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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　以下の(h１)～(h6)いずれかに記載の二重特異性抗体：
(h1) グリピカン3に対する結合活性を有し、配列番号２１１に記載のアミノ酸配列を有す
る抗体H鎖可変領域と配列番号６１に記載のアミノ酸配列を有する定常領域からなる抗体H
鎖、及び、T細胞受容体複合体に対する結合活性を有し、配列番号１４２に記載のアミノ
酸配列を有する抗体H鎖可変領域と配列番号６０に記載のアミノ酸配列を有する定常領域
からなる抗体H鎖、並びに、配列番号２２３に記載のアミノ酸配列を有する抗体の共通L鎖
を有する、二重特異性抗体、
(h2) グリピカン3に対する結合活性を有し、配列番号２０６に記載のアミノ酸配列を有す
る抗体H鎖可変領域と配列番号６１に記載のアミノ酸配列を有する定常領域からなる抗体H
鎖、及び、T細胞受容体複合体に対する結合活性を有し、配列番号１４２に記載のアミノ
酸配列を有する抗体H鎖可変領域と配列番号６０に記載のアミノ酸配列を有する定常領域
からなる抗体H鎖、並びに、配列番号２２３に記載のアミノ酸配列を有する抗体の共通L鎖
を有する、二重特異性抗体、
(h3) グリピカン3に対する結合活性を有し、配列番号２０６に記載のアミノ酸配列を有す
る抗体H鎖可変領域と配列番号６１に記載のアミノ酸配列を有する定常領域からなる抗体H
鎖、及び、T細胞受容体複合体に対する結合活性を有し、配列番号１６４に記載のアミノ
酸配列を有する抗体H鎖可変領域と配列番号６０に記載のアミノ酸配列を有する定常領域
からなる抗体H鎖、並びに、配列番号２２３に記載のアミノ酸配列を有する抗体の共通L鎖
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を有する、二重特異性抗体、
(h4) グリピカン3に対する結合活性を有し、配列番号２０６に記載のアミノ酸配列を有す
る抗体H鎖可変領域と配列番号６１に記載のアミノ酸配列を有する定常領域からなる抗体H
鎖、及び、T細胞受容体複合体に対する結合活性を有し、配列番号１６８に記載のアミノ
酸配列を有する抗体H鎖可変領域と配列番号６０に記載のアミノ酸配列を有する定常領域
からなる抗体H鎖、並びに、配列番号２２３に記載のアミノ酸配列を有する抗体の共通L鎖
を有する、二重特異性抗体、
(h5) グリピカン3に対する結合活性を有し、配列番号２０６に記載のアミノ酸配列を有す
る抗体H鎖可変領域と配列番号６１に記載のアミノ酸配列を有する定常領域からなる抗体H
鎖、及び、T細胞受容体複合体に対する結合活性を有し、配列番号１６８に記載のアミノ
酸配列を有する抗体H鎖可変領域と配列番号６２に記載のアミノ酸配列を有する定常領域
からなる抗体H鎖、並びに、配列番号２２３に記載のアミノ酸配列を有する抗体の共通L鎖
を有する、二重特異性抗体、
(h6) グリピカン3に対する結合活性を有し、配列番号２１１に記載のアミノ酸配列を有す
る抗体H鎖可変領域と配列番号６１に記載のアミノ酸配列を有する定常領域からなる抗体H
鎖、及び、T細胞受容体複合体に対する結合活性を有し、配列番号１６４に記載のアミノ
酸配列を有する抗体H鎖可変領域と配列番号６０に記載のアミノ酸配列を有する定常領域
からなる抗体H鎖、並びに、配列番号２２３に記載のアミノ酸配列を有する抗体の共通L鎖
を有する、二重特異性抗体
【請求項２】
　配列番号６３に記載のアミノ酸配列を有する共通L鎖定常領域をさらに含む、請求項１
に記載の二重特異性抗体。
【請求項３】
　請求項１又は２に記載の二重特異性抗体、および薬学的に許容される担体を含む医薬組
成物。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は多重特異性抗原結合分子およびその利用等に関する。
【背景技術】
【０００２】
　抗体は血漿中での安定性が高く、副作用が少ないことから医薬品として注目されている
（非特許文献１および非特許文献２）。抗体は、抗原に結合する作用、アゴニスト作用や
アンタゴニスト作用だけでなく、ADCC（Antibody Dependent Cytotoxicity：抗体依存性
傷害活性）, ADCP（Antibody Dependent Cell phagocytosis：抗体依存性細胞食作用）, 
CDC（補体依存性細胞傷害活性）といったエフェクター細胞による細胞傷害活性（エフェ
クター機能とも言う）を誘導し、癌細胞に対する抗腫瘍効果を発揮することが知られてい
る（非特許文献３）。抗体のFc領域がNK細胞やマクロファージなどのエフェクター細胞上
に存在するFcレセプターに結合することにより、抗体が結合した標的の癌細胞に対してこ
れらのエフェクター細胞が発揮する細胞傷害がADCCである。抗体の構造中に存在する補体
結合部位には補体複合体が結合する。抗体が結合した細胞の細胞膜上に当該複合体中に存
在する補体成分が孔を形成することにより、水やイオンの細胞内への流入が促進され細胞
が破壊されることによる細胞傷害がCDCである。これまでに優れた抗腫瘍効果を示す複数
の治療用抗体が、癌治療を目的とする医薬品として開発されており（非特許文献４）、既
存の治療用抗体には優れた作用が認められるものの、こうした抗体の投与によって得られ
る治療成績はまだ満足できるものではない。
【０００３】
　抗体がADCC, ADCP, CDCを発現するためには、抗体のFc領域と、NK細胞やマクロファー
ジ等のエフェクター細胞に存在する抗体レセプター（FcγR）および各種補体成分が結合
することが必須である。ヒトでは、FcγRのタンパク質ファミリーとして、FcγRIa、Fcγ
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RIIa、FcγRIIb、FcγRIIIa、FcγRIIIbのアイソフォームが報告されており、それぞれの
アロタイプも報告されている（非特許文献５）。これらのアイソフォームのうち、FcγRI
a、FcγRIIa、FcγRIIIaは細胞内ドメインにITAM (Immunoreceptor Tyrosine-based Acti
vation Motif) と呼ばれるドメインを持ち、活性化シグナルを伝達する。一方で、FcγRI
Ibのみが細胞内ドメインにITIM (Immunoreceptor Tyrosine-based Inhibitory Motif) と
呼ばれるドメインを持ち、抑制シグナルを伝達する。いずれのFcγRも、免疫複合体など
によってクロスリンクされることで、シグナルを伝達することが知られている（非特許文
献６）。実際に、抗体ががん細胞にエフェクター機能を発揮するときは、がん細胞膜上に
複数個結合している抗体のFc領域でエフェクター細胞膜上のFcγRがクラスターとなり、
エフェクター細胞で活性化シグナルが伝達される。その結果、殺細胞効果が発揮されるが
、このときFcγRのクロスリンクはがん細胞近傍に存在するエフェクター細胞に限られる
ことから、免疫の活性化はがん細胞局所でのみ起こることが示されている。（非特許文献
７）
【０００４】
　天然型の免疫グロブリンは、可変領域で抗原と結合し、定常領域でFcγR、FcRn、FcαR
、FcεRといったレセプターや補体と結合する。IgGのFc領域で相互作用する結合分子のひ
とつであるFcRnは、抗体の重鎖それぞれに１分子ずつ結合するため、IgG型の抗体１分子
に対して２分子のFcRnが結合することが報告されている。しかし、FcRn等とは異なり、Fc
γRは抗体のヒンジ領域およびCH2ドメインで相互作用し、IgG型の抗体1分子に対して1分
子のみ結合する（非特許文献８）。また、通常の天然型のIgG型の抗体は、その可変領域
（Fab）により１つエピトープを認識して結合することから、１つの抗原にしか結合する
ことが出来ない。一方で、がんや炎症においては多種類のタンパク質が関与することが知
られており、タンパク質同士がクロストークしていることがある。たとえば免疫疾患では
、いくつかの炎症性サイトカイン（TNF, IL1やIL6）が関与していることが知られている
（非特許文献９）。またがんにおいて薬剤耐性を獲得するメカニズムのひとつとして、他
のレセプターが活性化することが知られている（非特許文献１０）。このような場合、1
つのエピトープを認識する通常の抗体では、複数のタンパク質を阻害することが出来ない
。
【０００５】
　複数のターゲットを阻害する分子として、1分子で2種類以上の抗原と結合する抗体（Bi
specific抗体、二重特異性抗体）が研究されている。天然型のIgG型の抗体を改良するこ
とにより、異なる２つの抗原(第１の抗原と第２の抗原)への結合活性を付与することが可
能である（非特許文献１１）。そのため、2種類以上の抗原を1つの分子で中和する作用だ
けでなく、細胞傷害活性をもつ細胞とがん細胞をクロスリンクすることで抗腫瘍活性を高
める作用がある。これまでにBispecific抗体の分子形として、抗体のN末端やC末端に抗原
結合部位を付加した分子（DVD-IgやscFv-IgG）や抗体の2つのFab領域が異なる配列を有す
る分子（共通L鎖Bispecific抗体およびハイブリッドハイブリドーマ）、ひとつのFab領域
が2つの抗原を認識する分子（Two-in-one IgG）、CH3領域のループ部位を新たな抗原結合
部位とした分子（Fcab）が報告されている（非特許文献１２および非特許文献１３）。い
ずれのBispecific抗体もFc領域でFcγRと相互作用することから、抗体のエフェクター機
能は保存されている。したがって、Bispecific抗体が認識するいずれの抗原に対しても、
FcγRと同時に結合し、抗原を発現している細胞に対してADCC活性を示す。
【０００６】
　Bispecific抗体が認識する抗原がいずれもがんに特異的に発現している抗原であれば、
いずれの抗原に結合してもがん細胞に対して細胞傷害活性を示すため、一つの抗原を認識
する通常の抗体医薬品よりも効率的な抗腫瘍効果が期待できる。しかし、Bispecific抗体
が認識する抗原のうちいずれか一つの抗原でも正常組織に発現している場合や免疫細胞に
発現する細胞である場合、FcγRとのクロスリンクによって正常組織の傷害やサイトカイ
ンの放出が起こる（非特許文献１４）。その結果、強い副作用を誘導してしまう。
【０００７】
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　Bispecific抗体の一つとして、T細胞をエフェクター細胞として動員する細胞傷害をそ
の抗腫瘍効果のメカニズムとする抗体であるT細胞リダイレクティング抗体（T cell-redi
recting抗体）が1980年代から知られている（非特許文献１５、１６、１７）。NK細胞や
マクロファージをエフェクター細胞として動員するADCCをその抗腫瘍効果のメカニズムと
する抗体とは異なり、T細胞リダイレクティング抗体は、T細胞上のT細胞レセプター（TCR
）複合体の構成サブユニットのいずれかに対する抗体、特にCD3 epsilon鎖に結合する抗
体と、標的である癌細胞上の抗原に結合する抗体を含むbi-specific抗体である。T細胞リ
ダイレクティング抗体がCD3 epsilon鎖と癌抗原に同時に結合することにより、T細胞が癌
細胞に接近する。その結果、T細胞の持つ細胞傷害作用により癌細胞に対する抗腫瘍効果
が発揮されると考えられている。
【０００８】
　T細胞リダイレクティング抗体の一つとして知られているCatumaxomabは、2つのFabでそ
れぞれ癌抗原（EpCAM）とT細胞に発現しているCD3ε鎖に結合する。Catumaxomabは癌抗原
とCD3εが同時に結合することによって、T細胞による細胞傷害活性を誘導し、がん抗原と
FcγRが同時に結合することによってNK細胞やマクロファージ等の抗原提示細胞による細
胞傷害活性を誘導する。2つの細胞傷害活性を利用することによりCatumaxomabは腹腔内投
与によって悪性腹水症で高い治療効果が示されており、欧州で承認されている（非特許文
献１８）。さらにCatumaxomab投与によって癌細胞に対して反応する抗体が出現した例が
報告され、獲得免疫が誘導されることが明らかになった（非特許文献１９）。この結果か
らT細胞による細胞傷害活性と共に、FcγRを介したNK細胞やマクロファージなどの細胞に
よる作用の両者を持つ抗体（特にtrifunctional抗体と呼ぶ）は強い抗腫瘍効果と獲得免
疫誘導が期待できるため注目されている。
【０００９】
　しかし、trifunctional抗体はがん抗原が存在しない場合でも、CD3εとFcγRが同時に
結合するため、がん細胞が存在しない環境でもCD3εを発現しているT細胞とFcγRを発現
している細胞がクロスリンクされ、各種サイトカインが大量に産生される。このようなが
ん抗原非依存的な各種サイトカインの産生誘導により、trifunctional抗体の投与は現状
、腹腔内に限定されており（非特許文献２０）、重篤なサイトカインストーム様の副作用
により全身投与は極めて困難である。実際、非小細胞肺癌患者に対するcatumaxomabの全
身投与による第一相臨床試験においては、5μg/bodyという極めて低い用量が最大許容投
与量であり、それ以上の用量の投与により様々な重篤な副作用が起こることが報告されて
いる（非特許文献２１）。
　このように、従来技術のBispecific抗体では、一つ目の抗原であるがん抗原(EpCAM)と
二つ目の抗原であるCD3εの両方の抗原がFcγRと同時に結合し得るため、FcγRと２つ目
の抗原のCD3εの同時結合によるこのような副作用を回避することは分子構造的に不可能
である。
【００１０】
　一方、BiTE（bispecific T-cell engager）はcatumaxomabとは異なりFcγ受容体に対す
る結合部位を持たないため、癌抗原非依存的にT細胞とNK細胞やマクロファージなどに発
現する受容体が架橋されることはない。そのため、catumaxomabが投与された場合に観察
された癌抗原非依存的なサイトカインの誘導は起こらないことが示されている。しかしな
がら、BiTEはFc領域を欠く低分子量型の改変抗体分子であるために、治療用抗体として通
常用いられるIgG型の抗体に比較して、患者に投与されたBiTEの血中半減期は著しく短い
という問題点が存在する。実際、生体に投与されたBiTEの血中半減期は数時間程度である
ことが示されており（非特許文献２２，２３）、blinatumomabの臨床試験においてはミニ
ポンプを用いた持続静脈内投与によりblinatumomabの投与が行なわれている。こうした投
与は患者にとって著しく利便性の悪い投与法であるばかりでなく、機器の故障などによる
医療事故のリスクも潜在し、望ましい治療法であるとはいえない。
【００１１】
　近年、FcγRに対する結合活性を低減させたFc領域を用いることで、BiTEが持つ強い抗
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腫瘍活性と、癌抗原非依存的にサイトカインストームなどを誘導しないという安全性上の
優れた性質が維持され、かつ長い血中半減期を持つ新たなポリペプチド会合体が提供され
ている(特許文献１)。
　一方、従来技術の二重特異性抗体を発現させる場合、2種類のH鎖と2種類のL鎖を発現さ
せるため、その組合せとしては10種類の組合せが考えられる。そのうち目的の結合特異性
を有する組合せは1種類である。そのため、目的の二重特異性抗体を取得するためには、1
0種類の抗体から1種類の目的の抗体を精製する必要があり、極めて効率が悪く、また困難
である。
　この問題を解決する方法として、IgGのH鎖のCH3領域にアミノ酸置換を施すことにより
、異種のH鎖の組合せ、例えば、抗原Aに対するH鎖と抗原Bに対するH鎖を優先的に分泌さ
せる方法が報告されている(特許文献2、3、4、5、6、7及び非特許文献24、25)。これらに
は、"knob；突起"と"hole；空隙"という物理的な障害を利用した方法や、電荷的な反発を
利用した方法が報告されている。
　さらに効率よく目的分子を得るために、アミノ酸配列が同一であるにもかかわらず、２
つの異なる抗原に結合することが可能なL鎖を用いる方法が報告されている(特許文献8、9
)。しかしながら、共通L鎖を用いることによって、抗原に対するaffinityが大きく低下す
る可能性があり、抗原へのaffinityが維持された共通L鎖を見出すことは困難である。
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【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１４】
　本発明は上記の情況に鑑みてなされたものであり、T細胞を標的癌細胞に近接せしめT細
胞によるグリピカン3発現細胞を含む標的癌組織に対する細胞傷害活性を通じて癌を治療
することが可能であり、かつ、産生効率の高い分子型である多重特異性抗原結合分子、当
該抗原結合分子の製造方法、および当該抗原結合分子を有効成分として含む医薬組成物を
提供することを目的とする。
【課題を解決するための手段】
【００１５】
　本発明者らは、グリピカン3に結合する抗体可変領域を含むドメインと、T細胞受容体複
合体に結合する抗体可変領域を含むドメインに、両抗原に対する親和性を向上させること
が可能な共通L鎖を見出し、これにより産生効率の高い分子型としつつ、更に、BiTE等のT
細胞リダイレクティング抗体が持つ強い抗腫瘍活性と、癌抗原非依存的にサイトカインス
トームなどを誘導しないという安全性上の優れた性質が維持され、かつ長い血中半減期を
持つ新たな多重特異性抗原結合分子を見出した。さらに、共通L鎖を有する多重特異性抗
原結合分子がグリピカン3発現癌細胞を標的として細胞傷害をもたらすことを見出した。
本発明者らは、かかる発見に基づいて、本発明に係る多重特異性抗原結合分子がグリピカ
ン3発現癌細胞を含む癌組織を傷害することを明らかにした。
【００１６】
　すなわち、本発明は以下を提供するものである。
〔１〕下記のドメイン；
（１）グリピカン３結合活性を有する抗体可変領域を含むドメイン、
（２）T細胞受容体複合体結合活性を有する抗体可変領域を含むドメイン、及び、
（３）Fcγ受容体に対する結合活性が低下しているFc領域を含むドメイン、
を含み、（１）の可変領域と（２）の可変領域に含まれるL鎖可変領域が共通のアミノ酸
配列である多重特異性抗原結合分子であって、細胞傷害活性が、グリピカン３結合ドメイ
ンが配列番号４７及び４８からなり、T細胞受容体複合体結合ドメインが配列番号４９お
よび５０からなる二重特異性抗体(GPC3_ERY22_rCE115)と比較して、同等又はそれ以上で
ある、多重特異性抗原結合分子。
〔２〕細胞傷害活性がT細胞依存的細胞傷害活性である、〔１〕に記載の多重特異性抗原
結合分子。
〔３〕T細胞受容体複合体結合活性がT細胞受容体に対する結合活性である、〔１〕又は〔
２〕に記載の多重特異性抗原結合分子。
〔４〕T細胞受容体複合体結合活性がCD3ε鎖に対する結合活性である、〔１〕から〔３〕
のいずれかに記載の多重特異性抗原結合分子。
〔５〕〔１〕の(１）に記載の抗体可変領域が、下記(a1)～(a5)から選ばれるいずれかのH
鎖CDR1、CDR2及びCDR3の組合せを含む抗体可変領域、又は、これと機能的に同等の抗体可
変領域である、〔１〕から〔４〕のいずれかに記載の多重特異性抗原結合分子。
(a1) CDR1、CDR2及びCDR3が、配列番号：４０に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3領域のアミ
ノ酸配列と同一である
(a2) CDR1、CDR2及びCDR3が、配列番号：１９７に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3領域のア
ミノ酸配列と同一である
(a3) CDR1、CDR2及びCDR3が、配列番号：２０６に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3領域のア
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ミノ酸配列と同一である
(a4) CDR1、CDR2及びCDR3が、配列番号：２１１に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3領域のア
ミノ酸配列と同一である
(a5) CDR1、CDR2及びCDR3が、配列番号：２１５に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3領域のア
ミノ酸配列と同一である
〔６〕〔１〕の(２）に記載の抗体可変領域が、下記(b1)～(b15)から選ばれるいずれかの
H鎖CDR1、CDR2及びCDR3のアミノ酸配列の組合せを含む抗体可変領域、又は、これと機能
的に同等の抗体可変領域である、〔１〕から〔４〕のいずれかに記載の多重特異性抗原結
合分子。
(b1) CDR1、CDR2及びCDR3が、配列番号：５２に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3領域のアミ
ノ酸配列と同一である
(b2) CDR1、CDR2及びCDR3が、配列番号：１０３に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3領域のア
ミノ酸配列と同一である
(b3) CDR1、CDR2及びCDR3が、配列番号：１２２に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3領域のア
ミノ酸配列と同一である
(b4) CDR1、CDR2及びCDR3が、配列番号：１２８に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3領域のア
ミノ酸配列と同一である
(b5) CDR1、CDR2及びCDR3が、配列番号：１２９に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3領域のア
ミノ酸配列と同一である
(b6) CDR1、CDR2及びCDR3が、配列番号：１３２に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3領域のア
ミノ酸配列と同一である
(b7) CDR1、CDR2及びCDR3が、配列番号：１４２に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3領域のア
ミノ酸配列と同一である
(b8) CDR1、CDR2及びCDR3が、配列番号：１４４に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3領域のア
ミノ酸配列と同一である
(b9) CDR1、CDR2及びCDR3が、配列番号：１６４に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3領域のア
ミノ酸配列と同一である
(b10) CDR1、CDR2及びCDR3が、配列番号：１６８に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3領域のア
ミノ酸配列と同一である
(b11) CDR1、CDR2及びCDR3が、配列番号：４２１に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3領域のア
ミノ酸配列と同一である
(b12) CDR1、CDR2及びCDR3が、配列番号：４２４に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3領域のア
ミノ酸配列と同一である
(b13) CDR1、CDR2及びCDR3が、配列番号：４２６に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3領域のア
ミノ酸配列と同一である
(b14) CDR1、CDR2及びCDR3が、配列番号：４２９に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3領域のア
ミノ酸配列と同一である
(b15) CDR1、CDR2及びCDR3が、配列番号：４３０に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3領域のア
ミノ酸配列と同一である
〔７〕〔１〕の(１）及び（２）に記載の抗体可変領域が、下記(c1)～(c19)から選ばれる
いずれかのH鎖 CDR1、CDR2及びCDR3の組合せを含む抗体可変領域、又は、これと機能的に
同等の抗体可変領域である、〔１〕から〔４〕のいずれかに記載の多重特異性抗原結合分
子。
(c1) 〔１〕の(1)に記載の抗体可変領域に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3が、配列番号：４
０に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3領域のアミノ酸配列と同一であり、〔１〕の(2)に記載
の抗体可変領域に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3が、配列番号：５２に含まれるCDR1、CDR2
及びCDR3領域のアミノ酸配列と同一である、
(c2) 〔１〕の(1)に記載の抗体可変領域に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3が、配列番号：４
０に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3領域のアミノ酸配列と同一であり、〔１〕の(2)に記載
の抗体可変領域に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3が、配列番号：４２１に含まれるCDR1、CD
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R2及びCDR3領域のアミノ酸配列と同一である、
(c3) 〔１〕の(1)に記載の抗体可変領域に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3が、配列番号：４
０に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3領域のアミノ酸配列と同一であり、〔１〕の(2)に記載
の抗体可変領域に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3が、配列番号：４２６に含まれるCDR1、CD
R2及びCDR3領域のアミノ酸配列と同一である、
(c4) 〔１〕の(1)に記載の抗体可変領域に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3が、配列番号：４
０に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3領域のアミノ酸配列と同一であり、〔１〕の(2)に記載
の抗体可変領域に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3が、配列番号：４２９に含まれるCDR1、CD
R2及びCDR3領域のアミノ酸配列と同一である、
(c5) 〔１〕の(1)に記載の抗体可変領域に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3が、配列番号：４
０に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3領域のアミノ酸配列と同一であり、〔１〕の(2)に記載
の抗体可変領域に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3が、配列番号：４３０に含まれるCDR1、CD
R2及びCDR3領域のアミノ酸配列と同一である、
(c6) 〔１〕の(1)に記載の抗体可変領域に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3が、配列番号：１
９７に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3領域のアミノ酸配列と同一であり、〔１〕の(2)に記
載の抗体可変領域に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3が、配列番号：１２８に含まれるCDR1、
CDR2及びCDR3領域のアミノ酸配列と同一である、
(c7) 〔１〕の(1)に記載の抗体可変領域に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3が、配列番号：２
０６に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3領域のアミノ酸配列と同一であり、〔１〕の(2)に記
載の抗体可変領域に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3が、配列番号：１４２に含まれるCDR1、
CDR2及びCDR3領域のアミノ酸配列と同一である、
(c8) 〔１〕の(1)に記載の抗体可変領域に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3が、配列番号：２
０６に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3領域のアミノ酸配列と同一であり、〔１〕の(2)に記
載の抗体可変領域に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3が、配列番号：１４４に含まれるCDR1、
CDR2及びCDR3領域のアミノ酸配列と同一である、
(c9) 〔１〕の(1)に記載の抗体可変領域に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3が、配列番号：２
０６に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3領域のアミノ酸配列と同一であり、〔１〕の(2)に記
載の抗体可変領域に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3が、配列番号：１６４に含まれるCDR1、
CDR2及びCDR3領域のアミノ酸配列と同一である、
(c10) 〔１〕の(1)に記載の抗体可変領域に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3が、配列番号：
２０６に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3領域のアミノ酸配列と同一であり、〔１〕の(2)に
記載の抗体可変領域に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3が、配列番号：１６８に含まれるCDR1
、CDR2及びCDR3領域のアミノ酸配列と同一である、
(c11) 〔１〕の(1)に記載の抗体可変領域に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3が、配列番号：
２１１に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3領域のアミノ酸配列と同一であり、〔１〕の(2)に
記載の抗体可変領域に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3が、配列番号：１４２に含まれるCDR1
、CDR2及びCDR3領域のアミノ酸配列と同一である、
(c12) 〔１〕の(1)に記載の抗体可変領域に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3が、配列番号：
２１１に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3領域のアミノ酸配列と同一であり、〔１〕の(2)に
記載の抗体可変領域に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3が、配列番号：１４４に含まれるCDR1
、CDR2及びCDR3領域のアミノ酸配列と同一である、
(c13) 〔１〕の(1)に記載の抗体可変領域に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3が、配列番号：
２１１に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3領域のアミノ酸配列と同一であり、〔１〕の(2)に
記載の抗体可変領域に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3が、配列番号：１６４に含まれるCDR1
、CDR2及びCDR3領域のアミノ酸配列と同一である、
(c14) 〔１〕の(1)に記載の抗体可変領域に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3が、配列番号：
２１１に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3領域のアミノ酸配列と同一であり、〔１〕の(2)に
記載の抗体可変領域に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3が、配列番号：１６８に含まれるCDR1
、CDR2及びCDR3領域のアミノ酸配列と同一である、
(c15) 〔１〕の(1)に記載の抗体可変領域に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3が、配列番号：
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２１５に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3領域のアミノ酸配列と同一であり、〔１〕の(2)に
記載の抗体可変領域に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3が、配列番号：１０３に含まれるCDR1
、CDR2及びCDR3領域のアミノ酸配列と同一である、
(c16) 〔１〕の(1)に記載の抗体可変領域に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3が、配列番号：
２１５に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3領域のアミノ酸配列と同一であり、〔１〕の(2)に
記載の抗体可変領域に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3が、配列番号：１２２に含まれるCDR1
、CDR2及びCDR3領域のアミノ酸配列と同一である、
(c17) 〔１〕の(1)に記載の抗体可変領域に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3が、配列番号：
２１５に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3領域のアミノ酸配列と同一であり、〔１〕の(2)に
記載の抗体可変領域に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3が、配列番号：１２９に含まれるCDR1
、CDR2及びCDR3領域のアミノ酸配列と同一である、
(c18) 〔１〕の(1)に記載の抗体可変領域に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3が、配列番号：
２１５に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3領域のアミノ酸配列と同一であり、〔１〕の(2)に
記載の抗体可変領域に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3が、配列番号：１３２に含まれるCDR1
、CDR2及びCDR3領域のアミノ酸配列と同一である、
(c19) 〔１〕の(1)に記載の抗体可変領域に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3が、配列番号：
２１５に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3領域のアミノ酸配列と同一であり、〔１〕の(2)に
記載の抗体可変領域に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3が、配列番号：４２４に含まれるCDR1
、CDR2及びCDR3領域のアミノ酸配列と同一である
〔８〕CDR1、CDR2及びCDR3が、Kabatナンバリングに基づくCDR１、CDR2及びCDR3領域であ
る、〔５〕から〔７〕のいずれかに記載の多重特異性抗原結合分子。
〔９〕〔１〕の(１）に記載の抗体可変領域が、下記(a1)～(a5)から選ばれるいずれかのH
鎖可変領域を含む抗体可変領域、又は、これと機能的に同等の抗体可変領域である、〔１
〕から〔４〕のいずれかに記載の多重特異性抗原結合分子。
(a1) H鎖可変領域が、配列番号：４０に記載のアミノ酸配列である
(a2) H鎖可変領域が、配列番号：１９７に記載のアミノ酸配列である
(a3) H鎖可変領域が、配列番号：２０６に記載のアミノ酸配列である
(a4) H鎖可変領域が、配列番号：２１１に記載のアミノ酸配列である
(a5) H鎖可変領域が、配列番号：２１５に記載のアミノ酸配列である
〔１０〕〔１〕の(２）に記載の抗体可変領域が、下記(b1)～(b15)から選ばれるいずれか
のH鎖可変領域を含む抗体可変領域、又は、これと機能的に同等の抗体可変領域である、
〔１〕から〔４〕のいずれかに記載の多重特異性抗原結合分子。
(b1) H鎖可変領域が、配列番号：５２に記載のアミノ酸配列である
(b2) H鎖可変領域が、配列番号：１０３に記載のアミノ酸配列である
(b3) H鎖可変領域が、配列番号：１２２に記載のアミノ酸配列である
(b4) H鎖可変領域が、配列番号：１２８に記載のアミノ酸配列である
(b5) H鎖可変領域が、配列番号：１２９に記載のアミノ酸配列である
(b6) H鎖可変領域が、配列番号：１３２に記載のアミノ酸配列である
(b7) H鎖可変領域が、配列番号：１４２に記載のアミノ酸配列である
(b8) H鎖可変領域が、配列番号：１４４に記載のアミノ酸配列である
(b9) H鎖可変領域が、配列番号：１６４に記載のアミノ酸配列である
(b10) H鎖可変領域が、配列番号：１６８に記載のアミノ酸配列である
(b11) H鎖可変領域が、配列番号：４２１に記載のアミノ酸配列である
(b12) H鎖可変領域が、配列番号：４２４に記載のアミノ酸配列である
(b13) H鎖可変領域が、配列番号：４２６に記載のアミノ酸配列である
(b14) H鎖可変領域が、配列番号：４２９に記載のアミノ酸配列である
(b15) H鎖可変領域が、配列番号：４３０に記載のアミノ酸配列である
〔１１〕〔１〕の(１）及び（２）に記載の抗体可変領域が、下記(c1)～(c19)から選らば
れるいずれかのH鎖可変領域の組合せを含む抗体可変領域、又は、これと機能的に同等の
抗体可変領域である、〔１〕から〔４〕のいずれかに記載の多重特異性抗原結合分子。
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(c1) 〔１〕の(1)に記載の抗体可変領域に含まれるH鎖可変領域が、配列番号：４０に記
載のアミノ酸配列であり、〔１〕の(2)に記載の抗体可変領域に含まれるH鎖可変領域が、
配列番号：５２に記載のアミノ酸配列である、
(c2) 〔１〕の(1)に記載の抗体可変領域に含まれるH鎖可変領域が、配列番号：４０に記
載のアミノ酸配列であり、〔１〕の(2)に記載の抗体可変領域に含まれるH鎖可変領域が、
配列番号：４２１に記載のアミノ酸配列である、
(c3) 〔１〕の(1)に記載の抗体可変領域に含まれるH鎖可変領域が、配列番号：４０に記
載のアミノ酸配列であり、〔１〕の(2)に記載の抗体可変領域に含まれるH鎖可変領域が、
配列番号：４２６に記載のアミノ酸配列である、
(c4) 〔１〕の(1)に記載の抗体可変領域に含まれるH鎖可変領域が、配列番号：４０に記
載のアミノ酸配列であり、〔１〕の(2)に記載の抗体可変領域に含まれるH鎖可変領域が、
配列番号：４２９に記載のアミノ酸配列である、
(c5) 〔１〕の(1)に記載の抗体可変領域に含まれるH鎖可変領域が、配列番号：４０に記
載のアミノ酸配列であり、〔１〕の(2)に記載の抗体可変領域に含まれるH鎖可変領域が、
配列番号：４３０に記載のアミノ酸配列である、
(c6) 〔１〕の(1)に記載の抗体可変領域に含まれるH鎖可変領域が、配列番号：１９７に
記載のアミノ酸配列であり、〔１〕の(2)に記載の抗体可変領域に含まれるH鎖可変領域が
、配列番号：１２８に記載のアミノ酸配列である、
(c7) 〔１〕の(1)に記載の抗体可変領域に含まれるH鎖可変領域が、配列番号：２０６に
記載のアミノ酸配列であり、〔１〕の(2)に記載の抗体可変領域に含まれるH鎖可変領域が
、配列番号：１４２に記載のアミノ酸配列である、
(c8) 〔１〕の(1)に記載の抗体可変領域に含まれるH鎖可変領域が、配列番号：２０６に
記載のアミノ酸配列であり、〔１〕の(2)に記載の抗体可変領域に含まれるH鎖可変領域が
、配列番号：１４４に記載のアミノ酸配列である、
(c9) 〔１〕の(1)に記載の抗体可変領域に含まれるH鎖可変領域が、配列番号：２０６に
記載のアミノ酸配列であり、〔１〕の(2)に記載の抗体可変領域に含まれるH鎖可変領域が
、配列番号：１６４に記載のアミノ酸配列である、
(c10) 〔１〕の(1)に記載の抗体可変領域に含まれるH鎖可変領域が、配列番号：２０６に
記載のアミノ酸配列であり、〔１〕の(2)に記載の抗体可変領域に含まれるH鎖可変領域が
、配列番号：１６８に記載のアミノ酸配列である、
(c11) 〔１〕の(1)に記載の抗体可変領域に含まれるH鎖可変領域が、配列番号：２１１に
記載のアミノ酸配列であり、〔１〕の(2)に記載の抗体可変領域に含まれるH鎖可変領域が
、配列番号：１４２に記載のアミノ酸配列である、
(c12) 〔１〕の(1)に記載の抗体可変領域に含まれるH鎖可変領域が、配列番号：２１１に
記載のアミノ酸配列であり、〔１〕の(2)に記載の抗体可変領域に含まれるH鎖可変領域が
、配列番号：１４４に記載のアミノ酸配列である、
(c13) 〔１〕の(1)に記載の抗体可変領域に含まれるH鎖可変領域が、配列番号：２１１に
記載のアミノ酸配列であり、〔１〕の(2)に記載の抗体可変領域に含まれるH鎖可変領域が
、配列番号：１６４に記載のアミノ酸配列である、
(c14) 〔１〕の(1)に記載の抗体可変領域に含まれるH鎖可変領域が、配列番号：２１１に
記載のアミノ酸配列であり、〔１〕の(2)に記載の抗体可変領域に含まれるH鎖可変領域が
、配列番号：１６８に記載のアミノ酸配列である、
(c15) 〔１〕の(1)に記載の抗体可変領域に含まれるH鎖可変領域が、配列番号：２１５に
記載のアミノ酸配列であり、〔１〕の(2)に記載の抗体可変領域に含まれるH鎖可変領域が
、配列番号：１０３に記載のアミノ酸配列である、
(c16) 〔１〕の(1)に記載の抗体可変領域に含まれるH鎖可変領域が、配列番号：２１５に
記載のアミノ酸配列であり、〔１〕の(2)に記載の抗体可変領域に含まれるH鎖可変領域が
、配列番号：１２２に記載のアミノ酸配列である、
(c17) 〔１〕の(1)に記載の抗体可変領域に含まれるH鎖可変領域が、配列番号：２１５に
記載のアミノ酸配列であり、〔１〕の(2)に記載の抗体可変領域に含まれるH鎖可変領域が
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、配列番号：１２９に記載のアミノ酸配列である、
(c18) 〔１〕の(1)に記載の抗体可変領域に含まれるH鎖可変領域が、配列番号：２１５に
記載のアミノ酸配列であり、〔１〕の(2)に記載の抗体可変領域に含まれるH鎖可変領域が
、配列番号：１３２に記載のアミノ酸配列である、
(c19) 〔１〕の(1)に記載の抗体可変領域に含まれるH鎖可変領域が、配列番号：２１５に
記載のアミノ酸配列であり、〔１〕の(2)に記載の抗体可変領域に含まれるH鎖可変領域が
、配列番号：４２４に記載のアミノ酸配列である
〔１２〕〔１〕に記載の共通Ｌ鎖が、下記(d1)～(d11)から選ばれるいずれかのCDR1、CDR
2及びCDR3の組合せを含む共通L鎖、又は、これと機能的に同等の共通L鎖である、〔１〕
から〔１１〕のいずれかに記載の多重特異性抗原結合分子。
(d1) CDR1、CDR2及びCDR3が、配列番号：５３に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3領域のアミ
ノ酸配列と同一である
(d2) CDR1、CDR2及びCDR3が、配列番号：２２３に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3領域のア
ミノ酸配列と同一である
(d3) CDR1、CDR2及びCDR3が、配列番号：２９９に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3領域のア
ミノ酸配列と同一である
(d4) CDR1、CDR2及びCDR3が、配列番号：３０１に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3領域のア
ミノ酸配列と同一である
(d5) CDR1、CDR2及びCDR3が、配列番号：３０２に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3領域のア
ミノ酸配列と同一である
(d6) CDR1、CDR2及びCDR3が、配列番号：３０４に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3領域のア
ミノ酸配列と同一である
(d7) CDR1、CDR2及びCDR3が、配列番号：３０６に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3領域のア
ミノ酸配列と同一である
(d8) CDR1、CDR2及びCDR3が、配列番号：３０７に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3領域のア
ミノ酸配列と同一である
(d9) CDR1、CDR2及びCDR3が、配列番号：３０９に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3領域のア
ミノ酸配列と同一である
(d10) CDR1、CDR2及びCDR3が、配列番号：３１０に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3領域のア
ミノ酸配列と同一である
(d11) CDR1、CDR2及びCDR3が、配列番号：３１９に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3領域のア
ミノ酸配列と同一である
〔１３〕〔１〕に記載のL鎖可変領域が、下記(d1)～(d11)から選ばれるいずれかのL鎖ア
ミノ酸配列の可変領域である、〔１〕から〔１１〕のいずれかに記載の多重特異性抗原結
合分子。
(d1) 配列番号：５３に記載のアミノ酸配列からなるL鎖
(d2) 配列番号：２２３に記載のアミノ酸配列からなるL鎖
(d3) 配列番号：２９９に記載のアミノ酸配列からなるL鎖
(d4) 配列番号：３０１に記載のアミノ酸配列からなるL鎖
(d5) 配列番号：３０２に記載のアミノ酸配列からなるL鎖
(d6) 配列番号：３０４に記載のアミノ酸配列からなるL鎖
(d7) 配列番号：３０６に記載のアミノ酸配列からなるL鎖
(d8) 配列番号：３０７に記載のアミノ酸配列からなるL鎖
(d9) 配列番号：３０９に記載のアミノ酸配列からなるL鎖
(d10) 配列番号：３１０に記載のアミノ酸配列からなるL鎖
(d11) 配列番号：３１９に記載のアミノ酸配列からなるL鎖
〔１４〕〔１〕の(１）及び（２）に記載の抗体可変領域、並びに、共通L鎖可変領域が、
下記(e1)～(e25)から選ばれるいずれかのH鎖 CDR1、CDR2及びCDR3、並びに、L鎖CDR1、CD
R2及びCDR3の組合せを含む抗体可変領域、又は、これと機能的に同等の抗体可変領域であ
る、〔１〕から〔４〕のいずれかに記載の多重特異性抗原結合分子。



