDR要素はH1、H2およびH3と称され、軽鎖のCDR要素はL1、L2およびL3と
称される。
【００５３】
　「可変」という用語は、それらの配列における可変性（variability）を示し、個々の
抗体の特異性および結合親和性の決定に関与する、免疫グロブリンドメインの一部分（す
なわち、「可変ドメイン」）を表す。可変性は、抗体の可変ドメイン全体に均一に分布し
ているのではなく；それは重鎖および軽鎖の各々の可変領域の部分ドメインに集中してい
る。
　これらの部分ドメインは、「超可変」領域または「相補性決定領域」（CDR）と呼ばれ
る。可変ドメインのより保存された（非超可変）部分は、「フレームワーク」領域（FRM
）と呼ばれる。天然に存在する重鎖および軽鎖の可変ドメインは各々、大部分がβシート
配置をとっている4つのFRM領域を含んでおり、これらが、ループ接続を形成し、いくつか
の例ではβシート構造の一部を形成する3つの超可変領域によって接続されている。各鎖
の超可変領域は、FRMによって近接状態になってまとめられて保持されており、他の鎖の
超可変領域と共に、抗原結合部位の形成に寄与している（Kabat et al., loc. cit.を参
照のこと）。定常ドメインは、抗原結合に直接関与しないが、様々なエフェクター機能、
例えば抗体依存的細胞媒介細胞毒性および補体活性化、を示す。
【００５４】
　「超可変領域」という用語（「相補性決定領域」またはCDRとしても公知）は、本明細
書で使用される場合、抗原結合部位を形成しかつ抗原特異性の主要決定基である、免疫グ
ロブリンのV領域ドメイン内の（通常、極めて高い配列可変性を示す3つまたは4つの短い
領域である）抗体のアミノ酸残基を表す。CDR残基を同定する方法は少なくとも2つ存在す
る：（1）種間配列可変性に基づくアプローチ（すなわち、Kabat et al., loc. cit.）；
および（2）抗原・抗体複合体の結晶学研究に基づくアプローチ（Chothia C. et al., J.
 Mol. Biol. 196: 901-917 (1987)）。しかし、2つの残基同定技術が同一領域ではない重
複する領域を定義する程度まで、それらを、ハイブリッドCDRを定義するために組み合わ
せることができる。しかし、一般に、CDR残基は、好ましくは、いわゆるKabat（番号付け
）体系にしたがい同定される。
【００５５】
　「抗原結合ドメイン」、「抗原結合フラグメント」および「抗体結合領域」という用語
は、本明細書で使用される場合、抗体と抗原の間の特異的結合を担うアミノ酸を含む抗体
分子の一部分を表す。抗体によって特異的に認識および結合される抗原の一部分は、本明
細書上記のように「エピトープ」と称される。上記のように、抗原結合ドメインは、典型
的に、抗体軽鎖可変領域（VL）および抗体重鎖可変領域（VH）を含み得るが；両方を含ん
でいなければならないわけではない。例えば、Fdフラグメントは、2つのVH領域を有し、
多くの場合、インタクトな抗原結合ドメインの抗原結合機能をある程度保持している。抗
体の抗原結合フラグメントの例は、（1）VL、VH、CLおよびCH1ドメインを有する1価のフ
ラグメントである、Fabフラグメント；（2）ヒンジ領域におけるジスルフィド架橋によっ
て連結されている2つのFabフラグメントを有する2価のフラグメントである、F(ab')2フラ
グメント；（3）2つのVHおよびCH1ドメインを有する、Fdフラグメント；（4）抗体の1つ
のアームのVLおよびVHドメインを有する、Fvフラグメント、（5）VHドメインを有する、d
Abフラグメント（Ward et al., (1989) Nature 341: 544-546）；（6）単離された相補性
決定領域（CDR）、ならびに（7）単鎖Fv（scFv）を含み、後者が好ましい（例えば、scFV
ライブラリ由来のもの）。Fvフラグメントの2つのドメインであるVLおよびVHは別個の遺
伝子によってコードされるが、それらは、組み換え法を用いて合成リンカーによって接続
し、VLおよびVH領域が対になり1価分子を形成する単一のタンパク質鎖（単鎖Fv（scFv）



(21) JP 6543197 B2 2019.7.17

10

20

30

40

50

として公知；例えば、Huston et al. (1988) Proc. Natl. Acad. Sci USA 85: 5879-5883
を参照のこと）として生成することができる。これらの抗体フラグメントは、当業者に公
知の従来技術を用いて取得され、そしてそのフラグメントはインタクトな抗体と同じ様式
で機能について評価される。
【００５６】
　本明細書で使用される「モノクローナル抗体」という用語は、実質的に均質な抗体の集
団から得られる抗体を表す、すなわち、その集団を構成している個々の抗体が、微量で存
在し得る潜在的な自然変異および／または翻訳後修飾（例えば、異性化、アミド化）を除
いて同一である。モノクローナル抗体は、高度に特異的であり、単一の抗原部位に対して
向けられている。さらに、典型的に異なる決定基（エピトープ）に対して向けられた異な
る抗体を含む従前の（ポリクローナル）抗体調製物と対照的に、各モノクローナル抗体は
、抗原上の単一の決定基に対して向けられている。それらの特異性に加えて、モノクロー
ナル抗体は、それらが他の免疫グロブリンの混入していないハイブリドーマ培養物によっ
て合成されるという利点がある。「モノクローナル」という修飾語は、実質的に均質な抗
体集団から得られるという抗体の特徴を示しており、その抗体が任意の特定の方法によっ
て製造されることを必要とするものと解釈されるべきではない。例えば、本発明にしたが
い使用されるモノクローナル抗体は、Kohler et al., Nature 256: 495 (1975)によって
最初に記載されたハイブリドーマ法によって作製され得、または、組み換えDNA法（例え
ば、米国特許第4,816,567号を参照のこと）によって作製され得る。「モノクローナル抗
体」はまた、例えば、Clackson et al., Nature, 352: 624-628 (1991)およびMarks et a
l., J. Mol. Biol., 222: 581-597 (1991)に記載される技術を用いて、ファージ抗体ライ
ブラリから単離され得る。
　本発明のモノクローナル抗体は、具体的に、重鎖および／または軽鎖の一部がある特定
の種に由来するまたはある特定の抗体クラスもしくはサブクラスに属する抗体の対応する
配列と同一または相同であり、その鎖の残りの部分が別の種に由来するまたは別の抗体ク
ラスもしくはサブクラスに属する抗体の対応する配列と同一または相同である、「ディス
プレイライブラリ」抗体（免疫グロブリン）、ならびに、所望の生物学的活性を示す限り
、そのような抗体のフラグメント、を含む（米国特許第4,816,567号；Morrison et al., 
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81; 6851-6855 (1984)）。本明細書における関心対象のキ
メラ抗体は、非ヒト霊長類（例えば、旧世界ザル、類人猿等）由来の可変ドメイン抗原結
合配列およびヒト定常領域配列を含む「霊長類化」抗体を含む。
　モノクローナル抗体は非ヒト動物から得ることができ、その後に、修飾された、例えば
ヒト化された、非免疫化（deimmunized）された、キメラ化されたものが、当技術分野で
公知の組み換えDNA技術を用いて製造され得る。キメラ抗体を作製するための様々なアプ
ローチが記載されている。例えば、Morrison et al., Proc. Natl. Acad. ScL U.S.A. 81
: 6851, 1985; Takeda et al., Nature 314: 452, 1985, Cabillyらの米国特許第4,816,5
67号; Bossらの米国特許第4,816,397号; TanaguchiらのEP0171496；EP0173494、GB217709
6を参照のこと。
　非ヒト（例えば、マウス）抗体の「ヒト化」形態は、非ヒト免疫グロブリン由来の最小
限の配列を含む、大部分がヒト配列の、キメラ免疫グロブリン、免疫グロブリン鎖または
それらのフラグメント（例えば、Fv、Fab、Fab'、F(ab')2または抗体のその他の抗原結合
部分配列）である。多くの場合、ヒト化抗体は、ヒト免疫グロブリン（レシピエント抗体
）であるが、そのレシピエントの超可変領域（またはCDR）の残基が所望の特異性、親和
性および能力を有する非ヒト種（ドナー抗体）、例えばマウス、ラットまたはウサギ、の
超可変領域の残基で置き換えられているものである。いくつかの例において、ヒト免疫グ
ロブリンのFvフレームワーク領域（FR）の残基が、対応する非ヒト残基で置き換えられる
。さらに、本明細書で使用される「ヒト化抗体」はまた、レシピエント抗体またはドナー
抗体のいずれにおいても見られない残基を含み得る。これらの修飾は、抗体の性能をさら
に洗練および最適化するためになされる。ヒト化抗体はまた、必要に応じて、免疫グロブ
リン定常領域（Fc）の少なくとも一部分、典型的にはヒト免疫グロブリンのそれ、を含み
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得る。さらなる詳細については、Jones et al., Nature, 321: 522-525 (1986); Reichma
nn et al., Nature, 332: 323-329 (1988);およびPresta, Curr. Op. Struct. Biol., 2:
 593-596 (1992)を参照のこと。
　ヒト化抗体はまた、例えば、ヒト重鎖および軽鎖遺伝子を発現するが内因性のマウス免
疫グロブリン重鎖および軽鎖遺伝子を発現できないトランスジェニックマウスを用いて、
製造され得る。Winterは、本明細書に記載されるヒト化抗体の調製に使用され得る例示的
なCDR移植法を記載している（米国特許第5,225,539号）。特定のヒト抗体のCDRのすべて
が非ヒトCDRの少なくとも一部分で置き換えられ得、またはCDRのいくつかのみが非ヒトCD
Rで置き換えられ得る。既定の抗原に対するヒト化抗体の結合に必要となる数のCDRを置き
換えることのみが必要とされる。
　ヒト化抗体またはそのフラグメントは例えば、抗原結合に直接関与しないFv可変ドメイ
ンの配列をヒトFv可変ドメイン由来の等価な配列で置き換えることによって生成され得る
。ヒト化抗体またはそのフラグメントを生成するための例示的な方法は、Morrison (1985
) Science 229: 1202-1207によって；Oi et al. (1986) BioTechniques 4: 214によって
；ならびにUS5,585,089; US5,693,761; US5,693,762; US5,859,205；およびUS6,407,213
によって提供される。これらの方法は、重鎖または軽鎖の少なくとも1つ由来の免疫グロ
ブリンFv可変ドメインのすべてまたは一部分をコードする核酸配列の単離、操作および発
現を含む。そのような核酸は、上記のような、既定の標的に対する抗体を産生するハイブ
リドーマから、およびその他の供給源から、入手され得る。ヒト化抗体分子をコードする
組み換えDNAは、次いで、適当な発現ベクターにクローニングされ得る。
　ヒト化抗体は、保存的置換、コンセンサス配列置換、生殖系列置換および／または復帰
変異の導入によって最適化され得る。そのような変更された免疫グロブリン分子は、当技
術分野で公知の様々な技術のいずれかによって作製することができ（例えば、Teng et al
., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 80: 7308-7312, 1983; Kozbor et al., Immunology
 Today, 4: 7279, 1983; Olsson et al., Meth. Enzymol., 92: 3-16, 1982）、かつEP 2
39 400の教示にしたがい作製され得る。
【００５７】
　「ヒト抗体」という用語は、例えばKabatら（Kabat et al. (1991) loc. cit.を参照の
こと）によって記載されたものを含む、当技術分野で公知のヒト生殖系列免疫グロブリン
配列に実質的に対応する可変および定常領域を有する抗体を含む。本発明のヒト抗体は、
例えばCDRに、特にCDR3に、ヒト生殖系列免疫グロブリン配列によってコードされないア
ミノ酸残基（例えば、インビトロでの無作為もしくは部位特異的変異誘発によってまたは
インビボでの体細胞変異によって導入される変異）を含み得る。ヒト抗体は、ヒト生殖系
列免疫グロブリン配列によってコードされないアミノ酸残基で置き換えられた、少なくと
も1つ、2つ、3つ、4つ、5つまたはそれ以上の位置を有し得る。
【００５８】
　本明細書で使用される場合、「インビトロ生成された抗体」は、可変領域（例えば、少
なくとも1つのCDR）のすべてまたは一部分が非免疫細胞選択（例えば、インビトロファー
ジディスプレイ、タンパク質チップまたは候補配列をそれらの抗原結合能力について試験
することができる任意のその他の方法）によって生成された抗体を表す。したがってこの
用語は、好ましくは、免疫細胞内での遺伝子の再配置によって生成される配列を排除する
。
　「二重特異性」または「2機能性」抗体または免疫グロブリンは、2つの異なる重鎖／軽
鎖の対および2つの異なる結合部位を有する人工ハイブリッド抗体または免疫グロブリン
である。二重特異性抗体は、ハイブリドーマの融合またはFab'フラグメントの連結を含む
様々な方法によって製造することができる。例えば、Songsivilai &amp; Lachmann, Clin
. Exp. Immunol. 79: 315-321 (1990)を参照のこと。抗体またはその抗原結合フラグメン
トの取得に関しては当業者に公知の多くの方法が利用可能である。例えば、抗体は、組み
換えDNA法（米国特許第4,816,567号）を用いて製造することができる。モノクローナル抗
体はまた、公知の方法にしたがうハイブリドーマの生成（例えば、Kohler and Milstein 
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(1975) Nature, 256: 495-499を参照のこと）によって製造され得る。この様式で形成さ
れるハイブリドーマは、次に、対象抗原に特異的に結合する抗体を産生する1つまたは複
数のハイブリドーマを同定するために、標準的な方法、例えば酵素連結免疫吸着アッセイ
（ELISA）および表面プラズモン共鳴（BIACORE（商標））分析を用いてスクリーニングさ
れる。任意の形態の対象抗原、例えば、組み換え抗原、天然に存在する形態、それらの任
意の変種またはフラグメントおよびそれらの抗原性ペプチド、が免疫原として使用され得
る。
【００５９】
　「CDR」という用語およびその複数形は、相補性決定領域（CDR)を表し、そのうちの3つ
が軽鎖可変領域の結合特性を構成し（CDRL1、CDRL2およびCDRL3）、3つが重鎖可変領域の
結合特性を構成する（CDRH1、CDRH2およびCDRH3）。CDRは、抗体分子の機能的活性に寄与
し、スキャホールドまたはフレームワーク領域を含むアミノ酸配列によって分断されてい
る。厳密なCDRの境界および長さは、分類および番号付け体系によって異なる。したがっ
てCDRは、本明細書に記載される番号付け体系を含む、Kabat、Chothia、接触（contact）
または任意のその他の境界の定義によって表され得る。境界が異なるとしても、これらの
体系の各々は、可変配列内のいわゆる「超可変領域」を構成する部分に関してある程度重
複している。したがって、これらの体系にしたがうCDRの定義は、長さおよび隣接するフ
レームワーク領域との境界領域の点で異なり得る。例えば、Kabat、Chothiaおよび／また
はMacCallum（Kabat et al., loc. cit.; Chothia et al., J. Mol. Biol, 1987, 196: 9
01; およびMacCallum et al., J. Mol. Biol, 1996, 262: 732）を参照のこと。しかし、
いわゆるKabat体系にしたがう番号付けが好ましい。
　典型的に、CDRは、カノニカル構造に分類され得るループ構造を形成する。「カノニカ
ル構造」という用語は、抗原結合（CDR）ループによって採用される主鎖の立体構造を表
す。多くの構造研究により、6つの抗原結合ループのうちの5つは、利用可能な立体構造に
関して限られたレパートリーしか有さないことが見出された。各カノニカル構造は、ポリ
ペプチド骨格のねじれ角によって特徴づけることができる。したがって抗体間で対応する
ループは、それらのループの大部分において高度のアミノ酸配列可変性がみられるにもか
かわらず、非常によく似た3次元構造を有し得る（各々全体が参照により本明細書に組み
入れられる、Chothia and Lesk, J. Mol. Biol., 1987, 196: 901; Chothia et al., Nat
ure, 1989, 342: 877; Martin and Thornton, J. Mol. Biol, 1996, 263: 800）。さらに
、採用されるループ構造とその周囲のアミノ酸配列の間に関連性がある。特定のカノニカ
ルクラスの立体構造は、ループの長さならびにそのループ内および保存されたフレームワ
ーク内（すなわち、ループ外）の鍵となる位置に存在するアミノ酸残基によって決定され
る。したがって、特定のカノニカルクラスへの割り当ては、これらの鍵となるアミノ酸残
基の存在に基づいてなされ得る。「カノニカル構造」という用語はまた、例えばKabatに
よるカタログ（Kabat et al., loc. cit.）にあるように、抗体の直線配列に対する考慮
を含み得る。Kabatの番号付けスキーム（体系）は、抗体可変ドメインのアミノ酸残基の
番号付けを共通の様式で行うために広く採用されている標準であり、本明細書の他所でも
述べられているように本発明に適用される好ましいスキームである。さらなる構造の考慮
も、抗体のカノニカル構造を決定するために使用され得る。例えば、Kabatの番号付けに
よっては十分に反映されない違いは、Chothiaらの番号付け体系によって説明され得およ
び／またはその他の技術、例えば結晶学および2次元もしくは3次元コンピューターモデリ
ング、によって明らかにされ得る。したがって、所定の抗体配列は、（例えば、様々なカ
ノニカル構造をライブラリに含めたいという要望に基づき）特に適当なシャーシ（chassi
s）配列を見出すことができるカノニカルクラスに分類され得る。抗体のアミノ酸配列のK
abatの番号付けおよびChothia et al., loc. cit.により記載される構造の考慮ならびに
抗体構造のカノニカルな局面を解釈するためのそれらの含意は、文献に記載されている。
　CDR3は、典型的に、抗体結合部位における分子的多様性の最大の供給源である。例えば
、H3は、2つのアミノ酸残基という短いものまたは26アミノ酸より大きなものであり得る
。様々なクラスの免疫グロブリンのサブユニット構造および3次元構造が、当技術分野で
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周知である。抗体構造の見直しをする際には、Antibodies: A Laboratory Manual, Cold 
Spring Harbor Laboratory, eds. Harlow et al., 1988を参照されたい。当業者は、各サ
ブユニット構造、例えばCH、VH、CL、VL、CDR、FR構造が、活性フラグメント、例えば抗
原に結合するVH、VLもしくはCDRサブユニットの一部分、すなわち抗原結合フラグメント
、または例えば、例えばFc受容体および／もしくは補体に結合するおよび／もしくはこれ
を活性化するCHサブユニットの一部分、を含むことを理解しているであろう。CDRは、典
型的に、Sequences of Proteins of immunological Interest, US Department of Health
 and Human Services (1991), eds. Kabat et al.に記載されるようなKabat CDRを表す。
抗原結合部位を特徴づける別の標準は、Chothiaによって記載される超可変ループを参照
することである。例えば、Chothia, et al. (1987; J. Mol. Biol. 227; 799-817）；お
よびTomlinson et al. (1995) EMBO J. 14: 4628-4638を参照のこと。さらに別の標準は
、Oxford MolecularのAbM抗体モデリングソフトウェアによって使用されるAbM定義である
。例えば、概要については、Protein Sequence and Structure Analysis of Antibody Va
riable Domains. In: Antibody Engineering Lab Manual (Ed.: Duebel, S. and Konterm
ann, R., Springer-Verlag, Heidelberg)を参照のこと。Kabat CDRに基づいて説明される
態様は、代替的に、Chothia超可変ループまたはAbM定義のループに基づいて同様に説明さ
れる関係を用いて実施され得る。
　アセンブリおよび体細胞変異後の抗体遺伝子の配列は高度に多様化しており、これらの
多様化した遺伝子は1010個の異なる抗体分子をコードすると見積もられる（Immunoglobul
in Genes, 2nd ed., eds. Jonio et al., Academic Press, San Diego, CA, 1995）。免
疫系はそのようにして免疫グロブリンのレパートリーを提供する。「レパートリー」とい
う用語は、少なくとも1つの免疫グロブリンをコードする少なくとも1つの配列から全体が
または一部が派生した少なくとも1つのヌクレオチド配列を表す。これらの配列は、イン
ビボでの重鎖のV、DおよびJセグメントならびに軽鎖のVおよびJセグメントの再配置によ
って生成され得る。あるいは、これらの配列は、再配置を起こさせるもの、例えばインビ
トロ刺激、に応じて細胞から生成され得る。あるいは、これらの配列の一部またはすべて
が、DNAスプライシング、ヌクレオチド合成、変異誘発およびその他の方法によって取得
され得る。例えば、米国特許第5,565,332号を参照のこと。レパートリーは、1つのみの配
列を含み得、または多種遺伝子コレクションの配列を含む、複数の配列を含み得る。
【００６０】
　「フレームワーク領域」という用語は、よりばらつきのある（すなわち、超可変性の）
CDRの間に存在する、抗体可変領域の当技術分野で知られている部分を表す。そのような
フレームワーク領域は、典型的に、フレームワーク1～4（FR1、FR2、FR3およびFR4）と称
され、6つのCDR（重鎖の3つおよび軽鎖の3つ）を3次元空間に提示し抗原結合表面を形成
するためのスキャホールドを提供する。
【００６１】
　本発明の結合分子は、好ましくは、「単離された」結合分子である。本明細書に開示さ
れる結合分子を説明するために使用される「単離された」は、その生産環境の成分から特
定され、分離されおよび／または回収された結合分子を意味する。好ましくは、単離され
た結合分子は、その生産環境由来のすべての他の成分を伴わないものである。その生産環
境の混入成分、例えば組み換えトランスフェクト細胞から生じたものは、典型的にそのポ
リペプチドの診断的または治療的利用を妨げるであろう物質であり、酵素、ホルモンおよ
びその他のタンパク質性または非タンパク質性の溶質を含み得る。好ましい態様において
、結合分子は、（1）スピンカップ式配列決定装置の使用によって少なくとも15残基のN末
端もしくは内部アミノ酸配列を得るのに十分な程度まで、または（2）クマシーブルーも
しくは好ましくは銀染色を用いる非還元または還元条件下でのSDS-PAGEによって均質にな
るまで、精製される。しかし、通常、単離された抗体は、少なくとも1つの精製工程によ
って調製される。
【００６２】
　本明細書に記載される結合分子のアミノ酸配列修飾が考慮に入れられる。例えば、抗体
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の結合親和性および／またはその他の生物学的特性を改善することが望ましい場合がある
。結合分子のアミノ酸配列変種は、結合分子の核酸に適当なヌクレオチド変化を導入する
ことによってまたはペプチド合成によって調製される。
【００６３】
　そのような修飾は、例えば、結合分子のアミノ酸配列内の残基の欠失および／または挿
入および／または置換を含む。最終構築物が所望の特性を保持する限り、欠失、挿入およ
び置換の任意の組み合わせが、その最終構築物に到達するためになされる。アミノ酸の変
化はまた、結合分子の翻訳後プロセスを変更し得る、例えば、グリコシル化部位の数また
は位置を変化させ得る。好ましくは、1、2、3、4、5、6、7、8、9または10個のアミノ酸
がCDRにおいて置換され得、1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、
17、18、19、20または25個のアミノ酸がフレームワーク領域（FR）において置換され得る
。置換は、好ましくは、本明細書に記載されるような保存的置換である。付加的にまたは
代替的に、1、2、3、4、5または6個のアミノ酸がCDRの各々において挿入または欠失され
得（当然、それらの長さに依存して）、1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、1
4、15、16、17、18、19、20または25個のアミノ酸がFRの各々において挿入または欠失さ
れ得る。
【００６４】
　変異誘発に好ましい位置である結合分子の特定の残基または領域の同定に有用な方法は
、Science, 244: 1081-1085 (1989)においてCunningham and Wellsによって記載されるよ
うに「アラニンスキャン変異誘発」と呼ばれるものである。この方法では、結合分子内の
残基または標的残基群が、同定され（例えば、荷電残基、例えばarg、asp、his、lysおよ
びglu）、そしてエピトープに対するそのアミノ酸の相互作用に影響を与えるよう、中性
または負荷電アミノ酸（最も好ましくは、アラニンまたはポリアラニン）で置き換えられ
る。
【００６５】
　この置換に対して機能的感受性を示すアミノ酸位置は、次いで、その置換部位にまたは
置換部位のためにさらなるまたはその他の変種を導入することによって厳選される。した
がって、アミノ酸配列変種の導入部位は予め決定されるが、変異の性質自体は予め決定さ
れる必要はない。例えば、所定部位における変異の働きを分析するため、alaスキャンま
たは無作為変異誘発が標的のコドンまたは領域において行われ、そして発現される結合分
子の変種が所望の活性についてスクリーニングされる。
【００６６】
　好ましくは、アミノ酸配列挿入は、1、2、3、4、5、6、7、8、9または10残基～100残基
またはそれ以上を含むポリペプチドの長さの範囲の、アミノおよび／またはカルボキシル
末端融合ならびに単一または複数のアミノ酸残基の配列内挿入を含む。結合分子の挿入変
種は、酵素への抗体のNまたはC末端の融合または抗体の血清半減期を増加させるポリペプ
チドへの融合を含む。
【００６７】
　別のタイプの変種は、アミノ酸置換変種である。これらの変種は、好ましくは、結合分
子の少なくとも1、2、3、4、5、6、7、8、9または10個のアミノ酸残基が異なる残基で置
き換えられたものである。置換変異誘発に関する最大の関心対象の部位は、重鎖および／
または軽鎖のCDR、特に超可変領域を含むが、重鎖および／または軽鎖におけるFRの変更
もまた考慮に入れられる。
【００６８】
　例えば、CDR配列が6個のアミノ酸を含む場合、これらのアミノ酸のうちの1、2または3
個が置換されることが想定される。同様に、CDR配列が15個のアミノ酸を含む場合、これ
らのアミノ酸の1、2、3、4、5または6個が置換されることが想定される。
【００６９】
　一般に、重鎖および／または軽鎖のCDRの1つもしくは複数またはすべてにおいてアミノ
酸が置換される場合、それによって得られる「置換された」配列が「当初の」CDR配列と
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少なくとも60％同一であることが好ましく、より好ましくは65％、さらにより好ましくは
70％、特別に好ましくは75％、より特別に好ましくは80％である。これは、それがどの程
度「置換された」配列と同一であるのかがCDRの長さに依存することを意味する。例えば
、5アミノ酸を有するCDRは、少なくとも1つのアミノ酸が置換される場合、好ましくはそ
の置換されたアミノ酸配列と少なくとも80％同一である。したがって、結合分子のCDRは
、それらの置換された配列に対して異なる程度の同一性を有し得る、例えば、CDRL1は80
％を有し得、CDRL3は90％を有し得る。
【００７０】
　好ましい置換（または置き換え）は、保存的置換である。しかし、結合分子が第1の結
合ドメインを通じてBCMAに結合し第2の結合ドメインを通じてCD3イプシロンに結合する能
力を保持する限りおよび／またはそのCDRがそのように置換される配列に対して同一性を
有する（「当初」のCDR配列に対して少なくとも60％、より好ましくは65％、さらにより
好ましくは70％、特別に好ましくは75％、さらに特別に好ましくは80％同一である）限り
、任意の置換（非保存的置換または以下の表1に列挙される「例示的な置換」の1つもしく
は複数を含む）が想定されている。
【００７１】
　保存的置換は、表1の「好ましい置換」という見出しの下に示されている。そのような
置換が生物学的活性を変化させる場合、表1で「例示的な置換」として挙げられたまたは
アミノ酸クラスに関して以下にさらに記載されるようなより実質的な変更が導入され、そ
してその生産物が所望の特性についてスクリーニングされ得る。
【００７２】
　（表１）アミノ酸置換

【００７３】
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　本発明の結合分子の生物学的特性の実質的修飾は、（a）置換領域のポリペプチド骨格
の構造、例えばシートもしくはらせん立体構造、（b）標的部位における分子の電荷もし
くは疎水性、または（c）側鎖のかさ高さ、の維持に対するそれらの効果が有意に異なる
置換を選択することによって達成される。天然に存在する残基は、共通の側鎖特性に基づ
きグループ分けされる：（1）疎水性：ノルロイシン、met、ala、val、leu、ile；（2）
中性親水性；cys、ser、thr；（3）酸性：asp、glu；（4）塩基性：asn、gin、his、lys
、arg；（5）鎖の配向性に影響する残基：gly、pro；および（6）芳香族：trp、tyr、phe
。
【００７４】
　非保存的置換は、これらのクラスのうちの1つのメンバーから別のクラスのメンバーへ
の交換を伴うものであろう。結合分子の適切な立体構造の維持に関与しない任意のシステ
イン残基は、その分子の酸化安定性を改善し異常な架橋を防ぐために、通常セリンで置換
され得る。逆に、システイン結合は、抗体に対して、その安定性（特にその抗体が抗体フ
ラグメント、例えばFvフラグメントである場合）を改善するために添加され得る。
【００７５】
　特に好ましいタイプの置換変種は、親抗体（例えば、ヒト化またはヒト抗体）の1つま
たは複数の超可変領域残基の置換を含むものである。通常、さらなる開発のために選択さ
れる得られた変種は、それらの起源となった親抗体に比して改善された生物学的特性を有
するものであろう。そのような置換変種を生成する簡便な方法は、ファージディスプレイ
を用いる親和性成熟を含む。簡潔に説明すると、いくつかの超可変領域部位（例えば、6
～7部位）が、各部位ですべての可能性のあるアミノ酸置換が生成されるよう変異される
。そのように生成された抗体変種は、1価の形態で、繊維状ファージ粒子から、各粒子内
にパッケージングされたM13の遺伝子III産物との融合物として提示される。ファージディ
プレイされた変種は、次に、修飾のための超可変領域部位候補を同定するために、本明細
書に開示されるようにしてそれらの生物学的活性（例えば、結合親和性）についてスクリ
ーニングされ、抗原結合に有意に寄与する超可変領域残基を同定するために、アラニンス
キャン変異誘発が行われ得る。あるいはまたは加えて、結合ドメインおよび例えばヒトBC
MAの間の接触点を同定するために、抗原・抗体複合体の結晶構造を分析することが有益で
あり得る。そのような接触残基および隣接残基は、本明細書で詳述される技術にしたがう
置換の候補である。そのような変種が生成された後、変種のパネルが本明細書に記載され
るスクリーニングに供され、そして1つまたは複数の関連するアッセイにおいて優れた特
性を示す抗体が、さらなる開発のために選択され得る。
【００７６】
　結合分子のその他の修飾も本明細書で考慮に入れられる。例えば、結合分子は、様々な
非タンパク質性ポリマー、例えばポリエチレングリコール、ポリプロピレングリコール、
ポリアルキレンまたはポリエチレングリコールおよびポリプロピレングリコールのコポリ
マー、の1つに連結され得る。結合分子はまた、例えばコアセルベーション技術によって
または界面重合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
チルセルロースまたはゼラチンマイクロカプセルおよびポリ（メチルメタクリレート）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、アルブミンマイ
クロスフィア、マイクロエマルジョン、ナノ粒子およびナノカプセル）に、またはマクロ
エマルジョンに捕捉され得る。そのような技術は、Remington's Pharmaceutical Science
s, 16th edition, Oslo, A., Ed.,(1980)に開示されている。
【００７７】
　本明細書に開示される結合分子はまた、免疫リポソームとして処方され得る。「リポソ
ーム」は、哺乳動物への薬物送達に有用な様々なタイプの脂質、リン脂質および／または
界面活性剤から構成される小さな小胞である。リポソームの成分は通常、生体膜の脂質の
配置と同様の2重層の形式で配置される。抗体を含むリポソームは、例えば、Epstein et 
al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 82: 3688 (1985); Hwang et al., Proc. Natl Acad.
 Sci. USA, 77: 4030 (1980); 米国特許第4,485,045号および同第4,544,545号；ならびに
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1997年10月23日公開のWO 97/38731に記載されるような当技術分野で公知の方法によって
調製される。循環時間が強化されたリポソームは、米国特許第5,013,556号に開示されて
いる。特に有用なリポソームは、ホスファチジルコリン、コレステロールおよびPEG誘導
体化ホスファチジルエタノールアミン（PEG-PE）を含む脂質組成物を用いる逆相蒸発法に
よって生成され得る。リポソームは、所望の直径のリポソームを得るために、規定の孔サ
イズのフィルターを通して押出しされる。本発明の抗体のFab'フラグメントは、ジスルフ
ィド交換反応を通じてMartin et al. J. Biol. Chem. 257: 286-288 (1982)に記載される
ようなリポソームにコンジュゲートされ得る。場合により、化学療法剤がリポソーム内に
含められる。Gabizon et al. J. National Cancer Inst. 81 (19) 1484 (1989)を参照の
こと。
【００７８】
　組み換え技術を用いる場合、結合分子は、ペリプラズム間隙で細胞内産生され得、また
は培地に直接分泌され得る。結合分子が細胞内産生される場合、最初の工程として、宿主
細胞または溶解したフラグメントのいずれかの粒状の残骸が、例えば遠心分離または限外
ろ過によって除去される。Carter et al., Bio/Technology 10: 163-167 (1992)は、大腸
菌（E.coli）のペリプラズム間隙に分泌された抗体を単離する手順を記載している。
【００７９】
　細胞から調製される結合分子組成物は、例えばヒドロキシアパタイトクロマトグラフィ
ー、ゲル電気泳動、透析および親和性クロマトグラフィーを用いて精製され得、親和性ク
ロマトグラフィーが好ましい精製技術である。
【００８０】
　さらなる局面において、本発明は、本発明の結合分子をコードする核酸配列に関する。
「核酸」という用語は、当業者に周知であり、DNA（例えば、cDNA）およびRNA（例えば、
mRNA）を含む。核酸は、2本鎖および1本鎖、直鎖状および環状であり得る。核酸分子は、
好ましくは、好ましくは宿主細胞の中に含まれる、ベクターの中に含まれる。宿主細胞は
、例えば、本発明の核酸配列を用いた形質転換またはトランスフェクションの後に、結合
分子を発現することができる。その目的で、核酸分子は、制御配列に機能的に連結される
。
【００８１】
　ベクターは、（外来）遺伝子物質を細胞内に運搬するためのビヒクルとして使用される
核酸分子である。「ベクター」という用語は、プラスミド、ウイルス、コスミドおよび人
工染色体を含むがこれらに制限されない。一般に、工学ベクターは、複製起点、マルチク
ローニング部位および選択マーカーを含む。ベクター自体は、一般に、インサート（導入
遺伝子）およびベクターの「骨格」の役割をするより大きな配列を含むヌクレオチド配列
、通常DNA配列である。最近のベクターは、導入遺伝子インサートおよび骨格に加えて追
加の特徴：プロモーター、遺伝子マーカー、抗生物質耐性、レポーター遺伝子、標的化配
列、タンパク質精製タグを含み得る。発現ベクター（発現構築物）と呼ばれるベクターは
特に、標的細胞において導入遺伝子を発現させるためのものであり、一般に、制御配列、
例えば導入遺伝子の発現を促すプロモーター配列を有する。標的細胞へのベクターの投入
は、通常、細菌細胞の場合は「形質転換」、真核生物細胞の場合は「トランスフェクショ
ン」と呼ばれるが、ウイルスベクターの投入は「形質導入」とも呼ばれる。
【００８２】
　本明細書で使用される場合、「宿主細胞」という用語は、本発明の結合分子をコードす
る核酸が形質転換、トランスフェクション等によって導入される細胞を表すことが意図さ
れている。そのような用語は、特定の対象細胞だけでなく、そのような細胞の子孫または
潜在的子孫も表すことを理解されたい。後続の世代では変異または環境の影響のいずれか
により一定の修飾が起こり得るので、そのような子孫は、実際には、その親細胞と同一で
はないかもしれないが、そうであっても本明細書で使用される場合はこの用語の範囲に含
まれる。
【００８３】
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　本明細書で使用される場合、「発現」という用語は、転写、転写後修飾、翻訳、翻訳後
修飾および分泌を含むがこれらに限定されない、本発明の結合分子の産生に関与する任意
の工程を含む。
【００８４】
　「制御配列」という用語は、機能的に連結されたコード配列を特定の宿主生物において
発現させるのに必要なDNA配列を表す。原核生物に適した制御配列は、例えば、プロモー
ター、場合によりオペレーター配列およびリボソーム結合部位を含む。真核生物細胞は、
プロモーター、ポリアデニル化シグナルおよびエンハンサーを利用することが公知である
。
【００８５】
　核酸は、それが別の核酸配列との機能的関係の下に置かれている場合、「機能的に連結
」されている。例えば、プレ配列もしくは分泌リーダーのためのDNAがポリペプチドのた
めのDNAに機能的に連結されているのは、それがポリペプチドの分泌に関与するプレタン
パク質として発現される場合であり；プロモーターもしくはエンハンサーがコード配列に
機能的に連結されているのは、それがその配列の転写に影響する場合であり；またはリボ
ソーム結合部位がコード配列に機能的に連結されているのは、それが翻訳を促進するよう
配置される場合である。一般に、「機能的に連結」は、連結されるDNA配列が連続してい
ること、および、分泌リーダーの場合は、連続しかつリーディングフェーズ内にあること
を意味する。しかし、エンハンサーは、連続している必要がない。連結は、都合の良い制
限部位でのライゲーションによって達成される。そのような部位が存在しない場合、従来
の実務にしたがい、合成性のオリゴヌクレオチドアダプターまたはリンカーが使用される
。
【００８６】
　「宿主細胞」、「標的細胞」または「レシピエント細胞」という用語は、ベクターまた
は外因性の核酸分子、ポリヌクレオチドおよび／もしくはタンパク質の組み込みのための
レシピエントであり得るまたはすでにレシピエントとなっている任意の個々の細胞または
細胞培養物を含むことが意図されている。それはまた1つの細胞の子孫を含むことも意図
されており、その子孫は、自然、偶発的または計画的変異により、必ずしも元の親細胞と
（形態またはゲノムもしくは総DNAの補完性の点で）完全に同一でないかもしれない。細
胞は原核生物細胞または真核生物細胞であり得、細菌細胞、酵母細胞、動物細胞および哺
乳動物細胞、例えばマウス、ラット、マカクまたはヒトを含むがこれらに限定されない。
【００８７】
　適当な宿主細胞は、原核生物ならびに酵母、真菌、昆虫細胞および哺乳動物細胞を含む
真核生物宿主細胞を含む。
【００８８】
　本発明の結合分子は、細菌において産生され得る。発現後、本発明の結合分子、好まし
くは結合分子は、溶液画分において大腸菌細胞ペーストから単離され、そして例えば親和
性クロマトグラフィーおよび／またはサイズ排除を通じて精製され得る。最終精製は、例
えばCHO細胞において発現させた抗体を精製するためのプロセスと同様に行われ得る。
【００８９】
　原核生物に加えて、真核微生物、例えば糸状菌または酵母が、本発明の結合分子に適し
たクローニングまたは発現宿主である。出芽酵母（Saccharomyces cerevisiae）または一
般パン酵母は、下等真核宿主微生物の中で最も一般的に使用されている。しかし、多くの
他の属、種および株が一般に利用可能であり、かつ本発明において有用である、例えば、
分裂酵母（Schizosaccharomyces pombe）、クルイベロマイセス（Kluyveromyces）宿主、
例えばK.ラクチス（K. lactis）、K.フラジリス（K. fragilis）（ATCC 12424）、K.ブル
ガリクス（K. bulgaricus）（ATCC 16045）、K.ウィッカラミイ（K. wickeramii）（ATCC
 24178）、K.ウォルチイ（K. waltii）（ATCC 56500）、K.ドロソフィラルム（K. drosop
hilarum）（ATCC 36906）、K.サーモトレランス（K. thermotolerans）およびK.マルキシ
アヌス（K. marxianus）；ヤロウイア（yarrowia）（EP 402 226）；ピキア・パストリス
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（Pichia pastoris）（EP 183 070）；カンジダ（Candida）；トリコダーマ・リーシア（
Trichoderma reesia）（EP 244 234）；ニューロスポラ・クラッサ（Neurospora crassa
）；シュワンニオミセス（Schwanniomyces）、例えばシュワンニオミセス・オクシデンタ
リス（Schwanniomyces occidentalis）；ならびに糸状菌、例えばニューロスポラ、ペニ
シリウム（Penicillium）、トリポクラジウム（Tolypocladium）およびアスペルギルス（
Aspergillus）宿主、例えばA.ニデュランス（A. nidulans）およびA.ニガー（A. niger）
。
【００９０】
　本発明のグリコシル化結合分子、好ましくは抗体由来結合分子の発現に適した宿主細胞
は、多細胞生物から得られる。無脊椎動物細胞の例は、植物および昆虫細胞を含む。多く
のバキュロウイルス株および変種ならびにヨトウガ（Spodoptera frugiperda）（毛虫）
、ネッタイシマカ（Aedes aegypti）（蚊）、ヒトスジシマカ（Aedes albopictus）（蚊
）、キイロショウジョウバエ（Drosophila melanogaster）（ショウジョウバエ）および
カイコ（Bombyx mori）等の宿主由来の対応する許容される昆虫宿主細胞が同定されてい
る。トランスフェクションのための様々なウイルス株、例えばオートグラファ・カリフォ
ルニカ（Autographa californica）NPVのL-1変種およびカイコNPVのBm-5株、が公的に入
手可能であり、そのようなウイルスが、本発明にしたがい本明細書においてウイルスとし
て、特にヨトウガ細胞のトランスフェクションのために、使用され得る。
【００９１】
　綿、トウモロコシ、ジャガイモ、ダイズ、ペチュニア、トマト、シロイヌナズナおよび
タバコの植物細胞培養物もまた、宿主として使用され得る。植物細胞培養物におけるタン
パク質の産生に有用なクローニングおよび発現ベクターは当業者に公知である。例えば、
Hiatt et al., Nature (1989) 342: 76-78、Owen et al. (1992) Bio/Technology 10: 79
0-794、Artsaenko et al. (1995) The Plant J 8: 745-750およびFecker et al. (1996) 
Plant Mol Biol 32: 979-986を参照のこと。
【００９２】
　しかし、脊椎動物細胞に対する関心が最も高く、培養（組織培養）下での脊椎動物細胞
の繁殖は慣用手順となっている。有用な哺乳動物宿主細胞株の例は、SV40によって形質転
換されたサル腎臓CV1株（COS-7、ATCC CRL 1651）；ヒト胎児腎臓株（293または懸濁培養
下での成長に関してサブクローニングされた293細胞、Graham et al., J. Gen Virol. 36
: 59 (1977)）；ベビーハムスター腎臓細胞（BHK、ATCC CCL 10）；チャイニーズハムス
ター卵巣細胞／-DHFR（CHO、Urlaub et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77: 4216 (19
80)）；マウスセルトリ細胞（TM4、Mather, Biol. Reprod. 23: 243-251 (1980)）；サル
腎臓細胞（CV1 ATCC CCL 70）；アフリカミドリザル腎臓細胞（VERO-76、ATCC CRL1587）
；ヒト子宮頸癌細胞（HELA、ATCC CCL 2）；イヌ腎臓細胞（MDCK、ATCC CCL 34）；バッ
ファローラット肝臓細胞（BRL 3A、ATCC CRL 1442）；ヒト肺細胞（W138、ATCC CCL 75）
；ヒト肝臓細胞（Hep G2、1413 8065）；マウス乳癌（MMT 060562、ATCC CCL5 1）；TRI
細胞（Mather et al., Annals N. Y Acad. Sci. 383: 44-68 (1982)）；MRC 5細胞；FS4
細胞；およびヒトヘパトーマ株（Hep G2）である。
【００９３】
　組み換え技術を用いる場合、本発明の結合分子は、ペリプラズム間隙で細胞内産生され
得、または培地に直接分泌され得る。結合分子が細胞内産生される場合、最初の工程とし
て、宿主細胞または溶解したフラグメントのいずれかの粒状の残骸が、例えば遠心分離ま
たは限外ろ過によって除去される。Carter et al., Bio/Technology 10: 163-167 (1992)
は、大腸菌のペリプラズム間隙に分泌された抗体を単離する手順を記載している。簡潔に
説明すると、細胞ペーストを、酢酸ナトリウム（pH 3.5）、EDTAおよびフッ化フェニルメ
チルスルホニル（PMSF）の存在下で約30分間解凍する。細胞の残骸は、遠心分離によって
除去され得る。抗体が培地中に分泌される場合、通常最初に、そのような発現システムの
上清が、市販のタンパク質濃縮フィルター、例えばAmiconまたはMillipore Pellicon限外
ろ過ユニットを用いて遠心分離される。プロテアーゼ阻害剤、例えばPMSFは、タンパク質
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分解を阻害するために、上記の工程のいずれかにおいて含められ得、そして抗生物質は、
外来混入物の成長を防ぐために、含められ得る。
【００９４】
　宿主細胞から調製された本発明の結合分子は、例えばヒドロキシアパタイトクロマトグ
ラフィー、ゲル電気泳動、透析および親和性クロマトグラフィーを用いて精製され得、親
和性クロマトグラフィーが好ましい精製技術である。
【００９５】
　親和性リガンドを付加するマトリクスは、アガロースであることが最も多いが、他のマ
トリクスも利用可能である。機械的に安定なマトリクス、例えば規定の孔を有するガラス
またはポリ（スチレンジビニル）ベンゼンは、アガロースを用いて達成できるよりも速い
流速および短い処理時間を実現する。本発明の結合分子がCH3ドメインを含む場合、Baker
bond ABXMresin（J. T. Baker, Phillipsburg, NJ）が精製に有用である。他のタンパク
質精製技術、例えばイオン交換カラムによる分画、エタノール沈降、逆相HPLC、シリカに
よるクロマトグラフィー、ヘパリンSEPHAROSE（商標）によるクロマトグラフィー、アニ
オンまたはカチオン交換樹脂（例えば、ポリアスパラギン酸カラム）によるクロマトグラ
フィー、クロマトフォーカシング、SDS-PAGEおよび硫酸アンモニウム沈降もまた、回収さ
れる抗体に依存して利用可能である。
　別の局面においては、本明細書で定義される宿主細胞を、結合分子の発現を可能にする
条件下で培養する工程、および、産生された結合分子を培養物から回収する工程を含む、
本発明の結合分子を製造するプロセスが提供される。
【００９６】
　「培養」という用語は、培地中での適切な条件下での細胞のインビトロ維持、分化、成
長、増殖および／または繁殖を表す。
【００９７】
　代替の態様においては、本発明の結合分子を含むまたは本発明のプロセスにしたがって
製造される組成物が提供される。好ましくは、組成物は薬学的組成物である。
　本明細書で使用される場合、「薬学的組成物」という用語は、患者、好ましくはヒト患
者に投与する組成物を表す。特定の好ましい本発明の薬学的組成物は、本発明の結合分子
を含む。好ましくは、薬学的組成物は、担体、安定剤および／または賦形剤の適当な処方
物を含む。好ましい態様において、薬学的組成物は、非経口、経皮、腔内、動脈内、くも
膜下腔内および／もしくは鼻腔内投与または組織への直接注射のための組成物を含む。組
成物が注入または注射を通じて患者に投与されることが特に想定されている。適当な組成
物の投与は、異なる方法によって、例えば、静脈内、腹腔内、皮下、筋内、局所または皮
内投与によって、行われ得る。特に、本発明は、適当な組成物の中断のない投与を提供す
る。非限定的な例として、中断のない、すなわち連続的な投与は、患者体内への治療剤の
流入を計量する患者に装着された小型ポンプシステムによって行われ得る。本発明の結合
分子を含む薬学的組成物は、このポンプシステムを用いることによって投与され得る。そ
のようなポンプシステムは概ね当技術分野で公知であり、一般には注入される治療剤を含
むカートリッジの定期的交換が必要である。そのようなポンプシステムにおいてカートリ
ッジを交換する際、それ以外では中断されない患者体内への治療剤の流入の一時的中断が
生じ得る。そのような場合であっても、カートリッジ交換前の投与フェーズとカートリッ
ジ交換後の投与フェーズは、薬学的手段および本発明の方法のどちらの意味においても、
依然としてそのような治療剤の「中断のない」投与を構成するとみなされるであろう。
【００９８】
　本発明のこれらの結合分子の連続的なまたは中断のない投与は、流体をリザーバから送
り出すための流体送出機構および送出機構を作動させるための作動機構を含む、流体送達
デバイスまたは小型ポンプシステムによる静脈内または皮下投与であり得る。皮下投与用
のポンプシステムは、患者の皮膚に突き入り適当な組成物を患者体内に送達するための針
またはカニューレを含み得る。このポンプシステムは、静脈、動脈または血管に関係なく
、ポンプシステムと患者の皮膚が直接接触するよう患者の皮膚に直接固定または取り付け
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られ得る。ポンプシステムは、患者の皮膚に24時間～数日間取り付けられ得る。ポンプシ
ステムは、少量のリザーバを有する小サイズのものであり得る。非限定的な例として、投
与される適当な薬学的組成物のためのリザーバの容量は、0.1～50mlの間であり得る。
　連続的な投与は、皮膚に装着され一定間隔で交換されるパッチによる経皮投与であり得
る。当業者は、この目的に適した薬物送達のためのパッチシステムに精通している。経皮
投与は、第1の使いきったパッチの交換が、新しい第2のパッチを例えば第1の使いきった
パッチのすぐ隣の皮膚表面におよび第1の使いきったパッチの除去直前に設置するのと同
時に達成され得る利点があるために、中断のない投与に特に適しているに注目されたい。
流れの中断または動力源喪失の問題は生じない。
【００９９】
　本発明の組成物はさらに、薬学的に許容される担体を含み得る。適当な薬学的担体の例
は当技術分野で周知であり、溶液、例えばリン酸緩衝生理食塩水溶液、水、エマルジョン
、例えば油／水エマルジョン、様々なタイプの湿潤剤、滅菌溶液、リポソーム等を含む。
そのような担体を含む組成物は、周知の従来法によって処方され得る。処方物は、炭水化
物、緩衝溶液、アミノ酸および／または界面活性剤を含み得る。炭水化物は、非還元糖、
好ましくはトレハロース、スクロース、八硫化物（octasulfate）、ソルビトールまたは
キシリトールであり得る。概ね、本明細書で使用される場合、「薬学的に許容される担体
」は、薬物投与に適合する任意かつすべての溶媒、分散媒、コーティング、抗菌および抗
真菌剤、等張および吸収遅延剤を意味する。薬学的に活性な物質のためにそのような媒体
および薬剤を使用することは当技術分野で周知である。許容される担体、賦形剤または安
定剤は、用いられる投薬量および濃度でレシピエントに対して非毒性であり、追加の緩衝
剤；保存剤；共溶媒；アスコルビン酸およびメチオニンを含む抗酸化物質；キレート化剤
、例えばEDTA；金属錯体（例えば、Zn・タンパク質錯体）；生分解性ポリマー、例えばポ
リエステル；塩形成性の対イオン、例えばナトリウム、多価糖アルコール；アミノ酸、例
えばアラニン、グリシン、アスパラギン、2-フェニルアラニンおよびスレオニン；糖また
は糖アルコール、例えばトレハロース、スクロース、八硫化物、ソルビトールまたはキシ
リトールスタキオース、マンノース、ソルボース、キシロース、リボース、ミオイニシト
ース（myoinisitose）、ガラクトース、ラクチトール、リビトール、ミオイニシトール、
ガラクチトール、グリセロール、シクリトール（例えば、イノシトール）、ポリエチレン
グリコール；硫黄含有還元剤、例えばグルタチオン、チオクト酸、チオグリコール酸ナト
リウム、チオグリセロール、[アルファ]-モノチオグリセロールおよびチオ硫酸ナトリウ
ム；低分子量タンパク質、例えばヒト血清アルブミン、ウシ血清アルブミン、ゼラチンま
たはその他の免疫グロブリン；ならびに親水性ポリマー、例えばポリビニルピロリドンを
含む。そのような処方物は、ポンプシステムを用いるおよび／または用いない静脈内また
は皮下投与であり得る連続的な投与のために使用され得る。アミノ酸は、荷電アミノ酸、
好ましくはリジン、リジン酢酸塩、アルギニン、グルタミン酸塩および／またはヒスチジ
ンであり得る。界面活性剤は、デタージェント（detergent）、好ましくは分子量が&gt;1
.2KDのそれ、および／またはポリエーテル、好ましくは分子量が&gt;3KDのそれ、であり
得る。好ましいデタージェントの非限定的な例は、Tween 20、Tween 40、Tween 60、Twee
n 80またはTween 85である。好ましいポリエーテルの非限定的な例は、PEG 3000、PEG 33
50、PEG 4000またはPEG 5000である。本発明において使用される緩衝システムは、5～9の
好ましいpHを有し得、クエン酸塩、コハク酸塩、リン酸塩、ヒスチジンおよび酢酸塩を含
み得る。
【０１００】
　本発明の組成物は、例えば漸増用量の本明細書に記載される種間特異性を示す本発明の
ポリペプチドを非チンパンジー霊長類、例えばマカク、に投与する用量増加研究によって
決定され得る適当な用量で対象に投与され得る。上記のように、本明細書に記載される種
間特異性を示す本発明の結合分子は、非チンパンジー霊長類における前臨床試験において
およびヒトにおける薬物として同一の形態で使用できる利点がある。これらの組成物はま
た、他のタンパク質性および非タンパク質性薬物と組み合わせて投与され得る。これらの
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薬物は、本明細書で定義される本発明のポリペプチドを含む組成物を用いて同時に投与さ
れ得または該ポリペプチドの投与前もしくは投与後に定義された時間間隔および用量で別
々に投与され得る。投薬レジメンは、担当医および臨床的要因によって決定されるであろ
う。医学分野で周知のように、ある1人の患者に対する投薬量はその患者のサイズ、体の
表面積、年齢、投与される個々の化合物、性別、投与時間および経路、健康状態全般なら
びに同時に投与される他の薬物を含む、多くの要因に依存する。
　非経口投与用の調製物は、滅菌された水性または非水性の溶液、懸濁物およびエマルジ
ョンを含む。非水性溶媒の例は、プロピレングリコール、ポリエチレングリコール、植物
油、例えばオリーブ油、および注射可能な有機エステル、例えばオレイン酸エチルである
。水性担体は、生理食塩水および緩衝化媒体を含む、水、アルコール性／水性の溶液、エ
マルジョンまたは懸濁物を含む。非経口ビヒクルは、塩化ナトリウム溶液、リンゲルデキ
ストロース、デキストロースおよび塩化ナトリウム、乳酸加リンゲルまたは固定油を含む
。静脈内用ビヒクルは、流体および栄養補給物、電解質補給物（例えば、リンゲルデキス
トロースに基づくもの）等を含む。保存剤および他の添加物、例えば抗菌物質、抗酸化物
質、キレート化剤、不活性ガス等もまた存在し得る。加えて、本発明の組成物は、例えば
、好ましくはヒト起源の、血清アルブミンまたは免疫グロブリンのようなタンパク質性の
担体を含み得る。本発明の組成物は、その組成物の意図されている用途に依存して、本明
細書で定義される本発明のポリペプチドに加えてさらなる生物学的に活性な薬剤を含み得
ることが想定されている。そのような薬剤は、胃腸管系に作用する薬物、細胞静止剤とし
て作用する薬物、高尿酸血症（hyperurikemia）を予防する薬物、免疫反応を阻害する薬
物（例えば、コルチコステロイド）、炎症応答を調整する薬物、循環器系に作用する薬物
および／または当技術分野で公知の薬剤、例えばサイトカイン、であり得る。本発明の結
合分子は、共同療法で、すなわち、別の抗癌医薬と併用して適用されることも想定されて
いる。
【０１０１】
　本明細書で定義される薬学的組成物の生物学的活性は、例えば、以下の実施例に、WO 9
9/54440にまたはSchlerethら（Cancer Immunol. Immunother. 20 (2005), 1-12）によっ
て記載されたような、細胞毒性アッセイによって決定され得る。本明細書で使用される「
効能」または「インビボ効能」は、例えば標準化されたNCIの応答基準を用いる、本発明
の薬学的組成物による治療に対する応答を表す。本発明の薬学的組成物を用いる治療の成
功またはインビボ効能は、その意図されている目的に対する組成物の有効性、すなわち、
その所望の効果、すなわち病理学的細胞、例えば腫瘍細胞の枯渇、をもたらす組成物の能
力、を表す。インビボ効能は、白血球数、分化、蛍光活性化細胞選別、骨髄吸引を含むが
これらに限定されない、各々の疾患において確立されている標準的方法によってモニタリ
ングされ得る。加えて、様々な疾患に特異的な臨床化学パラメータおよびその他の確立さ
れた標準的方法が使用され得る。さらに、コンピューター断層撮影、X線、核磁気共鳴断
層撮影（例えば、National Cancer Institute基準に基づく応答評価のため［Cheson BD, 
Horning SJ, Coiffier B, Shipp MA, Fisher RI, Connors JM, Lister TA, Vose J, Gril
lo-Lopez A, Hagenbeek A, Cabanillas F, Klippensten D, Hiddemann W, Castellino R,
 Harris NL, Armitage JO, Carter W, Hoppe R, Canellos GP. Report of an internatio
nal workshop to standardize response criteria for non-Hodgkin's lymphomas. NCI S
ponsored International Working Group. J Clin Oncol. 1999 Apr; 17(4): 1244］）、
ポジトロン放出断層走査、白血球数、分化、蛍光活性化細胞選別、骨髄吸引、リンパ節生
検／組織学、および様々なリンパ腫に特異的な臨床化学パラメータ（例えば、乳酸デヒド
ロゲナーゼ）ならびにその他の確立されている標準的方法が使用され得る。
【０１０２】
　薬物、例えば本発明の薬学的組成物、の開発における別の大きな課題は、薬物動態特性
を予測できるよう調整することである。この目的で、候補薬物の薬物動態プロフィール、
すなわち、所定の状態を処置する特定の薬物の能力に影響する薬物動態パラメータのプロ
フィール、が確立され得る。特定の疾患を処置する薬物の能力に影響する薬物の薬物動態
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パラメータは、半減期、分布容積、肝臓の初回通過時代謝および血液血清結合度を含むが
これらに限定されない。所定の薬物の効能は、上記のパラメータの各々によって影響され
得る。
　「半減期」は、投与された薬物の50％が生物学的プロセス、例えば代謝、排出等を通じ
て排除される時間を意味する。
【０１０３】
　「肝臓の初回通過時代謝」は、薬物が肝臓に最初に接したとき、すなわち、肝臓の初回
通過の間に、代謝される性質を意味する。
【０１０４】
　「分布容積」は、例えば細胞内および細胞外空間、組織および臓器等のような、身体の
様々な区画における薬物の保持ならびにこれらの区画内での薬物の分配の程度を表す。
【０１０５】
　「血液血清結合度」は、薬物が血液血清タンパク質、例えばアルブミンに相互作用およ
び結合してその薬物の生物学的活性を減少または喪失させる性質を意味する。
【０１０６】
　薬物動態パラメータはまた、バイオアベイラビリティ、ラグタイム（Tlag）、Tmax、吸
収速度、より多い作用発現（more onset）および／または投与される所定の薬物量につい
てのCmaxを含む。「バイオアベイラビリティ」は、血液区画の薬物の量を意味する。「ラ
グタイム」は、薬物の投与から血液または血漿中でのその検出および測定可能段階までの
間の時間の遅れを意味する。
【０１０７】
　「Tmax」は、それ以降に薬物の最大血中濃度が達成される時間であり、「Cmax」は、所
定の薬物によって得られる最大の血中濃度である。その生物学的効果に必要とされる薬物
の血中または組織濃度に達するまでの時間は、すべてのパラメータに影響される。上記の
ような非チンパンジー霊長類における前臨床動物試験において決定され得る、種間特異性
を示す二重特異性単鎖抗体の薬物動態パラメータは、例えばSchlerethら（Cancer Immuno
l. Immunother. 20 (2005), 1-12）による刊行物にも示されている。
【０１０８】
　本明細書で使用される「毒性」という用語は、有害事象または重篤な有害事象において
見られる薬物の毒性の効果を表す。これらの副事象は、全体的な薬物の認容性の欠如およ
び／または投与後の局所的な認容性の欠如を表し得る。毒性はまた、その薬物によって引
き起こされる催奇形効果または発癌効果を含み得る。
【０１０９】
　本明細書で使用される「安全性」、「インビボ安全性」または「認容性」という用語は
、投与直後に（局所的認容性）およびより長期の薬物適用期間の間に重篤な有害事象を誘
導しない薬物の投与と定義される。「安全性」、「インビボ安全性」または「認容性」は
、例えば、処置中およびフォローアップ期間中に一定間隔で評価され得る。測定は、臨床
評価、例えば臓器の兆候、および検査異常のスクリーニングを含む。臨床評価が実施され
、NCI-CTCおよび／またはMedDRA標準にしたがう正常所見からの逸脱が記録／コード化さ
れ得る。臓器の兆候は、例えばCommon Terminology Criteria for adverse events v3.0
（CTCAE）に示されるように、アレルギー／免疫学、血液／骨髄、心不整脈、凝固等の基
準を含み得る。試験され得る検査パラメータは、例えば、血液学、臨床化学、凝固プロフ
ィールおよび尿検査ならびにその他の体液、例えば血清、血漿、リンパまたは脊髄液、リ
カー等の試験が含まれる。したがって安全性は、例えば身体試験、画像化技術（すなわち
、超音波、x線、CTスキャン、磁気共鳴画像化（MRI）、専門的装置を用いるその他の測定
（すなわち、心電図）、バイタルサインによって、検査パラメータを測定し有害事象を記
録することによって、評価され得る。例えば、本発明にしたがう使用および方法において
、非チンパンジー霊長類における有害事象が組織病理学および／または組織化学法により
試験され得る。
【０１１０】
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　「有効用量」または「有効投薬量」は、所望の効果を達成するまたは少なくとも部分的
に達成するのに十分な量と定義される。「治療有効用量」という用語は、疾患にすでに罹
患している患者において疾患およびその合併症を治癒するまたは少なくとも部分的に抑止
するのに十分な量と定義される。この用途に効果的な量は、感染の重篤度および対象自身
の免疫系の全体的状態に依存するであろう。「患者」という用語は、予防的または治療的
処置のいずれかを受けるヒトおよびその他の哺乳動物対象を含む。
【０１１１】
　本明細書で使用される「有効かつ非毒性用量」という用語は、大きな毒性作用を生じさ
せずにまたは本質的に生じさせずに病理学的細胞の枯渇、腫瘍の除去、腫瘍の縮退または
疾患の安定化をもたらすのに十分高い、本発明の結合分子の認容可能な用量を表す。その
ような有効かつ非毒性用量は、例えば当技術分野で記載されている用量増加研究によって
決定され得、そしてそれは重篤な有害副事象を誘導する用量以下とされるべきである（用
量制限毒性、DLT）。
【０１１２】
　上記の用語はまた、例えば、Preclinical safety evaluation of biotechnology deriv
ed pharmaceuticals S6; ICH Harmonised Tripartite Guideline; ICH Steering Committ
ee meeting on July 16, 1997も参照する。
【０１１３】
　本発明の結合分子の適当な投薬量または治療有効量は、処置される状態、状態の重篤度
、これまでの治療ならびに患者の病歴および治療剤に対する応答に依存する。適当な用量
は、1度にまたは一連の投与により患者に投与され得るように、担当医の判断にしたがい
調節され得る。薬学的組成物は、単独の治療としてまたは必要な場合は追加の治療、例え
ば抗癌治療と併用して投与され得る。
【０１１４】
　本発明の薬学的組成物は、非経口投与、すなわち、皮下、筋内、静脈内、関節内および
／または滑液嚢内投与に特に有用である。非経口投与は、ボーラス注射または連続注入に
よるものであり得る。
【０１１５】
　薬学的組成物が凍結乾燥される場合、凍結乾燥された物質はまず、投与の前に適当な液
体で再構成される。凍結乾燥された物質は、例えば注射用静菌水（BWFI）、生理学的食塩
水、リン酸緩衝生理食塩水（PBS）または凍結乾燥の前にタンパク質を添加したのと同じ
処方物で再構成され得る。
【０１１６】
　好ましくは、本発明のまたは本発明のプロセスによって製造される結合分子は、増殖性
疾患、腫瘍性疾患または免疫学的障害から選択される疾患の予防、処置または寛解に使用
される。
【０１１７】
　本発明の代替の態様は、増殖性疾患、腫瘍性疾患または免疫学的障害から選択される疾
患の予防、処置または寛解のための方法であって、それを必要とする患者に本発明のまた
は本発明のプロセスによって製造される結合分子を投与する工程を含む方法、を提供する
。
【０１１８】
　本明細書に記載される処方物は、それを必要とする患者における本明細書に記載される
病理学的医学状態を処置し、寛解させ、かつ／または予防する薬学的組成物として有用で
ある。「処置」という用語は、治療的処置および予防または抑止手段の両方を表す。処置
は、その疾患、疾患の症状または疾患に対する素因を治癒させる、修復する、軽減する、
解放する、是正する、救済する、寛解させる、改善するまたはそれに影響を与える目的で
の、疾患／障害、疾患／障害の症状または疾患／障害の素因を有する患者の身体、単離さ
れた組織または細胞に対する処方物の適用または投与を含む。
【０１１９】
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　「処置を必要とする」は、すでに障害を有している者およびその障害を予防したい者を
含む。「疾患」という用語は、本明細書に記載されるタンパク質処方物を用いた処置から
利益を得るであろう任意の状態である。これは、哺乳動物が問題の疾患にかかりやすくな
る病理学的状態を含む、慢性および急性の障害または疾患を含む。本発明により処置され
る疾患／障害の非限定的な例は、増殖性疾患、腫瘍性疾患または免疫学的障害を含む。
【０１２０】
　好ましくは、本発明の結合分子は、BCMAの（過剰）発現と相関するB細胞障害、例えば
形質細胞障害および／または自己免疫疾患の予防、処置または寛解に使用される。自己免
疫疾患は、例えば、全身性エリテマトーデスまたは関節リウマチである。
【０１２１】
　BCMA/CD3二重特異性結合分子によって媒介される細胞毒性は、様々な方法で測定するこ
とができる。エフェクター細胞は、例えば、刺激され濃縮された（ヒト）CD8陽性T細胞ま
たは未刺激の（ヒト）末梢血単核細胞（PBMC）であり得る。標的細胞がマカク起源である
またはマカクBCMAを発現するもしくはマカクBCMAでトランスフェクトされている場合、エ
フェクター細胞もまた、マカク起源、例えばマカクT細胞株、例えば4119LnPxであるべき
である。標的細胞は、BCMA、例えばヒトまたはマカクBCMA（の少なくとも細胞外ドメイン
）を発現するものであるべきである。標的細胞は、BCMA、例えばヒトまたはマカクBCMAで
安定的または一過的にトランスフェクトされた細胞株（例えば、CHO）であり得る。ある
いは、標的細胞は、BCMA陽性の天然発現細胞株、例えばヒト多発性骨髄腫細胞株L363また
はNCI-H929であり得る。通常、EC50値は、その細胞表面上に高レベルのBCMAを発現する標
的細胞株に対して低くなると考えられる。エフェクター 対 標的細胞（E:T）比は、通常
、約10:1であるが、これは変更することもできる。BCMA/CD3二重特異性結合分子の細胞毒
性活性は、51クロム放出アッセイ（インキュベート時間約18時間）においてまたはFACSベ
ースの細胞毒性アッセイ（インキュベート時間約48時間）において測定することができる
。アッセイのインキュベート時間（細胞毒性反応）は変更することも可能である。細胞毒
性を測定する他の方法は、当業者に周知であり、生物発光アッセイ、スルホローダミンB
（SRB）アッセイ、WSTアッセイ、クローン形成アッセイおよびECIS技術を含む、MTTまた
はMTSアッセイ、ATPベースのアッセイを含む。
　本発明のBCMA/CD3二重特異性結合分子によって媒介される細胞毒性活性は、好ましくは
、細胞ベースの細胞毒性アッセイにおいて測定される。それは、半数効果濃度（ベースラ
インと最大の間の中間の細胞毒性反応を誘導する結合分子の濃度）に対応するEC50値によ
って表される。
【０１２２】
　BCMAの（過剰）発現と相関するB細胞障害、例えば形質細胞障害および／または自己免
疫疾患の処置または寛解のための方法であって、それを必要とする対象に本発明の結合分
子を投与する工程を含む方法もまた、本発明によって提供される。自己免疫疾患は、例え
ば、全身性エリテマトーデスまたは関節リウマチである。
　形質細胞障害では、形質細胞の1つのクローンが無制限に増殖する。結果として、この
クローンは、膨大な量の、Mタンパク質として公知の単一（モノクローナル）抗体を産生
する。いくつかの例において、例えば、単クローン性免疫グロブリン血症の例において、
産生される抗体は不完全であり、軽鎖のみまたは重鎖のみからなる。これらの異常な形質
細胞およびそれらが産生する抗体は、通常、1つのタイプに限定される。
　好ましくは、形質細胞障害は、多発性骨髄腫、形質細胞腫、形質細胞性白血病、マクロ
グロブリン血症、アミロイドーシス、ヴァルデンストレームマクログロブリン血症、孤立
性骨形質細胞腫、髄外性形質細胞腫、骨硬化性骨髄腫、重鎖病、意義不明の単クローン性
γグロブリン血症、およびくすぶり型多発性骨髄腫からなる群より選択される。
【０１２３】
　別の局面において、本発明の結合分子、本発明の核酸分子、本発明のベクターまたは本
発明の宿主細胞を含むキットが提供される。キットは、結合分子を含む1つまたは複数の
バイアルおよび使用説明書を含み得る。キットはまた、本発明の結合分子を投与するため
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の手段、例えば注射器、ポンプ、注入器等、本発明の結合分子を再構成するための手段お
よび／または本発明の結合分子を希釈するための手段を含み得る。
　本発明の別の局面において、第2の結合ドメインは、CD3イプシロンに結合できる。本発
明のさらに別の局面において、第2の結合ドメインは、ヒトCD3およびマカクCD3、好まし
くはヒトCD3イプシロンおよびマカクCD3イプシロンに結合できる。付加的にまたは代替的
に、第2の結合ドメインは、コモンマーモセット、ワタボウシタマリンおよび／またはコ
モンリスザルのCD3イプシロンに結合できる。これらの態様にしたがい、本発明の結合分
子の一方または両方の結合ドメインは、好ましくは、霊長類の哺乳動物目のメンバーに対
して種間特異的（cross-species specific）である。種間特異的CD3結合ドメインは、例
えば、WO 2008/119567に記載されている。
【０１２４】
　T細胞CD3受容体複合体に結合できる第2の結合ドメインが、
　（a）WO 2008/119567のSEQ ID NO: 27に示されるCDR-L1、WO 2008/119567のSEQ ID NO:
 28に示されるCDR-L2およびWO 2008/119567のSEQ ID NO: 29に示されるCDR-L3；
　（b）WO 2008/119567のSEQ ID NO: 117に示されるCDR-L1、WO 2008/119567のSEQ ID NO
: 118に示されるCDR-L2およびWO 2008/119567のSEQ ID NO: 119に示されるCDR-L3；なら
びに
　（c）WO 2008/119567のSEQ ID NO: 153に示されるCDR-L1、WO 2008/119567のSEQ ID NO
: 154に示されるCDR-L2およびWO 2008/119567のSEQ ID NO: 155に示されるCDR-L3
から選択されるCDR-L1、CDR-L2およびCDR-L3を含むVL領域を含む本発明の結合分子が、特
に好ましい。
【０１２５】
　本発明の結合分子の代替の好ましい態様において、T細胞CD3受容体複合体に結合できる
第2の結合ドメインは：
　（a）WO 2008/119567のSEQ ID NO: 12に示されるCDR-H1、WO 2008/119567のSEQ ID NO:
 13に示されるCDR-H2およびWO 2008/119567のSEQ ID NO: 14に示されるCDR-H3；
　（b）WO 2008/119567のSEQ ID NO: 30に示されるCDR-H1、WO 2008/119567のSEQ ID NO:
 31に示されるCDR-H2およびWO 2008/119567のSEQ ID NO: 32に示されるCDR-H3；
　（c）WO 2008/119567のSEQ ID NO: 48に示されるCDR-H1、WO 2008/119567のSEQ ID NO:
 49に示されるCDR-H2およびWO 2008/119567のSEQ ID NO: 50に示されるCDR-H3；
　（d）WO 2008/119567のSEQ ID NO: 66に示されるCDR-H1、WO 2008/119567のSEQ ID NO:
 67に示されるCDR-H2およびWO 2008/119567のSEQ ID NO: 68に示されるCDR-H3；
　（e）WO 2008/119567のSEQ ID NO: 84に示されるCDR-H1、WO 2008/119567のSEQ ID NO:
 85に示されるCDR-H2およびWO 2008/119567のSEQ ID NO: 86に示されるCDR-H3；
　（f）WO 2008/119567のSEQ ID NO: 102に示されるCDR-H1、WO 2008/119567のSEQ ID NO
: 103に示されるCDR-H2およびWO 2008/119567のSEQ ID NO: 104に示されるCDR-H3；
　（g）WO 2008/119567のSEQ ID NO: 120に示されるCDR-H1、WO 2008/119567のSEQ ID NO
: 121に示されるCDR-H2およびWO 2008/119567のSEQ ID NO: 122に示されるCDR-H3；
　（h）WO 2008/119567のSEQ ID NO: 138に示されるCDR-H1、WO 2008/119567のSEQ ID NO
: 139に示されるCDR-H2およびWO 2008/119567のSEQ ID NO: 140に示されるCDR-H3；
　（i）WO 2008/119567のSEQ ID NO: 156に示されるCDR-H1、WO 2008/119567のSEQ ID NO
: 157に示されるCDR-H2およびWO 2008/119567のSEQ ID NO: 158に示されるCDR-H3；なら
びに
　（j）WO 2008/119567のSEQ ID NO: 174に示されるCDR-H1、WO 2008/119567のSEQ ID NO
: 175に示されるCDR-H2およびWO 2008/119567のSEQ ID NO: 176に示されるCDR-H3
から選択されるCDR-H1、CDR-H2およびCDR-H3を含むVH領域を含む。
【０１２６】
　T細胞CD3受容体複合体に結合できる第2の結合ドメインが、WO 2008/119567のSEQ ID NO
: 35、39、125、129、161または165に示されるVL領域からなる群より選択されるVL領域を
含む本発明の結合分子が、さらに好ましい。
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【０１２７】
　T細胞CD3受容体複合体に結合できる第2の結合ドメインが、WO 2008/119567のSEQ ID NO
: 15、19、33、37、51、55、69、73、87、91、105、109、123、127、141、145、159、163
、177または181に示されるVH領域からなる群より選択されるVH領域を含むことが、代替的
に好ましい。
【０１２８】
　より好ましくは、本発明の結合分子は：
　（a）WO 2008/119567のSEQ ID NO: 17または21に示されるVL領域およびWO 2008/119567
のSEQ ID NO: 15または19に示されるVH領域；
　（b）WO 2008/119567のSEQ ID NO: 35または39に示されるVL領域およびWO 2008/119567
のSEQ ID NO: 33または37に示されるVH領域；
　（c）WO 2008/119567のSEQ ID NO: 53または57に示されるVL領域およびWO 2008/119567
のSEQ ID NO: 51または55に示されるVH領域；
　（d）WO 2008/119567のSEQ ID NO: 71または75に示されるVL領域およびWO 2008/119567
のSEQ ID NO: 69または73に示されるVH領域；
　（e）WO 2008/119567のSEQ ID NO: 89または93に示されるVL領域およびWO 2008/119567
のSEQ ID NO: 87または91に示されるVH領域；
　（f）WO 2008/119567のSEQ ID NO: 107または111に示されるVL領域およびWO 2008/1195
67のSEQ ID NO: 105または109に示されるVH領域；
　（g）WO 2008/119567のSEQ ID NO: 125または129に示されるVL領域およびWO 2008/1195
67のSEQ ID NO: 123または127に示されるVH領域；
　（h）WO 2008/119567のSEQ ID NO: 143または147に示されるVL領域およびWO 2008/1195
67のSEQ ID NO: 141または145に示されるVH領域；
　（i）WO 2008/119567のSEQ ID NO: 161または165に示されるVL領域およびWO 2008/1195
67のSEQ ID NO: 159または163に示されるVH領域；ならびに
　（j）WO 2008/119567のSEQ ID NO: 179または183に示されるVL領域およびWO 2008/1195
67のSEQ ID NO: 177または181に示されるVH領域；
からなる群より選択されるVL領域およびVH領域を含むT細胞CD3受容体複合体に結合できる
第2の結合ドメインによって特徴づけられる。
【０１２９】
　本発明の結合分子、特にT細胞CD3受容体複合体に結合できる第2の結合ドメインの好ま
しい態様にしたがい、VH領域およびVL領域の対は、単鎖抗体（scFv）の形式にされる。VH
およびVL領域は、VH-VLまたはVL-VHの順で配列される。VH領域がリンカー配列のN末端側
に配置されることが好ましい。VL領域は、リンカー配列のC末端側に配置される。
【０１３０】
　上記の本発明の結合分子の好ましい態様は、WO 2008/119567のSEQ ID NO: 23、25、41
、43、59、61、77、79、95、97、113、115、131、133、149、151、167、169、185または1
87からなる群より選択されるアミノ酸配列を含むT細胞CD3受容体複合体に結合できる第2
の結合ドメインによって特徴づけられる。
【０１３１】
　1つの態様において、第1および第2の結合ドメインは、抗体であるまたは抗体から得ら
れる。別の態様において、両方の結合ドメインは、抗体であるまたは抗体から得られる。
【０１３２】
　本発明の結合分子において、第1および第2のドメインが(scFv)2、(単一ドメインmAb)2
、scFv-単一ドメインmAb、ダイアボディまたはこれらのオリゴマーからなる群より選択さ
れる分子を形成していることも好ましい。
【０１３３】
　本発明のBCMA/CD3二重特異性結合分子は、治療的効能または抗腫瘍活性を発揮できるこ
とがさらに想定されている。これは、例えば以下の実施例に、例えば実施例A19に開示さ
れる研究（進行型ヒト腫瘍異種移植モデル）で評価することができる。当業者は、有意な
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再現性のある結果を達成しつつ、この研究の特定のパラメータ、例えば、注射する腫瘍細
胞の数、注射部位、移植するヒトT細胞の数、投与するBCMA/CD3二重特異性結合分子の量
および時系列、を修正または適応させる方法を知っている。好ましくは、腫瘍成長阻害T/
C［％］は70もしくは60またはそれ未満、より好ましくは50もしくは40またはそれ未満、
さらにより好ましくは30もしくは20またはそれ未満、そして最も好ましくは10またはそれ
未満、5またはそれ未満であり、2.5またはそれ未満でさえある。
【０１３４】
　好ましくは、本発明のBCMA/CD3二重特異性結合分子は、BCMA陰性細胞、例えばHL60、ME
S-SAおよびSNU-16の溶解を誘導／媒介しない、または溶解を本質的に誘導／媒介しない。
「溶解を誘導しない」、「溶解を本質的に誘導しない」、「溶解を媒介しない」または「
溶解を本質的に媒介しない」という用語は、本発明の結合分子が、BCMA陽性細胞株、例え
ばNCI-H929、L-363またはOPM-2の溶解を100％として、30％超、好ましくは20％超、より
好ましくは10％超、特に好ましくは9％、8％、7％、6％または5％超のBCMA陰性細胞の溶
解を誘導または媒介しないことを意味する。これは、少なくとも500nMまでの結合分子の
濃度の場合に適用される。当業者は、細胞溶解を測定する方法を知っており、さらなる労
力を要さない。さらに、本明細書は、細胞溶解の測定方法に関する具体的指示を教示して
いる；例えば、以下の実施例A20を参照のこと。
【０１３５】
　本発明はまた、SEQ ID NO: 1～1000および1022～1093に示されるアミノ酸配列のいずれ
か1つを含む結合分子を提供する。
　好ましくは、結合分子は、Xが1～100である「BCMA-(X)」で表される結合分子（付記さ
れた配列一覧表の第2列を参照のこと）由来の3つのVH CDR配列（「VH CDR1」、「VH CDR2
」、「VH CDR3」と名付けられている、付記された配列一覧表の第4列を参照のこと）およ
び／またはXが1～100であるBCMA-Xで表される結合分子（付記された配列一覧表の第2列を
参照のこと）由来の3つのVL CDR配列（「VL CDR1」、「VH CDR2」、「VH CDR3」と名付け
られている、付記された配列一覧表の第4列を参照のこと）を含む。
　好ましくは、結合分子は、付記された配列一覧表に示されるVHおよび／またはVL配列（
付記された配列一覧表の第4列を参照のこと；「VH」および「VL」）を含む。
　好ましくは、結合分子は、付記された配列一覧表に示されるscFv配列（付記された配列
一覧表の第4列を参照のこと；「scFv」）を含む。
　好ましくは、結合分子は、付記された配列一覧表に示される二重特異性分子配列（付記
された配列一覧表の第4列を参照のこと；「二重特異性分子」）を含む。
【０１３６】
　本発明はまた、第1の結合ドメインおよび第2の結合ドメインを含み、第1の結合ドメイ
ンがB細胞成熟抗原BCMAに結合し、第2の結合ドメインがCD3に結合する、少なくとも2つの
結合ドメインを含む二重特異性結合剤に関し（一般項目1）、また、以下の一般項目（GI
）のものも含む：
GI 2　第1の結合ドメインがBCMAの細胞外ドメインに結合し、第2の結合ドメインがCD3の
ε鎖に結合する、一般項目1の二重特異性結合剤。
GI 3　全長抗体または抗体フラグメントの形式である、一般項目1または2の二重特異性結
合剤。
GI 4　第1のBCMA結合ドメインがマウス由来であり、第2のCD3結合ドメインがラット由来
である、全長抗体の形式の一般項目3の二重特異性結合剤。
GI 5　2つのドメインが対を形成しないように同一ポリペプチド上の軽鎖可変ドメインに
接続された重鎖可変ドメインを含む、ダイアボディ形態の抗体フラグメントの形式である
、一般項目3の二重特異性結合剤。
GI 6　リンカーペプチドを通じてまたはヒト血清アルブミン分子によって接続された2つ
のscFv分子からなる二重特異性単鎖抗体の形式である、一般項目1または2の二重特異性結
合剤。
GI 7　重鎖領域（VH）および対応する可変軽鎖領域（VL）が、N末端からC末端に向かって
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、
　VH(BCMA)-VL(BCMA)-VH(CD3)-VL(CD3)、
　VH(CD3)-VL(CD3)-VH(BCMA)-VL(BCMA)または
　VH CD3)-VL(CD3)-VL(BCMA)-VH(BCMA)
の順に配列されている、一般項目6の二重特異性結合剤。
GI 8　VHHおよびVHから選択される単一ドメイン免疫グロブリンドメインの形式である、
一般項目1または2の二重特異性結合剤。
GI 9　少なくとも1つの結合ドメインがヒトBCMAに特異的であり、少なくとも1つの結合ド
メインがヒトCD3に特異的である、少なくとも2つの結合ドメインを有する4つの抗体可変
ドメインを有するFv分子の形式である、一般項目1または2の二重特異性結合剤。
GI 10　BCMAに特異的な第1の結合ドメイン、第1の結合ドメインのC末端側に配置された定
常小領域、定常小領域のC末端側に配置されたサソリリンカー、および定常小領域のC末端
側に配置されたCD3に特異的な第2の結合ドメイン、からなる単鎖結合分子の形式である、
一般項目1または2の二重特異性結合剤。
GI 11　抗体または抗体フラグメントの2つの重鎖／軽鎖Fvを通じてBCMAに結合しかつ該抗
体または抗体フラグメントの重鎖または軽鎖の非CDRループに組み込まれる加工がなされ
た結合ドメインを通じてCD3に結合する抗体様分子の形式である、一般項目1または2の二
重特異性結合剤。
GI 12　二重特異性アンキリン反復分子の形式である、一般項目1の二重特異性結合剤。
GI 13　第1の結合ドメインが一般項目3～12のいずれかで定義された形式から選択される
形式を有し、第2の結合ドメインが一般項目3～12のいずれかで定義された形式から選択さ
れる異なる形式を有する、一般項目1の二重特異性結合剤。
GI 14　2環式ペプチドである、一般項目1の二重特異性結合剤。
GI 15　少なくとも1つの一般項目1～14のいずれかの二重特異性結合剤を含む、薬学的組
成物。
GI 16　形質細胞障害またはBCMA発現と相関する他のB細胞障害の処置のためおよび自己免
疫疾患の処置のための、一般項目1～14のいずれかの二重特異性結合剤および一般項目14
の薬学的組成物。
GI 17　形質細胞腫、形質細胞性白血病、多発性骨髄腫、マクログロブリン血症、アミロ
イドーシス、ヴァルデンストレームマクログロブリン血症、孤立性骨形質細胞腫、髄外性
形質細胞腫、骨硬化性骨髄腫、重鎖病、意義不明の単クローン性γグロブリン血症、くす
ぶり型多発性骨髄腫から選択される形質細胞障害の処置のための、一般項目1～14のいず
れかの二重特異性結合剤および一般項目15の薬学的組成物。
　上記項目のバリエーションはEP-Nr. 10 191 418.2から導き出すことができ、それらも
本発明に含まれる。
【０１３７】
詳細な説明
　本発明は、具体的に、以下のようにグループ分けされる結合分子のグループに関する。
上記の定義、態様および／または局面は、以下の結合分子のグループに適用され得る。
【０１３８】
第1の結合分子グループ（A）
　第1の結合分子グループは、第1の結合ドメインがBCMAのエピトープクラスター3および
エピトープクラスター4に結合でき、第2の結合ドメインがT細胞CD3受容体複合体に結合で
きる、第1および第2の結合ドメインを含む。
【０１３９】
　したがって、第1の局面において、本発明は、第1および第2の結合ドメインを含む、少
なくとも二重特異性である結合分子であって、ここで、
（a）第1の結合ドメインがBCMAのエピトープクラスター3およびエピトープクラスター4に
結合でき、かつ、
（b）第2の結合ドメインがT細胞CD3受容体複合体に結合でき、
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ここで、BCMAのエピトープクラスター3はSEQ ID NO: 1002に示される配列のアミノ酸残基
24～41に対応し、BCMAのエピトープクラスター4はSEQ ID NO: 1002に示される配列のアミ
ノ酸残基42～54に対応する、結合分子、を提供する。
【０１４０】
　本発明の第1の結合ドメインがヒトBCMAのエピトープクラスター3（SEQ ID NO: 1016）
および4（SEQ ID NO: 1019）に同時に結合できることも想定されている。
【０１４１】
　さらなる局面において、本発明の結合分子の第1の結合ドメインは、SEQ ID NO: 1015に
示されるBCMAのキメラ細胞外ドメインに結合できない。別の言い方をすると、エピトープ
クラスターE7、またはより具体的にはSEQ ID NO: 1002のアミノ酸残基39（アルギニン）
は、BCMAに対する第1の結合ドメインの結合において重要な抗原的役割を果たしている。
このアミノ酸が、好ましくは非保存的置換、例えばプロリンまたはアラニンとの置換によ
って、別のアミノ酸と交換される場合、本発明の結合分子の第1の結合ドメインは、もは
やBCMAの細胞外ドメインと結合できない。
【０１４２】
　「結合できない」という用語は、本発明の結合分子の第1の結合ドメインが、例えばSEQ
 ID NO: 1015に示される、ヒト／マウスキメラBCMAに結合しない、すなわち、例えばSEQ 
ID NO: 1015に示される、ヒト／マウスキメラBCMAに対して、好ましくは付属の実施例Aで
適用された条件下で、30％超、好ましくは20％超、より好ましくは10％超、特に好ましく
は9％、8％、7％、6％または5％超の反応性を示さないことを意味する。
【０１４３】
　1つの局面において、本発明の第1の結合ドメインは、ヒトBCMA、好ましくはヒトBCMA E
CDのエピトープクラスター3および4に結合できる。したがって、ヒトBCMAタンパク質中の
各エピトープクラスターがマウスBCMA抗原の各エピトープクラスターと交換される（それ
によって、ヒトエピトープクラスター3および／または4が各マウスエピトープクラスター
で置き換えられたヒトBCMAを含む構築物が形成される；例として、それぞれ、SEQ ID NO:
 1011および1012を参照のこと）場合、結合ドメインの結合の減少が起こり得る。その減
少は、ヒトBCMAタンパク質の各エピトープクラスターに対する結合を100％として、ヒトB
CMAタンパク質の各エピトープクラスターとの比較で、好ましくは、少なくとも10％、20
％、30％、40％、50％；より好ましくは、少なくとも60％、70％、80％、90％、95％であ
り、または100％でさえある。上記のヒトBCMA／マウスBCMAキメラをCHO細胞において発現
させることが想定されている。ヒトBCMA／マウスBCMAキメラの少なくとも1つ、好ましく
はマウスE3／ヒトBCMAキメラ、を異なる膜結合タンパク質、例えばEpCAM、の膜貫通ドメ
インおよび／または細胞質ドメインと融合させることも想定されている；図2aを参照のこ
と。
　この、非ヒト（例えば、マウス）BCMA抗原の各エピトープクラスターとの交換に起因す
る結合の喪失を試験する方法は、付属の実施例A、特に実施例A1～A3に記載されている。
所定の結合分子または結合ドメインによる認識に対する標的抗原の特定の残基の寄与を決
定するためのさらなる方法は、分析したい各残基を例えば部位特異的変異誘発を通じてア
ラニンで置き換えるアラニンスキャニング（例えば、Morrison KL &amp; Weiss GA. Cur 
Opin Chem Biol. 2001 Jun; 5(3): 302-7を参照のこと）である。アラニンが使用される
理由は、かさ高くなく、化学的に不活性であり、にもかかわらず多くの他のアミノ酸が有
している参照2次構造を模倣するメチル官能基を有しているため、である。ときどき、変
異させる残基のサイズを保存することが望まれる例では、かさ高いアミノ酸、例えばバリ
ンまたはロイシンが使用され得る。アラニンスキャニングは、長きにわたり使用されてい
る成熟した技術である。
　1つの局面において、本発明の第1の結合ドメインは、ヒトBCMAのエピトープクラスター
3および4に結合し、さらにマカクBCMA、好ましくはマカクBCMAのエピトープクラスター3
および／または4（それぞれ、SEQ ID NO: 1020および1021）、例えばマカカ・ムラタ（Ma
caca mulatta）またはマカカ・ファシキュラリス（Macaca fascicularis）由来のもの、



