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(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】標的分子に対するポリペプチドの親和性を調節
する方法を提供する。
【解決手段】（１）異性化を受けやすいアスパラチル残
基を同定し；（２）代替残基を置換し、得られた変異体
を標的分子に対する親和性でスクリーニングする。好適
な実施態様では、残基の置換方法は、ファージディスプ
レイでの親和性成熟(ＡＭＰＤ)である。更に好適な実施
態様では、ポリペプチドは抗体で、標的分子は抗原であ
る。更に好適な実施態様では、抗体は抗ＩｇＥであり、
標的分子はＩｇＥである。他の実施態様では、ＩｇＥに
対する親和性が改善された抗ＩｇＥ抗体である。
【選択図】図１２
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　アスパルチル異性化の不活性化を示さず、無修飾ポリペプチド以上である標的分子Ｉｇ
Ｅに対する親和性を有する抗ＩｇＥ抗体である修飾ポリペプチドを調製する方法において
、
ａ）異性化を受けやすいアスパラチル残基を同定し；
ｂ）代替残基を置換し、得られた変異体を標的分子に対する親和性に対して、ファージデ
ィスプレイを使用する親和成熟法でスクリーニングし、該工程が、
(i)　ポリペプチドのアミノ酸配列の変化を生じるポリペプチドをコードしている遺伝子
における一又は複数のコドンの置換、欠失、又は挿入により、ファージコートタンパク質
に融合した構造的に関連するポリペプチドのライブラリを調製し、
(ii)　該ポリペプチドをコードしているＤＮＡを含むファージミド粒子の表面に各関連ポ
リペプチドの単一の複製を示すことを更に含み；
ｃ）アスパラチル残基が変化し、無修飾ポリペプチド以上である標的分子に対する親和性
を有する修飾ポリペプチドを選択する；
ことを含んでなる方法。
【請求項２】
　無修飾抗体が図１２[配列番号：１３－１４]に「Ｅ２５」として示された配列を有して
いる請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　置換された残基が可変軽鎖ＣＤＲ１残基Ａｓｐ３２Ｇｌｕ、Ｇｌｎ２７Ｌｙｓ及びＳｅ
ｒ２８Ｐｒｏである請求項２に記載の方法。
【請求項４】
　更に置換された残基が可変重鎖ＣＤＲ２残基Ｔｈｒ５３Ｌｙｓ、Ａｓｐ５５Ｓｅｒ、Ｓ
ｅｒ５７Ｇｌｕ及びＡｓｎ５９Ｌｙｓである請求項３に記載の方法。
【請求項５】
　請求項１に記載の方法を実施することを含んでなる、抗体のブタクサ誘発性ヒスタミン
放出阻害性を改良する方法。

【発明の詳細な説明】
【発明の開示】
【０００１】
　本発明は、免疫グロブリンＥ(ＩｇＥ)、ＩｇＥアンタゴニスト、ヒトＩｇＥに結合可能
な抗ＩｇＥ抗体、及び抗ＩｇＥ抗体を含むポリペプチドを改良する方法に関する。
　ＩｇＥは、広範囲にわたって病気が広がっている馴染みのある副鼻腔炎、過敏症Ｉ型、
食物アレルギー及び喘息等のアレルギー反応を媒介する免疫グロブリンファミリーのメン
バーである。ＩｇＥはＢ細胞又はＢリンパ球により分泌され、その表面で発現する。Ｉｇ
Ｅは、ＦｃεＲＩＩとして知られている低親和性ＩｇＥレセプターにそのＦｃ領域が結合
してＢ細胞(及び単球、好酸球及び血小板)と結合する。哺乳動物がアレルゲンに暴露され
ると、抗原に特異的な表面結合性ＩｇＥ抗体を有するＢ細胞が「活性化」され、ＩｇＥ分
泌プラズマ細胞に発達する。次に、生じたアレルゲン特異性ＩｇＥが血流を通って循環し
、ＦｃεＲＩとして知られている高親和性レセプターにより、組織中のマスト細胞及び血
液中の好塩基球の表面に結合するようになる。これにより、マスト細胞及び好塩基球はア
レルゲンに対して敏感になる。続いてアレルゲンに暴露されると、好塩基球及びマスト細
胞のＦｃεＲＩの架橋を引き起こし、その結果、臨床的過敏症及びアナフィラキシーの原
因であるヒスタミン、ロイコトリエン及び血小板活性化因子、好酸球及び好中球走化因子
及びサイトカインＩＬ-３、ＩＬ-４、ＩＬ-５及びＧＭ-ＣＳＦが放出される。
【０００２】
　病理的症状の過敏症は、アレルゲンが比較的多量に存在するか、又は体液及び細胞の免
疫状態のレベルが高まっている場合に、結果として全体的な組織変化を生じるアレルゲン
(類)に対する過度の免疫応答により特徴付けられるものである。
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　アナフィラキシー性過敏症における生理的変化には、肺の細気管支及び気管支の強度の
収縮、平滑筋の萎縮及び毛細管の拡張が含まれ得る。しかし、この病状の素因は、遺伝及
び環境要因間の相互作用により生じると思われる。アナフィラキシー性過敏症を誘発する
一般的な環境アレルゲンは、花粉、食物、ハウスダスト、ダニ、動物の鱗屑、カビの胞子
及び昆虫毒であることが発見されている。アトピー性アレルギーはアナフィラキシー性過
敏症に関連しており、例えば喘息、アレルギー性鼻炎及び結膜炎(枯草熱)、湿疹、蕁麻疹
及び食物アレルギー等の疾患を引き起こす。しかし、生命に危険性を及ぼす病状のアナフ
ィラキシーであるアナフィラキシーショックは、通常、昆虫に刺されるか又は親の投薬(p
arental medication)により誘発される。
　近年、過敏症Ｉ型及びアナフィラキシー性過敏症のための治療方策として、好塩基球及
びマスト細胞において見出される高親和性レセプター(ＦｃεＲＩ)に対する結合からＩｇ
をブロックする試みがなされており、その結果、病理的症状に至るヒスタミンと他のアナ
フィラキシー性因子の放出が防止される。
【０００３】
　１９９３年３月４日公開のＷＯ９３／０４１７３には、ＩｇＧ１残基が類似のＩｇＥ残
基に置換されたヒトＩｇＥ／ＩｇＧ１キメラが記載されている。本出願人の係属中出願で
ある米国特許出願第０８／４０５６１７号にはヒト化抗ＩｇＥ抗体が記載されており、そ
こでは、ヒトＩｇＥに対するマウス抗体(ＭａＥ１１)が、ＩｇＧ１免疫グロブリンフレー
ムワークに置換されたＣＤＲ領域(ｒｈｕＭａＥ２５)を提供するために使用されている。
ヒト化技術は、Reichmanら,(1988) Nature 332:323及びJones,P.T.ら, (1986), Nature 3
21:522に記載されている。
【０００４】
　マウスＭａＥＩＩにより誘発される免疫原性反応を起こさないでＩｇＥに対しマウスＭ
ａＥＩＩと同様の親和性をもたらす抗ＩｇＥ分子を提供するために、マウス抗体のヒト化
法が確立されている(Shieldら, (1995) Int. Arch. Allergy Immunol. 107:308-312)が、
ＭａＥ１１又はマウス抗ＩｇＥよりも明白に良好なＩｇＥに対する親和性を持つ抗ＩｇＥ
の作成は今だなされていない。
　組換えモノクローナル抗体は、アスパラギン酸及びアスパラギン残基の異性化のような
、全てのポリペプチド又はタンパク質に影響を及ぼす分解反応を被る。以下の図Ａに示す
ように、-Ａｓｐ-Ｇｌｙ-配列のアスパラギン酸残基(Ｉ)は環状のイミド中間体(ＩＩ)を
介してイソアスパラート(ＩＩＩ)に異性化し得る(GeigerとClarke, J. Biol. Chem. 262:
785-794(1987))。アスパラギン酸(Ｉ)のカルボン酸側鎖は隣接するグリシンのアミドの窒
素と反応し、環状のアスパラギン酸中間体(ＩＩ)を形成し、ついで、-イソアスパラギン
酸-グリシン-残基(ＩＩＩ)になる。この反応における平衡、速度及びｐＨ依存性は、逆相
高速液体クロマトグラフィーにより分離されたペプチドモデルにおいて研究されている(O
liyaiとBorchardt, Pharm Res. 10, 95-102(1993))。異性化を受ける傾向は、-Ａｓｐ-Ｇ
ｌｙ-配列を含む分子部分の局所的柔軟性にも依存すると考えられる(Geiger & Clarke, 
上掲)。

【０００５】
　アスパラギン酸が異性化される既知の抗体の例はｒｈｕＭａｂＥ-２５(Ｅ２５)として
知られている強力な抗ＩｇＥ抗体である。この事象は自発的に生じ得るものであるが、Ｅ
-２５を３７℃で２１日間インキュベートすることにより、発生を誘発することもできる
。最終的な結果は、抗体のポリペプチド骨格中への更なるメチル基の挿入であり、これに
より高次構造が変化し結合親和性が低減する。ＶＬ３２-３３位に-ｃ-Ａｓｐ-Ｇｌｙ-及
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び-イソ-Ａｓｐ-Ｇｌｙ-変異種を有するＥ-２５の研究では、ＶＬ３２残基におけるアラ
ニン又はグルタミン酸の置換により、異性化事象を最小にすることが可能であるが、置換
自体はの結果、結合性が３倍低減することが示されている。Caciaら, 上掲。
　よって、アスパルチル異性化の「不活性化」事象を示さないばかりか、改良されていな
いポリペプチドの親和性に等しいかより高い標的分子(例えば抗原)に対する親和性を示す
、抗体を含む改良ポリペプチドの創製が必要とされている。
【０００６】
(概要）
　本発明は、(１)異性化を起こしやすいアスパルチル残基の同定；(２)代替残基による置
換と、標的分子に対する親和性についての得られた変異体のスクリーニングを含む組合わ
せ工程により、標的分子に対する親和性を有するポリペプチドを改良する方法に関する。
好ましい実施態様において、残基の置換方法はファージディスプレイでの親和成熟(affin
ity maturation)(ＡＭＰＤ)である。さらに好ましい実施態様において、ポリペプチドは
抗体であり、標的分子は抗原である。より好ましい実施態様において、抗体は抗ＩｇＥで
あり、標的分子はＩｇＥである。
【０００７】
　またさらに好ましい実施態様において、本発明は、ＶＬ ＣＤＲ-Ｌ１残基２７Ｇｌｎ、
２８Ｓｅｒ及び３１Ｔｙｒを、それぞれＬｙｓ、Ｐｒｏ及びＧｌｙに改変すると共に、Ｖ
Ｌ ＣＤＲ-Ｌ１残基３２ＡｓｐをＧｌｕで置換することにより、抗ＩｇＥ抗体Ｅ-２５の
親和性を改良する方法に関する。また好ましい実施態様において、Ｅ-２５抗ＩｇＥ抗体
は、ＶＨ ＣＤＲ２残基において：５３ＴｈｒをＬｙｓに、５５ＡｓｐをＳｅｒに、５７
ＳｅｒをＧｌｕに、また５９ＡｓｎをＬｙｓにする付加的な改変がなされる。
　他の実施態様において、本発明はＩｇＥに対する親和性が改良された抗ＩｇＥ抗体に関
する。
　好ましい実施態様において、抗ＩｇＥ抗体は、図２に「ｅ２７」及び「ｅ２６」と標識
した配列フラグメントを有する重鎖及び軽鎖を含んでなる。あるいは、抗ＩｇＥ抗体は、
図１２において「Ｅ２７」及び「Ｅ２６」と標識された全長の重及び軽鎖配列を含んでな
る。
　また本発明は、医薬上の有用性を有する、改良された親和性の抗ＩｇＥ又はその機能性
フラグメントの組成物にも関する。さらに本発明は、改良された親和性の抗ＩｇＥ抗体を
含有する製造品にも関する。
　またさらなる他の実施態様において、本発明はＩｇＥ媒介性のヒスタミンの生成を低減
又は阻害する方法に関する。
　また他の実施態様において、本発明は、本発明の抗体又はその機能性フラグメントの投
与による、ＩｇＥ媒介性疾患を治療する方法に関する。
本発明の他の側面は、以下の詳細な記載及び請求の範囲により明らかになるであろう。
【０００８】
配列番号：１は本発明で使用され、また図１０に示されている発現プラスミドｅ４２６の
配列を表す。
配列番号：２は図１に示すＭａＥ１１の可変重鎖配列を表す。
配列番号：３は図１に示すＦ(ａｂ)-２の可変重鎖配列を表す。
配列番号：４は図１に示すｈｕｍＩＩＩの可変重鎖配列を表す。
配列番号：５は図１に示すＭａＥ１１の可変軽鎖配列を表す。
配列番号：６は図１に示すＦ(ａｂ)-２の可変軽鎖配列を表す。
配列番号：７は図１に示すｈｕｍＩＩＩの可変軽鎖配列を表す。
配列番号：８は図２に示すｅ２６及びｅ２７の可変軽鎖配列を表す。
配列番号：９は図２に示すｅ４２６の可変軽鎖配列を表す。
配列番号：１０は図２に示すｅ２５の可変軽鎖配列を表す。
配列番号：１１は図２に示すｅ２７の可変重鎖配列を表す。
配列番号：１２は図２に示すｅ２５、ｅ２６及びｅ４２６の可変重鎖配列を表す。
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配列番号：１３は図１２に示すｅ２５の全長可変軽鎖配列を表す。
配列番号：１４は図１２に示すｅ２５の全長重鎖配列を表す。
配列番号：１５は図１２に示すｅ２６の全長軽鎖配列を表す。
配列番号：１６は図１２に示すｅ２６の全長重鎖配列を表す。
配列番号：１７は図１２に示すｅ２７の全長軽鎖配列を表す。
配列番号：１８は図１２に示すｅ２７の全長重鎖配列を表す。
配列番号：１９は図１３に示すｅ２６とｅ２７の可変軽鎖Ｆａｂフラグメントを表す。
配列番号：２０は図１３に示すｅ２６の可変重鎖Ｆａｂフラグメントを表す。
配列番号：２１は図１３に示すｅ２７の可変重鎖Ｆａｂフラグメントを表す。
配列番号：２２は図１４に示すｅ２６のｓＦｖフラグメントを表す。
配列番号：２３は図１４に示すｅ２７のｓＦｖフラグメントを表す。
配列番号：２４は図１５に示すｅ２６とｅ２７の可変軽鎖Ｆ(ａｂ)'２フラグメントを表
す。
配列番号：２５は図１５に示すｅ２６の可変重鎖Ｆ(ａｂ)'２フラグメントを表す。
配列番号：２６は図１５に示すｅ２７の可変重鎖Ｆ(ａｂ)'２フラグメントを表す。
【０００９】
（好ましい実施態様の詳細な説明）
　本出願において記載された特定の参考文献、特許出願及び特許は、本明細書に出典を明
示して取り込まれているものとして読むべきものである。
定義：
　この出願を通して使用される用語は、当業者にとって通常かつ典型的な意味に解釈され
るものである。しかし、本出願人は、以下の用語については、特に以下に定義されるよう
な定義が付与されることを望む。
　「タンパク質」又は「ポリペプチド」という用語は交換可能に使用されることを意図す
る。それらは翻訳後修飾(例えばグリコシル化又はホスホリル化)に関係なく、ペプチド又
はアミド結合により互いに結合した２又はそれ以上のアミノ酸の鎖を指す。抗体が特にこ
の定義の範囲内に含まれることを意図している。
　本発明のポリペプチドは、各サブユニットが別々のＤＮＡ配列によりコードされた１を
越えるサブユニットを含有していてもよい。
【００１０】
　抗体ポリペプチド配列に対しての「実質的に同一」という用語は、参照ポリペプチド配
列に対して少なくとも７０％、好ましくは８０％、さらに好ましくは９０％、最も好まし
くは９５％の配列同一性を示す抗体であると解釈されるべきものである。核酸配列に対し
てのこの用語は、参照核酸配列に対して少なくとも約８５％、好ましくは９０％、さらに
好ましくは９５％、最も好ましくは９７％の配列同一性を示すヌクレオチド配列であると
解釈されるべきである。ポリペプチドに対して、比較配列の長さは一般的に少なくとも２
５アミノ酸である。核酸に対しては、その長さは一般的に少なくとも７５ヌクレオチドで
ある。
　「同一性」又は「相同性」という用語は、配列を整列させ、配列全体に対してける最大
のパーセント同一性を得るために必要ならば間隙を導入し、如何なる保存的置換も配列同
一性の一部と考えないとした、比較される対照配列の残基と同一である候補配列中のアミ
ノ酸残基のパーセンテージを意味するものと解釈されるべきものである。Ｎ末端もしくは
Ｃ末端の伸長も挿入も何れも同一性あるいは相同性を低減ささせるものではないと解釈さ
れる。アラインメントのためのコンピュータプログラム及び方法は従来からよく知られて
いる。配列同一性は配列分析ソフトウエア(例えばSequence Analysis Software Package,
 Genetics Computer Group, University of Wisconsin Biotechnology Center, 1710 Uni
versity Ave., Madison, WI53705)を使用して測定することができる。このソフトウエア
は、種々の置換、欠失及び他の修飾に対して相同性の程度を割り当てることにより、類似
の配列をマッチングさせる。
【００１１】
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　「抗体」という用語は広義に使用され、具体的には、モノクローナル抗体(全長モノク
ローナル抗体を含む)、ポリクローナル抗体、多重特異性抗体(例えば二重特異性抗体)、
及びそれらが所望の生物活性を示す限り抗体フラグメント(例えばＦａｂ、Ｆ(ａｂ')２及
びＦｖ)も包含している。抗体(Ａｂ)及び免疫グロブリン(Ｉｇ)は同一の構造的特徴を有
する糖タンパク質である。抗体は特定の抗原に対して結合特異性を示すが、免疫グロブリ
ンは抗体及び抗原特異性を欠く他の抗体様分子の両方を含む。後者の種類のポリペプチド
は、例えばリンパ系では少量しか生産されず、骨髄腫により多くの量が生産される。
【００１２】
　天然の抗体と免疫グロブリンは、２つの同一の軽(Ｌ)鎖と２つの同一の重(Ｈ)鎖からな
り、通常約１５００００ダルトンのヘテロテトラマー糖タンパク質である。各軽鎖は共有
シスルフィド結合により重鎖に結合しており、ジスルフィド結合の数は異なる免疫グロブ
リンアイソタイプの重鎖間で変動する。また、各重鎖及び軽鎖は、規則的に間隔が開いた
鎖内ジスルフィド架橋を有している。各重鎖は一端に可変ドメイン(ＶＨ)を有し、これに
複数の定常ドメインが続いている。各軽鎖は一端に可変ドメイン(ＶＬ)を、他の末端に定
常ドメインを有している。軽鎖の定常ドメインは、重鎖の第１定常ドメインと整列してお
り、軽鎖の可変ドメインは重鎖の可変ドメインと整列している。特定のアミノ酸残基が、
軽鎖及び重鎖の可変ドメイン間の界面を形成していると考えられている(Clothiaら, J. M
ol. Biol. 186, 651-66, 1985)；NovotnyとHaber, Proc. Natl. Acad. Sci., USA 82, 45
92-4596(1985)。
【００１３】
　「単離された」抗体とは、それが生成された環境の成分から同定され分離及び／又は回
収されたものである。その生成環境の汚染成分とは、抗体の診断又は治療への使用を妨害
する物質であり、酵素、ホルモン、及び他のタンパク質様又は非タンパク質様溶質が含ま
れる。好ましい実施態様において、抗体は、少なくとも３種の方法により測定可能になる
まで精製される：すなわち１)ローリー(Lowry)法により測定して抗体の９５重量％、最も
好ましくは９９重量％を越えるまで；２)スピニングカップシークエネーターを使用する
ことにより、Ｎ末端あるいは内部アミノ酸配列の少なくとも１５の残基を得るのに充分な
程度まで；あるいは３)クーマシーブルーあるいは好ましくは銀染色を用いた非還元ある
いは還元条件下でのＳＤＳ-ＰＡＧＥによる均一性が得られるまで、精製される。抗体の
自然環境の少なくとも１つの成分が存在しないため、単離された抗体には、組換え細胞内
のインシトゥー抗体が含まれる。しかしながら、単離された抗体は少なくとも一つの精製
工程により調製される。
【００１４】
　「種依存性抗体」、例えば哺乳動物抗ヒトＩｇＥ抗体は、第１の哺乳動物種からの抗原
に対する方が、第２の哺乳動物種からのその抗原の相同体に対するよりもより強い結合親
和性を有する抗体である。通常、種依存性抗体は、ヒト抗原に「特異的に結合する」(す
なわち、わずか約１ｘ１０－７Ｍ、好ましくは約１ｘ１０－８Ｍ、最も好ましくは約１ｘ
１０－９Ｍを越えない結合親和性(Ｋｄ)値を有する)が、ヒト抗原に対する結合親和性よ
りも、少なくとも約５０倍、又は少なくとも約５００倍、又は少なくとも約１０００倍弱
い第２の非ヒト哺乳動物種からの抗原の相同体に対する結合親和性を有する。種依存性抗
体は、上述の種々のタイプの抗体の何れであってもよいが、好ましくはヒト化又はヒト抗
体である。
【００１５】
　「抗体変異体」という用語は、アミノ酸残基の一又は複数が修飾されている、抗体のア
ミノ酸配列変異体を指す。このような変異体は、必ず、抗体の重鎖又は軽鎖可変ドメイン
のアミノ酸配列と少なくとも７５％、好ましくは少なくとも８０％、さらに好ましくは８
５％、より好ましくは少なくとも９０％、最も好ましくは少なくとも９５％のアミノ酸配
列同一性又は類似性を有するアミノ酸配列と１００％未満の配列同一性又は類似性を有す
る。本発明の方法は、ポリペプチド、抗体及びそれらのフラグメントの双方に等しく適用
されるため、これらの用語は時に交換可能に使用される。
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【００１６】
　抗体の可変ドメインに対して「可変」なる用語は、可変ドメインのある部分が抗体間の
配列において広範に異なることを指し、その特定の抗原に対する各特定の抗体の結合性と
特異性において使用される。しかしながら、可変性は抗体の可変ドメインにわたって均一
には分布していない。それは、軽鎖及び重鎖可変ドメインの両方において高頻度可変領域
としても知られている相補性決定領域(ＣＤＲ)と呼ばれる３つのセグメントに濃縮される
。ＣＤＲを決定する少なくとも２つの方法がある：(１)交雑種配列可変性に基づくアプロ
ーチ(すなわち、Kabatら, Sequences of Proteins of Immunological Interest National
 Institute of Health, Bethesda, MD 1987)；及び(２)抗原-抗体複合体の結晶学的研究
に基づくアプローチ(Chothia, C.ら,(1989), Nature 342:877)である。本出願人の抗Ｉｇ
Ｅ抗体に対しては、あるＣＤＲを、Kabatら及びChothiaらのアプローチを組合せることに
より決定した。可変ドメインのより高度に保存されている部分はフレームワーク(ＦＲ)と
呼ばれる。未変性の重鎖及び軽鎖の可変ドメインは、主にβシート立体配置を採用し、３
つのＣＤＲにより連結された４つのＦＲ領域をそれぞれ含み、これが、βシート構造を結
合し、ある場合にはその一部を形成するループを形成する。各鎖のＣＤＲはＦＲ領域に非
常に近接して一緒に保持されており、他の鎖のＣＤＲと共に、抗体の抗原結合部位の形成
に寄与している(Kabatら参照)。定常ドメインは抗原に対する抗体の結合性に直接関与し
ていないが、種々のエフェクター機能、例えば抗体の抗体依存性細胞毒性への関与を示す
。
【００１７】
　「抗体フラグメント」は、全長抗体の一部、一般的にはその抗原結合又は可変領域を指
す。抗体フラグメントの例には、Ｆａｂ、Ｆａｂ'、Ｆ(ａｂ')２及びＦｖフラグメントが
含まれる。抗体のパパイン消化は、Ｆａｂフラグメントと呼ばれ、各々が単一の抗原結合
部位を有する２つの同一の抗原結合フラグメントと、容易く結晶化するその能力によりそ
のように呼ばれる残りのＦｃフラグメントをつくり出す。ペプシン処理により、抗原を架
橋することが可能な２つの抗原結合部位を有するＦ(ａｂ')２フラグメントと残りの他の
フラグメント(ｐＦｃ'と称される)が得られる。更なるフラグメントには、ダイアボディ
、線形抗体、単鎖抗体分子、及び抗体フラグメントから形成される多重特異性抗体が含ま
れる。ここで使用される場合、抗体に関して「機能的フラグメント」とは、Ｆｖ、Ｆ(ａ
ｂ)及びＦ(ａｂ')２フラグメントを指す。
【００１８】
　「Ｆｖ」フラグメントは、完全な抗原認識及び結合部位を含む最小抗体フラグメントで
ある。この領域は、密接な非共有結合による一つの重鎖及び一つの軽鎖可変ドメインの二
量体からなる(ＶＨ-ＶＬ二量体)。この配置において、各可変ドメインの３つのＣＤＲは
相互に作用してＶＨ-ＶＬ二量体の表面に抗原結合部位を形成する。集合的に、６つのＣ
ＤＲが抗体に抗原結合特異性を付与する。しかしながら、単一の可変ドメイン(又は抗原
に対し特異的な３つのＣＤＲを含むＦｖの半分)でさえ、結合部位全体よりも親和性が低
くなるが、抗原を認識し結合する能力を有している。
【００１９】
　Ｆａｂフラグメント［Ｆ(ａｂ)とも称される］は、軽鎖の定常ドメインと重鎖の第一定
常領域（ＣＨ１）もまた含む。Ｆａｂ'フラグメントは、抗体ヒンジ領域からの一又は複
数のシステインを含む重鎖ＣＨ１領域のカルボキシル末端に数個の残基が付加している点
においてＦａｂ断片とは異なる。Ｆａｂ'-ＳＨは、定常ドメインのシステイン残基が遊離
チオール基を持つＦａｂ'に対するここでの名称である。Ｆ（ａｂ'）フラグメントは、Ｆ
(ａｂ')２のペプシン消化生成物のヒンジシステインでジスルフィド結合を開裂させるこ
とにより生成される。抗体フラグメントの更なる化学的カップリングが当業者に知られて
いる。
　任意の脊椎動物種由来の抗体(免疫グロブリン)の軽鎖には、その定常ドメインのアミノ
酸配列に基づいて、カッパ(κ)及びラムダ(λ)と呼ばれる２つの明確に区別されるタイプ
の一つが充当される。
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【００２０】
　重鎖の定常ドメインのアミノ酸配列に依存して、「免疫グロブリン」を異なるクラスに
割り当てることができる。免疫グロブリンには、少なくとも５つの主たるクラス：ＩｇＡ
、ＩｇＤ、ＩｇＥ、ＩｇＧ及びＩｇＭがあり、それらのいくつかはさらにサブクラス(ア
イソタイプ)、例えばＩｇＧ-１、ＩｇＧ-２、ＩｇＧ-３及びＩｇＧ-４；ＩｇＡ-１及びＩ
ｇＡ-２に分割される。異なるクラスの免疫グロブリンに対応する重鎖定常ドメインは、
それぞれα、δ、ε、γ及びμと呼ばれる。異なるクラスの免疫グロブリンのサブユニッ
ト構造と３次元構造はよく知られている。本発明における使用に好適な免疫グロブリンは
免疫グロブリンＥである。
【００２１】
　ここで使用される「モノクローナル抗体」という用語は、実質的に均一な抗体の集団か
ら得られる抗体を指す、すなわち、集団を構成する個々の抗体が、少量存在しうる自然に
生じる可能な突然変異を除いて同一である。モノクローナル抗体は高度に特異的であり、
一つの抗原部位に対応する。更に、異なる決定基(エピトープ)に対応する異なる抗体を典
型的に含む通常の(ポリクローナル)抗体とは異なり、各モノクローナル抗体は抗原の単一
の決定基に対応する。その特異性に加えて、モノクローナル抗体は、他の免疫グロブリン
によって汚染されていないハイブリドーマ培養から合成される点で有利である。「モノク
ローナル」との形容は、実質的に均一な抗体集団から得られたという抗体の特徴を示し、
抗体を何か特定の方法で生産しなければならないことを意味するものではない。例えば、
本発明に従って使用されるモノクローナル抗体は、最初にKohler及びMilstein, Nature 2
56, 495 (1975)に掲載されたハイブリドーマ法によって作ることができ、あるいは例えば
米国特許第４８１６５６７号に記載されているような組換え法によって作ることができる
。本発明で使用されるモノクローナル抗体は、Clacksonら, Nature 352:624-628(1991)、
及びMarksほか, J. Mol. Biol. 222:581-597 (1991)に記載された技術を用いてファージ
抗体ライブラリから単離してもよい。
【００２２】
　ここで、モノクローナル抗体は、重鎖及び／又は軽鎖の一部が特定の種由来の抗体ある
いは特定の抗体クラス又はサブクラスに属する抗体の対応する配列と同一であるか相同で
あり、鎖の残りの部分は他の種由来の抗体あるいは他の抗体クラスあるいはサブクラスに
属する抗体の対応する配列と同一であるか相同である「キメラ」抗体（免疫グロブリン）
、並びにそれが所望の生物的活性を有する限りそれら抗体のフラグメントを特に含む(米
国特許第４８１６５６７号); Morrisonほか, Proc. Natl. Acad. Sci. 81:6851-6855 (19
84))。
　非ヒト(例えばマウス)抗体の「ヒト化」形とは、キメラ免疫グロブリン、免疫グロブリ
ン鎖あるいはそれらのフラグメント(例えばＦｖ、Ｆａｂ、Ｆａｂ'、Ｆ(ａｂ')２あるい
は抗体の他の抗原結合サブ配列)であって、非ヒト免疫グロブリンに由来する最小配列を
含むものである。大部分においてヒト化抗体はレシピエントの相補性決定領域(ＣＤＲ)の
残基が、マウス、ラット又はウサギのような所望の特異性、親和性及び能力を有する非ヒ
ト(ドナー抗体)のＣＤＲの残基によって置換されたヒト免疫グロブリン(レシピエント抗
体)である。ある場合には、ヒト免疫グロブリンのＦｖフレームワーク領域残基は、対応
する非ヒト残基によって置換される。更に、ヒト化抗体は、レシピエント抗体にも、移入
されたＣＤＲもしくはフレームワーク配列にも見出されない残基を含んでもよい。これら
の修飾は抗体の特性を更に洗練し、最適化するために行われる。一般に、ヒト化抗体は、
全てあるいはほとんど全てのＣＤＲ領域が非ヒト免疫グロブリンのものに対応し、全てあ
るいはほとんど全てのＦＲ領域がヒト免疫グロブリン共通配列のものである、少なくとも
１つ、典型的には２つの可変ドメインの実質的に全てを含む。ヒト化抗体は、最適には免
疫グロブリン定常領域(Ｆｃ)、典型的にはヒトの免疫グロブリンの定常領域の少なくとも
一部を含んでなる。更なる詳細は、Jonesら, Nature 321, 522-525(1986)；Reichmanら, 
Nature 332, 323-329(1988)及びPresta, Curr. Op. Struct. Biol. 2, 593-596(1992)を
参照のこと。
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「単鎖Ｆｖ」すなわち「ｓＦｖ」抗体フラグメントは、抗体のＶＨ及びＶＬドメインを含
有し、これらのドメインはポリペプチド単鎖に存在する。一般的に、Ｆｖポリペプチドは
、ｓＦｖが抗体結合のための所望の構造を形成できるように、ＶＨとＶＬドメインとの間
にポリペプチドリンカーを更に含んでいる。ｓＦｖについてのレビューには、例えば、Pl
uckthun, The Pharmacology of Monoclonal Antibodies, vol.113, Rosenburg and Moore
 eds. Springer-Verlag, New York, pp.269-315(1994)を参照されたい。
【００２３】
　「ダイアボディ」なる用語は、二つの抗原結合部位を持つ小さい抗体フラグメントを指
し、そのフラグメントは同一のポリペプチド鎖(ＶＨ-ＶＬ)内で軽鎖可変ドメイン(ＶＬ)
に重鎖可変ドメイン(ＶＨ)が結合している。非常に短いために同一鎖上で二つのドメイン
の対形成が可能ではないリンカーを使用して、ドメインを他の鎖の相補ドメインと強制的
に対形成させ、二つの抗原結合部位を創製する。ダイアボディは、例えば、欧州特許第４
０４０９７号；国際公開第９３／１１１６１号、及びHollingerら, Proc.Natl.Acad.Sci.
 USA 90:6444-6448 (1993)に更に詳細に記載されている。
【００２４】
　抗体の「機能的フラグメント又は類似体」という用語は、全長抗体と共通の質的生物学
的活性を有する化合物である。例えば抗ＩｇＥ抗体の機能的フラグメント又は類似体は、
高親和性レセプター、ＦｃεＲＩに結合する能力を有する分子から、このような能力を妨
げる又は実質的に低減させるような形で、ＩｇＥ免疫グロブリンに結合可能なものである
。
　「アミノ酸」及び「アミノ酸類」という用語は、天然に生じる全てのＬ-α-アミノ酸を
指す。アミノ酸はＡ部：抗体の調製：(ｉｖ)変異体抗体の生成の元に以下に記載されるよ
うにして同定される。「アミノ酸変異体」という用語は未変性のアミノ酸配列と比べてそ
のアミノ酸配列中に幾らかの差異がある分子を指す。
【００２５】
　「置換」変異体は、未変性配列の少なくとも１つのアミノ酸残基が除去され、同じ部位
に異なるアミノ酸が代わって挿入されたものである。置換には、分子内の１つのアミノ酸
のみが置換された単一置換のものと、あるいは同じ分子において２又はそれ以上のアミノ
酸が置換された多置換がある。「挿入」変異体は、未変性配列の特定の位置のアミノ酸に
直ぐに隣接して一又は複数のアミノ酸が挿入されたものである。アミノ酸に直ぐに隣接し
てとは、アミノ酸のα-カルボキシル又はα-アミノ官能基のいずれかに結合していること
を意味する。「欠失」変異体は、未変性配列の一又は複数のアミノ酸が除去されたもので
ある。通常、欠失変異体は、分子の特定領域において１又は２のアミノ酸が欠失される。
【００２６】
　「細胞」、「株化細胞」及び「細胞培養」なる用語は相互に交換可能に用いられ、これ
ら全ての表記には子孫が含まれる。また、全ての子孫は意図的な突然変異あるいは意図せ
ざる突然変異のために、完全に同一のＤＮＡを有するわけではないことも理解される。最
初に形質転換した細胞に対してスクリーニングされたものと同じ機能あるいは生物的性質
を有する突然変異子孫も含まれる。
　本発明で使用される「宿主細胞」は原核生物又は真核生物宿主である。適切な宿主細胞
の例は、Ｂ部ベクター、宿主細胞及び組換え方法：(ｖｉｉ)宿主細胞の選択及び形質転換
に記載する。
【００２７】
　「形質転換」とは、ＤＮＡが、染色体外エレメントとしてであれ染色体統合によってで
あれ、複製可能であるように生物体にＤＮＡを導入することを意味する。
　「トランスフェクション」とは、コード配列が実際に発現しようとしまいと、宿主細胞
に発現ベクターが取り込まれることを指す。
　「トランスフェクトされた宿主細胞」及び「形質転換された」という用語は、細胞内へ
のＤＮＡの導入を指す。細胞は「宿主細胞」と称され、原核生物でも真核生物でもよい。
典型的な原核生物の宿主細胞には大腸菌の様々な菌株が含まれる。典型的な真核生物の宿
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主細胞は哺乳動物、例えばチャイニーズハムスターの卵巣細胞又はヒト由来の細胞である
。導入されるＤＮＡ配列は、宿主細胞と同じ種からのものでも宿主脂肪とは異なる種から
のものでもよく、あるいはある外来性又はある相同的ＤＮＡを含むハイブリッドＤＮＡ配
列であってもよい。
【００２８】
　「複製可能な発現ベクター」及び「発現ベクター」という用語は、外来性ＤＮＡ片が挿
入された、通常は二本鎖のＤＮＡ片を指す。外来性ＤＮＡとは、宿主細胞中に自然には見
い出せない異種性ＤＮＡと定義される。ベクターは適切な宿主細胞中に外来性または異種
性ＤＮＡを輸送するために使用される。一度宿主細胞に入れば、ベクターは宿主の染色体
ＤＮＡとは無関係に複製され、いくつかベクターのコピーとそれが挿入された(外来性)Ｄ
ＮＡが産生される。
【００２９】
　「ベクター」という用語は、適切な宿主におけるＤＮＡの発現をなし得る適切な調節配
列に作用可能に結合しているＤＮＡ配列を含むＤＮＡ作成物を意味する。このような調節
配列には、転写を行うプロモータ、そのような転写を調節する任意のオペレータ配列、適
切なｍＲＮＡリボソーム結合部位をコードする配列、転写及び翻訳の終結を調節する配列
が含まれる。ベクターは、プラスミド、ファージ粒子、又は単に潜在的ゲノム挿入物であ
ってよい。適切な宿主中でひとたび形質転換されると、ベクターは複製されて、宿主のゲ
ノムとは無関係に機能し、あるいはいくつかの例においては、ゲノム自体に統合される。
本明細書において、プラスミドが現在最も一般的に使用されるベクターの形態であるため
、「プラスミド」と「ベクター」とはしばしば互換的に使用される。しかしながら、本発
明は、従来のものと等価な機能をもたらし、従来から知られている、あるいは知られるよ
うになるベクターの他の形態も含むものである。例えば、哺乳動物の細胞培養発現に対す
る典型的な発現ベクターは、ｐＲＫ５(欧州特許第３０７２４７号)、ｐＳＶ１６Ｂ(国際
公開第９１／０８２９１号)及びｐＶＬ１３９２(Pharmingen)である。
【００３０】
　「リポソーム」は、薬剤(例えば、ここで開示されている抗体変異体と、場合によって
は化学療法薬)の哺乳動物への送達に有用な様々なタイプの脂質、リン脂質及び／又は界
面活性剤からなる小胞体である。リポソームの成分は、通常、生物膜の脂質配置に似た２
層構造に配されている。
　「調節配列」という用語は特定の宿主生物中における作動可能に結合させたコード配列
の発現に必要なＤＮＡ配列を指す。例えば原核生物に適する調節配列は、プロモーター、
任意にはオペレーター配列、及びリボソーム結合部位を包含する。真核細胞はプロモータ
ー、ポリアデニル化シグナル及びエンハンサーを利用することが知られている。
【００３１】
　「単離された」核酸分子は、抗体核酸の天然源に通常は伴っている少なくとも１つの汚
染核酸分子から同定され分離された核酸分子である。単離された核酸分子は天然に見出さ
れる形態あるいは様相以外のものである。ゆえに、単離された核酸分子は、天然の細胞中
に存在する核酸細胞とは区別される。しかし、単離された核酸分子は、例えば、核酸分子
が天然の細胞の場合とは異なった染色体位置にある抗体を通常発現する細胞に含まれる核
酸分子を含む。
【００３２】
　核酸が別の核酸配列に対して機能的関係に置かれている場合にそれは「作用可能に結合
」されている。これは、適切な分子(例えば、転写アクチベータータンパク質)が調節配列
(群)に結合している場合に遺伝子発現を可能にするように連結された調節配列及び遺伝子
である。例えば、プレ配列または分泌リーダーのためのＤＮＡは、ポリペプチドの分泌に
関与するプレタンパク質として発現される場合には、ポリペプチドのＤＮＡに作用可能に
連結されている；プロモーター又はエンハンサーは、配列の転写に影響を与える場合、コ
ード配列に作用可能に連結されている；あるいはリボソーム結合部位は、配列の転写に影
響を与える場合、コード配列に作用可能に連結されている；又はリボソーム結合部位は、
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翻訳を容易にするように配置されている場合、コード配列に作用可能に連結されている。
一般的に、「作用可能に連結された」とは、連結されているＤＮＡ配列が連続しており、
分泌リーダーの場合、それは連続しており、かつ読みフェーズにあることを意味する。し
かし、エンハンサーは連続していなくてもよい。結合は、好都合な制限部位での連結によ
り達成される。そのような部位が存在しない場合、合成オリゴヌクレオチドアダプター又
はリンカーが通常の実施にしたがって用いられる。
【００３３】
　「治療」とは、治癒的及び予防的治療又は防止方法の両方を指す。治療の必要があるも
のには、既に疾患にかかっているもの並びに疾患を予防すべきものが含まれる。
　「疾患」は、ポリペプチドによる治療により恩恵を得るあらゆる症状のことである。こ
れには、慢性及び急性の疾患又は当該疾患に対する素因を哺乳動物に与える病理的状態を
含む病気が含まれる。
　治療の補助のためにここで使用される「免疫抑制剤」という用語は、移植片が移植され
る宿主の免疫系を抑制又はマスクするように作用する物質を指す。これにはサイトカイン
の生成を抑制し、自己抗原の発現をダウンレギュレート又は抑制し、あるいはＭＨＣ抗原
をマスクする物質が含まれる。このような抗原の例には、２-アミノ-５-アリール-５-置
換ピリミジン(米国特許第４６６５０７７号を参照)、アザチオプリン(又はアザチオプリ
ンに対する有害反応の場合はシクロホスファミド)；ブロモクリプチン；(米国特許第４１
２０６４９号に記載されているように、ＭＨＣ抗原をマスクする)グルタルアルデヒド；
ＭＨＣ抗原に対する抗イディオテイプ抗原及びＮＨＣフラグメント；シクロスポリンＡ；
ステロイド類、例えばグルココルチコステロイド、例えばプレドニゾン、メチルプレドニ
ゾン、及びデキサメサゾン；抗インターフェロン-γ、-β又はα抗体を含むサイトカイン
又はサイトカインレセプターアンタゴニスト；抗腫瘍壊死因子-α抗体；抗腫瘍壊死因子-
β抗体；抗インターロイキン-２抗体及び抗ＩＬ-２レセプター抗体；抗Ｌ３Ｔ４抗体；異
種性抗リンパ球グロブリン；万能(pan)Ｔ抗体、好ましくは抗ＣＤ３又は抗ＣＤ４／ＣＤ
４ａ抗体；ＬＦＡ-３結合ドメインを含む可溶性ペプチド(1990年7月26日に公開された国
際公開第９０／０８１８７号)；ストレプトキナーゼ；ＴＧＦ-β；ストレプトドルナーゼ
；宿主からのＲＮＡ又はＤＮＡ；ＦＫ５０６；ＲＳ-６１４４３；デオキシスペルグアリ
ン(deoxyspergualin)；ラパマイシン；Ｔ細胞レセプター(米国特許第５１１４７２１号)
；Ｔ細胞レセプターフラグメント(Offinerら, Science 251:430-432(1991)；国際公開第
９０／１１２９４号；及び国際公開第９１／０１１３３号)；及びＴ細胞レセプター抗体(
欧州特許第３４０１０９号)、例えばＴ１０Ｂ９が含まれる。これらの抗原は、ＣＤ１１
ａ抗体と同時に又は別々の時間に投与され、当該分野で示されている量と同じか少ない投
与量で使用される。好ましい補助免疫抑制剤は、実施する移植のタイプを含む、処置され
る疾患のタイプを含む多くの要因並びに患者の病歴に依存するが、一般的かつ全体的に好
ましいものは、シクロスポリンＡ、グルココルチコステロイド(最も好ましくはプレドニ
ゾン又はメチルプレドニゾロン)、ＯＫＴ-３モノクローナル抗体、アザチオプリン、ブロ
モクリプチン、異種性抗リンパ球グロブリン、又はそれらの混合物から薬剤を選択するこ
とである。
【００３４】
　「癌」及び「癌性」という用語は、典型的には調節されない細胞増殖を特徴とする、哺
乳動物における生理学的状態を指すか記述する。癌の例には、これらに限定されるもので
はないが、癌腫、リンパ腫、芽細胞腫、肉腫、及び白血病が含まれる。このような癌のよ
り特定の例には、扁平上皮細胞癌、小細胞肺癌、非小細胞肺癌、胃腸癌、膵臓癌、神経膠
芽細胞腫、子宮頸管癌、卵巣癌、肝臓癌、膀胱癌、肝腫瘍、乳癌、大腸癌、結腸直腸癌、
子宮体癌、唾液腺癌、腎臓癌、肝臓癌、前立腺癌、肛門癌、甲状腺癌、肝癌(hepatic car
cinoma)及び様々な種類の頭部及び頸部の癌が含まれる。
　治療の目的とされる「哺乳動物」とは、ヒト、家庭用又は畜産用動物、非ヒト霊長類、
及び動物園、スポーツ又はペット用動物、例えばイヌ、ウマ、ネコ及びウシ等を含む、哺
乳動物として分類されるあらゆる動物を指す。
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【００３５】
　「エピトープタグ」なる用語は、ここで用いられるときは、「エピトープタグ」に融合
したポリペプチドを指す。エピトープタグポリペプチドは、その抗体が産生され得るエピ
トープを提供するのに十分な数の残基を有しているが、その長さはポリペプチドの活性を
阻害しないよう充分に短い。また、エピトープタグは、好ましくは、抗体が他のエピトー
プと実質的に交差反応をしないようにかなり独特である。適切なタグポリペプチドは、一
般に、少なくとも６のアミノ酸残基、通常は約８～５０のアミノ酸残基(好ましくは約９
～３０の残基)を有する。具体例には、ＨＡタグポリペプチド及びその抗体１２ＣＡ５(Fi
eldら, Mol. Cell. Biol. 8:2159-2165(1988))；ｃ-ｍｙｃタグ及びそれに対する８Ｆ９
、３Ｃ７、６Ｅ１０、Ｇ４、Ｂ７及び９Ｅ１０抗体(Evanら, Mol. Cell. Biol. 5(12): 3
610-3616(1985))；及び単純ヘルペスウイルス糖タンパク質Ｄ(ｇＤ)タグ及びその抗体(Pa
borskyら, Protein Engineering 3(6):547-553(1990))が含まれる。ある実施態様におい
て、エピトープタグは「サルベージレセプター結合エピトープ」である。
【００３６】
　「サルベージレセプター結合エピトープ」は、ここで使用されるときは、ＩｇＧ分子の
インビボでの血清半減期を増加させる原因となるＩｇＧ分子(例えばＩｇＧ１、ＩｇＧ２