(12) JP 5941230 B1 2016.6.29

10

20

30

40

50

(e1) 〔１〕の(1)に記載の抗体可変領域に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3が、配列番号：１
９７に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3領域のアミノ酸配列と同一であり、〔１〕の(2)に記
載の抗体可変領域に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3が、配列番号：１２８に含まれるCDR1、
CDR2及びCDR3領域のアミノ酸配列と同一であり、共通L鎖の抗体可変領域に含まれるCDR1
、CDR2及びCDR3が、配列番号：５３に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3領域のアミノ酸配列と
同一である、
(e2) 〔１〕の(1)に記載の抗体可変領域に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3が、配列番号：１
９７に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3領域のアミノ酸配列と同一であり、〔１〕の(2)に記
載の抗体可変領域に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3が、配列番号：１２８に含まれるCDR1、
CDR2及びCDR3領域のアミノ酸配列と同一であり、共通L鎖の抗体可変領域に含まれるCDR1
、CDR2及びCDR3が、配列番号：２９９に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3領域のアミノ酸配列
と同一である、
(e3) 〔１〕の(1)に記載の抗体可変領域に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3が、配列番号：１
９７に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3領域のアミノ酸配列と同一であり、〔１〕の(2)に記
載の抗体可変領域に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3が、配列番号：１２８に含まれるCDR1、
CDR2及びCDR3領域のアミノ酸配列と同一であり、共通L鎖の抗体可変領域に含まれるCDR1
、CDR2及びCDR3が、配列番号：３１０に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3領域のアミノ酸配列
と同一である、
(e4) 〔１〕の(1)に記載の抗体可変領域に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3が、配列番号：１
９７に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3領域のアミノ酸配列と同一であり、〔１〕の(2)に記
載の抗体可変領域に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3が、配列番号：１２８に含まれるCDR1、
CDR2及びCDR3領域のアミノ酸配列と同一であり、共通L鎖の抗体可変領域に含まれるCDR1
、CDR2及びCDR3が、配列番号：３１９に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3領域のアミノ酸配列
と同一である、
(e5) 〔１〕の(1)に記載の抗体可変領域に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3が、配列番号：２
０６に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3領域のアミノ酸配列と同一であり、〔１〕の(2)に記
載の抗体可変領域に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3が、配列番号：１４２に含まれるCDR1、
CDR2及びCDR3領域のアミノ酸配列と同一であり、共通L鎖の抗体可変領域に含まれるCDR1
、CDR2及びCDR3が、配列番号：２２３に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3領域のアミノ酸配列
と同一である、
(e6) 〔１〕の(1)に記載の抗体可変領域に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3が、配列番号：２
０６に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3領域のアミノ酸配列と同一であり、〔１〕の(2)に記
載の抗体可変領域に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3が、配列番号：１４４に含まれるCDR1、
CDR2及びCDR3領域のアミノ酸配列と同一であり、共通L鎖の抗体可変領域に含まれるCDR1
、CDR2及びCDR3が、配列番号：２２３に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3領域のアミノ酸配列
と同一である、
(e7) 〔１〕の(1)に記載の抗体可変領域に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3が、配列番号：２
０６に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3領域のアミノ酸配列と同一であり、〔１〕の(2)に記
載の抗体可変領域に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3が、配列番号：１６４に含まれるCDR1、
CDR2及びCDR3領域のアミノ酸配列と同一であり、共通L鎖の抗体可変領域に含まれるCDR1
、CDR2及びCDR3が、配列番号：２２３に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3領域のアミノ酸配列
と同一である、
(e8) 〔１〕の(1)に記載の抗体可変領域に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3が、配列番号：２
０６に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3領域のアミノ酸配列と同一であり、〔１〕の(2)に記
載の抗体可変領域に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3が、配列番号：１６８に含まれるCDR1、
CDR2及びCDR3領域のアミノ酸配列と同一であり、共通L鎖の抗体可変領域に含まれるCDR1
、CDR2及びCDR3が、配列番号：２２３に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3領域のアミノ酸配列
と同一である、
(e9) 〔１〕の(1)に記載の抗体可変領域に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3が、配列番号：２
１１に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3領域のアミノ酸配列と同一であり、〔１〕の(2)に記
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載の抗体可変領域に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3が、配列番号：１４２に含まれるCDR1、
CDR2及びCDR3領域のアミノ酸配列と同一であり、共通L鎖の抗体可変領域に含まれるCDR1
、CDR2及びCDR3が、配列番号：２２３に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3領域のアミノ酸配列
と同一である、
(e10) 〔１〕の(1)に記載の抗体可変領域に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3が、配列番号：
２１１に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3領域のアミノ酸配列と同一であり、〔１〕の(2)に
記載の抗体可変領域に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3が、配列番号：１４２に含まれるCDR1
、CDR2及びCDR3領域のアミノ酸配列と同一であり、共通L鎖の抗体可変領域に含まれるCDR
1、CDR2及びCDR3が、配列番号：２９９に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3領域のアミノ酸配
列と同一である、
(e11) 〔１〕の(1)に記載の抗体可変領域に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3が、配列番号：
２１１に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3領域のアミノ酸配列と同一であり、〔１〕の(2)に
記載の抗体可変領域に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3が、配列番号：１４４に含まれるCDR1
、CDR2及びCDR3領域のアミノ酸配列と同一であり、共通L鎖の抗体可変領域に含まれるCDR
1、CDR2及びCDR3が、配列番号：２２３に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3領域のアミノ酸配
列と同一である、
(e12) 〔１〕の(1)に記載の抗体可変領域に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3が、配列番号：
２１１に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3領域のアミノ酸配列と同一であり、〔１〕の(2)に
記載の抗体可変領域に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3が、配列番号：１６４に含まれるCDR1
、CDR2及びCDR3領域のアミノ酸配列と同一であり、共通L鎖の抗体可変領域に含まれるCDR
1、CDR2及びCDR3が、配列番号：２２３に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3領域のアミノ酸配
列と同一である、
(e13) 〔１〕の(1)に記載の抗体可変領域に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3が、配列番号：
２１１に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3領域のアミノ酸配列と同一であり、〔１〕の(2)に
記載の抗体可変領域に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3が、配列番号：１６８に含まれるCDR1
、CDR2及びCDR3領域のアミノ酸配列と同一であり、共通L鎖の抗体可変領域に含まれるCDR
1、CDR2及びCDR3が、配列番号：２２３に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3領域のアミノ酸配
列と同一である、
(e14) 〔１〕の(1)に記載の抗体可変領域に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3が、配列番号：
２１５に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3領域のアミノ酸配列と同一であり、〔１〕の(2)に
記載の抗体可変領域に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3が、配列番号：１０３に含まれるCDR1
、CDR2及びCDR3領域のアミノ酸配列と同一であり、共通L鎖の抗体可変領域に含まれるCDR
1、CDR2及びCDR3が、配列番号：５３に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3領域のアミノ酸配列
と同一である、
(e15) 〔１〕の(1)に記載の抗体可変領域に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3が、配列番号：
２１５に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3領域のアミノ酸配列と同一であり、〔１〕の(2)に
記載の抗体可変領域に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3が、配列番号：１０３に含まれるCDR1
、CDR2及びCDR3領域のアミノ酸配列と同一であり、共通L鎖の抗体可変領域に含まれるCDR
1、CDR2及びCDR3が、配列番号：２９９に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3領域のアミノ酸配
列と同一である、
(e16) 〔１〕の(1)に記載の抗体可変領域に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3が、配列番号：
２１５に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3領域のアミノ酸配列と同一であり、〔１〕の(2)に
記載の抗体可変領域に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3が、配列番号：１０３に含まれるCDR1
、CDR2及びCDR3領域のアミノ酸配列と同一であり、共通L鎖の抗体可変領域に含まれるCDR
1、CDR2及びCDR3が、配列番号：３０１に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3領域のアミノ酸配
列と同一である、
(e17) 〔１〕の(1)に記載の抗体可変領域に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3が、配列番号：
２１５に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3領域のアミノ酸配列と同一であり、〔１〕の(2)に
記載の抗体可変領域に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3が、配列番号：１０３に含まれるCDR1
、CDR2及びCDR3領域のアミノ酸配列と同一であり、共通L鎖の抗体可変領域に含まれるCDR
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1、CDR2及びCDR3が、配列番号：３０２に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3領域のアミノ酸配
列と同一である、
(e18) 〔１〕の(1)に記載の抗体可変領域に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3が、配列番号：
２１５に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3領域のアミノ酸配列と同一であり、〔１〕の(2)に
記載の抗体可変領域に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3が、配列番号：１０３に含まれるCDR1
、CDR2及びCDR3領域のアミノ酸配列と同一であり、共通L鎖の抗体可変領域に含まれるCDR
1、CDR2及びCDR3が、配列番号：３０４に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3領域のアミノ酸配
列と同一である、
(e19) 〔１〕の(1)に記載の抗体可変領域に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3が、配列番号：
２１５に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3領域のアミノ酸配列と同一であり、〔１〕の(2)に
記載の抗体可変領域に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3が、配列番号：１０３に含まれるCDR1
、CDR2及びCDR3領域のアミノ酸配列と同一であり、共通L鎖の抗体可変領域に含まれるCDR
1、CDR2及びCDR3が、配列番号：３０６に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3領域のアミノ酸配
列と同一である、
(e20) 〔１〕の(1)に記載の抗体可変領域に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3が、配列番号：
２１５に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3領域のアミノ酸配列と同一であり、〔１〕の(2)に
記載の抗体可変領域に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3が、配列番号：１０３に含まれるCDR1
、CDR2及びCDR3領域のアミノ酸配列と同一であり、共通L鎖の抗体可変領域に含まれるCDR
1、CDR2及びCDR3が、配列番号：３０７に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3領域のアミノ酸配
列と同一である、
(e21) 〔１〕の(1)に記載の抗体可変領域に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3が、配列番号：
２１５に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3領域のアミノ酸配列と同一であり、〔１〕の(2)に
記載の抗体可変領域に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3が、配列番号：１０３に含まれるCDR1
、CDR2及びCDR3領域のアミノ酸配列と同一であり、共通L鎖の抗体可変領域に含まれるCDR
1、CDR2及びCDR3が、配列番号：３０９に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3領域のアミノ酸配
列と同一である、
(e22) 〔１〕の(1)に記載の抗体可変領域に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3が、配列番号：
２１５に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3領域のアミノ酸配列と同一であり、〔１〕の(2)に
記載の抗体可変領域に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3が、配列番号：１２２に含まれるCDR1
、CDR2及びCDR3領域のアミノ酸配列と同一であり、共通L鎖の抗体可変領域に含まれるCDR
1、CDR2及びCDR3が、配列番号：５３に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3領域のアミノ酸配列
と同一である、
(e23) 〔１〕の(1)に記載の抗体可変領域に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3が、配列番号：
２１５に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3領域のアミノ酸配列と同一であり、〔１〕の(2)に
記載の抗体可変領域に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3が、配列番号：１２９に含まれるCDR1
、CDR2及びCDR3領域のアミノ酸配列と同一であり、共通L鎖の抗体可変領域に含まれるCDR
1、CDR2及びCDR3が、配列番号：５３に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3領域のアミノ酸配列
と同一である、
(e24) 〔１〕の(1)に記載の抗体可変領域に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3が、配列番号：
２１５に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3領域のアミノ酸配列と同一であり、〔１〕の(2)に
記載の抗体可変領域に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3が、配列番号：１３２に含まれるCDR1
、CDR2及びCDR3領域のアミノ酸配列と同一であり、共通L鎖の抗体可変領域に含まれるCDR
1、CDR2及びCDR3が、配列番号：５３に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3領域のアミノ酸配列
と同一である、
(e25) 〔１〕の(1)に記載の抗体可変領域に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3が、配列番号：
２１５に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3領域のアミノ酸配列と同一であり、〔１〕の(2)に
記載の抗体可変領域に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3が、配列番号：４２４に含まれるCDR1
、CDR2及びCDR3領域のアミノ酸配列と同一であり、共通L鎖の抗体可変領域に含まれるCDR
1、CDR2及びCDR3が、配列番号：５３に含まれるCDR1、CDR2及びCDR3領域のアミノ酸配列
と同一である
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〔１５〕〔１〕の(１）及び（２）に記載の抗体可変領域、並びに、共通L鎖可変領域が、
下記(f1)～(f26)から選らばれるいずれかの可変領域の組合せを含む抗体可変領域、又は
、これと機能的に同等の抗体可変領域である、〔１〕から〔４〕のいずれかに記載の多重
特異性抗原結合分子。
(f1) 〔１〕の(1)に記載の抗体可変領域に含まれるH鎖可変領域が、配列番号：１９７に
記載のアミノ酸配列と同一であり、〔１〕の(2)に記載の抗体可変領域に含まれるH鎖可変
領域が、配列番号：１２８に記載のアミノ酸配列と同一であり、共通L鎖の抗体可変領域
が、配列番号：５３に含まれる可変領域のアミノ酸配列と同一である、
(f2) 〔１〕の(1)に記載の抗体可変領域に含まれるH鎖可変領域が、配列番号：１９７に
記載のアミノ酸配列と同一であり、〔１〕の(2)に記載の抗体可変領域に含まれるH鎖可変
領域が、配列番号：１２８に記載のアミノ酸配列と同一であり、共通L鎖の抗体可変領域
が、配列番号：２９９に含まれる可変領域のアミノ酸配列と同一である、
(f3) 〔１〕の(1)に記載の抗体可変領域に含まれるH鎖可変領域が、配列番号：１９７に
記載のアミノ酸配列と同一であり、〔１〕の(2)に記載の抗体可変領域に含まれるH鎖可変
領域が、配列番号：１２８に記載のアミノ酸配列と同一であり、共通L鎖の抗体可変領域
が、配列番号：３１０に含まれる可変領域のアミノ酸配列と同一である、
(f4) 〔１〕の(1)に記載の抗体可変領域に含まれるH鎖可変領域が、配列番号：１９７に
記載のアミノ酸配列と同一であり、〔１〕の(2)に記載の抗体可変領域に含まれるH鎖可変
領域が、配列番号：１２８に記載のアミノ酸配列と同一であり、共通L鎖の抗体可変領域
が、配列番号：３１９に含まれる可変領域のアミノ酸配列と同一である、
(f5) 〔１〕の(1)に記載の抗体可変領域に含まれるH鎖可変領域が、配列番号：２０６に
記載のアミノ酸配列と同一であり、〔１〕の(2)に記載の抗体可変領域に含まれるH鎖可変
領域が、配列番号：１４２に記載のアミノ酸配列と同一であり、共通L鎖の抗体可変領域
が、配列番号：２２３に含まれる可変領域のアミノ酸配列と同一である、
(f6) 〔１〕の(1)に記載の抗体可変領域に含まれるH鎖可変領域が、配列番号：２０６に
記載のアミノ酸配列と同一であり、〔１〕の(2)に記載の抗体可変領域に含まれるH鎖可変
領域が、配列番号：１４４に記載のアミノ酸配列と同一であり、共通L鎖の抗体可変領域
が、配列番号：２２３に含まれる可変領域のアミノ酸配列と同一である、
(f7) 〔１〕の(1)に記載の抗体可変領域に含まれるH鎖可変領域が、配列番号：２０６に
記載のアミノ酸配列と同一であり、〔１〕の(2)に記載の抗体可変領域に含まれるH鎖可変
領域が、配列番号：１６４に記載のアミノ酸配列と同一であり、共通L鎖の抗体可変領域
が、配列番号：２２３に含まれる可変領域のアミノ酸配列と同一である、
(f8) 〔１〕の(1)に記載の抗体可変領域に含まれるH鎖可変領域が、配列番号：２０６に
記載のアミノ酸配列と同一であり、〔１〕の(2)に記載の抗体可変領域に含まれるH鎖可変
領域が、配列番号：１６８に記載のアミノ酸配列と同一であり、共通L鎖の抗体可変領域
が、配列番号：２２３に含まれる可変領域のアミノ酸配列と同一である、
(f9) 〔１〕の(1)に記載の抗体可変領域に含まれるH鎖可変領域が、配列番号：２１１に
記載のアミノ酸配列と同一であり、〔１〕の(2)に記載の抗体可変領域に含まれるH鎖可変
領域が、配列番号：１４２に記載のアミノ酸配列と同一であり、共通L鎖の抗体可変領域
が、配列番号：２２３に含まれる可変領域のアミノ酸配列と同一である、
(f10) 〔１〕の(1)に記載の抗体可変領域に含まれるH鎖可変領域が、配列番号：２１１に
記載のアミノ酸配列と同一であり、〔１〕の(2)に記載の抗体可変領域に含まれるH鎖可変
領域が、配列番号：１４２に記載のアミノ酸配列と同一であり、共通L鎖の抗体可変領域
が、配列番号：２９９に含まれる可変領域のアミノ酸配列と同一である、
(f11) 〔１〕の(1)に記載の抗体可変領域に含まれるH鎖可変領域が、配列番号：２１１に
記載のアミノ酸配列と同一であり、〔１〕の(2)に記載の抗体可変領域に含まれるH鎖可変
領域が、配列番号：１４４に記載のアミノ酸配列と同一であり、共通L鎖の抗体可変領域
が、配列番号：２２３に含まれる可変領域のアミノ酸配列と同一である、
(f12) 〔１〕の(1)に記載の抗体可変領域に含まれるH鎖可変領域が、配列番号：２１１に
記載のアミノ酸配列と同一であり、〔１〕の(2)に記載の抗体可変領域に含まれるH鎖可変
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領域が、配列番号：１６４に記載のアミノ酸配列と同一であり、共通L鎖の抗体可変領域
が、配列番号：２２３に含まれる可変領域のアミノ酸配列と同一である、
(f13) 〔１〕の(1)に記載の抗体可変領域に含まれるH鎖可変領域が、配列番号：２１１に
記載のアミノ酸配列と同一であり、〔１〕の(2)に記載の抗体可変領域に含まれるH鎖可変
領域が、配列番号：１６８に記載のアミノ酸配列と同一であり、共通L鎖の抗体可変領域
が、配列番号：２２３に含まれる可変領域のアミノ酸配列と同一である、
(f14) 〔１〕の(1)に記載の抗体可変領域に含まれるH鎖可変領域が、配列番号：２１５に
記載のアミノ酸配列と同一であり、〔１〕の(2)に記載の抗体可変領域に含まれるH鎖可変
領域が、配列番号：１０３に記載のアミノ酸配列と同一であり、共通L鎖の抗体可変領域
が、配列番号：５３に含まれる可変領域のアミノ酸配列と同一である、
(f15) 〔１〕の(1)に記載の抗体可変領域に含まれるH鎖可変領域が、配列番号：２１５に
記載のアミノ酸配列と同一であり、〔１〕の(2)に記載の抗体可変領域に含まれるH鎖可変
領域が、配列番号：１０３に記載のアミノ酸配列と同一であり、共通L鎖の抗体可変領域
が、配列番号：２９９に含まれる可変領域のアミノ酸配列と同一である、
(f16) 〔１〕の(1)に記載の抗体可変領域に含まれるH鎖可変領域が、配列番号：２１５に
記載のアミノ酸配列と同一であり、〔１〕の(2)に記載の抗体可変領域に含まれるH鎖可変
領域が、配列番号：１０３に記載のアミノ酸配列と同一であり、共通L鎖の抗体可変領域
が、配列番号：３０１に含まれる可変領域のアミノ酸配列と同一である、
(f17) 〔１〕の(1)に記載の抗体可変領域に含まれるH鎖可変領域が、配列番号：２１５に
記載のアミノ酸配列と同一であり、〔１〕の(2)に記載の抗体可変領域に含まれるH鎖可変
領域が、配列番号：１０３に記載のアミノ酸配列と同一であり、共通L鎖の抗体可変領域
が、配列番号：３０２に含まれる可変領域のアミノ酸配列と同一である、
(f18) 〔１〕の(1)に記載の抗体可変領域に含まれるH鎖可変領域が、配列番号：２１５に
記載のアミノ酸配列と同一であり、〔１〕の(2)に記載の抗体可変領域に含まれるH鎖可変
領域が、配列番号：１０３に記載のアミノ酸配列と同一であり、共通L鎖の抗体可変領域
が、配列番号：３０４に含まれる可変領域のアミノ酸配列と同一である、
(f19) 〔１〕の(1)に記載の抗体可変領域に含まれるH鎖可変領域が、配列番号：２１５に
記載のアミノ酸配列と同一であり、〔１〕の(2)に記載の抗体可変領域に含まれるH鎖可変
領域が、配列番号：１０３に記載のアミノ酸配列と同一であり、共通L鎖の抗体可変領域
が、配列番号：３０６に含まれる可変領域のアミノ酸配列と同一である、
(f20) 〔１〕の(1)に記載の抗体可変領域に含まれるH鎖可変領域が、配列番号：２１５に
記載のアミノ酸配列と同一であり、〔１〕の(2)に記載の抗体可変領域に含まれるH鎖可変
領域が、配列番号：１０３に記載のアミノ酸配列と同一であり、共通L鎖の抗体可変領域
が、配列番号：３０７に含まれる可変領域のアミノ酸配列と同一である、
(f21) 〔１〕の(1)に記載の抗体可変領域に含まれるH鎖可変領域が、配列番号：２１５に
記載のアミノ酸配列と同一であり、〔１〕の(2)に記載の抗体可変領域に含まれるH鎖可変
領域が、配列番号：１０３に記載のアミノ酸配列と同一であり、共通L鎖の抗体可変領域
が、配列番号：３０９に含まれる可変領域のアミノ酸配列と同一である、
(f22) 〔１〕の(1)に記載の抗体可変領域に含まれるH鎖可変領域が、配列番号：２１５に
記載のアミノ酸配列と同一であり、〔１〕の(2)に記載の抗体可変領域に含まれるH鎖可変
領域が、配列番号：１２２に記載のアミノ酸配列と同一であり、共通L鎖の抗体可変領域
が、配列番号：５３に含まれる可変領域のアミノ酸配列と同一である、
(f23) 〔１〕の(1)に記載の抗体可変領域に含まれるH鎖可変領域が、配列番号：２１５に
記載のアミノ酸配列と同一であり、〔１〕の(2)に記載の抗体可変領域に含まれるH鎖可変
領域が、配列番号：１２９に記載のアミノ酸配列と同一であり、共通L鎖の抗体可変領域
が、配列番号：５３に含まれる可変領域のアミノ酸配列と同一である、
(f24) 〔１〕の(1)に記載の抗体可変領域に含まれるH鎖可変領域が、配列番号：２１５に
記載のアミノ酸配列と同一であり、〔１〕の(2)に記載の抗体可変領域に含まれるH鎖可変
領域が、配列番号：１３２に記載のアミノ酸配列と同一であり、共通L鎖の抗体可変領域
が、配列番号：５３に含まれる可変領域のアミノ酸配列と同一である、
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(f25) 〔１〕の(1)に記載の抗体可変領域に含まれるH鎖可変領域が、配列番号：２１５に
記載のアミノ酸配列と同一であり、〔１〕の(2)に記載の抗体可変領域に含まれるH鎖可変
領域が、配列番号：４２４に記載のアミノ酸配列と同一であり、共通L鎖の抗体可変領域
が、配列番号：５３に含まれる可変領域のアミノ酸配列と同一である
(f26) (f1)～(f25) のいずれかに記載の多重特異性抗原結合分子が結合するグリピカン3
及びT細胞受容体複合体上のエピトープとそれぞれ重複するエピトープに結合する多重特
異性抗原結合分子であって、共通L鎖を有する
〔１６〕〔１〕の(3)に記載のFc領域が、配列番号：２３～２６(IgG1～IgG4)に記載のFc
領域を構成するアミノ酸のいずれかのアミノ酸が変異しているFc領域である、〔１〕から
〔１５〕のいずれかに記載の多重特異性抗原結合分子。
〔１７〕〔１〕の(3)に記載のFc領域が、EUナンバリングに従って特定される下記のアミ
ノ酸；
220位、226位、229位、231位、232位、233位、234位、235位、236位、237位、238位、239
位、240位、264位、265位、266位、267位、269位、270位、295位、296位、297位、298位
、299位、300位、325位、327位、328位、329位、330位、331位、332位、
から選ばれる、少なくとも１つのアミノ酸が変異しているFc領域である、〔１６〕に記載
の多重特異性抗原結合分子。
〔１８〕〔１〕の(3)に記載のFc領域が、EUナンバリングに従って特定される下記のアミ
ノ酸；
234位のアミノ酸がArg、235位のアミノ酸がAla又はArg、239位のアミノ酸がLys、297位の
アミノ酸がAla、
から選ばれる、少なくとも１つのアミノ酸を有するFc領域である、〔１６〕記載の多重特
異性抗原結合分子。
〔１９〕〔１〕の(3)に記載のFc領域が、さらに、ヘテロ2量体からなるFc領域の形成を促
進するためのアミノ酸変異を有する、〔１６〕から〔１８〕のいずれかに記載の多重特異
性抗原結合分子。
〔２０〕ヘテロ2量体からなるFc領域が、下記(g1)又は(g2)のアミノ酸配列の組合せであ
る、〔１９〕に記載の多重特異性抗原結合分子。
(g1) 配列番号：５７に記載のアミノ酸配列を有する定常領域のFc領域と同一のアミノ酸
配列と、配列番号：５８に記載のアミノ酸配列を有する定常領域のFc領域と同一のアミノ
酸配列の組合せ
(g2) 配列番号：６０又は６２に記載のアミノ酸配列を有する定常領域のFc領域と同一の
アミノ酸配列と、配列番号：６１に記載のアミノ酸配列を有する定常領域のFc領域と同一
