
(57)【要約】
本発明は、二重特異性一本鎖抗体構築物を含む薬学的組成物であって、その二重特異性一
本鎖抗体構築物がヒト CD3およびヒト CD19に特異的な結合ドメインを含み、対応する可変
重鎖領域 (VH )および対応する可変軽鎖領域 (VL )が、 VH (CD19)-VL (CD19)-VH (CD3)-VL (CD3)
、 VH (CD3)-VL (CD3)-VH (CD19)-VL (CD19)または VH (CD3)-VL (CD3)-VL (CD19)-VH (CD19)の順に
N末端から C末端まで配列されている、薬学的組成物に関する。さらに、その薬学的組成物
の作製のためのプロセス、ならびにヒト CD3抗原およびヒト CD19抗原に対する特異性を有
する特定の二重特異性一本鎖抗体構築物についての医学的 /薬学的使用が開示されている
。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 二 重 特 異 性 一 本 鎖 抗 体 構 築 物 を 含 む 薬 学 的 組 成 物 で あ っ て 、 該 二 重 特 異 性 一 本 鎖 抗 体 構
築 物 が 、 ヒ ト CD3お よ び ヒ ト CD19に 特 異 的 な 結 合 ド メ イ ン を 含 み 、 対 応 す る 可 変 重 鎖 領 域 (
V H )お よ び 対 応 す る 可 変 軽 鎖 領 域 (V L )が N末 端 か ら C末 端 ま で 以 下 の 順 に 配 列 さ れ て い る 、
薬 学 的 組 成 物 ：
V H (CD19)-V L (CD19)-V H (CD3)-V L (CD3)、
V H (CD3)-V L (CD3)-V H (CD19)-V L (CD19)、 ま た は
V H (CD3)-V L (CD3)-V L (CD19)-V H (CD19)。
【 請 求 項 ２ 】
　 CD3特 異 的 ド メ イ ン の V H お よ び V L 領 域 が 、 以 下 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る CD3特 異 的 抗 体
に 由 来 す る 、 請 求 項 1記 載 の 薬 学 的 組 成 物 ： OKT-3、 X35-3、 VIT3、 BMA030(BW264/56)、 CLB
-T3/3、 CRIS7、 YTH12.5、 F111-409、 CLB-T3.4.2、 TR-66、 WT31、 WT32、 SPv-T3b、 11D8、 X
III-141、 XIII-46、 XIII-87、 12F6、 T3/RW2-8C8、 T3/RW2-4B6、 OKT3D、 M-T301、 SMC2お よ
び F101.01。
【 請 求 項 ３ 】
　 V H 領 域 が 、 ア ミ ノ 酸 配 列 ： SEQ ID NO： 54ま た は 77を 含 む 少 な く と も 1つ の CDR3領 域 を 含
む 、 請 求 項 1ま た は 2記 載 の 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ 】
　 V H 領 域 が 、 ア ミ ノ 酸 配 列 ： SEQ ID NO： 53ま た は 76を 含 む 少 な く と も 1つ の CDR2領 域 を 含
む 、 請 求 項 1ま た は 2記 載 の 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ 】
　 V H 領 域 が 、 ア ミ ノ 酸 配 列 ： SEQ ID NO： 52ま た は 75を 含 む 少 な く と も 1つ の CDR1領 域 を 含
む 、 請 求 項 1ま た は 2記 載 の 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 ６ 】
　 V L 領 域 が 、 ア ミ ノ 酸 配 列 ： SEQ ID NO： 57ま た は 74を 含 む 少 な く と も 1つ の CDR3領 域 を 含
む 、 請 求 項 1か ら 5の い ず れ か 一 項 記 載 の 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 ７ 】
　 V L 領 域 が 、 ア ミ ノ 酸 配 列 ： SEQ ID NO： 56ま た は 73を 含 む 少 な く と も 1つ の CDR2領 域 を 含
む 、 請 求 項 1か ら 5の い ず れ か 一 項 記 載 の 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 ８ 】
　 V L 領 域 が 、 ア ミ ノ 酸 配 列 ： SEQ ID NO： 55ま た は 72を 含 む 少 な く と も 1つ の CDR1領 域 を 含
む 、 請 求 項 1か ら 5の い ず れ か 一 項 記 載 の 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 ９ 】
　 二 重 特 異 性 一 本 鎖 抗 体 構 築 物 が 、 以 下 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 、
請 求 項 1か ら 8の い ず れ か 一 項 記 載 の 薬 学 的 組 成 物 ：
(a)SEQ ID NO： 2、 10ま た は 14記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 ；
(b)SEQ ID NO： 1、 9ま た は 13記 載 の 核 酸 配 列 に よ り コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 ；
(c)(b)の 相 補 的 核 酸 配 列 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 配 列 に よ
り コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 ； お よ び
(d)遺 伝 暗 号 の 結 果 と し て (b)の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 対 し て 縮 重 で あ る 核 酸 配 列 に よ り コ ー
ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 可 変 ド メ イ ン が 追 加 の リ ン カ ー 配 列 に よ り 連 結 さ れ る 、 請 求 項 1か ら 9の い ず れ か 一 項 記
載 の 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 請 求 項 1か ら 10の い ず れ か 一 項 に 定 義 さ れ て い る 二 重 特 異 性 一 本 鎖 抗 体 構 築 物 を コ ー ド
す る 核 酸 配 列 を 含 む 、 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 請 求 項 11に 定 義 さ れ て い る 核 酸 配 列 を 含 む ベ ク タ ー を 含 む 薬 学 的 組 成 物 。
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【 請 求 項 １ ３ 】
　 ベ ク タ ー が 、 請 求 項 11に 定 義 さ れ た 核 酸 配 列 に 機 能 的 に 連 結 さ れ て い る 制 御 配 列 を さ ら
に 含 む 、 請 求 項 12記 載 の 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 ベ ク タ ー が 発 現 ベ ク タ ー で あ る 、 請 求 項 12ま た は 13記 載 の 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 請 求 項 12か ら 14の い ず れ か 一 項 に 定 義 さ れ た ベ ク タ ー で 形 質 転 換 ま た は ト ラ ン ス フ ェ ク
シ ョ ン さ れ た 宿 主 を 含 む 、 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 免 疫 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 に 対 し て 活 性 化 シ グ ナ ル を 与 え る 能 力 が あ る タ ン パ ク 性 化 合 物 を
さ ら に 含 む 、 請 求 項 1か ら 15の い ず れ か 一 項 記 載 の 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 請 求 項 1か ら 16の い ず れ か 一 項 記 載 の 薬 学 的 組 成 物 を 産 生 す る た め の プ ロ セ ス で あ っ て
、 該 プ ロ セ ス が 、 請 求 項 1か ら 10の い ず れ か 一 項 に 定 義 さ れ て い る 二 重 特 異 性 一 本 鎖 抗 体
構 築 物 の 発 現 を 可 能 に す る 条 件 下 で 、 請 求 項 15に 定 義 さ れ た 宿 主 を 培 養 す る 段 階 、 お よ び
培 養 物 か ら 産 生 さ れ た 二 重 特 異 性 一 本 鎖 抗 体 構 築 物 を 回 収 す る 段 階 を 含 む プ ロ セ ス 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 増 殖 性 疾 患 、 微 小 残 存 癌 、 腫 瘍 性 疾 患 、 炎 症 性 疾 患 、 免 疫 不 全 、 自 己 免 疫 疾 患 、 感 染 症
、 ウ イ ル ス 性 疾 患 、 ア レ ル ギ ー 反 応 、 寄 生 虫 性 反 応 、 移 植 片 対 宿 主 病 、 宿 主 対 移 植 片 病 、
も し く は B細 胞 悪 性 腫 瘍 の 予 防 、 処 置 ま た は 改 善 の た め の 薬 学 的 組 成 物 を 調 製 す る た め の
、 請 求 項 1か ら 10の い ず れ か 一 項 に 定 義 さ れ て い る 二 重 特 異 性 一 本 鎖 抗 体 構 築 物 、 請 求 項 1
1に 定 義 さ れ て い る 核 酸 配 列 、 請 求 項 12か ら 14の い ず れ か 一 項 に 定 義 さ れ て い る ベ ク タ ー
、 お よ び /ま た は 請 求 項 15に 定 義 さ れ て い る 宿 主 の 使 用 で あ っ て 、 該 薬 学 的 組 成 物 が 、 任
意 で 、 免 疫 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 に 対 し て 活 性 化 シ グ ナ ル を 提 供 す る 能 力 が あ る タ ン パ ク 性 化
合 物 を さ ら に 含 む 、 使 用 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 増 殖 性 疾 患 、 微 小 残 存 癌 、 腫 瘍 性 疾 患 、 炎 症 性 疾 患 、 免 疫 不 全 、 自 己 免 疫 疾 患 、 感 染 症
、 ウ イ ル ス 性 疾 患 、 ア レ ル ギ ー 反 応 、 寄 生 虫 性 反 応 、 移 植 片 対 宿 主 病 も し く は 宿 主 対 移 植
片 病 、 ま た は B細 胞 悪 性 腫 瘍 の 予 防 、 処 置 ま た は 改 善 の た め の 、 そ の よ う な 予 防 、 処 置 ま
た は 改 善 を 必 要 と す る 対 象 に 、 請 求 項 1か ら 16の い ず れ か 一 項 記 載 の 薬 学 的 組 成 物 を 投 与
す る 段 階 を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 対 象 が ヒ ト で あ る 、 請 求 項 19記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 腫 瘍 性 疾 患 が リ ン パ 腫 、 B細 胞 白 血 病 ま た は ホ ジ キ ン リ ン パ 腫 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ
る 、 請 求 項 18記 載 の 使 用 、 ま た は 請 求 項 19も し く は 20記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 B細 胞 の 枯 渇 の た め の 薬 学 的 組 成 物 を 調 製 す る た め の 、 請 求 項 1か ら 10の い ず れ か 一 項 に
定 義 さ れ て い る 二 重 特 異 性 一 本 鎖 抗 体 構 築 物 、 請 求 項 11に 定 義 さ れ て い る 核 酸 配 列 、 請 求
項 12か ら 14の い ず れ か 一 項 に 定 義 さ れ て い る ベ ク タ ー 、 お よ び /ま た は 請 求 項 15に 定 義 さ
れ て い る 宿 主 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 B細 胞 悪 性 腫 瘍 が 非 ホ ジ キ ン リ ン パ 腫 で あ る 、 請 求 項 18記 載 の 使 用 ま た は 請 求 項 19も し
く は 20記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 自 己 免 疫 疾 患 が 慢 性 関 節 リ ウ マ チ で あ る 、 請 求 項 18記 載 の 使 用 ま た は 請 求 項 19も し く は
20記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 請 求 項 1か ら 10の い ず れ か 一 項 に 定 義 さ れ て い る 二 重 特 異 性 一 本 鎖 抗 体 構 築 物 、 請 求 項 1
1に 定 義 さ れ て い る 核 酸 配 列 、 請 求 項 12か ら 14の い ず れ か 一 項 に 定 義 さ れ て い る ベ ク タ ー
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、 お よ び /ま た は 請 求 項 15に 定 義 さ れ て い る 宿 主 を 含 む キ ッ ト 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 二 重 特 異 性 一 本 鎖 抗 体 構 築 物 を 含 む 薬 学 的 組 成 物 に 関 し 、 そ の 二 重 特 異 性 一
本 鎖 抗 体 構 築 物 は 、 ヒ ト CD3お よ び ヒ ト CD19に 特 異 的 な 結 合 ド メ イ ン を 含 み 、 対 応 す る 可
変 性 重 鎖 領 域 (V H )お よ び 対 応 す る 可 変 性 軽 鎖 領 域 (V L )が 、 V H (CD19)-V L (CD19)-V H (CD3)-V L
(CD3)、 V H (CD3)-V L (CD3)-V H (CD19)-V L (CD19)ま た は V H (CD3)-V L (CD3)-V L (CD19)-V H (CD19)
の 順 に N末 端 か ら C末 端 ま で 配 列 さ れ る 。 さ ら に 、 そ の 薬 学 的 組 成 物 の 作 製 の た め の 方 法 、
お よ び ヒ ト CD3抗 原 お よ び ヒ ト CD19抗 原 に 対 す る 特 異 性 を 有 す る 特 定 の 二 重 特 異 性 一 本 鎖
抗 体 分 子 に つ い て の 医 学 的 /薬 学 的 使 用 が 開 示 さ れ て い る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 医 学 的 重 要 性 に も か か わ ら ず 、 非 ホ ジ キ ン リ ン パ 腫 の よ う な B細 胞 に 仲 介 さ れ た 疾 患 に
お け る 研 究 は 、 ほ ん の 少 数 の 臨 床 的 に 使 用 で き る デ ー タ を 生 じ た だ け で 、 そ の よ う な 疾 患
を 治 療 す る た め の 通 常 の ア プ ロ ー チ は 、 依 然 と し て 冗 長 か つ 不 本 意 な ま ま で あ り 、 か つ /
ま た は 再 発 の リ ス ク が 高 い 。 例 え ば 、 高 悪 性 度 の 非 ホ ジ キ ン リ ン パ 腫 に つ い て の 一 次 処 置
と し て の 高 用 量 化 学 療 法 は 、 全 生 存 を 改 善 し う る が 、 患 者 の 約 50％ は 、 ま だ 、 こ の 疾 患 で
死 ぬ (Gianni, N Engl. J. Med. 336 (1997), 1290-7; Urba, J. Natl. Cancer Inst. Mon
ogr. (1990), 29-37; Fisher, Cancer (1994))。 さ ら に 、 低 悪 性 度 の 非 ホ ジ キ ン リ ン パ 腫
様 慢 性 リ ン パ 性 白 血 病 お よ び マ ン ト ル 細 胞 リ ン パ 腫 は ま だ 、 治 療 不 能 で あ る 。 こ れ は 、 免
疫 療 法 の よ う な 代 替 の ス ト ラ テ ジ ー に つ い て の 研 究 を 刺 激 し た 。 CD抗 原 に よ り 定 義 さ れ る
細 胞 表 面 分 子 に 対 し て 向 け ら れ た 抗 体 は 、 治 療 試 薬 の 開 発 の た め の め っ た に な い チ ャ ン ス
を 提 示 し て い る 。 あ る 特 定 の CD抗 原 の 発 現 は 、 特 定 の 系 統 リ ン パ 造 血 性 細 胞 に 高 度 に 限 定
さ れ 、 過 去 数 年 間 に 渡 っ て 、 リ ン パ 特 異 的 抗 原 に 対 し て 向 け ら れ た 抗 体 が 、 イ ン ビ ト ロ か
ま た は イ ン ビ ボ の ど ち ら の 動 物 モ デ ル に お い て も 効 果 的 で あ る 処 置 を 開 発 す る た め に 用 い
ら れ た (
　
　
　
　
　
　
　
　
)。 こ の 点 で 、 CD19は 、 非 常 に 有 用 な 標 的 で あ る こ と を 証 明 し た 。 CD19は 、 プ ロ B細 胞 か ら
成 熟 B細 胞 ま で の 全 B系 統 に お い て 発 現 さ れ て お り 、 そ れ は 、 脱 落 せ ず 、 す べ て の リ ン パ 腫
細 胞 上 に 一 律 に 発 現 さ れ 、 幹 細 胞 に は 存 在 し な い (Haagen, Clin Exp Immunol 90 (1992),
 368-75; Uckun, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85 (1988), 8603-7)。 興 味 深 い モ ダ リ テ
ィ ー は 、 一 方 の CD19に 対 す る 特 異 性 お よ び も う 一 方 の T細 胞 に お け る CD3抗 原 に 対 す る 特 異
性 を も つ 二 重 特 異 性 抗 体 の 適 用 で あ る 。 し か し な が ら 、 今 ま で 利 用 可 能 な 二 重 特 異 性 抗 体
は 、 低 い T細 胞 の 細 胞 障 害 性 、 お よ び 十 分 な 生 物 活 性 を 示 す た め の 共 刺 激 剤 の 必 要 を 欠 点
と し て も つ 。 CD3複 合 体 は 、 多 分 子 T細 胞 受 容 体 複 合 体 の 一 部 と し て T細 胞 上 に 発 現 さ れ る
抗 原 を 示 す 。 そ れ は 、 数 個 の 異 な る 鎖 、 例 え ば 、 γ 、 δ 、 ε 、 ζ ま た は /お よ び η 鎖 、 か
ら な る 。 T細 胞 上 の CD3の 、 例 え ば 、 固 定 化 抗 CD3抗 体 に よ る 、 ク ラ ス タ リ ン グ は 、 T細 胞 受
容 体 の 結 合 に 類 似 し て い る が 、 そ の ク ロ ー ン 典 型 的 特 異 性 と は 無 関 係 な T細 胞 活 性 化 へ と
導 く 。 実 際 に 、 た い て い の 抗 CD3抗 体 は 、 CD3ε 鎖 を 認 識 す る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 先 行 文 献 は 、 抗 体 分 子 を 用 い る T細 胞 活 性 化 事 象 を 例 示 し た 。 例 え ば 、 US 4,361,549は
、 正 常 の ヒ ト T細 胞 お よ び 皮 膚 の Tリ ン パ 腫 細 胞 上 に 見 出 さ れ る 抗 原 に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ
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ル 抗 体 の 産 生 の た め の ハ イ ブ リ ッ ド 細 胞 系 を 提 案 し 、 「 OKT3」 と し て 産 生 さ れ る 抗 体 を 定
義 し て い る 。 US 5,885,573に お い て 、 マ ウ ス OKT3（ US 4,361,549に 記 載 ） は 、 そ の 免 疫 原
性 を 低 下 さ せ る た め に 、 ヒ ト 抗 体 フ レ ー ム ワ ー ク へ 移 さ れ た 。 さ ら に 、 US 5,885,573は 、
235位 に お け る Glu、 234位 に お け る Pheま た は 234位 に お け る Leuへ 導 く OKT-3の Fc受 容 体 (「
FcR」 )結 合 セ グ メ ン ト に お け る 特 異 的 突 然 変 異 、 す な わ ち 、 ヒ ト FcRに 対 す る 改 変 さ れ た
結 合 親 和 性 を 結 果 と し て 生 じ る こ と が 認 め ら れ て い る CH2領 域 に お け る 特 異 的 突 然 変 異 を
開 示 し て い る 。 増 殖 ア ッ セ イ に お い て 、 ま た は サ イ ト カ イ ン の 放 出 に 関 す る ア ッ セ イ に お
い て 、 US 5,885,573に 開 示 さ れ た 突 然 変 異 型 OKT-3抗 体 は 、 最 初 の マ ウ ス OKT3で 刺 激 さ れ
た PBMCに 観 察 さ れ た も の に 匹 敵 す る 細 胞 増 殖 、 お よ び 産 生 さ れ た サ イ ト カ イ ン の 類 似 し た
量 に 匹 敵 す る 結 果 を 生 じ る よ う に 思 わ れ る 。 単 に 、 突 然 変 異 型 Glu-235mAbは 、 よ り 少 量 の
TNF-α お よ び GM-CSFを 誘 導 し た に す ぎ ず 、 IFN-γ を 誘 導 し な か っ た 。 10 μ g/mlま で の モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ 「 mab」 )濃 度 に お い て 3つ の 異 な る ド ナ ー 由 来 の PBMCを 用 い て 、 GLU-2
35 mabに よ り T細 胞 増 殖 は 誘 導 さ れ ず 、 こ の mabの FcR結 合 領 域 の 変 化 が そ の 分 裂 促 進 的 性
質 を 損 な っ た こ と を 示 唆 し た 。 Glu-235 mabに よ る T細 胞 活 性 化 は ま た 、 結 果 と し て 、 表 面
マ ー カ ー 、 Leu23お よ び IL-2受 容 体 の よ り 低 い レ ベ ル の 発 現 を 生 じ た 。 US 5,929,212は 、
結 合 領 域 が マ ウ ス 抗 CD3抗 体 、 例 え ば OKT3の 重 鎖 お よ び /ま た は 軽 鎖 可 変 領 域 に 由 来 し て 、
ヒ ト フ レ ー ム ワ ー ク へ 移 植 さ れ た 組 換 え 抗 体 分 子 を 開 示 し て い る 。 WO 98/52975は 、 マ ウ
ス 抗 CD3抗 体 OKT3の 突 然 変 異 し た 変 異 体 を 開 示 し て い る 。 突 然 変 異 型 OKT3抗 体 は 、 組 換 え
発 現 系 を 用 い て 作 製 さ れ 、 WO 98/52975は 、 突 然 変 異 型 抗 CD3抗 体 が 、 延 長 さ れ た 保 存 期 間
中 に お い て 、 親 の OKT3タ ン パ ク 質 よ り 安 定 し て い る こ と を 提 案 し て い る 。 US 5,955,358は
、 DNAレ ベ ル に お い て 、 同 じ か ま た は 異 な る か の い ず れ か の 抗 体 由 来 の 複 数 の 相 補 性 決 定 (
「 CDR」 )ド メ イ ン を 組 み 替 え る 、 抗 体 可 変 ド メ イ ン 内 の そ れ ら の 順 番 が 変 化 し て 、 結 合 領
域 の 新 し い 組 み 合 わ せ を 生 じ る こ と を 意 味 し て い る が 、 そ の 方 法 を 開 示 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 OKT3は 、 同 種 移 植 片 拒 絶 を 処 置 す る た め の 臨 床 移 植 に お け る 強 力 な 免 疫 抑 制 剤 と し て 用
い ら れ た (Thistlethwaite 1984, Transplantation 38, 695-701; Woodle 1991, Transpla
ntation 51, 1207-1212; Choi 2001, Eur. J. Immunol. 31(1), 94-106)。 こ の 治 療 の 主
な 弱 点 は 、 T細 胞 と Fcγ Rを 有 す る 細 胞 と の 間 の 架 橋 結 合 お よ び ヒ ト 抗 マ ウ ス 抗 体 (HAMA)応
答 に よ る 、 サ イ ト カ イ ン 放 出 と し て 顕 在 化 す る T細 胞 活 性 化 で あ る 。 い く つ か の 刊 行 物 は
、 こ れ ら の 副 作 用 を 低 下 さ せ る た め の OKT3の ヒ ト 化 の よ う な 変 化 を 記 載 し て い る ： US 5,9
29,212; US 5,885,573な ど 。 他 方 、 OKT3ま た は 他 の 抗 CD3抗 体 は 、 T細 胞 活 性 化 お よ び 増 殖
を 刺 激 す る た め の 免 疫 増 強 剤 と し て 用 い ら れ う る (US 6,406,696 Bluestone; US 6,143,29
7 Bluestone; US 6,113,901 Bluestone;Yannelly 1990, J. Immunol. Meth. 1, 91-100)
。 抗 CD3抗 体 は ま た 、 T細 胞 増 殖 を 誘 導 す る た め に 抗 CD28抗 体 と 組 み 合 わ せ て 用 い ら れ る 作
用 物 質 と し て 記 載 さ れ て い る (US 6,352,694)。 OKT3は さ ら に 、 細 胞 障 害 性 T細 胞 を 腫 瘍 細
胞 も し く は ウ イ ル ス 感 染 細 胞 へ 向 け る た め に 、 単 独 で ま た は 二 重 特 異 性 抗 体 の 一 部 と し て
、 用 い ら れ た (Nitta 1990, Lancet 335, 368-376; Sanna 1995, Bio/Technology 13, 122
1-1224; WO 99/54440)。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 T細 胞 を 補 充 す る た め の 作 用 物 質 と し て 抗 体 を 用 い る 今 ま で の ア プ ロ ー チ は 、 い く つ か
の 発 見 に よ り 妨 げ ら れ た 。 第 一 に 、 T細 胞 に 対 し て 高 い 結 合 親 和 性 を も つ 天 然 ま た は 操 作
さ れ た 抗 体 は 、 し ば し ば 、 そ れ ら が 結 合 す る T細 胞 を 活 性 化 し な い 。 第 二 に 、 T細 胞 に 対 し
て 低 い 結 合 親 和 性 を も つ 天 然 ま た は 操 作 さ れ た 抗 体 も ま た 、 し ば し ば 、 T細 胞 仲 介 性 細 胞
溶 解 を 引 き 起 こ す そ れ ら の 能 力 に 関 し て 効 果 が な い 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 一 本 鎖 形 式 で は な く 、 か つ MHC非 依 存 性 様 式 で T細 胞 の 細 胞 障 害 性 を リ ン パ 腫 細 胞 へ 新 し
く 向 け る 、 ヒ ト CD19お よ び ヒ ト CD3に 対 す る 特 異 性 を 含 む 二 重 特 異 性 抗 体 は 、 動 物 モ デ ル
に お い て (Bohlen, Cancer Res 57 (1997), 1704-9; Demanet, Int J Cancer Suppl 7 (19
92), 67-8)お よ び い く つ か の パ イ ロ ッ ト 臨 床 試 験 に お い て 、 イ ン ビ ボ で 効 果 的 で あ る こ と
が す で に 示 さ れ て い る 。 こ れ ま で は 、 こ れ ら の 抗 体 は 、 ハ イ ブ リ ッ ド -ハ イ ブ リ ド ー マ 技
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術 に よ り 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 共 有 結 合 性 に 連 結 す る こ と に よ り (Anderson, Blood 80 
(1992), 2826-34)、 ま た は ダ イ ア ボ デ ィ (diabody)ア プ ロ ー チ に よ り (Kipriyanov, Int. J
. Cancer 77 (1998), 763-772)、 構 築 さ れ た 。 よ り 広 範 な 臨 床 研 究 は 、 こ れ ら の 抗 体 が 、
高 用 量 が 投 与 さ れ な け れ ば な ら な い よ う な 低 い 生 物 活 性 で あ る 、 お よ び 抗 体 単 独 の 適 用 が
有 益 な 治 療 効 果 を 与 え な か っ た と い う 事 実 に よ り 、 妨 げ ら れ た 。 さ ら に 、 臨 床 段 階 の 材 料
の 供 給 力 が 制 限 さ れ た 。 先 行 文 献 は 、 ヒ ト CD3お よ び ヒ ト CD19の 抗 原 の 両 方 に 対 す る 特 異
性 を 含 む 二 重 特 異 性 一 本 鎖 抗 体 を 例 示 し た (Loffler, Blood 95 (2000), 2098-103; WO 99
/54440; Dreier, Int. J. Cancer. 100 (2002), 690-7)。 WO 99/54440は 、 形 式 V L (CD19)-
V H (CD19)-V H (CD3)-V L (CD3)に お け る 構 築 物 の 臨 床 的 使 用 の 成 功 を 実 証 し 、 構 築 物 内 の 可 変
ド メ イ ン の 順 番 が 決 定 的 で は な い こ と を 力 説 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 さ ら に 、 特 に 、 明 確 な 臨 床 的 お よ び 薬 学 的 使 用 に つ い て 、 組 換 え 構 築 物 の 適 度 に 高 い レ
