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(57)【要約】
　本発明は、ADCCによる標的細胞破壊のメカニズムを伴う抗体療法の技術分野にある。本
発明は、薬剤として用いるための、抗体組成物内に天然に存在する様々な電荷アイソフォ
ームのクロマトグラフィー分画、及びクロマトグラムの主要ピークに対応する1つ又は複
数のクロマトグラフィー画分を組み合わせることによって得られた、精製された抗体組成
物に関するものであり、得られたモノクローナル抗体組成物は前記主要ピークに富んでお
り、前記ピークは、得られた組成物のクロマトグラムの少なくとも85%に相当する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　薬剤として用いるための、
a)細胞クローンから、非ヒトトランスジェニック動物から、又はトランスジェニック植物
からモノクローナル抗体組成物を生産する工程、
b)工程a)において得られた組成物をクロマトグラフィーによって分画する工程、及び
c)クロマトグラムの主要ピークに対応する、工程b)において得られた1つ又は複数のクロ
マトグラフィー画分を組み合わせる工程
を含む方法によって得られ得るモノクローナル抗体組成物であって、こうして得られたモ
ノクローナル抗体組成物が前記主要ピークに富んでおり、前記主要ピークが、工程c)にお
いて得られた組成物のクロマトグラムの少なくとも85%に相当する、モノクローナル抗体
組成物。
【請求項２】
　工程b)の分画が、イオン交換クロマトグラフィーによって、クロマトフォーカシングに
よって、又は疎水性相互作用クロマトグラフィーによって達成されることを特徴とする、
請求項1に記載の薬剤として用いるための、請求項1に記載のモノクローナル抗体組成物。
【請求項３】
　イオン交換クロマトグラフィーが、以下の溶離手段:
-　イオン力勾配、及び/又は
-　pH勾配、又は
-　置換分子
の1つを用いることを特徴とする、請求項2に記載の薬剤として用いるための、請求項2に
記載のモノクローナル抗体組成物。
【請求項４】
　組成物内に存在する抗体の重鎖の少なくとも95%がC末端リシン残基をまったく含まない
ことを特徴とする、請求項1から3のいずれか一項に記載の薬剤として用いるための、請求
項1から3のいずれか一項に記載のモノクローナル抗体組成物。
【請求項５】
　薬剤として用いるための、組成物内に存在する抗体の重鎖の少なくとも95%がC末端リシ
ン残基をまったく含まない、モノクローナル抗体組成物。
【請求項６】
　抗体が、健康なドナー細胞上に存在する非遍在的な抗原、癌細胞の抗原、病原体に感染
した細胞の抗原、又は免疫細胞の抗原に対するものであることを特徴とする、請求項1か
ら5のいずれか一項に記載の薬剤として用いるための、請求項1から5のいずれか一項に記
載のモノクローナル抗体組成物。
【請求項７】
　抗体が抗Rhesus D抗体であり、組成物がRhマイナスの個体における同種免疫化を予防す
るためのものである、請求項1から6のいずれか一項に記載の薬剤として用いるための、請
求項1から6のいずれか一項に記載のモノクローナル抗体組成物。
【請求項８】
　抗体が癌細胞の抗原に対するものであり、組成物が癌を治療するためのものである、請
求項1から6のいずれか一項に記載の薬剤として用いるための、請求項1から6のいずれか一
項に記載のモノクローナル抗体組成物。
【請求項９】
　抗体が病原体に感染した細胞の抗原に対するものであり、組成物が前記病原体による感
染を治療するためのものである、請求項1から6のいずれか一項に記載の薬剤として用いる
ための、請求項1から6のいずれか一項に記載のモノクローナル抗体組成物。
【請求項１０】
　抗体が免疫細胞の抗原に対するものであり、組成物が自己免疫疾患を治療するためのも
のである、請求項1から6のいずれか一項に記載の薬剤として用いるための、請求項1から6
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のいずれか一項に記載のモノクローナル抗体組成物。
【請求項１１】
　抗体が、FcγRIII受容体へのその結合及びFcγRIII受容体を介するそのエフェクター特
性を増大させる、Fc断片の修飾を含むことを特徴とする、請求項1から10のいずれか一項
に記載の薬剤として用いるための、請求項1から10のいずれか一項に記載のモノクローナ
ル抗体組成物。
【請求項１２】
　抗体が、Fc断片の特定のアミノ酸残基で少なくとも1つの変異を含むことを特徴とする
、請求項11に記載の薬剤として用いるための、請求項11に記載のモノクローナル抗体組成
物。
【請求項１３】
　65%以下のフコース含有量を含むことを特徴とする、請求項11又は12に記載の薬剤とし
て用いるための、請求項11又は12に記載のモノクローナル抗体組成物。
【請求項１４】
　抗体が、タンパク質C1qへの結合及び補体を介するそのエフェクター特性を増大させる
、Fc断片の修飾を含むことを特徴とする、請求項1から10のいずれか一項に記載の薬剤と
して用いるための、請求項1から10のいずれか一項に記載のモノクローナル抗体組成物。
【請求項１５】
　所与の抗体に対するモノクローナル抗体組成物の、FcγRIII(CD16)受容体を発現する免
疫系のエフェクター細胞による、前記抗原を発現する標的細胞の抗体依存性の細胞傷害性
(ADCC)を誘発する能力を増大させるための、クロマトグラフィー分画工程の使用。
【請求項１６】
　所与の抗体に対するモノクローナル抗体組成物の、補体による、前記抗原を発現する標
的細胞の補体依存性の細胞傷害性(CDC)を誘発する能力を増大させるための、クロマトグ
ラフィー分画工程の使用。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、ADCCを介して標的細胞を破壊するメカニズムを伴う抗体療法の技術分野にあ
る。本発明は、薬剤として用いるための、抗体組成物内に天然に存在する異なる電荷アイ
ソフォームをクロマトグラフィーによって分画すること、及びクロマトグラムの主要ピー
クに対応する1つ又は複数のクロマトグラフィー画分を組み合わせることによって得られ
た、精製された抗体組成物に関するものであり、こうして得られたモノクローナル抗体組
成物は前記主要ピークに富んでおり、前記主要ピークは、得られた組成物のクロマトグラ
ムの少なくとも85%に相当する。
【背景技術】
【０００２】
　ここ10年間、様々な治療分野、すなわち、癌、Rhマイナスの妊婦における同種免疫化の
予防、感染性疾患、炎症性疾患、特に自己免疫疾患において、抗体、多くの場合モノクロ
ーナル抗体による受動免疫療法治療が大きく開発されている。
【０００３】
　抗体による受動免疫療法治療は今日、治療上の利益があることが示されているが、観察
される臨床的反応レベルは依然として不十分であり、したがって、二次的影響を制限する
ために臨床応答の増大及びより低用量の投与を可能にする、更に効率的な抗体組成物が求
められている。
【０００４】
　あらゆる生物学的産物と同様に、抗体の組成物は元々異種である。実際、治療法におい
て用いられる抗体組成物は、生物学的系(細胞、トランスジェニック動物又は植物)におい
て生産され、この場合、通常はタンパク質、したがって特に抗体が多くの翻訳後修飾(酵
素的修飾又は分解)を受け、この翻訳後修飾は抗体分子ごとに異なり、それによって、生
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産された抗体組成物内で微小不均一性を生じさせる。
【０００５】
　抗体は、様々な数のジスルフィド架橋及び非共有結合的相互作用を伴う、4つのポリペ
プチド鎖、すなわち2つの通常同一な重鎖(「重(heavy)」鎖を表すいわゆる「H」鎖)及び2
つの通常同一な軽鎖(「軽(light)」鎖を表すいわゆる「L」鎖)からなる糖タンパク質であ
る。これらの鎖はY型の構造を形成し、重鎖はYの幹部分及びYの各腕の半分を構成し、軽
鎖はYの各腕の半分を構成する。各軽鎖は定常ドメイン(CL)及び可変ドメイン(VL)からな
り、重鎖は、可変断片(VH)と、抗体のアイソタイプ(IgGは3つの定常断片CH1からCH3を含
む)に応じて3つ又は4つの定常断片(CH1からCH3又はCH4)とからなる。軽鎖(VL+CL)の会合
、並びに重鎖のVHドメイン及びCH1ドメインの会合は、断片Fabを形成し、会合したドメイ
ンVL及びVHは、抗原の認識に寄与する。両重鎖の定常ドメイン(CH2及びCH3)又は(CH2から
CH4)は定常Fc断片を形成する。
【０００６】
　抗体は、翻訳後修飾、すなわち、重鎖又は軽鎖の末端修飾、Fc部分(及び場合によってF
ab)のグリコシル化、脱アミド化、異性化、酸化、フラグメンテーション、及び凝集を受
けることが知られている(Vlasakら、2008年を参照されたい)。
【０００７】
　ほとんどの翻訳後修飾は、荷電基の数を変更することによって直接的に、又は、それ自
体が荷電残基の局所的分布を変更するか若しくはそれらのpKaを変化させる構造的修飾を
導入することによって間接的に、抗体の表面電荷特性の改変をもたらす。全てのこれらの
修飾はまた、したがって、微小不均一性、すなわち、異なる等電点(pI)を伴う同一の抗体
の異なる電荷を有する多くのアイソフォームがこうして抗体組成物において共存する状態
を生じさせる(Vlasakら、2008年を参照されたい)。
【０００８】
　翻訳後修飾の間で、抗体の定常部分Fcのグリコシル化は、今日、抗体の多くの生物学的
特性、すなわち、インビボでの半減期(Wrightら、1994年を参照されたい)、ADCC応答を誘
発する能力(抗体依存性の細胞傷害性細胞応答、Satohら、2006年、Prestaら、2006年を参
照されたい)、CDC応答(補体依存性の細胞傷害性応答、Wrightら、1994年、Prestaら、200
6年)等に強力に影響することが周知である。特に、フコシル化されたグリカン形態の抗体
組成物の含有量が、今日、組成物の、ADCC応答をインビボで誘発する能力に非常に強力に
影響することが知られている。
【０００９】
　逆に、多くの論文が、市販のモノクローナル抗体バッチの再現性及び質の正当性を証明
するために抗体組成物内に存在する電荷アイソフォームを特徴付けることを目的としてい
るが、抗体組成物内で同一の抗体の多くの異なる電荷アイソフォームの存在をもたらす他
の翻訳後修飾は、現在まで、インビボでの抗体の生物学的特性にほとんど影響しないか又
は全く影響しないと考えられている。したがって、先行技術においては、電荷アイソフォ
ームに関して、市販の抗体バッチの質を追跡することが不可欠であると通常考えられてい
るが、この追跡は、製品の質の純粋な追跡であると考えられ、治療目的で特定の電荷アイ
ソフォームに非常に富んでいる抗体組成物の精製画分を使用することについては全く提案
されていない。実際、抗体組成物の少なくとも特定の生物学的特性に対する有意な影響が
実証されていない状況で、組成物全体を使用しない理由、調製方法を複雑にする理由、及
び収量を低減させる理由はない。現在、上記に指摘したように、グリコシル化を除いて、
抗体組成物内で抗体の多くの異なる電荷アイソフォームの存在をもたらす他の翻訳後修飾
は、現在まで、抗体の生物学的特性を改変させないと考えられていた。
【００１０】
　いくつかの電荷アイソフォームを生じさせる修飾の1つは、抗体の重鎖におけるC末端リ
シンの酵素的切断である。このような切断は、カルボキシペプチダーゼを発現する細胞に
おいて抗体が生産されるとすぐに、抗体分子に応じて異なるレベルで生じる。C末端リシ
ンの存在によって、リシンの側鎖に起因して、非常に塩基性の性質がもたらされる。重鎖
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の片方又は両方でのその切断は、したがって、より酸性のアイソフォームを生じさせる。
通常、重鎖上に0、1つ、又は2つのC末端リシンを有するアイソフォームが存在し、したが
って、わずかに異なるpIを有する3つのアイソフォームが生じる(Vlasakら、2008年を参照
されたい)。この特定の修飾について、Antesら、2007年は、血清の存在下又は不存在下で
生産された、癌の受動免疫療法において用いられるヒト化モノクローナル抗Lewis-Y IGN3
11抗体の、バッチの等電点電気泳動(IEF)による分析を記載している。著者は、血清の存
在下又は不存在下で生産された抗体組成物の電荷アイソフォームのプロファイルが異なり
、血清の不存在下で生産された組成物は血清の存在下で生産された組成物よりも抗体の重
鎖のC末端リシンの酵素的切断による影響が少ないことを示している。両組成物の、CDC応
答(補体を介する)を誘発するそれぞれの能力に対する、この修飾の影響の分析は、この修
飾に関するいかなる有意な影響も示していない。
【００１１】
　抗体組成物内でいくつかの電荷アイソフォームを存在させる別のタイプの修飾は、N末
端グルタミン又はグルタミン酸残基の環化であり、これは、ピログルタミン酸(pE)基の形
成、したがって、より酸性のアイソフォームをもたらす。この修飾は、系統的に、異なる
レベルで、抗体組成物全体において生じるが、抗体の機能的特性に影響し得るとは考えら
れていない(Vlasakら、2008年を参照されたい)。
【００１２】
　抗体組成物内でいくつかの電荷アイソフォームを存在させる更に別のタイプの修飾は、
より酸性のアイソフォームを生じさせる、特にリシン残基上での、共有結合付加体の形成
、特に糖化現象(非酵素的な糖の付加)である。このタイプの修飾もまた、抗体の機能的特
性に影響し得ないと考えられている(Vlasakら、2008年を参照されたい)。
【００１３】
　抗体組成物内にいくつかの電荷アイソフォームを存在させる別の通常のタイプの修飾は
、より酸性のアイソフォームを生じさせる、アスパラギン残基の脱アミド化及びアスパラ
ギン酸残基の異性化である。抗体の定常部分において、脱アミド化現象に感受性のアスパ
ラギン残基は、FcRn受容体及びFcγR受容体への結合部位から離れたCH3ドメイン内に位置
する。これらの修飾は、したがって、通常、抗体の機能的特性に影響し得ないと考えられ
る(Vlasakら、2008年を参照されたい)。
【００１４】
　Khawliら、2010年、及びGandhiら、2011年は、受動免疫療法において用いられるモノク
ローナル抗体組成物の主要アイソフォーム、酸性アイソフォーム、及び塩基性アイソフォ
ームの、陽イオン交換樹脂を用いるクロマトグラフィー技術での分離;いくつかのアイソ
フォームの存在をもたらす翻訳後修飾の分析;並びに、3つの精製画分(酸性画分、主要画
分、及び塩基性画分)の薬物動態学的特性及び特定の機能的特性の研究を記載している。
両ケースにおいて、非変性組成物のクロマトグラムは常に、酸性アイソフォームを含むピ
ーク及び塩基性アイソフォームを含むピークに囲まれた、主要ピークを示す。同定された
翻訳後修飾には、特に、特定のジスルフィド架橋の還元(Khawliら、2010年)、糖化(Khawl
iら、2010年、Gandhiら、2011年)、脱アミド化(Khawliら、2010年、Gandhiら、2011年)、
重鎖のC末端リシンの切断(Khawliら、2010年、Gandhiら、2011年)、凝集体の存在(Gandhi
ら、2011年)、酸化現象(Gandhiら、2011年)が含まれる。薬物動態学的特性の分析(Khawli
ら、2010年における、インビボでのFcRn結合及び試験)は、3つの試験した精製画分での挙
動における有意差を全く実証しなかった。両論文において、3つの精製画分の、エフェク
ター細胞の不存在下で、それに対して抗体が特異的である抗原を発現する細胞系の増殖を
インビトロで阻害する能力もまた試験された。このような試験は、抗原に結合する能力及
びアポトーシスを誘発する能力を実証することを可能にする。両論文における酸性画分は
、ごくわずかに低い能力を有していたが、結果は有意ではなく、したがって、有意差は3
つの精製画分の間で観察されなかった。更に、主要アイソフォームに富んでいる画分は、
3つの画分を分離する前の抗体組成物全体と比較して、能力は増強していなかった。
【００１５】
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　更に、他の文献は、抗体の特定の電荷アイソフォームをいかに分析及び/又は分離する
かを記載しているが、異なるアイソフォームのエフェクター特性の比較は記載していない
。したがって、EP1308456及びWO2004/024866は、精製の前後に組成物のエフェクター特性
を試験することなく、モノクローナル抗体組成物の酸性変異体を除去することを目的とし
たクロマトグラフィー法を記載している。同様に、WO2011/009623は、精製の前後に組成
物のエフェクター特性を試験することなく、モノクローナル抗体組成物の酸性変異体又は
塩基性変異体を抑制することを目的としたクロマトグラフィー法を記載している。更に、
この文献において記載されている方法は、単一のタイプの変異体の抑制のみを可能にし、
酸性変異体の除去のみが実際に適用されている。
【先行技術文献】
【特許文献】
【００１６】
【特許文献１】EP1308456
【特許文献２】WO2004/024866
【特許文献３】WO2011/009623
【特許文献４】WO00/42072
【特許文献５】WO2004/029207
【特許文献６】WO/2004063351
【特許文献７】WO2004/074455
【特許文献８】WO02/060919A2
【特許文献９】WO2010/045193
【特許文献１０】WO2010/106180A2
【特許文献１１】WO99/51642
【特許文献１２】WO2004074455A2
【特許文献１３】米国特許第5,591,669号
【特許文献１４】米国特許第5,598,369号
【特許文献１５】米国特許第5,545,806号
【特許文献１６】米国特許第5,545,807号
【特許文献１７】米国特許第6,150,584号
【特許文献１８】WO2012/041768
【特許文献１９】WO0026357A2
【特許文献２０】WO9004036A1
【特許文献２１】WO9517085A1
【特許文献２２】WO0126455A1
【特許文献２３】WO2004050847A2
【特許文献２４】WO2005033281A2
【特許文献２５】WO2007048077A2
【特許文献２６】WO2007106078A2
【特許文献２７】EP1176195A1
【特許文献２８】WO01/77181
【特許文献２９】WO2004/024768
【非特許文献】
【００１７】
【非特許文献１】Manipulating the Mouse Embryo、A Laboratory Manual、第2版, Cold 
Spring Harbor Laboratory Press(1994年)
【非特許文献２】Gene Targeting、A Practical Approach、IRL Press at Oxford Univer
sity Press(1993年)
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１８】



