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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　(ａ)式Ｉの７アミノ酸繰り返しを含む第一コイルドコイルドメイン(ＣＣ)と、定常ドメ
インに連結されるＶＨドメインとを含む第一ポリペプチドであって、
　　(Ｘ１Ｘ２Ｘ３Ｘ４Ｘ５Ｘ６Ｘ７)ｎ　(式Ｉ)(配列番号：２９)
　Ｘ１は疎水性アミノ酸残基又はアスパラギンであり、
　Ｘ２、Ｘ３およびＸ６は各々任意のアミノ酸残基であり、
　Ｘ４は疎水性アミノ酸残基であり、
　Ｘ５およびＸ７は各々荷電アミノ酸残基である、第一ポリペプチドと、
　(ｂ)式ＩＩの７アミノ酸繰り返しを含む第二コイルドコイルドメイン(ＣＣ)と、定常ド
メインに連結されるＶＨドメインとを含む第二ポリペプチドであって、
　　(Ｘ'１Ｘ'２Ｘ'３Ｘ'４Ｘ'５Ｘ'６Ｘ'７)ｎ　(式ＩＩ) (配列番号：３０)
　Ｘ'１は疎水性アミノ酸残基又はアスパラギンであり、
　Ｘ'２、Ｘ'３およびＸ'６は各々任意のアミノ酸残基であり、
　Ｘ'４は疎水性アミノ酸残基であり、
　Ｘ'５およびＸ'７は各々荷電アミノ酸残基である、第二ポリペプチドと、
を含む抗体であって、
式ＩおよびＩＩのｎが２以上であり、そして、
各々の７アミノ酸繰り返しにおいて、第一ＣＣは第二ＣＣ内のＸ'７残基に対して電荷が
逆であるＸ５残基を含み、第一ＣＣは第二ＣＣ内のＸ'５残基に対して電荷が逆であるＸ
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７残基を含み、
　(ａ)の定常ドメインおよび(ｂ)の定常ドメインが、ＣＨ２ドメインおよびＣＨ３ドメイ
ンを含み、
　前記ＣＣは切断可能なリンカーによって定常ドメインに連結される、抗体。
【請求項２】
　第一および第二のポリペプチドがそれぞれＶＨおよびＣＨ１ドメインを含む、請求項１
に記載の抗体。
【請求項３】
　第一および第二のポリペプチドがそれぞれさらにヒンジドメインを含む、請求項２に記
載の抗体。
【請求項４】
　第一および第二のポリペプチドがそれぞれ、ＶＨ、ＣＨ１、ヒンジ、ＣＨ２およびＣＨ
３ドメインを、Ｎ末端からＣ末端の方向で互いに関連してＶＨ－ＣＨ１－ヒンジ－ＣＨ２
－ＣＨ３に配して含む、請求項１に記載の抗体。
【請求項５】
　抗体がさらに第三および第四のポリペプチドを含み、該第三ポリペプチドが第一ＶＬド
メインを含み、該第四ポリペプチドが第二ＶＬドメインを含む、請求項１から４のいずれ
か一項に記載の抗体。
【請求項６】
　第一ポリペプチドのＶＨドメインがテザーによって第三ポリペプチドのＶＬドメインに
連結され、第二ポリペプチドのＶＨドメインがテザーによって第四ポリペプチドのＶＬド
メインに連結される、請求項５に記載の抗体。
【請求項７】
　第三ポリペプチドがさらに第一ＣＬドメインを含み、該第一のＶＬおよびＣＬドメイン
がＮ末端からＣ末端方向にＶＬ－ＣＬで第三ポリペプチド内に互いに関連して配置されて
おり、第四ポリペプチドがさらに第二ＣＬドメインを含み、該第二のＶＬおよびＣＬドメ
インがＮ末端からＣ末端方向にＶＬ－ＣＬで第四ポリペプチド内に互いに関連して配置さ
れている、請求項５に記載の抗体。
【請求項８】
　前記第一ＶＬドメインおよび前記第二ＶＬドメインの配列が同じである、請求項５から
７のいずれか一項に記載の抗体。
【請求項９】
　前記第一または前記第二のポリペプチドのうちの少なくとも１のＶＨのＮ末端が、テザ
ーによりＣＬのＣ末端に連結している、請求項１から８のいずれか一項に記載の抗体。
【請求項１０】
　(ａ)式Ｉの７アミノ酸繰り返しを含む第一コイルドコイルドメイン(ＣＣ)と、ＣＨ２及
びＣＨ３を含む定常ドメインに連結されるＶＨドメインとを含む第一ポリペプチドであっ
て、
　　(Ｘ１Ｘ２Ｘ３Ｘ４Ｘ５Ｘ６Ｘ７)ｎ　(式Ｉ) (配列番号：２９)
　Ｘ１は疎水性アミノ酸残基又はアスパラギンであり、
　Ｘ２、Ｘ３およびＸ６は各々任意のアミノ酸残基であり、
　Ｘ４は疎水性アミノ酸残基であり、
　Ｘ５およびＸ７は各々荷電アミノ酸残基である、第一ポリペプチドと、
　(ｂ)式ＩＩの７アミノ酸繰り返しを含む第二コイルドコイルドメイン(ＣＣ)とＣＨ２お
よびＣＨ３ドメインを含む定常ドメインとを含む第二ポリペプチドであって、
　　(Ｘ'１Ｘ'２Ｘ'３Ｘ'４Ｘ'５Ｘ'６Ｘ'７)ｎ　(式ＩＩ) (配列番号：３０)
　Ｘ'１は疎水性アミノ酸残基又はアスパラギンであり、
　Ｘ'２、Ｘ'３およびＸ'６は各々任意のアミノ酸残基であり、
　Ｘ'４は疎水性アミノ酸残基であり、
　Ｘ'５およびＸ'７は各々荷電アミノ酸残基である、第二ポリペプチドと、
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を含んでなる抗体であって、
式ＩおよびＩＩのｎは２以上であり、
各々の７アミノ酸繰り返しにおいて、第一ＣＣは第二ＣＣ内のＸ'７残基に対して電荷が
逆であるＸ５残基を含み、第一ＣＣは第二ＣＣ内のＸ'５残基に対して電荷が逆であるＸ

７残基を含み、
　前記ＣＣは切断可能なリンカーによって定常ドメインに連結される、抗体。
【請求項１１】
　第一ポリペプチドがＶＨおよびＣＨ１ドメインを含む、請求項１０に記載の抗体。
【請求項１２】
　第一ポリペプチドがさらにヒンジドメインを含む、請求項１１に記載の抗体。
【請求項１３】
　第一ポリペプチドが、ＶＨ、ＣＨ１、ヒンジ、ＣＨ２およびＣＨ３ドメインを、Ｎ末端
からＣ末端の方向で互いに関連してＶＨ－ＣＨ１－ヒンジ－ＣＨ２－ＣＨ３に配して含む
、請求項１０に記載の抗体。
【請求項１４】
　抗体がさらに第三ポリペプチドを含み、この第三ポリペプチドがＶＬドメインを含む、
請求項１０から１３のいずれか一項に記載の抗体。
【請求項１５】
　前記第三ポリペプチドがさらにＣＬドメインを含み、ＶＬおよびＣＬドメインがＮ末端
からＣ末端の方向で互いに関連してＶＬ－ＣＬに配置されている、請求項１４に記載の抗
体。
【請求項１６】
　前記第一ポリペプチドのＶＨのＮ末端がテザーによりＣＬのＣ末端に連結している、請
求項１０から１５のいずれか一項に記載の抗体。
【請求項１７】
　Ｘ１、Ｘ'１、Ｘ４およびＸ'４の何れかの疎水性アミノ酸残基が、アラニン、バリン、
ロイシン、イソロイシン、トリプトファン、フェニルアラニンおよびメチオニンからなる
群から選択される、請求項１から１６のいずれか一項に記載の抗体。
【請求項１８】
　Ｘ５、Ｘ'５、Ｘ７およびＸ'７の何れかの荷電アミノ酸残基が、リジン、アルギニン、
ヒスチジン、アスパラギン酸およびグルタミン酸からなる群から選択される、請求項１か
ら１７のいずれか一項に記載の抗体。
【請求項１９】
　前記第一ＣＣの少なくとも一の７アミノ酸繰り返しにおいて、Ｘ１がアスパラギンであ
り、それぞれのＸ'１が前記第二ＣＣの少なくとも一の７アミノ酸繰り返しにおいてアス
パラギンである、請求項１から１８のいずれか一項に記載の抗体。
【請求項２０】
　(ａ)第一ＣＣが７アミノ酸繰り返しを含み、
Ｘ１がロイシン又はアスパラギンであり、
Ｘ２がアラニン又はグルタミンであり、
Ｘ３がアラニン又はグルタミンであり、
Ｘ４がロイシンであり、
Ｘ５がグルタミン酸であり、
Ｘ６がリジン又はトリプトファンであり、そして
Ｘ７がグルタミン酸であり、そして、
　(ｂ)第二ＣＣが７アミノ酸繰り返しを含み、
Ｘ'１がロイシン又はアスパラギンであり、
Ｘ'２がアラニン又はグルタミンであり、
Ｘ'３がアラニン又はグルタミンであり、
Ｘ'４がロイシンであり、
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Ｘ'５がリジンであり、
Ｘ'６がリジン又はトリプトファンであり、そして
Ｘ'７がリジンである、請求項１から１９のいずれか一項に記載の抗体。
【請求項２１】
　ｎが３以上である、請求項１から２０のいずれか一項に記載の抗体。
【請求項２２】
　ｎが４以上である、請求項２１に記載の抗体。
【請求項２３】
　前記定常ドメインがＣＨ３ドメインであり、第一ＣＣが第一ポリペプチドのＣＨ３ドメ
インにＣ末端で連結し、第二ＣＣが第二ポリペプチドのＣＨ３ドメインにＣ末端で連結し
ている、請求項１から２２のいずれか一項に記載の抗体。
【請求項２４】
　Ｌｙｓ－Ｃエンドペプチダーゼ切断部位が、前記第一または前記第二のＣＣのうちの少
なくとも１にＮ末端で位置する、請求項１から２３のいずれか一項に記載の抗体。
【請求項２５】
　抗体が多重特異性である、請求項１から８のいずれか一項に記載の抗体。
【請求項２６】
　抗体が少なくとも２の抗原を結合することができる、請求項２５に記載の抗体。
【請求項２７】
　抗体が同じ抗原上の少なくとも２のエピトープを結合することができる、請求項２５に
記載の抗体。
【請求項２８】
　前記抗体が二重特異性である、請求項１から８のいずれか一項に記載の抗体。
【請求項２９】
　前記テザーが、グリシン(Ｇ)およびセリン(Ｓ)残基を含む、請求項６、９または１６に
記載の抗体。
【請求項３０】
　前記テザーが、１５から５０のアミノ酸長である、請求項６、９または１６に記載の抗
体。
【請求項３１】
　前記テザーが、２０から２６のアミノ酸長である、請求項３０に記載の抗体。
【請求項３２】
　前記テザーがＧＧＳリピートを含む、請求項６、９、１６および２９から３１のいずれ
か一項に記載の抗体。
【請求項３３】
　前記テザーが切断可能である、請求項６、９、１６および２９から３２のいずれか一項
に記載の抗体。
【請求項３４】
　前記抗体が、Ｌｙｓ－Ｃエンドペプチダーゼ切断部位を取り除く突然変異を含む、請求
項２４から３３のいずれか一項に記載の抗体。
【請求項３５】
　前記Ｌｙｓ－Ｃエンドペプチダーゼ切断部位を取り除く突然変異がヒンジドメインにあ
る、請求項３４に記載の抗体。
【請求項３６】
　前記抗体がＫ２２２Ａ置換(ＥＵ番号付けシステム)を有する、請求項３５に記載の抗体
。
【請求項３７】
　前記テザー又は前記リンカーは、以下のエンドペプチダーゼ：フューリン、トロンビン
、Ｇｅｎｅｎａｓｅ、Ｌｙｓ－Ｃ、Ａｒｇ－Ｃ、Ａｓｐ－Ｎ、Ｇｌｕ－Ｃ、第Ｘａ因子、
タバコエッチ病ウイルスプロテアーゼ(ＴＥＶ)、エンテロキナーゼ、ヒトライノウイルス



(5) JP 6091894 B2 2017.3.15

10

20

30

40

50

Ｃ３プロテアーゼ(ＨＲＶ Ｃ３)およびキニノゲナーゼの一又は複数によって切断可能で
ある、請求項１から２３および３３のいずれか一項に記載の抗体。
【請求項３８】
　前記テザー又は前記リンカーは、アスパラギン－グリシンペプチド結合を含む、請求項
１から２３および３３のいずれか一項に記載の抗体。
【請求項３９】
　前記アスパラギン－グリシンペプチド結合がヒドロキシルアミンによって切断可能であ
る、請求項３８に記載の抗体。
【請求項４０】
　前記抗体が、細胞障害性剤にコンジュゲートした定常領域を含む、請求項１から３９の
いずれか一項に記載の抗体。
【請求項４１】
　前記抗体が哺乳動物の細胞によって発現される、請求項１から３９のいずれか一項に記
載の抗体。
【請求項４２】
　前記哺乳動物の細胞がＣＨＯ細胞である、請求項４１に記載の抗体。
【請求項４３】
　前記抗体が、原核細胞によって発現される、請求項１から３９のいずれか一項に記載の
抗体。
【請求項４４】
　前記原核細胞が大腸菌である、請求項４３に記載の抗体。
【請求項４５】
　請求項１から３９のいずれか一項に記載の抗体をコードするベクターを含む細胞を培養
培地内で培養する工程を含む、抗体の製造方法。
【請求項４６】
　さらに、前記細胞又は前記培養培地から抗体を回収することを含む、請求項４５に記載
の方法。
【請求項４７】
　さらに、
(ａ)プロテインＡを含むカラム上に前記抗体を捕捉し、
(ｂ)該カラムから抗体を溶出し、そして
(ｃ)カオトロピック剤又は中性界面活性剤を含有する溶液に溶出された抗体を希釈する
工程を含む、請求項４６に記載の方法。
【請求項４８】
　前記カオトロピック剤又は中性界面活性剤が、アルギニン、グアニジン-ＨＣｌ、尿素
、過塩素酸リチウム、ヒスチジン、ドデシル硫酸ナトリウム(ＳＤＳ)、ツイーン、トリト
ンまたはＮＰ－４０である、請求項４７に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
　【０００１】
（発明の分野）
　本発明は、新規の改変タンパク質、多特異性タンパク質複合体、例えば多特異性抗体、
それらの構築及び製造方法に関する。本発明はまた、多特異性タンパク質複合体を得る際
に有用な技術の新規な適用法に関する。
【背景技術】
　【０００２】
　商業的及び治療的目的のために有用で計測可能である多特異性抗体を構築する技術を発
見することは困難であった。多くの方法が試されたが、ほとんど全ては、いつかの問題の
中でも特に、可溶性が低い、哺乳動物細胞内で発現しない、ヘテロ二量体形成の収率低下
を示す、製造に対する高度な技術、免疫原性、生体内での短い半減期、安定性低下などの
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顕著な欠点がある(例えば、Hollinger et al., (1993) PNAS 90:6444-6448；米国特許第5
932448号；米国特許第6833441号；米国特許第５５９１８２８号；米国特許第7129330号；
米国特許第7507796号；Fischer et al., (2007) Pathobiology 74:3-14；Booy (2006) Ar
ch. Immunol. Ther. Exp. 54: 85-101；Cao et al (2003) 55:171-197；及びMarvin et a
l., (2006) Current Opinion in Drug Discovery & Development 9(2): 184-193)。ゆえ
に、多特異性抗体を製造するための技術および方法の改善が必要とされている。
【発明の概要】
　【０００３】
　本発明は、新規なタンパク質複合体およびタンパク質複合体の作製及び製造のための方
法を提供する。一態様では、本発明は、Ｆｃ ＣＨ成分に連結されるコイルドコイルドメ
インを包含し、このコイルドコイルドメインは必要に応じてＦｃ含有タンパク質から切断
可能であっても切断可能でなくてもよい。他の態様では、本発明は、テザーおよびＦｃ 
ＣＨ成分複合体を含むタンパク質を包含し、このテザーはタンパク質から切断可能であっ
ても切断可能でなくてもよい。他の態様では、本発明は、好ましくはタンパク質複合体を
形成することが可能な、コイルドコイル、テザーおよびＦｃ ＣＨ成分を含むタンパク質
を包含し、このテザーおよび／またはコイルドコイルは所望の効果に応じてタンパク質か
ら切断可能であっても切断可能でなくてもよい。他の態様では、本発明は、テザーを含む
タンパク質を調製する方法を提供し、このテザーは宿主細胞によって切断されるかまたは
インビトロで化学的に又は酵素反応によって切断される。他の態様では、本発明は、好ま
しくはタンパク質複合体を形成することが可能な、コイルドコイル、テザーおよびＦｃ 
ＣＨ成分を含むタンパク質を包含し、このテザーおよび／またはコイルドコイルは、該タ
ンパク質を発現し、該タンパク質からテザーおよび／またはコイルドコイルを切断するこ
とが可能な酵素を過剰に発現する宿主細胞によってタンパク質から切断可能である。
　【０００４】
　他の態様では、本発明は、コイルドコイルとテザーとを含むタンパク質又はタンパク質
複合体の製造方法を提供し、このテザーおよび／またはコイルドコイルは宿主細胞によっ
て切断されるかまたはインビトロで化学的に又は酵素反応によって切断される。ある特定
の実施態様では、タンパク質複合体はさらにＦｃ ＣＨ成分を含む。他の態様では、本発
明は、ヘテロマーのタンパク質複合体の製造方法であって、同じまたは異なる組換え核酸
配列から２つの異なるタンパク質を発現する条件下で宿主細胞を培養する工程を含み、こ
のとき各タンパク質がコイルドコイルドメインとテザーとを含む方法を包含する。更なる
態様では、宿主細胞は、テザーおよび／またはコイルドコイルを切断することが可能な酵
素をコードする組換え核酸配列を含む。一実施態様では、製造方法はさらに、宿主細胞に
よって作られるタンパク質を単離する工程を含む。他の実施態様では、製造方法はさらに
、宿主細胞によって製造されたタンパク質からテザーおよび／またはコイルドコイルを切
断する工程を含む。
　【０００５】
　他の態様では、本発明は、テザーおよび／またはコイルドコイルの有無にかかわらず本
明細書において記述されるタンパク質複合体を包含する。本明細書において提供される多
くの進歩および利点に加えて、本発明は、実質的に同種のヘテロ多量体複合体を製造する
ための、単一の、効率的な、収率の高い生産方法を提供する。
　【０００６】
　ある好適な実施態様では、本発明は、２以上のポリペプチドを含んでなるタンパク質複
合体であって、このとき、
第一ポリペプチドが第一コイルドコイルドメイン(ＣＣ)と第一Ｆｃ ＣＨ成分(ＦｃＣＨ)
とを含み、そして、
第二ポリペプチドが、(１)第二コイルドコイルドメイン(ＣＣ)と第二ＦｃＣＨを含み、
このとき、第一ＣＣと第二ＣＣが互いに複合体化し、そして、第一ＦｃＣＨと第二ＦｃＣ
Ｈが互いに複合体化している、タンパク質複合体を提供する。
　一実施態様では、第一ＣＣは本明細書中の式Ｉの配列を含み、第二ＣＣは本明細書中の
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式ＩＩの配列を含む。
　第二の態様では、本発明は、(ａ)式Ｉの７アミノ酸繰り返しを含む第一コイルドコイル
ドメイン(ＣＣ)を含む第一ポリペプチドと、(ｂ)Ｆｃ ＣＨ成分と、式ＩＩの７アミノ酸
繰り返しを含む第二コイルドコイル(ＣＣ)とを含む第二ポリペプチド、とを含んでなるタ
ンパク質複合体を特徴とし、このとき式ＩおよびＩＩのｎは２以上であり、各々の７アミ
ノ酸繰り返しにおいて、第一ＣＣは第二ＣＣ内のＸ'７残基に対して電荷が逆であるＸ５
残基を含み、第一ＣＣは第二ＣＣ内のＸ'５残基に対して電荷が逆であるＸ７残基を含む
。
　【０００７】
　一実施態様では、第一ポリペプチドはさらにＶＨドメインとＶＬドメインとを含み、第
二ポリペプチドはさらにＶＨとＶＬドメインとを含み、このとき各々のポリペプチドのＶ
ＨおよびＶＬドメインは、Ｎ末端からＣ末端の方向でＶＬ－ＣＬ－テザー－ＶＨと互いに
連結する。
　更なる態様では、各々のポリペプチドのＶＨドメインは互いに異なる。他の実施態様で
は、各々のポリペプチドのＶＬドメインは互いに異なる。
　一実施態様では、本発明のタンパク質複合体はヒンジ領域を含み、このときヒンジ領域
はそのヒンジ領域にＫ２２２Ａ突然変異を、そのヒンジ領域にＣ２２０Ａ突然変異を、そ
のヒンジ領域にＫ２２２ＡおよびＣ２２０Ａ突然変異を含む。
　一実施態様では、タンパク質複合体は、抗体、イムノアドヘシン、ペプチボディ又はア
フィボディからなる群から選択される。ゆえに、更なる実施態様によると、第一および／
または第二ポリペプチドはさらに、抗体の標的結合配列(例えばＶＨ又はＶＬドメイン)、
ペプチボディ(例えばペプチド)、イムノアドヘシン(例えば細胞外ドメイン)又は標的を結
合する配列を含む骨格タンパク質を含む。
　一実施態様によると、タンパク質複合体は一アーム抗体である。
　【０００８】
　一態様では、本発明は、(ａ)式Ｉの７アミノ酸繰り返しを含む第一コイルドコイルドメ
イン(ＣＣ)を含む第一ポリペプチドであって、
(Ｘ１Ｘ２Ｘ３Ｘ４Ｘ５Ｘ６Ｘ７)ｎ　(式Ｉ)(配列番号：２９)
Ｘ１は疎水性アミノ酸残基又はアスパラギンであり、
Ｘ２、Ｘ３およびＸ６は各々任意のアミノ酸残基であり、
Ｘ４は疎水性アミノ酸残基であり、
Ｘ５およびＸ７は各々荷電アミノ酸残基である、第一ポリペプチドと、
(ｂ)式ＩＩの７アミノ酸繰り返しを含む第二コイルドコイルドメイン(ＣＣ)を含む第二ポ
リペプチドであって、
(Ｘ'１ Ｘ'２ Ｘ'３ Ｘ'４ Ｘ'５ Ｘ'６ Ｘ'７)ｎ　(式ＩＩ)(配列番号：３０)
Ｘ'１は疎水性アミノ酸残基又はアスパラギンであり、
Ｘ'２、Ｘ'３およびＸ'６は各々任意のアミノ酸残基であり、
Ｘ'４は疎水性アミノ酸残基であり、
Ｘ'５およびＸ'７は各々荷電アミノ酸残基である、第二ポリペプチドと、
を含むコイルドコイルを含んでなるタンパク質複合体であって、
このとき式ＩおよびＩＩのｎが２以上であり、そして、各々の７アミノ酸繰り返しにおい
て、第一ＣＣは第二ＣＣ内のＸ'７残基に対して電荷が逆であるＸ５残基を含み、第一Ｃ
Ｃは第二ＣＣ内のＸ'５残基に対して電荷が逆であるＸ７残基を含む、タンパク質複合体
を提供する。
　一実施態様では、第一および第二のポリペプチドはそれぞれＶＨおよびＣＨ１ドメイン
を含み、それぞれさらにヒンジドメインを含んでよい。他の実施態様では、第一および第
二のポリペプチドはそれぞれさらに、ＣＨ２およびＣＨ３ドメインを含む。さらに他の実
施態様では、第一および第二のポリペプチドはそれぞれ、ＶＨ、ＣＨ１、ヒンジ、ＣＨ２
およびＣＨ３ドメインを、Ｎ末端からＣ末端の方向で互いに関連してＶＨ－ＣＨ１－ヒン
ジ－ＣＨ２－ＣＨ３に配して含む。
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　【０００９】
　一態様では、本発明は、(ａ)式Ｉの７アミノ酸繰り返しを含む第一コイルドコイルドメ
イン(ＣＣ)とＶＨドメインとを含む第一ポリペプチドであって、
(Ｘ１Ｘ２Ｘ３Ｘ４Ｘ５Ｘ６Ｘ７)ｎ　(式Ｉ)
Ｘ１は疎水性アミノ酸残基又はアスパラギンであり、
Ｘ２、Ｘ３およびＸ６は各々任意のアミノ酸残基であり、
Ｘ４は疎水性アミノ酸残基であり、
Ｘ５およびＸ７は各々荷電アミノ酸残基である、第一ポリペプチドと、
(ｂ)式ＩＩの７アミノ酸繰り返しを含む第二コイルドコイルドメイン(ＣＣ)とＶＨドメイ
ンとを含む第二ポリペプチドであって、
(Ｘ'１ Ｘ'２ Ｘ'３ Ｘ'４ Ｘ'５ Ｘ'６ Ｘ'７)ｎ　(式ＩＩ)
Ｘ'１は疎水性アミノ酸残基又はアスパラギンであり、
Ｘ'２、Ｘ'３およびＸ'６は各々任意のアミノ酸残基であり、
Ｘ'４は疎水性アミノ酸残基であり、
Ｘ'５およびＸ'７は各々荷電アミノ酸残基である、第二ポリペプチドと、
を含んでなる抗体であって、
このとき式ＩおよびＩＩのｎが２以上であり、そして、各々の７アミノ酸繰り返しにおい
て、第一ＣＣは第二ＣＣ内のＸ'７残基に対して電荷が逆であるＸ５残基を含み、第一Ｃ
Ｃは第二ＣＣ内のＸ'５残基に対して電荷が逆であるＸ７残基を含む、抗体を提供する。
　ある実施態様では、第一および第二のポリペプチドはそれぞれＶＨおよびＣＨ１ドメイ
ンを含み、それぞれさらにヒンジドメインを含んでよい。他の実施態様では、第一および
第二のポリペプチドはそれぞれさらに、ＣＨ２およびＣＨ３ドメインを含む。さらに他の
実施態様では、第一および第二のポリペプチドはそれぞれ、ＶＨ、ＣＨ１、ヒンジ、ＣＨ
２およびＣＨ３ドメインを、Ｎ末端からＣ末端の方向で互いに関連してＶＨ－ＣＨ１－ヒ
ンジ－ＣＨ２－ＣＨ３に配して含む。
　【００１０】
　具体的な実施態様では、抗体はさらに第三および第四のポリペプチドを含み、この第三
ポリペプチドは第一ＶＬドメインを含み、第四ポリペプチドは第二ＶＬドメインを含む。
ある実施態様では、第一ポリペプチドのＶＨドメインはテザーによって第三ポリペプチド
のＶＬドメインに連結され、第二ポリペプチドのＶＨドメインはテザーによって第四ポリ
ペプチドのＶＬドメインに連結される。他の実施態様では、第三ポリペプチドはさらに第
一ＣＬドメインを含み、このとき第一ＶＬおよびＣＬドメインがＮ末端からＣ末端方向に
ＶＬ－ＣＬで第三ポリペプチド内に互いに関連して配置されており、第四ポリペプチドは
さらに第二ＣＬドメインを含み、このとき第二ＶＬおよびＣＬドメインがＮ末端からＣ末
端方向にＶＬ－ＣＬで第四ポリペプチド内に互いに関連して配置されている。
　更なる実施態様では、第一ＶＬドメインおよび第二ＶＬドメインの配列は同じである。
更なる実施態様では、第一および第二ポリペプチドのうちの少なくとも１のＶＨのＮ末端
は、テザーによりＣＬのＣ末端に連結される。
　【００１１】
　第二の態様では、本発明は、(ａ)式Ｉの７アミノ酸繰り返しを含む第一コイルドコイル
ドメイン(ＣＣ)とＶＨドメインとを含む第一ポリペプチドと、(ｂ)ＣＨ２およびＣＨ３ド
メインと、式ＩＩの７アミノ酸繰り返しを含む第二コイルドコイル(ＣＣ)とを含む第二ポ
リペプチド、とを含んでなる抗体を特徴とし、このとき式ＩおよびＩＩのｎは２以上であ
り、各々の７アミノ酸繰り返しにおいて、第一ＣＣは第二ＣＣ内のＸ'７残基に対して電
荷が逆であるＸ５残基を含み、第一ＣＣは第二ＣＣ内のＸ'５残基に対して電荷が逆であ
るＸ７残基を含む。
　本発明の第二の態様の一実施態様では、第一ポリペプチドはＶＨおよびＣＨ１ドメイン
を含み、さらにヒンジドメインを含んでよい。他の実施態様では、第一ポリペプチドはさ
らにＣＨ２およびＣＨ３ドメインを含む。本発明の第二の態様の更なる実施態様では、第
一ポリペプチドは、ＶＨ、ＣＨ１、ヒンジ、ＣＨ２およびＣＨ３ドメインを、Ｎ末端から
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Ｃ末端の方向で互いに関連してＶＨ－ＣＨ１－ヒンジ－ＣＨ２－ＣＨ３に配して含む。本
発明の第二の態様の更に他の実施態様では、抗体はさらに、ＶＬドメインを含む第三ポリ
ペプチドを含む。ある例では、第三ポリペプチドはさらにＣＬドメインを含み、ＶＬおよ
びＣＬドメインはＮ末端からＣ末端の方向で互いに関連してＶＬ－ＣＬに配置される。本
発明の第二の態様の更なる他の実施態様では、第一ポリペプチドのＶＨのＮ末端はテザー
によりＣＬのＣ末端に連結される。
　【００１２】
　一実施態様では、本発明の二アーム抗体は２ではなく１のテザーを含んでいるため、抗
体が、(１)コイルドコイルドメインと本発明に係る軽鎖に繋がれた重鎖を含むポリペプチ
ド、(２)コイルドコイルドメインと重鎖を含むポリペプチド、および(３)軽鎖を含むポリ
ペプチドを含む。他の実施態様では、このような二アーム抗体を発現する宿主細胞が考え
られる。 
　他の実施態様では、Ｘ１、Ｘ'１、Ｘ４およびＸ'４の何れかの疎水性アミノ酸残基は、
アラニン、バリン、ロイシン、イソロイシン、トリプトファン、フェニルアラニンおよび
メチオニンからなる群から選択される。他の実施態様では、Ｘ５、Ｘ'５、Ｘ７およびＸ'

７の何れかの荷電アミノ酸残基は、リジン、アルギニン、ヒスチジン、アスパラギン酸お
よびグルタミン酸からなる群から選択される。更なる実施態様では、第一ＣＣの少なくと
も一の７アミノ酸繰り返しにおいて、Ｘ１はアスパラギンであり、それぞれのＸ'１は第
二ＣＣの少なくとも一の７アミノ酸繰り返しにおいてアスパラギンである。
　更に他の実施態様では、第一ＣＣは７アミノ酸繰り返しを含み、このときＸ１はロイシ
ン又はアスパラギンであり、Ｘ２はアラニン又はグルタミンであり、Ｘ３はアラニン又は
グルタミンであり、Ｘ４はロイシンであり、Ｘ５はグルタミン酸であり、Ｘ６はリジン又
はトリプトファンであり、Ｘ７はグルタミン酸であり、そして、第二ＣＣは７アミノ酸繰
り返しを含み、このときＸ'１はロイシン又はアスパラギンであり、Ｘ'２はアラニン又は
グルタミンであり、Ｘ'３はアラニン又はグルタミンであり、Ｘ'４はロイシンであり、Ｘ
'５はリジンであり、Ｘ'６はリジン又はトリプトファンであり、Ｘ'７はリジンである。
　【００１３】
　更なる実施態様では、式ＩおよびＩＩのｎは３以上、例えば４、５、６、７、８、９、
１０、２０、３０、４０、５０、６０、７０、８０、９０又は１００以上である。
　更なる実施態様では、第一または第二のＣＣのうちの少なくとも１は、タンパク質の定
常ドメインにＣ末端で連結されている。例えば、定常ドメインはＣＨ３ドメインであり、
第一ＣＣは第一ポリペプチドのＣＨ３ドメインにＣ末端で連結され、第二ＣＣは第二ポリ
ペプチドのＣＨ３ドメインにＣ末端で連結されている。連結は、例えば切断可能なリンカ
ー配列によるものである。他の実施態様では、Ｌｙｓ－Ｃエンドペプチダーゼ切断部位は
、第一または第二のＣＣのうちの少なくとも１にＮ末端で位置する。
　他の態様では、本発明は、ＶＬ、ＣＬ、テザー、ＶＨ、ＣＨ１、ＣＨ２およびＣＨ３ド
メインを、Ｎ末端からＣ末端の方向で互いに関連してＶＬ－ＣＬ－テザー－ＶＨ－ＣＨ１
－ＣＨ２－ＣＨ３(式ＩＩＩ)に配して含む第一ポリペプチドを含む抗体を特徴とする。一
実施態様では、抗体はさらに式ＩＩＩの第二ポリペプチドを含む。
　特定の実施態様では、本発明の抗体は多特異性である。例えば、抗体は少なくとも２の
抗原を結合することができるか、または同じ抗原上の少なくとも２のエピトープを結合す
ることができる。他の実施態様では、抗体は二重特異性である。
　【００１４】
　更なる実施態様では、本発明のタンパク質は、グリシン(Ｇ)およびセリン(Ｓ)残基を含
むテザーを含む。一実施態様では、テザーは、例えば１５から５０のアミノ酸長である。
特定の実施態様では、テザーは、２０から３２のアミノ酸長、例えば２０、２１、２２、
２３、２４、２５、２６、２７、２８、２９、３０、３１、３２のアミノ酸長である。一
実施態様では、テザーはＧＧＳリピートを含む。他の実施態様では、テザーは切断可能で
ある。ある好適な実施態様では、テザーは、同じ酵素によってテザーのＮおよびＣ末端の
２つの部位で又はその近くで切断可能である。一実施態様では、テザーはフューリンのた
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めの切断部位を含む。更なる実施態様では、フューリン切断部位はＲＸＲＸＲＲ(配列番
号：２５)であり、Ｘは任意のアミノ酸である。
　更なる実施態様では、本発明の抗体は、Ｌｙｓ－Ｃエンドペプチダーゼ切断部位を取り
除く突然変異を含む。ある例では、Ｌｙｓ－Ｃエンドペプチダーゼ切断部位を取り除く突
然変異はヒンジドメインにある。例えば、抗体はＫ２２２Ａ置換(ＥＵ番号付けシステム)
を有する。
　他の実施態様では、テザー又はリンカーは、以下のエンドペプチダーゼ：フューリン、
トロンビン、Ｇｅｎｅｎａｓｅ、Ｌｙｓ－Ｃ、Ａｒｇ－Ｃ、Ａｓｐ－Ｎ、Ｇｌｕ－Ｃ、第
Ｘａ因子、タバコエッチ病ウイルスプロテアーゼ(ＴＥＶ)、エンテロキナーゼ、ヒトライ
ノウイルスＣ３プロテアーゼ(ＨＲＶ Ｃ３)又はキニノゲナーゼの一又は複数によって切
断可能である。特定の実施態様では、テザー又はリンカーは、アスパラギン－グリシンペ
プチド結合、例えばヒドロキシルアミンによって切断可能なアスパラギン－グリシンペプ
チド結合を含む。
　一実施態様では、本発明の抗体はさらに、ＫｎＨ技術を使用してＣＬ／ＣＨ１におよび
又はＶＨ／ＶＬ界面に突然変異を含む。一実施態様では、本発明の多特異性抗体は、本発
明のコイルドコイルとＣＬ／ＣＨ１界面のノブ(knob)およびホール(hole)を使用して構築
した。
　【００１５】
　更なる実施態様では、本発明の抗体は、細胞障害性剤にコンジュゲートした定常領域を
含む。
　更に他の実施態様では、本発明の抗体は、真核細胞、例えばＣＨＯ細胞などの哺乳動物
の細胞によって発現される。代替的実施態様では、抗体は、原核細胞、例えば大腸菌細胞
によって発現される。
　更なる態様では、本発明は、抗体などのタンパク質複合体の製造方法を特徴とする。し
たがって、本発明はいくつかの新規な態様を提供する。一実施態様では、この方法は、本
発明のタンパク質をコードするベクターを含む細胞を培養培地内で培養する工程を含む。
一実施態様では、方法はさらに、細胞又は培養培地からタンパク質を回収することを含む
。他の実施態様では、方法はさらに、(ａ)プロテインＡを含むカラム上に抗体を捕捉し、
(ｂ)カラムから抗体を溶出し、そして(ｂ)カオトロピック剤又は中性(mild)界面活性剤を
含有する溶液に溶出された抗体を希釈する工程を含む。
　更に他の態様では、本発明は、溶液中にコイルドコイルを含有する抗体を維持する方法
を特徴とする。本方法は、カオトロピック剤又は中性(mild)界面活性剤の存在下で抗体を
維持することを含む。本方法で使われうるカオトロピック剤又は中性(mild)界面活性剤の
例には、アルギニン、グアニジン-ＨＣｌ、尿素、過塩素酸リチウム、ヒスチジン、ドデ
シル硫酸ナトリウム(ＳＤＳ)、ツイーン、トリトンおよびＮＰ－４０が含まれる。
　【００１６】
　一実施態様では、本発明のヘテロ多量体複合体は２以上の標的分子に結合する。他の実
施態様では、ヘテロ多量体複合体中の各ポリペプチドは異なる標的分子に結合する。更に
他の実施態様では、ヘテロ多量体複合体は、結合する標的分子(一又は複数)の生物学的活
性を阻害する。一実施態様では、所望の生物学的効果が、エフェクター細胞(例えばＴリ
ンパ球、ナチュラルキラー細胞(ＮＫ)、マクロファージ又は他の単核細胞)の非常に近く
に枯渇されたか不活性化された細胞を運ぶことである場合、標的分子のうちの１つはＣＤ
３、ＣＤ１６又はＣＤ６４であってよい。
　一実施態様によると、本発明のヘテロ多量体複合体は、ＩＬ-１αおよびＩＬ-１β、Ｉ
Ｌ-１２およびＩＬ-１８；ＩＬ-１３およびＩＬ-９；ＩＬ-１３およびＩＬ-４；ＩＬ-１
３およびＩＬ-５；ＩＬ-５およびＩＬ-４；ＩＬ-１３およびＩＬ-１β；ＩＬ-１３および
ＩＬ－２５；ＩＬ-１３およびＴＡＲＣ；ＩＬ-１３およびＭＤＣ；ＩＬ-１３およびＭＥ
Ｆ；ＩＬ-１３およびＴＧＦ-β；ＩＬ-１３およびＬＨＲアゴニスト；ＩＬ-１２およびＴ
ＷＥＡＫ、ＩＬ-１３およびＣＬ２５；ＩＬ-１３およびＳＰＲＲ２ａ；ＩＬ-１３および
ＳＰＲＲ２ｂ；ＩＬ－１３およびＡＤＡＭ８、ＩＬ-１３およびＰＥＤ２、ＩＬ１７Ａお
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よびＩＬ１７Ｆ、ＣＤ３およびＣＤ１９、ＣＤ１３８およびＣＤ２０；ＣＤ１３８および
ＣＤ４０；ＣＤ１９およびＣＤ２０；ＣＤ２０およびＣＤ３；ＣＤ３８およびＣＤ１３８
；ＣＤ３８およびＣＤ２０；ＣＤ３８およびＣＤ４０；ＣＤ４０およびＣＤ２０；ＣＤ-
８およびＩＬ-６；ＣＤ２０およびＢＲ３、ＴＮＦαおよびＴＧＦ-β、ＴＮＦαおよびＩ
Ｌ－１β；ＴＮＦαおよびＩＬ－２、ＴＮＦαおよびＩＬ-３、ＴＮＦαおよびＩＬ-４、
ＴＮＦαおよびＩＬ-５、ＴＮＦαおよびＩＬ６、ＴＮＦαおよびＩＬ８、ＴＮＦαおよ
びＩＬ-９、ＴＮＦαおよびＩＬ-１０、ＴＮＦαおよびＩＬ-１１、ＴＮＦαおよびＩＬ-
１２、ＴＮＦαおよびＩＬ-１３、ＴＮＦαおよびＩＬ-１４、ＴＮＦαおよびＩＬ-１５
、ＴＮＦαおよびＩＬ-１６、ＴＮＦαおよびＩＬ-１７、ＴＮＦαおよびＩＬ-１８、Ｔ
ＮＦαおよびＩＬ-１９、ＴＮＦαおよびＩＬ-２０、ＴＮＦαおよびＩＬ-２３、ＴＮＦ
αおよびＩＦＮα、ＴＮＦαおよびＣＤ４、ＴＮＦαおよびＶＥＧＦ、ＴＮＦαおよびＭ
ＩＦ、ＴＮＦαおよびＩＣＡＭ-１、ＴＮＦαおよびＰＧＥ４、ＴＮＦαおよびＰＥＧ２
、ＴＮＦαおよびＲＡＮＫリガンド、ＴＮＦαおよびＴｅ３８；ＴＮＦαおよびＢＡＦＦ
；ＴＮＦαおよびＣＤ２２；ＴＮＦαおよびＣＴＬＡ-４；ＴＮＦαおよびＧＰ１３０；
ＴＮＦαおよびＩＬ-１２ｐ４０；ＶＥＧＦおよびＨＥＲ２、ＶＥＧＦ－ＡおよびＨＥＲ
２、ＶＥＧＦ－ＡおよびＰＤＧＦ、ＨＥＲ１およびＨＥＲ２、ＶＥＧＦ－ＡおよびＶＥＧ
Ｆ－Ｃ、ＶＥＧＦ－ＣおよびＶＥＧＦ－Ｄ、ＨＥＲ２およびＤＲ５、ＶＥＧＦおよびＩＬ
-８、ＶＥＧＦおよびＭＥＴ、ＶＥＧＦＲおよびＭＥＴレセプター、ＶＥＧＦＲおよびＥ
ＧＦＲ、ＨＥＲ２およびＣＤ６４、ＨＥＲ２およびＣＤ３、ＨＥＲ２およびＣＤ１６、Ｈ
ＥＲ２およびＨＥＲ３；ＥＧＦＲおよびＨＥＲ２、ＥＧＦＲおよびＨＥＲ３、ＥＧＦＲお
よびＨＥＲ４、ＩＬ－１３およびＣＤ４０Ｌ、ＩＬ４およびＣＤ４０Ｌ、ＴＮＦＲ１およ
びＩＬ－１Ｒ、ＴＮＦＲ１およびＩＬ－６ＲおよびＴＮＦＲ１およびＩＬ－１８Ｒ、Ｅｐ
ＣＡＭおよびＣＤ３、ＭＡＰＧおよびＣＤ２８、ＥＧＦＲおよびＣＤ６４、ＣＳＰＧｓお
よびＲＧＭ Ａ；ＣＴＬＡ-４およびＢＴＮＯ２；ＩＧＦ１およびＩＧＦ２；ＩＧＦ１／２
およびＥｒｂ２Ｂ；ＭＡＧおよびＲＧＭ Ａ；ＮｇＲおよびＲＧＭ Ａ；ＮｏｇｏＡおよび
ＲＧＭ Ａ；ＯＭＧｐおよびＲＧＭ Ａ；ＰＤＬ－ＩおよびＣＴＬＡ-４；およびＲＧＭ Ａ
およびＲＧＭ Ｂからなる群から選択される少なくとも２つの標的分子に結合する。
　【００１７】
　更なる実施態様では、本発明は、配列番号：１の配列を含む第一重鎖と、配列番号：２
の配列を含む第二重鎖と、配列番号：３の配列を含む軽鎖とを含む単離された抗体であっ
て、ＦｃεＲ１およびＦｃγＲ２ｂを特異的に結合する単離された抗体を特徴とする。
　他の実施態様では、本発明は、配列番号：４の配列を含む第一重鎖と、配列番号：５の
配列を含む第二重鎖と、配列番号：６の配列を含む軽鎖とを含む単離された抗体であって
、ＨＥＲ２を特異的に結合する単離された抗体を特徴とする。
　更に他の実施態様では、本発明は、配列番号：７の配列を含む第一重鎖と、配列番号：
５の配列を含む第二重鎖と、配列番号：８の配列を含む軽鎖とを含む単離された抗体であ
って、ＥＧＦＲを特異的に結合する単離された抗体を特徴とする。
　更なる実施態様では、本発明は、配列番号：９の配列を含む第一軽鎖配列及び第一重鎖
配列と、配列番号：１０の配列を含む第二軽鎖配列及び第二重鎖配列とを含む単離された
抗体であって、ＨＥＲ２およびＥＧＦＲを特異的に結合する単離された抗体を特徴とする
。
　更なる実施態様では、本発明は、配列番号：１１の配列を含む第一軽鎖配列及び第一重
鎖配列と、配列番号：１０の配列を含む第二軽鎖配列及び第二重鎖配列とを含む単離され
た抗体であって、ＨＥＲ２およびＥＧＦＲを特異的に結合する単離された抗体を特徴とす
る。
　【００１８】
　また、本発明は、治療の方法における本明細書中に記載の方法によって作製された抗体
の使用を特徴とする。一実施態様では、本発明は、被検体のアレルギー性または炎症性の
応答(例えば自己免疫性疾患)を治療する方法における、ＦｃεＲ１およびＦｃγＲ２ｂを
特異的に結合する抗体の使用を特徴とする。本方法は、被検体のアレルギー性または炎症
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性の応答を治療するために十分な時間と量で、被検体に抗体又は抗体断片を投与すること
を含む。他の実施態様では、本発明は、被検体の腫瘍を治療する方法におけるＨＥＲ２又
はＥＧＦＲ(またはＨＥＲ２およびＥＧＦＲの両方)を特異的に結合する抗体の使用を特徴
とする。この方法は、被検体の腫瘍を治療するために十分な時間と量で、被検体に抗体又
は抗体断片を投与することを含む。
　特定の実施態様では、本明細書に記載する治療の方法は、コイルドコイルおよび／また
はテザーを欠く抗体断片の使用を包含する。この実施態様では、コイルドコイルおよび／
またはテザー配列は、製造後の抗体、及び治療的投与に使用される操作された後の抗体か
ら切断される。更なる実施態様では、治療の方法は、被検体に有効量の第二薬剤を投与す
ることを包含する。第二薬剤は、他の抗体ないし抗体断片、化学療法剤、細胞障害性剤、
抗血管形成剤、免疫抑制剤、プロドラッグ、サイトカイン、サイトカインアンタゴニスト
、細胞障害性放射線療法、副腎皮質ステロイド、制吐剤、癌ワクチン、鎮痛剤又は増殖阻
害性剤を含有してよい。第二薬剤は、第一薬剤(例えば抗体ないし抗体断片)の投与の前ま
たはその投与の後に投与されうる。他の実施態様では、第二薬剤は第一薬剤と同時に投与
される。
　【００１９】
　更なる実施態様では、本発明は、配列番号：１、２、３、４、５、６、７、８、９、１
０、１１、１７－１８、２６、３１－３２及び３５－３６のいずれか一又はこれらの組合
せの配列をコードする単離されたポリヌクレオチド、配列番号：１、２、３、４、５、６
、７、８、９、１０、１１、１７－１８、２６、３１－３２及び３５－３６のいずれか一
又はこれらの組合せの配列を含有するポリヌクレオチドを含むベクター、及び該ベクター
を含む宿主細胞を特徴とする。宿主細胞は、真核細胞、例えば酵母、昆虫又は哺乳動物の
細胞であってよい。一実施態様では、哺乳動物細胞はチャイニーズハムスター卵巣(ＣＨ
Ｏ細胞)である。また、宿主細胞は、原核細胞、例えば大腸菌細胞であってよい。他の実
施態様では、本発明は、配列番号：１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、
１７－１８、２６、３１－３２及び３５－３６の配列のいずれか一又はこれらの組合せを
含む単離されたポリペプチドを特徴とする。
　更なる実施態様
　実施態様１．
　(ａ)式Ｉの７アミノ酸繰り返しを含む第一コイルドコイルドメイン(ＣＣ)とＶＨドメイ
ンとを含む第一ポリペプチドであって、
　　(Ｘ１Ｘ２Ｘ３Ｘ４Ｘ５Ｘ６Ｘ７)ｎ　(式Ｉ)
　Ｘ１は疎水性アミノ酸残基又はアスパラギンであり、
　Ｘ２、Ｘ３およびＸ６は各々任意のアミノ酸残基であり、
　Ｘ４は疎水性アミノ酸残基であり、
　Ｘ５およびＸ７は各々荷電アミノ酸残基である、第一ポリペプチドと、
　(ｂ)式ＩＩの７アミノ酸繰り返しを含む第二コイルドコイルドメイン(ＣＣ)とＶＨドメ
インとを含む第二ポリペプチドであって、
　　(Ｘ'１Ｘ'２Ｘ'３Ｘ'４Ｘ'５Ｘ'６Ｘ'７)ｎ　(式ＩＩ)
　Ｘ'１は疎水性アミノ酸残基又はアスパラギンであり、
　Ｘ'２、Ｘ'３およびＸ'６は各々任意のアミノ酸残基であり、
　Ｘ'４は疎水性アミノ酸残基であり、
　Ｘ'５およびＸ'７は各々荷電アミノ酸残基である、第二ポリペプチドと、
を含む抗体であって、 
このとき式ＩおよびＩＩのｎが２以上であり、そして、
各々の７アミノ酸繰り返しにおいて、第一ＣＣは第二ＣＣ内のＸ'７残基に対して電荷が
逆であるＸ５残基を含み、第一ＣＣは第二ＣＣ内のＸ'５残基に対して電荷が逆であるＸ