ベ ル の 発 現 に よ り 、 お よ び 発 現 後 の 十 分 な 精 製 方 法 に よ り 、 大 量 に 作 製 さ れ う る 構 築 物 が
提 供 さ れ な け れ ば な ら な い 。 極 め て 低 量 の 純 粋 な タ ン パ ク 質 が 得 ら れ る 場 合 に は 、 そ の よ
う な 構 築 物 の 治 療 に 関 連 し た 量 を 産 生 さ せ る こ と が 、 非 常 に 厄 介 で あ る お よ び /ま た は 費
用 の か か る よ う に な る 。 非 経 口 投 与 を 予 定 さ れ た タ ン パ ク 性 薬 物 の 特 別 の 場 合 、 こ れ ら の
薬 物 は 、 過 剰 の タ ン パ ク 質 濃 度 ま た は 多 量 の 注 入 /注 射 溶 液 に よ る 有 害 な 副 作 用 を 避 け る
た め に 、 低 濃 度 で さ え も 高 度 に 活 性 が あ り 、 か つ 強 力 で あ る べ き で あ る 。 高 用 量 の タ ン パ
ク 性 薬 物 ま た は 高 用 量 の 核 酸 に 基 づ い た 薬 物 の 不 都 合 は 、 と り わ け 、 特 に 投 与 の 部 位 に お
い て 、 過 敏 症 お よ び 炎 症 性 事 象 の 促 進 を 含 む 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 こ の よ う に 、 本 発 明 の 技 術 的 問 題 は 、 B細 胞 に 関 連 し た も し く は B細 胞 に 仲 介 さ れ た 疾 患
の 処 置 お よ び /ま た は 改 善 の た め の 耐 容 性 が よ く 、 便 利 な 薬 物 の 作 製 の た め の 手 段 お よ び
方 法 の 供 給 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 は 、 二 重 特 異 性 一 本 鎖 抗 体 構 築 物 を 含 む 薬 学 的 組 成 物 に 関 し 、 そ の 二 重
特 異 性 一 本 鎖 抗 体 構 築 物 は 、 ヒ ト CD3お よ び ヒ ト CD19に 特 異 的 な 結 合 ド メ イ ン を 含 み 、 対
応 す る 可 変 重 鎖 領 域 (V H )お よ び 対 応 す る 可 変 軽 鎖 領 域 (V L )が 、 以 下 の 順 に N末 端 か ら C末 端
ま で 配 列 さ れ る ：
V H (CD19)-V L (CD19)-V H (CD3)-V L (CD3)、
V H (CD3)-V L (CD3)-V H (CD19)-V L (CD19)ま た は
V H (CD3)-V L (CD3)-V L (CD19)-V H (CD19)。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 従 っ て 、 「 V L 」 お よ び 「 V H 」 は 、 特 定 の 抗 CD19(CD19)お よ び 抗 CD3(CD3)抗 体 の 軽 鎖 お よ
び 重 鎖 の 可 変 ド メ イ ン を 意 味 す る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 に 従 っ て 、 用 語 「 薬 学 的 組 成 物 」 は 、 患 者 、 好 ま し く は ヒ ト の 患 者 、 へ の 投 与 の
た め の 組 成 物 に 関 す る 。 好 ま し い 態 様 に お い て 、 薬 学 的 組 成 物 は 、 非 経 口 の 、 経 皮 的 な 、
管 腔 内 の 、 動 脈 内 の 、 く も 膜 下 腔 内 の 投 与 の た め の 、 ま た は 組 織 へ の 直 接 的 注 射 に よ る 、
組 成 物 を 含 む 。 そ の 薬 学 的 組 成 物 が 注 入 ま た は 注 射 に よ り 患 者 へ 投 与 さ れ る こ と が 、 特 に
予 想 さ れ る 。 適 切 な 組 成 物 の 投 与 は 、 異 な る 方 法 に よ り 、 例 え ば 、 静 脈 内 の 、 腹 腔 内 の 、
皮 下 の 、 筋 内 の 、 局 所 的 な ま た は 皮 内 の 投 与 に よ り 、 実 施 さ れ う る 。 適 切 な 薬 学 的 担 体 の
例 は 、 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 で あ り 、 リ ン 酸 緩 衝 食 塩 水 、 水 、 油 /水 乳 濁 液 の よ う な 乳
濁 液 、 様 々 な 型 の 湿 潤 剤 、 滅 菌 溶 液 な ど を 含 む 。 そ の よ う な 担 体 を 含 む 組 成 物 は 、 周 知 の
通 常 の 方 法 に よ り 製 剤 化 さ れ う る 。 こ れ ら の 薬 学 的 組 成 物 は 、 適 切 な 用 量 で 対 象 に 投 与 さ
れ う る 。 投 与 計 画 は 、 担 当 医 お よ び 臨 床 的 因 子 に お り 決 定 さ れ る 。 医 学 的 分 野 に お い て 周
知 で あ る が 、 任 意 の 1人 の 患 者 に つ い て の 投 与 量 は 、 患 者 の サ イ ズ 、 体 表 面 積 、 投 与 さ れ
る べ き 特 定 の 化 合 物 、 性 別 、 投 与 の 時 間 お よ び 経 路 、 一 般 的 健 康 、 な ら び に 同 時 に 投 与 さ
れ る こ と に な っ て い る 他 の 薬 物 を 含 む 、 多 く の 要 因 に 依 存 す る 。 投 与 の た め の 好 ま し い 用
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量 は 、 1日 あ た り 体 重 の 1キ ロ グ ラ ム あ た り 0.24 μ g～ 48 mg、 好 ま し く は 0.24 μ g～ 24 mg
、 よ り 好 ま し く は 0.24 μ g～ 2.4 mg、 よ り い っ そ う 好 ま し く は 0.24 μ g～ 1.2 mgお よ び 最
も 好 ま し く は 0.24 μ g～ 240 μ gユ ニ ッ ト の 範 囲 に あ り う る 。 特 に 好 ま し い 用 量 は 、 本 明
細 書 で 以 下 に 列 挙 さ れ て い る 。 経 過 は 、 定 期 的 評 価 に よ り モ ニ タ ー さ れ う る 。 用 量 は 変 わ
る も の で あ る が 、 DNAの 静 脈 内 投 与 に つ い て の 好 ま し い 用 量 は 、 核 酸 分 子 、 好 ま し く は DNA
分 子 の お よ そ 10 6 ～ 10 1 2 コ ピ ー で あ る 。 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た タ ン パ ク 性 ま た は 核 酸 化 合
物 を 含 む 本 発 明 の 薬 学 的 組 成 物 は 、 局 所 的 に ま た は 全 身 的 に 投 与 さ れ う る 。 投 与 は 、 一 般
的 に 、 非 経 口 で 、 例 え ば 静 脈 内 で あ る 。 DNAは ま た 、 例 え ば 、 内 部 も し く は 外 部 の 標 的 へ
の 微 粒 子 銃 の 送 達 に よ り 、 ま た は 動 脈 に お け る 部 位 へ の カ テ ー テ ル に よ り 、 標 的 部 位 へ 向
け ら れ て 投 与 さ れ う る 。 非 経 口 投 与 の た め の 調 製 物 は 、 滅 菌 水 ま た は 非 水 性 溶 液 、 懸 濁 液
、 お よ び 乳 濁 液 を 含 む 。 非 水 性 溶 媒 の 例 は 、 プ ロ ピ レ ン 、 グ リ コ ー ル 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ
コ ー ル 、 オ リ ー ブ 油 の よ う な 植 物 油 、 お よ び オ レ イ ン 酸 エ チ ル の よ う な 注 射 可 能 な 有 機 エ
ス テ ル で あ る 。 水 性 担 体 は 、 食 塩 水 お よ び 緩 衝 媒 体 を 含 む 、 水 、 ア ル コ ー ル 性 /水 性 溶 液
、 乳 濁 液 ま た は 懸 濁 液 を 含 む 。 非 経 口 媒 体 は 、 塩 化 ナ ト リ ウ ム 溶 液 、 リ ン ガ ー の ブ ド ウ 糖
、 ブ ド ウ 糖 お よ び 塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 乳 酸 加 リ ン ガ ー 液 、 ま た は 固 定 油 を 含 む 。 静 脈 内 の 媒
体 は 、 液 体 お よ び 栄 養 補 充 液 、 電 解 質 補 充 液 (リ ン ガ ー の ブ ド ウ 糖 に 基 づ い た も の )な ど を
含 む 。 保 存 剤 お よ び 他 の 添 加 剤 も ま た 存 在 し う り 、 例 え ば 、 抗 菌 剤 、 抗 酸 化 剤 、 キ レ ー ト
剤 、 不 活 性 ガ ス な ど の よ う な も の で あ る 。 さ ら に 、 本 発 明 の 薬 学 的 組 成 物 は 、 例 え ば 、 血
清 ア ル ブ ミ ン ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 、 好 ま し く は ヒ ト 起 源 の よ う な タ ン パ ク 性 担 体 を 含 み
う る 。 本 発 明 の 薬 学 的 組 成 物 は 、 タ ン パ ク 性 二 重 特 異 性 一 本 鎖 抗 体 構 築 物 ま た は そ れ を コ
ー ド す る 核 酸 分 子 も し く は ベ ク タ ー に 加 え て 、 薬 学 的 組 成 物 の 意 図 さ れ た 使 用 に 依 存 し て
、 さ ら に 、 生 物 活 性 の あ る 作 用 物 質 を 含 み う る こ と が 予 想 さ れ る 。 そ の よ う な 作 用 物 質 は
、 胃 腸 系 に 作 用 す る 薬 物 、 細 胞 増 殖 抑 制 剤 と し て 作 用 す る 薬 物 、 高 尿 酸 血 症 を 防 ぐ 薬 物 、
免 疫 反 応 を 抑 制 す る 薬 物 (例 え ば 、 コ ル チ コ ス テ ロ イ ド )、 循 環 系 に 作 用 す る 薬 物 お よ び /
ま た は T細 胞 共 刺 激 分 子 も し く は 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 の サ イ ト カ イ ン の よ う な 作 用 物
質 で あ り う る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 用 語 「 二 重 特 異 性 一 本 鎖 抗 体 構 築 物 」 は 、 ヒ ト CD3に 特 異 的 に 相 互 作 用 す る /結 合 す る 能
力 が あ る 、 上 記 の よ う な 可 変 領 域 (ま た は そ の 部 分 )か ら な る 1つ の ド メ イ ン を 含 み 、 か つ
ヒ ト CD19に 特 異 的 に 相 互 作 用 す る /結 合 す る 能 力 が あ る 、 上 記 の よ う な 可 変 領 域 (ま た は そ
の 部 分 )か ら な る 第 二 の ド メ イ ン を 含 む 、 構 築 物 に 関 す る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 前 記 結 合 /相 互 作 用 は ま た 、 「 特 異 的 な 認 識 」 を 定 義 す る も の と 理 解 さ れ る 。 用 語 「 特
異 的 に 認 識 す る こ と 」 と は 、 本 発 明 に 従 っ て 、 抗 体 分 子 が 、 本 明 細 書 に 定 義 さ れ た よ う な
ヒ ト 標 的 分 子 の そ れ ぞ れ の 少 な く と も 2つ の ア ミ ノ 酸 に 特 異 的 に 相 互 作 用 す る /結 合 す る 能
力 が あ る こ と を 意 味 す る 。 そ の 用 語 は 、 抗 体 分 子 の 特 異 性 、 す な わ ち 、 本 明 細 書 に 定 義 さ
れ た よ う な ヒ ト 標 的 分 子 の 特 定 の 領 域 の 間 を 識 別 す る 能 力 に 関 す る 。 抗 原 相 互 作 用 部 位 の
、 そ の 特 異 的 な 抗 原 と の 特 異 的 な 相 互 作 用 は 、 結 果 と し て 、 例 え ば 、 抗 原 の 高 次 構 造 の 変
化 、 抗 原 の オ リ ゴ マ ー 化 な ど の 誘 導 に よ り 、 シ グ ナ ル の 開 始 を 生 じ う る 。 さ ら に 、 そ の 結
合 は 、 「 キ ー ロ ッ ク 原 理 」 の 特 異 性 に よ り 例 示 さ れ う る 。 こ の よ う に 、 抗 原 相 互 作 用 部 位
お よ び 抗 原 の ア ミ ノ 酸 配 列 に お け る 特 定 の モ チ ー フ は 、 そ れ ら の 一 次 、 二 次 ま た は 三 次 構
造 の 結 果 、 な ら び に そ の 構 造 の 二 次 的 改 変 の 結 果 と し て 、 互 い に 結 合 す る 。 抗 原 相 互 作 用
部 位 の そ の 特 異 的 な 抗 原 と の 特 異 的 な 相 互 作 用 は 、 な お 、 そ の 部 位 の 抗 原 へ の 単 純 な 結 合
も 結 果 と し て 生 じ う る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 に 従 っ て 用 い ら れ る 場 合 、 用 語 「 特 異 的 な 相 互 作 用 」 と は 、 二 重 特 異 性 一 本 鎖 構
築 物 が 、 類 似 し た 構 造 の (ポ リ )ペ プ チ ド と 交 差 反 応 し な い 、 ま た は 本 質 的 に 交 差 反 応 し な
い こ と を 意 味 す る 。 研 究 中 の 二 重 特 異 性 一 本 鎖 構 築 物 の パ ネ ル の 交 差 反 応 性 は 、 例 え ば 、
通 常 の 条 件 下 で (例 え ば 、 Harlow and Lane, Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Sp
ring Harbor Laboratory Press, 1988お よ び Using Antibodies: A Laboratory Manual, C
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old Spring Harbor Laboratory Press, 1999を 参 照 )二 重 特 異 性 一 本 鎖 構 築 物 の そ の パ ネ
ル の 、 対 象 と な る (ポ リ )ペ プ チ ド へ の 、 お よ び 多 数 の 多 か れ 少 な か れ (構 造 的 お よ び /ま た
は 機 能 的 に )密 接 に 関 連 し た (ポ リ )ペ プ チ ド へ の 結 合 を 評 価 す る こ と に よ り 、 試 験 さ れ う
る 。 対 象 と な る (ポ リ )ペ プ チ ド /タ ン パ ク 質 に 結 合 す る が 、 他 の (ポ リ )ペ プ チ ド の い ず れ
に も 本 質 的 に 結 合 し な い 、 そ れ ら の 抗 体 の み が 、 対 象 と な る (ポ リ )ペ プ チ ド /タ ン パ ク 質
に 特 異 的 と み な さ れ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 抗 原 相 互 作 用 部 位 の 特 異 的 な 抗 原 と の 特 異 的 な 相 互 作 用 に つ い て の 例 は 、 リ ガ ン ド の そ
の 受 容 体 に 対 す る 特 異 性 を 含 む 。 そ の 定 義 は 、 特 に 、 そ の 特 異 的 な 受 容 体 へ の 結 合 に お い
て シ グ ナ ル を 誘 導 す る リ ガ ン ド の 相 互 作 用 を 含 む 。 対 応 す る リ ガ ン ド に つ い て の 例 は 、 そ
の 特 異 的 な サ イ ト カ イ ン 受 容 体 に 相 互 作 用 す る /結 合 す る サ イ ト カ イ ン を 含 む 。 ま た 特 に
、 そ の 定 義 に よ り 、 セ レ ク チ ン フ ァ ミ リ ー 、 イ ン テ グ リ ン の 抗 原 、 お よ び EGFの よ う な 成
長 因 子 の フ ァ ミ リ ー の 抗 原 の よ う な 抗 原 へ の 抗 原 相 互 作 用 部 位 の 結 合 が 含 ま れ る 。 そ の 相
互 作 用 に つ い て の 他 の 例 は 、 そ の 定 義 に よ り ま た 特 に 含 ま れ る が 、 抗 原 決 定 基 (エ ピ ト ー
プ )の 、 抗 体 の 抗 原 結 合 部 位 と の 相 互 作 用 で あ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 用 語 「 結 合 す る /相 互 作 用 す る 」 と は ま た 、 ヒ ト 標 的 分 子 も し く は そ の 部 分 の 2つ の 領 域
か ら な る 、 高 次 構 造 的 エ ピ ト ー プ 、 構 造 的 エ ピ ト ー プ 、 ま た は 不 連 続 な エ ピ ト ー プ に 関 し
う る 。 こ の 発 明 の 関 係 に お い て 、 高 次 構 造 的 エ ピ ト ー プ は 、 ポ リ ペ プ チ ド が 天 然 の タ ン パ
ク 質 へ 折 り 畳 め る 場 合 、 分 子 の 表 面 上 で い っ し ょ に な る 、 一 次 配 列 に お い て 分 離 さ れ た 2
つ ま た は そ れ 以 上 の 別 個 の ア ミ ノ 酸 配 列 に よ り 定 義 さ れ る (Sela, (1969) Science 166, 1
365お よ び Laver, (1990) Cell 61, 553-6)。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 用 語 「 不 連 続 な エ ピ ト ー プ 」 と は 、 本 発 明 の 関 係 に お い て 、 ポ リ ペ プ チ ド 鎖 の 遠 い 部 分
由 来 の 残 基 か ら 構 築 さ れ る 非 線 状 の エ ピ ト ー プ を 意 味 す る 。 こ れ ら の 残 基 は 、 ポ リ ペ プ チ
ド 鎖 が 三 次 元 構 造 へ と 折 り 畳 め て 高 次 構 造 的 /構 造 的 エ ピ ト ー プ を 構 成 す る 場 合 、 分 子 の
表 面 上 で い っ し ょ に な る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 に よ り 、 Ig由 来 抗 原 相 互 作 用 の 関 係 に お い て 用 い ら れ る 、 用 語 「 可 変 領 域 」 は 、
抗 体 、 抗 体 断 片 ま た は そ の 誘 導 体 由 来 の 1つ の CDRを 少 な く と も 含 む (ポ リ )ペ プ チ ド の 断 片
お よ び 誘 導 体 を 含 む 。 そ の 少 な く と も 1つ の CDRは 、 好 ま し く は CDR3、 よ り 好 ま し く は 抗 体
の 重 鎖 の CDR3(CDR-H3)で あ る こ と が 、 本 発 明 に よ り 予 想 さ れ る 。 し か し な が ら 、 他 の 抗 体
由 来 CDRも ま た 、 用 語 「 可 変 領 域 」 に よ り 特 に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 抗 体 の 「 特 異 的 結 合 」 は 、 2つ の パ ラ メ ー タ ー ： 定 性 的 パ ラ メ ー タ ー (結 合 エ ピ ト ー プ 、
す な わ ち 、 抗 体 が 結 合 す る 所 )お よ び 定 量 的 パ ラ メ ー タ ー (結 合 親 和 性 、 す な わ ち そ れ が 結
合 す る 所 に お い て そ れ が ど れ ほ ど 強 く 結 合 す る か )に よ り 主 と し て 特 徴 づ け ら れ る 。 ど の
エ ピ ト ー プ が 抗 体 に よ り 結 合 さ れ る か は 、 例 え ば 、 公 知 の FACS方 法 、 ペ プ チ ド ス ポ ッ ト エ
ピ ト ー プ マ ッ ピ ン グ 、 質 量 分 析 法 に よ り 有 利 に 測 定 さ れ う る 。 特 定 の エ ピ ト ー プ に 結 合 す
る 抗 体 の 強 度 は 、 例 え ば 、 公 知 の BIAcoreお よ び /ま た は ELISA方 法 に よ り 有 利 に 測 定 さ れ
う る 。 そ の よ う な 技 術 の 組 み 合 わ せ は 、 結 合 特 異 性 の 代 表 的 な 測 定 と し て シ グ ナ ル ： ノ イ
ズ 比 の 計 算 を 可 能 に す る 。 そ の よ う な シ グ ナ ル ： ノ イ ズ 比 に お い て 、 シ グ ナ ル は 、 対 象 と
な る エ ピ ト ー プ に 結 合 す る 抗 体 の 強 度 を 表 す の に 対 し て 、 ノ イ ズ は 、 対 象 と な る エ ピ ト ー
プ と は 異 な る 、 他 の 関 連 性 の な い エ ピ ト ー プ に 結 合 す る 抗 体 の 強 度 を 表 す 。 一 般 的 に 、 抗
体 が 、 別 の エ ピ ト ー プ よ り 一 つ の エ ピ ト ー プ に よ り 頻 繁 に お よ び /ま た は 強 く 結 合 す る 時
は い つ で も 、 そ の よ う な 抗 体 は 、 前 者 の エ ピ ト ー プ を 特 異 的 に 結 合 す る と 言 わ れ う る 。 好
ま し く は 、 対 象 と な る エ ピ ト ー プ と は 異 な る 他 の エ ピ ト ー プ に つ い て よ り 約 50倍 高 い 、 対
象 と な る エ ピ ト ー プ に つ い て の シ グ ナ ル ： ノ イ ズ 比 は 、 評 価 さ れ た 抗 体 が 特 異 的 な 様 式 で
対 象 と な る エ ピ ト ー プ を 結 合 す る 、 す な わ ち 、 「 特 異 的 結 合 因 子 」 で あ る 、 と い う し る し
と し て 解 釈 さ れ う る 。
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【 ０ ０ ２ ０ 】
　 下 で 詳 述 さ れ て い る が 、 可 変 領 域 の 一 部 は 、 少 な く と も 1つ の CDR(「 相 補 性 決 定 領 域 」 )
、 最 も 好 ま し く は 少 な く と も CDR3領 域 で あ り う る 。 一 本 鎖 抗 体 構 築 物 に お け る そ の 2つ の
ド メ イ ン /領 域 は 、 好 ま し く は 、 一 本 鎖 と し て お 互 い に 共 有 結 合 性 に 連 結 さ れ る 。 こ の 連
結 は 、 直 接 的 に (CD3に 対 し て 向 け ら れ た ド メ イ ン 1-CD19に 対 し て 向 け ら れ た ド メ イ ン 2ま
た は CD19に 対 し て 向 け ら れ た ド メ イ ン 1-CD3に 対 し て 向 け ら れ た ド メ イ ン 2)か ま た は 追 加
の ポ リ ペ プ チ ド リ ン カ ー 配 列 を 通 し て (ド メ イ ン 1-リ ン カ ー 配 列 -ド メ イ ン 2)か の い ず れ か
で も た ら さ れ る 。 リ ン カ ー が 用 い ら れ る 場 合 、 こ の リ ン カ ー は 、 好 ま し く は 、 第 一 お よ び
第 二 ド メ イ ン の そ れ ぞ れ が 、 お 互 い か ら 独 立 し て 、 そ れ ら の 異 な る 結 合 特 異 性 を 保 持 す る
こ と が で き る こ と を 保 証 す る の に 十 分 な 長 さ お よ び 配 列 を も つ 。 最 も 好 ま し く は 、 付 加 さ
れ た 実 施 例 に 実 証 さ れ て い る が 、 本 発 明 の 薬 学 的 組 成 物 に 用 い ら れ る 「 二 重 特 異 性 一 本 鎖
抗 体 構 築 物 」 は 、 二 重 特 異 性 一 本 鎖 Fv(scFv)で あ る 。 二 重 特 異 性 一 本 鎖 分 子 は 、 当 技 術 分
野 に お い て 公 知 で あ り 、 WO 99/54440, Mack, J. Immunol. (1997), 158, 3965-3970, Mac
k, PNAS, (1995), 92, 7021-7025, Kufer, Cancer Immunol. Immunother., (1997), 45, 
193-197, Loffler, Blood, (2000), 95, 6, 2098-2103, Bruhl, Immunol., (2001), 166,
 2420-2426, Kipriyanov. J. Mol. Biol., (1999), 293, 41-56に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 に 従 っ て 用 い ら れ る 場 合 、 用 語 「 一 本 鎖 」 と は 、 二 重 特 異 性 一 本 鎖 構 築 物 の そ の
第 一 お よ び 第 二 ド メ イ ン が 、 好 ま し く は 、 単 一 の 核 酸 分 子 に よ り コ ー ド 化 可 能 な 同 一 線 上
の ア ミ ノ 酸 配 列 の 形 を と っ て 、 共 有 結 合 性 に 連 結 さ れ て い る こ と を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 上 で 指 摘 さ れ て い る よ う に 、 CD19は 、 プ ロ B細 胞 お よ び 成 熟 B細 胞 に お い て の よ う な B系
統 に お い て 発 現 さ れ て い る 抗 原 を 示 し 、 そ れ は 、 脱 落 せ ず 、 す べ て の リ ン パ 腫 細 胞 上 に 一
律 に 発 現 さ れ 、 幹 細 胞 に は 存 在 し な い (Haagen (1992)前 記 ; Uckun (1988) PNAS 85, 8603
-8607)。 CD3は 、 多 分 子 T細 胞 受 容 体 複 合 体 の 一 部 と し て T細 胞 上 に 発 現 さ れ る 抗 原 を 示 す
、 か つ 少 な く と も 3つ の 異 な る 鎖 CD3ε 、 CD3δ お よ び CD3γ か ら な る 、 抗 原 を 示 す 。 T細 胞
上 の CD3の 、 例 え ば 、 固 定 化 抗 CD3抗 体 に よ る 、 ク ラ ス タ リ ン グ は 、 T細 胞 受 容 体 の 結 合 に
類 似 し て い る が 、 そ の ク ロ ー ン 典 型 的 特 異 性 と は 無 関 係 な T細 胞 活 性 化 へ と 導 く 。 実 際 に
、 た い て い の 抗 CD3抗 体 は 、 CD3ε 鎖 を 認 識 す る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 CD19ま た は CD3抗 原 を 特 異 的 に 認 識 す る 抗 体 は 、 先 行 文 献 、 例 え ば 、 Dubel (1994), J. 
Immunol. Methods 175, 89-95; Traunecker (1991) EMBO J. 10, 3655-3699ま た は Kipriy
anov, (1998)、 前 記 に 記 載 さ れ て い る 。 さ ら に 例 証 と な る 例 は 下 に 列 挙 さ れ て い る 。 さ ら
に な お 、 ヒ ト CD3お よ び /ま た は ヒ ト CD19に 対 し て 向 け ら れ た 抗 体 は 、 当 技 術 分 野 に お い て
公 知 の 通 常 の 方 法 に よ り 作 製 さ れ う る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 こ こ で 、 驚 く べ き こ と に 、 ヒ ト CD3お よ び ヒ ト CD19に 対 し て 向 け ら れ 、 か つ 形 式 V H (CD19
)-V L (CD19)-V H (CD3)-V L (CD3)、 V H (CD3)-V L (CD3)-V H (CD19)-V L (CD19)ま た は V H (CD3)-V L (CD
3)-V L (CD19)-V H (CD19)で 可 変 領 域 (VH(V H に 対 応 す る )、 VL(V L に 対 応 す る ))ま た は そ の 部 分
(例 え ば 、 CDR)を 含 む 二 重 特 異 性 一 本 鎖 構 築 物 は 、 こ れ ら の 構 築 物 が V L (CD3)-V H (CD3)-V L (
CD19)-V H (CD19)、 V L (CD3)-V H (CD3)-V H (CD19)-V L (CD19)、 V L (CD19)-V H (CD19)-V L (CD3)-V H (
CD3)ま た は V H (CD19)-V L (CD19)-V L (CD3)-V H (CD3)の よ う な 類 似 の 形 式 の 構 築 物 と 比 較 し て
有 利 で あ る た め 、 薬 学 的 組 成 物 と し て 特 に 有 用 で あ る こ と が 見 出 さ れ た 。 後 者 の 4つ の 構
築 物 形 式 は 、 付 加 さ れ た 実 施 例 に 示 さ れ て い る よ う に 、 EC 5 0 値 に よ り 反 映 さ れ て い る よ う
な 、 有 利 な 細 胞 障 害 性 活 性 が よ り 低 い こ と 、 お よ び /ま た は 効 率 的 も し く は 完 全 な 精 製 が
よ り 不 十 分 で あ る こ と を 特 徴 と す る 。 本 発 明 に 従 っ て 用 い ら れ る 一 本 鎖 構 築 物 の 抗 CD3部
分 は 、 N末 端 位 お よ び C末 端 位 に お い て 高 い 生 物 活 性 が あ る が 、 V H (CD3)-V L (CD3)に お け る
配 列 が 特 に 好 ま し い こ と は 、 特 に 驚 く べ き こ と で あ っ た 。 本 発 明 の 薬 学 的 組 成 物 に 用 い ら
れ る 構 築 物 は 、 有 利 な 生 産 お よ び 精 製 の 性 質 、 加 え て そ れ ら の 高 い 生 物 活 性 、 す な わ ち 、
そ れ ら の 望 ま し い 細 胞 障 害 活 性 を 特 徴 と す る 。 対 応 す る 高 い 生 物 活 性 は 、 細 胞 障 害 性 試 験
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で 測 定 さ れ る 低 ～ 極 低 の EC 5 0 値 に よ り 反 映 さ れ る 。 用 語 「 EC 5 0 」 は 、 本 発 明 の 関 係 に お い
て 、 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 の 、 お よ び 付 加 さ れ た 実 施 例 で 例 証 さ れ て い る よ う な 方 法 (
標 準 用 量 -応 答 曲 線 は 、 4つ の パ ラ メ ー タ ー ： ベ ー ス ラ イ ン 応 答 (下 端 )、 最 大 応 答 (上 端 )、
用 量 -応 答 増 加 の 傾 き 、 お よ び ベ ー ス ラ イ ン と 最 大 の 真 ん 中 の 応 答 を 誘 発 す る 薬 物 濃 度 (EC