(7) JP 2016-512216 A 2016.4.25

10

20

30

40

50

　したがって、抗体の機能的特性に対する影響を有することが知られているグリコシル化
を除いて、(主要アイソフォームにもたらされた異なる修飾から)いくつかの電荷アイソフ
ォームを生じさせる他の翻訳後修飾に関連する、先行技術において利用可能な要素は、こ
れらの修飾が抗体の機能的特性に対していかなる影響も有さないことを示唆する。
【００１９】
　しかし、本発明者らは、驚くべきことに、抗体組成物の主要電荷アイソフォームに富ん
だ、クロマトグラフィーによって精製された画分が、CD16受容体を発現するエフェクター
細胞によるこの受容体を介するエフェクター応答を誘発する有意に優れた能力を有するこ
とを見出した。したがって、抗体組成物の主要電荷アイソフォームに富んだ精製画分は、
インビボでのより強力なADCC応答及びより強力なCDC応答を誘発することを可能にし、し
たがって、臨床応答を増大させ且つ/又は投与用量を低減させて、それによって二次的影
響を制限することを可能にする。
【課題を解決するための手段】
【００２０】
　本発明は、したがって、薬剤として用いるための、
a)細胞クローンから、非ヒトトランスジェニック動物から、又はトランスジェニック植物
からモノクローナル抗体組成物を生産する工程、
b)工程a)において得られた組成物をクロマトグラフィーによって分画する工程、及び
c)クロマトグラムの主要ピークに対応する、工程b)において得られた1つ又は複数のクロ
マトグラフィー画分を組み合わせる工程
を含む方法によって得られ得るモノクローナル抗体組成物に関するものであり、こうして
得られたモノクローナル抗体組成物は前記主要ピークに富んでおり、前記主要ピークは、
工程c)において得られた組成物のクロマトグラムの少なくとも85%、有利には少なくとも8
6%、少なくとも87%、少なくとも88%、少なくとも89%、より有利には少なくとも90%、少な
くとも91%、少なくとも92%、少なくとも93%、少なくとも94%、又は更には少なくとも95%
、少なくとも96%、少なくとも97%、少なくとも98%、少なくとも98.5%、少なくとも99%、
又は少なくとも99.5%に相当する。
【００２１】
　有利には、工程b)は、標準的なイオン交換クロマトグラフィーによって、クロマトフォ
ーカシングによって、又は疎水性相互作用クロマトグラフィーによって、工程a)において
得られた組成物を分画することによって達成される。
【００２２】
　有利には、イオン交換クロマトグラフィーは、以下の溶離手段:
-　イオン力勾配、及び/又は
-　pH勾配、又は
-　置換分子
の1つを用いる。
【００２３】
　有利には、薬剤として用いるためのこのような組成物において、組成物内に存在する抗
体の重鎖の少なくとも95%、有利には少なくとも96%、少なくとも97%、少なくとも98%、又
は更には少なくとも98.5%、少なくとも99%、又は少なくとも99.5%は、C末端リシン残基を
まったく含まない。
【００２４】
　本発明はまた、薬剤として用いるための、組成物内に存在する抗体の重鎖の少なくとも
95%、有利には少なくとも96%、少なくとも97%、少なくとも98%、又は更には少なくとも98
.5%、少なくとも99%、又は少なくとも99.5%がC末端リシン残基をまったく含まない、モノ
クローナル抗体組成物にも関する。
【００２５】
　本発明に従った薬剤として用いるための組成物において、抗体は、有利には、健康なド
ナー細胞上に存在する非遍在的な抗原、癌細胞の抗原、又は病原体に感染した細胞の抗原
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に対するものである。
【００２６】
　特に、以下の実施形態が好ましい:
-　抗体は抗Rhesus (D)抗体であり、組成物はRhマイナスの個体における同種免疫化を予
防するためのものである。
-　抗体は癌細胞の抗原に対するものであり、組成物は癌を治療するためのものである。
-　抗体は病原体に感染した細胞の抗原に対するものであり、組成物は前記病原性生物に
よる感染を治療するためのものである。
-　抗体は免疫細胞の抗原に対するものであり、組成物は自己免疫疾患を治療するための
ものである。
【００２７】
　本発明に従った薬剤として用いるための組成物における、有利な実施形態において、抗
体は、FcγRIII受容体へのその結合及びFcγRIII受容体を介するそのエフェクター特性を
増大させる、Fc断片の修飾を含む。本発明に従った薬剤として用いるための組成物は、Fc
γRIII受容体へのその結合及び/又は低いフコース含有量を増大させる、Fc断片における
変異を特に含み得る。特に、有利には、組成物内に存在する抗体は、Fc断片のN-グリコシ
ル化部位上に、フコース含有量が65%未満の、二分岐型のグリカン構造を有する。
【００２８】
　本発明に従った薬剤として用いるための組成物における、有利な実施形態において、抗
体は、タンパク質C1qへのその結合及び補体を介するそのエフェクター特性を増大させる
、Fc断片の修飾を含む。
【００２９】
　本発明はまた、所与の抗体に対するモノクローナル抗体組成物の、FcγRIII受容体(CD1
6)を発現する免疫系のエフェクター細胞による、前記抗原を発現する標的細胞の抗体依存
性の細胞傷害性(ADCC)を誘発する能力を増大させるための、クロマトグラフィー分画工程
の使用に関する。
【００３０】
　本発明はまた、所与の抗体に対するモノクローナル抗体組成物の、補体による、前記抗
原を発現する標的細胞の補体依存性の細胞傷害性(CDC)を誘発する能力を増大させるため
の、クロマトグラフィー分画工程の使用に関する。
【図面の簡単な説明】
【００３１】
【図１】低下pH勾配(2つの緩衝液、すなわち緩衝液A(ジエタノールアミン、25mM)、緩衝
液B(polybuffer 96+pharmalyte 8-10.5)を用いることによって9.5から8.0)による溶離を
伴う、抗CD20抗体組成物のクロマトフォーカシング(陰イオン交換樹脂(GE Life Sciences
社によって販売されているカラムMono(商標)P)による3回の分離について得られたクロマ
トグラムを示す図である。抗体組成物を脱塩し、20mgをカラム上に注入した。2mLの画分
を回収した。画分33から50を分析のために回収した。
【図２】陽イオン交換クロマトグラフィー(Aと同一のカラム及び溶離)による11の分離に
対応する11のクロマトグラムの重ね合わせを示す図である。画分F1からF20を回収し、ピ
ーク:P1(酸性、F1からF3)、P2(酸性、F4及びF5)、P3(酸性、F6)、P4(主要ピーク、F7から
F10)、P5(塩基性、F11)、P6(塩基性、F12からF14)、P7(塩基性、F15からF17)、及びP8(塩
基性、F18からF20)にごとにグループ分けした。
【図３】CEXによって精製された抗CD20抗体組成物のクロマトグラムを示す図である。A.
精製前の抗CD20抗体組成物のクロマトグラム。B.分離前のクロマトグラム(A)の主要ピー
クに対応する画分1から20を組み合わせることによって形成された組成物のクロマトグラ
ム。様々なピークのパーセンテージが示されている。
【図４】陽イオン交換クロマトグラフィーによって精製された画分の、CD16(Biacore)へ
の結合を示す図である。各試料のCD16への結合は、参照試料のCD16への結合に対するパー
センテージとして表される。