７残基を含む、抗体。
　実施態様２．
　第一および第二のポリペプチドがそれぞれＶＨおよびＣＨ１ドメインを含む、実施態様
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１に記載の抗体。
　実施態様３．
　第一および第二のポリペプチドがそれぞれさらにヒンジドメインを含む、実施態様２に
記載の抗体。
　実施態様４．
　第一および第二のポリペプチドがそれぞれさらにＣＨ２およびＣＨ３ドメインを含む、
実施態様１から３のいずれか一に記載の抗体。
　実施態様５．
　第一および第二のポリペプチドがそれぞれ、ＶＨ、ＣＨ１、ヒンジ、ＣＨ２およびＣＨ
３ドメインを、Ｎ末端からＣ末端の方向で互いに関連してＶＨ－ＣＨ１－ヒンジ－ＣＨ２
－ＣＨ３に配して含む、実施態様１に記載の抗体。
　実施態様６．
　抗体がさらに第三および第四のポリペプチドを含み、このとき該第三ポリペプチドが第
一ＶＬドメインを含み、該第四ポリペプチドが第二ＶＬドメインを含む、実施態様１から
５のいずれか一に記載の抗体。
　実施態様７．
　第一ポリペプチドのＶＨドメインがテザーによって第三ポリペプチドのＶＬドメインに
連結され、第二ポリペプチドのＶＨドメインがテザーによって第四ポリペプチドのＶＬド
メインに連結される、実施態様６に記載の抗体。
　実施態様８．
　第三ポリペプチドがさらに第一ＣＬドメインを含み、このとき該第一のＶＬおよびＣＬ
ドメインがＮ末端からＣ末端方向にＶＬ－ＣＬで第三ポリペプチド内に互いに関連して配
置されており、第四ポリペプチドがさらに第二ＣＬドメインを含み、このとき該第二のＶ
ＬおよびＣＬドメインがＮ末端からＣ末端方向にＶＬ－ＣＬで第四ポリペプチド内に互い
に関連して配置されている、実施態様６に記載の抗体。
　実施態様９．
　前記第一ＶＬドメインおよび前記第二ＶＬドメインの配列が同じである、実施態様６か
ら８のいずれか一に記載の抗体。
　実施態様１０．
　前記第一または前記第二のポリペプチドのうちの少なくとも１のＶＨのＮ末端が、テザ
ーによりＣＬのＣ末端に連結している、実施態様１から９のいずれか一に記載の抗体。
　実施態様１１．
　(ａ)式Ｉの７アミノ酸繰り返しを含む第一コイルドコイルドメイン(ＣＣ)とＶＨドメイ
ンとを含む第一ポリペプチドであって、
　　(Ｘ１Ｘ２Ｘ３Ｘ４Ｘ５Ｘ６Ｘ７)ｎ　(式Ｉ)
　Ｘ１は疎水性アミノ酸残基又はアスパラギンであり、
　Ｘ２、Ｘ３およびＸ６は各々任意のアミノ酸残基であり、
　Ｘ４は疎水性アミノ酸残基であり、
　Ｘ５およびＸ７は各々荷電アミノ酸残基である、第一ポリペプチドと、
　(ｂ)式ＩＩの７アミノ酸繰り返しを含む第二コイルドコイル(ＣＣ)とＣＨ２およびＣＨ
３ドメインとを含む第二ポリペプチドであって、
　　(Ｘ'１Ｘ'２Ｘ'３Ｘ'４Ｘ'５Ｘ'６Ｘ'７)ｎ　(式ＩＩ)
　Ｘ'１は疎水性アミノ酸残基又はアスパラギンであり、
　Ｘ'２、Ｘ'３およびＸ'６は各々任意のアミノ酸残基であり、
　Ｘ'４は疎水性アミノ酸残基であり、
　Ｘ'５およびＸ'７は各々荷電アミノ酸残基である、第二ポリペプチドと、
を含んでなる抗体であって、
このとき式ＩおよびＩＩのｎは２以上であり、
各々の７アミノ酸繰り返しにおいて、第一ＣＣは第二ＣＣ内のＸ'７残基に対して電荷が
逆であるＸ５残基を含み、第一ＣＣは第二ＣＣ内のＸ'５残基に対して電荷が逆であるＸ
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７残基を含む、抗体。
　実施態様１２．
　第一ポリペプチドがＶＨおよびＣＨ1ドメインを含む、実施態様１１に記載の抗体。
　実施態様１３．
　第一ポリペプチドがさらにヒンジドメインを含む、実施態様１２に記載の抗体。
　実施態様１４．
　第一ポリペプチドがさらにＣＨ2およびＣＨ3ドメインを含む、実施態様１２または１３
に記載の抗体。
　実施態様１５．
　第一ポリペプチドが、ＶＨ、ＣＨ１、ヒンジ、ＣＨ２およびＣＨ３ドメインを、Ｎ末端
からＣ末端の方向で互いに関連してＶＨ－ＣＨ１－ヒンジ－ＣＨ２－ＣＨ３に配して含む
、実施態様１１に記載の抗体。
　実施態様１６．
　抗体がさらに第三ポリペプチドを含み、このときこの第三ポリペプチドがＶＬドメイン
を含む、実施態様１１から１５のいずれか一に記載の抗体。
　実施態様１７．
　前記第三ポリペプチドがさらにＣＬドメインを含み、ＶＬおよびＣＬドメインがＮ末端
からＣ末端の方向で互いに関連してＶＬ－ＣＬに配置されている、実施態様１６に記載の
抗体。
　実施態様１８．
　前記第一ポリペプチドのＶＨのＮ末端がテザーによりＣＬのＣ末端に連結している、実
施態様１１から１７のいずれか一に記載の抗体。
　実施態様１９．
　Ｘ１、Ｘ'１、Ｘ４およびＸ'４の何れかの疎水性アミノ酸残基が、アラニン、バリン、
ロイシン、イソロイシン、トリプトファン、フェニルアラニンおよびメチオニンからなる
群から選択される、実施態様１から１８のいずれか一に記載の抗体。
　実施態様２０．
　Ｘ５、Ｘ'５、Ｘ７およびＸ'７の何れかの荷電アミノ酸残基が、リジン、アルギニン、
ヒスチジン、アスパラギン酸およびグルタミン酸からなる群から選択される、実施態様１
から１９のいずれか一に記載の抗体。
　実施態様２１．
　前記第一ＣＣの少なくとも一の７アミノ酸繰り返しにおいて、Ｘ１がアスパラギンであ
り、それぞれのＸ'１が前記第二ＣＣの少なくとも一の７アミノ酸繰り返しにおいてアス
パラギンである、実施態様１から２０のいずれか一に記載の抗体。
　実施態様２２．
　(ａ)第一ＣＣが７アミノ酸繰り返しを含み、このとき
Ｘ１がロイシン又はアスパラギンであり、
Ｘ２がアラニン又はグルタミンであり、
Ｘ３がアラニン又はグルタミンであり、
Ｘ４がロイシンであり、
Ｘ５がグルタミン酸であり、
Ｘ６がリジン又はトリプトファンであり、そして
Ｘ７がグルタミン酸であり、そして、
　(ｂ)第二ＣＣが７アミノ酸繰り返しを含み、このとき
Ｘ'１がロイシン又はアスパラギンであり、
Ｘ'２がアラニン又はグルタミンであり、
Ｘ'３がアラニン又はグルタミンであり、
Ｘ'４がロイシンであり、
Ｘ'５がリジンであり、
Ｘ'６がリジン又はトリプトファンであり、そして
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Ｘ'７がリジンである
、実施態様１から２１のいずれか一に記載に記載の抗体。
　実施態様２３．
　ｎが３以上である、実施態様１から２２のいずれか一に記載の抗体。
　実施態様２４．
　ｎが４以上である、実施態様２３に記載の抗体。
　実施態様２５．
　前記第一または前記第二のＣＣのうちの少なくとも１が、抗体の定常ドメインにＣ末端
で連結している、実施態様１から２４のいずれか一に記載の抗体。
　実施態様２６．
　前記定常ドメインがＣＨ３ドメインであり、第一ＣＣが第一ポリペプチドのＣＨ３ドメ
インにＣ末端で連結し、第二ＣＣが第二ポリペプチドのＣＨ３ドメインにＣ末端で連結し
ている、実施態様２５に記載の抗体。
　実施態様２７．
　連結が、切断可能なリンカー配列によるものである、実施態様２５または２６の抗体。
　実施態様２８．
　Ｌｙｓ－Ｃエンドペプチダーゼ切断部位が、前記第一または前記第二のＣＣのうちの少
なくとも１にＮ末端で位置する、実施態様１から２７のいずれか一に記載の抗体。
　実施態様２９．
　ＶＬ、ＣＬ、テザー、ＶＨ、ＣＨ１、ＣＨ２およびＣＨ３ドメインを、Ｎ末端からＣ末
端の方向で互いに関連してＶＬ－ＣＬ－テザー－ＶＨ－ＣＨ１－ＣＨ２－ＣＨ３(式ＩＩ
Ｉ)に配して含む第一ポリペプチドを含んでなる抗体。
　実施態様３０．
　抗体がさらに式ＩＩＩの第二ポリペプチドを含む、実施態様２９に記載の抗体。
　実施態様３１．
　抗体が多特異性である、実施態様１から９および３０のいずれか一に記載の抗体。
　実施態様３２．
　抗体が少なくとも２の抗原を結合することができる、実施態様３１に記載の抗体。
　実施態様３３．
　抗体が同じ抗原上の少なくとも２のエピトープを結合することができる、実施態様３１
に記載の抗体。
　実施態様３４．
　前記抗体が二重特異性である、実施態様１から９および３０のいずれか一に記載の抗体
。　実施態様３５．
　前記テザーが、グリシン(Ｇ)およびセリン(Ｓ)残基を含む、実施態様７、１０、１８、
２９または３０に記載の抗体。
　実施態様３６．
　前記テザーが、１５から５０のアミノ酸長である、実施態様７、１０、１８、２９、３
０または３５に記載の抗体。
　実施態様３７．
　前記テザーが、２０から２６のアミノ酸長である、実施態様３６に記載の抗体。
　実施態様３８．
　前記テザーがＧＧＳリピートを含む、実施態様７、１０、１８、２９、３０および３５
から３７のいずれか一に記載の抗体。
　実施態様３９．
　前記テザーが切断可能である、実施態様７、１０、１８、２９、３０および３５から３
８のいずれか一に記載の抗体。
　実施態様４０．
　前記抗体が、Ｌｙｓ－Ｃエンドペプチダーゼ切断部位を取り除く突然変異を含む、実施
態様２８から３９のいずれか一に記載の抗体。
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　実施態様４１．
　前記のＬｙｓ－Ｃエンドペプチダーゼ切断部位を取り除く突然変異がヒンジドメインに
ある、実施態様４０に記載の抗体。
　実施態様４２．
　前記抗体がＫ２２２Ａ置換(ＥＵ番号付けシステム)を有する、実施態様４１に記載の抗
体。　実施態様４３．
　前記テザー又は前記リンカーは、以下のエンドペプチダーゼ：フューリン、トロンビン
、Ｇｅｎｅｎａｓｅ、Ｌｙｓ－Ｃ、Ａｒｇ－Ｃ、Ａｓｐ－Ｎ、Ｇｌｕ－Ｃ、第Ｘａ因子、
タバコエッチ病ウイルスプロテアーゼ(ＴＥＶ)、エンテロキナーゼ、ヒトライノウイルス
Ｃ3プロテアーゼ(ＨＲＶ Ｃ3)およびキニノゲナーゼの一又は複数によって切断可能であ
る、実施態様２７または３９に記載の抗体。
　実施態様４４．
　前記テザー又は前記リンカーは、アスパラギン－グリシンペプチド結合を含む、実施態
様２７または３９に記載の抗体。
　実施態様４５．
　前記アスパラギン－グリシンペプチド結合がヒドロキシルアミンによって切断可能であ
る、実施態様４４に記載の抗体。
　実施態様４６．
　前記抗体が、細胞障害性剤にコンジュゲートした定常領域を含む、実施態様１から４５
のいずれか一に記載の抗体。
　実施態様４７．
　前記抗体が哺乳動物の細胞によって発現される、実施態様１から４５のいずれか一に記
載の抗体。
　実施態様４８．
　前記哺乳動物の細胞がＣＨＯ細胞である、実施態様４７に記載の抗体。
　実施態様４９．
　前記抗体が、原核細胞によって発現される、実施態様１から４５のいずれか一に記載の
抗体。
　実施態様５０．
　前記原核細胞が大腸菌である、実施態様４９に記載の抗体。
　実施態様５１．
　実施態様１から４５のいずれか一に記載の抗体をコードするベクターを含む細胞を培養
培地内で培養する工程を含む、抗体の製造方法。
　実施態様５２．
　さらに、前記細胞又は前記培養培地から抗体を回収することを含む、実施態様５１に記
載の方法。
　実施態様５３．
　さらに、
(ａ)プロテインＡを含むカラム上に前記抗体を捕捉し、
(ｂ)該カラムから抗体を溶出し、そして
(ｃ)カオトロピック剤又は中性界面活性剤を含有する溶液に溶出された抗体を希釈する
工程を含む、実施態様５２に記載の方法。
　実施態様５４．
　カオトロピック剤又は中性界面活性剤の存在下でコイルドコイル含有抗体を維持するこ
とを含む、溶液中でコイルドコイル含有抗体を維持する方法。
　実施態様５５．
　前記のカオトロピック剤又は中性界面活性剤が、アルギニン、グアニジン-ＨＣｌ、尿
素、過塩素酸リチウム、ヒスチジン、ドデシル硫酸ナトリウム(ＳＤＳ)、ツイーン、トリ
トンまたはＮＰ－４０である、実施態様５３または５４に記載の方法。　【００２０】
　本発明の他の特徴および効果は、以下の詳細な説明、図面および特許請求の範囲から明
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らかであろう。
【図面の簡単な説明】
　【００２１】
【図１】例示的なコイルドコイル(ＣＣ)構造のアミノ酸間のイオン性及び疎水性の相互作
用を示す略図である。第一ＣＣの残基はＸ１からＸ７と表示し、第二ＣＣの残基はＸ'１
からＸ'７と表示する。第一ＣＣのＸ５残基と第二ＣＣのＸ'７残基の間、第一ＣＣのＸ７
残基と第二ＣＣのＸ'５残基の間のイオン相互作用を示す。加えて、Ｘ４とＸ'４およびＸ
１とＸ'１の残基間の疎水的相互作用を示す。
【図２Ａ】例示的なＡＣＩＤ.ｐ１(配列番号：１２)およびＢＡＳＥ.ｐ１(配列番号：１
３)コイルドコイルヘテロ二量体化ドメインのアミノ酸配列とそれらをコードするＤＮＡ
配列(それぞれ配列番号：２１および配列番号：２２)を示す。
【図２Ｂ】例示的なＡＣＩＤ.ｐ1およびＢＡＳＥ.ｐ1コイルドコイルヘテロ二量体化ドメ
イン間の相互作用と、それぞれのＤＮＡ配列、配列番号：２１および配列番号：２２を示
す略図である。
【図３】共通の軽鎖(共通のＬＣ)、ヘテロ二量体コイルドコイル、および第一および第二
の重鎖(ＨＣ１およびＨＣ２)のヒンジ領域に突然変異(Ｋ２２２Ａ；カバット番号付けシ
ステム)を含む例示的な二重特異性抗体の構造を示す略図である。この突然変異によりＬ
ｙｓ－Ｃエンドペプチダーゼ切断部位が取り除かれる。
【図４Ａ】完全長重鎖(ＨＣ１)、ＶＨ及びＣＨ１ドメインを欠く部分的な重鎖(ＨＣ２)、
軽鎖(共通のＬＣ)、ヘテロ二量体コイルドコイル、およびＨＣ１のヒンジ領域に突然変異
(Ｋ２２２Ａ)を含有する例示的な一アーム抗体の構造を示す略図である。この突然変異に
よりＬｙｓ－Ｃエンドペプチダーゼ切断部位が取り除かれる。
【図４Ｂ】２つの完全長重鎖、一般的な軽鎖、コイルドコイル、及び重鎖定常領域の一つ
にコンジュゲートした細胞障害性剤を含有する例示的なコンジュゲート抗体の構造を示す
略図である。細胞障害性剤は星で示す。
【図５】例示的なテザー二重特異性抗体の構造を示す略図である。抗体は、２つの重鎖(
ＨＣ１およびＨＣ２)と２つの軽鎖(ＬＣ１およびＬＣ２)を含有する。テザーは、ＨＣ１
の可変重鎖のＮ末端をＬＣ１の定常軽鎖のＣ末端に連結し、第二テザーは、ＨＣ２の可変
重鎖のＮ末端をＬＣ２の定常軽鎖のＣ末端に連結する。この例において、テザーは、グリ
シン グリシン セリン(ＧＧＳ)リピートを含む。この図において、軽鎖(ＬＣ１およびＬ
Ｃ２)は異なるが、テザー抗体はまた共通の軽鎖も含有しうる。例示的なテザー抗体はさ
らに、ヘテロ二量体コイルドコイルと、Ｌｙｓ－Ｃエンドペプチダーゼ切断部位を取り除
くＨＣ１およびＨＣ２のヒンジ領域内の突然変異(Ｋ２２２Ａ)とを含有する。
【図６】例示的な重鎖(ＨＣ)および軽鎖(ＬＣ)、並びに可変重鎖のＮ末端を定常軽鎖のＣ
末端に連結する例示的なテザーの構造を示す略図である。この例において、テザーによっ
て繋がれる距離はおよそ９２Å又はおよそ２２アミノ酸長である。２０、２３及び２６の
アミノ酸長のテザーを試験した。
【図７Ａ】切断可能なテザーおよびヘテロ二量体コイルドコイルを含有する例示的な抗体
の構造を示す略図である。図に示すように、例示的なテザーは、軽鎖(ＬＣ)のＣ末端を重
鎖(ＨＣ)のＮ末端に連結する。テザーは、例えばＬｙｓ－Ｃエンドペプチダーゼ、フュー
リン(ＰＣ１)又はＮＨ２ＯＨ(ヒドロキシルアミン)を使用して切断部位(Ｘ)で、抗体から
切断されてよい。例示的な切断部位はテザーのＮ-およびＣ-末端に位置する。また、図７
Ａに示す例示的な抗体はヘテロ二量体コイルドコイルを含有し、このコイルドコイルは、
例えばＬｙｓ－Ｃエンドペプチダーゼ、フューリン(ＰＣ１)又はＮＨ２ＯＨを使用してコ
イルドコイルドメインのＮ末端の切断部位(Ｘ)で抗体から切断されうる。 
【図７Ｂ】例示的な切断可能なテザーを示す一連の略図である。一番上の線図は、フュー
リンによって切断され得、軽鎖(ＬＣ)のＮ末端と重鎖(ＨＣ)のＣ末端を連結する、配列番
号：３１内の例示的な２６アミノ酸テザー配列(配列番号：１７)を示す。フューリンは、
テザーのＮ-およびＣ-末端の二塩基性部位(アルギニン-アルギニン)でテザー配列を切断
することができる。下の線図は、テザー配列のＮ-およびＣ-末端のリジン残基でＬｙｓ－
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Ｃエンドペプチダーゼによって切断されうる、配列番号：３２内の例示的な２６アミノ酸
テザー配列(配列番号：１８)を示す。
【図８】重鎖(ＨＣ；抗ＦｃγＲ２ｂ-ＢＡＳＥ.ｐ１配列および抗ＦｃεＲ１-ＡＣＩＤ.
ｐ１配列)と、ＦｃεＲ１およびＦｃγＲ２ｂの両方に結合する二重特異性抗体の共通の
軽鎖(４ｄ５ ＬＣ)の配列を示す。抗ＦｃγＲ２ｂ-ＢＡＳＥ.ｐ１配列(配列番号：１)は
、ＢＡＳＥ.ｐ１コイルドコイルヘテロ二量体化ドメイン配列とヒンジ領域のＫ２２２Ａ
突然変異とを有する抗ヒトＦｃγＲ２ｂの重鎖配列を含有する。抗ＦｃεＲ１-ＡＣＩＤ.
ｐ１配列(配列番号：２)は、ＡＣＩＤ.ｐ１コイルドコイルヘテロ二量体化ドメイン配列
とヒンジ領域のＫ２２２Ａ突然変異とを有する抗ヒトＦｃεＲ１の重鎖配列を含有する。
４ｄ５抗体軽鎖(配列番号：３)は、この二重特異性抗体のＦｃγＲ２ｂおよびＦｃεＲ１
 ＨＣに共通している。
【図９】例示的な一アーム抗体を生成するために用いた配列である。ある例示的な一アー
ム抗体は、ＨＥＲ２を特異的に結合し、抗ＨＥＲ２抗体１.ＡＣＩＤ.ｐ１配列(ＡＣＩＤ.
ｐ１コイルドコイルヘテロ二量体化ドメイン配列とＫ２２２Ａ突然変異を有する抗ＨＥＲ
２抗体１ ＨＣ；配列番号：４)と、ｔｒｕｎｃＦＣ.ＢＡＳＥ.ｐ１配列(ＢＡＳＥ.ｐ１コ
イルドコイルヘテロ二量体化ドメイン配列を有するＶＨおよびＣＨ１ドメインを欠いてい
る重鎖；配列番号：５)と、抗ＨＥＲ２抗体１ ＬＣ配列(配列番号：６)とを含有する。他
の例示的な一アーム抗体は、ＥＧＦＲを特異的に結合し、抗ＥＧＦＲ(Ｄ１.５).ＡＣＩＤ
.ｐ１配列(ＡＣＩＤ.ｐ１コイルドコイルヘテロ二量体化ドメイン配列とヒンジ領域のＫ
２２２Ａ突然変異を有する抗ＥＧＦＲ(Ｄ１.５)ＨＣ；配列番号：７)と、ｔｒｕｎｃＦＣ
.ＢＡＳＥ.ｐ１配列(ＢＡＳＥ.ｐ１コイルドコイルヘテロ二量体化ドメイン配列を有する
ＶＨおよびＣＨ１ドメインを欠いている重鎖；配列番号：５)と、抗ＥＧＦＲ(Ｄ１.５)抗
体ＬＣ配列(配列番号：８)とを含有する。
【図１０】ＨＥＲ２およびＥＧＦＲ／ＨＥＲ１の両方を結合する二重特異性抗体のテザー
ＨＣおよびＬＣ(抗ＨＥＲ２(抗体１)２６.ＡＣＩＤ.ｐ１およびＤ１.５.２６.ＢＡＳＥ.
ｐ１)の配列を示す。抗ＨＥＲ２(抗体１)２６.ＡＣＩＤ.ｐ１配列は、ＡＣＩＤ.ｐ１コイ
ルドコイルヘテロ二量体化ドメインとＫ２２２Ａ突然変異を有し、２６アミノ酸グリシン
 グリシン セリン(ＧＧＳ)テザーによって抗ＨＥＲ２抗体１ ＨＣ配列に繋がれた抗ＨＥ
Ｒ２抗体１ ＬＣ配列(配列番号：９)を含有する。Ｄ１.５.２６.ＢＡＳＥ.ｐ１配列は、
ＢＡＳＥ.ｐ１コイルドコイルヘテロ二量体化ドメインとＫ２２２Ａ突然変異を有し、２
６アミノ酸ＧＧＳテザーによってＤ１.５抗ＥＧＦＲ抗体ＨＣ配列に繋がれたＤ１.５抗Ｅ
ＧＦＲ抗体ＬＣ配列(配列番号：１０)を含有する。
【図１１】ＨＥＲ２およびＥＧＦＲ／ＨＥＲ１の両方を結合する他の例示的な抗体のテザ
ーＨＣおよびＬＣ(抗ＨＥＲ２(抗体２).２６.ＡＣＩＤ.ｐ１およびＤ１.５.２６.ＢＡＳ
Ｅ.ｐ１)の配列を示す。抗ＨＥＲ２(抗体２).２６.ＡＣＩＤ.ｐ１配列は、ＡＣＩＤ.ｐ１
コイルドコイルヘテロ二量体化ドメインとＫ２２２Ａ突然変異を有し、２６アミノ酸ＧＧ
Ｓテザーにより抗ＨＥＲ２抗体２ ＨＣ配列に繋がれた抗ＨＥＲ２抗体２ ＬＣ配列(配列
番号：１１)を含有する。Ｄ１.５.２６.ＢＡＳＥ.ｐ１配列は、ＢＡＳＥ.ｐ１コイルドコ
イルヘテロ二量体化ドメインとＫ２２２Ａ突然変異を有し、２６アミノ酸ＧＧＳテザーに
よってＤ１.５抗ＥＧＦＲ抗体ＨＣ配列に繋がれたＤ１.５抗ＥＧＦＲ抗体ＬＣ配列(配列
番号：１０)を含有する。
【図１２】図１２Ａ-１および１２Ａ-２および１２Ｂ-１、１２Ｂ-２および１２Ｂ-３は
、コイルドコイルヘテロ二量体化ドメイン含有抗体を構築するために用いた抗ＨＥＲ２抗
体１の部分的なＨＣ(配列番号：１５)およびＬＣ(配列番号：１６)のアミノ酸配列と、そ
れぞれのＤＮＡ配列である配列番号：２３および配列番号：２４である。抗ＨＥＲ２抗体
１ ＨＣ配列の始まりは図１２Ａに示し、該配列内のＫ２２２Ａ突然変異の位置を示す。
抗ＨＥＲ２抗体１可変軽鎖(ＶＬ)の始まり、抗ＨＥＲ２抗体１ ＬＣの終わり、抗ＨＥＲ
２抗体１可変重鎖(ＶＨ)の始まり、抗ＨＥＲ２抗体１ ＶＨの終わり、そして、ＫからＡ
の突然変異の位置を図１２Ｂに示す。これらの配列を含有するベクターを構築する際に有
用なＣｌａＩ／Ｂｓｐ１０６、ＢａｍＨ１およびＡｐａＩ制限部位の位置も図１２Ａ及び
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１２Ｂに示す。
【図１３】ヘテロ二量体コイルドコイルがＬｙｓ－Ｃエンドペプチダーゼを使用して例示
的なα-ＦｃεＲ１／α-ＦｃγＲ２ｂ二重特異性抗体から切断されうることを示す、質量
分析結果の一連のグラフと略図である。コイルドコイル(左の線図)を有する抗体およびコ
イルドコイル(右側の線図)のない抗体の理論上の塊は示されて、それぞれの線図より上に
質量分析結果のグラフに示す実験的に観察された塊の誤差の縁辺の中にある。そして、コ
イルドコイルが抗体から隔離されたことを示す。
【図１４】Ｌｙｓ－Ｃエンドペプチダーゼ(右パネル)が例示的なα-ＦｃεＲ１／α-Ｆｃ
γＲ２ｂ二重特異性抗体のＬＣ又はＨＣ内で切断せず、ＨＣからコイルドコイルを切断す
る(左の２つの下パネルおよび右の２つの下パネルの比較)ことを示す、質量分析結果の一
連のグラフと略図である。軽鎖(ＭＷ＝２６２６３)、コイルドコイルドメインを有する重
鎖(ＭＷ＝５４９１７又は５５１６４)、およびコイルドコイルドメインを持たない重鎖(
ＭＷ＝５０５２８および５０７６７)の理論上の質量は、それぞれのコンストラクトにつ
いての質量分析結果のグラフに示す実験で観察された質量の誤差の範囲内である。
【図１５】例示的なα-ＦｃεＲ１／α-ＦｃγＲ２ｂ二重特異性抗体がその抗原の両方を
特異的かつ同時に結合することを示す、一連のグラフである。
【図１６】例示的な共通のＬＣ α-ＦｃεＲ１／α-ＦｃγＲ２ｂ二重特異性抗体を用い
たヒスタミン放出アッセイについての結果を示す、グラフである。アッセイに用いた抗体
の濃度(μｇ／ｍｌ)はｘ軸に沿って示し、ヒスタミン放出の量(ｎｇ／ｍｌ)はｙ軸に沿っ
て示す。
【図１７】コイルドコイルがＬｙｓ－Ｃエンドペプチダーゼを使用して例示的な一アーム
型α-ＥＧＦＲ抗体から切断されうることを示す、質量分析結果の一連のグラフと略図で
ある。コイルドコイルを有する一アーム形抗体(ＭＷ＝１０９１１２)およびコイルドコイ
ルを持たない一アーム形抗体の理論上の質量(ＭＷ＝１００４１９)は、それぞれのコンス
トラクトについての質量分析結果のグラフに示す実験で観察された質量の誤差の範囲内で
ある。
【図１８】Ｌｙｓ－Ｃエンドペプチダーゼが、例示的なα-ＥＧＦＲ抗体の、ＬＣ(一アー
ム形軽鎖；左パネル)、完全長ＨＣ(一アーム形重鎖；中央パネル)又はＶＨおよびＣＨ１
ドメインを欠くＨＣ(一アーム形Ｆｃ；右パネル)を切断せず、ＨＣ及びＶＨ及びＣＨ１ド
メインを欠いているＨＣからコイルドコイルドメインを切断することを示す、質量分析結
果の一連のグラフと線図である。それぞれのコンストラクトについての理論上の分子量は
、質量分析結果を示すグラフの下に表し、いずれの場合も、実験で観察された分子量の誤
差の範囲内である。
【図１９】コイルドコイルがＬｙｓ－Ｃエンドペプチダーゼを使用して例示的なテザーα
-ＥＧＦＲ／α-ＨＥＲ２二重特異性抗体から切断されうることを示す、質量分析結果の一
連のグラフと略図である。切断された抗体及び切断されなかった抗体の理論上の分子量を
図に表し、質量分析結果に示すそれぞれの実験で観察された分子量の誤差の範囲内である
。
【図２０】抗体はＬｙｓ－Ｃエンドペプチダーゼにて初めに処理され、次いで試料が質量
分析された場合に、コイルドコイルがＬｙｓ－Ｃエンドペプチダーゼを使用して例示的な
テザーα-ＥＧＦＲ／α-ＨＥＲ２二重特異性抗体から切断されうることを示す、質量分析
結果の一連のグラフと線図である。切断されたＨＣ／ＬＣ複合体及び切断されなかったＨ
Ｃ／ＬＣ複合体の理論上の分子量を図に表し、各コンストラクトについての理論上の分子
量は質量分析結果に示す実験で観察された分子量の誤差の範囲内である。
【図２１】野生型抗ＨＥＲ２抗体１および野生型α-ＥＧＦＲ抗体が互いの抗原とは交差
反応せず、それぞれの抗原を結合することを示す、Ｏｃｔｅｔ分析の結果を示すグラフで
ある。
【図２２】一アーム抗ＨＥＲ２抗体１および一アームα-ＥＧＦＲ抗体が互いの抗原とは
交差反応せず、それぞれの抗原を結合することを示す、Ｏｃｔｅｔ分析の結果を示すグラ
フである。
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【図２３Ａ】例示的なテザー二重特異性抗ＨＥＲ２抗体１／α－ＥＧＦＲ抗体(８３２３)
が同時にＨＥＲ２およびＥＧＦＲを結合することを示す、Ｏｃｔｅｔ分析の結果を示すグ
ラフである。上図では、抗体は初めにＥＧＦＲ細胞外ドメイン(ＥＣＤ)と、次いでＨＥＲ
２レセプターＥＣＤと共にインキュベートし、下図では、抗体は初めにＨＥＲ２レセプタ
ーＥＣＤと、次いでＥＧＦＲ ＥＣＤと共にインキュベートした。
【図２３Ｂ】ＨＥＲ２(上)およびＥＧＦＲ１(下)に対する例示的な二重特異性抗ＨＥＲ２
抗体１／α－ＥＧＦＲ抗体の結合親和性を示す一連のグラフである。
【図２４】例示的な二重特異性抗ＨＥＲ２抗体１／α－ＥＧＦＲ(Ｄ１.５)抗体が、ＥＧ
ＦＲ発現ＮＲ６細胞(左側)において用量に依存して、トランスフォーミング増殖因子α(
ＴＧＦα)媒介性ＥＧＦＲ(上皮性増殖因子レセプター)リン酸化を阻害することを示す、
免疫ブロットの画像である。Ｄ１.５抗ＥＧＦＲ抗体をコントロール(右側)として用いる
。リン酸化レベルは抗ホスホチロシン(α-ｐＴｙｒ)抗体を使用して決定され、抗チュー
ブリン抗体(α-チューブリン)を負荷コントロールとして用いる。
【図２５】二重特異性抗ＨＥＲ２抗体１／α－ＥＧＦＲ(Ｄ１.５)抗体が、３日の期間に
わたって、ＥＧＦＲを発現するように安定して形質移入したＮＲ６細胞においてＴＧＦα
誘導性増加を阻害することを示す、一連のグラフである。
【図２６】例示的な二重特異性抗ＨＥＲ２抗体１／α－ＥＧＦＲ(Ｄ１.５)抗体が抗ＨＥ
Ｒ２抗体１コントロールと同様に、５日の期間にわたってＨＥＲ２増幅ＢＴ４７４細胞の
増殖を阻害することを示す、グラフである。
【図２７】ＳＣＩＤベージュマウスを使用したＤ１.５ヒトＩｇＧ１コントロール抗体(抗
ＥＧＦＲ)の１０日間の薬物動態(ＰＫ)分析のＦｃ-Ｆｃアッセイ及びＦｃ-Ｆｃ ＥＬＩＳ
Ａアッセイの結果を示す、一連のグラフである。
【図２８】ＳＣＩＤベージュマウスを使用した例示的な二重特異性抗ＨＥＲ２抗体１／α
－ＥＧＦＲ(Ｄ１.５)抗体の１０日間のＰＫ分析のＥＧＦＲ-ＨＥＲ２ ＥＬＩＳＡ及びＦ
ｃ-Ｆｃ ＥＬＩＳＡアッセイを示す、一連のグラフである。
【図２９】マウスにおけるコントロールＤ１.５(抗ＥＧＦＲ)およびコントロール(抗ＨＥ
Ｒ２抗体２)抗体に対する、例示的な二重特異性抗ＨＥＲ２抗体１／α－ＥＧＦＲ(Ｄ１.
５)抗体の曝露の比較を示すグラフである。例示的な二重特異性抗ＨＥＲ２抗体１／α－
ＥＧＦＲ(Ｄ１.５)抗体は、コントロール抗体と同様に試験した時間にわたってマウス内
で曝露する。
【図３０】フューリンを同時に発現する細胞によってフューリンにより切断された抗体の
重鎖および軽鎖の切断産物を示す、質量分析グラフである。 
【図３１】フューリンを同時発現したＣＨＯ細胞においてフューリン切断可能テザーコイ
ルドコイル抗体を発現させ、抗体をカルボキシペプチダーゼ消化にさらすことによって作
製される二重特異性抗体を示す、非還元型質量分析グラフである。
【図３２】フューリンを同時発現したＣＨＯ細胞においてフューリン切断可能テザーコイ
ルドコイル抗体を発現させ、抗体をカルボキシペプチダーゼ消化にさらすことによって作
製される二重特異性抗体を示す、還元型質量分析グラフである。
【発明を実施するための形態】
　【００２２】
（詳細な説明）
　理論に拘束されるものではないが、出願人は、本明細書中に記述されるコイルドコイル
二量体化ドメインが、驚くべきことにイムノグロブリンのＦｃ領域の存在下であっても、
高い正確性と効率を持って２以上の分子の結合を共に作動する最初のトリガーとなると考
える。またこのＦｃ領域は細胞培養条件下で自然に互いに作用しあう。
　重鎖のホモ二量体化を低減することによって、本明細書中に記述されるコイルドコイル
ヘテロ二量体化ドメインの使用は、Ｆｃ ＣＨ成分を含むタンパク質複合体(例えば多特異
性または一アーム形抗体など)の均質な集団を生産する能力における突破口となる。例え
ば、多特異性複合体が標的(例えば腫瘍細胞)と標的に対する薬剤(例えばＴ細胞)の共局在
性を導きうるか、または併用治療の必要性および被検体に対する２以上の治療法を提供す
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る際のリスクを取り除きうるので、多特異性複合体は治療上の適用に有利である。さらに
、多特異性抗体を含む抗体の構築を容易にするために、本発明によるテザーは、抗体の軽
鎖と重鎖を連結し、それによってその同族重鎖への各軽鎖の適切な連結を促すために用い
られ得る。
　【００２３】
Ｉ．定義
　本明細書中の「抗体」なる用語は、最も広義の意味で用いられ、所望の生物学的活性（
例えばエピトープ結合活性）を表す限り、２の重鎖と２の軽鎖、およびこれらの任意の断
片、突然変異体、変異体または誘導体を含む任意のイムノグロブリン(Ｉｇ)分子を指す。
抗体の例には、モノクローナル抗体、ポリクローナル抗体、多特異性抗体および抗体断片
が含まれる。
　カバット番号付けシステムは一般に、可変ドメイン内の残基を指す場合に用いられる(
軽鎖のおよそ残基１－１０７及び重鎖の残基１－１１３)(例えばKabat et al., Sequence
s of Immunological Interest. 5th Ed. Public Health Service, National Institutes 
of Health, Bethesda, Md. (1991))。「ＥＵ番号付けシステム」又は「ＥＵインデックス
」は一般に、イムノグロブリン重鎖定常領域を指す場合に用いられる(例えば上掲のKabat
 et al.において報告されたＥＵインデックス)。「カバットにおけるＥＵインデックス」
はヒトＩｇＧ１ ＥＵ抗体の残基番号付けを指す。本明細書中で特に明記しない限り、抗
体の可変ドメイン内の残基番号の参照は、カバット番号付けシステムによって番号付けす
る残基を意味する。本明細書中で特に明記しない限り、抗体の重鎖定常ドメイン内の残基
番号の参照は、ＥＵ番号付けシステムによる残基番号付けを意味する。
　【００２４】
　「多重特異性抗体」なる用語は最も広義に用いられ、ポリエピトープ性特異性を有する
抗体を特別に包含する。このような多重特異性抗体には、ＶＨＶＬユニットがポリエピト
ープ性特異性を有する重鎖可変ドメイン（ＶＨ）および軽鎖可変ドメイン（ＶＬ）を含む
抗体、２以上のＶＬおよびＶＨドメインを有し、各ＶＨＶＬユニットが異なるエピトープ
に結合する抗体、２以上の単一可変ドメインを有し、各単一可変ドメインが異なるエピト
ープに結合する抗体、完全長抗体、Ｆａｂ、Ｆｖ、ｄｓＦｖ、ｓｃＦｖ、ダイアボディ、
二重特異性ダイアボディおよびトリアボディのような抗体断片、共有結合又は非共有結合
して連結されている抗体断片を含むが、これらに限定されない。「ポリエピトープ性特異
性」は、同じ又は異なる標的(一又は複数)上の２以上の異なるエピトープに特異的に結合
する能力を指す。「単一特異性」は、１つのエピトープにのみ結合する能力を指す。ある
実施態様によると、多重特異性抗体は、５μＭから０．００１ｐＭ、３μＭから０．００
１ｐＭ、１μＭから０．００１ｐＭ、０．５μＭから０．００１ｐＭ、又は０．１μＭか
ら０．００１ｐＭの親和性で、各々のエピトープに結合するＩｇＧ抗体である。
　【００２５】
　天然に生じる基本的な４-鎖抗体ユニットは２つの同一の軽(Ｌ)鎖と２つの同一の重(Ｈ
)鎖から構成されるヘテロ四量体の糖タンパクである(ＩｇＭ抗体は、基本的なヘテロ四量
体ユニットとそれに付随するＪ鎖と称される付加的なポリペプチドの５つからなり、よっ
て１０の抗原結合部位を有するが、分泌されたＩｇＡ抗体は重合して、基本的４-鎖ユニ
ットとそれ付随するＪ鎖のうち２-５つを含む多価集合を形成可能である)。ＩｇＧの場合
、４-鎖ユニットは一般的に約１５００００ダルトンである。それぞれのＬ鎖は１つの共
有ジスルフィド結合によってＨ鎖に結合するが、２つのＨ鎖はＨ鎖のアイソタイプに応じ
て一又は複数のジスルフィド結合により互いに結合している。それぞれのＨ及びＬ鎖はま
た規則的な間隔を持った鎖内ジスルフィド結合を持つ。それぞれのＨ鎖は、α及びγ鎖の
各々に対しては３つの定常ドメイン(ＣＨ)が、μ及びεアイソタイプに対しては４つのＣ