5 0 )に よ り 定 義 さ れ る )に 従 っ て 測 定 さ れ る EC 5 0 値 に 対 応 す る 。 EC 5 0 は 、 ベ ー ス ラ イ ン (下
端 )と 最 大 応 答 (上 端 )の 真 ん 中 の 応 答 を 誘 発 す る 薬 物 ま た は 分 子 の 濃 度 と し て 定 義 さ れ る
。 細 胞 溶 解 (す な わ ち 、 細 胞 障 害 活 性 )の 割 合 は 、 と り わ け 、 本 明 細 書 の 上 で 開 示 さ れ た 放
出 ア ッ セ イ 、 例 え ば 、 5 1 Cr放 出 ア ッ セ イ 、 LDH放 出 ア ッ セ イ 、 カ ル セ イ ン 放 出 ア ッ セ イ な
ど に よ り 測 定 さ れ う る 。 本 発 明 の 関 係 に お い て 、 最 も 好 ま し く は 、 蛍 光 色 素 放 出 ア ッ セ イ
が 、 付 加 さ れ た 実 施 例 に 例 証 さ れ て い る よ う に 用 い ら れ る 。 こ こ で 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ
た 二 重 特 異 性 一 本 鎖 構 築 物 の CD19陽 性 細 胞 に 対 す る 強 い 細 胞 障 害 活 性 は 、 EC 5 0 値 </-(以 下
)500 pg/ml、 よ り 好 ま し く は </-400 pg/ml、 よ り い っ そ う 好 ま し く は </-300 pg/ml、 よ り
い っ そ う 好 ま し く は </-250 pg/ml、 最 も 好 ま し く は </-200 pg/mlを 含 む 分 子 に 関 す る 。 こ
こ で 、 驚 く べ き こ と に 、 形 式 VH(CD19)-VL(CD19)-VH(CD3)-VL(CD3)お よ び VH(CD3)-VL(CD3)
-VH(CD19)-VL(CD19)を も つ 特 定 の 構 築 物 が 、 こ れ ら の 構 築 物 を 薬 学 的 組 成 物 へ の 包 含 に よ
く 適 し た も の に す る 高 い 細 胞 障 害 活 性 に 加 え て 有 利 な 性 質 を 示 す こ と が 見 出 さ れ た 。 対 照
的 に 、 VH(CD19)-VL(CD19)-VL(CD3)-VH(CD3)の よ う な 他 の 構 築 物 は 、 例 え ば 後 者 の 構 築 物
を 薬 学 的 組 成 物 へ の 包 含 に ほ と ん ど 適 さ な い も の に さ せ る 、 非 常 に 乏 し い 生 産 性 /単 離 性
し か な い 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 発 明 の 薬 学 的 組 成 物 の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 そ の CD3特 異 的 ド メ イ ン の VHお よ び VL
領 域 は 、 X35-3、 VIT3、 BMA030(BW264/56)、 CLB-T3/3、 CRIS7、 YTH12.5、 F111-409、 CLB-T
3.4.2、 WT31、 WT32、 SPv-T3b、 11D8、 XIII-141、 XIII-46、 XIII-87、 12F6、 T3/RW2-8C8、
T3/RW2-4B6、 OKT3D、 M-T301、 SMC2お よ び F101.01か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る CD3特 異 的 抗
体 に 由 来 す る 。 こ れ ら の CD3特 異 的 抗 体 は 、 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 で あ り 、 と り わ け 、 T
unnacliffe (1989), Int. Immunol. 1, 546-550に 記 載 さ れ て い る 。 よ り 好 ま し い 態 様 に
お い て 、 そ の CD3特 異 的 ド メ イ ン の そ の VHお よ び VL領 域 は 、 OKT-3(上 で 定 義 か つ 記 載 さ れ
て い る )ま た は TR-66に 由 来 す る 。 よ り い っ そ う 好 ま し い (か つ 、 付 加 さ れ た 実 施 例 に 例 証
さ れ て い る よ う な )そ の VHお よ び VL領 域 は 、 Traunecker (1991), EMBO J. 10, 3655-3659
に よ り 記 載 さ れ た CD3に 対 し て 特 異 的 に 向 け ら れ た 抗 体 /抗 体 誘 導 体 で あ る か 、 ま た は そ れ
に 由 来 す る 。 本 発 明 に 従 っ て 、 そ の VHお よ び VL領 域 は 、 例 え ば 、 ヒ ト CD3ε に つ い て 遺 伝
子 組 換 え の マ ウ ス T細 胞 に お い て 、 他 の TCRサ ブ ユ ニ ッ ト の 関 係 に お け る ヒ ト CD3ε を 特 異
的 に 認 識 す る 能 力 が あ る 抗 体 /抗 体 誘 導 体 な ど に 由 来 す る 。 こ れ ら の 遺 伝 子 組 換 え マ ウ ス
細 胞 は 、 天 然 ま た は 天 然 に 近 い 高 次 構 造 で ヒ ト CD3エ ピ シ ロ ン を 発 現 さ せ る 。 従 っ て 、 CD3
ε 特 異 的 抗 体 由 来 の VHお よ び VL領 域 は 、 本 発 明 に 従 っ て 最 も 好 ま し く 、 そ の (親 の )抗 体 は
、 天 然 も し く は 天 然 に 近 い 構 造 を 反 映 し た エ ピ ト ー プ 、 ま た は TCR複 合 体 の 関 係 に お い て
提 示 さ れ た ヒ ト CD3の 高 次 構 造 的 エ ピ ト ー プ を 特 異 的 に 結 合 す る す る 能 力 が あ る べ き で あ
る 。 そ の よ う な 抗 体 は 、 Tunnacliffe (1989)に よ り 「 グ ル ー プ II」 抗 体 と し て 分 類 さ れ た
。 さ ら に 、 Tunnacliffe (1989)に お け る 分 類 は 、 CD3に 対 し て 向 け ら れ た 「 グ ル ー プ I」 お
よ び 「 グ ル ー プ III」 抗 体 の 定 義 を 含 む 。 UCHT1の よ う な 「 グ ル ー プ I」 抗 体 は 、 組 換 え タ
ン パ ク 質 お よ び 細 胞 表 面 上 の TCRの 一 部 と し て 発 現 さ れ た 両 方 の CD3ε を 認 識 す る 。 そ れ ゆ
え に 、 「 グ ル ー プ I」 抗 体 は 、 CD3ε に 高 特 異 的 で あ る 。 対 照 的 に 、 本 明 細 書 で 好 ま し い 「
グ ル ー プ II」 抗 体 は 、 他 の TCRサ ブ ユ ニ ッ ト と 会 合 し た 天 然 の TCR複 合 体 に お い て の み CD3
ε を 認 識 す る 。 理 論 に 縛 ら れ る も の で は な い が 、 「 グ ル ー プ II」 抗 体 に お い て 、 TCR関 係
が CD3ε の 認 識 に 必 要 と さ れ る こ と が 、 本 発 明 の 関 係 に お い て 推 測 さ れ る 。 CD3γ お よ び /
ま た は δ は 、 ε と 会 合 し て い る が 、 そ れ ら も ま た 、 「 グ ル ー プ II」 抗 体 の 結 合 に 関 与 し て
い る 。 す べ て の 3つ の サ ブ ユ ニ ッ ト は 、 タ ン パ ク 質 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ に よ り リ ン 酸 化 さ れ
る チ ロ シ ン で あ り う る 免 疫 チ ロ シ ン 活 性 化 モ チ ー フ (ITAM)を 発 現 さ せ る 。 こ う い う わ け で
、 「 グ ル ー プ II」 抗 体 は 、 CD3ε 、 γ お よ び δ を 経 由 し て T細 胞 シ グ ナ ル 伝 達 を 誘 導 し 、 CD
3ε を 経 由 し て T細 胞 シ グ ナ ル 伝 達 を 選 択 的 に 誘 導 す る 「 グ ル ー プ I」 抗 体 と 比 較 し て よ り
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強 い シ グ ナ ル へ と 導 く 。 さ ら に 、 治 療 的 適 用 の た め に 、 強 い T細 胞 シ グ ナ ル 伝 達 の 誘 導 が
望 ま し い た め 、 発 明 の 薬 学 的 組 成 物 に 含 ま れ る 二 重 特 異 性 一 本 鎖 構 築 物 に 用 い ら れ う る VH
(CD3)/VL(CD3)領 域 (ま た は そ れ ら の 部 分 )は 、 好 ま し く は 、 ヒ ト CD3に 対 し て 向 け ら れ 、 か
つ Tunnacliffe (1989)、 前 記 に よ る 「 グ ル ー プ II」 と し て 分 類 さ れ た 抗 体 由 来 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 の 薬 学 的 組 成 物 に 含 ま れ る 二 重 特 異 性 一 本 鎖 構 築 物 に 用 い ら れ う る 可 変 領 域 (V H
お よ び V L )を 供 給 す る ヒ ト CD19に 対 し て 向 け ら れ た 抗 体 /抗 体 分 子 /抗 体 誘 導 体 も ま た 、 当
技 術 分 野 に お い て 周 知 で あ り 、 付 加 さ れ た 実 施 例 に 例 証 さ れ て い る 。 ヒ ト CD19に 向 け ら れ
る 好 ま し い 抗 体 は 、 以 下 で あ る ：
　
　
　
　
　
　
　
　
。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 発 明 の 最 も 好 ま し い 態 様 に お い て 、 そ の V H (CD19)お よ び V L (CD19)領 域 (ま た は そ れ ら
の CDRの よ う な 部 分 )は 、 HD37ハ イ ブ リ ド ー マ に よ り 供 給 さ れ る 抗 体 由 来 で あ る (Pezzutto 
(1997), J. Immunol. 138, 2793-9)。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 周 知 で は あ る が 、 Fv、 完 全 な 抗 原 認 識 お よ び 結 合 部 位 を 含 む 最 小 限 の 抗 体 断 片 は 、 非 共
有 結 合 に お け る 1つ の 重 鎖 お よ び 1つ の 軽 鎖 の 可 変 領 域 (VHお よ び VL)の 二 量 体 か ら な る 。 天
然 の 抗 体 に 見 出 さ れ る 1つ に 対 応 す る こ の 立 体 配 置 に お い て 、 各 可 変 ド メ イ ン の 3つ の CDR
は 、 相 互 作 用 し て 、 VH-VL二 量 体 の 表 面 上 に 抗 原 結 合 部 位 を 限 定 す る 。 集 合 的 に 、 6つ の CD
Rは 、 抗 体 へ 抗 原 結 合 特 異 性 を 与 え る 。 CDRに 隣 接 す る フ レ ー ム ワ ー ク (FR)は 、 ヒ ト と マ ウ
ス の よ う に 様 々 な 種 の 天 然 免 疫 グ ロ ブ リ ン に 本 質 的 に 保 存 さ れ て い る 三 次 構 造 を も つ 。 こ
れ ら の FRは 、 そ れ ら の 適 切 な 配 向 で CDRを 保 持 す る 働 き を す る 。 定 常 ド メ イ ン は 、 結 合 機
能 に 必 要 と さ れ な い が 、 VH-VL相 互 作 用 を 安 定 化 さ せ る の を 助 け う る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 発 明 の 薬 学 的 組 成 物 に 供 給 さ れ る 二 重 特 異 性 抗 体 構 築 物 は さ ら に 改 変 さ れ る こ と も ま
た 、 本 発 明 の 関 係 に お い て 予 想 さ れ る 。 特 に 、 本 明 細 書 に 定 義 さ れ て い る よ う に 形 式 V H (C
D19)-V L (CD19)-V H (CD3)-V L (CD3)、 V H (CD3)-V L (CD3)-V H (CD19)-V L (CD19)ま た は V H (CD3)-V L
(CD3)-V L (CD19)-V H (CD19)で の 二 重 特 異 性 一 本 鎖 抗 体 構 築 物 は 脱 免 疫 さ れ る こ と が 予 想 さ
れ る 。 最 も 好 ま し く は 、 少 な く と も CD3結 合 部 分 が 脱 免 疫 さ れ る 。 脱 免 疫 は 、 潜 在 的 な T細
胞 エ ピ ト ー プ 内 の ア ミ ノ 酸 の 置 換 を 行 う こ と を 必 要 と す る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 発 明 の 薬 学 的 組 成 物 は 、 上 で 定 義 さ れ て い る よ う に 形 式 V H (CD19)-V L (CD19)-V H (CD3)-
V L (CD3)、 V H (CD3)-V L (CD3)-V H (CD19)-V L (CD19)ま た は V H (CD3)-V L (CD3)-V L (CD19)-V H (CD19
)で あ っ て 、 そ の V H 領 域 が ア ミ ノ 酸 配 列 ： SEQ ID NO： 54ま た は 77を 含 む 少 な く と も 1つ の C
DR3領 域 (CDR-H3す な わ ち V H の CDR-3)を 含 む 形 式 に お い て 、 二 重 特 異 性 一 本 鎖 抗 体 構 築 物 を
含 む こ と が 予 想 さ れ 、 か つ 好 ま し い 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 明 細 書 に 用 い ら れ る 場 合 、 用 語 「 CDR領 域 」 は 、 抗 体 分 子 の 「 相 補 性 決 定 領 域 」 を 示
す 。 従 っ て 、 用 語 「 CDR3領 域 」 と 同 義 語 の 、 用 語 「 CDR-3領 域 」 は 、 抗 体 分 子 /抗 体 構 築 物
の 「 相 補 性 決 定 領 域 3」 に 関 す る 。 対 応 す る CDR-2お よ び CDR-1領 域 に つ い て 、 同 じ こ と が
必 要 な 変 更 を 加 え て あ て は ま る 。 本 発 明 の 薬 学 的 組 成 物 に 含 ま れ る 二 重 特 異 性 一 本 鎖 構 築
物 は 、 CDR-3領 域 を 含 む だ け で な く 、 ヒ ト CD3お よ び ヒ ト CD19に 対 し て 向 け ら れ た 抗 体 /抗
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体 分 子 の 可 変 領 域 /可 変 ド メ イ ン (VH/VL)の CDR-1ま た は CDR-2領 域 も ま た 含 ま れ る 。 最 も 好
ま し く は 、 そ の 分 子 は 、 CD3に 対 し て 向 け ら れ た 抗 体 の VHの 少 な く と も 1つ の CDR-3領 域 お
よ び VLド メ イ ン の 少 な く と も 1つ の CDR-3領 域 、 な ら び に CD19に 対 し て 向 け ら れ た 抗 体 の VH
の 少 な く と も 1つ の CDR-3領 域 お よ び VLド メ イ ン の 少 な く と も 1つ の CDR-3領 域 を 含 む 。 最 も
好 ま し く は 、 発 明 の 薬 学 的 組 成 物 の 二 重 特 異 性 一 本 鎖 構 築 物 は 、 さ ら に 、 本 明 細 書 に 定 義
さ れ た VHお よ び VLド メ イ ン に お け る 、 少 な く と も 1つ の さ ら な る CDR-1領 域 な ら び に /ま た
は 少 な く と も 1つ の さ ら な る CDR-2領 域 を 含 む 。 従 っ て 、 本 明 細 書 に 定 義 さ れ た 二 重 特 異 性
一 本 鎖 構 築 物 は 、 ヒ ト CD3、 好 ま し く は ヒ ト CD3ε に 対 し て 向 け ら れ た 抗 体 /抗 体 分 子 の VL
の CDR-1、 CDR-2、 CDR-3領 域 、 な ら び に VHの CDR-1、 CDR-2、 CDR-3領 域 を 含 み う り 、 さ ら に
、 ヒ ト CD19に 対 し て 向 け ら れ た 抗 体 /抗 体 分 子 の VLの CDR-1、 CDR-2、 CDR-3領 域 、 な ら び に
VHの CDR-1、 CDR-2、 CDR-3領 域 を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 好 ま し く は 、 そ の VH(CD3)領 域 は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 ： SEQ ID NO： 53ま た は 76を 含 む 少 な く
と も 1つ の CDR2領 域 を 含 む 。 そ の VH(CD3)領 域 は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 ： SEQ ID NO： 52ま た は 75
を 含 む 少 な く と も 1つ の CDR1領 域 を 含 む こ と も ま た 予 想 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 VL(CD3)領 域 は 、 好 ま し く は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 ： SEQ ID NO： 57ま た は 74を 含 む 少 な く と も
1つ の CDR3領 域 を 含 む 。 VL(CD3)は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 ： SEQ ID NO： 56ま た は 73を 含 む 少 な く
と も 1つ の CDR2領 域 を 含 み う る 。 VL(CD3)は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 ： SEQ ID NO： 55ま た は 72を 含
む 少 な く と も 1つ の CDR1領 域 も ま た 含 み う る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 本 明 細 書 の 上 で 述 べ ら れ て い る よ う に 、 発 明 の 薬 学 的 組 成 物 に 含 ま れ る 構 築 物 は 、 ヒ ト
CD3に 対 し て 向 け ら れ た 抗 体 の VH領 域 の 少 な く と も 1つ の CDR-3、 ヒ ト CD3に 対 し て 向 け ら れ
た 抗 体 の VL領 域 の 少 な く と も 1つ の CDR-3、 ヒ ト CD19に 対 し て 向 け ら れ た 抗 体 の VH領 域 の 少
な く と も 1つ の CDR-3お よ び ヒ ト CD19に 対 し て 向 け ら れ た 抗 体 の VL領 域 の 少 な く と も 1つ の C
DR-3を 含 む 。 し か し な が ら 、 最 も 好 ま し い 態 様 に お い て 、 付 加 さ れ た 実 施 例 に 例 証 さ れ て
い る よ う に 、 発 明 の 薬 学 的 組 成 物 に 含 ま れ る 二 重 特 異 性 一 本 鎖 構 築 物 は 、 CDR-3領 域 だ け
で な く 、 CDR1お よ び /ま た は CDR2領 域 も ま た 含 む VHな ら び に VL領 域 を 含 む 。 特 に 、 本 明 細
書 に 定 義 さ れ て い る よ う な CDR領 域 、 好 ま し く は CDR1領 域 、 よ り 好 ま し く は CDR1領 域 お よ
び CDR2領 域 、 最 も 好 ま し く は CDR1領 域 、 CDR2領 域 お よ び CDR3領 域 は 、 本 明 細 書 に 定 義 さ れ
た さ ら な る 二 重 特 異 性 一 本 鎖 構 築 物 を 作 製 す る た め に 用 い ら れ う る 。 最 も 好 ま し く は 、 発
明 の 薬 学 的 組 成 物 に 含 ま れ る 二 重 特 異 性 一 本 鎖 構 築 物 は 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ て い る 親 の
抗 体 由 来 で あ り 、 上 で 開 示 さ れ て い る よ う に 、 そ の 親 の 抗 体 と 、 VH領 域 の CDR-3ド メ イ ン
お よ び VL領 域 の CDR-3ド メ イ ン を 共 有 す る 。 さ ら に 、 発 明 の 薬 学 的 組 成 物 に 含 ま れ る 二 重
特 異 性 一 本 鎖 構 築 物 は ま た 、 改 変 さ れ た CDR領 域 を 含 む こ と も ま た 予 想 さ れ る 。 特 に 、 CDR
2お よ び /ま た は CDR1領 域 (ま た は CDR間 の フ レ ー ム ワ ー ク も し く は リ ン カ ー )が 脱 免 疫 さ れ
る こ と が 、 例 え ば 、 予 想 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 発 明 の 薬 学 的 組 成 物 に 含 ま れ る 二 重 特 異 性 一 本 鎖 抗 体
構 築 物 は 、 (a)SEQ ID NO： 2、 10ま た は 14記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 ； (b)SEQ ID NO： 1、 9ま た
は 13に 示 さ れ る 核 酸 配 列 に よ り コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 ； (c)(b)の 相 補 的 核 酸 配 列 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 配 列 に よ り コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列
； お よ び (d)遺 伝 暗 号 の 結 果 と し て (b)の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 対 し て 縮 重 で あ る 核 酸 配 列 に