(9) JP 2016-512216 A 2016.4.25

10

20

30

40

50

【図５】クロマトフォーカシング(A)によって又は陽イオン交換クロマトグラフィー(B)に
よって精製された画分のCD16活性を示す図である。各試料のCD16活性(CD16 Jurkat細胞に
よるIL-2の分泌)は、参照試料のCD16活性に対するパーセンテージとして表される。
【図６】陽イオン交換クロマトグラフィーによって精製された画分の補体依存性の細胞傷
害性(CDC)を示す図である。各試料のCDC応答は、参照試料のCDC応答に対するパーセンテ
ージとして表される。
【発明を実施するための形態】
【００３２】
　本発明は、したがって、薬剤として用いるための、
a)細胞クローンから、非ヒトトランスジェニック動物から、又はトランスジェニック植物
からモノクローナル抗体組成物を生産する工程、
b)工程a)において得られた組成物をクロマトグラフィーによって分画する工程、及び
c)クロマトグラムの主要ピークに対応する、工程b)において得られた1つ又は複数のクロ
マトグラフィー画分を組み合わせる工程
を含む方法によって得られ得るモノクローナル抗体組成物に関するものであり、こうして
得られたモノクローナル抗体組成物は前記主要ピークに富んでおり、前記主要ピークは、
工程c)において得られた組成物のクロマトグラムの少なくとも85%、有利には少なくとも8
6%、少なくとも87%、少なくとも88%、少なくとも89%、より有利には少なくとも90%、少な
くとも91%、少なくとも92%、少なくとも93%、少なくとも94%、又は更には少なくとも95%
、少なくとも96%、少なくとも97%、少なくとも98%、少なくとも98.5%、少なくとも99%、
又は少なくとも99.5%に相当する。
【００３３】
　工程a)において、モノクローナル抗体組成物は、細胞クローンから、トランスジェニッ
ク動物から、又はトランスジェニック植物から生産される。
【００３４】
　「抗体」又は「免疫グロブリン」は、所与の抗原に結合するための少なくとも1つのド
メインと、FcR受容体に結合し得るFc断片を含む定常ドメインとを含む分子を意味する。
ヒト及びマウス等のほとんどの哺乳動物において、抗体は、4つのポリペプチド鎖、すな
わち、分子に対する柔軟性を確実にする様々な数のジスルフィド架橋を介して共に連結さ
れた2つの重鎖及び2つの軽鎖からなる。各軽鎖は、定常ドメイン(CL)及び可変ドメイン(V
L)からなり、重鎖は、1つの可変ドメイン(VH)及び抗体のアイソタイプに従って3つ又は4
つの定常ドメイン(CH1からCH3又はCH1からCH4)からなる。ラクダ及びラマ等のわずかな稀
な哺乳動物において、抗体は2つの重鎖のみからなり、各重鎖は、1つの可変ドメイン(VH)
及び1つの定常領域を含む。
【００３５】
　可変ドメインは抗原の認識に関与し、一方、定常ドメインは、抗体の生物学的特性、薬
物動態学的特性、及びエフェクター特性に関与する。
【００３６】
　配列が抗体ごとに大きく変化する可変ドメインとは異なり、定常ドメインは、種及びア
イソタイプに特有の、抗体同士で非常に近いアミノ酸配列を特徴とし、場合によってわず
かな体細胞変異を伴う。Fc断片は、天然に、ドメインCH1を除く重鎖の定常領域、すなわ
ち、下方境界領域と、定常ドメインCH2及びCH3又はCH2からCH4(アイソタイプに応じて)と
からなる。ヒトIgG1において、完全Fc断片は、226位のシステイン残基(C226)から開始す
る重鎖のC末端部分からなり、Fc断片におけるアミノ酸残基の番号付けは、本明細書全体
において、Edelmanら、1969年、及びKabatら、1991年において記載されているEUインデッ
クスの番号付けである。他のタイプの免疫グロブリンの対応するFc断片は、配列のアライ
ンメントによって当業者によって容易に同定され得る。
【００３７】
　Fc断片は、2つの重鎖のそれぞれの上に、297位のアスパラギン残基(Asn 297)に結合し
ているN-グリカンが存在することで、CH2ドメインにおいてグリコシル化される。
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【００３８】
　Fc内に位置する以下の結合ドメインは、抗体の生物学的特性に重要である:
-　抗体の薬物動態学的特性(インビボでの半減期)に関与する、FcRn受容体に結合するた
めのドメイン:
異なるデータが、CH2及びCH3ドメインの界面に位置する特定の残基がFcRn受容体への結合
に関与することを示唆している。
-　CH2ドメイン内に位置する、CDC応答(「補体依存性の細胞傷害性」)に関与する、補体C
1qがタンパク質に結合するためのドメイン、
-　CH2ドメイン内に位置する、食作用又はADCC(「抗体依存性の細胞傷害性」)型の応答に
関与する、FcR受容体に結合するためのドメイン。
【００３９】
　本発明の意味では、抗体のFc断片は上記に定義したように天然であり得るか、又は様々
な方法で修飾されていてよいが、それは、それがFcR受容体(IgGではFcγR受容体)に結合
するための機能的ドメイン、好ましくは受容体FcRnに結合するための機能的ドメインを含
む限りにおいてである。修飾には、Fc断片の特定の部分の欠失が含まれ得るが、それは、
前記Fc断片が、受容体FcR(IgGでは受容体FcγR)に結合するための機能的ドメイン、好ま
しくは受容体FcRnに結合するための機能的ドメインを含有する限りにおいてである。この
修飾にはまた、抗体の生物学的特性に影響し得るアミノ酸の様々な置換が含まれ得るが、
それは、前記アミノ酸が、受容体FcRに結合するための機能的ドメイン、好ましくは受容
体FcRnに結合するための機能的ドメインを含有する限りにおいてである。特に、抗体がIg
Gである場合、抗体は、WO00/42072、Shieldsら、2001年、Lazarら、2006年、WO2004/0292
07、WO/2004063351、WO2004/074455において記載されているような受容体FcγRIII(CD16)
への結合を増強することを意図した変異を含み得る。例えばShieldsら、2001年、Dall'Ac
quaら、2002年、Hintonら、2004年、Dall'Acquaら、2006年(a)、WO00/42072、WO02/06091
9A2、WO2010/045193、又はWO2010/106180A2において記載されているような、受容体FcRn
への結合、したがってインビボでの半減期を増強することを可能にする変異も存在し得る
。他の変異、例えば、タンパク質への補体の結合、したがってCDC応答を低減又は増大さ
せることを可能にする変異が存在していてもしていなくてもよい(WO99/51642、WO2004074
455A2、Idusogieら、2001年、Dall'Acquaら、2006年(b)、及びMooreら、2010年を参照さ
れたい)。
【００４０】
　「モノクローナル抗体」又は「モノクローナル抗体組成物」は、同一で固有の抗原特異
性を有する抗体分子を含む組成物を意味する。組成物内に存在する抗体分子は、それらの
翻訳後修飾に関して、特にそれらのグリコシル化構造又はそれらの等電点に関して変化し
得るが、全て同一の重鎖及び軽鎖配列によってコードされており、したがって、あらゆる
翻訳後修飾の前には、同一のタンパク質配列を有する。翻訳後修飾(例えば、重鎖のC末端
リシンの切断、アスパラギン残基の脱アミド化、及び/又はアスパラギン酸残基の異性化
等)に関連する、タンパク質配列における特定の差異は、それでも、組成内に存在する様
々な抗体分子の間で存在し得る。
【００４１】
　本発明の範囲内で薬剤として用いられる組成物内に存在するモノクローナル抗体は、有
利には、キメラ抗体、ヒト化抗体、又はヒト抗体であり得る。実際、これによって、投与
された抗体に対する患者の免疫反応を避けることが可能になる。
【００４２】
　「キメラ」抗体は、所与の種に対して異種の種の抗体の軽鎖及び重鎖の定常領域と会合
した、前記所与の種の抗体に由来する天然可変領域(軽鎖及び重鎖)を含有する抗体を指す
ものである。有利には、本発明に従った薬剤として用いるためのモノクローナル抗体組成
物がキメラモノクローナル抗体を含む場合、前記キメラモノクローナル抗体はヒト定常領
域を含む。非ヒト抗体から開始して、キメラ抗体は、当業者に周知の遺伝子組換え技術を
用いて調製され得る。例えば、キメラ抗体は、重鎖及び軽鎖について、プロモーターと、
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非ヒト抗体の可変領域をコードする配列と、ヒト抗体の定常領域をコードする配列とを含
む組換えDNAをクローニングすることによって、生産され得る。キメラ抗体を調製するた
めの方法については、例えば、文献Verhoeynら、1988年を参照することができる。
【００４３】
　「ヒト化」抗体は、非ヒト由来の抗体に由来するCDR領域を含有し、抗体分子の他の部
分は1つの(又は複数の)ヒト抗体に由来する、抗体を指すものである。更に、骨格セグメ
ント(FRと呼ばれる)の特定の残基は、結合親和性を保持するために修飾され得る(Jonesら
、1986年、Verhoeyenら、1988年、Riechmannら、1988年)。本発明に従ったヒト化抗体は
、Almagroら、2008年の総説においてまとめられているような、当業者に知られている技
術、例えば「CDRグラフティング」技術、「リサーフェシング(resurfacing)」技術、超ヒ
ト化(SuperHumanization)技術、「ヒトストリングコンテント(Human string content)」
技術、「FRライブラリー」技術、「ガイド選択(Guided selection)」技術、「FRシャッフ
リング」技術、及び「ヒューマニアリング(Humaneering)」技術によって調製され得る。
【００４４】
　「ヒト」抗体は、全配列がヒト由来である抗体、すなわち、コード配列が抗体をコード
するヒト遺伝子の組換えによって生産されている抗体を意味する。実際、今や、免疫化さ
れると内因性免疫グロブリンの生産の不存在下で全種類のヒト抗体を生産し得る、トラン
スジェニック動物(例えばマウス)を生産することが可能である(Jakobovitsら、1993年(a)
及び(b)、Bruggermannら、1993年、並びにDuchosalら、1992年、米国特許第5,591,669号
、米国特許第5,598,369号、米国特許第5,545,806号、米国特許第5,545,807号、米国特許
第6,150,584号を参照されたい)。ヒト抗体はまた、ファージディスプレイバンクからも得
られ得る(Hoogenboomら、1991年、Marksら、1991年、Vaughanら、1996年)。
【００４５】
　抗体は、それらの定常領域の性質に応じていくつかのアイソタイプのものであり得、す
なわち、定常領域γ、α、μ、及びδはそれぞれ、IgG、IgA、IgM、IgE、及びIgD免疫グ
ロブリンに対応する。有利には、本発明の範囲内で薬剤として用いられる組成物内に存在
するモノクローナル抗体は、IgGアイソタイプのものである。実際、このアイソタイプは
、最大数の個体(ヒト)においてADCC(「抗体依存性の細胞傷害性」)活性を生じさせる能力
を示す。γ定常領域はいくつかのサブタイプ、すなわちγ1、γ2、γ3を含み、これらの3
つのタイプの定常領域は、ヒト補体を結合する特殊性を有し、γ4は、それによって、サ
ブアイソタイプIgG1、IgG2、IgG3、及びIgG4を生じさせる。有利には、本発明の範囲内で
薬剤として用いられる組成物内に存在するモノクローナル抗体は、アイソタイプIgG1又は
IgG3、好ましくはIgG1のものである。
【００４６】
　モノクローナル抗体の組成物は、当業者に周知の技術によって、細胞クローン、非ヒト
トランスジェニック動物、又はトランスジェニック植物によって生産され得る。
【００４７】
　特に、組成物を生産する細胞クローンは、3つの主な技術によって得ることができる:
1)目的の抗体を生産するBリンパ球と不死化系との融合によってハイブリドーマを得るこ
と、
2)エプスタイン・バーウイルス(EBV)によって、目的の抗体を生産するBリンパ球を不死化
すること、
3)目的の抗体をコードする配列を単離し(通常はハイブリドーマ又は不死化Bリンパ球から
)、抗体の重鎖及び軽鎖をコードする配列を発現する1つ又は複数のベクターをクローニン
グし、発現ベクターによって細胞系を形質転換し、そして、異なる得られた細胞クローン
を分離すること。抗体の重鎖及び軽鎖の発現ベクターは、抗体の重鎖及び軽鎖をコードす
る配列を発現させるために必要なエレメント、特にプロモーター、転写を開始するための
コドン、終結配列、及び転写を調節するための適切な配列を含む。これらのエレメントは
、発現に用いられる宿主に応じて変化し、当業者の一般的な知識を考慮して当業者によっ
て容易に選択される。ベクターは、特に、プラスミド又はウイルスであり得る。形質転換
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技術もまた、当業者に周知である。
【００４８】
　抗体の重鎖及び軽鎖をコードする配列の1つ又は複数の発現ベクターによる細胞系の形
質転換が、特にキメラ抗体又はヒト化抗体を得るために、最も一般的に用いられる。
【００４９】
　形質転換された細胞系は、好ましくは真核生物由来のものであり、特に、昆虫、植物、
酵母、又は哺乳動物の細胞から選択され得る。抗体組成物は、次いで、適切な条件下で宿
主細胞を培養することによって生産され得る。抗体を生産するための適切な細胞系には、
SP2/0、YB2/0、IR983F、ヒト骨髄腫Namalwa、PERC6、CHO系、特にCHO-K-1、CHO-Lec10、C
HO-Lec1、CHO-Lec13、CHO Pro-5、CHO dhfr-、又は、遺伝子FUT8及び/若しくは遺伝子GMD
をコードする2つの対立遺伝子が欠失しているCHO系、WIL-2、Jurkat、Vero、Molt-4、COS
-7、293-HEK、BHK、K6H6、NSO、SP2/0-Ag 14、P3X63Ag8.653、アヒル胚細胞系EB66(登録
商標)(Vivalis社)、並びにラット肝臓癌系H4-II-E(DSM ACC3129)、H4-II-Es(DSM ACC3130
)から選択される細胞系が特に含まれる(WO2012/041768を参照されたい)。好ましい実施形
態において、抗体は、以下の系の1つにおいて生産される:YB2/0、遺伝子FUT8及び/又は遺
伝子GMDをコードする2つの対立遺伝子が欠失しているCHO系、胚性アヒル細胞系EB66(登録
商標)(Vivalis社)、並びにラット肝臓癌系H4-II-E(DSM ACC3129)、H4-II-Es(DSM ACC3130
)。好ましい実施形態において、抗体はYB2/0(ATCC CRL-1662)において生産される。
【００５０】
　或いは、抗体組成物は、非ヒトトランスジェニック動物において生産され得る。
【００５１】
　非ヒトトランスジェニック動物は、受精卵内に目的の遺伝子(ここでは、抗体の重鎖及
び軽鎖をコードする再編成遺伝子)を直接注入することによって得られ得る(Gordonら、19
80年)。非ヒトトランスジェニック動物はまた、胚性幹細胞内に目的の遺伝子(ここでは、
抗体の重鎖及び軽鎖をコードする再編成遺伝子)を導入すること、及びキメラ凝集法又は
キメラ注入法によって動物を調製することによって得られ得る(Manipulating the Mouse 
Embryo、A Laboratory Manual、第2版、Cold Spring Harbor Laboratory Press(1994年);
Gene Targeting、A Practical Approach、IRL Press at Oxford University Press(1993
年)を参照されたい)。非ヒトトランスジェニック動物はまた、目的の遺伝子(ここでは、
抗体の重鎖及び軽鎖をコードする再編成遺伝子)が導入されている核を除核卵内に移植す
る、クローニング技術によって得られ得る(Ryanら、1997年、Cibelliら、1998年、WO0026
357A2)。目的の抗体を生産する非ヒトトランスジェニック動物は、上記の方法によって調
製され得る。抗体は次いで、トランスジェニック動物内に蓄積され、特に動物の乳又は卵
から採取され得る。非ヒトトランスジェニック動物の乳内に抗体を生産するために、調製
方法は特に、WO9004036A1、WO9517085A1、WO0126455A1、WO2004050847A2、WO2005033281A
2、WO2007048077A2において記載されている。乳から目的のタンパク質を精製するための
方法もまた知られている(WO0126455A1、WO2007106078A2を参照されたい)。目的の非ヒト
トランスジェニック動物には、特に、マウス、ウサギ、ラット、ヤギ、ウシ(特に乳牛)、
及び家禽(特にニワトリ)が含まれる。
【００５２】
　抗体組成物は、トランスジェニック植物において生産され得る。多くの抗体はトランス
ジェニック植物において既に生産されており、目的の抗体を発現するトランスジェニック
植物を得るため及び抗体を回収するために必要な技術は、当業者に周知である(Stogerら
、2002年、Fisherら、2003年、Maら、2003年、Schillbergら、2005年を参照されたい)。
更にわずかなフコシル化を伴う、天然ヒト抗体(キシロースを有さない)のグリコシル化に
近いグリコシル化を得るために、例えば低分子干渉RNAによって、植物において得られた
グリコシル化に影響することも可能である(Forthalら、2010年)。
【００５３】
　本発明に従った薬剤として用いるためのモノクローナル抗体組成物を得ることが可能な
方法の工程b)において、工程a)において得られた組成物内に存在する抗体の異なる電荷ア
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イソフォームは、工程a)において得られた組成物をクロマトグラフィーによって分画する
ことによって分離される。
【００５４】
　導入部分において説明したように、細胞クローン、非ヒトトランスジェニック動物、又
はトランスジェニック植物によって生産されるあらゆるモノクローナル抗体組成物は、同
一のモノクローナル抗体の特定の数の電荷アイソフォーム又は変異体の存在を特徴とする
。これらの異なる電荷アイソフォーム又は変異体の存在は、荷電基の数を修飾することに
よって直接的に、又は、それ自体が荷電残基の局所的分布を修飾するか若しくはそれらの
pKaを変化させる構造的修飾を導入することによって間接的に、抗体の表面電荷特性の改
変をもたらす、翻訳後修飾の存在に関連する。各電荷アイソフォーム又は変異体は、この
分子の全体的電荷がゼロであるpH(水素ポテンシャル(hydrogen potential))、又は、言い
換えると、分子が電気的に中性である(両性イオン性形態又は混合型イオン)pHに対応する
、その等電点(pI、水素等電ポテンシャル(isoelectric hydrogen potential)(pHI)とも呼
ばれる)を特徴とする。したがって、所与のpHで、モノクローナル抗体の異なる電荷アイ
ソフォーム又は変異体は、可変の正味電荷、すなわち、pIが負の電荷を有するpHよりも低
い(分子は、そのプロトンを塩基性培地に渡す傾向がある)正味電荷、pIが中性pHに等しい
正味電荷、及びpIが正の電荷を有するpHよりも高い(分子は、そのプロトンを保持するか
又はそのプロトンの一部を酸性培地から捕捉する傾向にある)正味電荷を有する。モノク
ローナル抗体の異なる電荷アイソフォーム又は変異体は、各変異体上に存在する翻訳後修
飾の頻度に応じて、可変の割合で存在する。モノクローナル抗体組成物は、通常、主要な
変異体又はアイソフォームを含み、これは、それらのpIが主要アイソフォームのpIよりも
低いか高いかに応じて、複数のいわゆる酸性又は塩基性の変異体又はアイソフォームを伴
う。抗体、その生産態様、及びそれが既に受けている精製工程に応じて、酸性アイソフォ
ーム、主要ピーク、及び塩基性アイソフォームの割合(イオン交換クロマトグラフィーの
クロマトグラムから計算される)は、通常、以下の値の辺りで変化する:酸性アイソフォー
ムは10から30%、主要ピークは50から75%、及び塩基性アイソフォームは8から20%(Farnan
ら、2009年、Reaら、2011年、Reaら、2012年、Khawliら、2010年、Zhangら、2011年、WO2
011/009623、及びEP1308456を参照されたい)。
【００５５】
　所与のpHでのそれらのpI及び正味電荷が異なるため、所与の抗体組成物内に存在する抗
体の電荷アイソフォームは、異なるクロマトグラフィー技術によって分離され得る。
【００５６】
　クロマトグラフィーは、ランニング移動相と静止相(又は固定相)との間のふるまいの差
異に基づく、化学物質(液体又は気体の均質な混合物)を分離するための技術である。クロ
マトグラフィー法は、使用される相の性質又は分離において適用される現象の性質に従っ
て分類され得る。
【００５７】
　本発明の1つの実施形態において、工程b)の分画は、イオン交換クロマトグラフィーに
よって達成される。実際、これによって、同一タンパク質の電荷アイソフォームの分離が
可能になる。イオン(陰イオン又は陽イオン)交換クロマトグラフィーにおいて、異なる成
分の分離を可能にするパラメータは、それらの正味電荷である。
【００５８】
　抗体組成物は、まず、イオン交換樹脂上にロードされる。これには、正に(陰イオン交
換クロマトグラフィー)又は負に(陽イオン交換クロマトグラフィー)荷電した樹脂(固定相
又は静止相)が用いられる。樹脂のイオンの電荷と逆の電荷を有する分子が樹脂上に保持/
固定される。
【００５９】
　当業者に知られており、目的の抗体組成物の分離に適切な、強い又は弱いあらゆるタイ
プの陽イオン又は陰イオン交換樹脂が用いられ得る。そのタンパク質配列に応じて、抗体
組成物の平均等電点(pI)は、通常、5と9との間で変化し、最も多くは7と9との間で変化す
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る。8を超えるpIでは、陽イオン交換樹脂が用いられる。逆に、6未満のpIでは、陰イオン
交換樹脂が用いられる。6と8との間に含まれるpIでは、両タイプのイオン(陽イオン又は
陰イオン)交換樹脂が試験され得る。したがって、イオン力勾配での溶離が後に続く陽イ
オン交換クロマトグラフィー(負に荷電した樹脂)が最も多く用いられても、特定のケース
においては陰イオン交換クロマトグラフィー(正に荷電した樹脂)を用いることも可能であ
る。
【００６０】
　イオン交換樹脂は、通常、正に荷電した基(陰イオン交換樹脂)又は負に荷電した基(陽
イオン交換樹脂)がグラフトされた、架橋したポリマー又はゲルからなる。架橋したポリ
マー又はゲルは、デキストラン(例えばSephadex(登録商標))、アガロース(例えばSepharo
se(登録商標))、セルロース、メタクリレートポリマー(例えばFratogel(登録商標))、ビ
ニルポリマー(例えばFractoprep(登録商標))、例えばポリ(スチレンジビニルベンゼン)(
例えばMonobeads(商標)、Source(商標)、Bio Mab NP-5又はNP-10、Sepax Antibodix(商標
)NP1.7、NP3、NP5、及びNP10)から特に選択され得る。
【００６１】
　ゲルは、有利には、平均直径が10と200μmとの間に含まれるビーズの形であり得る。
【００６２】
　陽イオン交換樹脂では、負に荷電した基、例えば、スルホプロピル(SP)、メチルスルホ
ネート(S)、又はカルボキシメチル(CM)型の基が、架橋したポリマー上にグラフトされる
。
【００６３】
　陰イオン交換樹脂では、正に荷電した基、例えば、アンモニウム型(Q)の基、特に第四
級アミノエチル(QAE)、ジエチルアミノエチル(DEAE)、ジメチルアミノエチル(DMAE)、ト
リエチルアミノエチル(TMAE)、又はジメチルアミノプロピル(ANX)が、架橋したポリマー
上にグラフトされる。
【００６４】
　本発明の範囲内で用いられ得る陽イオン交換樹脂には、樹脂Source(商標)15S又は30S、
Mono-S(GE Life Sciences社によって販売されている);ProPac(登録商標)WCX(特に、ProPa
c(登録商標)WCX-10)、ProPac(登録商標)SCX(特に、ProPac(登録商標)SCX-10又はSCX-20)
、ProSwift WCX、MAbPac(登録商標)SCX(特に、MAbPac(登録商標)SCX-10)(Dionex社によっ
て販売されている);Bio Mab(特に、Agilentによって販売されているBio Mab NP-5又はNP-
10)、PL-SCX(Agilentによって販売されている);Sepax Antibodix(商標)(特に、Sepax Ant
ibodix(商標)NP1.7、NP3、NP5、及びNP10)(Sepaxによって販売されている)が含まれる(Fa
rnanら、2009年、Khawliら、2010年、Gandhiら、2011年、Zhangら、2011年、Reaら、2011
年、及びMcAteeら、2012年を参照されたい)。また、本発明の範囲内において用いられ得
る陰イオン交換樹脂には、樹脂Source(商標)15Q又は30Q、Mono(商標)-Q(GE Life Science
s社によって販売されている);ProPac(登録商標)WAX(特に、ProPac(登録商標)WAX-10)、Pr
oPac(登録商標)SAX(特に、ProPac(登録商標)SAX-10)(Dionex社によって販売されている)
が含まれる。
【００６５】
　抗体組成物がイオン交換樹脂上にロードされると、電荷アイソフォームを分離するため
に異なる溶離方法が用いられ得る。
【００６６】
　固定された分子の溶離は、樹脂のイオンの電荷と逆の電荷を有するイオンを含有する溶
離緩衝液(移動相)を用いることによって特に達成され得、これは、樹脂が有する電荷との
相互作用について、固定された分子と競合するようになる。強力なイオン濃度を含有する
緩衝液を直接用いること(全ての分子を一度に溶離するために)、又は逆に、イオン濃度を
徐々に増大させて(これはイオン力勾配と呼ばれる)、異なる分子を樹脂とのそれらの静電
気的相互作用の力に応じて連続的に切り離すことを可能にすることができる。実際、この
最後のシナリオでは、2つの緩衝溶液が用いられ、その一方は低いイオン濃度のものであ
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り、他方は強力なイオン濃度のものである。2つの駆動ポンプがこれらの溶液を吸い上げ
、経時的に変化する比率に従って(強力なイオン濃度の溶液の割合が徐々に増大する)両者
を混合する。この混合の産物はカラムにおいて用いられる。この技術を用いる、抗体組成
物の電荷アイソフォームを分離するための具体的な方法の例は、Gandhiら、2011年におい
て記載されている。Reaら、2012年にはまた、この技術の原理、並びに、抗体の電荷アイ
ソフォーム又は変異体を分離するためのカラム、緩衝液、及び作動パラメータをいかにし
て適切に選択するかが記載されている(第7節、447～451頁を参照されたい)。