Ｈドメインが続く可変ドメイン(ＶＨ)をＮ末端に有する。それぞれのＬ鎖は、その他端に
定常ドメイン(ＣＬ)が続く可変ドメイン(ＶＬ)をＮ末端に有する。ＶＬはＶＨと整列し、
ＣＬは重鎖の第一定常ドメイン(ＣＨ１)と整列している。特定のアミノ酸残基が、軽鎖及
び重鎖可変ドメイン間の界面を形成すると考えられている。ＶＬとＶＨは共同して対にな
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って、単一の抗原結合部位を形成する。異なるクラスの抗体の構造及び特性は、例えばBa
sic and Clinical Immunology, ８版, Daniel P. Stites, Abba I. Terr and Tristram G
. Parslow(編), Appleton ＆ Lange, Norwalk, CT, 1994, ７１頁及び６章を参照のこと
。
　任意の脊椎動物種からのＬ鎖には、その定常ドメインのアミノ酸配列に基づいて、カッ
パ及びラムダと呼ばれる２つの明確に区別される型の一つを割り当てることができる。ま
た、その重鎖の定常ドメイン(ＣＨ)のアミノ酸配列に応じて、免疫グロブリンには異なっ
たクラス又はアイソタイプを割り当てることができる。ＩｇＡ、ＩｇＤ、ＩｇＥ、ＩｇＧ
及びＩｇＭという免疫グロブリンの５つの主要なクラスがあり、それぞれα、δ、ε、γ
及びμと呼ばれる重鎖を有する。さらにγ及びαのクラスは、ＣＨ配列及び機能等の比較
的小さな差異に基づいてサブクラスに分割され、例えば、ヒトにおいては次のサブクラス
：ＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、ＩｇＧ４、ＩｇＡ１及びＩｇＡ２が発現する。
　【００２６】
　「可変」という用語は、可変ドメインのある部分が抗体の間で配列が広範囲に異なるこ
とを意味する。Ｖドメインは抗原結合性を媒介し、その特定の抗原に対する特定の抗体の
特異性を定める。しかし、可変性は可変ドメインの１１０-アミノ酸スパンを通して均等
には分布されていない。代わりに、Ｖ領域は、それぞれ９－１２アミノ酸長である「高頻
度可変領域」と称される極度の可変性を有するより短い領域によって分離された１５－３
０アミノ酸のフレームワーク領域(ＦＲ)と呼ばれる比較的不変の伸展からなる。天然重鎖
及び軽鎖の可変ドメイン各々は、大きなβ-シート配置をとり、３つの高頻度可変領域に
より接続された４つのＦＲ領域を含み、それはループ状の接続を形成し、β-シート構造
の一部を形成することもある。各鎖の高頻度可変領域はＦＲにより他の鎖からの高頻度可
変領域とともに極近傍に保持され、抗体の抗原結合部位の形成に寄与している（Kabat等,
 Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5th ED. Public Health Service,
 National Institutes of Health, Bethesda, MD. (1991)）。定常ドメインは抗体の抗原
への結合に直接は関係ないが、種々のエフェクター機能、例えば抗体依存性細胞障害(Ａ
ＤＣＣ)における抗体の寄与を示す。
　【００２７】
　ここで使用される「高頻度可変領域」、「ＨＶＲ」又は「ＨＶ」なる用語は、配列にお
いて高頻度可変であり、及び／又は構造的に定まったループを形成する抗体可変ドメイン
の領域を指す。一般に、抗体は６つのＨＶＲを含み；ＶＨに３つ(Ｈ１、Ｈ２、Ｈ３)、Ｖ
Ｌに３つ(Ｌ１、Ｌ２、Ｌ３)である。天然の抗体では、Ｈ３及びＬ３は６つのＨＶＲのう
ちで最も高い多様性を示す、特にＨ３は抗体に良好な特異性を与える際に特有の役割を果
たすように思われる。例として、Xu等 (2000) Immunity 13:37-45；Methods in Molecula
r Biology 248:1-25 (Lo, ed., Human Press, Totowa, NJ)のJohnson and Wu (2003)を参
照。実際、重鎖のみからなる天然に生じるラクダ科の抗体は機能的であり、軽鎖が無い状
態で安定である。Hamers-Casterman等 (1993) Nature 363:446-448；Sheriff等 (1996) N
ature Struct. Biol. 3:733-736。
　多数のＨＶＲの描写が使用され、ここに含まれる。カバット相補性決定領域(ＣＤＲ)は
配列変化に基づいており、最も一般的に使用されている(Kabat et al., Sequences of Pr
oteins of Immunological Interest, 5th Ed. Public Health Service, National Instit
utes of Health, Bethesda, MD. (1991))。Chothiaは、代わりに構造的ループの位置に言
及している(Chothia and Lesk J. Mol. Biol. 196:901-917 (1987))。ＡｂＭ ＨＶＲは、
カバットＨＶＲとChothia構造的ループの間の妥協を表し、Oxford MolecularのＡｂＭ抗
体モデリングソフトウェアにより使用される。「接触」ＨＶＲは、利用できる複合体結晶
構造の分析に基づく。これらＨＶＲのそれぞれからの残基を以下に示す。
ループ　カバット　　ＡｂＭ　　　Chothia　　 接触
L1　　　L24-L34　　 L24-L34　　 L26-L32　　 L30-L36
L2　　　L50-L56　　 L50-L56　　 L50-L52 　　L46-L55
L3　　　L89-L97　　 L89-L97　　 L91-L96 　　L89-L96
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H1　　　H31-H35B　　H26-H35B　　H26-H32 　　H30-H35B　(カバット番号付け)
H1　　　H31-H35　　 H26-H35　　 H26-H32 　　H30-H35 　(Chothia番号付け)
H2　　　H50-H65　　 H50-H58　　 H53-H55 　　H47-H58
H3　　　H95-H102　　H95-H102　　H96-H101　　H93-H101
　【００２８】
　ＨＶＲは、次のような「拡大ＨＶＲ」を含むことができる、即ち、ＶＬの２４－３６又
は２４－３４(Ｌ１)、４６－５６又は５０－５６(Ｌ２)及び８９－９７又は８９－９６(
Ｌ３)と、ＶＨの２６－３５(Ｈ１)、５０－６５又は４９－６５(Ｈ２)及び９３－１０２
、９４－１０２、又は９５－１０２(Ｈ３)である。可変ドメイン残基には、これら各々を
規定するために、上掲のKabat等に従って番号を付した。
　【００２９】
　「フレームワーク領域」（ＦＲ）は、ＣＤＲ残基以外の可変ドメイン残基である。各可
変ドメインは、一般的にＦＲ１、ＦＲ２、ＦＲ３およびＦＲ４と同定される４つのＦＲを
持つ。ＣＤＲがカバットの定義に従うならば、軽鎖ＦＲ残基は残基およそ１－２３（ＬＣ
ＦＲ１）、３５－４９（ＬＣＦＲ２）、５７－８８（ＬＣＦＲ３）および９８－１０７（
ＬＣＦＲ４）に位置し、重鎖ＦＲ残基は重鎖残基の残基１－３０（ＨＣＦＲ１）、３６－
４９（ＨＣＦＲ２）、６６－９４（ＨＣＦＲ３）および１０３－１１３（ＨＣＦＲ４）に
位置する。ＣＤＲが高頻度可変ループからのアミノ酸残基を含むならば、軽鎖ＦＲ残基は
軽鎖の残基１－２５（ＬＣＦＲ１）、３３－４９（ＬＣＦＲ２）、５３－９０（ＬＣＦＲ
３）および９７－１０７（ＬＣＦＲ４）に位置し、重鎖ＦＲ残基は重鎖残基の残基１－２
５（ＨＣＦＲ１）、３３－５２（ＨＣＦＲ２）、５６－９５（ＨＣＦＲ３）および１０２
－１１３（ＨＣＦＲ４）に位置する。場合によって、ＣＤＲがカバットの定義によるＣＤ
Ｒと高頻度可変ループのものの両方からのアミノ酸を含む場合、ＦＲ残基はそれに応じて
調節されるであろう。例えば、ＣＤＲＨ１がアミノ酸Ｈ２６－Ｈ３５を含む場合、重鎖Ｆ
Ｒ１残基は位置１－２５にあり、ＦＲ２残基は位置３６－４９にある。
　「ヒトコンセンサスフレームワーク」は、ヒト免疫グロブリンＶＬ又はＶＨフレームワ
ーク配列の選別において最も共通して生じるアミノ酸残基を表すフレームワークである。
一般に、ヒト免疫グロブリンＶＬ又はＶＨ配列の選別は、可変ドメイン配列のサブグルー
プから行う。一般に、配列のサブグループはカバットによるサブグループである。一実施
態様では、ＶＬについて、サブグループはカバットによるサブグループκIである。一実
施態様では、ＶＨについて、サブグループはカバットによるサブグループＩＩＩである。
　【００３０】
　「インタクト」抗体の一例は、抗原-結合部位、並びにＣＬ及び少なくとも重鎖定常ド
メイン、ＣＨ１、ＣＨ２及びＣＨ３を含むものである。定常ドメインは天然配列定常ドメ
イン(例えば、ヒト天然配列定常ドメイン)又はそれらのアミノ酸配列変異体であってよい
。
　「抗体断片」は、無傷の抗体の一部、好ましくは無傷の抗体の抗原結合又は可変領域を
含む。抗体断片の例は、Ｆａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ(ａｂ')２、及びＦｖ断片；ダイアボディ(
diabodies)（Ｄｂ）；タンデムダイアボディ（ｔａＤｂ）；直鎖状抗体（米国特許第５６
４１８７０号、実施例２；Zapata等, Protein Eng. 8(10): 1057-1062 [1995]）；一アー
ム抗体、単一可変ドメイン抗体、ミニボディ；単鎖抗体分子；及び抗体断片から形成され
た多重特異性抗体（例えば、Ｄｂ－Ｆｃ、ｔａＤｂ－Ｆｃ、ｔａＤｂ－ＣＨ３および(ｓ
ｃＦＶ)４－Ｆｃが含まれるがこれらに限定されない）を含む。
　「単一ドメイン抗体」（ｓｄＡｂ）または「単一可変ドメイン（ＳＶＤ）抗体」という
表現は、単一可変ドメイン（ＶＨまたはＶＬ）が抗原結合を付与することができる抗体を
一般に指す。言い換えると、単一可変ドメインは、標的抗原を認識するために別の可変ド
メインと相互作用する必要がない。単一ドメイン抗体の例には、ラクダ科（ラマおよびラ
クダ）および軟骨魚（例えばテンジクザメ）に由来するものならびにヒトおよびマウス抗
体からの組換え法から得られるものが含まれる（Nature(1989)341:544-546;Dev Comp Imm
unol(2006)30:43-56；Trend Biochem Sci(2001)26:230-235；Trends Biotechnol(2003):2
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1:484-490；国際公開第２００５／０３５５７２号；同第０３／０３５６９４号；Febs Le
tt(1994)339:285-290；国際公開第００／２９００４号；同第０２／０５１８７０号）。
　「線形抗体」という表現は、Zapata等, Protein Eng. 8(10):1057-1062 (1995)に記載
された抗体を意味する。簡単に言えば、これら抗体は、相補的な軽鎖ポリペプチドと共に
抗原結合領域の対を形成する一対の直列のＦｄセグメント（ＶＨ-ＣＨ１-ＶＨ-ＣＨ１）
を含む。直鎖状抗体は二重特異性であっても単一特異性であってもよい。
　【００３１】
　本明細書において言及する「ノブ・イントゥー・ホール（ｋｎｏｂ－ｉｎｔｏ－ｈｏｌ
ｅ）」または「ＫｎＨ」技術という用語は、インビトロまたはインビボで２つのポリペプ
チドの相互的な対合を導く技術であって、それらが相互作用する界面において一方のポリ
ペプチドに突起（ｐｅｒｔｕｂｅｒａｎｃｅ）（ノブ）をおよび他方のポリペプチドに空
洞（ホール）を導入することによる技術を指す。例えば、ＫｎＨは、抗体のＦｃ：Ｆｃ結
合界面、ＣＬ：ＣＨ１界面またはＶＨ／ＶＬ界面において導入されている（例えば、米国
特許出願公開第２００７／０１７８５５２号、国際公開第９６／０２７０１１号、同第９
８／０５０４３１号およびZhu et al.(1997)Protein Science 6:781-788）。これは、多
重特異性抗体の製造中に２つの異なる重鎖の相互的な対合を駆動するのに特に有用である
。例えば、Ｆｃ領域にＫｎＨを有する多重特異性抗体は、各Ｆｃ領域に連結された単一可
変ドメインをさらに含むことができ、または類似したもしくは異なる軽鎖可変領域と対合
する異なる重鎖可変ドメインをさらに含むことができる。ＫｎＨ技術を用いて、２つの異
なるレセプター細胞外ドメインを互いに対合させることまたは（例えばアフィボディ、ペ
プチボディおよび他のＦｃ融合体を含む）異なる標的認識配列を含む任意の他のポリペプ
チド配列を対合させることもできる。抗体のパパイン消化は、「Ｆａｂ」断片と呼ばれる
２つの同一の抗体結合断片と、容易に結晶化する能力を反映して命名された残りの「Ｆｃ
」断片を産生する。Ｆａｂ断片は全長Ｌ鎖とＨ鎖の可変領域ドメイン(ＶＨ)、及び一つの
重鎖の第一定常ドメイン(ＣＨ１)からなる。抗体のペプシン処理により、単一の大きなＦ
(ａｂ')２断片が生じ、これは２価の抗原結合部位を持つ２つのジスルフィド結合された
Ｆａｂ断片にほぼ対応し、抗原を交差結合させることができるものである。Ｆａｂ'断片
は、抗体ヒンジ領域からの一又は複数のシステインを含むＣＨ１ドメインのカルボキシ末
端に幾つかの残基が付加されていることによりＦａｂ断片と相違する。Ｆａｂ'-ＳＨは、
ここでは定常ドメインのシステイン残基(類)が遊離のチオール基を持つＦａｂ'を表す。
Ｆ(ａｂ')２抗体断片は、通常はＦａｂ'断片の対として生成され、それらの間にヒンジシ
ステインを有する。抗体断片の他の化学的結合も知られている。
　Ｆｃ断片はジスルフィドにより一緒に保持されている双方のＨ鎖のカルボキシ末端部位
を含む。抗体のエフェクター機能は、Ｆｃ領域の配列により決定され、その領域は、所定
の型の細胞に見出されるＦｃレセプター(ＦｃＲ)によって認識される部位である。
　【００３２】
　「Ｆｖ」は、完全な抗原-認識及び-結合部位を含む最小の抗体断片である。この断片は
、密接に非共有結合した１本の重鎖と１本の軽鎖の可変領域の二量体からなる。これら２
つのドメインの折り畳みから、抗原結合のためのアミノ酸残基に寄与し、抗体に対する抗
原結合特異性を付与する６つの高頻度可変ループ(Ｈ及びＬ鎖から、それぞれ３つのルー
プ)が生じる。しかしながら、単一の可変ドメイン（又は抗原に特異的な３つのＣＤＲの
みを含んでなるＦｖの半分）でさえ、結合部位全体よりは低い親和性であるが、抗原を認
識し結合する能力を持つ。
　「ｓＦｖ」又は「ｓｃＦｖ」とも略称される「単鎖Ｆｖ」は、単一のポリペプチド鎖内
に結合したＶＨ及びＶＬ抗体ドメインを含む抗体断片である。好ましくは、ｓＦｖポリペ
プチドはＶＨ及びＶＬドメイン間にポリペプチドリンカーをさらに含み、それはｓＦＶが
抗原結合に望まれる構造を形成するのを可能にする。ｓＦｖの概説については、Pluckthu
n, The Pharmacology of Monoclonal Antibodies, vol. 113, Rosenburg及びMoore編, Sp
ringer-Verlag, New York, pp. 269-315 (1994)；Malmborg et al., J. Immunol. Method
s 183: 7-13, 1995を参照のこと。
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　「ダイアボディ(diabodies)」という用語は、鎖間ではなく鎖内でＶドメインを対形成
させ、結果として二価の断片、すなわち２つの抗原-結合部位を有する断片が得られるよ
うに、ＶＨとＶＬドメインとの間に、短いリンカー（約５－１０残基）を持つｓＦｖ断片
（前の段落を参照）を構築することにより調製される小型の抗体断片を意味する。二重特
異性ダイアボディは２つの「交差」ｓＦｖ断片のヘテロダイマーであり、そこでは２つの
抗体のＶＨ及びＶＬドメインが異なるポリペプチド鎖上に存在する。ダイアボディは、例
えば、欧州特許第４０４０９７号；国際公開９３／１１１６１号；及びHollinger等, Pro
c. Natl. Acad. Sci. USA, 90: 6444-6448 (1993)により十分に記載されている。
　【００３３】
　「一アーム抗体」という用語は、（１）ＣＨ２ドメイン、ＣＨ３ドメインまたはＣＨ２
－ＣＨ３ドメインを含むポリペプチドに結合したペプチドによって連結された可変ドメイ
ンと（２）第二ＣＨ２、ＣＨ３またはＣＨ２－ＣＨ３ドメインとを含む抗体であって、該
可変ドメインが、該第二ＣＨ２、ＣＨ３またはＣＨ２－ＣＨ３ドメインを含むポリペプチ
ドに結合したペプチドによって連結されていない抗体を指す。一実施態様において、一ア
ーム抗体は、（１）可変ドメイン（例えばＶＨ）、ＣＨ１、ＣＨ２およびＣＨ３を含む第
一ポリペプチドと（２）可変ドメイン（例えばＶＬ）およびＣＬドメインを含む第二ポリ
ペプチドと（３）ＣＨ２およびＣＨ３ドメインを含む第三ポリペプチドの３つのペプチド
とを含む。ある実施態様では、第三ポリペプチドは可変ドメインを含まない。別の実施態
様では、一アーム抗体は、定常重鎖を連結するジスルフィド結合を形成する２つのシステ
イン残基を含有する部分的ヒンジ領域を有する。一実施態様では、一アーム抗体の可変ド
メインは抗原結合領域を形成する。別の実施態様では、一アーム抗体の可変ドメインは単
一可変ドメインであり、各単一可変ドメインが抗原結合領域である。
　本発明の抗体は、重および／または軽鎖の一部分は特定の種に由来するまたは特定の抗
体クラスもしくはサブクラスに属する抗体における対応する配列と同一または相同である
が、その（それらの）鎖の残部は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
ラスに属する抗体における対応する配列と同一または相同である「キメラ」抗体、ならび
にそのような抗体の断片（但し、それらが所望の生物学的活性を示すことを条件とする）
であり得る（米国特許第４８１６５６７号；およびMorrison et al.,Proc.Natl.Acad.Sci
.USA 81:6851-6855(1984)）。本明細書における対象のキメラ抗体には、非ヒト霊長類（
例えば旧世界ザル、類人猿など）およびヒト定常領域配列に由来する可変ドメイン抗原結
合配列を含む霊長類化抗体が含まれる。
　非ヒト(例えば齧歯類)抗体の「ヒト化」形とは、非ヒト抗体から得られた最小配列を含
むキメラ抗体である。大部分において、ヒト化抗体は、レシピエントの高頻度可変領域の
残基が、マウス、ラット、ウサギ又は非ヒト霊長類のような所望の抗体特異性、親和性及
び能力を有する非ヒト種(ドナー抗体)の高頻度可変領域の残基によって置換されたヒト免
疫グロブリン(レシピエント抗体)である。ある場合には、ヒト免疫グロブリンのフレーム
ワーク領域(ＦＲ)残基は、対応する非ヒト残基によって置換される。さらに、ヒト化抗体
は、レシピエント抗体にもドナー抗体にも見出されない残基を含んでいてもよい。これら
の修飾は抗体の特性をさらに洗練するために行われる。一般的に、ヒト化抗体は、全て又
はほとんど全ての高頻度可変ループが非ヒト免疫グロブリンのものに一致し、全て又はほ
とんど全てのＦＲがヒト免疫グロブリン配列である、少なくとも１つ、典型的には２つの
可変ドメインの実質的に全てを含む。ヒト化抗体は、状況に応じて免疫グロブリン定常領
域(Ｆｃ)、典型的にはヒトの免疫グロブリンの定常領域の少なくとも一部を含む。さらな
る詳細は、Jones等, Nature 321, 522-525(1986)；Riechmann等, Nature 332, 323-329(1
988)；及びPresta, Curr. Op. Struct. Biol. 2, 593-596(1992)を参照のこと。
　【００３４】
　本明細書で用いられる「複合体」または「複合体化した」は、ペプチド結合でない結合
および／または力（例えば、ファンデルワールス、疎水性、親水性力）によって互いに相
互作用する２つ以上の分子の会合を指す。一実施態様では、複合体はヘテロ多量体である
。本明細書で用いられる「タンパク質複合体」または「ポリペプチド複合体」という用語
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が、タンパク質複合体中のタンパク質にコンジュゲートした非タンパク質エンティティー
（例えば、限定するものではないが、化学分子、例えば毒素または検出剤を含む）を有す
る複合体を含むことは理解されるはずである。
　本明細書で用いられる「ヘテロ多量体」または「ヘテロ多量体の」という用語は、非ペ
プチド性共有結合（例えばジスルフィド結合）および／または非共有結合性相互作用（例
えば水素結合、イオン結合、ファンデルワールス力および疎水性相互作用）によって互い
に相互作用する２つ以上のポリペプチドを記述するものであり、この場合、それらの分子
の少なくとも２つは互いに異なる配列を有する。
　本明細書において用いる場合、「イムノアドヘシン」という用語は、異種タンパク質（
「アドヘシン」）の結合特異性と免疫グロブリン定常ドメインのエフェクター機能を兼備
する分子を示す。構造的には、イムノアドヘシンは、アミノ酸配列が抗体の抗原認識およ
び結合部位以外である（すなわち、抗体の定常領域と比較して「異種」である）、所望の
結合特異性を有するアミノ酸配列と、免疫グロブリン定常ドメイン配列（例えばＩｇＧの
ＣＨ２および／またはＣＨ３配列）との融合体を含む。例示的なアドヘシン配列には、対
象のタンパク質に結合するレセプターまたはリガンドの一部分を含む隣接アミノ酸配列が
含まれる。アデノシン配列は、対象のタンパク質を結合するがレセプターおよびリガンド
配列ではない配列（例えばペプチボディ中のアドヘシン配列）でもあり得る。そのような
ポリペプチド配列を、ファージディスプレイ技術および高スループット選別法をはじめと
する様々な方法によって、選択または同定することができる。前記イムノアドヘシンにお
ける免疫グロブリン定常ドメイン配列は、任意の免疫グロブリン、例えば、ＩｇＧ－１、
ＩｇＧ－２、ＩｇＧ－３もしくはＩｇＧ－４サブタイプ、ＩｇＡ（ＩｇＡ－１およびＩｇ
Ａ－２を含む）、ＩｇＥ、ＩｇＤ、またはＩｇＭから得ることができる。
　対象の抗原を「結合する」本発明の抗体は、抗体が抗原を発現するタンパク質、細胞な
いし組織を標的とした治療薬及び／又は診断剤として有用となるように十分な親和性を有
して抗原を結合するものである。このような実施態様では、「非標的」タンパク質に対す
る抗体の結合範囲は、蛍光活性化細胞分類(ＦＡＣＳ)分析又は放射性免疫沈降法(ＲＩＡ)
又はＥＬＩＳＡにより決定した場合、その特定の標的タンパク質に対する抗体の結合の約
１０％未満である。標的分子への抗体の結合に関して、特定のポリペプチド又は特定のポ
リペプチド標的上のエピトープに対する「特異的結合」又は「に特異的に結合する」又は
「に特異的な」といった用語は、非特異的な相互作用とは測定可能な差異を有する結合を
意味する(例えば、非特異的な相互作用はウシ血清アルブミンまたはカゼインへの結合で
あってよい)。特異的結合は、例えば、コントロール分子の結合と比較して分子の結合を
決定することにより測定することができる。例えば、特異的結合は、標的、例えば標識し
ていない過剰な量の標的に類似したコントロール分子との競合により決定することができ
る。この場合、プローブに対する標識した標的の結合が、標識していない過剰な量の標的
により競合的に阻害された場合、特異的結合が示される。ここで用いる特定のポリペプチ
ド又は特定のポリペプチド標的上のエピトープに対する「特異的結合」又は「に特異的に
結合する」又は「に特異的である」といった用語は、例えば、少なくともおよそ２００ｎ
Ｍ、あるいは少なくともおよそ１５０ｎＭ、あるいは少なくともおよそ１００ｎＭ、ある
いは少なくともおよそ６０ｎＭ、あるいは少なくともおよそ５０ｎＭ、あるいは少なくと
もおよそ４０ｎＭ、あるいは少なくともおよそ３０ｎＭ、あるいは少なくともおよそ２０
ｎＭ、あるいは少なくともおよそ１０ｎＭ、あるいは少なくともおよそ８ｎＭ、あるいは
少なくともおよそ６ｎＭ、あるいは少なくともおよそ４ｎＭ、あるいは少なくともおよそ
２ｎＭ、あるいは少なくともおよそ１ｎＭ又はそれ以上の対標的Ｋｄを有する分子によっ
て提示されうる。一実施態様では、「特異的な結合」なる用語は、分子が他のいかなるポ
リペプチド又はポリペプチドエピトープに実質的に結合しないで特定のポリペプチド又は
特定のポリペプチド上のエピトープに結合する結合を指す。
　【００３５】
　一般的に「結合親和性」は、分子(例えば抗体)の単一結合部位とその結合パートナー(
例えば抗原)との間の非共有結合的な相互作用の総合的な強度を意味する。特に明記しな
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い限り、「結合親和性」は、結合対のメンバー(例えば抗体と抗原)間の１：１相互作用を
反映する内因性結合親和性を意味する。一般的に、分子ＸのそのパートナーＹに対する親
和性は、解離定数(Ｋｄ)として表される。例えば、Ｋｄは、２００ｎＭ、１５０ｎＭ、１
００ｎＭ、６０ｎＭ、５０ｎＭ、４０ｎＭ、３０ｎＭ、２０ｎＭ、１０ｎＭ、８ｎＭ、６
ｎＭ、４ｎＭ、２ｎＭ、１ｎＭ又はそれ以上の強さでありうる。およそ親和性は、本明細
書中に記載のものを含む当業者に公知の共通した方法によって測定することができる。低
親和性抗体は抗原にゆっくり結合して素早く解離する傾向があるのに対し、高親和性抗体
は抗原により密接により長く結合したままとなる。結合親和性の様々な測定方法が当分野
で公知であり、それらの何れかを本発明のために用いることができる。
　【００３６】
　一実施態様では、本発明の「Ｋｄ」又は「Ｋｄ値」は、およそ１０反応単位(ＲＵ)の固
定した抗原ＣＭ５チップを用いて２５℃のBIAcoreTM-2000又はBIAcoreTM-3000(BIAcore, 
Inc., Piscataway, NJ)にて表面プラズモン共鳴アッセイを行ってＫｄ又はＫｄ値を測定
する。簡単に言うと、カルボキシメチル化デキストランバイオセンサーチップ(CM5, BIAc
ore Inc.)を、提供者の指示書に従ってＮ-エチル-Ｎ'-(３-ジメチルアミノプロピル)-カ
ルボジイミド塩酸塩(ＥＤＣ)及びＮ-ヒドロキシスクシニミド(ＮＨＳ)で活性化した。抗
原を１０ｍＭ 酢酸ナトリウム(ｐＨ４．８)で５μｇ／ｍｌ(～０．２μＭ)に希釈し、結
合したタンパク質の反応単位(ＲＵ)がおよそ１０になるように５μｌ／分の流速で注入し
た。抗原の注入後、反応しない群をブロックするために１Ｍのエタノールアミンを注入し
た。動力学的な測定のために、２倍の段階希釈したＦａｂ(０．７８ｎＭから５００ｎＭ)
を２５℃、およそ２５μｌ／分の流速で０．０５％Ｔｗｅｅｎ２０(ＰＢＳＴ)を含むＰＢ
Ｓに注入した。会合及び解離のセンサーグラムを同時にフィットさせることによる単純一
対一ラングミュア結合モデル(simple one-to-one Langmuir binding model) (BIAcore Ev
aluationソフトウェアバージョン3.2)を用いて、会合速度(Ｋｏｎ)と解離速度(Ｋｏｆｆ)
を算出した。平衡解離定数(Ｋｄ)をＫｏｆｆ／Ｋｏｎ比として算出した。例として、Chen
, Y.,ら, (1999) J. Mol Biol 293:865-881を参照。上記の表面プラスモン共鳴アッセイ
による結合速度が１０６Ｍ－１Ｓ－１を上回る場合、分光計、例えば、流動停止を備えた
分光光度計(stop-flow equipped spectrophometer)(Aviv Instruments)又は撹拌キュベッ
トを備えた8000シリーズSLM-Aminco分光光度計(ThermoSpectronic)で測定される、漸増濃
度の抗原の存在下にて、ＰＢＳ(ｐＨ７．２)、２５℃の、２０ｎＭの抗抗原抗体(Ｆａｂ
型)の蛍光放出強度(励起＝２９５ｎｍ；放出＝３４０ｎｍ、帯域通過＝１６ｎｍ)におけ
る増加又は減少を測定する蛍光消光技術を用いて結合速度を測定することができる。
　【００３７】
　また、本発明の「結合速度」又は「会合の速度」又は「会合速度」又は「ｋｏｎ」は、
～１０反応単位(ＲＵ)の固定した抗原ＣＭ５チップを用いて２５℃のBIAcoreTM-2000又は
BIAcoreTM-3000(BIAcore, Inc., Piscataway, NJ)を用いた前述と同じ表面プラズモン共
鳴アッセイにて測定される。簡単に言うと、カルボキシメチル化デキストランバイオセン
サーチップ(CM5, BIAcore Inc.)を、提供者の指示書に従ってＮ-エチル-Ｎ'-(３-ジメチ
ルアミノプロピル)-カルボジイミド塩酸塩(ＥＤＣ)及びＮ-ヒドロキシスクシニミド(ＮＨ
Ｓ)で活性化した。抗原を１０ｍＭ 酢酸ナトリウム(ｐＨ４．８)で５μｇ／ｍｌ(およそ
０．２μＭ)に希釈し、結合したタンパク質の反応単位(ＲＵ)がおよそ１０になるように
５μｌ／分の流速で注入した。その後、反応しない群をブロックするために１Ｍのエタノ
ールアミンを注入した。抗原の注入後、反応しない群をブロックするために１Ｍのエタノ
ールアミンを注入した。動力学的な測定のために、２倍の段階希釈したＦａｂ(０．７８
ｎＭから５００ｎＭ)を２５℃、およそ２５μｌ／分の流速で０．０５％Ｔｗｅｅｎ２０(
ＰＢＳＴ)を含むＰＢＳに注入した。会合及び解離のセンサーグラムを同時にフィットさ
せることによる単純一対一ラングミュア結合モデル(simple one-to-one Langmuir bindin
g model) (BIAcore Evaluationソフトウェアバージョン3.2)を用いて、会合速度(Ｋｏｎ)
と解離速度(Ｋｏｆｆ)を算出した。平衡解離定数(Ｋｄ)をＫｏｆｆ／Ｋｏｎ比として算出
した。例として、Chen, Y.,ら, (1999) J. Mol Biol 293:865-881を参照。しかし、上記
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の表面プラスモン共鳴アッセイによる結合速度が１０６Ｍ－１Ｓ－１を上回る場合、分光
計、例えば、流動停止を備えた分光光度計(stop-flow equipped spectrophometer)(Aviv 
Instruments)又は撹拌キュベットを備えた8000シリーズSLM-Aminco分光光度計(ThermoSpe
ctronic)で測定される、漸増濃度の抗原の存在下にて、ＰＢＳ(ｐＨ７．２)、２５℃の、
２０ｎＭの抗抗原抗体(Ｆａｂ型)の蛍光放出強度(励起＝２９５ｎｍ；放出＝３４０ｎｍ
、帯域通過＝１６ｎｍ)における増加又は減少を測定する蛍光消光技術を用いて結合速度
を測定するのが好ましい。
　【００３８】
　抗体、断片またはこれらの誘導体といった本発明のポリペプチドに関して「生物学的に
活性な」および「生物学的活性」および「生物学的特徴」は、特段の記載がない限り、生
物学的な分子に結合する能力を有することを意味する。
　「ペプチボディ」は、ランダムに生成されたペプチドとＦｃドメインの融合体を指す。
２００３年１２月９日にＦｅｉｇｅらに発行された（出典明記によりその全体が組み込ま
れる）米国特許第６，６６０，８４３号を参照のこと。それらは、Ｎ末端、Ｃ末端、アミ
ノ酸側鎖にまたはこれらの部位の１つより多くに連結された１つ以上のペプチドを含む。
ペプチボディ技術は、１つ以上のリガンドまたはレセプターを標的にするペプチド、腫瘍
ホーミングペプチド、膜輸送ペプチド等を組み込む治療薬の設計を可能にする。ペプチボ
ディ技術は、ジスルフィドによって拘束された線状ペプチド、「直列ペプチド多量体」（
すなわち、Ｆｃドメインの単鎖上の１つより多くのペプチド）を含めて、多数のそのよう
な分子の設計において有用であることが証明された。例えば、米国特許第６，６６０，８
４３号；２００３年１０月１６日に公開された米国特許出願公開第２００３／０１９５１
５６号（２００２年１１月２１日に公開された国際公開第０２／０９２６２０号に対応す
る）；２００３年９月１８日に公開された米国特許出願公開第２００３／０１７６３５２
号（２００３年４月１７日に公開された国際公開第０３／０３１５８９号に対応する）；
１９９９年１０月２２日に出願された米国特許出願第０９／４２２，８３８号（２０００
年５月４日に公開された国際公開第００／２４７７０号に対応する）；２００３年１２月
１１日に公開された米国特許出願公開第２００３／０２２９０２３号；２００３年７月１
７日に公開された国際公開第０３／０５７１３４号；２００３年１２月２５日に公開され
た米国特許出願公開第２００３／０２３６１９３号（２００４年４月８日に出願されたＰ
ＣＴ／ＵＳ０４／０１０９８９号に対応する）；２００３年９月１８日に出願された米国
特許出願第１０／６６６，４８０号（２００４年４月１日に公開された国際公開第０４／
０２６３２９号に対応する）を参照のこと。これらの各々は出典明記によりその全体が本
明細書に組み込まれる。
　「アフィボディ」は、標的分子のための結合表面を生じさせるためにタンパク質を足場
として使用する、ペプチド結合によりＦｃ領域に連結されたタンパク質の使用を指す。前
記タンパク質は、多くの場合、天然に生じるタンパク質、例えばブドウ球菌プロテインＡ
もしくはＩｇＧ結合Ｂドメイン、またはそれらに由来するＺタンパク質（Nilsson et al(
1987),Prot Eng 1,107-133、および米国特許第５，１４３，８４４号を参照）またはそれ
らの断片もしくは誘導体である。例えば、標的分子を結合できる変異体のライブラリを生
じさせるようにランダム突然変異誘発によってＺタンパク質のセグメントを突然変異させ
たものである、標的分子への結合親和性が改変されたＺタンパク質変異体から、アフィボ
ディを作ることができる。アフィボディの例には、米国特許第６，５３４，６２８号、No
rd K et al,Prot Eng 8:601-608(1995)およびNord K et al,Nat Biotech 15:772-777(199
7).Biotechnol Appl Biochem.2008 Jun;50(Pt 2):97-112が含まれる。
　「単離された」ヘテロ多量体または複合体は、その自然細胞培養環境の成分から分離さ
れおよび／または回収されたヘテロ多量体または複合体を意味する。その自然環境の混入
成分は、ヘテロ多量体の診断または治療への使用を妨害する物質であり、酵素、ホルモン
、および他のタンパク質様または非タンパク質様溶質が含まれる。好ましい実施態様にお
いて、ヘテロ多量体は、（１）ローリー法により判定してタンパク質９５重量％超、およ
び最も好ましくは９９重量％超まで、（２）スピニングカップシークエネーターを使用す
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ることにより、Ｎ末端もしくは内部アミノ酸配列の少なくとも１５残基を得るのに十分な
程度まで、または（３）クーマシーブルーもしくは好ましくは銀染色を用いる還元もしく
は非還元条件下でＳＤＳ－ＰＡＧＥにより均一になるまで精製される。
　本発明のヘテロ多量体は、実質的に均一になるまで一般には精製される。「実質的に均
一な」、「実質的に均一な形態」および「実質的均一」という句は、その産物に、望まし
くないポリペプチドの組み合わせ（例えばホモ多量体）起源の副産物が実質的にないこと
を示すために用いられる。
　純度に関して表現される、実質的に均一は、副産物の量が、１０重量％、９重量％、８
重量％、７重量％、６重量％、４重量％、３重量％、２重量％もしくは１重量％を超えな
い、または１重量％未満であることを意味する。一実施態様では、副産物は５％未満であ
る。
　「生物学的分子」は、核酸、タンパク質、糖質、脂質およびこれらの組合せを指す。一
実施態様では、生物学的分子は天然に存在する。　
　【００３９】
　「単離された」とは、ここで開示された種々の抗体を記述するために使用するときは、
発現した細胞又は細胞培養物から同定され分離され及び／又は回収された抗体を意味する
。その自然環境の混入成分とは、ポリペプチドの診断又は治療への使用を典型的には妨害
する物質であり、酵素、ホルモン、及び他のタンパク質様又は非タンパク質様溶質が含ま
れる。好ましい実施態様において、抗体は、(１)スピニングカップシークエネーターを使
用することにより、Ｎ末端あるいは内部アミノ酸配列の少なくとも１５残基を得るのに十
分なほど、あるいは、(２)クーマシーブルーあるいは好ましくは銀染色を用いた非還元あ
るいは還元条件下でのＳＤＳ-ＰＡＧＥによる均一性が得られるように十分なほど精製さ
れる。ポリペプチドの自然環境の少なくとも１つの成分が存在しないため、単離された抗
体には、組換え細胞内のインサイツの抗体が含まれる。しかしながら、通常は、単離され
たポリペプチドは少なくとも１つの精製工程により調製される。
　【００４０】
　本明細書で用いられる「連結された」または「連結する」とは、第一アミノ酸配列と第
二アミノ酸配列の間の直接的なペプチド結合による結合、または第一および第二アミノ酸
配列に結合した、該配列間のペプチドである、第三アミノ酸配列を伴う結合のいずれかを
意味する。例えば、あるアミノ酸配列のＣ末端におよび他のアミノ酸配列のＮ末端に結合
したリンカーペプチド。
　本明細書で用いられる「リンカー」とは、２以上のアミノ酸長のアミノ酸配列を意味す
る。リンカーは、天然極性または非極性アミノ酸から成り得る。リンカーは、例えば、２
から１００アミノ酸長、例えば２アミノ酸長と５０アミノ酸長の間、例えば、３、５、１
０、１５、２０、２５、３０、３５、４０、４５または５０アミノ酸長であり得る。リン
カーは、例えば自己切断または酵素的もしくは化学的切断により、「切断可能」であり得
る。アミノ酸配列内の切断部位ならびにそのような部で切断する酵素および化学物質は、
当該技術分野において周知であり、本明細書にも記載する。
　本明細書で用いられる「テザー」とは、２つの別のアミノ酸配列を連結するアミノ酸リ
ンカーを意味する。本明細書に記載するテザーは、免疫グロブリン重鎖可変ドメインのＮ
末端と免疫グロブリン軽鎖定常領域のＣ末端を連結することができる。特定の実施態様に
おいて、テザーは、約１５アミノ酸長と５０アミノ酸長の間、例えば、２０アミノ酸長と
２６アミノ酸長の間（例えば、２０、２１、２２、２３、２４、２５または２６アミノ酸
長）である。テザーは、例えば、当該技術分野において標準的な方法および試薬を用いる
自己切断または酵素的もしくは化学的切断により、「切断可能」であり得る。
　「リンカー」または「テザー」の酵素的切断は、例えばＬｙｓ－Ｃ、Ａｓｐ－Ｎ、Ａｒ
ｇ－Ｃ、Ｖ８、Ｇｌｕ－Ｃ、キモトリプシン、トリプシン、ペプシン、パパイン、トロン
ビン、ゲネナーゼ、第Ｘａ因子、ＴＥＶ（タバコエッチウイルスシステインプロテアーゼ
）、エンテロキナーゼ、ＨＲＶ　Ｃ３（ヒトライノウイルスＣ３プロテアーゼ）、キニノ
ゲナーゼ、ならびにスブチリシン様プロプロテイン転換酵素（例えば、フリン（ＰＣ１）
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、ＰＣ２もしくはＰＣ３）またはＮ－アルギニン二塩基性転換酵素などの、エンドペプチ
ダーゼの使用を必要とし得る。化学的切断は、例えば、ヒドロキシルアミン、Ｎ－クロロ
スクシンイミド、Ｎ－ブロモスクシンイミド、または臭化シアンの使用を必要とし得る。
　本明細書で用いられる「Ｌｙｓ－Ｃエンドペプチダーゼ切断部位」は、Ｌｙｓ－Ｃエン
ドペプチダーゼによってＣ末端側で切断され得るアミノ酸配列内のリシン残基である。Ｌ
ｙｓ－Ｃエンドペプチダーゼは、リシン残基のＣ末端側で切断する。
　本明細書で用いられる「７アミノ酸繰り返し」とは、アミノ酸配列内で少なくとも１回
は繰り返される７連続アミノ酸の配列を意味する。７アミノ酸繰り返しは、第一の繰り返
しのＣ末端が第二の繰り返しのＮ末端に直ぐ隣接して、アミノ酸配列内で連続的に配列さ
れ得る。一実施態様において、７アミノ酸繰り返しは、本明細書中で定義する式Ｉまたは
式ＩＩの配列を有する。
　本明細書で用いられる「コイルドコイルドメイン」、「コイルドコイルヘテロ二量体化
ドメイン」、「コイル」または「コイルヘテロ二量体化ドメイン」とは、第二アルファら
せん構造（第二「コイルドコイルドメイン」）と相互作用して「コイルドコイル」または
「ヘテロ二量体コイルドコイル」を形成することができるアルファらせん構造を形成する
アミノ酸配列を意味する。アルファらせん構造は、右巻きのアルファらせんであり得る。
一実施態様において、アルファらせん構造は、７アミノ酸繰り返しで構成される。１つの
特定の例では、コイルコイルドメインは、第一および第二アルファらせん構造の「Ｘ１」
および「Ｘ１’」位置の残基が互いとの疎水性相互作用を形成し、第一および第二アルフ
ァらせん構造の「Ｘ４」および「Ｘ４’」位置の残基が互いとの疎水性相互作用を形成し
、第一アルファらせん構造の「Ｘ５」位置の残基が第二アルファらせん構造の「Ｘ７’」
位置の残基とイオン性相互作用を形成し、ならびに第一アルファらせん構造の「Ｘ７」位
置の残基が第二アルファらせん構造の「Ｘ５’」位置の残基とイオン性相互作用を形成す
る、図１に示すような構造を有する。コイルドコイルドメインは、本明細書中で定義する
式Ｉまたは式ＩＩの７アミノ酸繰り返し２つ以上で構成されることもある。
　「疎水性残基」とは、アラニン、バリン、ロイシン、イソロイシン、トリプトファン、
フェニルアラニン、プロリンまたはメチオニンを意味する。特定の実施態様において、疎
水性残基はプロリンではない。
　「荷電残基」とは、酸性または塩基性アミノ酸を意味する。リシン、アルギニンおよび
ヒスチジンは塩基性アミノ酸であり、アスパラギン酸およびグルタミン酸は酸性アミノ酸
である。
　「カオトロピック剤」とは、分子内相互作用（例えば水素結合、ファンデルワールス力
または疎水性作用）の安定化を妨害することによりタンパク質（例えば抗体）の三次元構
造を破壊する水溶性物質を意味する。例示的なカオトロピック剤には、限定するものでは
ないが、尿素、グアニジン－ＨＣｌ、過塩素酸リチウム、ヒスチジンおよびアルギニンが
含まれる。
　「中性（ｍｉｌｄ）界面活性剤」とは、分子内相互作用（例えば水素結合、ファンデル
ワールス力または疎水性作用）の安定化を妨害することによりタンパク質（例えば抗体）
の三次元構造を破壊するが、生物学的活性を喪失させるようにタンパク質構造を永久破壊
しない（すなわち、タンパク質を変性しない）、水溶性物質を意味する。例示的な中性界
面活性剤には、限定するものではないが、Ｔｗｅｅｎ（例えばＴｗｅｅｎ－２０）、Ｔｒ
ｉｔｏｎ（例えばＴｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００）、ＮＰ－４０（ノニルフェノキシポリエト
キシエタノール）、Ｎｏｎｉｄｅｔ　Ｐ－４０（オクチルフェノキシポリエトキシエタノ
ール）、およびドデシル硫酸ナトリウム（ＳＤＳ）が含まれる。
　「ヒンジ領域」は、一般に、ヒトＩｇＧ１のＧｌｕ２１６からＰｒｏ２３０の伸展と定
義される（Burton,Molec.Immunol.22:161-206(1985)）。重鎖間Ｓ－Ｓ結合を形成する最
初および最後のシステイン残基を同じ位置に置くことにより、他のＩｇＧアイソタイプの
ヒンジ領域をＩｇＧ１配列と整列させることができる
　Ｆｃ領域の「下方ヒンジ領域」は、ヒンジ領域の直ぐＣ末端側の残基、すなわちＦｃ領
域の残基２３３から２３９の伸展と通常は定義される。本発明より以前は、ＦｃガンマＲ



(31) JP 6091894 B2 2017.3.15

10

20

30

40

50

結合は、一般に、ＩｇＧ　Ｆｃ領域の下方ヒンジ領域におけるアミノ酸残基によるものと
されていた。
　ヒトＩｇＧ　Ｆｃ領域の「ＣＨ２ドメイン」は、通常、ＩｇＧの残基２３１あたりから
３４０あたりに伸展する。ＣＨ２ドメインは、別のドメインと厳密に対合しない点でユニ
ークである。それどころか、２つのＮ連結分岐炭水化物鎖がインタクト天然ＩｇＧ分子の
２つのＣＨ２ドメイン間に介在している。炭水化物がドメイン－ドメイン対合の代わりに
なり、ＣＨ２ドメインの安定化を助長し得ると推測されている。Burton,Molec.Immunol.2
2:161-206(1985)。
　「ＣＨ３」ドメインは、Ｆｃ領域中のＣＨ２ドメインのＣ末端側の残基（すなわち、Ｉ
ｇＧのアミノ酸残基３４１あたりからアミノ酸残基４４７あたり）の伸展を含む。
　用語「Ｆｃ領域」は、本明細書では免疫グロブリン重鎖のＣ末端領域を定義するために
用いられ、天然配列Ｆｃ領域および変異体Ｆｃ領域を含む。免疫グロブリン重鎖のＦｃ領
域の境界は様々であり得るが、ヒトＩｇＧ重鎖Ｆｃ領域は、通常、位置Ｃｙｓ２２６のア
ミノ酸残基から、またはＰｒｏ２３０から、そのカルボキシル末端の伸展と定義される。
Ｆｃ領域のＣ末端リシン（ＥＵ番号付けシステムによると残基４４７）は、例えば、抗体
の生産もしくは精製中に、または抗体の重鎖をコードする核酸を組換えにより改変するこ
とによって、取り除かれることがある。従って、インタクト抗体の組成物は、すべてのＫ
４４７残基が取り除かれた抗体集団、Ｋ４４７残基がまったく取り除かれていない抗体集
団、およびＫ４４７残基を有する抗体とＫ４４７残基のない抗体の混合物を有する抗体集
団を含み得る。
　「機能性Ｆｃ領域」は、天然配列Ｆｃ領域の「エフェクター機能」を保有する。例示的
な「エフェクター機能」には、Ｃ１ｑ結合；ＣＤＣ；Ｆｃレセプター結合；ＡＤＣＣ；貪
食作用；細胞表面レセプター（例えば、Ｂ細胞レセプター；ＢＣＲ）のダウンレギュレー
ションなどが含まれる。そのようなエフェクター機能は、結合ドメイン（例えば抗体可変
ドメイン）と組み合わせるためにＦｃ領域を一般に必要とするので、例えば本明細書にお
ける定義に開示するような、様々なアッセイを用いて該エフェクター機能を評価すること
ができる。
　「天然配列Ｆｃ領域」は、天然に見出されるＦｃ領域のアミノ酸配列と同一のアミノ酸
配列を含む。天然配列ヒトＦｃ領域には、天然配列ヒトＩｇＧ１　Ｆｃ領域（非Ａおよび
Ａアロタイプ）；天然配列ヒトＩＧ２　Ｆｃ領域；天然配列ヒトＩＧ３　Ｆｃ領域；およ
び天然配列ヒトＩＧ４　Ｆｃ領域；ならびにこれらの天然に生じる変異体が含まれる。
　「変異体Ｆｃ領域」は、少なくとも１のアミノ酸修飾、好ましくは１以上のアミノ酸置
換によって天然配列Ｆｃ領域のものとは異なるアミノ酸配列を含む。好ましくは、変異体
Ｆｃ領域は、天然配列Ｆｃ領域とまたは親ポリペプチドのＦｃ領域と比較して少なくとも
１のアミノ酸置換、例えば、天然配列Ｆｃ領域にまたは親ポリペプチドのＦｃ領域に約１
から約１０のアミノ酸置換、および好ましくは約１から約５のアミノ酸置換を有する。本
明細書での変異体Ｆｃ領域は、好ましくは、天然配列Ｆｃ領域とのおよび／または親ポリ
ペプチドのＦｃ領域との少なくとも約８０％の相同性、ならびに最も好ましくはそれらと
の少なくとも約９０％の相同性、さらに好ましくはそれらとの少なくとも約９５％の相同
性を有する。
　本明細書で用いる「Ｆｃ複合体」は、互いに相互作用するＦｃ領域の２つのＣＨ２ドメ
インおよび／または互いに相互作用するＦｃ領域の２つのＣＨ３ドメインを指し、この場
合、該ＣＨ２ドメインおよび／または該ＣＨ３ドメインは、ペプチド結合ではない結合お
よび／または力（例えばファンデルワールス、疎水性、親水性力）によって相互作用する
。
　本明細書で用いる「Ｆｃ成分」は、Ｆｃ領域のヒンジ領域、ＣＨ２ドメインまたはＣＨ
３ドメインを指す。
　本明細書で用いる「Ｆｃ　ＣＨ成分」または「ＦｃＣＨ」は、Ｆｃ領域のＣＨ２ドメイ
ン、ＣＨ３ドメイン、またはＣＨ２およびＣＨ３ドメインを含むポリペプチドを指す。
　抗体の「エフェクター機能」とは、抗体のＦｃ領域(天然配列Ｆｃ領域又はアミノ酸配



(32) JP 6091894 B2 2017.3.15

10

20

30

40

50

列変異体Ｆｃ領域)に帰する生物学的活性を意味し、抗体のアイソタイプにより変わる。
抗体のエフェクター機能の例には、Ｃ１ｑ結合及び補体依存性細胞障害；Ｆｃレセプター
結合性；抗体依存性細胞媒介性細胞障害(ＡＤＣＣ)；貪食作用；細胞表面レセプター(例
えば、Ｂ細胞レセプター)のダウンレギュレーション；及びＢ細胞活性化が含まれる。
　「抗体依存性細胞媒介性細胞障害」又は「ＡＤＣＣ」とは、ある種の細胞障害細胞(例
えば、ナチュラルキラー(ＮＫ)細胞、好中球及びマクロファージ)上に存在するＦｃレセ
プター(ＦｃＲｓ)と結合した分泌Ｉｇにより、これらの細胞障害エフェクター細胞が抗原
-担持標的細胞に特異的に結合し、続いて細胞毒により標的細胞を死滅させることを可能
にする細胞障害性の形態を意味する。抗体は細胞障害細胞を「備えて」おり、これはこの
ような死滅には絶対に必要なものである。ＡＤＣＣを媒介する主要な細胞ＮＫ細胞はＦｃ
γＲＩＩＩのみを発現するのに対し、単球はＦｃγＲＩ、ＦｃγＲＩＩ及びＦｃγＲＩＩ
Ｉを発現する。造血細胞でのＦｃＲの発現は、Ravetch and Kinet, Annu. Rev. Immunol 
9:457-92 (1991) の４６４頁の表３に要約されている。対象の分子のＡＤＣＣ活性を評価
するために、米国特許第５５００３６２号又は同第５８２１３３７号に記載されているよ
うなインビトロＡＤＣＣアッセイを実施することができる。このようなアッセイにおいて
有用なエフェクター細胞には、末梢血液単核細胞(ＰＢＭＣ)及びナチュラルキラー細胞(
ＮＫ細胞)が含まれる。代わりとして、もしくは付加的に、対象の分子のＡＤＣＣ活性は
、例えば、Clynes等, PNAS (USA) 95:652-656 (1998)において開示されているような動物
モデルにおいて、インビボで評価することが可能である。
　【００４１】
　「Ｆｃレセプター」又は「ＦｃＲ」は、抗体のＦｃ領域に結合するレセプターを記載す
るものである。好適なＦｃＲは天然配列ヒトＦｃＲである。さらに好適なＦｃＲは、Ｉｇ
Ｇ抗体(ガンマレセプター)と結合するもので、ＦｃγＲＩ、ＦｃγＲＩＩ及びＦｃγＲＩ
ＩＩサブクラスのレセプターを含み、これらのレセプターの対立遺伝子変異体、選択的に
スプライシングされた形態のものも含まれる。ＦｃγＲＩＩレセプターには、ＦｃγＲＩ
ＩＡ(「活性型レセプター」)及びＦｃγＲＩＩＢ(「阻害型レセプター」)が含まれ、主と
してその細胞質ドメインは異なるが、類似のアミノ酸配列を有するものである。活性型レ
セプターＦｃγＲＩＩＡは、細胞質ドメインにチロシン依存性免疫レセプター活性化モチ
ーフ(immunoreceptor tyrosine-based activation motif ;ＩＴＡＭ)を含んでいる。阻害
型レセプターＦｃγＲＩＩＢは、細胞質ドメインにチロシン依存性免疫レセプター阻害性
モチーフ(immunoreceptor tyrosine-based inhibition motif ;ＩＴＩＭ)を含んでいる(D
aeron, Annu. Rev. immunol. 15:203-234 (1997)を参照)。ＦｃＲsに関しては、 Ravetch
 and Kinet, Annu.Rev. Immunol. 9:457-492 (1991); Capel等, Immunomethods 4:25-34 
(1994); 及びde Haas等, J.Lab. Clin. Med. 126:330-41 (1995) に概説されている。将
来的に同定されるものも含む他のＦｃＲsはここでの「ＦｃＲ」という言葉によって包含
される。また、該用語には、母性ＩｇＧの胎児への移送を担い(Guyer等, J. Immunol. 11
7:587 (1976)及びKim等, J. Immunol.24:249 (1994))、免疫グロブリンのホメオスタシス
を調節する新生児性レセプターＦｃＲｎも含まれる。
　【００４２】
　「ヒトエフェクター細胞」とは、一又は複数のＦｃＲｓを発現し、エフェクター機能を
実行する白血球のことである。その細胞が少なくともＦｃγＲＩＩＩを発現し、ＡＤＣＣ
エフェクター機能を実行することが望ましい。ＡＤＣＣを媒介するヒト白血球の例として
、末梢血液単核細胞(ＰＢＭＣ)、ナチュラルキラー(ＮＫ)細胞、単球、細胞障害性Ｔ細胞
及び好中球が含まれるが、ＰＢＭＣとＮＫ細胞が好適である。エフェクター細胞は天然源
、例えば血液から単離してもよい。
　「補体依存性細胞障害」もしくは「ＣＤＣ」は、補体の存在下で標的を溶解することを
意味する。典型的な補体経路の活性化は補体系(Ｃｌｑ)の第１補体が、同族抗原と結合し
た(適切なサブクラスの)抗体に結合することにより開始される。補体の活性化を評価する
ために、ＣＤＣアッセイを、例えばGazzano-Santoro等, J. Immunol. Methods 202:163 (
1996)に記載されているように実施することができる。
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　【００４３】
　「治療的有効量」なる用語は、対象の疾患又は疾病を治療するための抗体、抗体断片ま
たは誘導体の量を指す。腫瘍（例えば癌性腫瘍）の場合は、治療的有効量の抗体ないし抗
体断片（例えば多重特異性抗体ないし抗体断片）は、癌細胞の数を減少させる、腫瘍の大
きさを小さくする、癌細胞の周辺器官への浸潤を阻害する（すなわち、ある程度に遅く、
好ましくは止める）、腫瘍の転移を阻害する（すなわち、ある程度遅く、好ましくは止め
る）、腫瘍の成長をある程度阻害する、及び／又は疾患に関連する一又は複数の症状をあ
る程度和らげうる。ある程度、抗体ないし抗体断片は、成長を妨げ及び／又は現存の癌細
胞を殺し得、細胞分裂停止性及び／又は細胞障害性である。癌治療に対しては、インビボ
における効力は、例えば生存期間、病状の進行時間（ＴＴＰ）、応答速度（ＲＲ）、応答
期間、及び／又は生活の質の測定により測定される。
　「低減する又は阻害する」とは、概して好ましくは２０％以上、より好ましくは５０％
以上、最も好ましくは７５％、８５％、９０％、９５％又はそれ以上の減少を引き起こす
能力を指す。低減する又は阻害するとは、治療する疾患の症状、転移の存在又は大きさ、
原発腫瘍のサイズ、又は血管形成性疾患の血管の大きさ又は数を指しうる。
　【００４４】
　「癌」及び「癌性」なる用語は、典型的には調節されない細胞の成長／増殖を特徴とす
る、哺乳動物における生理学的状態を指すか記述する。良性及び悪性の癌は、この定義に
含まれる。癌の例には、これらに限定するものではないが、癌腫、リンパ腫、芽細胞腫、
肉腫及び白血病が含まれる。このような癌のより具体的な例には、扁平細胞癌、小細胞肺
癌、非小細胞肺癌、肺の腺癌、肺の扁平上皮癌、腹膜の癌、肝細胞性癌、胃腸癌を含む胃
(gastric及びstomach)癌、膵癌、神経膠芽腫、膠腫、子宮頸癌、卵巣癌、肝癌、膀胱癌、
肝腫瘍、乳癌、大腸癌、結腸直腸癌、子宮内膜又は子宮癌腫、唾液腺癌腫、腎臓癌(例え
ば、腎臓細胞癌腫)、肝癌、前立腺癌、外陰部癌、甲状腺癌、肝癌、肛門部の癌腫、陰茎
癌腫、メラノーマ、及び様々な種類の頭頸部癌が含まれる。「初期段階の癌」は、浸潤性
でも転移性でもなく、又はステージ０、Ｉ又はＩＩの癌として分類される癌を意味する。
「前癌性」なる用語は、典型的に癌に進行する又は癌に発達する症状ないし成長を指す。
「非転移性」とは、良性である癌、又は原発部位に止まり、リンパ管や血管系ないしは原
発部位以外の組織に浸透しない癌を意味する。一般的に、非転移性癌は、ステージ０、Ｉ
又はＩＩの癌、場合によってステージＩＩＩの癌のいずれかの癌である。
　【００４５】
　「ＨＥＲ２の異常な活性化を伴う非悪性疾患又は障害」は、疾患ないし障害を有するか
又はその素因がある被検体の細胞又は組織においてＨＥＲ２の異常な活性化が生じている
癌を伴っていない症状である。このような疾患又は障害の例には、自己免疫性疾患(例え
ば乾癬)(下記の定義を参照)；子宮内膜症；強皮症；再狭窄；大腸ポリープ、鼻ポリープ
又は胃腸ポリープといったポリープ；線維腺腫；呼吸器疾患(例として、慢性気管支炎、
急性の喘息およびアレルギー性喘息を含む喘息、嚢胞性線維症、気管支拡張症、アレルギ
ー性又は他の鼻炎又は副鼻腔炎、α１-抗トリプシン欠乏症、咳、肺気腫、肺線維症又は
過剰反応性の気道、慢性閉塞性肺性疾患、及び慢性閉塞性肺疾患)；胆嚢炎；神経線維腫
症；多発性嚢胞腎；炎症性疾患；乾癬および皮膚炎を含む皮膚疾患；血管系疾患；血管性
上皮細胞の異常な増殖を伴う状態；胃腸潰瘍；メネトリエ病、分泌腺腫又はタンパク質喪
失症候群；腎臓疾患；血管形成性疾患；眼性疾患、例えば加齢性黄斑変性症、推定眼ヒス
トプラスマ症候群、増殖性糖尿病性網膜症由来の網膜血管新生、網膜脈管形成、糖尿病性
網膜症又は加齢性黄斑変性；骨関連症、例えば骨関節炎、くる病および骨粗鬆症；大脳虚
血発症後の損傷；線維性又は浮腫性疾患、例えば熱傷、外傷、放射線、脳卒中、低酸素又
は乏血後の肝硬変、肺線維症、サルコイドーシス、甲状腺炎、全身過粘稠度症候群、 オ
スラー・ランデュ・ウェーバー病、慢性閉塞性肺疾患又は浮腫；皮膚の過敏性反応；糖尿
病性網膜症および糖尿病性ネフロパシ；ギラン‐バレー症候群；移植片対宿主病又は移植
拒絶反応；パジェット病；骨又は関節の炎症；光老化(例えば、ヒトの皮膚のＵＶ照射に
よって生じる)；良性前立腺肥大；アデノウイルス、ハンタウイルス、ボレリア・ブルグ
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ドルフェリ、エルシニア菌種およびボルデテラペルツッシスから選択される微生物病原体
を含む特定の微生物感染；血小板凝集によって生じる血栓；生殖系状態、例えば子宮内膜
症、卵巣の過刺激症候群、子癇前症、機能障害性子宮出血又は機能性子宮出血；関節滑膜
炎；アテローム；急性及び慢性のネフロパシ(増殖性糸球体腎炎および糖尿病性腎疾患を
含む)；湿疹；肥大性瘢痕形成；エンドトキシンショックおよび真菌感染；家族性腺腫性
ポリープ症；神経変性疾患(例えばアルツハイマー病、ＡＩＤＳ関連痴呆、パーキンソン
病、筋萎縮性側索硬化症、色素性網膜炎、脊髄筋萎縮および小脳変性)；骨髄形成異常症
候群；無形成性貧血；虚血性傷害；肺、腎臓又は肝臓の線維形成；Ｔ細胞が媒介する過敏
性症候群；乳幼児肥大性先天性幽門閉塞；泌尿器閉塞性症候群；乾癬の関節炎；及び橋本
甲状腺炎が含まれる。
　本明細書において「アレルギー性又は炎症性の疾患」は、個体の免疫系の過剰活性化か
ら生じる疾患又は疾病である。例示的なアレルギー性又は炎症性の疾患には、喘息、乾癬
、関節リウマチ、アトピー性皮膚炎、多発性硬化症、全身狼瘡、エリテマトーデス、湿疹
、臓器移植、年齢性黄斑変性、クローン病、潰瘍性大腸炎、好酸性食道炎および炎症に関
連する自己免疫性疾患が含まれるが、これに限定されない。
　【００４６】
　本明細書中の「自己免疫疾患」は、個体の自己組織又は同時分離又はその徴候又は結果
として生じるその症状に対する及びそれらから生じる疾患又は症状である。自己免疫疾患
又は症状の例として、限定するものではないが、関節炎(関節リウマチ(例えば急性の関節
炎、慢性の関節リウマチ、痛風性関節炎、急性の痛風性関節炎、慢性炎症性関節炎、変形
性関節症、感染性関節炎、ライム関節炎、増殖性関節炎、乾癬の関節炎、椎骨関節炎及び
若年性発症関節リウマチ、骨関節炎、関節炎慢性化、関節炎変形、関節炎慢性原発、反応
性関節炎、及び強直性脊椎炎)、炎症性過剰増殖性皮膚病、乾癬、例えばプラーク乾癬、
滴状乾癬、膿疱性乾癬及び爪乾癬)、皮膚炎、例として接触皮膚炎、慢性接触皮膚炎、ア
レルギー性皮膚炎、アレルギー性接触皮膚炎、ヘルペス状の皮膚炎、貨幣状皮膚炎、脂漏
性皮膚炎、非特異的皮膚炎、一次刺激物接触皮膚炎及び過敏性皮膚炎、Ｘ連鎖性過剰Ｉｇ
Ｍ症候群、蕁麻疹、例えば慢性アレルギー性蕁麻疹及び慢性特発性蕁麻疹、例として慢性
自己免疫蕁麻疹、多発性筋炎／皮膚筋炎、若年性皮膚筋炎、中毒性上皮性表皮壊死症、強
皮症(全身強皮症を含む)、硬化症、例えば全身性硬化症、多発性硬化症(ＭＳ)、例えば脊
椎-眼(spino-optical) ＭＳ)、一次進行性ＭＳ(ＰＰＭＳ)及び再発性寛解ＭＳ(ＲＲＭＳ)
、進行性全身性硬化症、アテローム性動脈硬化、動脈硬化症、硬化症汎発、失調性硬化症
、炎症性腸疾患(ＩＢＤ)(例えばクローン病、自己免疫性胃腸疾患、大腸炎、例えば潰瘍
性大腸炎、大腸性潰瘍、微細な大腸炎、膠原性大腸炎、大腸ポリープ、壊死性全腸炎及び
経壁の大腸炎、及び自己免疫炎症性腸疾患)、膿皮症壊疽、結節性紅斑、原発性硬化性胆
管炎、上強膜炎、呼吸窮迫症候群、例として成人性又は急性の呼吸窮迫症候群(ＡＲＤＳ)
、髄膜炎、葡萄膜の全部又は一部の炎症、虹彩炎、脈絡膜炎、自己免疫血液疾患、リウマ
チ様脊椎炎、リウマチ様関節滑膜炎、突発性聴力障害、ＩｇＥ媒介性疾患、例えばアナフ
ィラキシー及びアレルギー性鼻炎及びアトピー性鼻炎、脳炎、例えばラスマッセンの脳炎
及び辺縁及び／又は脳幹脳炎、ブドウ膜炎、例として、前部ブドウ膜炎、急性前ブドウ膜
炎、肉芽腫ブドウ膜炎、非顆粒性ブドウ膜炎、水晶体抗原性ブドウ膜炎、後部ブドウ膜炎
又は自己免疫ブドウ膜炎、ネフローゼ症候群を有する又は有さない糸球体腎炎(ＧＮ)、例
として、慢性又は急性の糸球体腎炎、例として原発性ＧＮ、免疫性ＧＮ、膜性ＧＮ(膜性
ネフロパシ)、特発性膜性ＧＮ又は特発性膜性ネフロパシ、膜又は膜性増殖性ＧＮ(ＭＰＧ
Ｎ)(タイプＩ及びタイプＩＩを含む)、急速進行性ＧＮ、アレルギー性症状、アレルギー
性反応、湿疹、例としてアレルギー性又はアトピー性湿疹、喘息、例えば喘息気管支炎、
気管支喘息及び自己免疫喘息、Ｔ細胞の浸潤を伴う症状及び慢性炎症反応、慢性肺炎症性
疾患、自己免疫心筋炎、白血球粘着力欠損、全身性エリテマトーデス(ＳＬＥ)又は全身性
ループスエリテマトーデス、例えば皮膚ＳＬＥ、亜急性の皮膚ＳＬＥ、新生児期ループス
症候群(ＮＬＥ)、紅班性狼瘡汎発、ループス(例としてループス腎炎、ループス脳炎、小
児ループス、非腎性ループス、腎外ループス、円板状ループス、脱毛症ループス)、若年
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性開始型(Ｉ型)真正糖尿病、例として小児インシュリン依存性真正糖尿病(ＩＤＤＭ)、成
人発症型真正糖尿病(ＩＩ型糖尿病)、自己免疫性糖尿病、特発性の尿崩症、サイトカイン
及びＴリンパ球によって媒介される急性及び遅発性過敏症と関係する免疫応答、結核、サ
ルコイドーシス、肉芽腫症、例としてリンパ腫肉芽腫症、ヴェゲナーの肉芽腫症、無顆粒
球症、脈管炎、例として血管炎、大血管性血管炎(例えば大脈管脈管炎(リウマチ性多発性
筋痛及び巨細胞(高安)動脈炎を含む)、中脈管脈管炎(川崎病及び結節性多発動脈炎を含む
)、微小多発動脈炎、ＣＮＳ脈管炎、壊死性血管炎、皮膚性血管炎又は過敏性血管炎、全
身性壊死性血管炎、及びＡＮＣＡ関連の脈管炎、例としてチャーグ-ストラウス脈管炎又
は症候群(ＣＳＳ))、側頭動脈炎、無形成性貧血、自己免疫無形成性貧血、クームズ陽性
貧血症、ダイアモンドブラックファン貧血症、溶血性貧血又は免疫溶血性貧血、例として
自己免疫溶血性貧血(ＡＩＨＡ)、悪性貧血(貧血症悪性熱)、アジソン病、純粋な赤血球貧
血症又は形成不全(ＰＲＣＡ)、第VIII因子欠損症、血友病Ａ、自己免疫好中球減少症、汎
血球減少症、白血球減少症、白血球血管外遊出を伴う疾患、ＣＮＳ炎症性疾患、多器官損
傷症候群、例えば敗血症、外傷又は出血の二次症状、抗原-抗体複合体関連疾患、抗糸球
体基底膜疾患、抗リン脂質抗体症候群、アレルギー性神経炎、ベーチェット又はベーチェ
ット病、カールスマン症候群、グッドパスチャー症候群、レイノー症候群、シェーグレン
症候群、スティーブンスジョンソン症候群、類天疱瘡、例えば水疱性類天ぽうそう及び類
天疱瘡皮膚、天疱瘡(尋常性天疱瘡、落葉状天疱瘡、ペンフィグス粘液膜類天疱瘡及び天
疱瘡エリテマトーデスを含む)、自己免疫多腺性内分泌障害、ライター病又は症候群、免
疫複合体腎炎、抗体媒介性腎炎、視神経脊髄炎、多発性神経炎、慢性神経障害、例えばＩ
ｇＭ多発性神経炎又はＩｇＭ媒介性神経障害、血小板減少(例えば心筋梗塞患者によるも
の)、例えば血栓性血小板減少性紫斑病(ＴＴＰ)、及び自己免疫性又は免疫媒介性血小板
減少、例えば慢性及び急性のＩＴＰを含む特発性血小板減少性紫斑病(ＩＴＰ)、自己免疫
性精巣炎及び卵巣炎を含む精巣及び卵巣の自己免疫性疾患、一次甲状腺機能低下症、副甲
状腺機能低下症、自己免疫内分泌性疾患、例えば甲状腺炎、例えば自己免疫性甲状腺炎、
橋本病、慢性甲状腺炎(橋本甲状腺炎)又は亜急性の甲状腺炎、自己免疫甲状腺性疾患、特
発性甲状腺機能低下症、グレーブ病、自己免疫多腺性症候群、例として多腺性症候群(又
は、多腺性内分泌障害症候群)、腫瘍随伴症候群、例として神経系新生物関連症候群、例
えばランバート-イートン筋無力症症候群又はイートン―ランバート症候群、スティッフ
マン又はスティッフマン症候群、脳脊髄炎、例として、アレルギー性脳脊髄炎又は脳脊髄
炎性アレルギー及び実験的アレルギー性脳脊髄炎(ＥＡＥ)、重症筋無力症、例えば胸腺腫
関連の重症筋無力症、小脳性退化、神経ミオトニ、眼球クローヌス又は眼球クローヌス筋
硬直症候群(ＯＭＳ)及び感覚系神経障害、多病巣性運動神経障害、シーハン症候群、自己
免疫肝炎、慢性肝炎、類狼瘡肝炎、巨細胞肝炎、慢性活動性肝炎又は自己免疫慢性活動性
肝炎、リンパ系間隙間質性肺炎(ＬＩＰ)、閉塞性細気管支炎(非移植)対ＮＳＩＰ、ギラン
‐バレー症候群、ベルガー病(ＩｇＡネフロパシ)、特発性ＩｇＡネフロパシ、線状ＩｇＡ
皮膚病、原発性胆管萎縮症、肺線維症、自己免疫腸疾患症候群、セリアック病、コエリア
ック病、脂肪便症(グルテン腸疾患)、抵抗性スプルー、特発性スプルー、クリオグロブリ
ン血症、アミロトロフィック側索硬化症(ＡＬＳ；筋萎縮性側索硬化症(Lou Gehrig's dis
ease))、冠状動脈疾患、自己免疫性耳疾患、例として、自己免疫内耳疾患(ＡＩＥＤ)、自
己免疫聴力障害、眼球クローヌス筋硬直徴候(ＯＭＳ)、多発性軟骨炎、例として、抵抗性
又は再発性多発性軟骨炎、肺胞状蛋白症、アミロイドーシス、強膜炎、非癌性リンパ球増
多症、一次リンパ球増多症、これにはモノクローナルＢ細胞リンパ球増多症(例えば良性
モノクローナル免疫グロブリン症及び未同定の有意なモノクローナル免疫グロブリン血症
(monoclonal gammopathy of undetermined significance)、ＭＧＵＳ)が含まれる、末梢
性神経障害、腫瘍随伴症候群、チャネル病、例として、癲癇、片頭痛、不整脈、筋疾患、
難聴、盲目、周期性麻痺及びＣＮＳのチャネル病、自閉症、炎症性ミオパシ、局所性分節
性糸球体硬化症(ＦＳＧＳ)、内分泌性眼障害、ブドウ膜網膜炎、脈絡網膜炎、自己免疫性
肝臓病、線維症、多内分泌性不全、シュミット症候群、副腎炎、胃萎縮、初老期痴呆、脱
髄性疾患、例として自己免疫脱髄性病、糖尿病性ネフロパシ、ドレスラー症候群、円形脱
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毛症、ＣＲＥＳＴ症候群(石灰沈着、レイノー現象、食道運動障害、強指症及び毛細管拡
張症)、雌雄自己免疫性不妊性、混合性結合組織病、シャーガス病、リウマチ熱、再発性
中絶、農夫肺、多形性紅斑、心切開術後症候群、クッシング症候群、愛鳥家肺、アレルギ
ー性肉芽腫性脈管炎、良性リンパ球血管炎、アルポート症候群、肺胞炎、例えばアレルギ
ー性肺胞炎及び繊維化肺胞炎、間隙肺疾患、輸血反応、ハンセン病、マラリア、リーシュ
マニア症、キパノソミアシス(kypanosomiasis)、住血吸虫症、蛔虫症、アスペルギルス症
、サンプター症候群、カプラン症候群、デング熱、心内膜炎、心内膜心筋線維形成、広汎
性間質性肺線維形成、間質性肺線維形成、特発性の肺線維形成、嚢胞性線維症、眼内炎、
持久性隆起性紅斑、胎児赤芽球症、好酸性筋膜炎(eosinophilic faciitis)、シャルマン
症候群、フェルティー症候群、フィラリア(flariasis)、毛様体炎、例えば慢性毛様体炎
、ヘテロ慢性毛様体炎、虹彩毛様体炎、又はＦｕｃｈの毛様体炎)、ヘーノホ-シェーンラ
イン紫斑病、ヒト免疫不全ウイルス(ＨＩＶ)感染、エコーウィルス感染、心筋症、アルツ
ハイマー病、パルボウィルス感染、風疹ウィルス感染、種痘後症候群、先天性風疹感染、
エプスタインバーウイルス感染、耳下腺炎、エヴァンの症候群、自己免疫性腺機能不全、
シドナム舞踏病、連鎖球菌感染後腎炎、閉塞性血栓性血管炎(thromboangitis ubiterans)
、甲状腺中毒症、脊髄癆、脈絡膜炎、巨細胞多発性筋痛、内分泌性眼障害、慢性過敏性肺
炎、乾性角結膜炎、流行性角結膜炎、特発性腎臓症候群、微小変化ネフロパシ、良性家族
性及び乏血-再灌流障害、網膜自己免疫、関節炎症、気管支炎、慢性閉塞性気道疾患、珪
肺症、アフタ、アフタ性口内炎、動脈硬化症疾患、アスペルミオジェネース(aspermiogen
ese)、自己免疫性溶血、ベック病、クリオグロブリン血症、デュピュイトラン拘縮、水晶
体過敏性眼内炎、腸炎アレルギー、結節性紅斑、leprosum、特発性顔麻痺、慢性疲労症候
群、リウマチ性熱、ハンマンリッチ病、感覚器性(sensoneural)聴力障害、血色素尿症発
作(haemoglobinuria paroxysmatica)、性機能低下、回腸炎領域、白血球減少症、単核細
胞増加症感染、横移動脊髄炎、一次特発性の粘液水腫、ネフローゼ、眼炎symphatica、精
巣炎肉芽腫症、膵炎、多発性神経根炎急性、膿皮症壊疽、Ｑｕｅｒｖａｉｎ甲状腺炎、後
天性脾臓萎縮、抗精子抗体による不妊性、非悪性胸腺腫、白斑、ＳＣＩＤ及びエプスタイ
ンバーウイルス関連疾患、後天性免疫不全症候群(エイズ)、寄生虫病、例えばLesihmania
、毒性ショック症候群、食中毒、Ｔ細胞の浸潤を伴う症状、白血球-粘着力欠損、サイト
カイン及びＴリンパ球に媒介される急性及び遅発性過敏症関連免疫応答、白血球血管外遊
出を伴う疾患、多器官損傷症候群、抗原-抗体複合体媒介性疾患、抗糸球体基底膜疾患、
アレルギー性神経炎、自己免疫多腺性内分泌障害、卵巣炎、原発性粘液水腫、自己免疫萎
縮性胃炎、交感性眼炎、リウマチ性疾患、混合性結合組織病、ネフローゼ症候群、膵島炎
、多内分泌性不全、末梢性神経障害、自己免疫多腺性症候群Ｉ型、成人発症型特発性副甲
状腺機能低下症(ＡＯＩＨ)、完全脱毛症、拡張型心筋症、後天性表皮水疱症(ＥＢＡ)、ヘ
モクロマトーシス、心筋炎、ネフローゼ症候群、原発性硬化性胆管炎、化膿性又は非化膿
性副鼻腔炎、急性又は慢性副鼻腔炎、篩骨、正面、上顎骨又は蝶形骨副鼻腔炎、好酸球性
関連疾患、例えば好酸球増加症、肺浸潤好酸球増加症、好酸球増加症-筋肉痛症候群、レ
フラー症候群、慢性好酸性肺炎、熱帯肺好酸球増加症、気管支肺炎アスペルギルス症、ア
スペルギローム又は好酸球性を含有する肉芽腫、アナフィラキシー、血清陰性脊椎関節炎
疹、多内分泌性自己免疫性疾患、硬化性胆管炎、強膜、上強膜、慢性皮膚粘膜カンジダ症
、ブラットン症候群、乳児期の一過性低ガンマグロブリン血症、ウィスコット‐アルドリ
ッチ症候群、毛細血管拡張性運動失調症候群、膠原病と関係する自己免疫疾患、リウマチ
、神経病学的疾患、虚血性再灌流障害、血圧応答の減退、血管機能不全、antgiectasis、
組織損傷、心血管乏血、痛覚過敏、脳虚血、及び脈管化を伴う疾患、アレルギー性過敏症
疾患、糸球体腎炎、再灌流障害、心
筋又は他の組織の再灌流損傷、急性炎症性成分を有する皮膚病、急性化膿性髄膜炎又は他
の中枢神経系炎症性疾患、眼性及び眼窩の炎症性疾患、顆粒球輸血関連症候群、サイトカ
イン誘発性毒性、急性重症炎症、慢性難治性炎症、腎盂炎、肺線維症、糖尿病性網膜症、
糖尿病性大動脈疾患、動脈内過形成、消化性潰瘍、弁膜炎、及び子宮内膜症などがある。
　【００４７】
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　ここで用いられる「細胞障害性剤」という用語は、細胞の機能を阻害又は阻止し及び／
又は細胞破壊を生ずる物質を指す。この用語は、放射性同位体（例えば、Ａｔ２１１、Ｉ
１３１、Ｉ１２５、Ｙ９０、Ｒｅ１８６、Ｒｅ１８８、Ｓｍ１５３、Ｂｉ２１２、Ｒａ２