のアミノ酸配列の組合せ
〔２１〕多重特異性抗原結合分子が二重特異性抗体である、〔１〕から〔２０〕のいずれ
かに記載の多重特異性抗原結合分子。
〔２２〕以下の(h１)～(h25)いずれかに記載の二重特異性抗体：
(h1) グリピカン3に対する結合活性を有し、配列番号２１５に記載のアミノ酸配列を有す
る抗体H鎖可変領域と配列番号６１に記載のアミノ酸配列を有する定常領域からなる抗体H
鎖、及び、T細胞受容体複合体に対する結合活性を有し、配列番号４２４に記載のアミノ
酸配列を有する抗体H鎖可変領域と配列番号６０又は６２に記載のアミノ酸配列を有する
定常領域からなる抗体H鎖、並びに、配列番号５３に記載のアミノ酸配列を有する抗体の
共通L鎖を有する、二重特異性抗体、
(h2) グリピカン3に対する結合活性を有し、配列番号２１５に記載のアミノ酸配列を有す
る抗体H鎖可変領域と配列番号６１に記載のアミノ酸配列を有する定常領域からなる抗体H
鎖、及び、T細胞受容体複合体に対する結合活性を有し、配列番号１０３に記載のアミノ
酸配列を有する抗体H鎖可変領域と配列番号６０又は６２に記載のアミノ酸配列を有する
定常領域からなる抗体H鎖、並びに、配列番号５３に記載のアミノ酸配列を有する抗体の
共通L鎖を有する、二重特異性抗体、
(h3) グリピカン3に対する結合活性を有し、配列番号２１５に記載のアミノ酸配列を有す
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る抗体H鎖可変領域と配列番号６１に記載のアミノ酸配列を有する定常領域からなる抗体H
鎖、及び、T細胞受容体複合体に対する結合活性を有し、配列番号１０３に記載のアミノ
酸配列を有する抗体H鎖可変領域と配列番号６０又は６２に記載のアミノ酸配列を有する
定常領域からなる抗体H鎖、並びに、配列番号２９９に記載のアミノ酸配列を有する抗体
の共通L鎖を有する、二重特異性抗体、
(h4) グリピカン3に対する結合活性を有し、配列番号２１５に記載のアミノ酸配列を有す
る抗体H鎖可変領域と配列番号６１に記載のアミノ酸配列を有する定常領域からなる抗体H
鎖、及び、T細胞受容体複合体に対する結合活性を有し、配列番号１０３に記載のアミノ
酸配列を有する抗体H鎖可変領域と配列番号６０又は６２に記載のアミノ酸配列を有する
定常領域からなる抗体H鎖、並びに、配列番号３０１に記載のアミノ酸配列を有する抗体
の共通L鎖を有する、二重特異性抗体、
(h5) グリピカン3に対する結合活性を有し、配列番号２１５に記載のアミノ酸配列を有す
る抗体H鎖可変領域と配列番号６１に記載のアミノ酸配列を有する定常領域からなる抗体H
鎖、及び、T細胞受容体複合体に対する結合活性を有し、配列番号１０３に記載のアミノ
酸配列を有する抗体H鎖可変領域と配列番号６０又は６２に記載のアミノ酸配列を有する
定常領域からなる抗体H鎖、並びに、配列番号３０２に記載のアミノ酸配列を有する抗体
の共通L鎖を有する、二重特異性抗体、
(h6) グリピカン3に対する結合活性を有し、配列番号２１５に記載のアミノ酸配列を有す
る抗体H鎖可変領域と配列番号６１に記載のアミノ酸配列を有する定常領域からなる抗体H
鎖、及び、T細胞受容体複合体に対する結合活性を有し、配列番号１０３に記載のアミノ
酸配列を有する抗体H鎖可変領域と配列番号６０又は６２に記載のアミノ酸配列を有する
定常領域からなる抗体H鎖、並びに、配列番号３０４に記載のアミノ酸配列を有する抗体
の共通L鎖を有する、二重特異性抗体、
(h7) グリピカン3に対する結合活性を有し、配列番号２１５に記載のアミノ酸配列を有す
る抗体H鎖可変領域と配列番号６１に記載のアミノ酸配列を有する定常領域からなる抗体H
鎖、及び、T細胞受容体複合体に対する結合活性を有し、配列番号１０３に記載のアミノ
酸配列を有する抗体H鎖可変領域と配列番号６０又は６２に記載のアミノ酸配列を有する
定常領域からなる抗体H鎖、並びに、配列番号３０６に記載のアミノ酸配列を有する抗体
の共通L鎖を有する、二重特異性抗体、
(h8) グリピカン3に対する結合活性を有し、配列番号２１５に記載のアミノ酸配列を有す
る抗体H鎖可変領域と配列番号６１に記載のアミノ酸配列を有する定常領域からなる抗体H
鎖、及び、T細胞受容体複合体に対する結合活性を有し、配列番号１０３に記載のアミノ
酸配列を有する抗体H鎖可変領域と配列番号６０又は６２に記載のアミノ酸配列を有する
定常領域からなる抗体H鎖、並びに、配列番号３０７に記載のアミノ酸配列を有する抗体
の共通L鎖を有する、二重特異性抗体、
(h9) グリピカン3に対する結合活性を有し、配列番号２１５に記載のアミノ酸配列を有す
る抗体H鎖可変領域と配列番号６１に記載のアミノ酸配列を有する定常領域からなる抗体H
鎖、及び、T細胞受容体複合体に対する結合活性を有し、配列番号１０３に記載のアミノ
酸配列を有する抗体H鎖可変領域と配列番号６０又は６２に記載のアミノ酸配列を有する
定常領域からなる抗体H鎖、並びに、配列番号３０９に記載のアミノ酸配列を有する抗体
の共通L鎖を有する、二重特異性抗体、
(h10) グリピカン3に対する結合活性を有し、配列番号２１５に記載のアミノ酸配列を有
する抗体H鎖可変領域と配列番号６１に記載のアミノ酸配列を有する定常領域からなる抗
体H鎖、及び、T細胞受容体複合体に対する結合活性を有し、配列番号１２２に記載のアミ
ノ酸配列を有する抗体H鎖可変領域と配列番号６０又は６２に記載のアミノ酸配列を有す
る定常領域からなる抗体H鎖、並びに、配列番号５３に記載のアミノ酸配列を有する抗体
の共通L鎖を有する、二重特異性抗体、
(h11) グリピカン3に対する結合活性を有し、配列番号２１５に記載のアミノ酸配列を有
する抗体H鎖可変領域と配列番号６１に記載のアミノ酸配列を有する定常領域からなる抗
体H鎖、及び、T細胞受容体複合体に対する結合活性を有し、配列番号１２９に記載のアミ
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ノ酸配列を有する抗体H鎖可変領域と配列番号６０又は６２に記載のアミノ酸配列を有す
る定常領域からなる抗体H鎖、並びに、配列番号５３に記載のアミノ酸配列を有する抗体
の共通L鎖を有する、二重特異性抗体、
(h12) グリピカン3に対する結合活性を有し、配列番号２１５に記載のアミノ酸配列を有
する抗体H鎖可変領域と配列番号６１に記載のアミノ酸配列を有する定常領域からなる抗
体H鎖、及び、T細胞受容体複合体に対する結合活性を有し、配列番号１３２に記載のアミ
ノ酸配列を有する抗体H鎖可変領域と配列番号６０又は６２に記載のアミノ酸配列を有す
る定常領域からなる抗体H鎖、並びに、配列番号５３に記載のアミノ酸配列を有する抗体
の共通L鎖を有する、二重特異性抗体、
(h13) グリピカン3に対する結合活性を有し、配列番号１９７に記載のアミノ酸配列を有
する抗体H鎖可変領域と配列番号６１に記載のアミノ酸配列を有する定常領域からなる抗
体H鎖、及び、T細胞受容体複合体に対する結合活性を有し、配列番号１２８に記載のアミ
ノ酸配列を有する抗体H鎖可変領域と配列番号６０又は６２に記載のアミノ酸配列を有す
る定常領域からなる抗体H鎖、並びに、配列番号２９９に記載のアミノ酸配列を有する抗
体の共通L鎖を有する、二重特異性抗体、
(h14) グリピカン3に対する結合活性を有し、配列番号１９７に記載のアミノ酸配列を有
する抗体H鎖可変領域と配列番号６１に記載のアミノ酸配列を有する定常領域からなる抗
体H鎖、及び、T細胞受容体複合体に対する結合活性を有し、配列番号１２８に記載のアミ
ノ酸配列を有する抗体H鎖可変領域と配列番号６０又は６２に記載のアミノ酸配列を有す
る定常領域からなる抗体H鎖、並びに、配列番号３１０に記載のアミノ酸配列を有する抗
体の共通L鎖を有する、二重特異性抗体、
(h15) グリピカン3に対する結合活性を有し、配列番号１９７に記載のアミノ酸配列を有
する抗体H鎖可変領域と配列番号６１に記載のアミノ酸配列を有する定常領域からなる抗
体H鎖、及び、T細胞受容体複合体に対する結合活性を有し、配列番号１２８に記載のアミ
ノ酸配列を有する抗体H鎖可変領域と配列番号６０又は６２に記載のアミノ酸配列を有す
る定常領域からなる抗体H鎖、並びに、配列番号３１９に記載のアミノ酸配列を有する抗
体の共通L鎖を有する、二重特異性抗体、
(h16) グリピカン3に対する結合活性を有し、配列番号１９７に記載のアミノ酸配列を有
する抗体H鎖可変領域と配列番号６１に記載のアミノ酸配列を有する定常領域からなる抗
体H鎖、及び、T細胞受容体複合体に対する結合活性を有し、配列番号１２８に記載のアミ
ノ酸配列を有する抗体H鎖可変領域と配列番号６０又は６２に記載のアミノ酸配列を有す
る定常領域からなる抗体H鎖、並びに、配列番号５３に記載のアミノ酸配列を有する抗体
の共通L鎖を有する、二重特異性抗体、
(h17) グリピカン3に対する結合活性を有し、配列番号２１１に記載のアミノ酸配列を有
する抗体H鎖可変領域と配列番号６１に記載のアミノ酸配列を有する定常領域からなる抗
体H鎖、及び、T細胞受容体複合体に対する結合活性を有し、配列番号１４２に記載のアミ
ノ酸配列を有する抗体H鎖可変領域と配列番号６０又は６２に記載のアミノ酸配列を有す
る定常領域からなる抗体H鎖、並びに、配列番号２９９に記載のアミノ酸配列を有する抗
体の共通L鎖を有する、二重特異性抗体、
(h18) グリピカン3に対する結合活性を有し、配列番号２１１に記載のアミノ酸配列を有
する抗体H鎖可変領域と配列番号６１に記載のアミノ酸配列を有する定常領域からなる抗
体H鎖、及び、T細胞受容体複合体に対する結合活性を有し、配列番号１４２に記載のアミ
ノ酸配列を有する抗体H鎖可変領域と配列番号６０又は６２に記載のアミノ酸配列を有す
る定常領域からなる抗体H鎖、並びに、配列番号２２３に記載のアミノ酸配列を有する抗
体の共通L鎖を有する、二重特異性抗体、
(h19) グリピカン3に対する結合活性を有し、配列番号２１１に記載のアミノ酸配列を有
する抗体H鎖可変領域と配列番号６１に記載のアミノ酸配列を有する定常領域からなる抗
体H鎖、及び、T細胞受容体複合体に対する結合活性を有し、配列番号１４４に記載のアミ
ノ酸配列を有する抗体H鎖可変領域と配列番号６０又は６２に記載のアミノ酸配列を有す
る定常領域からなる抗体H鎖、並びに、配列番号２２３に記載のアミノ酸配列を有する抗
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体の共通L鎖を有する、二重特異性抗体、
(h20) グリピカン3に対する結合活性を有し、配列番号２０６に記載のアミノ酸配列を有
する抗体H鎖可変領域と配列番号６１に記載のアミノ酸配列を有する定常領域からなる抗
体H鎖、及び、T細胞受容体複合体に対する結合活性を有し、配列番号１４４に記載のアミ
ノ酸配列を有する抗体H鎖可変領域と配列番号６０又は６２に記載のアミノ酸配列を有す
る定常領域からなる抗体H鎖、並びに、配列番号２２３に記載のアミノ酸配列を有する抗
体の共通L鎖を有する、二重特異性抗体、
(h21) グリピカン3に対する結合活性を有し、配列番号２０６に記載のアミノ酸配列を有
する抗体H鎖可変領域と配列番号６１に記載のアミノ酸配列を有する定常領域からなる抗
体H鎖、及び、T細胞受容体複合体に対する結合活性を有し、配列番号１４２に記載のアミ
ノ酸配列を有する抗体H鎖可変領域と配列番号６０又は６２に記載のアミノ酸配列を有す
る定常領域からなる抗体H鎖、並びに、配列番号２２３に記載のアミノ酸配列を有する抗
体の共通L鎖を有する、二重特異性抗体、
(h22) グリピカン3に対する結合活性を有し、配列番号２０６に記載のアミノ酸配列を有
する抗体H鎖可変領域と配列番号６１に記載のアミノ酸配列を有する定常領域からなる抗
体H鎖、及び、T細胞受容体複合体に対する結合活性を有し、配列番号１６４に記載のアミ
ノ酸配列を有する抗体H鎖可変領域と配列番号６０又は６２に記載のアミノ酸配列を有す
る定常領域からなる抗体H鎖、並びに、配列番号２２３に記載のアミノ酸配列を有する抗
体の共通L鎖を有する、二重特異性抗体、
(h23) グリピカン3に対する結合活性を有し、配列番号２０６に記載のアミノ酸配列を有
する抗体H鎖可変領域と配列番号６１に記載のアミノ酸配列を有する定常領域からなる抗
体H鎖、及び、T細胞受容体複合体に対する結合活性を有し、配列番号１６８に記載のアミ
ノ酸配列を有する抗体H鎖可変領域と配列番号６０又は６２に記載のアミノ酸配列を有す
る定常領域からなる抗体H鎖、並びに、配列番号２２３に記載のアミノ酸配列を有する抗
体の共通L鎖を有する、二重特異性抗体、
(h24) グリピカン3に対する結合活性を有し、配列番号２１１に記載のアミノ酸配列を有
する抗体H鎖可変領域と配列番号６１に記載のアミノ酸配列を有する定常領域からなる抗
体H鎖、及び、T細胞受容体複合体に対する結合活性を有し、配列番号１６４に記載のアミ
ノ酸配列を有する抗体H鎖可変領域と配列番号６０又は６２に記載のアミノ酸配列を有す
る定常領域からなる抗体H鎖、並びに、配列番号２２３に記載のアミノ酸配列を有する抗
体の共通L鎖を有する、二重特異性抗体、
(h25) グリピカン3に対する結合活性を有し、配列番号２１１に記載のアミノ酸配列を有
する抗体H鎖可変領域と配列番号６１に記載のアミノ酸配列を有する定常領域からなる抗
体H鎖、及び、T細胞受容体複合体に対する結合活性を有し、配列番号１６８に記載のアミ
ノ酸配列を有する抗体H鎖可変領域と配列番号６０又は６２に記載のアミノ酸配列を有す
る定常領域からなる抗体H鎖、並びに、配列番号２２３に記載のアミノ酸配列を有する抗
体の共通L鎖を有する、二重特異性抗体
〔２３〕〔１〕から〔２０〕のいずれかに記載の多重特異性抗原結合分子、又は、〔２１
〕又は〔２２〕に記載の二重特異性抗体をコードする核酸。
〔２４〕〔２３〕に記載された核酸が導入されたベクター。
〔２５〕〔２３〕に記載の核酸、又は、〔２４〕に記載のベクターを含む細胞。
〔２６〕〔２５〕に記載の細胞を培養することにより、〔１〕から〔２０〕のいずれかに
記載の多重特異性抗原結合分子、又は、〔２１〕又は〔２２〕に記載の二重特異性抗体を
製造する方法。
〔２７〕〔２６〕に記載の方法によって製造された、多重特異性抗原結合分子、又は、二
重特異性抗体。
〔２８〕〔１〕から〔２０〕のいずれかに記載の多重特異性抗原結合分子、又は、〔２１
〕又は〔２２〕に記載の二重特異性抗体、および薬学的に許容される担体を含む医薬組成
物。
〔２９〕細胞傷害を誘導する、〔２８〕に記載の医薬組成物。
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〔３０〕細胞傷害がT細胞依存的細胞傷害である、〔２９〕に記載の医薬組成物。
〔３１〕〔１〕から〔２０〕のいずれかに記載の多重特異性抗原結合分子、又は、〔２１
〕又は〔２２〕に記載の二重特異性抗体が必要な患者に投与するための、〔２８〕に記載
の医薬組成物。
【００１７】
　また本発明は、本発明の多重特異性抗原結合分子または本発明の製造方法により製造さ
れた多重特異性抗原結合分子を含む、本発明の方法に用いるためのキットに関する。また
本発明は、本発明の多重特異性抗原結合分子もしくは本発明の製造方法により製造された
多重特異性抗原結合分子の、細胞傷害活性を活性化するための医薬組成物の製造における
使用に関する。また本発明は、本発明の方法に使用するための、本発明の多重特異性抗原
結合分子または本発明の製造方法により製造された多重特異性抗原結合分子に関する。こ
こで多重特異性抗原結合分子には、本発明の二重特異性抗体が包含される。
【００１８】
　また本発明は、下記のドメイン；
（１）グリピカン３結合活性を有する抗体可変領域を含むドメイン、及び、
（２）T細胞受容体複合体結合活性を有する抗体可変領域を含むドメイン、
を含み、（１）の可変領域と（２）の可変領域に含まれるL鎖可変領域が共通のアミノ酸
配列である多重特異性抗原結合分子に関する。また本発明は、（１）のドメイン、すなわ
ち、該多重特異性抗原結合分子に含まれる、グリピカン３結合活性を有する抗体の重鎖お
よび/または軽鎖の可変領域を含むドメインに関する。また本発明は、（２）のドメイン
、すなわち、該多重特異性抗原結合分子に含まれる、T細胞受容体複合体結合活性を有す
る抗体可変領域を含むドメインに関する。（１）および（２）のドメインの詳細は、上記
の〔１〕～〔２２〕に記載にしたものであってよい。該多重特異性抗原結合分子は、二重
特異性抗体であってもよい。また該多重特異性抗原結合分子は、Fc領域を含むドメインを
さらに含んでいてもよく、該Fc領域はFcγ受容体に対する結合活性が低下していてもよい
。Fc領域を含むドメインの詳細は、例えば上記〔１〕～〔２２〕に記載にしたものであっ
てよい。また本発明は、該多重特異性抗原結合分子または該ドメインをコードする核酸、
該核酸が導入されたベクター、該核酸または該ベクターを含む細胞、該細胞を培養するこ
とにより、該多重特異性抗原結合分子を製造する方法、該方法によって製造された多重特
異性抗原結合分子あるいはグリピカン３またはT細胞受容体複合体に結合活性を有する抗
体可変領域を含むドメインに関する。また本発明は、該多重特異性抗原結合分子および薬
学的に許容される担体を含む医薬組成物に関する。該医薬組成物は細胞傷害を誘導するも
のであってよく、また、該細胞傷害はT細胞依存的細胞傷害であってよく、該多重特異性
抗原結合分子が必要な患者に投与するためのものであってよい。
　また本発明は、上記〔１４〕の(e1)～(e25) のいずれかに記載の多重特異性抗原結合分
子が結合するグリピカン3及びT細胞受容体複合体上のエピトープとそれぞれ重複および/
または競合するエピトープに結合する多重特異性抗原結合分子、および上記〔１５〕の(f
1)～(f25) のいずれかに記載の多重特異性抗原結合分子が結合するグリピカン3及びT細胞
受容体複合体上のエピトープとそれぞれ重複および/または競合するエピトープに結合す
る多重特異性抗原結合分子も提供する。
　また上記〔２０〕(g1)および(g2)においては、２つのFc領域のうち、前者のFc領域がグ
リピカン3に対する結合活性を有する抗体H鎖に含まれ、後者のFc領域がT細胞受容体複合
体に対する結合活性を有する抗体H鎖に含まれていてもよく、前者のFc領域がT細胞受容体
複合体に対する結合活性を有する抗体H鎖に含まれ、後者のFc領域がグリピカン3に対する
結合活性を有する抗体H鎖に含まれていてもよい。
【発明の効果】
【００１９】
　本発明によって、産生効率が高い分子型としつつ、BiTEが持つ強い抗腫瘍活性と、癌抗
原非依存的にサイトカインストームなどを誘導しないという安全性上の優れた性質が維持
され、かつ長い血中半減期を持つ新たな多重特異性抗原結合分子が提供された。本発明の
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多重特異性抗原結合分子を有効成分として含む細胞傷害活性を活性化する医薬組成物がグ
リピカン3発現癌細胞を含む癌組織を標的として細胞傷害をもたらし、様々な癌を治療又
は予防することができる。患者にとっても、安全性が高いばかりでなく、身体的負担が少
なく利便性も高いという、望ましい治療ができるようになる。
【図面の簡単な説明】
【００２０】
【図１】a：ERY22の模式図、b：ERY27の模式図、を示す図である。
【図２】NCI-H446を標的細胞とした場合におけるGPC3_ERY22_rCE115とGPC3_ERY27_hCE115
の細胞傷害活性を示すグラフである。黒菱（◆）はGPC3_ERY22_rCE115、黒三角（▲）はG
PC3_ERY27_hCE115の細胞傷害活性をそれぞれ表す。
【図３】PC-10を標的細胞とした場合におけるGPC3_ERY22_rCE115とGPC3_ERY27_hCE115の
細胞傷害活性を示すグラフである。黒菱（◆）はGPC3_ERY22_rCE115、黒三角（▲）はGPC
3_ERY27_hCE115の細胞傷害活性をそれぞれ表す。
【図４】NCI-H446を標的細胞とした場合における最適化抗体の細胞傷害活性を示すグラフ
である。
【図５】NCI-H446を標的細胞とした場合における最適化抗体の細胞傷害活性を示すグラフ
である。
【図６】NCI-H446を標的細胞とした場合における最適化抗体の細胞傷害活性を示すグラフ
である。
【図７】NCI-H446を標的細胞とした場合における最適化抗体の細胞傷害活性を示すグラフ
である。
【図８】NCI-H446を標的細胞とした場合における最適化抗体の細胞傷害活性を示すグラフ
である。
【図９】NCI-H446を標的細胞とした場合における最適化抗体の細胞傷害活性を示すグラフ
である。
【図１０】PC-10を標的細胞とした場合における最適化抗体のin vivo抗腫瘍効果を示す図
である。
【図１１】NCI-H446を標的細胞とした場合における最適化抗体のin vivo抗腫瘍効果を示
す図である。
【図１２】IgG1、IgG2、IgG3及びIgG4のFc領域を構成するアミノ酸残基と、kabatのEUナ
ンバリング（本明細書においてEU INDEXとも呼ばれる）との関係を表す図である。
【図１３－１】重鎖可変領域配列とKabat等の各種ナンバリングを示す図である。
【図１３－２】重鎖可変領域配列とKabat等の各種ナンバリングを示す図である。
【図１４】軽鎖可変領域配列とKabat等の各種ナンバリングを示す図である。
【発明を実施するための形態】
【００２１】
　以下の定義は、本明細書において説明する本発明の理解を容易にするために提供される
。
【００２２】
抗体
　本明細書において、抗体とは、天然のものであるかまたは部分的もしくは完全合成によ
り製造された免疫グロブリンをいう。抗体はそれが天然に存在する血漿や血清等の天然資
源や抗体を産生するハイブリドーマ細胞の培養上清から単離され得るし、または遺伝子組
換え等の手法を用いることによって部分的にもしくは完全に合成され得る。抗体の例とし
ては免疫グロブリンのアイソタイプおよびそれらのアイソタイプのサブクラスが好適に挙
げられる。ヒトの免疫グロブリンとして、IgG1、IgG2、IgG3、IgG4、IgA1、IgA2、IgD、I
gE、IgMの9種類のクラス（アイソタイプ）が知られている。本発明の抗体には、これらの
アイソタイプのうちIgG1、IgG2、IgG3、IgG4が含まれ得る。
【００２３】
　所望の結合活性を有する抗体を作製する方法は当業者において公知である。以下に、GP
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Iアンカー型受容体ファミリーに属する、グリピカン3(以下、GPC3ともいう)（Int J Canc
er. (2003) 103 (4), 455-65）に結合する抗体（抗GPC3抗体）を作製する方法が例示され
る。T細胞受容体複合体に結合する抗体も下記の例示に準じて適宜作製され得る。
【００２４】
　抗GPC3抗体は、公知の手段を用いてポリクローナルまたはモノクローナル抗体として取
得され得る。抗GPC3抗体としては、哺乳動物由来のモノクローナル抗体が好適に作製され
得る。哺乳動物由来のモノクローナル抗体には、ハイブリドーマにより産生されるもの、
および遺伝子工学的手法により抗体遺伝子を含む発現ベクターで形質転換した宿主細胞に
よって産生されるもの等が含まれる。
【００２５】
　モノクローナル抗体産生ハイブリドーマは、公知技術を使用することによって、例えば
以下のように作製され得る。すなわち、GPC3タンパク質を感作抗原として使用して、通常
の免疫方法にしたがって哺乳動物が免疫される。得られる免疫細胞が通常の細胞融合法に
よって公知の親細胞と融合される。次に、通常のスクリーニング法によって、モノクロー
ナルな抗体産生細胞をスクリーニングすることによって抗GPC3抗体を産生するハイブリド
ーマが選択され得る。
【００２６】
　具体的には、モノクローナル抗体の作製は例えば以下に示すように行われる。まず、Re
fSeq登録番号NM_001164617.1（配列番号：１）にそのヌクレオチド配列が開示されたGPC3
遺伝子を発現することによって、抗体取得の感作抗原として使用されるRefSeq登録番号NP
_001158089.1（配列番号：２）で表されるGPC3タンパク質が取得され得る。すなわち、GP
C3をコードする遺伝子配列を公知の発現ベクターに挿入することによって適当な宿主細胞
が形質転換される。当該宿主細胞中または培養上清中から所望のヒトGPC3タンパク質が公
知の方法で精製される。培養上清中から可溶型のGPC3を取得するためには、例えば、配列
番号：２で表されるGPC3ポリペプチド配列のうち、GPC3が細胞膜上に係留されるために用
いられるGPIアンカー配列に相当する疎水性領域を構成する564-580アミノ酸を欠失したタ
ンパク質が配列番号：２で表されるGPC3タンパク質の代わりに発現される。また、精製し
た天然のGPC3タンパク質もまた同様に感作抗原として使用され得る。
【００２７】
　哺乳動物に対する免疫に使用する感作抗原として当該精製GPC3タンパク質が使用できる
。GPC3の部分ペプチドもまた感作抗原として使用できる。この際、該部分ペプチドはヒト
GPC3のアミノ酸配列より化学合成によっても取得され得る。また、GPC3遺伝子の一部を発
現ベクターに組込んで発現させることによっても取得され得る。さらにはタンパク質分解
酵素を用いてGPC3タンパク質を分解することによっても取得され得るが、部分ペプチドと
して用いるGPC3ペプチドの領域および大きさは特に特別の態様に限定されない。好ましい
領域は配列番号：２のアミノ酸配列において524～563番目のアミノ酸に相当するアミノ酸
配列から任意の配列が選択され、より好ましくは537～563番目のアミノ酸に相当するアミ
ノ酸配列から任意の配列が選択され得る。また、好ましくは配列番号：２のアミノ酸配列
において550～663番目のアミノ酸に相当するアミノ酸配列が含まれない領域のアミノ酸配
列から任意の配列が選択され得る。また好ましくは、配列番号：２のアミノ酸配列におい
て544～553番目に相当するアミノ酸配列から任意の配列が選択され、より好ましくは546
～551番目に相当するアミノ酸配列から任意の配列が選択される。感作抗原とするペプチ
ドを構成するアミノ酸の数は少なくとも5以上、例えば6以上、或いは7以上であることが
好ましい。より具体的には8～50、好ましくは10～30残基のペプチドが感作抗原として使
用され得る。
【００２８】
　また、GPC3タンパク質の所望の部分ポリペプチドやペプチドを異なるポリペプチドと融
合した融合タンパク質が感作抗原として利用され得る。感作抗原として使用される融合タ
ンパク質を製造するために、例えば、抗体のFc断片やペプチドタグなどが好適に利用され
得る。融合タンパク質を発現するベクターは、所望の二種類又はそれ以上のポリペプチド
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断片をコードする遺伝子がインフレームで融合され、当該融合遺伝子が前記のように発現
ベクターに挿入されることにより作製され得る。融合タンパク質の作製方法はMolecular 
Cloning 2nd ed. （Sambrook,J et al., Molecular Cloning 2nd ed., 9.47-9.58（1989
）Cold Spring Harbor Lab. press）に記載されている。感作抗原として用いられるGPC3
の取得方法及びそれを用いた免疫方法は、WO2003/000883、WO2004/022754、WO2006/00669
3等にも具体的に記載されている。
【００２９】
　該感作抗原で免疫される哺乳動物としては、特定の動物に限定されるものではないが、
細胞融合に使用する親細胞との適合性を考慮して選択するのが好ましい。一般的にはげっ
歯類の動物、例えば、マウス、ラット、ハムスター、あるいはウサギ、サル等が好適に使
用される。
【００３０】
　公知の方法にしたがって上記の動物が感作抗原により免疫される。例えば、一般的な方
法として、感作抗原が哺乳動物の腹腔内または皮下に注射によって投与されることにより
免疫が実施される。具体的には、PBS（Phosphate-Buffered Saline）や生理食塩水等で適
当な希釈倍率で希釈された感作抗原が、所望により通常のアジュバント、例えばフロイン
ト完全アジュバントと混合され、乳化された後に、該感作抗原が哺乳動物に4から21日毎
に数回投与される。また、感作抗原の免疫時には適当な担体が使用され得る。特に分子量
の小さい部分ペプチドが感作抗原として用いられる場合には、アルブミン、キーホールリ
ンペットヘモシアニン等の担体タンパク質と結合した該感作抗原ペプチドを免疫すること
が望ましい場合もある。
【００３１】
　また、所望の抗体を産生するハイブリドーマは、DNA免疫を使用し、以下のようにして
も作製され得る。DNA免疫とは、免疫動物中で抗原タンパク質をコードする遺伝子が発現
され得るような態様で構築されたベクターDNAが投与された当該免疫動物中で、感作抗原
が当該免疫動物の生体内で発現されることによって、免疫刺激が与えられる免疫方法であ
る。蛋白質抗原が免疫動物に投与される一般的な免疫方法と比べて、DNA免疫には、次の
ような優位性が期待される。
－GPC3のような膜蛋白質の構造を維持して免疫刺激が与えられ得る
－免疫抗原を精製する必要が無い
【００３２】
　DNA免疫によって本発明のモノクローナル抗体を得るために、まず、GPC3タンパク質を
発現するDNAが免疫動物に投与される。GPC3をコードするDNAは、PCRなどの公知の方法に
よって合成され得る。得られたDNAが適当な発現ベクターに挿入され、免疫動物に投与さ
れる。発現ベクターとしては、たとえばpcDNA3.1などの市販の発現ベクターが好適に利用
され得る。ベクターを生体に投与する方法として、一般的に用いられている方法が利用さ
れ得る。たとえば、発現ベクターが吸着した金粒子が、gene gunで免疫動物個体の細胞内
に導入されることによってDNA免疫が行われる。さらに、GPC3を認識する抗体の作製は国
際公開WO2003/104453に記載された方法を用いても作製され得る。
【００３３】
　このように哺乳動物が免疫され、血清中におけるGPC3に結合する抗体力価の上昇が確認
された後に、哺乳動物から免疫細胞が採取され、細胞融合に供される。好ましい免疫細胞
としては、特に脾細胞が使用され得る。
【００３４】
　前記免疫細胞と融合される細胞として、哺乳動物のミエローマ細胞が用いられる。ミエ
ローマ細胞は、スクリーニングのための適当な選択マーカーを備えていることが好ましい
。選択マーカーとは、特定の培養条件の下で生存できる（あるいはできない）形質を指す
。選択マーカーには、ヒポキサンチン－グアニン－ホスホリボシルトランスフェラーゼ欠
損（以下HGPRT欠損と省略する）、あるいはチミジンキナーゼ欠損（以下TK欠損と省略す
る）などが公知である。HGPRTやTKの欠損を有する細胞は、ヒポキサンチン－アミノプテ
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リン－チミジン感受性（以下HAT感受性と省略する）を有する。HAT感受性の細胞はHAT選
択培地中でDNA合成を行うことができず死滅するが、正常な細胞と融合すると正常細胞の
サルベージ回路を利用してDNAの合成を継続することができるためHAT選択培地中でも増殖
するようになる。
【００３５】
　HGPRT欠損やTK欠損の細胞は、それぞれ6チオグアニン、8アザグアニン（以下8AGと省略
する）、あるいは5'ブロモデオキシウリジンを含む培地で選択され得る。これらのピリミ
ジンアナログをDNA中に取り込む正常な細胞は死滅する。他方、これらのピリミジンアナ
ログを取り込めないこれらの酵素を欠損した細胞は、選択培地の中で生存することができ
る。この他G418耐性と呼ばれる選択マーカーは、ネオマイシン耐性遺伝子によって2-デオ
キシストレプタミン系抗生物質（ゲンタマイシン類似体）に対する耐性を与える。細胞融
合に好適な種々のミエローマ細胞が公知である。
【００３６】
　このようなミエローマ細胞として、例えば、P3（P3x63Ag8.653）（J. Immunol.（1979
）123 (4), 1548-1550）、P3x63Ag8U.1（Current Topics in Microbiology and Immunolo
gy（1978）81, 1-7）、NS-1（C. Eur. J. Immunol.（1976）6 (7), 511-519）、MPC-11（
Cell（1976）8 (3), 405-415）、SP2/0（Nature（1978）276 (5685), 269-270）、FO（J.
 Immunol. Methods（1980）35 (1-2), 1-21）、S194/5.XX0.BU.1（J. Exp. Med.（1978）
148 (1), 313-323）、R210（Nature（1979）277 (5692), 131-133）等が好適に使用され
得る。
【００３７】
　基本的には公知の方法、たとえば、ケーラーとミルステインらの方法（Methods Enzymo
l.（1981）73, 3-46）等に準じて、前記免疫細胞とミエローマ細胞との細胞融合が行われ
る。
　より具体的には、例えば細胞融合促進剤の存在下で通常の栄養培養液中で、前記細胞融
合が実施され得る。融合促進剤としては、例えばポリエチレングリコール（PEG）、セン
ダイウイルス（HVJ）等が使用され、更に融合効率を高めるために所望によりジメチルス
ルホキシド等の補助剤が添加されて使用される。
【００３８】
　免疫細胞とミエローマ細胞との使用割合は任意に設定され得る。例えば、ミエローマ細
胞に対して免疫細胞を1から10倍とするのが好ましい。前記細胞融合に用いる培養液とし
ては、例えば、前記ミエローマ細胞株の増殖に好適なRPMI1640培養液、MEM培養液、その
他、この種の細胞培養に用いられる通常の培養液が使用され、さらに、牛胎児血清（FCS
）等の血清補液が好適に添加され得る。
【００３９】
　細胞融合は、前記免疫細胞とミエローマ細胞との所定量を前記培養液中でよく混合し、
予め37℃程度に加温されたPEG溶液（例えば平均分子量1000から6000程度）が通常30から6
0％（w/v）の濃度で添加される。混合液が緩やかに混合されることによって所望の融合細
胞（ハイブリドーマ）が形成される。次いで、上記に挙げた適当な培養液が逐次添加され
、遠心して上清を除去する操作を繰り返すことによりハイブリドーマの生育に好ましくな
い細胞融合剤等が除去され得る。
【００４０】
　このようにして得られたハイブリドーマは、通常の選択培養液、例えばHAT培養液（ヒ
ポキサンチン、アミノプテリンおよびチミジンを含む培養液）で培養することにより選択