【００６７】
　別のイオン交換クロマトグラフィーにおいて、溶離は、イオン力勾配を用いてではなく
、pH勾配を用いて達成される。実際、多くのイオン化可能な基はpH感受性である。上昇pH
勾配では(すなわち、pHを増大させることによって)、酸性基(負に荷電した)のイオン化が
好ましく、塩基性基(正に荷電した)のイオン化は好ましくない。したがって、pHを上昇さ
せることによって、正味の負の電荷の発生が、pH感受性のイオン化可能な基を有する分子
にとって好ましい。上昇pH勾配は、したがって、負に荷電した樹脂(陽イオン交換器)上に
固定された抗体組成物の電荷アイソフォームの分離も可能にする。低下pH勾配では(すな
わち、pHを低下させることによって)、塩基性基(正に荷電した)のイオン化が好ましく、
酸性基(負に荷電した)のイオン化は好ましくない。pHを低下させることによって、pH感受
性のイオン化可能な基を有する分子にとっての正味の正の電荷の発生が好ましい。低下pH
勾配は、したがって、正に荷電した樹脂(陰イオン交換器)上に固定された抗体組成物の電
荷アイソフォームの分離も可能にする。pH勾配による溶離を用いる、イオン交換クロマト
グラフィーによる抗体の電荷アイソフォームを分離するための具体的な方法の例は、Farn
anら、2009年、及びReaら、2011年において記載されている。Reaら、2012年にはまた、こ
の技術の原理、並びに、抗体の電荷アイソフォーム又は変異体を分離するためのカラム、
緩衝液、及び作動パラメータをいかにして適切に選択するかが記載されている(第8節、45
1～452頁を参照されたい)。実施例1はまた、陽イオン交換クロマトグラフィー及び上昇pH
勾配での溶離による抗体組成物の電荷アイソフォームの分離を記載する。
【００６８】
　イオン交換クロマトグラフィーの別の選択肢において、溶離はまた、Reaら、2012年(第
9節、453頁を参照されたい)において記載されているように、イオン力勾配及びpH勾配を
組み合わせることによって(いわゆる「ハイブリッド」溶離)が達成され得る。
【００６９】
　本明細書において「置換イオン交換クロマトグラフィー(displacement ion exchange c
hromatography)」と呼ばれ、抗体組成物の電荷アイソフォームの分離を同様に可能にする
、イオン交換クロマトグラフィーの更に別の選択肢において、イオン(陰イオン又は陽イ
オン)交換器の樹脂はまた、固定相又は静止相として用いられるが、溶離は、イオン力及
び/又はpH勾配によってではなく、置換分子によって、すなわち、樹脂上への結合につい
て樹脂上に事前に固定された抗体分子と競合することになり、そして、樹脂への親和性が
置換分子よりも低い抗体分子を置換させる、クロマトグラフィー樹脂に対して強力な親和
性を有する分子によって達成される。抗体分子は、こうして、置換分子の波によってカラ
ムに沿って移動させられる。前記波がカラムを横断するにつれて、新たな平衡が設定され
、この平衡において、抗体分子は、利用可能な状態のままでいる樹脂への結合部位につい
て互いに競合するようになる。この動的なバランシングプロセスの間に、抗体の異なる電
荷変異体又はアイソフォームは、イオン交換樹脂へのそれらの親和性の大きさに従って分
離される。このクロマトグラフィーの分離方法の原理、並びに、抗体組成物の電荷アイソ
フォームを分離するためのその適用に必要な樹脂、緩衝液、及び材料は、特に、Khawliら
、2010年、Zhangら、2011年、及びMcAteeら、2012年において記載されている。
【００７０】
　イオン交換クロマトグラフィーのこれらの異なる溶離態様において、選択されたカラム
に応じて、あらゆる適切な溶離(pH又はイオン力勾配)又は置換緩衝液が用いられ得る。樹
脂及び関連する緩衝液の例は、Farnanら、2009年、Khawliら、2010年、Gandhiら、2011年
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、Zhangら、2011年、Reaら、2011年、及びMcAteeら、2012年において記載されている。
【００７１】
　抗体組成物の電荷アイソフォームの分離を可能にする別のクロマトグラフィー技術は、
クロマトフォーカシングである。この技術において、タンパク質は、それらの等電点(pI)
に従って分離される。この技術は、特定の樹脂(固定相又は静止相)及び特定の両性緩衝液
の会合の使用に基づく。特に、線形のpH勾配を得るためには、分離に用いられるpHの全範
囲にわたって等しい緩衝液能力が必要であり、したがって、本願のために特異的に設計さ
れた緩衝液、及び荷電した緩衝液アミンで置換された樹脂が必要である。
【００７２】
　分離の原理は以下の通りである:クロマトフォーカシング樹脂を、最も高い所要のpHよ
りもわずかに高いpHの最初の緩衝液でバランシングする。溶離緩衝液(最も低い所要のpH
に調整された)をカラムに通し、樹脂及びタンパク質のアミンの滴定を開始する。溶離緩
衝液がカラムを通るにつれて、pHは徐々に低減し、下向きのpH勾配が生じる。第1の容積
の溶離緩衝液をカラムに通した後、試料をカラムにアプライする。試料のタンパク質を、
それをカラム内に導入した後すぐに滴定する(pHの調整)。それらのpIよりも高いpHを有す
るタンパク質は負に荷電し、カラムの頂部近くで保持される(正に荷電したアミン基への
結合によって)。それらのpIよりも低いpHを有するタンパク質は、緩衝液の流れでカラム
に沿って移動し始め、pHがそれらのpIよりも高い区域に達するまでカラムに結合しない。
これが分離プロセスの最初である。
【００７３】
　pHがカラムの頂部で低下し続けるにつれて(pH勾配の時間依存性の変化)、pIが新たなpH
よりも高いあらゆるタンパク質は徐々に正に荷電し始め、正に荷電したアミン基によって
反発され、そして溶離緩衝液でカラムに沿って移動し始め、その移動は、pH勾配の移動よ
りも速い。このタンパク質がカラムに沿って移動するにつれて、pHは徐々に上昇する。タ
ンパク質が、pHがそのpIよりも高い区域に達すると、タンパク質は再び負に荷電し、再び
カラムに結合する。タンパク質は、可動pH勾配が局所的なpHをそのpIよりも低く低減させ
るまで、すなわち、タンパク質が再び正に荷電し、再び移動し始める時点まで、結合した
ままである。このプロセスは、タンパク質がそのpIに近いpHでカラムから溶離されるまで
反復される。
【００７４】
　この技術の名称は、この技術のフォーカシング効果に由来している。実際、pH低下勾配
では、タンパク質は3つの荷電状態、すなわち、正、負、又は中性で存在し得る。更に、
クロマトフォーカシングにおいて、タンパク質の荷電の状態は、pH勾配が変化するにつれ
て、且つタンパク質がカラムの異なるpH区域を移動するにつれて、連続的に変化する。一
区域の後部にある分子は、この同一の区域の前部にある分子よりも速く移動して、各バン
ドが同一pIを有する1つ又は複数のタンパク質に対応する、次第に狭くなるタンパク質バ
ンドを形成する。
【００７５】
　したがって、クロマトフォーカシングにおいて、異なるpIを有するタンパク質は、pH勾
配が変化するにつれて、異なる速度でカラムを徐々に移動し、正に荷電した緩衝液アミン
基を有する樹脂を継続的に結合し、及びそれから解離するが、狭いバンドに徐々にフォー
カシングされ、最終的に溶離される。最も高いpIを有するタンパク質がまず溶離され、一
方、最も低いpIを有するタンパク質は最後に溶離される。
【００７６】
　クロマトフォーカシングによる分離に用いられる樹脂は、特にポリ(スチレンジビニル
ベンゼン)又は架橋したアガロース型の、標準的な樹脂(好ましくは上記のようなビーズと
しての、上記のような架橋したポリマー又はゲル)に基づくものであり、前記樹脂は、正
に荷電した緩衝液アミン基のグラフティングを特徴とする。これらの正に荷電した緩衝液
アミン基は、特に、第二級、第三級、及び/又は第四級アミン基である。クロマトフォー
カシングにおいて有用な樹脂の例には、Mono(商標)-Pカラム(第二級、第三級、及び/又は
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第四級アミン基でグラフトされた、架橋したポリ(スチレンジビニルベンゼン))、GE Life
 Sciences社又はGE Healthcare社によって販売されている、PBE 94及びPBE 118(エーテル
結合を介して単糖に結合した、第二級、第三級、及び/又は第四級アミン基でグラフトさ
れた、架橋した6%アガロース樹脂)が含まれる。Mono(商標)-P及びPBE 94カラムはpH9とpH
4との間の分離に適しており、一方、カラムPBE 118は、pH9を超えて開始するpH勾配での
分離に適している。Mono(商標)-P及びPBE 94カラム、特にカラムMono(商標)-Pが好ましい
。
【００７７】
　用いられる最初の緩衝液は、特に、異なるpHの(HCl型の酸、酢酸、又はイミノ二酢酸の
添加)ジエタノールアミン溶液、トリス溶液、トリエタノールアミン溶液、ビス-トリス溶
液、トリエチルアミン溶液、エタノールアミン溶液、イミダゾール溶液、ヒスチジン溶液
、又はピペラジンに基づき得る。
【００７８】
　用いられる溶離両性緩衝液には、特に、緩衝液Polybuffer 74(pH範囲:7～4、Mono(商標
)-P及びPBE 94カラムで)、Polybuffer 96(pH範囲:9～6、Mono(商標)-P及びPBE 94カラム
で)、及びPharmalyte pH8-10.5(pH範囲:11～8、PBE 118カラムで)が含まれる。
【００７９】
　これらの緩衝液の使用及び選択の具体的な指示は、これらのカラムの製造者から入手可
能である。
【００８０】
　抗体組成物の電荷アイソフォームの分離を可能にする更に別のクロマトグラフィー技術
は、疎水性相互作用クロマトグラフィーである。
【００８１】
　したがって、有利には、本発明に従った薬剤として用いるためのモノクローナル抗体組
成物を得ることを可能にする本方法の工程b)において、工程a)の分画は、以下のクロマト
グラフィー技術の1つによって達成される:
-　イオン力勾配による溶離を伴う、イオン(陰イオン又は陽イオン)交換クロマトグラフ
ィー(イオン力勾配を伴うイオン交換クロマトグラフィー)、
-　pH勾配(陽イオン交換のケースでは上昇し、陰イオン交換のケースでは低下する)によ
る溶離を伴う、イオン(陰イオン又は陽イオン)交換クロマトグラフィー)(pH勾配を伴うイ
オン交換クロマトグラフィー)、
-　イオン力及びpH勾配による溶離を伴う、イオン(陰イオン又は陽イオン)交換クロマト
グラフィー)(ハイブリッドイオン交換クロマトグラフィー)、
-　置換分子による溶離を伴う、イオン(陰イオン又は陽イオン)交換クロマトグラフィー)
(置換イオン交換クロマトグラフィー)、
-　クロマトフォーカシング、及び
-　疎水性相互作用クロマトグラフィー。
【００８２】
　有利には、本発明に従った薬剤として用いるためのモノクローナル抗体組成物を得るこ
とを可能にする本方法の工程b)において、工程a)の分画は、以下のクロマトグラフィー技
術の1つによって達成される:
-　イオン交換クロマトグラフィー(溶離態様に関わらず)、特に、pH勾配を伴うイオン交
換クロマトグラフィー、及び
-　クロマトフォーカシング。
【００８３】
　特に、本発明者らは、本発明の範囲内で用いられ得る以下の2つの異なる技術を用いて
、モノクローナル抗体組成物の電荷アイソフォーム又は変異体を分離し得た:
-　クロマトフォーカシング:低下pH勾配(緩衝液A(ジエタノールアミン、25mM)、緩衝液B(
polybuffer 96+pharmalyte 8-10.5)の2つの緩衝液を用いることによって9.5から8.0)によ
る溶離を伴う、カラムMono(商標)-P(GE Life Sciences社)、
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-　上昇pH勾配(緩衝液A:20mMのNaH2PO4、60mMのNaCl(pH6)、緩衝液B:20mMのNa2HPO4、60m
MのNaCl(pH10)、勾配:60分以内に緩衝液Bの10%から60%)による溶離を伴う、陽イオン交換
クロマトグラフィー(カラムSCX、MabPac、Dionex社)。
【００８４】
　電荷アイソフォームの分離を可能にするクロマトグラフィー技術によって得られる抗体
組成物のクロマトグラムは、一方ではそのpIが主要アイソフォームと比較して低いいわゆ
る「酸性」アイソフォームを、他方ではそのpIが主要アイソフォームと比較して高いいわ
ゆる「塩基性」アイソフォームを含むマイナーピーク(minority peaks)に囲まれている、
主要電荷アイソフォーム及び主要アイソフォームに近い他のアイソフォーム(すなわち、
主要アイソフォームと比較して多くの修飾を有さず、したがって、所与のpHでのpI及び正
味電荷が主要アイソフォームのそれに非常に近い)を含む、主要ピークを常に含む(図1～
図2を参照されたい)。
【００８５】
　用いられるクロマトグラフィー技術に応じて、異なるアイソフォームがクロマトグラム
上に現れ、以下の順で溶離される:
-　溶離態様(イオン力勾配、pH勾配、pH及びイオン力勾配、又は置換分子による溶離)に
関わらず、陽イオン交換クロマトグラフィー(負に荷電した樹脂)の使用:酸性アイソフォ
ーム(主要アイソフォームほどには正に荷電していない)がまず溶離され、その後、主要ア
イソフォーム、次いで塩基性アイソフォーム(主要アイソフォームよりも正に荷電してい
る)が溶離される(Khawliら、2010年の図1、Reaら、2012年の図3、Farnanら、2009年の図1
、及びReaら、2011年の図1、Zhangら、2011年の図1、及びMcAteeら、2012年の図8.10.2、
及び本明細書の図2を参照されたい)、
-　溶離態様(イオン力勾配、pH勾配、pH及びイオン力勾配、又は置換分子による溶離)に
関わらず、陰イオン交換クロマトグラフィー(正に荷電した樹脂)の使用:塩基性アイソフ
ォーム(主要アイソフォームほどには負に荷電していない)がまず溶離され、その後、主要
アイソフォーム、次いで酸性アイソフォーム(主要アイソフォームよりも負に荷電してい
る)が溶離される、
-　クロマトフォーカシング:塩基性アイソフォームがまず溶離され、その後、主要アイソ
フォーム、次いで酸性アイソフォームが溶離される(本明細書の図1を参照されたい)。
【００８６】
　細胞クローン、非ヒトトランスジェニック動物、又はトランスジェニック植物によって
生産された抗体組成物内に存在する抗体の電荷アイソフォーム又は変異体はまた、クロマ
トグラフィー以外の技術を用いて分離され得る。しかし、これらの技術が電荷アイソフォ
ーム又は変異体の分析又は特徴付けの目的で非常に有用である場合、それらはこれらのア
イソフォームを許容可能な収量で分離することを可能にするものではなく、したがって、
調製目的ではあまり用いられていない。
【００８７】
　このような他の技術のうち、特に、等電点電気泳動(「等電点電気泳動」の略で「IEF」
と呼ばれ、またエレクトロフォーカシングとも呼ばれる)に言及することができる。
【００８８】
　等電点電気泳動(IEF)の基本的原理は、ゲル(場合によってキャピラリーに含まれている
)において、電界にかけられたタンパク質が移動し得るpH勾配を生じさせることである。
タンパク質はこの電界内を移動する。それらのpIに対応するpHに達すると、タンパク質は
、それらの正味電荷がゼロになるため、固定される。この方法で、調製物のタンパク質を
それらのpIに従って分離することが可能である。このようなpH勾配は、特定の数の正又は
負にイオン化可能な基(アミン、カルボキシル、又はスルフェート)を有し、特定の緩衝能
力を有する、高分子電解質を用いて生じさせることが可能である。これらの分子は、両性
電解質と呼ばれる。これらの両性電解質が、陽極では強酸の溶液によって、及び陰極では
強塩基の溶液によって制限される電界にかけられると、それらは移動し、それらのpIに従
って分布する。それらの緩衝能力によって、それらのpIに等しい小さなpH区域がそれらの
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周りに維持される。特定のpH範囲を網羅するpIをそれぞれ有する一連の両性電解質は、し
たがって、連続的なpH勾配を生じさせる。その形成の後又は最中に、この系内の少量のタ
ンパク質の移動が生じる場合、それらも移動し、それらのpIで固定される。
【００８９】
　ゲルのための不活性マトリクスとして、アガロース、アクリルアミド、又はより稀には
デキストランを用いることが可能であり、その中でpH勾配が形成される。ポリアクリルア
ミドゲルは最も多く用いられる。pIのみが移動に影響するため、多孔率が低分子タンパク
質よりも高分子タンパク質を減速させる濃度ではないが、扱いが容易になるように十分に
固体である、アクリルアミド濃度が用いられる必要がある。5～6%のゲルが通常適切であ
る。
【００９０】
　陽極の緩衝液は強酸性であり、通常、リン酸である。陰極では強塩基が置かれ、トリエ
タノールアミンであることが多い。
【００９１】
　両性電解質が、ゲルのポリマー化の前にゲルを調製するための混合物に含まれる。高分
子電解質であるこれらの分子は、電界内を移動し、それら自体のpIの順で並んで位置する
。多くの企業が、非常に狭い又は非常に広いpH範囲を網羅する多くの両性電解質混合物を
製造している:Ampholine(登録商標)(特に、Sigma Aldrich社によって販売されているAmph
oline(登録商標)pH6/8及びAmpholine(登録商標)pH 7/9)、Pharmalyte(登録商標)(特に、S
igma Aldrich社、及びGE Healthcare, Life Sciences社によって特に販売されているPhar
malyte(登録商標)pH 8/10.5)、BioLite(登録商標)(特に、Bio-Rad社によって販売されて
いるBioLite(登録商標)pH 6/8、BioLite(登録商標)pH 7/9、及びBioLite(登録商標)pH 8/
10)、Zoom(登録商標)(特に、Life Technologies/Invitrogen社によって販売されているZo
om(登録商標)pH 6/9)、Servalyt(商標)(特に、Serva社によって販売されているServalyt(
商標)pH 6/8、Servalyt(商標)pH 6/9、Servalyt(商標)pH 7/9)、SinuLyte(商標)(特に、S
inus社によって販売されているSinuLyte(商標)pH 6/8、SinuLyte(商標)pH 6/9、SinuLyte
(商標)pH 7/9、SinuLyte(商標)pH 8/10)等。電圧が両電極の間にかけられると、各両性電
解質はその等電点の限り遠くに移動し、そこで固定される。様々なpH振幅を有する勾配が
、様々な両性電解質を組み合わせることによって生じ得る。特に、抗体組成物内の電荷ア
イソフォームの分析では、勾配は、各両性電解質の間で、抗体の平均pIに集中した狭いpH
範囲の、且つ異なるアイソフォームのpI範囲に対応する、非常に狭い間隔(例えば、0.1pH
単位)を伴ってもたらされ得(例えば、pH6とpH8との間又はpH7とpH9との間)、異なる電荷
アイソフォームの非常に細かい分離が可能になる。
【００９２】
　分析対象の抗体組成物は、ゲルのポリマー化の後に添加され得るか、又はポリマー化の
前に混合物内に直接添加され得る。抗体は両性電解質よりも大きいため、抗体ははるかに
遅く移動し、両性電解質はしたがって、抗体の実質的な移動のかなり前にそれらのpIで安
定化し得る。
【００９３】
　移動時間は重要ではない。実際、抗体は、それらのpIに達するであろう点で固定される
と、ゲルを離れる危険はない。移動のみが十分に長い時間にわたり続き、その結果、両性
電解質は適切に移動する時間を有し、抗体はそれらのpIに達するための時間を有する。2m
Aでは、所要の時間は約1時間であると推定される。
【００９４】
　移動の後、ゲルは、抗体組成物内に存在する異なる電荷アイソフォームを分析するため
に着色され得る。着色は、標準的な電気泳動において用いられるあらゆる通常の技術によ
って達成され得る。しかし、両性電解質は、それらが着色され得てからゲルから除去され
なくてはならない。したがって、通常、着色は、5又は10%のトリクロロ酢酸浴に漬けるこ
とによって、又は抗体をその場で固定しながらトリクロロ酢酸浴をゲルから拡散させるこ
とによって行われる。
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【００９５】
　所与のpIを有するマーカーの使用によって、異なる電荷アイソフォームのpIを非常に具
体的に決定することが可能になる。
【００９６】
　着色の後、アイソフォーム全体に対する、IEFで分離された各電荷アイソフォームの、
分析された組成物における割合は、例えばBio-Rad社によって販売されているソフトウェ
アパッケージQuantity One(登録商標)等の、画像分析ソフトウェアパッケージによって定
量され得る。
【００９７】
　抗体組成物内に存在する電荷アイソフォームを分離するためには非常に正確で感度が高
いが、等電点電気泳動技術は、分離されたアイソフォームを容易に採取することを可能に
するものではなく、したがって、異なるアイソフォームを分取する目的よりも分析及び定
量の目的で通常は用いられる。
【００９８】
　本方法の工程c)において、薬剤として用いるための本発明に従った目的の組成物は、ク
ロマトグラムの主要ピークに対応する、工程b)において得られた1つ又は複数のクロマト
グラフィー画分を組み合わせることによって得られ、こうして得られたモノクローナル抗
体組成物は前記主要ピークに富んでおり、前記主要ピークは、工程c)において得られた組
成物のクロマトグラムの少なくとも85%、有利には少なくとも86%、少なくとも87%、少な
くとも88%、少なくとも89%、より有利には少なくとも90%、少なくとも91%、少なくとも92
%、少なくとも93%、少なくとも94%、又は更には少なくとも95%、少なくとも96%、少なく
とも97%、少なくとも98%、少なくとも98.5%、少なくとも99%、又は少なくとも99.5%に相
当する。
【００９９】
　有利には、本発明に従った薬剤として用いるための組成物において、組成物内に存在す
る抗体の重鎖の少なくとも95%、有利には少なくとも96%、少なくとも97%、少なくとも98%
、又は更には少なくとも98.5%、少なくとも99%、又は少なくとも99.5%は、C末端リシン残
基をまったく含まない。
【０１００】
　本発明はまた、薬剤として用いるための組成物内に存在する抗体の重鎖の少なくとも95
%、有利には少なくとも96%、少なくとも97%、少なくとも98%、又は更には少なくとも98.5
%、少なくとも99%、又は少なくとも99.5%がC末端リシン残基をまったく含まない、モノク
ローナル抗体組成物に関するものである。実際、組成物内に存在する抗体の塩基性アイソ
フォームは、C末端リシン残基を有する少なくとも1つの重鎖を有する。このような組成物
は、したがって、主要アイソフォーム及び酸性アイソフォームを排他的に含む。塩基性ア
イソフォームはFcγRIIIを介する及び補体を介するエフェクター機能についてそれほど活
性ではなく(実施例を参照されたい)、精製の前に約8から20%に相当する(クロマトグラフ
ィーによって測定される)ため、このような組成物は、塩基性アイソフォームを排除する
前の組成物全体よりも強い、FcγRIIIを介するADCC応答及び応答CDCを誘発し得る。この
ような組成物は、上記のようなクロマトグラフィー分離によって得られ得るが、回収され
た画分は、このケースでは、酸性アイソフォーム及び主要アイソフォームの画分に対応す
る。
【０１０１】
　上記の方法によって得られ得る、且つ薬剤として用いるための、抗体組成物は、特にAD
CCによる又はCDCによる標的細胞の破壊が治療に有用である場合、モノクローナル抗体で
治療され得るあらゆる病理において用いられ得る。
【０１０２】
　今日、ADCCが、癌を治療するため(Wallaceら、1994年、Veldersら、1998年、Cartronら
、2002年、Ianelloら、2005年、Weinerら、2010年)、Rhマイナスの妊婦における同種免疫
化を防ぐため(Beliardら、2008年)の抗体による受動免疫療法治療の臨床的効率に必須の
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年、Miaoら、2009年)、細菌(Albrechtら、2007年、Casadevallら、2002年)、及び寄生体(
Zeitlinら、2000年)に対する抗感染性応答において重要な役割を有することが知られてい
る。更に、自己免疫疾患の背景では、新たな治療法は、攻撃の原因となる免疫細胞、例え
ばBリンパ球又はTリンパ球等を除去することを目的とし、ADCCはそこで、非常に重要な役
割を有する(Edwardsら、2006年、Chanら、2010年)。
【０１０３】
　CDC応答はまた、様々な病理において、特に癌の治療において重要であることが知られ
ている。
【０１０４】
　したがって、本発明に従った薬剤として用いるための組成物において、抗体は、有利に
は、健康なドナー細胞上に存在する非遍在的抗原、癌細胞の抗原、病原体に感染した細胞
の抗原、又は免疫細胞の抗原に対するものである。
【０１０５】
　特に、以下の実施形態が好ましい:
-　抗体は抗Rhesus (D)抗体(特に、ロレズマブ(Roledumab)、アトロリムマブ(Atorolimum
ab)、又はモロリムマブ(Morolimumab)、特にロレズマブ(Roledumab))であり、組成物はRh
マイナスの個体における同種免疫化を予防するためのものである、
-　抗体は癌細胞の抗原に対するものであり、組成物は癌を治療するためのものである、
-　抗体は病原体に感染した細胞の抗原に対するものであり、組成物は前記病原性生物に
よる感染の治療のためのものである、
-　抗体は免疫細胞の抗原に対するものであり、組成物は自己免疫疾患を治療するための
ものである。
【０１０６】
　癌の治療の背景において、抗体は、特に、以下の抗原に対するものであり得る:CD20、H
er2/neu、CD52、EGFR、EPCAM、CCR4、CTLA-4(CD152)、CD19、CD22、CD3、CD30、CD33、CD
4、CD40、CD51(インテグリンアルファ-V)、CD80、CEA、FR-アルファ、GD2、GD3、HLA-DR
、IGF1R(CD221)、ホスファチジルセリン、SLAMF7(CD319)、TRAIL-R1、TRAIL-R2。
【０１０７】
　更に具体的には、それらの治療的利益が知られている特異的(抗原/癌)対(この抗原特異
性の抗体は言及された癌の治療について少なくとも1つの国で認可されているか、又は臨
床試験が行われている)を以下のTable 1(表1)に示す。
【０１０８】
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【０１０９】
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【表１Ｂ】