２３、Ｐ３２及びＬｕの放射性同位体）、化学治療薬、例としてメトトレキセート、アド
リアマイシン、ビンカアルカロイド(ビンクリスチン、ビンブラスチン、エトポシド)、ド
キソルビシン、メルファラン、マイトマイシンＣ、クロランブシル、ダウノルビシン又は
他の挿入剤、酵素及びその断片、例えば核溶解性酵素、抗生物質、及び毒素、例えばその
断片及び／又は変異体を含む小分子毒素又は細菌、糸状菌、植物又は動物起源の酵素的に
活性な毒素、そしてここに開示する種々の抗腫瘍剤、抗癌剤および化学療法剤を含むよう
に意図されている。他の細胞障害性薬が下記に記載されている。殺腫瘍性剤は、腫瘍細胞
の破壊を引き起こす。
　【００４８】
　「化学療法剤」は、癌の治療に有用な化学的化合物である。化学療法剤の例には、チオ
テパ及びシクロスホスファミド(CYTOXAN(登録商標))のようなアルキル化剤；ブスルファ
ン、インプロスルファン及びピポスルファンのようなスルホン酸アルキル類；ベンゾドー
パ(benzodopa)、カルボコン、メツレドーパ(meturedopa)、及びウレドーパ(uredopa)のよ
うなアジリジン類；アルトレートアミン(altretamine)、トリエチレンメラミン、トリエ
チレンホスホラミド、トリエチレンチオホスホラミド(triethiylenethiophosphoramide)
及びトリメチローロメラミン(trimethylolomelamine)を含むエチレンイミン類及びメチラ
メラミン類；アセトゲニン(acetogenins）(特にブラタシン(bullatacin)及びブラタシノ
ン(bullatacinone)）；δ-９-テトラヒドロカンナビノール(ドロナビノール、MARINOL(登
録商標))；β-ラパコン；ラパコール；コルヒチン；ベツリン酸；カンプトセシン(合成類
似体トポテカン(topotecan)(HYCAMTIN(登録商標))、ＣＰＴ-１１(イリノテカン、CAMPTOS
AR(登録商標))、アセチルカンプトテシン(acetylcamptothecin)、スコポレクチン(scopol
ectin)、及び９-アミノカンプトテシン(9-aminocamptothecin)を含む）；ブリオスタチン
；カリスタチン(callystatin）；ＣＣ-１０６５(そのアドゼレシン(adozelesin)、カルゼ
レシン(carzelesin)及びバイゼレシン(bizelesin)合成類似体を含む)；ポドフィリン；ポ
ドフィリン酸；テニポシド；クリプトフィシン(cryptophycin)(特にクリプトフィシン１
及びクリプトフィシン８）；ドラスタチン(dolastatin）；デュオカルマイシン(duocarmy
cin ）（合成類似体、KW-2189及びCB1-TM1を含む）；エレトロビン(eleutherobin）；パ
ンクラチスタチン(pancratistatin）；サルコディクチン(sarcodictyin）；スポンジスタ
チン(spongistatin）；クロランブシル、クロルナファジン(chlornaphazine)、チョロホ
スファミド(cholophosphamide)、エストラムスチン、イホスファミド、メクロレタミン、
メクロレタミンオキシドヒドロクロリド、メルファラン、ノベンビチン(novembichin)、
フェネステリン(phenesterine)、プレドニムスチン(prednimustine)、トロフォスファミ
ド(trofosfamide)、ウラシルマスタード等のナイトロジェンマスタード；ニトロスレアス
(nitrosureas)、例えばカルムスチン(carmustine)、クロロゾトシン(chlorozotocin)、フ
ォテムスチン(fotemustine)、ロムスチン(lomustine)、ニムスチン、ラニムスチン；エネ
ジイン(enediyne) 抗生物質等の抗生物質（例えば、カリケアマイシン(calicheamicin)、
特にカリケアマイシンガンマ１Ｉ、例えば、Agnew　Chem Intl. Ed. Engl., 33：183-186
(1994)を参照のこと；ダイネミシンＡ(dynemicinＡ）を含むダイネミシン(dynemicin）；
エスペラマイシン(esperamicin）；同様にネオカルチノスタチン発光団及び関連色素蛋白
エネジイン(enediyne) 抗生物質発光団）、アクラシノマイシン(aclacinomysins)、アク
チノマイシン、オースラマイシン(authramycin)、アザセリン、ブレオマイシン(bleomyci
ns)、カクチノマイシン(cactinomycin)、カラビシン(carabicin)、カルミノマイシン(car
minomycin）、カルジノフィリン(carzinophilin)、クロモマイシン、ダクチノマイシン、
ダウノルビシン、デトルビシン(detorubicin）、６-ジアゾ-５-オキソ-Ｌ-ノルロイシン
、ADRIAMYCIN(登録商標)ドキソルビシン (モルフォリノ－ドキソルビシン、シアノモルフ
ォリノ-ドキソルビシン、２-ピロリノ-ドキソルビシン及びデオキシドキソルビシンを含
む）、エピルビシン、エソルビシン(esorubicin）、イダルビシン、マセロマイシン(marc
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ellomycin）、マイトマイシンＣなどのマイトマイシン(mitomycins）、マイコフェノール
酸(mycophenolic acid)、ノガラマイシン(nogalamycin)、オリボマイシン(olivomycins)
、ペプロマイシン、ポトフィロマイシン(potfiromycin)、ピューロマイシン、クエラマイ
シン(quelamycin)、ロドルビシン(rodorubicin)、ストレプトニグリン、ストレプトゾシ
ン、ツベルシジン(tubercidin)、ウベニメクス、ジノスタチン(zinostatin)、ゾルビシン
(zorubicin)；メトトレキセート及び５-フルオロウラシル(５-ＦＵ）などの抗-代謝産物
；デノプテリン(denopterin)、メトトレキセート、プテロプテリン(pteropterin)、トリ
メトレキセート(trimetrexate)のような葉酸類似体；フルダラビン(fludarabine)、６-メ
ルカプトプリン、チアミプリン、チオグアニンのようなプリン類似体；アンシタビン、ア
ザシチジン(azacitidine)、６-アザウリジン(azauridine)、カルモフール、シタラビン、
ジデオキシウリジン、ドキシフルリジン、エノシタビン(enocitabine)、フロキシウリジ
ン(floxuridine)のようなピリミジン類似体；カルステロン(calusterone)、プロピオン酸
ドロモスタノロン、エピチオスタノール、メピチオスタン、テストラクトン(testolacton
e)のようなアンドロゲン類；アミノグルテチミド、ミトタン、トリロスタンのような抗副
腎剤；フロリン酸(frolinic acid)のような葉酸リプレニッシャー(replenisher)；アセグ
ラトン；アルドホスファミドグリコシド；アミノレブリン酸；エニルウラシル(eniluraci
l)；アムサクリン(amsacrine)；ベストラブシル(bestrabucil)；ビサントレン(bisantren
e)；エダトラキセート(edatraxate)；デフォファミン(defofamine)；デメコルシン(demec
olcine)；ジアジコン(diaziquone)；エルフォルニチン(elfornithine)；酢酸エリプチニ
ウム(elliptinium acetate)；エポチロン(epothilone)；エトグルシド(etoglucid)；硝酸
ガリウム；ヒドロキシ尿素；レンチナン；ロニダイニン(lonidainine)；メイタンシン(ma
ytansine)及びアンサマイトシン(ansamitocin)のようなメイタンシノイド(maytansinoid)
；ミトグアゾン(mitoguazone)；ミトキサントロン；モピダンモール(mopidanmol)；ニト
ラエリン(nitraerine)；ペントスタチン；フェナメット(phenamet)；ピラルビシン；ロソ
キサントロン(losoxantrone)；２-エチルヒドラジド；プロカルバジン；ＰＳＫ(登録商標
)多糖類複合体(JHS Natural Products, Eugene, OR)；ラゾキサン(razoxane)；リゾキシ
ン(rhizoxin)；シゾフィラン；スピロゲルマニウム(spirogermanium)；テニュアゾン酸(t
enuazonic acid)；トリアジコン(triaziquone)；２,２',２''-トリクロロトリエチルアミ
ン；トリコテセン(trichothecenes)(特に、Ｔ-２トキシン、ベラキュリンＡ(verracurin 
A)、ロリデンＡ(roridin A)及びアングイデン(anguidine)）；ウレタン；ビンデシン(ELD
ISINE(登録商標)、FILDESIN(登録商標))；ダカルバジン；マンノムスチン(mannomustine)
；ミトブロニトール；ミトラクトール(mitolactol)；ピポブロマン(pipobroman)；ガシト
シン(gacytosine)；アラビノシド（「Ara-C」）；チオテパ；タキソイド、例えばタキソ
ール(登録商標)パクリタキセル、（Bristol-Myers Squibb Oncology, Princeton, NJ）、
ABRAXANETM クレモフォール(Cremophor)を含まない、アルブミン設計のナノ粒子形状のパ
クリタキセル(American　Pharmaceutical　Partners, Schaumberg, Illinois)及びタキソ
テア(登録商標）ドキセタキセル、（Rhone-Poulenc Rorer, Antony, France）；クロラン
ブシル；GEMZAR(登録商標)ゲンシタビン(gemcitabine)；６-チオグアニン；メルカプトプ
リン；メトトレキセート；シスプラチン及びカルボプラチンのようなプラチナ類似体；ビ
ンブラスチン(VELBAN(登録商標))；プラチナ；エトポシド(ＶＰ-１６）；イホスファミド
；ミトキサントロン；ビンクリスチン(ONCOVIN(登録商標))；オキサリプラチン；ロイコ
ボリン；NAVELBINE(登録商標)ビノレルビン；ノバントロン(novantrone)；エダトレキセ
ート；ダウノマイシン；アミノプテリン；イバンドロナート(ibandronate)；トポイソメ
ラーゼインヒビターＲＦＳ２０００；ジフルオロメチロールニチン(ＤＭＦＯ)；レチノイ
ン酸などのレチノイド類；カペシタビン(capecitabine)(XELODA(登録商標))；上述したも
のの製薬的に許容可能な塩類、酸類又は誘導体；並びに、上記のうちの２以上の組合せ、
例えば、シクロホスファミド、ドキソルビシン、ビンクリスチン及びプレドニソロンの併
用治療の略記号であるCHOP、及び５-ＦＵとロイコボリン(leucovovin)と組み合わされる
オキサリプラチン(ELOXATINTM)による治療投薬計画の略記号であるFOLFOXが含まれる。
　【００４９】
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　また、癌の成長を促進しうるホルモンの影響を調節、低減、阻止(ブロック)又は阻害す
るように作用し、たびたび全身性、又は全身治療の形態にある抗ホルモン剤もこの定義に
含まれる。これらはホルモン類自体でもよい。例として、抗卵胞ホルモン類及び、選択的
なエストロゲンレセプターモジュレータ類(ＳＥＲＭ)、例えば、タモキシフェン(NOLVADE
X(登録商標)タモキシフェン)、EVISTA(登録商標)ラロキシフェン、ドロロキシフェン(dro
loxifene)、４-ヒドロキシタモキシフェン、トリオキシフェン(trioxifene)、ケオキシフ
ェン(keoxifene)、LY117018、オナプリストン及びFARESTON(登録商標)トレミフェン、抗
プロゲステロン類、エストロゲンレセプター下方制御因子(ＥＲＤ)、卵巣を抑制するか又
は一時停止させるように機能する薬剤、例えば、黄体形成ホルモン放出ホルモン(ＬＨＲ
Ｈ)アゴニスト、例えば、LUPRON(登録商標)及びELIGARD(登録商標)酢酸ロイプロリド、ゴ
セレリンアセテート、ブセレリンアセテート及びトリプトレリン(tripterelin)、他の抗
アンドロゲン類、例えばフルタミド、ニルタミド及びビカルタミド、及び、副腎のエスト
ロゲン産生を制御する酵素アロマターゼを阻害するアロマターゼ阻害薬、例として、例え
ば４(５)-イミダゾール、アミノグルテチミド、MEGASE(登録商標)メゲストロールアセテ
ート、AROMASIN(登録商標) エキセメスタン、ホルメスタン、ファドロゾール、RIVISOR(
登録商標) ボロゾール、FEMARA(登録商標) レトロゾール及びARIMIDEX(登録商標) アナス
トロゾールなどがある。加えて、化学療法剤のこのような定義には、ビスホスホネート、
例えばクロドロン酸(例えば、BONEFOS(登録商標)又はOSTAC(登録商標))、DIDROCAL(登録
商標)エチドロン酸、NE-58095、ZOMETA(登録商標) ゾレドロン酸／ゾレドロネート、FOSA
MAX(登録商標)アレンドロネート、AREDIA(登録商標)パミドロン酸、SKELID(登録商標) チ
ルドロン酸又はACTONEL(登録商標)、リセドロン酸、並びにトロキサチタビン(troxacitab
ine)(1,3-ジオキソランヌクレオシドシトシン類似体)、アンチセンスオリゴヌクレオチド
、特に異常な細胞増殖に関係するシグナル伝達経路の遺伝子の発現を阻害するもの、例と
して、例えばＰＫＣ-α、Ｒａｆ、Ｈ-Ｒａｓ及び上皮性成長因子レセプター(ＥＧＦ-Ｒ)
、ワクチン、例えばTHERATOPE(登録商標)ワクチン及び遺伝子治療ワクチン、例えばALLOV
ECTIN(登録商標)ワクチン、LEUVECTIN(登録商標)ワクチン及びVAXID(登録商標)ワクチン
、LURTOTECAN(登録商標)トポイソメラーゼ１インヒビター、ABARELIX(登録商標) ｒｍＲ
Ｈ、ラパチニブジトシラート(ＥｒｂＢ-２及びＥＧＦＲ二重チロシンキナーゼ小分子イン
ヒビター、GW572016とも称される)、及び、上記の何れかの薬学的に受容可能な塩類、酸
又は誘導体が含まれる。
　【００５０】
　ここで用いられる際の「増殖阻害剤」は、細胞の増殖をインビトロ又はインビボの何れ
かで阻害する化合物又は組成物を意味する。よって、増殖阻害剤は、Ｓ期でＨｉｐ発現細
胞の割合を有意に減少させるものである。増殖阻害剤の例は、細胞周期の進行を（Ｓ期以
外の位置で）阻害する薬剤、例えばＧ１停止又はＭ期停止を誘発する薬剤を含む。古典的
なＭ期ブロッカーは、ビンカス（例えばビンクリスチン及びビンブラスチン）、タキサン
類、及びトポイソメラーゼＩＩ阻害剤、例えばドキソルビシン、エピルビシン、ダウノル
ビシン、エトポシド、及びブレオマイシンを含む。またＧ１停止させるこれらの薬剤は、
Ｓ期停止にも波及し、例えば、ＤＮＡアルキル化剤、例えば、タモキシフェン、プレドニ
ゾン、ダカルバジン、メクロレタミン、シスプラチン、メトトレキセート、５-フルオロ
ウラシル、及びアラ-Ｃである。更なる情報は、The Molecular Basis of Cancer, Mendel
sohn及びIsrael, 編, Chapter 1, 表題「Cell cycle regulation, oncogene, and antine
oplastic drugs」, Murakami等, (WB Saunders: Philadelphia, 1995)、特に１３頁に見
出すことができる。タキサン類（パクリタキセル及びドセタキセル）は、共にイチイに由
来する抗癌剤である。ヨーロッパイチイに由来するドセタキセル（TAXOTERE（登録商標）
、ローン・プーラン ローラー）は、パクリタキセル（TAXOL（登録商標）、ブリストル-
マイヤー スクウィブ）の半合成類似体である。パクリタキセル及びドセタキセルは、チ
ューブリン二量体から微小管の集合を促進し、細胞の有糸分裂を阻害する結果となる脱重
合を防ぐことによって微小管を安定化にする。
　【００５１】
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　ここで用いる「抗癌療法」は、被検体の癌を低減するか又は阻害する処置を指す。抗癌
療法の例には、細胞障害性放射線療法、並びに細胞障害性剤、化学療法剤、増殖阻害性剤
、癌ワクチン、脈管形成インヒビター、プロドラッグ、サイトカイン、サイトカインアン
タゴニスト、副腎皮質ステロイド、免疫抑制因子、制吐剤、抗体ないし抗体断片又は鎮痛
剤の治療上の有効量の被検体への投与が含まれる。
　この出願で用いられる用語「プロドラッグ」なる用語は、親薬剤と比較して腫瘍細胞に
対する細胞障害性が低く、酵素的に活性化又はより活性な親形態に変換されうる薬学的に
活性な物質の前駆体又は誘導体の形態を指す。例として、Wilman, "Prodrugs in Cancer 
Chemotherapy" Biochemical Society Transactions, 14, pp. 375-382, 615th Meeting B
elfast (1986)およびStella et al., "Prodrugs: A Chemical Approach to Targeted Dru
g Delivery," Directed Drug Delivery, Borchardt et al., (ed.), pp. 247-267, Human
a Press (1985)を参照のこと。プロドラッグには、限定するものではないが、ホスファー
ト含有プロドラッグ、チオホスファート含有プロドラッグ、スルファート含有プロドラッ
グ、ペプチド含有プロドラッグ、Ｄ-アミノ酸修飾プロドラッグ、グリコシル化プロドラ
ッグ、β-ラクタム含有プロドラッグ、任意に置換されたフェノキシアセトアミド含有プ
ロドラッグ、又は任意に置換されたフェニルアセトアミド含有プロドラッグ、より活性の
ある細胞毒のない薬剤に転換可能な５-フルオロシトシン及び他の５-フルオロウリジンプ
ロドラッグを含む。限定はしないが、本発明で使用されるプロドラッグ形態に誘導体化可
能な細胞障害性剤の例には、前記の化学療法剤が含まれる。
　【００５２】
　「サイトカイン」なる用語は、一つの細胞集団から放出され、他の細胞に細胞間メディ
エータとして作用するタンパク質の一般用語である。このようなサイトカインの例は、リ
ンホカイン、モノカイン、及び伝統的なポリペプチドホルモンである。サイトカインに含
まれるのは、成長ホルモン、例えばヒト成長ホルモン（ＨＧＨ）、Ｎ-メチオニルヒト成
長ホルモン、及びウシ成長ホルモン；副甲状腺ホルモン；チロキシン；インシュリン；プ
ロインシュリン；レラキシン；プロレラキシン；糖タンパク質ホルモン、例えば濾胞刺激
ホルモン（ＦＳＨ）、甲状腺刺激ホルモン（ＴＳＨ）、及び黄体化ホルモン（ＬＨ）；上
皮性増殖因子（ＥＧＦ）；肝臓成長因子；線維芽成長因子（ＦＧＦ）；プロラクチン；胎
盤ラクトゲン；腫瘍壊死因子-α及び-β；ミューラー阻害因子；マウス生殖腺刺激ホルモ
ン関連ペプチド；インヒビン；アクチビン；血管内皮成長因子；インテグリン；トロンボ
ポエチン（ＴＰＯ）；ＮＧＦ-β等の神経成長因子；血小板成長因子；ＴＧＦ-α及びＴＧ
Ｆ-β等のトランスフォーミング成長因子（ＴＧＦｓ）；インシュリン様成長因子-Ｉ及び
ＩＩ；エリスロポエチン（ＥＰＯ）；骨誘発因子；インターフェロン-α、-β、及び-γ
等のインターフェロン；コロニー刺激因子（ＣＳＦｓ）、例えばマクロファージ-ＣＳＦ
（Ｍ-ＣＳＦ）；顆粒球-マクロファージ-ＣＳＦ（ＧＭ-ＣＳＦ）；及び顆粒球-ＣＳＦ（
Ｇ-ＣＳＦ）；インターロイキン（ＩＬｓ）、例えばＩＬ-１、ＩＬ-１α、ＩＬ-１β、Ｉ
Ｌ-２、ＩＬ-３、ＩＬ-４、ＩＬ-５、ＩＬ-６、ＩＬ-７、ＩＬ-８、ＩＬ-９、ＩＬ-１０
、ＩＬ-１１、ＩＬ-１２、ＩＬ-１８；腫瘍壊死因子、例えばＴＮＦ-α及びＴＮＦ-β；
及びＬＩＦ及びキットリガンド（ＫＬ）を含む他のポリペプチド因子である。ここで用い
られる際、用語サイトカインには、天然供給源から、又は組換え細胞培養からのタンパク
質、及び天然配列サイトカインの生物学的に活性な等価物が含まれる。
　【００５３】
　「サイトカインアンタゴニスト」とは、少なくとも一のサイトカインの生物学的活性を
一部又は完全に遮断、阻害、又は中和する分子を意味する。例えば、サイトカインアンタ
ゴニストは、サイトカイン発現および／または分泌を阻害することによって、または、サ
イトカイン又はサイトカインレセプターに結合することによってサイトカイン活性を阻害
してよい。サイトカインアンタゴニストには、抗体、合成又は天然の配列ペプチド、イム
ノアドヘシン、及びサイトカイン又はサイトカインレセプターに結合する小分子アンタゴ
ニストが含まれる。サイトカインアンタゴニストは場合によって、細胞障害性剤とコンジ
ュゲートされるか又は融合される。例示的なＴＮＦアンタゴニストは、エタネルセプト(
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ＥＮＢＲＥＬ(登録商標))、インフリキシマブ(ＲＥＭＩＣＡＤＥ(登録商標))およびアダ
リムマブ(ＨＵＭＩＲＡＴＭ)である。
　【００５４】
　本明細書中で用いる「免疫抑制剤」なる用語は、治療される被検体の免疫系を抑制する
か又は隠すために作用する物質を指す。これには、サイトカイン産生を抑制する物質、自
己抗原発現を下方制御は又は抑制する物質、又は、ＭＨＣ抗原をマスキングする物質が含
まれる。免疫抑制剤の例には、２-アミノ-６-アリル-５-置換ピリミジン(米国特許第４６
６５０７７号を参照)；ミコフェノール酸モフェチル、例えばＣＥＬＬＣＥＰＴ(登録商標
)；アザチオプリン(ＩＭＵＲＡＮ(登録商標)、ＡＺＡＳＡＮ(登録商標)／６‐メルカプト
プリン；ブロモクリプチン；ダナゾール；ダプソン；グルタールアルデヒド(米国特許第
４１２０６４９号に記載のように、ＭＨＣ抗原をマスキングするもの)；ＭＨＣ抗原およ
びＭＨＣ断片のための抗イディオタイプ抗体；サイクロスポリンＡ；副腎皮質ステロイド
および糖質コルチコイドといったステロイド、例えばプレドニゾン、プレドニソロン、例
えばＰＥＤＩＡＰＲＥＤ(登録商標)(プレドニソロンリン酸ナトリウム)又はＯＲＡＰＲＥ
Ｄ(登録商標)(プレドニソロンリン酸ナトリウム経口溶液)、メチルプレドニゾロンおよび
デキサメサゾン；メトトレキセート(経口又は皮下)(ＲＨＥＵＭＡＴＲＥＸ(登録商標)、
ＴＲＥＸＡＬＬＴＭ)；ヒドロキシクロロキン／クロロキン；スルファサラジン；レフル
ノミド；サイトカイン又はサイトカインレセプターアンタゴニスト、例として抗インター
フェロン-γ、-β、又は-α抗体、抗腫瘍壊死因子-α抗体(インフリキシマブ又はアダリ
ムマブ)、抗ＴＮＦαイムノアドヘシン(ＥＮＢＲＥＬ(登録商標)、エタネルセプト)、抗
腫瘍壊死因子-β抗体、抗インターロイキン２抗体、及び抗ＩＬ－２レセプター抗体；抗
ＣＤ１１ａおよび抗ＣＤ１８抗体を含む抗ＬＦＡ-１抗体；抗Ｌ３Ｔ４抗体；異種性抗リ
ンパ球グロブリン；ポリクローナル又はパンＴ抗体、又はモノクローナル抗ＣＤ3又は抗
ＣＤ４／ＣＤ4ａ抗体；ＬＦＡ-３結合ドメインを含む可溶性ペプチド(１９９０年７月２
６日公開の国際公開１９９０／０８１８７)；ストレプトキナーゼ；ＴＧＦ-β；ストレプ
トドルナーゼ；宿主のＲＮＡ又はＤＮＡ；ＦＫ５０６；ＲＳ-６１４４３；デオキシスペ
ルグアリン；ラパマイシン；Ｔ細胞レセプター(Cohen et al.、米国特許第５１１４７２
１号)；Ｔ細胞レセプター断片(Offner et al. Science, 251: 430-432 (1991)；国際公開
１９９０／１１２９４；Ianeway, Nature, 341: 482 (1989)；及び国際公開１９９１／０
１１３３)；Ｔ１０Ｂ９といったＴ細胞レセプター抗体(欧州特許第３４０１０９号)；シ
クロホスファミド(ＣＹＴＯＸＡＮ(登録商標))；ダプソン；ペニシラミン(ＣＵＰＲＩＭ
ＩＮＥ(登録商標))；血漿交換；または、静脈免疫グロブリン(ＩＶＩＧ)が含まれる。こ
れらは単独で用いられても、互いに、特にステロイド及び他の免疫抑制剤との組合せ、又
はこの組合せの後にステロイドの必要性を低減するために維持用量の非ステロイド剤を組
み合わせて用いられてもよい。
　【００５５】
　「鎮痛剤」は、被検体の痛みを阻害するかまたは抑制するために作用する薬剤を指す。
例示的な鎮痛剤には、非ステロイド系抗炎症薬(ＮＳＡＩＤ)、例えばイブプロフェン(Ｍ
ＯＴＲＩＮ(登録商標))、ナプロキセン(ＮＡＰＲＯＳＹＮ(登録商標))、アセチルサリチ
ル酸、インドメタシン、スリンダクおよびトルメチン、これらの塩類及び誘導体、並びに
、生じうる鋭い痛みを低減するために用いられる様々な他の医薬、例えば抗痙攣剤(ガバ
ペンチン、ｐｈｅｎｙｌｏｉｎ、カルバマゼピン)又は三環系抗鬱薬が含まれる。具体例
には、アセトアミノフェン、アスピリン、アミトリプチリン(ＥＬＡＶＩＬ(登録商標))、
カルバマゼピン(ＴＥＧＲＥＴＯＬ(登録商標))、ｐｈｅｎｙｌｔｏｉｎ(ＤＩＬＡＮＴＩ
Ｎ(登録商標))、ガバペンチン(ＮＥＵＲＯＮＴＩＮ(登録商標))、(Ｅ)-Ｎ－バニリル－８
－メチル－６－ノネアミド(ＣＡＰＳＡＩＣＩＮ(登録商標))又は神経遮断薬が含まれる。
　「副腎皮質ステロイド」は、天然に生じる副腎皮質ステロイドの効果を模倣するかある
いは増大するステロイドの一般的な化学構造を有するいくつかの合成又は天然に生じる物
質の何れか一つを指す。合成副腎皮質ステロイドの例として、プレドニゾン、プレドニゾ
ロン(メチルプレドニゾロンを含む)、デキサメサゾン、トリアムシノロン及びベタメサゾ
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ンが含まれる。
　【００５６】
　ここで用いる「癌ワクチン」は、癌に対して被検体において免疫応答を刺激する組成物
である。癌ワクチンは典型的に、抗原に対して免疫応答を更に刺激してブーストする他の
構成成分(例えばアジュバント)とともに、被検体に対して自己由来性(自己から)又は同種
異系性(他から)である癌関連の物質又は細胞(抗原)の供与源からなる。癌ワクチンにより
望ましくは、被検体の免疫系が刺激され、１又はいくつかの特異的抗原に対して抗体が産
生され、および／またはそれらの抗原を有する癌細胞を攻撃するためにキラーＴ細胞が産
生される。
　ここで用いる「細胞障害性放射線療法」は、細胞の機能を阻害又は予防し、および／ま
たは細胞の破壊を引き起こす放射線療法を指す。放射線療法には、例えば、外的光線照射
又は抗体などの放射性標識した薬剤による療法が含まれうる。この用語は、放射性同位体
(例えばＡｔ２１１、Ｉ１３１、Ｉ１２５、Ｙ９０、Ｒｅ１８６、Ｒｅ１８８、Ｓｍ１５

３、Ｂｉ２１２、Ｒａ２２３、Ｐ３２およびＬｕの放射性同位体)の使用を含むことを目
的とする。
　「標的分子」は、(好ましくはスキャッチャード分析によるところの１ｕＭ　Ｋｄより
高い親和性で)本発明のタンパク質複合体に結合することができる分子を指す。標的分子
の例には、血清可溶性タンパク質およびそれらのレセプター、例えばサイトカインおよび
サイトカインレセプター、アドヘシン、増殖因子およびそれらのレセプター、ホルモン類
、ウイルス粒子（例えばＲＳＶ Ｆタンパク質、ＣＭＶ、ＳｔａｐｈＡ、インフルエンザ
、Ｃ型肝炎ウイルス）、微生物（例えば細菌細胞タンパク質、真菌細胞）、アドヘシン、
ＣＤタンパク質およびそれらのレセプターが含まれるが、これらに限定されない。
　【００５７】
　「制吐剤」は、被検体における嘔気を軽減又は予防する化合物である。制吐化合物には
、例えば、ニューロキニン-１レセプターアンタゴニスト、５ＨＴ３レセプターアンタゴ
ニスト(例えばオンダンセトロン、グラニセトロン、トロピセトロンおよびザチセトロン)
、ＧＡＢＡＢレセプターアゴニスト、例としてバクロフェン、デキサメサゾン、ＫＥＮＡ
ＬＯＧ(登録商標)、ＡＲＩＳＴＯＣＯＲＴ(登録商標)又はＮＡＳＡＬＩＤＥ(登録商標)の
ような副腎皮質ステロイド、抗ドーパミン作動剤、フェノサイアジン(例えばプロクロル
ペラジン、フルフェナジン、チオリダジンおよびメソリダジン)、ドロナビノール、ｍｅ
ｔｒｏｃｌｏｐｒａｍｉｄｅ、ドンペリドン、ハロペリドール、シクリジン、ロラゼパム
、プロクロルペラジンおよびレボメプロマジンが含まれる。
　「被検体」は、脊椎動物、例として哺乳動物、例えばヒトである。哺乳動物には、家畜
(例えばウシ)、スポーツ用動物、愛玩動物(例えばネコ、イヌおよびウマ)、霊長類、マウ
スおよびラットが含まれるが、これらに限定されない。
　【００５８】
　実施例において示す市販の試薬は、特に明記しない限り製造業者の指示に従って使用し
た。以下の実施例及び明細書全体にわたってＡＴＣＣ受託番号によって識別される細胞の
供与源は、American Type Culture Collection, Manassas, VAである。特に明記しない限
り、本発明は、組換えＤＮＡ技術の標準的な手順を用いる。これらは本明細書中及び以下
のテキストに記載される。上掲のSambrook et al.；Ausubel et al., Current Protocols
 in Molecular Biology (Green Publishing Associates and Wiley Interscience, N.Y.,
 1989)；Innis et al., PCR Protocols: A Guide to Methods and Applications (Academ
ic Press, Inc.: N.Y., 1990)；Harlow et al., Antibodies: A Laboratory Manual (Col
d Spring Harbor Press: Cold Spring Harbor, 1988)；Gait, Oligonucleotide Synthesi
s (IRL Press: Oxford, 1984)；Freshney, Animal Cell Culture, 1987；Coligan et al.
, Current Protocols in Immunology, 1991。
　本明細書及び特許請求の範囲全体を通して、「含む」なる語彙、又は「含む」ないし「
含んでいる」の変形型は、定めた完全体又は完全体の群を包含するもので、任意の他の完
全体又は完全体の群を除外するものではない。
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　【００５９】
　ＩＩ．コイルドコイル含有およびテザー抗体の構築
　本明細書に記載するタンパク質複合体は、ヘテロ二量体化ドメイン（例えばコイルドコ
イルドメイン）および／またはテザーを使用することにより構築することができる。
　ヘテロ二量体化ドメインの使用は、単一抗体内に異なる重鎖を有する比較的純粋な抗体
集団の構築を可能にする。特に、上に記載したように、抗体は、それぞれが同一の軽鎖と
対合している２つの同一の重鎖を概して含む。本発明のコイルドコイルヘテロ二量体化ド
メイン技術の使用は、単一抗体形成の際に異なる抗体重鎖が優先的に互いに二量体化する
ことを可能にする。このようにして得られる抗体は、それぞれが同一の軽鎖と（対合して
いる必要はないが）概して対合している２つの異なる重鎖を含む。そのような抗体におけ
るそれぞれの重－軽鎖対は、異なる重鎖の存在のため、異なる結合特異性を有するので、
該抗体を多重特異性抗体と見なすことができる。テザーを、単独でまたはコイルドコイル
技術と併用で、本発明の抗体の改変に活用することもできる。テザーは、定常軽鎖のＣ末
端を可変重鎖のＮ末端に接続することができ、それ故、適切な軽鎖と重鎖の会合を可能に
し、単一の抗体コードプラスミドを使用する組換え抗体生産も可能にする。コイルドコイ
ルおよび／またはテザーを含む抗体を下でさらに説明する。
　Ａ．コイルドコイルドメイン
　本明細書に記載するタンパク質複合体を生成するために使用されるヘテロ二量体化ドメ
インは、電荷が逆の残基を含有する第二アルファらせんとの会合によりコイルドコイルを
形成することができるアルファらせん（例えば、右巻きのアルファらせん）であり得る。
ヘテロ二量体分子の均一なまたはほぼ均一な集団を生成するには、ヘテロ二量体化ドメイ
ンが、ホモ二量体に優先してヘテロ二量体を形成する強い優先性を有さなければならない
。この点で、本明細書に記載するヘテロ二量体ドメインは、Ｆｏｓ／Ｊｕｎロイシンジッ
パードメインを超える有意な利点を提供する。Ｊｕｎは、容易にホモ二量体を形成するか
らである。例示的なアルファらせん二量体化ドメインを図１、２Ａおよび２Ｂに図解する
。特定の実施態様において、第一コイルドコイルドメインは、式Ｉの７アミノ酸繰り返し
：
　（Ｘ１Ｘ２Ｘ３Ｘ４Ｘ５Ｘ６Ｘ７）ｎ　（式Ｉ）
（式中、
　Ｘ１は、疎水性アミノ酸残基またはアスパラギンであり、
　Ｘ２、Ｘ３およびＸ６は、各々任意のアミノ酸残基であり、
　Ｘ４は、疎水性アミノ酸残基であり、ならびに
　Ｘ５およびＸ７は、各々荷電アミノ酸残基である）
を含有し、および第二コイルドコイルドメインは、式ＩＩの７アミノ酸繰り返し：
　（Ｘ’１Ｘ’２Ｘ’３Ｘ’４Ｘ’５Ｘ’６Ｘ’７）ｎ　（式ＩＩ）
（式中、
　Ｘ’１は、疎水性アミノ酸残基またはアスパラギンであり、
　Ｘ’２、Ｘ’３およびＸ’６は、各々任意のアミノ酸残基であり、
　Ｘ’４は、疎水性アミノ酸残基であり、ならびに
　Ｘ’５およびＸ’７は、各々荷電アミノ酸残基である）
を含有する。式Ｉおよび式ＩＩ両方において、ｎは２以上（例えば、３または４以上）、
かつ１００以下である。一実施態様において、ｎは、２と２０の間である。
　第一コイルドコイルドメインのＸ５およびＸ７残基ならびに第二コイルドコイルドメイ
ンのＸ’５およびＸ’７残基は、同じ電荷を（有する必要はないが）有することができる
。従って、一例では、第一コイルドコイルドメインのＸ５およびＸ７残基は塩基性残基で
あり、第二コイルドコイルドメインのＸ’５およびＸ’７残基は酸性残基である。別の例
では、第一コイルドコイルドメインのＸ５は塩基性残基であり、第一コイルドコイルドメ
インのＸ７は酸性残基である。この例では、第二コイルドコイルドメインは、Ｘ’５位置
に塩基性残基を有し、Ｘ’７位置に酸性残基を有する。図１に示すように、第一コイルド
コイルドメインのＸ５残基と第二コイルドコイルドメインのＸ’７残基の間ならびに第一
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コイルドコイルドメインのＸ７残基と第二コイルドコイルドメインのＸ’５残基の間にイ
オン性相互作用が生ずる。関連した例では、第一コイルドコイルドメインのＸ５は酸性残
基であり、第一コイルドコイルドメインのＸ７は塩基性残基であり、第二コイルドコイル
ドメインのＸ’５は酸性残基であり、および第二コイルドコイルドメインのＸ’７は塩基
性残基である。加えて、第一および第二コイルドコイルドメイン両方のＸ１／Ｘ’１位置
にアスパラギンとともに少なくとも１つの７アミノ酸繰り返しを含めることを用いて、第
一および第二コイルドコイルドメインの平行配向を確実にすることができる。
　７アミノ酸繰り返しの中の疎水性残基は、好ましくは、アラニン、バリン、ロイシン、
イソロイシン、トリプトファン、フェニルアラニンおよびメチオニンから選択される。プ
ロリンは、疎水性だが、一実施態様では式Ｉまたは式ＩＩのコイルドコイルドメインに含
まれない。アミノ酸配列中のプロリンの存在が、アルファらせん構造を形成するその能力
を制限し得るからである。加えて、他の実施態様では、式Ｉまたは式ＩＩのコイルドコイ
ルドメインは、グリシン残基を含有しない。グリシン残基は、その配座柔軟性のため、拘
束アルファらせん構造を容易にとらないからである。式Ｉまたは式ＩＩのコイルドコイル
ドメインに含めることができる荷電残基には、リシン、アルギニン、ヒスチジン、アスパ
ラギン酸およびグルタミン酸が含まれ、ここでリシン、アルギニンおよびヒスチジンは塩
基性残基であり、アスパラギン酸およびグルタミン酸は酸性残基である。
　本明細書に記載する抗体の構築は、式Ｉのコイルドコイルドメインおよび式ＩＩのコイ
ルドコイルドメイン（第一および第二コイルドコイルドメイン）を使用することがあり、
この場合、前記第一コイルドコイルドメインを前記抗体の第一定常ドメイン（例えば第一
重鎖のＣＨ３）に連結し、第二コイルドコイルドメインを該抗体の第二定常ドメイン（例
えば第二重鎖のＣＨ３）に連結する。この結合は、ペプチド結合による直接的な結合であ
る場合があり、またはリンカー配列による場合がある。リンカーは、あるアミノ酸配列（
例えば定常領域）のＣ末端および他のアミノ酸配列（例えばコイルドコイルドメイン）の
Ｎ末端に結合されたペプチドであり得る。前記リンカーは、本明細書の他の箇所でさらに
説明するようなその抗体定常領域からのコイルドコイルドメインの切断を可能にするほど
に長いが、２つの抗体定常領域（例えば２つの重鎖定常領域）のヘテロ二量体性会合をも
たらすほどに短いものであり得る。従って、リンカーは、２から１００アミノ酸長のアミ
ノ酸配列であり得る。特定の実施態様において、前記リンカーは、２アミノ酸長と５０ア
ミノ酸長の間、例えば、３、５、１０、１５、２０、２５、３０、３５、４０、４５また
は５０アミノ酸長である。前記リンカーは、例えば中性極性または非極性アミノ酸から成
り得る。
　Ｂ．多重特異性抗体
　そのような抗体の可変ドメインを幾つかの方法から得ることができることは理解される
はずである。例えば、本発明の抗体の可変ドメインは、当該技術分野において公知の既存
の抗体と同じであり得る。
　コイルドコイルドメインを用いて多重特異性抗体（少なくとも２つの抗原にまたは同じ
抗原上の少なくとも２つのエピトープに結合する抗体）を生成することができる。一例で
は、多重特異性抗体は二重特異性抗体である。典型的に、自然に生ずるＩｇＧ抗体では、
抗体のそれぞれの重－軽鎖対の可変領域は同一である。本発明によるコイルドコイルドメ
インの使用は、抗体内の２つの重鎖が異なることを可能にし、その結果、異なる結合特異
性を有する抗原結合ドメインを有する抗体が得られる。特に、各重鎖上の（例えばＣＨ３
のＣ末端側の）コイルドコイルヘテロ二量体化ドメインは、異なる重鎖間の結合を促進す
る。場合により、コイルドコイルドメインは、組み立て後に抗体からコイルドコイルを取
り除くことができるように、切断することができるリンカーによって重鎖定常領域に連結
される。
　２つの異なる重鎖（ＨＣ１およびＨＣ２）および２つの同一のまたは共通の軽鎖を含む
、例示的な二重特異性抗体の略図を図３に示す。図３における例示的な二重特異性抗体は
、ヘテロ二量体コイルドコイルも含有する。この抗体は、各コイルドコイルヘテロ二量体
化ドメインのＮ末端側にＬｙｓ－Ｃエンドペプチダーゼ切断部位も含むことができ、抗体