(42) JP 6543197 B2 2019.7.17

10

20

30

40

50

に結合できる。第1の結合ドメインがマウスBCMAに結合することも結合しないことも想定
されている。
【０１４４】
　したがって、1つの態様において、ヒトBCMA、特にSEQ ID NO: 1002に示されるヒト配列
のアミノ酸残基24～41および42～54によって形成されるBCMAの細胞外タンパク質ドメイン
の、それぞれ、エピトープクラスター3および4に結合する結合ドメインはまた、マカクBC
MA、特にSEQ ID NO: 1006に示されるマカクBCMA配列のアミノ酸残基24～41および42～54
によって形成されるBCMAの細胞外タンパク質ドメインの、それぞれ、エピトープクラスタ
ー3および／または4にも結合する。
【０１４５】
　1つの態様において、結合分子の第1の結合ドメインは、BCMAのエピトープクラスター3
および4に結合でき、BCMAのエピトープクラスター3および4は、SEQ ID NO: 1002（ヒトBC
MA全長ポリペプチド）またはSEQ ID NO: 1007（ヒトBCMA細胞外ドメイン：SEQ ID NO: 10
02のアミノ酸1～54）に示される配列の、それぞれ、アミノ酸残基24～40および41～53に
対応する。
【０１４６】
　本発明の1つの局面において、結合分子の第1の結合ドメインは、付加的にまたは代替的
に、コモンマーモセット（Callithrix jacchus）、ワタボウシタマリン（Saguinus oedip
us）および／またはコモンリスザル（Saimiri sciureus）のBCMAのエピトープクラスター
3および／または4に結合できる。
【０１４７】
　ヒトBCMAに対する第1の結合ドメインの親和性は、好ましくは≦40nM、より好ましくは
≦35nM、≦15nM、または≦10nM、さらにより好ましくは≦5nM、さらにより好ましくは≦1
nM、さらにより好ましくは≦0.5nM、さらにより好ましくは≦0.1nM、そして最も好ましく
は≦0.05nMである。マカクBCMAに対する第1の結合ドメインの親和性は、好ましくは≦15n
M、より好ましくは≦10nM、さらにより好ましくは≦5nM、さらにより好ましくは≦1nM、
さらにより好ましくは≦0.5nM、さらにより好ましくは≦0.1nM、そして最も好ましくは≦
0.05nMであり≦0.01nMでさえある。親和性は、例えば、例えば実施例に記載されるような
、BiacoreアッセイにおいてまたはScatchardアッセイにおいて測定することができる。マ
カクBCMAへの結合 対 ヒトBCMAへの結合の親和性ギャップは、好ましくは[1:10～1:5]ま
たは[5:1～10:1]、より好ましくは[1:5～5:1]、そして最も好ましくは[1:2～3:1]であり[
1:1～3:1]でさえある。親和性を決定する他の方法は、当業者に周知である。
【０１４８】
　BCMA/CD3二重特異性結合分子によって媒介される細胞毒性は、様々な方法で測定するこ
とができる。エフェクター細胞は、例えば、刺激され濃縮された（ヒト）CD8陽性T細胞ま
たは未刺激の（ヒト）末梢血単核細胞（PBMC）であり得る。標的細胞がマカク起源である
またはマカクBCMAを発現するもしくはマカクBCMAでトランスフェクトされている場合、エ
フェクター細胞もまた、マカク起源、例えばマカクT細胞株、例えば4119LnPxであるべき
である。標的細胞は、BCMA、例えばヒトまたはマカクBCMA（の少なくとも細胞外ドメイン
）を発現するものであるべきである。標的細胞は、BCMA、例えばヒトまたはマカクBCMAで
安定的または一過的にトランスフェクトされた細胞株（例えば、CHO）であり得る。ある
いは、標的細胞は、BCMA陽性の天然発現細胞株、例えばヒト多発性骨髄腫細胞株L363また
はNCI-H929であり得る。通常、EC50値は、その細胞表面上に高レベルのBCMAを発現する標
的細胞株に対して低くなると考えられる。エフェクター 対 標的細胞（E:T）比は、通常
、約10:1であるが、これは変更することもできる。BCMA/CD3二重特異性結合分子の細胞毒
性活性は、51クロム放出アッセイ（インキュベート時間約18時間）においてまたはFACSベ
ースの細胞毒性アッセイ（インキュベート時間約48時間）において測定することができる
。アッセイのインキュベート時間（細胞毒性反応）は変更することも可能である。細胞毒
性を測定する他の方法は、当業者に周知であり、生物発光アッセイ、スルホローダミンB
（SRB）アッセイ、WSTアッセイ、クローン形成アッセイおよびECIS技術を含む、MTTまた
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はMTSアッセイ、ATPベースのアッセイを含む。
　本発明のBCMA/CD3二重特異性結合分子によって媒介される細胞毒性活性は、好ましくは
、細胞ベースの細胞毒性アッセイにおいて測定される。それは、半数効果濃度（ベースラ
インと最大の間の中間の細胞毒性反応を誘導する結合分子の濃度）に対応するEC50値によ
って表される。好ましくは、BCMA/CD3二重特異性結合分子のEC50値は、≦20.000 pg/ml、
より好ましくは≦5000 pg/ml、さらにより好ましくは≦1000 pg/ml、さらにより好ましく
は≦500 pg/ml、さらにより好ましくは≦250 pg/ml、さらにより好ましくは≦100 pg/ml
、さらにより好ましくは≦50 pg/ml、さらにより好ましくは≦10 pg/ml、そして最も好ま
しくは≦5 pg/mlである。
【０１４９】
　上記のEC50値はいずれも、細胞ベースの細胞毒性アッセイの示されたシナリオの任意の
一つと組み合わされ得る。例えば、（ヒト）CD8陽性T細胞またはマカクT細胞株がエフェ
クター細胞として使用される場合、BCMA/CD3二重特異性結合分子のEC50値は、好ましくは
≦1000 pg/ml、より好ましくは≦500 pg/ml、さらにより好ましくは≦250 pg/ml、さらに
より好ましくは≦100 pg/ml、さらにより好ましくは≦50 pg/ml、さらにより好ましくは
≦10 pg/ml、そして最も好ましくは≦5 pg/mlである。このアッセイにおいて標的細胞が
（ヒトまたはマカク）BCMAトランスフェクト細胞、例えばCHO細胞である場合、BCMA/CD3 
二重特異性結合分子のEC50値は、好ましくは≦150 pg/ml、より好ましくは≦100 pg/ml、
さらにより好ましくは≦50 pg/ml、さらにより好ましくは≦30 pg/ml、さらにより好まし
くは≦10 pg/ml、そして最も好ましくは≦5 pg/mlである。標的細胞がBCMA陽性天然発現
細胞株である場合、EC50値は、好ましくは≦250 pg/ml、さらにより好ましくは≦200 pg/
ml、さらにより好ましくは≦100 pg/ml、さらにより好ましくは≦150 pg/ml、さらにより
好ましくは≦100 pg/ml、そして最も好ましくは≦50 pg/mlまたはそれ未満である。（ヒ
ト）PBMCがエフェクター細胞として使用される場合、BCMA/CD3二重特異性結合分子のEC50
値は、好ましくは≦1000 pg/ml、より好ましくは≦750 pg/ml、より好ましくは≦500 pg/
ml、さらにより好ましくは≦250 pg/ml、さらにより好ましくは≦100 pg/ml、そして最も
好ましくは≦50 pg/mlまたはそれ未満である。
【０１５０】
　個々のBCMA/CD3二重特異性結合分子（例えば、抗体）の単量体アイソフォームと2量体
アイソフォームの間の細胞毒性活性の差は、「効力ギャップ」と称される。この効力ギャ
ップは、例えば、その分子の単量体のEC50値と2量体のEC50値の間の比として算出され得
る。本発明の試験されたBCMA/CD3二重特異性結合分子の効力ギャップは、好ましくは≦5
、より好ましくは≦4、さらにより好ましくは≦3、さらにより好ましくは≦2そして最も
好ましくは≦1である。
【０１５１】
　好ましくは、本発明のBCMA/CD3二重特異性結合分子は、ヒトBAFF-Rおよび／またはヒト
TACIに結合もせずそれらと交差反応もしない。ヒトBAFF-Rおよび／またはヒトTACIとの交
差反応を検出する方法は、実施例A9に開示されている。
　本発明のBCMA/CD3二重特異性結合分子が、3回の凍結／解凍サイクルの後に、1.5%に等
しいまたは未満の、好ましくは0.8%に等しいまたは未満の2量体率を有することも好まし
い。凍結・解凍サイクルおよび2量体率の決定は、実施例A16にしたがい実施することがで
きる。
【０１５２】
　本発明のBCMA/CD3二重特異性結合分子（例えば、抗体）は、好ましくは、60℃を超える
、より好ましくは62℃～63℃の融解温度の、良好な熱安定性を示す（実施例A17を参照の
こと）。
【０１５３】
　BCMA/CD3二重特異性結合分子（例えば、抗体）とヒト血漿タンパク質の潜在的相互作用
を決定するため、血漿干渉試験を実施することができる（例えば、実施例A18を参照のこ
と）。好ましい態様において、血漿タンパク質により媒介されるBCMA/CD3二重特異性結合
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分子の標的結合の減少は、有意なものではない。相対血漿干渉値は、好ましくは≦2であ
る。
【０１５４】
　1つの態様において、本発明の結合分子の第1の結合ドメインは：
（a）SEQ ID NO: 231に示されるCDR-H1、SEQ ID NO: 232に示されるCDR-H2、SEQ ID NO: 
233に示されるCDR-H3、SEQ ID NO: 234に示されるCDR-L1、SEQ ID NO: 235に示されるCDR
-L2およびSEQ ID NO: 236 に示されるCDR-L3；
（b）SEQ ID NO: 241に示されるCDR-H1、SEQ ID NO: 242に示されるCDR-H2、SEQ ID NO: 
243に示されるCDR-H3、SEQ ID NO: 244に示されるCDR-L1、SEQ ID NO: 245に示されるCDR
-L2およびSEQ ID NO: 246に示されるCDR-L3；
（c）SEQ ID NO: 251に示されるCDR-H1、SEQ ID NO: 252に示されるCDR-H2、SEQ ID NO: 
253に示されるCDR-H3、SEQ ID NO: 254に示されるCDR-L1、SEQ ID NO: 255に示されるCDR
-L2およびSEQ ID NO: 256に示されるCDR-L3；
（d）SEQ ID NO: 261に示されるCDR-H1、SEQ ID NO: 262に示されるCDR-H2、SEQ ID NO: 
263に示されるCDR-H3、SEQ ID NO: 264に示されるCDR-L1、SEQ ID NO: 265に示されるCDR
-L2およびSEQ ID NO: 266に示されるCDR-L3；
（e）SEQ ID NO: 271に示されるCDR-H1、SEQ ID NO: 272に示されるCDR-H2、SEQ ID NO: 
273に示されるCDR-H3、SEQ ID NO: 274に示されるCDR-L1、SEQ ID NO: 275に示されるCDR
-L2およびSEQ ID NO: 276に示されるCDR-L3；
（f）SEQ ID NO: 281に示されるCDR-H1、SEQ ID NO: 282に示されるCDR-H2、SEQ ID NO: 
283に示されるCDR-H3、SEQ ID NO: 284に示されるCDR-L1、SEQ ID NO: 285に示されるCDR
-L2およびSEQ ID NO: 286に示されるCDR-L3；
（g）SEQ ID NO: 291に示されるCDR-H1、SEQ ID NO: 292に示されるCDR-H2、SEQ ID NO: 
293に示されるCDR-H3、SEQ ID NO: 294に示されるCDR-L1、SEQ ID NO: 295に示されるCDR
-L2およびSEQ ID NO: 296に示されるCDR-L3；
（h）SEQ ID NO: 301に示されるCDR-H1、SEQ ID NO: 302に示されるCDR-H2、SEQ ID NO: 
303に示されるCDR-H3、SEQ ID NO: 304に示されるCDR-L1、SEQ ID NO: 305に示されるCDR
-L2およびSEQ ID NO: 306に示されるCDR-L3；
（i）SEQ ID NO: 391に示されるCDR-H1、SEQ ID NO: 392に示されるCDR-H2、SEQ ID NO: 
393に示されるCDR-H3、SEQ ID NO: 394に示されるCDR-L1、SEQ ID NO: 395に示されるCDR
-L2およびSEQ ID NO: 396に示されるCDR-L3；
（k）SEQ ID NO: 401に示されるCDR-H1、SEQ ID NO: 402に示されるCDR-H2、SEQ ID NO: 
403に示されるCDR-H3、SEQ ID NO: 404に示されるCDR-L1、SEQ ID NO: 405に示されるCDR
-L2およびSEQ ID NO: 406に示されるCDR-L3；
（l）SEQ ID NO: 411に示されるCDR-H1、SEQ ID NO: 412に示されるCDR-H2、SEQ ID NO: 
413に示されるCDR-H3、SEQ ID NO: 414に示されるCDR-L1、SEQ ID NO: 415に示されるCDR
-L2およびSEQ ID NO: 416に示されるCDR-L3；
（m）SEQ ID NO: 421に示されるCDR-H1、SEQ ID NO: 422に示されるCDR-H2、SEQ ID NO: 
423に示されるCDR-H3、SEQ ID NO: 424に示されるCDR-L1、SEQ ID NO: 425に示されるCDR
-L2およびSEQ ID NO: 426に示されるCDR-L3；
（n）SEQ ID NO: 431に示されるCDR-H1、SEQ ID NO: 432に示されるCDR-H2、SEQ ID NO: 
433に示されるCDR-H3、SEQ ID NO: 434に示されるCDR-L1、SEQ ID NO: 435に示されるCDR
-L2およびSEQ ID NO: 436に示されるCDR-L3；
（o）SEQ ID NO: 441に示されるCDR-H1、SEQ ID NO: 442に示されるCDR-H2、SEQ ID NO: 
443に示されるCDR-H3、SEQ ID NO: 444に示されるCDR-L1、SEQ ID NO: 445に示されるCDR
-L2およびSEQ ID NO: 446に示されるCDR-L3；
（p）SEQ ID NO: 451に示されるCDR-H1、SEQ ID NO: 452に示されるCDR-H2、SEQ ID NO: 
453に示されるCDR-H3、SEQ ID NO: 454に示されるCDR-L1、SEQ ID NO: 455に示されるCDR
-L2およびSEQ ID NO: 456に示されるCDR-L3；
（q）SEQ ID NO: 461に示されるCDR-H1、SEQ ID NO: 462に示されるCDR-H2、SEQ ID NO: 
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463に示されるCDR-H3、SEQ ID NO: 464に示されるCDR-L1、SEQ ID NO: 465に示されるCDR
-L2およびSEQ ID NO: 466に示されるCDR-L3；
（r）SEQ ID NO: 471に示されるCDR-H1、SEQ ID NO: 472に示されるCDR-H2、SEQ ID NO: 
473に示されるCDR-H3、SEQ ID NO: 474に示されるCDR-L1、SEQ ID NO: 475に示されるCDR
-L2およびSEQ ID NO: 476に示されるCDR-L3；
（s）SEQ ID NO: 481に示されるCDR-H1、SEQ ID NO: 482に示されるCDR-H2、SEQ ID NO: 
483に示されるCDR-H3、SEQ ID NO: 484に示されるCDR-L1、SEQ ID NO: 485に示されるCDR
-L2およびSEQ ID NO: 486に示されるCDR-L3；
（t）SEQ ID NO: 491に示されるCDR-H1、SEQ ID NO: 492に示されるCDR-H2、SEQ ID NO: 
493に示されるCDR-H3、SEQ ID NO: 494に示されるCDR-L1、SEQ ID NO: 495に示されるCDR
-L2およびSEQ ID NO: 496に示されるCDR-L3；ならびに
（u）SEQ ID NO: 501に示されるCDR-H1、SEQ ID NO: 502に示されるCDR-H2、SEQ ID NO: 
503に示されるCDR-H3、SEQ ID NO: 504に示されるCDR-L1、SEQ ID NO: 505に示されるCDR
-L2およびSEQ ID NO: 506に示されるCDR-L3
からなる群より選択されるCDR-H1、CDR-H2およびCDR-H3を含むVH領域ならびにCDR-L1、CD
R-L2およびCDR-L3を含むVL領域を含む。
【０１５５】
　さらに別の態様において、結合分子の第1の結合ドメインは、SEQ ID NO: 237、SEQ ID 
NO: 247、SEQ ID NO: 257、SEQ ID NO: 267、SEQ ID NO: 277、SEQ ID NO: 287、SEQ ID 
NO: 297、SEQ ID NO: 307、SEQ ID NO: 397、SEQ ID NO: 407、SEQ ID NO: 417、SEQ ID 
NO: 427、SEQ ID NO: 437、SEQ ID NO: 447、SEQ ID NO: 457、SEQ ID NO: 467、SEQ ID 
NO: 477、SEQ ID NO: 487、SEQ ID NO: 497およびSEQ ID NO: 507に示されるVH領域から
なる群より選択されるVH領域を含む。
【０１５６】
　別の態様において、結合分子の第1の結合ドメインは、SEQ ID NO: 238、SEQ ID NO: 24
8、SEQ ID NO: 258、SEQ ID NO: 268、SEQ ID NO: 278、SEQ ID NO: 288、SEQ ID NO: 29
8、SEQ ID NO: 308、SEQ ID NO: 398、SEQ ID NO: 408、SEQ ID NO: 418、SEQ ID NO: 42
8、SEQ ID NO: 438、SEQ ID NO: 448、SEQ ID NO: 458、SEQ ID NO: 468、SEQ ID NO: 47
8、SEQ ID NO: 488、SEQ ID NO: 498およびSEQ ID NO: 508に示されるVL領域からなる群
より選択されるVL領域を含む。
【０１５７】
　1つの態様において、結合分子の第1の結合ドメインは：
（a）SEQ ID NO: 237に示されるVH領域およびSEQ ID NO: 238に示されるVL領域；
（b）SEQ ID NO: 247に示されるVH領域およびSEQ ID NO: 248に示されるVL領域；
（c）SEQ ID NO: 257に示されるVH領域およびSEQ ID NO: 258に示されるVL領域；
（d）SEQ ID NO: 267に示されるVH領域およびSEQ ID NO: 268に示されるVL領域；
（e）SEQ ID NO: 277に示されるVH領域およびSEQ ID NO: 278に示されるVL領域；
（f）SEQ ID NO: 287に示されるVH領域およびSEQ ID NO: 288に示されるVL領域；
（g）SEQ ID NO: 297に示されるVH領域およびSEQ ID NO: 298に示されるVL領域；
（h）SEQ ID NO: 307に示されるVH領域およびSEQ ID NO: 308に示されるVL領域；
（i）SEQ ID NO: 397に示されるVH領域およびSEQ ID NO: 398に示されるVL領域；
（k）SEQ ID NO: 407に示されるVH領域およびSEQ ID NO: 408に示されるVL領域；
（l）SEQ ID NO: 417に示されるVH領域およびSEQ ID NO: 418に示されるVL領域；
（m）SEQ ID NO: 427に示されるVH領域およびSEQ ID NO: 428に示されるVL領域；
（n）SEQ ID NO: 437に示されるVH領域およびSEQ ID NO: 438に示されるVL領域；
（o）SEQ ID NO: 447に示されるVH領域およびSEQ ID NO: 448に示されるVL領域；
（p）SEQ ID NO: 457に示されるVH領域およびSEQ ID NO: 458に示されるVL領域；
（q）SEQ ID NO: 467に示されるVH領域およびSEQ ID NO: 468に示されるVL領域；
（r）SEQ ID NO: 477に示されるVH領域およびSEQ ID NO: 478に示されるVL領域；
（s）SEQ ID NO: 487に示されるVH領域およびSEQ ID NO: 488に示されるVL領域；
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（t）SEQ ID NO: 497に示されるVH領域およびSEQ ID NO: 498に示されるVL領域；ならび
に
（u）SEQ ID NO: 507に示されるVH領域およびSEQ ID NO: 508に示されるVL領域
からなる群より選択されるVH領域およびVL領域を含む。
【０１５８】
　1つの例において、第1の結合ドメインは、SEQ ID NO: 239、SEQ ID NO: 249、SEQ ID N
O: 259、SEQ ID NO: 269、SEQ ID NO: 279、SEQ ID NO: 289、SEQ ID NO: 299、SEQ ID N
O: 309、SEQ ID NO: 399、SEQ ID NO: 409、SEQ ID NO: 419、SEQ ID NO: 429、SEQ ID N
O: 439、SEQ ID NO: 449、SEQ ID NO: 459、SEQ ID NO: 469、SEQ ID NO: 479、SEQ ID N
O: 489、SEQ ID NO: 499およびSEQ ID NO: 509からなる群より選択されるアミノ酸配列を
含む。
【０１５９】
　好ましいCDR-H1は、アミノ酸配列DYYINで示される。好ましいCDR-H2は、アミノ酸配列

で示される。好ましいCDR-H3は、アミノ酸配列

で示される。好ましいCDR-L1は、アミノ酸配列

で示される。好ましいCDR-L2は、アミノ酸配列KVSNRFSで示される。好ましいCDR-L2は、
アミノ酸配列

で示される。
【０１６０】
　SEQ ID NO: 300に示されるアミノ酸配列を有する結合分子が好ましい。SEQ ID NO: 500
に示されるアミノ酸配列を有する結合分子も好ましい。
【０１６１】
　さらに、本発明は、BCMA、好ましくはヒトBCMAに結合できる結合分子、好ましくは抗体
を生成するための、BCMA、好ましくはヒトBCMAのエピトープクラスター3および4の使用に
関する。BCMAのエピトープクラスター3および4は、好ましくは、SEQ ID NO: 1002に示さ
れる配列のアミノ酸残基24～41および42～54にそれぞれ対応する。
【０１６２】
　加えて、本発明は、BCMA、好ましくはヒトBCMAに結合できる抗体、好ましくは二重特異
性結合分子を生成する方法であって、
（a）BCMA、好ましくはヒトBCMAのエピトープクラスター3および4を含むポリペプチドで
動物を免疫する工程であって、BCMAのエピトープクラスター3および4がSEQ ID NO: 1002
に示される配列のアミノ酸残基24～41および42～54に対応する、工程、
（b）該抗体を得る工程、ならびに
（c）任意で、該抗体を、ヒトBCMAおよび好ましくはT細胞CD3受容体複合体に結合できる
二重特異性結合分子に変換する工程
を含む方法を提供する。
　好ましくは、工程（b）は、得られた抗体を以下のように試験することを含む：ヒトBCM
Aタンパク質の各エピトープクラスターがマウスBCMA抗原の各エピトープクラスターと交
換されている（それによって、ヒトエピトープクラスター3および/または4がそれぞれの
マウスエピトープクラスターで置き換えられたヒトBCMAを含む構築物が生成される）場合
、抗体結合の減少が起こり得る。その減少は、ヒトBCMAタンパク質の各エピトープクラス
ター3および4に対する結合を100％として、ヒトBCMAタンパク質の各エピトープクラスタ
ーとの比較で、好ましくは少なくとも10％、20％、30％、40％、50％であり；より好まし
くは少なくとも60％、70％、80％、90％、95％でありまたは100％でさえある。上記のヒ
トBCMA／マウスBCMAキメラをCHO細胞において発現させることが想定されている。ヒトBCM
A／マウスBCMAキメラの少なくとも一方を異なる膜結合タンパク質、例えばEpCAMの膜貫通
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ドメインおよび／または細胞質ドメインと融合させることも想定されている；図2aを参照
のこと。この、非ヒト（例えば、マウス）BCMA抗原の各エピトープクラスターとの交換に
起因する結合の喪失を試験する方法は、以下の実施例A、特に実施例A1～A3に記載されて
いる。
【０１６３】
　この方法はさらに、抗体がヒトBCMAのエピトープクラスター3および4に結合し、さらに
マカクBCMA、例えばマカカ・ムラタまたはマカカ・ファシキュラリス（SEQ ID NO: 1017
および121）由来のBCMA、のエピトープクラスター3および/または4に結合できるかどうか
を試験することを含み得る。
【０１６４】
第2の結合分子グループ（B）
　第2の結合分子グループは、第1および第2の結合ドメインを含み、第1の結合ドメインが
ヒトBCMAの細胞外ドメインおよびマウスBCMAの細胞外ドメインに結合でき、第2の結合ド
メインがT細胞CD3受容体複合体に結合できる、二重特異性結合分子に関する。
【０１６５】
　したがって、本発明の第2のグループの第1の局面は、第1および第2の結合ドメインを含
む、少なくとも二重特異性である結合分子であって、ここで、
（a）第1の結合ドメインがヒトBCMAの細胞外ドメインおよびマウスBCMAの細胞外ドメイン
に結合でき、かつ、
（b）第2の結合ドメインがT細胞CD3受容体複合体に結合でき、
ここで、ヒトBCMAの細胞外ドメインはSEQ ID NO: 1007に示されるアミノ酸配列に対応し
、マウスBCMAの細胞外ドメインはSEQ ID NO: 1008に示されるアミノ酸配列に対応する、
結合分子、を提供する。
【０１６６】
　第1の結合ドメインは、ヒトBCMAの細胞外ドメインおよびマウスBCMAの細胞外ドメイン
に結合できる。ヒトBCMAの細胞外ドメイン（SEQ ID NO: 1007に示されるアミノ酸配列）
は、SEQ ID NO: 1002に示されるヒトBCMA全長ポリペプチドのアミノ酸残基1～54に対応す
る。マウスBCMAの細胞外ドメイン（SEQ ID NO: 1008に示されるアミノ酸配列）は、SEQ I
D NO: 1004に示されるマウスBCMA全長ポリペプチドのアミノ酸残基1～49に対応する。
【０１６７】
　1つの局面において、本発明の第1の結合ドメインはさらに、マカクBCMA、例えば、マカ
カ・ムラタ（SEQ ID NO: 1017）またはマカカ・ファシキュラリス（SEQ ID NO: 1017）由
来のBCMA、に結合する。
【０１６８】
　本発明の1つの局面において、結合分子の第1の結合ドメインは、付加的にまたは代替的
に、コモンマーモセット、ワタボウシタマリンおよび／またはコモンリスザルのBCMAに結
合できる。
【０１６９】
　ヒトBCMAに対する第1の結合ドメインの親和性は、好ましくは≦15nM、より好ましくは
≦10nM、さらにより好ましくは≦5nM、最も好ましくは≦1nMである。
【０１７０】
　1つの態様において、本発明の結合分子の第1の結合ドメインは：
（a）SEQ ID NO: 81に示されるCDR-H1、SEQ ID NO: 82に示されるCDR-H2、SEQ ID NO: 83
に示されるCDR-H3、SEQ ID NO: 84に示されるCDR-L1、SEQ ID NO: 85に示されるCDR-L2お
よびSEQ ID NO: 86に示されるCDR-L3；
（b）SEQ ID NO: 91に示されるCDR-H1、SEQ ID NO: 92に示されるCDR-H2、SEQ ID NO: 93
に示されるCDR-H3、SEQ ID NO: 94に示されるCDR-L1、SEQ ID NO: 95に示されるCDR-L2お
よびSEQ ID NO: 96に示されるCDR-L3；
（c）SEQ ID NO: 101に示されるCDR-H1、SEQ ID NO: 102に示されるCDR-H2、SEQ ID NO: 
103に示されるCDR-H3、SEQ ID NO: 104に示されるCDR-L1、SEQ ID NO: 105に示されるCDR