【０１１０】
　病原性生物による感染の治療の背景において、抗体は、特に、以下の抗原に対するもの
であり得る:クロストリジウム・ディフィシル(Clostridium difficile)の抗原、黄色ブド
ウ球菌(Staphylococcus aureus)の抗原(特に、ClfA及びリポテイコ酸)、サイトメガロウ
イルスの抗原(特に、糖タンパク質B)、大腸菌(Escherichia coli)の抗原(特に、単位IIB
下の志賀様毒素)、呼吸器合胞体ウイルスの抗原(特に、タンパク質F)、B型肝炎ウイルス
の抗原、インフルエンザウイルスAの抗原(特に、血球凝集素)、血清型IATS O11の緑膿菌(
Pseudomonas aeruginosa)の抗原、狂犬病ウイルスの抗原(特に、糖タンパク質)、ホスフ
ァチジルセリン。
【０１１１】
　更に具体的には、それらの治療的利益が知られている特異的(抗原/感染性疾患)対(この
抗原特異性の抗体は言及された感染性疾患の治療について少なくとも1つの国で認可され
ているか、又は臨床試験が行われている)を以下のTable 2(表2)に示す。
【０１１２】
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【０１１３】
　自己免疫疾患の治療の背景において、抗体は、特に、以下の抗原に対するものであり得
る:CD20、CD52、CD25、CD2、CD22、CD3、及びCD4。
【０１１４】
　更に具体的には、それらの治療的利益が知られている特異的(抗原/自己免疫疾患)対(こ
の抗原特異性の抗体は言及された自己免疫疾患の治療について少なくとも1つの国で認可
されているか、又は臨床試験が行われている)を以下のTable 3(表3)に示す。
【０１１５】
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【表３】