(45) JP 6091894 B2 2017.3.15

10

20

30

40

50

が組み立てられるとこの部位によって抗体からコイルドコイルを取り除くことが可能にな
る。この例示的な二重特異性抗体における両方の重鎖も、ヒンジ領域にＬｙｓ－Ｃエンド
ペプチダーゼ切断部位を取り除くＫ２２２Ａ突然変異を含むため、Ｌｙｓ－Ｃエンドペプ
チダーゼ処理は、結果として、コイルドコイルを取り除くだけで重鎖定常領域内での切断
を生じさせない。
　例示的な抗体は、ヒンジ領域にＬｙｓ－Ｃエンドペプチダーゼ切断部位を取り除く突然
変異を含むが、Ｌｙｓ－Ｃエンドペプチダーゼ切断部位の位置は使用される抗体配列に依
存して様々であり得る。当業者は、抗体の配列を容易にスキャンして、コイルドコイルま
たはテザー配列を取り除くことよる抗体自体の切断を回避するために取り除く必要がある
何らかの切断部位（例えば、Ｌｙｓ－Ｃエンドペプチダーゼ切断部位）が重または軽鎖配
列内にあるかどうかを判定することができる。
　さらに、重鎖がＣＨ１ドメインを欠く（ＶＨがヒンジ－ＣＨ２ドメインに直接接続され
ている）および対応する軽鎖がＣＬドメインを欠く多重特異性抗体を、本明細書に記載す
る方法を用いて構築することができる。そのような抗体を使用して、異なる抗原を一緒に
することまたはＢおよびＴ細胞を会合させることができる。
　Ｃ．一アーム抗体
　ヘテロ二量体化コイルドコイルドメインを使用して、一アーム抗体を生成することもで
きる。一アーム抗体の一例を図解する略図を図４Ａに示す。図４Ａに示す例示的な抗体は
、軽鎖（ＬＣ）；１つの完全長重鎖（ＨＣ１）；およびＶＨとＣＨ１ドメインとヒンジ領
域の一部とを欠く第二重鎖（ＨＣ２）を含む。ＨＣ１およびＨＣ２両方がＣ末端にコイル
ドコイルヘテロ二量体化ドメインを含む。この例におけるＨＣ１配列は、ヒンジ領域にＬ
ｙｓ－Ｃエンドペプチダーゼ切断部位を取り除くＫ２２２Ａ突然変異を含有するため、Ｌ
ｙｓ－Ｃ切断は、結果として、コイルドコイルを取り除くだけで重鎖内での切断を生じさ
せない。
　Ｄ．コンジュゲートタンパク質複合体
　コイルドコイルヘテロ二量体化ドメインを使用して、定常領域が細胞障害剤へのコンジ
ュゲーションにより修飾されているタンパク質複合体、例えば抗体（例えば単一特異性、
二重特異性、一アームまたはテザー抗体）を生成することもできる。例えば、コイルドコ
イルヘテロ二量体化ドメインは、重鎖定常領域の１つ（ＨＣ１またはＨＣ２）は細胞障害
剤へのコンジュゲーションを可能にする修飾を含むがその他の重鎖定常領域は含まない抗
体の構築を可能にする。一例では、ＨＣ１を細胞障害剤にコンジュゲートさせるが、ＨＣ
２はさせない。コンジュゲート抗体の一例を図解する略図を図４Ｂに示す。この例示的な
抗体は、２つの完全長重鎖および２つの同一の軽鎖（共通の軽鎖）、ならびにコイルドコ
イルを含む。星によって示すように、重鎖の一方が細胞障害剤（例えば、毒素）にコンジ
ュゲートされている。同様に、代替抗体構築物では、軽鎖定常領域の１つを細胞障害剤に
コンジュゲートすることができるが、その他の軽鎖定常領域はさせない（例えば、ＬＣ１
を細胞障害剤にコンジュゲートさせるが、ＬＣ２はさせない）。
　１つの特定の例では、細胞障害剤を抗体にコンジュゲートさせるために使用されるリン
カー試薬のまたは細胞障害剤自体の求核性置換基と反応することができる求電子性部分を
導入するように抗体の定常領域を修飾することができる。グリコシル化抗体の糖を例えば
過ヨウ素酸塩酸化試薬で酸化させてアルデヒドまたはケトン基を形成することができ、こ
れらの基がリンカー試薬または細胞障害剤のアミン基と反応し得る。結果として生じるイ
ミンシッフ塩基は安定した結合を形成することができ、または例えば水素化ホウ素試薬に
よってその基を還元して、安定したアミン結合を形成することができる。細胞障害剤の求
核性基には、（ｉ）活性エステル、例えばＮＨＳエステル、ＨＯＢｔエステル、ハロホル
マートおよび酸ハロゲン化物；（ｉｉ）アルキルおよびベンジルハライド、例えばハロア
セトアミド；ならびに（ｉｉｉ）アルデヒド、ケトン、カルボキシルおよびマレイミド基
を含む、抗体領域およびリンカー試薬の求電子性基と反応して共有結合を形成できるアミ
ン、チオール、ヒドロキシル、ヒドラジド、オキシム、ヒドラジン、チオセミカルバゾン
、ヒドラジンカルボキシレートおよびアリールヒドラジド基が含まれるが、これらに限定
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されない。
　Ｅ．テザータンパク質複合体
　本発明は、テザーを使用して構築されたタンパク質複合体も提供し、例えば、ある抗体
は、定常軽鎖のＣ末端を可変重鎖のＮ末端に連結させるテザーを有し得る。テザーは、軽
鎖と重鎖の適切な会合（すなわち、軽鎖とそれが繋がれる重鎖との会合）を促す。そのよ
うなテザー抗体を、上で説明したようなヘテロ二量体化ドメインを用いてまたは用いずに
構築することができる。コイルドコイルを含有する例示的なテザー抗体の略図を図５に示
す。図５に示す例示的抗体は、２つの異なる重鎖（ＨＣ１およびＨＣ２）、ならびに２つ
の異なる軽鎖（ＬＣ１およびＬＣ２）を含有する。テザー抗体を共通の軽鎖および／また
は共通の重鎖を含有するように構築することもできる。この例示的な抗体では、ＨＣ１お
よびＨＣ２が、上で説明したように、Ｌｙｓ－Ｃエンドペプチダーゼ切断部位を取り除く
Ｋ２２２Ａ突然変異をヒンジ領域に含み、それらのＣ末端にコイルドコイルヘテロ二量体
化ドメインも含む。
　テザー抗体へのヘテロ二量体化ドメインの付加は、重鎖／軽鎖複合体を一緒にすること
を促し、それによってそのような複合体のホモ二量体化を減少させるまたは無くす。特定
の実施態様において、テザーは、適切な軽鎖／重鎖会合を可能にするために、組み立てら
れた抗体（図６）における可変重鎖のＮ末端と定常軽鎖のＣ末端の間の距離にわたるほど
に長いが、鎖間会合（すなわち、軽鎖とそれが繋がれない重鎖との会合）を防止するほど
に短いものであり得る。図６に示す例において、可変重鎖のＮ末端と定常軽鎖のＣ末端の
間の距離はおおよそ９２Åである。ペプチド結合は、約４．３Åにわたる。この例では、
テザーは、可変重鎖のＮ末端と定常軽鎖のＣ末端の間の距離にわたるために約２２アミノ
酸長でなければならない。定常軽鎖のＣ末端と可変重鎖のＮ末端の間の距離は、抗体間で
異なり得、従って、テザーの長さも抗体間で変わるはずである。２０、２３および２６ア
ミノ酸長のテザーを試験した。一般に、１５－５０アミノ酸のテザーが有効である。テザ
ーは、柔軟性を維持することができ二次構造を形成してはならない。このために、グリシ
ン（Ｇ）およびセリン（Ｓ）残基を含有するテザーが使用され得る。テザーは、Ｇおよび
Ｓ残基のみから成ってもよいが、抗体の軽鎖と重鎖の組み立てを可能ならしめる柔軟性を
そのテザーが維持する限り、他の残基を含んでもよい。特定の実施態様において、テザー
はＧＧＳリピートを含有する（図５）。１５－３０アミノ酸長のテザーの場合、テザーは
、一実施態様では、少なくとも５つのＧＧＳリピートを含有する。本明細書に記載され、
配列番号：１４の配列を有する例示的なテザーは、８つのＧＧＳリピートを含有し、なら
びにＮおよびＣ末端両方に追加のグリシン残基を含有する。他の例示的なテザー配列を図
７Ｂに示す。該配列は、それらのＮおよびＣ末端にフリンまたはＬｙｓ－Ｃエンドペプチ
ダーゼ切断部位のいずれかを含有する。
　Ｆ．テザーおよびリンカー配列の切断
　タンパク質複合体を組み立てたら、テザーをもはや必要としないことがあり、必要に応
じて抗体から切断することができる。テザーに見出されるが抗体配列には見出されない切
断部位を用いて、テザーを取り除くことができる。同様に、抗体を組み立ててしまったら
コイルドコイルももはや必要でなく、同じく必要に応じて抗体から切断することができる
。
　図７Ａは、テザーにおけるおよびコイルドコイルを抗体に連結させるリンカー配列にお
ける例示的な切断部位の位置を図解するものである。一般に、テザーにおける切断部位は
、テザー配列のＣおよびＮ末端にもしくは該部位付近に位置し、または抗体配列内の該抗
体とテザーが連結される部位もしくは該部位付近に位置する。リンカーについての切断部
位は、一般に、該リンカー配列（またはコイルドコイル）のＮ末端に位置するか、抗体配
列内の該抗体と該リンカー（またはコイルドコイル）が連結される部位または該部位付近
に位置する。リンカーが、Ｌｙｓ－Ｃエンドペプチダーゼを使用して（例えば、定常重鎖
のＣ末端のリシン残基で）切断される場合、その抗体の配列を、Ｌｙｓ－Ｃエンドペプチ
ダーゼ切断部位を取り除くように修飾する必要があり得る。そのような修飾の一例は、ヒ
ンジ領域内のリシンのアラニンへの突然変異（例えば、Ｋ２２２Ａ、カバット番号付けシ
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ステム；本明細書に記載する例示的な抗体におけるＫ２２２Ａ、ＥＵ番号付けシステム）
である。他の切断部位の修飾が必要とされることがあり、様々な切断剤を本発明での使用
のために選択して同様の手法でそのような修飾を行うことができる。
　特定部位でのアミノ酸配列の切断は当該技術分野において標準的であり、酵素的切断、
化学的切断または自己プロセシングを含み得る。例えば、エンドペプチダーゼを使用して
テザーまたはリンカーをタンパク質から切断することができる。例示的なエンドペプチダ
ーゼには、限定ではないが、Ｌｙｓ－Ｃ、Ａｓｐ－Ｎ、Ａｒｇ－Ｃ、Ｖ８、Ｇｌｕ－Ｃ、
トロンビン、ゲネナーゼ（スブチリシンＢＰＮ’プロテアーゼの変異体）、第Ｘａ因子、
ＴＥＶ（タバコエッチウイルスシステインプロテアーゼ）、エンテロキナーゼ、ＨＲＶ　
Ｃ３（ヒトライノウイルスＣ３プロテアーゼ）、キニノゲナーゼ、キモトリプシン、トリ
プシン、ペプシンおよびパパインが含まれ、これらのすべてが（例えば、Ｂｏｅｈｒｉｎ
ｇｅｒ　Ｍａｎｎｈｅｉｍ、Ｔｈｅｒｍｏ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ、またはＮｅｗ　Ｅｎ
ｇｌａｎｄ　Ｂｉｏｌａｂｓから）市販されている。Ｌｙｓ－Ｃは、リシン残基のカルボ
キシル側で切断し、Ｖ８およびＧｌｕ－Ｃは、グルタメート残基のカルボキシル側で切断
し、Ａｒｇ－Ｃは、アルギニン残基のカルボキシル側で切断し、Ａｓｐ－Ｎは、アスパル
テート残基のアミノ側で切断し、キモトリプシンは、トリプシン、フェニルアラニン、ト
リプトファンおよびロイシン残基のカルボキシル側で切断し、ならびにトリプシンは、ア
ルギニンおよびリシン残基のカルボキシル側で切断する。ＴＥＶは、「Ｇｌｎ」残基と「
Ｇｌｙ」残基の間のアミノ酸配列ＧｌｕＡｓｎＬｅｕＴｙｒＰｈｅＧｌｎＧｌｙ（配列番
号：１９）を切断した。そのような酵素の使用は、当該技術分野において標準的であり、
プロトコルは製造業者から入手可能である。
　あるいは、ヒドロキシルアミンなどの化学物質を使用してテザーまたはリンカーをタン
パク質から切断することができる。ヒドロキシルアミンは、アスパラギン－グリシンペプ
チド結合を切断する。ヒドロキシルアミンを使用して、テザーおよびリンカーをタンパク
質から切断する場合、タンパク質の断片化を回避するために該タンパク質中の幾つかのグ
リシンまたはアスパラギン残基を突然変異させる必要があり得る。
　ペプチド結合を切断する非常に多くの他の化学物質が当該技術分野において公知である
。例えば、Ｎ－クロロスクシンイミドは、トリプトファン残基のＣ末端側で切断する（Sh
echter et al.,Biochemistry 15:5071-5075(1976)）。Ｎ－ブロモスクシンイミドおよび
臭化シアンもトリプトファン残基のＣ末端側で切断する。加えて、２－ニトロチオシアノ
安息香酸または有機ホスフィンを使用して、システイン残基のＮ末端側でタンパク質を切
断することができる（例えば、欧州特許第０３３９２１７号を参照）。
　リンカーまたはテザーを二塩基性部位（例えば、アルギニン－アルギニン、リシン－ア
ルギニン、またはリシン－リシン部位）で切断することもできる。二塩基性部位で切断す
る酵素は当該技術分野において公知であり、例えば、Ｎ－アルギニン二塩基性転換酵素（
Chow et al.,JBC 275:19545-19551(2000)）ならびにスブチリシン様プロプロテイン転換
酵素、例えばフリン（ＰＣ１）、ＰＣ２およびＰＣ３（Steiner(1991)in Peptide Biosyn
thesis and Processing(Fricker ed.)pp.1-16,CRC Press,Boca Raton,FL;Muller et al.,
JBC 275:39213-39222,(2000)）を含む。
　タンパク質が自己プロセシングすることも公知である。例えば、ヘッジホッグタンパク
質は、該タンパク質内のタンパク質分解活性によってＧｌｙ．ＡｓｐＴｒｐＡｓｎＡｌａ
ＡｒｇＴｒｐ．ＣｙｓＰｈｅ切断部位（配列番号：２０）でプロセッシングされる。自己
タンパク質分解切断部位をリンカーまたはテザー配列に含めることもできる。
　Ｇ．他のタンパク質の特徴
　本発明によるタンパク質は、ヒトもしくはマウス源またはそれらの組み合わせを含む任
意の供給源からの配列を含み得る。これらのタンパク質の一定の部分（例えば高頻度可変
領域）の配列は、人工配列、例えばランダム配列を含むライブラリ（例えばファージディ
スプレイライブラリ）のスクリーニングにより同定された配列である場合もある。
　異なる供給源からの配列を含む抗体の場合、それらの抗体は、重および／または軽鎖の
一部分は特定の種に由来するまたは特定の抗体クラスもしくはサブクラスに属する抗体に
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おける対応する配列と同一または相同であるが、該鎖の残部は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における対応する配列と同一または相同で
ある「キメラ」抗体、ならびにそのような抗体の断片（但し、それらが所望の生物学的活
性を示すことを条件とする）であり得る（米国特許第４，８１６，５６７号；およびMorr
ison et al.,Proc.Natl.Acad.Sci.USA 81:6851-6855(1984)）。そのようなキメラ抗体は
、例えば、マウス可変領域（またはそれらの一部分）およびヒト定常領域を含むことがあ
る。
　場合により、キメラ抗体は、非ヒト抗体に由来する最小限の配列を含有する「ヒト化」
抗体であることもある。典型的に、ヒト化抗体は、レシピエントの高頻度可変領域からの
残基が、所望の抗体特異性、親和性および能力を有するマウス、ラット、ウサギまたは非
ヒト霊長類などの非ヒト種（ドナー抗体）の高頻度可変領域からの残基によって置換され
ている、ヒト抗体（レシピエント抗体）である。ヒト免疫グロブリンのフレームワーク領
域（ＦＲ）残基は、対応する非ヒト残基によって置換されていることがある。さらに、ヒ
ト化抗体は、レシピエント抗体におよびドナー抗体に見出されない残基を含み得る。これ
らの修飾は、抗体性能をより洗練させるために行われる。一般に、ヒト化抗体は、高頻度
可変ループのすべてまたは実質的にすべてが非ヒト免疫グロブリンのものに対応し、かつ
、ＦＲのすべてまたは実質的にすべてがヒト免疫グロブリン配列のものである、少なくと
も１つ、および典型的には２つの可変ドメインの実質的にすべてを含む。ヒト化抗体は、
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
ものも場合により含む。さらなる詳細は、Jones et al.,Nature 321:522-525(1986)；Rie
chmann et al.,Nature 332:323-329(1988)；およびPresta,Curr.Op.Struct.Biol.2:593-5
96(1992)を参照のこと。
　より詳細には、ヒト化抗体は、非ヒトである供給源から導入された１つ以上のアミノ酸
残基を有し得る。これらの非ヒトアミノ酸残基は、多くの場合、「インポート」残基と呼
ばれ、典型的には「インポート」可変ドメインから取られる。ヒト化は、齧歯類ＣＤＲま
たはＣＤＲ配列でヒト抗体の対応する配列を置換することにより、本質的にはＷｉｎｔｅ
ｒおよび共同研究者の方法（Jones et al.,Nature 321:522-525(1986)；Riechmann et al
.,Nature 332:323-327(1988)；Verhoeyen et al.,Science 239:1534-1536(1988)）に従っ
て行うことができる。従って、そのような「ヒト化」抗体は、インタクトヒト可変ドメイ
ンより実質的に少ないヒト可変領域が非ヒト種からの対応する配列によって置換されてい
るキメラ抗体である（米国特許第４，８１６，５６７号）。実際には、典型的に、ヒト化
抗体は、多少のＣＤＲ残基およびことによると多少のＦＲ残基が齧歯類抗体の類似部位か
らの残基によって置換されているヒト抗体である。
　ヒト化抗体の作製に使用される、軽および重両方の、ヒト可変ドメインの選択は、抗原
性を低下させるために非常に重要である。いわゆる「最良適合」法によると、齧歯類抗体
の可変ドメインの配列が公知ヒト可変ドメイン配列のライブラリ全体に対してスクリーニ
ングされる。このとき、齧歯類のものに最も近いヒト配列がそのヒト化抗体についてのヒ
トフレームワーク（ＦＲ）と解釈される（Sims et al.,J.Immunol.151:2296(1993)；Chot
hia et al.,J.Mol.Biol.196:901(1987)）。もう１つの方法は、軽または重鎖の特定のサ
ブグループのすべてのヒト抗体のコンセンサス配列から誘導される特定のフレームワーク
を使用する。この同じフレームワークを幾つかの異なるヒト化抗体に使用することができ
る（Carter et al.,Proc.Natl.Acad.Sci.USA 89:4285(1992)；Presta et al.,J.Immnol.1
51:2623(1993)）。
　抗原に対する高い親和性および他の好適な生物学的特性を保持して抗体をヒト化するこ
とがさらに重要である。この目標を達成するために、１つの例示的な方法によると、親お
よびヒト化配列の三次元モデルを使用する親配列および様々な概念的ヒト化産物の分析プ
ロセスによってヒト化抗体が調製される。三次元免疫グロブリンモデルを一般に利用でき
、それらは当業者によく知られている。選択された候補免疫グロブリン配列の有望な三次
元高次構造を図解および表示するコンピュータプログラムを利用できる。これらの表示の
精査は、候補免疫グロブリン配列の機能化における残基についての可能性のある役割の分
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析、すなわち候補免疫グロブリンがその抗原に結合する能力に影響を及ぼす残基の分析を
可能にする。このようにして、所望の抗体特性、例えば標的抗原に対する親和性増加が達
成されるようにレシピエントおよびインポート配列からＦＲ残基を選択して組み合わせる
ことができる。一般に、ＣＤＲ残基は、抗原結合に影響を及ぼすことに直接的におよび最
も実質的に関与する。
ＩＩＩ．ベクター、宿主細胞及び組換え方法
　本発明の抗体の組み換え生成のために、コードする核酸を単離して、更なるクローニン
グ(ＤＮＡの増幅)又は発現のために複製ベクターに挿入する。抗体をコードするＤＮＡは
従来の手順で簡単に単離し、配列決定される(例えば、抗体の重鎖及び軽鎖をコードする
遺伝子に特異的に結合することができるオリゴヌクレオチドプローブを用いて)。多くの
ベクターが利用可能である。用いる宿主細胞にある程度依存してベクターを選択する。一
般的に、好適な宿主細胞は原核生物又は真核生物(一般的に哺乳動物であるが、菌類(例え
ば酵母)、昆虫、植物、および他の多細胞微生物の有核細胞)由来の細胞である。ＩｇＧ、
ＩｇＭ、ＩｇＡ、ＩｇＤ及びＩｇＥ定常領域を含め、任意のアイソタイプの定常領域がこ
の目的のために使われてもよく、このような定常領域はヒト又は動物種の何れかから得ら
れうることは理解されるであろう。
　【００６０】
　a. 原核生物の宿主細胞を用いた抗体生成
　i. ベクターの構築
　本発明の抗体のポリペプチド成分をコードしているポリヌクレオチド配列は標準的な組
換え技術を使用して得ることができる。所望のポリヌクレオチド配列はハイブリドーマ細
胞のような抗体産生細胞から単離し配列決定することができる。あるいは、ポリヌクレオ
チドはヌクレオチド合成機又はＰＣＲ法を使用して合成することができる。ひとたび得ら
れると、ポリペプチドをコードしている配列は原核生物宿主中で異種ポリヌクレオチドを
複製し、発現することが可能な組換えベクター中に挿入される。当該分野において入手で
き知られている多くのベクターを本発明の目的のために使用することができる。適切なベ
クターの選択は、主として、ベクターに挿入される核酸のサイズとベクターで形質転換さ
れる特定の宿主に依存する。各ベクターは、機能(異種性ポリヌクレオチドの増幅又は発
現ないしその両方)及び属する特定の宿主細胞への適合性に応じて、様々な成分を含む。
一般的に、限定するものではないが、ベクター成分には複製起源、選択マーカー遺伝子、
プロモータ、リボゾーム結合部位(ＲＢＳ)、シグナル配列、異種性核酸挿入及び転写終末
配列が含まれる。
　【００６１】
　一般には、レプリコン及び宿主細胞と適合性のある種に由来するコントロール配列を含
んでいるプラスミドベクターが、宿主細胞と関連して使用される。そのベクターは、通常
、複製開始点並びに形質転換細胞において表現型の選択を提供可能なマーキング配列を有
する。例えば、一般的に大腸菌は、大腸菌種由来のプラスミドであるｐＢＲ３２２を用い
て形質転換する。ｐＢＲ３２２はアンピシリン(Ａｍｐ)及びテトラサイクリン(Ｔｅｔ)耐
性のコード遺伝子を含んでいるため、形質転換細胞を容易に同定することができる。ｐＢ
Ｒ３２２、その誘導体又は他の微生物プラスミド又はバクテリオファージも外来性タンパ
ク質を発現する微生物によって使用可能なプロモータを含むか、含むように変更される。
特定の抗体の発現に使用されるｐＢＲ３２２誘導体の例はCarter等の米国特許第５６４８
２３７号に詳細に記載されている。
　【００６２】
　また、レプリコン及び宿主微生物と適合性のあるコントロール配列を含んでいるファー
ジベクターを、これらの宿主との関連でトランスフォーミングベクターとして使用するこ
とができる。例えば、λＧＥＭ.ＴＭ.-１１のようなバクテリオファージを、大腸菌ＬＥ
３９２のような感受性の宿主細胞を形質転換するために使用できる組換えベクターを作製
する際に利用することができる。
　【００６３】
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　本発明の発現ベクターは各ポリペプチド成分をコードする２又はそれ以上のプロモータ
－シストロン(翻訳単位)対を含みうる。プロモーターはその発現を調節するシストロンの
上流(５')に位置している非翻訳配列である。原核生物のプロモーターは典型的には誘導
性と構成的との二つのクラスのものがある。誘導性プロモーターは、例えば栄養分の有無
又は温度の変化のような、培養条件の変化に応答してその調節下でシストロンの転写レベ
ルを増大させるように誘導するプロモーターである。
　【００６４】
　様々な潜在的宿主細胞によって認識されるプロモータが非常にたくさん公知となってい
る。選択したプロモーターを、制限酵素消化によって供給源ＤＮＡからプロモータを除去
し、本発明のベクター内に単離したプロモータを挿入することによって軽鎖又は重鎖をコ
ードするシストロンＤＮＡに作用可能に連結することができる。天然プロモーター配列と
多くの異種プロモーターの双方を、標的遺伝子の増幅及び／又は発現を生じさせるために
使用することができる。ある実施態様では、天然の標的ポリペプチドプロモーターと比較
して、一般的に発現する標的遺伝子をより多く転写させ、効率をよくするので、異種プロ
モーターが有用である。
　【００６５】
　原核生物宿主での使用に好適なプロモーターには、ＰｈｏＡプロモーター、βガラクタ
マーゼ及びラクトースプロモーター系、トリプトファン(ｔｒｐ)プロモーター系及びハイ
ブリッドプロモーター、例えばｔａｃ又はｔｒｃプロモーターが含まれる。しかし、細菌
中で機能性である他のプロモーター(例えば他の既知の細菌又はファージプロモーター)も
好適である。そのヌクレオチド配列は発表されており、よって当業者は、任意の必要とさ
れる制限部位を供給するリンカー又はアダプターを使用して標的軽鎖及び重鎖をコードす
るシストロンにそれらを結合させることができる(Siebenlist等 (1980) Cell 20:269)。
　【００６６】
　本発明の一態様では、組換えベクター内の各シストロンは、膜を貫通して発現されるポ
リペプチドの転写を誘導する分泌シグナル配列成分を含む。一般に、シグナル配列はベク
ターの成分でありうるか、ベクター中に挿入される標的ポリペプチドＤＮＡの一部であり
うる。この発明の目的のために選択されるシグナル配列は宿主細胞によって認識されプロ
セシングされる(つまりシグナルペプチダーゼにより切断される)ものでなければならない
。異種ポリペプチドに天然のシグナル配列を認識せずプロセシングする原核生物宿主細胞
に対しては、シグナル配列は、例えばアルカリホスファターゼ、ペニシリナーゼ、Ｉｐｐ
あるいは熱安定性エンテロトキシンＩＩ(ＳＴＩＩ)リーダー、ＬａｍＢ、ＰｈｏＥ、Ｐｅ
ｌＢ、ＯｍｐＡ及びＭＢＰからなる群から選択される原核生物シグナル配列によって置換
される。一実施態様では、発現系の双方のシストロンに使用されるシグナル配列はＳＴＩ
Ｉシグナル配列又はその変異体である。
　【００６７】
　他の態様では、本発明による免疫グロブリンは宿主細胞の細胞質内で産生されるので、
各シストロン内に分泌シグナル配列の存在は必要でない。この点において、免疫グロブリ
ン軽鎖及び重鎖は発現され、折り畳まれ、集合して細胞質内に機能的免疫グロブリンを形
成する。ジスルフィド結合形成に好適な細胞質条件を示し、発現したタンパク質サブユニ
ットを好適に折り畳み、集合することができる宿主系が存在する(例として大腸菌ｔｒｘ
Ｂ－系)。Proba及びPluckthun Gene, 159:203 (1995)。
　【００６８】
　本発明の抗体を発現するのに適した原核生物宿主細胞には、古細菌及び真正細菌、例え
ばグラム陰性又はグラム陽性生物が含まれる。有用な細菌の例には、エシェリキア属(例
えば大腸菌)、バシラス属(例えば枯草菌)、エンテロバクター属、シュードモナス種(例え
ば緑膿菌)、ネズミチフス菌、霊菌(Serratia marcescans)、クレブシエラ属、プロテウス
属、赤痢菌、根粒菌、ビトレオシラ(Vitreoscilla)又はパラコッカス(Paracoccus)が含ま
れる。一実施態様では、グラム陰性菌が使用される。一実施態様では、大腸菌細胞が本発
明の宿主として使用される。大腸菌株の例として、遺伝子型W3110 ΔfhuA (ΔtonA) ptr3
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 lac Iq lacL8 ΔompTΔ(nmpc-fepE) degP41 kanR を有する３３Ｄ３株(米国特許第5,639
,635号)を含むW3110株 (Bachmann, Cellular and Molecular Biology, vol. 2 (Washingt
on, D.C.: American Society for Microbiology, 1987), 1190-1219頁；ATCC寄託番号27,
325)及びその誘導体が含まれる。また、大腸菌294 (ATCC 31,446), 大腸菌B, 大腸菌λ 1
776 (ATCC 31,537)及び大腸菌RV308(ATCC 31,608) など、他の株及びその誘導体も好適で
ある。この例は限定的なものでなく例示的なものである。定義した遺伝子型を有する上記
の何れかの細菌の誘導体の構築方法は当業者に公知であり、例として, Bass等, Proteins
, 8:309-314 (1990)に記載されている。一般的に、細菌細胞中でのレプリコンの複製能を
考慮して適した細菌を選択することが必要である。ｐＢＲ３２２、ｐＢＲ３２５、ｐＡＣ
ＹＣ１７７、又はｐＫＮ４１０のようなよく知られたプラスミドを使用してレプリコンを
供給する場合、例えば、大腸菌、セラシア属、又はサルモネラ種を宿主として好適に用い
ることができる。典型的に、宿主細胞は最小量のタンパク質分解酵素を分泌しなければな
らず、望ましくは更なるプロテアーゼインヒビターを細胞培養中に導入することができる
。
　【００６９】
　ii. 抗体産生
　上述した発現ベクターで宿主細胞を形質転換又は形質移入し、プロモーターを誘導し、
形質転換体を選択し、又は所望の配列をコードする遺伝子を増幅するのに適するように修
飾された通常の栄養培地中で培養する。
　形質転換とは、ＤＮＡを原核生物宿主中に導入し、そのＤＮＡを染色体外要素として、
又は染色体組込みによって複製可能にすることを意味する。使用される宿主細胞に応じて
、形質転換はそのような細胞に適した標準的技術を使用してなされる。塩化カルシウムを
用いるカルシウム処理は実質的な細胞壁障害を含む細菌細胞のために一般に使用される。
形質転換のための他の方法はポリエチレングリコール／ＤＭＳＯを用いる。さらに別の方
法はエレクトロポレーションである。
　【００７０】
　本発明のポリペプチドを生産するために使用される原核生物細胞は当該分野で知られ、
選択された宿主細胞の培養に適した培地中で増殖させられる。好適な培地の例には、ルリ
ア培地(ＬＢ)プラス必須栄養分サプリメントが含まれる。ある実施態様では、培地は発現
ベクターを含む原核生物細胞の増殖を選択的に可能にするために、発現ベクターの構成に
基づいて選択される選択剤をまた含む。例えば、アンピシリンがアンピシリン耐性遺伝子
を発現する細胞の増殖用培地に加えられる。
　【００７１】
　炭素、窒素及び無機リン酸源の他に任意の必要なサプリメントを、単独で、又は複合窒
素源のような他のサプリメント又は培地との混合物として導入される適切な濃度で含有さ
せられうる。場合によっては、培養培地はグルタチオン、システイン、シスタミン、チオ
グリコレート、ジチオエリトリトール及びジチオトレイトールからなる群から選択される
一又は複数の還元剤を含みうる。
　【００７２】
　原核生物宿主細胞は適切な温度で培養される。例えば、大腸菌の増殖に対しては、好適
な温度は約２０℃から約３９℃、より好ましくは約２５℃から約３７℃の範囲、更により
好ましくは約３０℃である。培地のｐＨは、主として宿主生物に応じて、約５から約９の
範囲の任意のｐＨでありうる。大腸菌に対しては、ｐＨは好ましくは約６．８から約７．
４、より好ましくは約７．０である。
　【００７３】
　本発明の発現ベクターに誘導性プロモータが用いられる場合、プロモータの活性に適す
る条件下でタンパク質発現を誘導する。本発明の一態様では、ポリペプチドの転写制御の
ためにＰｈｏＡプロモータが用いられる。したがって、形質転換した宿主細胞を誘導のた
めにリン酸限定培地で培養する。好ましくは、リン酸限定培地はＣ．Ｒ．Ａ．Ｐ培地であ
る(例として、Simmons等, J. Immunol. Methods (2002), 263:133-147を参照)。様々な他
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の誘導因子は用いるベクターコンストラクトに応じて当業者に知りうるように用いてよい
。
　【００７４】
　一実施態様では、発現された本発明のポリペプチドは宿主細胞の細胞膜周辺中に分泌さ
れ、そこから回収される。タンパク質の回収は、一般的には浸透圧ショック、超音波処理
又は溶解のような手段によって典型的には微生物を破壊することを含む。ひとたび細胞が
破壊されると、細胞片又は全細胞を遠心分離又は濾過によって除去することができる。タ
ンパク質は、例えばアフィニティー樹脂クロマトグラフィーによって更に精製することが
できる。あるいは、タンパク質は培養培地に輸送しそこで分離することができる。細胞を
培養物から除去することができ、培養上清は濾過され、生成したタンパク質の更なる精製
のために濃縮される。発現されたポリペプチドを更に単離し、ポリアクリルアミドゲル電
気泳動法(ＰＡＧＥ)及びウェスタンブロットアッセイ法のような一般的に知られている方
法を使用して同定することができる。
　【００７５】
　本発明の一側面では、抗体産生は発酵法によって多量に受け継がれる。組換えタンパク
質の生産には様々な大規模流加発酵法を利用することができる。大規模発酵は少なくとも
１０００リットルの容量、好ましくは約１０００から１０００００リットルの容量である
。これらの発酵槽は、酸素と栄養分、特にグルコース(好ましい炭素／エネルギー源)を分
散させる撹拌翼を使用する。小規模発酵とは一般におよそ１００リットル以下の容積で、
約１リットルから約１００リットルの範囲でありうる発酵槽での発酵を意味する。
　【００７６】
　発酵法では、タンパク質の発現の誘導は、典型的には、細胞が適切な条件下にて、初期
定常期に細胞があるステージで、所望の密度、例えば約１８０－２２０のＯＤ５５０まで
増殖したところで開始される。当該分野で知られ上述されているように、用いられるベク
ターコンストラクトに応じて、様々なインデューサーを用いることができる。細胞を誘導
前の短い時間の間、増殖させてもよい。細胞は通常約１２－５０時間の間、誘導されるが
、更に長い又は短い誘導時間としてもよい。
　【００７７】
　本発明のポリペプチドの生産収量と品質を改善するために、様々な発酵条件を変更する
ことができる。例えば、分泌される抗体ポリペプチドの正しい組み立てとフォールディン
グを改善するために、例えばＤｓｂタンパク質(ＤｓｂＡ、ＤｓｂＢ、ＤｓｂＣ、Ｄｓｂ
Ｄ及び／又はＤｓｂＧ)又はＦｋｐＡ(シャペロン活性を持つペプチジルプロピルシス、ト
ランス-イソメラーゼ)のようなシャペロンタンパク質を過剰発現する更なるベクターを用
いて宿主原核細胞を同時形質転換させることができる。シャペロンタンパク質は細菌宿主
細胞中で生産される異種性タンパク質の適切な折り畳みと溶解性を容易にすることが実証
されている。Chen等 (1999) J Bio Chem 274:19601-19605；Georgiou等, 米国特許第６０
８３７１５号；Georgiou等, 米国特許第６０２７８８８号；Bothmann及びPluckthun (200
0) J. Biol. Chem. 275:17100-17105；Ramm及びPluckthun (2000) J. Biol. Chem. 275:1
7106-17113；Arie等 (2001) Mol. Microbiol. 39:199-210。
　【００７８】
　発現された異種タンパク質(特にタンパク分解を受けやすいもの)のタンパク質分解を最
小にするために、タンパク質分解酵素を欠くある種の宿主株を本発明に用いることができ
る。例えば、原核生物宿主細胞株を改変して、プロテアーゼＩＩＩ、ＯｍｐＴ、ＤｅｇＰ
、Ｔｓｐ、プロテアーゼＩ、プロテアーゼＭｉ、プロテアーゼＶ、プロテアーゼＶＩ及び
その組合せのような既知の細菌プロテアーゼをコードしている遺伝子に遺伝子突然変異を
生じさせることができる。幾つかの大腸菌プロテアーゼ欠損株が利用でき、例えば、上掲
のJoly等 (1998) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95:2773-2777；Georgiou等, 米国特許第
５２６４３６５号；Georgiou等, 米国特許第５５０８１９２号；Hara等 (1996) Microbia
l Drug Resistance 2:63-72に記載されている。
　ある実施態様では、タンパク質溶解性酵素を欠損した、一以上のシャペロンタンパク質
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を過剰発現するプラスミドで形質転換した大腸菌株を本発明の発現系の宿主細胞として用
いる。
　【００７９】
　iii. 抗体精製
　当分野で公知の標準的なタンパク質精製方法を用いることができる。以下の方法は好適
な精製手順の例である：免疫親和性又はイオン交換カラムによる分画化、エタノール沈降
法、逆相ＨＰＬＣ、シリカ又はＤＥＡＥなどの陽性交換樹脂によるクロマトグラフィ、ク
ロマトフォーカシング、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ、硫酸アンモニウム沈降法及び、例えばSephad
ex G-75を用いたゲル濾過法。
　【００８０】
　一態様では、固形層に固定したプロテインＡを本発明の完全長抗体産物の免疫親和性精
製法に用いる。プロテインＡは抗体のＦｃ領域に高い親和性で結合する黄色ブドウ球菌か
ら単離した４１ｋＤの細胞壁タンパク質である。Lindmark等 (1983) J. Immunol. Meth. 
62:1-13。プロテインＡを固定した固形層は、ガラス又はシリカ表面、より好ましくは孔
を調節したガラスカラム又はケイ酸カラムを含むカラムが好ましい。ある方法では、カラ
ムは非特異的な混入物の接着を防ぐためにグリセロールなどの試薬でコートされている。
　【００８１】
　精製の初めの工程では、上記に記載のように細胞培養物からの調製物をプロテインＡ固
定固形層にアプライし、プロテインＡに対象とする抗体を特異的に結合させる。ついで、
固形層を洗浄して、固形層に非特異的に結合した混入物を除去する。対象の抗体は、カオ
トロピック剤又は中性(mild)界面活性剤を含有する溶液への溶出によって固相から回収さ
れてよい。例示的なカオトロピック剤および中性(mild)界面活性剤には、限定するもので
はないが、グアニジン-ＨＣｌ、尿素、過塩素酸リチウム、アルギニン、ヒスチジン、Ｓ
ＤＳ(ドデシル硫酸ナトリウム)、ツイーン、トリトンおよびＮＰ－４０が含まれ、これら
すべては市販されている。カラム(例えばｍＡｂＳｕｒｅカラム)からの溶出の後にカオト
ロピック剤又は中性(mild)界面活性剤を含有する溶液への抗体の希釈は、溶出後の抗体の
安定性を維持し、Ｌｙｓ－Ｃエンドペプチダーゼによるコイルドコイルの効率的な除去を
可能にする。
　【００８２】
　b. 真核生物の宿主細胞を用いた抗体の生成
　一般的に、ベクターは、限定するものではないが、以下の一以上を含む：シグナル配列
、複製起点、一以上のマーカ遺伝子、エンハンサー因子、プロモータ及び転写終末因子。
　【００８３】
　i．シグナル配列成分
　真核生物の宿主細胞に用いるベクターは、シグナル配列あるいは成熟タンパク質あるい
は対象とするポリペプチドのＮ末端に特異的切断部位を有する他のポリペプチドを含んで
いてもよい。好ましく選択された異種シグナル配列は宿主細胞によって認識され加工され
る(すなわち、シグナルペプチダーゼによって切断される)ものである。哺乳動物細胞での
発現においては、哺乳動物のシグナル配列並びにウイルス分泌リーダー、例えば単純ヘル
ペスｇＤシグナルが利用できる。このような前駆体領域のＤＮＡは、多価抗体をコードす
るＤＮＡに読み取り枠を一致させて結合される。
　【００８４】
　ii．複製開始点
　一般には、哺乳動物の発現ベクターには複製開始点成分は不要である。例えば、ＳＶ４
０開始点は典型的にはただ初期プロモーターを有しているために用いられる。
　【００８５】
　iii．選択遺伝子成分
　発現及びクローニングベクターは、選択可能マーカーとも称される選択遺伝子を含む。
典型的な選択遺伝子は、(ａ)アンピシリン、ネオマイシン、メトトレキセートあるいはテ
トラサイクリンのような抗生物質あるいは他の毒素に耐性を与え、(ｂ)必要があれば栄養
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要求性欠陥を補い、又は(ｃ)複合培地から得られない重要な栄養素を供給するタンパク質
をコードする。
　選択方法の一例では、宿主細胞の成長を抑止する薬物が用いられる。異種性遺伝子で首
尾よく形質転換した細胞は、薬物耐性を付与するタンパク質を生産し、よって選択工程を
生存する。このような優性選択の例は、薬剤ネオマイシン、ミコフェノール酸及びハイグ
ロマイシンを使用する。
　【００８６】
　哺乳動物細胞に適切な選択可能なマーカーの他の例は、抗体核酸を捕捉することのでき
る細胞成分を同定することを可能にするもの、例えばＤＨＦＲ、チミジンキナーゼ、メタ
ロチオネインＩ及びＩＩ、好ましくは、霊長類メタロチオネイン遺伝子、アデノシンデア
ミナーゼ、オルニチンデカルボキシラーゼ等々である。
　例えば、ＤＨＦＲ選択遺伝子によって形質転換された細胞は、先ず、ＤＨＦＲの競合的
アンタゴニストであるメトトリキセート(Ｍｔｘ)を含む培地において形質転換物の全てを
培養することで同定される。野生型ＤＨＦＲを用いた場合の好適な宿主細胞は、ＤＨＦＲ
活性に欠陥のあるチャイニーズハムスター卵巣(ＣＨＯ)株化細胞である(例として、ATCC 
CRL-9096)。
　あるいは、抗体をコードするＤＮＡ配列、野生型ＤＨＦＲタンパク質、及びアミノグリ
コシド３'-ホスホトランスフェラーゼ(ＡＰＨ)のような他の選択可能マーカーで形質転換
あるいは同時形質転換した宿主細胞(特に、内在性ＤＨＦＲを含む野生型宿主)は、カナマ
イシン、ネオマイシンあるいはＧ４１８のようなアミノグリコシド抗生物質のような選択
可能マーカーの選択剤を含む培地中での細胞増殖により選択することができる。例として
米国特許第４９６５１９９号を参照のこと。
　【００８７】
　iv．プロモーター成分
　発現及びクローニングベクターは通常は宿主生物体によって認識され抗体ポリペプチド
核酸に作用可能に結合しているプロモーターを含む。真核生物のプロモーター配列が知ら
れている。実質的に全ての真核生物の遺伝子が、転写開始部位からおよそ２５ないし３０
塩基上流に見出されるＡＴリッチ領域を有している。多数の遺伝子の転写開始位置から７
０ないし８０塩基上流に見出される他の配列は、Ｎが任意のヌクレオチドであるＣＮＣＡ
ＡＴ領域である。大部分の真核生物遺伝子の３'末端には、コード配列の３'末端へのポリ
Ａ尾部の付加に対するシグナルであるＡＡＴＡＡＡ配列がある。これらの配列は全て真核
生物の発現ベクターに適切に挿入される。
　【００８８】
　哺乳動物の宿主細胞におけるベクターからの抗体ポリペプチドの転写は、例えば、ポリ
オーマウィルス、伝染性上皮腫ウィルス、アデノウィルス(例えばアデノウィルス２)、ウ
シ乳頭腫ウィルス、トリ肉腫ウィルス、サイトメガロウィルス、レトロウィルス、Ｂ型肝
炎ウィルス及びサルウィルス４０(ＳＶ４０)のようなウィルスのゲノムから得られるプロ
モーター、異種性哺乳動物プロモーター、例えばアクチンプロモーター又は免疫グロブリ
ンプロモーター、または熱ショックプロモーターによって、このようなプロモーターが宿
主細胞系に適合し得る限り、調節される。
　ＳＶ４０ウィルスの初期及び後期プロモーターは、ＳＶ４０ウイルスの複製起点を更に
含むＳＶ４０制限断片として簡便に得られる。ヒトサイトメガロウィルスの最初期プロモ
ーターは、ＨｉｎｄＩＩＩＥ制限断片として簡便に得られる。ベクターとしてウシ乳頭腫
ウィルスを用いて哺乳動物宿主中でＤＮＡを発現させる系が、米国特許第4419446号に開
示されている。この系の変形例は米国特許第4601978号に開示されている。あるいは、ラ
ウス肉腫ウィルス長末端反復をプロモーターとして使用することができる。
　【００８９】
　v．エンハンサーエレメント成分
　より高等の真核生物による抗体ポリペプチドをコードしているＤＮＡの転写は、ベクタ
ー中にエンハンサー配列を挿入することによってしばしば増強されうる。哺乳動物遺伝子
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由来の多くのエンハンサー配列が現在知られている(例えばグロビン、エラスターゼ、ア
ルブミン、α-フェトプロテイン及びインスリン遺伝子)。また、真核細胞ウィルス由来の
エンハンサーが用いられてよい。例としては、複製起点の後期側のＳＶ４０エンハンサー
(１００－２７０塩基対)、サイトメガロウィルス初期プロモーターエンハンサー、複製起
点の後期側のポリオーマエンハンサー及びアデノウィルスエンハンサーが含まれる。真核
生物プロモーターの活性化を亢進するのための因子の記載については、Yaniv, Nature, 2
97:17-18 (1982)もまた参照のこと。エンハンサーは、抗体ポリペプチドコード配列の５'
又は３'位でベクター中にスプライシングされうるが、亢進されるのであれば、一般にプ
ロモーターから５'位に位置している。
　【００９０】
　vi．転写終末成分
　また、真核生物宿主細胞に用いられる発現ベクターは、典型的には、転写の終結及びｍ
ＲＮＡの安定化に必要な配列を含む。このような配列は、真核生物又はウィルスのＤＮＡ
又はｃＤＮＡの５'、時には３'の非翻訳領域から一般に取得できる。これらの領域は、抗
体をコードしているｍＲＮＡの非翻訳部分にポリアデニル化断片として転写されるヌクレ
オチドセグメントを含む。一つの有用な転写終結成分はウシ成長ホルモンポリアデニル化
領域である。国際公開第９４／１１０２６号とそこに開示された発現ベクターを参照のこ
と。
　【００９１】
　vii．宿主細胞の選択及び形質転換
　ここに記載のベクター中のＤＮＡをクローニングあるいは発現させるために適切な宿主
細胞は、脊椎動物の宿主細胞を含む本明細書中に記載の高等真核生物細胞を含む。培養(
組織培養)中での脊椎動物細胞の増殖は常套的な手順になっている。有用な哺乳動物宿主
株化細胞の例は、ＳＶ４０によって形質転換されたサル腎臓ＣＶ１株 (ＣＯＳ-７, ＡＴ
ＣＣ ＣＲＬ１６５１)；ヒト胚腎臓株(２９３又は懸濁培養での増殖のためにサブクロー
ン化された２９３細胞、Graham等, J. Gen Virol., 36:59 (1977))；ハムスター乳児腎細
胞(ＢＨＫ, ＡＴＣＣ ＣＣＬ１０)；チャイニーズハムスター卵巣細胞／-ＤＨＦＲ(ＣＨ
Ｏ, Urlaub等, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77:4216 (1980))；マウスのセルトリ細胞(
ＴＭ４, Mather, Biol. Reprod., 23:243-251 (1980))；サルの腎細胞 (ＣＶ１ ＡＴＣＣ
 ＣＣＬ７０); アフリカミドリザルの腎細胞(ＶＥＲＯ-７６, ＡＴＣＣ ＣＲＬ-１５８７
)；ヒト子宮頸癌細胞 (ＨＥＬＡ, ＡＴＣＣ ＣＣＬ２)；イヌ腎細胞 (ＭＤＣＫ, ＡＴＣ
Ｃ ＣＣＬ３４)；バッファローラット肝細胞 (ＢＲＬ３Ａ, ＡＴＣＣ ＣＲＬ１４４２)；
ヒト肺細胞 (Ｗ１３８, ＡＴＣＣ ＣＣＬ７５)；ヒト肝細胞 (Ｈｅｐ Ｇ２, ＨＢ８０６
５)；マウス乳房腫瘍細胞 (ＭＭＴ０６０５６２, ＡＴＣＣ ＣＣＬ５１)；ＴＲＩ細胞(Ma
ther等, Annals N.Y. Acad. Sci., 383:44-68 (1982))；ＭＲＣ５細胞;ＦＳ４細胞；及び
ヒト肝癌株(ＨｅｐＧ２)である。
　宿主細胞は、抗体生産のために上述の発現又はクローニングベクターで形質転換され、
プロモーターを誘導し、形質転換体を選択し、又は所望の配列をコードしている遺伝子を
増幅するために適切に修飾された常套的栄養培地で培養される。
　【００９２】
　viii．宿主細胞の培養
　本発明の抗体を産生するために用いられる宿主細胞は種々の培地において培養すること
ができる。市販培地の例としては、ハム(Ｈａｍ)のＦ１０(シグマ)、最小必須培地((ＭＥ
Ｍ),(シグマ)、ＲＰＭＩ-１６４０(シグマ)及びダルベッコの改良イーグル培地((ＤＭＥ
Ｍ),シグマ)が宿主細胞の培養に好適である。また、Ham等, Meth. Enz. 58:44 (1979), B
arnes等, Anal. Biochem. 102:255 (1980), 米国特許第４７６７７０４号；同４６５７８
６６号；同４９２７７６２号；同４５６０６５５号；又は同５１２２４６９号；国際公開
第９０／０３４３０号；国際公開第８７／００１９５号；又は米国再発行特許第３０９８
５号に記載された何れの培地も宿主細胞に対する培地として使用できる。これらの培地に
は何れもホルモン及び／又は他の成長因子(例えばインシュリン、トランスフェリン、又
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は表皮成長因子)、塩類(例えば、塩化ナトリウム、カルシウム、マグネシウム及びリン酸
塩)、バッファー(例えばＨＥＰＥＳ)、ヌクレオチド(例えばアデノシン及びチミジン)、
抗生物質(例えば、GENTAMYCINTM薬)、微量元素(最終濃度がマイクロモル範囲で通常存在
する無機化合物として定義される)及びグルコース又は等価なエネルギー源を必要に応じ
て補充することができる。任意の他の必要な補充物質もまた当業者に知られている適当な
濃度で含むことができる。培養条件、例えば温度、ｐＨ等々は、発現のために選ばれた宿
主細胞について過去に用いられているものであり、当業者には明らかであろう。
　【００９３】
　ix．抗体の精製
　組換え技術を用いる場合、抗体は細胞内で生成され、又は培地内に直接分泌される。抗
体が細胞内に生成された場合、第１の工程として、宿主細胞か溶解された断片の何れにし
ても、粒子状の細片が、例えば遠心分離又は限外濾過によって除去される。抗体が培地に
分泌された場合は、そのような発現系からの上清を、一般的には先ず市販のタンパク質濃
縮フィルター、例えばＡｍｉｃｏｎ又はＰｅｌｌｉｃｏｎの限外濾過装置を用いて濃縮す
る。ＰＭＳＦなどのプロテアーゼ阻害剤を上記の任意の工程に含めて、タンパク質分解を
阻害してもよく、また抗生物質を含めて外来性の汚染物の成長を防止してもよい。
　【００９４】
　細胞から調製した抗体組成物は、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、及びアフィニティークロマトグラフィーを用いて精製でき、アフィ
ニティクロマトグラフィーが好ましい精製技術である。アフィニティーリガンドとしての
プロテインＡの適合性は、抗体中に存在する免疫グロブリンＦｃ領域の種及びアイソタイ
プに依存する。プロテインＡは、ヒトγ１、γ２、又はγ４重鎖に基づく抗体の精製に用
いることができる(Lindmark等, J. immunol. Meth. 62: 1-13 (1983))。プロテインＧは
、全てのマウスアイソタイプ及びヒトγ３に推奨されている(Guss等, EMBO J. 5: 165715
75 (1986))。アフィニティーリガンドが結合されるマトリクスはアガロースであることが
最も多いが、他の材料も使用可能である。孔制御ガラスやポリ(スチレンジビニル)ベンゼ
ン等の機械的に安定なマトリクスは、アガロースで達成できるものより早い流速及び短い
処理時間を可能にする。抗体がＣＨ３ドメインを含む場合、Bakerbond ABXＴＭ樹脂(J.T.
 Baker, Phillipsburg, NJ)が精製に有用である。イオン交換カラムでの分画、エタノー
ル沈殿、逆相ＨＰＬＣ、シリカでのクロマトグラフィー、ヘパリンでのクロマトグラフィ
ー、アニオン又はカチオン交換樹脂上でのＳＥＰＨＡＲＯＳＥＴＭクロマトグラフィー(
ポリアスパラギン酸カラム)、クロマトフォーカシング、ＳＤＳ-ＰＡＧＥ、及び硫酸アン
モニウム沈殿法も、回収される多価抗体に応じて利用可能である。
　ある実施態様では、対象の抗体は、カオトロピック剤又は中性(mild)界面活性剤を含有
する溶液への溶出によってカラムの固相から回収される。例示的なカオトロピック剤およ
び中性(mild)界面活性剤には、限定するものではないが、グアニジン-ＨＣｌ、尿素、過
塩素酸リチウム、アルギニン、ヒスチジン、ＳＤＳ(ドデシル硫酸ナトリウム)、ツイーン
、トリトンおよびＮＰ－４０が含まれ、これらすべては市販されている。
　予備的精製工程に続いて、目的の抗体及び混入物を含む混合液をｐＨ約２．５－４．５
、好ましくは低塩濃度(例として、約０－０．２５Ｍ塩)の溶出緩衝液を用いて低ｐＨ疎水
性作用クロマトグラフィを行う。
　【００９５】
　x．バキュロウイルスを使用した抗体産生
　組み換えバキュロウイルスは、スポドプテラ・フルギペルダ細胞(例えばＳｆ９細胞；
ＡＴＣＣ ＣＲＬ１７１１)またはキイロショウジョウバエＳ２細胞のような昆虫細胞に抗
体ないし抗体断片とＢａｃｕｌｏＧｏｌｄＴＭウイルスＤＮＡ(Pharmingen)をコードする
プラスミドを、例えばリポフェクチン(GIBCO-BRLから市販されている)を使用して同時形
質移入することによって作製されうる。具体的な例では、抗体配列は、バキュロウイルス
発現ベクター内に含有されるエピトープ標識の上流で融合する。このようなエピトープ標
識はポリ-Ｈｉｓタグを含む。ｐＶＬ１３９３(Novagen)又はｐＡｃＧＰ６７Ｂ(Pharminge
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n)といった市販のプラスミド由来のプラスミドを含め、様々なプラスミドが使用されてよ
い。簡単に言うと、抗体ないしその断片をコードする配列は、５'および３'領域に相補的
なプライマーによるＰＣＲによって増幅されうる。５'プライマーは、隣接(選択した)制
限酵素部位を組み込んでよい。次いで、生成物を選択した制限酵素にて消化し、発現ベク
ターにサブクローニングしてよい。
　発現ベクターにて形質移入した後、宿主細胞(例えばＳｆ９細胞)を２８℃で４－５日間
インキュベートし、放出されたウイルスを回収し、更なる増幅に用いる。ウイルス感染お
よびタンパク質発現は、例えばO'Reilley et al. (Baculovirus expression vectors: A 
Laboratory Manual. Oxford: Oxford University Press (1994))に記述されるように実行
されてよい。
　【００９６】
　次いで、発現されたポリ-Ｈｉｓタグ付加抗体を以下の通りに例えばＮｉ２＋-キレート
親和性クロマトグラフィにて精製されうる。抽出物は、Rupert et al. (Nature 362:175-
179 (1993))に記述されるように組み換えウイルス感染Ｓｆ９細胞から調製されうる。簡
単に言うと、Ｓｆ９細胞を洗浄し、超音波処理バッファ(２５ｍＬ ＨＥＰＥＳ ｐＨ７．
９；１２．５ｍＭ ＭｇＣｌ２；０．１ｍＭ ＥＤＴＡ；１０％グリセロール；０．１％Ｎ
Ｐ－40；０．４Ｍ ＫＣｌ)に再懸濁し、氷上で２０秒間、２度超音波処理する。超音波処
理物は遠心分離をかけ、上清をローディングバッファ(５０ｍＭ リン酸塩；３００ｍＭ 
ＮａＣｌ；１０％グリセロールｐＨ７．８)にて５０倍に希釈し、０．４５μｍフィルタ
にて濾過する。Ｎｉ２＋-ＮＴＡアガロースカラム(Qiagenから市販)は、５ｍＬの総容積
にて調製し、２５ｍＬの水にて洗浄し、２５ｍＬのローディングバッファにて平衡化する
。フィルタ処理細胞抽出物は毎分０．５ｍＬでカラムに流す。カラムはローディングバッ
ファにて基準値Ａ２８０に洗浄し、ここで分画回収を始める。次に、カラムは、二次洗浄
バッファ(５０ｍＭ リン酸塩；３００ｍＭ ＮａＣｌ；１０％グリセロールｐＨ６．０)に
て洗浄し、非特異的に結合したタンパク質を溶出する。再びＡ２８０基準値に達した後に
、カラムは、０～５００ｍＭのイミダゾール勾配を含む二次洗浄バッファにて反応させる
。１ｍＬの分画を回収し、ＳＤＳ-ＰＡＧＥおよび銀染色またはアルカリホスファターゼ(
Qiagen)にコンジュゲートしたＮｉ２＋－ＮＴＡによるウエスタンブロットにより分析す
る。溶出されたＨｉｓ１０タグ付加抗体を含有する分画をプールし、ローディングバッフ
ァに対して透析する。
　あるいは、抗体の精製は、例えばプロテインＡ又はプロテインＧカラムクロマトグラフ
ィなどの公知のクロマトグラフィ技術を使用して実行されうる。対象の抗体は、カオトロ
ピック剤又は中性(mild)界面活性剤を含有する溶液への溶出によってカラムの固相から回
収してもよい。例示的なカオトロピック剤および中性(mild)界面活性剤には、限定するも
のではないが、グアニジン-ＨＣｌ、尿素、過塩素酸リチウム、アルギニン、ヒスチジン
、ＳＤＳ(ドデシル硫酸ナトリウム)、ツイーン、トリトンおよびＮＰ－４０が含まれ、こ
れらすべては市販されている。
　【００９７】
　c．最適化された精製技術
　コイルドコイル含有抗体のために使われうるある特定の精製手法を以下に示す。
コイルドコイル含有抗体を４℃のプロテインＡ(例えばｍＡｂＳｕｒｅ)カラムに流す
↓
ＫＰＯ４、次いでＰＢＳ＋０．１％トリトンＸ１１４にてカラムを洗浄
↓
試料をトリスｐＨ８．０(２００ｍＭ)とアルギニン(１００ｍＭ)に溶出させる
↓
試料のｐＨを８．０に調整し、３７℃、１：５００ｗｔ：ｗｔ ＬｙｓＣで１時間切断
↓
１ｍｌ ｍＡｂＳｕｒｅ樹脂／１０ｍｇ タンパク質を使用して試料を濃縮し、トリス／ア
ルギニンバッファに溶出
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↓
試料をＰＢＳ＋０．３Ｍ ＮａＣｌ＋１００ｍＭ アルギニン中のＳ２００ゲル濾過カラム
に流す
↓
分画を回収し、プールし、ＰＢＳに透析する
　アルギニンに加え、最初のプロテインＡカラム工程の後に上記の精製プロトコールに用
いられうる他のカオトロピック剤又は中性(mild)界面活性剤には、限定するものではない
が、グアニジン-ＨＣｌ、尿素、過塩素酸リチウム、ヒスチジン、ＳＤＳ(ドデシル硫酸ナ
トリウム)、ツイーン、トリトンおよびＮＰ－４０が含まれ、これらすべては市販されて
いる。最初のプロテインＡ含有カラム(例えばｍＡｂＳｕｒｅカラム)からの溶出の後にカ
オトロピック剤又は中性(mild)界面活性剤を含有する溶液への抗体の希釈は、溶出後の抗
体の安定性を維持し、Ｌｙｓ－Ｃエンドペプチダーゼによりコイルドコイルを効率よく除
去することができる。
　【００９８】
ＩＶ．コンジュゲートタンパク質
　また、本発明は、本明細書中に記載の抗体(例えば本明細書において記述される方法に
従って作製されるコイルドコイル含有抗体、テザー抗体又は抗体)の何れかを含む、コン
ジュゲート抗体又はイムノコンジュゲート(例えば「抗体-薬剤コンジュゲート」又は「Ａ
ＤＣ)といったコンジュゲートされたタンパク質であって、このとき軽鎖または重鎖の定
常領域のうちの一つが、色素又は細胞障害性剤、例えば化学療法剤、薬剤、増殖阻害性剤
、毒素(例えば細菌、真菌、植物又は動物の起源の酵素的に活性な毒素ないしその断片)又
は放射性同位体(すなわち放射性コンジュゲート)のような化学的分子にコンジュゲートし
ている、コンジュゲートされたタンパク質を提供する。特に、本明細書に記述されるよう
に、コイルドコイルドメインの使用により２の異なる重鎖(ＨＣ１およびＨＣ２)並びに２
の異なる軽鎖(ＬＣ１およびＬＣ２)を含有する抗体の構築が可能となる。本明細書に記述
される方法を用いて構築されるイムノコンジュゲートは、重鎖のうちの一つ(ＨＣ１又は
ＨＣ２)又は軽鎖のうちの一つ(ＬＣ１又はＬＣ２)の定常領域にコンジュゲートした細胞
障害性剤を含有してよい。また、イムノコンジュゲートがただ一つの重鎖または軽鎖に接
着した細胞障害性剤を有しうるので、被検体に投与される細胞障害性剤の量は、重鎖と軽
鎖の両方に接着した細胞障害性剤を有する抗体の投与と比較して低い。被検体に投与され
る細胞障害性剤の量を減らすことは、細胞障害性剤と関係する副作用を制限する。
　【００９９】
　細胞障害性又は細胞分裂停止性の薬剤、すなわち癌治療における腫瘍細胞を殺す又は阻
害するための薬剤の局部運搬に抗体－薬剤コンジュゲートを用いると(Syrigos及びEpenet
os (1999) Anticancer Research 19:605-614; Niculescu-Duvaz and Springer (1997) Ad
v. Drg Del. Rev. 26:151-172；米国特許第4,975,278号)、腫瘍への薬剤成分の標的とす
る運搬とそこでの細胞内集積が可能となるものであり、この非コンジュゲート薬物作用剤
の全身性投与により正常細胞並びに除去しようとする腫瘍細胞への毒性が容認できないレ
ベルとなりうる(Baldwin等, (1986) Lancet pp. (Mar. 15, 1986):603-05; Thorpe, (198
5) 「Antibody Carriers Of Cytotoxic Agents In Cancer Therapy: A Review,」 in Mon
oclonal Antibodies '84: Biological And Clinical Applications, A. Pincheraら. (ed
.s), pp. 475-506)。これによって、最小限の毒性で最大限の効果を求める。ポリクロー
ナル抗体及びモノクローナル抗体はこの方策に有用であるとして報告されている(Rowland
等, (1986) Cancer Immunol. Immunother., 21:183-87)。この方法に用いる薬物には、ダ
ウノマイシン、ドキソルビジン、メトトレキサート及びビンデジンが含まれる(Rowland等
, (1986)、上掲)。抗体－毒素コンジュゲートに用いる毒素には、ジフテリア毒素などの
細菌性毒素、ゲルダナマイシン(Mandlerら(2000) Jour. of the Nat. Cancer Inst. 92(1
9):1573-1581；Mandlerら(2000) Bioorganic & Med. Chem. Letters 10:1025-1028；Mand
lerら(2002) Bioconjugate Chem. 13:786-791)、メイタンシノイド(EP 1391213；Liu等, 
(1996) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93:8618-8623)、及びカリケアマイシン(Lode等, (1
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998) Cancer Res. 58:2928；Hinman等, (1993) Cancer Res. 53:3336-3342)などのリシン
、小分子毒素などの植物毒が含まれる。該毒素は、チューブリン結合、ＤＮＡ結合又はト
ポイソメラーゼ阻害を含む機能によりその細胞障害性及び細胞分裂停止性の効果に影響し
うる。ある種の細胞障害性剤は、大きな抗体又はタンパク質レセプターリガンドにコンジ
ュゲートした場合に、不活性又は活性が低減する傾向がある。
　【０１００】
　免疫複合体(イムノコンジュゲート)の生成に有用な化学治療薬を本明細書中(例えば、
上記)に記載した。用いることのできる酵素活性毒素及びその断片には、ジフテリアＡ鎖
、ジフテリア毒素の非結合活性断片、(緑膿菌からの)外毒素Ａ鎖、リシンＡ鎖、アブリン
Ａ鎖、モデクシン(modeccin)Ａ鎖、アルファ-サルシン、アレウリテス・フォーディ(Aleu
rites fordii)タンパク質、ジアンチン(dianthin)タンパク質、フィトラカ・アメリカー
ナ(Phytolaca americana)タンパク質(PAPI、PAPII、及びPAP-S)、モモルディカ・チャラ
ンチア(momordica charantia)インヒビター、クルシン(curcin)、クロチン(crotin)、サ
パオナリア・オフィシナリス(sapaonaria officinalis)インヒビター、ゲロニン(gelonin
)、ミトゲリン(mitogellin)、レストリクトシン(restrictocin)、フェノマイシン(phenom
ycin)、エノマイシン(enomycin)及びトリコテセン(tricothecene)が含まれる。例として1
993年10月28日に公開の国際公開公報93/21232を参照のこと。放射性コンジュゲート抗体
の生成には、様々な放射性ヌクレオチドが利用可能である。例としては、２１２Ｂｉ、１