(48) JP 6543197 B2 2019.7.17

10

20

30

40

50

-L2およびSEQ ID NO: 106に示されるCDR-L3；
（d）SEQ ID NO: 111に示されるCDR-H1、SEQ ID NO: 112に示されるCDR-H2、SEQ ID NO: 
113に示されるCDR-H3、SEQ ID NO: 114に示されるCDR-L1、SEQ ID NO: 115に示されるCDR
-L2およびSEQ ID NO: 116に示されるCDR-L3；
（e）SEQ ID NO: 121に示されるCDR-H1、SEQ ID NO: 122に示されるCDR-H2、SEQ ID NO: 
123に示されるCDR-H3、SEQ ID NO: 124に示されるCDR-L1、SEQ ID NO: 125に示されるCDR
-L2およびSEQ ID NO: 126に示されるCDR-L3；
（f）SEQ ID NO: 131に示されるCDR-H1、SEQ ID NO: 132に示されるCDR-H2、SEQ ID NO: 
133に示されるCDR-H3、SEQ ID NO: 134に示されるCDR-L1、SEQ ID NO: 135に示されるCDR
-L2およびSEQ ID NO: 136に示されるCDR-L3；
（g）SEQ ID NO: 141に示されるCDR-H1、SEQ ID NO: 142に示されるCDR-H2、SEQ ID NO: 
143に示されるCDR-H3、SEQ ID NO: 144に示されるCDR-L1、SEQ ID NO: 145に示されるCDR
-L2およびSEQ ID NO: 146に示されるCDR-L3；ならびに
（h）SEQ ID NO: 151に示されるCDR-H1、SEQ ID NO: 152に示されるCDR-H2、SEQ ID NO: 
153に示されるCDR-H3、SEQ ID NO: 154に示されるCDR-L1、SEQ ID NO: 155に示されるCDR
-L2およびSEQ ID NO: 156に示されるCDR-L3
からなる群より選択されるCDR-H1、CDR-H2およびCDR-H3を含むVH領域ならびにCDR-L1、CD
R-L2およびCDR-L3を含むVL領域を含む。
【０１７１】
　さらに別の態様において、結合分子の第1の結合ドメインは、SEQ ID NO: 87、SEQ ID N
O: 97、SEQ ID NO: 107、SEQ ID NO: 117、SEQ ID NO: 127、SEQ ID NO: 137、SEQ ID NO
: 147およびSEQ ID NO: 157に示されるVH領域からなる群より選択されるVH領域を含む。
【０１７２】
　別の態様において、結合分子の第1の結合ドメインは、SEQ ID NO: 88、SEQ ID NO: 98
、SEQ ID NO: 108、SEQ ID NO: 118、SEQ ID NO: 128、SEQ ID NO: 138、SEQ ID NO: 148
およびSEQ ID NO: 158に示されるVL領域からなる群より選択されるVL領域を含む。
【０１７３】
　1つの態様において、結合分子の第1の結合ドメインは：
（a）SEQ ID NO: 87に示されるVH領域およびSEQ ID NO: 88に示されるVL領域；
（b）SEQ ID NO: 97に示されるVH領域およびSEQ ID NO: 98に示されるVL領域；
（c）SEQ ID NO: 107に示されるVH領域およびSEQ ID NO: 108に示されるVL領域；
（d）SEQ ID NO: 117に示されるVH領域およびSEQ ID NO: 118に示されるVL領域；
（e）SEQ ID NO: 127に示されるVH領域およびSEQ ID NO: 128に示されるVL領域；
（f）SEQ ID NO: 137に示されるVH領域およびSEQ ID NO: 138に示されるVL領域；
（g）SEQ ID NO: 147に示されるVH領域およびSEQ ID NO: 148に示されるVL領域；ならび
に
（h）SEQ ID NO: 157に示されるVH領域およびSEQ ID NO: 158に示されるVL領域
からなる群より選択されるVH領域およびVL領域を含む。
【０１７４】
　1つの例において、第1の結合ドメインは、SEQ ID NO: 89、SEQ ID NO: 99、SEQ ID NO:
 109、SEQ ID NO: 119、SEQ ID NO: 129、SEQ ID NO: 139、SEQ ID NO: 149およびSEQ ID
 NO: 159からなる群より選択されるアミノ酸配列を含む。
【０１７５】
第2の結合分子グループはまた以下の項目に関連する：
1.　第1および第2の結合ドメインを含む結合分子であって、ここで、
（a）第1の結合ドメインがヒトBCMAの細胞外ドメインおよびマウスBCMAの細胞外ドメイン
に結合でき、かつ、
（b）第2の結合ドメインがT細胞CD3受容体複合体に結合でき、
ここで、ヒトBCMAの細胞外ドメインはSEQ ID NO: 1007に示されるアミノ酸配列に対応し
、マウスBCMAの細胞外ドメインはSEQ ID NO: 1008に示されるアミノ酸配列に対応する、
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結合分子。
2.　第1の結合ドメインが、マカクBCMAにさらに結合できる、項目1の結合分子。
3.　第2の結合ドメインが、CD3イプシロン、好ましくはヒトCD3イプシロンに結合できる
、項目1または2の結合分子。
4.　第1および／または第2の結合ドメインが抗体由来である、項目1～3のいずれかの結合
分子。
5.　(scFv)2、(単一ドメインmAb)2、scFv-単一ドメインmAb、ダイアボディおよびこれら
のオリゴマーからなる群より選択される、項目4の結合分子。
6.　第1の結合ドメインが、
（a）SEQ ID NO: 81に示されるCDR-H1、SEQ ID NO: 82に示されるCDR-H2、SEQ ID NO: 83
に示されるCDR-H3、SEQ ID NO: 84に示されるCDR-L1、SEQ ID NO: 85に示されるCDR-L2お
よびSEQ ID NO: 86に示されるCDR-L3；
（b）SEQ ID NO: 91に示されるCDR-H1、SEQ ID NO: 92に示されるCDR-H2、SEQ ID NO: 93
に示されるCDR-H3、SEQ ID NO: 94に示されるCDR-L1、SEQ ID NO: 95に示されるCDR-L2お
よびSEQ ID NO: 96に示されるCDR-L3；
（c）SEQ ID NO: 101に示されるCDR-H1、SEQ ID NO: 102に示されるCDR-H2、SEQ ID NO: 
103に示されるCDR-H3、SEQ ID NO: 104に示されるCDR-L1、SEQ ID NO: 105に示されるCDR
-L2およびSEQ ID NO: 106に示されるCDR-L3；
（d）SEQ ID NO: 111に示されるCDR-H1、SEQ ID NO: 112に示されるCDR-H2、SEQ ID NO: 
113に示されるCDR-H3、SEQ ID NO: 114に示されるCDR-L1、SEQ ID NO: 115に示されるCDR
-L2およびSEQ ID NO: 116に示されるCDR-L3；
（e）SEQ ID NO: 121に示されるCDR-H1、SEQ ID NO: 122に示されるCDR-H2、SEQ ID NO: 
123に示されるCDR-H3、SEQ ID NO: 124に示されるCDR-L1、SEQ ID NO: 125に示されるCDR
-L2およびSEQ ID NO: 126に示されるCDR-L3；
（f）SEQ ID NO: 131に示されるCDR-H1、SEQ ID NO: 132に示されるCDR-H2、SEQ ID NO: 
133に示されるCDR-H3、SEQ ID NO: 134に示されるCDR-L1、SEQ ID NO: 135に示されるCDR
-L2およびSEQ ID NO: 136に示されるCDR-L3；
（g）SEQ ID NO: 141に示されるCDR-H1、SEQ ID NO: 142に示されるCDR-H2、SEQ ID NO: 
143に示されるCDR-H3、SEQ ID NO: 144に示されるCDR-L1、SEQ ID NO: 145に示されるCDR
-L2およびSEQ ID NO: 146に示されるCDR-L3；ならびに
（h）SEQ ID NO: 151に示されるCDR-H1、SEQ ID NO: 152に示されるCDR-H2、SEQ ID NO: 
153に示されるCDR-H3、SEQ ID NO: 154に示されるCDR-L1、SEQ ID NO: 155に示されるCDR
-L2およびSEQ ID NO: 156に示されるCDR-L3
からなる群より選択されるCDR-H1、CDR-H2およびCDR-H3を含むVH領域ならびにCDR-L1、CD
R-L2およびCDR-L3を含むVL領域を含む、前記項目のいずれかの結合分子。
7.　第1の結合ドメインが、SEQ ID NO: 87、SEQ ID NO: 97、SEQ ID NO: 107、SEQ ID NO
: 117、SEQ ID NO: 127、SEQ ID NO: 137、SEQ ID NO: 147およびSEQ ID NO: 157に示さ
れるVH領域からなる群より選択されるVH領域を含む、前記項目のいずれかの結合分子。
8.　第1の結合ドメインが、SEQ ID NO: 88、SEQ ID NO: 98、SEQ ID NO: 108、SEQ ID NO
: 118、SEQ ID NO: 128、SEQ ID NO: 138、SEQ ID NO: 148およびSEQ ID NO: 158に示さ
れるVL領域からなる群より選択されるVL領域を含む、前記項目のいずれかの結合分子。
9.　第1の結合ドメインが、
（a）SEQ ID NO: 87に示されるVH領域およびSEQ ID NO: 88に示されるVL領域；
（b）SEQ ID NO: 97に示されるVH領域およびSEQ ID NO: 98に示されるVL領域；
（c）SEQ ID NO: 107に示されるVH領域およびSEQ ID NO: 108に示されるVL領域；
（d）SEQ ID NO: 117に示されるVH領域およびSEQ ID NO: 118に示されるVL領域；
（e）SEQ ID NO: 127に示されるVH領域およびSEQ ID NO: 128に示されるVL領域；
（f）SEQ ID NO: 137に示されるVH領域およびSEQ ID NO: 138に示されるVL領域；
（g）SEQ ID NO: 147に示されるVH領域およびSEQ ID NO: 148に示されるVL領域；ならび
に
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（h）SEQ ID NO: 157に示されるVH領域およびSEQ ID NO: 158に示されるVL領域
からなる群より選択されるVH領域およびVL領域を含む、前記項目のいずれかの結合分子。
10.　第1の結合ドメインが、SEQ ID NO: 89、SEQ ID NO: 99、SEQ ID NO: 109、SEQ ID N
O: 119、SEQ ID NO: 129、SEQ ID NO: 139、SEQ ID NO: 149およびSEQ ID NO: 159からな
る群より選択されるアミノ酸配列を含む、項目9の結合分子。
11.　項目1～10のいずれかの結合分子をコードする、核酸配列。
12.　項目11の核酸配列を含む、ベクター。
13.　項目11の核酸配列または項目12のベクターで形質転換またはトランスフェクトされ
た、宿主細胞。
14.　項目1～10のいずれかの結合分子の発現を可能にする条件下で項目13の宿主細胞を培
養する工程、および、産生された結合分子を培養物から回収する工程を含む、項目1～10
のいずれかの結合分子の製造プロセス。
15.　項目1～10のいずれかの結合分子または項目14のプロセスによって製造された結合分
子を含む、薬学的組成物。
16.　形質細胞障害、BCMA発現と相関する他のB細胞障害、および自己免疫疾患からなる群
より選択される疾患の予防、処置または寛解において使用するための、項目1～10のいず
れかの結合分子または項目14のプロセスによって製造された結合分子。
17.　形質細胞障害、BCMA発現と相関する他のB細胞障害、および自己免疫疾患からなる群
より選択される疾患の処置または寛解のための方法であって、それを必要とする対象に項
目1～10のいずれかの結合分子または項目14のプロセスによって製造された結合分子を投
与する工程を含む、方法。
18.　形質細胞障害が、多発性骨髄腫、形質細胞腫、形質細胞性白血病、マクログロブリ
ン血症、アミロイドーシス、ヴァルデンストレームマクログロブリン血症、孤立性骨形質
細胞腫、髄外性形質細胞腫、骨硬化性骨髄腫、重鎖病、意義不明の単クローン性γグロブ
リン血症、およびくすぶり型多発性骨髄腫からなる群より選択される、項目17の方法。
19.　自己免疫疾患が、全身性エリテマトーデスまたは関節リウマチである、項目17の方
法。
20.　項目1～10のいずれかの結合分子、項目11の核酸分子、項目12のベクターまたは項目
13の宿主細胞を含む、キット。
【０１７６】
第3の結合分子グループ（C）
　本発明の第3の結合分子グループは、第1および第2の結合ドメインを含む、少なくとも
二重特異性である結合分子であって、第1の結合ドメインがBCMAのエピトープクラスター1
および4に結合でき、第2の結合ドメインがT細胞CD3受容体複合体に結合できる、結合分子
、に関する。
【０１７７】
　したがって、第1の局面において、本発明は、第1および第2の結合ドメインを含む、少
なくとも二重特異性である結合分子であって、
（a）第1の結合ドメインがBCMAのエピトープクラスター1

および4

に結合でき、かつ、
（b）第2の結合ドメインがT細胞CD3受容体複合体に結合でき、
ここで、BCMAのエピトープクラスター1はSEQ ID NO: 1002に示される配列のアミノ酸残基
1～7に対応し、BCMAのエピトープクラスター4はSEQ ID NO: 1002に示される配列のアミノ
酸残基42～54に対応する、結合分子、を提供する。
　本発明の第1の結合ドメインがヒトBCMAのエピトープクラスター1および4に同時に結合
できることも、想定されている。
【０１７８】
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　1つの局面において、本発明の第1の結合ドメインは、ヒトBCMA、好ましくはヒトBCMA E
CDのエピトープクラスター1および4に結合できる。したがって、ヒトBCMAタンパク質中の
各エピトープクラスターがマウスBCMA抗原の各エピトープクラスターと交換される（それ
によって、ヒトエピトープクラスター1および／または4が各マウスエピトープクラスター
で置き換えられたヒトBCMAを含む構築物が形成される；例として、それぞれ、SEQ ID NO:
 1009および1012を参照のこと）場合、結合ドメインの結合の減少が起こり得る。その減
少は、ヒトBCMAタンパク質の各エピトープクラスターに対する結合を100％として、ヒトB
CMAタンパク質の各エピトープクラスターとの比較で、好ましくは、少なくとも10％、20
％、30％、40％、50％；より好ましくは、少なくとも60％、70％、80％、90％、95％であ
り、または100％でさえある。上記のヒトBCMA／マウスBCMAキメラをCHO細胞において発現
させることが想定されている。ヒトBCMA／マウスBCMAキメラの少なくとも1つ、好ましく
はマウスE1／ヒトBCMAキメラ、を異なる膜結合タンパク質、例えばEpCAM、の膜貫通ドメ
インおよび／または細胞質ドメインと融合させることも想定されている；図2aを参照のこ
と。
　この、非ヒト（例えば、マウス）BCMA抗原の各エピトープクラスターとの交換に起因す
る結合の喪失を試験する方法は、付属の実施例、特に実施例C1～3に記載されている。
【０１７９】
　1つの局面において、本発明の第1の結合ドメインは、ヒトBCMAのエピトープクラスター
1および4に結合し、さらにマカクBCMAのエピトープクラスター1および／または4（それぞ
れ、SEQ ID NO: 1020および1021）、例えばマカカ・ムラタまたはマカカ・ファシキュラ
リス由来のもの、に結合できる。第1の結合ドメインがマウスBCMAに結合しないことも想
定されている。
【０１８０】
　したがって、1つの態様において、ヒトBCMA、特にSEQ ID NO: 1002に示されるヒト配列
のアミノ酸残基1～7および42～54によって形成されるBCMAの細胞外タンパク質ドメインの
、それぞれ、エピトープクラスター1および4に結合する結合ドメインはまた、マカクBCMA
、特にSEQ ID NO: 1006に示されるマカクBCMA配列のアミノ酸残基1～7および41～53によ
って形成されるBCMAの細胞外タンパク質ドメインの、それぞれ、エピトープクラスター1
および／または4にも結合する。
　1つの態様において、結合分子の第1の結合ドメインは、BCMAのエピトープクラスター1
および4に結合でき、BCMAのエピトープクラスター1および4は、SEQ ID NO: 1002（ヒトBC
MA全長ポリペプチド）またはSEQ ID NO: 1007（ヒトBCMA細胞外ドメイン：SEQ ID NO: 10
02のアミノ酸1～54）に示される配列の、それぞれ、アミノ酸残基1～7および42～54に対
応する。
　本発明の1つの局面において、結合分子の第1の結合ドメインは、付加的にまたは代替的
に、コモンマーモセット、ワタボウシタマリンおよび／またはコモンリスザルのBCMAのエ
ピトープクラスター1および／または4に結合できる。
【０１８１】
　ヒトBCMAに対する第1の結合ドメインの親和性は、好ましくは≦15nM、より好ましくは
≦10nM、さらにより好ましくは≦5nM、最も好ましくは≦1nMである。
【０１８２】
　1つの態様において、本発明の結合分子の第1の結合ドメインは：
（a）SEQ ID NO: 511に示されるCDR-H1、SEQ ID NO: 512に示されるCDR-H2、SEQ ID NO: 
513に示されるCDR-H3、SEQ ID NO: 514に示されるCDR-L1、SEQ ID NO: 515に示されるCDR
-L2およびSEQ ID NO: 516に示されるCDR-L3；
（b）SEQ ID NO: 521に示されるCDR-H1、SEQ ID NO: 522に示されるCDR-H2、SEQ ID NO: 
523に示されるCDR-H3、SEQ ID NO: 524に示されるCDR-L1、SEQ ID NO: 525に示されるCDR
-L2およびSEQ ID NO: 526に示されるCDR-L3；
（c）SEQ ID NO: 531に示されるCDR-H1、SEQ ID NO: 532に示されるCDR-H2、SEQ ID NO: 
533に示されるCDR-H3、SEQ ID NO: 534に示されるCDR-L1、SEQ ID NO: 535に示されるCDR
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-L2およびSEQ ID NO: 536に示されるCDR-L3；
（d）SEQ ID NO: 541に示されるCDR-H1、SEQ ID NO: 542に示されるCDR-H2、SEQ ID NO: 
543に示されるCDR-H3、SEQ ID NO: 544に示されるCDR-L1、SEQ ID NO: 545に示されるCDR
-L2およびSEQ ID NO: 546に示されるCDR-L3；
（e）SEQ ID NO: 551に示されるCDR-H1、SEQ ID NO: 552に示されるCDR-H2、SEQ ID NO: 
553に示されるCDR-H3、SEQ ID NO: 554に示されるCDR-L1、SEQ ID NO: 555に示されるCDR
-L2およびSEQ ID NO: 556に示されるCDR-L3；
（f）SEQ ID NO: 561に示されるCDR-H1、SEQ ID NO: 562に示されるCDR-H2、SEQ ID NO: 
563に示されるCDR-H3、SEQ ID NO: 564に示されるCDR-L1、SEQ ID NO: 565に示されるCDR
-L2およびSEQ ID NO: 566に示されるCDR-L3；ならびに
（g）SEQ ID NO: 571に示されるCDR-H1、SEQ ID NO: 572に示されるCDR-H2、SEQ ID NO: 
573に示されるCDR-H3、SEQ ID NO: 574に示されるCDR-L1、SEQ ID NO: 575に示されるCDR
-L2およびSEQ ID NO: 576に示されるCDR-L3
からなる群より選択されるCDR-H1、CDR-H2およびCDR-H3を含むVH領域ならびにCDR-L1、CD
R-L2およびCDR-L3を含むVL領域を含む。
【０１８３】
　さらに別の態様において、結合分子の第1の結合ドメインは、SEQ ID NO: 517、SEQ ID 
NO: 527、SEQ ID NO: 537、SEQ ID NO: 547、SEQ ID NO: 557、SEQ ID NO: 567およびSEQ
 ID NO: 577に示されるVH領域からなる群より選択されるVH領域を含む。
【０１８４】
　別の態様において、結合分子の第1の結合ドメインは、SEQ ID NO: 518、SEQ ID NO: 52
8、SEQ ID NO: 538、SEQ ID NO: 548、SEQ ID NO: 558、SEQ ID NO: 568およびSEQ ID NO
: 578に示されるVL領域からなる群より選択されるVL領域を含む。
【０１８５】
　1つの態様において、結合分子の第1の結合ドメインは：
（a）SEQ ID NO: 517に示されるVH領域およびSEQ ID NO: 518に示されるVL領域；
（b）SEQ ID NO: 527に示されるVH領域およびSEQ ID NO: 528に示されるVL領域；
（c）SEQ ID NO: 537に示されるVH領域およびSEQ ID NO: 538に示されるVL領域；
（d）SEQ ID NO: 547に示されるVH領域およびSEQ ID NO: 548に示されるVL領域；
（e）SEQ ID NO: 557に示されるVH領域およびSEQ ID NO: 558に示されるVL領域；
（f）SEQ ID NO: 567に示されるVH領域およびSEQ ID NO: 568に示されるVL領域；ならび
に
（g）SEQ ID NO: 577に示されるVH領域およびSEQ ID NO: 578に示されるVL領域
からなる群より選択されるVH領域およびVL領域を含む。
　1つの例において、第1の結合ドメインは、SEQ ID NO: 519、SEQ ID NO: 529、SEQ ID N
O: 539、SEQ ID NO: 549、SEQ ID NO: 559、SEQ ID NO: 569およびSEQ ID NO: 579からな
る群より選択されるアミノ酸配列を含む。
　さらに、本発明は、BCMA、好ましくはヒトBCMAに結合できる結合分子、好ましくは抗体
の生成のための、BCMA、好ましくはヒトBCMAのエピトープクラスター1および4の使用に関
する。BCMAのエピトープクラスター1および4は、好ましくは、SEQ ID NO: 1002に示され
る配列の、それぞれ、アミノ酸残基1～7および42～54に対応する。
【０１８６】
　加えて、本発明は、BCMA、好ましくはヒトBCMAに結合できる抗体、好ましくは二重特異
性結合分子を生成する方法であって、
（a）BCMA、好ましくはヒトBCMAのエピトープクラスター1および4を含むポリペプチドで
動物を免疫する工程であって、BCMAのエピトープクラスター1および4がSEQ ID NO: 1002
に示される配列のアミノ酸残基1～7および42～54に対応する、工程、
（b）該抗体を得る工程、ならびに
（c）任意で、該抗体を、ヒトBCMAおよび好ましくはT細胞CD3受容体複合体に結合できる
二重特異性結合分子に変換する工程
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を含む方法を提供する。
　好ましくは、工程（b）は、得られた抗体を以下のように試験することを含む：ヒトBCM
Aタンパク質の各エピトープクラスターがマウスBCMA抗原の各エピトープクラスターと交
換されている（それによってヒトエピトープクラスター1および／または4が各マウスエピ
トープクラスターで置き換えられたヒトBCMAを含む構築物が生成される）場合、抗体結合
の減少が起こり得る。その減少は、ヒトBCMAタンパク質のエピトープクラスター1および4
のそれぞれに対する結合を100％として、ヒトBCMAタンパク質の各エピトープクラスター
との比較で、好ましくは少なくとも10％、20％、30％、40％、50％であり；より好ましく
は少なくとも60％、70％、80％、90％、95％でありまたは100％でさえある。
【０１８７】
　この方法はさらに、抗体がヒトBCMAのエピトープクラスター1および4に結合し、さらに
マカクBCMAのエピトープクラスター1および／または4に結合できるかどうかを試験する工
程を含み得る。
【０１８８】
　第3の結合分子グループは、以下の項目にも関連する：
1.　第1および第2の結合ドメインを含む、少なくとも二重特異性である結合分子であって
、
（a）第1の結合ドメインがBCMAのエピトープクラスター1

および4

に結合でき、かつ、
（b）第2の結合ドメインがT細胞CD3受容体複合体に結合でき、
ここで、BCMAのエピトープクラスター1はSEQ ID NO: 1002に示される配列のアミノ酸残基
1～7に対応し、BCMAのエピトープクラスター4はSEQ ID NO: 1002に示される配列のアミノ
酸残基42～54に対応する、結合分子。
2.　第1の結合ドメインが、マカクBCMAのエピトープクラスター1

および4

にさらに結合できる、項目1の結合分子。
3.　第2の結合ドメインがCD3イプシロンに結合できる、項目1または2の結合分子。
4.　第2の結合ドメインがヒトCD3およびマカクCD3に結合できる、前記項目のいずれかの
結合分子。
5.　第1および／または第2の結合ドメインが抗体由来である、前記項目のいずれかの結合
分子。
6.　(scFv)2、(単一ドメインmAb)2、scFv-単一ドメインmAb、ダイアボディおよびこれら
のオリゴマーからなる群より選択される、項目5の結合分子。
7.　第1の結合ドメインが、
（a）SEQ ID NO: 511に示されるCDR-H1、SEQ ID NO: 512に示されるCDR-H2、SEQ ID NO: 
513に示されるCDR-H3、SEQ ID NO: 514に示されるCDR-L1、SEQ ID NO: 515に示されるCDR
-L2およびSEQ ID NO: 516に示されるCDR-L3；
（b）SEQ ID NO: 521に示されるCDR-H1、SEQ ID NO: 522に示されるCDR-H2、SEQ ID NO: 
523に示されるCDR-H3、SEQ ID NO: 524に示されるCDR-L1、SEQ ID NO: 525に示されるCDR
-L2およびSEQ ID NO: 526に示されるCDR-L3；
（c）SEQ ID NO: 531に示されるCDR-H1、SEQ ID NO: 532に示されるCDR-H2、SEQ ID NO: 
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533に示されるCDR-H3、SEQ ID NO: 534に示されるCDR-L1、SEQ ID NO: 535に示されるCDR
-L2およびSEQ ID NO: 536に示されるCDR-L3；
（d）SEQ ID NO: 541に示されるCDR-H1、SEQ ID NO: 542に示されるCDR-H2、SEQ ID NO: 
543に示されるCDR-H3、SEQ ID NO: 544に示されるCDR-L1、SEQ ID NO: 545に示されるCDR
-L2およびSEQ ID NO: 546に示されるCDR-L3；
（e）SEQ ID NO: 551に示されるCDR-H1、SEQ ID NO: 552に示されるCDR-H2、SEQ ID NO: 
553に示されるCDR-H3、SEQ ID NO: 554に示されるCDR-L1、SEQ ID NO: 555に示されるCDR
-L2およびSEQ ID NO: 556に示されるCDR-L3；
（f）SEQ ID NO: 561に示されるCDR-H1、SEQ ID NO: 562に示されるCDR-H2、SEQ ID NO: 
563に示されるCDR-H3、SEQ ID NO: 564に示されるCDR-L1、SEQ ID NO: 565に示されるCDR
-L2およびSEQ ID NO: 566に示されるCDR-L3；ならびに
（g）SEQ ID NO: 571に示されるCDR-H1、SEQ ID NO: 572に示されるCDR-H2、SEQ ID NO: 
573に示されるCDR-H3、SEQ ID NO: 574に示されるCDR-L1、SEQ ID NO: 575に示されるCDR
-L2およびSEQ ID NO: 576に示されるCDR-L3
からなる群より選択されるCDR-H1、CDR-H2およびCDR-H3を含むVH領域ならびにCDR-L1、CD
R-L2およびCDR-L3を含むVL領域を含む、前記項目のいずれかの結合分子。
8.　第1の結合ドメインが、SEQ ID NO: 517、SEQ ID NO: 527、SEQ ID NO: 537、SEQ ID 
NO: 547、SEQ ID NO: 557、SEQ ID NO: 567およびSEQ ID NO: 577に示されるVH領域から
なる群より選択されるVH領域を含む、前記項目のいずれかの結合分子。
9.　第1の結合ドメインが、SEQ ID NO: 518、SEQ ID NO: 528、SEQ ID NO: 538、SEQ ID 
NO: 548、SEQ ID NO: 558、SEQ ID NO: 568およびSEQ ID NO: 578に示されるVL領域から
なる群より選択されるVL領域を含む、前記項目のいずれかの結合分子。
10.　第1の結合ドメインが、
（a）SEQ ID NO: 517に示されるVH領域およびSEQ ID NO: 518に示されるVL領域；
（b）SEQ ID NO: 527に示されるVH領域およびSEQ ID NO: 528に示されるVL領域；
（c）SEQ ID NO: 537に示されるVH領域およびSEQ ID NO: 538に示されるVL領域；
（d）SEQ ID NO: 547に示されるVH領域およびSEQ ID NO: 548に示されるVL領域；
（e）SEQ ID NO: 557に示されるVH領域およびSEQ ID NO: 558に示されるVL領域；
（f）SEQ ID NO: 567に示されるVH領域およびSEQ ID NO: 568に示されるVL領域；ならび
に
（g）SEQ ID NO: 577に示されるVH領域およびSEQ ID NO: 578に示されるVL領域
からなる群より選択されるVH領域およびVL領域を含む、前記項目のいずれかの結合分子。
11.　第1の結合ドメインが、SEQ ID NO: 519、SEQ ID NO: 529、SEQ ID NO: 539、SEQ ID
 NO: 549、SEQ ID NO: 559、SEQ ID NO: 569およびSEQ ID NO: 579からなる群より選択さ
れるアミノ酸配列を含む、項目10の結合分子。
12.　項目1～11のいずれかの結合分子をコードする、核酸配列。
13.　項目12の核酸配列を含む、ベクター。
14.　項目12の核酸配列または項目13のベクターで形質転換またはトランスフェクトされ
た、宿主細胞。
15.　項目1～11のいずれかの結合分子の発現を可能にする条件下で項目14の宿主細胞を培
養する工程、および、産生された結合分子を培養物から回収する工程を含む、項目1～11
のいずれかの結合分子の製造プロセス。
16.　項目1～11のいずれかの結合分子または項目15のプロセスによって製造された結合分
子を含む、薬学的組成物。
17.　形質細胞障害、BCMA発現と相関する他のB細胞障害、および自己免疫疾患からなる群
より選択される疾患の予防、処置または寛解において使用するための、項目1～11のいず
れかの結合分子または項目15のプロセスによって製造された結合分子。
18.　形質細胞障害、BCMA発現と相関する他のB細胞障害、および自己免疫疾患からなる群
より選択される疾患の処置または寛解のための方法であって、それを必要とする対象に項
目1～11のいずれかの結合分子または項目15のプロセスによって製造された結合分子を投



(55) JP 6543197 B2 2019.7.17

10

20

30

40

50

与する工程を含む、方法。
19.　形質細胞障害が、多発性骨髄腫、形質細胞腫、形質細胞性白血病、マクログロブリ
ン血症、アミロイドーシス、ヴァルデンストレームマクログロブリン血症、孤立性骨形質
細胞腫、髄外性形質細胞腫、骨硬化性骨髄腫、重鎖病、意義不明の単クローン性γグロブ
リン血症、およびくすぶり型多発性骨髄腫からなる群より選択される、項目18の方法。
20.　自己免疫疾患が、全身性エリテマトーデスである、項目18の方法。
21.　項目1～11のいずれかの結合分子、項目12の核酸分子、項目13のベクター、および／
または項目14の宿主細胞を含む、キット。
22.　BCMAに結合できる結合分子、好ましくは抗体の生成のための、BCMAのエピトープク
ラスター1およびエピトープクラスター4の使用であって、BCMAのエピトープクラスター1
はSEQ ID NO: 1002に示される配列のアミノ酸残基1～7に対応し、BCMAのエピトープクラ
スター4はSEQ ID NO: 1002に示される配列のアミノ酸残基42～54に対応する、使用。
23.　BCMAに結合できる抗体、好ましくは二重特異性結合分子を生成する方法であって、
（a）BCMAのエピトープクラスター1およびエピトープクラスター4を含むポリペプチドで
動物を免疫する工程であって、BCMAのエピトープクラスター1はSEQ ID NO: 1002に示され
る配列のアミノ酸残基1～7に対応し、BCMAのエピトープクラスター4はSEQ ID NO: 1002に
示される配列のアミノ酸残基42～54に対応する、工程、
（b）該抗体を得る工程、ならびに
（c）任意で、該抗体を、ヒトBCMAおよび好ましくはT細胞CD3受容体複合体に結合できる
二重特異性結合分子に変換する工程
を含む方法。
【０１８９】
第4の結合分子グループ（D）
　本発明の第4の結合分子グループは、少なくとも第1および第2の結合ドメインを含む、
二重特異性である結合分子であって、第1の結合ドメインがヒトBCMAの細胞外ドメインお
よびヒトBCMA抗原のエピトープクラスターまたはアミノ酸を非ヒトBCMA抗原の各エピトー
プクラスターまたはアミノ酸と交換することによって生成されるBCMAの少なくとも1つの
キメラ細胞外ドメインに結合でき、第2の結合ドメインがT細胞CD3受容体複合体に結合で
きる、結合分子、に関する。
【０１９０】
　したがって、第1の局面において、本発明は、第1および第2の結合ドメインを含む、少
なくとも二重特異性である結合分子であって、
（a）第1の結合ドメインが、
　（i）SEQ ID NO: 1007に示されるアミノ酸配列に対応するヒトBCMAの細胞外ドメイン、
ならびに
　（ii）SEQ ID NO: 1009、SEQ ID NO: 1010、SEQ ID NO: 1011、SEQ ID NO: 1012、SEQ 
ID NO: 1013、SEQ ID NO: 1014およびSEQ ID NO: 1015に示されるアミノ酸配列に対応す
るBCMAドメインからなる群より選択されるBCMAのキメラ細胞外ドメインの少なくとも1つ
、
に結合でき、
（b）第2の結合ドメインが、T細胞CD3受容体複合体に結合できる、
結合分子、を提供する。
【０１９１】
　好ましい態様において、本明細書の（a）（ii）で定義される第1の結合ドメインは、少
なくともSEQ ID NO: 1011に示されるBCMAのキメラ細胞外ドメインに結合できる。本発明
にしたがう別の態様において、第1の結合ドメインは、SEQ ID NO: 1009、SEQ ID NO: 101
0、SEQ ID NO: 1011、SEQ ID NO: 1012、SEQ ID NO: 1013、SEQ ID NO: 1014およびSEQ I
D NO: 1015に示されるBCMAのキメラ細胞外ドメインのうちの2つ、3つ、4つ、5つ、6つま
たはすべてに結合できる。この態様に関連して、1つまたは複数の他のキメラ細胞外ドメ
インと共にSEQ ID NO:1011に示されるBCMAのキメラ細胞外ドメインに結合することが好ま
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しい。
【０１９２】
　1つの局面において、本発明の第1の結合ドメインは、ヒトBCMA、好ましくはヒトBCMA E
CDのエピトープクラスター1～7に結合できる。例えば、ヒトBCMAタンパク質中の各エピト
ープクラスターがマウスBCMA抗原の各エピトープクラスターと交換される（例えば、それ
によって例えばヒトエピトープクラスター1および／または4が各マウスエピトープクラス
ターで置き換えられたヒトBCMAを含む構築物が形成される；例として、それぞれ、SEQ ID
 NO: 1009および1012を参照のこと）場合も、この結合ドメインは依然として結合できる
。
　第1の結合ドメインが、ヒトBCMA ECD中に1つまたは複数の上記のマウスエピトープクラ
スターを各々の可能性のある組み合わせで含むキメラBCMA構築物に結合できることが、想
定されている。例えば、ヒトBCMAタンパク質中の各エピトープクラスターがマウスBCMA抗
原の各エピトープクラスターと交換される（例えば、それによって例えばヒトエピトープ
クラスター3が各マウスエピトープクラスターで置き換えられたヒトBCMAを含む構築物が
形成される；例として、SEQ ID NO: 1011を参照のこと）場合も、この結合ドメインは依
然として結合できる。ヒトBCMA ECD中の2つ以上のエピトープクラスターが各マウスエピ
トープクラスターによって置き換えられる場合、そのキメラ中の少なくとも1つのエピト
ープクラスターは依然としてヒトBCMA ECD由来であることが好ましく、好ましくは、エピ
トープクラスター1、2、3および4から選択される少なくとも1つ、2つ、3つまたは4つのエ
ピトープクラスターがヒトBCMA ECD由来である。
【０１９３】
　上記のヒトBCMA／マウスBCMAキメラをCHO細胞において発現させることが想定されてい
る。ヒトBCMA／マウスBCMAキメラの少なくとも1つ、例えばマウスE1／ヒトBCMAキメラを
異なる膜結合タンパク質、例えばEpCAM、の膜貫通ドメインおよび／または細胞質ドメイ
ンに融合させることも想定されている；図2aを参照のこと。
　非ヒト（例えば、マウス）BCMA抗原の各エピトープクラスターとの交換に起因する結合
を試験する方法は、付属の実施例、特に実施例D1～3に記載されている。
【０１９４】
　1つの局面において、本発明にしたがう結合分子の第1の結合ドメインは、SEQ ID NO: 1
008に示されるアミノ酸配列に対応するマウスBCMAの細胞外ドメインに結合できないこと
が好ましい。
【０１９５】
　「結合できない」という用語は、本発明の結合分子の第1の結合ドメインが、マウスBCM
A（SEQ ID NO: 1008）に結合しない、すなわち、マウスBCMAに対して、好ましくは付属の
実施例で適用された条件下で、30％超、好ましくは20％超、より好ましくは10％超、特に
好ましくは9％、8％、7％、6％または5％超の反応性を示さないことを意味する。
【０１９６】
　特異的な結合は、結合ドメインおよび抗原のアミノ酸配列内の特定のモチーフによって
もたらされると考えられる。したがって、結合は、それらの1次、2次および／または3次
構造の結果としてならびにこれらの構造の2次的修飾の結果として達成される。抗原相互
作用部位とその特異的抗原との特異的相互作用は、抗原に対する該部位の単なる結合をも
たらし得る。さらに、抗原相互作用部位とその特異的抗原との特異的相互作用は、代替的
にまたは付加的に、例えば抗原の立体構造の変化の誘導、抗原のオリゴマー化等により、
シグナルを開始させ得る。
【０１９７】
　1つの局面において、本発明の第1の結合ドメインはさらに、マカカ・ムラタまたはマカ
カ・ファシキュラリス等のマカクのBCMA（それぞれ、SEQ ID NO: 1020および1021）に結
合できる。第1の結合ドメインがマウスBCMAに結合しないことも想定されている。
【０１９８】
　ヒトBCMAに対する第1の結合ドメインの親和性は、好ましくは≦15nM、より好ましくは
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≦10nM、さらにより好ましくは≦5nM、最も好ましくは≦1nMである。
【０１９９】
　1つの態様において、本発明の結合分子の第1の結合ドメインは：
（a）SEQ ID NO: 841に示されるCDR-H1、SEQ ID NO: 842に示されるCDR-H2、SEQ ID NO: 
843に示されるCDR-H3、SEQ ID NO: 844に示されるCDR-L1、SEQ ID NO: 845に示されるCDR
-L2およびSEQ ID NO: 846に示されるCDR-L3；
（b）SEQ ID NO: 851に示されるCDR-H1、SEQ ID NO: 852に示されるCDR-H2、SEQ ID NO: 
853に示されるCDR-H3、SEQ ID NO: 854に示されるCDR-L1、SEQ ID NO:855に示されるCDR-
L2およびSEQ ID NO: 856に示されるCDR-L3；
（c）SEQ ID NO: 861に示されるCDR-H1、SEQ ID NO: 862に示されるCDR-H2、SEQ ID NO: 
863に示されるCDR-H3、SEQ ID NO: 864に示されるCDR-L1、SEQ ID NO:865に示されるCDR-
L2およびSEQ ID NO: 866に示されるCDR-L3；
（d）SEQ ID NO: 871に示されるCDR-H1、SEQ ID NO: 872に示されるCDR-H2、SEQ ID NO: 
873に示されるCDR-H3、SEQ ID NO: 874に示されるCDR-L1、SEQ ID NO:875に示されるCDR-
L2およびSEQ ID NO: 876に示されるCDR-L3；
（e）SEQ ID NO: 881に示されるCDR-H1、SEQ ID NO: 882に示されるCDR-H2、SEQ ID NO: 
883に示されるCDR-H3、SEQ ID NO: 884に示されるCDR-L1、SEQ ID NO:885に示されるCDR-
L2およびSEQ ID NO: 886に示されるCDR-L3；
（f）SEQ ID NO: 891に示されるCDR-H1、SEQ ID NO: 892に示されるCDR-H2、SEQ ID NO: 
893に示されるCDR-H3、SEQ ID NO: 894に示されるCDR-L1、SEQ ID NO:895に示されるCDR-
L2およびSEQ ID NO: 896に示されるCDR-L3；
（g）SEQ ID NO: 901に示されるCDR-H1、SEQ ID NO: 902に示されるCDR-H2、SEQ ID NO: 
903に示されるCDR-H3、SEQ ID NO: 904に示されるCDR-L1、SEQ ID NO:905に示されるCDR-
L2およびSEQ ID NO: 906に示されるCDR-L3；
（h）SEQ ID NO: 911に示されるCDR-H1、SEQ ID NO: 912に示されるCDR-H2、SEQ ID NO: 
913に示されるCDR-H3、SEQ ID NO: 914に示されるCDR-L1、SEQ ID NO:915に示されるCDR-
L2およびSEQ ID NO: 916に示されるCDR-L3；
（i）SEQ ID NO: 921に示されるCDR-H1、SEQ ID NO: 922に示されるCDR-H2、SEQ ID NO: 
923に示されるCDR-H3、SEQ ID NO: 924に示されるCDR-L1、SEQ ID NO:925に示されるCDR-
L2およびSEQ ID NO: 926に示されるCDR-L3；
（k）SEQ ID NO: 931に示されるCDR-H1、SEQ ID NO: 932に示されるCDR-H2、SEQ ID NO: 
933に示されるCDR-H3、SEQ ID NO: 934に示されるCDR-L1、SEQ ID NO:935に示されるCDR-
L2およびSEQ ID NO: 936に示されるCDR-L3；
（l）SEQ ID NO: 941に示されるCDR-H1、SEQ ID NO: 942に示されるCDR-H2、SEQ ID NO: 
943に示されるCDR-H3、SEQ ID NO: 944に示されるCDR-L1、SEQ ID NO:945に示されるCDR-
L2およびSEQ ID NO: 946に示されるCDR-L3；ならびに
（m）SEQ ID NO: 951に示されるCDR-H1、SEQ ID NO: 952に示されるCDR-H2、SEQ ID NO: 
953に示されるCDR-H3、SEQ ID NO: 954に示されるCDR-L1、SEQ ID NO:955に示されるCDR-
L2およびSEQ ID NO: 956に示されるCDR-L3
からなる群より選択されるCDR-H1、CDR-H2およびCDR-H3を含むVH領域ならびにCDR-L1、CD
R-L2およびCDR-L3を含むVL領域を含む。
【０２００】
　さらに別の態様において、結合分子の第1の結合ドメインは、SEQ ID NO: 847、SEQ ID 
NO: 857、SEQ ID NO: 867、SEQ ID NO: 877、SEQ ID NO: 887、SEQ ID NO: 897、SEQ ID 
NO: 907、SEQ ID NO: 917、SEQ ID NO: 927、SEQ ID NO: 937、SEQ ID NO: 947およびSEQ
 ID NO: 957に示されるVH領域からなる群より選択されるVH領域を含む。
【０２０１】
　別の態様において、結合分子の第1の結合ドメインは、SEQ ID NO: 848、SEQ ID NO: 85
8、SEQ ID NO: 868、SEQ ID NO: 878、SEQ ID NO: 888、SEQ ID NO: 898、SEQ ID NO: 90
8、SEQ ID NO: 918、SEQ ID NO: 928、SEQ ID NO: 938、SEQ ID NO: 948およびSEQ ID NO
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: 958に示されるVL領域からなる群より選択されるVL領域を含む。
【０２０２】
　1つの態様において、結合分子の第1の結合ドメインは：
（a）SEQ ID NO: 847に示されるVH領域およびSEQ ID NO: 848に示されるVL領域；
（b）SEQ ID NO: 857に示されるVH領域およびSEQ ID NO: 858に示されるVL領域；
（c）SEQ ID NO: 867に示されるVH領域およびSEQ ID NO: 868に示されるVL領域；
（d）SEQ ID NO: 877に示されるVH領域およびSEQ ID NO: 878に示されるVL領域；
（e）SEQ ID NO: 887に示されるVH領域およびSEQ ID NO: 888に示されるVL領域；
（f）SEQ ID NO: 897に示されるVH領域およびSEQ ID NO: 898に示されるVL領域；
（g）SEQ ID NO: 907に示されるVH領域およびSEQ ID NO: 908に示されるVL領域；
（h）SEQ ID NO: 917に示されるVH領域およびSEQ ID NO: 918に示されるVL領域；
（i）SEQ ID NO: 927に示されるVH領域およびSEQ ID NO: 928に示されるVL領域；
（k）SEQ ID NO: 937に示されるVH領域およびSEQ ID NO: 938に示されるVL領域；
（l）SEQ ID NO: 947に示されるVH領域およびSEQ ID NO: 948に示されるVL領域；ならび
に
（m）SEQ ID NO: 957に示されるVH領域およびSEQ ID NO: 958に示されるVL領域
からなる群より選択されるVH領域およびVL領域を含む。
【０２０３】
　1つの例において、第1の結合ドメインは、SEQ ID NO: 849、SEQ ID NO: 859、SEQ ID N
O: 869、SEQ ID NO: 879、SEQ ID NO: 889、SEQ ID NO: 899、SEQ ID NO: 909、SEQ ID N
O: 919、SEQ ID NO: 929、SEQ ID NO: 939、SEQ ID NO: 949およびSEQ ID NO: 959からな
る群より選択されるアミノ酸配列を含む。
【０２０４】
　第4の結合分子グループはまた、以下の項目にも関連する：
1.　第1および第2の結合ドメインを含む結合分子であって、
（a）第1の結合ドメインが、
　（i）SEQ ID NO: 1007に示されるアミノ酸配列に対応するヒトBCMAの細胞外ドメイン、
ならびに
　（ii）SEQ ID NO: 1009、SEQ ID NO: 1010、SEQ ID NO: 1011、SEQ ID NO: 1012、SEQ 
ID NO: 1013、SEQ ID NO: 1014およびSEQ ID NO: 1015に示されるアミノ酸配列に対応す
るBCMAドメインからなる群より選択されるBCMAのキメラ細胞外ドメインの少なくとも1つ
、
に結合でき、
（b）第2の結合ドメインが、T細胞CD3受容体複合体に結合できる、
結合分子。
2.　第1の結合ドメインがさらにマカクBCMAに結合できる、項目1の結合分子。
3.　第2の結合ドメインがCD3イプシロンに結合できる、項目1または2の結合分子。
4.　第2の結合ドメインがヒトCD3およびマカクCD3に結合できる、前記項目のいずれかの
結合分子。
5.　第1の結合ドメインが、SEQ ID NO: 1008に示されるアミノ酸配列に対応するマウスBC
MAの細胞外ドメインに結合できない、前記項目のいずれかの結合分子。
6.　第1および／または第2の結合ドメインが抗体由来である、前記項目のいずれかの結合
分子。
7.　(scFv)2、(単一ドメインmAb)2、scFv-単一ドメインmAb、ダイアボディおよびこれら
のオリゴマーからなる群より選択される、項目6の結合分子。
8.　第1の結合ドメインが、
（a）SEQ ID NO: 841に示されるCDR-H1、SEQ ID NO: 842に示されるCDR-H2、SEQ ID NO: 
843に示されるCDR-H3、SEQ ID NO: 844に示されるCDR-L1、SEQ ID NO: 845に示されるCDR
-L2およびSEQ ID NO: 846に示されるCDR-L3；
（b）SEQ ID NO: 851に示されるCDR-H1、SEQ ID NO: 852に示されるCDR-H2、SEQ ID NO: 
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853に示されるCDR-H3、SEQ ID NO: 854に示されるCDR-L1、SEQ ID NO:855に示されるCDR-
L2およびSEQ ID NO: 856に示されるCDR-L3；
（c）SEQ ID NO: 861に示されるCDR-H1、SEQ ID NO: 862に示されるCDR-H2、SEQ ID NO: 
863に示されるCDR-H3、SEQ ID NO: 864に示されるCDR-L1、SEQ ID NO:865に示されるCDR-
L2およびSEQ ID NO: 866に示されるCDR-L3；
（d）SEQ ID NO: 871に示されるCDR-H1、SEQ ID NO: 872に示されるCDR-H2、SEQ ID NO: 
873に示されるCDR-H3、SEQ ID NO: 874に示されるCDR-L1、SEQ ID NO:875に示されるCDR-
L2およびSEQ ID NO: 876に示されるCDR-L3；
（e）SEQ ID NO: 881に示されるCDR-H1、SEQ ID NO: 882に示されるCDR-H2、SEQ ID NO: 
883に示されるCDR-H3、SEQ ID NO: 884に示されるCDR-L1、SEQ ID NO:885に示されるCDR-
L2およびSEQ ID NO: 886に示されるCDR-L3；
（f）SEQ ID NO: 891に示されるCDR-H1、SEQ ID NO: 892に示されるCDR-H2、SEQ ID NO: 
893に示されるCDR-H3、SEQ ID NO: 894に示されるCDR-L1、SEQ ID NO:895に示されるCDR-
L2およびSEQ ID NO: 896に示されるCDR-L3；
（g）SEQ ID NO: 901に示されるCDR-H1、SEQ ID NO: 902に示されるCDR-H2、SEQ ID NO: 
903に示されるCDR-H3、SEQ ID NO: 904に示されるCDR-L1、SEQ ID NO:905に示されるCDR-
L2およびSEQ ID NO: 906に示されるCDR-L3；
（h）SEQ ID NO: 911に示されるCDR-H1、SEQ ID NO: 912に示されるCDR-H2、SEQ ID NO: 
913に示されるCDR-H3、SEQ ID NO: 914に示されるCDR-L1、SEQ ID NO:915に示されるCDR-
L2およびSEQ ID NO: 916に示されるCDR-L3；
（i）SEQ ID NO: 921に示されるCDR-H1、SEQ ID NO: 922に示されるCDR-H2、SEQ ID NO: 
923に示されるCDR-H3、SEQ ID NO: 924に示されるCDR-L1、SEQ ID NO:925に示されるCDR-
L2およびSEQ ID NO: 926に示されるCDR-L3；
（k）SEQ ID NO: 931に示されるCDR-H1、SEQ ID NO: 932に示されるCDR-H2、SEQ ID NO: 
933に示されるCDR-H3、SEQ ID NO: 934に示されるCDR-L1、SEQ ID NO:935に示されるCDR-
L2およびSEQ ID NO: 936に示されるCDR-L3；
（l）SEQ ID NO: 941に示されるCDR-H1、SEQ ID NO: 942に示されるCDR-H2、SEQ ID NO: 
943に示されるCDR-H3、SEQ ID NO: 944に示されるCDR-L1、SEQ ID NO:945に示されるCDR-
L2およびSEQ ID NO: 946に示されるCDR-L3；ならびに
（m）SEQ ID NO: 951に示されるCDR-H1、SEQ ID NO: 952に示されるCDR-H2、SEQ ID NO: 
953に示されるCDR-H3、SEQ ID NO: 954に示されるCDR-L1、SEQ ID NO:955に示されるCDR-
L2およびSEQ ID NO: 956に示されるCDR-L3
からなる群より選択されるCDR-H1、CDR-H2およびCDR-H3を含むVH領域ならびにCDR-L1、CD
R-L2およびCDR-L3を含むVL領域を含む、前記項目のいずれかの結合分子。
9.　第1の結合ドメインが、SEQ ID NO: 847、SEQ ID NO: 857、SEQ ID NO: 867、SEQ ID 
NO: 877、SEQ ID NO: 887、SEQ ID NO: 897、SEQ ID NO: 907、SEQ ID NO: 917、SEQ ID 
NO: 927、SEQ ID NO: 937、SEQ ID NO: 947およびSEQ ID NO: 957に示されるVH領域から
なる群より選択されるVH領域を含む、前記項目のいずれかの結合分子。
10.　 第1の結合ドメインが、SEQ ID NO: 848、SEQ ID NO: 858、SEQ ID NO: 868、SEQ I
D NO: 878、SEQ ID NO: 888、SEQ ID NO: 898、SEQ ID NO: 908、SEQ ID NO: 918、SEQ I
D NO: 928、SEQ ID NO: 938、SEQ ID NO: 948およびSEQ ID NO: 958に示されるVL領域か
らなる群より選択されるVL領域を含む、前記項目のいずれかの結合分子。
11.　第1の結合ドメインが、
（a）SEQ ID NO: 847に示されるVH領域およびSEQ ID NO: 848に示されるVL領域；
（b）SEQ ID NO: 857に示されるVH領域およびSEQ ID NO: 858に示されるVL領域；
（c）SEQ ID NO: 867に示されるVH領域およびSEQ ID NO: 868に示されるVL領域；
（d）SEQ ID NO: 877に示されるVH領域およびSEQ ID NO: 878に示されるVL領域；
（e）SEQ ID NO: 887に示されるVH領域およびSEQ ID NO: 888に示されるVL領域；
（f）SEQ ID NO: 897に示されるVH領域およびSEQ ID NO: 898に示されるVL領域；
（g）SEQ ID NO: 907に示されるVH領域およびSEQ ID NO: 908に示されるVL領域；
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（h）SEQ ID NO: 917に示されるVH領域およびSEQ ID NO: 918に示されるVL領域；
（i）SEQ ID NO: 927に示されるVH領域およびSEQ ID NO: 928に示されるVL領域；
（k）SEQ ID NO: 937に示されるVH領域およびSEQ ID NO: 938に示されるVL領域；
（l）SEQ ID NO: 947に示されるVH領域およびSEQ ID NO: 948に示されるVL領域；ならび
に
（m）SEQ ID NO: 957に示されるVH領域およびSEQ ID NO: 958に示されるVL領域
からなる群より選択されるVH領域およびVL領域を含む、前記項目のいずれかの結合分子。
12.　第1の結合ドメインが、SEQ ID NO: 849、SEQ ID NO: 859、SEQ ID NO: 869、SEQ ID
 NO: 879、SEQ ID NO: 889、SEQ ID NO: 899、SEQ ID NO: 909、SEQ ID NO: 919、SEQ ID
 NO: 929、SEQ ID NO: 939、SEQ ID NO: 949およびSEQ ID NO: 959からなる群より選択さ
れるアミノ酸配列を含む、項目11の結合分子。
13.　項目1～12のいずれかの結合分子をコードする、核酸配列。
14.　項目13の核酸配列を含む、ベクター。
15.　項目13の核酸配列または項目14のベクターで形質転換またはトランスフェクトされ
た、宿主細胞。
16.　項目1～12のいずれかの結合分子の発現を可能にする条件下で項目15の宿主細胞を培
養する工程、および、産生された結合分子を培養物から回収する工程を含む、項目1～12
のいずれかの結合分子の製造プロセス。
17.　項目1～12のいずれかの結合分子または項目16のプロセスによって製造された結合分
子を含む、薬学的組成物。
18.　形質細胞障害、BCMA発現と相関する他のB細胞障害、および自己免疫疾患からなる群
より選択される疾患の予防、処置または寛解において使用するための、項目1～12のいず
れかの結合分子または項目16のプロセスによって製造された結合分子。
19.　形質細胞障害、BCMA発現と相関する他のB細胞障害、および自己免疫疾患からなる群
より選択される疾患の処置または寛解のための方法であって、それを必要とする対象に項
目1～12のいずれかの結合分子または項目16のプロセスによって製造された結合分子を投
与する工程を含む、方法。
20.　形質細胞障害が、多発性骨髄腫、形質細胞腫、形質細胞性白血病、マクログロブリ
ン血症、アミロイドーシス、ヴァルデンストレームマクログロブリン血症、孤立性骨形質
細胞腫、髄外性形質細胞腫、骨硬化性骨髄腫、重鎖病、意義不明の単クローン性γグロブ
リン血症、およびくすぶり型多発性骨髄腫からなる群より選択される、項目19の方法。
21.　自己免疫疾患が、全身性エリテマトーデスである、項目19の方法。
22.　項目1～12のいずれかの結合分子、項目13の核酸分子、項目14のベクターまたは15の
宿主細胞を含む、キット。
【０２０５】
第5の結合分子グループ（E）
　本発明の第5の結合分子グループは、本発明の第1の結合ドメインがヒトBCMA、好ましく
はヒトBCMA ECDのエピトープクラスター3に結合できる、二重特異性である少なくとも第1
および第2の結合ドメインを含む結合分子に関する。したがって、ヒトBCMAタンパク質中
の各エピトープクラスターがマウスBCMA抗原の各エピトープクラスターと交換される（そ
れによってヒトエピトープクラスター3がマウスエピトープクラスター3で置き換えられた
ヒトBCMAを含む構築物が生成される；SEQ ID NO:1011を参照のこと）場合、結合ドメイン
の結合の減少が起こり得る。この減少は、ヒトBCMAタンパク質の各エピトープクラスター
に対する結合を100％として、ヒトBCMAタンパク質の各エピトープクラスターとの比較で
、好ましくは少なくとも10％、20％、30％、40％、50％；より好ましくは少なくとも60％
、70％、80％、90％、95％または100％でさえある。上記のヒトBCMA／マウスBCMAキメラ
をCHO細胞において発現させることが想定されている。ヒトBCMA／マウスBCMAキメラを異
なる膜結合タンパク質、例えばEpCAM、の膜貫通ドメインおよび／または細胞質ドメイン
と融合させることも想定されている；図2aを参照のこと。
【０２０６】
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　この、非ヒト（例えば、マウス）BCMA抗原の各エピトープクラスターとの交換に起因す
る結合の喪失を試験する方法は、付属の実施例、特に実施例E1～3に記載されている。所
定の結合分子または結合ドメインによる認識に対する標的抗原の特定の残基の寄与を決定
するためのさらなる方法は、分析したい各残基を例えば部位特異的変異誘発を通じてアラ
ニンで置き換えるアラニンスキャニング（例えば、Morrison KL & Weiss GA. Cur Opin C
hem Biol. 2001 Jun; 5(3): 302-7を参照のこと）である。アラニンが使用される理由は
、かさ高くなく、化学的に不活性であり、にもかかわらず多くの他のアミノ酸が有してい
る参照2次構造を模倣するメチル官能基を有しているため、である。ときどき、変異させ
る残基のサイズを保存することが望まれる例では、かさ高いアミノ酸、例えばバリンまた
はロイシンが使用され得る。アラニンスキャニングは、長きにわたり使用されている成熟
した技術である。
【０２０７】
　1つの局面において、本発明の第1の結合ドメインは、ヒトBCMAのエピトープクラスター
3に結合し、さらにマカクBCMA、例えばマカカ・ムラタ（SEQ ID NO:1017）またはマカカ
・ファシキュラリス（SEQ ID NO:1017）由来のBCMA、のエピトープクラスター3に結合で
きる。第1の結合ドメインがマウスBCMAに結合することも結合しないことも想定されてい
る。
【０２０８】
　したがって、1つの態様において、ヒトBCMA、特にSEQ ID NO: 1002に示されるヒト配列
のアミノ酸残基24～41によって形成されるBCMAの細胞外タンパク質ドメインのエピトープ
クラスター3に結合する結合ドメインはまた、マカクBCMA、特にSEQ ID NO: 1006に示され
るマカクBCMA配列のアミノ酸残基24～41によって形成されるBCMAの細胞外タンパク質ドメ
インのエピトープクラスター3にも結合する。
【０２０９】
　1つの態様において、結合分子の第1の結合ドメインは、BCMAのエピトープクラスター3
に結合でき、BCMAのエピトープクラスター3は、SEQ ID NO: 1002（ヒトBCMA全長ポリペプ
チド）またはSEQ ID NO: 1007（ヒトBCMA細胞外ドメイン：SEQ ID NO: 1002のアミノ酸1
～54）に示される配列のアミノ酸残基24～41に対応する。
【０２１０】
　本発明の1つの局面において、結合分子の第1の結合ドメインは、付加的にまたは代替的
に、コモンマーモセット、ワタボウシタマリンおよび／またはコモンリスザルのBCMAのエ
ピトープクラスター3に結合できる。
【０２１１】
　T細胞CD3受容体複合体に結合できる第2の結合ドメインが：
（a）WO 2008/119567のSEQ ID NO:27に示されるCDR-L1、WO 2008/119567のSEQ ID NO:28
に示されるCDR-L2およびWO 2008/119567のSEQ ID NO:29に示されるCDR-L3；
（b）WO 2008/119567のSEQ ID NO:117に示されるCDR-L1、WO 2008/119567のSEQ ID NO:11
8に示されるCDR-L2およびWO 2008/119567のSEQ ID NO:119に示されるCDR-L3；ならびに
（c）WO 2008/119567のSEQ ID NO:153に示されるCDR-L1、WO 2008/119567のSEQ ID NO:15
4に示されるCDR-L2およびWO 2008/119567のSEQ ID NO:155に示されるCDR-L3
から選択されるCDR-L1、CDR-L2およびCDR-L3を含むVL領域を含むことが、本発明の結合分
子にとって特に好ましい。
【０２１２】
　本発明の結合分子の代替の好ましい態様において、T細胞CD3受容体複合体に結合できる
第2の結合ドメインは：
（a）WO 2008/119567のSEQ ID NO:12に示されるCDR-H1、WO 2008/119567のSEQ ID NO:13
に示されるCDR-H2およびWO 2008/119567のSEQ ID NO:14に示されるCDR-H3；
（b）WO 2008/119567のSEQ ID NO:30に示されるCDR-H1、WO 2008/119567のSEQ ID NO:31
に示されるCDR-H2およびWO 2008/119567のSEQ ID NO:32に示されるCDR-H3；
（c）WO 2008/119567のSEQ ID NO:48に示されるCDR-H1、WO 2008/119567のSEQ ID NO:49
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に示されるCDR-H2およびWO 2008/119567のSEQ ID NO:50に示されるCDR-H3；
（d）WO 2008/119567のSEQ ID NO:66に示されるCDR-H1、WO 2008/119567のSEQ ID NO:67
に示されるCDR-H2およびWO 2008/119567のSEQ ID NO:68に示されるCDR-H3；
（e）WO 2008/119567のSEQ ID NO:84に示されるCDR-H1、WO 2008/119567のSEQ ID NO:85
に示されるCDR-H2およびWO 2008/119567のSEQ ID NO:86に示されるCDR-H3；
（f）WO 2008/119567のSEQ ID NO:102に示されるCDR-H1、WO 2008/119567のSEQ ID NO:10
3に示されるCDR-H2およびWO 2008/119567のSEQ ID NO:104に示されるCDR-H3；
（g）WO 2008/119567のSEQ ID NO:120に示されるCDR-H1、WO 2008/119567のSEQ ID NO:12
1に示されるCDR-H2およびWO 2008/119567のSEQ ID NO:122に示されるCDR-H3；
（h）WO 2008/119567のSEQ ID NO:138に示されるCDR-H1、WO 2008/119567のSEQ ID NO:13
9に示されるCDR-H2およびWO 2008/119567のSEQ ID NO:140に示されるCDR-H3；
（i）WO 2008/119567のSEQ ID NO:156に示されるCDR-H1、WO 2008/119567のSEQ ID NO:15
7に示されるCDR-H2およびWO 2008/119567のSEQ ID NO:158に示されるCDR-H3；ならびに
（j）WO 2008/119567のSEQ ID NO:174に示されるCDR-H1、WO 2008/119567のSEQ ID NO:17
5に示されるCDR-H2およびWO 2008/119567のSEQ ID NO:176に示されるCDR-H3
から選択されるCDR-H1、CDR-H2およびCDR-H3を含むVH領域を含む。
【０２１３】
　T細胞CD3受容体複合体に結合できる第2の結合ドメインがWO 2008/119567のSEQ ID NO:3
5、39、125、129、161または165に示されるVL領域からなる群より選択されるVL領域を含
むことが、本発明の結合分子にとってさらに好ましい。
【０２１４】
　あるいは、T細胞CD3受容体複合体に結合できる第2の結合ドメインがWO 2008/119567のS
EQ ID NO:15、19、33、37、51、55、69、73、87、91、105、109、123、127、141、145、1
59、163、177または181に示されるVH領域からなる群より選択されるVH領域を含むことが
、好ましい。
【０２１５】
　より好ましくは、本発明の結合分子は：
（a）WO 2008/119567のSEQ ID NO:17または21に示されるVL領域およびWO 2008/119567のS
EQ ID NO:15または19に示されるVH領域；
（b）WO 2008/119567のSEQ ID NO:35または39に示されるVL領域およびWO 2008/119567のS
EQ ID NO:33または37に示されるVH領域；
（c）WO 2008/119567のSEQ ID NO:53または57に示されるVL領域およびWO 2008/119567のS
EQ ID NO:51または55に示されるVH領域；
（d）WO 2008/119567のSEQ ID NO:71または75に示されるVL領域およびWO 2008/119567のS
EQ ID NO:69または73に示されるVH領域；
（e）WO 2008/119567のSEQ ID NO:89または93に示されるVL領域およびWO 2008/119567のS
EQ ID NO:87または91に示されるVH領域；
（f）WO 2008/119567のSEQ ID NO:107または111に示されるVL領域およびWO 2008/119567
のSEQ ID NO:105または109に示されるVH領域；
（g）WO 2008/119567のSEQ ID NO:125または129に示されるVL領域およびWO 2008/119567
のSEQ ID NO:123または127に示されるVH領域；
（h）WO 2008/119567のSEQ ID NO:143または147に示されるVL領域およびWO 2008/119567
のSEQ ID NO:141または145に示されるVH領域；
（i）WO 2008/119567のSEQ ID NO:161または165に示されるVL領域およびWO 2008/119567
のSEQ ID NO:159または163に示されるVH領域；ならびに
（j）WO 2008/119567のSEQ ID NO:179または183に示されるVL領域およびWO 2008/119567
のSEQ ID NO:177または181に示されるVH領域
からなる群より選択されるVL領域およびVH領域を含むT細胞CD3受容体複合体に結合できる
第2の結合ドメインによって特徴づけられる。
【０２１６】
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　本発明の結合分子、特にT細胞CD3受容体複合体に結合できる第2の結合ドメインの好ま
しい態様にしたがい、VH領域およびVL領域の対は、単鎖抗体（scFv）の形態である。VHお
よびVL領域は、VH-VLまたはVL-VHの順で配列される。VH領域がリンカー配列のN末端側に
配置されることが好ましい。VL領域はリンカー配列のC末端側に配置される。
【０２１７】
　上記の本発明の結合分子の好ましい態様は、WO 2008/119567のSEQ ID NO:23、25、41、
43、59、61、77、79、95、97、113、115、131、133、149、151、167、169、185または187
からなる群より選択されるアミノ酸配列を含むT細胞CD3受容体複合体に結合できる第2の
結合ドメインによって特徴づけられる。
【０２１８】
　1つの態様において、本発明の結合分子の第1の結合ドメインは：
（1）SEQ ID NO:1に示されるCDR-H1、SEQ ID NO:2に示されるCDR-H2、SEQ ID NO:3に示さ
れるCDR-H3、SEQ ID NO:4に示されるCDR-L1、SEQ ID NO:5に示されるCDR-L2およびSEQ ID
 NO:6に示されるCDR-L3；
（2）SEQ ID NO:11に示されるCDR-H1、SEQ ID NO:12に示されるCDR-H2、SEQ ID NO:13に
示されるCDR-H3、SEQ ID NO:14に示されるCDR-L1、SEQ ID NO:15に示されるCDR-L2および
SEQ ID NO:16に示されるCDR-L3；
（3）SEQ ID NO:21に示されるCDR-H1、SEQ ID NO:22に示されるCDR-H2、SEQ ID NO:23に
示されるCDR-H3、SEQ ID NO:24に示されるCDR-L1、SEQ ID NO:25に示されるCDR-L2および
SEQ ID NO:26に示されるCDR-L3；
（4）SEQ ID NO:31に示されるCDR-H1、SEQ ID NO:32に示されるCDR-H2、SEQ ID NO:33に
示されるCDR-H3、SEQ ID NO:34に示されるCDR-L1、SEQ ID NO:35に示されるCDR-L2および
SEQ ID NO:36に示されるCDR-L3；
（5）SEQ ID NO:41に示されるCDR-H1、SEQ ID NO:42に示されるCDR-H2、SEQ ID NO:43に
示されるCDR-H3、SEQ ID NO:44に示されるCDR-L1、SEQ ID NO:45に示されるCDR-L2および
SEQ ID NO:46に示されるCDR-L3；
（6）SEQ ID NO:51に示されるCDR-H1、SEQ ID NO:52に示されるCDR-H2、SEQ ID NO:53に
示されるCDR-H3、SEQ ID NO:54に示されるCDR-L1、SEQ ID NO:55に示されるCDR-L2および
SEQ ID NO:56に示されるCDR-L3；
（7）SEQ ID NO:61に示されるCDR-H1、SEQ ID NO:62に示されるCDR-H2、SEQ ID NO:63に
示されるCDR-H3、SEQ ID NO:64に示されるCDR-L1、SEQ ID NO:65に示されるCDR-L2および
SEQ ID NO:66に示されるCDR-L3；
（8）SEQ ID NO:71に示されるCDR-H1、SEQ ID NO:72に示されるCDR-H2、SEQ ID NO:73に
示されるCDR-H3、SEQ ID NO:74に示されるCDR-L1、SEQ ID NO:75に示されるCDR-L2および
SEQ ID NO:76に示されるCDR-L3；
（9）SEQ ID NO:161に示されるCDR-H1、SEQ ID NO:162に示されるCDR-H2、SEQ ID NO:163
に示されるCDR-H3、SEQ ID NO:164に示されるCDR-L1、SEQ ID NO:165に示されるCDR-L2お
よびSEQ ID NO:166に示されるCDR-L3；
（10）SEQ ID NO:171に示されるCDR-H1、SEQ ID NO:172に示されるCDR-H2、SEQ ID NO:17
3に示されるCDR-H3、SEQ ID NO:174に示されるCDR-L1、SEQ ID NO:175に示されるCDR-L2
およびSEQ ID NO:176に示されるCDR-L3；
（11）SEQ ID NO:181に示されるCDR-H1、SEQ ID NO:182に示されるCDR-H2、SEQ ID NO:18
3に示されるCDR-H3、SEQ ID NO:184に示されるCDR-L1、SEQ ID NO:185に示されるCDR-L2
およびSEQ ID NO:186に示されるCDR-L3；
（12）SEQ ID NO:191に示されるCDR-H1、SEQ ID NO:192に示されるCDR-H2、SEQ ID NO:19
3に示されるCDR-H3、SEQ ID NO:194に示されるCDR-L1、SEQ ID NO:195に示されるCDR-L2
およびSEQ ID NO:196に示されるCDR-L3；
（13）SEQ ID NO:201に示されるCDR-H1、SEQ ID NO:202に示されるCDR-H2、SEQ ID NO:20
3に示されるCDR-H3、SEQ ID NO:204に示されるCDR-L1、SEQ ID NO:205に示されるCDR-L2
およびSEQ ID NO:206に示されるCDR-L3；
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（14）SEQ ID NO:211に示されるCDR-H1、SEQ ID NO:212に示されるCDR-H2、SEQ ID NO:21
3に示されるCDR-H3、SEQ ID NO:214に示されるCDR-L1、SEQ ID NO:215に示されるCDR-L2
およびSEQ ID NO:216に示されるCDR-L3；
（15）SEQ ID NO:221に示されるCDR-H1、SEQ ID NO:222に示されるCDR-H2、SEQ ID NO:22
3に示されるCDR-H3、SEQ ID NO:224に示されるCDR-L1、SEQ ID NO:225に示されるCDR-L2
およびSEQ ID NO:226に示されるCDR-L3；
（16）SEQ ID NO:311に示されるCDR-H1、SEQ ID NO:312に示されるCDR-H2、SEQ ID NO:31
3に示されるCDR-H3、SEQ ID NO:314に示されるCDR-L1、SEQ ID NO:315に示されるCDR-L2
およびSEQ ID NO:316に示されるCDR-L3；
（17）SEQ ID NO:321に示されるCDR-H1、SEQ ID NO:322に示されるCDR-H2、SEQ ID NO:32
3に示されるCDR-H3、SEQ ID NO:324に示されるCDR-L1、SEQ ID NO:325に示されるCDR-L2
およびSEQ ID NO:326に示されるCDR-L3；
（18）SEQ ID NO:331に示されるCDR-H1、SEQ ID NO:332に示されるCDR-H2、SEQ ID NO:33
3に示されるCDR-H3、SEQ ID NO:334に示されるCDR-L1、SEQ ID NO:335に示されるCDR-L2
およびSEQ ID NO:336に示されるCDR-L3；
（19）SEQ ID NO:341に示されるCDR-H1、SEQ ID NO:342に示されるCDR-H2、SEQ ID NO:34
3に示されるCDR-H3、SEQ ID NO:344に示されるCDR-L1、SEQ ID NO:345に示されるCDR-L2
およびSEQ ID NO:346に示されるCDR-L3；
（20）SEQ ID NO:351に示されるCDR-H1、SEQ ID NO:352に示されるCDR-H2、SEQ ID NO:35
3に示されるCDR-H3、SEQ ID NO:354に示されるCDR-L1、SEQ ID NO:355に示されるCDR-L2
およびSEQ ID NO:356に示されるCDR-L3；
（21）SEQ ID NO:361に示されるCDR-H1、SEQ ID NO:362に示されるCDR-H2、SEQ ID NO:36
3に示されるCDR-H3、SEQ ID NO:364に示されるCDR-L1、SEQ ID NO:365に示されるCDR-L2
およびSEQ ID NO:366に示されるCDR-L3；
（22）SEQ ID NO:371に示されるCDR-H1、SEQ ID NO:372に示されるCDR-H2、SEQ ID NO:37
3に示されるCDR-H3、SEQ ID NO:374に示されるCDR-L1、SEQ ID NO:375に示されるCDR-L2
およびSEQ ID NO:376に示されるCDR-L3；
（23）SEQ ID NO:381に示されるCDR-H1、SEQ ID NO:382に示されるCDR-H2、SEQ ID NO:38
3に示されるCDR-H3、SEQ ID NO:384に示されるCDR-L1、SEQ ID NO:385に示されるCDR-L2
およびSEQ ID NO:386に示されるCDR-L3；
（24）SEQ ID NO:581に示されるCDR-H1、SEQ ID NO:582に示されるCDR-H2、SEQ ID NO:58
3に示されるCDR-H3、SEQ ID NO:584に示されるCDR-L1、SEQ ID NO:585に示されるCDR-L2
およびSEQ ID NO:586に示されるCDR-L3；
（25）SEQ ID NO:591に示されるCDR-H1、SEQ ID NO:592に示されるCDR-H2、SEQ ID NO:59
3に示されるCDR-H3、SEQ ID NO:594に示されるCDR-L1、SEQ ID NO:595に示されるCDR-L2
およびSEQ ID NO:596に示されるCDR-L3；
（26）SEQ ID NO:601に示されるCDR-H1、SEQ ID NO:602に示されるCDR-H2、SEQ ID NO:60
3に示されるCDR-H3、SEQ ID NO:604に示されるCDR-L1、SEQ ID NO:605に示されるCDR-L2
およびSEQ ID NO:606に示されるCDR-L3；
（27）SEQ ID NO:611に示されるCDR-H1、SEQ ID NO:612に示されるCDR-H2、SEQ ID NO:61
3に示されるCDR-H3、SEQ ID NO:614に示されるCDR-L1、SEQ ID NO:615に示されるCDR-L2
およびSEQ ID NO:616に示されるCDR-L3；
（28）SEQ ID NO:621に示されるCDR-H1、SEQ ID NO:622に示されるCDR-H2、SEQ ID NO:62
3に示されるCDR-H3、SEQ ID NO:624に示されるCDR-L1、SEQ ID NO:625に示されるCDR-L2
およびSEQ ID NO:626に示されるCDR-L3；
（29）SEQ ID NO:631に示されるCDR-H1、SEQ ID NO:632に示されるCDR-H2、SEQ ID NO:63
3に示されるCDR-H3、SEQ ID NO:634に示されるCDR-L1、SEQ ID NO:635に示されるCDR-L2
およびSEQ ID NO:636に示されるCDR-L3；
（30）SEQ ID NO:641に示されるCDR-H1、SEQ ID NO:642に示されるCDR-H2、SEQ ID NO:64
3に示されるCDR-H3、SEQ ID NO:644に示されるCDR-L1、SEQ ID NO:645に示されるCDR-L2
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およびSEQ ID NO:646に示されるCDR-L3；
（31）SEQ ID NO:651に示されるCDR-H1、SEQ ID NO:652に示されるCDR-H2、SEQ ID NO:65
3に示されるCDR-H3、SEQ ID NO:654に示されるCDR-L1、SEQ ID NO:655に示されるCDR-L2
およびSEQ ID NO:656に示されるCDR-L3；
（32）SEQ ID NO:661に示されるCDR-H1、SEQ ID NO:662に示されるCDR-H2、SEQ ID NO:66
3に示されるCDR-H3、SEQ ID NO:664に示されるCDR-L1、SEQ ID NO:665に示されるCDR-L2
およびSEQ ID NO:666に示されるCDR-L3；
（33）SEQ ID NO:671に示されるCDR-H1、SEQ ID NO:672に示されるCDR-H2、SEQ ID NO:67
3に示されるCDR-H3、SEQ ID NO:674に示されるCDR-L1、SEQ ID NO:675に示されるCDR-L2
およびSEQ ID NO:676に示されるCDR-L3；
（34）SEQ ID NO:681に示されるCDR-H1、SEQ ID NO:682に示されるCDR-H2、SEQ ID NO:68
3に示されるCDR-H3、SEQ ID NO:684に示されるCDR-L1、SEQ ID NO:685に示されるCDR-L2
およびSEQ ID NO:686に示されるCDR-L3；
（35）SEQ ID NO:691に示されるCDR-H1、SEQ ID NO:692に示されるCDR-H2、SEQ ID NO:69
3に示されるCDR-H3、SEQ ID NO:694に示されるCDR-L1、SEQ ID NO:695に示されるCDR-L2
およびSEQ ID NO:696に示されるCDR-L3；
（36）SEQ ID NO:701に示されるCDR-H1、SEQ ID NO:702に示されるCDR-H2、SEQ ID NO:70
3に示されるCDR-H3、SEQ ID NO:704に示されるCDR-L1、SEQ ID NO:705に示されるCDR-L2
およびSEQ ID NO:706に示されるCDR-L3；
（37）SEQ ID NO:711に示されるCDR-H1、SEQ ID NO:712に示されるCDR-H2、SEQ ID NO:71
3に示されるCDR-H3、SEQ ID NO:714に示されるCDR-L1、SEQ ID NO:715に示されるCDR-L2
およびSEQ ID NO:716に示されるCDR-L3；
（38）SEQ ID NO:721に示されるCDR-H1、SEQ ID NO:722に示されるCDR-H2、SEQ ID NO:72
3に示されるCDR-H3、SEQ ID NO:724に示されるCDR-L1、SEQ ID NO:725に示されるCDR-L2
およびSEQ ID NO:726に示されるCDR-L3；
（39）SEQ ID NO:731に示されるCDR-H1、SEQ ID NO:732に示されるCDR-H2、SEQ ID NO:73
3に示されるCDR-H3、SEQ ID NO:734に示されるCDR-L1、SEQ ID NO:735に示されるCDR-L2
およびSEQ ID NO:736に示されるCDR-L3；
（40）SEQ ID NO:741に示されるCDR-H1、SEQ ID NO:742に示されるCDR-H2、SEQ ID NO:74
3に示されるCDR-H3、SEQ ID NO:744に示されるCDR-L1、SEQ ID NO:745に示されるCDR-L2
およびSEQ ID NO:746に示されるCDR-L3；
（41）SEQ ID NO:751に示されるCDR-H1、SEQ ID NO:752に示されるCDR-H2、SEQ ID NO:75
3に示されるCDR-H3、SEQ ID NO:754に示されるCDR-L1、SEQ ID NO:755に示されるCDR-L2
およびSEQ ID NO:756に示されるCDR-L3；
（42）SEQ ID NO:761に示されるCDR-H1、SEQ ID NO:762に示されるCDR-H2、SEQ ID NO:76
3に示されるCDR-H3、SEQ ID NO:764に示されるCDR-L1、SEQ ID NO:765に示されるCDR-L2
およびSEQ ID NO:766に示されるCDR-L3；
（43）SEQ ID NO:771に示されるCDR-H1、SEQ ID NO:772に示されるCDR-H2、SEQ ID NO:77
3に示されるCDR-H3、SEQ ID NO:774に示されるCDR-L1、SEQ ID NO:775に示されるCDR-L2
およびSEQ ID NO:776に示されるCDR-L3；
（44）SEQ ID NO:781に示されるCDR-H1、SEQ ID NO:782に示されるCDR-H2、SEQ ID NO:78
3に示されるCDR-H3、SEQ ID NO:784に示されるCDR-L1、SEQ ID NO:785に示されるCDR-L2
およびSEQ ID NO:786に示されるCDR-L3；
（45）SEQ ID NO:791に示されるCDR-H1、SEQ ID NO:792に示されるCDR-H2、SEQ ID NO:79
3に示されるCDR-H3、SEQ ID NO:794に示されるCDR-L1、SEQ ID NO:795に示されるCDR-L2
およびSEQ ID NO:796に示されるCDR-L3；
（46）SEQ ID NO:801に示されるCDR-H1、SEQ ID NO:802に示されるCDR-H2、SEQ ID NO:80
3に示されるCDR-H3、SEQ ID NO:804に示されるCDR-L1、SEQ ID NO:805に示されるCDR-L2
およびSEQ ID NO:806に示されるCDR-L3；
（47）SEQ ID NO:811に示されるCDR-H1、SEQ ID NO:812に示されるCDR-H2、SEQ ID NO:81
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3に示されるCDR-H3、SEQ ID NO:814に示されるCDR-L1、SEQ ID NO:815に示されるCDR-L2
およびSEQ ID NO:816に示されるCDR-L3；
（48）SEQ ID NO:821に示されるCDR-H1、SEQ ID NO:822に示されるCDR-H2、SEQ ID NO:82
3に示されるCDR-H3、SEQ ID NO:824に示されるCDR-L1、SEQ ID NO:825に示されるCDR-L2
およびSEQ ID NO:826に示されるCDR-L3；
（49）SEQ ID NO:831に示されるCDR-H1、SEQ ID NO:832に示されるCDR-H2、SEQ ID NO:83
3に示されるCDR-H3、SEQ ID NO:834に示されるCDR-L1、SEQ ID NO:835に示されるCDR-L2
およびSEQ ID NO:836に示されるCDR-L3；
（50）SEQ ID NO:961に示されるCDR-H1、SEQ ID NO:962に示されるCDR-H2、SEQ ID NO:96
3に示されるCDR-H3、SEQ ID NO:964に示されるCDR-L1、SEQ ID NO:965に示されるCDR-L2
およびSEQ ID NO:966に示されるCDR-L3；
（51）SEQ ID NO:971に示されるCDR-H1、SEQ ID NO:972に示されるCDR-H2、SEQ ID NO:97
3に示されるCDR-H3、SEQ ID NO:974に示されるCDR-L1、SEQ ID NO:975に示されるCDR-L2
およびSEQ ID NO:976に示されるCDR-L3；
（52）SEQ ID NO:981に示されるCDR-H1、SEQ ID NO:982に示されるCDR-H2、SEQ ID NO:98
3に示されるCDR-H3、SEQ ID NO:984に示されるCDR-L1、SEQ ID NO:985に示されるCDR-L2
およびSEQ ID NO:986に示されるCDR-L3；ならびに
（53）SEQ ID NO:991に示されるCDR-H1、SEQ ID NO:992に示されるCDR-H2、SEQ ID NO:99
3に示されるCDR-H3、SEQ ID NO:994に示されるCDR-L1、SEQ ID NO:995に示されるCDR-L2
およびSEQ ID NO:996に示されるCDR-L3
からなる群より選択されるCDR-H1、CDR-H2およびCDR-H3を含むVH領域ならびにCDR-L1、CD
R-L2およびCDR-L3を含むVL領域を含む。
【０２１９】
　さらに別の態様において、結合分子の第1の結合ドメインは、SEQ ID NO:7、SEQ ID NO:
17、SEQ ID NO:27、SEQ ID NO:37、SEQ ID NO:47、SEQ ID NO:57、SEQ ID NO:67、SEQ ID
 NO:77、SEQ ID NO:167、SEQ ID NO:177、SEQ ID NO:187、SEQ ID NO:197、SEQ ID NO:20
7、SEQ ID NO:217、SEQ ID NO:227、SEQ ID NO:317、SEQ ID NO:327、SEQ ID NO:337、SE
Q ID NO:347、SEQ ID NO:357、SEQ ID NO:367、SEQ ID NO:377、SEQ ID NO:387、SEQ ID 
NO:587、SEQ ID NO:597、SEQ ID NO:607、SEQ ID NO:617、SEQ ID NO:627、SEQ ID NO:63
7、SEQ ID NO:647、SEQ ID NO:657、SEQ ID NO:667、SEQ ID NO:677、SEQ ID NO:687、SE
Q ID NO:697、SEQ ID NO:707、SEQ ID NO:717、SEQ ID NO:727、SEQ ID NO:737、SEQ ID 
NO:747、SEQ ID NO:757、SEQ ID NO:767、SEQ ID NO:777、SEQ ID NO:787、SEQ ID NO:79
7、SEQ ID NO:807、SEQ ID NO:817、SEQ ID NO:827、SEQ ID NO:837、SEQ ID NO:967、SE
Q ID NO:977、SEQ ID NO:987およびSEQ ID NO:997に示されるVH領域からなる群より選択
されるVH領域を含む。
【０２２０】
　別の態様において、結合分子の第1の結合ドメインは、SEQ ID NO:8、SEQ ID NO:18、SE
Q ID NO:28、SEQ ID NO:38、SEQ ID NO:48、SEQ ID NO:58、SEQ ID NO:68、SEQ ID NO:78
、SEQ ID NO:168、SEQ ID NO:178、SEQ ID NO:188、SEQ ID NO:198、SEQ ID NO:208、SEQ
 ID NO:218、SEQ ID NO:228、SEQ ID NO:318、SEQ ID NO:328、SEQ ID NO:338、SEQ ID N
O:348、SEQ ID NO:358、SEQ ID NO:368、SEQ ID NO:378、SEQ ID NO:388、SEQ ID NO:588
、SEQ ID NO:598、SEQ ID NO:608、SEQ ID NO:618、SEQ ID NO:628、SEQ ID NO:638、SEQ
 ID NO:648、SEQ ID NO:658、SEQ ID NO:668、SEQ ID NO:678、SEQ ID NO:688、SEQ ID N
O:698、SEQ ID NO:708、SEQ ID NO:718、SEQ ID NO:728、SEQ ID NO:738、SEQ ID NO:748
、SEQ ID NO:758、SEQ ID NO:768、SEQ ID NO:778、SEQ ID NO:788、SEQ ID NO:798、SEQ
 ID NO:808、SEQ ID NO:818、SEQ ID NO:828、SEQ ID NO:838、SEQ ID NO:968、SEQ ID N
O:978、SEQ ID NO:988およびSEQ ID NO:998に示されるVL領域からなる群より選択されるV
L領域を含む。
【０２２１】
　1つの態様において、結合分子の第1の結合ドメインは：
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（1）SEQ ID NO:7に示されるVH領域およびSEQ ID NO:8に示されるVL領域；
（2）SEQ ID NO:17に示されるVH領域およびSEQ ID NO:18に示されるVL領域；
（3）SEQ ID NO:27に示されるVH領域およびSEQ ID NO:28に示されるVL領域；
（4）SEQ ID NO:37に示されるVH領域およびSEQ ID NO:38に示されるVL領域；
（5）SEQ ID NO:47に示されるVH領域およびSEQ ID NO:48に示されるVL領域；
（6）SEQ ID NO:57に示されるVH領域およびSEQ ID NO:58に示されるVL領域；
（7）SEQ ID NO:67に示されるVH領域およびSEQ ID NO:68に示されるVL領域；
（8）SEQ ID NO:77に示されるVH領域およびSEQ ID NO:78に示されるVL領域；
（9）SEQ ID NO:167に示されるVH領域およびSEQ ID NO:168に示されるVL領域；
（10）SEQ ID NO:177に示されるVH領域およびSEQ ID NO:178に示されるVL領域；
（11）SEQ ID NO:187に示されるVH領域およびSEQ ID NO:188に示されるVL領域；
（12）SEQ ID NO:197に示されるVH領域およびSEQ ID NO:198に示されるVL領域；
（13）SEQ ID NO:207に示されるVH領域およびSEQ ID NO:208に示されるVL領域；
（14）SEQ ID NO:217に示されるVH領域およびSEQ ID NO:218に示されるVL領域；
（15）SEQ ID NO:227に示されるVH領域およびSEQ ID NO:228に示されるVL領域；
（16）SEQ ID NO:317に示されるVH領域およびSEQ ID NO:318に示されるVL領域；
（17）SEQ ID NO:327に示されるVH領域およびSEQ ID NO:328に示されるVL領域；
（18）SEQ ID NO:337に示されるVH領域およびSEQ ID NO:338に示されるVL領域；
（19）SEQ ID NO:347に示されるVH領域およびSEQ ID NO:348に示されるVL領域；
（20）SEQ ID NO:357に示されるVH領域およびSEQ ID NO:358に示されるVL領域；
（21）SEQ ID NO:367に示されるVH領域およびSEQ ID NO:368に示されるVL領域；
（22）SEQ ID NO:377に示されるVH領域およびSEQ ID NO:378に示されるVL領域；
（23）SEQ ID NO:387に示されるVH領域およびSEQ ID NO:388に示されるVL領域；
（24）SEQ ID NO:587に示されるVH領域およびSEQ ID NO:588に示されるVL領域；
（25）SEQ ID NO:597に示されるVH領域およびSEQ ID NO:598に示されるVL領域；
（26）SEQ ID NO:607に示されるVH領域およびSEQ ID NO:608に示されるVL領域；
（27）SEQ ID NO:617に示されるVH領域およびSEQ ID NO:618に示されるVL領域；
（28）SEQ ID NO:627に示されるVH領域およびSEQ ID NO:628に示されるVL領域；
（29）SEQ ID NO:637に示されるVH領域およびSEQ ID NO:638に示されるVL領域；
（30）SEQ ID NO:647に示されるVH領域およびSEQ ID NO:648に示されるVL領域；
（31）SEQ ID NO:657に示されるVH領域およびSEQ ID NO:658に示されるVL領域；
（32）SEQ ID NO:667に示されるVH領域およびSEQ ID NO:668に示されるVL領域；
（33）SEQ ID NO:677に示されるVH領域およびSEQ ID NO:678に示されるVL領域；
（34）SEQ ID NO:687に示されるVH領域およびSEQ ID NO:688に示されるVL領域；
（35）SEQ ID NO:697に示されるVH領域およびSEQ ID NO:698に示されるVL領域；
（36）SEQ ID NO:707に示されるVH領域およびSEQ ID NO:708に示されるVL領域；
（37）SEQ ID NO:717に示されるVH領域およびSEQ ID NO:718に示されるVL領域；
（38）SEQ ID NO:727に示されるVH領域およびSEQ ID NO:728に示されるVL領域；
（39）SEQ ID NO:737に示されるVH領域およびSEQ ID NO:738に示されるVL領域；
（40）SEQ ID NO:747に示されるVH領域およびSEQ ID NO:748に示されるVL領域；
（41）SEQ ID NO:757に示されるVH領域およびSEQ ID NO:758に示されるVL領域；
（42）SEQ ID NO:767に示されるVH領域およびSEQ ID NO:768に示されるVL領域；
（43）SEQ ID NO:777に示されるVH領域およびSEQ ID NO:778に示されるVL領域；
（44）SEQ ID NO:787に示されるVH領域およびSEQ ID NO:788に示されるVL領域；
（45）SEQ ID NO:797に示されるVH領域およびSEQ ID NO:798に示されるVL領域；
（46）SEQ ID NO:807に示されるVH領域およびSEQ ID NO:808に示されるVL領域；
（47）SEQ ID NO:817に示されるVH領域およびSEQ ID NO:818に示されるVL領域；
（48）SEQ ID NO:827に示されるVH領域およびSEQ ID NO:828に示されるVL領域；
（49）SEQ ID NO:837に示されるVH領域およびSEQ ID NO:838に示されるVL領域；
（50）SEQ ID NO:967に示されるVH領域およびSEQ ID NO:968に示されるVL領域；
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（51）SEQ ID NO:977に示されるVH領域およびSEQ ID NO:978に示されるVL領域；
（52）SEQ ID NO:987に示されるVH領域およびSEQ ID NO:988に示されるVL領域；ならびに
（53）SEQ ID NO:997に示されるVH領域およびSEQ ID NO:998に示されるVL領域
からなる群より選択されるVH領域およびVL領域を含む。
【０２２２】
　1つの例において、第1の結合ドメインは、SEQ ID NO:9、SEQ ID NO:19、SEQ ID NO:29
、SEQ ID NO:39、SEQ ID NO:49、SEQ ID NO:59、SEQ ID NO:69、SEQ ID NO:79、SEQ ID N
O:169、SEQ ID NO:179、SEQ ID NO:189、SEQ ID NO:199、SEQ ID NO:209、SEQ ID NO:219
、SEQ ID NO:229、SEQ ID NO:319、SEQ ID NO:329、SEQ ID NO:339、SEQ ID NO:349、SEQ
 ID NO:359、SEQ ID NO:369、SEQ ID NO:379、SEQ ID NO:389、SEQ ID NO:589、SEQ ID N
O:599、SEQ ID NO:609、SEQ ID NO:619、SEQ ID NO:629、SEQ ID NO:639、SEQ ID NO:649
、SEQ ID NO:659、SEQ ID NO:669、SEQ ID NO:679、SEQ ID NO:689、SEQ ID NO:699、SEQ
 ID NO:709、SEQ ID NO:719、SEQ ID NO:729、SEQ ID NO:739、SEQ ID NO:749、SEQ ID N
O:759、SEQ ID NO:769、SEQ ID NO:779、SEQ ID NO:789、SEQ ID NO:799、SEQ ID NO:809
、SEQ ID NO:819、SEQ ID NO:829、SEQ ID NO:839、SEQ ID NO:969、SEQ ID NO:979、SEQ
 ID NO:989およびSEQ ID NO:999からなる群より選択されるアミノ酸配列を含む。
【０２２３】
　本発明の結合分子が、3、4および12位にチロシン（Y）残基が存在する12アミノ酸長のC
DR-H3領域を有することが、好ましい。好ましいCDR-H3は、SEQ ID NO:43、193、333、613
、703、733、823または973に示されている。したがって、本発明の結合分子は、好ましい
態様において、SEQ ID NO:43、193、333、613、703、733、823または973に示されるCDR-H
3を有する。
【０２２４】
　SEQ ID NO:340に示されるアミノ酸配列を有する結合分子が好ましい。SEQ ID NO:980に
示されるアミノ酸配列を有する結合分子も好ましい。
【０２２５】
　ヒトBCMAに対する第1の結合ドメインの親和性は、好ましくは≦15 nM、より好ましくは
≦10 nM、さらにより好ましくは≦5 nM、さらにより好ましくは≦1 nM、さらにより好ま
しくは≦0.5 nM、さらにより好ましくは≦0.1 nM、そして最も好ましくは≦0.05 nMであ
る。マカクBCMAに対する第1の結合ドメインの親和性は、好ましくは≦15 nM、より好まし
くは≦10 nM、さらにより好ましくは≦5 nM、さらにより好ましくは≦1 nM、さらにより
好ましくは≦0.5 nM、さらにより好ましくは≦0.1 nM、そして最も好ましくは≦0.05 nM
であり、≦0.01 nMでさえある。親和性は、例えば、例えば実施例に記載されるようなBia
coreアッセイまたはScatchardアッセイにおいて測定され得る。マカクBCMAへの結合 対 
ヒトBCMAへの結合の親和性ギャップは、好ましくは［1：10～1：5］または［5：1～10：1
］、より好ましくは［1：5～5：1］、そして最も好ましくは［1：2～3：1］であり、［1
：1～3：1］でさえある。親和性を決定する他の方法は、当業者に周知である。
【０２２６】
　BCMA/CD3二重特異性結合分子によって媒介される細胞毒性は、様々な方法で測定するこ
とができる。エフェクター細胞は、例えば、刺激された濃縮（ヒト）CD8陽性T細胞または
未刺激の（ヒト）末梢血単核細胞（PBMC）であり得る。標的細胞がマカク起源であるまた
はマカクBCMAを発現するもしくはマカクBCMAでトランスフェクトされている場合、エフェ
クター細胞もまた、マカク起源、例えばマカクT細胞株、例えば4119LnPxであるべきであ
る。標的細胞は、BCMA、例えばヒトまたはマカクBCMA（の少なくとも細胞外ドメイン）を
発現するものであるべきである。標的細胞は、BCMA、例えばヒトまたはマカクBCMAで安定
的または一過的にトランスフェクトされた細胞株（例えば、CHO）であり得る。あるいは
、標的細胞は、BCMA陽性天然発現細胞株、例えばヒト多発性骨髄腫細胞株L363またはNCI-
H929であり得る。通常、EC50値は、その細胞表面上により高いレベルのBCMAを発現する標
的細胞株に対してより低くなると考えられる。エフェクター 対 標的細胞（E:T）比は、
通常、約10:1であるが、これは変更することもできる。BCMA/CD3二重特異性結合分子の細