【０１１６】
　本発明に従った薬剤として用いるための抗体組成物は、特に、上記に詳述した多くのシ
ナリオを含む、ADCC応答を用いる治療法のためのものである。したがって、これらの抗体
がまたFcγRIII受容体を介するインビボでのADCC応答を可能な限り強く誘発するための他
の手段によって最適化されていることが有利である。したがって、本発明に従った薬剤と
して用いるための組成物における有利な実施形態において、抗体は、FcγRIII受容体への
その結合及びFcγRIII受容体を介するそのエフェクター特性を増強させるFc断片の修飾を
含む。
【０１１７】
　FcγRIII受容体を介するADCC活性を最適化するための2つの主な手段が、今のところ記
載されている:
-　WO00/42072、Shieldsら、2001年、Lazarら、2006年、WO2004/029207、WO/2004063351
、WO2004/074455において特に記載されているような、Fc断片の特定のアミノ酸残基での
少なくとも1つの変異の挿入。
-　Fc断片における各重鎖のAsn297残基に付着したN-グリカンの性質の最適化。
【０１１８】
　したがって、有利な実施形態において、本発明に従った薬剤として用いるための組成物
は、その残基が、WO00/42072、Shieldsら、2001年、Lazarら、2006年、WO2004/029207、W
O/2004063351、WO2004/074455において記載されているように、FcγRIII受容体への結合
を増強させるためのFc断片の少なくとも1つのアミノ酸残基で修飾されている、モノクロ
ーナル抗体を含む。
【０１１９】
　特に、FcγRIII受容体への親和性及びこの受容体を介するADCCを誘発する能力の増大を
可能にするものとして、Fcの以下の位置での変異が記載された:219、222、224、239、247
、256、267、270、283、280、286、290、294、295、296、298、300、320、326、330、332
、333、334、335、339、360、377、396。
【０１２０】
　更に具体的には、FcγRIII受容体への親和性及びこの受容体を介するADCCを誘発する能
力の増大を可能にするものとして、以下の置換が記載された:S219Y、K222N、H224L、L234
E、L234Y、L234V、L235D、L235S、L235Y、L235I、S239D、S239T、V240I、V240M、P247L、
T256A、T256N、V264I、V264T、V266I、S267A、D270E、D280A、D280K、D280H、D280N、D28
0T、D280Q、D280Y、V282M、E283Q、N286S、K290A、K290Q、K290S、K290E、K290G、K290D
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、K290P、K290N、K290T、K290S、K290V、K290T、K290Y、E294N、Q295K、Y296W、S298A、S
298N、S298V、S298D、S298E、Y300I、Y300L、K320M、K320Q、K320E、N325T、K326S、K326
N、K326Q、K326D、K326E、A330K、A330L、A330Y、A330I、I332E、I332D、E333A、E333Q、
E333D、K334A、K334N、K334Q、K334S、K334E、K334D、K334M、K334Y、K334H、K334V、K33
4L、K334I、T335E、T335K、A339T、K360A、F372Y、I377F、V379M、P396H、P396L、D401V
。
【０１２１】
　目的の変異の組み合わせには、E333A/K334A、T256A/S298A、S298A/E333A、S298A/K334A
、S298A/E333A/K334A、S267A/D280A(WO00/42072)、S239D/I332E、S239D/I332E/A330L(Laz
arら、2006年)、V264I/I332E、S298A/I332E、S239E/I332E、S239Q/I332E、S239D/I332D、
S239D/I332E、S239D/I332N、S239D/I332Q、S239E/I332D、S239E/I332N、S239N/I332E、S2
39Q/I332D、A330Y/I332E、V264I/A330Y/I332E、A330L/I332E、V264I/A330L/I332E、S239E
/V264I/I332E、S239E/V264I/A330Y/I332E、S239D/A330Y/I332E、S239N/A330Y/I332E、S23
9D/A330L/I332E、S239N/A330L/I332E、V264I/S298A/I332E、S239D/S298A/I332E、S239N/S
298A/I332E、S239D/V264I/I332E(WO2004/029207)が含まれる。
【０１２２】
　或いは、又は更に、本発明に従った薬剤として用いるためのモノクローナル抗体組成物
は、低フコース含有量を含む。「フコース含有量」は、各抗体の各重鎖のFc断片のAsn297
残基に付着したN-グリカン内のフコシル化形態のパーセンテージを意味する。「低フコー
ス含有量」は、65%以下のフコース含有量を意味する。実際、今日では、抗体組成物のフ
コース含有量が、この組成物の、FcγRIII受容体を介する強力なADCC応答を誘発する能力
において重要な役割を有することが知られている。有利には、フコース含有量は、65%以
下、好ましくは60%、55%、若しくは50%以下、又は更には45%、40%、35%、30%、25%、若し
くは20%以下である。しかし、フコース含有量がゼロである必要はなく、フコース含有量
は、例えば、5%、10%、15%、又は20%以上であり得る。フコース含有量は、例えば、5と65
%との間、5と60%との間、5と55%との間、5と50%との間、5と45%との間、5と40%との間、5
と35%との間、5と30%との間、5と25%との間、5と20%との間、10と65%との間、10と60%と
の間、10と55%との間、10と50%との間、10と45%との間、10と40%との間、10と35%との間
、10と30%との間、10と25%との間、10と20%との間、15と65%との間、15との60%との間、1
5と55%との間、15と50%との間、15と45%との間、15と40%との間、15と35%との間、15と30
%との間、15と25%との間、15と20%との間、20と65%との間、20と60%との間、20と55%との
間、20と50%との間、20と45%との間、20と40%との間、20と35%との間、20と30%との間、2
0と25%との間に含まれ得る。
【０１２３】
　抗体組成物は、更に、異なるタイプのグリコシル化(オリゴマンノース型又は二分岐複
合型のN-グリカンであり、二分岐複合型のN-グリカンのケースでは、様々な割合のバイセ
クティングN-アセチルグルコサミン(GlcNAc)残基又はガラクトース残基を伴う)を有し得
るが、それは、それらが低フコース含有量を有する限りにおいてである。したがって、オ
リゴマンノース型のN-グリカンは、異なるグリコシル化阻害剤、例えばα1,2-マンノシダ
ーゼIの阻害剤(デオキシマンノジリマイシン又は「DMM」のような)若しくはα-グルコシ
ダーゼ(カスタノスペルミン又は「Cs」のような)の存在下で培養することによって、又は
CHO Lec 1系において抗体を生産することによって、得られ得る。トランスジェニックヤ
ギの乳における生産によってもまた、主要なN-グリカンがオリゴマンノース型のものであ
り、少数が、1つ又は2つのガラクトースを伴いいかなるバイセクティングGlcMAcもシアリ
ル化(G1F又はG2F)も伴わない、フコシル化された二分岐複合形態を形成する、抗体が得ら
れる(WO2007048077A2を参照されたい)。二分岐複合型のN-グリカンは、ほとんどの哺乳動
物細胞において得られ得るが、グリコシル化機構が修飾されている細菌、酵母、又は植物
においても得られ得る。フコース含有量を制限するために、Fc断片に結合したGlcNAcへの
フコースの付加をもたらす酵素FUT8(1,6-フコシルトランスフェラーゼ)の活性が元々低い
細胞系、例えば細胞系YB2/0、アヒル胚細胞系EB66(登録商標)、又はラット肝臓癌細胞系H
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減しているCHO細胞系の変異体であるCHO Lec13細胞系のような、他の遺伝子が変異してお
りその低発現又は過剰発現が低フコース含有量をもたらす細胞系もまた用いられ得る。目
的の細胞系を選択すること、及びN-グリカンのフコシル化経路に関与するタンパク質(特
にFUT8(Yamane-Ohnukiら、2004年を参照されたい)であるが、GDP-フコースの輸送に関与
する遺伝子であるGMDもある(Kandaら、2007年を参照されたい))の発現を低下させるか又
は無効にする(特に、干渉RNAを用いることによって、又は目的のタンパク質を発現する遺
伝子の変異若しくは欠失によって)ことも可能である。目的の細胞系の選択、及び、タン
パク質GnTIII(β(1,4)-N-アセチルグルコサミントランスフェラーゼIII)のような、N-グ
リカンのフコシル化に何らかの形で干渉するタンパク質の過剰発現には、別の選択肢が存
在する。特に、わずかにフコシル化されたN-グリカンを有する抗体が、
-　YB2/0(EP1176195A1、WO01/77181、Shinkawaら、2003年を参照されたい)、CHO Lec13(S
hieldsら、2002年を参照されたい)、EB66(登録商標)(Olivierら、2010年を参照されたい)
、又はラット肝臓癌系H4-II-E(DSM ACC3129)、H4-II-Es(DSM ACC3130)(WO2012/041768を
参照されたい)における生産、
-　FUT8(Moriら、2004年、Suzukiら、2007年、Cardarelliら、2009年、Cardarelliら、20
10年、Herbstら、2010年)、又はGMD(ゴルジ装置におけるGDPフコースの輸送体をコードす
る遺伝子、Imai-Nishiyaら、2007年を参照されたい)に対する低分子干渉RNAの存在下での
野生型CHO細胞系の生産、
-　1,6フコシルトランスフェラーゼをコードする遺伝子FUT8の2つの対立遺伝子が欠失し
ている(Yamane-Ohnukiら、2004年)か、又はゴルジ装置におけるGDP-フコースの輸送体を
コードするGMD遺伝子の両対立遺伝子が欠失している(Kandaら、2007年)、CHO細胞系にお
ける生産。
-　酵素GnTIII(β(1,4)-N-アセチルグルコサミントランスフェラーゼIII)をコードする遺
伝子が遺伝子導入によって過剰発現したCHO細胞系における生産(Umanaら、1999年)。低フ
コシル化に加えて、得られたN-グリカンは、高い含有量のバイセクティングGlcMAcを特徴
とする。
-　低分子干渉RNAの使用によってβ1,2-キシロース残基及びα1,3-フコース残基の含有量
が大きく低減したトランスジェニック植物(ベンサミアナタバコ(N. benthamiana))におけ
る生産(Forthalら、2010年)、
によって特に得られた。
【０１２４】
　オリゴマンノース型のN-グリカンは、二分岐複合型のN-グリカンと比較してインビボで
の半減期が低減している。その結果、有利には、組成物内に存在する抗体は、Fc断片のN-
グリコシル化部位上に、上記に定義した低フコース含有量の二分岐複合型のグリカン構造
を有する。
【０１２５】
　特に、モノクローナル抗体組成物は、60%を超えるG0+G1+G0F+G1F形態の含有量、及び上
記に定義した低フコース含有量を有し得る。モノクローナル抗体組成物はまた、65%を超
えるG0+G1+G0F+G1Fの含有量、及び上記に定義した低フコース含有量を有し得る。モノク
ローナル抗体組成物はまた、70%を超えるG0+G1+G0F+G1Fの含有量、及び上記に定義した低
フコース含有量を有し得る。モノクローナル抗体組成物はまた、75%を超えるG0+G1+G0F+G
1Fの含有量、及び上記に定義した低フコース含有量を有し得る。モノクローナル抗体組成
物はまた、80%を超えるG0+G1+G0F+G1Fの含有量、及び上記に定義した低フコース含有量を
有し得る。モノクローナル抗体組成物はまた、60%、65%、70%、75%、又は80%を超えるG0+
G1+G0F+G1Fの含有量、及び50%未満のG0F+G1F形態の含有量を有し得る。形態G0、G1、G0F
、及びG1Fは、以下に定義する。
【０１２６】
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【化１】