され得る。所望のハイブリドーマ以外の細胞（非融合細胞）が死滅するのに十分な時間（
通常、係る十分な時間は数日から数週間である）上記HAT培養液を用いた培養が継続され
得る。次いで、通常の限界希釈法によって、所望の抗体を産生するハイブリドーマのスク
リーニングおよび単一クローニングが実施される。
【００４１】
　このようにして得られたハイブリドーマは、細胞融合に用いられたミエローマが有する
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選択マーカーに応じた選択培養液を利用することによって選択され得る。例えばHGPRTやT
Kの欠損を有する細胞は、HAT培養液（ヒポキサンチン、アミノプテリンおよびチミジンを
含む培養液）で培養することにより選択され得る。すなわち、HAT感受性のミエローマ細
胞を細胞融合に用いた場合、HAT培養液中で、正常細胞との細胞融合に成功した細胞が選
択的に増殖し得る。所望のハイブリドーマ以外の細胞（非融合細胞）が死滅するのに十分
な時間、上記HAT培養液を用いた培養が継続される。具体的には、一般に、数日から数週
間の培養によって、所望のハイブリドーマが選択され得る。次いで、通常の限界希釈法に
よって、所望の抗体を産生するハイブリドーマのスクリーニングおよび単一クローニング
が実施され得る。
【００４２】
　所望の抗体のスクリーニングおよび単一クローニングが、公知の抗原抗体反応に基づく
スクリーニング方法によって好適に実施され得る。例えば、GPC3に結合するモノクローナ
ル抗体は、細胞表面に発現したGPC3に結合することができる。このようなモノクローナル
抗体は、たとえば、FACS（fluorescence activated cell sorting）によってスクリーニ
ングされ得る。FACSは、蛍光抗体と接触させた細胞をレーザー光で解析し、個々の細胞が
発する蛍光を測定することによって細胞表面への抗体の結合を測定することを可能にする
システムである。
【００４３】
　FACSによって本発明のモノクローナル抗体を産生するハイブリドーマをスクリーニング
するためには、まずGPC3を発現する細胞を調製する。スクリーニングのための好ましい細
胞は、GPC3を強制発現させた哺乳動物細胞である。宿主細胞として使用した形質転換され
ていない哺乳動物細胞を対照として用いることによって、細胞表面のGPC3に対する抗体の
結合活性が選択的に検出され得る。すなわち、宿主細胞に結合せず、GPC3強制発現細胞に
結合する抗体を産生するハイブリドーマを選択することによって、GPC3モノクローナル抗
体を産生するハイブリドーマが取得され得る。
【００４４】
　あるいは固定化したGPC3発現細胞に対する抗体の結合活性がELISAの原理に基づいて評
価され得る。たとえば、ELISAプレートのウェルにGPC3発現細胞が固定化される。ハイブ
リドーマの培養上清をウェル内の固定化細胞に接触させ、固定化細胞に結合する抗体が検
出される。モノクローナル抗体がマウス由来の場合、細胞に結合した抗体は、抗マウスイ
ムノグロブリン抗体によって検出され得る。これらのスクリーニングによって選択された
、抗原に対する結合能を有する所望の抗体を産生するハイブリドーマは、限界希釈法等に
よりクローニングされ得る。
【００４５】
　このようにして作製されるモノクローナル抗体を産生するハイブリドーマは通常の培養
液中で継代培養され得る。また、該ハイブリドーマは液体窒素中で長期にわたって保存さ
れ得る。
【００４６】
　当該ハイブリドーマを通常の方法に従い培養し、その培養上清から所望のモノクローナ
ル抗体が取得され得る。あるいはハイブリドーマをこれと適合性がある哺乳動物に投与し
て増殖せしめ、その腹水からモノクローナル抗体が取得され得る。前者の方法は、高純度
の抗体を得るのに好適なものである。
【００４７】
　当該ハイブリドーマ等の抗体産生細胞からクローニングされる抗体遺伝子によってコー
ドされる抗体も好適に利用され得る。クローニングした抗体遺伝子を適当なベクターに組
み込んで宿主に導入することによって、当該遺伝子によってコードされる抗体が発現する
。抗体遺伝子の単離と、ベクターへの導入、そして宿主細胞の形質転換のための方法は例
えば、Vandammeらによって既に確立されている（Eur.J. Biochem.（1990）192 (3), 767-
775）。下記に述べるように組換え抗体の製造方法もまた公知である。
【００４８】
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　たとえば、抗GPC3抗体を産生するハイブリドーマ細胞から、抗GPC3抗体の可変領域（V
領域）をコードするcDNAが取得される。そのために、通常、まずハイブリドーマから全RN
Aが抽出される。細胞からmRNAを抽出するための方法として、たとえば次のような方法を
利用することができる。
－グアニジン超遠心法（Biochemistry (1979) 18 (24), 5294-5299）
－AGPC法（Anal. Biochem. (1987) 162 (1), 156-159）
【００４９】
　抽出されたmRNAは、mRNA Purification Kit （GEヘルスケアバイオサイエンス製）等を
使用して精製され得る。あるいは、QuickPrep mRNA Purification Kit （GEヘルスケアバ
イオサイエンス製）などのように、細胞から直接全mRNAを抽出するためのキットも市販さ
れている。このようなキットを用いて、ハイブリドーマからmRNAが取得され得る。得られ
たmRNAから逆転写酵素を用いて抗体V領域をコードするcDNAが合成され得る。cDNAは、AMV
 Reverse Transcriptase First-strand cDNA Synthesis Kit（生化学工業社製）等によっ
て合成され得る。また、cDNAの合成および増幅のために、SMART RACE cDNA 増幅キット（
Clontech製）およびPCRを用いた5’-RACE法（Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1988) 85 (2
3), 8998-9002、Nucleic Acids Res. (1989) 17 (8), 2919-2932）が適宜利用され得る。
更にこうしたcDNAの合成の過程においてcDNAの両末端に後述する適切な制限酵素サイトが
導入され得る。
【００５０】
　得られたPCR産物から目的とするcDNA断片が精製され、次いでベクターDNAと連結される
。このように組換えベクターが作製され、大腸菌等に導入されコロニーが選択された後に
、該コロニーを形成した大腸菌から所望の組換えベクターが調製され得る。そして、該組
換えベクターが目的とするcDNAの塩基配列を有しているか否かについて、公知の方法、例
えば、ジデオキシヌクレオチドチェインターミネーション法等により確認される。
【００５１】
　可変領域をコードする遺伝子を取得するためには、可変領域遺伝子増幅用のプライマー
を使った5’-RACE法を利用するのが簡便である。まずハイブリドーマ細胞より抽出された
RNAを鋳型としてcDNAが合成され、5’-RACE cDNAライブラリーが得られる。5’-RACE cDN
Aライブラリーの合成にはSMART RACE cDNA 増幅キットなど市販のキットが適宜用いられ
る。
【００５２】
　得られた5’-RACE cDNAライブラリーを鋳型として、PCR法によって抗体遺伝子が増幅さ
れる。公知の抗体遺伝子配列をもとにマウス抗体遺伝子増幅用のプライマーがデザインさ
れ得る。これらのプライマーは、イムノグロブリンのサブクラスごとに異なる塩基配列で
ある。したがって、サブクラスは予めIso Stripマウスモノクローナル抗体アイソタイピ
ングキット（ロシュ・ダイアグノスティックス）などの市販キットを用いて決定しておく
ことが望ましい。
【００５３】
　具体的には、たとえばマウスIgGをコードする遺伝子の取得を目的とするときには、重
鎖としてγ1、γ2a、γ2b、γ3、軽鎖としてκ鎖とλ鎖をコードする遺伝子の増幅が可能
なプライマーが利用され得る。IgGの可変領域遺伝子を増幅するためには、一般に3'側の
プライマーには可変領域に近い定常領域に相当する部分にアニールするプライマーが利用
される。一方5'側のプライマーには、5’ RACE cDNAライブラリー作製キットに付属する
プライマーが利用される。
【００５４】
　こうして増幅されたPCR産物を利用して、重鎖と軽鎖の組み合せからなるイムノグロブ
リンが再構成され得る。再構成されたイムノグロブリンの、GPC3に対する結合活性を指標
として、所望の抗体がスクリーニングされ得る。たとえばGPC3に対する抗体の取得を目的
とするとき、抗体のGPC3への結合は、特異的であることがさらに好ましい。GPC3に結合す
る抗体は、たとえば次のようにしてスクリーニングされ得る；
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（１）ハイブリドーマから得られたcDNAによってコードされるV領域を含む抗体をGPC3発
現細胞に接触させる工程、
（２）GPC3発現細胞と抗体との結合を検出する工程、および
（３）GPC3発現細胞に結合する抗体を選択する工程。
【００５５】
　抗体とGPC3発現細胞との結合を検出する方法は公知である。具体的には、先に述べたFA
CSなどの手法によって、抗体とGPC3発現細胞との結合が検出され得る。抗体の結合活性を
評価するためにGPC3発現細胞の固定標本が適宜利用され得る。
【００５６】
　結合活性を指標とする抗体のスクリーニング方法として、ファージベクターを利用した
パニング法も好適に用いられる。ポリクローナルな抗体発現細胞群より抗体遺伝子を重鎖
と軽鎖のサブクラスのライブラリーとして取得した場合には、ファージベクターを利用し
たスクリーニング方法が有利である。重鎖と軽鎖の可変領域をコードする遺伝子は、適当
なリンカー配列で連結することによってシングルチェインFv（scFv）を形成することがで
きる。scFvをコードする遺伝子をファージベクターに挿入することにより、scFvを表面に
発現するファージが取得され得る。このファージと所望の抗原との接触の後に、抗原に結
合したファージを回収することによって、目的の結合活性を有するscFvをコードするDNA
が回収され得る。この操作を必要に応じて繰り返すことにより、所望の結合活性を有する
scFvが濃縮され得る。
【００５７】
　目的とする抗GPC3抗体のV領域をコードするcDNAが得られた後に、当該cDNAの両末端に
挿入した制限酵素サイトを認識する制限酵素によって該cDNAが消化される。好ましい制限
酵素は、抗体遺伝子を構成する塩基配列に出現する頻度が低い塩基配列を認識して消化す
る。更に１コピーの消化断片をベクターに正しい方向で挿入するためには、付着末端を与
える制限酵素の挿入が好ましい。上記のように消化された抗GPC3抗体のV領域をコードす
るcDNAを適当な発現ベクターに挿入することによって、抗体発現ベクターが取得され得る
。このとき、抗体定常領域（C領域）をコードする遺伝子と、前記V領域をコードする遺伝
子とがインフレームで融合されれば、キメラ抗体が取得される。ここで、キメラ抗体とは
、定常領域と可変領域の由来が異なることをいう。したがって、マウス－ヒトなどの異種
キメラ抗体に加え、ヒト－ヒト同種キメラ抗体も、本発明におけるキメラ抗体に含まれる
。予め定常領域を有する発現ベクターに、前記V領域遺伝子を挿入することによって、キ
メラ抗体発現ベクターが構築され得る。具体的には、たとえば、所望の抗体定常領域（C
領域）をコードするDNAを保持した発現ベクターの5’側に、前記V領域遺伝子を消化する
制限酵素の制限酵素認識配列が適宜配置され得る。同じ組み合わせの制限酵素で消化され
た両者がインフレームで融合されることによって、キメラ抗体発現ベクターが構築される
。
【００５８】
　抗GPC3モノクローナル抗体を製造するために、抗体遺伝子が発現制御領域による制御の
下で発現するように発現ベクターに組み込まれる。抗体を発現するための発現制御領域と
は、例えば、エンハンサーやプロモーターを含む。また、発現した抗体が細胞外に分泌さ
れるように、適切なシグナル配列がアミノ末端に付加され得る。後に記載される実施例で
はシグナル配列として、アミノ酸配列MGWSCIILFLVATATGVHS（配列番号：3）を有するペプ
チドが使用されているが、これ以外にも適したシグナル配列が付加される。発現されたポ
リペプチドは上記配列のカルボキシル末端部分で切断され、切断されたポリペプチドが成
熟ポリペプチドとして細胞外に分泌され得る。次いで、この発現ベクターによって適当な
宿主細胞が形質転換されることによって、抗GPC3抗体をコードするDNAを発現する組換え
細胞が取得され得る。
【００５９】
　抗体遺伝子の発現のために、抗体重鎖（H鎖）および軽鎖（L鎖）をコードするDNAは、
それぞれ別の発現ベクターに組み込まれる。H鎖とL鎖が組み込まれたベクターによって、
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同じ宿主細胞に同時に形質転換（co-transfect）されることによって、H鎖とL鎖を備えた
抗体分子が発現され得る。あるいはH鎖およびL鎖をコードするDNAが単一の発現ベクター
に組み込まれることによって宿主細胞が形質転換され得る（国際公開WO 94/11523を参照
のこと）。
【００６０】
　単離された抗体遺伝子を適当な宿主に導入することによって抗体を作製するための宿主
細胞と発現ベクターの多くの組み合わせが公知である。これらの発現系は、いずれも本発
明の抗体可変領域を含むドメインを単離するのに応用され得る。真核細胞が宿主細胞とし
て使用される場合、動物細胞、植物細胞、あるいは真菌細胞が適宜使用され得る。具体的
には、動物細胞としては、次のような細胞が例示され得る。
（１）哺乳類細胞：CHO、COS、ミエローマ、BHK（baby hamster kidney）、Hela、Veroな
ど
（２）両生類細胞：アフリカツメガエル卵母細胞など
（３）昆虫細胞：sf9、sf21、Tn5など
【００６１】
　あるいは植物細胞としては、ニコティアナ・タバカム（Nicotiana tabacum）などのニ
コティアナ（Nicotiana）属由来の細胞による抗体遺伝子の発現系が公知である。植物細
胞の形質転換には、カルス培養した細胞が適宜利用され得る。
【００６２】
　更に真菌細胞としては、次のような細胞を利用することができる。
－酵母：サッカロミセス・セレビシエ（Saccharomyces serevisiae）などのサッカロミセ
ス（Saccharomyces）属、メタノール資化酵母（Pichia pastoris）などのPichia属
－糸状菌：アスペスギルス・ニガー（Aspergillus niger）などのアスペルギルス（Asper
gillus）属
【００６３】
　また、原核細胞を利用した抗体遺伝子の発現系も公知である。たとえば、細菌細胞を用
いる場合、大腸菌（E. coli）、枯草菌などの細菌細胞が適宜利用され得る。これらの細
胞中に、目的とする抗体遺伝子を含む発現ベクターが形質転換によって導入される。形質
転換された細胞をin vitroで培養することにより、当該形質転換細胞の培養物から所望の
抗体が取得され得る。
【００６４】
　組換え抗体の産生には、上記宿主細胞に加えて、トランスジェニック動物も利用され得
る。すなわち所望の抗体をコードする遺伝子が導入された動物から、当該抗体を得ること
ができる。例えば、抗体遺伝子は、乳汁中に固有に産生されるタンパク質をコードする遺
伝子の内部にインフレームで挿入することによって融合遺伝子として構築され得る。乳汁
中に分泌されるタンパク質として、たとえば、ヤギβカゼインなどを利用され得る。抗体
遺伝子が挿入された融合遺伝子を含むDNA断片はヤギの胚へ注入され、当該注入された胚
が雌のヤギへ導入される。胚を受容したヤギから生まれるトランスジェニックヤギ（また
はその子孫）が産生する乳汁からは、所望の抗体が乳汁タンパク質との融合タンパク質と
して取得され得る。また、トランスジェニックヤギから産生される所望の抗体を含む乳汁
量を増加させるために、ホルモンがトランスジェニックヤギに対して投与され得る（Bio/
Technology (1994), 12 (7), 699-702）。
【００６５】
　本明細書において記載される抗原結合分子がヒトに投与される場合、当該抗原結合分子
における抗体可変領域を含むドメインとして、ヒトに対する異種抗原性を低下させること
等を目的として人為的に改変した遺伝子組換え型抗体由来のドメインが適宜採用され得る
。遺伝子組換え型抗体には、例えば、ヒト化（Humanized）抗体等が含まれる。これらの
改変抗体は、公知の方法を用いて適宜製造される。
【００６６】
　本明細書において記載される抗原結合分子における抗体可変領域を含むドメインを作製
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するために用いられる抗体の可変領域は、通常、４つのフレームワーク領域（FR）にはさ
まれた３つの相補性決定領域（complementarity-determining region ; CDR）で構成され
ている。CDRは、実質的に、抗体の結合特異性を決定している領域である。CDRのアミノ酸
配列は多様性に富む。一方FRを構成するアミノ酸配列は、異なる結合特異性を有する抗体
の間でも、高い同一性を示すことが多い。そのため、一般に、CDRの移植によって、ある
抗体の結合特異性を、他の抗体に移植することができるとされている。
【００６７】
　ヒト化抗体は、再構成（reshaped）ヒト抗体とも称される。具体的には、ヒト以外の動
物、たとえばマウス抗体のCDRをヒト抗体に移植したヒト化抗体などが公知である。ヒト
化抗体を得るための一般的な遺伝子組換え手法も知られている。具体的には、マウスの抗
体のCDRをヒトのFRに移植するための方法として、たとえばOverlap Extension PCRが公知
である。Overlap Extension PCRにおいては、ヒト抗体のFRを合成するためのプライマー
に、移植すべきマウス抗体のCDRをコードする塩基配列が付加される。プライマーは４つ
のFRのそれぞれについて用意される。一般に、マウスCDRのヒトFRへの移植においては、
マウスのFRと同一性の高いヒトFRを選択するのが、CDRの機能の維持において有利である
とされている。すなわち、一般に、移植すべきマウスCDRに隣接しているFRのアミノ酸配
列と同一性の高いアミノ酸配列からなるヒトFRを利用するのが好ましい。
【００６８】
　また連結される塩基配列は、互いにインフレームで接続されるようにデザインされる。
それぞれのプライマーによってヒトFRが個別に合成される。その結果、各FRにマウスCDR
をコードするDNAが付加された産物が得られる。各産物のマウスCDRをコードする塩基配列
は、互いにオーバーラップするようにデザインされている。続いて、ヒト抗体遺伝子を鋳
型として合成された産物のオーバーラップしたCDR部分を互いにアニールさせて相補鎖合
成反応が行われる。この反応によって、ヒトFRがマウスCDRの配列を介して連結される。
【００６９】
　最終的に３つのCDRと４つのFRが連結されたV領域遺伝子は、その5'末端と3'末端にアニ
ールし適当な制限酵素認識配列を付加されたプライマーによってその全長が増幅される。
上記のように得られたDNAとヒト抗体C領域をコードするDNAとをインフレームで融合する
ように発現ベクター中に挿入することによって、ヒト型抗体発現用ベクターが作成できる
。該組込みベクターを宿主に導入して組換え細胞を樹立した後に、該組換え細胞を培養し
、該ヒト化抗体をコードするDNAを発現させることによって、該ヒト化抗体が該培養細胞
の培養物中に産生される（欧州特許公開EP 239400、国際公開WO1996/002576参照）。
【００７０】
　上記のように作製されたヒト化抗体の抗原への結合活性を定性的又は定量的に測定し、
評価することによって、CDRを介して連結されたときに該CDRが良好な抗原結合部位を形成
するようなヒト抗体のFRが好適に選択できる。必要に応じ、再構成ヒト抗体のCDRが適切
な抗原結合部位を形成するようにFRのアミノ酸残基を置換することもできる。たとえば、
マウスCDRのヒトFRへの移植に用いたPCR法を応用して、FRにアミノ酸配列の変異を導入す
ることができる。具体的には、FRにアニーリングするプライマーに部分的な塩基配列の変
異を導入することができる。このようなプライマーによって合成されたFRには、塩基配列
の変異が導入される。アミノ酸を置換した変異型抗体の抗原への結合活性を上記の方法で
測定し評価することによって所望の性質を有する変異FR配列が選択され得る（Sato, K.et
 al., Cancer Res, 1993, 53, 851-856）。
【００７１】
　また、ヒト抗体遺伝子の全てのレパートリーを有するトランスジェニック動物（国際公
開WO1993/012227、WO1992/003918、WO1994/002602、WO1994/025585、WO1996/034096、WO1
996/033735参照）を免疫動物とし、DNA免疫により所望のヒト抗体が取得され得る。
【００７２】
　さらに、ヒト抗体ライブラリーを用いて、パンニングによりヒト抗体を取得する技術も
知られている。例えば、ヒト抗体のV領域が一本鎖抗体（scFv）としてファージディスプ
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レイ法によりファージの表面に発現される。抗原に結合するscFvを発現するファージが選
択され得る。選択されたファージの遺伝子を解析することにより、抗原に結合するヒト抗
体のV領域をコードするDNA配列が決定できる。抗原に結合するscFvのDNA配列を決定した
後、当該V領域配列を所望のヒト抗体C領域の配列とインフレームで融合させた後に適当な
発現ベクターに挿入することによって発現ベクターが作製され得る。当該発現ベクターを
上記に挙げたような好適な発現細胞中に導入し、該ヒト抗体をコードする遺伝子を発現さ
せることにより当該ヒト抗体が取得される。これらの方法は既に公知である（国際公開WO
1992/001047、WO1992/020791、WO1993/006213、WO1993/011236、WO1993/019172、WO1995/
001438、WO1995/015388参照）。
【００７３】
グリピカン３(GPC3)結合活性を有する抗体可変領域を含むドメイン
　本明細書において「グリピカン３(GPC3)結合活性を有する抗体可変領域を含むドメイン
」とは、上記GPC3 タンパク質又はその部分ペプチドの一部または全部に特異的に結合し
且つ相補的である領域を含んで成る抗体の部分をいう。抗体可変領域を含むドメインは一
または複数の抗体の可変ドメインより提供され得る。好ましくは、抗体可変領域を含むド
メインは抗体軽鎖可変領域（VL）と抗体重鎖可変領域（VH）とを含む。こうした抗体可変
領域を含むドメインの例としては、「scFv（single chain Fv）」、「単鎖抗体（single 
chain antibody）」、「Fv」、「scFv2（single chain Fv 2）」、「Fab」または「F(ab'
)2」等が好適に挙げられる。
【００７４】
T細胞受容体複合体結合活性を有する抗体可変領域を含むドメイン
　本明細書において、「T細胞受容体複合体結合活性を有する抗体可変領域を含むドメイ
ン」とは、T細胞受容体複合体の一部または全部に特異的に結合し且つ相補的である領域
を含んで成るT細胞受容体複合体抗体の部分をいう。T細胞受容体複合体は、T細胞受容体
自身でもよいし、T細胞受容体とともにT細胞受容体複合体を構成するアダプター分子でも
よい。アダプターとして好適なものはCD3である。
【００７５】
T細胞受容体結合活性を有する抗体可変領域を含むドメイン
　本明細書において、「T細胞受容体結合活性を有する抗体可変領域を含むドメイン」と
は、T細胞受容体の一部または全部に特異的に結合し且つ相補的である領域を含んでなるT
細胞受容体抗体の部分をいう。
　本発明のドメインが結合するT細胞受容体の部分としては、可変領域でもよいし、定常
領域でもよいが、好ましくは定常領域に存在するエピトープである。定常領域の配列とし
て、例えばRefSeq登録番号CAA26636.1のT細胞受容体α鎖（配列番号：4）、RefSeq登録番
号C25777のT細胞受容体β鎖（配列番号：５）、RefSeq登録番号A26659のT細胞受容体γ1
鎖（配列番号：６）、RefSeq登録番号AAB63312.1のT細胞受容体γ2鎖（配列番号：７）、
RefSeq登録番号AAA61033.1のT細胞受容体δ鎖（配列番号：８）の配列を挙げることがで
きる。
【００７６】
CD3結合活性を有する抗体可変領域を含むドメイン
　本明細書において「CD3結合活性を有する抗体可変領域を含むドメイン」とは、CD3の一
部または全部に特異的に結合し且つ相補的である領域を含んで成るCD3抗体の部分をいう
。好ましくは、当該ドメインは抗CD3抗体の軽鎖可変領域（VL）と抗CD3抗体の重鎖可変領
域（VH）とを含む。こうしたドメインの例としては、「scFv（single chain Fv）」、「
単鎖抗体（single chain antibody）」、「Fv」、「scFv2（single chain Fv 2）」、「F
ab」または「F(ab')2」等が好適に挙げられる。
【００７７】
　本発明に係るCD3結合活性を有する抗体可変領域を含むドメインは、ヒトCD3を構成する
γ鎖、δ鎖又はε鎖配列に存在するエピトープであればいずれのエピトープに結合するも
のであり得る。本発明において、好ましくはヒトCD3複合体のε鎖の細胞外領域に存在す
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るエピトープに結合する抗CD3抗体の軽鎖可変領域（VL）と抗CD3抗体の重鎖可変領域（VH
）とを含むドメインが好適に用いられる。こうしたドメインとしては、実施例に記載の抗
CD3抗体の軽鎖可変領域(VL)と抗CD3抗体の重鎖可変領域(VH)の他に、OKT3抗体（Proc. Na
tl. Acad. Sci. USA (1980) 77, 4914-4917）や種々の公知のCD3抗体の軽鎖可変領域（VL
）とCD3抗体の重鎖可変領域（VH）とを含むCD3結合ドメインが好適に用いられる。また、
ヒトCD3を構成するγ鎖、δ鎖又はε鎖を前記の方法によって所望の動物に免疫すること
によって取得された所望の性質を有する抗CD3抗体を起源とする抗体可変領域を含むドメ
インが適宜使用され得る。CD3結合活性を有する抗体可変領域を含むドメインの起源とな
る抗CD3抗体は前記のとおり適宜ヒト化された抗体やヒト抗体が適宜用いられる。CD3を構
成するγ鎖、δ鎖又はε鎖の構造は、そのポリヌクレオチド配列が、配列番号：9（NM_00
0073.2）、10（NM_000732.4）及び11（NM_000733.3）に、そのポリペプチド配列が、配列
番号：12（NP_000064.1）、13（NP_000723.1）及び14（NP_000724.1）に記載されている
（カッコ内はRefSeq登録番号を示す）。
【００７８】
　本発明の抗原結合分子における抗体可変領域を含むドメインは、同一のエピトープに結
合することができる。ここで同一のエピトープは、配列番号：２あるいは配列番号：14に
記載のアミノ酸配列からなるタンパク質中に存在することができる。あるいは本発明の抗
原結合分子における抗体可変領域を含むドメインは、互いに異なるエピトープに結合する
ことができる。ここで異なるエピトープは、配列番号：２あるいは配列番号：１４に記載
のアミノ酸配列からなるタンパク質中に存在することができる。
【００７９】
特異的
　特異的とは、特異的に結合する分子の一方の分子がその一または複数の結合する相手方
の分子以外の分子に対しては何ら有意な結合を示さない状態をいう。また、抗体可変領域
を含むドメインが、ある抗原中に含まれる複数のエピトープのうち特定のエピトープに対
して特異的である場合にも用いられる。また、抗体可変領域を含むドメインが結合するエ
ピトープが複数の異なる抗原に含まれる場合には、当該抗体可変領域を含むドメインを有
する抗原結合分子は当該エピトープを含む様々な抗原と結合することができる。
【００８０】
エピトープ
　抗原中に存在する抗原決定基を意味するエピトープは、本明細書において開示される抗
原結合分子中の抗体可変領域を含むドメインが結合する抗原上の部位を意味する。よって
、例えば、エピトープは、その構造によって定義され得る。また、当該エピトープを認識
する抗原結合分子中の抗原に対する結合活性によっても当該エピトープが定義され得る。
抗原がペプチド又はポリペプチドである場合には、エピトープを構成するアミノ酸残基に
よってエピトープを特定することも可能である。また、エピトープが糖鎖である場合には
、特定の糖鎖構造によってエピトープを特定することも可能である。
【００８１】
　直線状エピトープは、アミノ酸一次配列が認識されたエピトープを含むエピトープであ
る。直線状エピトープは、典型的には、少なくとも３つ、および最も普通には少なくとも
５つ、例えば約８～約１０個、６～２０個のアミノ酸が固有の配列において含まれる。
【００８２】
　立体構造エピトープは、直線状エピトープとは対照的に、エピトープを含むアミノ酸の
一次配列が、認識されたエピトープの単一の規定成分ではないエピトープ（例えば、アミ
ノ酸の一次配列が、必ずしもエピトープを規定する抗体により認識されないエピトープ）
である。立体構造エピトープは、直線状エピトープに対して増大した数のアミノ酸を包含
するかもしれない。立体構造エピトープの認識に関して、抗体は、ペプチドまたはタンパ
ク質の三次元構造を認識する。例えば、タンパク質分子が折り畳まれて三次元構造を形成
する場合には、立体構造エピトープを形成するあるアミノ酸および／またはポリペプチド
主鎖は、並列となり、抗体がエピトープを認識するのを可能にする。エピトープの立体構
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造を決定する方法には、例えばX線結晶学、二次元核磁気共鳴分光学並びに部位特異的な
スピン標識および電磁常磁性共鳴分光学が含まれるが、これらには限定されない。例えば
、Epitope Mapping Protocols in Methods in Molecular Biology (1996)、第66巻、Morr
is（編）を参照。
【００８３】
　下記にGPC3に対して結合活性を有する抗体可変領域を含むドメインを有する被験抗原結
合分子によるエピトープへの結合の確認方法が例示されるが、T細胞受容体複合体に対し
て結合活性を有する抗体可変領域を含むドメインを有する被験抗原結合分子によるエピト
ープへの結合の確認方法も下記の例示に準じて適宜実施され得る。
【００８４】
　例えば、GPC3に対して結合活性を有する抗体可変領域を含むドメインを含む被験抗原結
合分子が、GPC3分子中に存在する線状エピトープを認識することは、たとえば次のように
して確認することができる。上記の目的のためにGPC3の細胞外ドメインを構成するアミノ
酸配列からなる線状のペプチドが合成される。当該ペプチドは、化学的に合成され得る。
あるいは、GPC3のcDNA中の、細胞外ドメインに相当するアミノ酸配列をコードする領域を
利用して、遺伝子工学的手法により得られる。次に、細胞外ドメインを構成するアミノ酸
配列からなる線状ペプチドと、GPC3に対して結合活性を有する抗体可変領域を含むドメイ
ンを有する被験抗原結合分子との結合活性が評価される。たとえば、固定化された線状ペ
プチドを抗原とするELISAによって、当該ペプチドに対する当該抗原結合分子の結合活性
が評価され得る。あるいは、GPC3発現細胞に対する当該抗原結合分子の結合における、線
状ペプチドによる阻害のレベルに基づいて、線状ペプチドに対する結合活性が明らかにさ
れ得る。これらの試験によって、線状ペプチドに対する当該抗原結合分子の結合活性が明
らかにされ得る。
【００８５】
　また、GPC3に対して結合活性を有する抗体可変領域を含むドメインを有する被験抗原結
合分子が立体構造エピトープを認識することは、次のようにして確認され得る。上記の目
的のために、GPC3を発現する細胞が調製される。GPC3に対して結合活性を有する抗体可変
領域を含むドメインを有する被験抗原結合分子がGPC3発現細胞に接触した際に当該細胞に
強く結合する一方で、当該抗原結合分子が固定化されたGPC3の細胞外ドメインを構成する
アミノ酸配列からなる線状ペプチドに対して実質的に結合しないとき等が挙げられる。こ
こで、実質的に結合しないとは、ヒトGPC3発現細胞に対する結合活性の80％以下、通常50
％以下、好ましくは30％以下、特に好ましくは15％以下の結合活性をいう。
【００８６】
　GPC3に対する抗原結合ドメインを含む被験抗原結合分子のGPC3発現細胞に対する結合活
性を測定する方法としては、例えば、Antibodies A Laboratory Manual記載の方法（Ed H
arlow, David Lane, Cold Spring Harbor Laboratory (1988) 359-420）が挙げられる。
即ち、GPC3発現細胞を抗原とするELISAやFACS（fluorescence activated cell sorting）
の原理によって評価され得る。
【００８７】
　ELISAフォーマットにおいて、GPC3に対する抗原結合ドメインを含む被験抗原結合分子
のGPC3発現細胞に対する結合活性は、酵素反応によって生成するシグナルレベルを比較す
ることによって定量的に評価される。すなわち、GPC3発現細胞を固定化したELISAプレー
トに被験抗原結合分子を加え、細胞に結合した被験抗原結合分子が、被験抗原結合分子を
認識する酵素標識抗体を利用して検出される。あるいはFACSにおいては、被験抗原結合分
子の希釈系列を作成し、GPC3発現細胞に対する抗体結合力価（titer）を決定することに
より、GPC3発現細胞に対する被験抗原結合分子の結合活性が比較され得る。
【００８８】
　緩衝液等に懸濁した細胞表面上に発現している抗原に対する被験抗原結合分子の結合は
、フローサイトメーターによって検出することができる。フローサイトメーターとしては
、例えば、次のような装置が知られている。
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FACSCantoTM II
FACSAriaTM