(69) JP 6543197 B2 2019.7.17

10

20

30

40

50

胞毒性活性は、51クロム放出アッセイ（インキュベート時間約18時間）においてまたはFA
CSベースの細胞毒性アッセイ（インキュベート時間約48時間）において測定することがで
きる。アッセイのインキュベート時間（細胞毒性反応）は変更することも可能である。細
胞毒性を測定する他の方法は、当業者に周知であり、生物発光アッセイ、スルホローダミ
ンB（SRB）アッセイ、WSTアッセイ、クローン形成アッセイおよびECIS技術を含む、MTTま
たはMTSアッセイ、ATPベースのアッセイを含む。
【０２２７】
　本発明のBCMA/CD3二重特異性結合分子によって媒介される細胞毒性活性は、好ましくは
、細胞ベースの細胞毒性アッセイにおいて測定される。それは、半数効果濃度（ベースラ
インと最大の間の中間の細胞毒性反応を誘導する結合分子の濃度）に対応するEC50値によ
って表される。好ましくは、BCMA/CD3二重特異性結合分子のEC50値は、≦20.000 pg/ml、
より好ましくは≦5000 pg/ml、さらにより好ましくは≦1000 pg/ml、さらにより好ましく
は≦500 pg/ml、さらにより好ましくは≦350 pg/ml、さらにより好ましくは≦320 pg/ml
、さらにより好ましくは≦250 pg/ml、さらにより好ましくは≦100 pg/ml、さらにより好
ましくは≦50 pg/ml、さらにより好ましくは≦10 pg/ml、そして最も好ましくは≦5 pg/m
lである。
【０２２８】
　上記の与えられた任意のEC50値が、細胞ベースの細胞毒性アッセイの示されたシナリオ
のいずれか1つと組み合わされ得る。例えば、（ヒト）CD8陽性T細胞またはマカクT細胞株
がエフェクター細胞として使用される場合、BCMA/CD3 二重特異性結合分子のEC50値は、
好ましくは≦1000 pg/ml、より好ましくは≦500 pg/ml、さらにより好ましくは≦250 pg/
ml、さらにより好ましくは≦100 pg/ml、さらにより好ましくは≦50 pg/ml、さらにより
好ましくは≦10 pg/mlおよび最も好ましくは≦5 pg/mlである。このアッセイにおいて標
的細胞が（ヒトまたはマカク）BCMAトランスフェクト細胞、例えばCHO細胞である場合、B
CMA/CD3二重特異性結合分子のEC50値は、好ましくは≦150 pg/ml、より好ましくは≦100 
pg/ml、さらにより好ましくは≦50 pg/ml、さらにより好ましくは≦30 pg/ml、さらによ
り好ましくは≦10 pg/mlおよび最も好ましくは≦5 pg/mlである。
　標的細胞がBCMA陽性天然発現細胞株である場合、EC50値は、好ましくは≦350 pg/ml、
より好ましくは≦320 pg/ml、さらにより好ましくは≦250 pg/ml、さらにより好ましくは
≦200 pg/ml、さらにより好ましくは≦100 pg/ml、さらにより好ましくは≦150 pg/ml、
さらにより好ましくは≦100 pg/mlおよび最も好ましくは≦50 pg/mlまたはそれより低い
値である。
　（ヒト）PBMCがエフェクター細胞として使用される場合、BCMA/CD3二重特異性結合分子
のEC50値は、好ましくは≦1000 pg/ml、より好ましくは≦750 pg/ml、より好ましくは≦5
00 pg/ml、さらにより好ましくは≦350 pg/ml、さらにより好ましくは≦320 pg/ml、さら
により好ましくは≦250 pg/ml、さらにより好ましくは≦100 pg/mlおよび最も好ましくは
≦50 pg/mlまたはそれより低い値である。
　特に好ましい態様において、本発明のBCMA/CD3二重特異性結合分子は、≦350 pg/mlま
たはそれ未満、より好ましくは≦320 pg/mlまたはそれ未満のEC50によって特徴づけられ
る。その態様において、標的細胞はL363細胞であり、エフェクター細胞は未刺激のヒトPB
MCである。当業者は、さらなる労力を要さずEC50値を測定する方法を知っている。さらに
、本明細書は、EC50値を測定する方法の具体的な手引きを教示している；例えば、以下の
実施例E8.3を参照のこと。適当なプロトコルは、以下のようなものである：
a）濃縮リンパ球調製物（軟膜）からFicoll密度勾配遠心分離によってヒト末梢血単核細
胞（PBMC)を調製する
b）任意で、Dulbecco's PBS（Gibco）により洗浄する
c）赤血球溶解緩衝液（155 mM NH4Cl、10 mM KHCO3、100μM EDTA）とのインキュベート
を通じてPBMCから残存する赤血球を除去する
c）100 x gでのPBMCの遠心分離により上清を通じて血小板を除去する
d）CD14+細胞およびNK細胞を枯渇させる
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e）例えばLSカラム（Miltenyi Biotec、＃130-042-401）を用いてCD14/CD56陰性細胞を単
離する
f）必要になるまで、37℃のインキュベーターにおいて、例えばRPMI完全培地、すなわち1
0％ FBS（Biochrom AG, ＃S0115）、1 x 非必須アミノ酸（Biochrom AG, ＃K0293）、10 
mM Hepes緩衝液（Biochrom AG, ＃L1613）、1 mMピルビン酸ナトリウム（Biochrom AG, 
＃L0473）および100 U/mLペニシリン／ストレプトマイシン（Biochrom AG, ＃A2213）を
補充したRPMI 1640（Biochrom AG, ＃FG1215）中で、PBMC w/o CD14+/CD56+細胞を培養す
る
g）標的細胞を標識する
h）E:T細胞比が10：1となるよう、好ましくは等容積で、エフェクターおよび標的細胞を
混合する
i）好ましくは連続希釈物として、結合分子を添加する
j）7％ CO2加湿インキュベーター中で48時間進行させる
k）例えばヨウ化プロピジウム（PI）を1μg/mLの終濃度で添加することによって、標的細
胞の膜完全性を、例えばフローサイトメトリーによって、モニタリングする
l）例えば次式：

にしたがい、EC50を計算する。
【０２２９】
　GraphPad Prism 5ソフトウェア（Graph Pad Software, San Diego）を用いて、細胞毒
性の百分率を、対応する二重特異性抗体濃度に対してプロットした。用量応答曲線は、一
定のヒルスロープ（hill slope）のシグモイド型用量応答曲線の評価のための4パラメー
タロジスティック回帰モデルを用いて分析することができ、そしてEC50値を計算した。
【０２３０】
　上記の観点から、本発明の結合分子が350またはそれ未満、好ましくは320またはそれ未
満のEC50（pg/ml）によって特徴づけられることが好ましい。
【０２３１】
　本発明はまた、BCMA/CD3二重特異性結合分子BCMA-83 x CD3、BCMA-62 x CD3、BCMA-5 x
 CD3、BCMA-98 x CD3、BCMA-71 x CD3、BCMA-34 x CD3、BCMA-74 x CD3、BCMA-20 x CD3
のいずれか1つのEC50（pg/ml）と同等のEC50（pg/ml）によって特徴づけられる本明細書
に記載される結合分子に関する。本明細書に記載される結合分子のEC50がBCMA-83 x CD3
、BCMA-62 x CD3、BCMA-5 x CD3、BCMA-98 x CD3、BCMA-71 x CD3、BCMA-34 x CD3、BCMA
-74 x CD3、BCMA-20 x CD3のいずれか1つのEC50と同等であるかどうかを決定するために
、EC50値の決定に関して同一のアッセイが適用されることが想定される。「同等」という
用語は、各EC50値の+/- 10％、好ましくは+/- 7.5％、より好ましくは+/- 5％、さらによ
り好ましくは+/- 2.5％の偏差を含む。
　上記のアッセイにおいて「参照」結合分子の役割を果たすBCMA/CD3二重特異性結合分子
BCMA-83 x CD3、BCMA-62 x CD3、BCMA-5 x CD3、BCMA-98 x CD3、BCMA-71 x CD3、BCMA-3
4 x CD3、BCMA-74 x CD3、BCMA-20 x CD3は、好ましくはCHO細胞において生産される。
【０２３２】
　個々のBCMA/CD3二重特異性結合分子（例えば、抗体）の単量体アイソフォームと二量体
アイソフォームの間の細胞毒性活性の違いは、「効果ギャップ（potency gap）」と称さ
れる。この効果ギャップは、例えば、その分子の単量体形態のEC50値と二量体形態のEC50
値の間の比として計算され得る。本発明のBCMA/CD3二重特異性結合分子の効果ギャップは
、好ましくは≦5、より好ましくは≦4、さらにより好ましくは≦3、さらにより好ましく
は≦2および最も好ましくは≦1である。
【０２３３】
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　好ましくは、本発明のBCMA/CD3二重特異性結合分子は、ヒトBAFF-Rおよび／またはヒト
TACIに結合、それらと相互作用、それらを認識またはそれらと交差反応しない。ヒトBAFF
-Rおよび／またはヒトTACIとの交差反応を検出する方法は、実施例E9に開示されている。
【０２３４】
　本発明のBCMA/CD3二重特異性結合分子が複数回の凍結／解凍サイクルの後に非常に低い
二量体変換率で存在することも好ましい。好ましくは、二量体変換率は、例えば3回の凍
結／解凍サイクルの後に、≦5％、より好ましくは≦4％、さらにより好ましくは≦3％、
さらにより好ましくは≦2.5％、さらにより好ましくは≦2％、さらにより好ましくは≦1.
5％、そして最も好ましくは≦1％である。凍結解凍サイクルおよび二量体率の決定は、実
施例E16にしたがい実施され得る。
【０２３５】
　本発明のBCMA/CD3二重特異性結合分子（例えば、抗体）は、好ましくは、60℃を超える
融点という好ましい熱安定性を示す。
【０２３６】
　BCMA/CD3二重特異性結合分子（例えば、抗体）とヒト血漿タンパク質との潜在的な相互
作用を決定するために、血漿干渉試験が実施され得る（例えば、実施例E18を参照のこと
）。好ましい態様において、血漿タンパク質により媒介されるBCMA/CD3二重特異性結合分
子の標的結合の有意な減少はない。相対血漿干渉値は、好ましくは≦2である。
【０２３７】
　本発明のBCMA/CD3二重特異性結合分子が治療効果または抗腫瘍活性を示すことができる
ことがさらに想定される。これは、例えば、実施例E19に開示される研究（進行段階ヒト
腫瘍異種移植モデル）において評価され得る。当業者は、この研究の特定のパラメータ、
例えば注射される腫瘍細胞の数、注射部位、移植されるヒトT細胞の数、投与されるBCMA/
CD3二重特異性結合分子の量およびタイムラインを変更または適応させつつ、なおも有意
義かつ再現可能な結果に到達する方法を知っている。好ましくは、腫瘍成長阻害率T/C［
％］は、70もしくは60もしくはそれ未満、より好ましくは50もしくは40もしくはそれ未満
、さらにより好ましくは少なくとも30もしくは20もしくはそれ未満、そして最も好ましく
は10もしくはそれ未満、5もしくはそれ未満であり、または2.5もしくはそれ未満でさえあ
る。
【０２３８】
　好ましくは、本発明のBCMA/CD3二重特異性結合分子は、BCMA陰性細胞、例えばHL60、ME
S-SAおよびSNU-16の溶解を誘導／媒介しないまたは本質的に溶解を誘導／媒介しない。「
溶解を誘導しない」、「本質的に溶解を誘導しない」、「溶解を媒介しない」または「本
質的に溶解を媒介しない」という用語は、BCMA陽性細胞株、例えばNCI-H929、L-363また
はOPM-2の溶解を100％として、本発明の結合分子がBCMA陰性細胞の30％を超える溶解を誘
導または媒介せず、好ましくは20％を超えず、より好ましくは10％を超えず、特に好まし
くは9％、8％、7％、6％または5％を超えないことを意味する。これは、少なくとも500 n
Mまでの結合分子の濃度に適用される。当業者は、さらなる労力なしに細胞溶解を測定す
る方法を知っている。さらに、本明細書は、細胞溶解を測定する方法の具体的な手引きを
教示している；例えば、以下の実施例E20を参照のこと。
【０２３９】
　さらに、本発明は、BCMA、好ましくはヒトBCMAに結合できる結合分子、好ましくは抗体
の作製のための、BCMA、好ましくはヒトBCMAのエピトープクラスター3の使用に関する。B
CMAのエピトープクラスター3は、好ましくはSEQ ID NO:1002に示される配列のアミノ酸残
基24～41に対応する。
【０２４０】
　加えて、本発明は、BCMA、好ましくはヒトBCMAに結合できる抗体、好ましくは二重特異
性結合分子を作製する方法であって、
（a）BCMA、好ましくはヒトBCMAのエピトープクラスター3を含むポリペプチドで動物を免
疫する工程であって、BCMAのエピトープクラスター3がSEQ ID NO:1002に示される配列の
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アミノ酸残基24～41に対応する工程、
（b）抗体を得る工程、および
（c）任意で、この抗体を、ヒトBCMAおよび好ましくはT細胞CD3受容体複合体に結合でき
る二重特異性結合分子に変換する工程、
を含む方法を提供する。
　好ましくは、工程（b）は、得られた抗体を以下のようにして試験することを含む：ヒ
トBCMAタンパク質中の各エピトープクラスターがマウスBCMA抗原の各エピトープクラスタ
ーと交換される（それによって、ヒトエピトープクラスター3がマウスエピトープクラス
ター3で置き換えられたヒトBCMAを含む構築物が形成される；SEQ ID NO: 1011を参照のこ
と）場合、抗体の結合の減少が起こり得る。その減少は、ヒトBCMAタンパク質の各エピト
ープクラスターに対する結合を100％として、ヒトBCMAタンパク質の各エピトープクラス
ターとの比較で、好ましくは、少なくとも10％、20％、30％、40％、50％；より好ましく
は、少なくとも60％、70％、80％、90％、95％であり、または100％でさえある。上記の
ヒトBCMA／マウスBCMAキメラをCHO細胞において発現させることが想定されている。ヒトB
CMA／マウスBCMAキメラを、異なる膜結合タンパク質、例えばEpCAM、の膜貫通ドメインお
よび／または細胞質ドメインと融合させることも想定されている；図2aを参照のこと。
　この、非ヒト（例えば、マウス）BCMA抗原の各エピトープクラスターとの交換に起因す
る結合の喪失を試験する方法は、付属の実施例、特に実施例1～3に記載されている。
　この方法はさらに、抗体がヒトBCMAのエピトープクラスター3に結合し、さらにマカクB
CMA、例えばマカカ・ムラタ（SEQ ID NO:1017）またはマカカ・ファシキュラリス（SEQ I
D NO:1017）由来のBCMAのエピトープクラスター3に結合できるかどうかに関する試験を含
み得る。
【０２４１】
　本発明はまた、SEQ ID NO:1～1000および1022～1093に示されるアミノ酸配列のいずれ
か1つを含む結合分子を提供する。
　好ましくは、結合分子は、Xが1～100である「BCMA-(X)」で表される結合分子（付記さ
れた配列一覧表の第2列を参照のこと）由来の3つのVH CDR配列（「VH CDR1」、「VH CDR2
」、「VH CDR3」と名付けられている、付記された配列一覧表の第4列を参照のこと）およ
び／またはXが1～100であるBCMA-Xで表される結合分子（付記された配列一覧表の第2列を
参照のこと）由来の3つのVL CDR配列（「VL CDR1」、「VH CDR2」、「VH CDR3」と名付け
られている、付記された配列一覧表の第4列を参照のこと）を含む。
　好ましくは、結合分子は、付記された配列一覧表に示されるVHおよび／またはVL配列（
付記された配列一覧表の第4列を参照のこと；「VH」および「VL」）を含む。
　好ましくは、結合分子は、付記された配列一覧表に示されるscFv配列（付記された配列
一覧表の第4列を参照のこと；「scFv」）を含む。
　好ましくは、結合分子は、付記された配列一覧表に示される二重特異性分子配列（付記
された配列一覧表の第4列を参照のこと；「二重特異性分子」）を含む。
【０２４２】
　第5の結合分子グループはまた、以下の項目にも関連する：
1.　第1および第2の結合ドメインを含む、少なくとも二重特異性である結合分子であって
、
（a）第1の結合ドメインがBCMAのエピトープクラスター3

に結合でき、かつ、
（b）第2の結合ドメインがT細胞CD3受容体複合体に結合でき、
ここで、BCMAのエピトープクラスター3はSEQ ID NO: 1002に示される配列のアミノ酸残基
24～41に対応する、結合分子。
2.　第1の結合ドメインが、マカクBCMAのエピトープクラスター3