よ り コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 本 明 細 書 に 用 い ら れ る 場 合 、 用 語 「 ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 」 は 、 本 明 細 書 に 定 義 さ れ た 二
重 特 異 性 一 本 鎖 構 築 物 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は そ の 部 分 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す
る 能 力 が あ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド /核 酸 配 列 を 指 す 。 そ れ ゆ え に 、 そ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は
、 RNAも し く は DNA調 製 物 の 、 そ れ ぞ れ 、 ノ ー ザ ン も し く は サ ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に お け る プ
ロ ー ブ と し て 有 用 で あ り う る 、 ま た は そ れ ら の そ れ ぞ れ の サ イ ズ に 依 存 し て PCR分 析 に お
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け る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー と し て 用 い ら れ う る 。 好 ま し く は 、 そ の ハ イ ブ リ ダ イ
ズ す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 少 な く と も 10ヌ ク レ オ チ ド 長 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 15
ヌ ク レ オ チ ド 長 を 含 む が 、 プ ロ ー ブ と し て 用 い ら れ う る 本 発 明 の ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド は 、 好 ま し く は 、 少 な く と も 100ヌ ク レ オ チ ド 長 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と
も 200ヌ ク レ オ チ ド 長 、 ま た は 最 も 好 ま し く は 少 な く と も 500ヌ ク レ オ チ ド 長 を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 核 酸 分 子 で の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 実 験 を 行 う 方 法 は 、 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 で あ
る 、 す な わ ち 、 当 業 者 は 、 本 発 明 に 従 っ て 、 ど ん な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 を 用 い な
け れ ば な ら な い か を 知 っ て い る 。 そ の よ う な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 は 、 Molecular 
Cloning A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory (2001) N.Y.の よ う な 標
準 的 な テ キ ス ト ブ ッ ク に 言 及 さ れ て い る 。 本 発 明 に 従 っ て 好 ま し い の は 、 ス ト リ ン ジ ェ ン
ト な 条 件 下 で 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は そ の 部 分 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 能 力 が あ る
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 「 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 」 と は 、 す な わ ち 、 50％ ホ ル ム ア ミ
ド 、 5× SSC(750 mM NaCl、 75 mM ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム )、 50 mM リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム (pH 7.6
)、 5× デ ン ハ ル ト 溶 液 、 10％ 硫 酸 デ キ ス ト ラ ン 、 お よ び 20 μ g/ml 変 性 し た 剪 断 サ ケ 精 子
DNAを 含 む 溶 液 に お け る 42℃ で の 一 晩 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 、 続 い て 0.1× SSCに お け る 約 6
5℃ で フ ィ ル タ ー を 洗 浄 す る こ と を 指 す 。 よ り 低 い ス ト リ ン ジ ェ ン ト 性 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン 条 件 に お い て 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 分 子 も ま た 企
図 さ れ る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ び シ グ ナ ル 検 出 の ス ト リ ン ジ ェ ン ト 性 に お け る 変
化 は 、 主 と し て 、 ホ ル ム ア ミ ド 濃 度 (ホ ル ム ア ミ ド の よ り 低 い 割 合 が 結 果 と し て ス ト リ ン
ジ ェ ン ト 性 の 低 下 を 生 じ る )； 塩 条 件 ま た は 温 度 の 操 作 を 通 し て 達 成 さ れ る 。 例 え ば 、 よ
り 低 い ス ト リ ン ジ ェ ン ト 性 条 件 は 、 6× SSPE(20× SSPE = 3 M NaCl; 0.2 M NaH2PO4; 0.02
 M EDTA, pH 7.4)、 0.5％ SDS、 30％ ホ ル ム ア ミ ド 、 100 μ g/ml サ ケ 精 子 ブ ロ ッ キ ン グ DNA
を 含 む 溶 液 に お け る 37℃ で の 一 晩 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン ； 続 い て 1× SSPE、 0.1％ SDSで の 5
0℃ に お け る 洗 浄 を 含 む 。 さ ら に 、 よ り い っ そ う 低 い ス ト リ ン ジ ェ ン ト 性 に 達 す る た め に
、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 後 に 行 わ れ る 洗 浄 は 、 よ り 高 い 塩 濃 度 (例
え ば 、 5× SSC)に お い て な さ れ う る 。 上 の 条 件 に お け る 変 化 が 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
実 験 に お い て バ ッ ク グ ラ ウ ン ド を 抑 制 す る た め に 用 い ら れ る 代 替 の ブ ロ ッ キ ン グ 試 薬 の 包
含 お よ び /ま た は 置 換 を 通 し て 達 成 さ れ う る こ と は 、 留 意 す べ き で あ る 。 典 型 的 な ブ ロ ッ
キ ン グ 試 薬 は 、 デ ン ハ ル ト 試 薬 、 BLOTTO、 ヘ パ リ ン 、 変 性 サ ケ 精 子 DNA、 お よ び 市 販 さ れ
て い る 専 売 製 剤 を 含 む 。 特 定 の ブ ロ ッ キ ン グ 試 薬 の 包 含 は 、 適 合 性 に 関 す る 問 題 に よ り 、
上 記 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 の 改 変 を 必 要 と す る 場 合 が あ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 上 で 述 べ ら れ て い る よ う に 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た 二 重 特 異 性 一 本 鎖 構 築 物 に 含 ま れ る
そ の 可 変 ド メ イ ン は 、 追 加 の リ ン カ ー 配 列 に よ り 連 結 さ れ る 。 用 語 「 ペ プ チ ド リ ン カ ー 」
は 、 本 発 明 に 従 っ て 、 本 発 明 の 三 量 体 の ポ リ ペ プ チ ド 構 築 物 の 単 量 体 の 第 一 ド メ イ ン お よ
び 第 二 ド メ イ ン の ア ミ ノ 酸 配 列 を 、 互 い に 連 結 す る ア ミ ノ 酸 を 定 義 す る 。 そ の よ う な ペ プ
チ ド リ ン カ ー の 本 質 的 な 技 術 的 特 徴 は 、 そ の ペ プ チ ド リ ン カ ー が 重 合 活 性 を 少 し も 含 ま な
い こ と で あ る 。 特 に 好 ま し い ペ プ チ ド リ ン カ ー は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 Gly-Gly-Gly-Gly-Ser、
す な わ ち Gly 4 Ser、 ま た は そ の 重 合 体 、 す な わ ち (Gly 4 Ser)x、 xは 整 数 1ま た は そ れ 以 上 を
特 徴 と す る 。 二 次 構 造 の 促 進 の 欠 如 を 含 む 、 そ の ペ プ チ ド リ ン カ ー の 特 徴 は 、 当 技 術 分 野
に お い て 公 知 で あ り 、 例 え ば 、 Dall'Acqua et al. (Biochem. (1998) 37, 9266-9237), G
headle et al. (Mol Immunol (1992) 29, 21-30)お よ び Raag and Whitlow (FASEB (1995)
 9(1), 73-80)に 記 載 さ れ て い る 。 ま た 、 特 に 好 ま し い の は 、 よ り 少 な い ア ミ ノ 酸 残 基 を
含 む ペ プ チ ド リ ン カ ー で あ る 。 5個 未 満 の ア ミ ノ 酸 を も つ 予 想 さ れ る ペ プ チ ド リ ン カ ー は
、 4個 、 3個 、 2個 ま た は 1個 の ア ミ ノ 酸 を 含 み 、 Gly豊 富 な リ ン カ ー が 好 ま し い 。 そ の 「 ペ
プ チ ド リ ン カ ー 」 の 関 係 に お い て 特 に 好 ま し い 「 単 一 の 」 ア ミ ノ 酸 は 、 Glyで あ る 。 従 っ
て 、 そ の ペ プ チ ド リ ン カ ー は 、 単 一 の ア ミ ノ 酸 Glyか ら な り う る 。 さ ら に 、 ま た い ず れ の
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二 次 構 造 も 促 進 し な い ペ プ チ ド リ ン カ ー が 好 ま し い 。 そ れ ら の ド メ イ ン の お 互 い と の 連 結
は 、 例 え ば 、 実 施 例 に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 遺 伝 子 操 作 に よ り 与 え ら れ う る 。 融 合 さ れ
た 、 お よ び 動 作 可 能 に 連 結 さ れ た 、 二 重 特 異 性 一 本 鎖 構 築 物 を 調 製 し 、 そ れ ら を 哺 乳 動 物
細 胞 ま た は 細 菌 で 発 現 さ せ る た め の 方 法 は 、 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 で あ る (例 え ば 、 WO 
99/54440ま た は Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spri
ng Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York, 2001)。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 本 発 明 は ま た 、 上 で 定 義 さ れ た 二 重 特 異 性 一 本 鎖 抗 体 構 築 物 、 す な わ ち 、 形 式 VH(CD19)
-VL(CD19)-VH(CD3)-VL(CD3)、 VH(CD3)-VL(CD3)-VH(CD19)-VL(CD19)ま た は VH(CD3)-VL(CD3
)-VL(CD19)-VH(CD19)に お け る 二 重 特 異 性 構 築 物 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 含 む 薬 学 的 組 成
物 を 提 供 す る 。 こ れ ら の う ち 、 形 式 VH(CD19)-VL(CD19)-VH(CD3)-VL(CD3)お よ び VH(CD3)-V
L(CD3)-VH(CD19)-VL(CD19)の 二 重 特 異 性 構 築 物 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 が 、 そ れ ぞ れ 、 特 に
、 そ の よ う な 薬 学 的 組 成 物 に お け る 包 含 に つ い て 有 利 で あ る 。 対 照 的 に 、 例 え ば 、 形 式 VH
(CD19)-VL(CD19)-VL(CD3)-VH(CD3)の 二 重 特 異 性 構 築 物 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 は 、 薬 学 的
組 成 物 へ の 包 含 に は ほ と ん ど 適 さ ず 、 後 者 は 、 生 産 性 /単 離 性 が 非 常 に 乏 し い 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 核 酸 分 子 は 、 天 然 に 存 在 す る 核 酸 分 子 お よ び 組 換 え 核 酸 分 子 で あ り う る 。 本 発 明 の 核 酸
分 子 は 、 そ れ ゆ え に 、 天 然 の 起 源 、 合 成 ま た は 半 合 成 で あ り う る 。 そ れ は 、 DNA、 RNAお よ
び PNAを 含 み う り 、 そ れ ら の ハ イ ブ リ ッ ド で あ り う る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 制 御 配 列 が 本 発 明 の 核 酸 分 子 へ 付 加 さ れ う る こ と は 、 当 業 者 に と っ て 明 ら か で あ る 。 例
え ば 、 プ ロ モ ー タ ー 、 転 写 エ ン ハ ン サ ー お よ び /ま た は 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現
の 誘 導 を 可 能 に す る 配 列 が 用 い ら れ う る 。 適 し た 誘 導 系 は 、 例 と し て 、 例 え ば 、 Gossen a
nd Bujard(Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89 (1992), 5547-5551)お よ び Gossen et al. (T
rends Biotech. 12 (1984), 58-62)に 記 載 さ れ た よ う な テ ト ラ サ イ ク リ ン 制 御 遺 伝 子 発 現
、 ま た は 、 例 え ば 、 Crook (1989) EMBO J. 8, 513-519に よ り 記 載 さ れ た よ う な デ キ サ メ
タ ゾ ン 誘 導 性 遺 伝 子 発 現 系 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 さ ら に 、 核 酸 分 子 が 、 例 え ば 、 チ オ エ ス テ ル 結 合 お よ び /ま た は ヌ ク レ オ チ ド 類 似 体 を
含 み う る こ と は 、 さ ら な る 目 的 と し て 予 想 さ れ る 。 そ の 改 変 は 、 細 胞 に お け る エ ン ド ヌ ク
レ ア ー ゼ お よ び /ま た は エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ に 対 す る 核 酸 分 子 の 安 定 化 に と っ て 有 用 で あ
り う る 。 そ の 核 酸 分 子 は 、 細 胞 に お い て そ の 核 酸 分 子 の 転 写 を 可 能 に す る キ メ ラ の 遺 伝 子
を 含 む 適 切 な ベ ク タ ー に よ り 転 写 さ れ う る 。 こ の 点 で 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 「 遺
伝 子 タ ー ゲ テ ィ ン グ 」 ま た は 「 遺 伝 子 治 療 」 の ア プ ロ ー チ に 用 い ら れ う る こ と も ま た 、 理
解 さ れ る べ き で あ る 。 も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 そ の 核 酸 分 子 は 標 識 さ れ る 。 核 酸 の 検 出
の た め の 方 法 は 、 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 で あ り 、 例 え ば 、 サ ザ ン お よ び ノ ー ザ ン ブ ロ ッ
テ ィ ン グ 、 PCRま た は プ ラ イ マ ー 伸 長 で あ る 。 こ の 態 様 は 、 遺 伝 子 治 療 ア プ ロ ー チ 中 に 上
記 の 核 酸 分 子 の 導 入 の 成 功 を 検 証 す る た め の 方 法 を ス ク リ ー ニ ン グ す る の に 有 用 で あ り う
る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 核 酸 分 子 は 、 前 記 の 核 酸 分 子 の い ず れ か を 単 独 か ま た は 組 み 合 わ せ か の い ず れ か で 含 む
、 組 換 え 的 に 作 製 さ れ た キ メ ラ の 核 酸 分 子 で あ り う る 。 好 ま し く は 、 核 酸 分 子 は ベ ク タ ー
の 一 部 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 本 発 明 は 、 そ れ ゆ え に 、 本 発 明 に 記 載 さ れ た 核 酸 分 子 を 含 む ベ ク タ ー を 含 む 薬 学 的 組 成
物 に 関 す る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 本 発 明 の ベ ク タ ー は 、 例 え ば 、 プ ラ ス ミ ド 、 コ ス ミ ド 、 ウ イ ル ス 、 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ
、 ま た は 、 例 え ば 、 遺 伝 子 操 作 に 通 常 に 用 い ら れ る 別 の ベ ク タ ー で あ っ て よ く 、 適 し た 宿
主 細 胞 に お い て 、 か つ 適 し た 条 件 下 で 、 そ の ベ ク タ ー の 選 択 を 可 能 に す る マ ー カ ー 遺 伝 子
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の よ う な さ ら な る 遺 伝 子 を 含 み う る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 さ ら に 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た 二 重 特 異 性 一 本 鎖 構 築 物 の 作 製 に 用 い ら れ う る 、 ま た は
本 発 明 の 薬 学 的 組 成 物 に 用 い ら れ う る ベ ク タ ー は 、 本 発 明 の 核 酸 配 列 に 加 え て 、 適 し た 宿
主 に お い て コ ー ド 領 域 の 適 切 な 発 現 を 可 能 に す る 、 発 現 制 御 エ レ メ ン ト を 含 み う る 。 そ の
よ う な 制 御 エ レ メ ン ト は 、 当 業 者 に 公 知 で あ り 、 プ ロ モ ー タ ー 、 ス プ ラ イ ス カ セ ッ ト 、 翻
訳 開 始 コ ド ン 、 ベ ク タ ー へ 挿 入 断 片 を 導 入 す る た め の 翻 訳 お よ び 挿 入 部 位 を 含 み う る 。 好
ま し く は 、 そ の 核 酸 分 子 は 、 真 核 ま た は 原 核 細 胞 に お い て 発 現 を 可 能 に す る そ の 発 現 制 御
配 列 に 機 能 的 に 連 結 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 真 核 お よ び 原 核 細 胞 に お い て 発 現 を 保 証 す る 制 御 エ レ メ ン ト は 、 当 業 者 に と っ て 周 知 で
あ る 。 本 明 細 書 の 上 で 述 べ ら れ て い る よ う に 、 そ れ ら は 、 通 常 、 転 写 の 開 始 を 保 証 す る 制
御 配 列 、 な ら び に 任 意 で 、 転 写 の 終 結 お よ び 転 写 産 物 の 安 定 化 を 保 証 す る ポ リ Aシ グ ナ ル
を 含 む 。 追 加 の 制 御 エ レ メ ン ト は 、 転 写 お よ び 翻 訳 エ ン ハ ン サ ー 、 お よ び /ま た は 天 然 で
付 随 し た も し く は 異 種 性 の プ ロ モ ー タ ー 領 域 を 含 み う る 。 例 え ば 、 哺 乳 動 物 の 宿 主 細 胞 に
お い て 発 現 を 可 能 に す る 可 能 な 制 御 エ レ メ ン ト は 、 CMV-HSVチ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ プ ロ モ ー タ
ー 、 SV40、 RSVプ ロ モ ー タ ー (ラ ウ ス 肉 腫 ウ イ ル ス )、 ヒ ト 伸 長 因 子 、 1α -プ ロ モ ー タ ー 、