FACSArrayTM

FACSVantageTM SE
FACSCaliburTM （いずれもBD Biosciences社の商品名）
EPICS ALTRA HyPerSort
Cytomics FC 500
EPICS XL-MCL ADC EPICS XL ADC
Cell Lab Quanta / Cell Lab Quanta SC（いずれもBeckman Coulter社の商品名）
【００８９】
　例えば、GPC3に対する抗原結合ドメインを含む被験抗原結合分子の抗原に対する結合活
性の好適な測定方法の一例として、次の方法が挙げられる。まず、GPC3を発現する細胞と
反応させた被験抗原結合分子を認識するFITC標識した二次抗体で染色する。被験抗原結合
分子を適宜好適な緩衝液によって希釈することによって、当該会合体が所望の濃度に調製
して用いられる。例えば、10μg/mlから10 ng/mlまでの間のいずれかの濃度で使用され得
る。次に、FACSCalibur（BD社）により蛍光強度と細胞数が測定される。当該細胞に対す
る抗体の結合量は、CELL QUEST Software（BD社）を用いて解析することにより得られた
蛍光強度、すなわちGeometric Meanの値に反映される。すなわち、当該Geometric Meanの
値を得ることにより、被験抗原結合分子の結合量によって表される被験抗原結合分子の結
合活性が測定され得る。
【００９０】
　GPC3に対する抗原結合ドメインを含む被験抗原結合分子が、ある抗原結合分子とエピト
ープを共有することは、両者の同じエピトープに対する競合によって確認され得る。抗原
結合分子間の競合は、交叉ブロッキングアッセイなどによって検出される。例えば競合EL
ISAアッセイは、好ましい交叉ブロッキングアッセイである。
【００９１】
　具体的には、交叉ブロッキングアッセイにおいては、マイクロタイタープレートのウェ
ル上にコートしたGPC3タンパク質が、候補となる競合抗原結合分子の存在下、または非存
在下でプレインキュベートされた後に、被験抗原結合分子が添加される。ウェル中のGPC3
タンパク質に結合した被験抗原結合分子の量は、同じエピトープへの結合に対して競合す
る候補となる競合抗原結合分子の結合能に間接的に相関している。すなわち同一エピトー
プに対する競合抗原結合分子の親和性が大きくなればなる程、被験抗原結合分子のGPC3タ
ンパク質をコートしたウェルへの結合活性は低下する。
【００９２】
　GPC3タンパク質を介してウェルに結合した被験抗原結合分子の量は、予め抗原結合分子
を標識しておくことによって、容易に測定され得る。たとえば、ビオチン標識された抗原
結合分子は、アビジンペルオキシダーゼコンジュゲートと適切な基質を使用することによ
り測定される。ペルオキシダーゼなどの酵素標識を利用した交叉ブロッキングアッセイは
、特に競合ELISAアッセイといわれる。抗原結合分子は、検出あるいは測定が可能な他の
標識物質で標識され得る。具体的には、放射標識あるいは蛍光標識などが公知である。
【００９３】
　候補の競合抗原結合分子の非存在下で実施されるコントロール試験において得られる結
合活性と比較して、競合抗原結合分子が、GPC3に対する抗原結合ドメインを含む被験抗原
結合分子の結合を少なくとも20％、好ましくは少なくとも20－50％、さらに好ましくは少
なくとも50％ブロックできるならば、当該被験抗原結合分子は競合抗原結合分子と実質的
に同じエピトープに結合するか、又は同じエピトープへの結合に対して競合する抗原結合
分子である。
【００９４】
　GPC3に対する抗原結合ドメインを含む被験抗原結合分子が結合するエピトープの構造が
同定されている場合には、被験抗原結合分子と対照抗原結合分子とがエピトープを共有す
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ることは、当該エピトープを構成するペプチドにアミノ酸変異を導入したペプチドに対す
る両者の抗原結合分子の結合活性を比較することによって評価され得る。
【００９５】
　こうした結合活性を測定する方法としては、例えば、前記のELISAフォーマットにおい
て変異を導入した線状のペプチドに対する被験抗原結合分子及び対照抗原結合分子の結合
活性を比較することによって測定され得る。ELISA以外の方法としては、カラムに結合し
た当該変異ペプチドに対する結合活性を、当該カラムに被検抗原結合分子と対照抗原結合
分子を流下させた後に溶出液中に溶出される抗原結合分子を定量することによっても測定
され得る。変異ペプチドを例えばGSTとの融合ペプチドとしてカラムに吸着させる方法は
公知である。
【００９６】
　また、同定されたエピトープが立体エピトープの場合には、被験抗原結合分子と対照抗
原結合分子とがエピトープを共有することは、次の方法で評価され得る。まず、GPC3を発
現する細胞とエピトープに変異が導入されたGPC3を発現する細胞が調製される。これらの
細胞がPBS等の適切な緩衝液に懸濁された細胞懸濁液に対して被験抗原結合分子と対照抗
原結合分子が添加される。次いで、適宜緩衝液で洗浄された細胞懸濁液に対して、被験抗
原結合分子と対照抗原結合分子を認識することができるFITC標識された抗体が添加される
。標識抗体によって染色された細胞の蛍光強度と細胞数がFACSCalibur（BD社）によって
測定される。被験抗原結合分子と対照抗原結合分子の濃度は好適な緩衝液によって適宜希
釈することによって所望の濃度に調製して用いられる。例えば、10μg/mlから10 ng/mlま
での間のいずれかの濃度で使用される。当該細胞に対する標識抗体の結合量は、CELL QUE
ST Software（BD社）を用いて解析することにより得られた蛍光強度、すなわちGeometric
 Meanの値に反映される。すなわち、当該Geometric Meanの値を得ることにより、標識抗
体の結合量によって表される被験抗原結合分子と対照抗原結合分子の結合活性を測定する
ことができる。
【００９７】
　本方法において、例えば「変異GPC3発現細胞に実質的に結合しない」ことは、以下の方
法によって判断することができる。まず、変異GPC3を発現する細胞に対して結合した被験
抗原結合分子と対照抗原結合分子を、標識抗体で染色する。次いで細胞の蛍光強度を検出
する。蛍光検出にフローサイトメトリーとしてFACSCaliburを用いた場合、得られた蛍光
強度はCELL QUEST Softwareを用いて解析され得る。抗原結合分子存在下および非存在下
でのGeometric Meanの値から、この比較値（ΔGeo-Mean）を下記の計算式に基づいて算出
することにより、抗原結合分子の結合による蛍光強度の増加割合を求めることができる。
【００９８】
　ΔGeo-Mean＝Geo-Mean（抗原結合分子存在下）／Geo-Mean（抗原結合分子非存在下）
【００９９】
　解析によって得られる被験抗原結合分子の変異GPC3発現細胞に対する結合量が反映され
たGeometric Mean比較値（変異GPC3分子ΔGeo-Mean値）を、被験抗原結合分子のGPC3発現
細胞に対する結合量が反映されたΔGeo-Mean比較値と比較する。この場合において、変異
GPC3発現細胞及びGPC3発現細胞に対するΔGeo-Mean比較値を求める際に使用する被験抗原
結合分子の濃度は互いに同一又は実質的に同一の濃度で調整されることが特に好ましい。
予めGPC3中のエピトープを認識していることが確認された抗原結合分子が、対照抗原結合
分子として利用される。
【０１００】
　被験抗原結合分子の変異GPC3発現細胞に対するΔGeo-Mean比較値が、被験抗原結合分子
のGPC3発現細胞に対するΔGeo-Mean比較値の、少なくとも80％、好ましくは50％、更に好
ましくは30％、特に好ましくは15％より小さければ、「変異GPC3発現細胞に実質的に結合
しない」ものとする。Geo-Mean値（Geometric Mean）を求める計算式は、CELL QUEST Sof
tware User’s Guide（BD biosciences社）に記載されている。比較値を比較することに
よってそれが実質的に同視し得る程度であれば、被験抗原結合分子と対照抗原結合分子の
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エピトープは同一であると評価され得る。
【０１０１】
Fv（variable fragment）
　本明細書において、「Fv（variable fragment）」という用語は、抗体の軽鎖可変領域
（VL（light chain variable region））と抗体の重鎖可変領域（VH（heavy chain varia
ble region））とのペアからなる抗体由来の抗原結合ドメインの最小単位を意味する。19
88年にSkerraとPluckthunは、バクテリアのシグナル配列の下流に抗体の遺伝子を挿入し
大腸菌中で当該遺伝子の発現を誘導することによって、均一でかつ活性を保持した状態で
大腸菌のペリプラズム画分から調製されることを見出した（Science (1988) 240 (4855),
 1038-1041）。ペリプラズム画分から調製されたFvは、抗原に対する結合を有する態様で
VHとVLが会合していた。
【０１０２】
　本明細書において、Fvとしては、例えば以下の抗原結合分子；
二価のscFvのうち一価のscFvがCD3結合ドメインを構成する重鎖Fv断片を介してFc領域を
構成する一つのポリペプチドに、他方の一価のscFvがCD3結合ドメインを構成する軽鎖Fv
断片を介してFc領域を構成する他方の一つのポリペプチドに連結された二価の抗原結合ド
メインが二価のscFvである（１）二価の抗原結合ドメイン、（２）IgG1、IgG2a、IgG3又
はIgG4のFc領域を構成するアミノ酸のうちFcγ受容体に対する結合活性を有しないFc領域
を含むドメイン、及び、（３）少なくとも一価のCD3結合ドメイン、
を含む抗原結合分子等において軽鎖Fv断片及び重鎖Fv断片が、抗原であるCD3に対する結
合を有する態様で会合しCD3結合ドメインを構成する一組のFvも好適に含まれる。
【０１０３】
scFv、単鎖抗体、またはsc(Fv)2
　本明細書において、「scFv」、「単鎖抗体」、または「sc(Fv)2」という用語は、単一
のポリペプチド鎖内に、重鎖および軽鎖の両方に由来する可変領域を含むが、定常領域を
欠いている抗体断片を意味する。一般に、単鎖抗体は、抗原結合を可能にすると思われる
所望の構造を形成するのを可能にする、VHドメインとVLドメインの間のポリペプチドリン
カーをさらに含む。単鎖抗体は、The Pharmacology of Monoclonal Antibodies, 113巻, 
Rosenburg、及び、Moore編, Springer-Verlag, New York, 269～315（1994）においてPlu
ckthunによって詳細に考察されている。同様に、国際特許出願公開WO1988/001649および
米国特許第4,946,778号および同第5,260,203号を参照。特定の態様において、単鎖抗体は
また、二重特異性であるか、かつ／またはヒト化され得る。
【０１０４】
　scFvはFvを構成するVHとVLとがペプチドリンカーによって連結された抗原結合ドメイン
である（Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. (1988) 85 (16), 5879-5883）。当該ペプチド
リンカーによってVHとVLとが近接した状態に保持され得る。
【０１０５】
　sc(Fv)2は二つのVLと二つのVHの4つの可変領域がペプチドリンカー等のリンカーによっ
て連結され一本鎖を構成する単鎖抗体である（J Immunol. Methods (1999) 231 (1-2), 1
77-189）。この二つのVHとVLは異なるモノクローナル抗体から由来することもあり得る。
例えば、Journal of Immunology (1994) 152 (11), 5368-5374に開示されるような同一抗
原中に存在する二種類のエピトープを認識する二重特異性（bispecific sc(Fv)2）も好適
に挙げられる。sc(Fv)2は、当業者に公知の方法によって作製され得る。例えば、scFvを
ペプチドリンカー等のリンカーで結ぶことによって作製され得る。
【０１０６】
　本明細書におけるsc(Fv)2を構成する抗原結合ドメインの構成としては、二つのVH及び
二つのVLが、一本鎖ポリペプチドのN末端側を基点としてVH、VL、VH、VL（［VH］リンカ
ー［VL］リンカー［VH］リンカー［VL］）の順に並んでいることを特徴とする抗体が挙げ
られるが、二つのVHと2つのVLの順序は特に上記の構成に限定されず、どのような順序で
並べられていてもよい。例えば以下のような、順序の構成も挙げることができる。
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［VL］リンカー［VH］リンカー［VH］リンカー［VL］
［VH］リンカー［VL］リンカー［VL］リンカー［VH］
［VH］リンカー［VH］リンカー［VL］リンカー［VL］
［VL］リンカー［VL］リンカー［VH］リンカー［VH］
［VL］リンカー［VH］リンカー［VL］リンカー［VH］
【０１０７】
　sc(Fv)2の分子形態についてはWO2006/132352においても詳細に記載されており、当業者
であればこれらの記載に基づいて、本明細書で開示される抗原結合分子の作製のために適
宜所望のsc(Fv)2を作製することが可能である。
【０１０８】
　また本発明の抗原結合分子は、PEG等のキャリアー高分子や抗がん剤等の有機化合物を
コンジュゲートしてもよい。また糖鎖付加配列を挿入し、糖鎖が所望の効果を得ることを
目的として好適に付加され得る。
【０１０９】
　抗体の可変領域を結合するリンカーとしては、遺伝子工学により導入し得る任意のペプ
チドリンカー、又は合成化合物リンカー（例えば、Protein Engineering, 9 (3), 299-30
5, 1996参照）に開示されるリンカー等を用いることができるが、本発明においてはペプ
チドリンカーが好ましい。ペプチドリンカーの長さは特に限定されず、目的に応じて当業
者が適宜選択することが可能であるが、好ましい長さは5アミノ酸以上（上限は特に限定
されないが、通常、30アミノ酸以下、好ましくは20アミノ酸以下）であり、特に好ましく
は15アミノ酸である。sc(Fv)2に3つのペプチドリンカーが含まれる場合には、全て同じ長
さのペプチドリンカーを用いてもよいし、異なる長さのペプチドリンカーを用いてもよい
。
【０１１０】
　例えば、ペプチドリンカーの場合：
Ser
Gly・Ser
Gly・Gly・Ser
Ser・Gly・Gly
Gly・Gly・Gly・Ser（配列番号：１５）
Ser・Gly・Gly・Gly（配列番号：１６）
Gly・Gly・Gly・Gly・Ser（配列番号：１７）
Ser・Gly・Gly・Gly・Gly（配列番号：１８）
Gly・Gly・Gly・Gly・Gly・Ser（配列番号：１９）
Ser・Gly・Gly・Gly・Gly・Gly（配列番号：２０）
Gly・Gly・Gly・Gly・Gly・Gly・Ser（配列番号：２１）
Ser・Gly・Gly・Gly・Gly・Gly・Gly（配列番号：２２）
(Gly・Gly・Gly・Gly・Ser（配列番号：１７）)n
(Ser・Gly・Gly・Gly・Gly（配列番号：１８）)n
［nは１以上の整数である］等を挙げることができる。但し、ペプチドリンカーの長さや
配列は目的に応じて当業者が適宜選択することができる。
【０１１１】
　合成化学物リンカー（化学架橋剤）は、ペプチドの架橋に通常用いられている架橋剤、
例えばN-ヒドロキシスクシンイミド（NHS）、ジスクシンイミジルスベレート（DSS）、ビ
ス（スルホスクシンイミジル）スベレート（BS3）、ジチオビス（スクシンイミジルプロ
ピオネート）（DSP）、ジチオビス（スルホスクシンイミジルプロピオネート）（DTSSP）
、エチレングリコールビス（スクシンイミジルスクシネート）（EGS）、エチレングリコ
ールビス（スルホスクシンイミジルスクシネート）（スルホ－EGS）、ジスクシンイミジ
ル酒石酸塩（DST）、ジスルホスクシンイミジル酒石酸塩（スルホ－DST）、ビス［2-（ス
クシンイミドオキシカルボニルオキシ）エチル］スルホン（BSOCOES）、ビス［2-（スル
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ホスクシンイミドオキシカルボニルオキシ）エチル］スルホン（スルホ-BSOCOES）などで
あり、これらの架橋剤は市販されている。
【０１１２】
　4つの抗体可変領域を結合する場合には、通常、3つのリンカーが必要となるが、全て同
じリンカーを用いてもよいし、異なるリンカーを用いてもよい。
【０１１３】
Fab、F(ab’)2、またはFab’
　「Fab」は、一本の軽鎖、ならびに一本の重鎖のCH1領域および可変領域から構成される
。Fab分子の重鎖は、別の重鎖分子とのジスルフィド結合を形成できない。
【０１１４】
　「F(ab’)2」及び「Fab’」とは、イムノグロブリン（モノクローナル抗体）をタンパ
ク質分解酵素であるペプシンあるいはパパイン等で処理することにより製造され、ヒンジ
領域中の2本のH鎖間に存在するジスルフィド結合の前後で消化されて生成される抗体フラ
グメントを意味する。例えば、IgGをパパインで処理することにより、ヒンジ領域中の2本
のH鎖間に存在するジスルフィド結合の上流で切断されてVL（L鎖可変領域）とCL（L鎖定
常領域）からなるL鎖、及びVH（H鎖可変領域）とCHγ1（H鎖定常領域中のγ1領域）とか
らなるH鎖フラグメントがC末端領域でジスルフィド結合により結合した相同な2つの抗体
フラグメントが製造され得る。これら2つの相同な抗体フラグメントはそれぞれFab'とい
われる。
【０１１５】
　「F(ab’)2」は、二本の軽鎖、ならびに、鎖間のジスルフィド結合が2つの重鎖間で形
成されるようにCH1ドメインおよびCH2ドメインの一部分の定常領域を含む二本の重鎖を含
む。本明細書において開示される抗原結合分子を構成するF(ab’)2は、所望の抗原結合ド
メインを有する全長モノクローナル抗体等をペプシン等の蛋白質分解酵素にて部分消化し
た後に、Fc断片をプロテインAカラムに吸着させて除去することにより、好適に取得され
得る。かかる蛋白質分解酵素としてはpH等の酵素の反応条件を適切に設定することにより
制限的にF(ab’)2を生じるように全長抗体を消化し得るものであれば特段の限定はされず
、例えば、ペプシンやフィシン等が例示できる。
【０１１６】
Fc領域
　本明細書において開示される抗原結合分子を構成するFc領域はモノクローナル抗体等の
抗体をペプシン等の蛋白質分解酵素にて部分消化した後に、断片をプロテインAカラム、
あるいはプロテインGカラムに吸着させた後に、適切な溶出バッファー等により溶出させ
ることにより好適に取得され得る。かかる蛋白質分解酵素としてはpH等の酵素の反応条件
を適切に設定することによりモノクローナル抗体等の抗体を消化し得るものであれば特段
の限定はされず、例えば、ペプシンやフィシン等が例示できる。
【０１１７】
　本明細書に記載される抗原結合分子にはIgG1、IgG2、IgG3又はIgG4のFc領域を構成する
アミノ酸のうちFcγ受容体に対する結合活性が低下しているFc領域が含まれる。
【０１１８】
　抗体のアイソタイプは、定常領域の構造によって決定される。IgG1、IgG2、IgG3、IgG4
の各アイソタイプの定常領域は、それぞれ、Cγ1、Cγ2、Cγ3、Cγ4と呼ばれている。ヒ
トCγ1、Cγ2、Cγ3、Cγ4のFc領域を構成するポリペプチドのアミノ酸配列が、配列番号
：２３、２４、２５、２６に例示される。各アミノ酸配列を構成するアミノ酸残基と、ka
batのEUナンバリング（本明細書においてEU INDEXとも呼ばれる）との関係は図１２に示
されている。
【０１１９】
　Fc領域は、二本の軽鎖、ならびに、鎖間のジスルフィド結合が2つの重鎖間で形成され
るようにCH1ドメインおよびCH2ドメイン間の定常領域の一部分を含む二本の重鎖を含むF(
ab’)2を除いた領域のことをいう。本明細書において開示される抗原結合分子を構成する
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Fc領域は、IgG1、IgG2、IgG3、IgG4モノクローナル抗体等をペプシン等の蛋白質分解酵素
にて部分消化した後に、プロテインAカラムに吸着された画分を再溶出することによって
好適に取得され得る。かかる蛋白質分解酵素としてはpH等の酵素の反応条件を適切に設定
することにより制限的にF(ab’)2を生じるように全長抗体を消化し得るものであれば特段
の限定はされず、例えば、ペプシンやフィシン等が例示できる。
【０１２０】
Fcγ受容体
　Fcγ受容体とは、IgG1、IgG2、IgG3、IgG4モノクローナル抗体のFc領域に結合し得る受
容体をいい、実質的にFcγ受容体遺伝子にコードされるタンパク質のファミリーのいかな
るメンバーをも意味する。ヒトでは、このファミリーには、アイソフォームFcγRIa、Fc
γRIbおよびFcγRIcを含むFcγRI（CD64）；アイソフォームFcγRIIa（アロタイプH131お
よびR131を含む）、FcγRIIb（FcγRIIb-1およびFcγRIIb-2を含む）およびFcγRIIcを含
むFcγRII（CD32）；およびアイソフォームFcγRIIIa（アロタイプV158およびF158を含む
）およびFcγRIIIb（アロタイプFcγRIIIb-NA1およびFcγRIIIb-NA2を含む）を含むFcγR
III（CD16）、並びにいかなる未発見のヒトFcγR類またはFcγRアイソフォームまたはア
ロタイプも含まれるが、これらに限定されるものではない。FcγRは、ヒト、マウス、ラ
ット、ウサギおよびサルを含むが、これらに限定されるものではない、いかなる生物由来
でもよい。マウスFcγR類には、FcγRI（CD64）、FcγRII（CD32）、FcγRIII（CD16）お
よびFcγRIII-2（CD16-2）、並びにいかなる未発見のマウスFcγR類またはFcγRアイソフ
ォームまたはアロタイプも含まれるが、これらに限定されない。こうしたFcγ受容体の好
適な例としてはヒトFcγRI（CD64）、FcγRIIA（CD32）、FcγRIIB（CD32）、FcγRIIIA
（CD16）及び／又はFcγRIIIB（CD16）が挙げられる。FcγRIのポリヌクレオチド配列及
びアミノ酸配列はそれぞれ配列番号：２７（NM_000566.3）及び２８（NP_000557.1）に、
FcγRIIAのポリヌクレオチド配列及びアミノ酸配列はそれぞれ配列番号：２９（BC020823
.1）及び３０（AAH20823.1）に、FcγRIIBのポリヌクレオチド配列及びアミノ酸配列はそ
れぞれ配列番号：３１（BC146678.1）及び３２（AAI46679.1）に、FcγRIIIAのポリヌク
レオチド配列及びアミノ酸配列はそれぞれ配列番号：３３（BC033678.1）及び３４（AAH3
3678.1）に、及びFcγRIIIBのポリヌクレオチド配列及びアミノ酸配列は、それぞれ配列
番号：３５（BC128562.1）及び３６（AAI28563.1）に記載されている（カッコ内はRefSeq
登録番号を示す）。Fcγ受容体が、IgG1、IgG2、IgG3、IgG4モノクローナル抗体のFc領域
に結合活性を有するか否かは、上記に記載されるFACSやELISAフォーマットのほか、ALPHA
スクリーン（Amplified Luminescent Proximity Homogeneous Assay）や表面プラズモン
共鳴（SPR）現象を利用したBIACORE法等によって確認され得る（Proc.Natl.Acad.Sci.USA
 (2006) 103 (11), 4005-4010）。
【０１２１】
　また、「Fcリガンド」または「エフェクターリガンド」は、抗体のFc領域に結合してFc
／Fcリガンド複合体を形成する、任意の生物に由来する分子、好ましくはポリペプチドを
意味する。FcリガンドのFcへの結合は、好ましくは、１つまたはそれ以上のエフェクター
機能を誘起する。Fcリガンドには、Fc受容体、FcγR、FcαR、FcεR、FcRn、C1q、C3、マ
ンナン結合レクチン、マンノース受容体、スタフィロコッカスのプロテインＡ、スタフィ
ロコッカスのタンパク質ＧおよびウイルスのFcγRが含まれるが、これらに限定されない
。Fcリガンドには、FcγRに相同なFc受容体のファミリーであるFc受容体相同体（FcRH）
（Davis et al.,（2002）Immunological Reviews 190, 123-136）も含まれる。Fcリガン
ドには、Fcに結合する未発見の分子も含まれ得る。
【０１２２】
Fcγ受容体に対する結合活性
　Fc領域がFcγI、FcγIIA、FcγIIB、FcγIIIA及び／又はFcγIIIBのいずれかのFcγ受
容体に対する結合活性が低下していることは、上記に記載されるFACSやELISAフォーマッ
トのほか、ALPHAスクリーン（Amplified Luminescent Proximity Homogeneous Assay）や
表面プラズモン共鳴（SPR）現象を利用したBIACORE法等によって確認することができる（
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Proc.Natl.Acad.Sci.USA (2006) 103 (11), 4005-4010）。
【０１２３】
　ALPHAスクリーンは、ドナーとアクセプターの2つのビーズを使用するALPHAテクノロジ
ーによって下記の原理に基づいて実施される。ドナービーズに結合した分子が、アクセプ
タービーズに結合した分子と生物学的に相互作用し、2つのビーズが近接した状態の時に
のみ、発光シグナルが検出される。レーザーによって励起されたドナービーズ内のフォト
センシタイザーは、周辺の酸素を励起状態の一重項酸素に変換する。一重項酸素はドナー
ビーズ周辺に拡散し、近接しているアクセプタービーズに到達するとビーズ内の化学発光
反応を引き起こし、最終的に光が放出される。ドナービーズに結合した分子とアクセプタ
ービーズに結合した分子が相互作用しないときは、ドナービーズの産生する一重項酸素が
アクセプタービーズに到達しないため、化学発光反応は起きない。
【０１２４】
　例えば、ドナービーズにビオチン標識された抗原結合分子が結合され、アクセプタービ
ーズにはグルタチオンSトランスフェラーゼ（GST）でタグ化されたFcγ受容体が結合され
る。競合する変異Fc領域を有する抗原結合分子の非存在下では、野生型Fc領域を有する抗
原結合分子とFcγ受容体とは相互作用し520-620 nmのシグナルを生ずる。タグ化されてい
ない変異Fc領域を有する抗原結合分子は、野生型Fc領域を有する抗原結合分子とFcγ受容
体間の相互作用と競合する。競合の結果表れる蛍光の減少を定量することによって相対的
な結合親和性が決定され得る。抗体等の抗原結合分子をSulfo-NHS-ビオチン等を用いてビ
オチン化することは公知である。Fcγ受容体をGSTでタグ化する方法としては、Fcγ受容
体をコードするポリヌクレオチドとGSTをコードするポリヌクレオチドをインフレームで
融合した融合遺伝子を発現可能なベクターに保持した細胞等において発現し、グルタチオ
ンカラムを用いて精製する方法等が適宜採用され得る。得られたシグナルは例えばGRAPHP
AD PRISM（GraphPad社、San Diego）等のソフトウェアを用いて非線形回帰解析を利用す
る一部位競合（one-site competition）モデルに適合させることにより好適に解析される
。
【０１２５】
　相互作用を観察する物質の一方（リガンド）をセンサーチップの金薄膜上に固定し、セ
ンサーチップの裏側から金薄膜とガラスの境界面で全反射するように光を当てると、反射
光の一部に反射強度が低下した部分（SPRシグナル）が形成される。相互作用を観察する
物質の他方（アナライト）をセンサーチップの表面に流しリガンドとアナライトが結合す
ると、固定化されているリガンド分子の質量が増加し、センサーチップ表面の溶媒の屈折
率が変化する。この屈折率の変化により、SPRシグナルの位置がシフトする（逆に結合が
解離するとシグナルの位置は戻る）。Biacoreシステムは上記のシフトする量、すなわち
センサーチップ表面での質量変化を縦軸にとり、質量の時間変化を測定データとして表示
する（センサーグラム）。センサーグラムのカーブからカイネティクス：結合速度定数（
ka）と解離速度定数(kd）が、当該定数の比からアフィニティー（KD）が求められる。BIA
CORE法では阻害測定法も好適に用いられる。阻害測定法の例はProc.Natl.Acad.Sci.USA (
2006) 103 (11), 4005-4010において記載されている。
【０１２６】
　本明細書において、Fcγ受容体に対する結合活性が低下しているとは、例えば、上記の
解析方法に基づいて、対照とする抗原結合分子の競合活性に比較して被検抗原結合分子の
競合活性が、50％以下、好ましくは45％以下、40％以下、35％以下、30％以下、20％以下
、15％以下、特に好ましくは10％以下、9％以下、8％以下、7％以下、6％以下、5％以下
、4％以下、3％以下、2％以下、1％以下の結合活性を示すことをいう。
【０１２７】
　対照とする抗原結合分子としては、IgG1、IgG2、IgG3又はIgG4モノクローナル抗体のFc
領域を有する抗原結合分子が適宜使用され得る。当該Fc領域の構造は、配列番号：３７（
RefSeq登録番号AAC82527.1のN末にA付加）、３８（RefSeq登録番号AAB59393.1のN末にA付
加）、２５（RefSeq登録番号CAA27268.1のN末にA付加）、３９（RefSeq登録番号AAB59394
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.1のN末にA付加）に記載されている。また、ある特定のアイソタイプの抗体のFc領域の変
異体を有する抗原結合分子を被検物質として使用する場合には、当該特定のアイソタイプ
の抗体のFc領域を有する抗原結合分子を対照として用いることによって、当該変異体が有
する変異によるFcγ受容体への結合活性に対する効果が検証される。上記のようにして、
Fcγ受容体に対する結合活性が低下していることが検証されたFc領域の変異体を有する抗
原結合分子が適宜作製される。
【０１２８】
　このような変異体の例としては、EUナンバリングに従って特定されるアミノ酸である23
1A-238Sの欠失（WO 2009/011941）、C226S, C229S, P238S, (C220S)（J.Rheumatol (2007
) 34, 11）、C226S, C229S（Hum.Antibod.Hybridomas (1990) 1(1), 47-54）、C226S, C2
29S, E233P, L234V, L235A（Blood (2007) 109, 1185-1192）等の変異体が公知である。
【０１２９】
　すなわち、特定のアイソタイプの抗体のFc領域を構成するアミノ酸のうち、EUナンバリ
ングに従って特定される下記のいずれかのアミノ酸；220位、226位、229位、231位、232
位、233位、234位、235位、236位、237位、238位、239位、240位、264位、265位、266位
、267位、269位、270位、295位、296位、297位、298位、299位、300位、325位、327位、3
28位、329位、330位、331位、332位が置換されているFc領域を有する抗原結合分子が好適
に挙げられる。Fc領域の起源である抗体のアイソタイプとしては特に限定されず、IgG1、
IgG2、IgG3又はIgG4モノクローナル抗体を起源とするFc領域が適宜利用され得るが、IgG1
抗体を起源とするFc領域が好適に利用される。
【０１３０】
　例えば、IgG1抗体のFc領域を構成するアミノ酸のうち、EUナンバリングに従って特定さ
れる下記のいずれかの置換（数字がEUナンバリングに従って特定されるアミノ酸残基の位
置、数字の前に位置する一文字のアミノ酸記号が置換前のアミノ酸残基、数字の後に位置
する一文字のアミノ酸記号が置換前のアミノ酸残基をそれぞれ表す）；
（a）L234F、L235E、P331S、
（b）C226S、C229S、P238S、
（c）C226S、C229S、
（d）C226S、C229S、E233P、L234V、L235A
（e）L234A、L235A又はL235R、N297A
（f）L235A又はL235R、S239K、N297A
が施されているFc領域、又は、231位から238位のアミノ酸配列が欠失したFc領域を有する
抗原結合分子も適宜使用され得る。
【０１３１】
　また、IgG2抗体のFc領域を構成するアミノ酸のうち、EUナンバリングに従って特定され
る下記のいずれかの置換（数字がEUナンバリングに従って特定されるアミノ酸残基の位置
、数字の前に位置する一文字のアミノ酸記号が置換前のアミノ酸残基、数字の後に位置す
る一文字のアミノ酸記号が置換前のアミノ酸残基をそれぞれ表す）；
（g）H268Q、V309L、A330S、P331S
（h）V234A
（i）G237A
（j）V234A、G237A
（k）A235E、G237A
（l）V234A、A235E、G237A
が施されているFc領域を有する抗原結合分子も適宜使用され得る。
【０１３２】
　また、IgG3抗体のFc領域を構成するアミノ酸のうち、EUナンバリングに従って特定され
る下記のいずれかの置換（数字がEUナンバリングに従って特定されるアミノ酸残基の位置
、数字の前に位置する一文字のアミノ酸記号が置換前のアミノ酸残基、数字の後に位置す
る一文字のアミノ酸記号が置換前のアミノ酸残基をそれぞれ表す）；
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（m）F241A
（n）D265A
（o）V264A
が施されているFc領域を有する抗原結合分子も適宜使用され得る。
【０１３３】
　また、IgG4抗体のFc領域を構成するアミノ酸のうち、EUナンバリングに従って特定され
る下記のいずれかの置換（数字がEUナンバリングに従って特定されるアミノ酸残基の位置
、数字の前に位置する一文字のアミノ酸記号が置換前のアミノ酸残基、数字の後に位置す
る一文字のアミノ酸記号が置換前のアミノ酸残基をそれぞれ表す）；
（p）L235A、G237A、E318A
（q）L235E
（r）F234A、L235A
が施されているFc領域を有する抗原結合分子も適宜使用され得る。
【０１３４】
　その他の好ましい例として、IgG1抗体のFc領域を構成するアミノ酸のうち、EUナンバリ
ングに従って特定される下記のいずれかのアミノ酸；233位、234位、235位、236位、237
位、327位、330位、331位が、対応するIgG2またはIgG4においてそのEUナンバリングが対
応するアミノ酸に置換されているFc領域を有する抗原結合分子が挙げられる。
【０１３５】
　その他の好ましい例として、IgG1抗体のFc領域を構成するアミノ酸のうち、EUナンバリ
ングに従って特定される下記のいずれか一つ又はそれ以上のアミノ酸；234位、235位、29
7位が他のアミノ酸によって置換されているFc領域を有する抗原結合分子が好適に挙げら
れる。置換後に存在するアミノ酸の種類は特に限定されないが、234位、235位、297位の
いずれか一つ又はそれ以上のアミノ酸がアラニンに置換されているFc領域を有する抗原結
合分子が特に好ましい。
【０１３６】
　その他の好ましい例として、IgG1抗体のFc領域を構成するアミノ酸のうち、EUナンバリ
ングに従って特定される下記のいずれかのアミノ酸；265位が他のアミノ酸によって置換
されているFc領域を有する抗原結合分子が好適に挙げられる。置換後に存在するアミノ酸
の種類は特に限定されないが、265位のアミノ酸がアラニンに置換されているFc領域を有
する抗原結合分子が特に好ましい。
【０１３７】
多重特異性抗原結合分子
　本発明の「多重特異性抗原結合分子」の好ましい態様の１つとして、多重特異性抗体を
挙げることができる。多重特異性抗体のFc領域として、Fcγ受容体に対する結合活性が低
下しているFc領域を用いる場合、多重特異性抗体を起源とするFc領域も適宜使用される。
本発明の多重特異性抗体としては、特に二重特異性抗体が好ましい。ここで、二重特異性
抗体とは、二つの異なる特異性を有する抗体である。IgG型の二重特異性抗体はIgG抗体を
産生するハイブリドーマ二種を融合することによって生じるhybrid hybridoma（quadroma
）によって分泌させることが出来る（Milstein C et al.Nature (1983) 305, 537-540）
。
【０１３８】
　また、IgG型の二重特異性抗体は目的の二種のIgGを構成するL鎖及びH鎖の遺伝子、合計
四種の遺伝子を細胞に導入しそれらを共発現させることによって分泌される。しかし、こ
れらの方法で産生されるIgGのH鎖とL鎖の組合せは理論上10通りにもなる。10種類のIgGか
ら目的の組み合わせのH鎖L鎖からなるIgGを精製することは困難である。さらに目的の組
み合わせのものの分泌量も理論上著しく低下するため、大きな培養規模が必要になり、製
造上のコストはさらに増大する。
【０１３９】
　そのため、本発明の多重特異性抗原結合分子には、目的の組合せのH鎖間及びL鎖H鎖間
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の会合を促進するための技術を適用することができる。
　例えば、多重特異性抗体の会合化には、抗体H鎖の第二の定常領域（CH2）又はH鎖の第
三の定常領域（CH3）の界面に電荷的な反発を導入して目的としないH鎖同士の会合を抑制
する技術を適用することができる（WO2006/106905）。
　CH2又はCH3の界面に電荷的な反発を導入して意図しないH鎖同士の会合を抑制させる技
術において、H鎖の他の定常領域の界面で接触するアミノ酸残基としては、例えばCH3領域
におけるEUナンバリング356番目の残基、EUナンバリング439番目の残基、EUナンバリング
357番目の残基、EUナンバリング370番目の残基、EUナンバリング399番目の残基、EUナン
バリング409番目の残基に相対する領域を挙げることができる。
　より具体的には、例えば、２種のH鎖CH3領域を含む抗体においては、第１のH鎖CH3領域
における以下の（１）～（３）に示すアミノ酸残基の組から選択される１組ないし３組の
アミノ酸残基が同種の電荷を有する抗体とすることができる； （１）H鎖CH3領域に含ま
れるアミノ酸残基であって、EUナンバリング356位および439位のアミノ酸残基、（２）H
鎖CH3領域に含まれるアミノ酸残基であって、EUナンバリング357位および370位のアミノ
酸残基、（３）H鎖CH3領域に含まれるアミノ酸残基であって、EUナンバリング399位およ
び409位のアミノ酸残基。
　更に、上記第１のH鎖CH3領域とは異なる第２のH鎖CH3領域における前記（１）～（３）
に示すアミノ酸残基の組から選択されるアミノ酸残基の組であって、前記第１のH鎖CH3領
域において同種の電荷を有する前記（１）～（３）に示すアミノ酸残基の組に対応する１
組ないし３組のアミノ酸残基が、前記第１のH鎖CH3領域における対応するアミノ酸残基と
は反対の電荷を有する抗体とすることができる。
　上記（１）～（３）に記載のそれぞれのアミノ酸残基は、会合した際に互いに接近して
いる。当業者であれば、所望のH鎖CH3領域またはH鎖定常領域について、市販のソフトウ
ェアを用いたホモロジーモデリング等により、上記（１）～（３）に記載のアミノ酸残基
に対応する部位を見出すことができ、適宜、該部位のアミノ酸残基を改変に供することが
可能である。
【０１４０】
　上記抗体において、「電荷を有するアミノ酸残基」は、例えば、以下の（a）または（b
）のいずれかの群に含まれるアミノ酸残基から選択されることが好ましい；
（a）グルタミン酸（E）、アスパラギン酸（D）、
（b）リジン（K）、アルギニン（R）、ヒスチジン（H）。
　上記抗体において、「同種の電荷を有する」とは、例えば、２つ以上のアミノ酸残基の
いずれもが、上記（ａ）または（ｂ）のいずれか１の群に含まれるアミノ酸残基を有する
ことを意味する。「反対の電荷を有する」とは、例えば、２つ以上のアミノ酸残基のなか
の少なくとも１つのアミノ酸残基が、上記（a）または（b）のいずれか１の群に含まれる
アミノ酸残基を有する場合に、残りのアミノ酸残基が異なる群に含まれるアミノ酸残基を
有することを意味する。
　好ましい態様において上記抗体は、第１のH鎖CH3領域と第２のH鎖CH3領域がジスルフィ
ド結合により架橋されていてもよい。
【０１４１】
　本発明において改変に供するアミノ酸残基としては、上述した抗体の可変領域または抗
体の定常領域のアミノ酸残基に限られない。当業者であれば、ポリペプチド変異体または
異種多量体について、市販のソフトウェアを用いたホモロジーモデリング等により、界面
を形成するアミノ酸残基を見出すことができ、会合を制御するように、該部位のアミノ酸
残基を改変に供することが可能である。
【０１４２】
　また、本発明の多重特異性抗体の会合化には更に他の公知技術を用いることもできる。
抗体の一方のH鎖のFc領域に存在するアミノ酸側鎖をより大きい側鎖(knob; 突起)に置換
し、もう一方のH鎖の相対するFc領域に存在するアミノ酸側鎖をより小さい側鎖(hole; 空
隙)に置換することによって、突起が空隙内に配置され得るようにすることで、効率的にF
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c領域を有する異なるアミノ酸を有するポリペプチド同士の会合化を起こすことができる
（WO1996/027011、Ridgway JB et al., Protein Engineering (1996) 9, 617-621、Merch
ant AM et al. Nature Biotechnology (1998) 16, 677-681、US20130336973）。
【０１４３】
　これに加えて、本発明の多重特異性抗体の形成には更に他の公知技術を用いることもで
きる。抗体の一方のH鎖のCH3の一部をその部分に対応するIgA由来の配列にし、もう一方
のH鎖のCH3の相補的な部分にその部分に対応するIgA由来の配列を導入したstrand-exchan
ge engineered domain CH3を用いることで、異なる配列を有するポリペプチドの会合化を
CH3の相補的な会合化によって効率的に引き起こすことができる (Protein Engineering D
esign & Selection, 23; 195-202, 2010)。この公知技術を使っても効率的に目的の多重
特異性抗体の形成させることができる。
【０１４４】
　他にも多重特異性抗体の形成には、WO2011/028952やWO2014/018572やNat Biotechnol. 
2014 Feb;32(2):191-8.に記載の抗体のCH1とCLの会合化、VH、VLの会合化を利用した抗体
作製技術、WO2008/119353やWO2011/131746に記載の別々に調製したモノクローナル抗体同
士を使用して二重特異性抗体を作製する技術(Fab Arm Exchange)、WO2012/058768やWO201
3/063702に記載の抗体重鎖のCH3間の会合を制御する技術、WO2012/023053に記載の二種類
の軽鎖と一種類の重鎖とから構成される二重特異性抗体を作製する技術、Christophら（N
ature Biotechnology Vol. 31, p 753-758 (2013)）に記載の1本のH鎖と1本のL鎖からな
る抗体の片鎖をそれぞれ発現する２つのバクテリア細胞株を利用した二重特異性抗体を作
製する技術等を用いることもできる。
【０１４５】
　また、効率的に目的の多重特異性抗体を形成させることができない場合であっても、産
生された抗体の中から目的の多重特異性抗体を分離、精製することによっても、本発明の
多重特異性抗体を得ることが可能である。例えば、2種類のH鎖の可変領域にアミノ酸置換
を導入し等電点(pI)の差を付与することで、2種類のホモ体と目的のヘテロ抗体をイオン
交換クロマトグラフィーで精製可能にする方法が報告されている（WO2007114325）。また
、ヘテロ体を精製する方法として、これまでに、プロテインAに結合するマウスIgG2aのH
鎖とプロテインAに結合しないラットIgG2bのH鎖からなるヘテロ二量化抗体をプロテインA
を用いて精製する方法が報告されている(WO98050431、WO95033844)。更に、IgGとProtein
Aの結合部位であるEUナンバリング435番目および436番目のアミノ酸残基を、Tyr、Hisな
どのProteinAへの結合力の異なるアミノ酸に置換したH鎖を用いる、或いは、参考実施例
５に記載の方法に従って取得されたProteinAへの結合力の異なるH鎖を用いることで、各H
鎖とProtein Aとの相互作用を変化させ、Protein Aカラムを用いることで、ヘテロ二量化
抗体のみを効率的に精製することもできる。
【０１４６】
　また、異なる複数のH鎖に結合能を与え得る共通のL鎖を取得し、多重特異性抗体の共通
L鎖として用いてもよい。このような共通L鎖と異なる複数のH鎖遺伝子を細胞に導入する
ことによってIgGを発現させることで効率の良い多重特異性IgGの発現が可能となる（Natu
re Biotechnology (1998) 16, 677-681）。共通H鎖を選択する際に、任意の異なるH鎖に
対応し高い結合能を示す共通Ｌ鎖を選択する方法も利用することができる（WO2004/06561
1）。
【０１４７】
　また、本発明のFc領域として、Fc領域のC末端のヘテロジェニティーが改善されたFc領
域が適宜使用され得る。より具体的には、IgG1、IgG2、IgG3又はIgG4を起源とするFc領域
を構成する二つのポリペプチドのアミノ酸配列のうちEUナンバリングに従って特定される
446位のグリシン、及び447位のリジンが欠失したFc領域が提供される。
【０１４８】
　これらの技術を複数、例えば2個以上組合せて用いることもできる。また、これらの技
術は、会合させたい２つのH鎖に適宜別々に適用させることもできる。さらに、これらの
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技術は、上述のFcγ受容体に対する結合活性が低下しているFc領域に組み合わせて用いる
こともできる。なお、本発明の抗原結合分子は、上記改変が加えられたものをベースにし
て、同一のアミノ酸配列を有する抗原結合分子を別途作製したものであってもよい。
【０１４９】
　本発明に係る多重特異性抗原結合分子は前記の、
（１）グリピカン３結合活性を有する抗体可変領域を含むドメイン、
（２）T細胞受容体複合体結合活性を有する抗体可変領域を含むドメイン、及び、
（３）Fcγ受容体に対する結合活性が低下しているFc領域を含むドメイン、
を含むものであればよく、その構造は限定されない。
　本発明において、上記の各ドメインはペプチド結合で直接連結することができる。例え
ば、（１）及び（２）の抗体可変領域を含むドメインとしてF(ab')2を用い、（３）Fcγ
受容体に対する結合活性が低下しているFc領域を含むドメインとしてこれらのFc領域を用
いた場合に（１）及び（２）に記載された抗体可変領域を含むドメインと（３）に記載さ
れたFc領域を含むドメインとをペプチド結合で連結したときは、連結されたポリペプチド
は抗体の構造を形成する。そのような抗体を作製するためには前述のハイブリドーマの培
養液から精製する他、当該抗体を構成するポリペプチドをコードするポリヌクレオチドが
安定に保持された所望の宿主細胞の培養液から当該抗体を精製することもできる。
【０１５０】
　本発明の好ましいグリピカン3結合活性を有する抗体可変領域に含まれる抗体H鎖可変領
域としては、例えば、表１に記載の抗体H鎖可変領域、或いは、CDR1、CDR2及びCDR3のア
ミノ酸配列が表１に記載の抗体H鎖可変領域の有するCDR1、CDR2及びCDR3のアミノ酸配列
と同一のCDR配列を有する抗体H鎖可変領域、或いは、当該可変領域と機能的に同等の抗体
H鎖可変領域が挙げられる。
【０１５１】
【表１】