、ＩｇＧ３又はＩｇＧ４)のＦｃ領域のエピトープを指す。
　ここで使用される「細胞障害剤」という用語は、細胞機能を抑制又は阻害するか、及び
／又は細胞の崩壊を引き起こす物質を指す。この用語は放射性同位元素(例えばＩ１３１

、Ｉ１２５、Ｙ９０及びＲｅ１８６)、化学療法剤、毒素、例えば細菌、真菌、植物また
は動物由来の酵素活性毒又はそれらのフラグメントを含むことを意図している。
【００３７】
　「化学療法剤」は、癌の治療に有用な化学化合物である。化学療法剤の例には、アドリ
マイシン(Adrimycin)、ドキソルビシン、５-フルオロウラシル、シトシンアラビノシド(
「Ａｒａ-Ｃ」)、シクロホスファミド、チオテパ、タキソテール(ドセタキセル)、ブスル
ファン、シトキン(Cytoxin)、タキソール、メトトレキセート、シスプラチン、メルファ
ラン、ビンブラスチン、ブレオマイシン、エトポシド、イホスファミド、マイトマイシン
Ｃ、ミトキサントロン、ビンクリスチン、ビノレルビン(Vinorelbine)、カルボプラチン
、テニポシド(Teniposide)、ダウノマイシン、カルミノマイシン(Carminomycin)、アミノ
プテリン、ダクチノマイシン、マイトマイシン、エスペラミシン(Esperamicins)(米国特
許第４６７５１８７号参照)、メルファラン、及び他の関連ナイトロジェンマスタードが
含まれる。
【００３８】
　本出願で使用される「プロドラッグ」という用語は、親薬物に比べて、腫瘍細胞に対す
る細胞毒性が低く、より活性な親形態に酵素的に活性化又は転換することのできる、製薬
的に活性な先駆物質又は誘導体を指す。例えば、Wilman, 「Prodrugs in Cancer Chemoth
erapy」, Biochemical Society Transactions, 14, pp.375-382, 615 Meeting, Belfast(
1986)及びStellaら,(ed.),「Prodrugs:A Chemical Approach to Targeted Drug Delivery
」, Directed Drug Delivery, Borchardtら,(ed.), pp.247-267, Human Press(1985)を参
照。限定するものではないが、本発明のプロドラッグには、ホスファート含有プロドラッ
グ、チオホスファート含有プロドラッグ、スルファート含有プロドラッグ、ペプチド含有
プロドラッグ、Ｄアミノ酸含有プロドラッグ、グルコシル化プロドラッグ、βラクタム含
有プロドラッグ、任意に置換されたフェノキシアセトアミド含有プロドラッグ又は任意に
置換されたフェニルアセトアミド含有プロドラッグ、５-フルオロシトシン、及びより活
性のある細胞毒のない薬物に転換可能な他の５-フルオロウリジンプロドラッグが含まれ
る。限定するものではないが、本発明で使用されるプロドラッグ形態に誘導体化可能な細
胞毒薬剤の例には、上述の化学療法剤が含まれる。
【００３９】
　ここで使用される場合の「標識」という単語は、抗体に直接又は間接的に抱合される検
出可能な化合物又は組成物を指す。標識はそれ自体を検出可能であるか(例えば、放射性
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同位元素標識又は蛍光標識)、又は酵素的標識の場合は、検出可能な基質化合物又は組成
物の化学的変化を触媒してもよい。
　ここで使用される場合の「固相」とは、本発明の抗体が付着し得る非水性のマトリック
スを意味する。ここで包含される固相の例には、ガラス（例えば調整穴あきガラス）、多
糖類（例えばアガロース）、ポリアクリルアミド、ポリスチレン、ポリビニルアルコール
及びシリコーンにより、部分的に又は全体的に形成されるものが含まれる。ある実施態様
において、文脈に関連して、固相にはアッセイプレートのウェルが含まれ；他の場合は固
相は精製カラムである(例えば、アフィニティークロマトグラフィーカラム)。またこの用
語は、分離した粒子からなる不連続な固相、例えば米国特許第４２７５１４９号に記載さ
れているものも含む。
【００４０】
　ここで使用される抗ヒトＩｇＥ抗体とは、高親和性レセプターであるＦｃεＲＩに対す
るＩｇＥの結合を阻害するか又は実質的に低減させるように、ヒトＩｇＥに結合する抗体
を意味する。好ましくは、この抗ＩｇＥ抗体はＥ-２５である。
　ここで使用される場合の「ＩｇＥ媒介性疾患」という用語は、免疫グロブリンＩｇＥに
対する過感受性及び／又は過剰産生により特徴付けられる状態又は疾患を意味する。特に
、喘息、アレルギー性鼻炎及び結膜炎(枯草熱)、湿疹、蕁麻疹及び食物アレルギー等を含
む、アナフィラキシー性感覚過敏症及びアトピー性アレルギーに関連した状態を含むと解
釈すべきである。しかし、通常、蛇又は蜂に刺されるか、親の投薬に起因するアナフィラ
キシーショックといった深刻な病状もこの用語の範囲に含まれる。
【００４１】
　ここで使用される場合の「ファージディスプレイを用いた親和成熟」(ＡＭＰＤ)とはLo
wmanら, Biochemistry 30(45):10832-10838(1991)に記載された方法を指し；またHawkins
ら, J. Mol Biol. 254:889-896(1992)も参照される。以下の記載に厳密に制限されるもの
ではないが、この方法は簡単には次のように記載することができる：いくつかの高頻度可
変領域部位(例えば６-７部位)の各部位を変異させて各部位に全ての可能なアミノ酸置換
を生じさせる。このようにして産生された抗体変異体は、各繊維状ファージ粒子内にパッ
ケージされたＭ１３の遺伝子III産物への融合体として該繊維状ファージ粒子から一価の
形で表示される。種々の変異体を発現するファージが、結合選択のラウンドを通して循環
され、続いて高親和性を示す変異体が単離され、配列決定される。この方法は、また１９
９２年６月１１日に発行された国際公開第９２／０９６９６号にも記載されている。プー
ルされたアフィニティディスプレイを含む変更手順は、Cunningham, B.C.ら, EMBO J. 13
(11), 2508-2515(1994)に記載されている。
【００４２】
　本方法は、ａ)ポリペプチドをコードする第１の遺伝子と天然又は野生型ファージコー
トタンパク質の少なくとも一部をコードする第２の遺伝子で、第１及び第２の遺伝子が異
種性であるもの、及び第１及び第２の遺伝子に作動可能に結合し、よって融合タンパク質
をコードする遺伝子融合体を形成する転写調節エレメントを含有する複製可能な発現ベク
ターを作成し；ｂ)第１の遺伝子内の一又は複数の選択された位置でベクターを変異させ
て、関連プラスミドのファミリーを形成し；ｃ)プラスミドで適切な宿主細胞を形質転換
させ；ｄ)ファージコートタンパク質をコードする遺伝子を有するヘルパーファージを、
形質転換した宿主細胞に感染させ；ｅ)プラスミドの少なくとも一部を含有する組換えフ
ァージミド)粒子を形成し、宿主の形質転換を可能にする適切な条件下で、形質転換した
感染宿主細胞を培養し、該条件は、少量のファージミド粒子が、粒子の表面に融合タンパ
ク質の複製を１を越えて示すように調節されるものであり；ｆ)ファージミド粒子の少な
くとも一部が標的分子に結合するように、ファージミド粒子を標的分子に接触させ；ｇ)
結合しなかったものから結合したファージミド粒子を分離する、ことを含む新規の結合ポ
リペプチドの選択方法を提供する。好ましくは、本方法は、標的分子に結合する組換えフ
ァージミド粒子で適切な宿主細胞を形質転換させ、工程ｄ)からｇ)を一又は複数繰り返す
ことを含む。
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　また、本方法は、１以上のサブユニットからなるポリペプチドを含有し、ここで関心あ
るサブユニットをコードするＤＮＡに作用可能に結合している転写調節エレメントを含有
する複製可能な発現ベクターがファージコートタンパク質に融合される。
【００４３】
　ここで使用される場合の「抗体ファージライブラリ」という用語は、前掲のHawkinsら,
 J. Mol Biol. 254:889-896(1992)、及びLowmanら, Biochemistry 30(45):10832-10838(1
991)に記載された親和成熟プロセスに使用されるファージライブラリを指す。各ライブラ
リは、全ての可能なアミノ酸置換が生じる高頻度可変領域(例えば、６-７部位)を含有す
る。このようにして生成された抗体変異体は、ファージの外で発現し、繊維状ファージ粒
子内にパッケージされるＭ１３の遺伝子III産物への融合体として、該粒子から一価の形
で表示される。
ここで使用される場合の「室温」又は「雰囲気温度」は２３～２５℃であるべきである。
　ここで使用される場合の「結合ポリペプチド」とは、標的分子にする選択可能な親和性
で結合する任意のポリペプチドを意味する。好ましくはポリペプチドはタンパク質であり
、最も好ましくは約１００を越えるアミノ酸残基を含有するものである。典型的には、ポ
リペプチドはホルモン又は抗体又はそれらのフラグメントである。
【００４４】
　ここで使用される場合の「高親和性」とは、親和定数(Ｋｄ)が、生理学的条件下で、＜
１０－５Ｍ、好ましくは＜１０－７Ｍであることを意味する。
　ここで使用される場合の「標的分子」とは、抗体又はリガンドの生成が望まれているタ
ンパク質には限らない任意の分子を意味する。しかし、好ましくは標的はタンパク質であ
り、最も好ましくは、標的は抗原である。しかし、レセプター、例えばホルモンレセプタ
ーが、特にこの用語の範囲内に含まれるべきである。
　ここで明らかなＩｇＥ、変異体ＩｇＥ分子及びキメラＩｇＥ分子の特定の部分に対応す
るペプチドのアミノ酸番号付けを含む、ここで使用される場合の、免疫グロブリンアミノ
酸残基の番号付けは全て、Kabatら, Sequences of Proteins of Immunological Interest
(National Institute of Health, Bethesda, MD 1987)の免疫グロブリンアミノ酸残基番
号付けに従い行う。
【００４５】
（発明の実施の形態）
I．　標的分子の親和性を改良する方法
Ａ．　異性化可能なアスパルチル残基の同定
　本発明の実施において、異性化する傾向のある異性化可能なアスパルチル残基の同定は
、通常、当業者に公知の任意の技術によりなされる。例えば、Caciaら, Biochemistry 35
, 1897-1903(1996)には、抗ＩｇＥ抗体であるＥ-２５(-Ａｓｐ-Ｇｌｙ-残基を含有)を３
７℃で２１日間インキュベートする方法が記載されている。異性化した-Ａｓｐ-Ｇｌｙ-
の同定は、未処理又はプロテアーゼで処理されたフラグメントの質量分析及びクロマトグ
ラフィーによりなされる。また異性化はアスパラギニル残基で生じることが報告されてい
るため(T.GeigerとS.Clarke, J. Biol. Chem. 262(2), 785-794(1987))、本発明では、系
統的評価及びアスパラギニル残基を含有するポリペプチドの改良も、好ましく行われる。
【００４６】
Ｂ．　標的分子の親和性を改良する代替残基の選択
　レセプター親和性を最適化する多くの技術が、当業者に利用可能である。典型的には、
これらの技術は、全て、関心のある部位で種々のアミノ酸残基を置換し、続いて変異ポリ
ペプチドのレセプター親和性のスクリーニング分析することを含む。本発明での使用に好
適な技術はファージディスプレイ(Hawkinsら, J. Mol Biol. 254:889-896(1992)；Lowman
ら, Biochemistry 30(45):10832-10838(1991))を使用する親和成熟である。簡単には、い
くつかの高頻度可変領域部位(例えば６-７部位)を変異させて、各部位に全ての可能なア
ミノ酸置換を生じさせる。このようにして生成された抗体変異体を、繊維状ファージ粒子
内にパッケージされるＭ１３の遺伝子III産物への融合体として、該繊維状ファージ粒子
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から一価の形で表示する。種々の変異体が発現するファージを、結合選択のラウンドを通
して循環し、続いて高親和性を示す変異体を単離し、配列決定する。
【００４７】
　新規の結合ポリペプチドを選択する方法は、構造的に関連しているポリペプチドのライ
ブラリを好ましくは利用する。ファージコートタンパク質に融合した、構造的に関連した
ポリペプチドのライブラリは、変異誘発により生成され、好ましくは、各関連ポリペプチ
ドの単一の複製が、該ポリペプチドをコードするＤＮＡを含有するファージミド粒子の表
面に示される。ついで、これらのファージミド粒子を標的分子に接触させ、標的に対し最
も高い親和性を有する粒子がより低い親和性のものから分離される。ついで、高親和性の
バインダーを細菌宿主に感染させて増幅させ、競合結合工程を繰り返す。本方法を所望の
親和性のポリペプチドが得られるまで繰り返す。
【００４８】
　あるいは、ランダムな点変異を発現させるために(誤りがちなＤＮＡポリメラーゼを使
用することにより生じる)、多価ファージ(McCaffertyら, (1990),Nature 348, 552-554；
Clacksonら, (1991),Nature 352, 624-628)を使用することができ、ついで抗原に対する
親和性によりスクリーニングされるファージ抗体フラグメントのライブラリが作製される
。Hawkinsら, (1992) J. Mol Biol. 254:889-896。
【００４９】
　好ましくは、親和成熟プロセス中、複製可能な発現ベクターを転写調節エレメントのタ
イトなコントロール下におき、培養条件をファージミド粒子表面における融合タンパク質
の複製が１を越えて示す該粒子の量又は数が、約１％未満になるように調節される。また
好ましくは、融合タンパク質の複製を１を越えて示すファージミド粒子の量は、融合タン
パク質の複製を１つだけ示すファージミド粒子の量の１０％未満である。最も好ましい量
は２０％未満である。
【００５０】
　典型的には、本発明の方法において、発現ベクターは、ポリペプチドの各サブユニット
をコード化したＤＮＡに融合される分泌シグナル配列をさらに含み、転写調節エレメント
はプロモータ系である。好ましいプロモータ系はＬａｃＺ、λＰＬ、ＴＣ、Ｔ７ポリメラ
ーゼ、トリプトファン、及びアルカリ性ホスファターゼプロモータ及びそれらを組合せた
ものから選択される。
【００５１】
　また、典型的には、第１の遺伝子は哺乳動物のタンパク質をコードするものであり、好
ましくはタンパク質は抗ＩｇＥ抗体である。付加的な抗体は、セクションＩＩ.Ａ.抗体の
調製、(ｖｉ)多重特異性抗体(しかしながら、抗体が多重特異性である必要はないことに
留意)において例示されている。付加的な抗体には、ヒト成長ホルモン(ｈＧＨ)、Ｎ-メチ
オニルヒト成長ホルモン、ウシ成長ホルモン、副甲状腺ホルモン、チロキシン、インスリ
ンＡ鎖、インスリンＢ鎖、プロインスリン、リラクシンＡ鎖、リラクシンＢ鎖、プロリラ
クシン、卵胞刺激ホルモン（ＦＳＨ）のような糖タンパク質ホルモン、副甲状腺刺激ホル
モン（ＴＳＨ）、及び黄体形成ホルモン（ＬＨ）、糖タンパク質ホルモンレセプター、カ
ルシトニン、グルカゴン、第ＶＩＩＩ因子、肺サーファクタント、ウロキナーゼ、ストレ
プトキナーゼ、ヒト組織型プラスミノーゲン活性剤(ｔ-ＰＡ)、ボンベシン、第ＩＸ因子
、トロンビン、造血成長因子、腫瘍壊死因子-アルファ及びベータ、エンケファリナーゼ
、ヒト血清アルブミン、ミュラー阻害物質、マウスゴナドトロピン関連ペプチド、細菌蛋
白、例えばベータ-ラクタマーゼ、組織因子タンパク質、インヒビン、アクチビン、血管
内皮増殖因子(ＶＥＧＦ)、ホルモン又は増殖因子のレセプター、インテグリン、トロンボ
ポイエチン、プロテインＡ又はＤ、リウマチ因子、神経増殖因子、例えばＮＧＦ-β、血
小板増殖因子、形質転換増殖因子(ＴＧＦ)、例えばＴＧＦ-α及びＴＧＦ-β、インスリン
様成長因子-Ｉ及び-ＩＩ、インスリン様成長因子結合タンパク質、ＣＤ-４、ＲＮアーゼ
、潜伏関連ペプチド(latency associated peptide)、エリスロプロテイン、オステオイン
ダクティブ因子、インターフェロンα、β、γのようなインターフェロン、コロニー刺激
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因子(ＣＳＦ)、例えばＭ-ＣＳＦ、ＧＭ-ＣＳＦ及びＧ-ＣＳＦ、インターロイキン(ＩＬ)
、例えばＩＬ-１、ＩＬ-２、ＩＬ-３、ＩＬ-４、スーパーオキシドジスムターゼ、崩壊促
進因子、ウイルス性抗原、ＨＩＶエンベロープタンパク質、例えばＧＰ１２０、ＧＰ１４
０、心房性ナトリウム利尿ペプチドＡ、Ｂ又はＣ、免疫グロブリン、及び前掲のタンパク
質の任意のフラグメントが含まれる。
【００５２】
　好ましくは、第１の遺伝子は約１００を越えるアミノ酸残基を有する一又は複数のサブ
ユニットのポリペプチドをコードし、標的と相互作用可能な複数のアミノ酸を示す複数の
強固な２次構造を形成するように折り畳まれる。好ましくは、第１の遺伝子は、強固な２
次構造の完全性が保持されるように、標的と相互作用可能なアミノ酸のみに相当するコド
ンで変異させる。
【００５３】
　通常、本発明の方法は、Ｍ１３ＫＯ７、Ｍ１３Ｒ４０８、Ｍ１３-ＶＣＳ、及びＰｈｉ
Ｘ１７４から選択されるヘルパーファージを使用する。好ましいヘルパーファージはＭ１
３ＫＯ７であり、好ましいコートタンパク質はＭ１３ファージ遺伝子ＩＩコートタンパク
質である。好ましい宿主は大腸菌、及び大腸菌のプロテアーゼ欠乏株である。本発明の方
法で選択される新規なｈＨＧ変異体が検出された。ファージコートタンパク質とポリペプ
チドをコードする核酸の間に機能的に位置する抑圧終止コドンを含むファージミド発現ベ
クターが作成された。
【００５４】
１．　ファージの表面に示されるポリペプチドの選択
　「ポリペプチド」選択サイクルの繰り返しを用いて、複数の選択サイクルを行うことで
選択される多様なアミノ酸変化のファージミド選択により、更により高い親和結合性を有
するものを選択する。リガンド又は抗体ポリペプチドにおけるアミノ酸選択の第１の領域
を含むファージミド選択の第１ラウンドに続いて、リガンドのアミノ酸又は他の領域にお
けるファージミド選択の付加的ラウンドが行われる。ファージミド選択のサイクルは所望
の親和性が達成されるまで繰り返される。この方法を例示するために、実施例４のファー
ジディスプレイはサイクルで実施した。プールされたアフィニティ、異なったＣＤＲから
の変異の組合わせ等々。
【００５５】
　上記から、ポリペプチドの結合ドメインを形成するアミノ酸残基は連続的に結合せず、
ポリペプチドの異なるサブユニット上に存在しうることが理解される。つまり、結合ドメ
インは１次構造ではなく、結合部位の特定の２次構造で追跡するからである。よって、一
般的に、変異は、標的と相互作用する可能性を有するように、ポリペプチドの内部から離
れた部位に、特定の２次構造内のアミノ酸をコードするコドンに導入される。
【００５６】
　しかしながら、標的分子に対する抗体又はリガンドとして選択されるポリペプチドが該
標的に正常に結合することは必要ではない。よって、例えば、糖タンパク質、例えばＴＳ
Ｈを、ＦＳＨレセプターのリガンドとして選択することができ、変異ＴＳＨ分子のライブ
ラリが、新薬候補を生産する本発明の方法において使用される。
　よって、この発明は、標的分子、特に抗体に結合する任意のポリペプチドを対象とする
。好ましいポリペプチドは医薬上有用なものである。抗体の例はセクションＩＩ.Ａ.抗体
の調製、(ｖｉ)多重特異性抗体(しかしながら、抗体が多重特異性である必要はないこと
に留意)において例示されている。好ましいポリペプチドには、ヒト成長ホルモン、デス-
Ｎ-メチオニルヒト成長ホルモン、及びウシ成長ホルモン；甲状腺刺激ホルモン；チロキ
シン；インスリンＡ鎖、インスリンＢ鎖；プロリラクシン；マウスゴナドトロピン関連ペ
プチド；細菌タンパク質、例えばベータラクタマーゼ；組織因子タンパク質；インヒビン
；アクチビン；血管内皮増殖因子；ホルモン又は増殖因子のレセプター；インテグリン；
トロンボポイエチン；プロテインＡ又はＤ；リウマチ因子；神経増殖因子、例えばＮＧＦ
-β；血小板誘導増殖因子；繊維芽細胞増殖因子、例えばａＦＧＦ及びｂＦＧＦ；上皮増
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殖因子；形質転換増殖因子(ＴＧＦ)、例えばＴＧＦ-α及びＴＧＦ-β；インスリン様成長
因子-Ｉ及び-ＩＩ；インスリン様成長因子結合タンパク質；ＣＤ-４；ＲＮアーゼ；潜伏
関連ペプチド；エリスロプロテイン；オステオインダクティブ因子；例えばＨＩＶエンベ
ロープの一部；免疫グロブリン；及び前掲のタンパク質の任意のフラグメントが含まれる
。加えて、ポリペプチドの予め決められていた一又は複数のアミノ酸残基を置換、挿入又
は欠失させて、例えば改良された生物学的特性を有する生成物を生成することもできる。
さらに、これらポリペプチドのフラグメント、特に生物学的に活性なフラグメントも含ま
れる。この発明のさらに好ましいポリペプチドはヒト成長ホルモン、及び心房性ナトリウ
ム利尿ペプチドＡ、Ｂ又はＣ、エンドトキシン、サブチリシン、トリプシン及び他のセリ
ンプロテアーゼである。
【００５７】
　またポリペプチドとして好ましいものは、同じ細胞型上のレセプターに特異的に結合す
る第１の細胞に生産されるアミノ酸配列として定義でき、レセプター担持細胞の生理的応
答特性を引き起こしたホルモン(自己分泌ホルモン)である。そのようなポリペプチドホル
モンとしては、サイトカイン、リンホカイン、神経栄養ホルモン及び下垂体前葉ポリペプ
チド、例えば成長ホルモン、プロラクチン、胎盤ラクトゲン、黄体形成ホルモン、卵胞刺
激ホルモン、β-リポトロピン、γ-リポトロピン及びエンドルフィン；視床下部放出阻害
ホルモン、例えば副腎皮質刺激ホルモン放出因子、成長ホルモン放出阻害ホルモン、成長
ホルモン放出因子；及び他のポリペプチドホルモン、例えば心房性ナトリウム利尿ペプチ
ドＡ、Ｂ又はＣである。
【００５８】
２．所望のポリペプチドをコード化した第１の遺伝子(遺伝子１)の獲得
　所望のポリペプチド(例えば抗体)をコード化した遺伝子は、当該分野で公知の方法で得
ることができる(一般的に、Sambrookら, Molecular Biology:A Laboratory Manual, Cold
 Spring Harbor, New York,(1989)を参照)。遺伝子の配列が既知であるならば、遺伝子を
コード化したＤＮＡは化学的に合成することができる(Merrifeild, J. Am. Chem, Soc. 8
5:2149(1963))。遺伝子の配列が未知か、過去に遺伝子が単離されていない場合は、ｃＤ
ＮＡライブラリ(所望のＤＮＡが発現した適切な組織から得られたＤＮＡから作製)から又
は適切なゲノムＤＮＡライブラリからクローニングすることができる。ついで、適当なプ
ローブを使用して遺伝子を単離する。ｃＤＮＡライブラリに対して、適切なプローブには
、モノクローナル又はポリクローナル抗体(ｃＤＮＡライブラリが発現ライブラリである
場合)、オリゴヌクレオチド、及び相補的又は相同的ｃＤＮＡ又はそれらのフラグメント
が含まれる。ゲノムＤＮＡライブラリから関心ある遺伝子を単離するために使用されるプ
ローブには、同一又は類似した遺伝子をコード化したｃＤＮＡ又はそれらのフラグメント
、相同的なゲノムＤＮＡ又はＤＮＡフラグメント、及びオリゴヌクレオチドが含まれる。
選択されたプローブを用いてのｃＤＮＡ又はゲノムライブラリのスクリーニングは、前掲
のSambrookらの１０-１２章に記載されている標準的な手順を使用して行われる。
【００５９】
　また関心あるポリペプチド(例えば抗体)をコード化した遺伝子を単離する代替手段は、
前掲のSambrookらのセクション１４に記載されているようなポリメラーゼ鎖反応法(ＰＣ
Ｒ)の使用である。この方法には、関心ある遺伝子がハイブリダイズするオリゴヌクレオ
チドの使用が必要で、よって、この遺伝子のＤＮＡ配列の少なくともいくつかはオリゴヌ
クレオチドの生成のために既知でなければならない。
　遺伝子が単離された後、前掲のSambrookらにおいて一般的に記載されているようにして
、それを適切なベクターに挿入し、増幅させる。
【００６０】
３．複製可能な発現ベクターの作成
　種々のタイプのベクターが入手可能であり、本発明の実施に使用することができるが、
比較的容易に作成できるので、プラスミドベクターがここで使用するために好ましいベク
ターであり、容易に増幅することができる。一般的にプラスミドベクターは、プロモータ
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、シグナル配列、表現型選択遺伝子、複製開始部位、及び当業者に既知の他の必要な成分
を含む種々のコンポーネントを含む。
　原核生物ベクターに最も一般的に使用されるプロモータには、ｌａｃＺプロモータ系、
アルカリ性ホスファターゼｐｈｏＡプロモータ、バクテリオファージλＰＬプロモータ(
温度感受性プロモータ)、ｔａｃプロモータ(ｌａｃレプレッサにより制御されるハイブリ
ッドｔｒｐ-ｌａｃプロモータ)、トリプトファンプロモータ、及びバクテリオファージＴ
７プロモータが含まれる。プロモータの一般的記載については、前掲のSambrookらセクシ
ョン１７を参照されたい。これらは最も一般的に使用されるプロモータであるが、他の適
切な微生物プロモータをさらに使用してもよい。
【００６１】
　本発明の実施において好ましいプロモータは、融合遺伝子の発現が制御可能なように厳
しく調節できるものである。発現が制御されないとファージミドの表面に融合タンパク質
の複数の複製が生じ、標的とファージミドとの多点での接合が生じる。「結合活性」又は
「キレート効果」とも称されるこの多点接合により、標的を「キレート化」するように相
互に極めて近接してファージミド粒子上に示される融合タンパク質の複数の複製により、
偽の「高親和性」ポリペプチドが選択される結果になると考えられる。多点接合が生じる
と、有効な又は見かけのＫｄは示された融合タンパク質の各複製の個々のＫｄの積と同じ
くらい高くなる。
【００６２】
融合タンパク質の複数の複製を含有するファージミド粒子が、少量、すなわちの約１％未
満であるように融合タンパク質の発現を厳しく制御することにより、「キレート効果」が
解消されて、高親和性ポリペプチドの適切な選択が可能になる。よって、プロモータに応
じて、宿主の培養条件は、融合タンパク質の単一の複製を含むファージミド粒子の数を最
大とし、融合タンパク質の複製を複数含有するファージミド粒子の数が最小となるように
調整される。
【００６３】
　この発明の実施において使用される好ましいプロモータは、ｌａｃＺプロモータ及びｐ
ｈｏＡプロモータである。ｌａｃＺプロモータはｌａｃレプレッサタンパク質ｌａｃｉに
より制御され、よって融合遺伝子の転写はｌａｃレプレッサタンパク質のレベルの操作に
より制御される。例示すると、ｌａｃＺプロモータを含むファージミドを、ｌａｃ ｉレ
プレッサ遺伝子、ｌａｃＺプロモータのレプレッサの複製を含む細胞株で増殖させる。ｌ
ａｃ ｉ遺伝子を含有する細胞株の例には、ＪＭ１０１及びＸＬ-１ブルーが含まれる。ま
た、宿主細胞はレプレッサｌａｃ ｉ及びｌａｃＺプロモータの両方を含有するプラスミ
ドと同時形質移入することができる。しばしば、上述の方法の両方が同時に使用され、こ
の場合、ｌａｃＺプロモータを含有するファージミド粒子を、ｌａｃ ｉ遺伝子を含有す
る細胞株中で増殖させ、細胞株をｌａｃＺとｌａｃ遺伝子の両方を含有するプラスミドと
同時形質移入する。通常、遺伝子の発現を望む場合は、上述の形質移入した宿主に、誘発
物質、例えばイソプロピルチオガラクトシド(ＩＰＴＧ)を添加する。しかしながら、本発
明において、この工程は、(ａ)ファージミドの数当りの遺伝子ＩＩＩ融合体の発現を最小
にし、(ｂ)低濃度においてさえＩＰＴＧ等の誘発物質に起因するファージミドの不十分又
は不適切なパーケージングを防止するために、省かれる。典型的には、誘発物質が添加さ
れない場合は、ファージミド粒子当りの融合タンパク質の数は０．１を越える(ファージ
ミド粒子のバルク融合タンパク質の数)。この発明を実施するために使用される最も好ま
しいプロモータはｐｈｏＡである。このプロモータは、ホスファートがプロモータの活性
をダウンレギュレーションするように作用する細胞における無機ホスファーゼのレベルに
より制御されると考えられている。従って、ホスファートから細胞を枯渇させることによ
り、プロモータの活性を増加させることができる。所望の結果は、２ＹＴ又はＬＢ等のホ
スファートリッチの培地で細胞を増殖させて遺伝子ＩＩＩ融合体の発現をコントロールす
ることにより、達成される。
【００６４】
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　この発明を実施するために使用されるベクターの他の有用な成分は、シグナル配列であ
る。この配列は典型的には融合タンパク質をコード化する遺伝子の５'に隣接して位置し
、よって融合タンパク質のアミノ末端で転写される。しかし、ある場合では、シグナル配
列は、分泌されるタンパク質をコード化している遺伝子に対して５'以外の位置に位置し
ていることが示された。この配列は、細菌細胞の内膜に交差して接合するタンパク質を標
的としている。シグナル配列をコード化したＤＮＡは、シグナル配列を有するタンパク質
をコード化した任意の遺伝子から、制限エンドヌクレアーゼフラグメントとして得られる
。適切な原核生物のシグナル配列は、例えばＬａｍＢ又はＯｍｐＦ(Wongら, Gene 68;193
(1983))、ＭａＩＥ、ＰｈｏＡをコードしている遺伝子及び他の遺伝子から得ることがで
きる。この発明の実施に対して好ましい原核生物のシグナル配列は、Changら, Gene 55:1
89(1987)に記載された大腸菌熱安定性エンテロトキシンＩＩ(ＳＴＩＩ)シグナル配列であ
る。
【００６５】
　この発明を実施するために使用されるベクターの他の有用な成分は、表現型選択遺伝子
である。典型的な表現型選択遺伝子は、宿主細胞に抗生物質耐性を付与するタンパク質を
コード化したものである。例示すると、アンピシリン耐性遺伝子(ａｍｐ)、及びテトラサ
イクリン耐性(ｔｅｔ)が、この目的のために直ぐに使用される。
　上述の成分並びに記載されたポリペプチドをコード化した遺伝子(遺伝子１)を含有する
適切なベクターの作成物は、前掲のSambrookらにより記載されている標準的な組換えＤＮ
Ａ法を使用して調製される。ベクターの形成のために組合せられる単離したＤＮＡフラグ
メントを切断し、仕立て、所望のベクターが生成されるような特定の順序及び配向で互い
にライゲーションさせる。
【００６６】
　ＤＮＡは、適切なバッファーに入った適切な制限酵素又は酵素を使用して切断される。
一般的に、約０．２－１μｇのプラスミド又はＤＮＡフラグメントが、約２０μｌのバッ
ファー溶液に入った１－２単位の適切な制限酵素と共に使用される。適切なバッファー、
ＤＮＡ濃度、及びインキュベート時間及び温度は、制限酵素の製造者により特定される。
一般的に、３７℃で１又は２時間のインキュベート時間が適当であるが、いくつかの酵素
ではより高い温度が必要になる。インキュベート後、酵素及び他の汚染物質を、フェノー
ルとクロロホルムの混合物で消化溶液を抽出することにより除去し、ＤＮＡを、エタノー
ルでの沈殿により水性画分から回収する。
【００６７】
　ＤＮＡフラグメントを共にライゲーションして機能的ベクターを形成するためには、Ｄ
ＮＡフラグメントの末端は互いに適合性がなければならない。ある場合においては、末端
はエンドヌクレアーゼ消化後に直ちに適合性を有する。しかし、先ず、エンドヌクレアー
ゼ消化により通常生成される粘着末端を平滑末端に転化させて、ライゲーションに対して
適合させることが必要である。末端を平滑にするために、ＤＮＡを、４つのデオキシヌク
レオチドトリホスファートの存在下で、１０単位のＤＮＡポリメラーゼＩ(クレノウ)のク
レノウフラグメントを用い、１５℃で少なくとも１５分間、適切なバッファー中で処理す
る。ついで、ＤＮＡを、フェノール-クロロホルム抽出及びエタノール沈殿により精製す
る。
【００６８】
　切断されたＤＮＡフラグメントは、ＤＮＡゲル電気泳動法を使用し、大きさにより分離
され、選択される。ＤＮＡはアガロース又はポリアクリルアミドマトリックスのいずれか
を通して電気泳動にかけられる。マトリックスの選択は分離されるＤＮＡフラグメントの
大きさに依存する。電気泳動後、ＤＮＡは電気溶離によりマトリックスから抽出されるか
、低溶融性アガロースがマトリックスとして使用される場合は、前掲のSambrookらのセク
ション６．３０-６．３３に記載されているように、アガロースを溶解させ、そこからＤ
ＮＡが抽出される。
【００６９】
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　一緒にライゲーションされるＤＮＡフラグメント(ライゲーションさせる各フラグメン
トの末端が適合するように、適切な制限酵素で予め消化されている)を、ほぼ等モル量の
溶液に入れる。溶液は、ＤＮＡ０．５μｇ当たり約１０単位のＴ４ ＤＮＡリガーゼ等の
リガーゼ、リガーゼバッファー及びＡＴＰをまた含有する。ＤＮＡフラグメントがベクタ
ー中でライゲーションされる場合は、ベクターは、まず適切な制限エンドヌクレアーゼで
切断して、線形にする。ついで、線形化されたベクターをアルカリ性ホスファターゼ又は
子ウシの腸ホスファターゼで処理する。ホスファターゼ化により、ライゲーション工程中
のベクターのセルフライゲーションが防止される。
【００７０】
　ライゲーション後、今挿入された外来性遺伝子でベクターを、適切な宿主細胞中に形質
転換させる。原核生物はこの発明において好ましい宿主細胞である。適切な原核宿主細胞
には、大腸菌株Ｍ１０１、大腸菌Ｋ１２株２９４(ATCC番号 31,446)、大腸菌株Ｗ３１１
０(ATCC番号 27,325)、大腸菌Ｘ１７７６(ATCC番号 31,537)、大腸菌ＸＬ-１ブルー(スト
ラタジーン)、及び大腸菌Ｂが含まれるが；大腸菌の他の菌株、例えばＨＢ１０１、ＮＭ
５２２、ＮＭ５３８、ＮＭ５３９及び原核生物の多くの他の種及び遺伝子をさらに使用す
ることができる。前掲の大腸菌株の列挙に加えて、バシリ、例えば枯草菌(Bacillus subt
ilis)、他の腸内細菌、例えばマウスチフス菌(Salmonella typimurium)又はセラチアマル
セサンズ(Serratia marcesans)、及び種々のシュードモナス(Pseudomonas)種が、宿主と
して使用される。
【００７１】
　原核細胞の形質転換は、前掲のSambrookらのセクション１．８２に記載されている塩化
カルシウム法を使用して、容易に達成される。あるいは、電気穿孔法(Neumannら, EMBO J
. 1:841(1982))をこれらの細胞の形質転換に使用することもできる。形質転換した細胞は
、抗生物質、通常はテトラサイクリン(ｔｅｔ)又はアンピシリン上での増殖により選択さ
れ、ベクター上にｔｅｔ及び／又はａｍｐ耐性遺伝子が存在することによりそれらに耐性
が付与される。
【００７２】
　形質転換した細胞の選択後、これらの細胞を培養して成長させ、ついでプラスミドＤＮ
Ａ(又は外来性遺伝子が挿入された他のベクター)を単離する。プラスミドＤＮＡは、当該
分野において知られている方法を使用して単離することができる。前掲のSambrookらのセ
クション１．２５-１．３３に記載されているような、小規模のＤＮＡ調製及び大規模な
ＤＮＡ調製の２つの適切な方法がある。単離されたＤＮＡは、Sambrookらのセクション１
．４０に記載されているような、当該分野において既知の方法により精製される。ついで
この精製プラスミドは制限酵素マッピング及び／又はＤＮＡ配列決定により分析される。
ＤＮＡ配列決定は、一般的に、Messingら, Nucleic Acid Res. 9:309(1981)の方法又はMa
xamら, Meth. Enzymol.65:499(1980)の方法のいずれかにより行われる。
【００７３】
４．遺伝子融合
　本発明のファージ親和性工程は、転写中に融合遺伝子が生成されるように、所望のポリ
ペプチドを包含する遺伝子(遺伝子１)を第２の遺伝子(遺伝子２)に融合させることを意図
している。遺伝子２は、典型的にはファージのコートタンパク質遺伝子であり、好ましく
はファージＭ１３遺伝子ＩＩＩコートタンパク質又はそれらのフラグメントである。遺伝
子１と２の融合は、遺伝子１を含有するプラスミドの特定の部位に遺伝子２を挿入するか
、又は遺伝子２を含有するプラスミドの特定の部位に遺伝子１を挿入することにより達成
される。
　プラスミドに遺伝子を挿入するには、プラスミドを遺伝子が挿入される正確な位置で切
断する必要がある。よって、この位置は制限エンドヌクレアーゼ部位でなくてはならない
(好ましくは、プラスミドが制限エンドヌクレアーゼ消化の間に一カ所で切断されるのみ
であるような独特の部位)。プラスミドは、上述のように消化され、ホスファターゼ化さ
れ、そして精製される。ついで遺伝子が、２つのＤＮＡを共にライゲーションすることに
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より、この線形化プラスミドに挿入される。プラスミドの末端が挿入される遺伝子の末端
と適合するならば、ライゲーションは完了する。同じ制限酵素がプラスミドの切断と挿入
される遺伝子の単離の双方に使用されるならば、前掲のSambrookらのセクション１．６８
に記載されているように、ＤＮＡはリガーゼ、例えばバクテリオファージＴ４ＤＮＡリガ
ーゼを使用し、ＡＴＰ及びリガーゼバッファーの存在下で１－４時間、１６℃で、混合物
をインキュベートすることにより、直接ライゲーションさせることができる。末端が適合
しないものであれば、バクテリオファージＴ４ＤＮＡポリメラーゼ又はＤＮＡポリメラー
ゼＩクレノウフラグメントを用い、末端を平滑にしなければならず、両者共、消化される
ＤＮＡの突出した１本鎖末端に充填するために４つのデオキシリボヌクレオチドトリホス
ファートが必要である。あるいは、末端はヌクレアーゼＳ１又は緑豆ヌクレアーゼ等のヌ
クレアーゼを使用して平滑にしてもよく、両者の機能はＤＮＡの突出した１本鎖を切断す
ることである。ついで、ＤＮＡは前掲のリガーゼを使用して再ライゲーションされる。い
くつの場合においては、コード領域のリーディングフレームが変性しているため、挿入さ
れる遺伝子の末端を平滑にすることができない。この問題を克服するため、オリゴヌクレ
オチドリンカーを使用することができる。このリンカーは、挿入される遺伝子にプラスミ
ドをつなぐ橋となる。これらのリンカーは、標準的な方法を使用し、２本鎖又は１本鎖Ｄ
ＮＡとして合成することができる。リンカーは挿入される遺伝子の末端と適合する一端を
有している；リンカーはまず上述のライゲーション法を使用して遺伝子にライゲーション
される。リンカーの他端は、ライゲーションのためにプラスミドと適合するように設計さ
れる。リンカーの設計においては、挿入される遺伝子のリーディングフレーム又はプラス
ミドに含まれる遺伝子のリーディングフレームを破壊しないように留意することが必要で
ある。いくつかの場合においては、リンカーがアミノ酸の一部をコードするか、一又は複
数のアミノ酸をコード化するように、リンカーを設計する必要がある。
【００７４】
　遺伝子１と遺伝子２の間に、終止コドンをコード化したＤＮＡを挿入してよく、そのよ
うな終止コドンはＵＡＧ(アンバー)、ＵＡＡ(オーカー)及びＵＧＡ(オペル)である(Micro
biology, Davisら, Harper & Row, New York, 1980, pp237, 245-47及び274)。野生型宿
主細胞に発現する終止コドンにより、遺伝子２タンパク質にを合することなく、遺伝子１
タンパク質産物の合成がなされる。しかしながら、サプレッサ宿主細胞の成長により、検
出可能な量の融合タンパク質が合成される。このようなサプレッサ宿主細胞は、ｍＲＮＡ
の終止コドンの位置にアミノ酸を挿入するように修飾されたｔＲＮＡを含有し、よって検
出可能な量の融合タンパク質が生成される。このようなサプレッサ宿主細胞は、よく知ら
れており、例えば、大腸菌サプレッサ株が記載されている(Bullockら, BioTechnologies 
5, 376-379 (1987))。任意の許容可能な方法を、融合ポリペプチドをコード化したｍＲＮ
Ａに、終止コドンを配するのに使用することができる。
【００７５】
　抑制コドンは、ポリペプチドをコード化した第１の遺伝子とファージコートタンパク質
の少なくとも一部をコード化した第２の遺伝子の間に挿入され得る。あるいは、抑制終止
コドンは、ファージコートタンパク質の第１アミノ酸又はポリペプチドの最後のアミノ酸
三つ組を置換することにより、融合部位に隣接して挿入され得る。抑制コドンを含有する
ファージミドがサプレッサ宿主細胞で増殖される場合、コートタンパク質及びポリペプチ
ドを含有する融合ポリペプチドが転出可能な程に生成される。ファージミドが非サプレッ
サ宿主細胞で成長する場合、実質的に、ＵＡＧ、ＵＡＡ又はＵＧＡをコードしている挿入
された抑制三つ組で終止するため、ファージコートタンパク質に融合することなくポリペ
プチドが合成される。非サプレッサ細胞において、ポリペプチドは合成され、宿主細胞に
それを固定等する融合ファージコートタンパク質が存在しないため、宿主細胞から分泌さ
れる。
【００７６】
５．選択された位置における遺伝子１の変更(変異)
　所望のポリペプチドをコード化した遺伝子１は、一又は複数の選択されたコドンで変更
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されてもよい。しかし、異性化可能なアスパルチル残基に相当するコドンは変えなければ
ならない。変更とは、ポリペプチドをコード化した遺伝子における一又は複数のコドンの
置換、欠失又は挿入であり、同じポリペプチドの未変更又は未変性配列に比べ、結果とし
てポリペプチドのアミノ酸配列が変化することと定義される。好ましくは、変更は、分子
の一又は複数の領域において、任意の他のアミノ酸で、少なくとも１つのアミノ酸を置換
することによりなされる。変更は当該技術で公知の種々の方法でなされ得る。限定するも
のではないが、これらの方法にはオリゴヌクレオチド媒介性変異誘発及びカセット変異誘
発が含まれる。
【００７７】
ａ．オリゴヌクレオチド媒介性変異誘発
　オリゴヌクレオチド媒介性変異誘発は遺伝子１の置換、欠失及び挿入変異体を調製する
のに好ましい方法である。この技術は、Zollerら, Nucleic Acids Res.10:6487-6504(198
7)に記載されているように、当該分野においてよく知られている。簡単には、遺伝子１は
所望の変異をコード化したオリゴヌクレオチドをＤＮＡテンプレートにハイブリダイズす
ることにより変更され、ここでテンプレートは遺伝子１の未変性又は天然のＤＮＡ配列を
含有するプラスミドの１本鎖形態をしている。ハイブリダイゼーション後、ＤＮＡポリメ
ラーゼを使用して、テンプレートの第２相補的ストランド全体を合成し、これがオリゴヌ
クレオチドプライマーに挿入されて遺伝子１の選択された変更をコードする。
【００７８】
　一般的に、少なくとも２５ヌクレオチド長さのオリゴヌクレオチドが使用される。最適
なオリゴヌクレオチドは、変異をコードするヌクレオチドの両側のテンプレートに完全に
相補的な１２～１５のヌクレオチドを有する。これにより、オリゴヌクレオチドは１本鎖
ＤＮＡテンプレート分子に、正しく確実にハイブリダイズされる。オリゴヌクレオチドは
、Creaら, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 75:5765(1978)により記載されたように、当該分
野において公知の技術を使用して、容易に合成される。
　ＤＮＡテンプレートは、Vieraら, Meth. Enzymol. 153:3(1987)に記載された１本鎖フ
ァージの原型又は複製を含有するベクター、又はバクテリオファージＭ１３ベクター(一
般的に入手可能なＭ１３ｍｐ１８及びＭ１３ｍｐ１９ベクターが適切である)から誘導さ
れるベクターによってのみ作製される。よって、変異されることになるＤＮＡは、１本鎖
テンプレートを作製するために、これらのベクターに挿入されなくてはならない。１本鎖
テンプレートの作製法は、前掲のSambrookらのセクション４．２１-４．４１に記載され
ている。
【００７９】
　未変性ＤＮＡ配列を変更するために、オリゴヌクレオチドが適切なハイブリダイゼーシ
ョン条件下で１本鎖テンプレートにハイブリダイズされる。ついで、ＤＮＡ重合化酵素、