グ ル コ コ ル チ コ イ ド 誘 導 性 MMTVプ ロ モ ー タ ー (モ ロ ニ ー マ ウ ス 腫 瘍 ウ イ ル ス )、 メ タ ロ チ オ
ネ イ ン も し く は テ ト ラ サ イ ク リ ン 誘 導 性 プ ロ モ ー タ ー 、 ま た は CMVエ ン ハ ン サ ー も し く は S
V40エ ン ハ ン サ ー の よ う な エ ン ハ ン サ ー を 含 む 。 白 血 球 に お け る 発 現 に つ い て 、 特 定 の プ
ロ モ ー タ ー が 用 い ら れ う る こ と が 予 想 さ れ る 。 そ の プ ロ モ ー タ ー は 、 当 技 術 分 野 に お い て
公 知 で あ り 、 と り わ け 、
　
　
　
　
　
　
　
　
に 記 載 ま た は 言 及 さ れ て い る 。 原 核 細 胞 に お け る 発 現 に つ い て 、 例 え ば 、 tac-lac-プ ロ モ
ー タ ー ま た は trpプ ロ モ ー タ ー を 含 む 多 数 の プ ロ モ ー タ ー が 記 載 さ れ て い る 。 転 写 の 開 始
に 関 与 す る エ レ メ ン ト の ほ か に 、 そ の よ う な 制 御 エ レ メ ン ト は ま た 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の
下 流 に 、 SV40-ポ リ A部 位 ま た は tk-ポ リ A部 位 の よ う な 転 写 終 結 シ グ ナ ル を 含 み う る 。 こ の
よ う な 関 係 に お い て 、 Okayama-Berg cDNA発 現 ベ ク タ ー pcDV1(Pharmacia)、 pRc/CMV、 pcDN
A1、 pcDNA3(In-vitrogene)、 pSPORT1(GIBCO BRL)、 pX(Pagano (1992) Science 255, 1144
-1147)、 pEG202お よ び dpJG4-5(Gyuris (1995) Cell 75, 791-803)の よ う な 酵 母 ツ ー ハ イ
ブ リ ッ ド ベ ク タ ー 、 ま た は λ gt11も し く は pGEX(Amersham-Pharmacia)の よ う な 原 核 生 物 の
発 現 ベ ク タ ー の よ う な 適 し た 発 現 ベ ク タ ー は 、 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 で あ る 。 本 明 細 書
に 記 載 さ れ た 二 重 特 異 性 一 本 鎖 構 築 物 を コ ー ド す る 核 酸 分 子 の ほ か に 、 ベ ク タ ー は 、 分 泌
シ グ ナ ル を コ ー ド す る 核 酸 配 列 を さ ら に 含 み う る 。 そ の よ う な 配 列 は 、 当 業 者 に 周 知 で あ
る 。 さ ら に 、 用 い ら れ る 発 現 系 に 依 存 し て 、 本 発 明 の ペ プ チ ド を 細 胞 内 区 画 へ 方 向 づ け る
能 力 が あ る リ ー ダ ー 配 列 は 、 本 発 明 の 核 酸 分 子 の コ ー ド 配 列 に 付 加 さ れ う り 、 当 技 術 分 野
に お い て 周 知 で あ る 。 リ ー ダ ー 配 列 は 、 翻 訳 開 始 配 列 お よ び 翻 訳 終 結 配 列 と 適 切 な 相 で 集
合 さ せ ら れ 、 好 ま し く は 、 リ ー ダ ー 配 列 は 、 翻 訳 さ れ た タ ン パ ク 質 の 分 泌 ま た は そ の タ ン
パ ク 質 を 、 細 胞 膜 周 辺 腔 ま た は 細 胞 外 培 地 へ 方 向 づ け る 能 力 が あ る 。 任 意 で 、 異 種 性 配 列
は 、 望 ま し い 特 徴 、 例 え ば 、 発 現 さ れ た 組 換 え 産 物 の 安 定 化 ま た は 単 純 化 さ れ た 精 製 を 与
え る C末 端 ま た は N末 端 同 定 ペ プ チ ド を 含 む 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド し う る 。 い っ た ん 、 ベ
ク タ ー が 適 切 な 宿 主 へ 組 み 入 れ ら れ た な ら ば 、 宿 主 は 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 高 レ ベ ル 発 現
に 適 し た 条 件 下 で 維 持 さ れ 、 所 望 さ れ た と お り 、 続 い て 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た 二 重 特 異 性
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一 本 鎖 構 築 物 を 回 収 し 精 製 す る こ と が で き る 。 本 発 明 は ま た 、 従 っ て 、 本 明 細 書 に 定 義 さ
れ た よ う な ベ ク タ ー を 含 む 宿 主 細 胞 に 関 す る 。 そ の よ う な 宿 主 は 、 本 発 明 の 薬 学 的 組 成 物
に 、 お よ び 医 学 的 /薬 学 的 設 定 に 直 接 的 に 、 含 ま れ る 二 重 特 異 性 一 本 鎖 構 築 物 を 得 る た め
の 方 法 に お い て 有 用 で あ り う る 。 そ の 宿 主 細 胞 は ま た 、 形 質 導 入 さ れ た ま た は ト ラ ン ス フ
ェ ク シ ョ ン さ れ た 、 リ ン パ 球 の よ う な 白 血 球 、 好 ま し く は 成 熟 細 胞 を 含 み う る 。 そ の よ う
な 宿 主 細 胞 は 、 移 植 治 療 に 有 用 で あ り う る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 さ ら に 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た 核 酸 分 子 に 加 え て ベ ク タ ー が 、 遺 伝 子 治 療 ア プ ロ ー チ に
用 い ら れ う る 。 遺 伝 子 治 療 は 、 治 療 的 遺 伝 子 を 細 胞 へ エ ク ス ビ ボ ま た は イ ン ビ ボ 技 術 に よ
り 導 入 す る こ と に 基 づ い て い る が 、 遺 伝 子 移 入 の 最 も 重 要 な 適 用 の 一 つ で あ る 。 イ ン ビ ト
ロ も し く は イ ン ビ ボ の 遺 伝 子 治 療 の た め の 適 切 な ベ ク タ ー 、 方 法 ま た は 遺 伝 子 送 達 系 は 、
文 献 に 記 載 さ れ て お り 、 当 業 者 に 公 知 で あ る 。 例 え ば 、
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
お よ び そ こ に 引 用 さ れ た 参 照 文 献 を 参 照 さ れ た い 。 特 に 、 そ の ベ ク タ ー お よ び /ま た は 遺
伝 子 送 達 系 は ま た 、 血 液 、 リ ン パ 球 、 骨 髄 お よ び 対 応 す る 幹 細 胞 に お け る 遺 伝 子 治 療 に 記
載 さ れ て い る 。 例 え ば 、
　
　
　
　
　
　
　
　
を 参 照 さ れ た い 。 本 発 明 の 薬 学 的 組 成 物 に 含 ま れ る 核 酸 分 子 お よ び ベ ク タ ー は 、 直 接 的 導
入 の た め に 、 ま た は リ ポ ソ ー ム 、 ウ イ ル ス ベ ク タ ー (例 え ば 、 ア デ ノ ウ イ ル ス の 、 レ ト ロ
ウ イ ル ス の )、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 、 弾 道 的 (例 え ば 、 遺 伝 子 銃 )も し く は 他 の 送 達 系
を 経 由 し て の 細 胞 へ の 導 入 の た め に 、 設 計 さ れ う る 。 さ ら に 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 系 が 、 本
発 明 の 核 酸 分 子 に つ い て の 昆 虫 細 胞 に お け る 真 核 生 物 の 発 現 系 と し て 用 い ら れ う る 。 導 入
お よ び 遺 伝 子 治 療 の ア プ ロ ー チ は 、 好 ま し く は 、 本 明 細 書 に 定 義 さ れ た よ う な 機 能 的 な 二
重 特 異 性 一 本 鎖 構 築 物 の 発 現 へ 導 き 、 そ の 発 現 さ れ た 抗 体 分 子 は 、 本 明 細 書 に 定 義 さ れ た
よ う な B細 胞 関 連 悪 性 腫 瘍 の 処 置 、 改 善 お よ び /ま た は 予 防 に 特 に 有 用 で あ る 。 好 ま し く は
、 発 現 制 御 配 列 は 、 真 核 生 物 の 宿 主 細 胞 を 形 質 転 換 ま た は ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン す る 能 力
が あ る ベ ク タ ー に お け る 真 核 生 物 の プ ロ モ ー タ ー 系 で あ る が 、 原 核 生 物 の 宿 主 の た め の 制
御 配 列 も 用 い ら れ う る 。 い っ た ん 、 ベ ク タ ー が 適 切 な 宿 主 へ 組 み 入 れ ら れ た な ら ば 、 宿 主
は 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 高 レ ベ ル 発 現 に 適 し た 条 件 下 で 維 持 さ れ 、 所 望 さ れ た と お り 、 続
い て 二 重 特 異 性 一 本 鎖 構 築 物 を 回 収 し 精 製 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 付 加 さ れ た 実 施 例
を 参 照 さ れ た い 。
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【 ０ ０ ５ ０ 】
　 そ れ ゆ え に 、 本 発 明 の さ ら な る 態 様 に お い て 、 以 下 の 形 式 で の 二 重 特 異 性 一 本 鎖 構 築 物
を コ ー ド す る ベ ク タ ー 、 ま た は そ の ベ ク タ ー で 形 質 転 換 も し く は ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ
れ た 宿 主 を 含 む 薬 学 的 組 成 物 が 提 供 さ れ る ：
V H (CD19)-V L (CD19)-V H (CD3)-V L (CD3)、
V H (CD3)-V L (CD3)-V H (CD19)-V L (CD19)ま た は
V H (CD3)-V L (CD3)-V L (CD19)-V H (CD19)。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 本 発 明 の 薬 学 的 組 成 物 は ま た 、 免 疫 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 に 対 し て 追 加 の 活 性 化 シ グ ナ ル を
与 え る 能 力 が あ る タ ン パ ク 性 化 合 物 を 含 み う る 。 そ の よ う な 化 合 物 は 、 限 定 さ れ る も の で
は な い が 、 CD28結 合 体 （ engager） 、 ICOS結 合 体 、 41BB結 合 体 、 OX40結 合 体 、 CD27結 合 体
、 CD30結 合 体 、 NKG2D結 合 体 、 IL2-R結 合 体 ま た は IL12-R結 合 体 を 含 み う る 。 本 発 明 の 観 点
か ら 、 免 疫 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 に 活 性 化 シ グ ナ ル を 与 え る そ の 「 タ ン パ ク 性 化 合 物 」 は 、 例
え ば 、 さ ら な る 第 一 の 活 性 化 シ グ ナ ル 、 ま た は 共 刺 激 性 (第 二 の )シ グ ナ ル も し く は 任 意 の
他 の 補 助 的 (第 三 の )活 性 化 シ グ ナ ル で あ り う る 。 実 施 例 は 、 TCRま た は TCR様 シ グ ナ ル で あ
る 。 タ ン パ ク 性 化 合 物 の 好 ま し い 形 式 は 、 追 加 の 二 重 特 異 性 抗 体 お よ び そ れ ら の 断 片 ま た
は 誘 導 体 、 例 え ば 二 重 特 性 scFvを 含 む 。 タ ン パ ク 性 化 合 物 は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が
、 4-1BB、 OX40、 CD27、 CD70に 特 異 的 な scFv断 片 、 ま た は B7-RP1、 B7-H3に つ い て の 受 容 体
、 な ら び に T細 胞 受 容 体 も し く は ス ー パ ー 抗 原 に 特 異 的 な scFv断 片 を 含 み う る 。 ス ー パ ー
抗 原 は 、 MHC非 依 存 的 様 式 で T細 胞 受 容 体 可 変 領 域 の 特 定 の サ ブ フ ァ ミ リ ー に 直 接 的 に 結 合
し 、 そ れ に 伴 っ て 、 主 要 な T細 胞 活 性 化 シ グ ナ ル を 仲 介 す る 。 タ ン パ ク 性 化 合 物 は ま た 、
非 T細 胞 で あ る 免 疫 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 に 活 性 化 シ グ ナ ル を 与 え う る 。 非 T細 胞 で あ る 免 疫 エ
フ ェ ク タ ー 細 胞 に つ い て の 例 は 、 と り わ け 、 NK細 胞 を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 薬 学 的 組 成 物 の 作 製 の た め の 方 法 が 提 供 さ れ
、 そ の 方 法 は 、 本 明 細 書 に 定 義 さ れ て い る よ う な 二 重 特 異 性 一 本 鎖 抗 体 構 築 物 の 発 現 を 可
能 に す る 条 件 下 で 上 で 定 義 さ れ た 宿 主 を 培 養 す る 段 階 、 お よ び 培 養 物 か ら 産 生 さ れ た 二 重
特 異 性 一 本 鎖 抗 体 構 築 物 を 回 収 す る 段 階 を 含 む 。 対 応 す る 方 法 は 、 付 加 さ れ た 実 施 例 に 例
証 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 最 も 好 ま し い 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 増 殖 性 疾 患 、 微 小 残 存 癌 、 腫 瘍 性 疾 患 、 炎 症 性
疾 患 、 免 疫 不 全 、 自 己 免 疫 疾 患 、 感 染 症 、 ウ イ ル ス 性 疾 患 、 ア レ ル ギ ー 反 応 、 寄 生 虫 性 反
応 、 移 植 片 対 宿 主 病 、 宿 主 対 移 植 片 病 、 も し く は B細 胞 悪 性 腫 瘍 の 予 防 、 処 置 ま た は 改 善
の た め の 薬 学 的 組 成 物 を 調 製 す る た め の 、 本 明 細 書 に 定 義 さ れ て い る 、 二 重 特 異 性 一 本 鎖
抗 体 構 築 物 、 核 酸 配 列 、 ベ ク タ ー お よ び /ま た は 宿 主 の 使 用 に 関 し 、 そ の 薬 学 的 組 成 物 は
、 任 意 で 、 免 疫 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 に 活 性 化 シ グ ナ ル を 与 え る 能 力 が あ る タ ン パ ク 性 化 合 物
を さ ら に 含 む 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 従 っ て 、 増 殖 性 疾 患 、 微 小 残 存 癌 、 腫 瘍 性 疾 患 、 炎 症 性 疾 患 、 免 疫 不 全 、 自 己 免 疫 疾 患
、 感 染 症 、 ウ イ ル ス 性 疾 患 、 ア レ ル ギ ー 反 応 、 寄 生 虫 性 反 応 、 移 植 片 対 宿 主 病 、 宿 主 対 移
植 片 病 、 も し く は B細 胞 悪 性 腫 瘍 の 予 防 、 処 置 ま た は 改 善 の た め の 方 法 が 提 供 さ れ 、 そ の
方 法 は 、 そ の よ う な 予 防 、 処 置 ま た は 改 善 を 必 要 と す る 対 象 に 、 本 発 明 の 薬 学 的 組 成 物 を
投 与 す る 段 階 を 含 む 。 最 も 好 ま し く は 、 そ の 対 象 は ヒ ト で あ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 本 発 明 の 薬 学 的 組 成 物 で 処 置 さ れ う る 腫 瘍 性 疾 患 は 、 微 小 残 存 癌 、 例 え ば 微 小 残 存 リ ン
パ 腫 、 ま た は 白 血 病 で あ り う る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 本 発 明 の 薬 学 的 組 成 物 で 処 置 さ れ う る 自 己 免 疫 疾 患 は 、 炎 症 性 自 己 免 疫 疾 患 に お い て 、
例 え ば 、 慢 性 関 節 リ ウ マ チ で あ り う る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
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　 本 発 明 に 従 っ て 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ て い る よ う な 、 二 重 特 異 性 一 本 鎖 抗 体 構 築 物 、 核
酸 配 列 、 ベ ク タ ー お よ び /ま た は 宿 主 は 、 B細 胞 の 枯 渇 の た め の 薬 学 的 組 成 物 を 調 製 す る た
め に 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 本 発 明 の 薬 学 的 組 成 物 で 処 置 さ れ う る B細 胞 悪 性 腫 瘍 は 、 最 も 好 ま し い 態 様 の お い て 、
非 ホ ジ キ ン リ ン パ 腫 、 B細 胞 白 血 病 ま た は ホ ジ キ ン リ ン パ 腫 で あ る 。 従 っ て 、 本 発 明 は 、 B
細 胞 悪 性 腫 瘍 、 B細 胞 仲 介 性 自 己 免 疫 疾 患 も し く は B細 胞 の 枯 渇 の 処 置 の た め の 方 法 、 な ら
び に /ま た は B細 胞 疾 患 に よ り 引 き 起 こ さ れ る 病 的 状 態 を 遅 ら せ る 方 法 で あ っ て 、 そ の 悪 性
腫 瘍 、 疾 患 お よ び /も し く は 病 的 状 態 に 冒 さ れ た 哺 乳 動 物 、 好 ま し く は ヒ ト 、 へ 本 発 明 の
薬 学 的 組 成 物 を 投 与 す る 段 階 を 含 む 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 最 後 に 、 本 発 明 は 、 上 で 定 義 さ れ て い る よ う な 、 二 重 特 異 性 一 本 鎖 抗 体 構 築 物 、 核 酸 配
列 、 ベ ク タ ー お よ び /ま た は 宿 主 を 含 む キ ッ ト を 提 供 す る 。 そ の キ ッ ト は 、 特 に 、 本 発 明
の 薬 学 的 組 成 物 の 調 製 に 有 用 で あ り 、 と り わ け 、 注 射 ま た は 注 入 に 有 用 な 容 器 か ら な り う
る 。 有 利 に は 、 本 発 明 の キ ッ ト は 、 任 意 で 、 緩 衝 液 、 保 存 溶 液 、 お よ び /ま た は 医 学 的 も
し く は 科 学 的 目 的 の 行 為 に 必 要 と さ れ る 残 り の 試 薬 も し く は 材 料 を さ ら に 含 む 。 さ ら に 、
本 発 明 の キ ッ ト の 一 部 は 、 バ イ ア ル も し く は ボ ト ル に 個 々 に 、 ま た は 容 器 も し く は 複 数 容
器 ユ ニ ッ ト に 組 み 合 わ せ て 、 パ ッ ケ ー ジ さ れ う る 。 本 発 明 の キ ッ ト は 、 有 利 に は 、 と り わ
け 、 本 発 明 の 方 法 を 実 施 す る た め に 用 い ら れ う り 、 本 明 細 書 で 言 及 さ れ た 様 々 な 適 用 に 、
例 え ば 、 研 究 手 段 ま た は 医 学 的 手 段 と し て 、 用 い ら れ う る 。 キ ッ ト の 製 造 は 、 好 ま し く は
、 当 業 者 に 公 知 で あ る 標 準 的 手 順 に 従 う 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 こ れ ら を 始 め と す る 態 様 は 、 本 発 明 の 説 明 お よ び 実 施 例 に よ り 、 開 示 か つ 包 含 さ れ る 。
本 発 明 に 従 っ て 用 い ら れ う る 抗 体 、 方 法 、 用 途 お よ び 化 合 物 の い ず れ か 一 つ に 関 係 す る さ
ら な る 文 献 は 、 例 え ば 、 電 子 デ バ イ ス を 用 い て 、 公 開 ラ イ ブ ラ リ ー お よ び デ ー タ ベ ー ス か
ら 検 索 さ れ う る 。 例 え ば 、 イ ン タ ー ネ ッ ト 上 で 利 用 可 能 な 公 開 デ ー タ ベ ー ス 「 Medline」
は 、 例 え ば 、
　
　
の 下 で 利 用 さ れ う る 。
　
　
　
の よ う な さ ら な る デ ー タ ベ ー ス お よ び ア ド レ ス は 、 当 業 者 に 公 知 で あ り 、 例 え ば 、
　
　
を 用 い て も 得 ら れ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 本 発 明 は 、 以 下 の 実 施 例 を 参 照 す る こ と に よ り 記 載 さ れ る が 、 実 施 例 は 、 単 に 例 示 に す
ぎ ず 、 本 発 明 の 範 囲 の 限 定 と し て 解 釈 さ れ る べ き で は な い 。
【 ０ ０ ６ ２ 】