【０１５２】
　また、本発明の好ましいT細胞受容体複合体結合活性を有する抗体可変領域としては、T
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細胞受容体に対する結合活性を有する抗体可変領域が挙げられる。T細胞受容体の中でもC
D3が好ましく、特にCD3εが好ましい。そのような抗体可変領域に含まれる抗体H鎖可変領
域としては、例えば、表２に記載の抗体H鎖可変領域、或いは、CDR1、CDR2及びCDR3のア
ミノ酸配列が表２に記載の抗体H鎖可変領域の有するCDR1、CDR2及びCDR3のアミノ酸配列
と同一のCDR配列を有する抗体H鎖可変領域、或いは、当該可変領域と機能的に同等の抗体
H鎖可変領域が挙げられる。
【０１５３】
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【表２】

【０１５４】
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10

　抗体H鎖アミノ酸配列を構成するアミノ酸残基のCDR領域と、kabatナンバリングとの関
係については図１３に例示される。
　本発明のグリピカン3結合活性を有する抗体可変領域とT細胞受容体複合体結合活性を有
する抗体可変領域に含まれる抗体L鎖可変領域は、グリピカン3に対して結合活性を有する
H鎖とT細胞受容体複合体に対して結合活性を有するH鎖の両方に結合能を与え得る共通のL
鎖を取得し、これを多重特異性抗原結合分子の共通L鎖可変領域として用いることが好ま
しい。
　本発明で用いられる共通のL鎖可変領域としては、表3に記載のL鎖可変領域、又は、CDR
1、CDR2及びCDR3のアミノ酸配列が表３に記載の抗体L鎖可変領域の有するCDR1、CDR2及び
CDR3のアミノ酸配列と同一のCDR配列を有する抗体L鎖可変領域、又は、当該可変領域と機
能的に同等の抗体L可変領域が挙げられる。
【０１５５】
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【表３】

【０１５６】
　抗体L鎖アミノ酸配列を構成するアミノ酸残基のCDR領域と、kabatナンバリングとの関
係については図１４に例示される。
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【０１５７】
　ここで、本発明において「機能的に同等」とは、抗原に対する結合親和性が同等である
、或いは、多重特異性抗原結合分子として用いられた場合に、グリピカン３が発現してい
る細胞又は当該細胞を含む組織に対する細胞傷害活性が同等であることを意味する。結合
親和性および細胞傷害活性は、本明細書の記載に基づいて測定することができる。細胞傷
害活性を測定する細胞は、GPC3が発現している所望の細胞又は当該細胞を含む所望の組織
を用いてよいが、例えばGPC3を発現するヒトがん細胞株であるPC-10またはNCI-H446を用
いることができる。また抗体定常領域においては、Fcγ受容体に対する結合活性の低下が
同等であることでもよい。
【０１５８】
　例えば、本願明細書に記載された抗体H鎖可変領域（元となるH鎖可変領域）と機能的に
同等な抗体H鎖可変領域は、その元となるH鎖の対として本願明細書に記載されている抗体
L鎖可変領域と組み合わせた場合、結合親和性が同等である、或いは、多重特異性抗原結
合分子として用いられた場合に、グリピカン３が発現している細胞又は当該細胞を含む組
織に対する細胞傷害活性が同等であることを意味する。また本願明細書に記載された抗体
L鎖可変領域（元となるL鎖可変領域）と機能的に同等な抗体L鎖可変領域は、その元とな
るL鎖の対として本願明細書に記載されている抗体H鎖可変領域と組み合わせた場合、結合
親和性が同等である、或いは、多重特異性抗原結合分子として用いられた場合に、グリピ
カン３が発現している細胞又は当該細胞を含む組織に対する細胞傷害活性が同等であるこ
とを意味する。
【０１５９】
　また、「同等」とは、必ずしも同程度の活性である必要がなく、活性が増強されていて
もよい。具体的には、抗原に対する結合親和性の場合は、対照となる抗体可変領域の結合
親和性(親KD値)と比較した値(KD値/親KD値)が1.5以下の場合を挙げることができる。KD値
/親KD値の値は、好ましくは1.3以下であり、より好ましくは1.2以下、1.1以下、1.0以下
、0.9以下、0.8以下、0.7以下、0.6以下、または0.5以下である。下限に制限はないが、
例えば10-1、10-2、10-3、10-4、10-5、または10-6 であってよい。具体的には、本発明
においてKD値/親KD値の値は、10-6～1.5x10-0 が好ましく、より好ましくは10-6～10-1、
より好ましくは10-6～10-2、より好ましくは10-6～10-3 である。細胞傷害活性の場合は
、対照となる多重特異性抗原結合分子の細胞増殖抑制率(親細胞増殖抑制率)と比較した値
(細胞増殖抑制率/親細胞増殖抑制率)が0.7以上の場合を挙げることができる。添加する多
重特異性抗原結合分子の濃度は適宜決定されるが、好ましくは、例えば0.01nM、0.05nM、
0.1nM、0.5nM、または1nM、好ましくは0.05nMまたは0.1nMで測定する。細胞増殖抑制率/
親細胞増殖抑制率の値は、好ましくは0.8以上であり、より好ましくは0.9以上、1.0以上
、1.2以上、1.5以上、2以上、3以上、5以上、10以上、または20以上である。上限に制限
はないが、例えば10、102、103、104、105、または106 であってよい。
【０１６０】
　また細胞傷害活性の場合は、元の多重特異性抗原結合分子の細胞に対する50%増殖抑制
濃度(親細胞50%増殖抑制濃度)と比較した値(細胞50%増殖抑制濃度/親細胞50%増殖抑制濃
度)が1.5以下の場合を挙げることができる。50%増殖抑制濃度とは、多重特異性抗原結合
分子を添加しない場合に比べ、細胞増殖率を半減させるのに必要な多重特異性抗原結合分
子の濃度のことである。「細胞50%増殖抑制濃度/親細胞50%増殖抑制濃度」の値は、好ま
しくは1.3以下であり、より好ましくは1.2以下、1.1以下、1.0以下、0.9以下、0.8以下、
0.7以下、0.6以下、または0.5以下である。下限に制限はないが、例えば10-1、10-2、10-
3、10-4、10-5、または10-6 であってよい。具体的には 10-6～1.5x10-0 が好ましく、よ
り好ましくは10-6～10-1、より好ましくは10-6～10-2、より好ましくは10-6～10-3 であ
る。
【０１６１】
　また、GPC3結合活性を有する抗体可変領域を含むドメインについては、GPC3（例えばヒ
トGPC3）に対するKD値は、例えば 5x10-9 M 以下であってよく、好ましくは 4x10-9M以下
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、例えば 3x10-9M以下、2x10-9M以下、1x10-9M以下、8x10-10M以下、5x10-10M以下、4x10
-10M以下、3x10-10M以下、2x10-10M以下、1x10-10M以下、8x10-11M以下、5x10-11M以下、
4x10-11M以下、3x10-11M以下、2x10-11M以下、1x10-11M以下、8x10-12M以下、5x10-12M以
下、4x10-12M以下、3x10-12M以下、2x10-12M以下、1x10-12M以下、8x10-13M以下、5x10-1
3M以下、4x10-13M以下、3x10-13M以下、2x10-13M以下、または1x10-13M以下であってよい
。
【０１６２】
　また、T細胞受容体複合体結合活性を有する抗体可変領域を含むドメインについては、
ヒトT細胞受容体複合体、例えばヒトT細胞受容体、より具体的には例えばヒトCD3ε鎖に
対するKD値は、例えば 2x10-7 M 以下であってよく、好ましくは1.5x10-7 M 以下、例え
ば 1.4x10-7M以下、1.3x10-7M以下、1.2x10-7M以下、1x10-7M以下、3x10-8M以下、2x10-8

M以下、1x10-8M以下、8x10-9M以下、5x10-9M以下、4x10-9M以下、3x10-9M以下、2x10-9M
以下、1x10-9M以下、8x10-10M以下、5x10-10M以下、4x10-10M以下、3x10-10M以下、2x10-
10M以下、1x10-10M以下、8x10-11M以下、5x10-11M以下、4x10-11M以下、3x10-11M以下、2
x10-11M以下、1x10-11M以下、8x10-12M以下、5x10-12M以下、4x10-12M以下、3x10-12M以
下、2x10-12M以下、または1x10-12M以下である。
【０１６３】
　本発明の多重特異性抗原結合分子は、好ましくは、ヒトGPC3およびヒトT細胞受容体複
合体（例えばヒトCD3ε鎖）に対するKD値は、それぞれ5x10-9 M以下および 2x10-7 M以下
であり、より好ましくは、それぞれ1x10-9 M以下および 5x10-8 M以下である。
【０１６４】
　本発明において「機能的に同等」の抗体可変領域とは、上述の条件を満たす抗体H鎖可
変領域及び/又は抗体L鎖可変領域であれば特に限定されない。そのような抗体可変領域と
して、例えば、上述の表1～３に記載の可変領域のアミノ酸配列に1または複数のアミノ酸
（例えば1、2、3、4、5または10アミノ酸）が置換、欠失、付加及び／又は挿入されてい
てもよい。アミノ酸配列において、1または複数のアミノ酸が置換、欠失、付加及び／又
は挿入するための、当業者によく知られた方法としては、タンパク質に変異を導入する方
法が知られている。例えば、当業者であれば、部位特異的変異誘発法（Hashimoto-Gotoh,
 T, Mizuno, T, Ogasahara, Y, and Nakagawa, M. (1995) An oligodeoxyribonucleotide
-directed dual amber method for site-directed mutagenesis. Gene 152, 271-275、Zo
ller, MJ, and Smith, M.(1983) Oligonucleotide-directed mutagenesis of DNA fragme
nts cloned into M13 vectors.Methods Enzymol. 100, 468-500、Kramer,W, Drutsa,V, J
ansen,HW, Kramer,B, Pflugfelder,M, and Fritz,HJ(1984) The gapped duplex DNA appr
oach to oligonucleotide-directed mutation construction. Nucleic Acids Res. 12, 9
441-9456、Kramer W, and Fritz HJ(1987) Oligonucleotide-directed construction of 
mutations via gapped duplex DNA Methods. Enzymol. 154, 350-367、Kunkel,TA(1985) 
Rapid and efficient site-specific mutagenesis without phenotypic selection.Proc 
Natl Acad Sci U S A. 82, 488-492）などを用いてアミノ酸配列に適宜変異を導入するこ
とにより、上述の機能を有する抗体可変領域と機能的に同等な可変領域を調製することが
できる。
【０１６５】
　アミノ酸残基を改変する場合には、アミノ酸側鎖の性質が保存されている別のアミノ酸
に変異されることが望ましい。例えばアミノ酸側鎖の性質としては、疎水性アミノ酸（A
、I、L、M、F、P、W、Y、V）、親水性アミノ酸（R、D、N、C、E、Q、G、H、K、S、T）、
脂肪族側鎖を有するアミノ酸（G、A、V、L、I、P）、水酸基含有側鎖を有するアミノ酸（
S、T、Y）、硫黄原子含有側鎖を有するアミノ酸（C、M）、カルボン酸及びアミド含有側
鎖を有するアミノ酸（D、N、E、Q）、塩基含有側鎖を有するアミノ酸（R、K、H）、及び
、芳香族含有側鎖を有するアミノ酸（H、F、Y、W）を挙げることができる（括弧内はいず
れもアミノ酸の一文字標記を表す）。これらの各グループ内のアミノ酸の置換を保存的置
換と称す。あるアミノ酸配列に対する１又は複数個のアミノ酸残基の欠失、付加及び／又
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は他のアミノ酸による置換により修飾されたアミノ酸配列を有するポリペプチドがその生
物学的活性を維持することはすでに知られている（Mark, D. F. et al., Proc.Natl.Acad
.Sci.USA (1984)81:5662-6； Zoller, M. J. and Smith, M., Nucleic Acids Res.(1982)
10:6487-500; Wang, A. et al., Science(1984)224:1431-3; Dalbadie-McFarland, G. et
 al., Proc.Natl.Acad.Sci.USA (1982)79:6409-13）。このようなアミノ酸改変を含む本
発明の可変領域は、改変前の可変領域のCDR配列、FR配列又は可変領域全体のアミノ酸配
列と少なくとも70%、より好ましくは少なくとも75％、より好ましくは少なくとも80%、さ
らに好ましくは少なくとも85%、さらにより好ましくは少なくとも90%、そして、最も好ま
しくは少なくとも95%のアミノ酸配列の同一性を有する。本明細書において配列の同一性
は、配列同一性が最大となるように必要に応じ配列を整列化し、適宜ギャップを導入した
後、元となったH鎖可変領域又はL鎖可変領域のアミノ酸配列の残基と同一の残基の割合と
して定義される。アミノ酸配列の同一性は、後述の方法により決定することができる。
【０１６６】
　また、「機能的に同等の抗体可変領域」には、例えば、上述の表1～３に記載の可変領
域のアミノ酸配列をコードする塩基配列からなる核酸にストリンジェントな条件下でハイ
ブリダイズする核酸から得ることも可能である。可変領域のアミノ酸配列をコードする塩
基配列からなる核酸にストリンジェントな条件下でハイブリダイズする核酸を単離するた
めの、ストリンジェントなハイブリダイゼーション条件としては、6 M尿素、0.4% SDS、0
.5 x SSC、37℃の条件またはこれと同等のストリンジェンシーのハイブリダイゼーション
条件を例示できる。よりストリンジェンシーの高い条件、例えば、6 M尿素、0.4% SDS、0
.1 x SSC、42℃の条件を用いれば、より相同性の高い核酸の単離を期待することができる
。ハイブリダイゼーション後の洗浄条件は、例えば0.5xSSC（1xSSCは0.15 M NaCL、0.015
M クエン酸ナトリウム、pH7.0）、および0.1% SDS、60℃における洗浄、より好ましくは 
0.2xSSC、および0.1% SDS、60℃における洗浄、より好ましくは 0.2xSSC、および0.1% SD
S、62℃における洗浄、より好ましくは 0.2xSSC、および0.1% SDS、65℃における洗浄、
より好ましくは 0.1xSSC、および0.1% SDS、65℃における洗浄である。単離した核酸の配
列の決定は、後述の公知の方法によって行うことが可能である。単離された核酸の相同性
は、塩基配列全体で、少なくとも50%以上、さらに好ましくは70%以上、さらに好ましくは
90%以上（例えば、95%、96%、97%、98%、99%以上）の配列の同一性を有する。
　上記ハイブリダイゼーション技術を利用する方法にかえて、可変領域のアミノ酸配列を
コードする塩基配列情報を基に合成したプライマーを用いる遺伝子増幅法、例えば、ポリ
メラーゼ連鎖反応(PCR）法を利用して、可変領域のアミノ酸配列をコードする塩基配列か
らなる核酸とストリンジェントな条件下でハイブリダイズする核酸を単離することも可能
である。
【０１６７】
　塩基配列及びアミノ酸配列の同一性は、Karlin and AltschulによるアルゴリズムBLAST
（Proc.Natl.Acad.Sci.USA(1993)90:5873-7）によって決定することができる。このアル
ゴリズムに基づいて、BLASTNやBLASTXと呼ばれるプログラムが開発されている（Altschul
 et al.,J.Mol.Biol.(1990)215:403-10）。BLASTに基づいてBLASTNによって塩基配列を解
析する場合には、パラメーターは例えばscore = 100、wordlength = 12とする。また、BL
ASTに基づいてBLASTXによってアミノ酸配列を解析する場合には、パラメーターは例えばs
core = 50、wordlength = 3とする。BLASTとGapped BLASTプログラムを用いる場合には、
各プログラムのデフォルトパラメーターを用いる。これらの解析方法の具体的な手法は公
知である（NCBI （National Center for Biotechnology Information）の BLAST（Basic 
Local Alignment Search Tool）のウェブサイトを参照；http://www.ncbi.nlm.nih.gov）
。
【０１６８】
　本発明の多重特異性抗原結合分子に含まれるグリピカン3結合活性を有する抗体可変領
域とT細胞受容体複合体結合活性を有する抗体可変領域の組合せは、上述の活性を有する
限り特に限定されないが、本発明においては、多重特異性抗原結合分子の細胞傷害活性が
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、実施例3に記載の二重特異性抗体GPC3_ERY22_rCE115と同等又はそれ以上である抗原結合
分子が好ましい。ここで、「同等」とは、上述の通り、必ずしも同程度の活性である必要
がなく、活性が増強されていてもよい。GPC3_ERY22_rCE115と比較して同等とは、GPC3_ER
Y22_rCE115の細胞増殖抑制率(細胞増殖抑制率(GPC3_ERY22_rCE115))と比較した値(細胞増
殖抑制率/細胞増殖抑制率(GPC3_ERY22_rCE115))が0.7以上、好ましくは0.8以上、0.9以上
、1.0以上、1.2以上、1.5以上、2以上、3以上、5以上、10以上、または20以上の場合を挙
げることができる。上限に制限はないが、例えば10、102、103、104、105、または106 で
あってよい。添加する多重特異性抗原結合分子の濃度は適宜決定されるが、好ましくは、
例えば0.01nM、0.05nM、0.1nM、0.5nM、または1nM、好ましくは0.05nMまたは0.1nMで測定
する。
【０１６９】
　また、GPC3_ERY22_rCE115の細胞に対する50%増殖抑制濃度(50%増殖抑制濃度(GPC3_ERY2
2_rCE115))と比較した値(細胞50%増殖抑制濃度/細胞50%増殖抑制濃度(GPC3_ERY22_rCE115
))が1.5以下の場合を挙げることができる。「細胞50%増殖抑制濃度/細胞50%増殖抑制濃度
(GPC3_ERY22_rCE115)」の値は、好ましくは1.3以下であり、より好ましくは1.2以下、1.1
以下、1.0以下、0.9以下、0.8以下、0.7以下、0.6以下、または0.5以下である。下限に制
限はないが、例えば10-1、10-2、10-3、10-4、10-5、または10-6 であってよい。具体的
には 10-6～1.5x10-0 が好ましく、より好ましくは10-6～10-1、より好ましくは10-6～10
-2、より好ましくは10-6～10-3 である。
　また、ヒトGPC3およびヒトT細胞受容体複合体（例えばヒトCD3ε鎖）に対する好ましい
具体的なKD値についても、上記に示した通りである。また、細胞は、GPC3が発現している
所望の細胞又は当該細胞を含む所望の組織を用いてよいが、例えばGPC3を発現するヒトが
ん細胞株であるPC-10またはNCI-H446を用いることができる。
【０１７０】
　そのようなグリピカン3結合活性を有する抗体可変領域とT細胞受容体複合体結合活性を
有する抗体可変領域の組合せとしては、例えば、表4に記載の抗体H鎖可変領域の組合せ、
或いは、CDR1、CDR2及びCDR3のアミノ酸配列が表４に記載の抗体H鎖可変領域の有するCDR
1、CDR2及びCDR3のアミノ酸配列と同一のCDR配列を有する抗体H鎖可変領域の組合せ、或
いは、当該可変領域と機能的に同等の抗体H鎖可変領域の組合せが挙げられる。ここで「
機能的に同等」とは、上述に記載の通りである。
【０１７１】
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【表４】