通常ＤＮＡポリメラーゼＩのクレノウフラグメントを添加し、合成のプライマーとしてオ
リゴヌクレオチドを使用するテンプレートの相補的ストランドを合成する。よって、ヘテ
ロ２本鎖分子が形成されて、ＤＮＡの一方のストランドが遺伝子１の変異型をコードし、
他方のストランド(原型のテンプレート)が遺伝子１の天然で未変更の配列をコードする。
ついで、このヘテロ２本鎖分子が適切な宿主細胞、通常は原核生物、例えば大腸菌ＪＭ-
１０１において形質転換される。細胞の増殖後、それらをアガロースプレート上に蒔き、
３２ホスファートで放射能標識されたオリゴヌクレオチドプライマーを使用してスクリー
ニングし、変異ＤＮＡを含む細菌コロニーを同定する。
【００８０】
　直ぐ上に記載した方法は、ホモ２本鎖分子が、プラスミドの両方のストランドが変異を
含むように作製されるように、変更してもよい。変更点は以下の通りである：１本鎖オリ
ゴヌクレオチドを上述の１本鎖テンプレートにアニールする。３つのデオキシリボヌクレ
オチド、デオキシリボアデノシン(ｄＡＴＰ)、デオキシリボグアノシン(ｄＧＴＰ)、及び
デオキシリボチミジン(ｄＴＴＰ)の混合物を、ｄＣＴＰ-(ａＳ)と呼ばれる変性チオ-デオ
キシリボシトシン(アマシャム)と組合せる。この混合物をテンプレート-オリゴヌクレオ
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チド複合体に添加する。この混合物にＤＮＡポリメラーゼを添加し、変異した塩基を除い
てテンプレートと同一のＤＮＡのストランドを作製する。加えて、この新しいＤＮＡのス
トランドはｄＣＴＰの代わりにｄＣＴＰ-(ａＳ)を含有しており、これがそれを制限エン
ドヌクレアーゼ消化から保護する。２本鎖のヘテロ二重鎖のテンプレートストランドを適
切な制限酵素でニッキングした後、テンプレートストランドは、変異した部位を含有する
領域を越えたところで、Ｅｘｏヌクレアーゼ又は他の適切なヌクレアーゼで消化すること
ができる。ついでこの反応を終了させ、部分的にのみ１本鎖である分子に残す。ついで、
２本鎖ＤＮＡホモ二重鎖を、４つのデオキシリボヌクレオチドトリホスファート、ＡＴＰ
及びＤＮＡリガーゼの全てが存在するＤＮＡポリメラーゼを使用して形成させる。ついで
、このホモ二重鎖分子は、適切な宿主細胞、例えば上述の大腸菌ＪＭ-１０１において形
質転換される。
【００８１】
　一又は複数のアミノ酸が置換される変異は、いくつかの態様の一つで生じ得る。ポリペ
プチド鎖においてアミノ酸が互いに近接して位置しているならば、所望のアミノ酸置換の
全てをコードする一つのヌクレオチドを使用して同時に変異させてもよい。しかし、アミ
ノ酸が互いにある距離をおいて位置しているならば(約１０を越えるアミノ酸により分離
している)、所望する変化の全てをコード化した単一のヌクレオチドを作製することはよ
り困難である。代わりに、一又は二の代替方法を使用することができる。
【００８２】
　第１の方法では、別個のヌクレオチドを置換される各アミノ酸に対して作製する。つい
でオリゴヌクレオチドを、同時に１本鎖らせん構造テンプレートＤＮＡにアニールし、テ
ンプレートから合成されるＤＮＡの第２のストランドが所望のアミノ酸置換の全てをコー
ドする。他の代わりの方法では、所望の変異体を生成するため２又はそれ以上の変異誘発
のラウンドが含まれる。第１ラウンドは単一の変異体に対して記載したものと同様である
；野生型ＤＮＡがテンプレート用に使用され、最初の所望のアミノ酸置換をコード化した
オリゴヌクレオチドをこのテンプレートにアニールし、ヘテロ二重鎖ＤＮＡ分子をついで
生成させる。変異誘発の第２ラウンドは、変異誘発の第１ラウンドで生成された変異ＤＮ
Ａをテンプレートとして利用する。よって、このテンプレートは、既に一又は複数の変異
を含んでいる。ついで、更なる所望のアミノ酸置換をコード化したオリゴヌクレオチドを
このテンプレートにアニールし、結果として得られるＤＮＡストランドは、変異誘発の第
１及び第２ラウンドの両方からの変異を新たにコードする。この結果得られたＤＮＡは、
変異誘発の第３ラウンドのテンプレート等として使用することができる。
【００８３】
ｂ．カセット変異誘発
　この方法も、遺伝子１の置換、欠失及び挿入変異体を調製するのに好ましい方法である
。この方法は、Wellら, Gene 34:315(1985)に記載されたものに基づいている。出発物質
は、変異される遺伝子である遺伝子１を含有するプラスミド(又は他のベクター)である。
変異される遺伝子１のコドン(類)を同定する。同定された変異部位(類)の各側に独特の制
限エンドヌクレアーゼ部位がなくてはならない。そのような制限部位が存在しないならば
、それらを、上述のオリゴヌクレオチド媒介性変異誘発法を使用し、遺伝子１の適切な位
置にそれらを導入して、作製することができる。制限部位をプラスミドに導入した後、プ
ラスミドをこれらの部位で切断して、線形にする。所望の変異(類)を含有するが、制限部
位の間のＤＮＡ配列をコード化した２本鎖オリゴヌクレオチドを、標準的な手順を使用し
て合成する。２つのストランドを別個に合成し、ついで標準的な技術を使用して一緒にハ
イブリダイズする。この２本鎖オリゴヌクレオチドはカセットと称される。このカセット
は線形化プラスミドの末端と適合する３'及び５'末端を有するように設計されており、プ
ラスミドに直接ライゲーションすることができる。このプラスミドは、今、遺伝子１の変
異体ＤＮＡ配列を含む。
【００８４】
６．所望のタンパク質をコード化したＤＮＡの獲得
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　他の実施態様において、この発明は一又は複数のサブユニットを含む所望のタンパク質
の変異体の生産を対象としている。各サブユニットは典型的には別の遺伝子によりコード
される。各サブユニットをコード化する遺伝子は、当該分野において公知の方法(例えば
、セクションＩＩを参照)で得ることができる。いくつかの例においては、セクションＩ
Ｉに記載された任意の方法から選択される別個の技術を使用し、種々のサブユニットをコ
ード化した遺伝子を得ることが必要になる。
【００８５】
　関心あるタンパク質が１を越えるサブユニットを含有する複製可能な発現ベクターを作
成する場合、全てのサブユニットは、典型的にはサブユニットをコード化したＤＮＡの５
'に位置する同一のプロモータにより調節可能であるか、各プロモータが調節を意図した
ＤＮＡに作用可能に結合するように、ベクターにおいて適切に配向した別のプロモータに
よりそれぞれ制御され得る。プロモータの選択は前掲のセクションＩＩＩに記載されてい
るようにして行われる。
【００８６】
　複数のサブユニットを有する関心あるタンパク質をコード化したＤＮＡを含有する複製
可能な発現ベクターを作成する際には、読者は、例として抗体フラグメントの各サブユニ
ットをコード化したＤＮＡを示すベクターが図示されている図１１を参照されたい。この
図には、一般的には、関心あるタンパク質の１つのサブユニットが、ファージコートタン
パク質、例えばＭ１３遺伝子ＩＩＩに融合されていることが示されている。この遺伝子融
合は、一般的にそれ自身のシグナル配列を含んでいる。別の遺伝子は他のサブユニット又
はサブユニット類をコードしており、各サブユニットが一般にそれ自身のシグナル配列を
有していることは明らかである。また、図１１は単一のプロモータが両方のサブユニット
の発現を調節可能であることを示している。あるいは、各サブユニットは異なるプロモー
タにより、独立して制御されうる。関心あるタンパク質のサブユニット-ファージコート
タンパク質融合の作成は、上述のセクションＩＶに記載したようにして作製することがで
きる。
　所望のマルチ-サブユニットタンパク質の変異体ファミリーを作成する場合、ベクター
における各サブユニットをコード化したＤＮＡは、各サブユニットにおける一又は複数の
位置で変異し得る。マルチ-サブユニット抗体の変異体を作成する場合、変異誘発の好ま
しい部位は、軽鎖、重鎖の何れか、又は両方の鎖の相補性決定領域(ＣＤＲ)に位置するア
ミノ酸残基をコード化したコドンに対応する。ＣＤＲは、通常、高頻度可変領域と称され
る。関心あるタンパク質の各サブユニットをコード化したＤＮＡを変異誘発させる方法は
、本質的に、上述のセクションＶに記載されているようにして実施される。
【００８７】
７．標的分子の調製及びプラスミドとの結合
　標的分子、例えばレセプターは、天然源から単離されるか、当該分野において公知の手
順による組換え法により調製される。例示すると、糖タンパク質ホルモンレセプターが、
McFarlandら, Science 245:494-499(1989)に記載されている技術により調製され、大腸菌
で発現する非グリコシル化形態が、Fuhら, J. Biol. Chem 265:3111-3115(1990)により記
載されている。他のレセプターは標準的な方法で調製することができる。
　精製標的分子を適切なマトリックス、例えばアガロースビーズ、アクリルアミド、ガラ
スビーズ、セルロース、種々のアクリル酸コポリマー、ヒドロキシアルキルメタクリラー
トゲル、ポリアクリル酸又はポリメタクリル酸コポリマー、ナイロン、中性及びイオン性
のキャリア等に付着させる。標的タンパク質のマトリックスへの付着は、Methods in Enz
ymol. 44(1976)に記載されている方法、又は当該分野において公知の他の手段により達成
される。
【００８８】
　標的タンパク質をマトリックスへ付着させた後、固定化された標的を、固定化された標
的とファージミド粒子の少なくとも一部が結合するための適切な条件下で、ファージミド
粒子のライブラリと接触させる。通常、ｐＨ、イオン強度、温度等を含む条件は、模倣生
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理的条件である。
　固定化された標的に対し高親和性を有する結合ファージミド粒子(「バインダー」)を、
洗浄により、低親和性を有するもの(よって、標的に結合していない)から分離する。バイ
ンダーを、種々の方法で固定化された標的から解離させる。これらの方法には、種々の方
法による固定化された標的からの競合解離が含まれる。これらの方法には、野生型リガン
ドを使用し、ｐＨ及び／又はイオン強度を変更する競合解離、及び当該分野において公知
の方法が含まれる。
　適切な宿主細胞を、バインダー及びヘルパーファージに感染させ、宿主細胞をファージ
ミド粒子の増幅に適切な条件下で培養する。ついでファージミド粒子を収集し、標的分子
に対する所望の親和性を有するバインダーが選択されるまで、選択工程を一又は複数回繰
り返す。
【００８９】
　場合によっては、特定の標的に対する選択性を改良するため、ファージミド粒子のライ
ブラリを、一又は複数の固定化された標的に連続して接触させる。例えば、リガンド、例
えばｈＧＨが１を越える天然レセプターを有する場合においてしかりである。ｈＧＨの場
合、成長ホルモンレセプター及びプロラクチンレセプターの両方とも、ｈＧＨリガンドに
結合する。プロラクチンレセプター以上に成長ホルモンレセプターに対する選択性を改良
することが望ましい。このことは、まず、固定化されたプロラクチンレセプターとファー
ジミド粒子のライブラリを接触させ、プロラクチンレセプターに対し低親和性を有するも
の(すなわち、野生型ｈＧＨよりも低い)を溶出させ、ついで、固定化された成長ホルモン
レセプターと低親和性プロラクチン「バインダー」又は非バインダーを接触させ、高親和
性の成長ホルモンレセプターバインダーを選択することにより達成され得る。この場合に
おいて、成長ホルモンレセプターに対する親和性が野生型ｈＧＨのものよりも幾分低くて
も、プロラクチンレセプターに対し、より低い親和性を有するｈＧＨ変異体は治療に有用
である。この同じ方法が、クリアランスレセプター以上に、その一次機能レセプターに対
する特定のホルモン又はタンパク質の選択性を改良するために使用することができる。
【００９０】
　この発明の他の実施態様において、改良基質アミノ酸配列を得ることができる。これら
はタンパク質リンカーのためのより良好な「切断部位」、又は良好なプロテアーゼ基質／
インヒビターの作製に有用である。この実施態様において、固定化可能な分子(例えばｈ
ＧＨ)のレセプター、ビオチン-アビジン、又はマトリックスと共有結合が可能なものは、
リンカーにより遺伝子ＩＩＩに融合される。リンカーは、好ましくは３～１０のアミノ酸
長さのもので、プロテアーゼの基質として作用する。ファージミドは上述のようにして作
成され、ここでリンカー領域をコード化したＤＮＡはランダムに変異されて、結合部位に
異なるアミノ酸配列を有するファージミド粒子のランダムライブラリが作製される。つい
で、ファージミド粒子のライブラリがマトリックスに固定され、所望のプロテアーゼに暴
露される。所望のプロテアーゼに対する線形領域において好ましいか又はより良好な基質
アミノ酸配列を有するファージミド粒子を溶出させ、好ましいリンカーをコード化したフ
ァージミド粒子に富んだプールを先ず作製する。ついでこれらのファージミド粒子を数回
循環させて、コンセンサス配列(群)をコード化した粒子に富んだプールを作製する。
【００９１】
ＩＩ．抗体の作製
　出発抗体を当該技術において有用な技術を使用して調製することができる。抗体を作製
する方法の例は、以下のセクションにより詳細に記載する。
　抗体は関心ある抗原に対するものである。好ましくは抗原は、生物学的に重要なポリペ
プチドであり、病気又は疾患を被っている哺乳動物への抗体の投与によりその哺乳動物に
治療的利益をもたらすことができる。しかし、非ポリペプチド抗原に対応する抗体(例え
ば、腫瘍随伴糖脂質抗原；米国特許第５０９１１７８号を参照)もまた考えられる。
【００９２】
　抗原がポリペプチドである場合、それは、膜貫通型分子(例えばレセプター)、例えば増
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殖因子であってもよい。抗原の例としては、レニンのような分子；ヒト成長ホルモン及び
ウシ成長ホルモンを含む成長ホルモン；成長ホルモン放出因子；副甲状腺ホルモン；グル
カゴン；プロテインＣ等の凝固因子；心房性ナトリウム利尿因子；肺サーファクタント；
プラスミノーゲンアクチベーター、例えばウロキナーゼ又はヒト尿もしくは組織型プラス
ミノーゲンアクチベーター(ｔＰＡ)；ボンベジン；トロンビン；造血増殖因子；α及びβ
腫瘍壊死因子；エンケファリナーゼ；ランテス(ＲＡＮＴＥＳ(regulated on activation 
normally T-cell expressed and secreted))；ヒトマクロファージ炎症タンパク質(ＭＩ
Ｐ-１α)；ヒト血清アルブミンのような血清アルブミン；ミュラー阻止物質；リラキシン
Ａ鎖；リラキシンＢ鎖；プロリラキシン；マウスゴナドトロピン関連ペプチド；βラクタ
マーゼのような微生物タンパク質；ＤＮアーゼ；ＩｇＥ；ＣＴＬＡ-４のような細胞障害
性Ｔリンパ球関連抗原(ＣＴＬＡ)；インヒビン；アクチビン；血管内皮増殖因子(ＶＥＧ
Ｆ)；ホルモン又は増殖因子のレセプター；プロテインＡ又はＤ；リウマチ因子；神経栄
養因子、例えば骨由来神経栄養因子(ＢＤＮＦ)、ニューロトロフィン-３、-４、-５、又
は-６(ＮＴ-３、ＮＴ-４、ＮＴ-５又はＮＴ-６)、又は神経増殖因子、例えばＮＧＦ-β；
血小板由来増殖因子(ＰＤＧＦ)；ａＦＧＦ及びｂＦＧＦのような線維芽細胞増殖因子；Ｔ
ＧＦ-β１、ＴＧＦ-β２、ＴＧＦ-β３、ＴＧＦ-β４又はＴＧＦ-β５を含むＴＧＦ-α及
びＴＧＦ-βのようなトランスフォーミング増殖因子(ＴＧＦ)；インスリン様成長因子Ｉ
及びＩＩ(ＩＧＦ-Ｉ及びＩＧＦ-ＩＩ)デス(１－３)-ＩＧＦ-Ｉ(脳ＩＧＦ-Ｉ)、インスリ
ン様成長因子結合タンパク質；ＣＤ３、ＣＤ４、ＣＤ８、ＣＤ１９及びＣＤ２０のような
ＣＤタンパク質；エリスロポエチン；オステオインダクティブ因子；イムノトキシン；骨
形態形成タンパク質(ＢＭＰ)；インターフェロンα、β及びγのようなインターフェロン
；例えばＭ-ＣＳＦ、ＧＭ-ＣＳＦ及びＧ-ＣＳＦのようなコロニー刺激因子(ＣＳＦ)；Ｉ
Ｌ-１ないしＩＬ-１０のようなインターロイキン(ＩＬ)；スーパーオキシドジスムターゼ
；Ｔ細胞レセプター；表面膜タンパク質；ホーミングレセプター；アドレッシン；調節タ
ンパク質；ＣＤ１１ａ、ＣＤ１１ｂ、ＣＤ１１ｃ、ＣＤ１８、ＩＣＡＭ、ＶＬＡ-４及び
ＶＣＡＭのようなインテグリン；ＨＥＲ２、ＨＥＲ３又はＨＥＲ４レセプターのような腫
瘍随伴抗原；及び上記に列挙したポリペプチドの任意のもののフラグメントが含まれる。
【００９３】
　本発明に含まれる抗体に対する好適な分子標的には、ＣＤ３、ＣＤ４、ＣＤ８、ＣＤ１
９、ＣＤ２０及びＣＤ３４のようなＣＤタンパク質；ＥＧＦレセプター、ＨＥＲ２、ＨＥ
Ｒ３又はＨＥＲ４レセプターのようなＥｒｂＢレセプターファミリーのメンバー；ＬＦＡ
-１、Ｍａｃ１２、ｐ１５０、９５、ＶＬＡ-４、ＩＣＡＭ-１、ＶＣＡＭ及びそのα又は
βサブユニットの何れかを含むαｖ／β３インテグリンのような細胞接着分子(例えば抗
ＣＤ１１ａ、抗ＣＤ１８又は抗ＣＤ１１ｂ抗体)；ＶＥＧＦのような増殖因子；ＩｇＥ；
血液型抗原；ｆｌｋ２／ｆｌｔ３レセプター；肥満(ＯＢ)レセプター；ｍｐｌレセプター
；ＣＴＬＡ-４；プロテインＣ等々が含まれる。特に好ましい標的はＩｇＥである。
【００９４】
　抗体を、第１の哺乳動物種由来の抗原に対し産生させる。好ましい第１の哺乳動物種は
ヒトである。しかし、他の哺乳動物、例えば農場用、ペット用又は動物園用の動物を意図
してもよく、この場合抗体はこのような哺乳動物を処置するために使用される。第１の哺
乳動物種からの抗原は、それに対する抗体を作製する目的のための天然源から単離される
。しかし、以下に記載するように、抗原を含有する細胞を抗体作製の免疫原として使用す
ることもできる。他の実施態様において、抗原は、組換えて生成されるか、他の合成法に
より作製される。選択された抗体は、通常、抗原に対し、十分に強い結合親和性を有して
いる。例えば抗体は、約１ｘ１０－７Ｍ、好ましくは約１ｘ１０－８Ｍ及び最も好ましく
は約１ｘ１０－９Ｍを越えない結合親和性(Ｋｄ)値で、第１の哺乳動物種からの抗原に結
合する。抗体の親和性は、例えば飽和結合；酵素結合免疫測定法（ＥＬＩＳＡ）；及び競
合アッセイ(例えばＲＩＡ)により決定される。
【００９５】
　また、抗体は治療における有効性を評価するため、例えば他の生物学的活性アッセイに
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かけることができる。このようなアッセイは当該技術において公知であり、標的抗原及び
使用を意図した抗体に依存する。具体例には、ケラチノサイト単層付着アッセイ、ＣＤ１
１ａに対する混合リンパ球反応(ＭＦＲ)アッセイ(各々以下の実施例において記載されて
いる)；腫瘍成長阻害アッセイ(例えば、国際特許第８９／０６６９２号に記載されている
)；抗体依存性細胞障害活性(ＡＤＣＣ)及び補体媒介障害活性(ＣＤＣ)アッセイ(米国特許
第５５００３６２号)；及びアゴニスト活性又は造血アッセイ(ＷＯ９５／２７０６２参照
)が含まれる。
【００９６】
　関心ある抗原上の特定のエピトープに結合する抗体(例えばＭＨＭ２４抗体への結合を
阻害するもの)をスクリーニングするには、Antibodies, A Laboratory Manual, Cold Spr
ing Harbor Laboratory, Harlow及びDavid Lane編(1988)に記載されているもののような
常套的な交差ブロックアッセイを実施することができる。別法として、例えば、Champeら
, J.Biol.Chem.270:1388-1394 (1995) に記載されているようなエピトープマッピングを
実施して、抗体が関心あるエピトープに結合するかどうかを決定することができる。
【００９７】
　ついで、抗体の種依存性を決定する。抗体の生成に使用される抗原相同体(相同体は「
第２の哺乳動物種」からのものである)に対する抗体の結合親和性を、前掲のような技術
を使用して評価する。好ましい実施態様において、第２の哺乳動物種は非ヒト哺乳動物で
あり、その抗体は臨床前試験において投与される。従って、第２の哺乳動物種は非ヒト霊
長類、例えばアカゲザル、カニクイザル、ヒヒ、チンパンジー及びマカークである。他の
実施態様において、第２の哺乳動物種は、例えば齧歯動物、ネコ又はイヌである。種依存
性抗体は、通常、第２の哺乳動物種からの抗原に対し、第１の哺乳動物種からの抗原に対
する結合親和性よりも、少なくとも約５０倍、又は少なくとも約５００倍、又は少なくと
も約１０００倍弱い結合親和性を有する。この結合親和性は、通常、種依存性抗体が第２
の哺乳動物種の臨床前試験に有効に使用できない程のものである。
【００９８】
　種依存性を測定するための(及び、改良された特性を有する抗体変異体を評価するため
の)本発明の好ましい方法は、抗体の結合親和性を定量することであるが、本発明の他の
実施態様においては、種依存性抗体及び抗体変異体の一又は複数の生物学的活性が、結合
親和性の代わりに、又はこれに加えて評価される。生物学的アッセイの例は上述している
。このようなアッセイは、それらが抗体の治療における有効性に関して指標を提供する場
合に、特に有用である。通常、必要ではないが、このようなアッセイで改良された特性を
示す抗体は、結合親和性も高められている。よって、選択されたアッセイが結合親和性ア
ッセイ以外の生物学的活性アッセイである本発明の一つの実施態様において、種特異性抗
体は、通常、第１の哺乳動物種からの試薬を使用する対応アッセイにおける生物学的活性
度よりも、少なくとも約５０倍、又は少なくとも約５００倍、又は少なくとも約１０００
倍有効性が低い、第２の哺乳動物種からの「物質」(例えば、抗原、細胞、組織、器官、
又は全動物)を使用する「生物学的活性度」を有する。
【００９９】
　ついで、種依存性抗体を変化させ、第２の哺乳動物種からの抗原に対し、種依存性抗体
よりも強い結合親和性を有する抗体を作製する。抗体変異体は、好ましくは、抗原に対す
る種依存性抗体の結合親和性よりも、少なくとも約１０倍、好ましくは少なくとも約２０
倍、より好ましくは少なくとも約５００倍、場合によっては１００～２００倍強い、非ヒ
ト哺乳動物からの抗原に対する結合親和性を有する。結合親和性の所望される又は要求さ
れるような向上度合いは、種依存性抗体の初期結合親和性に依存する。しかし、使用され
るアッセイは生物学的活性アッセイであり、抗体変異体は、好ましくは、該アッセイにお
ける種依存性抗体の生物学的活性度よりも、少なくとも約１００倍、好ましくは少なくと
も約２０倍、さらに好ましくは少なくとも約５０倍、場合によっては少なくとも約１００
～２００倍良好な生物学的活性度を、選択アッセイにおいて有している。
【０１００】
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　抗体変異体を作製するために、フレームワーク領域残基の一又は複数の変更(例えば置
換)に一又は複数のアミノ酸の変更(例えば置換基)を種依存性抗体に導入し、結果として
第２の哺乳動物種からの抗原に対する抗体変異体の結合親和性を改良する。修飾するフレ
ームワーク領域の例には、抗原に直接、非共有的に結合するもの(Amitら, Science 233:7
47-753(1986))；ＣＤＲのコンホメーションと相互作用する／これをなすもの(Chothiaら,
 J. Mo. Biol. 196: 901-917 (1987))；及び／又はＶＬ-ＶＨ界面に関与するもの(ＥＰ２
３９４００Ｂ１)が含まれる。ある実施態様において、一又は複数のこのようなフレーム
ワーク領域の残基が修飾されると、結果として第２の哺乳動物種からの抗原に対する抗体
の結合親和性が高められる。例えば、約１～約５のフレームワーク残基が本発明のこの実
施態様において変更される。場合によっては、これは、臨床前試験で使用するのに適切な
抗体変異体を産出するのに十分であり、そこで高頻度可変領域は何の変更もなされない。
しかし、通常は、抗体変異体は更なる高頻度可変領域変更を含む。
【０１０１】
　変更した高頻度可変領域の残基は、ランダムに変化しており、特に第２の哺乳動物種か
らの抗原に対する種依存性抗体の最初の結合親和性は、このようにランダムに生成された
抗体変異体が容易にスクリーニングできるようなものである。
　種依存性であってもよい抗体を生成する技術、及びその技術に必要な変更点を、ここで
次に詳しく述べる。
【０１０２】
Ａ.抗体の調製
(ｉ)抗原の調製
　場合によっては他の分子に抱合されていてもよい可溶性抗原又はそのフラグメントを、
抗体を産生するための免疫原として使用することができる。例えばレセプターのような膜
貫通型分子では、これらのフラグメント(例えばレセプターの細胞外ドメイン)を免疫原と
して使用することができる。あるいは、膜貫通型分子を発現する細胞を免疫原として使用
することができる。このような細胞は天然源(例えば癌株化細胞)から引き出すことができ
、あるいは膜貫通型分子を発現する組換え技術により形質転換した細胞であってもよい。
抗体を調製するために有用な他の抗原及びその型は当業者には明らかであろう。
【０１０３】
(ｉｉ)　ポリクローナル抗体
　ポリクローナル抗体は、好ましくは、関連する抗原とアジュバントを複数回皮下(ｓｃ)
又は腹腔内(ｉｐ)注射することにより、非ヒト哺乳動物に産生される。免疫化されている
種において免疫原性であるタンパク質、例えばスカシガイヘモシアニン、血清アルブミン
、ウシサイログロブリン、又は大豆トリプシンインヒビターに、二重官能性又は誘導体形
成剤、例えばマレイミドベンゾイルスルホスクシンイミドエステル(システイン残基によ
り抱合)、Ｎ-ヒドロキシスクシンイミド(リジン残基により抱合)、グルタルアルデヒド、
無水コハク酸、塩化チオニル、又はＲとＲ１が異なったアルキル基であるＲ１Ｎ＝Ｃ＝Ｎ
Ｒを使用して、関連抗原を抱合させることが有用である。
【０１０４】
　動物を、例えばタンパク質又はコンジュゲート１００μｇ又は５μｇ（それぞれウサギ
又はマウスの場合）を完全フロイントアジュバント３容量と併せ、この溶液を複数部位に
皮内注射することによって、抗原、免疫原性コンジュゲート、又は誘導体に対して免疫化
する。１ヶ月後、該動物を、完全フロイントアジュバントに入れた初回量の１／５ないし
１／１０のペプチド又はコンジュゲートを用いて複数部位に皮下注射することにより、追
加免疫する。７ないし１４日後に動物を採血し、抗体価について血清を検定する。動物は
、力価がプラトーに達するまで追加免疫する。好ましくは、動物は、同じ抗原のコンジュ
ゲートであるが、異なったタンパク質にコンジュゲートさせた、及び／又は異なった架橋
剤を介してコンジュゲートさせたコンジュゲートで追加免疫する。コンジュゲートはまた
、タンパク融合として組換え細胞培養中で調製することができる。また、ミョウバンのよ
うな凝集化剤が、免疫反応の増強のために好適に使用される。
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　選択された哺乳動物抗体は、通常、抗原に対し十分な強さの結合親和性を有する。例え
ば、抗体は、約１ｘ１０－７Ｍ、好ましくは約１ｘ１０－８Ｍ及び最も好ましくは約１ｘ
１０－９Ｍを越えない結合親和性(Ｋｄ)値で、ヒト抗-ＩｇＥ抗原と結合する。抗体の親
和性は酵素結合免疫測定法（ＥＬＩＳＡ）；及び競合アッセイ(例えば放射線面積検定法)
により測定される。
【０１０５】
　ヒト抗-ＩｇＥ抗体をスクリーニングするために、Antibodies, A Laboratory Manual, 
Cold Spring Harbor Laboratory, Harlow及びDavid Lane編(1988)に記載されているよう
な常套的な交差ブロック検定を実施することができる。別法として、例えば、Champeら, 
J.Biol.Chem.270:1388-1394 (1995) に記載されているようなエピトープマッピングを、
結合性を測定するために使用することができる。
　ポリペプチド又は抗体の効力を測定するための好ましい方法は抗体の結合親和性の定量
によるものであるが、他の実施態様においては、結合親和性に加えて、又はこれに変えて
、一又は複数の抗体の生物学的特性を評価することが想定されている。このようなアッセ
イは、それらが抗体の治療における有効性に関して指標を提供する場合に、特に有用であ
る。通常、必要ではないが、このようなアッセイで改良された特性を示す抗体は、結合親
和性も高められている。
【０１０６】
(ＩＩＩ)　モノクローナル抗体
　モノクローナル抗体は一つの抗原部位を認識する抗体である。それらの同一の特異性に
より、モノクローナル抗体は、種々の異なる抗原部位を認識する抗体を通常含む、ポリク
ローナル抗体よりも有用なものとされている。
　モノクローナル抗体は、Kohlerら, Nature, 256:495 (1975)により最初に記載されたハ
イブリドーマ法を用いて作製でき、又は組換えＤＮＡ法(米国特許第４８１６５６７号)に
よって作製することができる。
【０１０７】
　ハイブリドーマ法においては、マウス又はその他の適当な宿主動物、例えばハムスター
もしくはマカークザルを上記のように免疫し、免疫化に用いられたタンパク質と特異的に
結合する抗体を産生する、又は産生することのできるリンパ球を導き出す。別法として、
リンパ球をインビトロで免疫することもできる。次に、リンパ球を、ポリエチレングリコ
ールのような適当な融合剤を用いて骨髄腫細胞と融合させ、ハイブリドーマ細胞を形成さ
せる(Goding, Monoclonal Antibodies: Principles and Practice,590-103頁(Academic P
ress, 1986))。
　このようにして調製されたハイブリドーマ細胞を、融合していない親の骨髄腫細胞の増
殖または生存を阻害する一又は複数の物質を好ましくは含む適当な培地に蒔き、増殖させ
る。例えば、親の骨髄腫細胞が酵素ヒポキサンチングアニジンホスホリボシルトランスフ
ェラーゼ(ＨＧＰＲＴ又はＨＰＲＴ)を欠失するならば、ハイブリドーマのための培地は、
典型的には、ＨＧＰＲＴ－欠失細胞の増殖を妨げる物質であるヒポキサンチン、アミノプ
テリン及びチミジンを含有するであろう(ＨＡＴ培地)。
【０１０８】
　好ましい骨髄腫細胞は、効率的に融合し、選択された抗体産生細胞による抗体の安定な
高レベルの発現を支援し、ＨＡＴ培地のような培地に対して感受性である細胞である。こ
れらの中でも、好ましい骨髄腫株化細胞は、マウス骨髄腫ライン、例えば、ソーク・イン
スティテュート・セル・ディストリビューション・センター、サンディエゴ、カリフォル
ニア、ＵＳＡより入手し得るＭＯＰＣ-２１及びＭＰＣ-１１マウス腫瘍、及び、アメリカ
ン・タイプ・カルチャー・コレクション、ロックヴィル、メリーランド、ＵＳＡより入手
し得るＳＰ-２又はＸ６３-Ａｇ８-６５３細胞から誘導されるものである。ヒト骨髄腫及
びマウス－ヒトヘテロ骨髄腫株化細胞もまたヒトモノクローナル抗体の産生のために開示
されている（Kozbor, J.Immunol., 133:3001 (1984)；Brodeurら, Monoclonal Antibody 
Production Techniques and Applications,51-63頁、(Marcel Dekker, Inc., New York, 
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1987)）。
　ハイブリドーマ細胞が生育している培地を、抗原に対するモノクローナル抗体の産生に
ついてアッセイする。好ましくは、ハイブリドーマ細胞により産生されるモノクローナル
抗体の結合特異性は、免疫沈降又はインビトロ結合検定、例えばラジオイムノアッセイ(
ＲＩＡ)又は酵素結合免疫吸着検定(ＥＬＩＳＡ)によって測定する。
【０１０９】
　所望の特異性、親和性、及び／又は活性の抗体を産生するハイブリドーマ細胞が確定さ
れた後、該クローンを限界希釈法によりサブクローニングし、標準的な方法により増殖さ
せることができる(Goding, Monoclonal Antibodies: Principles and Practice, 59-103
頁(Academic Press, 1986))。この目的に対して好適な培地は、例えば、Ｄ-ＭＥＭ又はＲ
ＰＭＩ-１６４０培地を包含する。また、該ハイブリドーマ細胞は、動物において腹水症
腫瘍としてインビボで増殖させることができる。
　サブクローンにより分泌されたモノクローナル抗体は、例えばプロテインＡ-セファロ
ース、ヒドロキシアパタイトクロマトグラフィー、ゲル電気泳動、透析、又はアフィニテ
ィークロマトグラフィーのような常套的な免疫グロブリン精製法により、培地、腹水、又
は血清から好適に分離される。
【０１１０】
　モノクローナル抗体をコードしているＤＮＡは、常法を用いて(例えば、モノクローナ
ル抗体の重鎖および軽鎖をコードしている遺伝子に特異的に結合できるオリゴヌクレオチ
ドプローブを用いることにより)即座に分離され配列決定される。ハイブリドーマ細胞は
、このようなＤＮＡの好ましい供給源となる。ひとたび分離されたならば、ＤＮＡを発現
ベクター中に入れ、ついでこれを、この状況以外では免疫グロブリンタンパク質を産生し
ない大腸菌細胞、サルＣＯＳ細胞、チャイニーズハムスター卵巣(ＣＨＯ)細胞、又は骨髄
腫細胞のような宿主細胞中にトランスフェクトし、組換え宿主細胞におけるモノクローナ
ル抗体の合成を獲得することができる。抗体の組換え生産は以下に更に詳細に説明する。
【０１１１】
　更なる実施態様において、抗体又は抗体フラグメントは、McCaffertyら, Nature, 348:
552-554 (1990)に記載された技術を使用して産生される抗体ファージライブラリから分離
することができる。Clacksonら, Nature, 352:624-628 (1991)及び Marksら, J.Mol.Biol
., 222:581-597 (1991)は、ファージライブラリを使用したマウス及びヒト抗体の分離を
記述している。続く刊行物は鎖シャッフィングによる高親和性(ｎＭ範囲)のヒト抗体の生
産(Marksら, Bio/Technology, 10:779-783(1992))、並びに非常に大きなファージライブ
ラリを構築するための方策としてコンビナトリアル感染とインビボ組換え(Waterhouseら,
 Nuc.Acids.Res., 21:2265-2266 (1993))を記述している。従って、これらの技術はモノ
クローナル抗体の分離に対する伝統的なモノクローナル抗体ハイブリドーマ法に対する実
行可能な別法である。
【０１１２】
　ＤＮＡはまた、例えば、ヒト重鎖及び軽鎖定常ドメインのコード化配列を、相同的マウ
ス配列の代わりに置換することにより(米国特許第４８１６５６７号；Morrisonら, Proc.
Nat.Acad.Sci.,USA,81:6851(1984))、又は免疫グロブリンコード化配列に結合させること
により、修飾することができる。
　典型的には、このような非免疫グロブリンポリペプチドは、抗体の定常ドメインを置換
し、又は抗体の１個の抗原結合部位の可変ドメインを置換して、抗原に対する特異性を有
する１個の抗原結合部位、及び異なる抗原に対する特異性を有するもう一つの抗原結合部
位を含むキメラ二価抗体を作り出す。
【０１１３】
(ｉｖ)　変異抗体の作製
　一度、種依存性抗体が同定され単離されると、それは異なる抗体又は変異体の作製に有
用なものとなり、ここで一又は複数のアミノ酸残基は、哺乳動物抗体の一又は複数の高頻
度可変領域で変更される。これに代えて、又は加えて、フレームワーク残基の一又は複数
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体変異体の結合親和性が改良される。修飾されるフレームワーク領域の例には、抗原に直
接、非共有的に結合するもの(Amitら, Science 233:747-753(1986))；ＣＤＲのコンホメ
ーションと相互作用する／これを変化させるもの(Chothiaら, J. Mo. Biol. 196:901-917
(1987))；及び／又はＶＬ-ＶＨ界面に関与するものが含まれる(ＥＰ２３９４０１Ｂ１)。
ある実施態様において、一又は複数のこのようなフレームワーク領域の残基が修飾される
と、結果としてヒト抗原に対する抗体の結合親和性が高められる。例えば、約１～約５の
フレームワーク残基が本発明のこの実施態様において変更される。場合によっては、これ
は、臨床前試験で使用するのに適切な抗体変異体を産出するのに十分であり、そこで過剰
可変領域においては何の変更もなされない。しかし、通常は、抗体変異体は付加的な過剰
可変領域変更部位を含有する。
【０１１４】
　変更した過剰可変領域の残基はランダムに変化しており、種依存性抗体の最初の結合親
和性は、ランダムに生成された抗体変異体が容易にスクリーニングできるようなものであ
る。
　抗体変異体を作製するための有用な手順の一つは、「アラニンスキャニング変異誘発」
として知られている(Cunningham,B.C. 及びWells,J.A. Science 244:1081-1085(1989)；C
unningham,B.C. 及びWells,J.A. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84, 6434-6437(1991))。
ここで、一又は複数の高頻度可変領域の残基(群)を、第２の哺乳動物種からの抗原とアミ
ノ酸との相互作用に影響を及ぼすように、アラニン又はポリアラニンで置換する。ついで
、置換に対し機能的敏感性を示すそれら高頻度可変領域の残基(群)を、置換部位において
、又は該部位に対し、さらなる又は他の変異を導入することによりリファイニングする。
よって、アミノ酸配列変異が導入される部位を予め測定しておくと、変異それ自体の性質
を予め測定しておく必要がない。この方法で生成されたａｌａ-変異体を、ここに記載し
たようにして、それらの生物学的活性度でスクリーニングする。同様の置換がスキャニン
グアラニンにより付与される所望の特性に応じて、他のアミノ酸でも行われ得る。
【０１１５】
　また本発明は、修飾のためにアミノ酸残基を同定するさらなる組織的方法を提供する。
この方法に依り、第１の哺乳動物種の結合に関与する種依存性抗体における高頻度可変領
域残基と第２の哺乳動物種の抗原の相同体の結合に関与する高頻度可変領域残基を同定す
る。これを達成するために、種依存性抗体の高頻度可変領域のアラニンスキャンを行うこ
とができ、第１及び第２の哺乳動物種に対する結合性が各ａｌａ-変異体について試験さ
れる。よって、第１の哺乳動物種(例えばヒト)からの抗原に対する結合に関与している高
頻度可変領域の残基と、第２の哺乳動物種(例えば非ヒト)からの抗原の相同体の結合に関
与しているものが同定される。好ましくは、第１の哺乳動物種(例えばヒト)からの抗原で
はなく、第２の哺乳動物種(例えば非ヒト)からの抗原との結合に有意に関連している残基
(類)が修飾のための候補として選択される。他の実施態様においては、第１と第２の哺乳
動物種の両方からの抗原の結合に有意に関与している残基(類)が修飾のために選択される
。さらに、あまり好ましくない実施態様においては、相同的哺乳動物(非ヒト)ＩｇＥでは
なく、ヒトＩｇＥからの抗原との結合に関与している残基が修飾のために選択される。こ
のような修飾には関心ある残基に隣接した一又は複数の残基の挿入又は残基の欠失が伴う
。しかし、通常は、修飾には他のアミノ酸残基との置換が伴う。
　典型的には、「好ましい置換」の項目名で、次の表Ａに示すような保存的置換で始める
。このような置換により生物学的活性(例えば結合親和性)が変化する結果となるのであれ
ば、表Ａの「例示的置換」に示されるか、又はさらにアミノ酸クラスに関して以下に記載
される、さらなる変化を導入して、生成物をスクリーニングする。
【０１１６】
表Ａ
アミノ酸残基の保存的置換
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フォメーションのような、置換領域におけるポリペプチド骨格の構造；(ｂ)標的部位にお
ける分子の電荷又は疎水性度、又は(ｃ)側鎖の嵩、を維持するするその効果が有意に異な
る置換を選択することにより、達成される。天然に生じる残基は、次の共通の側鎖特性に
基づいてグループに分けられる：
(１)　疎水性：ノルロイシン、ｍｅｔ、ａｌａ、ｖａｌ、ｌｅｕ、ｉｌｅ；
(２)　中性で親水性：ｃｙｓ、ｓｅｒ、ｔｈｒ、ａｓｎ、ｇｌｎ；
(３)　酸性：ａｓｐ、ｇｌｕ；
(４)　塩基性：ｈｉｓ、ｌｙｓ、ａｒｇ；
(５)　鎖の配向に影響を及ぼす残基：ｇｌｙ、ｐｒｏ、及び
(６)　芳香性：ｔｒｐ、ｔｙｒ、ｐｈｅ
　非保存的置換は、これらのクラスの一つのメンバーを他のクラスと交換することを必要
とする。
【０１１７】
　アミノ酸配列変異をコードする核酸分子は、当該分野において公知の種々の方法で調製
される。限定するものではないが、これらの方法には、種依存性抗体の初期に調製された
変異体又は非変異体版のオリゴヌクレオチド媒介性(又は部位特異的)変異誘発、ＰＣＲ変
異誘発、及びカセット変異誘発が含まれる。変異体を作製するための好ましい方法は部位
特異的変異誘発である(Kunkel, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:488(1985)を参照)。
　ある実施態様では、抗体変異体は、例えば約２ないし約１５の高頻度可変領域置換から
、置換された単一の高頻度可変領域の残基を含むのみである。
【０１１８】
　通常、改良された生物学的特性を有する抗体変異体は、哺乳動物抗ヒトＩｇＥ抗体のア
ミノ酸配列又は重鎖又は軽鎖可変ドメインのいずれかと少なくとも７５％、好ましくは少
なくとも８０％、さらに好ましくは８５％、より好ましくは少なくとも９０％、最も好ま
しくは少なくとも９５％のアミノ酸配列同一性又は類似性を有するアミノ酸配列を有する
。この配列に対する同一性及び類似性は、配列を整列させ、配列の最大のパーセント同一
性を得るために必要ならば間隙を導入した後に、種依存性抗体残基と同一(すなわち同じ
残基)又は類似(すなわち前掲の共通した側鎖特性に基づく同じグループからのアミノ酸残
基)した候補配列中のアミノ酸残基のパーセンテージとして、ここでは定義される。
【０１１９】
　あるいは、抗体変異体は、抗ＩｇＥ抗体の重鎖及び軽鎖のＣＤＲ領域の系統的変異によ
り産生することができる。このような抗体変異体を産生するための好ましい手順は、ファ
ージディスプレイを使用する親和成熟の使用を含む(Hawkins及びLowmanら, Biochemistry
 30(45):10832-10838(1991))。バクテリオファージコートタンパク融合(Smith, Science 
228:1315(1985)；Scott及びSmith, Science 249:386(1990)；Cwirlaら. Proc. Natl. Aca
d. Sci. USA 8:309(1990)；Devlinら, Science 249:404(1990)；Well及びLowmanによる総
括, Curr.　Opin. Struct. Biol. 2:597(1992)；米国特許第５２２３４０９号)は、それ
らをコードするバクテリオファージ粒子の遺伝子型に、示されたタンパク質又はポリペプ
チドの表現型を関連付けるのに有用であることが知られている。抗体のＦ(ａｂ)ドメイン
もまたファージ上に示されている(McCaffertyら, Nature, 348:552-554 (1990)；Barbas
ら, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:7978(1991)；Garrardら, Biotechnol. 9:1373(1991
))。
【０１２０】
　一価ファージディスプレイは、いくつかのファージ粒子当り一つのみの複製に、変異体
の表示を制限するように、バクテリオファージコートタンパク質への融合として一組のタ
ンパク質変異体を表示することからなる。種々のタンパク質の平衡結合親和性の改良、又
は親和成熟は、ヒト成長ホルモン(Lowman & Wells, J. Mol. Biol. 234:564-678(1993)；
米国特許第５５３４６１７号)、並びに抗体のＦ(ａｂ)ドメイン(Barbasら, Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA 91:3809(1994)；Yangら, J. Mol. Biol. 254:392(1995))の場合に実証さ
れたように、変異誘発誘発、一価ファージディスプレイ、機能性分析、及び好ましい変異