にさらに結合できる、項目1の結合分子。



(73) JP 6543197 B2 2019.7.17

10

20

30

40

50

3.　第2の結合ドメインがCD3イプシロンに結合できる、項目1または2の結合分子。
4.　第2の結合ドメインがヒトCD3およびマカクCD3に結合できる、前記項目のいずれかの
結合分子。
5.　第1および／または第2の結合ドメインが抗体由来である、前記項目のいずれかの結合
分子。
6.　(scFv)2、(単一ドメインmAb)2、scFv-単一ドメインmAb、ダイアボディおよびこれら
のオリゴマーからなる群より選択される、項目5の結合分子。
7.　第1の結合ドメインが、
（1）SEQ ID NO:1に示されるCDR-H1、SEQ ID NO:2に示されるCDR-H2、SEQ ID NO:3に示さ
れるCDR-H3、SEQ ID NO:4に示されるCDR-L1、SEQ ID NO:5に示されるCDR-L2およびSEQ ID
 NO:6に示されるCDR-L3；
（2）SEQ ID NO:11に示されるCDR-H1、SEQ ID NO:12に示されるCDR-H2、SEQ ID NO:13に
示されるCDR-H3、SEQ ID NO:14に示されるCDR-L1、SEQ ID NO:15に示されるCDR-L2および
SEQ ID NO:16に示されるCDR-L3；
（3）SEQ ID NO:21に示されるCDR-H1、SEQ ID NO:22に示されるCDR-H2、SEQ ID NO:23に
示されるCDR-H3、SEQ ID NO:24に示されるCDR-L1、SEQ ID NO:25に示されるCDR-L2および
SEQ ID NO:26に示されるCDR-L3；
（4）SEQ ID NO:31に示されるCDR-H1、SEQ ID NO:32に示されるCDR-H2、SEQ ID NO:33に
示されるCDR-H3、SEQ ID NO:34に示されるCDR-L1、SEQ ID NO:35に示されるCDR-L2および
SEQ ID NO:36に示されるCDR-L3；
（5）SEQ ID NO:41に示されるCDR-H1、SEQ ID NO:42に示されるCDR-H2、SEQ ID NO:43に
示されるCDR-H3、SEQ ID NO:44に示されるCDR-L1、SEQ ID NO:45に示されるCDR-L2および
SEQ ID NO:46に示されるCDR-L3；
（6）SEQ ID NO:51に示されるCDR-H1、SEQ ID NO:52に示されるCDR-H2、SEQ ID NO:53に
示されるCDR-H3、SEQ ID NO:54に示されるCDR-L1、SEQ ID NO:55に示されるCDR-L2および
SEQ ID NO:56に示されるCDR-L3；
（7）SEQ ID NO:61に示されるCDR-H1、SEQ ID NO:62に示されるCDR-H2、SEQ ID NO:63に
示されるCDR-H3、SEQ ID NO:64に示されるCDR-L1、SEQ ID NO:65に示されるCDR-L2および
SEQ ID NO:66に示されるCDR-L3；
（8）SEQ ID NO:71に示されるCDR-H1、SEQ ID NO:72に示されるCDR-H2、SEQ ID NO:73に
示されるCDR-H3、SEQ ID NO:74に示されるCDR-L1、SEQ ID NO:75に示されるCDR-L2および
SEQ ID NO:76に示されるCDR-L3；
（9）SEQ ID NO:161に示されるCDR-H1、SEQ ID NO:162に示されるCDR-H2、SEQ ID NO:163
に示されるCDR-H3、SEQ ID NO:164に示されるCDR-L1、SEQ ID NO:165に示されるCDR-L2お
よびSEQ ID NO:166に示されるCDR-L3；
（10）SEQ ID NO:171に示されるCDR-H1、SEQ ID NO:172に示されるCDR-H2、SEQ ID NO:17
3に示されるCDR-H3、SEQ ID NO:174に示されるCDR-L1、SEQ ID NO:175に示されるCDR-L2
およびSEQ ID NO:176に示されるCDR-L3；
（11）SEQ ID NO:181に示されるCDR-H1、SEQ ID NO:182に示されるCDR-H2、SEQ ID NO:18
3に示されるCDR-H3、SEQ ID NO:184に示されるCDR-L1、SEQ ID NO:185に示されるCDR-L2
およびSEQ ID NO:186に示されるCDR-L3；
（12）SEQ ID NO:191に示されるCDR-H1、SEQ ID NO:192に示されるCDR-H2、SEQ ID NO:19
3に示されるCDR-H3、SEQ ID NO:194に示されるCDR-L1、SEQ ID NO:195に示されるCDR-L2
およびSEQ ID NO:196に示されるCDR-L3；
（13）SEQ ID NO:201に示されるCDR-H1、SEQ ID NO:202に示されるCDR-H2、SEQ ID NO:20
3に示されるCDR-H3、SEQ ID NO:204に示されるCDR-L1、SEQ ID NO:205に示されるCDR-L2
およびSEQ ID NO:206に示されるCDR-L3；
（14）SEQ ID NO:211に示されるCDR-H1、SEQ ID NO:212に示されるCDR-H2、SEQ ID NO:21
3に示されるCDR-H3、SEQ ID NO:214に示されるCDR-L1、SEQ ID NO:215に示されるCDR-L2
およびSEQ ID NO:216に示されるCDR-L3；
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（15）SEQ ID NO:221に示されるCDR-H1、SEQ ID NO:222に示されるCDR-H2、SEQ ID NO:22
3に示されるCDR-H3、SEQ ID NO:224に示されるCDR-L1、SEQ ID NO:225に示されるCDR-L2
およびSEQ ID NO:226に示されるCDR-L3；
（16）SEQ ID NO:311に示されるCDR-H1、SEQ ID NO:312に示されるCDR-H2、SEQ ID NO:31
3に示されるCDR-H3、SEQ ID NO:314に示されるCDR-L1、SEQ ID NO:315に示されるCDR-L2
およびSEQ ID NO:316に示されるCDR-L3；
（17）SEQ ID NO:321に示されるCDR-H1、SEQ ID NO:322に示されるCDR-H2、SEQ ID NO:32
3に示されるCDR-H3、SEQ ID NO:324に示されるCDR-L1、SEQ ID NO:325に示されるCDR-L2
およびSEQ ID NO:326に示されるCDR-L3；
（18）SEQ ID NO:331に示されるCDR-H1、SEQ ID NO:332に示されるCDR-H2、SEQ ID NO:33
3に示されるCDR-H3、SEQ ID NO:334に示されるCDR-L1、SEQ ID NO:335に示されるCDR-L2
およびSEQ ID NO:336に示されるCDR-L3；
（19）SEQ ID NO:341に示されるCDR-H1、SEQ ID NO:342に示されるCDR-H2、SEQ ID NO:34
3に示されるCDR-H3、SEQ ID NO:344に示されるCDR-L1、SEQ ID NO:345に示されるCDR-L2
およびSEQ ID NO:346に示されるCDR-L3；
（20）SEQ ID NO:351に示されるCDR-H1、SEQ ID NO:352に示されるCDR-H2、SEQ ID NO:35
3に示されるCDR-H3、SEQ ID NO:354に示されるCDR-L1、SEQ ID NO:355に示されるCDR-L2
およびSEQ ID NO:356に示されるCDR-L3；
（21）SEQ ID NO:361に示されるCDR-H1、SEQ ID NO:362に示されるCDR-H2、SEQ ID NO:36
3に示されるCDR-H3、SEQ ID NO:364に示されるCDR-L1、SEQ ID NO:365に示されるCDR-L2
およびSEQ ID NO:366に示されるCDR-L3；
（22）SEQ ID NO:371に示されるCDR-H1、SEQ ID NO:372に示されるCDR-H2、SEQ ID NO:37
3に示されるCDR-H3、SEQ ID NO:374に示されるCDR-L1、SEQ ID NO:375に示されるCDR-L2
およびSEQ ID NO:376に示されるCDR-L3；
（23）SEQ ID NO:381に示されるCDR-H1、SEQ ID NO:382に示されるCDR-H2、SEQ ID NO:38
3に示されるCDR-H3、SEQ ID NO:384に示されるCDR-L1、SEQ ID NO:385に示されるCDR-L2
およびSEQ ID NO:386に示されるCDR-L3；
（24）SEQ ID NO:581に示されるCDR-H1、SEQ ID NO:582に示されるCDR-H2、SEQ ID NO:58
3に示されるCDR-H3、SEQ ID NO:584に示されるCDR-L1、SEQ ID NO:585に示されるCDR-L2
およびSEQ ID NO:586に示されるCDR-L3；
（25）SEQ ID NO:591に示されるCDR-H1、SEQ ID NO:592に示されるCDR-H2、SEQ ID NO:59
3に示されるCDR-H3、SEQ ID NO:594に示されるCDR-L1、SEQ ID NO:595に示されるCDR-L2
およびSEQ ID NO:596に示されるCDR-L3；
（26）SEQ ID NO:601に示されるCDR-H1、SEQ ID NO:602に示されるCDR-H2、SEQ ID NO:60
3に示されるCDR-H3、SEQ ID NO:604に示されるCDR-L1、SEQ ID NO:605に示されるCDR-L2
およびSEQ ID NO:606に示されるCDR-L3；
（27）SEQ ID NO:611に示されるCDR-H1、SEQ ID NO:612に示されるCDR-H2、SEQ ID NO:61
3に示されるCDR-H3、SEQ ID NO:614に示されるCDR-L1、SEQ ID NO:615に示されるCDR-L2
およびSEQ ID NO:616に示されるCDR-L3；
（28）SEQ ID NO:621に示されるCDR-H1、SEQ ID NO:622に示されるCDR-H2、SEQ ID NO:62
3に示されるCDR-H3、SEQ ID NO:624に示されるCDR-L1、SEQ ID NO:625に示されるCDR-L2
およびSEQ ID NO:626に示されるCDR-L3；
（29）SEQ ID NO:631に示されるCDR-H1、SEQ ID NO:632に示されるCDR-H2、SEQ ID NO:63
3に示されるCDR-H3、SEQ ID NO:634に示されるCDR-L1、SEQ ID NO:635に示されるCDR-L2
およびSEQ ID NO:636に示されるCDR-L3；
（30）SEQ ID NO:641に示されるCDR-H1、SEQ ID NO:642に示されるCDR-H2、SEQ ID NO:64
3に示されるCDR-H3、SEQ ID NO:644に示されるCDR-L1、SEQ ID NO:645に示されるCDR-L2
およびSEQ ID NO:646に示されるCDR-L3；
（31）SEQ ID NO:651に示されるCDR-H1、SEQ ID NO:652に示されるCDR-H2、SEQ ID NO:65
3に示されるCDR-H3、SEQ ID NO:654に示されるCDR-L1、SEQ ID NO:655に示されるCDR-L2
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およびSEQ ID NO:656に示されるCDR-L3；
（32）SEQ ID NO:661に示されるCDR-H1、SEQ ID NO:662に示されるCDR-H2、SEQ ID NO:66
3に示されるCDR-H3、SEQ ID NO:664に示されるCDR-L1、SEQ ID NO:665に示されるCDR-L2
およびSEQ ID NO:666に示されるCDR-L3；
（33）SEQ ID NO:671に示されるCDR-H1、SEQ ID NO:672に示されるCDR-H2、SEQ ID NO:67
3に示されるCDR-H3、SEQ ID NO:674に示されるCDR-L1、SEQ ID NO:675に示されるCDR-L2
およびSEQ ID NO:676に示されるCDR-L3；
（34）SEQ ID NO:681に示されるCDR-H1、SEQ ID NO:682に示されるCDR-H2、SEQ ID NO:68
3に示されるCDR-H3、SEQ ID NO:684に示されるCDR-L1、SEQ ID NO:685に示されるCDR-L2
およびSEQ ID NO:686に示されるCDR-L3；
（35）SEQ ID NO:691に示されるCDR-H1、SEQ ID NO:692に示されるCDR-H2、SEQ ID NO:69
3に示されるCDR-H3、SEQ ID NO:694に示されるCDR-L1、SEQ ID NO:695に示されるCDR-L2
およびSEQ ID NO:696に示されるCDR-L3；
（36）SEQ ID NO:701に示されるCDR-H1、SEQ ID NO:702に示されるCDR-H2、SEQ ID NO:70
3に示されるCDR-H3、SEQ ID NO:704に示されるCDR-L1、SEQ ID NO:705に示されるCDR-L2
およびSEQ ID NO:706に示されるCDR-L3；
（37）SEQ ID NO:711に示されるCDR-H1、SEQ ID NO:712に示されるCDR-H2、SEQ ID NO:71
3に示されるCDR-H3、SEQ ID NO:714に示されるCDR-L1、SEQ ID NO:715に示されるCDR-L2
およびSEQ ID NO:716に示されるCDR-L3；
（38）SEQ ID NO:721に示されるCDR-H1、SEQ ID NO:722に示されるCDR-H2、SEQ ID NO:72
3に示されるCDR-H3、SEQ ID NO:724に示されるCDR-L1、SEQ ID NO:725に示されるCDR-L2
およびSEQ ID NO:726に示されるCDR-L3；
（39）SEQ ID NO:731に示されるCDR-H1、SEQ ID NO:732に示されるCDR-H2、SEQ ID NO:73
3に示されるCDR-H3、SEQ ID NO:734に示されるCDR-L1、SEQ ID NO:735に示されるCDR-L2
およびSEQ ID NO:736に示されるCDR-L3；
（40）SEQ ID NO:741に示されるCDR-H1、SEQ ID NO:742に示されるCDR-H2、SEQ ID NO:74
3に示されるCDR-H3、SEQ ID NO:744に示されるCDR-L1、SEQ ID NO:745に示されるCDR-L2
およびSEQ ID NO:746に示されるCDR-L3；
（41）SEQ ID NO:751に示されるCDR-H1、SEQ ID NO:752に示されるCDR-H2、SEQ ID NO:75
3に示されるCDR-H3、SEQ ID NO:754に示されるCDR-L1、SEQ ID NO:755に示されるCDR-L2
およびSEQ ID NO:756に示されるCDR-L3；
（42）SEQ ID NO:761に示されるCDR-H1、SEQ ID NO:762に示されるCDR-H2、SEQ ID NO:76
3に示されるCDR-H3、SEQ ID NO:764に示されるCDR-L1、SEQ ID NO:765に示されるCDR-L2
およびSEQ ID NO:766に示されるCDR-L3；
（43）SEQ ID NO:771に示されるCDR-H1、SEQ ID NO:772に示されるCDR-H2、SEQ ID NO:77
3に示されるCDR-H3、SEQ ID NO:774に示されるCDR-L1、SEQ ID NO:775に示されるCDR-L2
およびSEQ ID NO:776に示されるCDR-L3；
（44）SEQ ID NO:781に示されるCDR-H1、SEQ ID NO:782に示されるCDR-H2、SEQ ID NO:78
3に示されるCDR-H3、SEQ ID NO:784に示されるCDR-L1、SEQ ID NO:785に示されるCDR-L2
およびSEQ ID NO:786に示されるCDR-L3；
（45）SEQ ID NO:791に示されるCDR-H1、SEQ ID NO:792に示されるCDR-H2、SEQ ID NO:79
3に示されるCDR-H3、SEQ ID NO:794に示されるCDR-L1、SEQ ID NO:795に示されるCDR-L2
およびSEQ ID NO:796に示されるCDR-L3；
（46）SEQ ID NO:801に示されるCDR-H1、SEQ ID NO:802に示されるCDR-H2、SEQ ID NO:80
3に示されるCDR-H3、SEQ ID NO:804に示されるCDR-L1、SEQ ID NO:805に示されるCDR-L2
およびSEQ ID NO:806に示されるCDR-L3；
（47）SEQ ID NO:811に示されるCDR-H1、SEQ ID NO:812に示されるCDR-H2、SEQ ID NO:81
3に示されるCDR-H3、SEQ ID NO:814に示されるCDR-L1、SEQ ID NO:815に示されるCDR-L2
およびSEQ ID NO:816に示されるCDR-L3；
（48）SEQ ID NO:821に示されるCDR-H1、SEQ ID NO:822に示されるCDR-H2、SEQ ID NO:82
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3に示されるCDR-H3、SEQ ID NO:824に示されるCDR-L1、SEQ ID NO:825に示されるCDR-L2
およびSEQ ID NO:826に示されるCDR-L3；
（49）SEQ ID NO:831に示されるCDR-H1、SEQ ID NO:832に示されるCDR-H2、SEQ ID NO:83
3に示されるCDR-H3、SEQ ID NO:834に示されるCDR-L1、SEQ ID NO:835に示されるCDR-L2
およびSEQ ID NO:836に示されるCDR-L3；
（50）SEQ ID NO:961に示されるCDR-H1、SEQ ID NO:962に示されるCDR-H2、SEQ ID NO:96
3に示されるCDR-H3、SEQ ID NO:964に示されるCDR-L1、SEQ ID NO:965に示されるCDR-L2
およびSEQ ID NO:966に示されるCDR-L3；
（51）SEQ ID NO:971に示されるCDR-H1、SEQ ID NO:972に示されるCDR-H2、SEQ ID NO:97
3に示されるCDR-H3、SEQ ID NO:974に示されるCDR-L1、SEQ ID NO:975に示されるCDR-L2
およびSEQ ID NO:976に示されるCDR-L3；
（52）SEQ ID NO:981に示されるCDR-H1、SEQ ID NO:982に示されるCDR-H2、SEQ ID NO:98
3に示されるCDR-H3、SEQ ID NO:984に示されるCDR-L1、SEQ ID NO:985に示されるCDR-L2
およびSEQ ID NO:986に示されるCDR-L3；ならびに
（53）SEQ ID NO:991に示されるCDR-H1、SEQ ID NO:992に示されるCDR-H2、SEQ ID NO:99
3に示されるCDR-H3、SEQ ID NO:994に示されるCDR-L1、SEQ ID NO:995に示されるCDR-L2
およびSEQ ID NO:996に示されるCDR-L3
からなる群より選択されるCDR-H1、CDR-H2およびCDR-H3を含むVH領域ならびにCDR-L1、CD
R-L2およびCDR-L3を含むVL領域を含む、前記項目のいずれかの結合分子。
8.　第1の結合ドメインが、SEQ ID NO:7、SEQ ID NO:17、SEQ ID NO:27、SEQ ID NO:37、
SEQ ID NO:47、SEQ ID NO:57、SEQ ID NO:67、SEQ ID NO:77、SEQ ID NO:167、SEQ ID NO
:177、SEQ ID NO:187、SEQ ID NO:197、SEQ ID NO:207、SEQ ID NO:217、SEQ ID NO:227
、SEQ ID NO:317、SEQ ID NO:327、SEQ ID NO:337、SEQ ID NO:347、SEQ ID NO:357、SEQ
 ID NO:367、SEQ ID NO:377、SEQ ID NO:387、SEQ ID NO:587、SEQ ID NO:597、SEQ ID N
O:607、SEQ ID NO:617、SEQ ID NO:627、SEQ ID NO:637、SEQ ID NO:647、SEQ ID NO:657
、SEQ ID NO:667、SEQ ID NO:677、SEQ ID NO:687、SEQ ID NO:697、SEQ ID NO:707、SEQ
 ID NO:717、SEQ ID NO:727、SEQ ID NO:737、SEQ ID NO:747、SEQ ID NO:757、SEQ ID N
O:767、SEQ ID NO:777、SEQ ID NO:787、SEQ ID NO:797、SEQ ID NO:807、SEQ ID NO:817
、SEQ ID NO:827、SEQ ID NO:837、SEQ ID NO:967、SEQ ID NO:977、SEQ ID NO:987およ
びSEQ ID NO:997に示されるVH領域からなる群より選択されるVH領域を含む、前記項目の
いずれかの結合分子。
9.　第1の結合ドメインが、SEQ ID NO:8、SEQ ID NO:18、SEQ ID NO:28、SEQ ID NO:38、
SEQ ID NO:48、SEQ ID NO:58、SEQ ID NO:68、SEQ ID NO:78、SEQ ID NO:168、SEQ ID NO
:178、SEQ ID NO:188、SEQ ID NO:198、SEQ ID NO:208、SEQ ID NO:218、SEQ ID NO:228
、SEQ ID NO:318、SEQ ID NO:328、SEQ ID NO:338、SEQ ID NO:348、SEQ ID NO:358、SEQ
 ID NO:368、SEQ ID NO:378、SEQ ID NO:388、SEQ ID NO:588、SEQ ID NO:598、SEQ ID N
O:608、SEQ ID NO:618、SEQ ID NO:628、SEQ ID NO:638、SEQ ID NO:648、SEQ ID NO:658
、SEQ ID NO:668、SEQ ID NO:678、SEQ ID NO:688、SEQ ID NO:698、SEQ ID NO:708、SEQ
 ID NO:718、SEQ ID NO:728、SEQ ID NO:738、SEQ ID NO:748、SEQ ID NO:758、SEQ ID N
O:768、SEQ ID NO:778、SEQ ID NO:788、SEQ ID NO:798、SEQ ID NO:808、SEQ ID NO:818
、SEQ ID NO:828、SEQ ID NO:838、SEQ ID NO:968、SEQ ID NO:978、SEQ ID NO:988およ
びSEQ ID NO:998に示されるVL領域からなる群より選択されるVL領域を含む、前記項目の
いずれかの結合分子。
10.　第1の結合ドメインが、
（1）SEQ ID NO:7に示されるVH領域およびSEQ ID NO:8に示されるVL領域；
（2）SEQ ID NO:17に示されるVH領域およびSEQ ID NO:18に示されるVL領域；
（3）SEQ ID NO:27に示されるVH領域およびSEQ ID NO:28に示されるVL領域；
（4）SEQ ID NO:37に示されるVH領域およびSEQ ID NO:38に示されるVL領域；
（5）SEQ ID NO:47に示されるVH領域およびSEQ ID NO:48に示されるVL領域；
（6）SEQ ID NO:57に示されるVH領域およびSEQ ID NO:58に示されるVL領域；
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（7）SEQ ID NO:67に示されるVH領域およびSEQ ID NO:68に示されるVL領域；
（8）SEQ ID NO:77に示されるVH領域およびSEQ ID NO:78に示されるVL領域；
（9）SEQ ID NO:167に示されるVH領域およびSEQ ID NO:168に示されるVL領域；
（10）SEQ ID NO:177に示されるVH領域およびSEQ ID NO:178に示されるVL領域；
（11）SEQ ID NO:187に示されるVH領域およびSEQ ID NO:188に示されるVL領域；
（12）SEQ ID NO:197に示されるVH領域およびSEQ ID NO:198に示されるVL領域；
（13）SEQ ID NO:207に示されるVH領域およびSEQ ID NO:208に示されるVL領域；
（14）SEQ ID NO:217に示されるVH領域およびSEQ ID NO:218に示されるVL領域；
（15）SEQ ID NO:227に示されるVH領域およびSEQ ID NO:228に示されるVL領域；
（16）SEQ ID NO:317に示されるVH領域およびSEQ ID NO:318に示されるVL領域；
（17）SEQ ID NO:327に示されるVH領域およびSEQ ID NO:328に示されるVL領域；
（18）SEQ ID NO:337に示されるVH領域およびSEQ ID NO:338に示されるVL領域；
（19）SEQ ID NO:347に示されるVH領域およびSEQ ID NO:348に示されるVL領域；
（20）SEQ ID NO:357に示されるVH領域およびSEQ ID NO:358に示されるVL領域；
（21）SEQ ID NO:367に示されるVH領域およびSEQ ID NO:368に示されるVL領域；
（22）SEQ ID NO:377に示されるVH領域およびSEQ ID NO:378に示されるVL領域；
（23）SEQ ID NO:387に示されるVH領域およびSEQ ID NO:388に示されるVL領域；
（24）SEQ ID NO:587に示されるVH領域およびSEQ ID NO:588に示されるVL領域；
（25）SEQ ID NO:597に示されるVH領域およびSEQ ID NO:598に示されるVL領域；
（26）SEQ ID NO:607に示されるVH領域およびSEQ ID NO:608に示されるVL領域；
（27）SEQ ID NO:617に示されるVH領域およびSEQ ID NO:618に示されるVL領域；
（28）SEQ ID NO:627に示されるVH領域およびSEQ ID NO:628に示されるVL領域；
（29）SEQ ID NO:637に示されるVH領域およびSEQ ID NO:638に示されるVL領域；
（30）SEQ ID NO:647に示されるVH領域およびSEQ ID NO:648に示されるVL領域；
（31）SEQ ID NO:657に示されるVH領域およびSEQ ID NO:658に示されるVL領域；
（32）SEQ ID NO:667に示されるVH領域およびSEQ ID NO:668に示されるVL領域；
（33）SEQ ID NO:677に示されるVH領域およびSEQ ID NO:678に示されるVL領域；
（34）SEQ ID NO:687に示されるVH領域およびSEQ ID NO:688に示されるVL領域；
（35）SEQ ID NO:697に示されるVH領域およびSEQ ID NO:698に示されるVL領域；
（36）SEQ ID NO:707に示されるVH領域およびSEQ ID NO:708に示されるVL領域；
（37）SEQ ID NO:717に示されるVH領域およびSEQ ID NO:718に示されるVL領域；
（38）SEQ ID NO:727に示されるVH領域およびSEQ ID NO:728に示されるVL領域；
（39）SEQ ID NO:737に示されるVH領域およびSEQ ID NO:738に示されるVL領域；
（40）SEQ ID NO:747に示されるVH領域およびSEQ ID NO:748に示されるVL領域；
（41）SEQ ID NO:757に示されるVH領域およびSEQ ID NO:758に示されるVL領域；
（42）SEQ ID NO:767に示されるVH領域およびSEQ ID NO:768に示されるVL領域；
（43）SEQ ID NO:777に示されるVH領域およびSEQ ID NO:778に示されるVL領域；
（44）SEQ ID NO:787に示されるVH領域およびSEQ ID NO:788に示されるVL領域；
（45）SEQ ID NO:797に示されるVH領域およびSEQ ID NO:798に示されるVL領域；
（46）SEQ ID NO:807に示されるVH領域およびSEQ ID NO:808に示されるVL領域；
（47）SEQ ID NO:817に示されるVH領域およびSEQ ID NO:818に示されるVL領域；
（48）SEQ ID NO:827に示されるVH領域およびSEQ ID NO:828に示されるVL領域；
（49）SEQ ID NO:837に示されるVH領域およびSEQ ID NO:838に示されるVL領域；
（50）SEQ ID NO:967に示されるVH領域およびSEQ ID NO:968に示されるVL領域；
（51）SEQ ID NO:977に示されるVH領域およびSEQ ID NO:978に示されるVL領域；
（52）SEQ ID NO:987に示されるVH領域およびSEQ ID NO:988に示されるVL領域；ならびに
（53）SEQ ID NO:997に示されるVH領域およびSEQ ID NO:998に示されるVL領域
からなる群より選択されるVH領域およびVL領域を含む、前記項目のいずれかの結合分子。
11.　第1の結合ドメインが、SEQ ID NO:9、SEQ ID NO:19、SEQ ID NO:29、SEQ ID NO:39
、SEQ ID NO:49、SEQ ID NO:59、SEQ ID NO:69、SEQ ID NO:79、SEQ ID NO:169、SEQ ID 
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NO:179、SEQ ID NO:189、SEQ ID NO:199、SEQ ID NO:209、SEQ ID NO:219、SEQ ID NO:22
9、SEQ ID NO:319、SEQ ID NO:329、SEQ ID NO:339、SEQ ID NO:349、SEQ ID NO:359、SE
Q ID NO:369、SEQ ID NO:379、SEQ ID NO:389、SEQ ID NO:589、SEQ ID NO:599、SEQ ID 
NO:609、SEQ ID NO:619、SEQ ID NO:629、SEQ ID NO:639、SEQ ID NO:649、SEQ ID NO:65
9、SEQ ID NO:669、SEQ ID NO:679、SEQ ID NO:689、SEQ ID NO:699、SEQ ID NO:709、SE
Q ID NO:719、SEQ ID NO:729、SEQ ID NO:739、SEQ ID NO:749、SEQ ID NO:759、SEQ ID 
NO:769、SEQ ID NO:779、SEQ ID NO:789、SEQ ID NO:799、SEQ ID NO:809、SEQ ID NO:81
9、SEQ ID NO:829、SEQ ID NO:839、SEQ ID NO:969、SEQ ID NO:979、SEQ ID NO:989およ
びSEQ ID NO:999からなる群より選択されるアミノ酸配列を含む、項目10の結合分子。
12.　SEQ ID NO:340またはSEQ ID NO:980に示されるアミノ酸配列を有する、項目1～6の
いずれかの結合分子。
13.　350またはそれ未満、好ましくは320またはそれ未満のEC50（pg/ml）によって特徴づ
けられる、前記項目のいずれかの結合分子。
14.　BC E5 33-B11-B8、BC 5G9 92-E10、BC 5G9 91-D2-B10、BC B12 33-A4-B2、BC 3A4 3
7-A11-G1、BC A7-27 C4-G7、BC C3 33-D7-B1、BC C3 33-F8-E6 B1のいずれか一つのEC50
（pg/ml）と同等のEC50（pg/ml）によって特徴づけられる、前記項目のいずれかの結合分
子。
15.　項目1～14のいずれかの結合分子をコードする、核酸配列。
16.　項目15の核酸配列を含む、ベクター。
17.　項目15の核酸配列または項目16のベクターで形質転換またはトランスフェクトされ
た、宿主細胞。
18.　項目1～14のいずれかの結合分子の発現を可能にする条件下で項目17の宿主細胞を培
養する工程、および、産生された結合分子を培養物から回収する工程を含む、項目1～14
のいずれかの結合分子の製造プロセス。
19.　項目1～14のいずれかの結合分子または項目18のプロセスによって製造された結合分
子を含む、薬学的組成物。
20.　形質細胞障害、BCMA発現と相関する他のB細胞障害、および自己免疫疾患からなる群
より選択される疾患の予防、処置または寛解において使用するための、項目1～14のいず
れかの結合分子または項目18のプロセスによって製造された結合分子。
21.　形質細胞障害、BCMA発現と相関する他のB細胞障害、および自己免疫疾患からなる群
より選択される疾患の処置または寛解のための方法であって、それを必要とする対象に項
目1～14のいずれかの結合分子または項目18のプロセスによって製造された結合分子を投
与する工程を含む、方法。
22.　形質細胞障害が、多発性骨髄腫、形質細胞腫、形質細胞性白血病、マクログロブリ
ン血症、アミロイドーシス、ヴァルデンストレームマクログロブリン血症、孤立性骨形質
細胞腫、髄外性形質細胞腫、骨硬化性骨髄腫、重鎖病、意義不明の単クローン性γグロブ
リン血症、およびくすぶり型多発性骨髄腫からなる群より選択される、項目21の方法。
23.　自己免疫疾患が、全身性エリテマトーデスである、項目21の方法。
24.　項目1～14のいずれかの結合分子、項目15の核酸分子、項目16のベクター、および／
または項目17の宿主細胞を含む、キット。
25.　BCMAに結合できる結合分子、好ましくは抗体の生成のための、BCMAのエピトープク
ラスター3の使用であって、BCMAのエピトープクラスター3はSEQ ID NO: 1002に示される
配列のアミノ酸残基24～41に対応する、使用。
26.　BCMAに結合できる抗体、好ましくは二重特異性結合分子を生成する方法であって、
（a）BCMAのエピトープクラスター3を含むポリペプチドで動物を免疫する工程であって、
BCMAのエピトープクラスター3はSEQ ID NO: 1002に示される配列のアミノ酸残基24～41に
対応する、工程、
（b）該抗体を得る工程、ならびに
（c）任意で、該抗体を、ヒトBCMAおよび好ましくはT細胞CD3受容体複合体に結合できる
二重特異性結合分子に変換する工程
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を含む方法。
【０２４３】
　本発明は、特定の方法論、プロトコルまたは試薬に限定されず、それらは変更され得る
ことを理解されたい。本明細書に提供される議論および実施例は、個々の態様を説明する
目的で提供されるにすぎず、本発明の範囲を限定することは意図されておらず、本発明の
範囲は添付の特許請求の範囲によってのみ定義される。
　本明細書の文書を通じて引用されているすべての刊行物および特許（すべての特許、特
許出願、科学刊行物、製造元の仕様書、説明書等を含む）は、上記のものも以下のものも
、それらの全体が参照により本明細書に組み入れられる。本明細書のいかなる事項も、本
発明が先行発明であることを理由としてそのような開示よりも先の日付を主張する資格を
有さないことの承認とみなされるべきではない。参照により組み入れられる書類が本明細
書と相反または矛盾する程度まで、本明細書は任意のそのような書類よりも優先される。
【０２４４】
　以下の図面および実施例の表記は、上記の本明細書に記載の結合分子のグループ（A）
～（E）の一つとの関連を表している。別の言葉で言うと、図A［＋番号］および実施例A
［＋番号］はグループ（A）に関するものであり、図B［＋番号］および実施例B［＋番号
］はグループ（B）に関するものであり、図C［＋番号］および実施例C［＋番号］はグル
ープ（C）に関するものであり、図D［＋番号］および実施例D［＋番号］はグループ（D）
に関するものであり、図E［＋番号］および実施例E［＋番号］はグループ（E）に関する
ものである。
【図面の簡単な説明】
【０２４５】
【図１】ヒトBCMA（全長タンパク質のアミノ酸残基1～54）およびマウスBCMA（全長タン
パク質のアミノ酸残基1～49）の細胞外ドメイン（ECD）の配列アラインメント。強調表示
されているのは、エピトープクラスタリングのために指定された、キメラ構築物において
交換された領域（ドメインまたはアミノ酸残基）である。システインは黒四角で示されて
いる。ジスルフィド結合が示されている。
【図２】BCMA構築物のエピトープマッピング。フローサイトメトリーにより示された、CH
O細胞の表面上に発現するヒトおよびマウスBCMA（図2a）ならびに7種類のキメラヒト・マ
ウスBCMA構築物（図2b）。CHOにおけるヒトBCMAの発現は、モノクローナル抗ヒトBCMA抗
体で検出した。マウスBCMAの発現は、モノクローナル抗マウスBCMA抗体で検出した。結合
したモノクローナル抗体は、フィコエリトリンにコンジュゲートされた抗ラットIgG-Fc-
γ特異的抗体で検出した。
【図Ａ３】キメラBCMA構築物のエピトープマッピングにおいて検出された、エピトープク
ラスターE3およびE4に特異的な結合分子の例（実施例A3を参照のこと）。いくつかの結合
分子はさらに、ヒトBCMAの39位（「E7」）のアミノ酸残基であるアルギニンに結合できる
。
【図Ｂ３】ヒトおよびマウスBCMAに特異的な結合分子の例（実施例B3を参照のこと）。
【図Ｃ３】キメラBCMA構築物のエピトープマッピングにおいて検出された、エピトープク
ラスターE1およびE4に特異的な結合分子の例（実施例C3を参照のこと）。
【図Ｄ３】エピトープマッピングにおいて検出された、ヒトBCMAに結合し、マウスBCMAと
交差反応せず、付加的に様々なキメラBCMA構築物に結合する結合分子の例（実施例D3を参
照のこと）。
【図Ａ４】Biacoreシステムを用いた、ヒトおよびマカクBCMAに対する二重特異性結合分
子（抗BCMA x 抗CD3）の結合定数の決定。抗原は、CM5チップ上に低～中密度（100RU）と
なるよう固定化した。結合体の希釈物をチップ表面に浮かべ、BiaEvalソフトウェアを用
いて結合を決定した。各々の結合体の各々のオフレートおよび結合定数（KD）が、各グラ
フの下に示されている。
【図Ｂ４】親和性成熟させたscFv分子の機能性および結合強度を、ヒトBCMAトランスフェ
クトCHO細胞を用いたFACSにおいて分析した。その結果が、蛍光強度の対数 対 相対細胞
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数をプロットした、大腸菌細胞ペリプラズム抽出物の1:3連続希釈物のFACSヒストグラム
として示されている。
【図Ｃ４】親和性成熟させたscFv分子の機能性および結合強度を、ヒトBCMAおよびマカク
BCMAトランスフェクトCHO細胞を用いたFACSにおいて分析した。その結果が、蛍光強度の
対数 対 相対細胞数をプロットした、大腸菌細胞ペリプラズム抽出物の1:3連続希釈物のF
ACSヒストグラムとして示されている。
【図Ｄ４】Biacoreシステムを用いた、ヒトおよびマカクBCMAに対する二重特異性結合分
子（抗BCMA x 抗CD3）の結合定数の決定。抗原は、CM5チップ上に低～中密度（100RU）と
なるよう固定化した。結合体の希釈物をチップ表面に浮かべ、BiaEvalソフトウェアを用
いて結合を決定した。各々の結合体の各々のオフレートおよび結合定数（KD）が、各グラ
フの下に示されている。
【図Ａ５】18時間51クロム放出アッセイにおいて測定された、BCMA二重特異性抗体の細胞
毒性活性。エフェクター細胞：刺激され濃縮されたヒトCD8 T細胞。標的細胞：ヒトBCMA
トランスフェクトCHO細胞（左図）およびマカクBCMAトランスフェクトCHO細胞（右図）。
エフェクター 対 標的細胞（E:T）比：10:1。
【図Ｄ５】18時間51クロム放出アッセイにおいて測定された、BCMA二重特異性抗体の細胞
毒性活性。エフェクター細胞：刺激され濃縮されたヒトCD8 T細胞。標的細胞：ヒトBCMA
トランスフェクトCHO細胞（左図）およびマカクBCMAトランスフェクトCHO細胞（右図）。
エフェクター 対 標的細胞（E:T）比： 10:1。
【図Ａ６】Biacoreシステムを用いた、ヒトおよびマカクBCMAに対するならびにヒトおよ
びマカクCD3に対するエピトープクラスターE3/E4±E7のBCMA/CD3二重特異性抗体の結合定
数の決定。抗原は、CM5チップ上に低～中密度（100～200RU）となるよう固定化した。二
重特異性抗体の希釈物をチップ表面に浮かべ、BiaEvalソフトウェアを用いて結合を決定
した。各々の二重特異性抗体の各々のオンレートおよびオフレートならびに得られた結合
定数（KD）が、各グラフの下に示されている。
【図Ａ７】示されている細胞株：1）ヒトBCMAトランスフェクトCHO細胞、2）ヒトCD3陽性
ヒトT細胞株HBP-ALL、3）マカクBCMAトランスフェクトCHO細胞、4）マカクT細胞株4119 L
nPx、5）BCMA陽性ヒト多発性骨髄腫細胞株NCI-H929および6）未トランスフェクトCHO細胞
、に対するエピトープクラスターE3/E4±E7のBCMA/CD3二重特異性抗体のFACS分析。陰性
対照［1）～6）］：上記のBCMA/CD3二重特異性抗体を含まない検出抗体。
【図Ａ８】BCMA発現細胞に対するBCMA/CD3二重特異性抗体のScatchard分析。細胞を、飽
和するまで漸増する濃度の単量体抗体と共にインキュベートした。抗体はフローサイトメ
トリーによって検出した。有効な濃度範囲が使用されたことを実証するために、3連の測
定の値を双曲線としておよびシグモイド曲線としてプロットした。最大結合はScatchard
評価を用いて決定し、各KD値を計算した。
【図Ａ９】18時間51クロム放出アッセイにおいて測定された、ヒトBCMAでトランスフェク
トされたCHO細胞に対するエピトープクラスターE3/E4±E7のBCMA/CD3二重特異性抗体の細
胞毒性活性。エフェクター細胞：刺激され濃縮されたヒトCD8 T細胞。エフェクター 対 
標的細胞（E:T）比： 10:1。
【図Ａ１０】48時間FACSベース細胞毒性アッセイにおいて測定された、エピトープクラス
ターE3/E4±E7のBCMA/CD3二重特異性抗体の細胞毒性活性。エフェクター細胞：未刺激の
ヒトPBMC。標的細胞：ヒトBCMAでトランスフェクトされたCHO細胞。エフェクター 対 標
的細胞（E:T）比： 10:1。
【図Ａ１１】BAFF-RおよびTACIトランスフェクトCHO細胞に対するエピトープクラスターE
3/E4±E7のBCMA/CD3二重特異性抗体のFACS分析。細胞株：1）ヒトBAFF-Rトランスフェク
トCHO細胞、2）ヒトTACIトランスフェクトCHO細胞、3）多発性骨髄腫細胞株L363；陰性対
照：上記のBCMA/Cｄ3二重特異性抗体を含まない検出抗体。陽性対照：BAFF-R検出：抗ヤ
ギ抗体PE（Jackson 705-116-147; 1:50）により検出されるヤギ抗ヒトBAFF-R（R&amp;D A
F1162; 1:20）TACI検出：ヤギ抗ウサギ抗体PE（Sigma P9757; 1:20）によって検出される
ウサギ抗TACI抗体（abcam AB 79023; 1:100）。
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【図Ａ１２】18時間51クロム放出アッセイにおいて測定された、BCMA/CD3二重特異性抗体
の細胞毒性活性。エフェクター細胞：刺激され濃縮されたヒトCD8 T細胞。標的細胞：BCM
A陽性ヒト多発性骨髄腫細胞株L363（すなわち、天然発現細胞）。エフェクター 対 標的
細胞（E:T）比： 10:1。
【図Ａ１３】48時間FACSベース細胞毒性アッセイにおいて測定された、BCMA/CD3二重特異
性抗体の細胞毒性活性。エフェクター細胞：未刺激のヒトPBMC。標的細胞：ヒト多発性骨
髄腫細胞株L363（天然BCMA発現体）。エフェクター 対 標的細胞（E:T）比： 10:1。
【図Ａ１４】48時間FACSベース細胞毒性アッセイにおいて測定された、BCMA/CD3二重特異
性抗体の細胞毒性活性。エフェクター細胞：未刺激のヒトPBMC。標的細胞：BCMA陽性ヒト
多発性骨髄腫細胞株NCI-H929。エフェクター 対 標的細胞（E:T）比： 10:1。
【図Ａ１５】48時間FACSベース細胞毒性アッセイにおいて測定された、BCMA/CD3二重特異
性抗体の細胞毒性活性。エフェクター細胞：マカクT細胞株4119LnPx。標的細胞：マカクB
CMAでトランスフェクトされたCHO細胞。エフェクター 対 標的細胞（E:T）比： 10:1。
【図Ａ１６】進行型NCI-H929異種移植モデルにおけるエピトープクラスターE3/E4±E7のB
CMA/CD3二重特異性抗体の抗腫瘍活性（実施例Ａ16を参照のこと）。
【図Ａ１７】標的細胞としてヒト多発性骨髄腫細胞株NCI-H929、L-363およびOPM-2を、な
らびにエフェクター細胞としてヒトPBMCを用いた、FACSベース細胞毒性アッセイ（48時間
；E:T = 10:1）。図は、漸増濃度のエピトープクラスターE3/E4±E7のBCMA/CD3二重特異
性抗体の下でのIL-2、IL-6、IL-10、TNFおよびIFN-γについて決定されたサイトカインレ
ベル［pg/ml］を示している（実施例Ａ22を参照のこと）。
【図Ａ１８】最大135μg/kg/日の用量でのカニクイザルにおけるBCMA-30の7日間連続注入
による循環CD3+レベルの減少の決定（実施例A23を参照のこと）。
【図Ａ１９】最大135μg/kg/日の用量でのカニクイザルにおけるBCMA-30の7日間連続注入
によるトキシコキネティクスデータ（実施例A23を参照のこと）。
【図Ａ２０】最大135μg/kg/日の用量でのカニクイザルにおけるBCMA-30の7日間連続注入
によるMCP-1放出の決定（実施例A23を参照のこと）。
【図Ａ２１】最大135μg/kg/日の用量でのカニクイザルにおけるBCMA-30の7日間連続注入
によるIL-2レベルの決定（実施例A23を参照のこと）。
【図Ａ２２】最大135μg/kg/日の用量でのカニクイザルにおけるBCMA-30の7日間連続注入
によるIL-6レベルの決定（実施例A23を参照のこと）。
【図Ｅ３】キメラBCMA構築物のエピトープマッピングによって検出された、エピトープク
ラスターE3に特異的な結合分子の例（実施例E3を参照のこと）。
【図Ｅ４】Biacoreシステムを用いた、ヒトおよびマカクBCMAに対する二重特異性結合分
子（抗BCMA x 抗CD3）の結合定数の決定。抗原は、CM5チップ上に低～中密度（100RU）と
なるよう固定化した。結合体の希釈物をチップ表面に浮かべ、BiaEvalソフトウェアを用
いて結合を決定した。各々の結合体の各々のオフレートおよび結合定数（KD）が、各グラ
フの下に示されている。
【図Ｅ５】18時間51クロム放出アッセイにおいて測定された、BCMA二重特異性抗体の細胞
毒性活性。エフェクター細胞：刺激され濃縮されたヒトCD8 T細胞。標的細胞：ヒトBCMA
トランスフェクトCHO細胞（左図）およびマカクBCMAトランスフェクトCHO細胞（右図）。
エフェクター 対 標的細胞（E:T）比：10:1。
【図Ｅ６】Biacoreシステムを用いた、ヒトおよびマカクBCMAに対するならびにヒトおよ
びマカクCD3に対するエピトープクラスターE3のBCMA/CD3二重特異性抗体の結合定数の決
定。抗原は、CM5チップ上に低～中密度（100～200RU）となるよう固定化した。二重特異
性抗体の希釈物をチップ表面に浮かべ、BiaEvalソフトウェアを用いて結合を決定した。
各々の二重特異性抗体の各々のオンレートおよびオフレートならびに得られた結合定数（
KD）が、各グラフの下に示されている。
【図Ｅ７】示されている細胞株：1）ヒトBCMAトランスフェクトCHO細胞、2）ヒトCD3陽性
ヒトT細胞株HBP-ALL、3）マカクBCMAトランスフェクトCHO細胞、4）マカクT細胞株4119 L
nPx、5）BCMA陽性ヒト多発性骨髄腫細胞株NCI-H929および6）未トランスフェクトCHO細胞
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、に対するエピトープクラスターE3のBCMA/CD3二重特異性抗体のFACS分析。陰性対照［1
）～6）］：上記のBCMA/CD3二重特異性抗体を含まない検出抗体。
【図Ｅ８】BCMA発現細胞に対するBCMA/CD3二重特異性抗体のScatchard分析。細胞を、飽
和するまで漸増する濃度の単量体抗体と共にインキュベートした。抗体はフローサイトメ
トリーによって検出した。有効な濃度範囲が使用されたことを実証するために、3連の測
定の値を双曲線としておよびシグモイド曲線としてプロットした。最大結合はScatchard
評価を用いて決定し、各KD値を計算した。
【図Ｅ９】18時間51クロム放出アッセイにおいて測定された、ヒトBCMAでトランスフェク
トされたCHO細胞に対するエピトープクラスターE3のBCMA/CD3二重特異性抗体の細胞毒性
活性。エフェクター細胞：刺激され濃縮されたヒトCD8 T細胞。エフェクター 対 標的細
胞（E:T）比： 10:1。
【図Ｅ１０】48時間FACSベース細胞毒性アッセイにおいて測定された、エピトープクラス
ターE3のBCMA/CD3二重特異性抗体の細胞毒性活性。エフェクター細胞：未刺激のヒトPBMC
。標的細胞：ヒトBCMAでトランスフェクトされたCHO細胞。エフェクター 対 標的細胞（E
:T）比： 10:1。
【図Ｅ１１】BAFF-RおよびTACIトランスフェクトCHO細胞に対するエピトープクラスターE
3のBCMA/CD3二重特異性抗体のFACS分析。細胞株：1）ヒトBAFF-RトランスフェクトCHO細
胞、2）ヒトTACIトランスフェクトCHO細胞、3）多発性骨髄腫細胞株L363；陰性対照：上
記のBCMA/CD3二重特異性抗体を含まない検出抗体。陽性対照：BAFF-R検出：抗ヤギ抗体PE
（Jackson 705-116-147; 1:50）により検出されるヤギ抗ヒトBAFF-R（R&amp;D AF1162; 1
:20）TACI検出：ヤギ抗ウサギ抗体PE（Sigma P9757; 1:20）によって検出されるウサギ抗
TACI抗体（abcam AB 79023; 1:100）。
【図Ｅ１２】18時間51クロム放出アッセイにおいて測定された、BCMA/CD3二重特異性抗体
の細胞毒性活性。エフェクター細胞：刺激され濃縮されたヒトCD8 T細胞。標的細胞：BCM
A陽性ヒト多発性骨髄腫細胞株L363（すなわち、天然発現細胞）。エフェクター 対 標的
細胞（E:T）比： 10:1。
【図Ｅ１３】48時間FACSベース細胞毒性アッセイにおいて測定された、BCMA/CD3二重特異
性抗体の細胞毒性活性。エフェクター細胞：未刺激のヒトPBMC。標的細胞：ヒト多発性骨
髄腫細胞株L363（天然BCMA発現体）。エフェクター 対 標的細胞（E:T）比： 10:1。
【図Ｅ１４】48時間FACSベース細胞毒性アッセイにおいて測定された、BCMA/CD3二重特異
性抗体の細胞毒性活性。エフェクター細胞：未刺激のヒトPBMC。標的細胞：BCMA陽性ヒト
多発性骨髄腫細胞株NCI-H929。エフェクター 対 標的細胞（E:T）比： 10:1。
【図Ｅ１５】48時間FACSベース細胞毒性アッセイにおいて測定された、BCMA/CD3 二重特
異性抗体の細胞毒性活性。エフェクター細胞：マカクT細胞株4119LnPx。標的細胞：マカ
クBCMAでトランスフェクトされたCHO細胞。エフェクター 対 標的細胞（E:T）比： 10:1
。
【図Ｅ１６】進行型NCI-H929異種移植モデルにおけるエピトープクラスターE3のBCMA/CD3
二重特異性抗体の抗腫瘍活性（実施例E16を参照のこと）。
【図Ｅ１７】標的細胞としてヒト多発性骨髄腫細胞株NCI-H929、L-363およびOPM-2を、な
らびにエフェクター細胞としてヒトPBMCを用いた、FACSベース細胞毒性アッセイ（48時間
；E:T = 10:1）。図は、漸増濃度のエピトープクラスターE3のBCMA/CD3二重特異性抗体の
下でのIL-2、IL-6、IL-10、TNFおよびIFN-γについて決定されたサイトカインレベル［pg
/ml］を示している（実施例E22を参照のこと）。
【実施例】
【０２４６】
　以下の実施例により本発明を解説する。これらの実施例は、本発明の範囲を限定するも
のとみなされるべきではない。実施例は解説の目的で含まれるものであり、本発明は添付
の特許請求の範囲によってのみ制限される。
【０２４７】
実施例A
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実施例A1
キメラBCMAを発現するCHO細胞の生成
　キメラエピトープマッピング分子の構築のために、ヒトBCMAの各エピトープドメインの
アミノ酸配列または単一のアミノ酸残基をマウス配列に変換した。以下の分子を構築した
。
【０２４８】
・ヒトBCMA ECD/E1マウス（SEQ ID NO: 1009）
　キメラ細胞外BCMAドメイン：エピトープクラスター1（SEQ ID NO: 1002または1007のア
ミノ酸残基1～7）が各々のマウスクラスター（SEQ ID NO: 1004または1008のアミノ酸残
基1～4）で置き換えられたヒト細胞外BCMAドメイン
→SEQ ID NO: 1002または1007におけるアミノ酸残基1～3の欠失およびG6Qの変異
【０２４９】
・ヒトBCMA ECD/E2マウス（SEQ ID NO: 1010）
　キメラ細胞外BCMAドメイン：エピトープクラスター2（SEQ ID NO: 1002または1007のア
ミノ酸残基8～21）が各々のマウスクラスター（SEQ ID NO: 1004または1008のアミノ酸残
基5～18）で置き換えられたヒト細胞外BCMAドメイン
→SEQ ID NO: 1002または1007におけるS9F、Q10HおよびN11Sの変異
【０２５０】
・ヒトBCMA ECD/E3マウス（SEQ ID NO: 1011）
　キメラ細胞外BCMAドメイン：エピトープクラスター3（SEQ ID NO: 1002または1007のア
ミノ酸残基24～41）が各々のマウスクラスター（SEQ ID NO: 1004または1008のアミノ酸
残基21～36）で置き換えられたヒト細胞外BCMAドメイン
→SEQ ID NO: 1002または1007におけるアミノ酸残基31および32の欠失ならびにQ25H、S30
N、L35AおよびR39Pの変異
【０２５１】
・ヒトBCMA ECD/E4マウス（SEQ ID NO: 1012）
　キメラ細胞外BCMAドメイン：エピトープクラスター4（SEQ ID NO: 1002または1007のア
ミノ酸残基42～54）が各々のマウスクラスター（SEQ ID NO: 1004または1008のアミノ酸
残基37～49）で置き換えられたヒト細胞外BCMAドメイン
→SEQ ID NO: 1002または1007におけるN42D、A43P、N47S、N53YおよびA54Tの変異
【０２５２】
・ヒトBCMA ECD/E5マウス（SEQ ID NO: 1013）
　キメラ細胞外BCMAドメイン：SEQ ID NO: 1002または1007の22位のアミノ酸残基（イソ
ロイシン）がSEQ ID NO: 1004または1008の各々のマウスアミノ酸残基（リジン、19位）
で置き換えられたヒト細胞外BCMAドメイン
→SEQ ID NO: 1002または1007におけるI22Kの変異
【０２５３】
・ヒトBCMA ECD/E6マウス（SEQ ID NO: 1014）
　キメラ細胞外BCMAドメイン：SEQ ID NO: 1002または1007の25位のアミノ酸残基（グル
タミン）がSEQ ID NO: 1004または1008の各々のマウスアミノ酸残基（ヒスチジン、22位
）で置き換えられたヒト細胞外BCMAドメイン
→SEQ ID NO: 1002または1007におけるQ25Hの変異
【０２５４】
・ヒトBCMA ECD/E7マウス（SEQ ID NO: 1015）
　キメラ細胞外BCMAドメイン：SEQ ID NO: 1002または1007の39位のアミノ酸残基（アル
ギニン）がSEQ ID NO: 1004または1008の各々のマウスアミノ酸残基（プロリン、34位）
で置き換えられたヒト細胞外BCMAドメイン
→SEQ ID NO: 1002または1007におけるR39Pの変異。
【０２５５】
　A）cDNA構築物を哺乳動物発現ベクターpEF-DHFRにクローニングし、CHO細胞に安定的に
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トランスフェクトした。CHO細胞におけるヒトBCMAの発現を、モノクローナル抗ヒトBCMA
抗体を用いるFACSアッセイにおいて検証した。マウスBCMAの発現は、モノクローナル抗マ
ウスBCMA抗体を用いて実証した。使用したBCMA抗体の濃度は、PBS/2%FCS中10μg/mlであ
った。結合したモノクローナル抗体を、抗ラットIgG-Fcγ-PE（PBS/2%FCS中1:100；Jacks
on-Immuno-Research＃112-116-071）を用いて検出した。陰性対照として、細胞を、第1の
抗体に代えてPBS/2%FCSと共にインキュベートした。試料を、FACSCanto II機器（Becton 
Dickinson）におけるフローサイトメトリーによって測定し、FlowJoソフトウェア（バー
ジョン7.6）によって分析した。ヒト・マウスBCMAキメラの表面発現に関して、トランス
フェクトされたCHO細胞を、様々な抗BCMA抗体を用いたフローサイトメトリーアッセイに
おいて分析および確認した（図2）。
【０２５６】
　B）ヒト、マカク、マウスおよびヒト／マウスキメラ膜貫通BCMAを発現するCHO細胞の生
成のために、ヒト、マカク、マウスBCMAおよびヒト・マウスBCMAキメラのコード配列（Ge
nBankアクセッション番号NM_001192［ヒト］；NM_011608［マウス］およびXM_001106892
［マカク］として公開されているBCMA配列）を、標準的な方法にしたがい遺伝子合成によ
って得た。遺伝子合成フラグメントは、ヒト配列の各エピトープドメインがマウス配列と
交換されているキメラの場合、各々、最初に該構築物の真核生物発現のためのKozak部位
および19アミノ酸免疫グロブリンリーダーペプチドのコード配列を、その後にインフレー
ムでBCMAタンパク質のコード配列を含むよう設計した。
【０２５７】
　ヒトBCMA ECD/E4マウスおよびヒトBCMA構築物を除いて、BCMAタンパク質の細胞外ドメ
インのコード配列の後に、インフレームで人工Ser1-Gly4-Ser1リンカーのコード配列、そ
の後にヒトEpCAMの細胞内ドメイン（アミノ酸226～314；GenBankアクセッション番号NM_0
02354として公開されている配列）、となるようにした。
【０２５８】
　すべてのコード配列の後に停止コドンが続くようにした。また、遺伝子合成フラグメン
トを、適当な制限部位が導入されるよう設計した。遺伝子合成フラグメントを、pEF-DHFR
と呼ばれるプラスミドにクローニングした（pEF-DHFRはRaum et al. Cancer Immunol Imm
unother 50 (2001) 141-150に記載されている）。上記手順はすべて、標準的方法にした
がい行った（Sambrook, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 3rd edition, Cold 
Spring Harbour Laboratory Press, Cold Spring Harbour, New York (2001)）。抗原ご
とに、配列検証済みのヌクレオチド配列を有するクローンを、該構築物の真核生物発現の
ためのDHFR欠損CHO細胞にトランスフェクトした。DHFR欠損CHO細胞における真核生物タン
パク質発現は、Kaufman R.J. (1990) Methods Enzymol. 185, 537-566に記載されている
ようにして行った。構築物の遺伝子増幅を、メトトレキサート（MTX）の濃度が最大20 nM
 MTXの最終濃度になるまで増加させることによって誘導した。
【０２５９】
実施例A2
2.1　HEK293細胞における一過的発現
　配列検証済みのヌクレオチド配列を有する発現プラスミドのクローンを、製造元のプロ
トコルにしたがうFreeStyle 293発現システム（Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Germany）
におけるトランスフェクションおよびタンパク質発現のために、使用した。発現されたタ
ンパク質を含む上清を取得し、細胞を遠心分離により除去し、そして上清を-20℃で保存
した。
【０２６０】
2.2　CHO細胞における安定的発現
　配列検証済みのヌクレオチド配列を有する発現プラスミドのクローンを、該構築物の真
核生物発現のために、DHFR欠損CHO細胞にトランスフェクトした。DHFR欠損CHO細胞におけ
る真核生物タンパク質発現は、Kaufman R.J. (1990) Methods Enzymol. 185, 537-566に
記載されているようにして行った。構築物の遺伝子増幅を、メトトレキサート（MTX）の
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濃度を20 nM MTXの最終濃度になるまで増加させることによって誘導した。静置培養で2回
継代した後、細胞を、収集前の7日間、ヌクレオシドフリーHyQ PF CHO液体ダイズ培地（4
.0 mM L-グルタミンを含み、0.1% Pluronic F-68を含む; HyClone）を含むローラーボト
ル中で成長させた。細胞を遠心分離によって除去し、発現されたタンパク質を含む上清を
-20℃で保存した。
【０２６１】
2.3　タンパク質の精製
　可溶性のBCMAタンパク質の精製は、以下のように行った。Akta（登録商標）エクスプロ
ーラシステム（GE Healthcare）およびUnicorn（登録商標）ソフトウェアをクロマトグラ
フィーに使用した。ZnCl2を負荷したFractogel EMDキレート（登録商標）（Merck）を製
造元の提供するプロトコルにしたがい用いて、固定化金属親和性クロマトグラフィー（「
IMAC」）を行った。カラムを緩衝液A（20mMリン酸ナトリウム緩衝液pH7.2、0.1M NaCl）
で平衡化し、ろ過した（0.2μmの）細胞培養上清を3ml/分の流速でカラム（10ml）に適用
した。未結合の試料を除去するため、カラムを緩衝液Aで洗浄した。結合したタンパク質
を、以下の手順にしたがい、2段勾配の緩衝液B（20mMリン酸ナトリウム緩衝液pH7.2、0.1
M NaCl、0.5Mイミダゾール）を用いて溶出させた：
第1段階：6カラム容積の10%緩衝液B
第2段階：6カラム容積の100%緩衝液B。
　第2段階により溶出したタンパク質画分をさらなる精製のために集めた。すべての化合
物は研究グレードのものであり、Sigma（Deisenhofen）またはMerck（Darmstadt）から購
入した。
　ゲルろ過クロマトグラフィーは、Equi緩衝液（HEK細胞で発現させたタンパク質につい
ては10mMクエン酸塩、25mMリジン・HCl、pH7.2、CHO細胞で発現させたタンパク質につい
てはPBS pH7.4）で平衡化させたHiLoad 16/60 Superdex 200分取グレードカラム（GE/Ame
rsham）において行った。溶出したタンパク質試料（流速1ml/分）を、検出のために標準
的なSDS-PAGEおよびウェスタンブロットに供した。タンパク質濃度は、OD280nmを用いて
決定した。
　HEK293細胞における一過的発現を通じて得られたタンパク質を、免疫処置に使用した。
CHO細胞における安定的発現を通じて得られたタンパク質を、結合体の選択および結合の
測定に使用した。
【０２６２】
実施例A3
マウスscFvフラグメントのエピトープクラスタリング
　ヒトもしくはマウスBCMAまたはキメラBCMA分子でトランスフェクトされた細胞を、ヒト
／マカクBCMAに結合するscFvを含む粗精製未希釈ペリプラズム抽出物で染色した。結合し
たscFvを、1μg/mlの抗FLAG抗体（Sigma F1804）およびR-PE標識抗マウスFcγ特異的抗体
（1:100; Dianova #115-116-071）で検出した。すべての抗体を、2% FCSを含むPBSで希釈
した。陰性対照として、細胞を、ペリプラズム抽出物の代わりにPBS/2% FCSと共にインキ
ュベートした。試料を、FACSCanto II機器（Becton Dickinson）におけるフローサイトメ
トリーによって測定し、FlowJoソフトウェア（バージョン7.6）によって分析した。
【０２６３】
実施例A4
可溶性ヒトおよびマカクBCMAの異なる組み換え形態の入手
　A）ヒトおよびアカゲザルBCMAのコード配列（GenBankにおいて公開、アクセッション番
号NM_001192[ヒト]、XM_001106892[アカゲザル]）、ヒトアルブミン、ヒトFcγ1およびマ
ウスアルブミンのコード配列を、ヒトおよびマカクBCMAのそれぞれならびにヒトアルブミ
ン、ヒトIgG1 Fcおよびマウスアルブミンのそれぞれの可溶性融合タンパク質ならびにBCM
Aの細胞外ドメインのみを含む可溶性タンパク質をコードする人工cDNA配列の構築に使用
した。可溶性ヒトおよびマカクBCMAタンパク質の発現のための構築物を生成するために、
cDNAフラグメントを、標準的プロトコルにしたがう上記の全長BCMA cDNAのPCR変異誘発お
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よび分子クローニングによって取得した。
　ヒトアルブミンとの融合体については、最初に構築物の真核生物発現のためのKozak部
位、その後にヒトおよびアカゲザルBCMAの細胞外ドメインに対応するそれぞれアミノ酸1
～54および1～53を含む、それぞれヒトおよびアカゲザルBCMAタンパク質のコード配列、
その後にインフレームで人工Ser1-Gly4-Ser1リンカーのコード配列、その後にインフレー
ムでヒト血清アルブミンのコード配列、その後にインフレームでFlagタグのコード配列、
その後にインフレームで修飾ヒスチジンタグ

のコード配列および停止コドンを含むよう、修飾cDNAフラグメントを設計した。
　マウスIgG1との融合体については、最初に構築物の真核生物発現のためのKozak部位、
その後にヒトおよびアカゲザルBCMAの細胞外ドメインに対応するそれぞれアミノ酸1～54
および1～53を含む、それぞれヒトおよびマカクBCMAタンパク質のコード配列、その後に
インフレームで人工Ser1-Gly4-Ser1リンカーのコード配列、その後にインフレームでヒト
IgG1のヒンジおよびFcγ部分のコード配列、その後にインフレームでヘキサヒスチジンタ
グのコード配列および停止コドンを含むよう、修飾cDNAフラグメントを設計した。
　マウスアルブミンとの融合体については、最初に構築物の真核生物発現のためのKozak
部位、その後にヒトおよびアカゲザルBCMAの細胞外ドメインに対応するそれぞれアミノ酸
1～54および1～53を含む、それぞれヒトおよびマカクBCMAタンパク質のコード配列、その
後にインフレームで人工Ser1-Gly4-Ser1リンカーのコード配列、その後にインフレームで
マウス血清アルブミンのコード配列、その後にインフレームでFlagタグのコード配列、そ
の後にインフレームで修飾ヒスチジンタグ

のコード配列および停止コドンを含むよう、修飾cDNAフラグメントを設計した。
　可溶性細胞外ドメイン構築物については、最初に構築物の真核生物発現のためのKozak
部位、その後にヒトおよびアカゲザルBCMAの細胞外ドメインに対応するそれぞれアミノ酸
1～54および1～53を含む、それぞれヒトおよびマカクBCMAタンパク質のコード配列、その
後にインフレームで人工Ser1-Gly1リンカーのコード配列、その後にインフレームでFLAG
タグのコード配列、その後にインフレームで修飾ヒスチジンタグ

のコード配列および停止コドンを含むよう、修飾cDNAフラグメントを設計した。
　cDNAフラグメントをまた、フラグメントの最初および最後に制限部位を導入するよう設
計した。導入された制限部位である5'末端のEcoRIおよび3'末端のSalIを、以下のクロー
ニング手順で使用した。cDNAフラグメントを、EcoRIおよびSalIを通じてpEF-DHFRと呼ば
れるプラスミドにクローニングした（pEF-DHFRは、Raum et al. Cancer Immunol Immunot
her 50 (2001) 141-150に記載されている）。上記の手順はすべて、標準的なプロトコル
（Sambrook, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 3rd edition, Cold Spring Har
bour Laboratory Press, Cold Spring Harbour, New York (2001)）にしたがい行った。
【０２６４】
　B）上記のヒトおよびマカクBCMAのコード配列ならびにヒトアルブミン、ヒトFcγ1、マ
ウスFcγ1、マウスFcγ2a、マウスアルブミン、ラットアルブミン、ラットFcγ1およびラ
ットFcγ2bのコード配列を、ヒトおよびマカクBCMAのそれぞれならびにヒトアルブミン、
ヒトIgG1 Fc、マウスIgG1 Fc、マウスIgG2a Fc、マウスアルブミン、ラットIgG1 Fc、ラ
ットIgG2bおよびラットアルブミンのそれぞれの可溶性融合タンパク質ならびにBCMAの細
胞外ドメインのみを含む可溶性タンパク質をコードする人工cDNA配列の構築に使用した。
可溶性ヒトおよびマカクBCMAタンパク質の発現のための構築物を生成するために、cDNAフ
ラグメントを、標準的プロトコルにしたがう上記の全長BCMA cDNAのPCR変異誘発および分
子クローニングによって取得した。
　アルブミンとの融合体については、最初に構築物の真核生物発現のためのKozak部位お
よび19アミノ酸免疫グロブリンリーダーペプチドのコード配列、その後にインフレームで
それぞれのBCMAタンパク質の細胞外ドメインのコード配列、その後にインフレームで人工
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Ser1-Gly4-Ser1リンカーのコード配列、その後にインフレームでそれぞれの血清アルブミ
ンのコード配列、その後にインフレームでFlagタグのコード配列、その後にインフレーム
で修飾ヒスチジンタグ

のコード配列および停止コドンを含むよう、修飾cDNAフラグメントを設計した。
　IgG Fcとの融合体については、最初に構築物の真核生物発現のためのKozak部位および1
9アミノ酸免疫グロブリンリーダーペプチドのコード配列、その後にインフレームでそれ
ぞれのBCMAタンパク質の細胞外ドメインのコード配列、その後にインフレームで人工Ser1
-Gly4-Ser1リンカーのコード配列、ただしヒトIgG1 Fcの場合は人工Ser1-Gly1リンカーを
使用、その後にインフレームでそれぞれのIgGのヒンジおよびFcγ部分のコード配列、そ
の後にインフレームでFlagタグのコード配列、その後にインフレームで修飾ヒスチジンタ
グ

のコード配列および停止コドンを含むよう、修飾cDNAフラグメントを設計した。
　可溶性細胞外ドメイン構築物については、最初に構築物の真核生物発現のためのKozak
部位および19アミノ酸免疫グロブリンリーダーペプチドのコード配列、その後にインフレ
ームでそれぞれのBCMAタンパク質の細胞外ドメインのコード配列、その後にインフレーム
で人工Ser1-Gly1リンカーのコード配列、その後にインフレームでFlagタグのコード配列
、その後にインフレームで修飾ヒスチジンタグ

のコード配列および停止コドンを含むよう、修飾cDNAフラグメントを設計した。
　構築物のクローニングのために、適当な制限部位を導入した。cDNAフラグメントはすべ
て、pEF-DHFRと呼ばれるプラスミドにクローニングした（pEF-DHFRは、Raum et al. 2001
に記載されている）。上記の手順はすべて、標準的なプロトコル（Sambrook, 2001）にし
たがい行った。
　以下の構築物は、別々のエピトープに対して向けられたパンニングが可能なように設計
した。マウス・ヒトBCMAキメラのおよびマウス・マカクBCMAキメラのコード配列（マウス
、ヒトおよびマカクBCMAの配列は上記の通り）ならびにマウスアルブミンおよびマウスFc
γ1のコード配列を、マウス・ヒトおよびマウス・マカクBCMAキメラのそれぞれならびに
マウスIgG1 Fcおよびマウスアルブミンのそれぞれの可溶性融合タンパク質をコードする
人工cDNA配列の構築に使用した。可溶性マウス・ヒトおよびマウス・マカクBCMAキメラの
発現のための構築物を生成するため、そのヒトおよびマカク配列のそれぞれに対して変異
が加えられたそれぞれのエピトープドメインを含むマウスBCMA（アミノ酸1～49）のcDNA
フラグメントを、標準的なプロトコルにしたがう遺伝子合成によって得た。構築物のクロ
ーニングを上記のようにおよび標準的なプロトコル（Sambrook, 2001）にしたがい行った
。
　以下の分子を構築した：
・アミノ酸1～4ヒト、マウスIgG1 Fc
・アミノ酸1～4ヒト、マウスアルブミン
・アミノ酸1～4アカゲザル、マウスIgG1 Fc
・アミノ酸1～4アカゲザル、マウスアルブミン
・アミノ酸5～18ヒト、マウスIgG1 Fc
・アミノ酸5～18ヒト、マウスアルブミン
・アミノ酸5～18アカゲザル、マウスIgG1 Fc
・アミノ酸5～18アカゲザル、マウスアルブミン
・アミノ酸37～49ヒト、マウスIgG1 Fc
・アミノ酸37～49ヒト、マウスアルブミン
・アミノ酸37～49アカゲザル、マウスIgG1 Fc
・アミノ酸37～49アカゲザル、マウスアルブミン
【０２６５】
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実施例A5
5.1　ヒトおよびマカクBCMAおよびCD3に対する二重特異性抗体の親和性のBiacoreベース
の決定
　BCMAに対する標的結合を決定するため、ヒト血清アルブミン（ALB）を含む組み換えBCM
A融合タンパク質を用いてBiacore分析実験を行った。CD3に対する親和性の測定のために
、ヒト抗体Fc部分に融合されたCD3イプシロン（CD3e）のN末端27アミノ酸を有する組み換
え融合タンパク質を使用した。この組み換えタンパク質は、ヒトCD3e 1-27版およびカニ
クイザルCD3e版があり、どちらも二重特異性抗体のCD3結合部分のエピトープを保有して
いる。
　詳細を述べると、CM5センサーチップ（GE Healthcare）に、製造元のマニュアルにした
がい酢酸緩衝液pH4.5を用いておよそ100～150RUの各組み換え抗原を固定化した。二重特
異性抗体試料を、HBS-EP泳動緩衝液（GE Healthcare）で希釈した5つの濃度：50nM、25nM
、12.5nM、6.25nMおよび3.13nMでロードした。流速は、30～35μl/分で3分間であり、そ
の後にHBS-EP泳動緩衝液を、再度30～35μl/mlの流速で8分間適用した。チップの再生は
、10mMグリシン 0.5M NaCl pH2.45を用いて行った。データセットを、BiaEvalソフトウェ
アを用いて分析した（図A4を参照のこと）。通常、2回の独立した実験を行った。
【０２６６】
5.2　ヒトおよびマカクBCMAに対する結合親和性
　ヒトおよびマカクBCMAに対するBCMA/CD3二重特異性抗体の結合親和性を、マウスアルブ
ミン（ALB）を含む組み換えBCMA融合タンパク質を用いたBiacore分析によって決定した。
【０２６７】
　詳細を述べると、CM5センサーチップ（GE Healthcare）に、製造元のマニュアルにした
がい酢酸緩衝液pH4.5を用いておよそ150～200RUの各組み換え抗原を固定化した。二重特
異性抗体試料を、HBS-EP泳動緩衝液（GE Healthcare）で希釈した5つの濃度：50nM、25nM
、12.5nM、6.25nMおよび3.13nMでロードした。BCMAの親和性の決定については、流速を35
μl/分で3分間とし、その後にHBS-EP泳動緩衝液を、再度35μl/mlの流速で10、30または6
0分間適用した。チップの再生は、10mMグリシン 0.5M NaCl pH1.5および6M塩化グアニジ
ン溶液の1:1混合物からなる緩衝液を用いて行った。データセットを、BiaEvalソフトウェ
アを用いて分析した（図A6を参照のこと）。通常、2回の独立した実験を行った。
【０２６８】
　ヒトおよびマカクCD3イプシロンに対する結合の確認を、BCMA結合に適用したのと同じ
濃度を用いた1回の実験において行い；オフレートの決定を10分間の解離時間で行った。
【０２６９】
　本発明によるBCMA/CD3二重特異性抗体すべて、すなわちエピトープクラスター「E3/E4
±E7」の該抗体は、ヒトBCMAに対して、サブナノモル範囲の高い親和性を示した。マカク
BCMAに対する結合もそれに釣り合ったものであり、サブナノモル範囲の親和性を示した。
BCMA/CD3二重特異性抗体の親和性および親和性ギャップが表2に示されている。
【０２７０】
　（表２）Biacore分析によって決定されたヒトおよびマカクBCMAに対するエピトープク
ラスターE3/E4±E7のBCMA/CD3二重特異性抗体の親和性および算出された親和性ギャップ
（マカクBCMA:ヒトBCMA）
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【０２７１】
5.3　ヒトおよびマカクBCMAに対する二重特異性抗体の親和性のBiacoreベースの決定
　CM5チップ上の組み換え可溶性BCMAに対するBCMA/CD3二重特異性抗体の親和性のBiacore
測定を、より長い解離期間（以前の実験で使用した10分間に代えて60分間）を使用してKD
および特にオフレートを再確認するために繰り返した。試験したBCMA/CD3二重特異性抗体
のすべてについて、各々5つの異なる濃度を用いる2回の独立した親和性測定を行った。
【０２７２】
　エピトープクラスターE3/E4±E7のBCMA/CD3二重特異性抗体の親和性は、明確に、サブ
ナノモルであった。表3の例を参照のこと。
【０２７３】
　（表３）長い解離時間を用いたBiacore実験におけるエピトープクラスターE3/E4±E7の
BCMA/CD3二重特異性抗体の親和性（KD）（各々2回の独立した実験）