【０１７２】
　そのようなグリピカン3結合活性を有する抗体可変領域とT細胞受容体複合体結合活性を
有する抗体可変領域の組合せに対して、好ましい共通L鎖としては、例えば、L0000、 L00
11、L0201、L0203、L0204、L0206、L0208、L0209、L0211、L0212、L0222、或いは、共通L
鎖のCDR1、CDR2及びCDR3のアミノ酸配列が、これら共通L鎖のCDR1、CDR2及びCDR3のアミ
ノ酸配列と同一のCDR配列を有する共通L鎖を挙げることができる。具体的な組合せとして
は、例えば、表5に記載の抗体H鎖可変領域及び共通L鎖の組合せ、或いは、CDR1、CDR2及
びCDR3のアミノ酸配列が表5に記載の抗体可変領域及び共通L鎖の有するCDR1、CDR2及びCD
R3のアミノ酸配列と同一のCDR配列を有する抗体可変領域の組合せ、或いは、当該可変領
域と機能的に同等の抗体H鎖可変領域及び共通L鎖の組合せが挙げられる。ここで「機能的
に同等」とは、上述に記載の通りである。
【０１７３】
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【表５】

【０１７４】
　本発明の多重特異性抗原結合分子に含まれるFc領域は、Fcγ受容体に対する結合活性が
低下しているFc領域である限り特に制限されないが、本発明の好ましいFc領域としては、
例えば、E22HhのFc領域部分とE22HkのFc領域部分の組合せ、E2702GsKscのFc領域部分とE2
704sEpscのFc領域部分の組合せ、E2702sKscのFc領域部分とE2704sEpscのFc領域部分の組
合せを挙げることができる。
【０１７５】
　本発明の好ましい多重特異性抗原結合分子としては、グリピカン3に対する結合活性を
有する抗体可変領域と、CD3εに対する結合活性を有する抗体可変領域を有する二重特異
性抗体が挙げられる。より好ましくは、二重特異性抗体であるGPC3_ERY22_rCE115と比較
して、細胞傷害活性が同等又はそれ以上であることが好ましい。そのような二重特異性抗
体としては、例えば、表１３に記載のH鎖およびL鎖を有する二重特異性抗体、又は、当該
抗体が結合するエピトープと重複するエピトープに結合し、上述のFcγ受容体に対する結
合活性が低下しているFc領域を有する二重特異性抗体を挙げることができる。
【０１７６】
　ここで、ある抗体が他の抗体と重複するエピトープを認識するか否かは、両者のエピト
ープに対する競合によって確認することができる。抗体間の競合は、競合結合アッセイに
よって評価することができ、その手段として酵素結合免疫吸着検定法（ELISA）、蛍光エ
ネルギー転移測定法（FRET）や蛍光微量測定技術（FMAT(登録商標)）などが挙げられる。
抗原に結合した該抗体の量は、重複するエピトープへの結合に対して競合する候補競合抗
体（被検抗体）の結合能に間接的に相関している。すなわち、重複するエピトープに対す
る被検抗体の量や親和性が大きくなるほど、該抗体の抗原への結合量は低下し、抗原への
被検抗体の結合量は増加する。具体的には、抗原に対し、適当な標識をした該抗体と評価
すべき抗体を同時に添加し、標識を利用して結合している該抗体を検出する。抗原に結合
した該抗体量は、該抗体を予め標識しておくことで、容易に測定できる。この標識は特に
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は制限されないが、手法に応じた標識方法を選択する。標識方法は、具体的には蛍光標識
、放射標識、酵素標識などが挙げられる。
　例えば、GPC3またはCD3εを固相化したビーズに蛍光標識した該抗体と、非標識の該抗
体あるいは被検抗体を同時に添加し、標識された該抗体を蛍光微量測定技術によって検出
する。
【０１７７】
　ここでいう「重複するエピトープに結合する抗体」とは、標識該抗体に対して、非標識
の該抗体の結合により結合量を50%低下させる濃度（IC50）に対して、被検抗体が非標識
該抗体のIC50の通常、100倍、好ましくは80倍、さらに好ましくは50倍、さらに好ましく
は30倍、より好ましくは10倍高い濃度で少なくとも50%、標識該抗体の結合量を低下させ
ることができる抗体である。
　上述の抗体が結合するエピトープと重複するエピトープに結合する抗体の抗原結合部位
を有する多重特異性抗原結合分子は、優れた細胞傷害活性を得ることが可能である。
【０１７８】
　本発明の多重特異性抗原結合分子は前記組換え抗体の製造方法と同じ手法により作製さ
れる。
【０１７９】
　また本発明は、本発明の抗原結合分子をコードするポリヌクレオチドに関する。本発明
の抗原結合分子は、任意の発現ベクターに組み込むことができる。発現ベクターで適当な
宿主を形質転換し、抗原結合分子の発現細胞とすることができる。抗原結合分子の発現細
胞を培養し、培養上清から発現産物を回収すれば、当該ポリヌクレオチドによってコード
される抗原結合分子を取得することができる。即ち本発明は、本発明の抗原結合分子をコ
ードするポリヌクレオチドを含むベクター、当該ベクターを保持する細胞、および当該細
胞を培養し培養上清から抗原結合分子を回収することを含む抗原結合分子の製造方法に関
する。これらは例えば、前記組換え抗体と同様の手法により得ることができる。
【０１８０】
医薬組成物
　別の観点においては、本発明は、（１）グリピカン３結合活性を有する抗体可変領域を
含むドメイン、（２）T細胞受容体複合体結合活性を有する抗体可変領域を含むドメイン
、及び（３）Fcγ受容体に対する結合活性が低下しているFc領域を含むドメイン、を含む
多重特異性抗原結合分子を有効成分として含有する医薬組成物を提供する。又、本発明は
当該抗原結合分子を有効成分として含有する細胞傷害を誘導する医薬組成物関する。本発
明の医薬組成物は、当該細胞傷害、特にT細胞依存的細胞傷害を誘導し、当該活性が予防
又は治療に必要な疾患を罹患している対象または再発する可能性がある対象に投与される
ことが好ましい。
【０１８１】
　また、本発明において、
（１）グリピカン３結合活性を有する抗体可変領域を含むドメイン、
（２）T細胞受容体複合体結合活性を有する抗体可変領域を含むドメイン、及び、
（３）Fcγ受容体に対する結合活性が低下しているFc領域を含むドメイン、を含む多重特
異性抗原結合分子を有効成分として含有する、細胞傷害誘導剤および細胞増殖抑制剤は、
当該抗原結合分子を対象に投与する工程を含む細胞傷害を誘導する方法、または、細胞傷
害誘導剤および細胞増殖抑制剤の製造における当該抗原結合分子の使用と表現することも
できる。
【０１８２】
　本発明において、「（１）グリピカン３結合活性を有する抗体可変領域を含むドメイン
、（２）T細胞受容体複合体結合活性を有する抗体可変領域を含むドメイン、及び、（３
）Fcγ受容体に対する結合活性が低下しているFc領域を含むドメイン、を含む多重特異性
抗原結合分子を有効成分として含有する」とは、当該抗原結合分子を主要な活性成分とし
て含むという意味であり、当該抗原結合分子の含有率を制限するものではない。
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【０１８３】
　また、必要に応じ本発明の多重特異性抗原結合分子はマイクロカプセル（ヒドロキシメ
チルセルロース、ゼラチン、ポリ［メチルメタクリル酸］等のマイクロカプセル）に封入
され、コロイドドラッグデリバリーシステム（リポソーム、アルブミンミクロスフェア、
マイクロエマルジョン、ナノ粒子及びナノカプセル等）とされ得る（"Remington’s Phar
maceutical Science 16th edition", Oslo Ed. (1980)等参照）。さらに、薬剤を徐放性
の薬剤とする方法も公知であり、当該方法は本発明の多重特異性抗原結合分子に適用され
得る（J.Biomed.Mater.Res. (1981) 15, 267-277、Chemtech. (1982) 12, 98-105、米国
特許第3773719号、欧州特許公開公報EP58481号・EP133988号、Biopolymers (1983) 22, 5
47-556）。
【０１８４】
　本発明の医薬組成物、あるいは細胞傷害誘導剤および細胞増殖抑制剤は、経口、非経口
投与のいずれかによって患者に投与することができる。好ましくは非経口投与である。係
る投与方法としては具体的には、注射投与、経鼻投与、経肺投与、経皮投与などが挙げら
れる。注射投与としては、例えば、静脈内注射、筋肉内注射、腹腔内注射、皮下注射など
が挙げられる。例えば注射投与によって本発明の医薬組成物、あるいは細胞傷害誘導剤お
よび細胞増殖抑制剤が全身または局部的に投与できる。また、患者の年齢、症状により適
宜投与方法を選択することができる。投与量としては、例えば、一回の投与につき体重1 
kgあたり0.0001 mgから1000 mgの範囲で投与量が選択できる。あるいは、例えば、患者あ
たり0.001 mg/bodyから100000 mg/bodyの範囲で投与量が選択され得る。しかしながら、
本発明の医薬組成物、あるいは細胞傷害誘導剤および細胞増殖抑制剤はこれらの投与量に
制限されるものではない。
【０１８５】
　本発明の医薬組成物、あるいは細胞傷害誘導剤および細胞増殖抑制剤は、常法に従って
製剤化することができ（例えば、Remington's Pharmaceutical Science, latest edition
, Mark Publishing Company, Easton, U.S.A）、医薬的に許容される担体や添加物を共に
含むものであってもよい。例えば界面活性剤、賦形剤、着色料、着香料、保存料、安定剤
、緩衝剤、懸濁剤、等張化剤、結合剤、崩壊剤、滑沢剤、流動性促進剤、矯味剤等が挙げ
られる。更にこれらに制限されず、その他常用の担体が適宜使用できる。具体的には、軽
質無水ケイ酸、乳糖、結晶セルロース、マンニトール、デンプン、カルメロースカルシウ
ム、カルメロースナトリウム、ヒドロキシプロピルセルロース、ヒドロキシプロピルメチ
ルセルロース、ポリビニルアセタールジエチルアミノアセテート、ポリビニルピロリドン
、ゼラチン、中鎖脂肪酸トリグリセライド、ポリオキシエチレン硬化ヒマシ油60、白糖、
カルボキシメチルセルロース、コーンスターチ、無機塩類等を担体として挙げることがで
きる。
【０１８６】
　また、本発明は、グリピカン３抗原を発現する細胞と当該抗原に結合する本発明の多重
特異性抗原結合分子とを接触させることにより当該抗原の発現細胞、又は、当該発現細胞
を含む腫瘍組織に傷害を引き起こす方法、或いは、該細胞又は腫瘍組織の増殖を抑制する
方法を提供する。当該抗原に結合する多重特異性抗原結合分子は、本発明の細胞傷害誘導
剤および細胞増殖抑制剤に含有される当該抗原に結合する本発明の抗原結合分子として上
述したとおりである。当該抗原に結合する本発明の多重特異性抗原結合分子が結合する細
胞は、当該抗原が発現している細胞であれば特に限定されない。　
【０１８７】
　本発明において「接触」は、例えば、試験管内で培養しているGPC3抗原発現細胞の培養
液に、当該抗原に結合する本発明の多重特異性抗原結合分子を添加することにより行われ
る。この場合において、添加される抗原結合分子の形状としては、溶液又は凍結乾燥等に
より得られる固体等の形状が適宜使用され得る。水溶液として添加される場合にあっては
純粋に本発明の多重特異性抗原結合分子のみを含有する水溶液であり得るし、例えば上記
記載の界面活性剤、賦形剤、着色料、着香料、保存料、安定剤、緩衝剤、懸濁剤、等張化
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剤、結合剤、崩壊剤、滑沢剤、流動性促進剤、矯味剤等を含む溶液でもあり得る。添加す
る濃度は特に限定されないが、培養液中の最終濃度として、好ましくは1 pg/mlから1 g/m
lの範囲であり、より好ましくは1 ng/mlから1 mg/mlであり、更に好ましくは1μg/mlから
1 mg/mlが好適に使用され得る。
【０１８８】
　また本発明において「接触」は更に、別の態様では、GPC3抗原の発現細胞を体内に移植
した非ヒト動物や、内在的に当該抗原を発現する細胞を有する動物に投与することによっ
ても行われる。投与方法は経口、非経口投与のいずれかによって実施できる。特に好まし
くは非経口投与による投与方法であり、係る投与方法としては具体的には、注射投与、経
鼻投与、経肺投与、経皮投与などが挙げられる。注射投与としては、例えば、静脈内注射
、筋肉内注射、腹腔内注射、皮下注射などが挙げられる。例えば注射投与によって本発明
の医薬組成物、あるいは細胞傷害誘導剤および細胞増殖阻害剤が全身または局部的に投与
できる。また、被験動物の年齢、症状により適宜投与方法を選択することができる。水溶
液として投与される場合にあっては純粋に本発明の多重特異性抗原結合分子のみを含有す
る水溶液であってもよいし、例えば上記記載の界面活性剤、賦形剤、着色料、着香料、保
存料、安定剤、緩衝剤、懸濁剤、等張化剤、結合剤、崩壊剤、滑沢剤、流動性促進剤、矯
味剤等を含む溶液であってもよい。投与量としては、例えば、一回の投与につき体重1 kg
あたり0.0001 mgから1000 mgの範囲で投与量が選択できる。あるいは、例えば、患者あた
り0.001から100000 mg/bodyの範囲で投与量が選択できる。しかしながら、本発明の多重
特異性抗原結合分子の投与量はこれらの投与量に制限されるものではない。
【０１８９】
　本発明の多重特異性抗原結合分子の接触によって当該抗原結合分子を構成するグリピカ
ン3結合活性を有する抗体可変領域を有するドメインが結合するグリピカン3抗原を発現す
る細胞に引き起こされた細胞傷害を評価又は測定する方法として、以下の方法が好適に使
用される。試験管内において該細胞傷害活性を評価又は測定する方法としては、細胞傷害
性T細胞活性などの測定法を挙げることができる。本発明の多重特異性抗原結合分子がT細
胞性傷害活性を有するか否か、公知の方法により測定することができる（例えば、Curren
t protocols in Immunology, Chapter 7. Immunologic studies in humans, Editor, Joh
n E, Coligan et al., John Wiley & Sons, Inc.,(1993)等）。活性の測定に際しては、
グリピカン３とは異なる抗原であって試験に使用する細胞が発現していない抗原に結合す
る抗原結合分子を、本発明の多重特異性抗原結合分子と同様に対照として使用して、本発
明の多重特異性抗原結合分子が対照として使用された抗原結合分子よりも強い細胞傷害活
性を示すことにより活性が判定され得る。
【０１９０】
　また、生体内で細胞傷害活性を評価又は測定するために、例えばグリピカン３抗原を発
現する細胞を、非ヒト被験動物の皮内又は皮下に移植後、当日又は翌日から毎日又は数日
間隔で被験抗原結合分子を静脈又は腹腔内に投与される。腫瘍の大きさを経日的に測定す
ることにより当該腫瘍の大きさの変化の差異が細胞傷害活性と規定され得る。試験管内で
の評価と同様に対照となる抗原結合分子が投与され、本発明の抗原結合分子の投与群にお
ける腫瘍の大きさが対照抗原結合分子の投与群における腫瘍の大きさよりも有意に小さい
ことが細胞傷害活性を有すると判定され得る。
【０１９１】
　グリピカン３抗原を発現する細胞の増殖に対する抑制効果を評価又は測定する方法とし
ては、アイソトープラベルしたthymidineの細胞へ取込み測定やMTT法が好適に用いられる
。また、生体内で細胞増殖抑制活性を評価又は測定する方法として、上記記載の生体内に
おいて細胞傷害活性を評価又は測定する方法と同じ方法を好適に用いることができる。
【０１９２】
　また本発明は、本発明の多重特異性抗原結合分子または本発明の製造方法により製造さ
れた多重特異性抗原結合分子を含む、本発明の方法に用いるためのキットを提供する。該
キットには、その他、薬学的に許容される担体、媒体、使用方法を記載した指示書等をパ
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ッケージしておくことができる。
　また本発明は、本発明の方法に使用するための、本発明の多重特異性抗原結合分子また
は本発明の製造方法により製造された多重特異性抗原結合分子に関する。
【０１９３】
　また本発明は、本発明の多重特異性抗原結合分子のGPC3結合活性を有する抗体可変領域
を含むドメインを含む、GPC3結合活性を有する分子に関する。また本発明は、該分子に含
まれるH鎖およびL鎖のそれぞれ3つのCDR（合計6つのCDR）を含むそれぞれH鎖およびL鎖の
抗体可変領域を含み、GPC3結合活性を有する分子に関する。また本発明は、本発明の多重
特異性抗原結合分子のT細胞受容体複合体結合活性を有する抗体可変領域を含むドメイン
を含む、T細胞受容体複合体結合活性を有する分子に関する。また本発明は、該分子に含
まれるH鎖およびL鎖のそれぞれ3つのCDR（合計6つのCDR）を含むそれぞれH鎖およびL鎖の
抗体可変領域を含み、T細胞受容体複合体結合活性を有する分子に関する。これらの分子
は、抗体であってもよく、抗体の抗原結合断片を含むポリペプチドであってもよい。また
本発明は、これらの分子と重複または競合するエピトープに結合する抗体またはその抗原
結合断片を含むポリペプチドに関する。抗体の抗原結合断片を含むポリペプチドとしては
、scFv、単鎖抗体（single chain antibody）、Fv、scFv2（single chain Fv 2）、Fabお
よびF(ab')2等が好適に挙げられる。またこれらの分子は、多重特異性（二重特異性）で
なくてもよく、GPC3またはT細胞受容体複合体（例えばCD3ε鎖）のどちらかにしか結合し
なくてもよい。
【０１９４】
　これらの分子には、本願明細書の実施例において具体的に例示されている多重特異性抗
原結合分子のGPC3結合活性を有する抗体可変領域を含むドメイン（GPC3結合活性を有する
H鎖可変領域および共通L鎖可変領域を含む）を含む分子や、本願明細書の実施例において
例示されている多重特異性抗原結合分子のT細胞受容体複合体結合活性を有する抗体可変
領域を含むドメイン（T細胞受容体複合体結合活性を有するH鎖可変領域および共通L鎖可
変領域を含む）を含む分子が含まれる他、それらの分子に含まれるH鎖およびL鎖のそれぞ
れ3つのCDR（合計6つのCDR）を含み、同じ抗原蛋白質（GPC3またはT細胞受容体複合体）
に結合する活性を有する分子が含まれる。
【０１９５】
　これらの分子は、本発明の多重特異性抗原結合分子とCDRが共通することから、本発明
の多重特異性抗原結合分子と重複するエピトープに結合することが期待される。従って、
これらの分子は、本発明の多重特異性抗原結合分子と共存させることにより、本発明の多
重特異性抗原結合分子と競合させることができる。これにより、例えば本発明の多重特異
性抗原結合分子の活性（抗原結合活性や、細胞傷害活性、抗腫瘍活性等）を抑制するため
の調節剤として使用することができる。また、あらかじめこの分子を標的蛋白質（GPC3ま
たはT細胞受容体複合体）に結合させておき、本発明の多重特異性抗原結合分子が添加さ
れたときに競合により遊離してくる分子を検出することにより、本発明の多重特異性抗原
結合分子が標的蛋白質に結合したことを検出するための検出剤として有用である。このと
き、これらの分子は、適宜、蛍光物質等で標識してもよい。あるいはこれらの分子は、本
発明の多重特異性抗原結合分子と重複するエピトープに結合する新たな抗体をスクリーニ
ングするためにも有用である。上述の通り、あらかじめこの分子を標的蛋白質（GPC3また
はT細胞受容体複合体）に結合させておき、被験抗体を添加することで、結合していた分
子が遊離しれくれば、その被験抗体は、本発明の多重特異性抗原結合分子と重複するエピ
トープにする抗体の候補となる。これにより、新たな多重特異性抗原結合分子を効率的に
スクリーニングすることが可能となる。
【０１９６】
　これらの分子におけるH鎖可変領域およびL鎖可変領域のCDRの具体的な組み合わせは、
本発明の多重特異性抗原結合分子の各CDRの組み合わせとして本明細書に例示したものを
そのまま使用することができる。これらの分子の抗原親和性（KD値）は、好ましくは本発
明の多重特異性抗原結合分子のKD値として本明細書に例示した値であることが好ましいが
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、それに限定されない。
【０１９７】
　また本発明は、これらの分子をコードする核酸、該核酸が導入されたベクター、該核酸
または該ベクターを含む細胞、該細胞を培養することにより、該分子を製造する方法、お
よび、該方法によって製造された分子にも関する。
【０１９８】
　なお、本明細書において引用された全ての先行技術文献は、参照として本明細書に組み
入れられる。
【実施例】
【０１９９】
　以下に実施例により本発明をより詳細に説明するが、これらの実施例は本発明の範囲を
制限するものではない。
【０２００】
〔実施例１〕GPC3_ERY22_rCE115の作製と細胞傷害活性の測定
（１－１）GPC3_ERY22_rCE115の作製
　癌抗原（GPC3）に対するIgGを基本骨格とし、片方のFabをCD3 epsilonに対する結合ド
メインに置き換えた形の分子が作製された。この際、基本骨格とするIgGのFcとしては、F
cgR（Fcγ受容体）への結合性が減弱されたサイレント型Fcが用いられた。GPC3に対する
結合ドメインとして、抗GPC3抗体H0000（配列番号：４０）/GL4（配列番号：４１）が用
いられた。またCD3に対する結合ドメインとして、抗CD3抗体rCE115H/rCE115L（配列番号
：４２ / 配列番号：４３）が用いられた。
　抗体H鎖定常領域として、IgG1のC末端のGly及びLysを除去したG1dを使用し、それをH00
00/GL4及びrCE115H/rCE115Lと組み合わせて使用した。なお、抗体H鎖定常領域の名称をH1
とした場合、可変領域にH0000を持つ抗体のH鎖に対応する配列はH0000-H1のように示した
。ここで、アミノ酸の改変を示す場合には、D356Kのように示した。最初のアルファベッ
ト（D356KのDに該当）は、改変前のアミノ酸残基を一文字表記で示した場合のアルファベ
ットを意味し、それに続く数字（D356Kの356に該当）はその改変箇所のEUナンバリングを
意味し、最後のアルファベット（D356KのKに該当）は改変後のアミノ酸残基を一文字表記
で示した場合のアルファベットを意味する。IgG1のC末端のGlyおよびLysを除去したG1dh
（配列番号：４４）、G1dhにL234A/L235A/Y349C/T366Wの変異を導入したERY22_Hk（配列
番号：４５）、G1dhにL234A/L235A/D356C/T366S/L368A/Y407Vの変異を導入したERY22_Hh
（配列番号：４６）を参考実施例１の方法にしたがって調製した。それぞれのH鎖に導入
したL234AおよびL235Aの変異は、FcgR（Fcγ受容体）への結合性を減弱するため、またY3
49C/T366W 及びD356C/T366S/L368A/Y407V の変異は、2つのH鎖からなるヘテロ二量化抗体
を産生する際に、各H鎖のヘテロ体を効率的に形成させるために導入した。
【０２０１】
　GPC3に対するFabのVHドメインとVLドメインを置き換えたヘテロ二量化抗体GPC3_ERY22_
rCE115（図１a）が参考実施例１に従って作製された。
　すなわち、上記した方法と同様の適切な配列を付加したプライマーを用いたPCR法等の
当業者において公知の方法により、GL4-ERY22_Hk（配列番号：４７）、H0000-ERY22_L（
配列番号：４８）、rCE115H-ERY22_Hh（配列番号：４９）、rCE115L-k0（配列番号：５０
）をそれぞれコードするポリヌクレオチドが挿入された一連の発現ベクターが作製された
。
【０２０２】
　以下に示す組み合わせの発現ベクターがFreeStyle293-F細胞に導入され、各目的分子を
一過性に発現させた。
　目的分子：GPC3_ERY22_rCE115
　発現ベクターに挿入されたポリヌクレオチドによりコードされるポリペプチド： GL4-E
RY22_Hk、H0000-ERY22_L、rCE115H-ERY22_Hh、rCE115L-k0
【０２０３】
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（１－２）GPC3_ERY22_rCE115の精製
　得られた培養上清がAnti FLAG M2カラム（Sigma社）に添加され、当該カラムの洗浄の
後、0.1 mg/mL FLAGペプチド（Sigma社）による溶出が実施された。目的分子を含む画分
がHisTrap HPカラム（GE Healthcare社）に添加され、当該カラムの洗浄の後、イミダゾ
ールの濃度勾配による溶出が実施された。目的分子を含む画分が限外ろ過によって濃縮さ
れた後、当該画分がSuperdex 200カラム（GE Healthcare社）に添加され、溶出液の単量
体画分のみを回収することにより精製された各目的分子が得られた。
【０２０４】
（１－３）ヒト末梢血単核球を用いたGPC3_ERY22_rCE115の細胞傷害活性の測定
　GPC3_ERY22_rCE115についてin vitroの細胞傷害活性が調べられた。
（１－３－１）ヒト末梢血単核球（PBMC）溶液の調製
　1,000単位/mLのヘパリン溶液（ノボ・ヘパリン注5千単位，ノボ・ノルディスク社）を
あらかじめ100μL注入した注射器を用い、健常人ボランティア（成人）より末梢血50 mL
が採取された。PBS（-）で2倍希釈した後に4等分された末梢血が、15 mLのFicoll-Paque 
PLUSをあらかじめ注入して遠心操作が行なわれたLeucosepリンパ球分離管（Cat. No. 227
290、Greiner bio-one社）に加えられた。当該分離管の遠心分離（2,150 rpm、10分間、
室温）の後、単核球画分層が分取された。10%FBSを含むDulbecco’s Modified Eagle’s 
Medium（SIGMA社、以下10%FBS/D-MEM）で1回単核球画分の細胞が洗浄された後、当該細胞
は10%FBS/D-MEMを用いてその細胞密度が4×106 /mLに調製された。このように調製された
細胞溶液がヒトPBMC溶液として以後の試験に用いられた。
【０２０５】
（１－３－２）細胞傷害活性の測定
　細胞傷害活性はxCELLigenceリアルタイムセルアナライザー（ロシュ・ダイアグノステ
ィックス社）を用いた細胞増殖抑制率で評価された。標的細胞にはヒトGPC3を発現してい
るNCI-H446ヒトがん細胞株もしくはPC-10ヒトがん細胞株が用いられた。NCI-H446もしく
はPC-10をディッシュから剥離し、1×104 cells/wellとなるようにE-Plate 96（ロシュ・
ダイアグノスティックス社）プレートに100μL/wellで播き、xCELLigenceリアルタイムセ
ルアナライザーを用いて生細胞の測定が開始された。翌日xCELLigenceリアルタイムセル
アナライザーからプレートを取り出し、当該プレートに各濃度（0.004、0.04、0.4、4、4
0 nM）に調製した各抗体50μLが添加された。室温にて15分間反応させた後に（１－２）
で調製されたヒトPBMC溶液50μL（2×105 cells/well）が加えられ、xCELLigenceリアル
タイムセルアナライザーに当該プレートを再セットすることによって、生細胞の測定が開
始された。反応は5%炭酸ガス、37℃条件下にて行われ、ヒトPBMC添加72時間後のCell Ind
ex値から、下式により細胞増殖抑制率（％）が求められた。なお計算に用いたCell Index
値は、抗体添加直前のCell Index値が1となるようにノーマライズした後の数値が用いら
れた。
【０２０６】
　　　　　　　　　　細胞増殖抑制率（％）＝(A-B)×100/(A-1)
【０２０７】
　Aは抗体を添加していないウェルにおけるCell Index値の平均値（標的細胞とヒトPBMC
のみ）、Bは各ウェルにおけるCell Index値の平均値を示す。試験はtriplicateにて行な
われた。
【０２０８】
　ヒト血液より調製したPBMC（Peripheral Blood Mononuclear Cell）をエフェクター細
胞として、GPC3_ERY22_rCE115の細胞傷害活性を測定したところ、極めて強い活性が認め
られた（図２）。
【０２０９】
〔実施例２〕 抗CD3抗体rCE115のH鎖のヒト化、及び共通L鎖化
（２－１）rCE115ヒト化H鎖可変領域hCE115HAのデザイン
　抗CD3抗体rCE115のH鎖可変領域（配列番号：４２）のヒト化が実施された。CDR、FRの