(34) JP 2009-55902 A 2009.3.19

10

20

30

40

50

の付加を連続して適用することにより、過去において達成されている。
　その配列中の定められた位置で異なる多くの(１０６)タンパク質変異体のライブラリを
、各々が特定のタンパク質変異体をコードするＤＮＡを含むバクテリオファージ粒子で作
成することができる。親和精製のサイクル後、固定化抗原を使用して、個々のバクテリオ
ファージクローンを単離し、その示されたタンパク質のアミノ酸配列をそのＤＮＡから推
測する。
【０１２１】
(ａ)ヒト化又はヒト抗体
　ヒト化は、実質的により少ない無傷のヒト可変ドメインを非ヒト種由来の対応配列によ
って置換したキメラ抗体を作製する技術である。ヒト化抗体は、非ヒトである供給源から
導入された一又は複数のアミノ酸残基を有する。これら非ヒトアミノ酸残基は、典型的に
は「移入」可変ドメインから得られる「移入」残基としばしば呼ばれる。ヒト化は本質的
に齧歯動物の相補性決定領域(ＣＤＲ)又はＣＤＲ配列をヒト抗体の該当する配列に置換す
ることによりウィンターと共同研究者［Jonesほか, Nature, 321:522-525 (1986)；Riech
mannほか, Nature, 332:323-327 (1988)；Verhoeyenほか, Science, 239:1534-1536 (198
8)］の方法を使用して行うことができる。従って、このような「ヒト化」抗体は、実質的
により少ない無傷のヒト可変ドメインが非ヒト種由来の対応する配列で置換されたキメラ
抗体(米国特許第４８１６５６７号)である。本発明において実施されるところでは、ヒト
化ＩｇＥ抗体は、いくらかのＣＤＲ残基と場合によってはマウス抗体の類似部位からの残
基によって置換されたいくらかの可能なＦＲ残基を有する。
【０１２２】
　抗原性を軽減するには、ヒト化抗体を生成するために使用するヒトの軽鎖及び重可変ド
メインの両方の選択が非常に重要である。いわゆる「ベストフィット法」では、齧歯動物
抗体の可変ドメインの配列を既知のヒト可変ドメイン配列ライブラリ全体に対してスクリ
ーニングする。齧歯動物のものと最も近いヒトの配列を次にヒト化抗体のヒトフレームワ
ーク(ＦＲ)として受け入れる(Simsほか, J. Immunol. 151:2296 (1993)；Chothiaら, J. 
Mol. Biol. 196:901 (1987))。他の方法では、軽鎖又は重鎖の特定のサブグループのヒト
抗体全てのコンセンサス配列から誘導される特定のフレームワークを使用する。同じフレ
ームワークをいくつかの異なるヒト化抗体に対して使用できる(Carterほか, Proc. Natl.
 Acad. Sci. USA, 89:4285 (1992)；Prestaほか, J. Immunol. 151:2623 (1993))。
【０１２３】
　更に、抗体は、抗原に対する高親和性や他の好ましい生物学的性質を保持してヒト化す
ることが重要である。この目標を達成するべく、好ましい方法では、親及びヒト化配列の
三次元モデルを使用して、親配列及び様々な概念的ヒト化産物の分析工程を経てヒト化抗
体を調製する。特定の抗体ドメイン、例えばＶＨ及びＶＬドメインのモデルは類似した配
列を有するＦ(ａｂ)構造に基づくコンセンサス配列から別々に作成される。三次元免疫グ
ロブリンモデルは一般的に入手可能であり、当業者にはよく知られている。選択された候
補免疫グロブリン配列の推測三次元立体配座構造を図解し、表示するコンピュータプログ
ラムが利用可能である。これらの表示を調べることで、候補免疫グロブリン配列の機能に
おける残基の可能な役割の分析、すなわち、候補免疫グログリンがその抗原と結合する能
力に影響を及ぼす残基の分析が可能となる。例えば、実施例２におけるフラグメントＦ(
ａｂ)-１２のモデリングにおいて、マウスＭＡＥ１１を、ＣＤＲ及びフレームワーク残基
のインスピレーションに対するテンプレートとして使用し、分子のモデリングと関連付け
て修飾し、変異体配列に至らしめる。
【０１２４】
　他の例としては、対照抗体Ｍａｂ４ｄ５を挙げることができる。ここで、モデルは、ブ
ルックヘイブンプロテインデータバンクからの、いくつかのＦａｂ構造(登録１ＦＢ４、
２ＲＨＥ、２ＭＣＰ、３ＦＡＢ、１ＦＢＪ、２ＨＦＬ及び１ＲＥＩ)に基づいて作成され
た。ＶＬ及びＶＨドメイン用のテンプレートとして先ずＦ(ａｂ)ＫＯＬを選択し、ついで
更なる構造を主鎖原子の座標を使用してこの構造に重ね合わせる(INSIGHTプログラム、Bi
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osym Technologies)。類似したプログラム及び技術が所望の抗体のモデリングに利用され
る。
【０１２５】
　分子モデリングを使用する典型的な分析は次のようにして行われる：各々の重ね合わせ
る構造体におけるテンプレートＣαから類似体Ｃαまでの距離を、各々の与えられた残基
位置から算出する。一般的に、与えられた残基の全ての(ほぼ全ての)Ｃα-Ｃα距離が≦
１Åであるならば、その位置はコンセンサス構造に含まれる。いくつかの場合において、
βシート状フレームワーク残基はこれらの基準を満足するが、ＣＤＲループはそうではな
い。これらの選択された各残基に対して、個々のＮ、Ｃα、Ｃ、Ｏ及びＣβ原子の平均座
標を算出し、ついでＡＭＢＥＲフォースフィールド(Weiner, S.J.ら, J. Amer. Chem. So
c. 106:765-784(1984))を伴うＤＩＳＣＯＶＥＲプログラム(Biosym Technologies)等の商
業的に利用可能なプログラムを使用し５０サイクルのエネルギー最小化により非標準的結
合構造(bond geometry)から偏差を補正し、Ｃα座標を固定する。ついで、高度に保存さ
れた残基の側鎖、例えばジスルフィド結合システイン残基を、得られたコンセンサス構造
に導入する。次に、特定の抗体ＶＬ及びＶＨドメインの配列を、ＣＤＲ残基で始め、指針
としてChothiaら(Chothia, C.ら, Nature 342:877-883(1989))のＣＤＲコンホメーション
の作表を使用して、導入する。側鎖のコンホメーションをＦａｂ結晶構造、回転異性体ラ
イブラリ(Ponder,J.W. & Richards,F.M., J. Mol. Biol. 193:775-791(1987))に基づき及
びパッキングを考慮して選択する。ＶＨ-ＣＤＲ３は上記の基準に充当しないので、ＩＮ
ＳＩＧＨＴプログラムを使用して同様な大きさにされたループを調査し、パッキング及び
溶媒暴露を考慮して使用して引き出すか、又は他の常套的かつ商業的に利用可能な技術を
使用して、モデルを作製する。好ましくは５０００サイクルのエネルギー最小化をモデル
に施す。
【０１２６】
　このようにして、所望の抗体特性、例えば標的抗原(群)に対する親和性の増加が達成さ
れるように、レシピエント及び移入配列からフレームワーク残基を選択して、組合せるこ
とができる。一般的に、ＣＤＲ残基は抗原結合への感作に直接的かつ最も実質的に関与し
ている。この技術は実施例２におけるＦ(ａｂ)-１２の作製に使用されており、そこでは
マウスＣＤＲ残基を分子モデリングと組み合わせて使用して、ヒト化されたマウス抗Ｉｇ
Ｅ抗体フラグメントが作製された。
【０１２７】
　別法として、免疫時に内因性免疫グロブリンの産生なしにヒト抗体の全レパートリーを
産生することのできるトランスジェニック動物(例えば、マウス)を作ることが今は可能で
ある。例えば、キメラ及び生殖系列突然変異体マウスにおける抗体重鎖結合領域(ＪＨ)遺
伝子の同型接合除去が内因性抗体産生の完全な阻害をもたらすということが記載されてい
る。このような生殖系列突然変異体マウスでのヒト生殖系列免疫グロブリン遺伝子列の転
移は、抗原投与時にヒト抗体の産生をもたらすであろう。Jakobovitsら, Proc.Natl.Acad
.Sci.USA, 90:2551 (1993)；Jakobovitsら, Nature 362:255-258 (1993); Bruggermanら,
 Year in Immuno., 7:33 (1993)；及びDuchosalら, Nature 355:258 (1992)。ヒト抗体は
、ファージディスプレーライブラリから取り出すこともできる(Hoogenboomら, J.Mol.Bio
l., 227:381 (1991)；Marksら, J.Mol.Biol. 222:581-597 (1991)；Vaughanら, Nature B
iotech 14:309 (1996))。
【０１２８】
(ｂ)更なる修飾
　抗体変異体の生成に続いて、種依存性抗体に対するその分子の生物学的活性を測定する
。上で見たように、これには結合親和性及び／又は他の抗体の生物学的活性の測定が含ま
れる。本発明の好ましい実施態様では、抗体変異体のパネルを上述のようにして調製し、
第２の哺乳動物種からの抗原に対する結合親和性でスクリーニングする。この最初のスク
リーニングで選択された一又は複数の抗体変異体を、場合によっては一又は複数のさらな
る生物学的活性アッセイにかけ、結合親和性が高められた抗体変異体(類)が臨床前実験等
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に実際に有用であることを確かめる。好ましい実施態様において、抗体変異体は、種依存
性抗体と類似した結合親和性を有する第１の哺乳動物種からの抗原に結合する能力を保持
している。これは、抗ヒト抗体からの抗原の結合に関与する高頻度可変領域を変更するこ
とを避けることにより達成される。他の実施態様において、抗体変異体は第１の哺乳動物
種とは有意に変更された結合親和性を有する(例えば、その抗原に対する結合親和性は好
ましくはより良好であるが、種依存性抗体よりは悪い)。
【０１２９】
　このようにして選択された抗体変異体に、しばしば抗体の意図する用途に応じて、更な
る修飾を施す。このような修飾は、アミノ酸配列の変更、異種ポリペプチド(類)への融合
、及び／又は共有結合的修飾、例えば以下に詳細に述べるものを含む。アミノ酸配列の変
更に関しては、修飾の例を上に詳細に示した。例えば、抗体変異体の適切なコンホメーシ
ョンの保持に関与しない任意のシステイン残基を、一般的にはセリンで置換し、分子の酸
化安定性を改良し、異常な架橋を防止する。逆に、(ａ)システイン結合を抗体に付加して
その安定性を改良する(特に抗体が例えばＦｖフラグメントのような抗体フラグメントで
ある場合)。他のタイプのアミノ酸変異体は、変更したグリコシル化パターンを有する。
これは、抗体中に見出される一又は複数の炭水化物部分を欠失させ、及び／又は抗体中に
存在しない一又は複数のグリコシル化部位を加えることにより達成される。抗体のグリコ
シル化は、典型的にはＮ結合又はＯ結合のいずれかである。Ｎ結合とは、アスパラギン酸
残基の側鎖に炭水化物部分が付着することを指す。トリペプチド配列、アスパラギン-Ｘ-
セリン及びアスパラギン-Ｘ-スレオニン(ここでＸはプロリン以外の任意のアミノ酸であ
る)は、アスパラギン側鎖に炭水化物部分を酵素的に付着させる認識配列である。よって
、ポリペプチド中にこれらトリペプチド配列のいずれかが存在すると、潜在的グリコシル
化部位が生じる。Ｏ結合グリコシル化とは、エーテル酸素を介しての糖の付着を指す；例
えば、ヒドロキシアミノ酸、最も一般的にはセリン又はスレオニンに結合したＮ-アセチ
ルガラクトサミン、ガラクトース、フコース又はキシロースであり、但し５-ヒドロキシ
プロリン又は５-ヒドロキシリジンも使用してもよい。抗体へのグリコシル化部位の付加
は、一又は複数の上述のトリポリペプチド配列を含有するように(Ｎ結合グリコシル化部
位に対して)、アミノ酸配列を変更することにより簡便に達成される。元の抗体の配列に
、一又は複数のセリン又はスレオニン残基を付加、又はこれらにより置換することにより
、変更することもできる(Ｏ結合グリコシル化部位に対して)。
【０１３０】
(ｖ)　抗体フラグメント
　抗体フラグメントを生産するために様々な技術が開発されている。伝統的には、これら
のフラグメントは、無傷の抗体のタンパク分解性消化を介して誘導される(例えば、Morim
otoら, Journal of Biochemical and Biophysical Methods 24:107-117 (1992)及びBrenn
anら, Science, 229:81 (1985)を参照されたい)。しかし、これらのフラグメントは現在
は組換え宿主細胞により直接生産することができる。例えば、抗体フラグメントは上にお
いて検討した抗体ファージライブラリから分離することができる。別法として、Ｆ(ａｂ'
)２-ＳＨフラグメントは大腸菌から直接回収することができ、化学的に結合させてＦ(ａ
ｂ')２-ＳＨフラグメントを形成することができる(Carterら, Bio/Technology 10:163-16
7 (1992))。他のアプローチ法では、Ｆ(ａｂ')フラグメントを組換え宿主細胞培養から直
接分離することができる。抗体フラグメントの生産のための他の方法は当業者には明らか
であろう。他の実施態様では、選択抗体は単鎖Ｆｖフラグメント(ｓｃＦＶ)である(ＰＣ
Ｔ特許出願国際公開第９３／１６１８５号)。
【０１３１】
(ｖｉ)　多重特異性抗体
　多重特異性抗体は、少なくとも二つの異なる抗原に対して特異的に結合するものである
。このような分子は通常は二つの異なった抗原を結合させるのみであるが(すなわち、二
重特異性抗体、ＢｓＡｂ)、三重特異性抗体のような更なる特異性を持つ抗体もここで使
用される場合この表現に包含される。ＢｓＡｂの例には、一方の腕が腫瘍細胞抗原に向け
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られ他方の腕が細胞毒性トリガー分子に向けられたもの、例えば抗ＦｃγＲＩ／抗ＣＤ１
５、抗ｐ１８５ＨＥＲ２／ＦｃγＲIII(ＣＤ１６)、抗ＣＤ３／抗悪性Ｂ細胞(１Ｄ１０)
、抗ＣＤ３／抗ｐ１８５ＨＥＲ２、抗ＣＤ３／抗ｐ９７、抗ＣＤ３／抗腎臓細胞ガン腫、
抗ＣＤ３／抗ＯＶＣＡＲ-３、抗ＣＤ３／Ｌ-Ｄ１(抗大腸ガン腫)、抗ＣＤ３／抗メラニン
細胞刺激ホルモン類似体、抗ＥＧＦレセプター／抗ＣＤ３、抗ＣＤ３／抗ＣＡＭＡ１、抗
ＣＤ３／抗ＣＤ１９、抗ＣＤ３／ＭｏＶ１８、抗神経細胞接着分子(ＮＣＡＭ)／抗ＣＤ３
、抗葉酸塩結合タンパク質(ＦＢＰ)／抗ＣＤ３、抗パン(pan)癌腫関連抗原(ＡＭＯＣ-３
１)／抗ＣＤ３；腫瘍抗原に特異的に結合する一つの腕と毒素に結合する一つの腕を持つ
ＢｓＡｂ、例えば、抗サポリン／抗Ｉｄ-１、抗ＣＤ２２／抗サポリン、抗ＣＤ７／抗サ
ポリン、抗ＣＤ３８／抗サポリン、抗ＣＥＡ／抗リシンＡ鎖、抗ＣＤ２２／抗サポリン、
抗ＣＤ７／抗サポリン、抗ＣＤ３８／抗サポリン、抗ＣＥＡ／抗リシンＡ鎖、抗インター
フェロンα(ＩＦＮ-α)／抗ハイブリドーマイディオタイプ、抗ＣＥＡ／抗ビンカアルカ
ロイド；(マイトマイシンホスフェートのプロドラッグのマイトマイシンアルコールへの
転換を触媒する)抗ＣＤ３０／抗アルカリホスファターゼのような酵素活性化プロドラッ
グを転換するためのＢｓＡｂ；抗フィブリン／抗組織プラスミノーゲンアクチベーター(
ｔＰＡ)、抗フィブリン／抗ウロキナーゼ型プラスミノーゲンアクチベーター(ｕＰＡ)の
ような線維素溶解剤として使用することができるＢｓＡｂ；抗低密度リポタンパク質(Ｌ
ＤＬ)／抗Ｆｃレセプター(例えばＦｃγＲＩ、ＦｃγＲＩＩ又はＦｃγＲＩＩＩ)のよう
な細胞表面レセプターへ免疫複合体をターゲティングするためのＢｓＡｂ；感染性疾患の
治療に使用されるＢｓＡｂ、例えば抗ＣＤ３-抗単純ヘルペスウィルス(ＨＳＶ)、抗Ｔ細
胞レセプター：ＣＤ３複合体／抗インフルエンザ、抗ＦｃγＲ／抗ＨＩＶ；抗ＣＥＡ／抗
ＥＯＴＵＢＥ、抗ＣＥＡ／抗ＤＰＴＡ、抗ｐ１８５ＨＥＲ２／抗ハプテンのようなインビ
トロ又はインビボでの腫瘍検出のためのＢｓＡｂ；ワクチンアジュバントとしてのＢｓＡ
ｂ；及び抗ウサギＩｇＧ／抗フェリチン、抗西洋ワサビペルオキシダーゼ(ＨＲＰ)／抗ホ
ルモン、抗ソマトスタチン／抗サブスタンスＰ、抗ＨＲＰ／抗ＦＩＴＣ、抗ＣＥＡ／抗β
ガラクトシダーゼのような診断ツールとしてのＢｓＡｂが含まれる。三重特異性抗体の例
には、抗ＣＤ３／抗ＣＤ４／抗ＣＤ３７、抗ＣＤ３／抗ＣＤ５／抗ＣＤ３７及び抗ＣＤ３
／抗ＣＤ８／抗ＣＤ３７が含まれる。二重特異性抗体は全長抗体又は抗体フラグメント(
例えばＦ(ａｂ')２二重特異性抗体)として調製することができる。
【０１３２】
　二重特異性抗体を作成する方法は当分野において既知である。全長二重特異性抗体の伝
統的な産生は免疫グロブリン重鎖-軽鎖対の同時発現に基づき、ここで二つの該鎖は異な
る特異性を持っている(Millsteinら, Nature, 305:537-539 (1983))。免疫グロブリン重
鎖及び軽鎖が無作為に取り揃えられているため、これらのハイブリドーマ(四部雑種)は１
０個の異なる抗体分子の可能性ある混合物を産生し、そのうちただ一つが正しい二重特異
性構造を有する。通常、アフィニティークロマトグラフィー工程により行われる正しい分
子の精製は、かなり煩わしく、生成物収率は低い。同様の方法が国際公開第ＷＯ９３／０
８８２９号及びTrauneckerら、EMBO J. 10:3655-3659 (1991)に開示されている。
【０１３３】
　異なったアプローチ法によると、所望の結合特異性を有する抗体可変ドメイン（抗原－
抗体結合部位）を、免疫グロブリン不変ドメイン配列と融合させる。該融合は好ましくは
、少なくともヒンジの一部、ＣＨ２及びＣＨ３領域を含む免疫グロブリン重鎖定常ドメイ
ンとの融合である。軽鎖の結合に必要な部位を含む第一の重鎖定常領域(ＣＨ１)を、融合
の少なくとも一つに存在させることが望ましい。免疫グロブリン重鎖の融合、そして、望
まれるならば免疫グロブリン軽鎖をコードしているＤＮＡを、別個の発現ベクター中に挿
入し、適当な宿主生物に同時トランスフェクトする。これにより、組立に使用される三つ
のポリペプチド鎖の等しくない比率が最適な収率を提供する態様において、三つのポリペ
プチドフラグメントの相互の割合の調節に大きな融通性が与えられる。しかし、少なくと
も二つのポリペプチド鎖の等しい比率での発現が高収率をもたらすとき、又は、その比率
が特に重要性を持たないときは、２または３個全てのポリペプチド鎖のためのコード化配
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列を一つの発現ベクターに挿入することが可能である。
【０１３４】
　このアプローチ法の好適な実施態様において、二重特異性抗体は、第一の結合特異性を
有する一方の腕のハイブリッド免疫グロブリン重鎖、及び他方の腕のハイブリッド免疫グ
ロブリン重鎖-軽鎖対(第二の結合特異性を提供する)で構成される。二重特異性分子の半
分しか免疫グロブリン軽鎖がないことで容易な分離法が提供されるため、この非対称的構
造は、所望の二重特異性化合物を不要な免疫グロブリン鎖の組み合わせから分離すること
を容易にすることが分かった。このアプローチ法は、ＷＯ９４／０４６９０に開示されて
いる。二重特異性抗体を作製する更なる詳細については、例えばSureshら, Methods in E
nzymology, 121:210 (1986)を参照されたい。
【０１３５】
　国際公開ＷＯ９６／２７０１１に記載された他のアプローチ法によれば、一対の抗体分
子間の界面を操作して、組換え細胞培養から回収されるヘテロダイマーのパーセントを最
大にすることができる。好適な界面は抗体定常ドメインのＣＨ３ドメインの一部を少なく
とも含む。この方法では、第１抗体分子の界面からの一又は複数の小アミノ酸側鎖がより
大きな側鎖(例えばチロシン又はトリプトファン)と置き換えられる。大きな側鎖と同じ又
は類似したサイズの相補的「キャビティ」を、大きなアミノ酸側鎖を小さいもの(アラニ
ン又はスレオニン)と置き換えることにより第２の抗体分子の界面に作り出す。これによ
り、ホモダイマーのような不要の他の最終産物に対してヘテロダイマーの収量を増大させ
るメカニズムが提供される。
【０１３６】
　二重特異性抗体は、架橋した又は「ヘテロコンジュゲート」抗体もまた含む。例えば、
ヘテロコンジュゲートの抗体の一方はアビジンに結合され、他方はビオチンに結合され得
る。そのような抗体は、例えば、不要の細胞に対する免疫系細胞を標的とするため(米国
特許第４６７６９８０号)、及びＨＩＶ感染の治療のために提案された(ＷＯ９１／００３
６０、ＷＯ９２／００３７３、及びＥＰ０３０８９)。ヘテロコンジュゲート抗体は、任
意の簡便な架橋法を用いて作製することができる。好適な架橋剤は当該分野において良く
知られており、幾つかの架橋技術と共に米国特許第４６７６９８０号に開示されている。
　抗体フラグメントから二重特異性抗体を産生する技術もまた文献に記載されている。例
えば、化学結合を使用して二重特異性抗体を調製することができる。Brennanら, Science
, 229:81 (1985) は無傷の抗体をタンパク分解性に切断してＦ(ａｂ')２フラグメントを
産生する手順を記述している。これらのフラグメントは、ジチオール錯体形成剤亜砒酸ナ
トリウムの存在下で還元して近接ジチオールを安定化させ、分子間ジスルフィド形成を防
止する。産生されたＦ(ａｂ')フラグメントはついでチオニトロベンゾアート(ＴＮＢ)誘
導体に転換される。Ｆａｂ'-ＴＮＢ誘導体の一つをついでメルカプトエチルアミンでの還
元によりＦａｂ'-チオールに再転換し、他のＦａｂ'-ＴＮＢ誘導体の等モル量と混合して
二重特異性抗体を形成する。作られた二重特異性抗体は酵素の選択的固定化用の薬剤とし
て使用することができる。
【０１３７】
　最近の進歩により、大腸菌からのＦａｂ'-ＳＨフラグメントの直接の回収が容易になり
、これは化学的に結合して二重特異性抗体を形成することができる。Shalabyら,J.Exp.Me
d., 175:217-225 (1992)は完全にヒト化された二重特異性抗体Ｆ(ａｂ')２分子の製造を
記述している。各Ｆａｂ'フラグメントは大腸菌から別個に分泌され、インビトロで定方
向化学共役させて二重特異性抗体を形成する。このようにして形成された二重特異性抗体
は、正常なヒトＴ細胞及びＥｒｂＢ２レセプターが過剰発現する細胞に結合可能で、ヒト
胸部腫瘍標的に対するヒト細胞障害性リンパ球の細胞溶解活性の誘因となる。
　組換え細胞培養から直接的に二重特異性抗体フラグメントを作成し分離する様々な方法
もまた記述されている。例えば、二重特異性抗体はロイシンジッパーを使用して生産され
る。Kostelnyら, J.Immunol. 148(5):1547-1553 (1992)。Ｆｏｓ及びＪｕｎタンパク質か
らのロイシンジッパーペプチドを遺伝子融合により二つの異なった抗体のＦａｂ'部分に
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結合させる。抗体ホモダイマーをヒンジ領域で還元してモノマーを形成し、ついで再酸化
して抗体ヘテロダイマーを形成する。この方法はまた抗体ホモダイマーの生産に対して使
用することができる。Hollingerら, Proc.Natl.Acad.Sci. USA, 90:6444-6448 (1993)に
より記述された「ダイアボディ」技術は二重特異性抗体フラグメントを作成する別のメカ
ニズムを提供した。フラグメントは、同一鎖上の２つのドメイン間の対形成を可能にする
のに十分に短いリンカーにより軽鎖可変ドメイン(ＶＬ)に重鎖可変ドメイン(ＶＨ)を結合
してなる。従って、一つのフラグメントのＶＨ及びＶＬドメインは他のフラグメントの相
補的ＶＬ及びＶＨドメインと強制的に対形成させられ、２つの抗原結合部位を形成する。
単鎖Ｆｖ(ｓＦｖ)ダイマーを使用する他の二重特異性抗体フラグメント製造方策もまた報
告されている。Gruberら, J.Immunol. 152:5368 (1994)を参照されたい。
　二価より多い抗体も考えられる。例えば、三重特異性抗体を調製することができる。Tu
ttら J.Immunol. 147:60(1991)。
【０１３８】
(ｖｉｉ)　エフェクター機能の設計
　本発明の抗体をエフェクター機能について改変し、抗体の、例えばＩｇＥへの結合にお
ける効能を増強することが望ましい。例えば、システイン残基(群)をＦｃ領域に導入して
、この領域における鎖間ジスルイド結合の形成を許容する。このようにして産生されたホ
モダイマー抗体は改善されたインターナリゼーション能力及び／又は増加した補体媒介細
胞死滅及び抗体依存性細胞障害活性(ＡＤＣＣ)を有しうる。Caronら, J.Exp.Med. 176:11
91-1195 (1992)及びShopes,B. J.Immunol. 148:2918-2922 (1992)を参照されたい。別法
として、二重Ｆｃ領域を有し、よって増強された補体溶解及びＡＤＣＣ能を有する抗体を
設計することができる。Stevensonら, Anti-cancer Drug Design 3:219-230 (1989)を参
照。
【０１３９】
(ｖｉｉｉ)　免疫コンジュゲート
　また本発明は、ここで記載され、細胞障害剤、例えば化学療法剤、毒素(例えば、細菌
、真菌、植物又は動物由来の酵素活性毒素又はそれらのフラグメント)、又は放射性同位
元素(すなわち、放射性コンジュゲート)に抱合された抗体を含有する免疫コンジュゲート
に関する。
　このような免疫コンジュゲートの産生に有用な化学療法剤は上述している。使用可能な
酵素活性毒素及びそれらのフラグメントには、ジフテリアＡ鎖、ジフテリア毒素の非結合
活性フラグメント、外毒素Ａ鎖(シュードモナス・アエルギノサ(Pseudomonas aeruginosa
)由来)、リシンＡ鎖、アブリンＡ鎖、モデシン(modeccin)Ａ鎖、αサルシン(sarcin)、ア
ロイライト・フォルジ(Aleurites fordii)タンパク質、ジアンチン(dianthin)タンパク質
、フィトラカ・アメリカーナ(Phytolaca americana)タンパク質(ＰＡＰＩ、ＰＡＰＩＩ及
びＰＡＰ-Ｓ)、モモルディカ・チャランティア(momordica charantia)インヒビター、ク
リン(curin)、クロチン、サパオナリア(sapaonaria)公定インヒビター、ゲロニン(geloni
n)、マイトゲリン(mitogellin)、レストリクトシン(restrictocin)、フェノマイシン、エ
ノマイシン及びトリコセセンス(tricothecenes)が含まれる。種々の放射性核種も放射性
コンジュゲート抗体の生成に利用できる。具体例には２１２Ｂｉ、１３１Ｉ、１３１Ｉｎ
、９０Ｙ及び１８６Ｒｅが含まれる。
【０１４０】
　抗体と細胞障害剤のコンジュゲートは、種々の二官能性タンパク質カップリング剤、例
えばＮ-スクシンイミジル-３-(２-ピリジルジチオール)プロピオナート(ＳＰＤＰ)、イミ
ノチオラン(ＩＴ)、イミドエステル類の二官能性誘導体(例えばジメチルアジピミダート
ＨＣＬ)、活性エステル類(例えば、スベリン酸ジスクシンイミジル)、アルデヒド類(例え
ば、グルタルアルデヒド)、ビスアジド化合物(例えば、ビス-ｐ-(アジドベンゾイル)ヘキ
サンジアミン)、ビス-ジアゾニウム誘導体(例えば、ビス-ｐ(ジアゾニウムベンゾイル)-
エチレンジアミン)、ジイソシアナート(例えば、トリエン-２,６-ジイソシアナート)、及
び二活性フッ素化合物(例えば、１,５-ジフルオロ-２,４-ジニトロベンゼン)を使用して
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作製することができる。例えば、リシン免疫毒素は、Vitettaら, Science 238:1098(1987
)に記載されているようにして調製することができる。炭素-１４標識１-イソチオシアナ
ートベンジル-３-メチルジエチレン-トリアミン五酢酸(ＭＸ-ＤＴＰＡ)が抗体に放射性核
種をコンジュゲートするためのキレート剤の例である。国際公開第９４／１１０２６号を
参照。
【０１４１】
　他の実施態様では、腫瘍のプレターゲティングに利用するために、「レセプター」(ス
トレプトアビジンのような)に抗体をコンジュゲートしてもよく、ここで、抗体-レセプタ
ーコンジュゲートを患者に投与し、続いてキレート剤を使用し、循環から未結合コンジュ
ゲートを除去し、細胞障害剤(例えば放射性核種)にコンジュゲートしている「リガンド」
(例えばアビジン)を投与する。
【０１４２】
(ｉｘ)　免疫リポソーム
　ここで開示されている抗体変異体は、免疫リポソームとして調製することもできる。抗
体を含むリポソームは、例えばEpsteinら, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:3688(1985)
；Hwangら, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:4030(1980)；及び米国特許第４４８５０４
５号及び同４５４４５４５号に記載されているような当該分野において公知の方法により
調製される。循環時間を増大したリポソームは米国特許第５０１３５５６号に開示されて
いる。
　特に有用なリポソームは、ホスファチジルコリン、コレステロール及びＰＥＧ誘導体化
ホスファチジルエタノールアミン(ＰＥＧ-ＰＥ)を含有する脂質組成物を用いた逆相蒸発
法により産生することができる。リポソームは孔の大きさが定められたフィルターを通し
て押し出され、所望の直径を有するリポソームが産出される。本発明の抗体のＦａｂ'フ
ラグメントは、ジスルフィド交換反応を介して、Martinら,　J. Biol. Chem. 257:286-28
8(1982)に記載されているようにしてリポソームにコンジュゲートすることができる。場
合によっては、化学療法剤(例えばドキソルビシン)がリポソーム内に包含されている。Ga
bizonら, J. National Cancer Inst. 81(19):1484(1989)を参照。
【０１４３】
(ｘ)　抗体依存性酵素媒介性プロドラッグ治療法(ＡＤＥＰＴ)
　また、本発明の抗体は、プロドラッグ(例えばペプチジル化学療法剤、国際公開第８１
／０１１４５号を参照)を活性抗癌剤に転化させるプロドラッグ活性酵素に抗体をコンジ
ュゲートさせることにより、ＡＤＥＰＴにおいて使用することができる。例えば国際公開
第８８／０７３７８号及び米国特許第４９７５２７８号を参照。
　ＡＤＥＰＴに有用な免疫コンジュゲートの酵素成分には、より活性な細胞障害形態に転
化するようにプロドラッグに作用可能な任意の酵素が含まれる。
　限定するものではないが、この発明の方法に対して有用な酵素には、ホスファート含有
プロドラッグを遊離の薬剤に転化するのに有用なアルカリ性ホスファターゼ；スルファー
ト含有プロドラッグを遊離の薬剤に転化するのに有用なアリールスルファターゼ；非毒性
５-フルオロシトシンを抗癌剤に転化するのに有用なシトシンデアミナーゼ；例えばペプ
チド含有プロドラッグを遊離の薬剤に転化するのに有用なセラチアプロテアーゼ、サーモ
リシン、サブチリシン、カルボキシペプチダーゼ及びカテプシン(例えば、カテプシンＢ
及びＬ)のようなプロテアーゼ；Ｄ-アミノ酸置換基を含有するプロドラッグの転化に有用
なＤ-アラニルカルボキシルペプチダーゼ；グリコシル化プロドラッグを遊離の薬剤に転
化するのに有用なノイラミニダーゼ及びβガラクトシダーゼのような炭水化物切断酵素；
βラクタムで誘導体化された薬剤を遊離の薬剤に転化させるのに有用なβラクタマーゼ；
及びそれぞれフェノキシルアセチル又はフェニルアセチル基でそれらのアミン性窒素にお
いて誘導体化された薬剤を遊離の薬剤に転化するのに有用なペニシリンＶアミダーゼ又は
ペニシリンＧアミダーゼのようなペニシリンアミダーゼが含まれる。あるいは、当該分野
でアブザイムとしても知られている酵素活性を持つ抗体を用いて本発明のプロドラッグを
遊離の活性薬物に転換することができる(Massey, Nature 328: 457-458 (1987))。抗体-
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アブザイムコンジュゲートは、腫瘍細胞集団へのアブザイムの送達についてここで記載し
ているようにして調製することができる。
　この発明の酵素は、当該分野においてよく知られている技術、例えば上において検討し
たヘテロ二官能性架橋試薬を使用することにより、抗体変異体に共有的に結合させること
ができる。あるいは、本発明の酵素の少なくとも機能的に活性な部位に結合した、本発明
の抗体の少なくとも抗原結合領域を含有する融合タンパク質を、当該分野においてよく知
られている組換えＤＮＡ技術を使用して作成することができる(Neubergerら, Nature 312
:604-608(1984))。
【０１４４】
(ｘｉ)　抗体-サルベージレセプター結合エピトープ融合
　本発明のある実施態様においては、例えば腫瘍浸透性を増大させるために無傷の抗体よ
りも抗体フラグメントを使用することが望ましい。この場合、その血清半減期を増大させ
るために抗体フラグメントを改変することが望ましい。これは、例えば、抗体フラグメン
トにサルベージレセプター結合エピトープを導入することにより(例えば、抗体フラグメ
ント中の適当な領域の突然変異により、あるいはついで抗体フラグメントの何れかの末端
又は中央に、例えばＤＮＡ又はペプチド合成により、融合されるペプチドタグ内にエピト
ープを導入することにより)、達成できる。
　サルベージレセプター結合エピトープは、好ましくは、Ｆｃドメインの一又は二つのル
ープからの一又は複数のアミノ酸残基が抗体フラグメントの類似位置に移される領域を構
成する。更により好ましくは、Ｆｃドメインの一又は二つのループの３又はそれ以上の残
基が移される。なお更に好ましくは、エピトープはＦｃ領域(例えばＩｇＧの)のＣＨ２ド
メインから取上げられ、抗体のＣＨ１、ＣＨ３、又はＶＨ領域、あるいは一以上のそのよ
うな領域に移される。別法として、エピトープをＦｃ領域のＣＨ２ドメインから取上げ、
抗体フラグメントのＣＬ領域又はＶＬ領域、又は両方に移す。
【０１４５】
(ｉｘ)　抗体の他の共有結合的修飾
　抗体の共有結合的修飾は本発明の範囲内に含まれる。それらは、化学合成により、又は
適用可能ならば抗体の酵素的もしくは化学的開裂により製造し得る。他のタイプの抗体の
共有結合的修飾は、抗体の標的とするアミノ酸残基を、選択した側鎖又はＮもしくはＣ末
端残基と反応できる有機の誘導体化剤と反応させることにより、分子中に導入される。
　システイニル残基は最も一般的にはα－ハロアセタート(及び対応するアミン)、例えば
、クロロ酢酸又はクロロアセトアミドと反応し、カルボキシメチル又はカルボキシアミド
メチル誘導体を生じる。システイニル残基も又ブロモトリフルオロアセトン、α-ブロモ-
β-(５-イミドゾイル)プロピオン酸、クロロアセチルホスファート、 Ｎ-アルキルマレイ
ミド、３-ニトロ-２-ピリジルジスルフィド、メチル-２-ピリジルジスルフィド、ｐ-クロ
ロ水銀ベンゾアート、２-クロロ水銀-４-ニトロフェノール、又はクロロ-７-ニトロベン
ゾ-２-オキサ-１,３-ジアゾールとの反応によって誘導体化される。
　ヒスチジル残基はｐＨ５．５-７．０でジエチルピロカルボナートとの反応によって誘
導体化されるが、これは、この試薬がヒスチジル側鎖に対して相対的に特異的であるから
である。パラ-ブロモフェナシルブロミドも又有用である；この反応は、好ましくはｐＨ
６．０で０．１Ｍのカコジル酸ナトリウム中で行われる。
【０１４６】
　リジニル及びアミノ末端残基はスクシン又は他のカルボン酸無水物と反応させられる。
これらの試薬を用いた誘導化は、リシニル残基の電荷を逆転させる効果を有する。α-ア
ミノ含有残基を誘導体化する他の適当な試薬は、イミドエステル、例えばメチルピコリン
イミダート、リン酸ピリドキサル、ピリドキサル、クロロボロヒドリド、トリニトロベン
ゼンスルホン酸、Ｏ-メチルイソ尿素、２,４-ペンタンジオン、及びグリオキシラートを
用いたトランスアミナーゼにより触媒される反応が含まれる。
　アルギニル残基は一つあるいは幾つかの従来の試薬との反応によって修飾され、とりわ
け、フェニルグリオキサール、２,３-ブタンジオン、１,２-シクロヘキサンジオン及びニ