　 一 般 的 に 、 そ れ ぞ れ 、 ヒ ト CD3抗 原 に 対 す る 結 合 特 異 性 を も つ ド メ イ ン 、 お よ び ヒ ト CD1
9抗 原 に 対 す る 結 合 特 異 性 を も つ ド メ イ ン を 含 む 、 二 重 特 異 性 一 本 鎖 抗 体 分 子 が 、 以 下 の
表 1に 設 定 さ れ て い る よ う に 設 計 さ れ た 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 （ 表 １ ）
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実 施 例 1： 様 々 な ド メ イ ン 再 配 列 を 含 む CD19× CD3お よ び CD3× CD19一 本 鎖 二 重 特 異 性 抗 体
の 構 築

抗 CD3お よ び 抗 CD19特 異 性 を 含 む 二 重 特 異 性 一 本 鎖 抗 体 分 子 の 形 式



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 HD37ハ イ ブ リ ド ー マ (Pezzutto, J. Immunol. 138 (1997), 2793-9)由 来 の 可 変 軽 鎖 (VL)
お よ び 可 変 重 鎖 (VH)ド メ イ ン は 、 標 準 的 PCR方 法 (Orlandi, Proc. Natl. Acad. Sci.USA 8
6 (1989), 3833-7)に よ り ク ロ ー ニ ン グ さ れ た 。 cDNA合 成 は 、 オ リ ゴ dTプ ラ イ マ ー お よ び T
aqポ リ メ ラ ー ゼ を 用 い て 実 行 さ れ た 。 PCRに よ る 抗 CD19 Vド メ イ ン の 増 幅 に つ い て 、 Dubel
, J. Immunol. Methods 175 (1994), 89-95に よ り 記 載 さ れ た プ ラ イ マ ー に 基 づ い て 、 VL
ド メ イ ン に 隣 接 す る プ ラ イ マ ー 5'L1(SEQ ID NO: 37)お よ び 3'K(SEQ ID NO: 38)、 な ら び
に 重 鎖 に つ い て の 5'H1(SEQ ID NO: 39)お よ び 3'G(SEQ ID NO: 40)が 用 い ら れ た 。 抗 CD3 s
cFv断 片 の cDNAは 、 親 切 に も Traunecker(Traunecker, EMBO J. 10 (1991) 3655-9)に よ り
提 供 さ れ た 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 表 1に 設 定 さ れ て い る 構 築 物 1は 、 以 下 の よ う に 構 築 さ れ た 。 抗 CD19 scFv断 片 を 得 る た
め に 、 別 々 の プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー へ ク ロ ー ニ ン グ さ れ た 対 応 す る VL領 域 お よ び VH領 域 は 、
そ れ ぞ れ 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー 対 5'VLB5RRV(SEQ ID NO: 41)/3'VLGS15(SEQ ID
 NO: 42)お よ び 5'VHGS15(SEQ ID NO: 43)/3'VHBspE1(SEQ ID NO: 28)を 用 い る VL特 異 的 お
よ び VH特 異 的 PCRに つ い て の 鋳 型 と し て の 役 割 を 果 た し た 。 重 複 相 補 性 配 列 が 、 そ の 後 の
融 合 PCR中 に 15-ア ミ ノ 酸 (Gly 4 Ser 1 ) 3 -リ ン カ ー の コ ー ド 配 列 を 形 成 す る よ う に 結 合 す る PC
R産 物 へ 導 入 さ れ た 。 こ の 増 幅 段 階 は 、 プ ラ イ マ ー 対 5'VLB5RRV(SEQ ID NO: 41)/3'VHBspE
1(SEQ ID NO: 28)を 用 い て 行 わ れ 、 そ の 結 果 生 じ た 融 合 産 物 (と い う よ り 抗 CD19 scFv断 片
)は 、 制 限 酵 素 EcoRVお よ び BspE1で 切 断 さ れ 、 そ れ に 従 っ て 、 抗 17-1A/抗 体 CD3二 重 特 異 性
一 本 鎖 抗 体 の (EcoR1/Sal1に ク ロ ー ニ ン グ さ れ た )コ ー ド 配 列 を 含 む bluescript KS-ベ ク タ
ー (Stratagene)へ ク ロ ー ニ ン グ さ れ た (実 際 に は 、 Flag-タ グ を 含 ま な い バ ー ジ ョ ン )(Kufe
r, Cancer Immunol. Immunother. 45 (1997) 193)。 そ れ に よ り 、 抗 17-1A特 異 性 が 、 C末
端 の 抗 CD3 scFv断 片 を 連 結 す る 5-ア ミ ノ 酸 Gly 4 Ser-リ ン カ ー を 保 存 し な が ら 、 抗 CD19-scF
v-断 片 に 置 換 さ れ た 。 そ の 後 、 ド メ イ ン 配 列 VL C D 1 9 -VH C D 1 9 -VH C D 3 -VL C D 3 を も つ 抗 CD19/抗
CD3二 重 特 異 性 一 本 鎖 抗 体 を コ ー ド す る DNA断 片 が 、 記 載 さ れ た 発 現 ベ ク タ ー pEF-DHFR(Mac
k, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92 (1995), 7021-5)の EcoR1/Sal1部 位 へ サ ブ ク ロ ー ニ ン
グ さ れ た 。 そ の 結 果 生 じ た プ ラ ス ミ ド -DNAは 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン に よ り 、 DHFR欠 損
性 CHO細 胞 へ ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 。 選 択 、 遺 伝 子 増 幅 お よ び タ ン パ ク 質 産 生 は 、
以 前 に 記 載 さ れ て い る よ う に 行 わ れ た (Mack, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92 (1995), 7
021-5)。 上 の 表 1で 設 定 さ れ て い る 構 築 物 1に 対 応 す る DNA配 列 は 、 SEQ ID NO: 29に 示 さ れ
て い る と お り で あ る 。 こ の DNA配 列 (リ ー ダ ー を 含 ま な い が 終 止 コ ド ン を 含 む )の タ ン パ ク
質 翻 訳 は 、 SEQ ID NO: 30に 示 さ れ て い る と お り で あ る 。
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【 ０ ０ ６ ６ 】
　 上 の 表 1で 設 定 さ れ て い る 残 り の 構 築 物 は 、 以 下 の よ う に 構 築 さ れ た 。 SEQ ID NO: 29に
対 応 す る DNA配 列 は 、 そ の 配 列 (リ ー ダ ー を 含 ま な い が 終 止 コ ド ン を 含 む )の タ ン パ ク 質 翻
訳 は SEQ ID NO: 30に 示 さ れ て い る が 、 上 の 表 1で 設 定 さ れ た 様 々 な 抗 CD3/抗 CD19一 本 鎖 二
重 特 異 性 抗 体 の 設 計 に お い て の PCR鋳 型 と し て 用 い ら れ た 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 位 置 A1お よ び A2(図 1Aお よ び 1Bに 定 義 さ れ て い る よ う に )に CD19の VH-VL配 列 を 生 成 す る
た め に 、 そ れ ぞ れ の プ ラ イ マ ー 組 み 合 わ せ 5'VHCD19BsrGI(SEQ ID NO: 24)お よ び 3'VHCD19
GS15(SEQ ID NO: 25)ま た は 5'VLCD19GS15(SEQ ID NO: 26)お よ び 3'VLCD19BspEI(SEQ ID N
O: 27)で の PCRが 用 い ら れ た 。 こ れ ら の PCRサ イ ク ル 中 に 、 重 複 相 補 性 配 列 が 、 そ の 後 の 融
合 PCR中 に 15個 の ア ミ ノ 酸 リ ン カ ー の コ ー ド 配 列 を 形 成 す る PCR産 物 へ 導 入 さ れ た 。 増 幅 さ
れ た VLお よ び VHド メ イ ン は 、 外 側 の プ ラ イ マ ー の み 、 す な わ ち 5'VHCD19BsrGI(SEQ ID NO:
 24)お よ び 3'VLCD19BspEI(SEQ ID NO: 27)、 な ら び に 両 方 の 増 幅 体 (amplificant)が 必 要
と さ れ る 第 二 の PCR反 応 に お い て 融 合 さ れ た 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 他 の プ ラ イ マ ー の 組 み 合 わ せ を 用 い る 同 様 の 手 順 が 、 他 の ド メ イ ン 配 列 を 構 築 す る た め
に 用 い ら れ た 。 適 切 な プ ラ イ マ ー の 1セ ッ ト は 、 多 重 PCRに 基 づ い た ク ロ ー ニ ン グ 段 階 を 行
う た め に 設 計 さ れ 、 最 終 的 に は 、 結 果 と し て 、 様 々 な VL-VHド メ イ ン 配 列 を 生 じ た 。 用 い
ら れ た プ ラ イ マ ー 組 み 合 わ せ は 、 以 下 の 表 に 列 挙 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 （ 表 ２ ）

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 C末 端 位 置 、 す な わ ち 図 1Aお よ び 1Bに 定 義 さ れ て い る 位 置 B1な ら び に B2に お け る VH-VLド
メ イ ン 配 列 を 変 化 さ せ る た め に 、 指 定 さ れ た 制 限 酵 素 認 識 部 位 を 含 む 以 下 の プ ラ イ マ ー は
、 PCRに 基 づ い た ク ロ ー ニ ン グ 段 階 を 行 う よ う に 設 計 さ れ た 。
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【 ０ ０ ７ １ 】
　 （ 表 ３ ）

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 2つ の BspEI部 位 に よ り 隣 接 さ れ た 対 応 す る PCR産 物 は 、 BspEIお よ び XmaI制 限 酵 素 で 消 化
さ れ る 、 BS-CTIと 名 付 け ら れ た プ ラ ス ミ ド へ ク ロ ー ニ ン グ さ れ た 。 CTIと 名 付 け ら れ た ポ
リ リ ン カ ー (SEQ ID NO: 36)が 、 追 加 の 切 断 部 位 、 加 え て G 4 Sリ ン カ ー を コ ー ド す る 配 列 、
6個 の 連 続 し た ヒ ス チ ジ ン 残 基 お よ び 終 止 コ ド ン を 供 給 す る た め に 、 制 限 酵 素 切 断 部 位 Xba
Iお よ び SalIを 用 い て 、 Bluescript KSベ ク タ ー (GenBankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 X52327)へ 事
前 に 挿 入 さ れ た 。 こ の ク ロ ー ニ ン グ 段 階 中 、 VHド メ イ ン の BspEI部 位 は 、 プ ラ ス ミ ド の Xma
I部 位 と 融 合 さ れ 、 そ れ に よ り 、 両 方 の 部 位 を 破 壊 し た 。 可 変 ド メ イ ン の 正 し い 配 向 は 、
標 準 的 プ ロ ト コ ー ル に よ る シ ー ケ ン シ ン グ に よ り 検 証 さ れ た 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 上 で 示 さ れ た す べ て の 分 子 生 物 学 的 手 順 は 、 Sambrook, Molecular Cloning (A Laborat
ory Manual,第 3版 , Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New Y
ork (2001))に 記 載 さ れ た 標 準 的 プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 行 わ れ た 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 表 1に お け る 一 本 鎖 二 重 特 異 性 抗 体 を コ ー ド す る DNA(SEQ ID NO: 29、 1、 3、 5、 7、 9、 1
1、 13)は 、 Mack et al. (Mack, Proc Natl Acad Sci USA 92 (1995), 7021-25)に 記 載 さ
れ て い る よ う に 、 DHFR欠 損 性 CHO細 胞 に お け る 真 核 生 物 の タ ン パ ク 質 発 現 の た め に DHFR欠
損 性 CHO細 胞 へ ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 。 構 築 物 の 遺 伝 子 増 幅 は 、 メ ト ト レ キ セ ー ト (
MTX)の 濃 度 を 20 nM MTXの 最 終 濃 度 ま で 増 加 さ せ る こ と に よ り 誘 導 さ れ た 。 ト ラ ン ス フ ェ
ク シ ョ ン さ れ た 細 胞 は 、 そ の 後 、 増 殖 さ れ 、 1リ ッ ト ル の 上 清 が 生 成 さ れ た 。
【 ０ ０ ７ ５ 】

　 タ ン パ ク 質 は 、 チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 巣 細 胞 (CHO)で 発 現 さ れ た 。 発 現 ベ ク タ ー の
ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン は 、 細 胞 の リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 処 理 後 に 行 わ れ た ("Molecular Clonin
g", Sambrook et al. 1989)。 細 胞 は 、 回 収 の 前 に 、 CHO改 変 DMEM培 地 (HiQ(登 録 商 標 ), Hi
Clone)を 含 む ロ ー ラ ー ボ ト ル に お い て 7日 間 、 増 殖 さ れ た 。 細 胞 は 、 遠 心 分 離 に よ り 除 去
さ れ 、 発 現 さ れ た タ ン パ ク 質 を 含 む 上 清 は 、 -20℃ で 保 存 さ れ た 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 Akta(登 録 商 標 )FPLC System(Pharmacia)お よ び Unicorn(登 録 商 標 )Softwareが 、 ク ロ マ
ト グ ラ フ ィ ー の た め に 用 い ら れ た 。 す べ て の 化 学 物 質 は 研 究 グ レ ー ド の も の で あ り 、 Sigm
a(Deisenhofen)ま た は Merck(Darmstadt)か ら 購 入 さ れ た 。 固 定 化 金 属 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ
マ ト グ ラ フ ィ ー (「 IMAC」 )は 、 製 造 業 者 に よ り 提 供 さ れ た プ ロ ト コ ー ル に よ り ZnCl 2 を 添
加 さ れ た Fractogel(登 録 商 標 )カ ラ ム (Merck)を 用 い て 行 わ れ た 。 カ ラ ム は 、 緩 衝 液 A2(20 
mM リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液 pH 7.5、 0.4 M NaCl)と 平 衡 化 さ れ 、 細 胞 培 養 上 清 (500 ml)は
、 3 ml/minの 流 速 で カ ラ ム (10 ml)へ 加 え ら れ た 。 カ ラ ム は 、 結 合 し て い な い 試 料 を 除 去
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実 施 例 2： CD3お よ び CD19に 対 し て 向 け ら れ た 一 本 鎖 二 重 特 異 性 抗 体 の 発 現 お よ び 精 製



す る た め に 緩 衝 液 A2で 洗 浄 さ れ た 。 結 合 し た タ ン パ ク 質 は 、 以 下 に 従 っ て 、 緩 衝 液 B2(20 
mM リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液 pH 7.5、 0.4 M NaCl、 0.5 M イ ミ ダ ゾ ー ル )の 2段 階 勾 配 を 用
い て 溶 出 さ れ た ：
段 階 1： 6つ の カ ラ ム 容 量 に お い て 20％ 緩 衝 液 B2；
段 階 2： 6つ の カ ラ ム 容 量 に お い て 100％ 緩 衝 液 B2。
段 階 2か ら 溶 出 さ れ た タ ン パ ク 質 画 分 は 、 さ ら な る 精 製 の た め に プ ー ル さ れ た 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 ゲ ル 濾 過 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー は 、 PBS(Gibco)と 平 衡 化 さ れ た Sephadex S200 HiPrepカ ラ
ム (Pharmacia)上 で 行 わ れ た 。 溶 出 さ れ た タ ン パ ク 質 試 料 (流 速 1 ml/min)は 、 検 出 の た め
に 標 準 SDS-PAGEお よ び ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト に か け ら れ た (図 4お よ び 5を 参 照 )。 精 製 の 前 に
、 カ ラ ム は 、 分 子 量 測 定 の た め に 較 正 さ れ た (分 子 量 マ ー カ ー キ ッ ト 、 Sigma MW GF-200)
。 タ ン パ ク 質 濃 度 は 、 タ ン パ ク 質 ア ッ セ イ 色 素 (MicroBCA, Pierce)お よ び 標 準 タ ン パ ク 質
と し て IgG(Biorad)を 用 い て 測 定 さ れ た 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 一 本 鎖 二 重 特 異 性 抗 体 は 、 IMAC(図 2)お よ び ゲ ル 濾 過 (図 3)の 2段 階 精 製 方 法 に お い て 単
離 さ れ た 。 主 要 な 生 成 物 は 、 PBSに お け る ゲ ル 濾 過 に よ り 測 定 さ れ た 場 合 、 未 変 性 の 状 態
で 約 52 kDaの 分 子 量 で あ っ た 。 こ の 分 子 量 は 、 一 本 鎖 二 重 特 異 性 抗 体 に 対 応 す る 。 す べ て
の 構 築 物 は 、 こ の 方 法 に よ り 精 製 さ れ た 。 構 築 物 #4は 、 発 現 さ れ て 上 清 へ 分 泌 さ れ る 極 め
て 低 レ ベ ル の 特 定 の タ ン パ ク 質 の た め 、 細 胞 培 養 上 清 か ら 精 製 さ れ る こ と が で き た 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 精 製 さ れ た 二 重 特 異 性 タ ン パ ク 質 は 、 成 形 済 み の 4～ 12％  Bis Trisゲ ル (Invitrogen)で
行 わ れ る 還 元 条 件 下 で の SDS PAGEに お い て 分 析 さ れ た 。 試 料 調 製 お よ び 適 用 は 、 製 造 業 者
に よ り 提 供 さ れ た プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 行 わ れ た 。 分 子 量 は 、 MultiMarkタ ン パ ク 質 標 準 (
Invitrogen)で 測 定 さ れ た 。 ゲ ル は 、 コ ロ イ ド 状 ク ー マ シ ー で 染 色 さ れ た (Invitrogenプ ロ
ト コ ー ル )。 単 離 さ れ た タ ン パ ク 質 の 純 度 は 、 SDS-PAGEに よ り 測 定 さ れ た 場 合 、 >95％ で あ
っ た (図 4； 52 kDに お け る タ ン パ ク 質 バ ン ド )。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト は 、 Optitran(登 録 商 標 )BA-S83膜 お よ び Invitrogen Blot Moduleを
用 い て 、 製 造 業 者 に よ り 提 供 さ れ た プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 行 わ れ た 。 用 い ら れ た 抗 体 は 、
Hisタ グ (Penta His, Qiagen)に 対 し て 向 け ら れ 、 ヤ ギ 抗 マ ウ ス Igは 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ
ー ゼ (AP)(Sigma)で 標 識 さ れ 、 基 質 と し て BCIP/NBT(Sigma)で あ っ た 。 一 本 鎖 二 重 特 異 性 抗
体 を ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト に よ り 特 異 的 に 検 出 す る こ と が で き た (図 5)。 単 一 バ ン ド が 、 精
製 さ れ た 二 重 特 異 性 分 子 に 対 応 す る 52 kDで 検 出 さ れ た 。
【 ０ ０ ８ １ 】