【０１２７】
　このような抗体組成物は、特に、YB2/0における生産、CHO Lec13における生産、FUT8又
はGMDに対する低分子干渉RNAの存在下で培養された野生型CHO細胞系における生産、1,6-
フコシルトランスフェラーゼをコードする遺伝子FUT8の両対立遺伝子又はゴルジ装置にお
けるGDP-フコースの輸送体をコードする遺伝子GMDの両対立遺伝子が欠失しているCHO細胞
系における生産によって得られ得る。
【０１２８】
　本発明に従った薬剤として用いるための抗体組成物はまた、CDC応答を伴う治療法のた
めのものである。したがって、FcγRIIIを介する活性を増大させる修飾に加えて、又はそ
れに代えて、これらの抗体がまたタンパク質C1qを介するインビボでのCDC応答を可能な限
り強く誘発するための他の手段によって最適化されていることが有利であり得る。したが
って、本発明に従った薬剤として用いるための組成物における有利な実施形態において、
抗体は、タンパク質C1qへのその結合、及び補体を介するそのエフェクター特性を増強さ
せるFc断片の修飾を含む。
【０１２９】
　このような変異は、特に、文献WO2004074455A2、Idusogieら、2001年、Dall'Acquaら、
2006年(b)、及びMooreら、2010年において記載されている。
【０１３０】
　本発明はまた、所与の抗体に対するモノクローナル抗体組成物の、FcγRIII(CD16)受容
体を発現する免疫系のエフェクター細胞による、前記抗原を発現する標的細胞の抗体依存
性の細胞傷害性(ADCC)を誘発する能力を増大させるための、クロマトグラフィー分画工程
の使用に関する。
【０１３１】
　このようにして得られた組成物は、FcγRIII(CD16)受容体を発現する免疫系のエフェク
ター細胞、特にナチュラルキラー細胞(又はNK細胞)による、目的の抗原を発現する標的細
胞のADCCを誘発する能力が向上している。好ましくは、以下の式によって定義される、主
要ピークのアイソフォームに富んだ組成物及び分画前の組成物で得られるADCCレベルの比
率Rは、少なくとも1.15(少なくとも15%のADCCレベルの増大に対応する)、有利には少なく
とも1.16、少なくとも1.17、少なくとも1.18、少なくとも1.19、より有利には少なくとも
1.20、少なくとも1.25、少なくとも1.30、少なくとも1.35、少なくとも1.40、少なくとも
1.45、又は更には少なくとも1.50(少なくとも50%のADCCレベルの増大に対応する)である
。
【０１３２】

【数１】
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【０１３３】
　本発明はまた、所与の抗体に対するモノクローナル抗体組成物の、補体による、前記抗
原を発現する標的細胞の補体依存性の細胞傷害性(CDC)を誘発する能力を増大させるため
の、クロマトグラフィー分画工程の使用に関する。
【０１３４】
　このようにして得られた組成物は、目的の抗原を発現する標的細胞の補体による溶解を
誘発する能力が向上している。好ましくは、以下の式によって定義される、主要ピークの
アイソフォームに富んだ組成物及び分画前の組成物で得られるCDCレベルの比率Rは、少な
くとも1.15(少なくとも15%のCDCレベルの増大に対応する)、有利には少なくとも1.16、少
なくとも1.17、少なくとも1.18、少なくとも1.19、より有利には少なくとも1.20、少なく
とも1.25、少なくとも1.30、少なくとも1.35、少なくとも1.40、少なくとも1.45、又は更
には少なくとも1.50(少なくとも50%のCDCレベルの増大に対応する)である。
【０１３５】
【数２】

【０１３６】
　上記の両使用において、クロマトグラフィー分画工程は、本発明に従った薬剤として用
いるための主要アイソフォームに富んだ抗体組成物を得るための、上記のあらゆる方法で
行われ得る。特に、分画は、以下のクロマトグラフィー技術の1つによって行われ得る:
-　溶離態様(イオン力勾配、pH勾配、pH及びイオン力勾配、置換分子)に関わらず、イオ
ン交換クロマトグラフィー、
-　クロマトフォーカシング、
-　疎水性相互作用クロマトグラフィー。
【０１３７】
　CD16を発現するエフェクター細胞を介するADCC又はCDC応答の能力を増大させることを
目的としてこのようなクロマトグラフィー分画工程が行われるモノクローナル抗体組成物
は、上記のあらゆるモノクローナル抗体組成物であり得る。特に、組成物内に存在するモ
ノクローナル抗体は、ヒト抗体、ヒト化抗体、又はキメラ抗体であり得る。
【０１３８】
　これはまた、あらゆるタイプの抗原、特に上記の抗原に対するものであり得る。特に、
標的細胞が癌細胞である場合、抗体は、癌細胞抗原に対するもの、特に、癌治療の背景で
上記に記載された抗原の1つに対するものであり得る。標的細胞が病原体に感染した細胞
である場合、抗体は、感染細胞の抗原に対するもの、特に、感染性疾患の治療の背景で上
記に記載された抗原の1つに対するものであり得る。標的細胞が自己免疫疾患の発症に関
与する免疫細胞である場合、抗体は、これらの免疫細胞の抗原に対するもの、特に、自己
免疫疾患の治療の背景で上記に記載された抗原の1つに対するものであり得る。
【０１３９】
　クロマトグラフィー分画工程(工程a)の後、好ましくは、クロマトグラムの主要ピーク
に対応する得られたクロマトグラフィー画分を組み合わせる工程(工程b)が行われ、こう
して得られたモノクローナル抗体組成物は前記主要ピークに富んでおり、前記主要ピーク
は、工程b)において得られた組成物のクロマトグラムの少なくとも85%に相当する(分画及
び目的のクロマトグラフィー画分の組み合わせの後)。
【０１４０】
　以下の実施例は、本発明の実例に対応する。
【実施例】
【０１４１】
(実施例1)
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抗CD20抗体組成物の電荷アイソフォームの精製画分の調製、アイソフォーム及びそれらの
エフェクター特性の特徴付け
設備及び方法
抗CD20抗体組成物
　分離及び分析の全ては、クローンYB2/0によって生産された抗CD20抗体組成物のバッチ
に対して行った。
【０１４２】
クロマトフォーカシングによる電荷アイソフォームの分離
　同一の抗体組成物の電荷アイソフォーム3回の分取を、クロマトフォーカシングによっ
て行った。
【０１４３】
　陰イオン交換樹脂Mono P 5/200 GLを用いた。20mgの塩析されたタンパク質を各分離で
注入した。溶離を、2つの以下の緩衝液を用いることによって、低下pH勾配(pH9.5から8.0
)によって行った。
-　緩衝液A:ジエタノールアミン25mM、
-　緩衝液B:polybuffer 96+pharmalyte 8-10.5。
【０１４４】
　分離の溶離液を2mLの画分内に回収した。目的の画分は、画分33から50である。
【０１４５】
　3回の分離の画分を、分析のために濃縮した。
【０１４６】
　分離1(S1)を、画分が濾過によって無菌となり得るように、特定の濃縮にかけた。
-　1mLの容積を得るための、Amicon Ultra 10kDaでの画分の濃縮
-　滅菌濾過
-　濃度を測定するためのアリコート及び活性を測定するためのアリコートの試料採取
【０１４７】
陽イオン交換クロマトグラフィー(CEX)による電荷アイソフォームの分離
　電荷アイソフォームの11回の分離を、上昇pH勾配による溶離を伴う陽イオン交換クロマ
トグラフィー(CEX)によって行った。
【０１４８】
　陽イオン交換樹脂SCX(MabPac SCX 10.4×250mm、Dionex社)を30℃で用いた。溶離を、
以下の緩衝液の両方を用いることによって、上昇pH勾配(pH6から10)によって行った:
-　緩衝液A:20mMのNaH2PO4、60mMのNaCl(pH6)、
-　緩衝液B:20mMのNaH2PO4、60mMのNaCl(pH10)。
【０１４９】
　勾配は、60分以内に10%から60%の緩衝液B、という方法で得た。
【０１５０】
　分離の溶離液を画分内に回収した。目的の画分は、画分1から20である。
【０１５１】
BIACOREによるCD16受容体への結合の分析
　Biacore T100系(GE Healthcare社)でSPR(「表面プラズモン共鳴」)技術を用いることに
よって、抗体組成物の受容体CD16aへの結合能力を測定するための方法が開発された。可
溶性受容体CD16aを、アミンカップリングを用いることによって検出チップ上に固定した
。1つのフローセルを抗体に使用し、他のフローセルはバックグラウンドノイズを差し引
くために空のままとする。抗体を3つの濃度で注入し、動態パラメータを、会合相と解離
相との両方への結合率を各濃度について得ることによって推定する。共鳴単位(RU)で表さ
れるSPRシグナルは、受容体での抗体の会合及び解離に相当する。
【０１５２】
CD16を介するエフェクター細胞の活性化(CD16 Jurkat試験)
　異なる電荷アイソフォームを含む、クロマトフォーカシング及び陽イオン交換クロマト
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グラフィー(CEX)によって分離された様々な画分の、CD16受容体(FcγRIII)を介するエフ
ェクター細胞の応答を誘発する能力を試験した。
【０１５３】
　用いた試験は以下のものである:
抗体をWIL-2-S細胞(正のCD20標的細胞)及びCD16 Jurkat細胞(エフェクター細胞)(遺伝子
型CD16FF)と共にインキュベートする。CD16 Jurkat細胞によって分泌されたサイトカイン
(IL-2)の量をELISAによって測定した。
【０１５４】
　更に具体的には、96ウェルプレート内で、以下のものを混合する:
-　抗体:50μlの、IMDM 5% FCS内で0.156から10ng/mlの範囲の希釈物
-　PMA:50μlの、IMDM 5% FCS内で40ng/mlの希釈物(すなわち、2ng PMA/50μl)
-　WIL-2-S細胞:IMDM 5% FCS内で6×105/mlで50μl(すなわち、30×103細胞/50μl)
-　CD16 Jurkat:IMDM 5% FCS内で10×106/mlで50μl(すなわち、500×103細胞/50μl)
【０１５５】
　2つの対照を用いる:いかなる標的細胞も有さない陰性対照、及び最大活性を有する陽性
対照:
いかなる細胞も有さない陰性対照は、ウェル当たり以下のように添加する:
-　50μlのCD16 Jurkat細胞を10×106細胞/mlで(すなわち、500×103細胞/50μl)
-　50μlのPMAを40ng/mlで(すなわち、2ng PMA/50μl)
-　50μlの抗体を最大濃度で
-　50μlのIMDM培地+5%FCS
最大活性陽性対照を、ウェル当たり以下のように添加する:
-　50μlのCD16 Jurkat細胞を10×106細胞/mlで(すなわち、500×103細胞/50μl)
-　50μlのPMAを40ng/mlで(すなわち、2ng PMA/50μl)
-　50μlのイオノマイシンを5μg/mlで
-　50μlのIMDM培地+5%SVF
【０１５６】
　穏やかに撹拌し、37℃+/-0.5℃で一晩インキュベートする
細胞を1分、125gでデカントする
160μlの上清を丸底の96ウェルプレート内に移す
再び、細胞を1分、125gでデカントする
上清内のIL-2を定量する。450nmで読み取る。
各試料のCD16活性(IL-2の分泌)を参照試料のCD16活性に対するパーセンテージで表す。
【０１５７】
補体依存性の細胞傷害性(CDC)
　標的細胞Wil2-Sを、10%のFCSを有する補体除去されたIMDM培地(培地I10)内で培養する
。これらを、週に2回、フラスコF175内に、0.2×106細胞/mlで、100mlの培地内に移植す
る。試験を24から72時間まで、移植された細胞に対して行い、補体除去された培地IMDM+5
%FCS(培地I5)内で1×106細胞/mlで再開する。
【０１５８】
　ヒト血清(全血の凝固によって得られたヒト血清AB)を、それを用いる日に解凍する。解
凍は+4℃で行う。解凍後、血清を培地I5内で1/2に希釈する。
【０１５９】
　CellTiter-Blue(登録商標)(Promega社)を-20℃で保存し、使用前に室温で解凍させてお
く。
【０１６０】
　研究対象の抗体の濃度は、I5培地内で1μg/mlに調整する。
【０１６１】
　U型の底の96ウェルプレート内に、以下のものを添加する:
-　50μlの標的細胞(1×106細胞/mlのWil2S)
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-　50μlの試験対象の抗体
-　50μlの1/2希釈されたヒト血清。
【０１６２】
　細胞は1×106細胞/mlに調整した後にプレート内に直接置き、37℃に置く。
【０１６３】
　細胞を5分インキュベートし、試料を、血清を入れる前に37℃で撹拌する。
【０１６４】
　いかなる細胞も有さない(C-)及び抗体を有する(AC-)、2つの対照を作製する。不在の要
素をI5培地で置き換える。
【０１６５】
　それらを、37℃で2時間、撹拌しながらインキュベートする。次いで、30μlのCellTite
r-Blue(登録商標)を各ウェルに添加し、添加の際にリバースピペッティングすることによ
ってホモジナイズを行い、インキュベーションを、撹拌しながら、37℃で3時間30分行う
。
【０１６６】
　インキュベーションの最後に、25μlの3%SDSを添加して反応を停止及び安定化させるこ
とによって、読み取りを翌日まで延期することができる。次いで、プレートを室温で維持
する。
【０１６７】
　インキュベーションの最後又は翌日、プレートを125gで2分遠心分離する。100μlの各
ウェルを試料採取し、次いで、透明な底を有する黒色のオプティカルプレート内に、プレ
ートを平らに保ちながら分配する。
【０１６８】
　プレートの読み取りは、以下のパラメータを用いて、蛍光リーダーで行う:
-　励起:530/25nm
-　発光:590/20nm
-　プレートの底を介する読み取り(FOND)
-　組み込み時間:20μ秒
-　フラッシュ数:25
-　ゲイン:いかなる抗体も含有しない対照ウェル(細胞+血清+I5培地)において採取された
ウェルから計算される
-　軌道モードで強度2で15秒の撹拌
【０１６９】
質量分析によるアイソフォームの特徴付け
　クロマトフォーカシング又は陽イオン交換クロマトグラフィー(CEX)によって分離され
た様々な画分内に存在する様々な電荷アイソフォームを、Chevreux、2011年において記載
されているような質量分析によって分析した。
【０１７０】
　この方法は、細菌プロテアーゼシステイン(IdeS、化膿連鎖球菌(Streptococcus pyogen
es)の免疫グロブリンを分解する酵素)の使用を含み、これは、IgGをそれらの結合メイン
の元で特異的に切断し、重鎖をVH-CH1ドメイン及びCH2-CH3ドメインからそれぞれなる25k
Daの2つの断片に切断する。断片を、アセトニトリル勾配を用いる液体クロマトグラフィ
ーによって分離し、以下の手順によって、質量分析において分析する。
【０１７１】
　クロマトフォーカシング又はCEXによって精製された100μgの画分を凍結乾燥し、20μl
消化緩衝液(50mMのNaH2PO2及び150mMのNaCl、pH6.30)内で再溶解し、そして、100IUのIde
S酵素を酵素キット(FabRICATORキット、Genovis社、ルンド、スウェーデン)の指示に従っ
て添加した。調製物を、加水分解を向上させるために、50Wの出力のマイクロ波アシスト
を用いて(CEM Discover System、CEM社、マシューズ、ノースカロライナ州、アメリカ合
衆国)、37℃で1時間インキュベートした。次に、25μlの変性緩衝液(8Mの尿素及び0.4Mの