(42) JP 2009-55902 A 2009.3.19

10

20

30

40

50

ンヒドリンがある。アルギニン残基の誘導体化は、グアニジン官能基の高いｐＫａのため
に反応がアルカリ性条件下で行われることを必要とする。更に、これらの試薬はリジンの
基並びにアルギニンのエプシロン-アミノ基と反応しうる。
　チロシル残基の特異的修飾は、芳香族ジアゾニウム化合物又はテトラニトロメタンとの
反応によるチロシル残基内へのスペクトル標識の導入に特に興味を持ってなされる。最も
一般的には、Ｎ-アセチルイミジゾールとテトラニトロメタンを使用して、それぞれがＯ-
アセチルチロシル種と３-ニトロ誘導体を形成する。チロシル残基はラジオイムノアッセ
イ用の標識化タンパクを調製するために１２５Ｉ又は１３１Ｉを用いてヨウ素化される。
【０１４７】
　カルボキシル側基(アスパルチル又はグルタミル)がカルボジイミド(Ｒ-Ｎ＝Ｃ＝Ｎ-Ｒ
’)(ここで、ＲとＲ’は異なったアルキル基)、例えば、１-シクロヘキシル-３-(２-モル
ホリニル-４-エチル)カルボジイミド又は１-エチル-３-(４-アゾニア-４,４-ジメチルペ
ンチル)カルボジイミドとの反応によって選択的に修飾される。さらに、アスパルチル及
びグルタミル残基は、アンモニウムイオンと反応させることによりアスパラギニル及びグ
ルタミニル残基に転化される。
　グルタミニル及びアスパラギニル残基はしばしば各々対応するグルタミル及びアスパル
チル残基にそれぞれ脱アミド化される。これらの残基は中性又は塩基性条件下で脱アミド
化される。これらの残基の脱アミド化型は本発明の範囲内に入る。
　その他の修飾は、プロリンとリジンのヒドロキシル化、セリル又はスレオニル残基のヒ
ドロキシル基のホスホリル化、リジン、アルギニン、及びヒスチジン側鎖のαアミノ基の
メチル化(T.E. Creighton, Proteins: Structure and Molecular Properties, W.H. Free
man & Co., San Francisco, PP.79-86 (1983))、Ｎ末端アミンのアセチル化及び任意のＣ
末端カルボキシル基のアミド化を含む。
【０１４８】
　共有結合的修飾の他のタイプは、抗体にグリコシドを酵素的又は化学的に結合させるこ
とを含む。これらの手順は、Ｎ又はＯ結合グルコシル化のためのグリコシル化能を有する
宿主細胞中で抗体を生産させる必要がないという点で有利である。用いられる結合様式に
応じて、糖(類)は、(ａ)アルギニンとヒスチジンに；(ｂ)遊離のカルボキシル基に；(ｃ)
遊離のスルフヒドリル基、例えばシステインのものに；(ｄ)セリン、スレオニン又はヒド
ロキシプロリンのもののような遊離のヒドロキシル基に；(ｅ)フェニルアラニン、チロシ
ン又はトリプトファンのような芳香族残基；又は(ｆ)グルタミンのアミノ基に結合される
。これらの方法は１９８７年９月１１日公開の国際公開第８７／０５３３０号及びAplin
及びWriston, CRC Crit. Rev. Biochem., 259-306 (1981)に記載されている。
【０１４９】
　抗体上に存在する炭水化物部分の除去は、化学的又は酵素的になされる。化学的脱グリ
コシル化は、化合物トリフルオロメタンスルホン酸、又は等価な化合物への抗体の曝露を
必要とする。この処理により、該抗体を無傷のまま残しながら、結合糖(Ｎ-アセチルグル
コサミン又はＮ-アセチルガラクトサミン)を除く殆ど又は全ての糖の開裂がなされる。化
学的脱グリコシル化は、Hakimuddinほか, Arch. Biochem Biophys., 259:52 (1987)及びE
dgeほか, Anal. Biochem., 118:131 (1981)により記載されている。抗体上の炭水化物部
分の酵素的開裂は、Thotakuraほか, Meth. Enzymol. 138:350 (1987)に記載されているよ
うに、種々のエンド及びエキソグリコシダーゼを使用して達成することができる。
　抗体の共有結合的修飾の他のタイプは、米国特許番第４６４０８３５号；第４４９６６
８９号；第４３０１１４４号；第４６７０４１７号；第４７９１１９２号又は第４１７９
３３７号に記載されているように、抗体を、種々の非タンパク性ポリマーの一つ、例えば
ポリエチレングリコール、ポリプロピレングリコール、又はポリオキシアルキレンに結合
させることを含む。
【０１５０】
Ｂ.　ベクター、宿主細胞及び組換え方法
　本発明は、ここで開示されている抗体変異体をコードしている核酸を分離し、核酸を含
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有するベクター及び宿主細胞、及び抗体変異体を生成するための技術を提供する。
　抗体変異体を組換え生成するために、それをコードする核酸を単離し、更なるクローニ
ング(ＤＮＡの増幅)又は発現のために複製可能なベクター内に挿入する。モノクローナル
抗体をコードしているＤＮＡは直ぐに分離され、通常の手順を使用して(例えば、抗体変
異体の重鎖と軽鎖をコードしている遺伝子に特異的に結合可能なオリゴヌクレオチドプロ
ーブを使用して)配列決定される。多くのベクターが利用できる。限定されるものではな
いが、ベクター成分には一般に次のものの一又は複数が含まれる：シグナル配列、複製開
始点、一又は複数のマーカー遺伝子、エンハンサーエレメント、プロモータ、及び転写終
結配列。
【０１５１】
(ｉ)　シグナル配列成分
　本発明の抗体変異体は組換え手法によって生産されるだけではなく、シグナル配列ある
いは成熟タンパク質あるいはポリペプチドのＮ末端に特異的切断部位を有する他のポリペ
プチドである異種性ポリペプチドとの融合ペプチドとしても生産される。好ましく選択さ
れた異種シグナル配列は宿主細胞によって認識され加工される(すなわち、シグナルペプ
チダーゼによって切断される)ものである。原核生物宿主細胞は天然抗体シグナル配列を
認識し加工せず、シグナル配列は、例えばアルカ性ホスファターゼ、ペニシリナーゼ、ｌ
ｐｐあるいは熱安定なエンテロトキシンIIリーダーの群から選択される原核生物シグナル
配列により置換される。酵母の分泌に関しては、天然シグナル配列は、酵母インベルター
ゼリーダー、アルファ因子リーダー(酵母菌属(Saccharomyces)及びクルイベロマイシス(K
luyveromycesα因子リーダーを含む)、又は酸フォスフォターゼリーダー、白体(C.albica
ns)グルコアミラーゼリーダー又は国際特許第ＷＯ９０／１３６４６号に記載されている
シグナルにより置換され得る。哺乳動物細胞の発現においては、哺乳動物シグナル配列、
並びにウイルス分泌リーダー、例えば単純ヘルペスｇＤシグナルが有用である。
　このような前駆体領域のＤＮＡにおいては、抗体変異体をコードするＤＮＡにリーディ
ングフレームが結合される。
【０１５２】
(ｉｉ)　複製開始点成分
　発現とクローニングベクターは共に一又は複数の選択された宿主細胞においてベクター
の複製を可能にする核酸配列を含む。一般に、この配列はクローニングベクターにおいて
、宿主染色体ＤＮＡとは独立にベクターが複製することを可能にするものであり、複製開
始点又は自律的複製配列を含む。このような配列は多くの細菌、酵母及びウイルスに対し
てよく知られている。プラスミドｐＢＲ３２２に由来する複製開始点は大部分のグラム陰
性細菌に好適であり、２μプラスミド開始点は酵母に適しており、様々なウイルス開始点
(ＳＶ４０、ポリオーマ、アデノウイルス、ＶＳＶ又はＢＰＶ)は哺乳動物細胞におけるク
ローニングベクターに有用である。一般には、哺乳動物の発現ベクターには複製開始点成
分は不要である(ＳＶ４０開始点が典型的には初期プロモータを有しているため用いられ
る)。
【０１５３】
(ｉｉｉ)　選択ゲノム成分
　発現及びクローニングベクターは、選択的マーカーとも称される選択遺伝子を含む。典
型的な選択遺伝子は、(a)アンピシリン、ネオマイシン、メトトレキサートあるいはテト
ラサイクリンのような抗生物質あるいは他の毒素に耐性を与え、(b)栄養要求性欠陥を補
い、(c)例えばバシリ(Bacilli)に対する遺伝子コードＤ-アラニンラセマーゼのような、
複合培地から得られない重要な栄養素を供給する、タンパク質をコードする。
　選択技術の一例においては、宿主細胞の成長を抑止する薬品が用いられる。異種性遺伝
子で首尾よく形質転換した細胞は、抗薬品性を付与し、選択摂生を生存するタンパク質を
生産する。このような優性選択の例としては、ネオマイシン、ミコフェノール酸又はハイ
グロマイシンが使用される。
　哺乳動物の細胞に適切な選択的マーカーの他の例は、ＤＨＦＲ、チミジンキナーゼ、金
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属結合性タンパク質-Ｉ及びＩＩ、例えば霊長類の金属結合性タンパク質、アデノシンデ
ィアミナーゼ、オルニチンデカルボキシラーゼを捕捉するのに適切な細胞を同定すること
ができるものである。
【０１５４】
　ＤＨＦＲ選択遺伝子によって形質転換された細胞は、まず、ＤＨＦＲの競合的アンタゴ
ニストであるメトトリキセート(Ｍｔｘ)を含む培地において形質転換物の全てを培養する
ことで同定される。野生型ＤＨＦＲを用いた場合の好適な宿主細胞は、ＤＨＦＲ活性に欠
陥のあるチャイニーズハムスター卵巣(ＣＨＯ)株化細胞である。
　あるいは、抗体をコードするＤＮＡ配列、野生型ＤＨＦＲタンパク質、及びアミノグリ
コシド-３'-ホスホトランスフェラーゼ(ＡＰＨ)のような他の選択的マーカーで形質転換
あるいは同時形質転換した宿主細胞(特に、内在性ＤＨＦＲを含む野生型宿主)は、カナマ
イシン、ネオマイシンあるいはＧ４１８のようなアミノグリコシド抗生物質のような選択
可能マーカーの選択剤を有する培地における細胞成長により選択することができる(米国
特許第４９６５１９９号)。
【０１５５】
　酵母中での使用に好適な選択遺伝子は酵母プラスミドＹｒｐ７に存在するｔｒｐ１遺伝
子である(Stinchcombら, Nature, 282：39(1979))。ｔｒｐ１遺伝子は、例えば、ＡＴＣ
Ｃ第４４０７６号あるいはＰＥＰ４－１のようなトリプトファン内で成長する能力に欠け
る酵母の突然変異株に対する選択マーカーを提供するJones, Genetics, 85:12 (1977)。
酵母宿主細胞ゲノムにｔｒｐ１損傷が存在することは、トリプトファンの不存在下におけ
る成長による形質転換を検出する有効な環境を提供する。同様に、Ｌｅｕ２欠陥を有する
酵母株(ATCC 20,622あるいは 38,626)は、Ｌｅｕ２遺伝子を有する既知のプラスミドによ
って補完される。
【０１５６】
　更に、１．６μｍの円形プラスミドｐＫＤ１由来のベクターは、クルイヴェロマイシス
(Kluyveromyces)酵母の形質転換に用いることができる。また、組換え子ウシのキモシン
の大量生産のための発現系がＫ.ラクティス(lactis)に対して報告されている。Van den B
erg, Bio/Technology, 8:135 (1990)。クルイヴェロマイシスの工業的な菌株からの、組
換えによる成熟したヒト血清アルブミンを分泌する安定した複数コピー発現ベクターも開
示されている。Fleer ほか., Bio/Technology, 9:968-975 (1991)。
【０１５７】
(ｉｖ)プロモータ成分
　発現及びクローニングベクターは、通常、宿主生物によって認識され、抗体核酸に作動
可能に結びついているプロモータを含む。原核生物での使用に好適なプロモータは、ｐｈ
ｏＡプロモータ、β‐ラクタマーゼ及びラクトースプロモータ系、アルカリ性ホスファタ
ーゼ、トリプトファン(ｔｒｐ)プロモータ系、及びハイブリッドプロモータ、例えばｔａ
ｃプロモータを含む。しかし、他の既知の細菌プロモータも好適である。細菌系で使用す
るプロモータもまた抗体をコードするＤＮＡと作動可能に結合したシャイン・ダルガーノ
(S.D.)配列を有する。
【０１５８】
　真核生物に対してもプロモータ配列が知られている。実質的に全ての真核生物の遺伝子
は、転写開始部位から２５ないし３０塩基上流に位置するＡＴリッチ領域を有する。多数
の遺伝子の転写開始位置から７０ないし８０塩基上流に見出される他の配列は、Ｎが任意
のヌクレオチドであるＣＮＣＡＡＴ領域である。大部分の真核生物遺伝子の３'末端には
、コード配列の３'末端にポリＡ尾部が付加されていることを示すシグナルであるＡＡＴ
ＡＡＡ配列がある。これらの配列は全て真核生物の発現ベクターに適切に挿入される。
　酵母宿主と共に用いて好適なプロモータ配列の例としては、３-ホスホグリセラートキ
ナーゼ、又は他の糖分解酵素、例えばエノラーゼ、グリセルアルデヒド-３-リン酸デヒド
ロゲナーゼ、ヘキソキナーゼ、ピルビン酸デカルボキシラーゼ、ホスホフルクトキナーゼ
、グルコース-６-リン酸イソメラーゼ、３-ホスホグリセレートムターゼ、ピルビン酸キ
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ナーゼ、トリオセリン酸イソメラーゼ、ホスホグルコースイソメラーゼ、及びグルコキナ
ーゼが含まれる。
【０１５９】
　他の酵母プロモータとしては、成長条件によって転写が制御される付加的利点を有する
誘発的プロモータであり、アルコールデヒドロキナーゼ２、イソサイトクロムＣ、酸ホス
ファターゼ、窒素代謝と関連する分解性酵素、金属結合性タンパク質、グリセルアルデヒ
ド-３-リン酸デヒドロゲナーゼ、及びマルトース及びガラクトースの利用の原因となる酵
素のプロモータ領域がある。酵母の発現に好適に用いられるベクターとプロモータは欧州
特許第７３６５７号に記載されている。また酵母エンハンサーも酵母プロモータと共に好
適に用いられる。
【０１６０】
　哺乳動物の宿主細胞におけるベクターからの抗体転写は、例えば、ポリオーマウィルス
、鶏痘ウイルス、アデノウィルス(例えばアデノウィルス２)、ウシ乳頭腫ウィルス、トリ
肉腫ウィルス、サイトメガロウィルス、レトロウィルス、Ｂ型肝炎ウィルス及び最も好ま
しくはサルウィルス４０(SV40)のようなウィルスのゲノムから得られるプロモータ、異種
性哺乳動物プロモータ、例えばアクチンプロモータ又は免疫グロブリンプロモータ、熱衝
撃プロモータ、によって、このようなプロモータが宿主細胞系に適合し、調節される。
　ＳＶ４０ウィルスの初期及び後期プロモータは、ＳＶ４０ウイルスの複製起点をさらに
含むＳＶ４０制限フラグメントとして簡便に得られる。ヒトサイトメガロウィルスの最初
期プロモータは、ＨｉｎｄＩＩＩＥ制限フラグメントとして簡便に得られる。ベクターと
してウシ乳頭腫ウィルスを用いて哺乳動物宿主でＤＮＡを発現する系が、米国特許第４４
１９４４６号に開示されている。この系の修飾は米国特許第４６０１９７８号に開示され
ている。また、ヒトβインターフェロンｃＤＮＡは単純ヘルペスウイルス由来のチミジン
キナーゼプロモータの調節下で発現している。また、ラウス肉腫ウィルスの長い末端反復
配列もプロモータとして使用することができる。
【０１６１】
(ｖ)　エンハンサーエレメント成分
　より高等の真核生物による本発明の抗体をコードしているＤＮＡの転写は、ベクター中
にエンハンサー配列を挿入することによって増強され得る。哺乳動物の遺伝子由来の多く
のエンハンサー配列が知られている(グロビン、エラスターゼ、アルブミン、α-フェトプ
ロテイン及びインスリン)。しかしながら、典型的には、真核細胞ウィルス由来のエンハ
ンサーが用いられるであろう。例としては、複製起点の後期側のＳＶ４０エンハンサー(
ｂｐ１００-２７０)、サイトメガロウィルス初期プロモータエンハンサー、複製起点の後
期側のポリオーマエンハンサー及びアデノウィルスエンハンサーが含まれる。真核生物の
プロモータの活性化のための増強要素については、Yaniv, Nature, 297:17-18 (1982)も
また参照のこと。エンハンサーは、抗体コード配列の５'又は３'位でベクター中にスプラ
イスされ得るが、好ましくはプロモータから５'位に位置している。
【０１６２】
(ｖｉ)　転写終止成分
　真核生物宿主細胞(酵母、真菌、昆虫、植物、動物、ヒト、又は他の多細胞生物由来の
有核細胞)に用いられる発現ベクターは、また転写の終止及びｍＲＮＡの安定化に必要な
配列を含む。このような配列は、真核生物又はウィルスのＤＮＡ又はｃＤＮＡの５'、時
には３'の非翻訳領域から一般に取得できる。これらの領域は、抗体をコードしているｍ
ＲＮＡの非翻訳部分にポリアデニル化フラグメントとして転写されるヌクレオチドセグメ
ントを含む。ある有用な転写終止成分は、ウシ成長ホルモンのポリアデニル化部位である
。国際公開第９４／１１０２６号及びここで開示されている発現ベクターを参照。
【０１６３】
(ｖｉｉ)　宿主細胞の選択と形質転換
　ここでのベクター中でのクローニング又はＤＮＡの発現に適した宿主細胞は、前掲の原
核生物、酵母、又は高等真核細胞である。この目的に対して好適な原核生物は、グラム陰
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性またはグラム陽性生物等の真性細菌、例えば、エシェリチア等の腸内細菌科、例えば大
腸菌、エンテロバクター、エルウィニア、クレブシエラ、プロテウス、サルモネラ、例え
ばサルモネラ・チフィムリウム、セラチア属、例えばセラチア・マルセスキャンス、及び
シゲラ、並びにバシラス、例えばＢ.サチリス及びＢ.リチエニホルミス(例えば１９８９
年４月１２日公開のＤＤ２６６７１０に開示されたＢ.リチエニホルミス４１Ｐ)、シュー
ドモナス、例えばＰ.エールギノーサ、及びストレプトマイセスを含む。１つの好ましい
大腸菌クローニング宿主は、大腸菌２９４(ATCC 31,443)であるが、大腸菌Ｂ、大腸菌Ｘ
１７７６(ATCC 31,537)、及び大腸菌Ｗ３１１０(ATCC 27,325)も適している。これらの例
は、限定的でなく、例示的である。
【０１６４】
　原核生物に加えて、糸状菌や酵母のような真核性微生物が抗体コードベクターの好適な
クローニング又は発現宿主である。一般のパン酵母であるサッカロミセス・セレビシエは
下等真核宿主微生物の中で最もよく利用される。しかし、多くの他の属、種、及び株も一
般に利用でき、ここで有用であり、例えば、シゾサッカロミセス・ポンベ；クルイベロミ
セス宿主、例えばＫ.ラクチス、Ｋ.フラジリス(ATCC 12,424)、Ｋ.ブルガリクス(ATCC 16
,045)、Ｋ.ビッケラミー(ATCC 24,178)、Ｋ.ワルティー(ATCC 56,500)、Ｋ.ドロソフィラ
ルム(ATCC 36,906)、Ｋ.サーモトレランス及びＫ.マルキシアナス；ヤロービア(欧州特許
第４０２２２６号)；ピチア・パストリス(欧州特許第１８３０７０号)；カンジダ；トリ
コデルマ・リーシア(欧州特許第号２４４２３４号)；ニューロスポラ・クラッサ；シュバ
ニオマイセス、例えばシュバニオマイセス・オクシデンタリス；及び例えばニューロスポ
ラ、ペニシリウム、トリポクラジウムのような糸状菌、及びアスペルギルス宿主、例えば
Ａ.ニジュランス及びＡ.ニガー等である。
【０１６５】
　グリコシル化抗体の発現に適した宿主細胞は、多細胞生物から由来のものである。第１
に、脊椎動物又は無脊椎動物培養のいずれにおいても、任意の高等真核生物細胞培養が実
行可能である。非脊椎動物細胞の例には植物及び昆虫細胞が含まれる、Luckowら, Bio/Te
chnology 6,47-55(1988)；Millerら, Genetic Engineering, Setlowら編,Vol.8, pp.277-
279(Plenam 1986年出版)；Msedaら, Nature 315, 592-594(1985)。多くのバキュロウイル
ス株及び変異体及びスポドプテラ・フルジペルダ(毛虫)、アエデス・エジプテイ(蚊)、ア
エデス・アルボピクタス(蚊)、ドロソフィラ・メラノガスター(ミバエ)、及びボンビクス
・モリ(Ｂombyx mori)のような宿主由来の対応する許容される昆虫宿主細胞が同定されて
いる。特に関心のある細胞系は昆虫細胞系ｓｆ９である。種々のトランスフェクション用
のウィルス株が公に入手でき、例えばオートグラファ・カルフォルニカ(Ａutographa Ｃa
lifornica)ＮＰＶのＬ-１変異株、ボンビクス・モリＮＰＶのＢｍ-５株が挙げられ、この
ようなウィルスは、本発明に係るウィルスとして、特に、スポドプテラ・フルギペルダ細
胞のトランスフェクションのために使用してもよい。綿、トウモロコシ、ジャガイモ、大
豆、ペチュニア、トマト及びタバコの植物細胞培養も宿主として使用できる。
【０１６６】
　しかし、最大の関心は脊椎動物細胞にあり、培養(組織培養)した脊椎動物細胞の増殖が
ルーチン作業となった。Tissue Culture, Academic Press, Kruse及びPatterson編(1973)
を参照。有用な哺乳動物宿主細胞の例は、ＳＶ４０(ＣＯＳ-７，ATCC CRL 1651)で形質転
換させたサル腎ＣＶ１細胞株；ヒト胚芽腎細胞株(２９３又は懸濁培養で生長するように
サブクローン化された２９３細胞，Grahamら,J.Gen Vitrol.,36:59 (1977))；ベビーハム
スター腎細胞(BHK,ATCC CCL10)；チャイニーズハムスター卵巣細胞／-ＤＨＦＲ(CHO，Url
aubら, Proc.Natl.Acad.Sci.USA 77:4216 (1980));マウスセルトリ細胞(TM4，Mather,Bio
l.Reprod.,23：243-251 (1980))；サル腎細胞(CV1 ATCC CCL70)；アフリカミドリザル腎
細胞(VERO-76,ATCC CRL-1587)；ヒト頚管腫瘍細胞(HELA,ATCC CCL2)；イヌ腎細胞(MDCK,A
TCC CCL34)；バッファローラット腎細胞(BRL 3A,ATCC CRL 1442)；ヒト肺細胞(W138,ATCC
 CCL 75)；ヒト肝細胞(Hep G2,HB 8065)；マウス乳房腫瘍細胞(MMT 060562,ATCC CCL51)
；ＴＲＩ細胞(Matherら,Annals N.Y.Acad.Sci.,383:44-68 (1982))；ＭＲＣ５細胞；ＦＳ
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４細胞；及びヒト肝癌細胞(Hep G2)である。
　宿主細胞は、抗体生産のために前掲の本発明の発現又はクローニングベクターで形質転
換され、プロモーターを誘発し、形質転換体を選出し、又は所望の配列をコードする遺伝
子を増幅するために適切に修正した通常の栄養培地で培養される。
【０１６７】
(ｖｉｉｉ)　宿主細胞の培養
　この発明の抗体変異体を製造するのに用いる宿主細胞は、様々な培地中で培養し得る。
ＨａｍのＦ１０(シグマ)、最小必須培地(ＭＥＭ、シグマ)、ＲＰＭＩ-１６４０(シグマ)
、及びダルベッコの改変イーグル培地(ＤＭＥＭ、シグマ)等の商業的に入手し得る培地が
、該宿主細胞を培養するのに適している。また、Hamら, Meth. Enzymol. 58:44(1979)、B
arnesら, Anal. Biochem. 102:255(1980)；米国特許第４７６７７０４号、第４６５７８
６６号、第４９２７７６２号；第４５６０６５５号又は第５１２２４６９号；国際特許第
８７／００１９５号又は再発行米国特許第３０９８５号に記載されたいずれの培地も、該
宿主細胞用の培地として使用し得る。これらの培地のいずれも、必要に応じて、ホルモン
および／または他の増殖因子(例えばインスリン、トランスフェリン又は上皮増殖因子)、
塩(例えばＸ-クロリドで、Ｘはナトリウム、カルシウム、マグネシウム；リン酸塩)、緩
衝液(例えばＨＥＰＥＳ)、ヌクレオシド(例えばアデノシンおよびチミジン)、抗生物質(
例えばゲンタマイシン(登録商標)剤)、微量元素(最終濃度がマイクロモルの範囲で通常存
在する無機化合物と定義される)、およびグルコースまたは等価なエネルギー源を補い得
る。いずれの他の必要な添加物も、当業者に知られているであろう適当な濃度で含めても
よい。温度、pＨ等の培養条件は、発現用に選択された宿主細胞について以前に用いられ
た条件であり、当業者には明らかであろう。
【０１６８】
(ｉｘ)　抗体の精製
　組換え技術を使用する場合、抗体変異体は、細胞膜周辺腔において細胞内に生産するこ
とができ、又は培地に直接分泌させることができる。抗体変異体が細胞内に生産されると
きは、第一工程として、粒状細片を、例えば遠心分離又は限外濾過により、宿主細胞であ
れ溶解細胞であれ除去する。Carterら, Bio/Technology 10:163-167(1992)には、大腸菌
の細胞膜周辺腔に分泌される抗体を単離する手順が記載されている。簡単には、細胞ペー
ストを、酢酸ナトリウム(ｐＨ３．５)、ＥＤＴＡ、及びフェニルメチルスルホニルフロリ
ド(ＰＭＳＦ)の存在下で、３０分以上かけて溶かす。細胞屑は遠心分離により除去可能で
ある。抗体変異体が培地に分泌される場合は、そのような発現系からの上清を、商業的に
入手可能なタンパク質濃縮フィルター、例えばアミコン又はミリポアペリコン限外濾過ユ
ニットを使用して一般に最初に濃縮される。ＰＭＳＦのようなプロテアーゼインヒビター
を、タンパク分解を阻害するために先の工程の何れかで含めてもよく、また抗生物質を外
来性汚染物の成長を防ぐために含めてもよい。
【０１６９】
　細胞から調製された抗体組成物は、例えばヒドロキシアパタイトクロマトグラフィー、
ゲル電気泳動法、透析、及びアフィニティークロマトグラフィーを使用して精製すること
ができ、アフィニティークロマトグフィーーが好適な精製法である。アフィニティーリガ
ンドとしてのプロテインＡの適合性は、抗体変異体中に存在する任意の免疫グロブリンＦ
ｃドメインの種及びアイソタイプに依存する。プロテインＡはヒトγ１、γ２、又はγ４
重鎖に基づく抗体を精製するために使用することができる(Lindmarkら, J.Immol.Meth.62
:1-13(1983))。プロテインＧが全てのマウスのアイソタイプ及びヒトγ３に対して推奨さ
れる(Gussら, EMBO J. 5:1567-1575 (1986))。アフィニティーリガンドが結合されるマト
リックスは最も頻繁にはアガロースであるが、他のマトリックスも利用することができる
。調製穴あきガラスやポリ(スチレンジビニル)ベンゼンのように機械的に安定なマトリッ
クスを使用すれば、アガロースの場合よりも速い流速と短い処理時間が可能になる。抗体
がＣＨ３ドメインを含む場合は、ベイカーボンド(Bakerbond)ＡＢＸＴＭ樹脂（J．T．Bak
er, ニュージャージー州フィリップスバーグ）が精製に有用である。イオン交換カラムに
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よる分画、エタノール沈殿、逆相ＨＰＬＣ、シリカによるクロマトグラフィー、ヘパリン
セファロース(SEPHAROSETM)によるクロマトグラフィー、陰イオン又は陽イオン交換樹脂
（ポリアスパラギン酸カラムなど）によるクロマトグラフィー、クロマトフォーカシング
、ＳＤＳ-ＰＡＧＥ及び硫酸アンモニウム沈殿のような他のタンパク質精製技術も、回収
しようとする抗体によっては利用できる。
　予備の精製工程に続いて、関心ある抗体変異体と汚染物質を含有する混合物を、約２．
５-４．５のｐＨで溶離用バッファーを使用し、好ましくは低い塩分濃度(例えば、約０-
０．２５Ｍの塩)で低ｐＨ疎水性相互作用クロマトグラフィーにかけてもよい。
【０１７０】
Ｃ.　製剤の調製
　ポリペプチド又は抗体に治療用調製物は、当該技術において典型的に使用されている任
意の「製薬的に許容可能な」キャリア、賦形剤又は安定剤(全て賦形剤とと称される)と、
所望の精製度を有するポリペプチドとを混合することにより、凍結乾燥された調製物又は
水性溶液として保管されるように調製される。例えば、緩衝剤、安定剤、防腐剤、等張剤
(isotonifiers)、非イオン性の洗浄剤、酸化防止剤及び他の様々な添加剤である（Reming
ton's Pharmaceutical Sciences, 16th edition, A. Osol, Ed., (1980)）。このような
添加剤は、受容者に対して、使用される用量及び濃度で毒性のないものでなければならな
い。
　緩衝剤は、生理学的条件に近い範囲内にｐＨを保持する助けをする。それらは、好まし
くは約２ｍＭ～約５０ｍＭの範囲の濃度で存在している。本発明において適切に使用され
る緩衝剤には、有機酸と無機酸の両方、及びそれらの塩類、例えばクエン酸バッファー(
例えば、クエン酸一ナトリウム-クエン酸二ナトリウムの混合物、クエン酸-クエン酸三ナ
トリウムの混合物、クエン酸-クエン酸一ナトリウムの混合物)、コハク酸バッファー(例
えば、コハク酸-コハク酸一ナトリウムの混合物、コハク酸-水酸化ナトリウムの混合物、
コハク酸-コハク酸二ナトリウムの混合物等)、酒石酸バッファー(例えば、酒石酸-酒石酸
ナトリウムの混合物、酒石酸-酒石酸カリウムの混合物、酒石酸-水酸化ナトリウムの混合
物等)、フマル酸バッファー(例えば、フマル酸-フマル酸一ナトリウムの混合物等)、フマ
ル酸バッファー(例えば、フマル酸-フマル酸一ナトリウムの混合物、フマル酸-フマル酸
二ナトリウムの混合物、フマル酸一ナトリウム-フマル酸二ナトリウムの混合物等)、グル
コン酸バッファー(例えば、グルコン酸-グルコン酸ナトリウムの混合物、グルコン酸-水
酸化ナトリウムの混合物、グルコン酸-グルコン酸カリウムの混合物等)、シュウ酸バッフ
ァー(シュウ酸-シュウ酸ナトリウムの混合物、シュウ酸-水酸化ナトリウムの混合物、シ
ュウ酸-シュウ酸カリウムの混合物等)、乳酸バッファー(例えば、乳酸-乳酸ナトリウムの
混合物、乳酸-水酸化ナトリウムの混合物、乳酸-乳酸カリウムの混合物等)及び酢酸バッ
ファー(例えば、酢酸-酢酸ナトリウムの混合物、酢酸-水酸化ナトリウムの混合物等)が含
まれる。さらに、リン酸バッファー、ヒスチジンバッファー及びトリメチルアミン塩、例
えばＴｒｉｓも挙げられる。
　防腐剤は微生物の成長を妨げるために、０．２％-１％(ｗ／ｖ)の範囲の量で添加され
る。本発明における使用において好適な防腐剤には、フェノール、ベンジルアルコール、
メタ-クレゾール、メチルパラベン、プロピルパラベン、オクタデシルジメチルベンジル
アンモニウムクロリド、ベンザルコニウムハロゲン化物(例えば塩化物、臭化物、ヨウ化
物)、塩化ヘキサメソニウム(hexamethonium)、アルキルパラベン類、例えばメチル又はプ
ロピルパラベン、カテコール、レゾルシノール、シクロヘキサノール及び３-ペンタノー
ルが含まれる。
　時として「安定剤」として既知の等張剤は、本発明の液体組成物を、確実に等浸透圧と
するために存在し、多価糖アルコール、好ましくは三価(trihydric)又は高級糖アルコー
ル、例えばグリセリン、エリトリトール、アラビトール、キシリトール、ソルビトール及
びマンニトールが含まれる。多価アルコールは、他の成分の量と比較して、０．１重量％
～２５重量％、好ましくは１重量％～５重量％の量で存在可能である。
【０１７１】
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　安定剤は、広くは、増量剤から治療用剤を安定化させる添加剤まで広範囲に機能する賦
形剤の範疇に入るものか、容器壁への付着又は変性防止の補助をするものを称する。典型
的な安定剤は、多価糖アルコール(前掲にて列挙)；アミノ酸、例えばアルギニン、リシン
、グリシン、グルタミン、アスパラギン、ヒスチジン、アラニン、オルニチン、Ｌ-ロイ
シン、２-フェニルアラニン、グルタミン酸、スレオニン等、有機糖類又は糖アルコール
類、例えばラクトース、トレハロース、スタキオース、マンニトール、ソルビトール、キ
シリトール、リビトール、ミオイニシトール(myoinisitol)、ガラクチトール、グリセロ
ール等であり、シクリトール、例えばイノシトール；ポリエチレングリコール；アミノ酸
ポリマー；硫黄含有還元剤、例えば尿素、グルタチオン、チオクト酸、チオグリコール酸
ナトリウム、チオグリセロール、α-モノチオグリセロール及びチオ硫酸ナトリウム；低
分子量のポリペプチド(すなわち＜１０残基)；タンパク質、例えばヒト血清アルブミン、
ウシ血清アルブミン、ゼラチン又は免疫グロブリン；親水性(hydrophylic)ポリマー、例
えばポリビニルピロリドン単糖類、例えばキシロース、マンノース、フラクトース、グル
コース；二糖類、例えばラクトース、マルトース、スクロース及び三糖類、例えばラフィ
ノース；多糖類、例えばデキストリンも含まれる。安定剤は活性タンパク質の重量部毎に
０．１～１０００重量部の範囲で存在する。
　非イオン性の界面活性剤又は洗浄剤(「湿潤剤」としても知られている)は、治療剤を安
定化、並びに振動誘発性凝集から治療用タンパク質の保護を補助するために存在し、また
タンパク質の変性を引き起こすことなく、表面応力の剪断に調製物をさらすことができる
。好適な非イオン性界面活性剤には、ポリソルベート(２０、８０等)、ポロキサマー(１
８４、１８８等)、プルロニックＲポリオール、ポリオキシエチレンソルビタンモノエー
テル(トウィーン(TweenＲ)-２０、トウィーン-８０等)が含まれる。非イオン性界面活性
剤は約０．０５ｍｇ／ｍｌ～１０ｍｇ／ｍｌ、好ましくは約０．０７ｍｇ／ｍｌ～約０．
２ｍｇ／ｍｌの範囲で存在する。
　付加的な種々の賦形剤には、増量剤(例えばデンプン)、キレート剤(例えばＥＤＴＡ)、
酸化防止剤(例えばアスコルビン酸、メチオニン、ビタミンＥ)及び共溶媒が含まれる。
　ここで、調製物は、処置において特に必要な一又は複数の活性化合物、好ましくは互い
に悪影響を及ぼさない相補的活性を有するものを含有し得る。例えば、免疫抑制剤をさら
に提供することが望まれている。このような分子は、好適には、意図した目的に有効な量
で組合せて存在する。
【０１７２】
　また活性成分は、コロイド状薬剤デリバリーシステム(例えば、リポソーム、アルブミ
ンマイクロフェア、マイクロエマルション、ナノ粒子及びナノカプセル)、又はマクロエ
マルションにおいて、例えばコアセルベーション技術又は界面重合により調製されたマイ
クロカプセル、例えばヒドロキシメチルセルロース又はゼラチン-マイクロカプセル及び
ポリ-(メチルメタクリラート)マイクロカプセルに捕捉されている。このような技術はRem
ington's Pharmaceutical Sciences, 16th edition, A. Osal, Ed., (1980)に開示されて
いる。
　インビボ投与用に使用される調製物は滅菌されなくてはならない。このことは、例えば
滅菌フィルター膜を通すことで容易に達成される。
　徐放性調製物を調製してもよい。徐放性調製物の適切な例には、抗体変異体質を含む固
体疎水性重合体の半透性マトリックスが含まれ、マトリックスはフィルム状又はマイクロ
カプセル状等の成型物品の形態である。徐放性マトリックスの例には、ポリエステル、ヒ
ドロゲル（例えばポリ（２-ヒドロキシエチル-メタクリラート）、又はポリ（ビニルアル
コール）、ポリ乳酸（米国特許第３７７３９１９号）、Ｌ-グルタミン酸とＬ-グルタミン
酸エチルのコポリマー、非分解性エチレン-酢酸ビニル、分解性乳酸-グリコール酸コポリ
マー、例えばLUPRON DEPOTTM（乳酸-グリコール酸コポリマー及び酢酸ロイプロリドから
なる注入可能なミクロスフェア）、及びポリ-Ｄ-(-)-３-ヒドロキシ酪酸が含まれる。エ
チレン－酢酸ビニルや乳酸－グリコール酸等のポリマーは１００日以上分子を放出できる
が、特定のヒドロゲルはより短い時間タンパク質を放出する。カプセル化抗体は、長時間
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体内に残存すると、３７℃で水分に曝されることで、変性又は凝集し、生物学的活性の喪
失や免疫原生の変化のおそれがある。かかるメカニズムによって安定性を得るための合理
的な処置が考えられる。例えば、凝集機構がチオ－ジスルフィド交換による分子間Ｓ-Ｓ
結合であることが分かったら、スルフヒドリル残基を変更し、酸性溶液から凍結乾燥し、
水分量を調整し、適当な添加物を使用し、特定の重合体マトリックス組成物を開発するこ
とで安定性を達成することができる。
【０１７３】
　特定の疾患又は病状の処置に有効な治療用ポリペプチド、抗体又はそれらのフラグメン
トの量は、疾患又は病状の種類に依存し、通常の臨床技術により決定される。可能である
ならば、先ずインビボ、ついでヒトでテストする前の有用な動物モデルシステムにおける
本発明の製薬用組成物用量反応曲線を決定することが望ましい。しかし、当該分野におけ
る一般知識に基づけば、知覚ニューロンの生存を促進するのに有効な製薬用組成物は、約
５～２０ｎｇ／ｍｌ、好ましくは約１０～２０ｎｇ／ｍｌの濃度の局所用治療剤として提
供される。本発明の付加的な特定の実施態様においては、網膜ニューロンの成長及び生存
を促進するのに有効な製薬用組成物は、約１０ｎｇ／ｍｌ～１００ｎｇ／ｍｌの濃度の局
所用治療剤として提供される。
　好ましい実施態様においては、治療用ポリペプチド、抗体又はそれらのフラグメントは
、皮下注射により投与される。各用量は、体重１ｋｇ当り約０．５μｇ～約５０μｇ、好
ましくは体重１ｋｇ当り約３μｇ～約３０μｇの範囲である。皮下投与の投与スケジュー
ルは、病気の種類、病気の程度、及び患者の治療剤に対する敏感度を含む臨床要因の数に
応じて１週間から１日に１度のように変えることができる。
【０１７４】
Ｄ．抗体変異体の非治療的用途
　本発明の抗体変異体は親和精製剤として使用することができる。この目的において、抗
体を固相、例えばセファデックス(Sephadex)樹脂又は濾紙に、当該技術においてよく知ら
れた方法を使用して固定する。固定化抗体変異体を、精製される抗原を含有するサンプル
と接触させ、支持体を適切な溶媒で洗浄することにより、精製され、固体化抗体変異体の
結合した抗原を除き、試料内の全ての物質が実質的に除去される。最後に、支持体を他の
適切な溶媒、例えばｐＨ５．０グリシンバッファーで洗浄し、抗体変異体から抗原を放出
させる。
　変異体抗体は、診断アッセイ、例えば特定の細胞における興味ある抗原の発現の検出に
おいても有用である。
　診断用途において、抗体変異体は典型的には検出可能部分で標識される。多くの標識が
利用でき、一般的に次のカテゴリーに分類することができる：
【０１７５】
　(ａ)放射性同位元素、例えば３６Ｓ、１４Ｃ、１２５Ｉ、３Ｈ及び１３１Ｉ。抗体変異
体はCurrent Protocol in Immunology, vol1-2, Coligenら編,Wiley-Interscience, New 
York, Pubs.(1991)に記載されている技術を使用して放射性同位元素で標識され、シンチ
レーション計測を使用して測定することができる。
　(ｂ)蛍光標識、例えば希土類キレート(ユーロピウムキレート)又はフルオレイセン及び
その誘導体、ローダミン及びその誘導体、ダンシル、リサミン(Lissamine)、フィコエリ
トリン及びテキサス・レッド(Texas Red)が利用される。蛍光ラベルは、上掲のCurrent P
rotocol in Immunologyに開示されている技術を使用し、抗体変異体に抱合される。蛍光
は蛍光計を使用して定量することができる。
　(ｃ)種々の酵素-基質ラベルが利用でき、米国特許第４２７５１４９号においてはこれ
らのいくつかが再考されている。酵素は一般的に、発色性基質の化学的変化を触媒し、種
々の技術を用いて測定することができる。例えば、酵素は基質の色調変化を触媒し、これ
は分光光度的に測定することができる。また、酵素は基質の蛍光又は化学ルミネセンスを
変化させることもできる。蛍光の変化を定量する技術は前掲している。化学ルミネセンス
基質は化学反応により電気的に励起し、次に測定可能な(例えば化学ルミネセンス計)光を
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発するか、又は蛍光アクセプターにエネルギーを付与する。酵素ラベルの例には、ルシフ
ェラーゼ(例えば蛍のルシフェラーゼと細菌のルシフェラーゼ；米国特許第４７３７４５
６号)、ルシフェリン、２,３-ジヒドロフタラジンジオン、マラートデヒドロゲナーゼ、
ウレアーゼ、ペルオキシダーゼ、例えば西洋ワサビペルオキシダーゼ(ＨＲＰＯ)、アルカ
リ性ホスファターゼ、βガラクトシダーゼ、グルコアミラーゼ、リソチーム、糖類オキシ
ダーゼ(例えばグルコースオキシダーゼ、ガラクトースオキシダーゼ、及びグルコース-６
-ホスファート-デヒドロゲナーゼ)、複素環オキシダーゼ(例えばウリカーゼ及びキサンチ
ンオキシダーゼ)、ラクトペルオキシダーゼ、マイクロペルオキシダーゼ等が含まれる。
【０１７６】
酵素-基質組合せ物の例には、例えば：
　(ｉ)基質としてのヒドロゲンペルオキシダーゼを西洋ワサビペルオキシダーゼ(ＨＲＰ
Ｏ)、ここでヒドロゲンペルオキシダーゼは染料先駆物質を酸化する(例えば、オルトフェ
ニレンジアミン(ＯＰＤ)又は３,３',５,５'-テトラメチル-ベンジジン-ヒドロクロリド(
ＴＭＢ))；
　(ｉｉ)発色性基質としてのｐ-ニトロフェニルホスファートとアルカリ性ホスファター
ゼ(ＡＰ)；及び
　(ｉｉｉ)β-Ｄ-ガラクトシダーゼと発色性基質(例えばｐ-ニトロフェニル-β-Ｄ-ガラ
クトシダーゼ)又は蛍光性基質-４-メチルウンベリフェリル-β-Ｄ-ガラクトシダーゼ、
が含まれる。
　多くの他の酵素-基質組合せ物が当業者により利用される。これらの一般的再考として
、米国特許第４２７５１４９号及び同４３１８９８０号を参照のこと。
　時折、ラベルは抗体変異体と間接的に抱合される。当業者であれば、これを達成するた
めの種々の技術を知っているであろう。例えば、抗体変異体はビオチン、と抱合可能であ
り、また前掲のラベルの３つの広義のカテゴリーの任意のものはアビジンと結合可能であ
り、またその逆もある。ビオチンはアビジンに選択的に結合し、よってこのような間接的
な方法で、ラベルと抗体変異体は抱合可能である。別に、抗体変異体とラベルとの間接的
抱合を達成させるには、抗体変異体を少量のハプテン(例えばジグロキシン(digloxin))と
抱合させ、前掲の異なる種類のラベルの一つと抗-ハプテン抗体変異体(例えば、抗-ジグ
ロキシン抗体)を抱合させる。このようにして、ラベルと抗体変異体との間接的抱合が達
成される。
　本発明の他の好ましい実施態様においては、抗体変異体をラベルする必要はなく、よっ
て、その存在は抗体変異体に結合しているラベル化抗体を使用して検出され得る。
　本発明の抗体は、任意の既知のアッセイ法、例えば競合結合アッセイ、直接及び間接サ
ンドイッチアッセイ、及び免疫沈降アッセイに使用してもよい。Zola, Monoclonal Antib
odies：A Manual of Techniques, pp.147-158(CRC Press,Inc. 1987)。
【０１７７】
　競合結合アッセイは、有限量の抗体変異体との結合における、テスト用サンププルに対
して競合する標識された標準体の能力による。テスト用サンプル中の抗原の量は、抗体が
結合する標準体の量に対して逆比例する。結合する標準体の量の測定を容易にするため、
一般的に抗体は競合の前後に不溶化される。結果として、抗体に結合する標準体及びテス
ト用サンプルは、便宜上、結合しないで残存する標準体及びサンプルから分離する。
　サンドイッチアッセイでは、検出される互いに異なる免疫原部分、又はエピトープ、又
はタンパク質に結合可能な２つの抗体が使用される。サンドイッチアッセイにおいて、分
析されるテスト用サンプルは、固体支持体に固定化された第１の抗体に結合し、その後、
第２の抗体がテスト用サンプルに結合し、よって不溶性の３部位複合体が形成される。例
えば、米国特許第４３７６１１０号を参照。第２の抗体は検出可能な部分で、それ自身が
ラベルされてもよく(直接サンドイッチアッセイ)、又は検出可能な部分でラベルされた抗
免疫グロブリン抗体を使用して測定してもよい(間接サンドイッチアッセイ)。例えば、一
方の種類のサンドイッチアッセイはＥＬＩＳＡアッセイであり、この場合、検出可能な部
分は酵素である。
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　免疫組織化学において、腫瘍サンプルは新鮮なものであるか凍結されていてもよく、パ
ラフィンに埋設されていてもよく、防腐剤、例えばホルマリンで固定されていてもよい。
　また抗体はin vivo診断アッセイに使用してもよい。一般的に抗体変異体は、腫瘍は免
疫シンチグラフィーを使用して局在化されるように放射性ヌクレオチド(例えば、１１１