【０２７４】
実施例A6
二重特異性結合および種間交差反応性
　ヒトおよびマカクBCMAおよびCD3への結合を確認するため、二重特異性抗体を、ヒトお
よびマカクBCMAのそれぞれでトランスフェクトしたCHO細胞、ネイティブのヒトBCMAを発
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現するヒト多発性骨髄腫細胞株NCI-H929、CD3発現ヒトT細胞白血病細胞株HPB-ALL（DSMZ,
 Braunschweig, ACC483）およびCD3発現マカクT細胞株4119LnPx（Knappe A, et al., Blo
od, 2000, 95, 3256-3261）を用いたフローサイトメトリーによって試験した。さらに、
未トランスフェクトCHO細胞を陰性対照として使用した。
【０２７５】
　フローサイトメトリーのために、それぞれの細胞株200,000細胞を、5μg/mlの濃度の精
製された二重特異性抗体50μlと共に氷上で30分間インキュベートした。細胞をPBS/2% FC
Sで2回洗浄し、構築物の結合をマウスPentaHis抗体（Qiagen；50μl PBS/2% FCSで1:20希
釈）で検出した。洗浄後、結合したPentaHis抗体を、PBS/2% FCSで1:100希釈された、フ
ィコエリトリンにコンジュゲートされたFcγ特異的抗体（Dianova）で検出した。試料をF
ACSCanto II機器におけるフローサイトメトリーによって測定し、FACSDivaソフトウェア
によって分析した（両方ともBecton Dickinson製）。
【０２７６】
　エピトープクラスターE3/E4±E7のBCMA/CD3二重特異性抗体は、ヒトおよびマカクBCMA
でトランスフェクトされたCHO細胞、ヒトBCMAを発現する多発性骨髄腫細胞株NCI-H929な
らびにヒトおよびマカクT細胞を染色した。さらに、未トランスフェクトCHO細胞は染色さ
れなかった（図A7を参照のこと）。
【０２７７】
実施例A7
ヒトおよびマカクBCMAに対する二重特異性抗体の親和性のScatchardベースの決定
　Scatchard分析では、各々の細胞株に対する二重特異性抗体の1価結合を正確に決定する
ため、Micrometが開発した1価検出システム（抗His Fab/Alexa 488）を用いて飽和結合実
験を行う。
　それぞれの細胞株（ヒトBCMAを組換え発現するCHO細胞株、マカクBCMAを組換え発現す
るCHO細胞株）2 x 104細胞を、100nMから始まるそれぞれのBCMA二重特異性抗体の3連の希
釈シリーズ（1:2の8段階希釈）各50μlと共にインキュベートし、その後に撹拌しながら4
℃で16時間インキュベートし、1回の残留物の洗浄工程を行う。次に、細胞を30μlの抗Hi
s Fab/Alexa488溶液（Micromet；30μg/ml）と共にさらに30分間インキュベートする。1
回の洗浄工程の後、細胞を、3.5%ホルムアルデヒドを含む150μlのFACS緩衝液に再懸濁し
、さらに15分間インキュベートし、遠心分離し、FACS緩衝液に再懸濁し、そしてFACS Can
toII機およびFACS Divaソフトウェアを用いて分析する。データは、2回の独立した実験セ
ットから得る。値を、双曲線の結合曲線としてプロットする。それぞれのScatchard分析
から最大結合（Bmax）を推定する計算を行う。それぞれのKDを反映する最大半量結合（ha
lf-maximal binding）時の二重特異性抗体の濃度を決定する。3連の測定の値を双曲線と
してプロットする。最大結合を、Scatchard評価を用いて決定し、それぞれのKDを計算す
る。
【０２７８】
　ヒトまたはマカクBCMAでトランスフェクトされたCHO細胞に対するBCMA/CD3二重特異性
抗体の親和性を、ヒトおよびマカクBCMA間の潜在的な親和性ギャップを測定する上で最も
信頼性の高い方法である、Scatchard分析によって決定した。
【０２７９】
　BCMA抗原を発現する細胞を、それぞれの単量体BCMA/CD3二重特異性抗体の濃度を飽和に
達するまで増やしつつインキュベートした（16時間）。結合した二重特異性抗体を、フロ
ーサイトメトリーによって検出した。それぞれのKDを反映する最大半量結合時のBCMA/CD3
二重特異性抗体の濃度を決定した。
【０２８０】
　最小結合から最適結合までの適当な濃度範囲を実証するために、3連の測定の値を双曲
線およびS字曲線としてプロットした。最大結合（Bmax）を、Scatchard評価を用いて決定
し（図A8）、それぞれのKDを計算した。表4に示される値は、各BCMA/CD3 二重特異性抗体
につき2回の独立した実験から得られたものである。



(91) JP 6543197 B2 2019.7.17

10

20

30

40

50

【０２８１】
　細胞ベースのScatchard分析により、エピトープクラスターE3/E4±E7のBCMA/CD3二重特
異性抗体のヒトBCMAに対する親和性はサブナノモルであり、1.9～2.9の小さな種間BCMA親
和性ギャップを示すことが確認された。
【０２８２】
　エピトープクラスタリング（実施例A1およびA2を参照のこと）の中で、BCMAのエピトー
プクラスター1および4（「E1/E4」）に結合できる別の抗体グループを同定した。エピト
ープクラスター1は

であり、エピトープクラスター4は

である。エピトープクラスターE3/E4±E7のBCMA/CD3二重特異性抗体とは対照的に、エピ
トープクラスター「E1/E4」の抗体は、3.9～4.5というより高いヒト・マカクBCMA間親和
性ギャップを示す。
【０２８３】
　（表４）細胞ベースのScatchard分析（各々2回の独立した実験）におけるエピトープク
ラスターE3/E4±E7のBCMA/CD3二重特異性抗体の親和性（KD）および算出されたKDマカクB
CMA／KDヒトBCMAの親和性ギャップ

【０２８４】
実施例A8
細胞毒性活性
8.1　刺激されたヒトT細胞を用いたクロム放出アッセイ
　CD8+T細胞について濃縮され刺激されたT細胞を、以下のように得た：
　ペトリ皿（直径145mm、Greiner bio-one GmbH, Kremsmunster）を、最終濃度1μg/mlの
市販の抗CD3特異的抗体（OKT3、Orthoclone）を用いて、37℃で1時間コーティングした。
未結合のタンパク質を、PBSを用いた1回の洗浄工程により除去した。安定化型グルタミン
/10% FCS/IL-2 20 U/ml（Proleukin（登録商標）、Chiron）を含む120mlのRPMI 1640中3
～5 x 107個のヒトPBMCを、プレコートしたペトリ皿に添加し、2日間刺激した。3日目に
、細胞を回収し、RPMI 1640で1回洗浄した。IL-2を最終濃度20 U/mlとなるよう添加し、
そして細胞を再度、上記と同じ細胞培養培地中で1日培養した。CD8+細胞毒性Tリンパ球（
CTL）を、Dynal-Beadsを製造元のプロトコルにしたがい用いてCD4+T細胞およびCD56+NK細
胞を枯渇させることにより、濃縮した。
【０２８５】
　マカクまたはヒトBCMAトランスフェクトCHO標的細胞（BCMA陽性標的細胞）をPBSで2回
洗浄し、そして50％ FCSを含む最終容積100μlのRPMI中11.1 MBqの51Crを用いて37℃で60
分間標識した。その後、標識された標的細胞を5ml RPMIで3回洗浄し、その後これを細胞
毒性アッセイに使用した。アッセイは、96ウェルプレートにおいて、総容積200μlの補充
されたRPMI中、10:1のE:T比で行った。出発濃度0.01～1μg/mlの精製された二重特異性抗
体およびその3倍希釈物を使用した。アッセイにおけるインキュベート時間は、18時間で
あった。細胞毒性は、最大溶解（Triton-Xの添加）と自然溶解（エフェクター細胞なし）
の差に対する上清中に放出されたクロムの相対値として決定した。すべての測定を4連で
行った。上清中のクロム活性の測定は、Wizard 3''γカウンター（Perkin Elmer Life Sc
iences GmbH, Koln, Germany）において行った。実験データの分析は、Windows版Prism 5
（バージョン5.0、GraphPad Software Inc., San Diego, California, USA）を用いて行
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った。分析プログラムによってシグモイド用量応答曲線から計算されたEC50値を、細胞毒
性活性の比較に使用した（図A5を参照のこと）。
【０２８６】
8.2　ヒトBCMAトランスフェクトCHO細胞に対して刺激されたヒトエフェクターT細胞をリ
ダイレクトする効力
　BCMA/CD3二重特異性抗体の細胞毒性活性を、標的細胞としてヒトBCMAでトランスフェク
トされたCHO細胞を、およびエフェクター細胞として刺激され濃縮されたヒトCD8 T細胞を
用いた、51クロム（51Cr）放出細胞毒性アッセイにおいて分析した。この実験は、実施例
A8.1に記載されるようにして行った。
【０２８７】
　エピトープクラスターE3/E4±E7のBCMA/CD3 二重特異性抗体はすべて、ヒトBCMAトラン
スフェクトCHO細胞に対して1桁台のpg/ml～2桁台のpg/mlの範囲のEC50値の強力な細胞毒
性活性を示した（図A9および表5）。このようにエピトープクラスターE3/E4±E7は、非常
に強力な二重特異性抗体媒介細胞毒性活性を支える非常に好ましいエピトープ・活性関係
（epitope-activity relationship）を提供する。
【０２８８】
　（表５）標的細胞としてヒトBCMAでトランスフェクトされたCHO細胞を、およびエフェ
クター細胞として刺激され濃縮されたヒトCD8 T細胞を用いた、51クロム（51Cr）放出細
胞毒性アッセイにおいて分析された、エピトープクラスターE3/E4±E7のBCMA/CD3二重特
異性抗体のEC50値［pg/ml］

【０２８９】
8.3　未刺激のヒトPBMCを用いたFACSベースの細胞毒性アッセイ
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エフェクター細胞の単離
　ヒト末梢血単核細胞（PBMC）を、血液バンクが輸血のために回収した血液の副産物であ
る濃縮リンパ球調製物（軟膜）からFicoll密度勾配遠心分離によって調製した。軟膜は、
国内の血液バンクによって提供され、PBMCを、血液回収と同日に調製した。Ficoll密度遠
心分離およびDulbecco PBS（Gibco）による十分な洗浄の後、残った赤血球を、赤血球溶
解緩衝液（155mM NH4Cl、10mM KHCO3、100μM EDTA）とのインキュベーションを通じてPB
MCから除去した。血小板は、PBMCの100 x gでの遠心分離により上清を通じて除去した。
残ったリンパ球は、主としてBおよびTリンパ球、NK細胞および単球を含んでいる。PBMCを
、10% FCS（Gibco）を含むRPMI培地（Gibco）中、37℃/5% CO2下の培養により維持した。
【０２９０】
CD14+およびCD56+細胞の枯渇
　CD14+細胞を枯渇させるために、ヒトCD14マイクロビーズ（Milteny Biotec、MACS、#13
0-050-201）を使用し、NK細胞を枯渇させるために、ヒトCD56マイクロビーズ（MACS、#13
0-050-401）を使用した。PBMCをカウントし、室温で10分間、300 x gで遠心分離した。上
清を廃棄し、細胞ペレットをMACS単離緩衝液［80μL/107細胞；PBS（Invitrogen、#20012
-043）、0.5% (v/v) FBS（Gibco、#10270-106）、2mM EDTA（Sigma-Aldrich、#E-6511）
］に再懸濁した。CD14マイクロビーズおよびCD56マイクロビーズ（20μL/107細胞）を添
加し、4～8℃で15分間インキュベートした。細胞をMACS単離緩衝液（1～2mL/107細胞）で
洗浄した。遠心分離後（上記を参照のこと）、上清を廃棄し、細胞をMACS単離緩衝液（50
0μL/108細胞）に再懸濁した。次に、CD14/CD56陰性細胞を、LSカラム（Miltenyi Biotec
、#130-042-401）を用いて単離した。CD14+/CD56+細胞を含まないPBMCを、必要となるま
で、37℃のインキュベーターにおいて、RPMI完全培地、すなわち10% FBS（Biochrom AG、
#S0115）、1 x 非必須アミノ酸（Biochrom AG、#K0293）、10mM Hepes緩衝液（Biochrom 
AG、#L1613）、1mMピルビン酸ナトリウム（Biochrom AG、#L0473）および100 U/mLペニシ
リン／ストレプトマイシン（Biochrom AG、#A2213）を補充したRPMI1640（Biochrom AG、
#FG1215）中で培養した。
【０２９１】
標的細胞の標識
　フローサイトメトリーアッセイにおける細胞溶解の分析のために、蛍光膜色素DiOC18（
DiO）（Molecular Probes、#V22886）を使用して、標的細胞としてのヒトBCMAまたはマカ
クBCMAトランスフェクトCHO細胞を標識し（ヒト/マカクBCMA陽性標的細胞）、それらをエ
フェクター細胞から区別できるようにした。簡潔に説明すると、細胞を収集し、PBSで1回
洗浄し、そして2% (v/v) FBSおよび膜色素DiO（5μL/106細胞）を含むPBSで106細胞/mLに
調節した。37℃で3分間のインキュベートの後、細胞を完全RPMI培地で2回洗浄し、そして
細胞数を1.25 x 105細胞/mLに調節した。細胞の生存性を、0.5% (v/v)等張性EosinG溶液
（Roth、#45380）を用いて決定した。
【０２９２】
フローサイトメトリーベースの分析
　このアッセイは、BCMA/CD3二重特異性抗体の連続希釈物の存在下でのマカクまたはヒト
BCMAトランスフェクトCHO細胞（またはBCMA陽性標的細胞）の溶解を定量するよう設計し
た。等量のDiO標識標的細胞およびエフェクター細胞（すなわち、CD14+細胞を含まないPB
MC）を混合し、E:T細胞比を10:1にした。この懸濁物160μLを96ウェルプレートの各ウェ
ルに移した。40μLの、BCMA/CD3二重特異性抗体の連続希釈物および陰性対照二重特異性
抗体（無関係の標的抗原を認識するCD3ベースの二重特異性抗体）または追加の陰性対照
としてのRPMI完全培地を添加した。BCMA/CD3二重特異性抗体によって媒介される細胞毒性
反応は、7% CO2加湿インキュベーター内で48時間進行させた。次いで、細胞を新しい96ウ
ェルプレートに移し、標的細胞の膜完全性の喪失を、最終濃度1μg/mLのヨウ化プロピジ
ウム（PI）の添加によってモニタリングした。PIは、通常生きた細胞から排除される膜不
透過性の色素であるが、死滅した細胞はそれを取り込み、蛍光放射によって同定可能にな
る。試料をFACSCanto II機器におけるフローサイトメトリーによって測定し、FACSDivaソ



(94) JP 6543197 B2 2019.7.17

10

20

30

40

50

フトウェアによって分析した（両方ともBecton Dickinson製）。標的細胞を、DiO陽性細
胞として同定した。PI陰性標的細胞を、生きている標的細胞に分類した。細胞毒性の百分
率は、次式にしたがって計算した。
細胞毒性 [%] ＝ n(死滅した標的細胞)×100 / n(標的細胞)
n＝事象数
　GraphPad Prism 5ソフトウェア（Graph Pad Software, San Diego）を使用して、細胞
毒性の百分率を、対応する二重特異性抗体の濃度に対してプロットした。用量応答曲線は
、一定のヒル勾配のシグモイド用量応答曲線の評価のための4パラメータロジスティック
回帰モデルを用いて分析し、EC50値を計算した。
【０２９３】
8.4　ヒトBCMAトランスフェクト標的細胞に対する未刺激のヒトPBMC
　BCMA/CD3二重特異性抗体の細胞毒性活性を、標的細胞としてヒトBCMAでトランスフェク
トされたCHO細胞を、およびエフェクター細胞として未刺激のヒトPBMCを用いた、FACSベ
ースの細胞毒性アッセイにおいて分析した。このアッセイを上記のように行った（実施例
A8.3）。
【０２９４】
　エフェクター細胞として未刺激のヒトPBMCを、および標的としてヒトBCMAトランスフェ
クトCHO細胞を用いた、FACSベースの細胞毒性アッセイの結果が図A10および表6に示され
ている。
【０２９５】
　（表６）エフェクター細胞として未刺激のヒトPBMCを、および標的細胞としてヒトBCMA
でトランスフェクトされたCHO細胞を用いた、48時間FACSベース細胞毒性アッセイにおい
て測定されたエピトープクラスターE3/E4±E7のBCMA/CD3二重特異性抗体のEC50値［pg/ml
］

【０２９６】
実施例A9
9.1　BAFF受容体との交差反応の排除
　フローサイトメトリーのために、それぞれの細胞株200,000細胞を5μg/mlの濃度の精製
された二重特異性抗体50μlと共に氷上で30分間インキュベートした。細胞を、2% FCSを
含むPBSで2回洗浄し、構築物の結合をマウスPentaHis抗体（Qiagen；2% FCSを含む50μl
のPBSで1:20希釈）で検出した。洗浄後、結合したPentaHis抗体を、2% FCSを含むPBSで1:
100希釈された、フィコエリトリンにコンジュゲートされたFcγ特異的抗体（Dianova）で
検出した。試料をFACSCanto II機器におけるフローサイトメトリーによって測定し、FACS
Divaソフトウェアによって分析した（両方ともBecton Dickinson製）。
　二重特異性結合体は、BAFF受容体と交差反応性でないことを示した。
【０２９７】
9.2　ヒトBAFF受容体（BAFF-R）およびTACIと交差反応するBCMA/CD3二重特異性抗体の排
除
　ヒトBAFF-RおよびTACIへの結合の排除のために、BCMA/CD3二重特異性抗体を、ヒトBAFF
-RおよびTACIのそれぞれでトランスフェクトされたCHO細胞を用いたフローサイトメトリ
ーによって試験した。さらに、L363多発性骨髄腫細胞を、ヒトBCMAへの結合の陽性対照と
して使用した。CHO細胞におけるBAFF-RおよびTACI抗原の発現を、2つの陽性対照抗体によ
って確認した。フローサイトメトリーは、上記実施例に記載されたようにして行った。
【０２９８】
　フローサイトメトリー分析により、エピトープクラスターE3/E4±E7のBCMA/CD3二重特
異性抗体のいずれもがヒトBAFF-RまたはヒトTACIと交差反応しないことが確認された（図
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A11を参照のこと）。
【０２９９】
実施例A10
細胞毒性活性
　エフェクターT細胞をBCMA発現標的細胞に対してリダイレクトするヒト様BCMA二重特異
性抗体の効力を、5つの追加のインビトロ細胞毒性アッセイにおいて分析する：
1.　刺激されたヒトエフェクターT細胞をBCMA陽性（ヒト）腫瘍細胞株に対してリダイレ
クトするBCMA二重特異性抗体の効力を、51クロム放出アッセイにおいて測定する。
2.　未刺激のヒトPBMC中のT細胞をヒトBCMAトランスフェクトCHO細胞に対してリダイレク
トするBCMA二重特異性抗体の効力を、FACSベースの細胞毒性アッセイにおいて測定する。
3.　未刺激のヒトPBMC中のT細胞をBCMA陽性（ヒト）腫瘍細胞株に対してリダイレクトす
るBCMA二重特異性抗体の効力を、FACSベースの細胞毒性アッセイにおいて測定する。
4.　交差反応性のBCMA二重特異性抗体がマカクT細胞をマカクBCMAトランスフェクトCHO細
胞に対してリダイレクトできることを確認するため、エフェクターT細胞としてマカクT細
胞株を用いてFACSベースの細胞毒性アッセイを行う。
5.　単量体形態および2量体形態のBCMA二重特異性抗体の間の効力ギャップを、標的細胞
としてヒトBCMAトランスフェクトCHO細胞を、およびエフェクター細胞として刺激された
ヒトT細胞を用いる、51クロム放出アッセイにおいて決定する。
【０３００】
実施例A11
BCMA陽性ヒト多発性骨髄腫細胞株L363に対する刺激されたヒトT細胞
　BCMA/CD3二重特異性抗体の細胞毒性活性を、標的細胞源としてBCMA陽性ヒト多発性骨髄
腫細胞株L363（DSMZ No.ACC49）を、およびエフェクター細胞として刺激され濃縮された
ヒトCD8 T細胞を用いた、51クロム（51Cr）放出細胞毒性アッセイにおいて分析した。ア
ッセイは、実施例A8.1に記載されるようにして行った。
【０３０１】
　エフェクター細胞として刺激され濃縮されたヒトCD8 Tリンパ球および標的としてヒトB
CMAトランスフェクトCHO細胞を用いた51クロム放出アッセイの結果によれば、エピトープ
クラスターE3/E4±E7のBCMA/CD3二重特異性抗体は、細胞毒性活性が強力である（図A12お
よび表7）。
【０３０２】
　しかし予想外なことに、エピトープクラスターE1/E4のBCMA/CD3二重特異性抗体は、ヒ
トBCMAでトランスフェクトされたCHO細胞に対する細胞毒性活性に関しては強力であった
が、細胞表面上にネイティブBCMAを低密度で発現するヒト多発性骨髄腫細胞株L363に対し
てはずっと弱い細胞毒性を示した（図A12および表7）。学説による制約を望まないが、本
発明者らは、ヒトBCMAのE1/E4エピトープは、BCMAトランスフェクト細胞よりもBCMA自然
発現体においてアクセス性が良くないのではないかと考えている。
【０３０３】
　（表７）標的細胞源としてBCMA陽性ヒト多発性骨髄腫細胞株L363を、およびエフェクタ
ー細胞として刺激され濃縮されたヒトCD8 T細胞を用いた、18時間51クロム（51Cr）放出
細胞毒性アッセイにおいて分析されたエピトープクラスターE1/E4（第1列および第2列）
ならびにE3/E4±E7（第3および4列）のBCMA/CD3二重特異性抗体のEC50値［pg/ml］

【０３０４】
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実施例A12
BCMA陽性ヒト多発性骨髄腫細胞株L363に対する未刺激のヒトPBMC
　BCMA/CD3二重特異性抗体の細胞毒性活性を、標的細胞源として、すべての試験した標的
T細胞株の中で最も弱いネイティブBCMAの表面発現を示した、BCMA陽性ヒト多発性骨髄腫
細胞株L363（DSMZ、ACC49）を、およびエフェクター細胞として未刺激のヒトPBMCを用い
た、FACSベースの細胞毒性アッセイにおいてさらに分析した。アッセイは、上記（実施例
A8.3）のように行った。
【０３０５】
　刺激され濃縮されたヒトCD8 Tリンパ球をヒト多発性骨髄腫細胞株L363に対して用いた5
1クロム放出アッセイにおいて観察されたように、エピトープクラスターE1/E4のBCMA/CD3
二重特異性抗体は、ヒトBCMAでトランスフェクトされたCHO細胞に対するそれらの強力な
細胞毒性活性とは対照的に、ここでも、細胞表面上にネイティブBCMAを低密度で発現する
ヒト多発性骨髄腫細胞株L363への未刺激のPBMCの細胞毒性活性のリダイレクトに関して弱
い効力を示した。これは、上記の学説、すなわち、ヒトBCMAのE1/E4エピトープはBCMAト
ランスフェクト細胞よりもBCMA自然発現体においてアクセス性が良くないと考えられるこ
と、と符合する。エピトープクラスターE3/E4±E7のBCMA/CD3二重特異性抗体は、このア
ッセイにおいて3桁台のpg/mlのEC50値を示した（図A13および表8を参照のこと）。
【０３０６】
　（表８）エフェクター細胞として未刺激のヒトPBMCを、および標的細胞源としてヒト多
発性骨髄腫細胞株L363を用いた、48時間FACSベース細胞毒性アッセイにおいて測定された
エピトープクラスターE1/E4（第1列および第2列）ならびにE3/E4±E7（第3および4列）の
BCMA/CD3二重特異性抗体のEC50値［pg/ml］

【０３０７】
　予想通り、EC50値は、エフェクター細胞として未刺激のPBMCを用いた細胞毒性アッセイ
において、濃縮され刺激されたヒトCD8 T細胞を用いた細胞毒性アッセイにおけるよりも
高くなった。
【０３０８】
実施例A13
BCMA陽性ヒト多発性骨髄腫細胞株NCI-H929に対する未刺激のヒトPBMC
　BCMA/CD3二重特異性抗体の細胞毒性活性を、標的細胞源としてBCMA陽性ヒト多発性骨髄
腫細胞株NCI-H929（ATCC CRL-9068）を、およびエフェクター細胞として未刺激のヒトPBM
Cを用いた、FACSベースの細胞毒性アッセイにおいて分析した。アッセイは、上記（実施
例A8.3）のように行った。
【０３０９】
　この、細胞表面上にネイティブBCMAを発現する別のヒト多発性骨髄腫細胞株（すなわち
、NCI-H929）を用いたアッセイの結果は、ヒト多発性骨髄腫細胞株L363を用いて得られた
結果を確認するものである。ここでも、エピトープクラスターE1/E4のBCMA/CD3二重特異
性抗体は、ヒトBCMAでトランスフェクトされたCHO細胞に対するそれらの強力な細胞毒性
活性とは対照的に、ヒト多発性骨髄腫細胞への未刺激のPBMCの細胞毒性活性のリダイレク
トに関して低い効力を示し、ヒトBCMAのE1/E4エピトープはBCMAトランスフェクト細胞よ
りもBCMA自然発現体においてアクセス性が良くないとのではないかという学説が確認され
た。E1/E4結合体で見られたような、BCMAトランスフェクト標的細胞と自然発現体の間の
そのような活性のギャップは、E3/E4±E7結合体では見られなかった。エピトープクラス
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ターE3/E4±E7のBCMA/CD3二重特異性抗体は、2桁台のpg/mlのEC50値を示し、したがってN
CI-H929標的細胞に対して未刺激のPBMCを驚くべき良いEC50値でリダイレクトした（図A14
および表9を参照のこと）。
【０３１０】
　（表９）エフェクター細胞として未刺激のヒトPBMCを、および標的細胞源としてヒト多
発性骨髄腫細胞株NCI-H929を用いた、48時間FACSベース細胞毒性アッセイにおいて測定さ
れたエピトープクラスターE1/E4（第1列および第2列）ならびにE3/E4±E7（第3および4列
）のBCMA/CD3二重特異性抗体のEC50値［pg/ml］

【０３１１】
　予想通り、EC50値は、L363と比較して、細胞表面上に高レベルのBCMAを発現するヒト多
発性骨髄腫細胞株NCI-H929において高くなった。
【０３１２】
実施例A14
マカクBCMA発現標的細胞に対するマカクT細胞
　最後に、BCMA/CD3二重特異性抗体の細胞毒性活性を、標的細胞としてマカクBCMAでトラ
ンスフェクトされたCHO細胞を、およびエフェクター細胞源としてマカクT細胞株を用いた
、FACSベースの細胞毒性アッセイにおいて分析した。
【０３１３】
　マカクT細胞株4119LnPx（Knappe et al. Blood 95: 3256-61 (2000)）を、エフェクタ
ー細胞源として使用した。マカクBCMAトランスフェクトCHO細胞の標的細胞標識および細
胞毒性活性のフローサイトメトリーベースの分析を、上記のように行った。
【０３１４】
　細胞株4119LnPx由来のマカクT細胞は、エピトープクラスターE3/E4±E7のBCMA/CD3二重
特異性抗体により、マカクBCMAトランスフェクトCHO細胞を効果的に死滅させるよう誘導
された。この抗体は、このアッセイにおいて、1桁台のpg/mlのEC50値の非常に強い効力を
示し、これらの抗体がマカク系内で非常に高い活性であることが確認された。他方、エピ
トープクラスターE1/E4のBCMA/CD3二重特異性抗体は、2桁台～3桁台のpg/ml範囲のEC50値
の有意に弱い効力を示した（図A15および表10を参照のこと）。したがってE3/E4±E7特異
的抗体は、マカク系において、効力が約20倍～100倍超高い。
【０３１５】
　（表１０）エフェクター細胞としてマカクT細胞株4119LnPxを、および標的細胞として
マカクBCMAでトランスフェクトされたCHO細胞を用いた、48時間FACSベース細胞毒性アッ
セイにおいて測定されたエピトープクラスターE1/E4（第1列および第2列）ならびにE3/E4
±E7（第3および4列）のBCMA/CD3二重特異性抗体のEC50値［pg/ml］

【０３１６】
実施例A15
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BCMA/CD3二重特異性抗体の単量体と2量体の間の効力ギャップ
　個々のBCMA/CD3二重特異性抗体の単量体と2量体のアイソフォーム間の細胞毒性活性の
差（これを効力ギャップと称する）を決定するために、上記（実施例A8.1）のような51ク
ロム放出細胞毒性アッセイを、精製されたBCMA/CD3二重特異性抗体の単量体および2量体
を用いて行った。効力ギャップは、二重特異性抗体の単量体と2量体のEC50値の間の比と
して計算した。試験したエピトープクラスターE3/E4±E7のBCMA/CD3二重特異性抗体の効
力ギャップは、0.2～1.2の間であった。したがって2量体がそのそれぞれの単量体と比較
して有意に高い活性であるということはない。
【０３１７】
実施例A16
3回の凍結／解凍サイクル後の単量体から2量体への変換
　二重特異性BCMA/CD3抗体の単量体を3回の凍結／解凍サイクルに供し、その後に高速SEC
を行って、抗体の2量体に変換された当初単量体であった抗体の百分率を決定した。
【０３１８】
　15μgの単量体抗体を一般緩衝液で250μg/mlの濃度に調節し、次いで-80℃で30分間凍
結し、その後に室温で30分間解凍した。3回の凍結／解凍サイクルの後、2量体含有量をHP
-SECによって決定した。この目的で、抗体の単量体アイソフォームの15μgのアリコート
を解凍し、初期SEC緩衝液（10mMクエン酸 - 75mMリジンHCl - 4％トレハロース - pH7.2
）中250μg/mlの濃度にし、その後に37℃で7日間インキュベートした。高分解能SECカラ
ム TSK Gel G3000 SWXL（Tosoh, Tokyo-Japan）を、A905オートサンプラーを搭載したAkt
a Purifier 10 FPLC（GE Lifesciences）に接続した。カラム平衡化・泳動緩衝液は、pH6
.6に調節した100mM KH2PO4 - 200mM Na2SO4からなるものであった。7日間のインキュベー
トの後、抗体溶液（15μgタンパク質）を平衡化したカラムに適用し、流速0.75ml/分、最
大圧7MPaで溶出を行った。泳動全体を280、254および210nmの光吸収によりモニタリング
した。分析は、Akta Unicornソフトウェアの泳動評価シートに記録された210nmシグナル
のピーク積分によって行った。2量体含有量は、2量体ピークの面積を単量体と2量体ピー
クの総面積で割り算することによって計算した。
【０３１９】
　エピトープクラスターE3/E4±E7のBCMA/CD3二重特異性抗体は、3回の凍結／解凍サイク
ルの後に0.8～1.5％の2量体率を示し、これは良好であるとみなされる。しかし、エピト
ープクラスターE1/E4のBCMA/CD3二重特異性抗体の2量体変換率は、好ましくないほど高い
値に達し、不都合な2量体値の閾値である≧2.5％を超過した（それぞれ、4.7％および3.8
％）。表11を参照のこと。
【０３２０】
　（表１１）高速サイズ排除クロマトグラフィー（HP-SEC）によって決定された、3回の
凍結／解凍サイクル後のエピトープクラスターE1/E4（第1列および第2列）ならびにE3/E4
±E7（第3および4列）のBCMA/CD3二重特異性抗体の単量体 対 2量体の百分率

【０３２１】
実施例A17
熱安定性
　BCMA/CD3二重特異性抗体に固有の生物物理学的タンパク質安定性を決定するため、融解
温度曲線を示差走査熱量測定（DSC）により決定した。これらの実験は、MicroCal LLC（N
orthampton, MA, U.S.A）VP-DSCデバイスを用いて行った。BCMA/CD3二重特異性抗体を含
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む試料のエネルギー取り込みを、抗体の処方緩衝液のみを含む試料との比較で、20℃から
90℃まで記録した。
【０３２２】
　詳述すると、BCMA/CD3二重特異性抗体を、保存緩衝液で終濃度250μg/mlに調節した。
調製したタンパク質溶液300μlを深底ウェルプレートに移し、DSCデバイスの冷却オート
サンプラーラック位置に設置した。追加のウェルを、測定参照物質としてのSEC泳動緩衝
液で満たした。測定プロセスにおいて、タンパク質溶液は、オートサンプラーによってキ
ャピラリーに移された。追加のキャピラリーを、参照としてのSEC泳動緩衝液で満たした
。すべての試料について、加熱および両方のキャピラリーを20～90℃の範囲の等しい温度
に過熱するのに必要とされる熱エネルギーの記録を行った。
【０３２３】
　それぞれの融解曲線の記録のために、試料の全体温度を段階的に上昇させた。各温度T
で、試料および処方緩衝液参照のエネルギー取り込みを記録した。試料から参照を差し引
いたエネルギー取り込みCp（kcal/mole/℃）の差を、それぞれの温度に対してプロットし
た。融解温度は、エネルギー取り込みが最初に最大となる温度と定義される。
【０３２４】
　すべての試験されたエピトープクラスターE3/E4±E7のBCMA/CD3二重特異性抗体は、60
℃を超える、より正確には62℃～63℃の間の融解温度の良好な熱安定性を示した。
【０３２５】
実施例A18
フローサイトメトリーによる血漿の干渉の排除
　BCMA/CD3二重特異性抗体とヒト血漿タンパク質の潜在的な相互作用を決定するため、血
漿干渉試験を構築した。この目的で、10μg/mlのそれぞれのBCMA/CD3二重特異性抗体を、
37℃で1時間、90％ヒト血漿中でインキュベートした。その後に、ヒトBCMA発現CHO細胞に
対する結合をフローサイトメトリーによって決定した。
【０３２６】
　フローサイトメトリーのために、それぞれの細胞株200,000細胞を5μg/mlの濃度の精製
された抗体50μlと共に氷上で30分間インキュベートした。細胞をPBS/2% FCSで2回洗浄し
、構築物の結合をマウスPentaHis抗体（Qiagen；50μlのPBS/2% FCSで1:20希釈）で検出
した。洗浄後、結合したPentaHis抗体を、PBS/2% FCSで1:100希釈された、フィコエリト
リンにコンジュゲートされたFcγ特異的抗体（Dianova）で検出した。試料をFACSCanto I
I機器におけるフローサイトメトリーによって測定し、FACSDivaソフトウェアによって分
析した（両方ともBecton Dickinson製）。
【０３２７】
　得られたデータを、ヒト血漿の代わりにPBSを用いた対照アッセイと比較した。相対結
合を、以下のように計算した：
（PBS試料のシグナル／検出試薬なしのシグナル）／（血漿試料のシグナル／検出試薬な
しのシグナル）。
【０３２８】
　この実験では、血漿タンパク質によって媒介されるエピトープクラスターE3/E4±E7の
それぞれのBCMA/CD3二重特異性抗体の標的結合の有意な減少が起こらないことが明らかに
なった。相対血漿干渉値は、1.28±0.38～1.29±0.31の間であった（値「2」を干渉シグ
ナルの下側閾値とみなした）。
【０３２９】
実施例A19
ヒト腫瘍異種移植モデルにおけるBCMA/CD3二重特異性抗体の治療効能
　研究第1日目に、5 x 106細胞のヒト癌細胞株NCI-H929を、メスNOD/SCIDマウスの右背側
面に皮下注射した。
【０３３０】
　平均腫瘍容積が約100mm3に達した第9日目に、インビトロで展開させたヒトCD3+ T細胞
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を、この動物の腹腔への約2 x 107細胞の注射によりマウスに移植した。ビヒクル対照グ
ループ1（n=5）のマウスにはエフェクター細胞を与えず、腫瘍成長に対するT細胞単独の
影響をモニタリングするためのビヒクル対照グループ2（n=10、エフェクター細胞を与え
た）と共に比較のための未移植対照として使用した。
【０３３１】
　抗体処置は、平均腫瘍容積が約200mm3に達した第13日目に開始した。処置開始日におけ
る各処置グループの平均腫瘍サイズは、任意の他のグループと統計的に相違しなかった（
分散分析）。マウスを、0.5 mg/kg/日のBCMA/CD3二重特異性抗体BCMA-50 x CD3（グルー
プ3、n=8）を用いて、17日間の静脈内ボーラス注射により処置した。
【０３３２】
　研究中、腫瘍はカリパスによって測定し、進行は腫瘍容積（TV）のグループ間比較によ
って評価した。腫瘍成長阻害T/C［％］は、T/C% = 100 x (分析グループのTV中央値)/(対
照グループ2のTV中央値)としてTVを計算することによって決定した。結果が表12および図
A16に示されている。
【０３３３】
　（表１２）第13～30日目の腫瘍容積（TV）の中央値および腫瘍成長阻害（T/C）

【０３３４】
実施例A20
標的陰性細胞の溶解の排除
　インビトロ溶解アッセイを、エフェクター 対 標的細胞比5:1のBCMA陽性ヒト多発性骨
髄腫細胞株NCI-H929および精製されたT細胞を用いて、24時間のインキュベート時間で行
った。エピトープクラスターE3/E4±E7のBCMA/CD3二重特異性抗体（BCMA-50）は、NCI-H9
29の溶解に関して高い効力および効能を示した。しかし、BCMA陰性細胞株HL60（AML／骨
髄芽球形態）、MES-SA（子宮肉腫、線維芽細胞形態）およびSNU-16（胃癌、上皮形態）で
は、最大500nMの抗体で溶解が検出されなかった。
【０３３５】
実施例A21
異なるPBMCサブセットのT細胞活性化の誘導
　FACSベースの細胞毒性アッセイ（48h; E:T = 10:1）を、標的細胞としてヒト多発性骨
髄腫細胞株NCI-H929、L-363およびOPM-2を、およびエフェクター細胞としてヒトPBMCの異
なるサブセット（CD4+/CD8+/CD25+/CD69+）を用いて行った。結果（表13を参照のこと）
は、EC50値によって測定された活性化の程度が、分析された異なるPBMCサブセットで本質
的に同じ範囲内であることを示している。
【０３３６】
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　（表１３）エフェクター細胞としてヒトPBMCの異なるサブセットを、および標的細胞と
して異なるヒト多発性骨髄腫細胞株を用いた、48時間FACSベース細胞毒性アッセイにおい
て測定されたエピトープクラスターE3/E4±E7のBCMA/CD3二重特異性抗体BCMA-50のEC50値
［ng/ml］

【０３３７】
実施例A22
サイトカイン放出の誘導
　FACSベースの細胞毒性アッセイ（48h; E:T = 10:1）を、標的細胞としてヒト多発性骨
髄腫細胞株NCI-H929、L-363およびOPM-2を、ならびにエフェクター細胞としてヒトPBMCを
用いて行った。サイトカイン放出のレベル［pg/ml］を、漸増濃度のエピトープクラスタ
ーE3/E4±E7のBCMA/CD3二重特異性抗体の下で決定した。以下のサイトカインを分析した
：Il-2、IL-6、IL-10、TNFおよびIFN-γ。結果が表14および図A17に示されている。
【０３３８】
　（表１４）エフェクター細胞としてヒトPBMCを、および標的細胞として異なるヒト多発
性骨髄腫細胞株を用いた、48時間FACSベース細胞毒性アッセイ（E:T = 10:1）において2.
5μg/mlのエピトープクラスターE3/E4±E7のBCMA/CD3二重特異性抗体（BCMA-50）によっ
て誘導されたIL-2、IL-6、IL-10、TNFおよびIFN-γの放出［pg/ml］

【０３３９】
実施例A23
最大135μg/kg/日の用量でのカニクイザルにおけるBCMA-30の7日間連続i.v.注入による用
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量範囲発見研究
　カニクイザルを、7日間の0、5、15、45および135μg/kg/日の用量レベルでの連続静脈
内注入を通じて処置した。試験グループあたり3匹の動物を試験した（5μg/kg/日におけ
る2匹を除く）。BCMA-30は十分許容され、ほとんど臨床症状を示さなかった（45および13
5μg/kg/日における第1日の嘔吐を除く）。BiTE SCバイオアベイラビリティは、40～60％
であった。
【０３４０】
　将来のIHCのために急速凍結させた一部の組織（小腸、脾臓、下顎LN、扁桃腺およびBM
）を除いて標準的なMITI-DRFデザインを実施した。
【０３４１】
　図A18は、BCMA-30のCIV投与に起因するリンパ球（CD3+）循環レベルの一過的減少を示
している。最大135μg/kg/日の用量でのカニクイザルにおけるBCMA-30の7日間連続注入の
図A19に示されるトキシコキネティクスデータは、用量依存的な安定的な血中濃度を示し
ている。
【０３４２】
　単球走化タンパク質1の放出を決定した。結果が図A20に示されている。
【０３４３】
　以下のサイトカインを分析した：IL-2、IL-6。結果が図A21およびA22に示されている。
【０３４４】
実施例B
実施例B1
キメラBCMAを発現するCHO細胞の生成
　キメラエピトープマッピング分子の構築のために、ヒトBCMAの各エピトープドメインの
アミノ酸配列または単一のアミノ酸残基をマウス配列に変換した。以下の分子を構築した
。
【０３４５】
・ヒトBCMA ECD/E1マウス（SEQ ID NO: 1009）
　キメラ細胞外BCMAドメイン：エピトープクラスター1（SEQ ID NO: 1002または1007のア
ミノ酸残基1～7）が各々のマウスクラスター（SEQ ID NO: 1004または1008のアミノ酸残
基1～4）で置き換えられたヒト細胞外BCMAドメイン
→SEQ ID NO: 1002または1007におけるアミノ酸残基1～3の欠失およびG6Qの変異
【０３４６】
・ヒトBCMA ECD/E2マウス（SEQ ID NO: 1010）
　キメラ細胞外BCMAドメイン：エピトープクラスター2（SEQ ID NO: 1002または1007のア
ミノ酸残基8～21）が各々のマウスクラスター（SEQ ID NO: 1004または1008のアミノ酸残
基5～18）で置き換えられたヒト細胞外BCMAドメイン
→SEQ ID NO: 1002または1007におけるS9F、Q10HおよびN11Sの変異
【０３４７】
・ヒトBCMA ECD/E3マウス（SEQ ID NO: 1011）
　キメラ細胞外BCMAドメイン：エピトープクラスター3（SEQ ID NO: 1002または1007のア
ミノ酸残基24～41）が各々のマウスクラスター（SEQ ID NO: 1004または1008のアミノ酸
残基21～36）で置き換えられたヒト細胞外BCMAドメイン
→SEQ ID NO: 1002または1007におけるアミノ酸残基31および32の欠失ならびにQ25H、S30
N、L35AおよびR39Pの変異
【０３４８】
・ヒトBCMA ECD/E4マウス（SEQ ID NO: 1012）
　キメラ細胞外BCMAドメイン：エピトープクラスター4（SEQ ID NO: 1002または1007のア
ミノ酸残基42～54）が各々のマウスクラスター（SEQ ID NO: 1004または1008のアミノ酸
残基37～49）で置き換えられたヒト細胞外BCMAドメイン
→SEQ ID NO: 1002または1007におけるN42D、A43P、N47S、N53YおよびA54Tの変異
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【０３４９】
・ヒトBCMA ECD/E5マウス（SEQ ID NO: 1013）
　キメラ細胞外BCMAドメイン：SEQ ID NO: 1002または1007の22位のアミノ酸残基（イソ
ロイシン）がSEQ ID NO: 1004または1008の各々のマウスアミノ酸残基（リジン、19位）
で置き換えられたヒト細胞外BCMAドメイン
→SEQ ID NO: 1002または1007におけるI22Kの変異
【０３５０】
・ヒトBCMA ECD/E6マウス（SEQ ID NO: 1014）
　キメラ細胞外BCMAドメイン：SEQ ID NO: 1002または1007の25位のアミノ酸残基（グル
タミン）がSEQ ID NO: 1004または1008の各々のマウスアミノ酸残基（ヒスチジン、22位
）で置き換えられたヒト細胞外BCMAドメイン
→SEQ ID NO: 1002または1007におけるQ25Hの変異
【０３５１】
・ヒトBCMA ECD/E7マウス（SEQ ID NO: 1015）
　キメラ細胞外BCMAドメイン：SEQ ID NO: 1002または1007の39位のアミノ酸残基（アル
ギニン）がSEQ ID NO: 1004または1008の各々のマウスアミノ酸残基（プロリン、34位）
で置き換えられたヒト細胞外BCMAドメイン
→SEQ ID NO: 1002または1007におけるR39Pの変異。
【０３５２】
　cDNA構築物を哺乳動物発現ベクターpEF-DHFRにクローニングし、CHO細胞に安定的にト
ランスフェクトした。CHO細胞におけるヒトBCMAの発現を、モノクローナル抗ヒトBCMA抗
体を用いるFACSアッセイにおいて検証した。マウスBCMAの発現は、モノクローナル抗マウ
スBCMA抗体を用いて実証した。使用したBCMA抗体の濃度は、PBS/2%FCS中10μg/mlであっ
た。結合したモノクローナル抗体を、抗ラットIgG-Fcy-PE（PBS/2%FCS中1:100；Jackson-
Immuno-Research＃112-116-071）を用いて検出した。陰性対照として、細胞を、第1の抗
体に代えてPBS/2%FCSと共にインキュベートした。試料を、FACSCanto II機器（Becton Di
ckinson）におけるフローサイトメトリーによって測定し、FlowJoソフトウェア（バージ
ョン7.6）によって分析した。ヒト・マウスBCMAキメラの表面発現に関して、トランスフ
ェクトされたCHO細胞を、様々な抗BCMA抗体を用いたフローサイトメトリーアッセイにお
いて分析および確認した（図2）。
【０３５３】
実施例B2
2.1　HEK293細胞における一過的発現
　配列検証済みのヌクレオチド配列を有する発現プラスミドのクローンを、製造元のプロ
トコルにしたがうFreeStyle 293発現システム（Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Germany）
におけるトランスフェクションおよびタンパク質発現のために使用した。発現されたタン
パク質を含む上清を取得し、細胞を遠心分離により除去し、そして上清を-20℃で保存し
た。
【０３５４】
2.2　CHO細胞における安定的発現
　配列検証済みのヌクレオチド配列を有する発現プラスミドのクローンを、該構築物の真
核生物発現のために、DHFR欠損CHO細胞にトランスフェクトした。DHFR欠損CHO細胞におけ
る真核生物タンパク質発現は、Kaufman R.J. (1990) Methods Enzymol. 185, 537-566に
記載されているようにして行った。構築物の遺伝子増幅を、メトトレキサート（MTX）の
濃度を20 nM MTXの最終濃度になるまで増加させることによって誘導した。静置培養で2回
継代した後、細胞を、収集前の7日間、ヌクレオシドフリーHyQ PF CHO液体ダイズ培地（4
.0 mM L-グルタミンを含み、0.1% Pluronic F-68を含む; HyClone）を含むローラーボト
ル中で成長させた。細胞を遠心分離によって除去し、発現されたタンパク質を含む上清を
-20℃で保存した。
【０３５５】
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実施例B3
マウスscFvフラグメントのエピトープクラスタリング
　ヒトもしくはマウスBCMAまたはキメラBCMA分子でトランスフェクトされた細胞を、ヒト
／マカクBCMAに結合するscFvを含む粗精製未希釈ペリプラズム抽出物で染色した。結合し
たscFvを、1μg/mlの抗FLAG抗体（Sigma F1804）およびR-PE標識抗マウスFcγ特異的抗体
（1:100; Dianova #115-116-071）で検出した。すべての抗体を、2% FCSを含むPBSで希釈
した。陰性対照として、細胞を、ペリプラズム抽出物の代わりにPBS/2% FCSと共にインキ
ュベートした。試料を、FACSCanto II機器（Becton Dickinson）におけるフローサイトメ
トリーによって測定し、FlowJoソフトウェア（バージョン7.6）によって分析した。
【０３５６】
実施例B4
可溶性ヒトおよびマカクBCMAの異なる組み換え形態の入手
　ヒトおよびアカゲザルBCMAのコード配列（GenBankにおいて公開、アクセッション番号N
M_001192[ヒト]、XM_001106892[アカゲザル]）、ヒトアルブミン、ヒトFcγ1およびマウ
スアルブミンのコード配列を、ヒトおよびマカクBCMAのそれぞれならびにヒトアルブミン
、ヒトIgG1 Fcおよびマウスアルブミンのそれぞれの可溶性融合タンパク質ならびにBCMA
の細胞外ドメインのみを含む可溶性タンパク質をコードする人工cDNA配列の構築に使用し
た。可溶性ヒトおよびマカクBCMAタンパク質の発現のための構築物を生成するために、cD
NAフラグメントを、標準的プロトコルにしたがう上記の全長BCMA cDNAのPCR変異誘発およ
び分子クローニングによって取得した。
　ヒトアルブミンとの融合体については、最初に構築物の真核生物発現のためのKozak部
位、その後にヒトおよびアカゲザルBCMAの細胞外ドメインに対応するそれぞれアミノ酸1
～54および1～53を含む、それぞれヒトおよびアカゲザルBCMAタンパク質のコード配列、
その後にインフレームで人工Ser1-Gly4-Ser1リンカーのコード配列、その後にインフレー
ムでヒト血清アルブミンのコード配列、その後にインフレームでFlagタグのコード配列、
その後にインフレームで修飾ヒスチジンタグ

のコード配列および停止コドンを含むよう、修飾cDNAフラグメントを設計した。
　マウスIgG1との融合体については、最初に構築物の真核生物発現のためのKozak部位、
その後にヒトおよびアカゲザルBCMAの細胞外ドメインに対応するそれぞれアミノ酸1～54
および1～53を含む、それぞれヒトおよびマカクBCMAタンパク質のコード配列、その後に
インフレームで人工Ser1-Gly4-Ser1リンカーのコード配列、その後にインフレームでヒト
IgG1のヒンジおよびFcγ部分のコード配列、その後にインフレームでヘキサヒスチジンタ
グのコード配列および停止コドンを含むよう、修飾cDNAフラグメントを設計した。
　マウスアルブミンとの融合体については、最初に構築物の真核生物発現のためのKozak
部位、その後にヒトおよびアカゲザルBCMAの細胞外ドメインに対応するそれぞれアミノ酸
1～54および1～53を含む、それぞれヒトおよびマカクBCMAタンパク質のコード配列、その
後にインフレームで人工Ser1-Gly4-Ser1リンカーのコード配列、その後にインフレームで
マウス血清アルブミンのコード配列、その後にインフレームでFlagタグのコード配列、そ
の後にインフレームで修飾ヒスチジンタグ

のコード配列および停止コドンを含むよう、修飾cDNAフラグメントを設計した。
　可溶性細胞外ドメイン構築物については、最初に構築物の真核生物発現のためのKozak
部位、その後にヒトおよびアカゲザルBCMAの細胞外ドメインに対応するそれぞれアミノ酸
1～54および1～53を含む、それぞれヒトおよびマカクBCMAタンパク質のコード配列、その
後にインフレームで人工Ser1-Gly1リンカーのコード配列、その後にインフレームでFlag
タグのコード配列、その後にインフレームで修飾ヒスチジンタグ

のコード配列および停止コドンを含むよう、修飾cDNAフラグメントを設計した。
　cDNAフラグメントをまた、フラグメントの最初および最後に制限部位を導入するよう設
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計した。導入された制限部位である5'末端のEcoRIおよび3'末端のSalIを、以下のクロー
ニング手順で使用した。cDNAフラグメントを、EcoRIおよびSalIを通じてpEF-DHFRと呼ば
れるプラスミドにクローニングした（pEF-DHFRは、Raum et al. Cancer Immunol Immunot
her 50 (2001) 141-150に記載されている）。上記の手順はすべて、標準的なプロトコル
（Sambrook, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 3rd edition, Cold Spring Har
bour Laboratory Press, Cold Spring Harbour, New York (2001)）にしたがい行った。
【０３５７】
実施例B5
ヒトおよびマカクBCMAおよびCD3に対する二重特異性抗体の親和性のBiacoreベースの決定
　BCMAに対する標的結合を決定するため、ヒト血清アルブミン（ALB）を含む組み換えBCM
A融合タンパク質を用いてBiacore分析実験を行った。CD3に対する親和性の測定のために
、ヒト抗体Fc部分に融合されたCD3イプシロン（CD3e）のN末端27アミノ酸を有する組み換
え融合タンパク質を使用した。この組み換えタンパク質は、ヒトCD3e 1-27バージョンお
よびカニクイザルCD3eバージョンがあり、どちらも二重特異性抗体中のCD3結合体のエピ
トープを保有している。
　詳細を述べると、CM5センサーチップ（GE Healthcare）に、製造元のマニュアルにした
がい酢酸緩衝液pH4.5を用いておよそ100～150RUの各組み換え抗原を固定化した。二重特
異性抗体試料を、HBS-EP泳動緩衝液（GE Healthcare）で希釈した5つの濃度：50nM、25nM
、12.5nM、6.25nMおよび3.13nMでロードした。流速は、30～35μl/分で3分間であり、そ
の後にHBS-EP泳動緩衝液を、再度30～35μl/mlの流速で8分間適用した。チップの再生は
、10mMグリシン 0.5M NaCl pH2.45を用いて行った。データセットを、BiaEvalソフトウェ
アを用いて分析した。通常、2回の独立した実験を行った。
【０３５８】
実施例B6
フローサイトメトリー分析
　親和性成熟させたscFv分子の機能性および結合強度を、ヒトおよびマカクBCMAトランス
フェクトCHO細胞を用いたFACSにおいて分析した。簡潔に説明すると、およそ105個の細胞
を、大腸菌細胞ペリプラズム抽出物の1:3連続希釈物50μlと共に、氷上で50分間インキュ
ベートした。PBS/10%FCS/0.05%アジ化ナトリウムで洗浄した後、細胞を、30μlのFlag-M2
 IgG（Sigma、PBS/10%FCS/0.05%アジ化ナトリウム中1:900）と共に、氷上で40分間インキ
ュベートした。2回目の洗浄の後、細胞を、30μlのR-フィコエリトリン（PE）標識ヤギ抗
マウスIgG（Jackson ImmunoResearch、PBS/10%FCS/0.05%アジ化ナトリウム中1:100）と共
に、氷上で40分間インキュベートした。次に、細胞を再度洗浄し、200μlのPBS/10%FCS/0
.05%アジ化ナトリウムに再懸濁させた。染色された細胞の相対蛍光を、FACSCanto（商標
）フローサイトメーター（BD）を用いて測定した。その結果が、蛍光強度の対数 対 相対
細胞数をプロットしたFACSヒストグラムとして示されている（図B4を参照のこと）。
【０３５９】
実施例B7
二重特異性の結合および異種間交差反応性（interspecies cross-reactivity）
　フローサイトメトリーのために、それぞれの細胞株200,000細胞を5μg/mlの濃度の精製
された二重特異性分子50μlと共に氷上で30分間インキュベートした。細胞を2% FCS含有P
BSで2回洗浄し、構築物の結合をマウスPentaHis抗体（Qiagen；50μlの2% FCS含有PBSで1
:20希釈）で検出した。洗浄後、結合したPentaHis抗体を、2% FCS含有PBSで1:100希釈さ
れた、フィコエリトリンにコンジュゲートされたFcγ特異的抗体（Dianova）で検出した
。
【０３６０】
実施例B8
ヒトおよびマカクBCMAに対する二重特異性抗体の親和性のScatchardベースの決定
　Scatchard分析では、各々の細胞株に対する二重特異性抗体の1価結合を正確に決定する
ため、Micrometが開発した1価検出システム（抗His Fab/Alexa 488）を用いて飽和結合実
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験を行う。
　それぞれの細胞株（ヒトBCMAを組換え発現するCHO細胞株、マカクBCMAを組換え発現す
るCHO細胞株）2 x 104細胞を、100nMから始まるそれぞれのBCMA二重特異性抗体の3連の希
釈シリーズ（1:2の8段階希釈）各50μlと共にインキュベートし、その後に撹拌しながら4
℃で16時間インキュベートし、1回の残留物の洗浄工程を行う。次に、細胞を30μlの抗Hi
s Fab/Alexa488溶液（Micromet；30μg/ml）と共にさらに30分間インキュベートする。1
回の洗浄工程の後、細胞を、3.5%ホルムアルデヒドを含む150μlのFACS緩衝液に再懸濁し
、さらに15分間インキュベートし、遠心分離し、FACS緩衝液に再懸濁し、そしてFACS Can
toII機およびFACS Divaソフトウェアを用いて分析する。データは、2回の独立した実験セ
ットから得る。値を、双曲線の結合曲線としてプロットする。それぞれのScatchard分析
から最大結合（Bmax）を推定する計算を行う。それぞれのKDを反映する最大半量結合時の
二重特異性抗体の濃度を決定する。3連の測定の値を双曲線としてプロットする。最大結
合を、Scatchard評価を用いて決定し、それぞれのKDを計算する。
【０３６１】
実施例B9
細胞毒性活性
9.1　刺激されたヒトT細胞を用いたクロム放出アッセイ
　CD8+T細胞について濃縮され刺激されたT細胞を、以下のように得た。
　ペトリ皿（直径145mm、Greiner bio-one GmbH, Kremsmunster）を、最終濃度1μg/mlの
市販の抗CD3特異的抗体（OKT3、Orthoclone）を用いて、37℃で1時間コーティングした。
未結合のタンパク質を、PBSを用いた1回の洗浄工程により除去した。安定化型グルタミン
/10% FCS/IL-2 20 U/ml（Proleukin（登録商標）、Chiron）を含む120mlのRPMI 1640中3
～5 x 107個のヒトPBMCを、プレコートしたペトリ皿に添加し、2日間刺激した。3日目に
、細胞を回収し、RPMI 1640で1回洗浄した。IL-2を最終濃度20 U/mlとなるよう添加し、
そして細胞を再度、上記と同じ細胞培養培地中で1日培養した。
　CD8+細胞毒性Tリンパ球（CTL）を、Dynal-Beadsを製造元のプロトコルにしたがい用い
てCD4+T細胞およびCD56+NK細胞を枯渇させることにより、濃縮した。
　マカクまたはヒトBCMAトランスフェクトCHO標的細胞をPBSで2回洗浄し、そして50％ FC
Sを含む最終容積100μlのRPMI中11.1 MBqの51Crを用いて37℃で60分間標識した。その後
、標識された標的細胞を5ml RPMIで3回洗浄し、その後これを細胞毒性アッセイに使用し
た。アッセイは、96ウェルプレートにおいて、総容積200μlの補充されたRPMI中、10:1の
E:T比で行った。出発濃度0.01～1μg/mlの精製された二重特異性抗体およびその3倍希釈
物を使用した。アッセイにおけるインキュベート時間は、18時間であった。細胞毒性は、
最大溶解（Triton-Xの添加）と自然溶解（エフェクター細胞なし）の差に対する上清中に
放出されたクロムの相対値として決定した。すべての測定を4連で行った。上清中のクロ
ム活性の測定は、Wizard 3''γカウンター（Perkin Elmer Life Sciences GmbH, Koln, G
ermany）において行った。結果の分析は、Windows版Prism 5（バージョン5.0、GraphPad 
Software Inc., San Diego, California, USA）を用いて行った。分析プログラムによっ
てシグモイド用量応答曲線から計算されたEC50値を、細胞毒性活性の比較に使用した。
【０３６２】
9.2　未刺激のヒトPBMCを用いたFACSベースの細胞毒性アッセイ
エフェクター細胞の単離
　ヒト末梢血単核細胞（PBMC）を、血液バンクが輸血のために回収した血液の副産物であ
る濃縮リンパ球調製物（軟膜）からFicoll密度勾配遠心分離によって調製した。軟膜は、
国内の血液バンクによって提供され、PBMCを、血液回収と同日に調製した。Ficoll密度遠
心分離およびDulbecco's PBS（Gibco）による十分な洗浄の後、残った赤血球を、赤血球
溶解緩衝液（155mM NH4Cl、10mM KHCO3、100μM EDTA）とのインキュベーションを通じて
PBMCから除去した。血小板は、PBMCの100 x gでの遠心分離により上清を通じて除去した
。残ったリンパ球は、主としてBおよびTリンパ球、NK細胞および単球を含んでいる。PBMC
を、10% FCS（Gibco）を含むRPMI培地（Gibco）中、37℃/5% CO2下の培養により維持した
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。
【０３６３】
CD14+およびCD56+細胞の枯渇
　CD14+細胞を枯渇させるために、ヒトCD14マイクロビーズ（Milteny Biotec、MACS、#13
0-050-201）を使用し、NK細胞を枯渇させるために、ヒトCD56マイクロビーズ（MACS、#13
0-050-401）を使用した。PBMCをカウントし、室温で10分間、300 x gで遠心分離した。上
清を廃棄し、細胞ペレットをMACS単離緩衝液［80μL/107細胞；PBS（Invitrogen、#20012
-043）、0.5% (v/v) FBS（Gibco、#10270-106）、2mM EDTA（Sigma-Aldrich、#E-6511）
］に再懸濁した。CD14マイクロビーズおよびCD56マイクロビーズ（20μL/107細胞）を添
加し、4～8℃で15分間インキュベートした。細胞をMACS単離緩衝液（1～2mL/107細胞）で
洗浄した。遠心分離後（上記を参照のこと）、上清を廃棄し、細胞をMACS単離緩衝液（50
0μL/108細胞）に再懸濁した。次に、CD14/CD56陰性細胞を、LSカラム（Miltenyi Biotec
、#130-042-401）を用いて単離した。CD14+/CD56+細胞を含まないPBMCを、必要となるま
で、37℃のインキュベーターにおいて、RPMI完全培地、すなわち10% FBS（Biochrom AG、
#S0115）、1 x 非必須アミノ酸（Biochrom AG、#K0293）、10mM Hepes緩衝液（Biochrom 
AG、#L1613）、1mMピルビン酸ナトリウム（Biochrom AG、#L0473）および100 U/mLペニシ
リン／ストレプトマイシン（Biochrom AG、#A2213）を補充したRPMI1640（Biochrom AG、
#FG1215）中で培養した。
【０３６４】
標的細胞の標識
　フローサイトメトリーアッセイにおける細胞溶解の分析のために、蛍光膜色素DiOC18（
DiO）（Molecular Probes、#V22886）を使用して、標的細胞としてのヒトBCMAまたはマカ
クBCMAトランスフェクトCHO細胞を標識し、それらをエフェクター細胞から区別できるよ
うにした。簡潔に説明すると、細胞を収集し、PBSで1回洗浄し、そして2% (v/v) FBSおよ
び膜色素DiO（5μL/106細胞）を含むPBSで106細胞/mLに調節した。37℃で3分間のインキ
ュベートの後、細胞を完全RPMI培地で2回洗浄し、そして細胞数を1.25 x 105細胞/mLに調
節した。細胞の生存性を、0.5% (v/v)等張性EosinG溶液（Roth、#45380）を用いて決定し
た。
【０３６５】
フローサイトメトリーベースの分析
　このアッセイは、BCMA二重特異性抗体の連続希釈物の存在下でのマカクまたはヒトBCMA
トランスフェクトCHO細胞の溶解を定量するよう設計した。
　等量のDiO標識標的細胞およびエフェクター細胞（すなわち、CD14+細胞を含まないPBMC
）を混合し、E:T細胞比を10:1にした。この懸濁物160μLを96ウェルプレートの各ウェル
に移した。40μLの、BCMA二重特異性抗体の連続希釈物および陰性対照二重特異性（無関
係の標的抗原を認識するCD3ベースの二重特異性抗体）または追加の陰性対照としてのRPM
I完全培地を添加した。二重特異性抗体媒介細胞毒性反応は、7% CO2加湿インキュベータ
ー内で48時間進行させた。次いで、細胞を新しい96ウェルプレートに移し、標的細胞の膜
完全性の喪失を、最終濃度1μg/mLのヨウ化プロピジウム（PI）の添加によってモニタリ
ングした。PIは、通常生きた細胞から排除される膜不透過性の色素であるが、死滅した細
胞はそれを取り込み、蛍光放射によって同定可能になる。
　試料をFACSCanto II機器におけるフローサイトメトリーによって測定し、FACSDivaソフ
トウェアによって分析した（両方ともBecton Dickinson製）。
　標的細胞を、DiO陽性細胞として同定した。PI陰性標的細胞を、生きている標的細胞に
分類した。細胞毒性の百分率は、次式：