３１Ｉ、１３１Ｉｎ、９０Ｙ及び１８６Ｒｅが含まれる。抗体及び細胞障害性薬の複合体
は、種々の二官能性タンパク質カップリング剤、例えば、Ｎ-スクシンイミジル-３-(２-
ピリジルジチオール)プロピオナート(ＳＰＤＰ)、イミノチオラン(ＩＴ)、イミドエステ
ルの二官能性誘導体(ジメチルアジピミデートＨＣＬ等)、活性エステル(ジスクシンイミ
ジルスベレート等)、アルデヒド(グルタルアルデヒド等)、ビス-アジド化合物(ビス(ｐ-
アジドベンゾイル)ヘキサンジアミン等)、ビス-ジアゾニウム誘導体(ビス-(ｐ-ジアゾニ
ウムベンゾイル)-エチレンジアミン等)、ジイソシアネート(トリエン２，６-ジイソシア
ネート等)、及びビス-活性フッ素化合物(１，５-ジフルオロ-２，４-ジニトロベンゼン等
)を用いて作成できる。例えば、リシン免疫毒素は、Vitetta等, Science 238: 1098 (198
7)に記載されているように調製することができる。カーボン-１４-標識１-イソチオシア
ナトベンジル-３-メチルジエチレントリアミン五酢酸(ＭＸ-ＤＴＰＡ)は、放射性ヌクレ
オチドの抗体への抱合のためのキレート剤の例である。国際公開94/11026参照。
　抗体のコンジュゲートと一又は複数の小分子毒素、例えばカリケアマイシン、メイタン
シノイド、ドラスタチン、アウロスタチン、トリコセン(trichothene)及びＣＣ１０６５
、及び毒性活性を有するこれらの毒素の誘導体が、ここで考察される。
　【０１０１】
　　i. メイタンシン及びメイタンシノイド
　いくつかの実施態様では、イムノコンジュゲートは一又は複数のメイタンシノイド分子
と結合している本発明の抗体(完全長又は断片)を含んでなる。
　メイタンシノイドは、チューブリン重合を阻害するように作用する分裂阻害剤である。
メイタンシンは、最初、東アフリカシラブMaytenus serrataから単離されたものである(
米国特許第３８９６１１１号)。その後、ある種の微生物がメイタンシノイド類、例えば
メイタンシノール及びＣ-３メイタンシノールエステルを生成することが発見された(米国
特許第４１５１０４２号)。合成メイタンシノール及びその誘導体及び類似体は、例えば
米国特許第4,137,230号；同4,248,870号；同4,256,746号；同4,260,608号；同4,265,814
号；同4,294,757号；同4,307,016号；同4,308,268号；同4,308,269号；同4,309,428号；
同4,313,946号；同4,315,929号；同4,317,821号；同4,322,348号；同4,331,598号；同4,3
61,650号；同4,364,866号；同4,424,219号；同4,450,254号；同4,362,663号；及び同4,37
1,533号に開示されている。
　メイタンシノイド薬剤成分は、(i) 発酵又は化学修飾、発酵産物の誘導体化によって調
製するために相対的に利用可能である(ii) 抗体に対する非ジスルフィドリンカーによる
共役に好適な官能基による誘導体化に従う、(iii) 血漿中で安定、そして(iv) 様々な腫
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瘍細胞株に対して有効であるため、抗体薬剤コンジュゲートの魅力的な薬剤成分である。
　【０１０２】
　メイタンシノイドを含有するイムノコンジュゲート、その作製方法及びそれらの治療用
途は、例えば米国特許第5,208,020号、同5,416,064号、欧州特許第0425235 B1号に開示さ
れており、その開示は出典を明示してここに取り込まれる。Liu等, Proc. Natl. Acad. S
ci. USA 93：8618-8623(1996)には、ヒト結腸直腸癌に対するモノクローナル抗体Ｃ２４
２に結合するＤＭ１と命名されたメイタンシノイドを含有するイムノコンジュゲートが記
載されている。前記コンジュゲートは培養された結腸癌細胞に対して高い細胞障害性を有
することが見出されており、インビボ腫瘍成長アッセイにおいて抗腫瘍活性を示す。Char
i等, Cancer Research, 52：127-131(1992)には、メイタンシノイドが、ジスルフィド結
合を介して、ヒト結腸癌株化細胞の抗原に結合するマウス抗体Ａ７、又はＨＥＲ-２／ｎ
ｅｕオンコジーンに結合する他のマウスモノクローナル抗体ＴＡ.１に結合しているイム
ノコンジュゲートが記載されている。ＴＡ.１-メイタンシノイドコンジュゲートの細胞障
害性はヒト乳癌株化細胞ＳＫ-ＢＲ-３におけるインビトロで試験され、細胞当たり３×１
０５ＨＥＲ-２表面抗原が発現した。薬剤コンジュゲートにより、遊離のメイタンシノイ
ド剤に類似した細胞障害度が達成され、該細胞障害度は、抗体分子当たりのメイタンシノ
イド分子の数を増加させることにより増加する。Ａ７-メイタンシノイドコンジュゲート
はマウスにおいては低い全身性細胞障害性を示した。
　【０１０３】
　抗体-メイタンシノイドコンジュゲートは、抗体又はメイタンシノイド分子のいずれの
生物学的活性もほとんど低減することなく、メイタンシノイド分子に抗体を化学的に結合
させることにより調製される。例えば、米国特許第5,208,020号(この開示内容は出典明記
により特別に組み込まれる)を参照。１分子の毒素／抗体は、裸抗体の使用において細胞
障害性を高めることが予期されているが、抗体分子当たり、平均３－４のメイタンシノイ
ド分子が結合したものは、抗体の機能又は溶解性に悪影響を与えることなく、標的細胞に
対する細胞障害性を向上させるといった効力を示す。メイタンシノイドは当該技術分野で
よく知られており、公知の技術で合成することも、天然源から単離することもできる。適
切なメイタンシノイドは、例えば米国特許第5,208,020号、及び他の特許、及び上述した
特許ではない刊行物に開示されている。好ましいメイタンシノイドは、メイタンシノール
、及び種々のメイタンシノールエステル等の、メイタンシノール分子の芳香環又は他の位
置が修飾されたメイタンシノール類似体である。
　【０１０４】
　例えば、米国特許第5,208,020号又は欧州特許第0425235 B1号、Chari等, Cancer Resea
rch, 52：127-131(1992)、及び米国特許出願公開2005/0169933(これらの開示内容は出典
明記により特別に組み込まれる)に開示されているもの等を含め、抗体-メイタンシノイド
コンジュゲートを作製するために、当該技術で公知の多くの結合基がある。リンカー成分
ＳＭＣＣを含んでなる抗体-メイタンシノイドコンジュゲートは、米国特許出願公開2005/
0169933に開示されるように調製されうる。結合基には、上述した特許に開示されている
ようなジスルフィド基、チオエーテル基、酸不安定性基、光不安定性基、ペプチターゼ不
安定性基、又はエステラーゼ不安定性基が含まれるが、ジスルフィド及びチオエーテル基
が好ましい。更なる結合基を本願明細書中に記載し、例示する。
　【０１０５】
　抗体とメイタンシノイドとのコンジュゲートは、種々の二官能性タンパク質カップリン
グ剤、例えばＮ-スクシンイミジル-３-(２-ピリジルジチオ)プロピオナート(ＳＰＤＰ)、
スクシンイミジル-４-(Ｎ-マレイミドメチル)シクロヘキサン-１-カルボキシラート(ＳＭ
ＣＣ)、イミノチオラン(ＩＴ)、イミドエステル類の二官能性誘導体(例えばジメチルアジ
ピミダートＨＣＬ)、活性エステル類(例えば、スベリン酸ジスクシンイミジル)、アルデ
ヒド類(例えば、グルタルアルデヒド)、ビスアジド化合物(例えば、ビス(ｐ-アジドベン
ゾイル)ヘキサンジアミン)、ビス-ジアゾニウム誘導体(例えば、ビス-(ｐ-ジアゾニウム
ベンゾイル)エチレンジアミン)、ジイソシアネート(例えば、トルエン-２,６-ジイソシア
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ネート)、及び二活性フッ素化合物(例えば、１,５-ジフルオロ-２,４-ジニトロベンゼン)
を使用して作製することができる。特に好ましいカップリング剤には、ジスルフィド結合
により提供されるＮ-スクシンイミジル-４-(２-ピリジルチオ)ペンタノアート(ＳＰＰ)及
びＮ-スクシンイミジル-３-(２-ピリジルジチオ)プロピオナート(ＳＰＤＰ)(Carlsson等,
 Biochem. J. 173：723-737[1978])が含まれる。
　リンカーは結合の種類に応じて、種々の位置でメイタンシノイド分子に結合し得る。例
えば、従来からのカップリング技術を使用してヒドロキシル基と反応させることによりエ
ステル結合を形成することができる。反応はヒドロキシル基を有するＣ-３位、ヒドロキ
シメチルで修飾されたＣ-１４位、ヒドロキシル基で修飾されたＣ-１５位、及びヒドロキ
シル基を有するＣ-２０位で生じる。好ましい実施形態において、結合はメイタンシノー
ル又はメイタンシノールの類似体のＣ-３位で形成される。
　【０１０６】
　　ii. アウリスタチン類及びドラスタチン類
　いくつかの実施態様では、イムノコンジュゲートは、ドラスタチン又はドロスタチンペ
プチジル類似体及び誘導体、アウリスタチン(auristatin) (米国特許第5635483号；同第5
780588号)にコンジュゲートした本発明の抗体を含んでなる。ドラスタチン及びアウリス
タチンは、微小管動態、ＧＴＰ加水分解及び核と細胞の分割を妨げ(Woyke 等 (2001) Ant
imicrob. Agents and Chemother. 45(12): 3580-3584)、抗癌活性(米国特許第5663149号)
及び抗真菌性活性(Pettit 等 (1998) Antimicrob. Agents Chemother. 42:2961-2965)を
有することが示されている。ドラスタチン又はアウリスタチン薬剤成分は、ペプチジル薬
剤分子のＮ(アミノ)末端又はＣ(カルボキシル)末端により抗体に接着しうる(国際公開公
報02/088172)。
　例示的なアウリスタチンの実施態様は、Ｎ末端連結モノメチルアウリスタチン薬剤成分
ＤＥ及びＤＦを含み、"Monomethylvaline Compounds Capable of Conjugation to Ligand
s", 米国出願公開2005/0238649に開示される。この開示内容は出典明記によってその全体
が特別に組み込まれる。
　【０１０７】
　一般的に、ペプチドベースの薬剤成分は、２以上のアミノ酸及び／又はペプチド断片間
でペプチド結合を形成することによって調製されうる。このようなペプチド結合は、例え
ば、ペプチド化学の分野において周知の液相合成方法に従って調製することができる(E. 
Schroder and K. Lubke, "The Peptides", volume 1, pp 76-136, 1965, Academic Press
を参照)。アウリスタチン／ドラスタチン薬剤成分は、米国特許第5635483号；同第578058
8号；Pettit et al., J. Nat. Prod. 44:482-485 (1981)；Pettit et al., Anti-Cancer 
Drug Design 13:47-66 (1998)；Poncet, Curr. Pharm. Des. 5:139-162 (1999)；およびP
ettit, Fortschr. Chem. Org. Naturst. 70:1-79 (1997)の方法に従って調製されうる。
また、Doronina (2003) Nat Biotechnol 21(7): 778-784；および"Monomethylvaline Com
pounds Capable of Conjugation to Ligands" 米国出願公開２００５０２３８６４９も参
照のこと。これらは出典明記によってその全体が本願明細書中に組み込まれる(例えば、
リンカー及びモノメチルバリン化合物、例えばＭＭＡＥ及びリンカーにコンジュゲートし
たＭＭＡＦの調整方法を開示している)。
　【０１０８】
　　iii. カリケアマイシン
　他の実施態様では、イムノコンジュゲートは、一又は複数のカリケアマイシン分子と結
合した本発明の抗体を含んでなる。抗生物質のカリケアマイシンファミリーはサブ-ピコ
モルの濃度で二重鎖ＤＮＡ破壊を生じることができる。カリケアマイシンファミリーのコ
ンジュゲートの調製については、米国特許第5712374号、同5714586号、同5739116号、同5
767285号、同5770701号、同5770710号、同5773001号、同5877296号(全て、American Cyan
amid Company)を参照のこと。使用可能なカリケアマイシンの構造類似体には、限定する
ものではないが、γ１

Ｉ、α２
Ｉ、α３

Ｉ、Ｎ-アセチル-γ１
Ｉ、ＰＳＡＧ及びθＩ

１(H
inman等, Cancer Research, 53：3336-3342(1993)、Lode等 Cancer Research, 58：2925-
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2928(1998)及び上述したAmerican Cyanamidの米国特許)が含まれる。抗体が結合可能な他
の抗腫瘍剤は、葉酸代謝拮抗薬であるＱＦＡである。カリケアマイシン及びＱＦＡは双方
共、細胞内に作用部位を有し、原形質膜を容易に通過しない。よって抗体媒介性インター
ナリゼーションによるこれらの薬剤の細胞への取込により、細胞障害効果が大きく向上す
る。
　【０１０９】
　　iv. 他の細胞障害剤
　本発明の抗体またはここに記載の方法に従って作製された抗体と結合可能な他の抗腫瘍
剤には、ＢＣＮＵ、ストレプトゾイシン、ビンクリスチン及び５-フルオロウラシル、米
国特許第5053394号、同5770710号に記載されており、集合的にＬＬ-Ｅ３３２８８複合体
として公知の薬剤のファミリー、並びにエスペラマイシン(esperamicine)(米国特許第587
7296号)が含まれる。
　使用可能な酵素活性毒及びその断片には、ジフテリアＡ鎖、ジフテリア毒素の非結合性
活性断片、外毒素Ａ鎖(シュードモナス・アエルギノーサ(Pseudomonas aeruginosa))、リ
シンＡ鎖、アブリンＡ鎖、モデシン(modeccin)Ａ鎖、アルファ-サルシン(sarcin)、アレ
ウライツ・フォルディイ(Aleurites fordii)プロテイン、ジアンシン(dianthin)プロテイ
ン、フィトラッカ・アメリカーナ(Phytolaca americana)プロテイン(PAPI、PAPII及びPAP
-S)、モモルディカ・キャランティア(momordica charantia)インヒビター、クルシン(cur
cin)、クロチン、サパオナリア(sapaonaria)オフィシナリスインヒビター、ゲロニン(gel
onin)、マイトゲリン(mitogellin)、レストリクトシン(restrictocin)、フェノマイシン
、エノマイシン及びトリコセセンス(tricothecenes)が含まれる。例えば、1993年10月28
日公開の国際公開第93/21232号を参照のこと。
　本発明は、抗体と核酸分解活性を有する化合物(例えばリボヌクレアーゼ又はＤＮＡエ
ンドヌクレアーゼ、例えばデオキシリボヌクレアーゼ；ＤＮアーゼ)との間に形成される
イムノコンジュゲートをさらに考察する。
　【０１１０】
　腫瘍を選択的に破壊するため、抗体は高い放射性を有する原子を含有してよい。放射性
コンジュゲートした抗体を生成するために、種々の放射性同位体が利用される。例には、
Ａｔ２１１、Ｉ１３１、Ｉ１２５、Ｙ９０、Ｒｅ１８６、Ｒｅ１８８、Ｓｍ１５３、Ｂｉ
２１２、Ｐ３２、Ｐｂ２１２及びＬｕの放射性同位体が含まれる。コンジュゲートが検出
に使用される場合、それはシンチグラフィー研究用の放射性原子、例えばｔｃ９９ｍ又は
Ｉ１２３、又は核磁気共鳴(ＮＭＲ)映像(磁気共鳴映像、mriとしても公知)用のスピン標
識、例えばヨウ素-１２３、ヨウ素-１３１、インジウム-１１１、フッ素-１９、炭素-１
３、窒素-１５、酸素-１７、ガドリニウム、マンガン又は鉄を含有し得る。
　放射-又は他の標識が、公知の方法でコンジュゲートに導入される。例えば、ペプチド
は生物合成されるか、又は水素の代わりにフッ素-１９を含む適切なアミノ酸前駆体を使
用する化学的なアミノ酸合成により合成される。標識、例えばｔｃ９９ｍ又はＩ１２３、
Ｒｅ１８６、Ｒｅ１８８及びＩｎ１１１は、ペプチドのシステイン残基を介して結合可能
である。イットリウム-９０はリジン残基を介して結合可能である。IODOGEN法(Fraker等(
1978) Biochem. Biophys. Res. Commun. 80：49-57)は、ヨウ素-１２３の導入に使用する
ことができる。他の方法の詳細は、「Monoclonal Antibodies in Immunoscintigraphy」(
Chatal, CRC Press 1989)に記載されている。
　【０１１１】
　抗体と細胞障害剤のコンジュゲートは、種々の二官能性タンパク質カップリング剤、例
えばＮ-スクシンイミジル-３-(２-ピリジルジチオ)プロピオナート(ＳＰＤＰ)、スクシン
イミジル-４-(Ｎ-マレイミドメチル)シクロヘキサン-１-カルボキシラート(ＳＭＣＣ)、
イミノチオラン(ＩＴ)、イミドエステル類の二官能性誘導体(例えばジメチルアジピミダ
ートＨＣＬ)、活性エステル類(例えば、スベリン酸ジスクシンイミジル)、アルデヒド類(
例えば、グルタルアルデヒド)、ビスアジド化合物(例えば、ビス(ｐ-アジドベンゾイル)
ヘキサンジアミン)、ビス-ジアゾニウム誘導体(例えば、ビス-(ｐ-ジアゾニウムベンゾイ
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ル)エチレンジアミン)、ジイソシアネート(例えば、トリエン-２,６-ジイソシアネート)
、及び二活性フッ素化合物(例えば、１,５-ジフルオロ-２,４-ジニトロベンゼン)を使用
して作製することができる。例えば、リシン免疫毒素は、Vitetta等, Science 238:1098(
1987)に記載されているようにして調製することができる。炭素-１４標識１-イソチオシ
アナトベンジル-３-メチルジエチレン-トリアミン五酢酸(ＭＸ-ＤＴＰＡ)が抗体に放射性
ヌクレオチドをコンジュゲートするためのキレート剤の例である。例として国際公開第94
/11026号を参照されたい。リンカーは細胞中の細胞障害剤の放出を容易にするための「切
断可能リンカー」であってよい。例えば、酸不安定性リンカー、ペプチダーゼ過敏性リン
カー、光不安定性リンカー、ジメチルリンカー又はジスルフィド含有リンカーが使用され
得る(Chari等, Cancer Research, 52：127-131(1992)；米国特許第5208020号)。
　本発明の化合物は、限定するものではないが、架橋剤：市販されている(例えば、Pierc
e Biotechnology, Inc., Rockford, IL., U.S.Aより)BMPS、EMCS、GMBS、HBVS、LC-SMCC
、MBS、MPBH、SBAP、SIA、SIAB、SMCC、SMPB、SMPH、スルホ-EMCS、スルホ-GMBS、スルホ
-KMUS、スルホ-MBS、スルホ-SIAB、スルホ-SMCC、及びスルホ-SMPB、及びSVSB (succinim
idyl-(4-ビニルスルホン)安息香酸塩)にて調製したＡＤＣが特に考えられる。2003-2004 
Applications Handbook and Catalogの467-498頁を参照。
　【０１１２】
　　v. コンジュゲート抗体の調製
　本発明のコンジュゲート抗体において、抗体を、場合によってリンカーを介して、一つ
以上の薬剤部分(例えば薬剤部分)、例えば抗体につき約１～約２０の部分にコンジュゲー
トする。コンジュゲート抗体はいくつかの手段、当業者に公知の有機化学反応、状態及び
試薬を用いて調製されうる：(1) 共有結合による二価のリンカー試薬と抗体の求核基との
反応の後に対象の部分と反応；及び(2) 共有結合による二価のリンカー試薬と部分の求核
基との反応の後に抗体の求核基との反応、が含まれる。コンジュゲート抗体を調製するた
めの更なる方法は本願明細書中に記載される。
　リンカー試薬は、一つ以上のリンカー成分から成ってもよい。例示的なリンカー成分は
、６-マレイミドカプロイル(「ＭＣ」)、マレイミドプロパノイル(「ＭＰ」)、バリン-シ
トルリン(「val-cit」)、アラニン-フェニルアラニン(「ala-phe」)、ｐ-アミノベンジル
オキシカルボンイル(「ＰＡＢ」)、Ｎ-スクシンイミジル４(２-ピリジルチオ)ペンタノエ
ート(「ＳＰＰ」)、Ｎ-スクシンイミジル４-(Ｎ-マレイミドメチル)シクロヘキサン-１カ
ルボキシレート(「ＳＭＣＣ」)、及びＮ-スクシンイミジル(４-イオド-アセチル)アミノ
安息香酸エステル(「ＳＩＡＢ」)を含む。更なるリンカー成分は当分野で公知であり、そ
のいくつかは本願明細書において、記述される。また、"Monomethylvaline Compounds Ca
pable of Conjugation to Ligands"、米国出願公開2005/0238649を参照。その内容は出典
明記により本願明細書に組み込まれる。
　【０１１３】
　いくつかの実施態様では、リンカーはアミノ酸残基を含みうる。例示的なアミノ酸リン
カー成分には、ジペプチド、トリペプチド、テトラペプチド又はペンタペプチドなどがあ
る。例示的なジペプチドは、バリン-シトルリン(vc又はval-cit)、アラニン-フェニルア
ラニン(af又はala-phe)を含む。例示的なトリペプチドは、グリシン-バリン-シトルリン(
gly-val-cit)及びグリシン-グリシン-グリシン(gly-gly-gly)を含む。アミノ酸リンカー
成分を含んでなるアミノ酸残基は、天然に生じるもの、並びに微量のアミノ酸及び非天然
に生じるアミノ酸類似体、例えばシトルリンを含む。アミノ酸リンカー成分は設定され、
特に酵素、例えば腫瘍関連プロテアーゼ、カテプシンＢ、Ｃ及びＤ又はプラスミンプロテ
アーゼによる酵素的切断の選択性に最適化できる。
　【０１１４】
　抗体上の求核基には、限定するものでなく、以下のものを含む：(i) Ｎ末端アミン基、
(ii) 側鎖アミン基、例えばリシン、(iii) 側鎖チオール基、例えばシステイン、及び(iv
) 抗体がグリコシル化される糖水酸基又はアミノ基。アミン、チオール及び水酸基は、求
核であり、反応して、リンカー部分上の求電子性の群及びリンカー試薬により共有結合を
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形成することができる：(i) 活性エステル、例えばＮＨＳエステル、ＨＯＢｔエステル、
ハロギ酸及び酸ハロゲン化物；(ii) アルキル及びベンジルハライド、例えばハロアセト
アミド；(iii) アルデヒド、ケトン、カルボキシル及びマレイミド群、が含まれる。特定
の抗体は、還元しうる鎖間ジスルフィド、すなわちシステイン架橋を有する。抗体は、還
元剤、例えばＤＴＴ(ジチオトレイトール)による処置によって、リンカー試薬を用いたコ
ンジュゲート反応を行ってもよい。ゆえに、各々のシステイン架橋は、理論的には、２の
反応性のチオール求核基を形成する。チオールにアミンを転換させる２-イミノチオラン(
トラウトの試薬)を用いてリシンを反応させることによって抗体に付加的な求核基を導入
することができる。反応性のチオール基は、１、２、３、４又はそれ以上のシステイン残
基を導入する(例えば、一又は複数の非天然のシステインアミノ酸残基を含んでなる変異
体抗体を調製する)ことによって抗体(又は、その断片)に導入されてもよい。
　【０１１５】
　また、本発明のコンジュゲート抗体は、抗体を修飾して求電子性の部分を導入する(リ
ンカー試薬又は薬剤又は抗体部分上の求核置換基と反応させることができる)ことによっ
て生成してもよい。グリコシル化された抗体の糖質を、例えば過ヨウ素酸塩酸化剤を用い
て酸化して、リンカー試薬又は薬剤又は他の部分のアミン基と反応するアルデヒド又はケ
トン基を形成させてもよい。生じたイミンシッフ塩基群が安定結合を形成するか、又は例
えば安定アミン結合を形成させるホウ化水素試薬によって、還元してもよい。一実施態様
では、ガラクトースオキシダーゼ又はナトリウムメタ過ヨウ素酸塩の何れかによるグリコ
シル化抗体の炭水化物部分の反応により、薬剤又は他の部分(Hermanson, Bioconjugate T
echniques)上の適当な基と反応することができるタンパク質のカルボニル(アルデヒド及
びケトン)基が生じうる。他の実施態様では、Ｎ末端セリン又はスレオニン残基を含んで
いるタンパク質はナトリウムメタ過ヨウ素酸塩と反応して、第一のアミノ酸の代わりにア
ルデヒドを生成する(Geoghegan & Stroh, (1992) Bioconjugate Chem. 3:138-146；米国
特許第5362852号)。このようなアルデヒドは、薬剤部分又はリンカー求核基と反応するこ
とができる。
　【０１１６】
　同様に、部分(例えば薬剤部分)上の求核基には、限定するものではないが、以下のもの
を含む：反応して、リンカー部分及びリンカー試薬上の求電子性の基と共有結合すること
ができるアミン、チオール、ヒドロキシル、ヒドラジド、オキシム、ヒドラジン、チオセ
ミカルバゾン、ヒドラジンカルボン酸エステル及びアリールヒドラジド基：(i) 活性エス
テル(例えばＮＨＳエステル、ＨＯＢｔエステル、ハロギ酸及び酸ハロゲン化物)；(ii) 
アルキル及びベンジルハライド、例えばハロアセトアミド；および(iii) アルデヒド、ケ
トン、カルボキシル及びマレイミド基、が含まれる。
　別法として、抗体及び細胞障害剤を含有する融合タンパク質は、例えば組換え技術又は
ペプチド合成により作製される。ＤＮＡの長さは、コンジュゲートの所望する特性を破壊
しないリンカーペプチドをコードする領域により離間しているか、又は互いに隣接してい
るコンジュゲートの２つの部分をコードする領域をそれぞれ含有する。他の実施態様にお
いて、腫瘍の事前ターゲティングに利用するために、「レセプター」(例えばストレプト
アビジン)に抗体をコンジュゲートし、ここで抗体-レセプターコンジュゲートを個体に投
与し、続いて清澄剤を使用し、循環から非結合コンジュゲートを除去し、細胞障害剤(例
えば放射性ヌクレオチド)にコンジュゲートする「リガンド」(例えばアビジン)を投与す
る。
　【０１１７】
Ｖ．治療上の使用
　本明細書に記載の抗体および抗体断片などのタンパク質複合体(例えば本明細書に記述
される方法に従って作製されるコイルドコイル含有抗体、テザー抗体又は抗体)は、治療
上の適用のために使われてよい。例えば、このような抗体および抗体断片は、前癌性、非
転移性、転移性および癌性の腫瘍(例えば初期癌)を含む腫瘍の治療のため、アレルギー性
または炎症性の疾患の治療のため、または自己免疫性疾患の治療のため、または、癌(例
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えば乳癌、結腸直腸癌、肺癌、腎臓細胞カルチノーマ、膠腫又は卵巣癌)、アレルギー性
または炎症性の疾患又は自己免疫性疾患を発症するリスクがある被検体の治療のために使
われてよい。
　癌なる用語は、前癌性の増殖、良性腫瘍及び悪性腫瘍を含むがこれに限らず、一まとま
りの増殖性疾患を包含する。良性腫瘍は、起源の部位に限局化されたままであり、遠位部
位に浸潤、侵入又は転移する能力を有していない。悪性腫瘍は、周辺の他の組織に侵入し
て、障害を与える。また、それらは、起源の部位から切り離れる能力を獲得し、通常はリ
ンパ節が配置されるリンパ系や血流を介して身体の他の部位に拡がりうる(転移する)。　
原発性腫瘍は、それらが生じる組織の種類によって分類され、転移性腫瘍は、癌細胞が由
来する組織の種類によって分類される。時間とともに、悪性腫瘍の細胞は、より異常にな
り、正常細胞のようではなくなる。癌細胞にみられるこの変化は、腫瘍グレードと呼ばれ
ており、癌細胞は、十分に分化されている、中程度に分化されている、ほとんど分化され
ていない、又は、未分化であると表される。十分に分化した細胞はで全く正常な見かけで
あり、起源の正常細胞のようである。未分化な細胞は、細胞の起源を決定することがもは
や不可能であるほど異常となっている細胞である。
　【０１１８】
　腫瘍は固形腫瘍であるか、或いは非固形腫瘍又は軟組織腫瘍でありうる。軟組織腫瘍の
例には、白血病（例えば、慢性骨髄性白血病、急性骨髄性白血病、成人急性リンパ性白血
病、急性骨髄性白血病、成熟Ｂ細胞急性リンパ性白血病、慢性リンパ性白血病、前リンパ
球性白血病、又はヘアリーセル白血病）、或いはリンパ腫（例えば、非ホジキンリンパ腫
、皮膚Ｔ細胞リンパ腫、又はホジキン病）が含まれる。固形腫瘍には、血液、骨髄、又は
リンパ系以外の身体組織のあらゆる癌が含まれる。固形腫瘍は更に、上皮細胞を起源とす
るものと、非上皮細胞を起源とするものとに分けられる。上皮細胞固形腫瘍の例には、胃
腸管、結腸、胸部、前立腺、肺、腎臓、肝臓、膵臓、卵巣、頭頸部、口腔、胃、十二指腸
、小腸、大腸、肛門、胆嚢、下唇、鼻いん頭、皮膚、子宮、男性生殖器、泌尿器、膀胱、
及び皮膚の腫瘍が含まれる。非上皮起源の固形腫瘍には、肉腫、脳腫瘍、及び骨腫瘍が含
まれる。
　上皮性癌は一般に、良性腫瘍から侵襲前段階(例えばインサイツでの癌腫)、基底膜を透
過して、上皮下間質に侵入した悪性癌に発達する。
　【０１１９】
　また、多特異性タンパク質複合体は治療上の適用にも用いることができ、ＨＥＲ２を結
合する抗体は、特に、乳癌、結腸直腸癌、肺癌、腎臓細胞癌腫、膠腫又は卵巣癌を治療す
るために用いることができる。
　【０１２０】
　本発明の組成物が投与される候補にある他の患者は、血管結合組織の異常増殖、赤瘡、
後天性免疫不全症候群、動脈閉塞、アトピー性角膜炎、細菌性潰瘍、ベーチェット疾患、
血液が媒介する腫瘍、頸動脈閉塞性疾患、脈絡叢血管新生、慢性炎症、慢性網膜剥離、慢
性ブドウ膜炎、慢性 硝子体炎、コンタクトレンズ疲労、角膜移植片拒絶、角膜血管新生
、角膜移植片血管新生、クローン病、イールズ病、流行性角結膜炎、真菌潰瘍、単純ヘル
ペス感染、帯状ヘルペス感染、過粘稠度症候群、カポシ肉腫、白血病、脂質変性、ライム
病、周縁表皮剥離、モーレン潰瘍、ハンセン病以外のマイコバクテリア感染、近視、眼性
新生血管疾患、視神経窩、オスラー-ウェーバー症候群(オスラー-ウェーバー-ランデュ)
、骨関節炎、パジェット病、毛様体扁平部炎、類天疱瘡、phylectenulosis、多発動脈炎
、レーザー後合併症、原生動物の感染、弾性線維性偽性黄色腫、翼状片角膜炎乾燥、放射
状角膜切開、網膜血管新生、未熟児の網膜症、水晶体後繊維増殖、類肉腫、強膜炎、鎌状
赤血球貧血、シェーグレン症候群、固形腫瘍、シュタルガルト病、スティーブンジョンソ
ン病、上辺縁角膜炎、梅毒、全身狼瘡、テリアン周縁変性、トキソプラズマ症、ユーイン
グ肉腫の腫瘍、神経芽細胞腫の腫瘍、骨肉腫の腫瘍、網膜芽細胞腫の腫瘍、横紋筋肉腫の
腫瘍、潰瘍性大腸炎、静脈閉塞、ビタミンＡ欠乏、ヴェゲナー肉芽腫、糖尿病と関係して
いる望ましくない脈管形成、寄生虫病、異常な創傷治癒、手術、損傷又は外傷後の肥大(
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例えば急性の肺損傷／ＡＲＤＳ)、体毛成長の阻害、排卵および黄体形成の阻害、移植の
阻害および子宮における胚発達の阻害を有するか、又は発症するリスクにある。
　【０１２１】
　本明細書中に記載の方法に従って作製されるコイルドコイル含有抗体、テザー抗体又は
抗体を用いて治療されうるアレルギー性ないし炎症性疾患または自己免疫性疾患の例には
、限定するものではないが、関節炎(関節リウマチ(例えば急性の関節炎、慢性の関節リウ
マチ、痛風性関節炎、急性の痛風性関節炎、慢性炎症性関節炎、変形性関節症、感染性関
節炎、ライム関節炎、増殖性関節炎、乾癬の関節炎、椎骨関節炎及び若年性発症関節リウ
マチ、骨関節炎、関節炎慢性化、関節炎変形、関節炎慢性原発、反応性関節炎、及び強直
性脊椎炎)、炎症性過剰増殖性皮膚病、乾癬、例えばプラーク乾癬、滴状乾癬、膿疱性乾
癬及び爪乾癬)、皮膚炎、例として接触皮膚炎、慢性接触皮膚炎、アレルギー性皮膚炎、
アレルギー性接触皮膚炎、ヘルペス状の皮膚炎、貨幣状皮膚炎、脂漏性皮膚炎、非特異的
皮膚炎、一次刺激物接触皮膚炎及び過敏性皮膚炎、Ｘ連鎖性過剰ＩｇＭ症候群、蕁麻疹、
例えば慢性アレルギー性蕁麻疹及び慢性特発性蕁麻疹、例として慢性自己免疫蕁麻疹、多
発性筋炎／皮膚筋炎、若年性皮膚筋炎、中毒性上皮性表皮壊死症、強皮症(全身強皮症を
含む)、硬化症、例えば全身性硬化症、多発性硬化症(ＭＳ)、例えば脊椎-眼(spino-optic
al) ＭＳ)、一次進行性ＭＳ(ＰＰＭＳ)及び再発性寛解ＭＳ(ＲＲＭＳ)、進行性全身性硬
化症、アテローム性動脈硬化、動脈硬化症、硬化症汎発、失調性硬化症、炎症性腸疾患(
ＩＢＤ)(例えばクローン病、自己免疫性胃腸疾患、大腸炎、例えば潰瘍性大腸炎、大腸性
潰瘍、微細な大腸炎、膠原性大腸炎、大腸ポリープ、壊死性全腸炎及び経壁の大腸炎、及
び自己免疫炎症性腸疾患)、膿皮症壊疽、結節性紅斑、原発性硬化性胆管炎、上強膜炎、
呼吸窮迫症候群、例として成人性又は急性の呼吸窮迫症候群(ＡＲＤＳ)、髄膜炎、葡萄膜
の全部又は一部の炎症、虹彩炎、脈絡膜炎、自己免疫血液疾患、リウマチ様脊椎炎、リウ
マチ様関節滑膜炎、突発性聴力障害、ＩｇＥ媒介性疾患、例えばアナフィラキシー及びア
レルギー性鼻炎及びアトピー性鼻炎、脳炎、例えばラスマッセンの脳炎及び辺縁及び／又
は脳幹脳炎、ブドウ膜炎、例として、前部ブドウ膜炎、急性前ブドウ膜炎、肉芽腫ブドウ
膜炎、非顆粒性ブドウ膜炎、水晶体抗原性ブドウ膜炎、後部ブドウ膜炎又は自己免疫ブド
ウ膜炎、ネフローゼ症候群を有する又は有さない糸球体腎炎(ＧＮ)、例として、慢性又は
急性の糸球体腎炎、例として原発性ＧＮ、免疫性ＧＮ、膜性ＧＮ(膜性ネフロパシ)、特発
性膜性ＧＮ又は特発性膜性ネフロパシ、膜又は膜性増殖性ＧＮ(ＭＰＧＮ)(タイプＩ及び
タイプＩＩを含む)、急速進行性ＧＮ、アレルギー性症状、アレルギー性反応、湿疹、例
としてアレルギー性又はアトピー性湿疹、喘息、例えば喘息気管支炎、気管支喘息及び自
己免疫喘息、Ｔ細胞の浸潤を伴う症状及び慢性炎症反応、慢性肺炎症性疾患、自己免疫心
筋炎、白血球粘着力欠損、全身性エリテマトーデス(ＳＬＥ)又は全身性ループスエリテマ
トーデス、例えば皮膚ＳＬＥ、亜急性の皮膚ＳＬＥ、新生児期ループス症候群(ＮＬＥ)、
紅班性狼瘡汎発、ループス(例としてループス腎炎、ループス脳炎、小児ループス、非腎
性ループス、腎外ループス、円板状ループス、脱毛症ループス)、若年性開始型(Ｉ型)真
正糖尿病、例として小児インシュリン依存性真正糖尿病(ＩＤＤＭ)、成人発症型真正糖尿
病(ＩＩ型糖尿病)、自己免疫性糖尿病、特発性の尿崩症、サイトカイン及びＴリンパ球に
よって媒介される急性及び遅発性過敏症と関係する免疫応答、結核、サルコイドーシス、
肉芽腫症、例としてリンパ腫肉芽腫症、ヴェゲナーの肉芽腫症、無顆粒球症、脈管炎、例
として血管炎、大血管性血管炎(例えば大脈管脈管炎(リウマチ性多発性筋痛及び巨細胞(
高安)動脈炎を含む)、中脈管脈管炎(川崎病及び結節性多発動脈炎を含む)、微小多発動脈
炎、ＣＮＳ脈管炎、壊死性血管炎、皮膚性血管炎又は過敏性血管炎、全身性壊死性血管炎
、及びＡＮＣＡ関連の脈管炎、例としてチャーグ-ストラウス脈管炎又は症候群(ＣＳＳ))
、側頭動脈炎、無形成性貧血、自己免疫無形成性貧血、クームズ陽性貧血症、ダイアモン
ドブラックファン貧血症、溶血性貧血又は免疫溶血性貧血、例として自己免疫溶血性貧血
(ＡＩＨＡ)、悪性貧血(貧血症悪性熱)、アジソン病、純粋な赤血球貧血症又は形成不全(
ＰＲＣＡ)、第VIII因子欠損症、血友病Ａ、自己免疫好中球減少症、汎血球減少症、白血
球減少症、白血球血管外遊出を伴う疾患、ＣＮＳ炎症性疾患、多器官損傷症候群、例えば