Ｉｎ、９９Ｔｃ、１４Ｃ、１３１Ｉ、３Ｈ、３２Ｐ又は３５Ｓ)で標識される。
【０１７８】
Ｅ．診断用キット
　簡便な方法として、本発明のポリペプチド又は抗体はキット、すなわち診断アッセイを
実施するための使用説明書と、予め定められた量の試薬を組合せて包装したものを提供す
る。抗体変異体は酵素でラベルされている場合は、キットは基質と酵素に必要な補助因子
を含有する(例えば、検出可能な発色団又は蛍光団を提供する基質先駆物質)。加えて、他
の添加剤、例えば安定剤、バッファー(例えばブロックバッファー又は溶菌バッファー)等
も含まれる。種々の試薬の相対量は広範囲で変えることができ、アッセイの感度を実質的
に最適にするような試薬溶液中の濃度が提供される。特に、試薬は、通常は凍結乾燥され
、溶解時に適切な濃度を有する試薬溶液を提供する賦形剤を含む乾燥パウダーとして提供
される。
Ｆ．ポリペプチド又は抗体のインビボにおける用途
　本発明のポリペプチド又は抗体は哺乳動物を治療するための使用を意図している。一つ
の実施態様において、抗体は、例えば臨床前データを得るために、非ヒト哺乳動物に投与
される。治療される例示的な非ヒト哺乳動物には、非ヒト霊長類、イヌ、ネコ、齧歯動物
及び臨床前実験が行われる他の哺乳動物が含まれる。このような哺乳動物は、抗体で治療
される病気用の動物モデルとして確立されているか、又は関心ある抗体の毒性を調査する
ために使用される。これら各実施態様において、用量エスカレーション研究は哺乳動物に
おいて行われ得る。
【０１７９】
　抗体又はポリペプチドは、非経口的、皮下、腹膜内、肺内、及び鼻孔内、所望するなら
ば局所的免疫抑制処置、病巣内投与を含む、任意の適切な手段により投与される。非経口
的注入には、筋内、静脈、動脈、腹膜又は皮下投与が含まれる。加えて、抗体変異体は、
特に抗体変異体の用量を減らして、パルス注入により適切に投与されてもよい。好ましく
は、注射、より好ましくは、投与が短期であるか長期であるかに依存して、静脈又は皮下
注射により投与される。
　病気を予防又は治療するために、抗体又はポリペプチドの適切な用量は、抗体変異体が
予防又は治療目的、先の治療用のいずれのために投与されても、治療される病気の種類、
もちろん病気の程度、患者の病歴及び抗体変異体の反応性、及び教育研究病院医の判断に
依存する。抗ヒトＩｇＥ抗体は１回又はそれ以上の連続した処置において、適切に患者に
投与される。
【０１８０】
　例えば、一又は複数回に分けた投与、又は連続注入にかかわらず、病気の種類及び程度
に応じて、約１μｇ／ｋｇ～１５０ｍｇ／ｋｇ(例えば、０．１-２０ｍｇ／ｋｇ)の抗体
又はポリペプチドが、患者に投与される最初の候補用量である。典型的な１日の用量は、
前掲の要因に依存して、約１μｇ／ｋｇ～１００ｍｇ／ｋｇ又はそれ以上の範囲である。
数日又はそれ以上繰り返し投与する場合は、病状に応じて、病気の徴候が所望の程度に抑
制されるまで治療を続ける。しかし、他の用量摂生が必要である。この治療の前進は、従
来的な技術及びアッセイにより容易にモニターされる。抗ＬＦＡ-１又は抗ＩＣＡＭ-１抗
体の例示的な用量摂生については、国際公開第９４／０４１８８号に開示されている。
　抗体変異体組成物は、良好な医術と整合的方法において調製され、適量にされ、投与さ
れる。このような関係において考慮すべき要因には、特に治療される疾患、中でも治療さ
れる哺乳動物、個々の患者の臨床的状態、疾患の原因、薬剤を付与する部位、投与方法、
投与スケジュール、及び医師に公知の他の要因が含まれる。投与される抗体変異体の「治
療に有効な量」は、このような考えにより決定され、病気又は疾患の予防、改善又は治療
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に必要な最小量とされるであろう。抗体変異は必須ではないが、場合によっては、現在問
題の疾患の予防又は治療に使用される一又は複数の薬剤と共に調製される。このような他
の薬剤の有効量は、調製物中に存在する抗ヒトＩｇＥの量、疾患又は処置の種類、及び前
掲した他の要因に依存する。これらは、一般的に、前掲における使用と同様の用量及び投
与経路、又はこれまで使用されていた用量の約１～９９％で使用される。
【０１８１】
Ｇ．製造品
　本発明の他の好ましい実施態様において、前掲の疾患の治療に有用な物質を含有する製
造品が提供される。製造品には容器とラベルも含まれる。適切な容器には、例えばボトル
、バイアル、シリンジ及び試験管が含まれる。容器はガラス又はプラスチックのような様
々な材料で形成することができる。容器は病状の治療に有効な活性剤を含む組成物を収容
しており、滅菌した出入口を有している(例えば、容器は皮下注射針により貫通可能なス
トッパーを具備する静脈溶液用のバック又はバイアルであってよい)。組成物中の活性剤
は抗体変異体である。容器上又は容器に伴うラベルには、組成物が選択された病状の治療
に使用されることが示されている。製造品は、製薬的に許容可能なバッファー、例えばリ
ン酸緩衝食塩水、リンガー液及びデキストロース溶液を収容する第２の容器をさらに具備
する。さらに、他のバッファー、希釈剤、フィルター、針、シリンジ、および使用指示書
を伴うパッケージ挿入物を含む、市販及び使用者の観点から望ましい他の材料を更に含ん
でいてもよい。
以下の実施例は発明を例証するものであって、限定するものではない。
【実施例】
【０１８２】
実施例１
ＩｇＥに対するモノクローナル抗体の調製
　ＩｇＥのＦｃεＲ１への結合をブロックする能力を持つ８つのモノクローナル抗体（Ｍ
ＡＥ１０－ＭＡＥ１７）を調製した。ＩｇＥに対するモノクローナル抗体は、単離した抗
-ＩｇＥ抗体（Genentech ＭＡＥ１）上のアフィニティークロマトグラフィを用いてＵ２
６６Ｂ１（ＡＴＣＣ ＴＩＢ １９６）細胞の上清から調製した。ＭＡＥ１２について、５
匹の６週齢のＢＡＬＢ／ｃ雌マウスを、それらの足蹠でリビス(Ribi's)アジュバント中の
１０μｇの精製したＩｇＥで免疫化した。最初の免疫化の１及び３週後に、同様の方法で
注射を続けた。最後の注射から３日後に、鼡径部及び膝窩のリンパ腺を取り出してプール
し、その組織をスチールガーゼを通すことにより単一細胞懸濁物を作製した。細胞は、５
０％ｗ／ｖのポリエチレングリコール４０００を含有する高グルコース(ＤＭＥＭ)におい
て４：１の比率でマウス骨髄腫Ｐ３Ｘ６３-Ａｇ８．６５３(ＡＴＣＣ ＣＲＬ １５８０)
と融合させた。ＭＥＡ１４、ＭＡＥ１５及びＭＡＥ１３については同様の方法で免疫化し
たが、ＭＡＥ１３のみは１回の注射当たり３０μｇのＩｇＥを用い、ＩｇＥフラグメント
３１５-３４７(Kabat)はプレフュージョンブースト(prefusion boost)でアッセイし；Ｍ
ＡＥ１０及びＭＡＥ１１については、注射は１００μｇの２回投与及び５０μｇの最終ブ
ーストで皮下で行い、融合には脾臓細胞を用いた。
【０１８３】
　融合細胞は、次いで、９６ウェル組織培養プレートにおいて、各ウェル当たり２×１０
５の密度でプレートした。２４時間後にＨＡＴ選択性媒質（ヒポキサンチン／アミノプテ
リン／チミジン、Sigma, #H0262）を添加した。プレートした１４４０のウェルのうち、
３６５がＨＡＴ選択後に成長細胞を含んでいた。
　融合の１５日後、上清を、酵素結合免疫吸着検定法（ＥＬＩＳＡ）を用いてヒトＩｇＥ
に特異的な抗体の存在について試験した。ＥＬＩＳＡは以下のように実施し、全てのイン
キュベーションは室温で行った。試験プレート（Nunc Immunoplate）を、５０ｍＭ炭酸ナ
トリウム緩衝液、ｐＨ９．６中の１μｇ／ｍｌのラット抗-マウスＩｇＧ（Boehringer Ma
nnheim, #605-500）で２時間コートし、次いで、リン酸緩衝塩水中の０．５％のウシ血清
アルブミンで３０分間ブロックし、次いで、０．０５％のＴｗｅｅｎ２０を含むＰＢＳ（
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ＰＢＳＴ）で４回洗浄した。試験上清を添加し、２時間振とうしながらインキュベートし
、次いで、ＰＢＳＴで４回洗浄した。ヒトＩｇＥ（Ｕ２６６細胞から上記のように精製）
を０．５μｇ／ｍｌで添加し、次いで、振とうしながら１時間インキュベートした後、Ｐ
ＢＳＴで４回洗浄した。ヤギ抗-ヒトＩｇＥ（Kirkegarrd & Perry Labs, #14-10-04, 0.5
 mg/ml）と複合させたセイヨウワサビペルオキシダーゼを１：２５００希釈で添加して１
時間インキュベートし、次いでＰＢＳＴで４回洗浄した。１０ｍｇのｏ-フェニレンジア
ミンジヒドロクロライド（Sigma, #P8287）を含む溶液１０μｌ／ウェル及び２５ｍｌリ
ン酸クエン酸緩衝液、ｐＨ５．０、中の３０％過酸化水素１０μｌを添加し、１５分間イ
ンキュベートすることによりプレートを現像した。反応は、２．５Ｍ硫酸を１００μｌ／
ウェル添加することにより停止させた。データは、自動化ＥＬＩＳＡプレートリーダーに
おいて、４９０ｎｍの吸収でプレートを読むことにより得た。ＭＡＥ１２については、３
６５の上清を試験し、１００がヒトＩｇＥに特異的であった。他の抗体についてスクリー
ニングすると、ＩｇＥ特異的な類似の配列が得られた。ここに記載したＭＡＥ１７及びＭ
ＡＥ１４を除く全てのモノクローナル抗体はＩｇＧ１アイソタイプであり、ＭＡＥ１７は
ＩｇＧ２ｂ、ＭＡＥ１４はＩｇＧ２ａであった。
　各ＩｇＥ特異的抗体を、細胞ベース及びプレートアッセイにおいてさらに試験し、Ｉｇ
ＥのＦｃεＲＩへの結合を阻害するようにＩｇＥに結合し、ＦＣＥＨ-結合ＩｇＥには結
合できない抗体を選択した。これらのアッセイの結果を、以下の表１及び表２に示す。
【０１８４】
表１
マウス抗ＨｕＩｇＥｍＡｂの特性の概要
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マウス抗HｕＩｇＥの概要(続き)
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１．マウス抗-ヒトＩｇＥモノクローナルの分析のためのＦＡＣＳベースアッセイ。ＣＨ
Ｏ３Ｄ１０（ＦｃεＲＩアルファ＋）上のＩｇＥＧに結合するマウス抗-ヒトＩｇＥモノ
クローナルのスクリーニング。
　ａ．サンプル当たり５×１０５細胞のＣＨＯ３Ｄ１０細胞（ＦｃｅＲＩアルファ鎖安定
トランスフェクタント、Hakimiら, J. Biol. Chem. 25: 22079）を、１００μｌのＦＡＣ
Ｓ緩衝液（０．１％ＢＳＡ、ＰＢＳ中の１０ｍＭアジ化ナトリウム、ｐＨ７．４）中の１
０μｇ／ｍｌのＵ２６６ＩｇＥ標品（ロット番号13068-46）とともに４℃で３０分間イン
キュベートした後、ＦＡＣＳ緩衝液で１回洗浄した。結合するＩｇＥの量は、ＩｇＥ担持
細胞細胞のアリコートを５０μｇ／ｍｌのポリクローナルＦＩＴＣ複合ウサギ抗ヒトＩｇ
Ｇ（Accurate Chem Co. AXL-475F, ロット番号16）とともに４℃で３０分間インキュベー
トし、ＦＡＣＳ緩衝液で３回洗浄して測定した。
　ｂ．ＩｇＥ担持細胞を、１００μｌのマウス抗ヒトＩｇＥハイブリドーマ上清（マウス
ＩｇＧ濃度は１から２０μｇ／ｍｌの範囲）とともに、４℃で３０分間インキュベートし
、次いでＦＡＣＳ緩衝液で１回洗浄した。結合のポジティブコントロールとして１０μｇ
／ｍｌのGenentechモノクローナル抗ヒトＩｇＥ（ＭａＥ１）を用いた。ネガティブコン
トロールとして１０μｇ／ｍｌのＩｇＥを認識しないGenentechモノクローナル（ＭＡＤ
６Ｐ）を用いた。
　ｃ．ＣＨＯ細胞上のヒトＩｇＥへのモノクローナル結合を、細胞を２０μｇ／ｍｌのＦ
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ＩＴＣ複合、アフィニティ精製したＦ(ａｂ’)２ヤギ抗-マウスＩｇＧ（Organon Teknica
, #10711-0081）とともに４℃で３０分間インキュベートし、ＦＡＣＳ緩衝液で３回洗浄
することにより検出した。細胞に、２μｇ／ｍｌヨウ化プロピジウム（Sigma, #P4170）
を含む４００μｌの緩衝液を添加して脂肪細胞を染色した。
ｄ．細胞を、Becton Dickinson FACSCANフローサイトメーターで分析した。前方光散乱及
び９０度側方散乱ゲートを、細胞の均一集団分析用に設定した。ヨウ化プロピジウムで染
色した死亡細胞は分析から除外した。ＣＨＯ３Ｄ１０細胞上のＩｇＥに結合しないハイブ
リドーマ上清を、さらなるスクリーニングの候補と考えた。
【０１８５】
　２．末梢血液好塩基球からのヒスタミン放出。平常ドナーからヘパリン化血液を得て、
変性タイロード緩衝液（25mM Tris, 150 mM NaCl, 10 mM CaCl2, MgCl2, 0.3 mg/ml HSA,
 pH 7.35）中で１：４に希釈し、次いで、１ｎＭヒトＩｇＥ（ＮＤ）とともに４℃で６０
分間インキュベートした。次に、細胞を、ポジティブコントロールとしてマウスモノクロ
ーナル抗-ＩｇＥＡｂ（１０ｍｇ／ｍｌ）またはポリクローナル抗-ヒト抗血清のいずれか
を含有するタイロード緩衝液に添加し、３７℃で３０分間インキュベートした。細胞をペ
レット化し、上清中のヒスタミンをアセチル化して、ヒスタミン含有量をＲＩＡキット（
AMAC, Inc. Wesbrook, Main）を用いて測定した。全ヒスタミンは、数回の凍結融解を施
した細胞から測定した。
【０１８６】
　３．ＦｃεＲＩアルファ鎖へのＦｉｔｃ複合ＩｇＥ結合のブロック。ＩｇＥの結合に対
する抗体の影響は、ＩｇＥラベルしたＦｉｔｃを、０．１％ＢＳＡ及び１０ｍＭアジ化ナ
トリウムを含むｐＨ７．４のＰＢＳ中で、種々のＭａＥ抗体と３７℃で３０分間プレイン
キュベートし、次いで複合体を５×１０５の３Ｄ１０細胞と４℃で３０分間インキュベー
トすることにより実験した。細胞は、次いで、３回洗浄し、４７５ｎＭでの平均チャンネ
ル蛍光を測定した。ＩｇＥのＦｃεＲＩアルファ鎖への結合をブロックしないマウス抗ヒ
トＩｇＥｍＡｂ（Ｍａｅ１）をコントロールとして用いた。
【０１８７】
４．膜ＩｇＥ陽性Ｂ細胞Ｕ２６６へのマウス抗ヒトＩｇＥ結合の分析。
　ａ．Ｕ２６６Ｂ１細胞（膜ＩｇＥ＋）を、１５％ヘッド不活性ウシ胎児血清（Hyclone,
 #A-1111-L）、ペニシリン、ストレプトマイシン（１００単位／ｍｌ）、及びＬ-グルタ
ミン（２ｍＭ）を付加した塩基性媒質中で培養した。
　ｂ．細胞（５×１０５／アリコート）を、１０、５、１、０．５及び０．１μｇ／ｍｌ
を含むマウス抗-ヒトＩｇＥモノクローナルを含む１００μｌのＦＡＣＳ緩衝液中で、９
６ウェルの丸底ミクロタイタープレート中、氷上で３０分間インキュベートし、ＦＡＣＳ
緩衝液で２回洗浄した。GenentechモノクローナルＭＡＥ１を、ポジティブコントロール
として用いた。
　ｃ．細胞を、５０μｇ／ｍｌ（１：２０ストック）ＦＩＴＣ複合Ｆ(ａｂ’)２アフィニ
ティ精製ヤギ抗-マウスＩｇＥ（Organon Teknika, #1711-0084）を含む１００μｌのＦＡ
ＣＳ緩衝液中、氷上で３０分間インキュベートし、ＦＡＣＳ緩衝液で３回洗浄した。細胞
を、ヨウ化プロピジウムを２μｇ／ｍｌで含有する４００μｌＦＡＣＳ緩衝液に添加して
死亡細胞を染色した。
【０１８８】
５．ＦｃｅＲＩＩ（ＣＤ２３）＋Ｂ細胞ＩＭ９へのＦＡＣＳベースの結合アッセイ。
　ａ．ＩＭ９ヒトＢ骨髄腫細胞（ＡＴＣＣ ＣＣＬ１５９, Ann. N.Y. Acad. Sci. 190: 2
21-234 (1972)）を、１０％の熱不活性化したウシ胎児血清、ペニシリン、ストレプトマ
イシン(１００単位／ｍｌ)及びＬ-グルタミン（２ｍＭ）とともに、ＧＩＦ塩基性媒質中
に維持した。
　ｂ．細胞（５×１０５／アリコート）をＵ２６６ＩｇＥ標準を２μｇ／ｍｌで含むＦＡ
ＣＳ緩衝液１００μｌ中、９６ウェルミクロタイタープレートにおいて４℃で３０分間イ
ンキュベートし、ＦＡＣＳ緩衝液で２回洗浄した。コントロールとして、細胞を緩衝液の
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み、またはヒトＩｇＧ１（Behring Diagnostics, cat.no.400112, ロット番号801024）２
μｇ／ｍｌを含む緩衝液でインキュベートした。
　ｃ．次いで、細胞を０．１から１０μｇ／ｍｌのマウス抗-ヒトＩｇＥモノクローナル
とともに、氷上で３０分間インキュベートした。GenentechモノクローナルＭＡＥ１をポ
ジティブコントロールとして用いた。
　ｄ．細胞を、次いで、ＦＩＴＣ複合Ｆ(ａｂ’)２ヤギ抗マウスＩｇＧを５０μｇ／ｍｌ
（Organon Teknika, #1711-0084）を含むＦＡＣＳ緩衝液１００μｌ中、４℃で３０分間
インキュベートし、ＦＡＣＳ緩衝液で３回洗浄した。
　ｅ．次いで、細胞に、ヨウ化プロピジウムを２μｇ／ｍｌで含む緩衝液４００μｌを添
加して死亡細胞を染色した。
　ｆ．細胞を、Becton Dickinson FACSCANフローサイトメーターで分析した。前方光散乱
及び９０度側方散乱ゲートを、細胞の均一集団分析用に設定した。ヨウ化プロピジウムで
染色した死亡細胞は分析から除外した。ＦＩＴＣ陽性細胞（ＩｇＥ結合）を、ＦＩＴＣウ
サギ抗-ヒトＩｇＥのみで染色した細胞に対して分析した。
　ｇ．各実験におけるＩＭ９細胞表面上のＣＤ２３のレベルを決定するためのポジティブ
コントロールとして、細胞のアリコートを１０μｇ／ｍｌのBecton Dickinsonマウスモノ
クローナルLeu 20（抗-ＣＤ２３）で、４℃で３０分間染色し、２回洗浄した。次いで、
細胞をＦＩＴＣ複合Ｆ(ａｂ’)２アフィニティ精製ヤギ抗-マウスＩｇＧ５０μｇ／ｍｌ
とともにインキュベートした。
【０１８９】
６．低親和性ＩｇＥレセプターへのＦＩＴＣ複合ＩｇＥ結合をブロックする抗体。
　４０ｎＭのＦＩＴＣラベルしたＩｇＥの、Ｂリンパ芽球細胞ＩＭ-９上に表現された低
親和性ＩｇＥレセプター（ＣＤ２３またはＦｃεＲＩ）への結合を、FACSCANフローサイ
トメーターでのフローサイロメトリーで分析した。抗体のＦＩＴＣ ＩｇＥ結合に対する
影響は、ＦＩＴＣ ＩｇＥを、マウス抗-ヒト抗体を０．１から１０μｇ／ｍｌキメラとと
もに、０．１％ＢＳＡ及び１０ｍＭのアジ化ナトリウムを含むｐＨ７．４のＰＢＳ中、３
７℃で３０分間プレインキュベートし、その複合体を５×１０５細胞で、４℃で３０分間
インキュベートすることにより実験した。次いで、細胞を３回洗浄し、平均チャンネル蛍
光を４５７ｎＭで測定した。
７．ＩｇＥインビトロアッセイプロトコール
ａ．末梢血液単核細胞を、平常ドナーから分離した。
ｂ．細胞をＰＢＳで強く洗浄して血小板をできる限り除去した。
　ｃ．単核細胞を数え、媒質中に１×１０６細胞／ｍｌで再懸濁した。媒質は、ＤＭＥＭ
とペニシリン及びストレプトマイシン、１５％ウマ血清、ＩＬ-２（２５Ｕ／ｍｌ）及び
ＩＬ-４（２０ｎｇ／ｍｌ）の混合物とした。
ｄ．抗体を、０、５及び８日目に、適切な濃度で添加した。
ｅ．培地を、２４ウェルのFalcon組織培養プレートで１４日間インキュベートした。
　ｆ．１４日目に、上清を除去し、ＩｇＥ特異的ＥＬＩＳＡプロトコールによりＩｇＥ濃
度をアッセイした。
　８．ヒトＩｇＥに対するマウスｍＡｂの親和性定数（ｋｄ）を平衡結合スキャッチャー
ド分析で決定した。
　ａ．ＩｇＥ（ＮＤ及びＰＳアロタイプ）をクロラミンＴ法によってヨウ素化し、ＲＩＡ
緩衝液：ＰＢＳ、０．５％ウシ血清アルブミン（Sigma, #A-7888）、０．０５％Ｔｗｅｅ
ｎ２０（Sigma, #P-1379）、０．０１％チメルソール（Sigma,　#T-5125）、ｐＨ７．４
中のＰＤ１０sephadex G25カラム（Parmacia, #17-0851-01）で、フリーの１２５ＩＮａ
から分離した。約７８－９５％のカラム後の計数は、５０％トリクロロ酢酸で沈殿させ、
ヨウ素化ＩｇＥ製剤の特異的活性は、７０％の計数効率を仮定して１．６から１３μＣｉ
／μｇの範囲であった。
　ｂ．固定濃度（約５×１０４ｃｐｍ）の１２５Ｉを、１２×７５ｍｍポリプロピレン試
験管内の０．１ｍｌＲＩＡ緩衝液中の最終容量が種々の濃度の非ラベルＩｇＥ（１から２
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００ｎＭ）に添加した。０．１ｍｌのＲＩＡ緩衝液中のマウス抗-ヒトＩｇＥｍＡｂ（最
終濃度２０ｍＭ）を添加して、最終アッセイ用容量０．２ｍｌとした。
ｃ．サンプルを、連続攪拌しながら２５℃で１６－１８時間インキュベートした。
　ｄ．結合した及びフリーの１２５Ｉ ＩｇＥを、ＲＩＡ緩衝液中のＣＮＢｒ活性化Sepha
rose 4B（Pharmacia, #17-0430-01）に結合したアフィニティ精製ヤギ抗-マウスＩｇＧ（
Boehringer Mannheim, #605-208）及びキャリアプロテインＡ Sepharose（Repligen, #IP
A 300）の混合物０．３ｍｌを添加することにより分離し、強く攪拌しながら２５℃で１
から２時間インキュベートした。次いでＲＩＡ緩衝液（１ｍｌ）を添加し、試験管を４０
０ｘｇで５分間遠心分離した。次いでサンプルを数えて全計数を決定した。上清を微小吸
引ピペットで吸引し、サンプルを再計数し、フリーに対する結合した数を計算した。
　ｅ．NIHのP.Munsonによって書かれたリガンドプログラムに基づくフォートランプログ
ラム（scanplot）を用いてスキャッチャード分析を実施した。スキャッチャードプロット
は、全体としてRodbardタイプ回帰分析の関数として結合させた質量作用等式フィッティ
ングを用いた。
【０１９０】
実施例２
ヒト化ＭａＥ１１の調製
序文：
以下の実施例は、ヒト化ＭａＥ１１の種々の調製を記載し、残基は、部位指向性突然変異
を介して修飾されて１２の抗ＩｇＥ ＭａＥ１１変異体［Ｆ(ａｂ)１－１２］に達してい
る。Ｆ(ａｂ)１２の残基は、1992年8月14日に出願されたPCT/US92/06860に記載した高能
力の抗ＩｇＥ抗体であるｒｈｕＭａＥ２５またはＥ２５を生成するテンプレートとして用
いた。
方法：
　図１に示すマウス抗-ヒトＩｇＥ ｍＡｂ ＭａＥ１１を、ｐＵＣ１１９ベースのプラス
ミド、ｐＡＫ２（Carterら, (1992), Proc. Natl. Aca. Sci. USA 89: 4285）中のヒトｋ
-サブグループＩ軽鎖及びヒトサブグループＩＩＩ重鎖（ＶＨ-ＣＨ１）を含むデオキシウ
リジン含有テンプレートから、部位指向性突然変異（Kunkel, T.A., (1985), Proc, Natl
. Acad. Sci. USA 82: 488）により修飾し、変異体Ｆ(ａｂ)-１を得た。Ｆ(ａｂ)２はＦ(
ａｂ)-１テンプレートから構築し、他の全てのヒト化Ｆ(ａｂ)変異体は、Ｆ(ａｂ)-２の
テンプレートから構築した。プラスミドは、二本鎖及び一本鎖ＤＮＡの調製のために、Ｅ
．ｃｏｌｉ株ＪＭ１０１中にトランスフォームした（Messing, J. (1979), Recomb. DNA 
Tech. Bull. 2: 43; Ausubleら, Current Protocols in Molecular Biology, Unit 1 (19
97)）。軽及び重鎖残基の両方を、ジデオキシヌクレオチド法を用いて完全に配列させた
。軽及び重鎖をコードするＤＮＡは、次いで、Ｅ．ｃｏｌｉのＦ(ａｂ)発現プラスミド、
ｐＡＫ１９（Carterら, (1992), Biotechnology 10: 163）の誘導体中にサブクローンし
た。この誘導体は、Ｆ(ａｂ’)２フラグメントで内部重鎖ジスルフィドを形成するヒンジ
シテイン(hinge cytein)を欠く。Ｆ(ａｂ)フラグメントは、全長ＩｇＧ抗体とは異なり、
ほ乳類細胞培養技術ではなくＥ．ｃｏｌｉ発現を用いることができるので、かなり多数の
変異体の分析を促進した。これら個々の変異体は、1993年3月4日に発行された出願WO93/0
4173 に記載されている。最適な変異体が決定されれば、それは続いて、全長ヒトＩｇＧ
１をコードするプラスミドにサブクローンされる（以下参照）。
【０１９１】
　発現プラスミドは、Ｅ．ｃｏｌｉ株ＭＭ２９４（Meselon, M及びR. Yuan (1968), Natu
re 217: 1110）中に形質転換され、単一のコロニーを、５ｍｌの２ＹＴ媒質-カルベニシ
リン（１００μｇ／ｍｌ）中、３７℃で５－８時間成長させた。培地（５ｍｌ）に、次い
で１００ｍｌのＡＰ５媒質-カルベニシリン（１００μｇ／ｍｌ）を添加し、５００ｍｌ
のシェーカーフラスコ中、３７℃で１６時間成長させた。培地を４，０００ｘｇで遠心分
離し、上清を除去した。１時間凍結させた後、ペレットを５ｍｌの冷たい１０ｍＭのＴｒ
ｉｓ、１ｍＭのＥＤＴＡ及び５０μｌの０．１Ｍベンズアミジン（Sigma, St. Louis）中
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に再懸濁したが、後者は蛋白質分解を阻害するために添加した。氷上で１時間優しく攪拌
した後、サンプルに１０，０００ｘｇで１５分間遠心分離した。上清にタンパク質Ａ－Se
pharose CL-4B（Pharmacia)カラム（０．５ｍｌベッド容量）を適用し、１０ｍｌの３Ｍ
塩化カリウム／１００ｍＬのＴｒｉｓ、ｐＨ８．０で洗浄し、１００ｍＭ酢酸（２．５ｍ
ｌ）、ｐＨ２．８で１ＭのＴｒｉｓ、ｐＨ８．０（０．５ｍｌ）中に溶離した。
　Ｆ（ａｂ）緩衝液を、Centricon-30（Amicon）を用いてＰＢＳ中に交換し、最終容量０
．５ｍｌに濃縮した。各Ｆ(ａｂ)フラグメントのＳＤＳ-ＰＡＧＥゲルを、精度を確認す
るために流出させた。Ｆ(ａｂ)濃度を、０．１％の１．０のε２８０を用いて決定した。
この同じサンプルについて、消衰係数を、精製したF(ａｂ)-２及びＡ２８０のアミノ酸分
析からのタンパク質濃度を用いて決定した。
【０１９２】
　選択したＦ(ａｂ)フラグメントは、液体クロマトグラフィ／マススペクトルによって直
接分析し、それらの分子量を確認した。サンプルを、重点キャピラリー液体クロマトグラ
フィシステム（Henzel, W.J.ら (1990), Anal. Biochem. 187: 228）に注入し、Sciex AP
I 3マススペクトロメータで直接分析した。サンプルについて用いたものと同じ装置パラ
メータを用いるのに必要とされるヒト成長ホルモン（ｍ．ｗ．２２，２５６．２）のより
高く荷電した状態が、キャリブレーションのために使用された。
　ヒト化ＭａＥ１１の全長ヒトＩｇＧ１バージョンの一般化のために、重鎖及び軽鎖を、
既に述べたｐＲＫプラスミド（Gorman, C.M.ら, (1990), DNA Protein Eng. Tech. 2: 3
）に別々にサブクローンした。（望まれる配列変化に依存して）適当な重鎖及び軽鎖プラ
スミドを、２９３（Graham, F.L.ら (1977), J. Gen. Virol. 36: 59）として知られるア
デノウィルス形質転換したヒト胚腎臓細胞系に、高効率法（Grahamら, 上記、及びGorman
, C.M., Science 221: 551）を用いたコトランスフェクトした。媒質を血清無しに変換し
、５日まで毎日収穫した。抗体をプールした上清から、タンパク質Ａ－Sepharose CL-4B
（Pharmacia）を用いて精製した。溶離した抗体をＧ２５ゲル濾過によりＰＢＳに緩衝液
交換し、Centriprep-30又はCentricon-100（Millipore）を用いて限外濾過し、４℃で貯
蔵した。抗体濃度は、全ＩｇＧ－結合ＥＬＩＳＡを用いて決定した。結果を表４に記載す
る。
【０１９３】
可溶性レセプターアッセイ：
９６－ウェルのアッセイプレート（Nunc）を、コーティング緩衝液中（５０ｍＭの炭酸、
重炭酸塩、ｐＨ９．６）の０．０５ｍｌのＦｃεＲＩα－鎖ＩｇＧキメラレセプターで、
４－８℃で１２時間コートした。ウェルを吸引し、２５０μｌのブロッキング緩衝液（Ｐ
ＢＳ、１％ＢＳＡ、ｐＨ７．２）を添加し、４℃で１時間インキュベートした。別のアッ
セイプレートにおいて、サンプル及び参照用マウスＭａＥ１１を、２００～０．００１μ
ｇ／ｍｌまでアッセイ緩衝液（０．５％ＢＳＡ及び０．０５％Ｔｗｅｅｎ２０、ＰＢＳ、
ｐＨ７．２）での１：４希釈液で滴定し、１０ｎｇ／ｍｌのビオチニル化ＩｇＥ（O-Shan
nessy, D.J.ら (1984), Immunol. Let. 8: 273）を等容量添加した後、プレートを２５℃
で２－３時間インキュベートした。ＦｃεＲＩ-コートしたウェルをＰＢＳ及び０．０５
％のＴｗｅｅｎ２０（Sigma）で３回洗浄し、サンプルウェルから５０μｌを移して、攪
拌しながら２５℃で３０分間インキュベートした。ストレプトアビディン-ＨＲＰ（５０
０μｇ／ｍｌ、Sigma）の溶液、アッセイ緩衝液中の１：５０００希釈液を５０μｌ／ウ
ェルで添加した後、プレートを攪拌しながら１５分間インキュベートし、上述のように洗
浄した。５０μｌ／ウェルのミクロウェルペルオキシダーゼ基質（Kirkgaard & Perry La
boratories）を添加し、３０分間発色させた。等量の１ＮのＨＣｌを添加することにより
反応を停止し、４５０ｎｍで吸収を測定した。ブロッキング抗体の濃度対パーセント阻害
をプロットし、カレイダグラフ(Kaleidagraph)データ分析アプリケーション（Synergy So
ftware）を使用して非線形の４パラメータのカーブフィッティングで、５０％阻害の濃度
を計算した。結果を表３に報告する。
【０１９４】
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ＦＡＣＳベースの結合アッセイ：
抗体がＦＩＴＣ-複合（Goding, J.W.ら (1976), J. Immunol. Methods 13: 215）ＩｇＥ
のＣＨＯ３Ｄ細胞（Hakimi, J.ら (1990), J. Biol. Chem. 265: 22079）上に表現された
高親和性ＦｃεＲＩレセプターのα鎖に結合を阻害する能力を、フローサイトメトリーで
測定した。ＦＩＴＣ-複合ＩｇＥ（４０ｍＭ）を抗体（０．３－１．０×１０－６Ｍ）と
ともに３７℃で３０分間、ＦＡＣＳ緩衝液（ＰＢＳ、０．１％ＢＳＡ、及び１０ｍＭアジ
化ナトリウム、ｐＨ７．４）中でプレインキュベートした。複合体を、次いで、５×１０
５のＣＨＯ ＣＤ１０細胞とともに４℃で３０分間インキュベートした。細胞をＦＡＣＳ
緩衝液で３回洗浄し、４７５ｎｍにおける平均チャンネル蛍光をFACScanフローサイトメ
ータ（Becton Dickinson）で測定した。ＭａＥ１、ＩｇＥのＦｃεＲＩα鎖への結合をブ
ロックしないマウス抗-ヒトＩｇＥｍＡｂをポジティブコントロールとして用い、ＭＯＰ
Ｃ２１（Cappel）、ＩｇＥを認識しないマウスモノクローナルをネガティブコントロール
として用いた。結果を表３に記載する。
【０１９５】
抗体のＩｇＥ担持ＦｃεＲＩへの結合：
ヒトＩｇＥへの抗体結合を、１０μｇ／ｍｌヒトＩｇＥとともに、ＣＨＯ３Ｄ１０細胞上
に表現されたＦｃεＲＩのα-サブユニットと４℃で３０分間結合させた。細胞を３回洗
浄した後、濃度を変化させながら、マウス抗-ヒトＩｇＥｍＡｂのＭａＥ１またはＭａＥ
１１またはヒト化ｍＡｂ変異体１２［Ｆ(ａｂ)１２］とともに３０分間インキュベートし
た。ＭＯＰＣ２１（マウスＩｇＧ１）をマウスｍＡｂｓのコントロールとして用い、ヒト
化４Ｄ５ｍＡｂ（Carterら, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 4285 (1992), ヒトＩｇＧ
１）をＦ(ａｂ)１２のコントロールとして用いた。マウスｍＡｂの結合はＦＩＴＣ-複合
Ｆ(ａｂ’)２ヤギ抗-マウスＩｇＥ（１０μｇ／ｍｌ）で検出した。ヒト化ｍＡｂ結合は
ＦＩＴＣ-複合Ｆ(ａｂ’)２ヤギ抗-ヒトＩｇＧ（５０μｇ／ｍｌ）で検出したが、これら
は、ＩｇＥとの交差反応性を最小にするため、ＩｇＥカラムから精製したものである。結
果を図４に記載する。
【０１９６】
マウス及びヒト化Ｆ(ａｂ’)のコンピュータグラフィクスモデル：
図１のＦ(ａｂ)ＶＬ及びＶＨドメインの配列を用い、マウスＭａＥ１１ＶＬ－ＶＨドメイ
ンのコンピュータグラフィクスモデルを構築した。このモデルは、引き続き、何れのフレ
ームワーク残基をＦ(ａｂ)-２の生成をもたらすヒト化抗体に組み込むべき化を決定する
のに用いた。また、ヒト化変異体のモデルは、マウスのフレームワーク残基の正しい選択
を正当化するために構築された。モデルの構築は、Carterら (1992), Proc. Natl. Acad.
 Sci. USA 89: 4285; Eigenbrot, C.ら (1993), J. Mol Biol. 229: 969に記載されたよ
うに実施した。
【０１９７】
結果
ヒト化ＭａＥ１１抗体の設計：
　ヒト化抗体のこの実験は、ヒトのコンセンサス配列を用いた。これは、対象とするマウ
スＩｇに最も近いヒト配列を用いていた他のヒト化技術とは対照的である。Shearman, C.
W.ら(1991), J. Immunol. 147: 4366; Kettleborough, C.A.ら (1991), Protein Eng. 4:
 773; Tempest, P.R.ら (1991), Biotechnology 9: 266; Co, M.S.ら(1991), Proc. Natl
. Acad. Sci. USA 88: 2869; Routledge, E.G. (1991), Eur. J. Immunol. 21: 2717。こ
のヒトコンセンサス配列は、Kabatら(1991), Sequences of Proteins of Immunological 
Interest, 5 ed., National Institute of Health, Bethesda, MDにおいて決定されたヒ
トＶＨサブグループＩＩＩ及びＶＬκサブグループＩに基づくフレームワークからなる。
Ｆ(ａｂ)-１は、上記のKabatにより決定された６つのＣＤＲを、ヒトＩｇＧ１フレームワ
ークにグラフトすることにより生成した。全てのフレームワーク残基は、ヒトとして維持
した。この変異体は、直鎖”ＣＤＲスワップ”と記載するのが最も良いであろう。Ｆ(ａ
ｂ)-１は、検出できる、ＩｇＥのレセプターへの結合の阻害を示さなかった（表３）。こ
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のような”ＣＤＲスワップ”変異体が、その抗原に結合しないことは既に報告されている
。Carterら、上記；Tempestら、上記。表３にはＦ(ａｂ)-１の正確な配列は記載されてい
ないが、この配列が、対応するヒト残基に対する置換ＭａＥ１１マウスKabatＣＤＲ残基
（括弧内に示す）によって推測することができることに注意すべきである。図１は、右手
及び左手の括弧によってKabatＣＤＲを示すが、ChothiaＣＤＲは下線で示す。
【０１９８】
　解釈を助けて混乱を抑制するために、ヒト残基は通常書体で、マウス残基は斜体字で記
載した。残基の置換基が示された場合、第１の残基は置換され、第２は挿入され、そして
数は天然配列のKabat表示である。
　Ｆ(ａｂ)-２変異体は、分子モデル化に基づく。この分子において、幾つかのマウスフ
レームワーク残基がヒトフレームワークに組み込まれた。Ｆ(ａｂ)-２において、上掲のK
abatらによって与えられたＣＤＲの定義（種間の配列可変性に基づく）が、ＣＤＲ-Ｈ１
及びＣＤＲ-Ｈ２を除いて使用された。
　配列可変性（Kabatら）に基づくＣＤＲ-Ｈ１の定義は、抗体－抗原複合体の結晶学的研
究（Chothiら）に基づくものとの間で顕著に異なる（図１）。従って、ＣＤＲ-Ｈ１は両
方の定義、すなわちヒト残基２６－３５を含むように再定義した。
【０１９９】
　配列可変性（Kabatら）に基づくＣＤＲ-Ｈ２の定義は、抗体－抗原結晶構造（Chothiら
）に基づくものより多くの残基を含んでいる［図１参照：KabatＣＤＲは括弧により、Cho
thiaは下線より定義した］。抗体ヒト残基６０－６５に接触する抗体－抗原を示した結晶
構造は見出せなかったので、ＣＤＲ-Ｈ２を修飾して両方の定義のハイブリッド、例えば
ヒト残基５０－５８を含むように修飾した。その結果、Ｆ(ａｂ)-２において、Ｆ(ａｂ)-
１に比較して短いバージョンのＣＤＲ-Ｈ２を用いた。
　結果として、最小量の電荷でＦ(ａｂ)-２がヒトからマウス残基まで生成され、それら
は結合を維持するのに必要とされると思われた。埋め込まれた残基のＣＤＲのコンホメー
ションへの影響を試験し、並びに、重要なフレームワーク残基の分子モデル化の予測可能
な効果を評価し、他の興味深い残基を試験するために、さらに１０の変異体を生成した。
【０２００】
　埋め込まれた残基のＣＤＲコンホメーションへの影響を試験するために、マウス残基を
ヒトのものに戻したＦ(ａｂ)-３からＦ(ａｂ)-７を構築した。表４に（Ｆ（ａｂ）-３及
びＦ(ａｂ)-４によって）示すように、ＶＬ４及びＶＬ３３における側鎖は、ヒト化抗体
の結合及びおそらくＣＤＲ-Ｌ１のコンホメーションに最小の効果を有する。
　モデル化は、フレームワーク残基ＶＨ２４がＣＤＲ-Ｌ１コンホメーションに影響し、
ＶＨ３７がＶＨ－ＶＨ界面に影響しうることを示唆した。しかしながら、ヒト残基のＶＨ
２４［Ｆ(ａｂ)-５］またはＶＨ３７［Ｆ(ａｂ)-７］への置換は、結合の最小の抑制を示
した。これに対して、フレームワーク位置ＶＨ７８におけるマウスＰｈｅのヒトＬｅｕ［
Ｆ(ａｂ)-６］への置換は、結合のかなりの抑制を生じた。モデルは、この残基がＣＤＲ-
Ｈ１及び／またはＣＤＲ-Ｈ２のコンホメーションに影響していることを示唆した。
【０２０１】
　Ｆ(ａｂ)-９からＦ(ａｂ)-１２を、ヒト残基のマウスでの置換で試験した。これら４つ
の変異体全ては、Ｆ(ａｂ)-２に比較してかなりの結合性の向上を示した（表３、４及び
図３参照）。Ｆ(ａｂ)-２により５倍向上した結合性を示すＦ(ａｂ)-９において、(Kabat
ら、上記で定義された)ＣＤＲ-Ｈ２における２つの残基を、マウス残基：Ａｌａ ＶＨ６
０ Ａｓｎ及びＡｓｐ Ｈ６１ Ｐｒｏに換えた。Ｐｒｏ置換は、ＣＤＲ-Ｈ２コンホメーシ
ョン及び／または剛性を変化させ、Ａｓｎ Ｈ６０は、ＶＬ－ＶＨ界面に予め埋め込まれ
、Ａｓｐ ＶＬ１と相互作用可能である。
　Ｆ(ａｂ)-２に比較してかなり向上した結合性を示すＦ(ａｂ)-１０は、ＶＬ及びＶＨド
メインの両方に埋め込まれた（フリーなアミノ酸の５％未満のアクセス可能な表面領域を
持つ残基と定義された）全ての残基がマウスＭａＥ１１のものである変異体である。要す
るに、Ｆ(ａｂ)-１０は、ＶＨ及びＶＬにおいて唯一露出された、非-ＣＤＲ残基がヒト残
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【０２０２】
　Ｆ(ａｂ)-１０の向上した結合性が１又は幾つかの残基によるものか否かを決定するた
めに、変異体Ｆ(ａｂ)-１１及びＦ(ａｂ)-１２を生成した。Ｆ(ａｂ)-２ではなく、Ｆ(ａ
ｂ)-９をこれらの変異体を調製するためのベーステンプレートとして用いたが、これは５
倍向上した結合性を示すからである。モデル化は、ＶＨ６３及びＶＨ６７の側鎖がＣＤＲ
-Ｈ２のコンホメーションに影響しうることを示唆した。ＶＨ６３は、Kabatら、上記に定
義されたＣＨＲ-Ｈ２の一部であるが、Chothiaら、上記に定義されたものではないと考え
られる。ＶＨ６７は、両方の定義のフレームワーク残基であると考えられる。Ｆ(ａｂ)-
１１において、ＶＨ６３及びＶＨ６７は、各々マウス残基Ｌｅｕ及びＩｌｅであった。Ｆ
(ａｂ)-１２において、ＶＨ６７のみがマウスＩｌｅに換えられた。
【０２０３】
　両方の可溶性レセプター（表４）及び細胞ベースのアッセイ（表４、図３）において、
変異体Ｆ(ａｂ)-１１及びＦ(ａｂ)-１２の両方が、少なくともＦ(ａｂ)-１０と同等に良
好で、Ｆ(ａｂ)-９より良い結合性を示した。このことは、Ｆ(ａｂ)-１０の向上した結合
性が、マウス残基内部のＶＨドメインの再パッキングではなく、単一の残基ＶＨ６７の影
響によるものであることを示唆している。
　ヒトＶＬ５５残基ＧｌｕをマウスＧｌｙに置換し、ＶＬ５７においてＧｌｙのＧｌｕへ
の同様の置換をすることによりＦ(ａｂ)-８を構築した。Ｆ(ａｂ)-２はヒト残基を用いた
が、Ｆ(ａｂ)-８は、これらの位置でマウス残基を用いた。表３に簡潔にまとめたように
、これらの残基の置換はレセプター結合に何ら衝撃を与えない。
【０２０４】
表３
ヒト化Ｍａｅ１１変異体
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(a)マウス残基は斜体字で記載し；残基番号はKabatらに従った。
(b)３つの可溶性レセプターアッセイの平均及び標準偏差。
(c)F(ab)X/F(ab)-2比＞16は、この変異体が用いた最も高いF(ab)濃度においても結合性を
示さなかったことを意味する。
　マウスＭａＥ１１に最も近い結合性を有すると決定されたＦ(ａｂ)変異体、即ち、Ｆ(
ａｂ)-２、Ｆ(ａｂ)-９、Ｆ(ａｂ)-１０及びＦ(ａｂ)-１２を、全長ＩｇＧ１分子の生成
に用いた。変異体Ｆ(ａｂ)-２またはＭａＥ１１に比較したこれらの分子の結合性は、Ｆ(
ａｂ)フラグメントで示された結合性に匹敵するものであった。これらの結果を表４に示
す。
【０２０５】
表４
ヒト化ＭａＥ１１ ＩｇＧ１変異体
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【０２０６】
ＭａＥ１１のＩｇＥ-担持ＦｃεＲＩへの結合：
　マウスＭａＥ１１は、フリーなＩｇＥのマスト細胞上のＦｃεＲＩへの結合を妨害する
が、ＩｇＥ-担持ＦｃεＲＩへの結合によるヒスタミン放出はトリガーしない。図４に示
すように、マウスＭａＥ１１及びヒト化変異体１２（ＩｇＧ１－１２）の両方、並びにネ
ガティブアイソタイプコントロール抗体ＭＯＰＣ２１及びネガティブアイソタイプコント
ロールヒト化４Ｄ５（Carterら、上記）は、ＣＨＯ ３Ｄ１０細胞上のＩｇＥ-担持Ｆｃε
ＲＩに結合しなかった。これに対して、ＩｇＥには結合するがＩｇＥのＦｃεＲＩへの結
合を防止しないマウスＭａＥ１抗体は、ＩｇＥ-担持ＦｃεＲＩに結合した。ヒトＩｇＧ
１コントロール（ヒト化４Ｄ５）とは異なり、マウスＩｇＧ１アイソタイプ（ＭＯＰＣ２
１と表現）は、これらの細胞に約１０％の非特異的なバックグラウンド結合を示した。Ｍ
ａＥ１１は、ＭＯＰＣ２１コントロールの上方に染色を与えず、ヒト化変異体１２は、ヒ
ト化４Ｄ５コントロールの上方に染色を与えなかった（図４）。
【０２０７】
ＩｇＥ結合に重要なＣＤＲ残基の部分的アラニンスキャンニング：
　ＭａＥ１１ＣＤＲの配列は、荷電した残基が優勢であることを示す（図１）。ＣＤＲ-
Ｌ１は３つのＡｓｐ残基を含むが、ＣＤＲ-Ｌ３はＨｉｓ、Ｇｌｕ及びＡｓｐを有する。
ＣＤＲ-Ｈ３は、３つのＨｉｓ残基を有する。マウス及びヒト化ＭａＥ１１のモデルは、
これら荷電残基の全てが空間的に接近していることを示した（図示せず）。これに対して
、ＣＤＲ-Ｈ２のＡｓｐ５４のみは、他の荷電残基と空間的に離間していた。アラニンは
、部位指向性突然変異（Kunkel, T.A. (1985), Proc. natl. Acad. Sci. USA 82: 488）
によって、これらの荷電残基の各々に置換されて変異体を生成した。ＣＤＲ-Ｌ１におい
て、３つのＡｓｐ残基の１つ、Ａｓｐ ＶＬ３２ｂの変換は、ＩｇＥ結合を有効に低下さ
せたが［Ｆ(ａｂ)-１６；表５］、他のＡｓｐ残基の置換は最小の効果しか持たなかった
［Ｆ(ａｂ)-１４；Ｆ(ａｂ)-１５］。ＣＤＲ-Ｌ３においてＧｌｕ ＶＬ９３及びＡｓｐ 
ＶＬ９４を同時にアラニンに変換すると［Ｆ(ａｂ)-１７；表５］、結合性は低下したが
、ＶＬ３２における置換とは程度が異なっていた。ＣＤＲ-Ｈ３における３つのＨｉｓ残
基を個々にＡｌａに置換すると、僅かに向上した結合性［Ｆ(ａｂ)-２１］、または結合
性の１／３への低下［Ｆ(ａｂ)-２０及びＦ(ａｂ)-２２］のいずれかとなった。しかし、
３つのＨｉｓを同時に置換すると結合性が無くなった［Ｆ(ａｂ)-１９］。荷電残基がＩ
ｇＥへの直接結合に含まれるのか、あるいは、各々のＣＤＲに幾分のコンホメーション的
安定性を与えるのかを決定するのは容易ではないが、変異体Ｆ(ａｂ)-１３からＦ(ａｂ)-
２０は、ＣＤＲ-Ｌ１及びＣＤＲ-Ｈ３がＩｇＥ結合における重要な決定基であることを示
した。
【０２０８】
表5
ヒト化M a e l l　F ( a b ) C D R残基変異体
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(a)マウス残基は斜体字で記載し；残基番号はKabatらに従った。
(b)３つの可溶性レセプターアッセイの平均及び標準偏差。
(c)F(ab)X/F(ab)-2比＞16は、この変異体が用いた最も高いF(ab)濃度においても結合性を
示さなかったことを意味する。
【０２０９】
まとめと結論
　ＭａＥ１１からの機能的、ヒト化マウス抗ＩｇＥ抗体の生成は、幾つかのマウスフレー
ムワーク残基のヒトフレームワークへの置換を含む。さらに、荷電したＣＤＲ残基のマッ
ピングは、これらの中に抗体－ＩｇＥ相互作用において重要なものがあることを示した。
　以前の研究（Carterら,上記; Shearman, C.W.ら (1991), J. Immunol. 147: 4366; Ket
tleborough, C.A.ら(1991), Protein Eng. 4: 773; Tempest, P.R. (1991), Biotechnolo
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gy 9: 266）と一致して、変異体Ｆ(ａｂ)-１からＦ(ａｂ)-１２は、フレームワーク残基
が抗体機能に重大な効力を有し得ることを示す。これは、６つのマウスＣＤＲのみがヒト
フレームワーク残基に移植された直鎖ＣＤＲスワップであるＦ(ａｂ)-１を考えるときに
特に強調される。この説明はＣＤＲ-Ｈ２も含む。位置ＶＨ６３及びＶＨ６７に埋め込ま
れた疎水性残基は、ＣＤＲ-Ｈ２のコンホメーションに影響しうる。変異体は、位置ＶＨ
６３及びＶＨ６７における４つの組み合わせ、即ち、マウスＬｅｕとＩｌｅ、各々［Ｍａ
Ｅ１１とＦ(ａｂ)-１１］、ＶａｌとＰｈｅ［Ｆ(ａｂ)-２］、ＬｅｕとＰｈｅ[Ｆ(ａｂ)-
１]及びＶａｌとＩｌｅ［Ｆ(ａｂ)-１２］を含んで生成された。これら４つの変異体の結
合データからの明確な推論は、重要な残基がＶＨ６７であり、マウスＭａＥ１１に匹敵す
る親和性を与えるにはマウスＩｌｅでなければならないことを示している。Ｆ(ａｂ)-１
において、この残基はヒトＰｈｅであった。
【０２１０】
　［Ｆ(ａｂ)-２に比較して］ヒトとして維持されたＦ(ａｂ)-１の１２残基のうち、８つ
を、他の変異体において別々にマウスに変換した。３つの変化：ＶＬ４［Ｆ(ａｂ)-４］
；ＶＬ５５及びＶＬ５７［Ｆ(ａｂ)-８］は、結合性に影響しなかった。２つの残基置換
：ＶＨ６０及びＶＨ６１［Ｆ(ａｂ)-９］は結合性を向上させたが、３つＶＨ２４［Ｆ(ａ
ｂ)-５］；ＶＨ３７［Ｆ(ａｂ)-７］及びＶＨ７８［Ｆ(ａｂ)-６］は結合性を低下させた
。
　変異体Ｆ(ａｂ)-１０は、マウス抗体免疫原性が露出されたフレームワーク残基のみを
換えることにより抑制できることを提唱したPadlan（Padlan, E.A. (1991), Mol Immunol
. 28: 489）によって示唆された仮説で設計された。この変異体において、疎水性はＶＬ
及びＶＨドメイン両方の内部であり、言い換えれば、この変異体は、ＶＬ及びＶＨの露出
されたフレームワーク残基のみがヒト配列に変換されたマウスＭａＥ１１である。Ｆ(ａ
ｂ)-１０はマウスＭａＥ１１と近い結合性を示すが、単一のアミノ酸ドメイン、ＶＨ６７
におけるヒトからマウスへの変換は、結合性において同等の向上をもたらした［Ｆ(ａｂ)
-１２、ＩｇＧ１-１２］。
【０２１１】
　マウスＭａＥ１１に匹敵する結合性を示し、最も少ない電荷を必要とするヒト化変異体
は、Ｆ(ａｂ)-１２であった。この変異体は、５つのヒトフレームワーク残基のみをマウ
スに置換したものである（ＶＬ４、ＶＨ２４、ＶＨ３７、ＶＨ６７及びＶＨ７８）。これ
らの残基の４つは、分子モデル化で決定した。５番目のＶＨ６７、並びにＣＤＲ-Ｈ２残
基ＶＨ６０及びＶＨ６１は、分子モデル化を用いて、最初の変異体Ｆ(ａｂ)-２の結合性
を向上させるために含まれていた。
【０２１２】
実施例３
ヒスタミン放出アッセイ
序文：
　これは、抗体のアレルゲン-感受性ＲＢＬ４８細胞からのヒスタミン放出をブロックす
る能力に基づいて、組み換えヒト化モノクローナル抗ＩｇＥ抗体の生物学的活性を定量的
に測定するラットのマスト細胞ヒスタミンアッセイ（ＲＭＣＨＡ）である。さらに、この
測定法は、ヒトの体内に似た生理学的条件下で行われる。ＲＢＬ４８細胞系は、高親和性
ヒトＩｇＥレセプター（ＦｃεＲＩ）のα-サブユニットで逐次形質転換された親ラット
マスト細胞系ＲＢＬ２Ｈ３から誘導される。Gilfillan A.M.ら, J. Immunol. 149(7): 24
45-2451 (1992)。
【０２１３】
方法：
　ＲＢＬ４８細胞（Gilfillanら、上記）は、加湿した５％ＣＯ２インキュベータ（Fisch
er, モデル#610）内のＴ１７５組織培養フラスコ（Falcon, #3028）中で、１０％ウシ胎
児血清、２ｍＭグルタミン、及び５００μｇ／ｍｌの活性ゼラチン（Gibco, #860-1811）
を添加したｓＩＭＤＭ、Iscoveの変性ダルベッコ媒質中、３７℃で成長させた。細胞を、
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ＰＢＳ／０．０５％、トリプシン／０．５３ｍＭＥＤＴＡの溶液４ｍＬに３７℃で２分間
さらして収穫した後、遠心分離（４００ｘｇ、１０分）し、新鮮なｓＩＭＤＭに再懸濁し
た。懸濁物中の細胞をヘモサイトメータ（Reichert-Jung）で数え、密度を０．４×１０
６細胞／ｍｌに調整した。次いで、細胞を、９６ウェルのＵ字型組織培養プレート（Linb
ro）の内側の６０ウェルに、１００μｌ／ウェル（ウェル当たり４０，０００細胞）で播
種し、加湿した５％ＣＯ２インキュベータ内で、３７℃において２４時間培養した。（吸
引を介して）２００μｌ／ウェルのｓＩＭＤＭで１回洗浄した後、細胞を、ブタクサ(rag
weed)-特異的ＩｇＥ（ＲＳＩｇＥ、１０ｎｇ／ｍｌ、２３．４８ｎｇ／ｍｌトータルＩｇ
Ｅ、１．４３％ブタクサ-特異的ヒト血漿、North American Biological, ロット#42-3650
54）を含む９０μｌ／ウェルのアッセイ希釈溶液（ｓＩＭＤＭ；３Ｕ／ｍｌＮａ-ヘパリ
ン）とともに３０分間プレインキュベートした。
　プレインキュベーション時間の後、抗ＩｇＥ抗体(アッセイ希釈剤で希釈、０．０６－
３９．４μｇ／ｍｌ)またはアッセイ希釈液(全ヒスタミン放出、バックグラウンド、及び
ブタクサ対照に対して)のいずれか１０μｌ／ウェルを細胞に添加し、プレートを、イン
キュベータ内で５％ＣＯ２中３７℃で２４時間インキュベートした。インキュベーション
の後、細胞を吸引し、２００μｌ／ウェルのｓＩＭＤＭで３回洗浄した。洗浄に続いて、
細胞を、（１）０．５％ｔｒｉｔｏｎ溶液（全ヒスタミン放出用）、（２）ヒスタミン放
出緩衝液（ＨＲＢ、５０％Ｄ２Ｏ、０．８％ＮａＣｌ、１．３ｍＭＣａＣｌ２、ｓＩＭＤ
Ｍ）、または（３）ブタクサ抗原（ＨＲＢ中のＮＩＨ＃A-601-903A-185、０．１μｇ／ｍ
ｌ）のいずれか１００μｌ／ウェルとともに３７℃で３０分間インキュベートし、氷上に
移すことにより反応を停止させた（１００％Ｄ２Ｏ＝１００％Ｄ２Ｏ、０．８％ＮａＣｌ
、１．３ｍＭＣａＣｌ２）。
【０２１４】
　プレートを４℃において９００ｘｇ（２４６０ｒｐｍ）で５分間遠心分離し、上清を収
穫し、ヒスタミン酵素免疫アッセイキット（Immunotech #1153）を用いるヒスタミン測定
のためにＰＢＳ中に１／８０（ヒスタミン放出コントロール用にＰＢＳ中１／１０００）
に希釈した。上清（１００μｌ／ウェル）をアシル化パウダーを含むアシル化チューブ（
キット内）に移し、５０μｌのアシル化緩衝液（キット内）と３０分間室温で反応させた
。アシル化したヒスタミン（５０μｌ／ウェル）は、次いで複合プレート（キット内）に
移し、２００μｌ／ウェルのヒスタミン-アセチルコリンステアラーゼ複合体（キット内
）とともに４℃で１８時間インキュベートした。
【０２１５】
　このインキュベーションの後、ウェルをブロットし、３００μｌ／ウェルの洗浄緩衝液
（Immunotech kit, #1153）で４回洗浄することによりリンスして未結合の複合体を除去
した。色素形成性物質（アセチルチオコリン、ジチオニトロベンゾアート、２００μｌ／
ウェル、キット内）を添加し、暗中室温で３０分間インキュベートした。停止溶液（５０
μｌ／ウェル、キット内）を添加して反応を停止し、６２０ｎｍ基準で４０５ｎｍでの吸
収を、SLT 340 ATTC プレート読み取り機で測定した。吸収強度は、（酵素免疫アッセイ
キット、AMACからの）ヒスタミン標準曲線から決定した（ｎMで表した）ヒスタミン濃度
に反比例した。全ヒスタミン放出パーセントは、ヒスタミン濃度のデータから計算し、パ
ーセント阻害は１００％－全ヒスタミン放出阻害から計算した。結果を図５に示す。
【０２１６】
概要及び結論
　抗ＩｇＥモル比対ブタクサ誘発性ヒスタミン放出のパーセント阻害のグラフは、ｅ２６
抗体のＦ(ａｂ)形態が、ｅ２５のＦ(ａｂ)形態よりも優れたブタクサ誘発性ヒスタミン放
出特性を有することを示している。Ｅ２６は、ブタクサ誘発性ヒスタミン放出を投与量に
依存する阻害を示し、半最大阻害(half-maximal inhibition)のモル比は４４：１（抗Ｉ
ｇＥ：ＲＳＩｇＥ）である。これに対して、ｅ２５は、ブタクサ誘発性ヒスタミン放出を
、極めて高いモル比においてのみ阻害する（抗ＩｇＥ：ＲＳＩｇＥ２００：１から１５５
０：１の間）。ｅ２５曲線についての半最大阻害モル比は、４００：１から５００：１と
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いて、ｅ２６分子はＲＳＩｇＥにｅ２５分子の約１０倍良好に結合する。
【０２１７】