　 CD19お よ び CD3へ の 結 合 能 力 に 関 す る 構 築 物 の 機 能 性 を 試 験 す る た め に 、 FACS分 析 が 行
わ れ た 。 こ の 目 的 の た め に 、 CD19陽 性 Nalm 6細 胞 (ヒ ト B細 胞 前 駆 体 白 血 病 )お よ び CD3陽 性
ジ ャ ー カ ッ ト 細 胞 (ヒ ト T細 胞 白 血 病 )が 用 い ら れ た 。 200,000個 の Nalm 6細 胞 お よ び 200,00
0個 の ジ ャ ー カ ッ ト 細 胞 は 、 そ れ ぞ れ 、 CD19お よ び CD3の VHな ら び に VLド メ イ ン の 異 な る 配
列 を も つ 二 重 特 異 性 抗 体 を そ れ ぞ れ 発 現 さ せ る CHO細 胞 培 養 物 の 純 粋 な 細 胞 上 清 の 50 μ l
と 氷 上 で 30 min、 イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ た (実 施 例 2に 記 載 さ れ て い る よ う に )。 細 胞 は 、 PBS
中 で 2回 、 洗 浄 さ れ 、 構 築 物 の 結 合 は 、 以 下 の よ う に 検 出 さ れ た 。 上 記 の よ う に 処 理 さ れ
た 細 胞 は 、 構 築 物 の C末 端 ヒ ス チ ジ ン タ グ を 介 し て 細 胞 に 結 合 し た 構 築 物 に 特 異 的 に 結 合
す る 標 識 さ れ て い な い マ ウ ス Penta His抗 体 (2％  FCSを 含 む 50 μ l PBS中 に 1:20に 希 釈 さ
れ て い る ； Qiagen； 注 文 番 号 34660)と 接 触 さ せ ら れ た 。 結 合 し て い な い マ ウ ス Penta His
抗 体 を 除 去 す る た め に 、 洗 浄 段 階 が 後 に 続 い た 。 結 合 し た 抗 His抗 体 は 、 2％ FCSを 含 む 50 
μ l PBS中 に 1:100に 希 釈 さ れ た 、 フ ィ コ エ リ ト リ ン に 結 合 し た Fcγ 特 異 的 抗 体 (Dianova、
注 文 番 号 115-116-071)で 検 出 さ れ た (図 6A～ 6Fに お け る 太 い 灰 色 の 線 )。 陰 性 対 照 (図 6A～ 6
Fに お け る 細 い 黒 色 の 線 )と し て 、 新 鮮 な 培 地 が 培 養 上 清 の 代 わ り に 用 い ら れ た 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
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実 施 例 3： CD19× CD3特 異 的 ポ リ ペ プ チ ド の フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー の 結 合 分 析



　 細 胞 は 、 FACS-Calibur装 置 (Becton Dickinson, Heidelberg)に お け る フ ロ ー サ イ ト メ ト
リ ー に よ り 分 析 さ れ た 。 FACS染 色 お よ び 蛍 光 強 度 の 測 定 は 、 Current Protocols in Immun
ology (Coligan, Kruisbeek, Margulies, Shevach and Strober, Wiley-Interscience, 2
002)に 記 載 さ れ て い る よ う に 行 わ れ た 。 い く つ か の ド メ イ ン 配 列 の 結 合 能 力 は 、 図 6B、 6D
お よ び 6Fに お け る 例 に つ い て 示 さ れ て い る よ う に 、 明 ら か に 検 出 可 能 で あ っ た 。 FACS分 析
に お い て 、 CD19お よ び CD3に 特 異 的 な VHな ら び に VLド メ イ ン の 異 な る 配 列 を も つ す べ て の
構 築 物 は 、 培 地 な ら び に 1.お よ び 2.検 出 抗 体 を 用 い る 陰 性 対 照 と 比 較 し て 、 CD3へ 結 合 す
る こ と を 示 し た 。 結 果 と し て 蛍 光 強 度 に お け る シ フ ト >5× 10 1 を 生 じ る 強 い 結 合 活 性 が 、
図 6A(#1)、 B(#2)、 D(#6)、 E(#7)、 F(#8)に 示 さ れ た 構 築 物 に つ い て 観 察 さ れ た 。 CD3へ の
よ り 弱 い 結 合 は 、 構 築 物 #3(図 6C)に つ い て 観 察 さ れ た 。 CD19へ の 強 い 結 合 は 、 す べ て の 構
築 物 に つ い て 観 察 さ れ た 。
【 ０ ０ ８ ３ 】

　 再 配 列 さ れ た VHお よ び VLド メ イ ン を も つ 二 重 特 異 性 抗 体 の 細 胞 障 害 活 性 は 、 蛍 光 色 素 放
出 に 基 づ い た 細 胞 障 害 性 ア ッ セ イ に お い て 測 定 さ れ た 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 CD19陽 性 NALM6細 胞 が 、 細 胞 培 養 液 に お い て 37℃ で 30 min、 10 μ M カ ル セ イ ン AM(Molec
ular Probes, Leiden, Netherland, no. C-1430)で 標 識 さ れ た 標 的 細 胞 (1.5× 10 7 )と し て
用 い ら れ た 。 細 胞 培 養 液 中 で の 2回 の 洗 浄 後 、 細 胞 は 、 カ ウ ン ト さ れ 、 CD4陽 性 T細 胞 ク ロ
ー ン CB15細 胞 (Fickenscher博 士 、 University of Erlangen/Nuernberg, Germanyに よ り 親
切 に 提 供 さ れ た )と 混 合 さ れ た 。 2× 10 6 個 の CB15細 胞 お よ び 2× 10 5 個 の Nalm 6細 胞 が 1 ml
あ た り で 混 合 さ れ (1:10の E:T比 )、 こ の 懸 濁 液 の 50 μ lが 、 96穴 丸 底 プ レ ー ト に お け る ウ
ェ ル ご と に 用 い ら れ た 。 抗 体 は 、 必 要 と さ れ る 濃 度 ま で RPMI/10％ FCS中 に 希 釈 さ れ 、 こ の
溶 液 の 50 μ lが 、 細 胞 懸 濁 液 に 添 加 さ れ た 。 標 準 反 応 は 、 37℃ /5％ CO 2 で 、 2時 間 、 イ ン キ
ュ ベ ー ト さ れ た 。 細 胞 障 害 性 反 応 後 、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 培 地 に お け る 放 出 さ れ た 色 素 は
、 蛍 光 読 み 取 り 装 置 (Tecan, Crailsheim, Germany)で 定 量 化 さ れ 、 対 照 反 応 (二 重 特 異 性
抗 体 を 含 ま な い )か ら の 蛍 光 シ グ ナ ル と 比 較 さ れ 、 蛍 光 シ グ ナ ル が 、 完 全 に 溶 解 さ れ た 細
胞 (1％ サ ポ ニ ン に お い て 10 min)に つ い て 得 ら れ る 。 こ れ ら の 読 み 取 り を 基 礎 と し て 、 特
異 的 な 細 胞 障 害 性 が 、 以 下 の 式 に 従 っ て 計 算 さ れ た ： [蛍 光 (試 料 )-蛍 光 (対 照 )]： [蛍 光 (
完 全 溶 解 )-蛍 光 (対 照 )]× 100。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 S字 形 の 用 量 応 答 曲 線 は 、 典 型 的 に は 、 Prism Software(GraphPad Software Inc., San 
Diego, USA)に よ り 測 定 さ れ た 場 合 、 R 2 値 >0.97を も つ 。 解 析 プ ロ グ ラ ム に よ り 計 算 さ れ た
EC 5 0 値 は 、 生 物 活 性 の 比 較 の た め に 用 い ら れ た 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 図 7に 示 さ れ て い る よ う に 、 す べ て の 構 築 物 が 、 CD19を 発 現 さ せ て い る NALM6細 胞 に 対 し
て 細 胞 障 害 活 性 を 示 し た 。 最 も 強 い 生 物 活 性 は 、 構 築 物 #2、 #6、 #8お よ び #1に つ い て 観 察
さ れ た 。 EC50値 <500 pg/mlを も つ 強 い 細 胞 障 害 活 性 は 、 構 築 物 #2、 #6、 #8お よ び #1に つ い
て 検 出 さ れ た 。 そ れ ら の 高 い 生 物 活 性 に 加 え て 、 構 築 物 #2お よ び #6は ま た 、 特 に 、 薬 学 的
組 成 物 へ の 包 含 を 受 け 入 れ ら れ る 。 構 築 物 #3お よ び #7は 、 そ れ ぞ れ 、 52 ng/mlお よ び 31 n
g/mlの EC50値 を 示 し た 。
【 ０ ０ ８ ７ 】

　 マ ウ ス CD3に 対 し て 向 け ら れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 145-2C11は 、 こ の 抗 体 を グ ル ー プ Iま
た は II抗 CD3抗 体 と し て 特 徴 付 け る た め に 異 な る ア ッ セ イ に お い て 分 析 さ れ た 。 145-2C11
は 、 BCL-1お よ び マ ウ ス CD3に 対 し て 向 け ら れ た 二 重 特 異 性 抗 体 を 構 築 す る た め に Brissinc
k, 1991, J. Immunol. 147-4019に よ り 、 な ら び に ま た 、 de Jonge, 1997, Cancer Immuno
l. Immunother. 45-162に よ り 用 い ら れ た 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
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実 施 例 4： CD19お よ び CD3に 特 異 的 な 二 重 特 異 性 抗 体 の 生 物 活 性

実 施 例 5： 145-2C11抗 体

5.1. ELISAに お け る 、 マ ウ ス CD3ε 鎖 の 組 換 え ら れ 精 製 さ れ た 細 胞 外 ド メ イ ン へ の 145-2C1



　 抗 マ ウ ス CD3ε 抗 体 (145-2C11 BD biosciences, Heidelberg, FRG)を 、 Maxisorp ELISA
プ レ ー ト (Nunc GmbH, Wiesbaden, FRG)上 に コ ー テ ィ ン グ し た (PBS中 5 μ g/mlに お け る 50 
μ l)。 一 晩 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 非 特 異 的 結 合 を 、 PBS中 の 1.5％  BSAで 1時 間 、 ブ ロ
ッ キ ン グ し た 。 200 μ l PBSで の 3回 の 洗 浄 後 、 組 換 え C末 端 の His6タ グ 化 CD3タ ン パ ク 質 （
組 換 え ヒ ト CD3ε を 得 る た め の 、 実 施 例 6に 記 載 さ れ た も の と 類 似 の 手 順 に よ っ て 得 ら れ る
） の 異 な る 希 釈 溶 液 お よ び 関 連 性 の な い 抗 原 (BSA)を 、 調 製 さ れ た プ レ ー ト の 穴 で 1時 間 、
イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 組 換 え CD3の 結 合 は 、 ポ リ ヒ ス チ ジ ン タ グ に 結 合 す る 西 洋 ワ サ ビ ペ
ル オ キ シ ダ ー ゼ 結 合 抗 His抗 体 (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, FRG； PBS中 の 1.5％  
BSAに お い て 1:500に 希 釈 さ れ た )で 検 出 さ れ た 。 ABTS(2,2'-ア ジ ノ -ジ [3-エ チ ル ベ ン ズ チ
ア ゾ リ ン ス ル ホ ナ ー ト (6)]ジ ア ン モ ニ ウ ム 塩 、 Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, FRG)
を 製 造 業 者 の 仕 様 書 に よ り 基 質 と し て 用 い た 。 吸 光 度 は 、 SPECTRAFluor Plus光 度 計 (Teca
n Deutschland GmbH, Crailsheim)で 測 定 さ れ た 。 測 定 波 長 は 、 405 nmで 、 参 照 波 長 は 、 6
20 nmで あ っ た 。 ウ ィ ン ド ウ ズ 用 の XFLUOR4 Version: V 4.40が 解 析 ソ フ ト ウ ェ ア と し て 用
い ら れ た 。 マ ウ ス CD3ε 鎖 の 組 換 え の 精 製 さ れ た 細 胞 外 ド メ イ ン の 、 145-2C11抗 体 へ の 結
合 は 、 1:5お よ び 1:25の 抗 体 希 釈 溶 液 に つ い て 検 出 さ れ た (図 8)。
【 ０ ０ ８ ９ 】

　 145-2C11抗 体 の 、 マ ウ ス CD3ε 鎖 表 面 抗 原 で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た ジ ャ ー カ ッ ト
細 胞 (ATCCか ら 入 手 さ れ た )へ の 結 合 が 、 FACSア ッ セ イ を 用 い て 試 験 さ れ た 。 こ の た め に 、
2.5× 10 5 個 の 細 胞 を 、 2％ FCSを 含 む 50 μ l PBSに お け る PE結 合 145-2C11抗 体 (BD bioscien
ces, Heidelberg, FRG)の 1:50希 釈 溶 液 と イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 対 照 と し て 、 細 胞 の も う
一 つ の 試 料 を 、 2％ FCSを 含 む 50 μ l PBSに お け る PE結 合 ハ ム ス タ ー IgGグ ル ー プ 1κ ア イ ソ
タ イ プ 対 照 (BD biosciences, Heidelberg, FRG)の 1:50の 希 釈 溶 液 と イ ン キ ュ ベ ー ト し た
。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ て い な い 細 胞 も ま た 、 記 載 さ れ た 条 件 下 で ア ッ セ イ さ れ た 。
試 料 は 、 FACSscan(BD biosciences, Heidelberg, FRG)で 測 定 さ れ た 。 蛍 光 強 度 に お け る
シ フ ト を 引 き 起 こ す 、 ア イ ソ タ イ プ 対 照 と 比 較 し て の 145-2C11抗 体 の 特 異 的 結 合 は 、 ト ラ
ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 細 胞 に お い て 明 ら か に 検 出 で き た が 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ
て い な い 細 胞 に お い て は 検 出 で き な か っ た (図 9お よ び 10)。
【 ０ ０ ９ ０ 】

　 145-2C11抗 体 の CTLL2細 胞 (ATCCか ら 入 手 さ れ た )へ の 結 合 は 、 FACSア ッ セ イ を 用 い て 試
験 さ れ た 。 2.5× 10 5 個 の 細 胞 を 、 2％ FCSを 含 む 50 μ l PBSに お け る PE結 合 145-2C11抗 体 (B
D biosciences, Heidelberg, FRG)の 1:50希 釈 溶 液 と イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 対 照 と し て 、
細 胞 の も う 一 つ の ア リ コ ー ト を 、 2％ FCSを 含 む 50 μ l PBSに お け る PE結 合 ハ ム ス タ ー IgG
グ ル ー プ 1κ ア イ ソ タ イ プ 対 照 (BD biosciences, Heidelberg, FRG)の 1:50の 希 釈 溶 液 と イ
ン キ ュ ベ ー ト し た 。 試 料 は 、 FACSscan(BD biosciences, Heidelberg, FRG)で 測 定 さ れ た
。 ア イ ソ タ イ プ 対 照 と 比 較 し て の 145-2C11抗 体 の 特 異 的 結 合 は 、 明 ら か に 検 出 で き た (図 1
1)。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 要 約 す る と 、 こ れ ら の デ ー タ は 、 明 ら か に 、 マ ウ ス 抗 CD3抗 体 145-2C11が 精 製 さ れ た 組
換 え CD3ε お よ び 真 核 細 胞 に 発 現 さ れ た マ ウ ス CD3ε を 認 識 す る こ と を 示 し た 。 145-2C11は
、 マ ウ ス CD3ε で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た ジ ャ ー カ ッ ト 細 胞 、 お よ び そ の 天 然 の マ ウ
ス TCR受 容 体 複 合 体 に お い て CD3ε 鎖 を 発 現 さ せ て い る マ ウ ス T細 胞 系 に 結 合 し た 。 両 方 の
細 胞 系 は 、 他 の TCRサ ブ ユ ニ ッ ト の 関 係 に お い て 、 細 胞 表 面 上 に CD3ε を 発 現 さ せ る 。 こ れ
ら の 2つ の 特 徴 、 す な わ ち 精 製 さ れ た 組 換 え CD3ε に 結 合 す る こ と 、 お よ び TCR複 合 体 に お
い て CD3ε を 発 現 さ せ て い る 細 胞 に 結 合 す る こ と は 、 Tunnacliffe et al.(Tunnacliffe, 1
989, Int. Immunol. 1,546-550)に よ り 記 載 さ れ た 分 類 に よ る 「 グ ル ー プ I」 に 属 す る 抗 CD
3抗 体 の 本 質 的 な 特 徴 と さ れ た 。 対 照 的 に 、 「 グ ル ー プ II」 抗 体 は 、 高 次 構 造 が T細 胞 受 容
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1の 結 合

5.2. FACSに お け る 、 マ ウ ス CD3ε 鎖 で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た ヒ ト T細 胞 系 へ の 145-2
C11の 結 合

5.3. FACSに お け る 、 145-2C11の マ ウ ス T細 胞 系 へ の 結 合



体 複 合 体 全 体 に 依 存 す る エ ピ ト ー プ に 特 異 的 に 結 合 す る 。 こ れ ら の 定 義 に 従 っ て 、 145-2C
11は 、 明 ら か に 、 「 グ ル ー プ I」 に 属 す る 抗 CD3抗 体 と し て 分 類 さ れ う る 。 CD3ε が CD3複 合
体 お よ び T細 胞 受 容 体 複 合 体 の 他 の 鎖 か ら 界 面 活 性 剤 処 理 に よ り 解 離 さ れ た 場 合 、 145-2C1
1が そ れ で も な お 、 CD3ε に 結 合 す る こ と が で き る こ と を 見 出 し 、 こ の よ う に 、 「 グ ル ー プ
I」 CD3結 合 パ タ ー ン を 明 ら か に し た 、 Leo, Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1987), 1374の
観 察 を こ れ は 確 信 さ せ る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】