(67) JP 6091894 B2 2017.3.15

10

20

30

40

50

敗血症、外傷又は出血の二次症状、抗原-抗体複合体関連疾患、抗糸球体基底膜疾患、抗
リン脂質抗体症候群、アレルギー性神経炎、ベーチェット又はベーチェット病、カールス
マン症候群、グッドパスチャー症候群、レイノー症候群、シェーグレン症候群、スティー
ブンスジョンソン症候群、類天疱瘡、例えば水疱性類天ぽうそう及び類天疱瘡皮膚、天疱
瘡(尋常性天疱瘡、落葉状天疱瘡、ペンフィグス粘液膜類天疱瘡及び天疱瘡エリテマトー
デスを含む)、自己免疫多腺性内分泌障害、ライター病又は症候群、免疫複合体腎炎、抗
体媒介性腎炎、視神経脊髄炎、多発性神経炎、慢性神経障害、例えばＩｇＭ多発性神経炎
又はＩｇＭ媒介性神経障害、血小板減少(例えば心筋梗塞患者によるもの)、例えば血栓性
血小板減少性紫斑病(ＴＴＰ)、及び自己免疫性又は免疫媒介性血小板減少、例えば慢性及
び急性のＩＴＰを含む特発性血小板減少性紫斑病(ＩＴＰ)、自己免疫性精巣炎及び卵巣炎
を含む精巣及び卵巣の自己免疫性疾患、一次甲状腺機能低下症、副甲状腺機能低下症、自
己免疫内分泌性疾患、例えば甲状腺炎、例えば自己免疫性甲状腺炎、橋本病、慢性甲状腺
炎(橋本甲状腺炎)又は亜急性の甲状腺炎、自己免疫甲状腺性疾患、特発性甲状腺機能低下
症、グレーブ病、自己免疫多腺性症候群、例として多腺性症候群(又は、多腺性内分泌障
害症候群)、腫瘍随伴症候群、例として神経系新生物関連症候群、例えばランバート-イー
トン筋無力症症候群又はイートン―ランバート症候群、スティッフマン又はスティッフマ
ン症候群、脳脊髄炎、例として、アレルギー性脳脊髄炎又は脳脊髄炎性アレルギー及び実
験的アレルギー性脳脊髄炎(ＥＡＥ)、重症筋無力症、例えば胸腺腫関連の重症筋無力症、
小脳性退化、神経ミオトニ、眼球クローヌス又は眼球クローヌス筋硬直症候群(ＯＭＳ)及
び感覚系神経障害、多病巣性運動神経障害、シーハン症候群、自己免疫肝炎、慢性肝炎、
類狼瘡肝炎、巨細胞肝炎、慢性活動性肝炎又は自己免疫慢性活動性肝炎、リンパ系間隙間
質性肺炎(ＬＩＰ)、閉塞性細気管支炎(非移植)対ＮＳＩＰ、ギラン‐バレー症候群、ベル
ガー病(ＩｇＡネフロパシ)、特発性ＩｇＡネフロパシ、線状ＩｇＡ皮膚病、原発性胆管萎
縮症、肺線維症、自己免疫腸疾患症候群、セリアック病、コエリアック病、脂肪便症(グ
ルテン腸疾患)、抵抗性スプルー、特発性スプルー、クリオグロブリン血症、アミロトロ
フィック側索硬化症(ＡＬＳ；筋萎縮性側索硬化症(Lou Gehrig's disease))、冠状動脈疾
患、自己免疫性耳疾患、例として、自己免疫内耳疾患(ＡＩＥＤ)、自己免疫聴力障害、眼
球クローヌス筋硬直徴候(ＯＭＳ)、多発性軟骨炎、例として、抵抗性又は再発性多発性軟
骨炎、肺胞状蛋白症、アミロイドーシス、強膜炎、非癌性リンパ球増多症、一次リンパ球
増多症、これにはモノクローナルＢ細胞リンパ球増多症(例えば良性モノクローナル免疫
グロブリン症及び未同定の有意なモノクローナル免疫グロブリン血症(monoclonal gammop
athy of undetermined significance)、ＭＧＵＳ)が含まれる、末梢性神経障害、腫瘍随
伴症候群、チャネル病、例として、癲癇、片頭痛、不整脈、筋疾患、難聴、盲目、周期性
麻痺及びＣＮＳのチャネル病、自閉症、炎症性ミオパシ、局所性分節性糸球体硬化症(Ｆ
ＳＧＳ)、内分泌性眼障害、ブドウ膜網膜炎、脈絡網膜炎、自己免疫性肝臓病、線維症、
多内分泌性不全、シュミット症候群、副腎炎、胃萎縮、初老期痴呆、脱髄性疾患、例とし
て自己免疫脱髄性病、糖尿病性ネフロパシ、ドレスラー症候群、円形脱毛症、ＣＲＥＳＴ
症候群(石灰沈着、レイノー現象、食道運動障害、強指症及び毛細管拡張症)、雌雄自己免
疫性不妊性、混合性結合組織病、シャーガス病、リウマチ熱、再発性中絶、農夫肺、多形
性紅斑、心切開術後症候群、クッシング症候群、愛鳥家肺、アレルギー性肉芽腫性脈管炎
、良性リンパ球血管炎、アルポート症候群、肺胞炎、例えばアレルギー性肺胞炎及び繊維
化肺胞炎、間隙肺疾患、輸血反応、ハンセン病、マラリア、リーシュマニア症、キパノソ
ミアシス(kypanosomiasis)、住血吸虫症、蛔虫症、アスペルギルス症、サンプター症候群
、カプラン症候群、デング熱、心内膜炎、心内膜心筋線維形成、広汎性間質性肺線維形成
、間質性肺線維形成、特発性の肺線維形成、嚢胞性線維症、眼内炎、持久性隆起性紅斑、
胎児赤芽球症、好酸性筋膜炎(eosinophilic faciitis)、シャルマン症候群、フェルティ
ー症候群、フィラリア(flariasis)、毛様体炎、例えば慢性毛様体炎、ヘテロ慢性毛様体
炎、虹彩毛様体炎、又はＦｕｃｈの毛様体炎)、ヘーノホ-シェーンライン紫斑病、ヒト免
疫不全ウイルス(ＨＩＶ)感染、エコーウィルス感染、心筋症、アルツハイマー病、パルボ
ウィルス感染、風疹ウィルス感染、種痘後症候群、先天性風疹感染、エプスタインバーウ
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イルス感染、耳下腺炎、エヴァンの症候群、自己免疫性腺機能不全、シドナム舞踏病、連
鎖球菌感染後腎炎、閉塞性血栓性血管炎(thromboangitis ubiterans)、甲状腺中毒症、脊
髄癆、脈絡膜炎、巨細胞多発性筋痛、内分泌性眼障害、慢性過敏性肺炎、乾性角結膜炎、
流行性角結膜炎、特発性腎臓症候群、微小変化ネフロパシ、良性家族性及び乏血-再灌流
障害、網膜自己免疫、関節炎症、気管支炎、慢性閉塞性気道疾患、珪肺症、アフタ、アフ
タ性口内炎、動脈硬化症疾患、アスペルミオジェネース(aspermiogenese)、自己免疫性溶
血、ベック病、クリオグロブリン血症、デュピュイトラン拘縮、水晶体過敏性眼内炎、腸
炎アレルギー、結節性紅斑、leprosum、特発性顔麻痺、慢性疲労症候群、リウマチ性熱、
ハンマンリッチ病、感覚器性(sensoneural)聴力障害、血色素尿症発作(haemoglobinuria 
paroxysmatica)、性機能低下、回腸炎領域、白血球減少症、単核細胞増加症感染、横移動
脊髄炎、一次特発性の粘液水腫、ネフローゼ、眼炎symphatica、精巣炎肉芽腫症、膵炎、
多発性神経根炎急性、膿皮症壊疽、Ｑｕｅｒｖａｉｎ甲状腺炎、後天性脾臓萎縮、抗精子
抗体による不妊性、非悪性胸腺腫、白斑、ＳＣＩＤ及びエプスタインバーウイルス関連疾
患、後天性免疫不全症候群(エイズ)、寄生虫病、例えばLesihmania、毒性ショック症候群
、食中毒、Ｔ細胞の浸潤を伴う症状、白血球-粘着力欠損、サイトカイン及びＴリンパ球
に媒介される急性及び遅発性過敏症関連免疫応答、白血球血管外遊出を伴う疾患、多器官
損傷症候群、抗原-抗体複合体媒介性疾患、抗糸球体基底膜疾患、アレルギー性神経炎、
自己免疫多腺性内分泌障害、卵巣炎、原発性粘液水腫、自己免疫萎縮性胃炎、交感性眼炎
、リウマチ性疾患、混合性結合組織病、ネフローゼ症候群、膵島炎、多内分泌性不全、末
梢性神経障害、自己免疫多腺性症候群Ｉ型、成人発症型特発性副甲状腺機能低下症(ＡＯ
ＩＨ)、完全脱毛症、拡張型心筋症、後天性表皮水疱症(ＥＢＡ)、ヘモクロマトーシス、
心筋炎、ネフローゼ症候群、原発性硬化性胆管炎、化膿性又は非化膿性副鼻腔炎、急性又
は慢性副鼻腔炎、篩骨、正面、上顎骨又は蝶形骨副鼻腔炎、好酸球性関連疾患、例えば好
酸球増加症、肺浸潤好酸球増加症、好酸球増加症-筋肉痛症候群、レフラー症候群、慢性
好酸性肺炎、熱帯肺好酸球増加症、気管支肺炎アスペルギルス症、アスペルギローム又は
好酸球性を含有する肉芽腫、アナフィラキシー、血清陰性脊椎関節炎疹、多内分泌性自己
免疫性疾患、硬化性胆管炎、強膜、上強膜、慢性皮膚粘膜カンジダ症、ブラットン症候群
、乳児期の一過性低ガンマグロブリン血症、ウィスコット‐アルドリッチ症候群、毛細血
管拡張性運動失調症候群、膠原病と関係する自己免疫疾患、リウマチ、神経病学的疾患、
虚血性再灌流障害、血圧応答の減退、血管機能不全、antgiectasis、組織損傷、心血管乏
血、痛覚過敏、脳虚血、及び脈管化を伴う疾患、アレルギー性過敏症疾患、糸球体腎炎、
再灌流障害、心筋又は他の組織の再
灌流損傷、急性炎症性成分を有する皮膚病、急性化膿性髄膜炎又は他の中枢神経系炎症性
疾患、眼性及び眼窩の炎症性疾患、顆粒球輸血関連症候群、サイトカイン誘発性毒性、急
性重症炎症、慢性難治性炎症、腎盂炎、肺線維症、糖尿病性網膜症、糖尿病性大動脈疾患
、動脈内過形成、消化性潰瘍、弁膜炎、及び子宮内膜症などがある。
　治療的な使用に加えて、本発明の抗体は、本明細書中に記載の疾患および症状について
の診断的方法といった診断方法を含む他の目的のために用いられうる。
　【０１２２】
ＶＩ．用量、製剤および持続時間
　本発明のタンパク質は、良好な医療行為に一致した形で処方され、投与量が決められ、
投与される。この場合に考慮される因子には、治療されている特定の疾患、治療されてい
る特定の哺乳動物、個々の被検体の臨床症状、疾患の原因、薬剤の送達部位、投与方法、
投与スケジュール、及び医師に知られている他のファクターが含まれる。投与されるタン
パク質の「治療上有効量」は、このような考慮によって調整され、特定の疾患(例えば癌
、アレルギーないし炎症性疾患または自己免疫性疾患)を予防するか、改善するかまたは
治療するために必要な最小限量である。タンパク質は、必ずしもそうする必要はないが、
場合によっては、疾患の予防又は治療のために現在使用されている一又は複数の薬剤と共
に処方される。かかる他の薬剤の有効量は、製剤中に存在するタンパク質の量、疾患又は
治療のタイプ、及び上で検討した他の因子に依存する。これらは、一般に、これまで使用
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されたものと同じ用量及び投与経路で、あるいはこれまで用いられた投薬量の約１から９
９％で使用される。一般に、癌の寛解又は治療は、癌と関係する一又は複数の症状又は医
学的な問題を少なくすることを伴う。治療上有効な量の薬剤によって、以下の何れか又は
いくつかが達成される。癌細胞数の(少なくとも１０％、２０％、３０％、４０％、５０
％、６０％、７０％、８０％、９０％又は１００％以上の)減少；腫瘍サイズ又は腫瘍負
担の低減又は阻害；周辺臓器への癌細胞の浸潤の阻害(すなわちある程度の減少及び／又
は停止)；腺腫の場合のホルモン分泌の低減；血管密度の低減；腫瘍転移の阻害；腫瘍増
殖の低減又は阻害；及び／又は、癌関連の一又は複数の症状のある程度の軽減。ある実施
態様では、タンパク質を用いて、被検体の癌又は自己免疫性疾患の発症又は再発を防ぐ。
　【０１２３】
　一実施態様では、本発明は、癌又は自己免疫性疾患に罹りやすいか又はそうと診断され
たヒト被検体の生存期間を増すために用いられうる。生存期間は、薬剤の最初の投与から
死亡の時と定める。また、生存期間は治療中の被検体の死亡のリスクを表す、コントロー
ル群に対する治療群の危険率(ＨＲ)を層別化することによって測定することもできる。
　 更に他の実施態様では、本発明の治療法は、様々な抗癌療法にて治療される癌である
と疑われるか診断された一群のヒト被検体において奏効率を有意に増加させる。奏効率は
治療に反応した治療された患者の割合と定義される。一態様では、本発明のタンパク質と
、手術、放射線療法又は一又は複数の化学療法剤を使用する本発明の併用治療法は、手術
、放射線療法又は化学療法単独で治療された群と比較して治療被検体群において奏効率を
有意に増大させ、該奏効率は０．００５未満のχ二乗ｐ値を有する。癌の治療における治
療上の有効性の他の測定値は米国特許出願公開２００５０１８６２０８に記載される。
　【０１２４】
　治療用製剤は、所望の純度を有する活性成分を、任意の生理的に許容される担体、賦形
剤又は安定剤と混合することによって、当分野で公知の標準的な方法を用いて調製される
(Remington's Pharmaceutical Sciences (20th edition), ed. A. Gennaro, 2000, Lippi
ncott, Williams &amp; Wilkins, Philadelphia, PA)。許容可能な担体には、生理食塩水
、又はリン酸塩、クエン酸塩および他の有機酸などのバッファ；アスコルビン酸を含む抗
酸化剤；低分子量(およそ１０未満の残基)のポリペプチド；タンパク質、例えば血清アル
ブミン、ゼラチン又は免疫グロブリン；親水性ポリマー、例えばポリビニルピロリドン、
アミノ酸、例として、グリシン、グルタミン、アスパラギン、アルギニン又はリジン；単
糖、二糖および他の炭水化物、例としてグルコース、マンノース又はデキストリン；キレ
ート剤、例えばＥＤＴＡ；糖アルコール、例えばマンニトール又はソルビトール；塩形成
対イオン、例えばナトリウム；および／又は非イオン性界面活性剤、例えばＴＷＥＥＮＴ