実施例４
ファージ表示実験
序文：
　この実施例は、一価のファージ表示(display)及びえＥ２５ヒト化抗ＩｇＥ抗体から誘
導されるＦ(ａｂ)フラグメントの選択を通して生成される、特異的親和性の向上した抗Ｉ
ｇＥ抗体を記載する（Prestaら，J.Immunol.151：2623（1993））。
方法：
Ｉ．一価のＦ(ａｂ)-ファージライブラリーの構築
　幾つかのＦ(ａｂ)ライブラリーを構築した。出発ベクターとして、（ＩｓｏＡｓｐ異性
化を排除するため）ＶＬ置換Ｄ３２Ｅを含むｅ２５変異体を、バクテリオファージＭ１３
ｇ３ｐのＣ-末端ドメインに、周知の技術、例えばBassら, Proteins 8: 309 (1990)によ
って融合させた。このプラスミドは、図１０に現れるｐ４２６として知られる。第１に、
”野生型”Ｆ(ａｂ)-ファージ、ｐ４２６を、ライブラリー特異的”停止”テンプレート
の構築のためのテンプレートとして用いた。停止コドン（ＴＡＡまたはＴＧＡ）を導入す
ることにより、原分子を不活性とし、それによりバックグラウンドの影響、及び、ライブ
ラリー構築のための突然変異誘発段階でのテンプレート特異的な（ハイブリダイゼーショ
ン）バイアスを抑制した（Lowman及びWells, Methods: Comp. Methods Enzymol. 3: 205 
(1991)）。これらのテンプレートは、一本鎖のテンプレート指向性突然変異を用いて構築
し（Kunkelら, Methods Enzymol. 204: 125 (1991)）、オリゴヌクレオチドを表１０に列
挙した。
【０２１８】
　続いて、これらの停止テンプレートを、突然変異誘発の第２ラウンドに使用し、表１１
に列挙したオリゴ類を用いて、示した各ＣＤＲ領域においてライブラリーを生成した。Ｎ
ＮＳ変性コドンは、示した各ＣＤＲ領域において全２０のアミノ酸を生ずるために用いた
（ヌクレオチド塩基は一文字ＩＵＰＡＣ命名法で示す：Ｎ＝Ａ、Ｇ、ＣまたはＴ；Ｓ＝Ｇ
またはＣ）。ＮＮＳ変性コドンは、３２の異なる可能なコドンを用いて、ランダム化した
各位置に全２０のアミノ酸を生ずるために使用した。アンバー停止コドン（ＴＡＧ）は、
ここで用いるサプレッサ系、即ちｓｕｐＥサプレッサ株ＸＬ-１ブルー；Bullockら, Biot
echniques 5, 376 (1987)においてＧｌｎをコードする。重鎖抗体ドメインとファージ上
のｇ３ｐドメインとの間にアンバーコドンが存在することにより、Ｅ．ｃｏｌｉのアンバ
ーサプレッサ株においてのみファージ表示された融合タンパク質が発現できるが、Ｅ．ｃ
ｏｌｉの非-サプレッサ株においては、同じ構築物で可溶性Ｆ(ａｂ)タンパク質が得られ
る（Lowmanら Biochemistry 30: 10832 (1991); Lowman及びWells, Methods Comp. Metho
ds. Enzymol. 3: 205 (1991); Hoogenboomら, Nucl. Acids Res. 19: 4133 (1991)）。し
かしながら、他のＥ．ｃｏｌｉファージ発現系における他の停止コドンは、当業者には明
らかである。
　ランダム突然変異誘発反応の産物は、エレクトロポレーションによってＥ．ｃｏｌｉ細
胞（Stratagene, XL-1 Blue）に形質転換し、Ｍ１３Ｋ０７ヘルパーファージとともに３
７℃で終夜成長させることにより増幅した（Vierra及びMessing, Methods Enzymol. 153:
 (1987)）。
【０２１９】
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【０２２０】