(33) JP 2016-512216 A 2016.4.25

10

20

30

40

50

NH4HCO3、pH8.0)を添加し、その後、5μlの250mMジチオスレイトール(DTT)溶液を添加し
た。試料を、タンパク質を確実に完全に還元するために、50Wの出力のマイクロ波アシス
トを用いて、50℃で20分インキュベートし、それを次いで、液体クロマトグラフィー-質
量分析(LC-MS)によって分析した。
【０１７２】
　20μgの量に対応する反応混合物のアリコートを、70℃に平衡化された逆相ProSphere C
4カラム(150×2.1mM、5μm、Alltech社)に、350μl/分の流量で注入した。逆相クロマト
グラフィーを、超高性能液体クロマトグラフィー系(UPLC、Acquity UPLC、Waters社、ミ
ルフォード、マサチューセッツ州、アメリカ合衆国)を用いて行った。勾配を、0.1%のト
リフルオロ酢酸(TFA)を移動相Aとして、及び0.1%のTFAを含むアセトニトリルを移動相Bと
して用いて生じさせた。10%のBで5分の定組成溶離の後、Bを5分間で27%まで増大させ、次
いで、更に10分間で40%まで増大させた。カラムを次いで90%のBで3分洗浄し、10%のBで2
分再平衡化し、25分の全所要時間となった。
【０１７３】
　溶離された種を、次いで、500から3000m/zの陽イオンモードで操作する質量分析計QSTA
R(QSTAR XL、Applied Biosystems社、トロント、カナダ)で分析し、製造者によって記載
された手順に従って、レニンについて較正した。
【０１７４】
結果
クロマトフォーカシングによる電荷アイソフォームの分離
　3回の分離のクロマトグラムを図1に示し、これは、これらが完全に重ね合わされ得るこ
とを示し、したがって、クロマトフォーカシングによる分離方法の再現性を実証している
。陰イオン交換樹脂及び低下pH勾配の使用によって、塩基性アイソフォームがまず溶離さ
れ、その後、主要アイソフォームが、次いで酸性アイソフォームが溶離される。
【０１７５】
　33から50の画分を、それらの生化学的特性及びエフェクター特性についてのその後の分
析のために回収した。
【０１７６】
陽イオン交換クロマトグラフィー(CEX)による電荷アイソフォームの分離
　電荷アイソフォームの陽イオン交換クロマトグラフィー(CEX)による11の分離のクロマ
トグラムを図2に示す。陽イオン交換樹脂の使用によって、酸性アイソフォームがまず溶
離され、その後、主要アイソフォームが、次いで塩基性アイソフォームが溶離される。
【０１７７】
　精製の効率を調べるために、ピーク4(P4、主要ピーク)をCEXにおいて再分析した。CEX
での分離の前後に得られた酸性アイソフォーム、主要アイソフォーム、及び塩基性アイソ
フォームのパーセンテージを図3及び以下のTable 4(表4)に示し、これらのパーセンテー
ジは、主要ピークの精製の効率を明らかに示す。
【０１７８】
【表４】

【０１７９】
BIACOREによるCD16受容体への結合の分析
　異なる電荷アイソフォームを含む、陽イオン交換クロマトグラフィーによって分離され
た様々な画分の、受容体CD16への結合能力を試験した。
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【０１８０】
　結果を図4に示し、この結果は、酸性形態(P1からP3)及びピーク7(P7)では親和性が失わ
れたが、他の塩基性形態(P6、P8)では失われなかったことを示す。
【０１８１】
CD16を介するエフェクター細胞の活性化(CD16 Jurkat試験)
　異なる電荷アイソフォームを含む、クロマトフォーカシング及び陽イオン交換クロマト
グラフィー(CEX)によって分離された様々な画分の、CD16受容体(FcγRIII)を介するエフ
ェクター細胞の応答を誘発する能力を試験した。
【０１８２】
　結果を図5(CEX)、及び以下のTable 5(表5)(クロマトフォーカシングによる分離)に示す
。
【０１８３】
　各ケースにおいて、主要アイソフォームに対応する画分がCD16 Jurkat細胞の活性化を
誘発し、それが酸性アイソフォーム又は塩基性アイソフォームを含む画分の活性化よりも
有意に大きいことが観察される。
【０１８４】
　したがって、様々な電荷アイソフォームの、CD16を介してエフェクター細胞を活性化す
る能力は大きく変化し、主要アイソフォームは、他のアイソフォームと比較して有意に向
上した、CD16を発現するエフェクター細胞を活性化する能力を有する。
【０１８５】
　抗体組成物の存在下で受容体CD16をトランスフェクトされたJurkat細胞による分泌され
たIL-2の量を測定する上記の試験は、この抗体組成物の、CD16を発現するエフェクター細
胞によってADCCを誘発する能力を代表するものであることが示された(WO2004/024768)。
したがって、以下のTable 4(表4)からTable 6(表6)に示す結果は、精製前のクロマトフォ
ーカシング又はCEXの主要ピークに対応する精製画分が、他のアイソフォームと比較して
、また全てのアイソフォームを含む組成物全体と比較して、CD16を発現するエフェクター
細胞を介してADCCを誘発する能力が有意に向上していることを示す。
【０１８６】

【表５】

【０１８７】
補体依存性の細胞傷害性(CDC)
　異なる電荷アイソフォームを含む、陽イオン交換クロマトグラフィー(CEX)によって分
離された様々な画分の、補体依存性の細胞傷害性応答(CDC)を誘発する能力を測定した。
【０１８８】
　結果をTable 6(表6)に示し、これは、酸性形態(P1:37%、P2:52%、及びP3:69%)及び塩基
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性が大きく失われていることを示す。主要アイソフォーム(P4)に対応するピークは、した
がって、酸性アイソフォーム又は塩基性アイソフォームを含む画分よりも有意に大きいCD
C応答を誘発する。
【０１８９】
質量分析によるアイソフォームの特徴付け
　クロマトフォーカシングによって精製された画分及びCEXによって精製された画分をLC-
MSによって分析して、N末端リシンを有する又は有さない重鎖のパーセンテージを特徴付
けした。
【０１９０】
　分離前の主要ピークに対応する、クロマトフォーカシングによって精製された画分及び
CEXによって精製された画分では、分析は、重鎖の95%超がC末端リシンをまったく含まな
いことを示した。
【０１９１】
結論
　上記に示された結果は、イオン交換クロマトグラフィー(CEX)又はクロマトフォーカシ
ングによる分離の主要ピークに対応する抗体組成物の電荷アイソフォームが、同一の抗体
組成物の酸性アイソフォーム又は塩基性アイソフォームよりも、受容体FcγRIII(CD16)を
介して、また補体を介してエフェクター細胞を活性化する能力が有意に大きいことを示す
。
【０１９２】
　この主要ピークに対応する精製画分の使用は、したがって、ADCC又はCDC応答が重要な
役割を有する、モノクローナル抗体によって治療される病理の範囲内で、例えば特に、同
種免疫化の予防、又は癌、感染性疾患、及び自己免疫疾患の治療の範囲内で、CD16(ADCC
、サイトカインの分泌)を介するエフェクター特性のさらなる増大を可能にする。
(参考文献)



(36) JP 2016-512216 A 2016.4.25

10

20

30

40



(37) JP 2016-512216 A 2016.4.25

10

20

30



(38) JP 2016-512216 A 2016.4.25

10

20

30



(39) JP 2016-512216 A 2016.4.25

【図１】 【図２】

【図３】 【図４】



(40) JP 2016-512216 A 2016.4.25

【図５】 【図６】

【手続補正書】
【提出日】平成27年12月21日(2015.12.21)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　薬剤として用いるための、
a)細胞クローンから、非ヒトトランスジェニック動物から、又はトランスジェニック植物
からモノクローナル抗体組成物を生産する工程、
b)工程a)において得られた組成物をクロマトグラフィーによって分画する工程、及び
c)クロマトグラムの主要ピークに対応する、工程b)において得られた1つ又は複数のクロ
マトグラフィー画分を組み合わせる工程
を含む方法によって得られ得るモノクローナル抗体組成物であって、こうして得られたモ
ノクローナル抗体組成物が前記主要ピークに富んでおり、前記主要ピークが、工程c)にお
いて得られた組成物のクロマトグラムの少なくとも85%に相当する、モノクローナル抗体
組成物。
【請求項２】
　工程b)の分画が、イオン交換クロマトグラフィーによって、クロマトフォーカシングに
よって、又は疎水性相互作用クロマトグラフィーによって達成されることを特徴とする、
請求項1に記載のモノクローナル抗体組成物。
【請求項３】
　イオン交換クロマトグラフィーが、以下の溶離手段:
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-　イオン力勾配、及び/又は
-　pH勾配、又は
-　置換分子
の1つを用いることを特徴とする、請求項2に記載のモノクローナル抗体組成物。
【請求項４】
　組成物内に存在する抗体の重鎖の少なくとも95%がC末端リシン残基をまったく含まない
ことを特徴とする、請求項1から3のいずれか一項に記載のモノクローナル抗体組成物。
【請求項５】
　薬剤として用いるための、組成物内に存在する抗体の重鎖の少なくとも95%がC末端リシ
ン残基をまったく含まない、モノクローナル抗体組成物。
【請求項６】
　抗体が、健康なドナー細胞上に存在する非遍在的な抗原、癌細胞の抗原、病原体に感染
した細胞の抗原、又は免疫細胞の抗原に対するものであることを特徴とする、請求項1か
ら5のいずれか一項に記載のモノクローナル抗体組成物。
【請求項７】
　抗体が抗Rhesus D抗体であり、組成物がRhマイナスの個体における同種免疫化を予防す
るためのものである、請求項1から6のいずれか一項に記載のモノクローナル抗体組成物。
【請求項８】
　抗体が癌細胞の抗原に対するものであり、組成物が癌を治療するためのものである、請
求項1から6のいずれか一項に記載のモノクローナル抗体組成物。
【請求項９】
　抗体が病原体に感染した細胞の抗原に対するものであり、組成物が前記病原体による感
染を治療するためのものである、請求項1から6のいずれか一項に記載のモノクローナル抗
体組成物。
【請求項１０】
　抗体が免疫細胞の抗原に対するものであり、組成物が自己免疫疾患を治療するためのも
のである、請求項1から6のいずれか一項に記載のモノクローナル抗体組成物。
【請求項１１】
　抗体が、FcγRIII受容体へのその結合及びFcγRIII受容体を介するそのエフェクター特
性を増大させる、Fc断片の修飾を含むことを特徴とする、請求項1から10のいずれか一項
に記載のモノクローナル抗体組成物。
【請求項１２】
　抗体が、Fc断片の特定のアミノ酸残基で少なくとも1つの変異を含むことを特徴とする
、請求項11に記載のモノクローナル抗体組成物。
【請求項１３】
　65%以下のフコース含有量を含むことを特徴とする、請求項11又は12に記載のモノクロ
ーナル抗体組成物。
【請求項１４】
　抗体が、タンパク質C1qへの結合及び補体を介するそのエフェクター特性を増大させる
、Fc断片の修飾を含むことを特徴とする、請求項1から10のいずれか一項に記載のモノク
ローナル抗体組成物。
【請求項１５】
　所与の抗原に対するモノクローナル抗体組成物が、FcγRIII(CD16)受容体を発現する免
疫系のエフェクター細胞による、前記抗原を発現する標的細胞の抗体依存性の細胞傷害性
(ADCC)を誘発する能力を増大させるための方法であって、クロマトグラフィー分画工程を
実施することを含む、方法。
【請求項１６】
　所与の抗原に対するモノクローナル抗体組成物が、補体による、前記抗原を発現する標
的細胞の補体依存性の細胞傷害性(CDC)を誘発する能力を増大させるための方法であって
、クロマトグラフィー分画工程を実施することを含む、方法。
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