Ｍ、ＰＬＵＲＯＮＩＣＳＴＭ又はＰＥＧが含まれる。
　場合によって、しかし、好ましくは、製剤は、薬学的に許容可能な塩、好ましくは塩化
ナトリウムを、好ましくは生理的濃度で含有する。場合によって、本発明の製剤は、薬学
的に許容可能な防腐剤を含有してもよい。いくつかの実施態様では、保存の濃度は、０．
１から２．０％、一般的にｖ／ｖの範囲である。好適な防腐剤には製薬の分野で知られて
いるものが含まれる。ベンジルアルコール、フェノール、ｍ－クレゾール、メチルパラベ
ンおよびプロピルパラベンは、好適な防腐剤である。場合によって、本発明の製剤は、０
．００５～０．０２％の濃度で、薬学的に許容可能な界面活性剤を含んでもよい。
　【０１２５】
　また、本明細書中の製剤は、治療される特定の徴候の必要に応じて、一よりも多い活性
な化合物、好ましくは互いに悪影響を与えない相補的活性を有するものを含有してもよい
。このような分子は、意図する目的のために有効である量で組み合わされて適切に存在す
る。
　活性成分はまた、コロイド性薬物デリバリーシステム(例えば、リポソーム、アルブミ
ンマイクロカプセル、ミクロエマルション、ナノ－粒子、およびナノカプセルなど)又は
マクロエマルション中、例えば、それぞれ、コアセルベーション法又は界面重合法によっ
て製造された、ヒドロキシメチルセルロース又はゼラチン－マイクロカプセルおよびポリ
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－(メチルメタシラート)(poly-(methylmethacylate) マイクロカプセルに取込むことがで
きる。このような技術は、上掲のRemington's Pharmaceutical Sciencesにおいて開示さ
れる。
　徐放性製剤も調製できる。徐放性製剤の適切な例には、抗体を含有する固形疎水性ポリ
マーの半透過性マトリックスが含まれ、このマトリックスはフィルムやマイクロカプセル
等の成形品の形である。徐放性マトリックスの例として、ポリエステル、ヒドロゲル(例
えば、ポリ(２－ヒドロキシエチルメタクリレート)又はポリ(ビニルアルコール))、ポリ
アクチド(米国特許第３７７３９１９号)、Ｌ－グルタミン酸とγエチル－Ｌ－グルタマー
トの共重合体、非－分解性エチレン－ビニルアセテート、ＬＵＰＲＯＮ ＤＥＰＯＴＴＭ(
乳酸－グリコール酸共重合体および酢酸ロイプロリド(leuprolide acetate)から構成され
る注射用ミクロスフェア)のような分解性乳酸－グリコール酸共重合体、およびポリ－Ｄ
－(－)－３－ヒドロキシ酪酸が挙げられる。エチレン－ビニルアセテートおよび乳酸－グ
ルコール酸のようなポリマーは分子を１００日間にわたって放出することができるが、あ
る種のヒドロゲルはタンパクをより短時間の間放出する。被包された抗体が体内に長時間
維持された場合、３７℃で水分に暴露されて変性するか凝集し、結果として生物学的活性
を失い免疫原性が変化するかもしれない。関与する機構に応じて安定化のための合理的な
戦略を考案することができる。例えば、凝集機構がチオ－ジスルフィド交換を介する分子
間Ｓ－Ｓ結合の形成であることが分かれば、安定化は、スルフヒドリル残基の修飾、酸性
溶液からの凍結乾燥、水分含量のコントロール、適当な添加物の使用、および特異的なポ
リマーマトリックス組成物の使用によって達成することができる。
　【０１２６】
　ここに記載のタンパク質(例えばコイルドコイル含有抗体、テザー抗体、またはここに
記載の方法に従って作製された抗体)は、ボーラスとして又はある期間の連続注入による
静脈内投与、筋肉内、腹腔内、脳脊髄内、皮下、関節内、滑液内、包膜内、経口、局所な
どの投与経路又は吸入経路などの既知の方法でヒト患者に投与される。広範囲な副作用又
は毒性がタンパク質が認識する標的分子に対する拮抗作用と関係している場合、局所投与
が特に望ましい。また、エクスビボ方策が医療適用のために用いられてもよい。エクスビ
ボ方策は、本発明のタンパク質をコードするポリヌクレオチドを被検体から得られる細胞
に形質移入させるか又は形質導入させることを伴う。形質移入させるか又は形質導入させ
た細胞は、次いで被検体に戻される。細胞は、造血性細胞(例えば骨髄細胞、マクロファ
ージ、単球、樹状細胞、Ｔ細胞又はＢ細胞)、線維芽細胞、上皮細胞、内皮細胞、ケラチ
ン合成細胞又は筋細胞を含むが、これらに限定されるものではない様々な範囲のいずれか
でありうる。
　一例では、タンパク質(例えばコイルドコイル含有抗体、テザー抗体、またはここに記
載の方法に従って作製された抗体)は、疾患又は腫瘍の位置が許す限り、例えば直接注射
によって局所的に投与され、この注射は周期的に繰り返されうる。また、タンパク質複合
体は、局所の再発又は転移を予防するかまたは低減するために、被検体に全身的に、又は
腫瘍細胞、例えば腫瘍の外科的切除後の腫瘍又は腫瘍巣に直接、送達されてよい。 
　【０１２７】
ＶＩＩ．製造品
　本発明の他の実施態様は、本明細書中に記載の一又は複数のタンパク質複合体と疾患(
例えば自己免疫性疾患または癌)の治療または診断に有用な材料を具備する製造品である
。製造品は、容器と容器上ないしは容器に付随するラベルないしはパッケージ挿入物を具
備する。適切な容器には、例えば瓶、バイアル、注射器などが含まれる。容器は、ガラス
又はプラスチックのような様々な材料から形成されてよい。容器は、症状の治療に有効で
ある組成物を収容し、無菌のアクセスポートを有し得る(例えば、容器は皮下注射針によ
り貫通可能なストッパーを有する静脈内溶液バッグ又はバイアルであってよい)。組成物
中の少なくとも一つの活性薬剤は本発明の抗体ないしその抗体断片である。ラベル又はパ
ッケージ挿入物は、組成物が特定の疾患の治療に用いられることを示す。ラベル又はパッ
ケージ挿入物は更に、抗体組成物を被検体に投与するための指示を含む。また、本明細書
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中に記載の併用用治療を含む製造品及びキットも考慮される。
　パッケージ挿入物は、慣習的に治療用製品の市販パッケージに含まれる指示書を指し、
効能、使用、用量、投与、禁忌及び／又はこのような治療用製品の使用に関する警告につ
いての情報を含むものである。他の実施態様では、パッケージ挿入物は、組成物が、乳癌
、結腸直腸癌、肺癌、腎臓細胞癌腫、膠腫又は卵巣癌の治療のために用いられることを示
す。
　さらに、製造品は、製薬的に許容可能なバッファー、例えば注射用の静菌水(ＢＷＦＩ)
、リン酸緩衝塩水、リンガー液及びデキストロース溶液を含む第２の容器を具備してもよ
い。さらに、他のバッファー、希釈剤、フィルター、針及びシリンジを含む商業的及び使
用者の見地から望ましい他の材料を含んでもよい。
　【０１２８】
　また、様々な目的、例えば抗原(例えばＨＥＲ２またはＥＧＦＲ)を細胞から精製する又
は免疫沈降するために有用なキットが提供される。抗原(例えばＨＥＲ２またはＥＧＦＲ)
の単離又は精製のために、キットは、ビーズ(例えばセファロースビーズ)に結合した抗体
(例えばＥＧＦＲ／ＨＥＲ２抗体)を含みうる。例えば、ＥＬＩＳＡ又はウエスタンブロッ
トにおいて、抗原をインビトロで検出及び定量するための抗体を具備するキットが提供さ
れうる。製造品と同様に、キットは、容器と容器上ないしは容器に付随するラベルないし
はパッケージ挿入物を具備する。容器は、本発明の少なくとも一の多重特異性抗体ないし
抗体断片を含む組成物を収容する。例えば希釈剤及びバッファ又はコントロール抗体を具
備する他の容器が具備されてよい。ラベル又はパッケージ挿入物は、組成物の説明並びに
インビトロでの使用又は診断上の使用についての指示を提供してよい。
　【０１２９】
　前述の記載は当業者が本発明を実施するために十分であるとみなされる。以下の実施例
は、事例のためだけであって、本発明の権利範囲が制限されるものでは決してない。事実
、本明細書に示したもの及び記載内容に本発明の様々な変更が加わることは、前述の記載
から当業者に明らかであり、添付の特許請求の範囲内のものである。
　【０１３０】
ＶＩＩ．標的分子
　本発明の複合体によって標的化されうる分子の例には、限定するものではないが、可溶
性血清タンパク質およびそのレセプターおよび他の膜結合タンパク質(例えばアドヘシン)
が含まれる。
　他の実施態様では、本発明の結合タンパク質は、ＢＭＰｌ、ＢＭＰ２、ＢＭＰ３Ｂ (Ｇ
ＤＦｌＯ)、ＢＭＰ４、ＢＭＰ６、ＢＭＰ８、ＣＳＦｌ (Ｍ-ＣＳＦ)、ＣＳＦ２ (ＧＭ-Ｃ
ＳＦ)、ＣＳＦ３ (Ｇ-ＣＳＦ)、ＥＰＯ、ＦＧＦｌ (ａＦＧＦ)、ＦＧＦ２ (ｂＦＧＦ)、
ＦＧＦ３ (ｉｎｔ-２)、ＦＧＦ４ (ＨＳＴ)、ＦＧＦ５、ＦＧＦ６ (ＨＳＴ-２)、ＦＧＦ
７ (ＫＧＦ)、ＦＧＦ９、ＦＧＦ１０、ＦＧＦ１１、ＦＧＦ１２、ＦＧＦ１２Ｂ、ＦＧＦ
１４、ＦＧＦ１６、ＦＧＦ１７、ＦＧＦ１９、ＦＧＦ２０、ＦＧＦ２１、ＦＧＦ２３、Ｉ
ＧＦ１、ＩＧＦ２、ＩＦＮＡｌ、ＩＦＮＡ２、ＩＦＮＡ４、ＩＦＮＡ５、ＩＦＮＡ６、Ｉ
ＦＮＡ７、ＩＦＮＢｌ、ＩＦＮＧ、ＩＦＮＷｌ、ＦＥＬｌ、ＦＥＬｌ (ＥＰＳＥＬＯＮ)
、ＦＥＬｌ (ＺＥＴＡ)、ＩＬｌＡ、ＩＬｌＢ、ＩＬ２、ＩＬ３、ＩＬ４、ＩＬ５、ＩＬ
６、ＩＬ７、ＩＬ８、ＩＬ９、ＩＬ１０、ＩＬＩｌ、ＩＬ１２Ａ、ＩＬ１２Ｂ、ＩＬ１３
、ＩＬ１４、ＩＬ１５、ＩＬ１６、ＩＬ１７、ＩＬ１７Ｂ、ＩＬ１８、ＩＬ１９、ＩＬ２
０、ＩＬ２２、ＩＬ２３、ＩＬ２４、ＩＬ２５、ＩＬ２６、ＩＬ２７、ＩＬ２８Ａ、ＩＬ
２８Ｂ、ＩＬ２９、ＩＬ３０、ＰＤＧＦＡ、ＰＤＧＦＢ、ＴＧＦＡ、ＴＧＦＢ１、ＴＧＦ
Ｂ２、ＴＧＦＢ３、ＬＴＡ (ＴＮＦ-ｂ)、ＬＴＢ、ＴＮＦ (ＴＮＦ-ａ )、ＴＮＦＳＦ４ 
(ＯＸ４０リガンド)、ＴＮＦＳＦ５ (ＣＤ４０リガンド)、ＴＮＦＳＦ６ (ＦａｓＬ)、Ｔ
ＮＦＳＦ７ (ＣＤ２７リガンド)、ＴＮＦＳＦ８ (ＣＤ３０リガンド)、ＴＮＦＳＦ９ (４
-１ＢＢ リガンド)、ＴＮＦＳＦｌ０ (ＴＲＡＩＬ)、ＴＮＦＳＦ１ｌ (ＴＲＡＮＣＥ)、
ＴＮＦＳＦ１２ (ＡＰＯ３Ｌ)、ＴＮＦＳＦ１３(Ａｐｒｉｌ)、ＴＮＦＳＦ１３Ｂ、ＴＮ
ＦＳＦ１４ (ＨＶＥＭ-Ｌ)、ＴＮＦＳＦ１５ (ＶＥＧＩ)、ＴＮＦＳＦ１８、ＨＧＦ (Ｖ
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ＥＧＦＤ)、ＶＥＧＦ、ＶＥＧＦＢ、ＶＥＧＦＣ、ＩＬｌＲ１、ＩＬ１Ｒ２、ＩＬ１ＲＬ
１、ＬＬ１ＲＬ２、ＩＬ２ＲＡ、ＩＬ２ＲＢ、ＩＬ２ＲＧ、ＩＬ３ＲＡ、ＩＬ４Ｒ、ＩＬ
５ＲＡ、ＩＬ６Ｒ、ＩＬ７Ｒ、ＩＬ８ＲＡ、ＩＬ８ＲＢ、ＩＬ９Ｒ、ＩＬｌ０ＲＡ、ＩＬ
ｌ０ＲＢ、ＩＬ１ｌＲＡ、ＩＬ１２ＲＢ１、ＩＬ１２ＲＢ２、ＩＬ１３ＲＡ１、ＩＬ１３
ＲＡ２、ＩＬ１５ＲＡ、ＩＬ１７Ｒ、ＩＬ１８Ｒ１、ＩＬ２０ＲＡ、ＩＬ２１Ｒ、ＩＬ２
２Ｒ、ＩＬ１ＨＹ１、ＩＬｌＲＡＰ、ＩＬ１ＲＡＰＬ１、ＩＬ１ＲＡＰＬ２、ＩＬｌＲＮ
、ＩＬ６ＳＴ、ＩＬ１８ＢＰ、ＩＬ１８ＲＡＰ、ＩＬ２２ＲＡ２、ＡＩＦｌ、ＨＧＦ、Ｌ
ＥＰ (レプチン)、ＰＴＮ、およびＴＨＰＯからなる群から選択される１、２またはそれ
以上のサイトカイン、サイトカイン関連タンパク質およびサイトカインレセプターを結合
することができる。
　【０１３１】
　他の実施態様では、標的分子は、ＣＣＬｌ (Ｉ- ３０９)、ＣＣＬ２ (ＭＣＰ -１ / Ｍ
ＣＡＦ)、ＣＣＬ３ (ＭＩＰ-Ｉａ)、ＣＣＬ４ (ＭＩＰ-Ｉｂ)、ＣＣＬ５ (ＲＡＮＴＥＳ)
、ＣＣＬ７ (ＭＣＰ- ３)、ＣＣＬ８ (ｍｃｐ-２)、ＣＣＬＨ (ｅｏｔａｘｉｎ)、ＣＣＬ
１３ (ＭＣＰ-４)、ＣＣＬ１５ (ＭＩＰ-Ｉｄ)、ＣＣＬ１６ (ＨＣＣ-４)、ＣＣＬ１７ (
ＴＡＲＣ)、ＣＣＬ１８ (ＰＡＲＣ)、ＣＣＬ１９ (ＭＤＰ-３ｂ)、ＣＣＬ２０ (ＭＩＰ-
３ａ)、ＣＣＬ２１ (ＳＬＣ / ｅｘｏｄｕｓ-２)、ＣＣＬ２２ (ＭＤＣ / ＳＴＣ-Ｉ)、
ＣＣＬ２３ (ＭＰＩＦ-Ｉ)、ＣＣＬ２４ (ＭＰＩＦ-２ /エオタキシン-２)、ＣＣＬ２５ 
(ＴＥＣＫ)、ＣＣＬ２６ (エオタキシン- ３)、ＣＣＬ２７ (ＣＴＡＣＫ / ＩＬＣ)、Ｃ
ＣＬ２８、ＣＸＣＬｌ (ＧＲＯｌ)、ＣＸＣＬ２ (ＧＲＯ２)、ＣＸＣＬ３ (ＧＲ０３)、
ＣＸＣＬ５ (ＥＮＡ-７８)、ＣＸＣＬ６ (ＧＣＰ-２)、ＣＸＣＬ９ (ＭＩＧ)、ＣＸＣＬ
ｌＯ (ＩＰ １０)、ＣＸＣＬＩｌ (Ｉ-ＴＡＣ)、ＣＸＣＬ１２ (ＳＤＦｌ)、ＣＸＣＬ１
３、ＣＸＣＬ１４、ＣＸＣＬ１６、ＰＦ４ (ＣＸＣＬ４)、ＰＰＢＰ (ＣＸＣＬ７)、ＣＸ
３ＣＬ１ (ＳＣＹＤｌ)、ＳＣＹＥｌ、ＸＣＬｌ (リンホタクチン)、ＸＣＬ２ (ＳＣＭ-
Ｉｂ)、ＢＬＲｌ (ＭＤＲ１５)、ＣＣＢＰ２ (Ｄ６ / ＪＡＢ６１)、ＣＣＲｌ (ＣＫＲｌ
 / ＨＭ１４５)、ＣＣＲ２ (ｍｃｐ-ｌＲＢ / ＲＡ)、ＣＣＲ３ (ＣＫＲ３ / ＣＭＫＢＲ
３)、ＣＣＲ４、ＣＣＲ５ (ＣＭＫＢＲ５ / ＣｈｅｍＲ１３)、ＣＣＲ６ (ＣＭＫＢＲ６ 
/ ＣＫＲ-Ｌ３ / ＳＴＲＬ２２ / ＤＲＹ６)、ＣＣＲ７ (ＣＫＲ７ / ＥＢＩｌ)、ＣＣＲ
８ (ＣＭＫＢＲ８ / ＴＥＲｌ / ＣＫＲ- Ｌｌ)、ＣＣＲ９ (ＧＰＲ-９-６)、ＣＣＲＬｌ
 (ＶＳＨＫｌ)、ＣＣＲＬ２(Ｌ-ＣＣＲ)、ＸＣＲｌ(ＧＰＲ５／ＣＣＸＣＲｌ)、ＣＭＫＬ
Ｒｌ、ＣＭＫＯＲｌ(ＲＤＣｌ)、ＣＸ３ＣＲ１(Ｖ２８)、ＣＸＣＲ４、ＧＰＲ２(ＣＣＲ
ｌＯ)、ＧＰＲ３１、ＧＰＲ８１(ＦＫＳＧ８０)、ＣＸＣＲ３(ＧＰＲ９／ＣＫＲ-Ｌ２)、
ＣＸＣＲ６(ＴＹＭＳＴＲ／ＳＴＲＬ３３／ボンゾー)、ＨＭ７４、ＩＬ８ＲＡ(ＩＬ８Ｒ
ａ)、ＩＬ８ＲＢ(ＩＬ８Ｒｂ)、ＬＴＢ４Ｒ(ＧＰＲ１６)、ＴＣＰｌＯ、ＣＫＬＦＳＦ２
、ＣＫＬＦＳＦ３、ＣＫＬＦＳＦ４、ＣＫＬＦＳＦ５、ＣＫＬＦＳＦ６、ＣＫＬＦＳＦ７
、ＣＫＬＦＳＦ８、ＢＤＮＦ、Ｃ５Ｒ１、ＣＳＦ３、ＧＲＣＣｌＯ(ＣｌＯ)、ＥＰＯ、Ｆ
Ｙ(ＤＡＲＣ)、ＧＤＦ５、ＨＤＦｌＡ、ＤＬ８、プロラクチン、ＲＧＳ３、ＲＧＳ１３、
ＳＤＦ２、ＳＬＩＴ２、ＴＬＲ２、ＴＬＲ４、ＴＲＥＭｌ、ＴＲＥＭ２およびＶＨＬから
なる群から選択される、ケモカイン、ケモカインレセプターまたはケモカイン関連タンパ
ク質である。
　【０１３２】
　他の実施態様では、本発明の結合タンパク質は、ＡＢＣＦｌ；ＡＣＶＲｌ；ＡＣＶＲｌ
Ｂ；ＡＣＶＲ２；ＡＣＶＲ２Ｂ；ＡＣＶＲＬｌ；ＡＤ０ＲＡ２Ａ；アグリカン；ＡＧＲ２
；ＡＩＣＤＡ；ＡＩＦｌ；ＡＩＧｌ；ＡＫＡＰｌ；ＡＫＡＰ２；ＡＭＨ；ＡＭＨＲ２；Ａ
ＮＧＰＴｌ；ＡＮＧＰＴ２；ＡＮＧＰＴＬ３；ＡＮＧＰＴＬ４；ＡＮＰＥＰ；ＡＰＣ；Ａ
ＰＯＣｌ；ＡＲ；ＡＺＧＰｌ(亜鉛-ａ-糖タンパク質)；Ｂ７.１；Ｂ７.２；ＢＡＤ；ＢＡ
ＦＦ(ＢＬｙｓ)；ＢＡＧｌ；ＢＡＩｌ；ＢＣＬ２；ＢＣＬ６；ＢＤＮＦ；ＢＬＮＫ；ＢＬ
Ｒｌ(ＭＤＲ１５)；ＢＭＰｌ；ＢＭＰ２；ＢＭＰ３Ｂ(ＧＤＦｌＯ)；ＢＭＰ４；ＢＭＰ６
；ＢＭＰ８；ＢＭＰＲｌＡ；ＢＭＰＲｌＢ；ＢＭＰＲ２；ＢＰＡＧｌ(プレクチン)；ＢＲ
ＣＡｌ；Ｃ１９ｏｒｆｌＯ(ＩＬ２７ｗ)；Ｃ３；Ｃ４Ａ；Ｃ５；Ｃ５Ｒ１；ＣＡＮＴｌ；
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ＣＡＳＰ１；ＣＡＳＰ４；ＣＡＶｌ；ＣＣＢＰ２(Ｄ６／ＪＡＢ６１)；ＣＣＬｌ(１-３０
９)；ＣＣＬＩｌ(エオタキシン)；ＣＣＬ１３(ＭＣＰ-４)；ＣＣＬ１５(ＭＩＰ-Ｉｄ)；
ＣＣＬ１６(ＨＣＣ-４)；ＣＣＬ１７(ＴＡＲＣ)；ＣＣＬ１８(ＰＡＲＣ)；ＣＣＬ１９(Ｍ
ＩＰ-３ｂ)；ＣＣＬ２(ＭＣＰ-１)；ＭＣＡＦ；ＣＣＬ２０(ＭＩＰ-３ａ)；ＣＣＬ２１(
ＭＴＰ-２)；ＳＬＣ；ｅｘｏｄｕｓ-２；ＣＣＬ２２(ＭＤＣ／ＳＴＣ－Ｉ)；ＣＣＬ２３(
ＭＰＩＦ－１)；ＣＣＬ２４(ＭＰＩＦ-２／エオタキシン-２)；ＣＣＬ２５(ＴＥＣＫ)；
ＣＣＬ２６(エオタキシン-３)；ＣＣＬ２７(ＣＴＡＣＫ／ＩＬＣ)；ＣＣＬ２８；ＣＣＬ
３(ＭＴＰ-Ｉａ)；ＣＣＬ４(ＭＤＰ-Ｉｂ)；ＣＣＬ５(ＲＡＮＴＥＳ)；ＣＣＬ７(ＭＣＰ-
３)；ＣＣＬ８(ｍｃｐ-２)；ＣＣＮＡｌ；ＣＣＮＡ２；ＣＣＮＤｌ；ＣＣＮＥｌ；ＣＣＮ
Ｅ２；ＣＣＲｌ(ＣＫＲｌ／ＨＭ１４５)；ＣＣＲ２(ｍｃｐ-ｌＲＢ／ＲＡ)；ＣＣＲ３(Ｃ
ＫＲ３／ＣＭＫＢＲ３)；ＣＣＲ４；ＣＣＲ５(ＣＭＫＢＲ５／ＣｈｅｍＲ１３)；ＣＣＲ
６(ＣＭＫＢＲ６／ＣＫＲ-Ｌ３／ＳＴＲＬ２２／ＤＲＹ６)；ＣＣＲ７(ＣＫＲ７／ＥＢＩ
ｌ)；ＣＣＲ８(ＣＭＫＢＲ８／ＴＥＲｌ／ＣＫＲ-Ｌｌ)；ＣＣＲ９(ＧＰＲ-９-６)；ＣＣ
ＲＬｌ(ＶＳＨＫｌ)；ＣＣＲＬ２(Ｌ-ＣＣＲ)；ＣＤ１６４；ＣＤ１９；ＣＤｌＣ；ＣＤ
２０；ＣＤ２００；ＣＤ２２；ＣＤ２４；ＣＤ２８；ＣＤ３；ＣＤ３７；ＣＤ３８；ＣＤ
３Ｅ；ＣＤ３Ｇ；ＣＤ３Ｚ；ＣＤ４；ＣＤ４０；ＣＤ４０Ｌ；ＣＤ４４；ＣＤ４５ＲＢ；
ＣＤ５２；ＣＤ６９；ＣＤ７２；ＣＤ７４；ＣＤ７９Ａ；ＣＤ７９Ｂ；ＣＤ８；ＣＤ８０
；ＣＤ８１；ＣＤ８３；ＣＤ８６；ＣＤＨｌ(Ｅカドヘリン)；ＣＤＨ１０；ＣＤＨ１２；
ＣＤＨ１３；ＣＤＨ１８；ＣＤＨ１９；ＣＤＨ２０；ＣＤＨ５；ＣＤＨ７；ＣＤＨ８；Ｃ
ＤＨ９；ＣＤＫ２；ＣＤＫ３；ＣＤＫ４；ＣＤＫ５；ＣＤＫ６；ＣＤＫ７；ＣＤＫ９；Ｃ
ＤＫＮｌＡ(ｐ２１Ｗａｐｌ／Ｃｉｐｌ)；ＣＤＫＮｌＢ(ｐ２７Ｋｉｐｌ)；ＣＤＫＮｌＣ
；ＣＤＫＮ２Ａ(Ｐ１６ＩＮＫ４ａ)；ＣＤＫＮ２Ｂ；ＣＤＫＮ２Ｃ；ＣＤＫＮ３；ＣＥＢ
ＰＢ；ＣＥＲｌ；ＣＨＧＡ；ＣＨＧＢ；キチナーゼ；ＣＨＳＴ１０；ＣＫＬＦＳＦ２；Ｃ
ＫＬＦＳＦ３；ＣＫＬＦＳＦ４；ＣＫＬＦＳＦ５；ＣＫＬＦＳＦ６；ＣＫＬＦＳＦ７；Ｃ
ＫＬＦＳＦ８；ＣＬＤＮ３；ＣＬＤＮ７(クローディン-７)；ＣＬＮ３；ＣＬＵ(クラステ
リン)；ＣＭＫＬＲｌ；ＣＭＫＯＲｌ(ＲＤＣｌ)；ＣＮＲｌ；ＣＯＬ１８Ａ１；ＣＯＬｌ
Ａｌ；ＣＯＬ４Ａ３；ＣＯＬ６Ａ１；ＣＲ２；ＣＲＰ；ＣＳＦｌ(Ｍ-ＣＳＦ)；ＣＳＦ２(
ＧＭ-ＣＳＦ)；ＣＳＦ３(ＧＣＳＦ)；ＣＴＬＡ４；ＣＴＮＮＢｌ(ｂ-カテニン)；ＣＴＳ
Ｂ(カテプシンＢ)；ＣＸ３ＣＬ１(ＳＣＹＤｌ)；ＣＸ３ＣＲ１(Ｖ２８)；ＣＸＣＬｌ(Ｇ
ＲＯｌ)；ＣＸＣＬ１０(ＩＰ-１０)；ＣＸＣＬＩｌ(Ｉ－ＴＡＣ／ＩＰ-９)；ＣＸＣＬ１
２(ＳＤＦｌ)；ＣＸＣＬ１３；ＣＸＣＬ１４；ＣＸＣＬ１６；ＣＸＣＬ２(ＧＲＯ２)；Ｃ
ＸＣＬ３(ＧＲＯ３)；ＣＸＣＬ５(ＥＮＡ-７８／ＬＩＸ)；ＣＸＣＬ６(ＧＣＰ-２)；ＣＸ
ＣＬ９(ＭＩＧ)；ＣＸＣＲ３(ＧＰＲ９／ＣＫＲ-Ｌ２)；ＣＸＣＲ４；ＣＸＣＲ６(ＴＹＭ
ＳＴＲ／ＳＴＲＬ３３／Ｂｏｎｚｏ)；ＣＹＢ５；ＣＹＣｌ；ＣＹＳＬＴＲｌ；ＤＡＢ２
ＩＰ；ＤＥＳ；ＤＫＦＺｐ４５１Ｊ０１１８；ＤＮＣＬｌ；ＤＰＰ４；Ｅ２Ｆ１；ＥＣＧ
Ｆｌ；ＥＤＧｌ；ＥＦＮＡｌ；ＥＦＮＡ３；ＥＦＮＢ２；ＥＧＦ；ＥＧＦＲ；ＥＬＡＣ２
；ＥＮＧ；ＥＮＯ１；ＥＮＯ２；ＥＮＯ３；ＥＰＨＢ４；ＥＰＯ；ＥＲＢＢ２(Ｈｅｒ－
２)；ＥＲＥＧ；ＥＲＫ８；ＥＳＲｌ；ＥＳＲ２；Ｆ３(ＴＦ)；ＦＡＤＤ；ＦａｓＬ；Ｆ
ＡＳＮ；ＦＣＥＲｌＡ；ＦＣＥＲ２；ＦＣＧＲ３Ａ；ＦＧＦ；ＦＧＦｌ(ａＦＧＦ)；ＦＧ
Ｆ１０；ＦＧＦ１１；ＦＧＦ１２；ＦＧＦ１２Ｂ；ＦＧＦ１３；ＦＧＦ１４；ＦＧＦ１６
；ＦＧＦ１７；ＦＧＦ１８；ＦＧＦ１９；ＦＧＦ２(ｂＦＧＦ)；ＦＧＦ２０；ＦＧＦ２１
；ＦＧＦ２２；ＦＧＦ２３；ＦＧＦ３(ｉｎｔ-２)；ＦＧＦ４(ＨＳＴ)；ＦＧＦ５；ＦＧ
Ｆ６(ＨＳＴ-２)；ＦＧＦ７(ＫＧＦ)；ＦＧＦ８；ＦＧＦ９；ＦＧＦＲ３；ＦＩＧＦ(ＶＥ
ＧＦＤ)；ＦＥＬｌ(ＥＰＳＩＬＯＮ)；ＦＩＬｌ(ＺＥＴＡ)；ＦＬＪ１２５８４；ＦＬＪ
２５５３０；ＦＬＲＴｌ(フィブロネクチン)；ＦＬＴｌ；ＦＯＳ；ＦＯＳＬｌ(ＦＲＡ－
Ｉ)；ＦＹ(ＤＡＲＣ)；ＧＡＢＲＰ(ＧＡＢＡａ)；ＧＡＧＥＢｌ；ＧＡＧＥＣｌ；ＧＡＬ
ＮＡＣ４Ｓ-６ＳＴ；ＧＡＴＡ３；ＧＤＦ５；ＧＦＩ１；ＧＧＴ１；ＧＭ-ＣＳＦ；ＧＮＡ
Ｓｌ；ＧＮＲＨｌ；ＧＰＲ２(ＣＣＲｌＯ)；ＧＰＲ３１；ＧＰＲ４４；ＧＰＲ８１(ＦＫ
ＳＧ８０)；ＧＲＣＣｌＯ(ＣｌＯ)；ＧＲＰ；ＧＳＮ(ゲルソリン)；ＧＳＴＰｌ；ＨＡＶ
ＣＲ２；ＨＤＡＣ４；ＨＤＡＣ５；ＨＤＡＣ７Ａ；ＨＤＡＣ９；ＨＧＦ；ＨＩＦｌＡ；Ｈ
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ＤＰｌ；ヒスタミンおよびヒスタミンレセプター；ＨＬＡ－Ａ；ＨＬＡ-ＤＲＡ；ＨＭ７
４；ＨＭＯＸｌ；ＨＵＭＣＹＴ２Ａ；ＩＣＥＢＥＲＧ；ＩＣＯＳＬ；ＩＤ２；ＩＦＮ－ａ
；ＩＦＮＡ１；ＩＦＮＡ２；ＩＦＮＡ４；ＩＦＮＡ５；ＩＦＮＡ６；ＩＦＮＡ７；ＩＦＮ
Ｂ１；ＩＦＮガンマ；ＤＦＮＷｌ；ＩＧＢＰｌ；ＩＧＦｌ；ＩＧＦｌＲ；ＩＧＦ２；ＩＧ
ＦＢＰ２；ＩＧＦＢＰ３；ＩＧＦＢＰ６；ＩＬ－Ｉ；ＩＬ１０；ＩＬ１０ＲＡ；ＩＬ１０
ＲＢ；ＩＬ１１；ＩＬ１１ＲＡ；ＩＬ-１２；ＩＬ１２Ａ；ＩＬ１２Ｂ；ＩＬ１２ＲＢ１
；ＩＬ１２ＲＢ２；ＩＬ１３；ＩＬ１３ＲＡ１；ＩＬ１３ＲＡ２；ＩＬ１４；ＩＬ１５；
ＩＬ１５ＲＡ；ＩＬ１６；ＩＬ１７；ＩＬ１７Ｂ；ＩＬ１７Ｃ；ＩＬ１７Ｒ；ＩＬ１８；
ＩＬ１８ＢＰ；ＩＬ１８Ｒ１；ＩＬ１８ＲＡＰ；ＩＬ１９；ＩＬ１Ａ；ＩＬ１Ｂ；ＩＬｌ
Ｆ１０；ＩＬ１Ｆ５；ＩＬ１Ｆ６；ＩＬ１Ｆ７；ＩＬ１Ｆ８；ＩＬ１Ｆ９；ＩＬ１ＨＹｌ
；ＩＬ１Ｒｌ；ＩＬ１Ｒ２；ＩＬ１ＲＡＰ；ＩＬ１ＲＡＰＬ１；ＩＬ１ＲＡＰＬ２；ＩＬ
１ＲＬ１；ＩＬ１ＲＬ２（ＩＬｌＲＮ）；ＩＬ２；ＩＬ２０；ＩＬ２０ＲＡ；ＩＬ２１Ｒ
；ＩＬ２２；ＩＬ２２Ｒ；ＩＬ２２ＲＡ２；ＩＬ２３；ＩＬ２４；ＩＬ２５；ＩＬ２６；
ＩＬ２７；ＩＬ２８Ａ；ＩＬ２８Ｂ；ＩＬ２９；ＩＬ２ＲＡ；ＩＬ２ＲＢ；ＩＬ２ＲＧ；
ＩＬ３；ＩＬ３０；ＩＬ３ＲＡ；ＩＬ４；ＩＬ４Ｒ；ＩＬ５；ＩＬ５ＲＡ；ＩＬ６；ＩＬ
６Ｒ；ＩＬ６ＳＴ(糖タンパク質１３０)；ＥＬ７；ＥＬ７Ｒ；ＥＬ８；ＩＬ８ＲＡ；ＤＬ
８ＲＢ；ＩＬ８ＲＢ；ＤＬ９；ＤＬ９Ｒ；ＤＬＫ；ＩＮＨＡ；ＩＮＨＢＡ；ＩＮＳＬ３；
ＩＮＳＬ４；ＩＲＡＫＩ；ＥＲＡＫ２；ＩＴＧＡｌ；ＩＴＧＡ２；ＩＴＧＡ３；ＩＴＧＡ
６(ａ６インテグリン)；ＩＴＧＡＶ；ＩＴＧＢ３；ＩＴＧＢ４(ｂ４インテグリン)；ＪＡ
Ｇｌ；ＪＡＫｌ；ＪＡＫ３；ＪＵＮ；Ｋ６ＨＦ；ＫＡＩｌ；ＫＤＲ；ＫＩＴＬＧ；ＫＬＦ
５(ＧＣボックスＢＰ)；ＫＬＦ６；ＫＬＫｌＯ；ＫＬＫ１２；ＫＬＫ１３；ＫＬＫ１４；
ＫＬＫ１５；ＫＬＫ３；ＫＬＫ４；ＫＬＫ５；ＫＬＫ６；ＫＬＫ９；ＫＲＴ１；ＫＲＴ１
９(ケラチン１９)；ＫＲＴ２Ａ；ＫＨＴＨＢ６(毛特異的タイプＨケラチン)；ＬＡＭＡＳ
；ＬＥＰ(レプチン)；Ｌｉｎｇｏ-ｐ７５；Ｌｉｎｇｏ-Ｔｒｏｙ；ＬＰＳ；ＬＴＡ(ＴＮ
Ｆ-ｂ)；ＬＴＢ；ＬＴＢ４Ｒ(ＧＰＲ１６)；ＬＴＢ４Ｒ２；ＬＴＢＲ；ＭＡＣＭＡＲＣＫ
Ｓ；ＭＡＧ又はＯｍｇｐ；ＭＡＰ２Ｋ７(ｃ－Ｊｕｎ)；ＭＤＫ；ＭＩＢｌ；ミッドカイン
；ＭＥＦ；ＭＩＰ-２；ＭＫＩ６７；(Ｋｉ-６７)；ＭＭＰ２；ＭＭＰ９；ＭＳ４Ａ１；Ｍ
ＳＭＢ；ＭＴ３(メタロチオネクチン-ＩＩＩ)；ＭＴＳＳｌ；ＭＵＣｌ(ムチン)；ＭＹＣ
；ＭＹＤ８８；ＮＣＫ２；ニューロカン；ＮＦＫＢｌ；ＮＦＫＢ２；ＮＧＦＢ(ＮＧＦ)；
ＮＧＦＲ；ＮｇＲ-Ｌｉｎｇｏ；ＮｇＲ－Ｎｏｇｏ６６(Ｎｏｇｏ)；ＮｇＲ-ｐ７５；Ｎｇ
Ｒ-トロイ；ＮＭＥｌ(ＮＭ２３Ａ)；Ｎ０Ｘ５；ＮＰＰＢ；ＮＲＯＢｌ；ＮＲ０Ｂ２；Ｎ
ＲｌＤｌ；ＮＲ１Ｄ２；ＮＲ１Ｈ２；ＮＲ１Ｈ３；ＮＲ１Ｈ４；ＮＲ１Ｉ２；ＮＲ１Ｉ３
；ＮＲ２Ｃ１；ＮＲ２Ｃ２；ＮＲ２Ｅ１；ＮＲ２Ｅ３；ＮＲ２Ｆ１；ＮＲ２Ｆ２；ＮＲ２
Ｆ６；ＮＲ３Ｃ１；ＮＲ３Ｃ２；ＮＲ４Ａ１；ＮＲ４Ａ２；ＮＲ４Ａ３；ＮＲ５Ａ１；Ｎ
Ｒ５Ａ２；ＮＲ６Ａ１；ＮＲＰｌ；ＮＲＰ２；ＮＴ５Ｅ；ＮＴＮ４；ＯＤＺｌ；ＯＰＲＤ
ｌ；Ｐ２ＲＸ７；ＰＡＰ；ＰＡＲＴｌ；ＰＡＴＥ；ＰＡＷＲ；ＰＣＡ３；ＰＣＮＡ；ＰＤ
ＧＦＡ；ＰＤＧＦＢ；ＰＥＣＡＭｌ；ＰＦ４(ＣＸＣＬ４)；ＰＧＦ；ＰＧＲ；ホスファカ
ン；ＰＩＡＳ２；ＰＩＫ３ＣＧ；ＰＬＡＵ(ｕＰＡ)；ＰＬＧ；ＰＬＸＤＣｌ；ＰＰＢＰ(
ＣＸＣＬ７)；ＰＰＩＤ；ＰＲｌ；ＰＲＫＣＱ；ＰＲＫＤｌ；ＰＲＬ；ＰＲＯＣ；ＰＲＯ
Ｋ２；ＰＳＡＰ；ＰＳＣＡ；ＰＴＡＦＲ；ＰＴＥＮ；ＰＴＧＳ２(ＣＯＸ-２)；ＰＴＮ；
ＲＡＣ２(ｐ２１Ｒａｃ２)；ＲＡＲＢ；ＲＧＳｌ；ＲＧＳ１３；ＲＧＳ３；ＲＮＦＩｌＯ
(ＺＮＦ１４４)；ＲＯＢＯ２；Ｓ１００Ａ２；ＳＣＧＢ１Ｄ２(リポフィリンＢ)；ＳＣＧ
Ｂ２Ａ１(マンマグロビン２)；ＳＣＧＢ２Ａ２(マンマグロビン１)；ＳＣＹＥｌ(内皮性
単球活性化サイトカイン)；ＳＤＦ２；ＳＥＲＰＩＮＡｌ；ＳＥＲＰＩＮＡ３；ＳＥＲＰ
１ＮＢ５(マスピン)；ＳＥＲＰＩＮＥｌ(ＰＡＩ－Ｉ)；ＳＥＲＰＤＭＦ１；ＳＨＢＧ；Ｓ
ＬＡ２；ＳＬＣ２Ａ２；ＳＬＣ３３Ａ１；ＳＬＣ４３Ａ１；ＳＬＩＴ２；ＳＰＰｌ；ＳＰ
ＲＲｌＢ(Ｓｐｒｌ)；ＳＴ６ＧＡＬ１；ＳＴＡＢｌ；ＳＴＡＴ６；ＳＴＥＡＰ；ＳＴＥＡ
Ｐ２；ＴＢ４Ｒ２；ＴＢＸ２１；ＴＣＰｌＯ；ＴＤＧＦｌ；ＴＥＫ；ＴＧＦＡ；ＴＧＦＢ
ｌ；ＴＧＦＢｌＩｌ；ＴＧＦＢ２；ＴＧＦＢ３；ＴＧＦＢＩ；ＴＧＦＢＲｌ；ＴＧＦＢＲ
２；ＴＧＦＢＲ３；ＴＨｌＬ；ＴＨＢＳｌ(トロンボスポンジン-１)；ＴＨＢＳ２；ＴＨ
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ＢＳ４；ＴＨＰＯ；ＴＩＥ(Ｔｉｅ-１)；ＴＭＰ３；組織因子；ＴＬＲｌＯ；ＴＬＲ２；
ＴＬＲ３；ＴＬＲ４；ＴＬＲ５；ＴＬＲ６；ＴＬＲ７；ＴＬＲ８；ＴＬＲ９；ＴＮＦ；Ｔ
ＮＦ－ａ；ＴＮＦＡＥＰ２(Ｂ９４)；ＴＮＦＡＩＰ３；ＴＮＦＲＳＦＩｌＡ；ＴＮＦＲＳ
ＦｌＡ；ＴＮＦＲＳＦｌＢ；ＴＮＦＲＳＦ２１；ＴＮＦＲＳＦ５；ＴＮＦＲＳＦ６(Ｆａ
ｓ)；ＴＮＦＲＳＦ７；ＴＮＦＲＳＦ８；ＴＮＦＲＳＦ９；ＴＮＦＳＦｌＯ(ＴＲＡＩＬ)
；ＴＮＦＳＦｌ　１(ＴＲＡＮＣＥ)；ＴＮＦＳＦ１２(ＡＰＯ３Ｌ)；ＴＮＦＳＦ１３(Ａ
ｐｒｉｌ)；ＴＮＦＳＦ１３Ｂ；ＴＮＦＳＦ１４(ＨＶＥＭ-Ｌ)；ＴＮＦＳＦ１５(ＶＥＧ
Ｉ)；ＴＮＦＳＦ１８；ＴＮＦＳＦ４(ＯＸ４０リガンド)；ＴＮＦＳＦ５(ＣＤ４０リガン
ド)；ＴＮＦＳＦ６(ＦａｓＬ)；ＴＮＦＳＦ７(ＣＤ２７リガンド)；ＴＮＦＳＦ８(ＣＤ３
０リガンド)；ＴＮＦＳＦ９(４-１ＢＢリガンド)；ＴＯＬＬＩＰ；Ｔｏｌｌ様レセプター
；ＴＯＰ２Ａ(トポイソメラーゼＥａ)；ＴＰ５３；ＴＰＭｌ；ＴＰＭ２；ＴＲＡＤＤ；Ｔ
ＲＡＦｌ；ＴＲＡＦ２；ＴＲＡＦ３；ＴＲＡＦ４；ＴＲＡＦ５；ＴＲＡＦ６；ＴＲＥＭｌ
；ＴＲＥＭ２；ＴＲＰＣ６；ＴＳＬＰ；ＴＷＥＡＫ；ＶＥＧＦ；ＶＥＧＦＢ；ＶＥＧＦＣ
；バーシカン；ＶＨＬ Ｃ５；ＶＬＡ-４；ＸＣＬｌ(リンホタクチン)；ＸＣＬ２(ＳＣＭ-
Ｉｂ)；ＸＣＲｌ(ＧＰＲ５／ＣＣＸＣＲｌ)；ＹＹｌ；およびＺＦＰＭ２からなる群から
選択される一又は複数の標的を結合することができる。
　【０１３３】
　本発明に包含される抗体に対する好適な分子標的分子には、ＣＤタンパク質、例えばＣ
Ｄ３、ＣＤ４、ＣＤ８、ＣＤ１６、ＣＤ１９、ＣＤ２０、ＣＤ３４；ＣＤ６４、ＥＧＦレ
セプター、ＨＥＲ２、ＨＥＲ３又はＨＥＲ４レセプターのようなＥｒｂＢレセプターファ
ミリのＣＤ２００メンバー；細胞接着分子、例えばＬＦＡ-１、Ｍａｃ１、ｐ１５０.９５
、ＶＬＡ－４、ＩＣＡＭ－１、ＶＣＡＭ、α４／β７インテグリン、およびそのαまたは
βサブユニットを含むαｖ／β３インテグリン(例えば抗ＣＤ１１ａ、抗ＣＤ１８又は抗
ＣＤ１１ｂ抗体)；増殖因子、例えばＶＥＧＦ－Ａ、ＶＥＧＦ-Ｃ；組織因子(ＴＦ)；αイ
ンターフェロン(αＩＦＮ)；ＴＮＦα、インターロイキン、例としてＩＬ－１β、ＩＬ－
３、ＩＬ－４、ＩＬ－５、ＩＬ－８、ＩＬ－９、ＩＬ－１３、ＩＬ１７Ａ／Ｆ、ＩＬ－１
８、ＩＬ－１３Ｒα１、ＩＬ１３Ｒα２、ＩＬ－４Ｒ、ＩＬ－５Ｒ、ＩＬ－９Ｒ、ＩｇＥ
；血液群抗原；ｆｌｋ２／ｆｌｔ３レセプター；肥満(ＯＢ)レセプター；ｍｐｌレセプタ
ー；ＣＴＬＡ-４；ＲＡＮＫＬ、ＲＡＮＫ、ＲＳＶ Ｆタンパク質、プロテインＣなどが含
まれる。
　【０１３４】
　ある実施態様では、本発明のヘテロ多量体複合体は、ＩＬ-ｌαおよびＩＬ-ｌβ、ＩＬ
-１２およびＩＬ-１８；ＩＬ-１３およびＩＬ-９；ＩＬ-１３およびＩＬ-４；ＩＬ-１３
およびＩＬ-５；ＩＬ-５およびＩＬ-４；ＩＬ-１３およびＩＬ-１β；ＩＬ-１３およびＩ
Ｌ－２５；ＩＬ-１３およびＴＡＲＣ；ＩＬ-１３およびＭＤＣ；ＩＬ-１３およびＭＥＦ
；ＩＬ-１３およびＴＧＦ-β；ＩＬ-１３およびＬＨＲアゴニスト；ＩＬ-１２およびＴＷ
ＥＡＫ、ＩＬ-１３およびＣＬ２５；ＩＬ-１３およびＳＰＲＲ２ａ；ＩＬ-１３およびＳ
ＰＲＲ２ｂ；ＩＬ－１３およびＡＤＡＭ８、ＩＬ-１３およびＰＥＤ２、ＩＬ１７Ａおよ
びＩＬ１７Ｆ、ＣＤ３およびＣＤ１９、ＣＤ１３８およびＣＤ２０；ＣＤ１３８およびＣ
Ｄ４０；ＣＤ１９およびＣＤ２０；ＣＤ２０およびＣＤ３；ＣＤ３８およびＣＤ１３８；
ＣＤ３８およびＣＤ２０；ＣＤ３８およびＣＤ４０；ＣＤ４０およびＣＤ２０；ＣＤ-８
およびＩＬ-６；ＣＤ２０およびＢＲ３、ＴＮＦαおよびＴＧＦ-β、ＴＮＦαおよびＩＬ
－１β；ＴＮＦαおよびＩＬ－２、ＴＮＦαおよびＩＬ-３、ＴＮＦαおよびＩＬ-４、Ｔ
ＮＦαおよびＩＬ-５、ＴＮＦαおよびＩＬ６、ＴＮＦαおよびＩＬ８、ＴＮＦαおよび
ＩＬ-９、ＴＮＦαおよびＩＬ-１０、ＴＮＦαおよびＩＬ-１１、ＴＮＦαおよびＩＬ-１
２、ＴＮＦαおよびＩＬ-１３、ＴＮＦαおよびＩＬ-１４、ＴＮＦαおよびＩＬ-１５、
ＴＮＦαおよびＩＬ-１６、ＴＮＦαおよびＩＬ-１７、ＴＮＦαおよびＩＬ-１８、ＴＮ
ＦαおよびＩＬ-１９、ＴＮＦαおよびＩＬ-２０、ＴＮＦαおよびＩＬ-２３、ＴＮＦα
およびＩＦＮα、ＴＮＦαおよびＣＤ４、ＴＮＦαおよびＶＥＧＦ、ＴＮＦαおよびＭＩ
Ｆ、ＴＮＦαおよびＩＣＡＭ-１、ＴＮＦαおよびＰＧＥ４、ＴＮＦαおよびＰＥＧ２、
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ＴＮＦαおよびＲＡＮＫリガンド、ＴＮＦαおよびＴｅ３８；ＴＮＦαおよびＢＡＦＦ；
ＴＮＦαおよびＣＤ２２；ＴＮＦαおよびＣＴＬＡ-４；ＴＮＦαおよびＧＰ１３０；Ｔ
ＮＦαおよびＩＬ-１２ｐ４０；ＶＥＧＦおよびＨＥＲ２、ＶＥＧＦ－ＡおよびＨＥＲ２
、ＶＥＧＦ－ＡおよびＰＤＧＦ、ＨＥＲ１およびＨＥＲ２、ＶＥＧＦ－ＡおよびＶＥＧＦ
－Ｃ、ＶＥＧＦ－ＣおよびＶＥＧＦ－Ｄ、ＨＥＲ２およびＤＲ５、ＶＥＧＦおよびＩＬ-
８、ＶＥＧＦおよびＭＥＴ、ＶＥＧＦＲおよびＭＥＴレセプター、ＶＥＧＦＲおよびＥＧ
ＦＲ、ＨＥＲ２およびＣＤ６４、ＨＥＲ２およびＣＤ３、ＨＥＲ２およびＣＤ１６、ＨＥ
Ｒ２およびＨＥＲ３；ＥＧＦＲ(ＨＥＲ１)およびＨＥＲ２、ＥＧＦＲおよびＨＥＲ３、Ｅ
ＧＦＲおよびＨＥＲ４、ＩＬ－１３およびＣＤ４０Ｌ、ＩＬ４およびＣＤ４０Ｌ、ＴＮＦ
Ｒ１およびＩＬ－１Ｒ、ＴＮＦＲ１およびＩＬ－６ＲおよびＴＮＦＲ１およびＩＬ－１８
Ｒ、ＥｐＣＡＭおよびＣＤ３、ＭＡＰＧおよびＣＤ２８、ＥＧＦＲおよびＣＤ６４、ＣＳ
ＰＧｓおよびＲＧＭ Ａ；ＣＴＬＡ-４およびＢＴＮＯ２；ＩＧＦ１およびＩＧＦ２；ＩＧ
Ｆ１／２およびＥｒｂ２Ｂ；ＭＡＧおよびＲＧＭ Ａ；ＮｇＲおよびＲＧＭ Ａ；Ｎｏｇｏ
ＡおよびＲＧＭ Ａ；ＯＭＧｐおよびＲＧＭ Ａ；ＰＤＬ－ＩおよびＣＴＬＡ-４；そして
、ＲＧＭ ＡおよびＲＧＭ Ｂからなる群から選択される少なくとも２の標的分子に結合す
る。
　【０１３５】
　場合によって他の分子にコンジュゲートした可溶性抗原ないしその断片は、抗原を生成
するための免疫原として用いられうる。膜貫通分子、例えばレセプター、これらの断片(
例えばレセプターの細胞外ドメイン)が免疫原として使われてよい。あるいは、膜貫通分
子を発現する細胞が免疫原として使われてよい。このような細胞は、天然の供与源(例え
ば癌細胞株)から得られてもよいし、膜貫通分子を発現するように組換え技術によって形
質移入された細胞であってもよい。抗体を調製するために有用な他の抗原および様式は、
従来技術において明らかであろう。
　【０１３６】
　本明細書中で引用または参照するすべての特許、特許出願、特許公開公報および他の出
版物は、それぞれの特許、特許出願、特許公開公報または出版物が出典明記によって援用
されるように具体的かつ個別に示されるのと同程度に、出典明記によって本明細書中に援
用される。このような特許出願には、本出願が優先権を主張する２００９年９月１６日に
出願の米国特許仮出願第６１／２４３１０５号および２００９年１２月４日に出願の同第
６１／２６６９９２号が含まれる。
【実施例】
　【０１３７】
実施例１．コイルドコイル含有抗体の発現のためのベクターの構築
　本明細書に記載のコイルドコイルヘテロ二量体化ドメインは、任意の抗体の定常鎖(例
えばＨＣのＣ末端)に連結されてよい。コイルドコイル含有抗体を構築するために用いら
れうる多数の抗体配列は当分野で知られており、ＤＮＡ配列を操作するために必要とされ
る技術も当分野でよく知られている。コイルドコイル含有抗体を構築する例示的な方法を
以下に記載する。
　コイルドコイルを含有する抗体の生成のためのＨＣ主鎖を以下のように構築した。セン
スおよびアンチセンスオリゴヌクレオチドを設定し、５' ＡｓｃＩおよび３' ＸｂａＩオ
ーバーハングを有するＡＣＩＤ.ｐ１(GGSAQLEKELQALEKENAQLEWELQALEKELAQGAT；配列番号
：３３)又はＢＡＳＥ.ｐ１(GGSAQLKKKLQALKKKNAQLKWKLQALKKKLAQGAT；配列番号：３４)の
コイルドコイルドメイン配列をコードするように合成した。オリゴヌクレオチドをアニー
リングし、リン酸化し、消化して脱リン酸化したｐＲＫプラスミド(Genentech Inc.；Eat
on et al., Biochemistry 25:8343-8347 (1986))にライゲートした。ｈＩｇＧ１のＣＨ１
からＣＨ３ドメインは、５'マルチクローニング部位(ＭＣＳ)(ＣｌａＩ-ＢａｍＨＩ-Ｋｐ
ｎＩ-ＡｐａＩ)と３'ＡｓｃＩ部位を含むようにＰＣＲ(ポリメラーゼ連鎖反応)を使用し
て調製し、ＣｌａＩおよびＡｓｃＩを用いて事前に調製したｐＲＫ-ＡＣＩＤ.ｐ１又はｐ
ＲＫ-ＢＡＳＥ.ｐ１ベクターにクローニングした。最後に、位置Ｈ２２２(カバット番号
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付け枠)のリジン残基を、ストラタジーンのＱｕｉｋｃｈａｎｇｅ ＩＩ ＸＬ部位特異的
突然変異キットを使用してアラニン残基に変異させ、Ｌｙｓ－Ｃ切断時のＦａｂ放出を妨
げた。
　【０１３８】
　コイルドコイルドメインを含有する抗体は以下のように構築した。共通のＬＣおよび一
アーム抗体のために、所望の抗体のＶＨドメインを、５'ＣｌａＩおよび３'ＡｐａＩ制限
部位を含むようにＰＣＲを用いて調製した。ＰＣＲ断片を消化し、同様に調製した主鎖ベ
クターにクローニングした。これら抗体のために既に有用なＬＣコンストラクトに変化は
なかった。
　テザー抗体のために、所望の抗体のＶＨドメイン(シグナル配列を欠く)をまず、５'プ
ライマーがＧＧＳテザーの３'側の半分を含み、５'ＢａｍＨＩ部位で終わり、３'プライ
マーが３'ＡｐａＩ部位で終わるＰＣＲを用いて調製した。断片を消化し、同様に調製し
た主鎖ベクターにクローニングした。次いで、所望の抗体の同族ＬＣを、５'プライマー
が５'ＣｌａＩ部位で終わり、３'プライマーがＧＧＳテザーの５'側部分を含み、３'Ｂａ
ｍＨＩで終わるＰＣＲを用いて調製した。ＬＣ断片は、ＣｌａＩおよびＢａｍＨＩを用い
てＶＨの前に該断片をクローニングすることによって、(主鎖ベクター内の)その同族のＨ
Ｃに連結した。ＬＣをＶＨに連結する完全なテザー配列は、GGGSGGSGGSGGSGGSGGSGGSGGSG
(配列番号：１４)とした。ベクターは、標準的な形質移入技術を使用して哺乳動物細胞(
ＣＨＯ又は２９３細胞)に形質移入した。
　ＦｃεＲ１およびＦｃγＲ２ｂの両方を特異的に結合し、共通のＬＣを有する二重特異
性抗体は、本明細書中に記述される方法を使用して調製した。この抗体は、ＢＡＳＥ.ｐ
１コイルドコイルドメイン配列とＫ２２２Ａ突然変異を有する抗ヒトＦｃγＲ２ｂ ＨＣ
配列を含有する「ＢＡＳＥ.ｐ１」配列(配列番号：１)、ＡＣＩＤ.ｐ１コイルドコイルド
メイン配列とＫ２２２Ａ突然変異を有する抗ヒトＦｃεＲ１ ＨＣ配列を含有する「ＡＣ
ＩＤ.ｐ１」配列(配列番号：２)、および共通のＬＣ配列(配列番号：３)(図８)を有する
。
　ＨＥＲ２又はＥＧＦＲを特異的に結合する一アーム抗体も調製した。ＨＥＲ２を特異的
に結合する抗体は、ＡＣＩＤ.ｐ１コイルドコイルドメイン配列とＫ２２２Ａ突然変異を
有する抗ＨＥＲ２抗体１ ＨＣ配列(配列番号：４)、ＢＡＳＥ.ｐ１コイルドコイルドメイ
ン配列を有するＶＨおよびＣＨ１ドメインを欠いているＨＣ領域(配列番号：５)、そして
抗ＨＥＲ２抗体１ ＬＣ配列(配列番号：６)を含有する。ＥＧＦＲを特異的に結合する抗
体は、ＡＣＩＤ.ｐ１コイルドコイルドメイン配列とＫ２２２Ａ突然変異を有する抗ＥＧ
ＦＲ ＨＣ配列(配列番号：７)、ＢＡＳＥ.ｐ１コイルドコイルドメイン配列を有するＶＨ
およびＣＨ１ドメインを欠いているＨＣ領域(配列番号：５)、および抗ＥＧＦＲ(Ｄ１.５
) ＬＣ配列(配列番号：８)を含有する(図９-１および９-２)。
　【０１３９】
　ＨＥＲ２およびＥＧＦＲ／ＨＥＲ１を特異的に結合するテザー抗体も調製した(図１０
および１１)。ＨＥＲ２およびＥＧＦＲを特異的に結合するある抗体は、(１)２６アミノ
酸ＧＧＳテザーにより抗ＨＥＲ２抗体１ ＨＣ配列に繋がった抗ＨＥＲ２抗体１ ＬＣ配列
、ＡＣＩＤ.ｐ１コイルドコイルドメイン配列およびＫ２２２Ａ突然変異(配列番号：９)
、および(２)２６アミノ酸ＧＧＳテザーにより抗ＥＧＦＲ抗体ＨＣ配列に繋がった抗ＥＧ
ＦＲ抗体ＬＣ配列、ＢＡＳＥ.ｐ１コイルドコイルドメイン配列およびＫ２２２Ａ突然変
異(配列番号：１０)を含有する(図１０)。ＨＥＲ２およびＥＧＦＲを特異的に結合する二
次抗体は、(１)２６アミノ酸ＧＧＳテザーにより抗ＨＥＲ２抗体２ ＨＣ配列に繋がった
抗ＨＥＲ２抗体２ ＬＣ配列、ＡＣＩＤ.ｐ１コイルドコイルドメイン配列およびＫ２２２
Ａ突然変異(配列番号：１１)、および(２)２６アミノ酸ＧＧＳテザーにより抗ＥＧＦＲ抗
体ＨＣ配列に繋がった抗ＥＧＦＲ抗体ＬＣ配列、ＢＡＳＥ.ｐ１コイルドコイルドメイン
配列およびＫ２２２Ａ突然変異(配列番号：１０)を含有する(図１１)。コイルドコイル含
有抗体の構築において使用する抗ＨＥＲ２抗体１ＬＣおよびＨＣ配列を図１２Ａおよび１
２Ｂに示す(配列番号：１５および１６)。これらの抗体をコードするベクターを構築する
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際に使用する様々な制限部位の位置も図１２Ｂ１－３に示す。
　【０１４０】
実施例２．コイルドコイル含有抗体の精製
　コイルドコイル含有抗体を精製するために用いられうる例示的な計画を以下に示す。
コイルドコイル含有抗体を４℃のプロテインＡ(例えばｍＡｂＳｕｒｅ)カラムに流す
↓
ＫＰＯ４、次いでＰＢＳ＋０．１％トリトンＸ１１４にてカラムを洗浄
↓
試料をトリスｐＨ８．０(２００ｍＭ)とアルギニン(１００ｍＭ)に溶出させる
↓
試料のｐＨを８．０に調整し、３７℃、１：５００ｗｔ：ｗｔ ＬｙｓＣで１時間切断
↓
１ｍｌ ｍＡｂＳｕｒｅ樹脂／１０ｍｇ タンパク質を使用して試料を濃縮し、トリス／ア
ルギニンバッファに溶出
↓
試料をＰＢＳ＋０．３Ｍ ＮａＣｌ＋１００ｍＭ アルギニン中のＳ２００ゲル濾過カラム
に流す
↓
分画を回収し、プールし、ＰＢＳに透析する
　【０１４１】
　特に、抗体は、GE Healthcare (Sweden)のｍＡｂＳｕｒｅ選別樹脂を用いて４℃で終夜
をかけて条件培地から精製した。カラムは、２カラム容量(ＣＶ)のＰＢＳ(リン酸緩衝生
理食塩水)、その後１０ＣＶのＰＢＳ＋０．１％トリトンＸ１１４界面活性剤、その後１
０ＣＶのリン酸カリウムバッファにて洗浄した。カラムは、１０ｍＭ 酢酸(ｐＨ２．９)
にて溶出し、直ちにアルギニン(１００ｍＭ 終濃度)およびトリス(２００ｍＭ 終濃度)、
ｐＨ８．０にて希釈した。コイルドコイルは、１：５００(重量：重量)比のＬｙｓ－Ｃエ
ンドペプチダーゼ(Wako Pure Chemical Laboratories)にて３７℃で１～５時間かけて処
理することにより抗体から取り除いた。切断された試料は、ｍＡｂＳｕｒｅ樹脂カラムに
流し戻し、切断したコイルドコイルを抗体から分離し、上記のように溶出した。抗体濃度
を１０ｍｇ／ｍｌに調整し、ＰＢＳ、１５０ｍＭ ＮａＣｌ、１００ｍＭ アルギニンおよ
び１ｍＭ ＮａＮ３にて実行するセファクリルＳ２００カラムを使用したサイズ排除クロ
マトグラフィにて分離した。ピーク分画をプールし、質量分析の前に終夜をかけてＰＢＳ
に対して透析し、識別および純度を確認した。
　アルギニンに加えて、最初のｍＡｂＳｕｒｅ樹脂カラム工程後の上記精製プロトコール
において使われうる他のカオトロピック剤又は中性(mild)界面活性剤には、限定するもの
ではないが、グアニジン-ＨＣｌ、尿素、過塩素酸リチウム、ヒスチジン、ＳＤＳ(ドデシ
ル硫酸ナトリウム)、ツイーン、トリトンおよびＮＰ－４０が含まれ、これらすべては市
販されている。最初のプロテインＡ含有カラム(例えばｍＡｂＳｕｒｅカラム)から溶出後
のカオトロピック剤又は中性(mild)界面活性剤を含有する溶液への抗体の希釈は、溶出後
の抗体の安定性を維持し、Ｌｙｓ－Ｃエンドペプチダーゼによるコイルドコイルの効率的
な除去を可能にする。
　表１は、抗ＨＥＲ２抗体１／α－ＥＧＦＲ(Ｄ１.５)抗体についての精製結果の概要を
示す。
　【表１】
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　コイルドコイルは、精製工程の間にＬｙｓ－Ｃエンドペプチダーゼによって抗体から取
り除かれた。
　コイルドコイルヘテロ二量体化ドメインを使用して構築されたが、もはやコイルドコイ
ルを含有していない抗体は、以降の実施例では「改変抗体」と称する。
　【０１４２】
実施例３　コイルドコイル含有抗体の切断
　コイルドコイル(ある場合には、およびテザー)が抗体配列を完全にしたままで抗体配列
から切断されうることを示すために、様々なコイルドコイル含有抗体に対して切断実験を
行った。特に、図１３ＡおよびＢは、コイルドコイルがＬｙｓ－Ｃエンドペプチダーゼを
使用して例示的なα-ＦｃεＲ１／α-ＦｃγＲ２ｂ抗体から切断されたこと、そして抗体
が完全なままであったことを示す。コイルドコイルを有する抗体の理論上の質量は、質量
分析によって実験的に観察される質量の誤差の範囲内である。同様に、コイルドコイルの
ない改変抗体の理論上の質量は、質量分析によって実験的に観察される質量の誤差の範囲
内であり、これは、Ｌｙｓ－Ｃがコイルドコイルを抗体から切断したことを示す。
　また、質量分析結果は、Ｌｙｓ－Ｃエンドペプチダーゼが例示的なα-ＦｃεＲ１／α-
ＦｃγＲ２ｂ抗体のＬＣ又はＨＣを切断しなかったことを示した(図１４ＡおよびＢ)。特
に、分子質量は、質量分析を用いて、ＬＣ(上２つのパネル)およびα-ＦｃεＲ１および
α-ＦｃγＲ２ｂ ＨＣ(下４つのパネル)について、Ｌｙｓ－Ｃエンドペプチダーゼ処置前
(左パネル)およびＬｙｓ－Ｃエンドペプチダーゼ処置後(右パネル)の両方について決定し
た。実験的に観察された分子質量は、様々なコンストラクトについての理論上の質量の誤
差の範囲内であり、これは、Ｌｙｓ－Ｃエンドペプチダーゼがコイルドコイルドメインを
ＨＣから切断したが、ＬＣまたはＨＣそれ自体を切断しなかったことを示す。
　同様に、質量分析結果は、コイルドコイルがＬｙｓ－Ｃエンドペプチダーゼを使用して
例示的な一アーム形α-ＥＧＦＲ抗体から切断されたことを示した(図１７ＡおよびＢ)。
特に、実験的に観察された分子質量は、コイルドコイルを有する一アーム形抗体およびコ
イルドコイルのない一アーム形抗体両方についての理論上の質量の誤差の範囲内であった
。図１８Ａ－Ｃに示すように、理論上の分子質量は各々のコンストラクトについて実験的
に観察された分子質量の誤差の範囲内であったことから、Ｌｙｓ－Ｃエンドペプチダーゼ
が例示的なα-ＥＧＦＲ抗体のＬＣ、ＨＣ又はＶＨおよびＣＨ1ドメイン(一アーム形Ｆｃ)
を欠いているＨＣを切断せず、ＨＣおよびＶＨおよびＣＨ1ドメインを欠いているＨＣか
らコイルドコイルドメインを切断したことを示した。
　【０１４３】
　加えて、質量分析結果は、コイルドコイルがＬｙｓ－Ｃエンドペプチダーゼを使用して
例示的なテザーα-ＨＥＲ2／α-ＥＧＦＲ抗体から切断されたことを示した(図１９Ａおよ
びＢ)。図１９Ｂに示すように、理論上および実験的に観察された分子質量は、各々のコ
ンストラクトについて誤差の範囲内である。また、抗体が最初にＬｙｓ－Ｃエンドペプチ
ダーゼにて処理され、次いで試料が質量分析される場合に、コイルドコイルは、Ｌｙｓ－
Ｃエンドペプチダーゼを使用して例示的なテザーα-ＨＥＲ2／α-ＥＧＦＲ抗体から切断
された(図２０Ａ－Ｂ)。各々のコンストラクトについての理論上の分子質量は実験的に観
察された分子質量の誤差の範囲内であることから、コイルドコイルは実際には抗体配列か
ら切断されること、抗体配列自体が切断されないことが示される。例示的なコイルドコイ
ル含有抗体について、分子質量(ＭＳ)を含む質量分析結果を表２にまとめる。
【表２】
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　【０１４４】
実施例４　改変抗体の特徴づけ
　コイルドコイルヘテロ二量体化ドメインを使用して作製された例示的な改変抗体がそれ
らの配列が由来する抗体の結合特性を有するか否かを決定するために、結合アッセイを行
った。これらの結合アッセイは、ＦｏｒｔｅＢｉｏ Ｏｃｔｅｔシステム上の動態ウィザ
ードプログラムを使用して実行した。試験するすべての試料は、繰り返し実験および様々
な試料において抗ヒトＩｇＧプローブの飽和を示す濃度である２５μｇ／ｍｌの濃度とし
た。プローブは、１５分間の第一試料と共に流し、ＰＢＳで３０秒間洗浄した。第二およ
び第三の試料についてのすべての会合は、１０分間行い、会合間に３０秒のＰＢＳ洗浄を
行った。
　特に、共通ＬＣ抗Ｆｃ Ｒ１／抗Ｆｃ Ｒ２ｂ二重特異性改変抗体は、２５μｇ／ｍｌの
抗体と共にプローブを１５分間インキュベートし、その後ＰＢＳ洗浄工程を行うことによ
って、抗ヒトＩｇＧプローブ(Octet)にロードした。結合を評価するために、ロードした
プローブは、２５μｇ／ｍｌのＦｃ Ｒ１、その後２５μｇ／ｍｌのＦｃ Ｒ2ｂと共にイ
ンキュベートした。２つの結合インキュベートの間にＰＢＳ洗浄工程を行った。図１５に
示されるデータは、二重特異性、改変抗体が同時にその抗原の両方を結合したことを示す
。
　【０１４５】
　改変抗体の機能性を試験するために、ヒトＦｃ ＲＩａおよびヒトＦｃγＲ２ｂ１を発
現するように作製されたラット好塩基球性白血病(ＲＢＬ)細胞株を、１μｇ／ｍｌのＮＰ
-特異的ヒトＩｇＥ(ＪＷ８.５.１３)と共に、完全増殖培地(アール塩を有するＭＥＭ Gib
co Cat# 11090、１ｍＭ グルタミン(Genentech Inc.)、１ｍＭ ピルビン酸ナトリウム(Gi
bco Cat# 11360-070)、０.１ｍＭ 非必須アミノ酸(Gibco Cat# 11140-050)、１.５ｇ/Ｌ 
炭酸水素ナトリウム(Gibco Cat# 25080-094)、１５% 胎仔ウシ血清(Hyclone Cat# SH3007
1.03))中で、３７℃で７２時間培養した。細胞をトリプシン処理し、９６ウェル平底組織
培養プレートに、１μｇ／ｍｌのＮＰ-特異的ヒトＩｇＥを含有する２００μｌの完全増
殖培地中に３．５×１０５細胞／ｍｌで播いた。次に、細胞を新鮮培地にて３回洗浄し、
結合していないＮＰ-特異的ヒトＩｇＥを取り除いた。細胞は、０～１０μｇ／ｍｌの二
重特異性抗体にて処理し、抗原にて活性化する前に３７℃で１時間インキュベートした。
細胞は、０．１μｇ／ｍｌのＮＰ-コンジュゲート卵白アルブミン(Biosearch Technologi
es, Inc. Cat. N-5051-10)と共に又は３７℃で４５分インキュベートすることによって活
性化した。インキュベート後、細胞上清(細胞培養培地)中のヒスタミンレベルは、ヒスタ
ミンＥＬＩＳＡキット(KMI Diagnostics, Minneapolis, MN)を使用してＥＬＩＳＡ(酵素
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結合免疫測定法)にて測定した。バックグラウンドヒスタミンレベルは、活性化していな
いＮＰ-特異的ヒトＩｇＥのみにて処理した細胞から得た(図１６)。
　また、Ｏｃｔｅｔ結合試験を、例示的な一アーム形抗体およびテザー改変抗体について
行った。コントロールとして、Ｏｃｔｅｔ分析を用いて、野生型抗ＨＥＲ２抗体１および
野生型α-ＥＧＦＲ抗体が互いの抗原と交差反応せず、それぞれの抗原を結合したことを
示した(図２１)。例示的なコイルドコイル含有抗体を試験するために、一アーム形抗ＨＥ
Ｒ２抗体１を、２５μｇ／ｍｌで抗ヒトＩｇＧ抗体プローブに１５分間かけてロードし、
その後プローブをＰＢＳにて３０秒間洗浄した。次いで、ロードしたプローブを２５μｇ
／ｍｌでＥＧＦＲ ＥＣＤ(細胞外ドメイン)と共にインキュベートしたところ、結合シグ
ナルは見られなかった。次いでプローブをＰＢＳ中で３０秒間洗浄し、２５μｇ／ｍｌで
ＨＥＲ２レセプターＥＣＤと共にインキュベートしたところ、強い結合シグナルが見られ
た(図２２；上図)。
　【０１４６】
　一アーム形ＥＧＦＲ改変抗体は、２５μｇ／ｍｌで抗ヒトＩｇＧ抗体プローブ上へ１５
分かけてロードし、その後３０秒間ＰＢＳにて洗浄した。次いで、プローブを２５μｇ／
ｍｌでＨＥＲ２ ＥＣＤと共にインキュベートしたところ、結合シグナルは見られなかっ
た。プローブは、ＰＢＳ中で３０秒間洗浄し、２５μｇ／ｍｌでＥＧＦＲ ＥＣＤと共に
インキュベートしたところ、強い結合シグナルが見られた(図２２；下図)。
　テザー二重特異性抗ＥＧＦＲ(Ｄ１.５)／抗ＨＥＲ２改変抗体は、２５μｇ／ｍｌで抗
ヒトＩｇＧ抗体プローブと共に１５分間インキュベートし、その後ＰＢＳにて３０秒間洗
浄した。このインキュベートはプローブに二重特異性抗体をロードした。次いで、プロー
ブを、２５μｇ／ｍｌでＥＧＦＲ ＥＣＤと共に３分間インキュベートした後、３０秒間
のＰＢＳ洗浄を行い、その後２５μｇ／ｍｌでＨＥＲ２レセプターＥＣＤと共に３分間イ
ンキュベートした(図２３Ａ；上図)。図２３Ａの下図に示す結果について、二重特異性ロ
ードプローブは、始めにＨＥＲ２レセプターＥＣＤと、次いでＥＧＦＲ ＥＣＤとインキ
ュベートした。データは、二重特異性改変抗体が同時にＥＧＦおよびＨＥＲ２レセプター
の両方を結合したことを示す。図２３Ｂに示すように、二重特異性抗ＥＧＦＲ(Ｄ１.５)
／抗ＨＥＲ２抗体は、およそ０．０６ｎＭのＫｄでＨＥＲ２を結合し、およそ０．６６０
ｎＭのＫｄでＥＧＦレセプターを結合した。
　【０１４７】
　改変抗体の結合特性を更に分析するために、ＥＧＦＲまたはＨＥＲ２を発現するＮＲ６
、又はＥＧＦＲとＨＥＲ２を同時に発現するＨＣＡ７細胞の２つの細胞株上で、細胞ベー
スのアッセイを行った。結合アッセイを実行する前に、細胞を回収し、結合バッファ(１
％ウシ胎児血清(ＦＢＳ)、１０ｍＭ ＨＥＰＥＳおよび０．２％ＮａＮ３を有するＲＰＭ
Ｉ培地)中で氷上で３０分かけて冷やした。非標識抗体は所望の開始濃度で調製し、複数
のデータポイントが得られるように１:１に結合バッファで希釈した。標識抗体は一つの
濃度で調製し、アッセイ全体にわたって用いた。平衡結合試験は、様々な濃度の非標識抗
体と競合する放射性標識抗体を用いて実行した。非標識抗体を９６ウェルプレートに播き
、その後材料を標識し、次いで細胞を混合物に添加した。プレートは室温で２時間インキ
ュベートした。インキュベートの後、プレートは、ミリポアメンブランマルチスクリーン
プレートを使用して回収し、細胞から溶液を分離した。次いで、細胞が結合した放射性標
識抗体をパーキンエルマガンマ計測器にてカウントし、データはＮｅｗ Ｌｉｇａｎｄソ
フトウェアを使用して分析した。一アーム形およびテザー改変抗体コンストラクトについ
ての親和性結合試験の結果を表３にまとめる。
【表３】
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　【０１４８】
　また、例示的な改変抗体の機能特性を生化学的に特徴付けした。ＥＧＦＲ発現ＮＲ６細
胞を１２-ウェルプレートに播いた。血清枯渇後、細胞は様々な濃度の抗体と共に３７℃
で２時間プレインキュベートした。その後、細胞はＴＧＦαにて１２分かけて刺激した。
全細胞溶解物はＳＤＳ-ＰＡＧＥ分析を行い、イムノブロットは抗ホスホチロシン、抗ホ
スホＡｋｔ又はロードコントロールとしての抗チューブリンにてプロービングした(図２
４)。これらの結果は、例示的なα-ＥＧＦＲ(Ｄ１.５)／抗ＨＥＲ２(抗体１)改変抗体が
、Ｄ１.５ ＩｇＧ１コントロール抗体と同じく、用量依存的に、ＥＧＦＲ発現ＮＲ６細胞
のＴＧＦα誘導性リン酸化を阻害したことを示す。
　細胞増殖アッセイのために、細胞は、９６ウェルプレート(ＥＧＦＲ-ＮＲ６：２０００
細胞／ウェル)(ＢＴ４７４：１００００の細胞／ウェル)に播き、３７℃で終夜インキュ
ベートした。その翌日、培地を取り除き、細胞を１％血清含有培地中で処理した。ＥＧＦ
Ｒ-ＮＲ６細胞における、α-ＥＧＦＲ(Ｄ１.５)／抗ＨＥＲ２(抗体１)改変抗体の細胞増
殖に対する影響をＤ１.５抗体と比較するために、３ｎＭのＴＧＦαを培地に添加し、様
々な濃度の抗体にて細胞を処理した。３日後に、アラマーブルーをウェルに添加し、５３
０ｎｍの励起および５９０ｎｍの発光で９６ウェル蛍光光度計を使用して蛍光を読み取っ
た。結果は、相対的な蛍光単位(ＲＦＵ)で表す(図２５)。α-ＥＧＦＲ(Ｄ１.５)／抗ＨＥ
Ｒ２(抗体１)改変抗体の細胞増殖に対する影響を抗ＨＥＲ２抗体１と比較するために、Ｂ
Ｔ４７４細胞を、様々な濃度の抗体にて１％血清含有培地中で処理した(図２６)。５日後
に、アラマーブルーアッセイを上記の通りに実行した。これらの結果は、例示的なα-Ｅ
ＧＦＲ(Ｄ１.５)／抗ＨＥＲ２(抗体１)改変抗体は、Ｄ１.５ ＩｇＧ１コントロール抗体
と同様に、用量依存的に、ＥＧＦＲ発現ＮＲ６細胞のＴＧＦα誘導性リン酸化を阻害し、
抗ＨＥＲ２抗体１と同様に、ＢＴ４７４細胞の増殖を阻害したことを示す。
　【０１４９】
実施例５　改変抗体の薬物動態分析
　薬物動態学的試験は、二重特異性改変抗体の薬物動態学(ＰＫ)を代表的なヒトＩｇＧ(
ｈＩｇＧ)抗体と比較し、有効性実験のための用量を決定するために行った。Ｄ１.５ ｈ
ＩｇＧ１コントロール抗体と同様に、ＨＥＲ１／ＨＥＲ２(Ｄ１.５／抗ＨＥＲ２抗体１)
改変抗体もまた、マウスとの交差反応性を示した。抗ＨＥＲ２抗体２ ｈＩｇＧ１コント
ロール抗体は、マウスとの交差反応性を示さなかった。
　Ｄ１.５ ｈＩｇＧ１ポジティブコントロール抗体のＰＫは、ＳＣＩＤベージュマウスを
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使用して１０日の期間にわたって決定した。特に、経時的な抗体の血清中濃度は、様々な
用量(０．５ｍｇ／ｋｇ、５ｍｇ／ｋｇおよび５０ｍｇ／ｋｇ)の抗体の投与後に、Ｆｃ-
Ｆｃアッセイを使用して決定した。加えて、用量と関連する血清中濃度は、Ｆｃ-Ｆｃ Ｅ
ＬＩＳＡアッセイを使用して１０日間モニターした(図２７)。用量にて正規化した曲線下
面積(ＡＵＣ)も決定して、表４にまとめる。Ｄ１.５ ｈＩｇＧ１抗体は、試験した用量範
囲においてマウスでの非線形ＰＫを示した。
【表４】

　【０１５０】
　加えて、抗ＨＥＲ２抗体２ ｈＩｇＧ１ポジティブコントロール抗体のＰＫもまた、Ｓ
ＣＩＤベージュマウスを使用して１０日の期間にわたって測定した。抗体の時間に対する
血清中濃度は、１０ｍｇ／ｋｇで抗体を投与した後に、Ｆｃ-Ｆｃ ＥＬＩＳＡ又はＨＥＲ
２-ＥＣＤ(細胞外ドメイン) ＥＬＩＳＡを使用して測定した。また、用量によって正規化
したＡＵＣを決定し、表５にまとめる。
【表５】

　【０１５１】
　同様に、ＨＥＲ１(ＥＧＦＲ)／ＨＥＲ２(Ｄ１.５／抗ＨＥＲ２抗体１)改変抗体のＰＫ
は、ＳＣＩＤベージュマウスにおいて１０日の期間にわたって測定した。抗体の時間に対
する血清中濃度は、様々な用量(０．５ｍｇ／ｋｇ、５ｍｇ／ｋｇおよび２０ｍｇ／ｋｇ)
で抗体を投与した後に、Ｆｃ-Ｆｃ ＥＬＩＳＡ又はＥＧＦＲ-ＨＥＲ２ ＥＬＩＳＡを使用
して測定した。加えて、用量と関連する血清中濃度は、Ｆｃ-Ｆｃ ＥＬＩＳＡ又はＥＧＦ
Ｒ-ＨＥＲ２ ＥＬＩＳＡを使用して１０日間モニターした(図２８)。また、用量によって
正規化したＡＵＣを決定し、表６にまとめる。ＨＥＲ１(ＥＧＦＲ)／ＨＥＲ２(Ｄ１.５／
抗ＨＥＲ２抗体１)改変抗体は、試験した用量範囲においてマウスでは非線形ＰＫを示し
た。
【表６】

　【０１５２】
　ＰＫアッセイの結果によると、ＨＥＲ１(ＥＧＦＲ)／ＨＥＲ２(Ｄ１.５／抗ＨＥＲ２抗
体１)改変抗体は、Ｄ１.５ ｈＩｇＧ１コントロール抗体と比較して試験した時間の期間(
１０日目まで)にわたってマウスにおいて同程度以上の曝露を有することが明らかとなっ
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た(図２９)。
　【０１５３】
実施例６－テザーを切断する酵素を発現するように操作した哺乳動物細胞株におけるテザ
ー抗体の作製
　２６ＡＡフューリン切断可能テザーコイルドコイル抗体の構築のために(図３０Ａ)、所
望の抗体のＶＨドメイン(シグナル配列を欠く)をまず、５'プライマーがＧＧＳ-フューリ
ンテザーの３'側の半分を含み、５'ＢａｍＨＩ部位で終わり、３'プライマーが３'Ａｐａ
Ｉ部位で終わるＰＣＲを用いて調製した。断片を消化し、同様に調製した主鎖ベクターに
クローニングした。次いで、所望の抗体の同族ＬＣを、５'プライマーが５'ＣｌａＩ部位
で終わり、３'プライマーがフューリン-ＧＧＳテザーの５'側部分を含み、３'ＢａｍＨＩ
で終わるＰＣＲを用いて調製した。ＬＣ断片は、ＣｌａＩおよびＢａｍＨＩによりＶＨの
前に該断片をクローニングすることによって、(抗体コイルドコイル主鎖内の)その同族の
ＨＣに連結した。ＣＬをＶＨに連結する完全テザー配列は、RCRRGSGGSGGSGGSGGSGGSGRSRK
RR(配列番号：３５)とした２６ＡＡフューリン切断可能テザー(-Ｃ)の構築のために(図３
０Ｂ)、２つの突然変異を上記のコンストラクトに導入した。ＬＣのｃ末端のＣｙｓ残基
を、ストラタジーンのＱｕｉｋｃｈａｎｇｅ ＩＩ ＸＬ部位特異的突然変異キットを使用
してＡｌａ残基に変異させた。カバット番号付けシステムによる、ＣＬのＣｙｓ末端残基
は位置２１４にある。また、ＨＣのＣ２２０をＡに変異して、この新たに非ジスルフィド
結合したＣｙｓによって、起こりうるミスフォールディングを除いた。
　【０１５４】
　３２ＡＡフューリン切断可能テザーを構築する際に使用する方法(図３０Ｃ)は、完結し
たテザー配列がRKRKRRGSGGSGGSGGSGGSGGSGRSRKRR(配列番号：３６)であったことを除いて
は２６ＡＡフューリン切断可能テザーの構築と同じとした。フューリン過剰発現のために
、ヒトまたはマウスのフューリンを、ｐＲＫベクター系にクローニングし、抗体鎖プラス
ミドにて同時形質移入した。
　カルボキシペプチダーゼＢ消化(図３０Ｄ)は、５０ｍＭ ホウ酸ナトリウム ｐＨ８．０
中で１：２０ｗｔ：ｗｔのＣｐＢと共に３７℃で１時間行った。
　図３０Ａ１－２は線図であり、２６アミノ酸フューリン切断可能テザーについての還元
型質量分析(ＭＳ)結果である。重鎖ＭＳトレースまたはグラフは、完全な天然のｎ-およ
びｃ-末端並びに少ない量の「完全長抗体」を有する(すなわち、これらの試験では、いず
れのフューリン部位(ＦＬ)でも切断されなかった)重鎖(１)を示す。軽鎖ＭＳトレースは
、ＬＣおよび全長のテザーに相当するピーク(１)と、おそらくＣＨＯ培地中のカルボキシ
ペプチダーゼＢ活性によるテザーの３'末端の侵食に相当する３つの他のピーク(２－４)
を示す。紫の楕円によって示される下図の領域内のＭＳピークの欠失に裏付けられるよう
に、ｎ-末端フューリン部位に切断はない。結果として生じた抗体の図から、非天然残基(
下線を付した「Ｒ」)並びにＬＣのｃ末端に依然として接着した２３－２６アミノ酸テザ
ーが示される。
　図３０Ｂ１－２は線図であり、２６アミノ酸フューリン切断可能テザー(「-Ｃ」)につ
いての還元型質量分析(ＭＳ)結果である。このコンストラクトにおいて、Ｃ残基が取り除
かれ、置換された。重鎖ＭＳトレースは、完全に天然のｎ-およびｃ-末端を有し、残りの
「完全長抗体」(ＦＬ)を有さない重鎖(１)を示す。軽鎖ＭＳトレースは、おそらくＣＨＯ
培地中のカルボキシペプチダーゼＢ活性による、ＬＣと２つの付加Ｒ残基(ピーク２)と１
つの付加Ｒ残基(ピーク３)とその天然ｃ末端を有するもの(ピーク４)に相当するピークを
示す。結果として生じた抗体の図から、非天然残基(黄色)並びにＬＣのｃ末端に依然とし
て接着した０,１又は２のＲ残基が示される。
　【０１５５】
　図３０Ｃ１－５は線図であり、３２アミノ酸フューリン切断可能テザーについての還元
型質量分析(ＭＳ)結果である。図３０Ｃ３は、完全な天然のｎ-およびｃ-末端並びに、い
ずれのフューリン部位(ＦＬ)でも切断されなかった少ない量の「完全長抗体」(ＦＬ)を有
する重鎖(ピーク１)を示す。図３０Ｃ２および３０Ｃ３は天然レベルのフューリンを発現
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するＣＨＯ細胞から得た結果として生じた物質を示すのに対して、図３０Ｃ４および３０
Ｃ５はフューリンを過剰発現するＣＨＯ細胞から得た結果として生じた材料を示す。図３
０Ｃ２は、ＬＣおよび全長のテザーに相当するピーク(１)と、おそらくＣＨＯ培地中のカ
ルボキシペプチダーゼＢ活性による、テザーの３'末端の侵食に相当する５つの他のピー
ク(２－６)、並びに接着したフューリン認識配列のみを有するＬＣを示す他のピーク(ピ
ーク７)およびｃ末端基本残基の侵食に相当する５つの他のピーク(ピーク８－１２)を示
す。図３０Ｃ５は、完全に天然のｎ-およびｃ-末端を有し、残りの完全長抗体(ＦＬ)を有
さない重鎖(１)を示すのに対して、図３０Ｃ４は、ｎ末端フューリン部位で完全に切断さ
れたＬＣ(７)と、ｃ末端基本残基の侵食に相当する４つの他のピーク(８－１１)を示す。
　図３０Ｄ２は図３０Ｃ４と同じである。１：２０ｗｔ：ｗｔのＣｐＢと共に３７℃で１
時間インキュベートした後に、残りの残基(ピーク７－１１に相当する)は完全に取り除か
れ、天然のｃ末端を有するＬＣが生じた(図３０Ｄ３)。図から、各ＨＣにＫ２２２Ａ突然
変異となる非天然残基と、その他の(親と比較して)完全に天然の二重特異性抗体が示され
る。
　【０１５６】
実施例７－真核細胞における酵素切断可能なテザーコイルドコイル多特異性抗体の発現と
テザー又はコイルドコイルを持たない多特異性抗体の産生
　異なる標的を認識する各アームである２つの異なるＶＨおよびＶＬを含むテザーコイル
ドコイル二重特異性抗体は、上記の通りにヒトフューリンを過剰発現するＣＨＯ細胞にお
いて産生させた。Ｋ２２２Ａ突然変異も含有する抗体をＬｙｓ－Ｃエンドペプチダーゼに
て処理し、カルボキシペプチダーゼＢにてコイルドコイルを取り除いた。最終産物を達成
するために、抗体のヒンジおよび定常領域をこれ以上変異させることは必ずしも必要では
ない。図３１は最終産物の非還元型質量分析トレースを示す。少量のホモ二量体が非還元
型ＭＳにおいて観察されたが、これは、２つのＡｂ鎖の発現レベルが不均衡であるために
よるものであり、相対的な発現レベルを調節することによって容易に補正される。図３２
は最終産物の還元型質量分析トレースを示す。ＬＣおよびＨＣの観察されたトレースによ
り、Ａｂ鎖がすべて天然のｎ-およびｃ-末端を有することが確認される。
　これらの結果は、この基本骨格が、哺乳動物細胞において様々なタイプの一アーム形お
よび二重特異性抗体の産生に用いることができることを示す。我々の手において、我々は
、各ＨＣのヒンジ領域内の単一のＬｙｓ－Ａｌａ突然変異のみがそれらの親のｗｔ抗体と
異なっている成熟した二重特異性抗体を生成することができた。これらの抗体はそれらの
特異性を保持し、二重特異性変異体は両抗原を同時に結合することが可能である。これら
の抗体はそれらの抗原を高い親和性で結合する。

【手続補正１】
　【補正対象書類名】　図面
　【補正対象項目名】　図２Ａ
　【補正方法】　　　　変更
　【補正の内容】
【図２Ａ】
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【手続補正２】
　【補正対象書類名】　図面
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　【補正対象項目名】　図１２Ａ－１
　【補正方法】　　　　変更
　【補正の内容】
【図１２Ａ－１】
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【図１】 【図２Ａ】

【図２Ｂ】 【図３】
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【図４Ａ】 【図４Ｂ】

【図５】 【図６】
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