　 CD3反 応 性 二 重 特 異 性 一 本 鎖 抗 体 は 、 Tunnacliffe, International Immunology 1 (1989
), 546の 分 類 に よ る 異 な る CD3結 合 パ タ ー ン へ 割 り 当 て ら れ う る 。 CD3反 応 性 二 重 特 異 性 一
本 鎖 抗 体 を 「 グ ル ー プ I」 CDS結 合 パ タ ー ン へ 割 り 当 て る た め に 、 ELISAが 、 精 製 さ れ た 組
換 え ヒ ト CD3ε に つ い て 行 わ れ う る 。 組 換 え ヒ ト CD3ε は 、 例 え ば 、 Tunnacliffe, Immunol
. Lett. 21 (1989) 243に よ り 記 載 さ れ た よ う な C-κ -融 合 構 築 物 と し て 、 ま た は 以 下 の 手
順 に よ り 入 手 可 能 な 切 断 さ れ た 可 溶 性 CD3ε と し て 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 cDNAは 、 ヒ ト 末 梢 血 単 核 細 胞 か ら 単 離 さ れ た 。 細 胞 の 調 製 は 、 標 準 プ ロ ト コ ー ル (Curre
nt Protocols in Immunology (Cligan, Kruisbeek; Margulies, Shevach and Strober, J
ohn Wiley & Sons, Inc., USA, 2002))に よ り 行 わ れ た 。 ラ ン ダ ム に プ ラ イ ム さ れ た （ ram
dom-primed） 逆 転 写 に よ る 全 RNAお よ び cDNA合 成 の 単 離 は 、 標 準 プ ロ ト コ ー ル (Sambrock, 
Molecular Clonig; Laboratory Manual、 第 2版 、 Cold Spring Harbor laboratory Press,
 Cold Spring Harbor, New York (1989))に よ り 行 わ れ た 。 PCRは 、 ヒ ト CD3ε 鎖 の 細 胞 外
ド メ イ ン の コ ー ド 配 列 を 増 幅 す る た め に 用 い ら れ た 。 PCRに 用 い ら れ る プ ラ イ マ ー は 、 ヒ
ト CD3ε 鎖 の 細 胞 外 部 分 を コ ー ド す る cDNAの 始 め お よ び 終 わ り に 制 限 酵 素 切 断 部 位 を 導 入
す る よ う に 設 計 さ れ た (SEQ ID NO: 80お よ び SEQ ID NO: 81)。 導 入 さ れ た 制 限 酵 素 切 断 部
位 、 BsrGIお よ び BspEIは 、 以 下 の ク ロ ー ニ ン グ 手 順 に お い て 利 用 さ れ た 。 PCR産 物 は 、 そ
の 後 、 標 準 プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 、 Bluescript KS + ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー (Stratagene Eu
rope, Amsterdam-Zuiddoost, the Netherlands)由 来 の BS-Fss-Lspと 名 付 け ら れ た プ ラ ス
ミ ド へ BsrGIお よ び BspEIに よ り ク ロ ー ニ ン グ さ れ た (ベ ク タ ー は 、 DNA断 片 (SEQ ID NO: 82
)を EcoRIお よ び SalIに よ り Bluescript KS+へ ク ロ ー ニ ン グ す る こ と に よ り 作 製 さ れ た )。
異 な る ク ロ ー ン の 配 列 は 、 標 準 プ ロ ト コ ー ル に よ り シ ー ケ ン シ ン グ す る こ と に よ り 決 定 さ
れ た 。 BS-Fss-Lspへ ク ロ ー ニ ン グ す る こ と に よ り 、 マ ウ ス 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 リ ー ダ ー ペ
プ チ ド の コ ー ド 配 列 は 、 ヒ ト CD3ε 鎖 の 細 胞 外 部 分 に つ い て の コ ー ド 配 列 の 5'末 端 へ イ ン
フ レ ー ム で 融 合 さ れ た 。 cDNAは 、 そ の 後 、 後 に 終 止 コ ド ン が 続 く 6個 の 連 続 し た ヒ ス チ ジ
ン 残 基 の ポ リ ヒ ス チ ジ ン タ グ を コ ー ド す る 配 列 を C末 端 へ 付 着 さ せ る た め に BSCTIと 名 付 け
ら れ た も う 一 つ の プ ラ ス ミ ド へ EcoRIお よ び BspEIに よ り ク ロ ー ニ ン グ さ れ た (BSCTIは 、 Ku
fer, Cancer Immunity 1 (2001), 10に 記 載 さ れ て い る )。 こ の 段 階 に お い て 、 cDNAの BspE
I部 位 は 、 プ ラ ス ミ ド の XmaI部 位 へ 融 合 さ れ 、 そ れ に よ り 、 両 方 の 部 位 が 破 壊 さ れ た 。 す
べ て の ク ロ ー ニ ン グ 段 階 は 、 構 築 物 の た め に 無 傷 の 読 み 枠 を 作 製 す る よ う に 設 計 さ れ た 。
プ ラ ス ミ ド は 、 そ の 時 、 分 泌 さ れ る 発 現 を 可 能 に す る た め の 、 マ ウ ス 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖
リ ー ダ ー ペ プ チ ド を 含 む タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 配 列 、 続 い て 、 ヒ ト CD3ε 鎖 の 細 胞 外 ド
メ イ ン 、 続 い て 、 ポ リ ヒ ス チ ジ ン タ グ に よ り 精 製 お よ び 検 出 を 可 能 に す る た め の 6個 の 連
続 し た ヒ ス チ ジ ン 残 基 の ポ リ ヒ ス チ ジ ン タ グ を 含 ん だ (SEQ ID NO: 78お よ び SEQ ID NO: 7
9)。 こ の 配 列 は 、 そ の 後 、 EcoRIお よ び SalIに よ り プ ラ ス ミ ド pFastBac1(商 標 )(Invitroge
n GmbH, Karlsruhe, FRG)へ ク ロ ー ニ ン グ さ れ た 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 High Five(商 標 )細 胞 に お け る ヒ ト CD3ε 鎖 の 細 胞 外 ド メ イ ン の 発 現 は 、 Bac-to-Bac(登
録 商 標 )Baculovirus Expression System(Invitrogen GmbH, Karlsruhe, FRG)を 用 い て 製
造 業 者 の 仕 様 書 に よ り 行 わ れ た 。 500 mlの バ ッ チ で の 上 清 の 10リ ッ ト ル を 作 製 し た 。 構 築
物 は 、 そ の 後 、 培 養 上 清 か ら 精 製 さ れ た 。 精 製 は 、 2段 階 精 製 と し て 行 わ れ た 。 第 一 に 、
希 釈 さ れ た 上 清 を 、 イ オ ン 交 換 カ ラ ム へ 添 加 し た 。 分 画 化 さ れ た 溶 出 物 を ELISAア ッ セ イ
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に お い て 試 験 し た 。 こ の た め に 、 抗 ヒ ト CD3ε 抗 体 (UCHT1 BD biosciences, Heidelberg, 
FRG)を Maxisorp ELISAプ レ ー ト (Nunc GmbH, Wiesbaden, FRG)上 に 一 晩 、 コ ー テ ィ ン グ し
た (PBS中 5 μ g/mlに お け る 50 μ l)。 非 特 異 的 な 結 合 は 、 PBS中 の 1.5％  BSAで 1時 間 、 ブ ロ
ッ キ ン グ さ れ た 。 す べ て の 前 お よ び 後 の 洗 浄 段 階 は 、 200 μ l PBSで 3回 、 行 わ れ た 。 そ の
後 、 溶 出 物 画 分 を 、 調 製 さ れ た プ レ ー ト の 穴 に お い て 、 1時 間 、 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 組
換 え タ ン パ ク 質 の 検 出 は 、 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 結 合 抗 His抗 体 (Roche Diagnostic
s GmbH, Mannheim, FRG; PBS中 1.5％  BSAに 1:500に 希 釈 さ れ た 抗 体 の 50 μ l)で 行 わ れ た
。 ELISAの 発 色 は 、 ABTS(2,2'-ア ジ ノ -ビ ス (3-エ チ ル ベ ン ズ -チ ア ゾ リ ン )-6-ス ル ホ ン 酸 )
、 Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, FRG)で 、 製 造 業 者 の 仕 様 書 に よ り 行 わ れ た 。 陽 性
画 分 は 、 ヒ ス チ ジ ン タ グ を 付 け ら れ た タ ン パ ク 質 を 優 先 的 に 結 合 す る コ バ ル ト -キ レ ー ト
カ ラ ム を 通 し て さ ら に 精 製 さ れ た 。 溶 出 物 画 分 は 、 記 載 さ れ た ELISAア ッ セ イ を 用 い て 試
験 さ れ た 。 陽 性 画 分 は 、 プ ー ル さ れ 、 濃 縮 さ れ た 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 CD3反 応 性 二 重 特 異 性 一 本 鎖 抗 体 の 「 グ ル ー プ I」 CD3結 合 パ タ ー ン へ 割 り 当 て る た め に
、 精 製 さ れ た 組 換 え ヒ ト CD3ε を Maxisorp ELISAプ レ ー ト (Nunc GmbH, Wiesbaden, FRG)上
に 一 晩 、 コ ー テ ィ ン グ し (PBS中 10 μ g/mlに お け る 50 μ l)、 非 特 異 的 結 合 を 、 そ の 後 、 PB
S中 の 1.5％  BSAで 1時 間 、 ブ ロ ッ キ ン グ し う る 。 次 に 、 ELISAウ ェ ル を 、 200 μ l PBSで 3回
、 洗 浄 し た 。 そ の 後 、 (i)ア ミ ノ 酸 配 列 ： dykddddkを も つ N末 端 FLAGタ グ (例 え ば 、 Mack, P
NAS 92 (1995) 7021に 記 載 さ れ て い る よ う に 入 手 可 能 )を 含 む が 、 (ii)ポ リ ヒ ス チ ジ ン タ
グ を 避 け る バ ー ジ ョ ン に お け る 精 製 さ れ た CD3反 応 性 二 重 特 異 性 一 本 鎖 抗 体 (PBS中 の 1.5％
 BSAで の 10 μ g/mlに お け る 50 μ l)は 、 固 定 化 CD3ε 上 で 1時 間 、 イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ う る
。 陰 性 対 照 と し て 、 二 重 特 異 性 一 本 鎖 抗 体 を 含 ま な い 50 μ l 1.5％  BSAが 用 い ら れ う る 。
陽 性 対 照 と し て 、 「 グ ル ー プ I」 抗 CD3抗 体 UCHT1(BD biosciences, Heidelberg, FRG； PBS
中 1.5％  BSAに お け る 5 μ g/mlへ 希 釈 さ れ た 抗 体 の 50 μ l)が 、 固 定 化 CD3ε 上 で イ ン キ ュ
ベ ー ト さ れ う る 。 上 記 の よ う に も う 1回 洗 浄 段 階 が 行 わ れ た 後 、 ヒ ト CD3ε に 特 異 的 に 結 合
し た 二 重 特 異 性 一 本 鎖 抗 体 は 、 結 合 し て い な い 抗 FLAG抗 体 (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 
Taufkirchen FRGか ら 入 手 さ れ た ANTI-FLAG M2； PBS中 の 1.5％  BSAに お い て 5 μ g/mlへ 希
釈 さ れ た 抗 体 の 50 μ l)で 、 続 い て 、 固 定 化 CD3ε に 結 合 し た 対 照 抗 体 を 直 接 的 に 検 出 す る
、 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 結 合 の ヤ ギ 抗 マ ウ ス IgG、 Fc-γ 断 片 特 異 的 抗 体 (Dianova, 
Hamburg, FRGか ら 入 手 さ れ た ； 1.5％  BSAを 含 む 50 μ l PBSに お い て 1:1000に 希 釈 さ れ た )
で 、 検 出 さ れ う る 。 ELISAの 発 現 は 、 ABTS（ Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, FRG） を
用 い て 、 製 造 業 者 の 仕 様 書 に 従 っ て 90分 間 行 っ た 。 対 照 抗 体 UCHT-1と 対 照 的 に 、 Trauneck
er, EMBO J. 10 (1991) 3655に 記 載 さ れ た CD3結 合 特 異 性 に 基 づ い た 二 重 特 異 性 一 本 鎖 抗
体 の い ず れ も 、 精 製 さ れ た 組 換 え ヒ ト CD3ε と の 特 異 的 な 相 互 作 用 を 示 さ ず 、 そ れ に 従 っ
て 、 「 グ ル ー プ I」 CD3結 合 パ タ ー ン へ の 割 当 を 退 け た 。 「 グ ル ー プ II」 と 「 グ ル ー プ III
」 の CD3結 合 パ タ ー ン の 間 の 区 別 は 、 ヒ ト T細 胞 、 お よ び 例 え ば 、 Tunnacliffe, Internati
onal Immunology 1 (1989) 546に 記 載 さ れ て い る よ う な ヒ ト CD3ε ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ
ウ ス T細 胞 上 に お け る CD3反 応 性 二 重 特 異 性 一 本 鎖 抗 体 の フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー の 結 合 分 析
に よ り 行 わ れ う る 。 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー は 、 分 析 さ れ う る 二 重 特 異 性 一 本 鎖 抗 体 が ポ リ
ヒ ス チ ジ ン タ グ を 有 す る 場 合 に は 、 本 発 明 の 実 施 例 3に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 ま た は 二
重 特 異 性 一 本 鎖 抗 体 が Flagの タ グ が 付 け ら れ て い る 場 合 に は 、 検 出 抗 体 が 蛍 光 標 識 抗 Flag
抗 体 に 置 き 換 え ら れ る こ と を 除 い て は 、 同 じ プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 、 行 わ れ う る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ９ ６ 】
【 図 １ Ａ 】 PCRプ ラ イ マ ー の 結 合 部 位 を 示 す 、 抗 CD19/抗 CD3一 本 鎖 二 重 特 異 性 抗 体 に お け
る VL/VHド メ イ ン 配 列 の 概 略 的 組 成 。 A1、 A2、 B1お よ び B2は 、 抗 CD19/抗 CD3一 本 鎖 二 重 特
異 性 抗 体 の 構 築 に お い て 用 い ら れ る 様 々 な V領 域 の N末 端 か ら C末 端 ま で の 位 置 を 表 す 。
【 図 １ Ｂ 】 制 限 酵 素 の 認 識 部 位 を 示 す 、 抗 CD19/抗 CD3一 本 鎖 二 重 特 異 性 抗 体 に お け る VL/V
Hド メ イ ン 配 列 の 概 略 的 組 成 (L=リ ー ダ ー ペ プ チ ド )。 A1、 A2、 B1お よ び B2は 、 抗 CD19/抗 CD
3一 本 鎖 二 重 特 異 性 抗 体 の 構 築 に お い て 用 い ら れ る 様 々 な V領 域 の N末 端 か ら C末 端 ま で の 位
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置 を 表 す 。
【 図 ２ 】 280 nmに お け る Zn-キ レ ー ト Fractogel(登 録 商 標 )カ ラ ム (IMAC)か ら の 二 重 特 異 性
一 本 鎖 抗 体 溶 出 パ タ ー ン 。 600 mlの 保 持 時 間 に お け る 第 一 の 小 さ い 方 の ス テ ッ プ お よ び 70
0 mlに お け る 第 二 の 大 き い 方 の ス テ ッ プ を 示 す 基 本 線 は 、 0.5 M イ ミ ダ ゾ ー ル を 含 む 溶 出
緩 衝 液 の 理 論 上 の 勾 配 を 示 す 。 100～ 500 ml保 持 時 間 か ら の 280 nmに お け る 高 吸 着 は 、 カ
ラ ム 流 入 に お け る 結 合 し て い な い タ ン パ ク 質 に よ る も の で あ っ た 。 670.05 mlの 保 持 時 間
に お け る 溶 出 ピ ー ク か ら の タ ン パ ク 質 は 、 さ ら な る 精 製 に 用 い ら れ た 。
【 図 ３ 】 280 nmに お け る Sephadex S200ゲ ル 濾 過 か ら の 二 重 特 異 性 一 本 鎖 抗 体 溶 出 パ タ ー
ン 。 CD3お よ び CD19に 対 す る 二 重 特 異 性 抗 体 を 含 む 81.04 mlの 保 持 時 間 に お け る タ ン パ ク
質 ピ ー ク は 、 52 kDの 分 子 量 に 対 応 す る 。 画 分 は 、 50～ 110 mlの 保 持 時 間 か ら 回 収 さ れ 、 5
～ 35と 番 号 を 付 け ら れ た 黒 色 矢 印 で 示 さ れ た 。
【 図 ４ 】 二 重 特 異 性 一 本 鎖 抗 体 の タ ン パ ク 質 画 分 の 代 表 的 な SDS-PAGE分 析 。 レ ー ン M： 分
子 量 マ ー カ ー ； レ ー ン 1： 細 胞 培 養 上 清 ； レ ー ン 2： IMAC流 入 ； レ ー ン 3： IMAC溶 出 物 ； レ
ー ン 4： ゲ ル 濾 過 (Sephadex 200)か ら 得 ら れ た CD19お よ び CD3に 対 す る 精 製 さ れ た 抗 体 。
【 図 ５ 】 精 製 さ れ た 二 重 特 異 性 一 本 鎖 抗 体 画 分 の 代 表 的 な ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 。 精 製
さ れ た 二 重 特 異 性 タ ン パ ク 質 の ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 は 、 HisTag(PentaHis, Qiagen)に
対 し て 向 け ら れ た 抗 体 お よ び ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ で 標 識 さ れ た ヤ ギ 抗 マ ウ ス Igで 行 わ
れ た 。 レ ー ン 1： 細 胞 培 養 上 清 ； レ ー ン 2： IMAC流 入 ； レ ー ン 3： IMAC溶 出 物 ； レ ー ン 4： ゲ
ル 濾 過 (Sephadex 200)か ら 得 ら れ た CD19お よ び CD3に 対 す る 精 製 さ れ た 抗 体 。
【 図 ６ Ａ 】 Nalm 6(CD19+)お よ び ジ ャ ー カ ッ ト (CD3+)細 胞 に お け る FACS分 析 に よ り 測 定 さ
れ た 抗 CD19(VL/VH)× 抗 CD3(VH/VL)構 築 物 に つ い て の 結 合 デ ー タ 。 左 の ピ ー ク は 対 照 で あ
る 。 右 の ピ ー ク は 対 象 と な る 結 合 特 異 性 に つ い て の 蛍 光 シ フ ト の 測 定 で あ る 。 右 へ の シ フ
ト は 、 構 築 物 の CD19ま た は CD3へ の 結 合 を そ れ ぞ れ 示 す 。 VHお よ び VLド メ イ ン の 配 列 は 、 N
末 端 か ら C末 端 ま で (N→ C)示 さ れ て い る 。
【 図 ６ Ｂ 】 Nalm 6(CD19+)お よ び ジ ャ ー カ ッ ト (CD3+)細 胞 に お け る FACS分 析 に よ り 測 定 さ
れ た 抗 CD19(VH/VL)× 抗 CD3(VH/VL)構 築 物 に つ い て の 結 合 デ ー タ 。 左 の ピ ー ク は 対 照 で あ
る 。 右 の ピ ー ク は 対 象 と な る 結 合 特 異 性 に つ い て の 蛍 光 シ フ ト の 測 定 で あ る 。 右 へ の シ フ
ト は 、 構 築 物 の CD19ま た は CD3へ の 結 合 を そ れ ぞ れ 示 す 。 VHお よ び VLド メ イ ン の 配 列 は 、 N
末 端 か ら C末 端 ま で (N→ C)示 さ れ て い る 。
【 図 ６ Ｃ 】 Nalm 6(CD19+)お よ び ジ ャ ー カ ッ ト (CD3+)細 胞 に お け る FACS分 析 に よ り 測 定 さ
れ た 抗 CD19(VL/VH)× 抗 CD3(VL/VH)構 築 物 に つ い て の 結 合 デ ー タ 。 左 の ピ ー ク は 対 照 で あ
る 。 右 の ピ ー ク は 対 象 と な る 結 合 特 異 性 に つ い て の 蛍 光 シ フ ト の 測 定 で あ る 。 右 へ の シ フ
ト は 、 構 築 物 の CD19ま た は CD3へ の 結 合 を そ れ ぞ れ 示 す 。 VHお よ び VLド メ イ ン の 配 列 は 、 N
末 端 か ら C末 端 ま で (N→ C)示 さ れ て い る 。
【 図 ６ Ｄ 】 Nalm 6(CD19+)お よ び ジ ャ ー カ ッ ト (CD3+)細 胞 に お け る FACS分 析 に よ り 測 定 さ
れ た 抗 CD19(VH/VL)× 抗 CD3(VH/VL)構 築 物 に つ い て の 結 合 デ ー タ 。 左 の ピ ー ク は 対 照 で あ
る 。 右 の ピ ー ク は 対 象 と な る 結 合 特 異 性 に つ い て の 蛍 光 シ フ ト の 測 定 で あ る 。 右 へ の シ フ
ト は 、 構 築 物 の CD19ま た は CD3へ の 結 合 を そ れ ぞ れ 示 す 。 VHお よ び VLド メ イ ン の 配 列 は 、 N
末 端 か ら C末 端 ま で (N→ C)示 さ れ て い る 。
【 図 ６ Ｅ 】 Nalm 6(CD19+)お よ び ジ ャ ー カ ッ ト (CD3+)細 胞 に お け る FACS分 析 に よ り 測 定 さ
れ た 抗 CD19(VL/VH)× 抗 CD3(VH/VL)構 築 物 に つ い て の 結 合 デ ー タ 。 左 の ピ ー ク は 対 照 で あ
る 。 右 の ピ ー ク は 対 象 と な る 結 合 特 異 性 に つ い て の 蛍 光 シ フ ト の 測 定 で あ る 。 右 へ の シ フ
ト は 、 構 築 物 の CD19ま た は CD3へ の 結 合 を そ れ ぞ れ 示 す 。 VHお よ び VLド メ イ ン の 配 列 は 、 N
末 端 か ら C末 端 ま で (N→ C)示 さ れ て い る 。
【 図 ６ Ｆ 】 Nalm 6(CD19+)お よ び ジ ャ ー カ ッ ト (CD3+)細 胞 に お け る FACS分 析 に よ り 測 定 さ
れ た 抗 CD19(VL/VH)× 抗 CD3(VH/VL)構 築 物 に つ い て の 結 合 デ ー タ 。 左 の ピ ー ク は 対 照 で あ
る 。 右 の ピ ー ク は 対 象 と な る 結 合 特 異 性 に つ い て の 蛍 光 シ フ ト の 測 定 で あ る 。 右 へ の シ フ
ト は 、 構 築 物 の CD19ま た は CD3へ の 結 合 を そ れ ぞ れ 示 す 。 VHお よ び VLド メ イ ン の 配 列 は 、 N
末 端 か ら C末 端 ま で (N→ C)示 さ れ て い る 。
【 図 ７ 】 選 択 さ れ た ド メ イ ン 再 配 列 さ れ た 抗 CD3/抗 CD19構 築 物 に つ い て の 細 胞 障 害 性 デ ー
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タ 。 CB15 T細 胞 ク ロ ー ン お よ び NALM6細 胞 が 、 1:10の E:T比 で 用 い ら れ た 。 NALM6標 的 細 胞
は 、 カ ル セ イ ン で 標 識 さ れ た 。 細 胞 溶 解 後 の カ ル セ イ ン 放 出 は 、 FACS分 析 に よ り 測 定 さ れ
た 。
【 図 ８ 】 ELISAに お け る 、 145-2C11抗 体 の 、 組 換 え の 精 製 さ れ た 、 マ ウ ス CD3ε 鎖 の 細 胞 外
ド メ イ ン へ の 結 合 。 ELISAは 、 実 施 例 5、 パ ラ グ ラ フ 1に 記 載 さ れ て い る よ う に 行 わ れ た 。
グ ラ フ は 、 コ ー テ ィ ン グ さ れ た 145-2C11抗 体 に 結 合 す る 抗 原 調 製 物 ま た は 関 連 性 の な い 抗
原 に つ い て の 吸 収 値 を 描 く 。 試 料 は 、 1:5、 1:25お よ び 1:125希 釈 で 行 わ れ た 。
【 図 ９ 】 マ ウ ス CD3ε 鎖 表 面 抗 原 で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た ジ ャ ー カ ッ ト 細 胞 に お け
る 145-2C11抗 体 の FACS結 合 分 析 。 FACS染 色 は 、 実 施 例 5、 パ ラ グ ラ フ 2に 記 載 さ れ て い る よ
う に 行 わ れ た 。 塗 り つ ぶ さ れ た ヒ ス ト グ ラ ム は 、 ア イ ソ タ イ プ 対 照 と イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ
た 細 胞 を 示 す 。 白 抜 き の ヒ ス ト グ ラ ム は 、 145-2C11抗 体 と イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ た 細 胞 を 示
す 。
【 図 １ ０ 】 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ て い な い ジ ャ ー カ ッ ト 細 胞 に お け る 145-2C11抗 体 の
FACS結 合 分 析 。 FACS染 色 は 、 実 施 例 5、 パ ラ グ ラ フ 2に 記 載 さ れ て い る よ う に 行 わ れ た 。 塗
り つ ぶ さ れ た ヒ ス ト グ ラ ム は 、 ア イ ソ タ イ プ 対 照 と イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ た 細 胞 を 示 す 。 塗
り つ ぶ さ れ た ヒ ス ト グ ラ ム 上 に 重 ね ら れ た 白 抜 き の ヒ ス ト グ ラ ム は 、 145-2C11抗 体 と イ ン
キ ュ ベ ー ト さ れ た 細 胞 を 示 す 。 145-2C11は 、 ジ ャ ー カ ッ ト 細 胞 に 結 合 し な か っ た 。
【 図 １ １ 】 CTLL2細 胞 に お け る 145-2C11抗 体 の FACS結 合 分 析 。 FACS染 色 は 、 実 施 例 5、 パ ラ
グ ラ フ 3に 記 載 さ れ て い る よ う に 行 わ れ た 。 塗 り つ ぶ さ れ た ヒ ス ト グ ラ ム は 、 ア イ ソ タ イ
プ 対 照 と イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ た 細 胞 を 示 す 。 白 抜 き の ヒ ス ト グ ラ ム は 、 145-2C11抗 体 が CT
LL2細 胞 に 結 合 し た こ と を 示 し て い る 。
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【 図 ３ 】 【 図 ４ 】

【 図 ５ 】 【 図 ６ Ａ 】
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【 図 ６ Ｂ 】 【 図 ６ Ｃ 】

【 図 ６ Ｄ 】 【 図 ６ Ｅ 】
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【 図 ６ Ｆ 】 【 図 ７ 】

【 図 ８ 】

【 図 ９ 】

【 図 １ ０ 】
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【 図 １ １ 】

【 配 列 表 】
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