にしたがって計算した。
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【０３６６】
　GraphPad Prism 5ソフトウェア（Graph Pad Software, San Diego）を使用して、細胞
毒性の百分率を、対応する二重特異性抗体の濃度に対してプロットした。用量応答曲線は
、一定のヒル勾配のシグモイド用量応答曲線の評価のための4パラメータロジスティック
回帰モデルを用いて分析し、EC50値を計算した。
【０３６７】
実施例B10
BAFF受容体との交差反応の排除
　フローサイトメトリーのために、それぞれの細胞株200,000細胞を5μg/mlの濃度の精製
された二重特異性分子50μlと共に氷上で30分間インキュベートした。細胞を、2% FCSを
含むPBSで2回洗浄し、構築物の結合をマウスPentaHis抗体（Qiagen；2% FCSを含む50μl
のPBSで1:20希釈）で検出した。洗浄後、結合したPentaHis抗体を、2% FCSを含むPBSで1:
100希釈された、フィコエリトリンにコンジュゲートされたFcγ特異的抗体（Dianova）で
検出した。試料をFACSCanto II機器におけるフローサイトメトリーによって測定し、FACS
Divaソフトウェアによって分析した（両方ともBecton Dickinson製）。二重特異性結合体
は、BAFF受容体と交差反応性でないことを示した。
【０３６８】
実施例B11
細胞毒性活性
　エフェクターT細胞をBCMA発現標的細胞に対してリダイレクトするヒト様BCMA二重特異
性抗体の効力を、5つの追加のインビトロ細胞毒性アッセイにおいて分析する：
1.　刺激されたヒトエフェクターT細胞をBCMA陽性（ヒト）腫瘍細胞株に対してリダイレ
クトするBCMA二重特異性抗体の効力を、51クロム放出アッセイにおいて測定する。
2.　未刺激のヒトPBMC中のT細胞をヒトBCMAトランスフェクトCHO細胞に対してリダイレク
トするBCMA二重特異性抗体の効力を、FACSベースの細胞毒性アッセイにおいて測定する。
3.　未刺激のヒトPBMC中のT細胞をBCMA陽性（ヒト）腫瘍細胞株に対してリダイレクトす
るBCMA二重特異性抗体の効力を、FACSベースの細胞毒性アッセイにおいて測定する。
4.　交差反応性のBCMA二重特異性抗体がマカクT細胞をマカクBCMAトランスフェクトCHO細
胞に対してリダイレクトできることを確認するため、エフェクターT細胞としてマカクT細
胞株を用いてFACSベースの細胞毒性アッセイを行う。
5.　単量体形態および2量体形態のBCMA二重特異性抗体の間の効力ギャップを、標的細胞
としてヒトBCMAトランスフェクトCHO細胞およびエフェクター細胞として刺激されたヒトT
細胞を用いる51クロム放出アッセイにおいて決定する。
【０３６９】
実施例C
実施例C1
キメラBCMAを発現するCHO細胞の生成
　キメラエピトープマッピング分子の構築のために、ヒトBCMAの各エピトープドメインの
アミノ酸配列または単一のアミノ酸残基をマウス配列に変換した。以下の分子を構築した
。
【０３７０】
・ヒトBCMA ECD/E1マウス（SEQ ID NO: 1009）
　キメラ細胞外BCMAドメイン：エピトープクラスター1（SEQ ID NO: 1002または1007のア
ミノ酸残基1～7）が各々のマウスクラスター（SEQ ID NO: 1004または1008のアミノ酸残
基1～4）で置き換えられたヒト細胞外BCMAドメイン
→SEQ ID NO: 1002または1007におけるアミノ酸残基1～3の欠失およびG6Qの変異
【０３７１】
・ヒトBCMA ECD/E2マウス（SEQ ID NO: 1010）
　キメラ細胞外BCMAドメイン：エピトープクラスター2（SEQ ID NO: 1002または1007のア
ミノ酸残基8～21）が各々のマウスクラスター（SEQ ID NO: 1004または1008のアミノ酸残
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基5～18）で置き換えられたヒト細胞外BCMAドメイン
→SEQ ID NO: 1002または1007におけるS9F、Q10HおよびN11Sの変異
【０３７２】
・ヒトBCMA ECD/E3マウス（SEQ ID NO: 1011）
　キメラ細胞外BCMAドメイン：エピトープクラスター3（SEQ ID NO: 1002または1007のア
ミノ酸残基24～41）が各々のマウスクラスター（SEQ ID NO: 1004または1008のアミノ酸
残基21～36）で置き換えられたヒト細胞外BCMAドメイン
→SEQ ID NO: 1002または1007におけるアミノ酸残基31および32の欠失ならびにQ25H、S30
N、L35AおよびR39Pの変異
【０３７３】
・ヒトBCMA ECD/E4マウス（SEQ ID NO: 1012）
　キメラ細胞外BCMAドメイン：エピトープクラスター4（SEQ ID NO: 1002または1007のア
ミノ酸残基42～54）が各々のマウスクラスター（SEQ ID NO: 1004または1008のアミノ酸
残基37～49）で置き換えられたヒト細胞外BCMAドメイン
→SEQ ID NO: 1002または1007におけるN42D、A43P、N47S、N53YおよびA54Tの変異
【０３７４】
・ヒトBCMA ECD/E5マウス（SEQ ID NO: 1013）
　キメラ細胞外BCMAドメイン：SEQ ID NO: 1002または1007の22位のアミノ酸残基（イソ
ロイシン）がSEQ ID NO: 1004または1008の各々のマウスアミノ酸残基（リジン、19位）
で置き換えられたヒト細胞外BCMAドメイン
→SEQ ID NO: 1002または1007におけるI22Kの変異
【０３７５】
・ヒトBCMA ECD/E6マウス（SEQ ID NO: 1014）
　キメラ細胞外BCMAドメイン：SEQ ID NO: 1002または1007の25位のアミノ酸残基（グル
タミン）がSEQ ID NO: 1004または1008の各々のマウスアミノ酸残基（ヒスチジン、22位
）で置き換えられたヒト細胞外BCMAドメイン
→SEQ ID NO: 1002または1007におけるQ25Hの変異
【０３７６】
・ヒトBCMA ECD/E7マウス（SEQ ID NO: 1015）
　キメラ細胞外BCMAドメイン：SEQ ID NO: 1002または1007の39位のアミノ酸残基（アル
ギニン）がSEQ ID NO: 1004または1008の各々のマウスアミノ酸残基（プロリン、34位）
で置き換えられたヒト細胞外BCMAドメイン
→SEQ ID NO: 1002または1007におけるR39Pの変異。
【０３７７】
　cDNA構築物を哺乳動物発現ベクターpEF-DHFRにクローニングし、CHO細胞に安定的にト
ランスフェクトした。CHO細胞におけるヒトBCMAの発現を、モノクローナル抗ヒトBCMA抗
体を用いるFACSアッセイにおいて検証した。マウスBCMAの発現は、モノクローナル抗マウ
スBCMA抗体を用いて実証した。使用したBCMA抗体の濃度は、PBS/2%FCS中10μg/mlであっ
た。結合したモノクローナル抗体を、抗ラットIgG-Fcy-PE（PBS/2%FCS中1:100；Jackson-
Immuno-Research＃112-116-071）を用いて検出した。陰性対照として、細胞を、第1の抗
体に代えてPBS/2%FCSと共にインキュベートした。試料を、FACSCanto II機器（Becton Di
ckinson）におけるフローサイトメトリーによって測定し、FlowJoソフトウェア（バージ
ョン7.6）によって分析した。ヒト・マウスBCMAキメラの表面発現に関して、トランスフ
ェクトされたCHO細胞を、様々な抗BCMA抗体を用いたフローサイトメトリーアッセイにお
いて分析および確認した（図2）。
【０３７８】
実施例C2
2.1　HEK293細胞における一過的発現
　配列検証済みのヌクレオチド配列を有する発現プラスミドのクローンを、製造元のプロ
トコルにしたがうFreeStyle 293発現システム（Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Germany）



(110) JP 6543197 B2 2019.7.17

10

20

30

40

50

におけるトランスフェクションおよびタンパク質発現のために使用した。発現されたタン
パク質を含む上清を取得し、細胞を遠心分離により除去し、そして上清を-20℃で保存し
た。
【０３７９】
2.2　CHO細胞における安定的発現
　配列検証済みのヌクレオチド配列を有する発現プラスミドのクローンを、該構築物の真
核生物発現のために、DHFR欠損CHO細胞にトランスフェクトした。DHFR欠損CHO細胞におけ
る真核生物タンパク質発現は、Kaufman R.J. (1990) Methods Enzymol. 185, 537-566に
記載されているようにして行った。構築物の遺伝子増幅を、メトトレキサート（MTX）の
濃度を20 nM MTXの最終濃度になるまで増加させることによって誘導した。静置培養で2回
継代した後、細胞を、収集前の7日間、ヌクレオシドフリーHyQ PF CHO液体ダイズ培地（4
.0 mM L-グルタミンを含み、0.1% Pluronic F-68を含む; HyClone）を含むローラーボト
ル中で成長させた。細胞を遠心分離によって除去し、発現されたタンパク質を含む上清を
-20℃で保存した。
【０３８０】
実施例C3
マウスscFvフラグメントのエピトープクラスタリング
　ヒトもしくはマウスBCMAまたはキメラBCMA分子でトランスフェクトされた細胞を、ヒト
／マカクBCMAに結合するscFvを含む粗精製未希釈ペリプラズム抽出物で染色した。結合し
たscFvを、1μg/mlの抗FLAG抗体（Sigma F1804）およびR-PE標識抗マウスFcγ特異的抗体
（1:100; Dianova #115-116-071）で検出した。すべての抗体を、2% FCSを含むPBSで希釈
した。陰性対照として、細胞を、ペリプラズム抽出物の代わりにPBS/2% FCSと共にインキ
ュベートした。試料を、FACSCanto II機器（Becton Dickinson）におけるフローサイトメ
トリーによって測定し、FlowJoソフトウェア（バージョン7.6）によって分析した。
【０３８１】
実施例C4
可溶性ヒトおよびマカクBCMAの異なる組み換え形態の入手
　ヒトおよびアカゲザルBCMAのコード配列（GenBankにおいて公開、アクセッション番号N
M_001192[ヒト]、XM_001106892[アカゲザル]）、ヒトアルブミン、ヒトFcγ1およびマウ
スアルブミンのコード配列を、ヒトおよびマカクBCMAのそれぞれならびにヒトアルブミン
、ヒトIgG1 Fcおよびマウスアルブミンのそれぞれの可溶性融合タンパク質ならびにBCMA
の細胞外ドメインのみを含む可溶性タンパク質をコードする人工cDNA配列の構築に使用し
た。可溶性ヒトおよびマカクBCMAタンパク質の発現のための構築物を生成するために、cD
NAフラグメントを、標準的プロトコルにしたがう上記の全長BCMA cDNAのPCR変異誘発およ
び分子クローニングによって取得した。
　ヒトアルブミンとの融合体については、最初に構築物の真核生物発現のためのKozak部
位、その後にヒトおよびアカゲザルBCMAの細胞外ドメインに対応するそれぞれアミノ酸1
～54および1～53を含む、それぞれヒトおよびアカゲザルBCMAタンパク質のコード配列、
その後にインフレームで人工Ser1-Gly4-Ser1リンカーのコード配列、その後にインフレー
ムでヒト血清アルブミンのコード配列、その後にインフレームでFlagタグのコード配列、
その後にインフレームで修飾ヒスチジンタグ

のコード配列および停止コドンを含むよう、修飾cDNAフラグメントを設計した。
　マウスIgG1との融合体については、最初に構築物の真核生物発現のためのKozak部位、
その後にヒトおよびアカゲザルBCMAの細胞外ドメインに対応するそれぞれアミノ酸1～54
および1～53を含む、それぞれヒトおよびマカクBCMAタンパク質のコード配列、その後に
インフレームで人工Ser1-Gly4-Ser1リンカーのコード配列、その後にインフレームでヒト
IgG1のヒンジおよびFcγ部分のコード配列、その後にインフレームでヘキサヒスチジンタ
グのコード配列および停止コドンを含むよう、修飾cDNAフラグメントを設計した。
　マウスアルブミンとの融合体については、最初に構築物の真核生物発現のためのKozak
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部位、その後にヒトおよびアカゲザルBCMAの細胞外ドメインに対応するそれぞれアミノ酸
1～54および1～53を含む、それぞれヒトおよびマカクBCMAタンパク質のコード配列、その
後にインフレームで人工Ser1-Gly4-Ser1リンカーのコード配列、その後にインフレームで
マウス血清アルブミンのコード配列、その後にインフレームでFlagタグのコード配列、そ
の後にインフレームで修飾ヒスチジンタグ

のコード配列および停止コドンを含むよう、修飾cDNAフラグメントを設計した。
　可溶性細胞外ドメイン構築物については、最初に構築物の真核生物発現のためのKozak
部位、その後にヒトおよびアカゲザルBCMAの細胞外ドメインに対応するそれぞれアミノ酸
1～54および1～53を含む、それぞれヒトおよびマカクBCMAタンパク質のコード配列、その
後にインフレームで人工Ser1-Gly1リンカーのコード配列、その後にインフレームでFlag
タグのコード配列、その後にインフレームで修飾ヒスチジンタグ

のコード配列および停止コドンを含むよう、修飾cDNAフラグメントを設計した。
　cDNAフラグメントをまた、フラグメントの最初および最後に制限部位を導入するよう設
計した。導入された制限部位である5'末端のEcoRIおよび3'末端のSalIを、以下のクロー
ニング手順で使用した。cDNAフラグメントを、EcoRIおよびSalIを通じてpEF-DHFRと呼ば
れるプラスミドにクローニングした（pEF-DHFRは、Raum et al. Cancer Immunol Immunot
her 50 (2001) 141-150に記載されている）。上記の手順はすべて、標準的なプロトコル
（Sambrook, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 3rd edition, Cold Spring Har
bour Laboratory Press, Cold Spring Harbour, New York (2001)）にしたがい行った。
【０３８２】
実施例C5
ヒトおよびマカクBCMAおよびCD3に対する二重特異性抗体の親和性のBiacoreベースの決定
　BCMAに対する標的結合を決定するため、ヒト血清アルブミン（ALB）を含む組み換えBCM
A融合タンパク質を用いてBiacore分析実験を行った。CD3に対する親和性の測定のために
、ヒト抗体Fc部分に融合されたCD3イプシロン（CD3e）のN末端27アミノ酸を有する組み換
え融合タンパク質を使用した。この組み換えタンパク質は、ヒトCD3e 1-27バージョンお
よびカニクイザルCD3eバージョンがあり、どちらも二重特異性抗体中のCD3結合体のエピ
トープを保有している。
　詳細を述べると、CM5センサーチップ（GE Healthcare）に、製造元のマニュアルにした
がい酢酸緩衝液pH4.5を用いておよそ100～150RUの各組み換え抗原を固定化した。二重特
異性抗体試料を、HBS-EP泳動緩衝液（GE Healthcare）で希釈した5つの濃度：50nM、25nM
、12.5nM、6.25nMおよび3.13nMでロードした。流速は、30～35μl/分で3分間であり、そ
の後にHBS-EP泳動緩衝液を、再度30～35μl/分の流速で8分間適用した。チップの再生は
、10mMグリシン 0.5M NaCl pH2.45を用いて行った。データセットを、BiaEvalソフトウェ
アを用いて分析した。通常、2回の独立した実験を行った。
【０３８３】
実施例C6
フローサイトメトリー分析
　親和性成熟させたscFv分子の機能性および結合強度を、ヒトおよびマカクBCMAトランス
フェクトCHO細胞を用いたFACSにおいて分析した。簡潔に説明すると、およそ105個の細胞
を、大腸菌細胞ペリプラズム抽出物の1:3連続希釈物50μlと共に、氷上で50分間インキュ
ベートした。PBS/10%FCS/0.05%アジ化ナトリウムで洗浄した後、細胞を、30μlのFlag-M2
 IgG（Sigma、PBS/10%FCS/0.05%アジ化ナトリウム中1:900）と共に、氷上で40分間インキ
ュベートした。2回目の洗浄の後、細胞を、30μlのR-フィコエリトリン（PE）標識ヤギ抗
マウスIgG（Jackson ImmunoResearch、PBS/10%FCS/0.05%アジ化ナトリウム中1:100）と共
に、氷上で40分間インキュベートした。次に、細胞を再度洗浄し、200μlのPBS/10%FCS/0
.05%アジ化ナトリウムに再懸濁させた。染色された細胞の相対蛍光を、FACSCanto（商標
）フローサイトメーター（BD）を用いて測定した。その結果が、蛍光強度の対数 対 相対
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細胞数をプロットしたFACSヒストグラムとして示されている（図C4を参照のこと）。
【０３８４】
実施例C7
二重特異性の結合および異種間交差反応性
　フローサイトメトリーのために、それぞれの細胞株200,000細胞を5μg/mlの濃度の精製
された二重特異性分子50μlと共に氷上で30分間インキュベートした。細胞を2% FCS含有P
BSで2回洗浄し、構築物の結合をマウスPentaHis抗体（Qiagen；50μlの2% FCS含有PBSで1
:20希釈）で検出した。洗浄後、結合したPentaHis抗体を、2% FCS含有PBSで1:100希釈さ
れた、フィコエリトリンにコンジュゲートされたFcγ特異的抗体（Dianova）で検出した
。
【０３８５】
実施例C8
ヒトおよびマカクBCMAに対する二重特異性抗体の親和性のScatchardベースの決定
　Scatchard分析では、各々の細胞株に対する二重特異性抗体の1価結合を正確に決定する
ため、Micrometが開発した1価検出システム（抗His Fab/Alexa 488）を用いて飽和結合実
験を行う。
　それぞれの細胞株（ヒトBCMAを組換え発現するCHO細胞株、マカクBCMAを組換え発現す
るCHO細胞株）2 x 104細胞を、100nMから始まるそれぞれのBCMA二重特異性抗体の3連の希
釈シリーズ（1:2の8段階希釈）各50μlと共にインキュベートし、その後に撹拌しながら4
℃で16時間インキュベートし、1回の残留物の洗浄工程を行う。次に、細胞を30μlの抗Hi
s Fab/Alexa488溶液（Micromet；30μg/ml）と共にさらに30分間インキュベートする。1
回の洗浄工程の後、細胞を、3.5%ホルムアルデヒドを含む150μlのFACS緩衝液に再懸濁し
、さらに15分間インキュベートし、遠心分離し、FACS緩衝液に再懸濁し、そしてFACS Can
toII機およびFACS Divaソフトウェアを用いて分析する。データは、2回の独立した実験セ
ットから得る。値を、双曲線の結合曲線としてプロットする。それぞれのScatchard分析
から最大結合（Bmax）を推定する計算を行う。それぞれのKDを反映する最大半量結合時の
二重特異性抗体の濃度を決定する。3連の測定の値を双曲線としてプロットする。最大結
合を、Scatchard評価を用いて決定し、それぞれのKDを計算する。
【０３８６】
実施例C9
細胞毒性活性
9.1　刺激されたヒトT細胞を用いたクロム放出アッセイ
　CD8+T細胞について濃縮され刺激されたT細胞を、以下のように得た。
　ペトリ皿（直径145mm、Greiner bio-one GmbH, Kremsmunster）を、最終濃度1μg/mlの
市販の抗CD3特異的抗体（OKT3、Orthoclone）を用いて、37℃で1時間コーティングした。
未結合のタンパク質を、PBSを用いた1回の洗浄工程により除去した。安定化型グルタミン
/10% FCS/IL-2 20 U/ml（Proleukin（登録商標）、Chiron）を含む120mlのRPMI 1640中3
～5 x 107個のヒトPBMCを、プレコートしたペトリ皿に添加し、2日間刺激した。3日目に
、細胞を回収し、RPMI 1640で1回洗浄した。IL-2を最終濃度20 U/mlとなるよう添加し、
そして細胞を再度、上記と同じ細胞培養培地中で1日培養した。
　CD8+細胞毒性Tリンパ球（CTL）を、Dynal-Beadsを製造元のプロトコルにしたがい用い
てCD4+T細胞およびCD56+NK細胞を枯渇させることにより、濃縮した。
　マカクまたはヒトBCMAトランスフェクトCHO標的細胞をPBSで2回洗浄し、そして50％ FC
Sを含む最終容積100μlのRPMI中11.1 MBqの51Crを用いて37℃で60分間標識した。その後
、標識された標的細胞を5ml RPMIで3回洗浄し、その後これを細胞毒性アッセイに使用し
た。アッセイは、96ウェルプレートにおいて、総容積200μlの補充されたRPMI中、10:1の
E:T比で行った。出発濃度0.01～1μg/mlの精製された二重特異性抗体およびその3倍希釈
物を使用した。アッセイにおけるインキュベート時間は、18時間であった。細胞毒性は、
最大溶解（Triton-Xの添加）と自然溶解（エフェクター細胞なし）の差に対する上清中に
放出されたクロムの相対値として決定した。すべての測定を4連で行った。上清中のクロ
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ム活性の測定は、Wizard 3''γカウンター（Perkin Elmer Life Sciences GmbH, Koln, G
ermany）において行った。結果の分析は、Windows版Prism 5（バージョン5.0、GraphPad 
Software Inc., San Diego, California, USA）を用いて行った。分析プログラムによっ
てシグモイド用量応答曲線から計算されたEC50値を、細胞毒性活性の比較に使用した。
【０３８７】
9.2　未刺激のヒトPBMCを用いたFACSベースの細胞毒性アッセイ
エフェクター細胞の単離
　ヒト末梢血単核細胞（PBMC）を、血液バンクが輸血のために回収した血液の副産物であ
る濃縮リンパ球調製物（軟膜）からFicoll密度勾配遠心分離によって調製した。軟膜は、
国内の血液バンクによって提供され、PBMCを、血液回収と同日に調製した。Ficoll密度遠
心分離およびDulbecco's PBS（Gibco）による十分な洗浄の後、残った赤血球を、赤血球
溶解緩衝液（155mM NH4Cl、10mM KHCO3、100μM EDTA）とのインキュベーションを通じて
PBMCから除去した。血小板は、PBMCの100 x gでの遠心分離により上清を通じて除去した
。残ったリンパ球は、主としてBおよびTリンパ球、NK細胞および単球を含んでいる。PBMC
を、10% FCS（Gibco）を含むRPMI培地（Gibco）中、37℃/5% CO2下の培養により維持した
。
【０３８８】
CD14+およびCD56+細胞の枯渇
　CD14+細胞を枯渇させるために、ヒトCD14マイクロビーズ（Milteny Biotec、MACS、#13
0-050-201）を使用し、NK細胞を枯渇させるために、ヒトCD56マイクロビーズ（MACS、#13
0-050-401）を使用した。PBMCをカウントし、室温で10分間、300 x gで遠心分離した。上
清を廃棄し、細胞ペレットをMACS単離緩衝液［80μL/107細胞；PBS（Invitrogen、#20012
-043）、0.5% (v/v) FBS（Gibco、#10270-106）、2mM EDTA（Sigma-Aldrich、#E-6511）
］に再懸濁した。CD14マイクロビーズおよびCD56マイクロビーズ（20μL/107細胞）を添
加し、4～8℃で15分間インキュベートした。細胞をMACS単離緩衝液（1～2mL/107細胞）で
洗浄した。遠心分離後（上記を参照のこと）、上清を廃棄し、細胞をMACS単離緩衝液（50
0μL/108細胞）に再懸濁した。次に、CD14/CD56陰性細胞を、LSカラム（Miltenyi Biotec
、#130-042-401）を用いて単離した。CD14+/CD56+細胞を含まないPBMCを、必要となるま
で、37℃のインキュベーターにおいて、RPMI完全培地、すなわち10% FBS（Biochrom AG、
#S0115）、1 x 非必須アミノ酸（Biochrom AG、#K0293）、10mM Hepes緩衝液（Biochrom 
AG、#L1613）、1mMピルビン酸ナトリウム（Biochrom AG、#L0473）および100 U/mLペニシ
リン／ストレプトマイシン（Biochrom AG、#A2213）を補充したRPMI1640（Biochrom AG、
#FG1215）中で培養した。
【０３８９】
標的細胞の標識
　フローサイトメトリーアッセイにおける細胞溶解の分析のために、蛍光膜色素DiOC18（
DiO）（Molecular Probes、#V22886）を使用して、標的細胞としてのヒトBCMAまたはマカ
クBCMAトランスフェクトCHO細胞を標識し、それらをエフェクター細胞から区別できるよ
うにした。簡潔に説明すると、細胞を収集し、PBSで1回洗浄し、そして2% (v/v) FBSおよ
び膜色素DiO（5μL/106細胞）を含むPBSで106細胞/mLに調節した。37℃で3分間のインキ
ュベートの後、細胞を完全RPMI培地で2回洗浄し、そして細胞数を1.25 x 105細胞/mLに調
節した。細胞の生存性を、0.5% (v/v)等張性EosinG溶液（Roth、#45380）を用いて決定し
た。
【０３９０】
フローサイトメトリーベースの分析
　このアッセイは、BCMA二重特異性抗体の連続希釈物の存在下でのマカクまたはヒトBCMA
トランスフェクトCHO細胞の溶解を定量するよう設計した。
　等量のDiO標識標的細胞およびエフェクター細胞（すなわち、CD14+細胞を含まないPBMC
）を混合し、E:T細胞比を10:1にした。この懸濁物160μLを96ウェルプレートの各ウェル
に移した。40μLの、BCMA二重特異性抗体の連続希釈物および陰性対照二重特異性（無関
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係の標的抗原を認識するCD3ベースの二重特異性抗体）または追加の陰性対照としてのRPM
I完全培地を添加した。二重特異性抗体媒介細胞毒性反応は、7% CO2加湿インキュベータ
ー内で48時間進行させた。次いで、細胞を新しい96ウェルプレートに移し、標的細胞の膜
完全性の喪失を、最終濃度1μg/mLのヨウ化プロピジウム（PI）の添加によってモニタリ
ングした。PIは、通常生きた細胞から排除される膜不透過性の色素であるが、死滅した細
胞はそれを取り込み、蛍光放射によって同定可能になる。
　試料をFACSCanto II機器におけるフローサイトメトリーによって測定し、FACSDivaソフ
トウェアによって分析した（両方ともBecton Dickinson製）。
　標的細胞を、DiO陽性細胞として同定した。PI陰性標的細胞を、生きている標的細胞に
分類した。細胞毒性の百分率は、次式：

にしたがって計算した。
【０３９１】
　GraphPad Prism 5ソフトウェア（Graph Pad Software, San Diego）を使用して、細胞
毒性の百分率を、対応する二重特異性抗体の濃度に対してプロットした。用量応答曲線は
、一定のヒル勾配のシグモイド用量応答曲線の評価のための4パラメータロジスティック
回帰モデルを用いて分析し、EC50値を計算した。
【０３９２】
実施例C10
BAFF受容体との交差反応の排除
　フローサイトメトリーのために、それぞれの細胞株200,000細胞を5μg/mlの濃度の精製
された二重特異性分子50μlと共に氷上で30分間インキュベートした。細胞を、2% FCSを
含むPBSで2回洗浄し、構築物の結合をマウスPentaHis抗体（Qiagen；2% FCSを含む50μl
のPBSで1:20希釈）で検出した。洗浄後、結合したPentaHis抗体を、2% FCSを含むPBSで1:
100希釈された、フィコエリトリンにコンジュゲートされたFcγ特異的抗体（Dianova）で
検出した。試料をFACSCanto II機器におけるフローサイトメトリーによって測定し、FACS
Divaソフトウェアによって分析した（両方ともBecton Dickinson製）。二重特異性結合体
は、BAFF受容体と交差反応性でないことを示した。
【０３９３】
実施例C11
細胞毒性活性
　エフェクターT細胞をBCMA発現標的細胞に対してリダイレクトするヒト様BCMA二重特異
性抗体の効力を、5つの追加のインビトロ細胞毒性アッセイにおいて分析する：
1.　刺激されたヒトエフェクターT細胞をBCMA陽性（ヒト）腫瘍細胞株に対してリダイレ
クトするBCMA二重特異性抗体の効力を、51クロム放出アッセイにおいて測定する。
2.　未刺激のヒトPBMC中のT細胞をヒトBCMAトランスフェクトCHO細胞に対してリダイレク
トするBCMA二重特異性抗体の効力を、FACSベースの細胞毒性アッセイにおいて測定する。
3.　未刺激のヒトPBMC中のT細胞をBCMA陽性（ヒト）腫瘍細胞株に対してリダイレクトす
るBCMA二重特異性抗体の効力を、FACSベースの細胞毒性アッセイにおいて測定する。
4.　交差反応性のBCMA二重特異性抗体がマカクT細胞をマカクBCMAトランスフェクトCHO細
胞に対してリダイレクトできることを確認するため、エフェクターT細胞としてマカクT細
胞株を用いてFACSベースの細胞毒性アッセイを行う。
5.　単量体形態および2量体形態のBCMA二重特異性抗体の間の効力ギャップを、標的細胞
としてヒトBCMAトランスフェクトCHO細胞およびエフェクター細胞として刺激されたヒトT
細胞を用いる51クロム放出アッセイにおいて決定する。
【０３９４】
実施例D
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実施例D1
キメラBCMAを発現するCHO細胞の生成
　キメラエピトープマッピング分子の構築のために、ヒトBCMAの各エピトープドメインの
アミノ酸配列または単一のアミノ酸残基をマウス配列に変換した。以下の分子を構築した
。
【０３９５】
・ヒトBCMA ECD/E1マウス（SEQ ID NO: 1009）
　キメラ細胞外BCMAドメイン：エピトープクラスター1（SEQ ID NO: 1002または1007のア
ミノ酸残基1～7）が各々のマウスクラスター（SEQ ID NO: 1004または1008のアミノ酸残
基1～4）で置き換えられたヒト細胞外BCMAドメイン
→SEQ ID NO: 1002または1007におけるアミノ酸残基1～3の欠失およびG6Qの変異
【０３９６】
・ヒトBCMA ECD/E2マウス（SEQ ID NO: 1010）
　キメラ細胞外BCMAドメイン：エピトープクラスター2（SEQ ID NO: 1002または1007のア
ミノ酸残基8～21）が各々のマウスクラスター（SEQ ID NO: 1004または1008のアミノ酸残
基5～18）で置き換えられたヒト細胞外BCMAドメイン
→SEQ ID NO: 1002または1007におけるS9F、Q10HおよびN11Sの変異
【０３９７】
・ヒトBCMA ECD/E3マウス（SEQ ID NO: 1011）
　キメラ細胞外BCMAドメイン：エピトープクラスター3（SEQ ID NO: 1002または1007のア
ミノ酸残基24～41）が各々のマウスクラスター（SEQ ID NO: 1004または1008のアミノ酸
残基21～36）で置き換えられたヒト細胞外BCMAドメイン
→SEQ ID NO: 1002または1007におけるアミノ酸残基31および32の欠失ならびにQ25H、S30
N、L35AおよびR39Pの変異
【０３９８】
・ヒトBCMA ECD/E4マウス（SEQ ID NO: 1012）
　キメラ細胞外BCMAドメイン：エピトープクラスター4（SEQ ID NO: 1002または1007のア
ミノ酸残基42～54）が各々のマウスクラスター（SEQ ID NO: 1004または1008のアミノ酸
残基37～49）で置き換えられたヒト細胞外BCMAドメイン
→SEQ ID NO: 1002または1007におけるN42D、A43P、N47S、N53YおよびA54Tの変異
【０３９９】
・ヒトBCMA ECD/E5マウス（SEQ ID NO: 1013）
　キメラ細胞外BCMAドメイン：SEQ ID NO: 1002または1007の22位のアミノ酸残基（イソ
ロイシン）がSEQ ID NO: 1004または1008の各々のマウスアミノ酸残基（リジン、19位）
で置き換えられたヒト細胞外BCMAドメイン
→SEQ ID NO: 1002または1007におけるI22Kの変異
【０４００】
・ヒトBCMA ECD/E6マウス（SEQ ID NO: 1014）
　キメラ細胞外BCMAドメイン：SEQ ID NO: 1002または1007の25位のアミノ酸残基（グル
タミン）がSEQ ID NO: 1004または1008の各々のマウスアミノ酸残基（ヒスチジン、22位
）で置き換えられたヒト細胞外BCMAドメイン
→SEQ ID NO: 1002または1007におけるQ25Hの変異
【０４０１】
・ヒトBCMA ECD/E7マウス（SEQ ID NO: 1015）
　キメラ細胞外BCMAドメイン：SEQ ID NO: 1002または1007の39位のアミノ酸残基（アル
ギニン）がSEQ ID NO: 1004または1008の各々のマウスアミノ酸残基（プロリン、34位）
で置き換えられたヒト細胞外BCMAドメイン
→SEQ ID NO: 1002または1007におけるR39Pの変異。
【０４０２】
　cDNA構築物を哺乳動物発現ベクターpEF-DHFRにクローニングし、CHO細胞に安定的にト
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ランスフェクトした。CHO細胞におけるヒトBCMAの発現を、モノクローナル抗ヒトBCMA抗
体を用いるFACSアッセイにおいて検証した。マウスBCMAの発現は、モノクローナル抗マウ
スBCMA抗体を用いて実証した。使用したBCMA抗体の濃度は、PBS/2%FCS中10μg/mlであっ
た。結合したモノクローナル抗体を、抗ラットIgG-Fcy-PE（PBS/2%FCS中1:100；Jackson-
Immuno-Research＃112-116-071）を用いて検出した。陰性対照として、細胞を、第1の抗
体に代えてPBS/2%FCSと共にインキュベートした。試料を、FACSCanto II機器（Becton Di
ckinson）におけるフローサイトメトリーによって測定し、FlowJoソフトウェア（バージ
ョン7.6）によって分析した。ヒト・マウスBCMAキメラの表面発現に関して、トランスフ
ェクトされたCHO細胞を、様々な抗BCMA抗体を用いたフローサイトメトリーアッセイにお
いて分析および確認した（図2）。
【０４０３】
実施例D2
2.1　HEK293細胞における一過的発現
　配列検証済みのヌクレオチド配列を有する発現プラスミドのクローンを、製造元のプロ
トコルにしたがうFreeStyle 293発現システム（Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Germany）
におけるトランスフェクションおよびタンパク質発現のために使用した。発現されたタン
パク質を含む上清を取得し、細胞を遠心分離により除去し、そして上清を-20℃で保存し
た。
【０４０４】
2.2　CHO細胞における安定的発現
　配列検証済みのヌクレオチド配列を有する発現プラスミドのクローンを、該構築物の真
核生物発現のために、DHFR欠損CHO細胞にトランスフェクトした。DHFR欠損CHO細胞におけ
る真核生物タンパク質発現は、Kaufman R.J. (1990) Methods Enzymol. 185, 537-566に
記載されているようにして行った。構築物の遺伝子増幅を、メトトレキサート（MTX）の
濃度を20 nM MTXの最終濃度になるまで増加させることによって誘導した。静置培養で2回
継代した後、細胞を、収集前の7日間、ヌクレオシドフリーHyQ PF CHO液体ダイズ培地（4
.0 mM L-グルタミンを含み、0.1% Pluronic F-68を含む; HyClone）を含むローラーボト
ル中で成長させた。細胞を遠心分離によって除去し、発現されたタンパク質を含む上清を
-20℃で保存した。
【０４０５】
実施例D3
マウスscFvフラグメントのエピトープクラスタリング
　ヒトもしくはマウスBCMAまたはキメラBCMA分子でトランスフェクトされた細胞を、ヒト
／マカクBCMAに結合するscFvを含む粗精製未希釈ペリプラズム抽出物で染色した。結合し
たscFvを、1μg/mlの抗FLAG抗体（Sigma F1804）およびR-PE標識抗マウスFcγ特異的抗体
（1:100; Dianova #115-116-071）で検出した。すべての抗体を、2% FCSを含むPBSで希釈
した。陰性対照として、細胞を、ペリプラズム抽出物の代わりにPBS/2% FCSと共にインキ
ュベートした。試料を、FACSCanto II機器（Becton Dickinson）におけるフローサイトメ
トリーによって測定し、FlowJoソフトウェア（バージョン7.6）によって分析した。
【０４０６】
実施例D4
可溶性ヒトおよびマカクBCMAの異なる組み換え形態の入手
　ヒトおよびアカゲザルBCMAのコード配列（GenBankにおいて公開、アクセッション番号N
M_001192[ヒト]、XM_001106892[アカゲザル]）、ヒトアルブミン、ヒトFcγ1およびマウ
スアルブミンのコード配列を、ヒトおよびマカクBCMAのそれぞれならびにヒトアルブミン
、ヒトIgG1 Fcおよびマウスアルブミンのそれぞれの可溶性融合タンパク質ならびにBCMA
の細胞外ドメインのみを含む可溶性タンパク質をコードする人工cDNA配列の構築に使用し
た。可溶性ヒトおよびマカクBCMAタンパク質の発現のための構築物を生成するために、cD
NAフラグメントを、標準的プロトコルにしたがう上記の全長BCMA cDNAのPCR変異誘発およ
び分子クローニングによって取得した。
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　ヒトアルブミンとの融合体については、最初に構築物の真核生物発現のためのKozak部
位、その後にヒトおよびアカゲザルBCMAの細胞外ドメインに対応するそれぞれアミノ酸1
～54および1～53を含む、それぞれヒトおよびアカゲザルBCMAタンパク質のコード配列、
その後にインフレームで人工Ser1-Gly4-Ser1リンカーのコード配列、その後にインフレー
ムでヒト血清アルブミンのコード配列、その後にインフレームでFlagタグのコード配列、
その後にインフレームで修飾ヒスチジンタグ

のコード配列および停止コドンを含むよう、修飾cDNAフラグメントを設計した。
　マウスIgG1との融合体については、最初に構築物の真核生物発現のためのKozak部位、
その後にヒトおよびアカゲザルBCMAの細胞外ドメインに対応するそれぞれアミノ酸1～54
および1～53を含む、それぞれヒトおよびマカクBCMAタンパク質のコード配列、その後に
インフレームで人工Ser1-Gly4-Ser1リンカーのコード配列、その後にインフレームでヒト
IgG1のヒンジおよびFcγ部分のコード配列、その後にインフレームでヘキサヒスチジンタ
グのコード配列および停止コドンを含むよう、修飾cDNAフラグメントを設計した。
　マウスアルブミンとの融合体については、最初に構築物の真核生物発現のためのKozak
部位、その後にヒトおよびアカゲザルBCMAの細胞外ドメインに対応するそれぞれアミノ酸
1～54および1～53を含む、それぞれヒトおよびマカクBCMAタンパク質のコード配列、その
後にインフレームで人工Ser1-Gly4-Ser1リンカーのコード配列、その後にインフレームで
マウス血清アルブミンのコード配列、その後にインフレームでFlagタグのコード配列、そ
の後にインフレームで修飾ヒスチジンタグ

のコード配列および停止コドンを含むよう、修飾cDNAフラグメントを設計した。
　可溶性細胞外ドメイン構築物については、最初に構築物の真核生物発現のためのKozak
部位、その後にヒトおよびアカゲザルBCMAの細胞外ドメインに対応するそれぞれアミノ酸
1～54および1～53を含む、それぞれヒトおよびマカクBCMAタンパク質のコード配列、その
後にインフレームで人工Ser1-Gly1リンカーのコード配列、その後にインフレームでFlag
タグのコード配列、その後にインフレームで修飾ヒスチジンタグ

のコード配列および停止コドンを含むよう、修飾cDNAフラグメントを設計した。
　cDNAフラグメントをまた、フラグメントの最初および最後に制限部位を導入するよう設
計した。導入された制限部位である5'末端のEcoRIおよび3'末端のSalIを、以下のクロー
ニング手順で使用した。cDNAフラグメントを、EcoRIおよびSalIを通じてpEF-DHFRと呼ば
れるプラスミドにクローニングした（pEF-DHFRは、Raum et al. Cancer Immunol Immunot
her 50 (2001) 141-150に記載されている）。上記の手順はすべて、標準的なプロトコル
（Sambrook, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 3rd edition, Cold Spring Har
bour Laboratory Press, Cold Spring Harbour, New York (2001)）にしたがい行った。
【０４０７】
実施例D5
ヒトおよびマカクBCMAおよびCD3に対する二重特異性抗体の親和性のBiacoreベースの決定
　BCMAに対する標的結合を決定するため、ヒト血清アルブミン（ALB）を含む組み換えBCM
A融合タンパク質を用いてBiacore分析実験を行った。CD3に対する親和性の測定のために
、ヒト抗体Fc部分に融合されたCD3イプシロン（CD3e）のN末端27アミノ酸を有する組み換
え融合タンパク質を使用した。この組み換えタンパク質は、ヒトCD3e 1-27バージョンお
よびカニクイザルCD3eバージョンがあり、どちらも二重特異性抗体中のCD3結合体のエピ
トープを保有している。
　詳細を述べると、CM5センサーチップ（GE Healthcare）に、製造元のマニュアルにした
がい酢酸緩衝液pH4.5を用いておよそ100～150RUの各組み換え抗原を固定化した。二重特
異性抗体試料を、HBS-EP泳動緩衝液（GE Healthcare）で希釈した5つの濃度：50nM、25nM
、12.5nM、6.25nMおよび3.13nMでロードした。流速は、30～35μl/分で3分間であり、そ
の後にHBS-EP泳動緩衝液を、再度30～35μl/分の流速で8分間適用した。チップの再生は



(118) JP 6543197 B2 2019.7.17

10

20

30

40

50

、10mMグリシン 0.5M NaCl pH2.45を用いて行った。データセットを、BiaEvalソフトウェ
アを用いて分析した（図D4を参照のこと）。通常、2回の独立した実験を行った。
【０４０８】
実施例D6
二重特異性の結合および異種間交差反応性
　フローサイトメトリーのために、それぞれの細胞株200,000細胞を5μg/mlの濃度の精製
された二重特異性分子50μlと共に氷上で30分間インキュベートした。細胞を2% FCS含有P
BSで2回洗浄し、構築物の結合をマウスPentaHis抗体（Qiagen；50μlの2% FCS含有PBSで1
:20希釈）で検出した。洗浄後、結合したPentaHis抗体を、2% FCS含有PBSで1:100希釈さ
れた、フィコエリトリンにコンジュゲートされたFcγ特異的抗体（Dianova）で検出した
。
【０４０９】
実施例D7
ヒトおよびマカクBCMAに対する二重特異性抗体の親和性のScatchardベースの決定
　Scatchard分析では、各々の細胞株に対する二重特異性抗体の1価結合を正確に決定する
ため、Micrometが開発した1価検出システム（抗His Fab/Alexa 488）を用いて飽和結合実
験を行う。
　それぞれの細胞株（ヒトBCMAを組換え発現するCHO細胞株、マカクBCMAを組換え発現す
るCHO細胞株）2 x 104細胞を、100nMから始まるそれぞれのBCMA二重特異性抗体の3連の希
釈シリーズ（1:2の8段階希釈）各50μlと共にインキュベートし、その後に撹拌しながら4
℃で16時間インキュベートし、1回の残留物の洗浄工程を行う。次に、細胞を30μlの抗Hi
s Fab/Alexa488溶液（Micromet；30μg/ml）と共にさらに30分間インキュベートする。1
回の洗浄工程の後、細胞を、3.5%ホルムアルデヒドを含む150μlのFACS緩衝液に再懸濁し
、さらに15分間インキュベートし、遠心分離し、FACS緩衝液に再懸濁し、そしてFACS Can
toII機およびFACS Divaソフトウェアを用いて分析する。データは、2回の独立した実験セ
ットから得る。値を、双曲線の結合曲線としてプロットする。それぞれのScatchard分析
から最大結合（Bmax）を推定する計算を行う。それぞれのKDを反映する最大半量結合時の
二重特異性抗体の濃度を決定する。3連の測定の値を双曲線としてプロットする。最大結
合を、Scatchard評価を用いて決定し、それぞれのKDを計算する。
【０４１０】
実施例D8
細胞毒性活性
8.1　刺激されたヒトT細胞を用いたクロム放出アッセイ
　CD8+T細胞について濃縮され刺激されたT細胞を、以下のように得た。
　ペトリ皿（直径145mm、Greiner bio-one GmbH, Kremsmunster）を、最終濃度1μg/mlの
市販の抗CD3特異的抗体（OKT3、Orthoclone）を用いて、37℃で1時間コーティングした。
未結合のタンパク質を、PBSを用いた1回の洗浄工程により除去した。安定化型グルタミン
/10% FCS/IL-2 20 U/ml（Proleukin（登録商標）、Chiron）を含む120mlのRPMI 1640中3
～5 x 107個のヒトPBMCを、プレコートしたペトリ皿に添加し、2日間刺激した。3日目に
、細胞を回収し、RPMI 1640で1回洗浄した。IL-2を最終濃度20 U/mlとなるよう添加し、
そして細胞を再度、上記と同じ細胞培養培地中で1日培養した。
　CD8+細胞毒性Tリンパ球（CTL）を、Dynal-Beadsを製造元のプロトコルにしたがい用い
てCD4+T細胞およびCD56+NK細胞を枯渇させることにより、濃縮した。
　マカクまたはヒトBCMAトランスフェクトCHO標的細胞をPBSで2回洗浄し、そして50％ FC
Sを含む最終容積100μlのRPMI中11.1 MBqの51Crを用いて37℃で60分間標識した。その後
、標識された標的細胞を5ml RPMIで3回洗浄し、その後これを細胞毒性アッセイに使用し
た。アッセイは、96ウェルプレートにおいて、総容積200μlの補充されたRPMI中、10:1の
E:T比で行った。出発濃度0.01～1μg/mlの精製された二重特異性抗体およびその3倍希釈
物を使用した。アッセイにおけるインキュベート時間は、18時間であった。細胞毒性は、
最大溶解（Triton-Xの添加）と自然溶解（エフェクター細胞なし）の差に対する上清中に
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放出されたクロムの相対値として決定した。すべての測定を4連で行った。上清中のクロ
ム活性の測定は、Wizard 3''γカウンター（Perkin Elmer Life Sciences GmbH, Koln, G
ermany）において行った。結果の分析は、Windows版Prism 5（バージョン5.0、GraphPad 
Software Inc., San Diego, California, USA）を用いて行った。分析プログラムによっ
てシグモイド用量応答曲線から計算されたEC50値を、細胞毒性活性の比較に使用した（図
D5を参照のこと）。
【０４１１】
8.2　未刺激のヒトPBMCを用いたFACSベースの細胞毒性アッセイ
エフェクター細胞の単離
　ヒト末梢血単核細胞（PBMC）を、血液バンクが輸血のために回収した血液の副産物であ
る濃縮リンパ球調製物（軟膜）からFicoll密度勾配遠心分離によって調製した。軟膜は、
国内の血液バンクによって提供され、PBMCを、血液回収と同日に調製した。Ficoll密度遠
心分離およびDulbecco's PBS（Gibco）による十分な洗浄の後、残った赤血球を、赤血球
溶解緩衝液（155mM NH4Cl、10mM KHCO3、100μM EDTA）とのインキュベーションを通じて
PBMCから除去した。血小板は、PBMCの100 x gでの遠心分離により上清を通じて除去した
。残ったリンパ球は、主としてBおよびTリンパ球、NK細胞および単球を含んでいる。PBMC
を、10% FCS（Gibco）を含むRPMI培地（Gibco）中、37℃/5% CO2下の培養により維持した
。
【０４１２】
CD14+およびCD56+細胞の枯渇
　CD14+細胞を枯渇させるために、ヒトCD14マイクロビーズ（Milteny Biotec、MACS、#13
0-050-201）を使用し、NK細胞を枯渇させるために、ヒトCD56マイクロビーズ（MACS、#13
0-050-401）を使用した。PBMCをカウントし、室温で10分間、300 x gで遠心分離した。上
清を廃棄し、細胞ペレットをMACS単離緩衝液［80μL/107細胞；PBS（Invitrogen、#20012
-043）、0.5% (v/v) FBS（Gibco、#10270-106）、2mM EDTA（Sigma-Aldrich、#E-6511）
］に再懸濁した。CD14マイクロビーズおよびCD56マイクロビーズ（20μL/107細胞）を添
加し、4～8℃で15分間インキュベートした。細胞をMACS単離緩衝液（1～2mL/107細胞）で
洗浄した。遠心分離後（上記を参照のこと）、上清を廃棄し、細胞をMACS単離緩衝液（50
0μL/108細胞）に再懸濁した。次に、CD14/CD56陰性細胞を、LSカラム（Miltenyi Biotec
、#130-042-401）を用いて単離した。CD14+/CD56+細胞を含まないPBMCを、必要となるま
で、37℃のインキュベーターにおいて、RPMI完全培地、すなわち10% FBS（Biochrom AG、
#S0115）、1 x 非必須アミノ酸（Biochrom AG、#K0293）、10mM Hepes緩衝液（Biochrom 
AG、#L1613）、1mMピルビン酸ナトリウム（Biochrom AG、#L0473）および100 U/mLペニシ
リン／ストレプトマイシン（Biochrom AG、#A2213）を補充したRPMI1640（Biochrom AG、
#FG1215）中で培養した。
【０４１３】
標的細胞の標識
　フローサイトメトリーアッセイにおける細胞溶解の分析のために、蛍光膜色素DiOC18（
DiO）（Molecular Probes、#V22886）を使用して、標的細胞としてのヒトBCMAまたはマカ
クBCMAトランスフェクトCHO細胞を標識し、それらをエフェクター細胞から区別できるよ
うにした。簡潔に説明すると、細胞を収集し、PBSで1回洗浄し、そして2% (v/v) FBSおよ
び膜色素DiO（5μL/106細胞）を含むPBSで106細胞/mLに調節した。37℃で3分間のインキ
ュベートの後、細胞を完全RPMI培地で2回洗浄し、そして細胞数を1.25 x 105細胞/mLに調
節した。細胞の生存性を、0.5% (v/v)等張性EosinG溶液（Roth、#45380）を用いて決定し
た。
【０４１４】
フローサイトメトリーベースの分析
　このアッセイは、BCMA二重特異性抗体の連続希釈物の存在下でのマカクまたはヒトBCMA
トランスフェクトCHO細胞の溶解を定量するよう設計した。
　等量のDiO標識標的細胞およびエフェクター細胞（すなわち、CD14+細胞を含まないPBMC
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）を混合し、E:T細胞比を10:1にした。この懸濁物160μLを96ウェルプレートの各ウェル
に移した。40μLの、BCMA二重特異性抗体の連続希釈物および陰性対照二重特異性（無関
係の標的抗原を認識するCD3ベースの二重特異性抗体）または追加の陰性対照としてのRPM
I完全培地を添加した。二重特異性抗体媒介細胞毒性反応は、7% CO2加湿インキュベータ
ー内で48時間進行させた。次いで、細胞を新しい96ウェルプレートに移し、標的細胞の膜
完全性の喪失を、最終濃度1μg/mLのヨウ化プロピジウム（PI）の添加によってモニタリ
ングした。PIは、通常生きた細胞から排除される膜不透過性の色素であるが、死滅した細
胞はそれを取り込み、蛍光放射によって同定可能になる。
　試料をFACSCanto II機器におけるフローサイトメトリーによって測定し、FACSDivaソフ
トウェアによって分析した（両方ともBecton Dickinson製）。
　標的細胞を、DiO陽性細胞として同定した。PI陰性標的細胞を、生きている標的細胞に
分類した。細胞毒性の百分率は、次式：