(62) JP 5941230 B1 2016.6.29

10

20

30

40

50

決定はKabatの定義（Kabatナンバリング）に従った。
【０２１０】
　初めに、データベース上のヒト抗体可変領域配列とrCE115ラット可変領域配列を比較す
ることによって、ヒトFR配列が選択された。データベースとして、IMGT Database（http:
//www.imgt.org/）およびNCBI GenBank（http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/）が利
用された。rCE115可変領域のH鎖のCDR配列を、選択したヒトFR配列と連結することによっ
て、ヒト化H鎖可変領域配列がデザインされた。これが、ヒト化H鎖可変領域配列hCE115HL
（配列番号：５１）とされた。
【０２１１】
　選択されたヒトH鎖FR3の配列において、Kabatナンバリングで表される93番のアミノ酸
残基はAlaであるが、rCE115可変領域配列のアミノ酸残基はArgである。ラットおよびヒト
のgermline配列のデータベースIMGT Database（http://www.imgt.org/）から、該当部位
にArgが含まれている配列は少ない事が確認された。また、Kabatナンバリングで表される
94番のアミノ酸残基はupper coreを形成して抗体構造の安定化に寄与することが報告され
ている（Ewertら（Methods. 2004 Oct;34(2):184-99））。これらの情報から、H鎖FR3のK
abat 93番、94番のアミノ酸残基がrCE115可変領域配列に存在する残基で置換されたヒト
化H鎖可変領域配列が新たにデザインされた。 これが、ヒト化H鎖可変領域配列hCE115HA
（配列番号：５２）とされた。
【０２１２】
（２－２）抗CD3抗体rCE115と抗GPC3抗体の共通L鎖L0000のデザイン
　抗CD3抗体rCE115のL鎖可変領域rCE115L（配列番号：４３）と抗GPC3抗体のL鎖可変領域
GL4（配列番号：４１）のFR/CDRシャッフリングが実施された。
【０２１３】
　L鎖FR配列として、GL4のFR配列が選択された。L鎖CDR2はrCE115LとGL4で同じであった
。L鎖CDR1はGL4、L鎖CDR3はrCE115LのCDR配列からそれぞれ選択された。さらに、選択さ
れたL鎖CDR3のKabat 94番のアミノ酸残基AspをGL4に存在する残基Valで置換されたL鎖CDR
3が新たにデザインされた。
【０２１４】
　上記で選択したFRとCDRを連結することによって、ヒト化L鎖可変領域配列がデザインさ
れた。これが、ヒト化L鎖可変領域配列L0000（配列番号：５３）とされた。
【０２１５】
（２－３）ヒトGPC3に対する親和性の評価
　L鎖可変領域として、GL4（配列番号：４１）とL0000（配列番号：５３）を用いた時の
ヒトGPC3に対する結合活性を評価した。分子型は、knobs-into-holeによってヘテロ化し
たヒトIgG1のFc領域に1つのFabを持つ1-arm抗体で実施した。抗GPC3抗体のH鎖可変領域は
H0000（配列番号：４０）を用いた。
【０２１６】
　抗GPC3抗体の抗原に対する親和性と結合速度定数を、BiacoreTM-T200（GEヘルスケア・
ジャパン）による表面プラズモン共鳴アッセイのmulti-cycle kinetics法によって測定し
た。ランニングバッファーには HBS-EP+ （GEヘルスケア・ジャパン）を用い、アミンカ
ップリングキット（GEヘルスケア・ジャパン）を用いて、Protein A/GをCM5チップ（カル
ボキシメチルデキストラン被覆チップ）に共有結合させた。各抗GPC3抗体はProtein A/G 
に約 100 RU 捕捉するように調製した。アナライトとして用いたヒトGPC3は HBS-EP+ を
用いて8, 16, 32, 64, 128 nMに調製した。測定はまず抗体溶液をProtein A/G に捕捉さ
せ、さらに流速30μL/minにてヒトGPC3溶液を3 minインジェクションすることで反応させ
、その後 HBS-EP+ に切り替え15 min解離相を測定した。解離相の測定終了後、10 mM Gly
-HCl, pH1.5で洗浄し、センサーチップを再生した。濃度0の測定は同様に抗体溶液をProt
ein A/G に捕捉させ、HBS-EP+を3 minインジェクションすることで反応させ、その後 HBS
-EP+ に切り替え15 min解離相を測定した。解離相の測定終了後、10 mM Gly-HCl, pH 1.5
で洗浄し、センサーチップを再生した。得られたセンサーグラムから、Biacore 専用のデ
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ータ解析ソフトウェアである Biacore T200 Evaluation Software Version 1.0 を用いて
速度論的な解析を行い、結合速度定数（ka）、解離速度定数（kd）および速度定数比を算
出した。結果を表６に示した。
【０２１７】
【表６】

【０２１８】
（２－４）ヒトCD3に対する親和性の評価
　H鎖可変領域としてhCE115HA（配列番号：５２）、L鎖可変領域としてL0000（配列番号
：５３）を用いた時のヒトCD3に対する結合活性を評価した。分子型は、knobs-into-hole
によってヘテロ化したヒトIgG1のFc領域に1つのFabを持つ1-arm抗体で実施した。
【０２１９】
　抗CD3抗体の抗原に対する親和性と結合速度定数を、BiacoreTM-T200（GEヘルスケア・
ジャパン）による表面プラズモン共鳴アッセイのsingle-cycle kinetics法によって測定
した。ランニングバッファーには HBS-EP+ （GEヘルスケア・ジャパン）を用い、アミン
カップリングキット（GEヘルスケア・ジャパン）を用いて、ヒトCD3をCM4チップ（カルボ
キシメチルデキストラン被覆チップ）に共有結合させた。アナライトとして用いた抗CD3
抗体は HBS-EP+ を用いて5, 20μg/mLに調製した。測定はまず流速20μL/minにて、5, 20
μg/mLの抗CD3抗体溶液を 各3 minずつ連続してインジェクションすることで反応させ、
その後 HBS-EP+ に切り替え3 min解離相を測定した。解離相の測定終了後、10 mM Gly-HC
l, pH 1.5で洗浄し、センサーチップを再生した。濃度0の測定は、HBS-EP+を各3 minずつ
2回連続してインジェクションすることで反応させ、その後 HBS-EP+ に切り替え3 min解
離相を測定した。解離相の測定終了後、10 mM Gly-HCl, pH 1.5で洗浄し、センサーチッ
プを再生した。得られたセンサーグラムから、Biacore 専用のデータ解析ソフトウェアで
ある Biacore T200 Evaluation Software Version 1.0 を用いて速度論的な解析を行い、
結合速度定数（ka）、解離速度定数（kd）および速度定数比を算出した。結果を表７に示
した。
【０２２０】
【表７】

【０２２１】
（２－５）GPC3_ERY27_hCE115の作製
　癌抗原（GPC3）に対するIgG4を基本骨格とし、片方のFabのH鎖可変領域をCD3 epsilon
に対する結合ドメインに置き換え、L鎖は両方のFabで共通にした形のERY27分子（図１b）
が作製された。この際、基本骨格とするIgG4のFcとしては、FcgR（Fcγ受容体）への結合
性が減弱されたサイレント型Fcが用いられた。GPC3に対する結合ドメインのH鎖可変領域
はH0000（配列番号：４０）、CD3に対する結合ドメインのH鎖可変領域はhCE115HA（配列
番号：５２）が用いられた。また、L鎖可変領域はL0000（配列番号：５３）を用いた。そ
れぞれのH鎖に導入したD356KおよびK439Eの変異は、2つのH鎖からなるヘテロ二量化抗体
を産生する際に、各H鎖のヘテロ体を効率的に形成させるために導入した（WO2006/106905
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）。H435RはProtein Aへの結合を妨げる改変であり、ヘテロ体とホモ体を効率よく分離す
るために導入した（WO/2011/078332）。
【０２２２】
　公知の方法により、H0000-ERY27_HK（配列番号：５４）、hCE115HA-ERY27_HE（配列番
号：55）、L0000-k0（配列番号：５６）をそれぞれコードするポリヌクレオチドが挿入さ
れた一連の発現ベクターが作製された。
【０２２３】
　以下に示す組み合わせの発現ベクターがFreeStyle293-F細胞に導入され、各目的分子を
一過性に発現させた。
【０２２４】
　目的分子：GPC3_ERY27_hCE115
　発現ベクターに挿入されたポリヌクレオチドによりコードされるポリペプチド： H0000
-ERY27_HK、hCE115HA-ERY27_HE、L0000-k0
【０２２５】
（２－６）GPC3_ERY27_hCE115の精製
　実施例1-2に記載の方法で各目的分子が精製された。
【０２２６】
（２－７）ヒト末梢血単核球を用いた細胞傷害活性の測定
（２－７－１）ヒト末梢血単核球（PBMC：Peripheral Blood Mononuclear Cell）溶液の
調製
　実施例１－３－１に記載の方法で調製された。
【０２２７】
（２－７－２）細胞傷害活性の測定
　実施例１－３－２に記載の方法で測定された。
【０２２８】
　ヒト血液より調製したPBMCをエフェクター細胞として、GPC3_ERY27_hCE115の細胞傷害
活性を測定したところ、rCE115のH鎖のヒト化、及び共通L鎖化によって活性の低下が認め
られた（図２）。
【０２２９】
〔実施例３〕各種性質の改善を目的としたヒト化二重特異性抗体改変体の作製と評価
　実施例２で得られたヒト化抗ヒトCD3ε鎖および抗ヒトGPC3二重特異性抗体GPC3_ERY27_
hCE115（配列番号５４、５５、５６）のT細胞依存的細胞傷害活性はGPC3_ERY22_rCE115（
配列番号４７、４８、４９、５０）のT細胞依存的細胞傷害活性よりも低い。これはヒト
化およびL鎖共通化によりGPC3およびCD3ε鎖への親和性が減弱した事が原因と考えられた
。独立した配列を持つGPC3およびCD3ε鎖抗原について、共通抗体L鎖を用いて両抗原に対
する親和性を向上させ、T細胞依存的細胞傷害活性を増強させたヒト化二重特異性抗体の
報告はこれまでにない。よって、GPC3_ERY22_rCE115と同等あるいはそれ以上の薬効を示
すヒト化抗体二重特異性を取得する事は困難と考えられた。
【０２３０】
　このような状況の中、本出願者らは当業者公知の方法、つまりヒトGPC3およびヒトCD3
ε鎖両抗原に対する抗体遺伝子のアミノ酸残基の網羅的置換体を作製し各種スクリーニン
グ評価を実施する事により、ヒトGPC3およびヒトCD3ε鎖に対する親和性が改変されたヒ
ト化二重特異性改変抗体を作製した。また、同様の手法により、物理化学的性質が改変さ
れたヒト化二重特異性改変抗体を作製した。さらに、親和性および物理化学的性質を変化
させるための効果的なアミノ酸残基置換を組み合わせることでヒト化前のGPC3_ERY22_rCE
115のT細胞依存的細胞傷害活性と同等あるいはそれ以上のTDCC活性を持つ最適化二重特異
性抗体を作製した。
【０２３１】
　ヒト化二重特異性抗体の最適化における点変異導入、抗体発現精製、抗原親和性測定、
T細胞依存的細胞傷害活性測定は実施例１、２と同様の手法で実施した。CDR、FRの決定は
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【０２３２】
　なお、目的に応じて、抗体H鎖定常領域として次のものを使用した（番号はEUナンバリ
ング）。ヒトIgG1についてL234A/L235A/N297A/D356C/T366S/L368A/Y407V/G446欠損/K447
欠損変異を導入したE22Hh（配列番号５７）、ヒトIgG1についてL234A/L235A/N297A/Y349C
/T366W/G446欠損/K447欠損変異および118の直前にSer-Ser挿入変異を導入したE22Hk（配
列番号５８）、ヒトIgG1についてD356C/T366S/L368A/Y407V/G446欠損/K447欠損変異を導
入したG1dh、ヒトIgG1について118-215欠損変異およびC220S/Y349C/T366W/H435R変異を導
入したnone-Hi-Kn010G3、ヒトIgG4についてL235R/S239K/N297A/E356K/R409K/H435R/L445P
/G446欠損/K447欠損変異を導入したE2702GsKsc（配列番号６０）、ヒトIgG4についてK196
Q/L235R/S239K/N297A/R409K/K439E/L445P/G446欠損/K447欠損変異を導入したE2704sEpsc
（配列番号６１）、ヒトIgG4についてL235R/S239K/N297A/E356K/R409K/L445P/G446欠損/K
447欠損変異を導入したE2702sKsc（配列番号６２）を使用した。また、抗体L鎖定常領域
として、ヒトκ鎖のk0（配列番号６３）、ヒトκ鎖についてR108A/T109S変異を導入したE
22L（配列番号４３２）を使用した。
【０２３３】
　EUナンバリング356番目のAspをCysに置換する変異、およびEUナンバリング366番目のTh
eをSerに置換する変異、およびEUナンバリング368番目のLeuをAlaに置換する変異、およ
びEUナンバリング407番目のTyrをValに置換する変異、およびEUナンバリング349番目のTy
rをCysに置換する変異、およびEUナンバリング366番目のThrをTrpに置換する変異、およ
び118番目の直前にSer-Serを挿入する変異はヘテロ抗体を産生する際に各H鎖のヘテロ分
子を効率的に形成させるためのものである。同様に、EUナンバリング356番目のGluをLys
に置換する変異およびEUナンバリング439番目のLysをGluに置換する変異もヘテロ抗体を
産生する際に各H鎖のヘテロ分子を効率的に形成させるためのものである。これらにより
、二重特異性抗体の生成効率改善が期待される。
【０２３４】
　EUナンバリング234番目のLeuをAlaに置換する変異、およびEUナンバリング235番目のLe
uをAlaまたはArgに置換する変異、およびEUナンバリング239番目のSerをLysに置換する変
異、およびEUナンバリング297番目のAsnをAlaに置換する変異は、Fcγ受容体および補体
（C1q）に対する親和性を減弱させるための変異である。これにより、FabによるCD3結合
とFcによるFcγ受容体あるいは補体との架橋を抑制し、非特異的なエフェクター作用増強
に伴うサイトカインリリースシンドロームを回避することが期待される。
【０２３５】
　EUナンバリング118-215番目の欠損変異を導入したH鎖は、全長配列を持つH鎖と組み合
わせることでFabが１つだけの抗体（一価抗体）を作製する事が可能となり、アフィニテ
ィー評価に有用である。
【０２３６】
　EUナンバリング409番目のArgをLysに置換する変異、およびEUナンバリング435番目のHi
sをArgに置換する変異は、それぞれヒトIgG1、およびヒトIgG3の性質に近づける事を目的
とした変異である。
【０２３７】
（３－１）点変異によるヒト化抗CD3抗体の親和性改変
　はじめに、実施例２で作製されたヒト化抗ヒトCD3ε鎖抗体配列hCE115HA-ERY27_HE（配
列番号：５５）について、FR1, FR2, FR3, CDR1, CDR2, CDR3に点変異を導入し改変抗体
を調製した。次に、これらの改変抗体の可溶性ヒトCD3ε鎖に対する親和性を測定した。
親和性向上効果のある部位を組み合わせることで、表８に示す親和性を持つ改変抗体を得
た。
【０２３８】



(66) JP 5941230 B1 2016.6.29

10

20

30

40

【表８】
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【０２３９】
　（３－２）ヒト化抗GPC3抗体の親和性改変
　はじめに、実施例２で作製された抗ヒトGPC3二重特異性抗体配列H0000-ERY27_HK（配列
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番号：５４）について、CDR1, CDR2, CDR3に点変異を導入し改変抗体を調製した。次に、
これらの改変抗体の可溶性ヒトGPC3に対する親和性を測定した。親和性向上効果のある部
位を組み合わせることで、表９に示す親和性を持つ改変抗体を得た。
【０２４０】
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【０２４１】
（３－３） 点変異によるpI改変
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　二重特異性抗体の商用生産では高度な精製が必要である。イオン交換クロマトグラフィ
ーを用いる場合、分子の等電点（pI）を改変することが有効であると報告されている（PL
oS One. 2013;8(2):e57479）。このため、実施例２で作製されたヒト化抗ヒトGPC3抗体配
列H0000-ERY27_HK（配列番号：５４）について、CDR1, CDR2, CDR3にpI改変を考慮した点
変異を導入し改変抗体を調製した。次に、これらの改変抗体の可溶性ヒトGPC3に対する親
和性を測定した。
　その結果、ヒトGPC3に対する親和性を維持しつつ、pIを低下させることが可能なアミノ
酸改変として、Kabatナンバリングによる19位、43位、53位、61位のアミノ酸が見出され
た。
　ヒトGPC3に対する親和性が維持され、かつpI低下効果のある部位を組み合わせることで
、表１０に示す親和性およびpIを持つ抗体を得た。
【０２４２】
【表１０】

【０２４３】
（３－４）点変異による細胞外マトリックス結合能改変
　細胞外マトリックス（ECM）等への非特異的結合は薬物動態に影響する可能性が報告さ
れている（MAbs. 2012 Nov-Dec;4(6):753-60）。このため、本実施例で得た改変抗体につ
いてECMに対する結合能を参考実施例４に記載した方法で実施した。この結果、ヒト化抗
ヒトCD3ε鎖および抗ヒトGPC3二重特異性抗体GPC3_ERY27_hCE115（配列番号５４、５５、
５６）ではECM結合能が高い事が確認された。このため、実施例３－１、３－２、３－３
で検討したヒト化抗ヒトCD3ε鎖抗体配列hCE115HA-ERY27_HE（配列番号：５５）に対する
任意の点変異を用いてECM結合能が低減される組み合わせを検討した。その結果、Kabatナ
ンバリングによる11位、16位、52a位、53位、98位および100位のアミノ酸がCD3εに対す
る親和性を維持しつつ、ECM結合能低下に影響することを見出し、ヒト化抗ヒトCD3ε鎖お
よび抗ヒトGPC3二重特異性抗体GPC3_ERY27_hCE115改変抗体よりもECM結合能が低減された
抗体を得た（表１１）。
【０２４４】
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【０２４５】
（３－５）点変異によるSuReTM ligandに対する結合能改変
　抗体の可変領域配列（VH3）に依存してProtein Aに結合する例が知られている（J Biom
ol Tech. 2011 Jul;22(2):50-2）。ヒト化抗ヒトCD3ε鎖および抗ヒトGPC3二重特異性抗
体のProtein A精製において、抗CD3抗体ホモ抗体を除去することはCD3を介した非特異的
反応を抑制する上で重要である。このため、抗CD3抗体ホモ抗体のProtein A結合を抑制す
ることが望ましいと考えられた。商用生産においてはSuReTM ligandの使用が想定される
ことから、ヒト化抗CD3抗体H鎖改変体TR01H082-E2702GsKscおよびTR01H084-E2702GsKsc（
配列番号３９８および３９９）のCDR2にSuReTM ligand結合を考慮した点変異を導入し改
変抗体を調製した。これらの改変抗体のSuReTM ligandに対する結合能は参考実施例５に
記載した方法で実施した。この結果、Kabatナンバリングによる19位、57位、59位のアミ
ノ酸がCD3εに対する親和性を維持しつつ、SureTM ligandに対する結合能に影響すること
を見出し、TR01H082-E2702GsKsc/L0011-k0(配列番号３９８および４１０)、およびTR01H0
84-E2702GsKsc/L0011-k0（配列番号３９９および４１０）と比較してSuReTM ligandに対
する結合能が低減された抗体を得た（表１２）。
【０２４６】
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【０２４７】
（３－６）各種性質が改善される点変異の組み合わせによる最適化二重特異性抗体の作製
　実施例３－１から３－５に記載した各種性質が改善される点変異を組み合わせることで
、最適化された改変抗体を作製することができる。このような改変抗体の例として、表１
３に記載の抗体を作製し、実施例１と同様の方法を用いて、T細胞依存性細胞傷害(TDCC)
活性評価に供した。その結果を図４～９に記載した。この結果、ヒト化前のGPC3_ERY22_r
CE115のT細胞依存的細胞傷害活性と同等あるいはそれ以上の活性を示す最適化ヒト化抗ヒ
トCD3ε鎖および抗ヒトGPC3二重特異性抗体を得た。
【０２４８】
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【表１３】

【０２４９】
　実施例３－１～３－６から、ヒト化前のGPC3_ERY22_rCE115のT細胞依存的細胞傷害活性
と同等あるいはそれ以上の活性を示す最適化抗ヒトCD3ε鎖および抗ヒトGPC3二重特異性
抗体の性質を維持する上で、例えば以下のアミノ酸残基が重要であることが明らかとなっ
た。
　抗ヒトCD3ε鎖抗体においては、例えば１１位のLeu、１６位のGly、５２a位のAsp、５
３位のGln、７２位のAla、７８位のIle、９８位のAla、１００位のGly、１０２位のIleが
挙げられる。抗ヒトGPC3抗体においては、例えば、１９位のThr、４３位のGlu、５２a位
のGly、５３位のProあるいはGlu、５５位のPro、６１位のGluが挙げられる。また、共通
抗体L鎖においては、例えば２５位のPro、２７a位のPro、２７b位のPro、３３位のIle、
３４位のGln、５６位のArgまたはTrp、８９位のTyrが挙げられる。（いずれもKabatナン
バリングによる）
【０２５０】
〔実施例４〕in vivo薬効の評価
　上述の抗体の一部について担癌モデルを用いたin vivo薬効についても評価した。
　実施例３－６で記載されたin vitroのアッセイで細胞傷害活性が認められた表１３に示
したうちの代表的な抗体についてin vivoの薬効の評価が行なわれた。In vivoの薬効評価
においては、腫瘍塊形成による微小環境の違いがその結果に与えうる影響を考慮し、GPC3
を発現する量がほぼ同等にも関わらず当該抗体による薬効の感受性の異なる2種類のヒト
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がん細胞株、すなわちPC-10およびNCI-H446が用いられた。これらの細胞株がNOD scidマ
ウスに移植され、腫瘍の形成が確認されたNOD scidマウスに、in vitroでヒトPBMCを培養
することにより増殖させたT細胞が移入された。当該マウスに対して最適化抗ヒトCD3ε鎖
および抗ヒトGPC3二重特異性抗体を投与することによる治療が行なわれた（T細胞移入モ
デルと指称される）。
【０２５１】
　すなわち、最適化抗ヒトCD3ε鎖および抗ヒトGPC3二重特異性抗体のPC-10 T細胞移入モ
デルによる薬効試験においては、下記のような試験が行われた。健常人ボランティアより
採取した血液から分離されたPBMC及びT cell activation/ expansion kit/ human（MACS 
Miltenyi biotec社）を用いてT細胞の拡大培養が行なわれた。ヒトがん細胞株PC-10 1×1
07細胞と、マトリゲル基底膜マトリックス（BD社）が混和され、NOD scidマウス（日本ク
レア、♀、6W）のそけい部皮下に移植された。移植の日をday 0とした。マウスには移植
前日に抗アシアロGM1抗体（和光純薬）が0.2 mg/匹で腹腔内に投与された。移植後13日か
ら15日目に腫瘍サイズと体重に応じて群分けが行なわれた後、再度抗アシアロGM1抗体が0
.2 mg/匹で腹腔内に投与された。その翌日に前記拡大培養によって得られたT細胞が3×10
7細胞/匹で腹腔内に移植された。T細胞移植約4時間後に、最適化抗ヒトCD3ε鎖および抗
ヒトGPC3二重特異性抗体が1 mg/kgで尾静脈内投与された。最適化抗ヒトCD3ε鎖および抗
ヒトGPC3二重特異性抗体の投与は1回のみ行われた。
【０２５２】
　その結果、最適化抗ヒトCD3ε鎖および抗ヒトGPC3二重特異性抗体投与群においては溶
媒投与群に比較して明らかな抗腫瘍作用が認められた（図１０a, b）。
【０２５３】
　最適化抗ヒトCD3ε鎖および抗ヒトGPC3二重特異性抗体のNCI-H446 T細胞移入モデルに
よる薬効試験も同様の方法で実施した。NCI-H446に対しては、最適化抗ヒトCD3ε鎖およ
び抗ヒトGPC3二重特異性抗体は5 mg/kgで1回尾静脈内投与された。
【０２５４】
　その結果、最適化抗ヒトCD3ε鎖および抗ヒトGPC3二重特異性抗体投与群においては溶
媒投与群に比較して明らかな抗腫瘍作用が認められた（図１１a, b）。
【０２５５】
〔参考実施例〕
〔参考実施例１〕抗体の発現ベクターの作製および抗体の発現と精製
　アミノ酸置換の導入はQuikChange Site-Directed Mutagenesis Kit（Stratagene）、PC
RまたはIn fusion Advantage PCR cloning kit (TAKARA)等を用いて当業者公知の方法で
行い、発現ベクターを構築した。得られた発現ベクターの塩基配列は当業者公知の方法で
決定した。作製したプラスミドをヒト胎児腎癌細胞由来HEK293H株（Invitrogen）、また
はFreeStyle293細胞(Invitrogen社)に、一過性に導入し、抗体の発現を行った。得られた
培養上清から、rProtein A SepharoseTM Fast Flow（GEヘルスケア）を用いて当業者公知
の方法で、抗体を精製した。精製抗体濃度は、分光光度計を用いて280 nmでの吸光度を測
定し、得られた値からPACE法により算出された吸光係数を用いて抗体濃度を算出した（Pr
otein Science 1995 ; 4 : 2411-2423）。
【０２５６】
〔参考実施例2〕ヒト末梢血単核球をエフェクター細胞として用いた各被験抗体のADCC活
性
　各被験抗体について、以下の方法に従ってADCC活性を測定した。
　ヒト末梢血単核球（以下、ヒトPBMCと指称する。）をエフェクター細胞として用いて各
被験抗体のADCC活性を以下のように測定した。
【０２５７】
（１）ヒトPBMC溶液の調製
　1000単位／mlのヘパリン溶液（ノボ・ヘパリン注5千単位，ノボ・ノルディスク）が予
め200μl注入された注射器を用い、中外製薬株式会社所属の健常人ボランティア（成人男
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性）より末梢血50 mlを採取した。PBS（-）を用いて2倍に希釈された当該末梢血を4等分
し、15 mlのFicoll-Paque PLUSが予め注入されて遠心操作が行なわれたLeucosepリンパ球
分離管（Greiner bio-one）に加えた。当該末梢血が分注された分離管に2150 rpmの速度
によって10分間室温にて遠心分離の操作をした後、単核球画分層を分取した。10%FBSを含
むDulbecco's Modified Eagle's Medium（SIGMA）（以下10%FBS/D-MEMと称する。）によ
って1回当該各分層に含まれる細胞を洗浄した後、当該細胞が10%FBS/D-MEM中にその細胞
密度が5x106 細胞/ mlとなるように懸濁した。インキュベータ中において37℃で1時間イ
ンキュベートした後、10%FBS/D-MEMで1回細胞を洗浄し、当該細胞が10%FBS/D-MEM中にそ
の細胞密度が2x105 細胞/ mlとなるように懸濁した。当該細胞懸濁液を標的細胞として以
後の実験に供した。
【０２５８】
（２）クロム遊離試験（ADCC活性）
　ADCC活性をクロムリリース法による特異的クロム遊離率にて評価した。まず、各濃度（
0、0.004、0.04、0.4、4、40μg/ml）に調製した抗体溶液を96ウェルU底プレートの各ウ
ェル中に50μlずつ添加した。次に、標的細胞を50μlずつ播種し（1x104細胞/ウェル）室
温にて15分間静置した。各ウェル中に（１）で調製したヒトPBMC溶液各100μl（5x105細
胞/ウェル）を加えた当該プレートを、5%炭酸ガスインキュベータ中において37℃で4時間
静置した後に、遠心操作した。当該プレートの各ウェル中の100μlの培養上清の放射活性
をガンマカウンターを用いて測定した。下式：
　　　　　　特異的クロム遊離率(%)＝(A-C)×100/(B-C)
に基づいて特異的クロム遊離率を求めた。
【０２５９】
　上式において、Aは各ウェル中の100μlの培養上清の放射活性（cpm）の平均値を表す。
また、Bは標的細胞に100μlの2% NP-40水溶液（Nonidet P-40、ナカライテスク）および5
0μlの10% FBS/D-MEM培地を添加したウェル中の100μlの培養上清の放射活性（cpm）の平
均値を表す。さらに、Cは標的細胞に10% FBS/D-MEM培地を150μl添加したウェル中の100
μlの培養上清の放射活性（cpm）の平均値を表す。試験はtriplicateにて実施し、各被験
抗体のADCC活性が反映される前記試験における特異的クロム遊離率（%）の平均値および
標準偏差を算出した。
【０２６０】
〔参考実施例３〕示差走査型蛍光定量法による改変抗体のTm評価
　本検討では、Rotor-Gene Q（QIAGEN）を用いた示差走査型蛍光定量法を用いて改変抗体
のTm（熱変性温度）を評価した。なお、本手法は、抗体の熱安定性評価法として広く知ら
れている示差走査型熱量計を用いたTm評価と良好な相関を示すことが既に報告されている
（Journal of Pharmaceutical Science 2010; 4: 1707-1720）。
【０２６１】
　5000倍濃度のSYPROTM orange（Molecular Probes）をPBS（Sigma）により希釈後、抗体
溶液と混和することにより測定サンプルを調製した。各サンプルを20μLずつ測定用チュ
ーブにセットし、240℃ /hrの昇温速度で30℃から99℃まで温度を上昇させた。昇温度に
伴う蛍光変化を470 nm（励起波長）/ 555 nm（蛍光波長）において検出を行った。
　データはRotor-Gene Q Series Software（QIAGEN）を用いて蛍光遷移が認められた温度
を算出し、この値をTm値とした。
【０２６２】
〔参考実施例４〕ECM結合能測定
　WO2012093704 に記載された方法に準じて実施した。具体的には、TBS(TaKaRa、#T903)
でBD Matrigel（BD Biosciences、#356237）を2mg/mLに調整し、これを測定用９６ウェル
プレート（Meso Scale Discovery、#L15XB-3(High Bind)）に5μLずつ分注した後、冷所
にて一晩静置した。続いて各ウェルに150μLのECL blocking buffer（0.05% Tween20、0.
5% BSA、0.01% sodium azideを含むPBS）を加え室温で2時間以上静置した。
　Goat anti-human IgG(γ)（Invitrogen、#628400）をMSD SULFO-TAG NHS Ester（Meso 
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ution buffer（0.01% Tween20、0.1% BSA、0.01% sodium azideを含むPBS）を用いて終濃
度2μg/mLとなるよう希釈した。また、標準抗体および被検抗体をPBS-T（0.05% Tween20
、0.01% sodium azideを含むPBS）で終濃度3μg/mLとなるよう希釈した。
　反応用９６ウェルプレート（Thermo scientific、Nunc #145399）に、10μLのECL dilu
tion buffer、20μLの標準抗体および被検抗体（3μg/mL）、30μLのルテニウム化抗体（
2μg/mL）を順次添加し、遮光下、室温で攪拌しながら1時間反応させた。
　測定用９６ウェルプレートからECL blocking bufferを転倒除去し、反応用９６ウェル
プレートから50μLのサンプル溶液を添加し、遮光下室温で１時間静置した。この後、測
定用９６ウェルプレートからサンプル溶液を転倒除去し、2x T buffer（4x MSD Read Buf
fer T (Meso Scale Discovery) をECL dilution bufferで二倍に希釈したもの）を150μL
加え直ちにECL測定を実施した。測定にはSECTOR Imager 2400 (Meso Scale Discovery)を
使用した。
　解析は被検抗体の蛍光強度値を標準抗体の値で割り、標準抗体を1とした際の強度を算
出し比較した。
【０２６３】
〔参考実施例５〕SuReTM ligand結合能測定
　SuReTM ligandに対する結合能測定にはBiacoreTM-T200（GEヘルスケア・ジャパン）を
使用した。ランニングバッファーには HBS-EP+ （GEヘルスケア・ジャパン）を用い、ア
ミンカップリングキット（GEヘルスケア・ジャパン）を用いて、Mab Select SuReTM Liga
nd（GEヘルスケア・ジャパン）をCM5チップ（カルボキシメチルデキストラン被覆チップ
）に共有結合させた。アナライトとして用いた抗体は HBS-EP+ を用いて5μg/mLに調製し
た。測定はまず流速10μL/minにて、5μg/mLの抗体溶液を3 minインジェクションするこ
とで反応させ、その後 HBS-EP+ に切り替え0.5 min流した後のレスポンス (RU) を測定し
た。測定終了後、10 mM Gly-HCl, pH 1.5で洗浄し、センサーチップを再生した。対照フ
ローセルにおいては、チップ上にリガンドを共有結合せずに同様の実験を行い、両者のレ
スポンス (RU) の差を取ることによりSuReTM ligandに対する結合能を解析した。
【０２６４】
　本明細書中の配列番号と対応する配列を下の表に示す。
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【産業上の利用可能性】
【０２６５】
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　本発明によって、BiTEが持つ強い抗腫瘍活性と、癌抗原非依存的にサイトカインストー
ムなどを誘導しないという安全性上の優れた性質が維持され、かつ長い血中半減期を持つ
新たな多重特異性抗原結合分子が提供された。本発明の抗原結合分子を有効成分として含
む細胞傷害誘導剤はグリピカン３発現細胞、当該細胞を含む腫瘍組織を標的として細胞傷
害を誘導することができる。本発明の多重特異性抗原結合分子が患者に投与された場合、
安全性が高いばかりでなく、身体的負担が少なく利便性も高いという、望ましい治療がで
きるようになる。
【要約】
　グリピカン３結合活性を有する抗体可変領域を含むドメイン、およびT細胞受容体複合
体結合活性を有する抗体可変領域を含むドメインを含む、優れた細胞傷害活性と、高い安
全性が維持された、新たな多重特異性抗原結合分子を見出した。本発明の分子はグリピカ
ン３を発現する細胞や組織に対して強い細胞傷害性を示すことから、様々な癌を治療又は
予防するための新たな医薬組成物を製造することが可能となる。

【図１】 【図２】
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