ＩＩ．ファージ結合選択：
　Ｆ(ａｂ)変異体を表現するファージ粒子の親和性選択のために、Ｅ．ｃｏｌｉ培地上清
から塩化ナトリウム／ポリエチレングリコール（ＮａＣｌ／ＰＥＧ）沈降によりファージ
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を調製した。このファージをＰＢＳ緩衝液に懸濁し、次いで０．０５％のＴｗｅｅｎＴＭ

-２０を含むウマ血清（カタログ番号A-3311-D, Hyclone, Logan, UT）中に希釈し、同様
に非-表示ファージをネガティブコントロールとした。ポジティブコントロールとして、
”野生型”ｅ４２６Ｆ(ａｂ)-ファージを非-表示ファージと混合し、モック選択を施した
。
【０２２１】
　Maxisorp９６ウェルプラスチックプレート（Nunc）を、５０ｍＭ炭酸ナトリウム緩衝液
、ｐＨ９．６中の２μｇ／ｍｌのＩｇＥ（ヒトＩｇＥ、Genentechロット#9957-36）で、
４℃において終夜コートした。次いで、ＩｇＥ溶液を除去し、プレートをウマ血清のブロ
ッキング溶液（ＴｗｅｅｎＴＭ-２０無し）とともに、室温で２時間インキュベートした
。
　ブロッキング溶液を除去し、プレート上においてファージ溶液を室温で１時間インキュ
ベートした。その後、ファージ溶液を除去し、プレートをＰＢＳ／ＴｗｅｅｎＴＭ-２０
（０．０５％）緩衝液で１０回洗浄した。ウェルをＰＢＳ／Ｔｗｅｅｎで満たし、さらに
１０分間インキュベートし、その後再びプレートを１０回洗浄した。
　プレートに結合したままのＦ(ａｂ)-ファージを、Ｔｒｉｓ-ＨＣｌで中性化した２０ｍ
ＭのＨＣｌ、ｐＨ８で溶離し、上記のヘルパーファージで成長させた。ファージのアリコ
ートを順次希釈し、新鮮なＸＬ-１ブルー細胞と混合し、適当な抗生プレートにプレート
し、Ｆ(ａｂ)-表示（カルベニシリン耐性；ＣＦＵａ）または非-表示（クロロアンフェニ
コール耐性；ＣＦＵｃ）の溶離されたファージのＣＦＵ（コロニー形成単位）の数を数え
た。各ラウンドにおける非-表示ファージに対するＦ(ａｂ)-表示の富化（Ｅｍｕｔ）を、
溶離プールでの（ＣＦＵａ／ＣＦＵｃ）を最初のプールでの（ＣＦＵａ／ＣＦＵｃ）で除
することにより計算した。野生型コントロールファージについての富化（Ｅｗｔ）を同様
にして計算した。
【０２２２】
　親和性選択の次のラウンドは、最初の１０回の洗浄に続くインキュベーション時間を各
ラウンド毎に増大させた以外は、上記のようにして実施した。緊縮条件を増大させてゆく
ラウンドからラウンドへのファージ選択の効率を比較するため、各ラウンドの富化係数を
野生型コントロールに規格化した。各プールについての結合富化の野生型に対する比率（
Ｅｍｕｔ／Ｅｗｔ）を図６に示す。平衡においては高親和性変異体フラクションの方が低
親和性変異体より多くＩｇＥプレートに結合するので、高親和性の変異体をより効率的に
回収しなけらばならず、従って、より大きな相対的富化を表示する。確かに、ＶＬ１ライ
ブラリーは、５－６ラウンドの選択の後、野生型の約１０倍まで大きな相対的富化まで順
次向上する相対的富化を示した。この測定により、ＶＬ１ライブラリーは、ＶＨ３ライブ
ラリーよりも、野生型に対して大きな親和性の向上を示した。これら２つのＣＤＲライブ
ラリーの組の間の結果のばらつきは、ＶＬ１による抗体結合へのより大きなエネルギー的
寄与を反映しているとも言い得る。逆に、ｅ２５のＶＨ３ ＣＤＲは、既にＶＬ１ ＣＤＲ
より最適なＩｇＥ結合に近く、そのために、側鎖置換機を介してＶＬ１が寄与する結合相
互作用における相対的向上をより大きくしていると考えられる。
【０２２３】
　ＤＮＡ配列は、最初のＶＬ ＣＤＲ１ライブラリー（ランダム化位置２７，２８、３９
及び３１）からの最大のＦ(ａｂ)-ファージ変異体が、野生型残基Ｄ３０、及び好ましく
は変異したＹ３１Ｇを保持していることを示した（表１５、ここで、ラウンド３からのク
ローンは２１２-３.ｘで示し、ラウンド６からのもの２１２-６.ｘで示した）。Ｑ２７及
びＳ２８の位置に種々の置換が見られるが、６ラウンドの選択後のファージプールでは、
Ｑ２７Ｋ及びＳ２８Ｐを含むクローンが優勢であった。このクローンは、好ましい残基Ｄ
３０及びＧ３１も含み、この側鎖の組み合わせがＩｇＥ結合に最適であることを示唆して
いる。
【０２２４】
　第２のＶＬ ＣＤＲ１ライブラリ（ランダム化位置３０、３１、３２及び３４）におい
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て、殆どの選択物がＤ３０及びＥ３２に野生型残基を保持しており；配列されたクローン
の中にのみ野生型Ｄ３４が観察された。このライブラリ－では、Ｙ３１において種々の型
の残基が観察された。さらに、２つのクローン、２１３-６.７及び２１３-６.８に偽性突
然変異、Ｇ３３Ｓが観察された（表１５）。
　３ラウンドの選択後のＶＨ ＣＤＲ３ライブラリーからのクローンの配列分析は、この
ライブラリーが、実質的に単一のクローン、即ち、１０１－１０３の位置に野生型残基を
持ち、置換基Ｈ１０５Ｔ及びＨ１０７Ｙを持つ２１４-３.１に変換されたことを示した（
表１５）。
【０２２５】
ＩＶ．選択されたＦ(ａｂ)クローンのファージ-ＥＬＩＳＡアッセイ
　ファージ-結合選択の結果を評価するために、ファージをＥ．ｃｏｌｉＸＬ-１ブルー細
胞中に形質転換し、液体培地中で成長させるか、抗生物質含有プレート上にプレートした
。競合的-ファージ-ＥＬＩＳＡ（Cunninghamら, EMBO J. 13: 2508 (1994); Lowman, Cha
pter 24, in Methods in Molecular Biology, vol.87, S. Cabilly(ed.), Humana Press 
Inc., Totawa, NJ (1997)）による配列及び結合アッセイのために、これらのプレートか
らクローンをランダムに取った。
【０２２６】
　相対的ＩｇＥ結合親和性を評価するために、ファージを上記の様にＩｇＥでコートした
プレート上で滴定して表示されたＦ(ａｂ)濃度を規格化した。ファージは、順次希釈した
ＩｇＥとプレミックスし、次いでＩｇＥコートしたプレートに添加し、室温で１時間イン
キュベートした。次いで、プレートをＰＢＳ／Ｔｗｅｅｍで１０回洗浄し、セイヨウワサ
ビペルオキシダーゼのヤギ-抗-ウサギ複合体を混合したウサギ抗-ファージ抗体溶液を添
加した。室温で１時間インキュベートした後、プレートを色素生成物質、ｏ-フェニレン
ジアミン（Sigma）で発色させた。１／２容量の２．５ＭのＨ２ＳＯ４を添加して反応を
停止させた。４９０ｎｍにおける吸光度を分光分析プレートリーダーで測定した。各変異
体のＩＣ５０を、各データ組への４-パラメータのカーブフィッティングにより決定した
（Lowman, Methods in Mol. Biol.,上記）。各クローンファージ変異体の相対的結合親和
性は、そのＩＣ５０の、最初のファージｅ４２６に対する比率として定義した（表１５－
１６）。
【０２２７】
　幾つかの場合、与えられた選択のラウンドからのファージプールをフロー(en masse)で
試験し、ＩｇＥに対する集団の平均相対親和性（ＩＣ５０(ｗｔ)／ＩＣ５０(変異体)）を
見積もった。例えば、ＶＬ ＣＤＲ１ライブラリー、残基３２、３３、３５及び３７は、
５ラウンドの選択の後にｅ４２６に対して３．６倍の親和性の向上しか示さなかったにも
かかわらず、このライブラリーの親変異体（ｅ２６）は２５倍の向上した親和性を示した
。従って、これら特別な残基のＶＬ-ＣＤＲ１ライブラリーは、更に精製しなかった。一
方、ＶＨ ＣＤＲ２ファージプールは、その親ｅ４２６ファージより６．２倍向上した親
和性を示した。
【０２２８】
　また、ファージライブラリーは、ＣＤＲドメインＶＬ ＣＤＲ２、残基５４－５７及び
ＶＬ ＣＤＲ３、残基９６－９８，９９及び１００でも生成した。しかし、これらの位置
のアミノ酸置換は、ｅ４２６を越える富化を生じなかった。ＶＨ ＣＤＲ１、残基２６－
３０について生成したファージライブラリーも、ｅ２６を越える富化を生じず、汚染ｅ２
６-ファージが優勢であることがわかった。このことは、最初のライブラリーに、ｅ２６
より高い親和性の変異体が無いことを示唆している。
【０２２９】
　ＣＤＲドメインＶＬ ＣＤＲ１、残基２７，２８、３０、３１、３２、３４、並びにＶ
Ｈ ＣＤＲ１、残基１０１、１０２、１０３、１０５及び１０７のファージライブラリを
、表１５に報告するが、ＶＨ ＣＤＲ２は表１６に報告する。表１５及び１６において、
ｅ２６より適度に大きな親和性を示さなかったクローンライブラリーは、さらに精製する
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【０２３０】
表１５
I g E結合選択からのF ( a b )-ファージクローン類
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【０２３１】
表１６
VH CDR2ファージクローン類

【０２３２】
Ｖ．ファージスクリーニングからの組み合わせ突然変異
　タンパク質内の異なる部位での突然変異は、タンパク質機能に付加的効果を示すことが
多い（Wells, Biochemistry 29: 8509 (1990)）。従って、上記の最初のファージライブ
ラリーからの幾つかの突然変異を、ＩｇＥへの結合性を向上させるために組み合わせた。
　抗ＩｇＥ抗体の免疫原性の増大の可能性を抑制するために、Ｅ-２５からの突然変異の
割合を最小にする必要があった。その結果、個々に測定したとき最も高い親和性の向上を
示したファージ変異体からの突然変異のみを用いた。さらに、与えられたファージクロー
ンが観察される頻度を、発現レベル及び／または蛋白質分解安定性に関連づけることがで
きる（Lowman及びWells, 1991,上記）。ＶＬ１ライブラリー、２１２-６.７、ｅ２６とも
命名される、からの一つの特別なクローンを選択したが、これは、ファージ-ＥＬＩＳＡ
アッセイにおいてｅ４２６に対して２５倍の向上した親和性を示したからである。
【０２３３】
　またＶＨ ＣＤＲ２ライブラリーは、ｅ４２６を越える向上した親和性を示したが、そ
のような向上は、プールしたファージについて測定すると、６．２倍のみと測定された。
プールされたファージの親和性は、全ての成員個々に測定しなくても、プールの成員の少
なくとも幾つかの向上した親和性を示した。また、プールされたファージを用いることは
、与えられたラウンドの後に、どれだけの親和性向上が見られるか、及び、親和性選択を
続けるべきか否かを決定することを可能にする（即ち、プールの親和性が最大に到達すれ
ば、続くラウンドがさらなる富化を与えるとは思われない）。このように、プールされた
親和性データを用いることは、有用性の高いスクリーニング手段である。
【０２３４】
　ＶＨ ＣＤＲ２ループは、結晶構造においても分子モデルにおいてもＶＬ ＣＤＲ１ルー
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プとは離間しているので、ＶＨ ＣＤＲ２領域における突然変異が、ＶＬ ＣＤＲ１におけ
るものに付加的に機能し得ることは明らかである。しかし、これらの突然変異の幾つかの
組み合わせは、それにも関わらず両立しないので、我々は、４つの異なる組み合わせ突然
変異：ｅ２６のクローン２３５-５.１、２３５-５.２、２３５-５.３、及び２３５-５.４
（表１７）に見られる突然変異との組み合わせを試験した。これらの構築物は、テンプレ
ートとしてのｅ２６Ｆ(ａｂ)-ファージとともに、ＶＨ２突然変異をコードする変異性オ
リゴ類を用いて、Kunkel突然変異誘発によってなされた（Kunkelら, Methods Enzymol. 2
04: 125 (1991)）。
【０２３５】
　ｅ２６におけるＶＬ ＣＤＲ１突然変異とクローン２３５-５.１、２３５-５.２、２３
５-５.３、及び２３５-５.４におけるＶＨ ＣＤＲ２突然変異の組み合わせからの最終的
な変異体を比較するために、ファージ-ＥＬＩＳＡアッセイ（Lowman, Methods in Molecu
lar Biology, vol. 87, Cabilly (ed.)，Humana　Press Inc.，Totawa，NJ(1997)）を用
いた。可溶性Ｆ(ａｂ)タンパク質も調製し、ビオチン-ＩｇＥプレートアッセイにおいて
比較し、以下の表１７及び図１７で報告する。
【０２３６】
表１７

【０２３７】
ＶＩ．ビオチンプレートアッセイ（ＦｃＥＲＩ-ＩｇＥキメラ競合アッセイ）
　序文：この実施例の目的は、ＩｇＥレセプターキメラでコートされたプレートに抗Ｉｇ
ＥＦ(ａｂ)及びビオチン-ＩｇＥを同時に添加した場合、固定された高親和性ＩｇＥレセ
プターＩｇＧキメラと、液相でのビオチン化ヒト化ＩｇＥへの結合について競合する抗Ｉ
ｇＥ Ｆ(ａｂ)がどのように異なるかを比較することである。抗ＩｇＥ Ｆ(ａｂ)濃度を上
昇させると、プレート上のレセプターに結合できるビオチンＩｇＥの量が減少し、その結
果、分光光度計で測定した吸光度が低下した。
【０２３８】
　Nuncのmaxisorpプレート（カタログ番号F96）を、１００μｌの１μｇ／ｍｌストック
溶液を５０ｎｍ炭酸ナトリウム緩衝液（ｐＨ９．６）中に分割した１００ｎｇ／ウェルの
ＦｃεＲ１-ＩｇＧ（Haak-Frendshoら, J. Immunol. 151, 352 (1993),(Genentechロット
#2148-74(6.4 mg/ml))で、４℃において１２から２４時間コートした。プレートをＥＬＩ
ＳＡ洗浄緩衝液（ＰＢＳ（ｐＨ７．４）中の０．０５％ポリソルベート２０（Sigma））
で３回洗浄し、２００μｌのＥＬＩＳＡアッセイ緩衝液（Ｔｒｉｓ緩衝塩水、ｐＨ４．４
５、０．５％のＲＩＡ級ウシ血清アルブミン、Sigma；０．０５％ポリソルベート２０及
び４ｍＭのＥＤＴＡを含む）とともに６０分間インキュベートしてブロックした。緩衝液
による３回の洗浄の後、初期濃度２００ｎＭで抗ＩｇＥ Ｆ(ａｂ)をアッセイ緩衝液で順
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次２倍に希釈した１００μｌを、ＥＬＩＳＡプレートに３回添加した。希釈は、Titertek
(登録商標)マルチチャンネルピペットで実施した。アッセイバッファー(１００μｌ、０
．５ｍｇ／ｍｌストックの１／５００希釈)中に入れたビオチニル化ＩｇＥを全てのウェ
ルに添加し、混合物を小軌道シェーカー（Bellco）で２５℃において６０分間インキュベ
ートした。Ｕ２６６Ｂ１骨髄腫（ＡＴＣＣ ＴＩＢ１９６）培地上清からＩｇＥを親和性
で精製し、ビオシチンヒドラジドを用いてビオチニル化した（O'Shannessyら, Immunol L
ett. 8: 273 (1984); Pierce Chemical）。サンプルを洗浄緩衝液で５回洗浄し、結合し
たＩｇＥを１００μｌのペルオキシダーゼ-複合ストレプトアビディン（Zymed）で、１：
３０００において９０分間検出した。次いで、サンプルを再度洗浄緩衝液で６回洗浄した
後、１００μｌの基質溶液（ＰＢＳ中の４００μｇ／ｍｌのｏ-フェニレンジアミン二塩
酸塩及び４ｍＭのＨ２Ｏ２）を添加し、６分間インキュベートした。次いで、４．５Ｍの
Ｈ２ＳＯ４（１００μｌ）で反応を停止させ、Uvmaxミクロプレートリーダー（Molecular
 Devices）において４９０ｎｍの吸収を読み取った。ｅ２５、ｅ２６及びｅ２７Ｆ（ａｂ
）抗体フラグメントの種々のＦ(ａｂ)濃度レベルでの吸収を図８にプロットした。
　結論：図８のプロットは、高親和性レセプターに対して、Ｅ２６及びＥ２７の両方がＥ
２５より大きな親和性を有し、Ｅ２７が最大の親和性を有することを示している。
【０２３９】
ＶＩＩ．可溶性Ｆ(ａｂ)タンパク質のＢＩＡｃｏｒｅアッセイ
　幾つかのＦ(ａｂ)フラグメントのレセプター結合親和性を、BIAcoreTM-2000表面プラズ
モン共鳴システム（BIAcore, Inc.）を用いて測定した結合及び解離速度定数から計算し
た（Lofas及びJohnson, J. Chem. Soc. Commun. 21, 1526-1528 (1990)）。バイオセンサ
ーチップは、製造者（BIAcore）の指示に従って、Ｎ-エチル-Ｎ’-(３-ジメチルアミノプ
ロピル)-カルボジイミド塩酸塩（ＥＤＣ）及びＮ-ヒドロキシスクシンイミド（ＮＨＳ）
を用いたＩｇＥの共有結合のために活性化した。ＩｇＥは、１０ｎＭの酢酸ナトリウム緩
衝液（ｐＨ４．５）中に希釈し、さらに約３０μｇ／ｍｌに希釈し、チップ上に注入して
、固定化された材料の８００～１２，４００応答単位（ＲＵ）のシグナルを得た。ＲＵの
シグナルは固定化された材料の量に比例するので、これは、マトリクス上の固定化された
ＩｇＥが０．４～６．５ｐｍｏｌ／ｃｍ２の密度範囲にあることを示す。最後に、１Ｍの
エタノールアミンをブロッキング剤として注入した。再生は４．５ＭのＭｇＣｌ２で行っ
た。
【０２４０】
　速度論的測定のために、１．５倍希釈のＦ(ａｂ)抗体フラグメントを、ＰＢＳ／Ｔｗｅ
ｅｎ緩衝液（リン酸緩衝塩水中に０．０５％Ｔｗｅｅｎ-２０）中で、２５℃において２
０μｌ／分の流速でＩｇＥチップ上に注入した［図９］。
　解離データを、１部位モデルに適合させて、ｋｏｆｆ+/-ｓ．ｄ．（測定の標準偏差）
を得た。各結合曲線について疑-一次速度定数（ｋｓ）を計算し、タンパク質濃度の価数
としてプロットしてｋｏｎ+/-ｓ．ｅ．（適合の標準誤差）を得た。Ｆａｂ：ＩｇＥ結合
の平衡解離定数、Ｋｄは、ＳＰＲ測定からｋｏｆｆ／ｋｏｎとして計算した。解離したＦ
(ａｂ)の再結合といった実験上の人為的結果無しに、観察された解離速度(off rate)は、
Ｆ(ａｂ)濃度には無関係であった。また、平衡解離定数、Ｋｄはｋｏｆｆに反比例するの
で、親和性の向上の見積りは、結合速度（ｋｏｎ）が全ての変異体について一定であると
仮定して行うことができる。解離速度を、計算した解離の半減期とともに表１８に示した
。
【０２４１】
表１８
解難定数
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【０２４２】
ＶＩＩＩ．Ｆ(ａｂ)発現及び精製
　抗ＩｇＥ Ｆ(ａｂ) Ｅ-２５（Prestaら, J. Immunol. 151: 2623-2632 (1993)）及びｐ
４２６から誘導されたファーゲミド(phagemids)における変異体（図１０）を、Ｅ．ｃｏ
ｌｉ株３４Ｂ８において発現させた。２ＹＴ媒質中のつまようじ(toothpick)培地（１０
ｍｌ）を、５０μｇ／ｍｌのカルベニシリンとともに３７℃で８時間インキュベートし、
次いで５０μｇ／ｍｌのカルベニシリンを含む１リットルの変性ＡＰ-５に移し、３７℃
で２４時間インキュベートした。培地を、４℃において、５００ｍｌボトル中、７，００
０ｒｐｍで　１５分間遠心分離した。ペレットを少なくとも３時間－２０℃で凍結させた
。各５００ｍｌのペレットを、１ｍＭのベンズアミジン（Sigma）を含む５０ｍＭのｐＨ
８．０のＴｒｉｓ中の２５％冷スクロース１２．５ｍｌ中に４℃で懸濁した。懸濁物を４
℃で３時間攪拌して可溶化させた。懸濁物を、４℃において、１８，０００ｒｐｍで１５
分間遠心分離し、上清中に発現したＦ(ａｂ)をタンパク質Ｇ（Pharmacia）アフィニティ
クロマトグラフィで精製した。カラムを、１０ｍＭのＴｒｉｓ（ｐＨ７．６）及び１ｍＭ
のＥＤＴＡ（ｐＨ８．０）の溶液で洗浄し、Ｆ(ａｂ)をカラムの２．５倍の容量の１００
ｍＭ酢酸（ｐＨ３．０）で溶離し、即座に０．５容量のｐＨ８．０の１ＭＴｒｉｓで中性
ｐＨに戻した。溶離液は濃縮し、centricon 30ミクロセントレーター(microcentrator)（
Amicon）でＰＢＳに緩衝液交換した。タンパク質濃度は、分光光度計（Beckman DU 64）
で２８０ｎＭの吸収によって測定し、サンプルの純度は、５％β-メルカプトエタノール
での還元条件下において４－２０％のＳＤＳ ＰＡＧＥゲル（Novex）を用いて見積もった
。
【０２４３】
ＩＸ．結果と結論
　ファージ-ＥＬＩＳＡ競合実験の結果は、ｅ２６Ｆ(ａｂ)-ファージは、ｅ４２６に対し
て９倍の親和性の向上であったが、変異体ｅ６９５、ｅ６９６及びｅ６９７の組み合わせ
は、ｅ４２６-ファージより２０－４０倍向上したことを示した。ファージ-誘導突然変異
のさらなる組み合わせは、同様に向上した親和性を持つ抗体変異体を生じ得る。
　Ｆ(ａｂ)可溶性タンパク質をビオチン-ＩｇＥプレートアッセイで試験した場合、ｅ２
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６Ｆ(ａｂ)及びｅ２７Ｆ(ａｂ)は、ＦｃεＲ１-ＩｇＧへのＩｇＥ結合阻害について、ｅ
２５より各々約１０倍及び３０倍向上した。ＢＩＡｃｏｒｅ分析による解離速度測定は、
これらの相対的親和性を支持した。特に、ｅ２６及びｅ２７は、ｅ２５より７．７倍及び
２２倍遅い解離速度を示した。半減期が長いことは、ＩｇＥが”占有され”、即ち、高親
和性レセプターに長い間結合することができないことを意味し、従って、抗ＩｇＥ治療的
に潜在能力が向上したこととなる。
　このように、平衡及び速度論的結合データは、ｅ２６及びｅ２６Ｆ(ａｂ)が、各々ｅ２
５の約１０倍及び３０倍の緊密さでＩｇＥに結合するという結論を支持している。対応す
るＦ(ａｂ)変異体を含む全長抗体（ＩｇＧ）は、ｅ２５ＩｇＧと類似の相対的親和性を示
すと予想される。
【図面の簡単な説明】
【０２４４】
【図１】図１は、マウス抗体ＭＡＥ１１、重鎖サブグループＩＩＩ(ｈｕｍＩＩＩ)と軽鎖
κサブグループＩ(Ｉ)のヒトコンセンサス配列及びマウスに修飾されたある種のフレーム
ワーク残基とＣＤＲ残基を有する修飾されたヒト抗体フラグメントであるＦ(ａｂ)-２フ
ラグメント間のＶＨ及びＶＬドメインの比較を示す。
【図２】図２は、ｒｈｕＭａｂｅ２５、ｅ４２６、配列ｅ２６及びｅ２７間の軽鎖及び重
鎖ＣＤＲドメインの違いの配列比較を示す。ここでの残基の番号付けは、Kabatらのもの
とは異なり、連続的である。これらの配列はフラグメントのみであり、実際の全長重鎖及
び軽鎖残基ではないことに留意されたい。
【図３】図３は、ＣＨＯ ３Ｄ１０細胞に発現した高親和性ＦｃεＲＩのα鎖へのＦＩＴ
Ｃ抱合ＩｇＥの結合を阻害する被験抗体の能力を示すＦＡＣＳベースアッセイのグラフで
ある。マウスｍＡｂ ＭａＥ１１(□)、負の対照であるヒト化ｍＡｂ４Ｄ５(■)、Ｆ(ａｂ
)-２(○)、Ｆ(ａｂ)-９(●)、Ｆ(ａｂ)-１１(△)及びＦ(ａｂ)-１２(▲)による阻害度の
パーセンテージを表す。データポイントは、１回の実験値であるｍＡｂ ４Ｄ５を除き、
３回の実験の平均である。この結果には、ＭａＥ１１と被験Ｆ(ａｂ)が、ＦｃεＲＩ α
鎖を発現するＣＨＯ ３Ｄ１０細胞に対するＦＩＴＣ-ＩｇＥの結合を阻害することが示さ
れている。
【図４】図４は、ＣＨＯ ３Ｄ１０細胞に発現する高親和性ＦｃεＲＩのα-サブユニット
が負荷されたＩｇＥに対する被験抗体の結合性を測定するＦＡＣＳベースアッセイのグラ
フである。マウスｍＡｂ ＭａＥ１１(○)、ヒト化変異体１２(▲)、正の対照であるマウ
スｍＡｂ ＭａＥ１(●)、負の対照である抗体マウスＭＯＰＣ２１(△)、及び負の対照で
あるヒト化ｍＡｂ４Ｄ５(□)による結合パーセンテージ。算術的／線形尺度によれば、０
．１μｇ／ｍｌでの平均チャンネル蛍光値は、ＭＰＯＣ２１で７．３、ＭａＥ１で３２．
１、ＭａＥ１１で６．４、ｈｕ４Ｄ５で４．７、及びｈｕＭａＥ１１で１．６であった。
３つのマウスｍＡｂ全てがマウスアイソタイプＩｇＧ１であり、両方のヒト化ｍＡｂはヒ
トアイソタイプＩｇＧ１であった。データポイントは３回の実験の平均である。この結果
には、ＭａＥ１１及びＦ(ａｂ)-１２が、ＦｃεＲ１α鎖を発現するＩｇＥ負荷ＣＨＯ ３
Ｄ１０細胞に結合しないことが示されている。
【図５】図５は、抗ＩｇＥのモル比対ブタクサ誘発性ヒスタミン放出の阻害度パーセント
のグラフである。Ｅ-２５(●)とｅ-２６(○)が示されている。この結果には、ｅ２６のＦ
(ａｂ)型が、４４：１(抗ＩｇＥ：ＲＳＩｇＥ)の最大半減阻害モル比で用量依存的にブタ
クサ誘発性ヒスタミン放出を阻害する優れた阻害性を有していることが示されている。
【図６】図６は、実施例４のＩＩ部に記載された親和選択の種々のラウンド後の親和強化
度をグラフで表したものである。野生型のものに対する各プールの結合強化度の比率(Ｅ
ｍｕｔ／Ｅｗｔ)を示す。この結果は、ＶＬライブラリ(「ａ」及び「ｂ」と表示)が、５
－６回の強化ラウンド後に野生型の約１０倍まで継続して改良された相対的強化度を示す
ことを表している。さらにＶＨライブラリ(「ｃ」及び「ｄ」)は、約３回のラウンド後に
約３倍の改良性を示す。「ａ」はＶＬ ＣＤＲ-１残基２７、２８、３０及び３１で変異し
たＦａｂファージライブラリに相当し、「ｂ」は３０、３１、３２及び３４における変異
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体に相当し、また「ｃ」及び「ｄ」は残基１０１、１０２、１０３、１０５及び１０７で
変異した独立のＦ(ａｂ)ライブラリである。
【図７】図７は、実施例４のＶ部に記載され、それぞれｅ２７、ｅ６９５、ｅ６９６及び
ｅ６９７と改名されたクローン２３５-５．１、２３５-５．２、２３５-５．３及び２３
５-５．４におけるＶＨ ＣＤＲ２変異体と、ｅ２６におけるＶＬ ＣＣＤＲ１変異体の組
合せから得られた最終的な変異体の、ファージＥＲＩＳＡ競合実験における、ＩｇＥ競合
抗体の濃度対観測光学密度のグラフである。
【図８】図８は、実施例４のＶＩ部に記載されたビオチンプレートアッセイにおけるｅ２
５、ｅ２６及びｅ２７抗ＩｇＥ抗体の種々の濃度レベルにおける４９０ｎｍでの吸光度を
示すグラフである。
【図９】図９は、ＢＩＡコアＴＭ２０００表面プラスモン共鳴システムにより測定された
、ｅ２５、ｅ２６及びｅ２７のＦ(ａｂ)見かけ結合親和度を示す。Ｆ(ａｂ)抗体フラグメ
ントの１．５倍の連続希釈物を、２０μｌ／ｍｉｎの流量を使用し、２５℃で、ＰＢＳ／
トゥイーンバッファー(リン酸緩衝溶液に０．０５％のトゥイーン２０が入ったもの)中の
ＩｇＥチップ上に注入した。示された平衡解離定数(Ｋｄ)は、観測された各Ｆａｂ変異体
のｋｏｎ／ｋｏｆｆの比として算出された。
【図１０】図１０は、実施例４のライブラリ特異性終止テンプレートの作成のためのテン
プレートとして使用されるプラスミドｐ４２６の配列表である。
【図１１】図１１Ａは、ＨＥＲ-２レセプターに対するＦａｂヒト化抗体の軽鎖及び重鎖(
可変及び定常ドメイン１)をコードしているＤＮＡを含むプラスミドｐＤＨ１８８挿入断
片の図である。ＶＬとＶＨは、それぞれ軽鎖及び重鎖に対する可変領域である。Ｃｋはヒ
トκ軽鎖の定常領域である。ＣＨ１Ｇ１はヒトγ１鎖の第１定常領域である。両方のコー
ド領域は、細菌ｓｔIIシグナル配列で始まる。図１１Ｂは、１１Ａに記載された挿入断片
を含む全プラスミドｐＤＨ１８８の概略図である。大腸菌ＳＲ１０１中にプラスミドを形
質転換させ、ヘルパーファージを添加した後、プラスミドをファージ粒子にパッケージす
る。この粒子の中には、Ｆａｂ-ｐIII融合を示すものがある(ｐIIIはＭ１３遺伝子III Ｄ
ＮＡによりコードされたタンパク質である)。
【図１２】図１２は、抗ＩｇＥ抗体Ｅ２５、Ｅ２６及びＥ２７の全長重鎖及び軽鎖残基を
表す。
【図１３】図１３は、抗ＩｇＥ抗体ｅ２６とｅ２７のＦ(ａｂ)フラグメントを表す。
【図１４】図１４は、抗ＩｇＥ抗体ｅ２６とｅ２７のｓＦＶフラグメントを表す。
【図１５】図１５は、抗ＩｇＥ抗体ｅ２６とｅ２７のＦ(ａｂ)'２フラグメントを表す。
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