にしたがって計算した。
【０４１５】
　GraphPad Prism 5ソフトウェア（Graph Pad Software, San Diego）を使用して、細胞
毒性の百分率を、対応する二重特異性抗体の濃度に対してプロットした。用量応答曲線は
、一定のヒル勾配のシグモイド用量応答曲線の評価のための4パラメータロジスティック
回帰モデルを用いて分析し、EC50値を計算した。
【０４１６】
実施例D9
BAFF受容体との交差反応の排除
　フローサイトメトリーのために、それぞれの細胞株200,000細胞を5μg/mlの濃度の精製
された二重特異性分子50μlと共に氷上で30分間インキュベートした。細胞を、2% FCSを
含むPBSで2回洗浄し、構築物の結合をマウスPentaHis抗体（Qiagen；2% FCSを含む50μl
のPBSで1:20希釈）で検出した。洗浄後、結合したPentaHis抗体を、2% FCSを含むPBSで1:
100希釈された、フィコエリトリンにコンジュゲートされたFcγ特異的抗体（Dianova）で
検出した。試料をFACSCanto II機器におけるフローサイトメトリーによって測定し、FACS
Divaソフトウェアによって分析した（両方ともBecton Dickinson製）。二重特異性結合体
は、BAFF受容体と交差反応性でないことを示した。
【０４１７】
実施例D10
細胞毒性活性
　エフェクターT細胞をBCMA発現標的細胞に対してリダイレクトするヒト様BCMA二重特異
性抗体の効力を、5つの追加のインビトロ細胞毒性アッセイにおいて分析する：
1.　刺激されたヒトエフェクターT細胞をBCMA陽性（ヒト）腫瘍細胞株に対してリダイレ
クトするBCMA二重特異性抗体の効力を、51クロム放出アッセイにおいて測定する。
2.　未刺激のヒトPBMC中のT細胞をヒトBCMAトランスフェクトCHO細胞に対してリダイレク
トするBCMA二重特異性抗体の効力を、FACSベースの細胞毒性アッセイにおいて測定する。
3.　未刺激のヒトPBMC中のT細胞をBCMA陽性（ヒト）腫瘍細胞株に対してリダイレクトす
るBCMA二重特異性抗体の効力を、FACSベースの細胞毒性アッセイにおいて測定する。
4.　交差反応性のBCMA二重特異性抗体がマカクT細胞をマカクBCMAトランスフェクトCHO細
胞に対してリダイレクトできることを確認するため、エフェクターT細胞としてマカクT細
胞株を用いてFACSベースの細胞毒性アッセイを行う。
5.　単量体形態および2量体形態のBCMA二重特異性抗体の間の効力ギャップを、標的細胞
としてヒトBCMAトランスフェクトCHO細胞およびエフェクター細胞として刺激されたヒトT
細胞を用いる51クロム放出アッセイにおいて決定する。
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【０４１８】
実施例E
実施例E1
キメラBCMAを発現するCHO細胞の生成
　キメラエピトープマッピング分子の構築のために、ヒトBCMAの各エピトープドメインの
アミノ酸配列または単一のアミノ酸残基をマウス配列に変換した。以下の分子を構築した
。
【０４１９】
・ヒトBCMA ECD/E1マウス（SEQ ID NO: 1009）
　キメラ細胞外BCMAドメイン：エピトープクラスター1（SEQ ID NO: 1002または1007のア
ミノ酸残基1～7）が各々のマウスクラスター（SEQ ID NO: 1004または1008のアミノ酸残
基1～4）で置き換えられたヒト細胞外BCMAドメイン
→SEQ ID NO: 1002または1007におけるアミノ酸残基1～3の欠失およびG6Qの変異
【０４２０】
・ヒトBCMA ECD/E2マウス（SEQ ID NO: 1010）
　キメラ細胞外BCMAドメイン：エピトープクラスター2（SEQ ID NO: 1002または1007のア
ミノ酸残基8～21）が各々のマウスクラスター（SEQ ID NO: 1004または1008のアミノ酸残
基5～18）で置き換えられたヒト細胞外BCMAドメイン
→SEQ ID NO: 1002または1007におけるS9F、Q10HおよびN11Sの変異
【０４２１】
・ヒトBCMA ECD/E3マウス（SEQ ID NO: 1011）
　キメラ細胞外BCMAドメイン：エピトープクラスター3（SEQ ID NO: 1002または1007のア
ミノ酸残基24～41）が各々のマウスクラスター（SEQ ID NO: 1004または1008のアミノ酸
残基21～36）で置き換えられたヒト細胞外BCMAドメイン
→SEQ ID NO: 1002または1007におけるアミノ酸残基31および32の欠失ならびにQ25H、S30
N、L35AおよびR39Pの変異
【０４２２】
・ヒトBCMA ECD/E4マウス（SEQ ID NO: 1012）
　キメラ細胞外BCMAドメイン：エピトープクラスター4（SEQ ID NO: 1002または1007のア
ミノ酸残基42～54）が各々のマウスクラスター（SEQ ID NO: 1004または1008のアミノ酸
残基37～49）で置き換えられたヒト細胞外BCMAドメイン
→SEQ ID NO: 1002または1007におけるN42D、A43P、N47S、N53YおよびA54Tの変異
【０４２３】
・ヒトBCMA ECD/E5マウス（SEQ ID NO: 1013）
　キメラ細胞外BCMAドメイン：SEQ ID NO: 1002または1007の22位のアミノ酸残基（イソ
ロイシン）がSEQ ID NO: 1004または1008の各々のマウスアミノ酸残基（リジン、19位）
で置き換えられたヒト細胞外BCMAドメイン
→SEQ ID NO: 1002または1007におけるI22Kの変異
【０４２４】
・ヒトBCMA ECD/E6マウス（SEQ ID NO: 1014）
　キメラ細胞外BCMAドメイン：SEQ ID NO: 1002または1007の25位のアミノ酸残基（グル
タミン）がSEQ ID NO: 1004または1008の各々のマウスアミノ酸残基（ヒスチジン、22位
）で置き換えられたヒト細胞外BCMAドメイン
→SEQ ID NO: 1002または1007におけるQ25Hの変異
【０４２５】
・ヒトBCMA ECD/E7マウス（SEQ ID NO: 1015）
　キメラ細胞外BCMAドメイン：SEQ ID NO: 1002または1007の39位のアミノ酸残基（アル
ギニン）がSEQ ID NO: 1004または1008の各々のマウスアミノ酸残基（プロリン、34位）
で置き換えられたヒト細胞外BCMAドメイン
→SEQ ID NO: 1002または1007におけるR39Pの変異。
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【０４２６】
　A）cDNA構築物を哺乳動物発現ベクターpEF-DHFRにクローニングし、CHO細胞に安定的に
トランスフェクトした。CHO細胞におけるヒトBCMAの発現を、モノクローナル抗ヒトBCMA
抗体を用いるFACSアッセイにおいて検証した。マウスBCMAの発現は、モノクローナル抗マ
ウスBCMA抗体を用いて実証した。使用したBCMA抗体の濃度は、PBS/2%FCS中10μg/mlであ
った。結合したモノクローナル抗体を、抗ラットIgG-Fcγ-PE（PBS/2%FCS中1:100；Jacks
on-Immuno-Research＃112-116-071）を用いて検出した。陰性対照として、細胞を、第1の
抗体に代えてPBS/2%FCSと共にインキュベートした。試料を、FACSCanto II機器（Becton 
Dickinson）におけるフローサイトメトリーによって測定し、FlowJoソフトウェア（バー
ジョン7.6）によって分析した。ヒト・マウスBCMAキメラの表面発現に関して、トランス
フェクトされたCHO細胞を、様々な抗BCMA抗体を用いたフローサイトメトリーアッセイに
おいて分析および確認した（図2）。
【０４２７】
　B）ヒト、マカク、マウスおよびヒト／マウスキメラ膜貫通BCMAを発現するCHO細胞の生
成のために、ヒト、マカク、マウスBCMAおよびヒト・マウスBCMAキメラのコード配列（Ge
nBankアクセッション番号NM_001192［ヒト］；NM_011608［マウス］およびXM_001106892
［マカク］として公開されているBCMA配列）を、標準的な方法にしたがい遺伝子合成によ
って得た。遺伝子合成フラグメントは、ヒト配列の各エピトープドメインがマウス配列と
交換されているキメラの場合、各々、最初に該構築物の真核生物発現のためのKozak部位
および19アミノ酸免疫グロブリンリーダーペプチドのコード配列を、その後にインフレー
ムでBCMAタンパク質のコード配列を含むよう設計した。
【０４２８】
　ヒトBCMA ECD/E4マウスおよびヒトBCMA構築物を除いて、BCMAタンパク質の細胞外ドメ
インのコード配列の後に、インフレームで人工Ser1-Gly4-Ser1リンカーのコード配列、そ
の後にヒトEpCAMの細胞内ドメイン（アミノ酸226～314；GenBankアクセッション番号NM_0
02354として公開されている配列）、となるようにした。
【０４２９】
　すべてのコード配列の後に停止コドンが続くようにした。また、遺伝子合成フラグメン
トを、適当な制限部位が導入されるよう設計した。遺伝子合成フラグメントを、pEF-DHFR
と呼ばれるプラスミドにクローニングした（pEF-DHFRはRaum et al. Cancer Immunol Imm
unother 50 (2001) 141-150に記載されている）。上記手順はすべて、標準的方法にした
がい行った（Sambrook, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 3rd edition, Cold 
Spring Harbour Laboratory Press, Cold Spring Harbour, New York (2001)）。抗原ご
とに、配列検証済みのヌクレオチド配列を有するクローンを、該構築物の真核生物発現の
ためのDHFR欠損CHO細胞にトランスフェクトした。DHFR欠損CHO細胞における真核生物タン
パク質発現は、Kaufman R.J. (1990) Methods Enzymol. 185, 537-566に記載されている
ようにして行った。構築物の遺伝子増幅を、メトトレキサート（MTX）の濃度が最大20 nM
 MTXの最終濃度になるまで増加させることによって誘導した。
【０４３０】
実施例E2
2.1　HEK293細胞における一過的発現
　配列検証済みのヌクレオチド配列を有する発現プラスミドのクローンを、製造元のプロ
トコルにしたがうFreeStyle 293発現システム（Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Germany）
におけるトランスフェクションおよびタンパク質発現のために、使用した。発現されたタ
ンパク質を含む上清を取得し、細胞を遠心分離により除去し、そして上清を-20℃で保存
した。
【０４３１】
2.2　CHO細胞における安定的発現
　配列検証済みのヌクレオチド配列を有する発現プラスミドのクローンを、該構築物の真
核生物発現のために、DHFR欠損CHO細胞にトランスフェクトした。DHFR欠損CHO細胞におけ
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る真核生物タンパク質発現は、Kaufman R.J. (1990) Methods Enzymol. 185, 537-566に
記載されているようにして行った。構築物の遺伝子増幅を、メトトレキサート（MTX）の
濃度を20 nM MTXの最終濃度になるまで増加させることによって誘導した。静置培養で2回
継代した後、細胞を、収集前の7日間、ヌクレオシドフリーHyQ PF CHO液体ダイズ培地（4
.0 mM L-グルタミンを含み、0.1% Pluronic F-68を含む; HyClone）を含むローラーボト
ル中で成長させた。細胞を遠心分離によって除去し、発現されたタンパク質を含む上清を
-20℃で保存した。
【０４３２】
2.3　タンパク質の精製
　可溶性のBCMAタンパク質の精製は、以下のように行った。Akta（登録商標）エクスプロ
ーラシステム（GE Healthcare）およびUnicorn（登録商標）ソフトウェアをクロマトグラ
フィーに使用した。ZnCl2を負荷したFractogel EMDキレート（登録商標）（Merck）を製
造元の提供するプロトコルにしたがい用いて、固定化金属親和性クロマトグラフィー（「
IMAC」）を行った。カラムを緩衝液A（20mMリン酸ナトリウム緩衝液pH7.2、0.1M NaCl）
で平衡化し、ろ過した（0.2μmの）細胞培養上清を3ml/分の流速でカラム（10ml）に適用
した。未結合の試料を除去するため、カラムを緩衝液Aで洗浄した。結合したタンパク質
を、以下の手順にしたがい、2段勾配の緩衝液B（20mMリン酸ナトリウム緩衝液pH7.2、0.1
M NaCl、0.5Mイミダゾール）を用いて溶出させた：
第1段階：6カラム容積の10%緩衝液B
第2段階：6カラム容積の100%緩衝液B。
　第2段階により溶出したタンパク質画分をさらなる精製のために集めた。すべての化合
物は研究グレードのものであり、Sigma（Deisenhofen）またはMerck（Darmstadt）から購
入した。
　ゲルろ過クロマトグラフィーは、Equi緩衝液（HEK細胞で発現させたタンパク質につい
ては10mMクエン酸塩、25mMリジン・HCl、pH7.2、CHO細胞で発現させたタンパク質につい
てはPBS pH7.4）で平衡化させたHiLoad 16/60 Superdex 200分取グレードカラム（GE/Ame
rsham）において行った。溶出したタンパク質試料（流速1ml/分）を、検出のために標準
的なSDS-PAGEおよびウェスタンブロットに供した。タンパク質濃度は、OD280nmを用いて
決定した。
　HEK293細胞における一過的発現を通じて得られたタンパク質を、免疫処置に使用した。
CHO細胞における安定的発現を通じて得られたタンパク質を、結合体の選択および結合の
測定に使用した。
【０４３３】
実施例E3
マウスscFvフラグメントのエピトープクラスタリング
　ヒトもしくはマウスBCMAまたはキメラBCMA分子でトランスフェクトされた細胞を、ヒト
／マカクBCMAに結合するscFvを含む粗精製未希釈ペリプラズム抽出物で染色した。結合し
たscFvを、1μg/mlの抗FLAG抗体（Sigma F1804）およびR-PE標識抗マウスFcγ特異的抗体
（1:100; Dianova #115-116-071）で検出した。すべての抗体を、2% FCSを含むPBSで希釈
した。陰性対照として、細胞を、ペリプラズム抽出物の代わりにPBS/2% FCSと共にインキ
ュベートした。試料を、FACSCanto II機器（Becton Dickinson）におけるフローサイトメ
トリーによって測定し、FlowJoソフトウェア（バージョン7.6）によって分析した。図E3
を参照のこと。
【０４３４】
実施例E4
可溶性ヒトおよびマカクBCMAの異なる組み換え形態の入手
　A）ヒトおよびアカゲザルBCMAのコード配列（GenBankにおいて公開、アクセッション番
号NM_001192[ヒト]、XM_001106892[アカゲザル]）、ヒトアルブミン、ヒトFcγ1およびマ
ウスアルブミンのコード配列を、ヒトおよびマカクBCMAのそれぞれならびにヒトアルブミ
ン、ヒトIgG1 Fcおよびマウスアルブミンのそれぞれの可溶性融合タンパク質ならびにBCM
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Aの細胞外ドメインのみを含む可溶性タンパク質をコードする人工cDNA配列の構築に使用
した。可溶性ヒトおよびマカクBCMAタンパク質の発現のための構築物を生成するために、
cDNAフラグメントを、標準的プロトコルにしたがう上記の全長BCMA cDNAのPCR変異誘発お
よび分子クローニングによって取得した。
　ヒトアルブミンとの融合体については、最初に構築物の真核生物発現のためのKozak部
位、その後にヒトおよびアカゲザル（またはマカカ・ムラタ）BCMAの細胞外ドメインに対
応するそれぞれアミノ酸1～54および1～53を含む、それぞれヒトおよびアカゲザルBCMAタ
ンパク質のコード配列、その後にインフレームで人工Ser1-Gly4-Ser1リンカーのコード配
列、その後にインフレームでヒト血清アルブミンのコード配列、その後にインフレームで
Flagタグのコード配列、その後にインフレームで修飾ヒスチジンタグ

のコード配列および停止コドンを含むよう、修飾cDNAフラグメントを設計した。
　マウスIgG1との融合体については、最初に構築物の真核生物発現のためのKozak部位、
その後にヒトおよびアカゲザルBCMAの細胞外ドメインに対応するそれぞれアミノ酸1～54
および1～53を含む、それぞれヒトおよびマカクBCMAタンパク質のコード配列、その後に
インフレームで人工Ser1-Gly4-Ser1リンカーのコード配列、その後にインフレームでヒト
IgG1のヒンジおよびFcγ部分のコード配列、その後にインフレームでヘキサヒスチジンタ
グのコード配列および停止コドンを含むよう、修飾cDNAフラグメントを設計した。
　マウスアルブミンとの融合体については、最初に構築物の真核生物発現のためのKozak
部位、その後にヒトおよびアカゲザルBCMAの細胞外ドメインに対応するそれぞれアミノ酸
1～54および1～53を含む、それぞれヒトおよびマカクBCMAタンパク質のコード配列、その
後にインフレームで人工Ser1-Gly4-Ser1リンカーのコード配列、その後にインフレームで
マウス血清アルブミンのコード配列、その後にインフレームでFlagタグのコード配列、そ
の後にインフレームで修飾ヒスチジンタグ

のコード配列および停止コドンを含むよう、修飾cDNAフラグメントを設計した。
　可溶性細胞外ドメイン構築物については、最初に構築物の真核生物発現のためのKozak
部位、その後にヒトおよびアカゲザルBCMAの細胞外ドメインに対応するそれぞれアミノ酸
1～54および1～53を含む、それぞれヒトおよびマカクBCMAタンパク質のコード配列、その
後にインフレームで人工Ser1-Gly1リンカーのコード配列、その後にインフレームでFlag
タグのコード配列、その後にインフレームで修飾ヒスチジンタグ

のコード配列および停止コドンを含むよう、修飾cDNAフラグメントを設計した。
　cDNAフラグメントをまた、フラグメントの最初および最後に制限部位を導入するよう設
計した。導入された制限部位である5'末端のEcoRIおよび3'末端のSalIを、以下のクロー
ニング手順で使用した。cDNAフラグメントを、EcoRIおよびSalIを通じてpEF-DHFRと呼ば
れるプラスミドにクローニングした（pEF-DHFRは、Raum et al. Cancer Immunol Immunot
her 50 (2001) 141-150に記載されている）。上記の手順はすべて、標準的なプロトコル
（Sambrook, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 3rd edition, Cold Spring Har
bour Laboratory Press, Cold Spring Harbour, New York (2001)）にしたがい行った。
【０４３５】
　B）上記のヒトおよびマカクBCMAのコード配列ならびにヒトアルブミン、ヒトFcγ1、マ
ウスFcγ1、マウスFcγ2a、マウスアルブミン、ラットアルブミン、ラットFcγ1およびラ
ットFcγ2bのコード配列を、ヒトおよびマカクBCMAのそれぞれならびにヒトアルブミン、
ヒトIgG1 Fc、マウスIgG1 Fc、マウスIgG2a Fc、マウスアルブミン、ラットIgG1 Fc、ラ
ットIgG2bおよびラットアルブミンのそれぞれの可溶性融合タンパク質ならびにBCMAの細
胞外ドメインのみを含む可溶性タンパク質をコードする人工cDNA配列の構築に使用した。
可溶性ヒトおよびマカクBCMAタンパク質の発現のための構築物を生成するために、cDNAフ
ラグメントを、標準的プロトコルにしたがう上記の全長BCMA cDNAのPCR変異誘発および分
子クローニングによって取得した。



(125) JP 6543197 B2 2019.7.17

10

20

30

40

50

　アルブミンとの融合体については、最初に構築物の真核生物発現のためのKozak部位お
よび19アミノ酸免疫グロブリンリーダーペプチドのコード配列、その後にインフレームで
それぞれのBCMAタンパク質の細胞外ドメインのコード配列、その後にインフレームで人工
Ser1-Gly4-Ser1リンカーのコード配列、その後にインフレームでそれぞれの血清アルブミ
ンのコード配列、その後にインフレームでFlagタグのコード配列、その後にインフレーム
で修飾ヒスチジンタグ

のコード配列および停止コドンを含むよう、修飾cDNAフラグメントを設計した。
　IgG Fcとの融合体については、最初に構築物の真核生物発現のためのKozak部位および1
9アミノ酸免疫グロブリンリーダーペプチドのコード配列、その後にインフレームでそれ
ぞれのBCMAタンパク質の細胞外ドメインのコード配列、その後にインフレームで人工Ser1
-Gly4-Ser1リンカーのコード配列、ただしヒトIgG1 Fcの場合は人工Ser1-Gly1リンカーを
使用、その後にインフレームでそれぞれのIgGのヒンジおよびFcγ部分のコード配列、そ
の後にインフレームでFlagタグのコード配列、その後にインフレームで修飾ヒスチジンタ
グ

のコード配列および停止コドンを含むよう、修飾cDNAフラグメントを設計した。
　可溶性細胞外ドメイン構築物については、最初に構築物の真核生物発現のためのKozak
部位および19アミノ酸免疫グロブリンリーダーペプチドのコード配列、その後にインフレ
ームでそれぞれのBCMAタンパク質の細胞外ドメインのコード配列、その後にインフレーム
で人工Ser1-Gly1リンカーのコード配列、その後にインフレームでFlagタグのコード配列
、その後にインフレームで修飾ヒスチジンタグ

のコード配列および停止コドンを含むよう、修飾cDNAフラグメントを設計した。
　構築物のクローニングのために、適当な制限部位を導入した。cDNAフラグメントはすべ
て、pEF-DHFRと呼ばれるプラスミドにクローニングした（pEF-DHFRは、Raum et al. 2001
に記載されている）。上記の手順はすべて、標準的なプロトコル（Sambrook, 2001）にし
たがい行った。
　以下の構築物は、別々のエピトープに対して向けられたパンニングが可能なように設計
した。マウス・ヒトBCMAキメラのおよびマウス・マカクBCMAキメラのコード配列（マウス
、ヒトおよびマカクBCMAの配列は上記の通り）ならびにマウスアルブミンおよびマウスFc
γ1のコード配列を、マウス・ヒトおよびマウス・マカクBCMAキメラのそれぞれならびに
マウスIgG1 Fcおよびマウスアルブミンのそれぞれの可溶性融合タンパク質をコードする
人工cDNA配列の構築に使用した。可溶性マウス・ヒトおよびマウス・マカクBCMAキメラの
発現のための構築物を生成するため、そのヒトおよびマカク配列のそれぞれに対して変異
が加えられたそれぞれのエピトープドメインを含むマウスBCMA（アミノ酸1～49）のcDNA
フラグメントを、標準的なプロトコルにしたがう遺伝子合成によって得た。構築物のクロ
ーニングを上記のようにおよび標準的なプロトコル（Sambrook, 2001）にしたがい行った
。
　以下の分子を構築した：
・アミノ酸1～4ヒト、マウスIgG1 Fc
・アミノ酸1～4ヒト、マウスアルブミン
・アミノ酸1～4アカゲザル、マウスIgG1 Fc
・アミノ酸1～4アカゲザル、マウスアルブミン
・アミノ酸5～18ヒト、マウスIgG1 Fc
・アミノ酸5～18ヒト、マウスアルブミン
・アミノ酸5～18アカゲザル、マウスIgG1 Fc
・アミノ酸5～18アカゲザル、マウスアルブミン
・アミノ酸37～49ヒト、マウスIgG1 Fc
・アミノ酸37～49ヒト、マウスアルブミン
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・アミノ酸37～49アカゲザル、マウスIgG1 Fc
・アミノ酸37～49アカゲザル、マウスアルブミン
【０４３６】
実施例E5
5.1　ヒトおよびマカクBCMAおよびCD3に対する二重特異性抗体の親和性のBiacoreベース
の決定
　BCMAに対する標的結合を決定するため、ヒト血清アルブミン（ALB）を含む組み換えBCM
A融合タンパク質を用いてBiacore分析実験を行った。CD3に対する親和性の測定のために
、ヒト抗体Fc部分に融合されたCD3イプシロン（CD3e）のN末端27アミノ酸を有する組み換
え融合タンパク質を使用した。この組み換えタンパク質は、ヒトCD3e 1-27版およびカニ
クイザルCD3e版があり、どちらも二重特異性抗体のCD3結合部分のエピトープを保有して
いる。
　詳細を述べると、CM5センサーチップ（GE Healthcare）に、製造元のマニュアルにした
がい酢酸緩衝液pH4.5を用いておよそ100～150RUの各組み換え抗原を固定化した。二重特
異性抗体試料を、HBS-EP泳動緩衝液（GE Healthcare）で希釈した5つの濃度：50nM、25nM
、12.5nM、6.25nMおよび3.13nMでロードした。流速は、30～35μl/分で3分間であり、そ
の後にHBS-EP泳動緩衝液を、再度30～35μl/mlの流速で8分間適用した。チップの再生は
、10mMグリシン 0.5M NaCl pH2.45を用いて行った。データセットを、BiaEvalソフトウェ
アを用いて分析した（図E4を参照のこと）。通常、2回の独立した実験を行った。
【０４３７】
5.2　ヒトおよびマカクBCMAに対する結合親和性
　ヒトおよびマカクBCMAに対するBCMA/CD3二重特異性抗体の結合親和性を、マウスアルブ
ミン（ALB）を含む組み換えBCMA融合タンパク質を用いたBiacore分析によって決定した。
【０４３８】
　詳細を述べると、CM5センサーチップ（GE Healthcare）に、製造元のマニュアルにした
がい酢酸緩衝液pH4.5を用いておよそ150～200RUの各組み換え抗原を固定化した。二重特
異性抗体試料を、HBS-EP泳動緩衝液（GE Healthcare）で希釈した5つの濃度：50nM、25nM
、12.5nM、6.25nMおよび3.13nMでロードした。BCMAの親和性の決定については、流速を35
μl/分で3分間とし、その後にHBS-EP泳動緩衝液を、再度35μl/mlの流速で10、30または6
0分間適用した。チップの再生は、10mMグリシン 0.5M NaCl pH1.5および6M塩化グアニジ
ン溶液の1:1混合物からなる緩衝液を用いて行った。データセットを、BiaEvalソフトウェ
アを用いて分析した（図E6を参照のこと）。通常、2回の独立した実験を行った。
【０４３９】
　ヒトおよびマカクCD3イプシロンに対する結合の確認を、BCMA結合に適用したのと同じ
濃度を用いた1回の実験において行い；オフレートの決定を10分間の解離時間で行った。
【０４４０】
　エピトープクラスターE3のBCMA/CD3二重特異性抗体すべては、ヒトBCMAに対して、1桁
台のピコモル範囲～サブナノモル範囲の高い親和性を示した。マカクBCMAに対する結合も
それに釣り合ったものであり、サブナノモル範囲～1桁台のナノモル範囲の親和性を示し
た。BCMA/CD3二重特異性抗体の親和性および親和性ギャップが表2に示されている。
【０４４１】
　（表２）Biacore分析によって決定されたヒトおよびマカクBCMAに対するエピトープク
ラスターE3のBCMA/CD3二重特異性抗体の親和性および算出された親和性ギャップ（マカク
BCMA:ヒトBCMA）
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【０４４２】
5.3　ヒトおよびマカクBCMAに対する二重特異性抗体の親和性のBiacoreベースの決定
　CM5チップ上の組み換え可溶性BCMAに対するBCMA/CD3二重特異性抗体の親和性のBiacore
測定を、より長い解離期間（以前の実験で使用した10分間に代えて60分間）を使用してKD
および特にオフレートを再確認するために繰り返した。試験したBCMA/CD3二重特異性抗体
のすべてについて、各々5つの異なる濃度を用いる2回の独立した親和性測定を行った。
【０４４３】
　エピトープクラスターE3のBCMA/CD3二重特異性抗体の親和性は、明確に、1桁台のピコ
モル～サブナノモルであった。表3の例を参照のこと。
【０４４４】
　（表３）長い解離時間を用いたBiacore実験におけるエピトープクラスターE3のBCMA/CD
3 二重特異性抗体の親和性（KD）（各々2回の独立した実験）

【０４４５】
実施例E6
二重特異性結合および種間交差反応性
　ヒトおよびマカクBCMAおよびCD3への結合を確認するため、二重特異性抗体を、ヒトお
よびマカクBCMAのそれぞれでトランスフェクトしたCHO細胞、ネイティブのヒトBCMAを発
現するヒト多発性骨髄腫細胞株NCI-H929、CD3発現ヒトT細胞白血病細胞株HPB-ALL（DSMZ,
 Braunschweig, ACC483）およびCD3発現マカクT細胞株4119LnPx（Knappe A, et al., Blo
od, 2000, 95, 3256-3261）を用いたフローサイトメトリーによって試験した。さらに、
未トランスフェクトCHO細胞を陰性対照として使用した。
【０４４６】
　フローサイトメトリーのために、それぞれの細胞株200,000細胞を、5μg/mlの濃度の精
製された二重特異性抗体50μlと共に氷上で30分間インキュベートした。細胞をPBS/2% FC
Sで2回洗浄し、構築物の結合をマウスPentaHis抗体（Qiagen；50μl PBS/2% FCSで1:20希
釈）で検出した。洗浄後、結合したPentaHis抗体を、PBS/2% FCSで1:100希釈された、フ
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ACSCanto II機器におけるフローサイトメトリーによって測定し、FACSDivaソフトウェア
によって分析した（両方ともBecton Dickinson製）。
【０４４７】
　エピトープクラスターE3のBCMA/CD3 二重特異性抗体は、ヒトおよびマカクBCMAでトラ
ンスフェクトされたCHO細胞、ヒトBCMAを発現する多発性骨髄腫細胞株NCI-H929ならびに
ヒトおよびマカクT細胞を染色した。さらに、未トランスフェクトCHO細胞は染色されなか
った（図E7を参照のこと）。
【０４４８】
実施例E7
ヒトおよびマカクBCMAに対する二重特異性抗体の親和性のScatchardベースの決定
　Scatchard分析では、各々の細胞株に対する二重特異性抗体の1価結合を正確に決定する
ため、Micrometが開発した1価検出システム（抗His Fab/Alexa 488）を用いて飽和結合実
験を行う。
　それぞれの細胞株（ヒトBCMAを組換え発現するCHO細胞株、マカクBCMAを組換え発現す
るCHO細胞株）2 x 104細胞を、100nMから始まるそれぞれのBCMA 二重特異性抗体の3連の
希釈シリーズ（1:2の8段階希釈）各50μlと共にインキュベートし、その後に撹拌しなが
ら4℃で16時間インキュベートし、1回の残留物の洗浄工程を行う。次に、細胞を30μlの
抗His Fab/Alexa488溶液（Micromet；30μg/ml）と共にさらに30分間インキュベートする
。1回の洗浄工程の後、細胞を、3.5%ホルムアルデヒドを含む150μlのFACS緩衝液に再懸
濁し、さらに15分間インキュベートし、遠心分離し、FACS緩衝液に再懸濁し、そしてFACS
 CantoII機およびFACS Divaソフトウェアを用いて分析する。データは、2回の独立した実
験セットから得る。値を、双曲線の結合曲線としてプロットする。それぞれのScatchard
分析から最大結合（Bmax）を推定する計算を行う。それぞれのKDを反映する最大半量結合
（half-maximal binding）時の二重特異性抗体の濃度を決定する。3連の測定の値を双曲
線としてプロットする。最大結合を、Scatchard評価を用いて決定し、それぞれのKDを計
算する。
【０４４９】
　ヒトまたはマカクBCMAでトランスフェクトされたCHO細胞に対するBCMA/CD3 二重特異性
抗体の親和性を、ヒトおよびマカクBCMA間の潜在的な親和性ギャップを測定する上で最も
信頼性の高い方法である、Scatchard分析によって決定した。
【０４５０】
　BCMA抗原を発現する細胞を、それぞれの単量体BCMA/CD3 二重特異性抗体の濃度を飽和
に達するまで増やしつつインキュベートした（16時間）。結合した二重特異性抗体を、フ
ローサイトメトリーによって検出した。それぞれのKDを反映する最大半量結合時のBCMA/C
D3 二重特異性抗体の濃度を決定した。
【０４５１】
　最小結合から最適結合までの適当な濃度範囲を実証するために、3連の測定の値を双曲
線およびS字曲線としてプロットした。最大結合（Bmax）を、Scatchard評価を用いて決定
し（図E8）、それぞれのKDを計算した。表4に示される値は、各BCMA/CD3 二重特異性抗体
につき2回の独立した実験から得られたものである。
【０４５２】
　細胞ベースのScatchard分析により、エピトープクラスターE3のBCMA/CD3 二重特異性抗
体のヒトBCMAに対する親和性はサブナノモルであり、5未満の小さな種間BCMA親和性ギャ
ップを示すことが確認された。
【０４５３】
　（表４）細胞ベースのScatchard分析（各々2回の独立した実験）におけるエピトープク
ラスターE3のBCMA/CD3 二重特異性抗体の親和性（KD）および算出されたKDマカクBCMA／K
DヒトBCMAの親和性ギャップ
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【０４５４】
実施例E8
細胞毒性活性
8.1　刺激されたヒトT細胞を用いたクロム放出アッセイ
　CD8+T細胞について濃縮され刺激されたT細胞を、後述のように得た：
　ペトリ皿（直径145mm、Greiner bio-one GmbH, Kremsmunster）を、最終濃度1μg/mlの
市販の抗CD3特異的抗体（OKT3、Orthoclone）を用いて、37℃で1時間コーティングした。
未結合のタンパク質を、PBSを用いた1回の洗浄工程により除去した。安定化型グルタミン
/10% FCS/IL-2 20 U/ml（Proleukin（登録商標）、Chiron）を含む120mlのRPMI 1640中3
～5 x 107個のヒトPBMCを、プレコートしたペトリ皿に添加し、2日間刺激した。3日目に
、細胞を回収し、RPMI 1640で1回洗浄した。IL-2を最終濃度20 U/mlとなるよう添加し、
そして細胞を再度、上記と同じ細胞培養培地中で1日培養した。
　CD8+細胞毒性Tリンパ球（CTL）を、Dynal-Beadsを製造元のプロトコルにしたがい用い
てCD4+T細胞およびCD56+NK細胞を枯渇させることにより、濃縮した。
【０４５５】
　マカクまたはヒトBCMAトランスフェクトCHO標的細胞をPBSで2回洗浄し、そして50％ FC
Sを含む最終容積100μlのRPMI中11.1 MBqの51Crを用いて37℃で60分間標識した。その後
、標識された標的細胞を5ml RPMIで3回洗浄し、その後これを細胞毒性アッセイに使用し
た。アッセイは、96ウェルプレートにおいて、総容積200μlの補充されたRPMI中、10:1の
E:T比で行った。出発濃度0.01～1μg/mlの精製された二重特異性抗体およびその3倍希釈
物を使用した。アッセイにおけるインキュベート時間は、18時間であった。細胞毒性は、
最大溶解（Triton-Xの添加）と自然溶解（エフェクター細胞なし）の差に対する上清中に
放出されたクロムの相対値として決定した。すべての測定を4連で行った。上清中のクロ
ム活性の測定は、Wizard 3''γカウンター（Perkin Elmer Life Sciences GmbH, Koln, G
ermany）において行った。結果の分析は、Windows版Prism 5（バージョン5.0、GraphPad 
Software Inc., San Diego, California, USA）を用いて行った。分析プログラムによっ
てシグモイド用量応答曲線から計算されたEC50値を、細胞毒性活性の比較に使用した（図
E5を参照のこと）。
【０４５６】
8.2　ヒトBCMAトランスフェクトCHO細胞に対して刺激されたヒトエフェクターT細胞をリ
ダイレクトする効力
　BCMA/CD3 二重特異性抗体の細胞毒性活性を、標的細胞としてヒトBCMAでトランスフェ
クトされたCHO細胞を、およびエフェクター細胞として刺激され濃縮されたヒトCD8 T細胞
を用いた、51クロム（51Cr）放出細胞毒性アッセイにおいて分析した。この実験は、実施
例8.1に記載されるようにして行った。
【０４５７】
　エピトープクラスターE3のBCMA/CD3 二重特異性抗体はすべて、ヒトBCMAトランスフェ
クトCHO細胞に対して1桁台のpg/ml範囲またはさらにそれ未満のEC50値の非常に強力な細
胞毒性活性を示した（図E9および表5）。このようにエピトープクラスターE3は、非常に
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強力な二重特異性抗体媒介細胞毒性活性を支える非常に好ましいエピトープ・活性関係（
epitope-activity relationship）を提供する。
【０４５８】
　（表５）標的細胞としてヒトBCMAでトランスフェクトされたCHO細胞を、およびエフェ
クター細胞として刺激され濃縮されたヒトCD8 T細胞を用いた、51クロム（51Cr）放出細
胞毒性アッセイにおいて分析された、エピトープクラスターE3のBCMA/CD3 二重特異性抗
体のEC50値［pg/ml］

【０４５９】
8.3　未刺激のヒトPBMCを用いたFACSベースの細胞毒性アッセイ
エフェクター細胞の単離
　ヒト末梢血単核細胞（PBMC）を、血液バンクが輸血のために回収した血液の副産物であ
る濃縮リンパ球調製物（軟膜）からFicoll密度勾配遠心分離によって調製した。軟膜は、
国内の血液バンクによって提供され、PBMCを、血液回収と同日に調製した。Ficoll密度遠
心分離およびDulbecco PBS（Gibco）による十分な洗浄の後、残った赤血球を、赤血球溶
解緩衝液（155mM NH4Cl、10mM KHCO3、100μM EDTA）とのインキュベーションを通じてPB
MCから除去した。血小板は、PBMCの100 x gでの遠心分離により上清を通じて除去した。
残ったリンパ球は、主としてBおよびTリンパ球、NK細胞および単球を含んでいる。PBMCを
、10% FCS（Gibco）を含むRPMI培地（Gibco）中、37℃/5% CO2下の培養により維持した。
【０４６０】
CD14+およびCD56+細胞の枯渇
　CD14+細胞を枯渇させるために、ヒトCD14マイクロビーズ（Milteny Biotec、MACS、#13
0-050-201）を使用し、NK細胞を枯渇させるために、ヒトCD56マイクロビーズ（MACS、#13
0-050-401）を使用した。PBMCをカウントし、室温で10分間、300 x gで遠心分離した。上
清を廃棄し、細胞ペレットをMACS単離緩衝液［80μL/107細胞；PBS（Invitrogen、#20012
-043）、0.5% (v/v) FBS（Gibco、#10270-106）、2mM EDTA（Sigma-Aldrich、#E-6511）
］に再懸濁した。CD14マイクロビーズおよびCD56マイクロビーズ（20μL/107細胞）を添
加し、4～8℃で15分間インキュベートした。細胞をMACS単離緩衝液（1～2mL/107細胞）で
洗浄した。遠心分離後（上記を参照のこと）、上清を廃棄し、細胞をMACS単離緩衝液（50
0μL/108細胞）に再懸濁した。次に、CD14/CD56陰性細胞を、LSカラム（Miltenyi Biotec
、#130-042-401）を用いて単離した。CD14+/CD56+細胞を含まないPBMCを、必要となるま
で、37℃のインキュベーターにおいて、RPMI完全培地、すなわち10% FBS（Biochrom AG、
#S0115）、1 x 非必須アミノ酸（Biochrom AG、#K0293）、10mM Hepes緩衝液（Biochrom 
AG、#L1613）、1mMピルビン酸ナトリウム（Biochrom AG、#L0473）および100 U/mLペニシ
リン／ストレプトマイシン（Biochrom AG、#A2213）を補充したRPMI1640（Biochrom AG、
#FG1215）中で培養した。
【０４６１】
標的細胞の標識
　フローサイトメトリーアッセイにおける細胞溶解の分析のために、蛍光膜色素DiOC18（
DiO）（Molecular Probes、#V22886）を使用して、標的細胞としてのヒトBCMAまたはマカ
クBCMAトランスフェクトCHO細胞を標識し、それらをエフェクター細胞から区別できるよ
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び膜色素DiO（5μL/106細胞）を含むPBSで106細胞/mLに調節した。37℃で3分間のインキ
ュベートの後、細胞を完全RPMI培地で2回洗浄し、そして細胞数を1.25 x 105細胞/mLに調
節した。細胞の生存性を、0.5% (v/v)等張性EosinG溶液（Roth、#45380）を用いて決定し
た。
【０４６２】
フローサイトメトリーベースの分析
　このアッセイは、BCMA二重特異性抗体の連続希釈物の存在下でのマカクまたはヒトBCMA
トランスフェクトCHO細胞の溶解を定量するよう設計した。
　等量のDiO標識標的細胞およびエフェクター細胞（すなわち、CD14+細胞を含まないPBMC
）を混合し、E:T細胞比を10:1にした。この懸濁物160μLを96ウェルプレートの各ウェル
に移した。40μLの、BCMA二重特異性抗体の連続希釈物および陰性対照二重特異性抗体（
無関係の標的抗原を認識するCD3ベースの二重特異性抗体）または追加の陰性対照として
のRPMI完全培地を添加した。二重特異性抗体によって媒介される細胞毒性反応は、7% CO2
加湿インキュベーター内で48時間進行させた。次いで、細胞を新しい96ウェルプレートに
移し、標的細胞の膜完全性の喪失を、最終濃度1μg/mLのヨウ化プロピジウム（PI）の添
加によってモニタリングした。PIは、通常生きた細胞から排除される膜不透過性の色素で
あるが、死滅した細胞はそれを取り込み、蛍光放射によって同定可能になる。
　試料をFACSCanto II機器におけるフローサイトメトリーによって測定し、FACSDivaソフ
トウェアによって分析した（両方ともBecton Dickinson製）。
　標的細胞を、DiO陽性細胞として同定した。PI陰性標的細胞を、生きている標的細胞に
分類した。細胞毒性の百分率は、次式にしたがって計算した。

　GraphPad Prism 5ソフトウェア（Graph Pad Software, San Diego）を使用して、細胞
毒性の百分率を、対応する二重特異性抗体の濃度に対してプロットした。用量応答曲線は
、一定のヒル勾配のシグモイド用量応答曲線の評価のための4パラメータロジスティック
回帰モデルを用いて分析し、EC50値を計算した。
【０４６３】
8.4　ヒトBCMAトランスフェクト標的細胞に対する未刺激のヒトPBMC
　BCMA/CD3 二重特異性抗体の細胞毒性活性を、標的細胞としてヒトBCMAでトランスフェ
クトされたCHO細胞を、およびエフェクター細胞として未刺激のヒトPBMCを用いた、FACS
ベースの細胞毒性アッセイにおいて分析した。このアッセイを上記のように行った（実施
例8.3）。
【０４６４】
　エフェクター細胞として未刺激のヒトPBMCを、および標的としてヒトBCMAトランスフェ
クトCHO細胞を用いた、FACSベースの細胞毒性アッセイの結果が図E10および表6に示され
ている。
【０４６５】
　（表６）エフェクター細胞として未刺激のヒトPBMCを、および標的細胞としてヒトBCMA
でトランスフェクトされたCHO細胞を用いた、48時間FACSベース細胞毒性アッセイにおい
て測定されたエピトープクラスターE3のBCMA/CD3 二重特異性抗体のEC50値［pg/ml］
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【０４６６】
実施例E9
9.1　BAFF受容体との交差反応の排除
　フローサイトメトリーのために、それぞれの細胞株200,000細胞を5μg/mlの濃度の精製
された二重特異性抗体50μlと共に氷上で30分間インキュベートした。細胞を、2% FCSを
含むPBSで2回洗浄し、構築物の結合をマウスPentaHis抗体（Qiagen；2% FCSを含む50μl
のPBSで1:20希釈）で検出した。洗浄後、結合したPentaHis抗体を、2% FCSを含むPBSで1:
100希釈された、フィコエリトリンにコンジュゲートされたFcγ特異的抗体（Dianova）で
検出した。試料をFACSCanto II機器におけるフローサイトメトリーによって測定し、FACS
Divaソフトウェアによって分析した（両方ともBecton Dickinson製）。二重特異性結合体
は、BAFF受容体と交差反応性でないことを示した。
【０４６７】
9.2　ヒトBAFF受容体（BAFF-R）およびTACIと交差反応するBCMA/CD3 二重特異性抗体の排
除
　ヒトBAFF-RおよびTACIへの結合の排除のために、BCMA/CD3 二重特異性抗体を、ヒトBAF
F-RおよびTACIのそれぞれでトランスフェクトされたCHO細胞を用いたフローサイトメトリ
ーによって試験した。さらに、L363多発性骨髄腫細胞を、ヒトBCMAへの結合の陽性対照と
して使用した。CHO細胞におけるBAFF-RおよびTACI抗原の発現を、2つの陽性対照抗体によ
って確認した。フローサイトメトリーは、上記実施例に記載されたようにして行った。
【０４６８】
　フローサイトメトリー分析により、エピトープクラスターE3のBCMA/CD3 二重特異性抗
体のいずれもがヒトBAFF-RまたはヒトTACIと交差反応しないことが確認された（図E11を
参照のこと）。
【０４６９】
実施例E10
細胞毒性活性
　エフェクターT細胞をBCMA発現標的細胞に対してリダイレクトするヒト様BCMA 二重特異
性抗体の効力を、5つの追加のインビトロ細胞毒性アッセイにおいて分析する：
1.　刺激されたヒトエフェクターT細胞をBCMA陽性（ヒト）腫瘍細胞株に対してリダイレ
クトするBCMA 二重特異性抗体の効力を、51クロム放出アッセイにおいて測定する。
2.　未刺激のヒトPBMC中のT細胞をヒトBCMAトランスフェクトCHO細胞に対してリダイレク
トするBCMA 二重特異性抗体の効力を、FACSベースの細胞毒性アッセイにおいて測定する
。
3.　未刺激のヒトPBMC中のT細胞をBCMA陽性（ヒト）腫瘍細胞株に対してリダイレクトす
るBCMA 二重特異性抗体の効力を、FACSベースの細胞毒性アッセイにおいて測定する。
4.　交差反応性のBCMA 二重特異性抗体がマカクT細胞をマカクBCMAトランスフェクトCHO
細胞に対してリダイレクトできることを確認するため、エフェクターT細胞としてマカクT
細胞株を用いてFACSベースの細胞毒性アッセイを行う。
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5.　単量体形態および2量体形態のBCMA 二重特異性抗体の間の効力ギャップを、標的細胞
としてヒトBCMAトランスフェクトCHO細胞を、およびエフェクター細胞として刺激された
ヒトT細胞を用いる、51クロム放出アッセイにおいて決定する。
【０４７０】
実施例E11
BCMA陽性ヒト多発性骨髄腫細胞株L363に対する刺激されたヒトT細胞
　BCMA/CD3 二重特異性抗体の細胞毒性活性を、標的細胞源としてBCMA陽性ヒト多発性骨
髄腫細胞株L363（DSMZ No.ACC49）を、およびエフェクター細胞として刺激され濃縮され
たヒトCD8 T細胞を用いた、51クロム（51Cr）放出細胞毒性アッセイにおいて分析した。
アッセイは、実施例8.1に記載されるようにして行った。
【０４７１】
　エフェクター細胞として刺激され濃縮されたヒトCD8 Tリンパ球および標的としてヒトB
CMAトランスフェクトCHO細胞を用いた51クロム放出アッセイの結果によれば、エピトープ
クラスターE3のBCMA/CD3 二重特異性抗体は、細胞毒性活性が非常に強力である（図E12お
よび表7）。
【０４７２】
　エピトープクラスタリング（実施例1および3を参照のこと）の中で、BCMAのエピトープ
クラスター1および4（「E1/E4」）に結合できる別の抗体グループを同定した。予想外な
ことに、エピトープクラスターE1/E4のBCMA/CD3 二重特異性抗体は、ヒトBCMAでトランス
フェクトされたCHO細胞に対する細胞毒性活性に関しては強力であったが、細胞表面上に
ネイティブBCMAを低密度で発現するヒト多発性骨髄腫細胞株L363に対してはずっと弱い細
胞毒性を示した（図E12および表7）。学説による制約を望まないが、本発明者らは、ヒト
BCMAのE1/E4エピトープは、BCMAトランスフェクト細胞よりもBCMA自然発現体においてア
クセス性が良くないのではないかと考えている。
【０４７３】
　（表７）標的細胞源としてBCMA陽性ヒト多発性骨髄腫細胞株L363を、およびエフェクタ
ー細胞として刺激され濃縮されたヒトCD8 T細胞を用いた、18時間51クロム（51Cr）放出
細胞毒性アッセイにおいて分析されたエピトープクラスターE1/E4（第1列および第2列）
ならびにE3（第3～8列）のBCMA/CD3 二重特異性抗体のEC50値［pg/ml］

【０４７４】
実施例E12
BCMA陽性ヒト多発性骨髄腫細胞株L363に対する未刺激のヒトPBMC
　BCMA/CD3 二重特異性抗体の細胞毒性活性を、標的細胞源として、すべての試験した標
的T細胞株の中で最も弱いネイティブBCMAの表面発現を示した、BCMA陽性ヒト多発性骨髄
腫細胞株L363（DSMZ、ACC49）を、およびエフェクター細胞として未刺激のヒトPBMCを用
いた、FACSベースの細胞毒性アッセイにおいてさらに分析した。アッセイは、上記（実施
例8.3）のように行った。
【０４７５】
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　刺激され濃縮されたヒトCD8 Tリンパ球をヒト多発性骨髄腫細胞株L363に対して用いた5
1クロム放出アッセイにおいて観察されたように、エピトープクラスターE1/E4のBCMA/CD3
 二重特異性抗体は、ヒトBCMAでトランスフェクトされたCHO細胞に対するそれらの強力な
細胞毒性活性とは対照的に、ここでも、細胞表面上にネイティブBCMAを低密度で発現する
ヒト多発性骨髄腫細胞株L363への未刺激のPBMCの細胞毒性活性のリダイレクトに関して弱
い効力を示した。これは、上記の学説、すなわち、ヒトBCMAのE1/E4エピトープはBCMAト
ランスフェクト細胞よりもBCMA自然発現体においてアクセス性が良くないと考えられるこ
と、と符合する。エピトープクラスターE3のBCMA/CD3 二重特異性抗体は、このアッセイ
において3桁台のpg/mlのEC50値を示した（図E13および表8を参照のこと）。
【０４７６】
　（表８）エフェクター細胞として未刺激のヒトPBMCを、および標的細胞源としてヒト多
発性骨髄腫細胞株L363を用いた、48時間FACSベース細胞毒性アッセイにおいて測定された
エピトープクラスターE1/E4（第1列および第2列）ならびにE3（第3～8列）のBCMA/CD3 二
重特異性抗体のEC50値［pg/ml］

【０４７７】
　予想通り、EC50値は、エフェクター細胞として未刺激のPBMCを用いた細胞毒性アッセイ
において、濃縮され刺激されたヒトCD8 T細胞を用いた細胞毒性アッセイにおけるよりも
高くなった。
【０４７８】
実施例E13
BCMA陽性ヒト多発性骨髄腫細胞株NCI-H929に対する未刺激のヒトPBMC
　BCMA/CD3 二重特異性抗体の細胞毒性活性を、標的細胞源としてBCMA陽性ヒト多発性骨
髄腫細胞株NCI-H929（ATCC CRL-9068）を、およびエフェクター細胞として未刺激のヒトP
BMCを用いた、FACSベースの細胞毒性アッセイにおいて分析した。アッセイは、上記（実
施例8.3）のように行った。
【０４７９】
　この、細胞表面上にネイティブBCMAを発現する別のヒト多発性骨髄腫細胞株（すなわち
、NCI-H929）を用いたアッセイの結果は、ヒト多発性骨髄腫細胞株L363を用いて得られた
結果を確認するものである。ここでも、エピトープクラスターE1/E4のBCMA/CD3 二重特異
性抗体は、ヒトBCMAでトランスフェクトされたCHO細胞に対するそれらの強力な細胞毒性
活性とは対照的に、ヒト多発性骨髄腫細胞への未刺激のPBMCの細胞毒性活性のリダイレク
トに関して低い効力を示し、ヒトBCMAのE1/E4エピトープはBCMAトランスフェクト細胞よ
りもBCMA自然発現体においてアクセス性が良くないとのではないかという学説が確認され
た。E1/E4結合体で見られたような、BCMAトランスフェクト標的細胞と自然発現体の間の
そのような活性のギャップは、E3では見られなかった。エピトープクラスターE3のBCMA/C
D3 二重特異性抗体は、2～3桁台のpg/mlのEC50値を示し、したがってNCI-H929標的細胞に
対して未刺激のPBMCを非常に良いEC50値でリダイレクトした（図E14および表9を参照のこ
と）。
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【０４８０】
　（表９）エフェクター細胞として未刺激のヒトPBMCを、および標的細胞源としてヒト多
発性骨髄腫細胞株NCI-H929を用いた、48時間FACSベース細胞毒性アッセイにおいて測定さ
れたエピトープクラスターE1/E4（第1列および第2列）ならびにE3（第3～8列）のBCMA/CD
3 二重特異性抗体のEC50値［pg/ml］

【０４８１】
　予想通り、EC50値は、L363と比較して、細胞表面上に高レベルのBCMAを発現するヒト多
発性骨髄腫細胞株NCI-H929において高くなった。
【０４８２】
実施例E14
マカクBCMA発現標的細胞に対するマカクT細胞
　最後に、BCMA/CD3 二重特異性抗体の細胞毒性活性を、標的細胞としてマカクBCMAでト
ランスフェクトされたCHO細胞を、およびエフェクター細胞源としてマカクT細胞株を用い
た、FACSベースの細胞毒性アッセイにおいて分析した。
【０４８３】
　マカクT細胞株4119LnPx（Knappe et al. Blood 95: 3256-61 (2000)）を、エフェクタ
ー細胞源として使用した。マカクBCMAトランスフェクトCHO細胞の標的細胞標識および細
胞毒性活性のフローサイトメトリーベースの分析を、上記のように行った。
【０４８４】
　細胞株4119LnPx由来のマカクT細胞は、E3エピトープクラスターのBCMA/CD3 二重特異性
抗体により、マカクBCMAトランスフェクトCHO細胞を効果的に死滅させるよう誘導された
。この抗体は、このアッセイにおいて、1桁台～低い値の2桁台のpg/mlのEC50値の非常に
強い効力を示し、これらの抗体がマカク系内で非常に高い活性であることが確認された。
他方、エピトープクラスターE1/E4のBCMA/CD3 二重特異性抗体は、2桁～3桁台のpg/ml範
囲のEC50値の有意に弱い効力を示した（図E15および表10を参照のこと）。したがってE3
特異的抗体は、マカク系において、効力が約3倍～100倍近く高い。
【０４８５】
　（表１０）エフェクター細胞としてマカクT細胞株4119LnPxを、および標的細胞として
マカクBCMAでトランスフェクトされたCHO細胞を用いた、48時間FACSベース細胞毒性アッ
セイにおいて測定されたエピトープクラスターE1/E4（第1列および第2列）ならびにE3（
第3～8列）のBCMA/CD3 二重特異性抗体のEC50値［pg/ml］
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【０４８６】
実施例E15
BCMA/CD3 二重特異性抗体の単量体と2量体の間の効力ギャップ
　個々のBCMA/CD3 二重特異性抗体の単量体と2量体のアイソフォーム間の細胞毒性活性の
差（これを効力ギャップと称する）を決定するために、上記（実施例8.1）のような51ク
ロム放出細胞毒性アッセイを、精製されたBCMA/CD3 二重特異性抗体の単量体および2量体
を用いて行った。効力ギャップは、二重特異性抗体の単量体と2量体のEC50値の間の比と
して計算した。試験したエピトープクラスターE3のBCMA/CD3 二重特異性抗体の効力ギャ
ップは、0.03～1.2の間であった。したがって2量体がそのそれぞれの単量体と比較して有
意に高い活性であるということはない。
【０４８７】
実施例E16
3回の凍結／解凍サイクル後の単量体から2量体への変換
　二重特異性BCMA/CD3抗体の単量体を3回の凍結／解凍サイクルに供し、その後に高速SEC
を行って、抗体の2量体に変換された当初単量体であった抗体の百分率を決定した。
【０４８８】
　15μgの単量体抗体を一般緩衝液で250μg/mlの濃度に調節し、次いで-80℃で30分間凍
結し、その後に室温で30分間解凍した。3回の凍結／解凍サイクルの後、2量体含有量をHP
-SECによって決定した。この目的で、抗体の単量体アイソフォームの15μgのアリコート
を解凍し、初期SEC緩衝液（10mMクエン酸 - 75mMリジンHCl - 4％トレハロース - pH7.2
）中250μg/mlの濃度にし、その後に37℃で7日間インキュベートした。高分解能SECカラ
ム TSK Gel G3000 SWXL（Tosoh, Tokyo-Japan）を、A905オートサンプラーを搭載したAkt
a Purifier 10 FPLC（GE Lifesciences）に接続した。カラム平衡化・泳動緩衝液は、pH6
.6に調節した100mM KH2PO4 - 200mM Na2SO4からなるものであった。7日間のインキュベー
トの後、抗体溶液（15μgタンパク質）を平衡化したカラムに適用し、流速0.75ml/分、最
大圧7MPaで溶出を行った。泳動全体を280、254および210nmの光吸収によりモニタリング
した。分析は、Akta Unicornソフトウェアの泳動評価シートに記録された210nmシグナル
のピーク積分によって行った。2量体含有量は、2量体ピークの面積を単量体と2量体ピー
クの総面積で割り算することによって計算した。
【０４８９】
　エピトープクラスターE3のBCMA/CD3 二重特異性抗体は、3回の凍結／解凍サイクルの後
に0.7～1.1％の2量体率を示し、これは良好であるとみなされる。しかし、エピトープク
ラスターE1/E4のBCMA/CD3 二重特異性抗体の2量体変換率は、好ましくないほど高い値に
達し、不都合な2量体値の閾値である≧2.5％を超過した（それぞれ、4.7％および3.8％）
、表11を参照のこと。
【０４９０】
　（表１１）高速サイズ排除クロマトグラフィー（HP-SEC）によって決定された、3回の
凍結／解凍サイクル後のエピトープクラスターE1/E4（第1列および第2列）ならびにE3（
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第3～8列）のBCMA/CD3 二重特異性抗体の単量体 対 2量体の百分率

【０４９１】
実施例E17
熱安定性
　BCMA/CD3 二重特異性抗体に固有の生物物理学的タンパク質安定性を決定するため、融
解温度曲線を示差走査熱量測定（DSC）により決定した。これらの実験は、MicroCal LLC
（Northampton, MA, U.S.A）VP-DSCデバイスを用いて行った。BCMA/CD3 二重特異性抗体
を含む試料のエネルギー取り込みを、抗体の処方緩衝液のみを含む試料との比較で、20℃
から90℃まで記録した。
【０４９２】
　詳述すると、BCMA/CD3 二重特異性抗体を、保存緩衝液で終濃度250μg/mlに調節した。
調製したタンパク質溶液300μlを深底ウェルプレートに移し、DSCデバイスの冷却オート
サンプラーラック位置に設置した。追加のウェルを、測定参照物質としてのSEC泳動緩衝
液で満たした。測定プロセスにおいて、タンパク質溶液は、オートサンプラーによってキ
ャピラリーに移された。追加のキャピラリーを、参照としてのSEC泳動緩衝液で満たした
。すべての試料について、加熱および両方のキャピラリーを20～90℃の範囲の等しい温度
に過熱するのに必要とされる熱エネルギーの記録を行った。
【０４９３】
　それぞれの融解曲線の記録のために、試料の全体温度を段階的に上昇させた。各温度T
で、試料および処方緩衝液参照のエネルギー取り込みを記録した。試料から参照を差し引
いたエネルギー取り込みCp（kcal/mole/℃）の差を、それぞれの温度に対してプロットし
た。融解温度は、エネルギー取り込みが最初に最大となる温度と定義される。
【０４９４】
　すべての試験されたエピトープクラスターE3のBCMA/CD3 二重特異性抗体は、60℃を超
える、より正確には61.62℃～63.05℃の間の融解温度の良好な熱安定性を示した。
【０４９５】
実施例E18
フローサイトメトリーによる血漿の干渉の排除
　BCMA/CD3 二重特異性抗体とヒト血漿タンパク質の潜在的な相互作用を決定するため、
血漿干渉試験を構築した。この目的で、10μg/mlのそれぞれのBCMA/CD3 二重特異性抗体
を、37℃で1時間、90％ヒト血漿中でインキュベートした。その後に、ヒトBCMA発現CHO細
胞に対する結合をフローサイトメトリーによって決定した。
【０４９６】
　フローサイトメトリーのために、それぞれの細胞株200,000細胞を5μg/mlの濃度の精製
された抗体50μlと共に氷上で30分間インキュベートした。細胞をPBS/2% FCSで2回洗浄し
、構築物の結合をマウスPentaHis抗体（Qiagen；50μlのPBS/2% FCSで1:20希釈）で検出
した。洗浄後、結合したPentaHis抗体を、PBS/2% FCSで1:100希釈された、フィコエリト
リンにコンジュゲートされたFcγ特異的抗体（Dianova）で検出した。試料をFACSCanto I
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析した（両方ともBecton Dickinson製）。
【０４９７】
　得られたデータを、ヒト血漿の代わりにPBSを用いた対照アッセイと比較した。相対結
合を、以下のように計算した：
（PBS試料のシグナル／検出試薬なしのシグナル）／（血漿試料のシグナル／検出試薬な
しのシグナル）。
【０４９８】
　この実験では、血漿タンパク質によって媒介されるエピトープクラスターE3のそれぞれ
のBCMA/CD3 二重特異性抗体の標的結合の有意な減少が起こらないことが明らかになった
。相対血漿干渉値は全ての場合において値2を下回り、より正確には1.29±0.25～1.70±0
.26の間であった（値「2」を干渉シグナルの下側閾値とみなした）。
【０４９９】
実施例E19
ヒト腫瘍異種移植モデルにおけるBCMA/CD3 二重特異性抗体の治療効能
　研究第1日目に、5 x 106細胞のヒト癌細胞株NCI-H929を、メスNOD/SCIDマウスの右背側
面に皮下注射した。
　平均腫瘍容積が約100mm3に達した第9日目に、インビトロで展開させたヒトCD3+ T細胞
を、この動物の腹腔への約2 x 107細胞の注射によりマウスに移植した。ビヒクル対照グ
ループ1（n=5）のマウスにはエフェクター細胞を与えず、腫瘍成長に対するT細胞単独の
影響をモニタリングするためのビヒクル対照グループ2（n=10、エフェクター細胞を与え
た）と共に比較のための未移植対照として使用した。
【０５００】
　抗体処置は、平均腫瘍容積が約200mm3に達した第13日目に開始した。処置開始日におけ
る各処置グループの平均腫瘍サイズは、任意の他のグループと統計的に相違しなかった（
分散分析）。マウスを、0.5 mg/kg/日のBCMA/CD3 二重特異性抗体BCMA-98 x CD3（グルー
プ3、n=7）またはBCMA-34 x CD3（グループ4、n=6）を用いて、17日間の静脈内ボーラス
注射により処置した。
【０５０１】
　研究中、腫瘍はカリパスによって測定し、進行は腫瘍容積（TV）のグループ間比較によ
って評価した。腫瘍成長阻害T/C［％］は、T/C% = 100 x (分析グループのTV中央値)/(対
照グループ2のTV中央値)としてTVを計算することによって決定した。結果が表12および図
E16に示されている。
【０５０２】
　（表１２）第13～30日目の腫瘍容積（TV）の中央値および腫瘍成長阻害（T/C）
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【０５０３】
実施例E20
標的陰性細胞の溶解の排除
　インビトロ溶解アッセイを、エフェクター 対 標的細胞比5:1のBCMA陽性ヒト多発性骨
髄腫細胞株NCI-H929および精製されたT細胞を用いて、24時間のインキュベート時間で行
った。エピトープクラスターE3のBCMA/CD3 二重特異性抗体（BCMA-34およびBCMA-98）は
、NCI-H929の溶解に関して高い効力および効能を示した。しかし、BCMA陰性細胞株HL60（
AML／骨髄芽球形態）、MES-SA（子宮肉腫、線維芽細胞形態）およびSNU-16（胃癌、上皮
形態）では、最大500nMの各抗体で溶解が検出されなかった。
【０５０４】
実施例E21
異なるPBMCサブセットのT細胞活性化の誘導
　FACSベースの細胞毒性アッセイ（48h; E:T = 10:1）を、標的細胞としてヒト多発性骨
髄腫細胞株NCI-H929、L-363およびOPM-2を、ならびにエフェクター細胞としてヒトPBMCの
異なるサブセット（CD4+/CD8+/CD25+/CD69+）を用いて行った。結果（表13を参照のこと
）は、EC50値によって測定された活性化の程度が、分析された異なるPBMCサブセットで本
質的に同じ範囲内であることを示している。
【０５０５】
　（表１３）エフェクター細胞としてヒトPBMCの異なるサブセットを、および標的細胞と
して異なるヒト多発性骨髄腫細胞株を用いた、48時間FACSベース細胞毒性アッセイにおい
て測定されたエピトープクラスターE3のBCMA/CD3 二重特異性抗体のEC50値［ng/ml］
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【０５０６】
実施例E22
サイトカイン放出の誘導
　FACSベースの細胞毒性アッセイ（48h; E:T = 10:1）を、標的細胞としてヒト多発性骨
髄腫細胞株NCI-H929、L-363およびOPM-2を、ならびにエフェクター細胞としてヒトPBMCを
用いて行った。サイトカイン放出のレベル［pg/ml］を、漸増濃度のエピトープクラスタ
ーE3のBCMA/CD3 二重特異性抗体の下で決定した。以下のサイトカインを分析した：Il-2
、IL-6、IL-10、TNFおよびIFN-γ。結果が表14および図E17に示されている。
【０５０７】
　（表１４）エフェクター細胞としてヒトPBMCを、および標的細胞として異なるヒト多発
性骨髄腫細胞株を用いた、48時間FACSベース細胞毒性アッセイ（E:T = 10:1）において2.
5μg/mlのエピトープクラスターE3のBCMA/CD3 二重特異性抗体（BCMA-98およびBCMA-34）
によって誘導されたIL-2、IL-6、IL-10、TNFおよびIFN-γの放出［pg/ml］
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