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(57)【要約】
　本発明はヘテロ多量抗体と、これら抗体を高収率と高
純度で製造する方法を提供する。本発明はまたこれら抗
体を使用する方法及び組成物を提供する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　第一軽鎖ポリペプチドと対をなす第一重鎖ポリペプチドと第二軽鎖ポリペプチドと対を
なす第二重鎖ポリペプチドを含んでなり、第一重鎖ポリペプチドと第二重鎖ポリペプチド
が重鎖間ジスルフィド結合不能の変異ヒンジ領域をそれぞれ含む二重特異性抗体を製造す
る方法であって、
　（ａ）第一重鎖ポリペプチドと第一軽鎖ポリペプチドを第一宿主細胞で発現させ；
　（ｂ）第二重鎖ポリペプチドと第二軽鎖ポリペプチドを第二宿主細胞で発現させ；
　（ｃ）（ａ）及び（ｂ）の重鎖及び軽鎖ポリペプチドを単離し；
　（ｄ）（ｃ）の単離ポリペプチドをアニールして、第一軽鎖と対をなす第一重鎖を含む
第一アームと第二軽鎖と対をなす第二重鎖を含む第二アームを含んでなる二重特異性抗体
を生成することを含む方法。
【請求項２】
　（ａ）第一標的分子結合アームを生成可能な免疫グロブリン重鎖及び軽鎖ポリペプチド
の第一の対を第一宿主細胞で発現させ、
　（ｂ）第二標的分子結合アームを生成可能な免疫グロブリン重鎖及び軽鎖ポリペプチド
の第二の対を第二宿主細胞で発現させ、ここで、第一対及び第二対の重鎖ポリペプチドが
重鎖間ジスルフィド結合不能の変異ヒンジ領域を含み、第一対及び第二対の軽鎖が異なっ
た可変ドメイン配列を含み、
　（ｃ）工程（ａ）の宿主細胞からポリペプチドを単離し；
　（ｄ）単離ポリペプチドの多量体化を許容する条件下でポリペプチドをインビトロで接
触させ、二つの区別される標的分子に対して結合特異性を有する抗体の実質的に均一な集
団を生成することを含んでなる方法。
【請求項３】
　（ａ）４つのポリペプチドの混合物を含むサンプルを取得し、ここで、該４つのポリペ
プチドは、第一標的分子結合アームを生成可能な免疫グロブリン重鎖及び軽鎖ポリペプチ
ドの第一の対と、第二標的分子結合アームを生成可能な免疫グロブリン重鎖及び軽鎖ポリ
ペプチドの第二の対であり、第一対及び第二対の重鎖ポリペプチドが重鎖間ジスルフィド
結合不能の変異ヒンジ領域を含み、
　（ｂ）ポリペプチドの多量体化を許容する条件下で４つのポリペプチドをインキュベー
トし、二つの区別される標的分子に対して結合特異性を有する抗体の実質的に均一な集団
を生成することを含んでなる方法。
【請求項４】
　４つの免疫グロブリンポリペプチドを、ポリペプチドの多量体化を許容する条件下でイ
ンキュベートして実質的に均一な抗体の集団を生成し、ここで、各抗体は二つの区別され
る標的分子に対して結合特異性を有し、
ここで、４つの免疫グロブリンポリペプチドは、第一標的分子結合アームを生成可能な免
疫グロブリン重鎖及び軽鎖ポリペプチドの第一の対と、第二標的分子結合アームを生成可
能な免疫グロブリン重鎖及び軽鎖ポリペプチドの第二の対であり、
ここで、第一対及び第二対の各重鎖ポリペプチドは重鎖間ジスルフィド結合不能の変異ヒ
ンジ領域を含む方法。
【請求項５】
　免疫グロブリン重鎖及び軽鎖ポリペプチドの第一の対と、免疫グロブリン重鎖及び軽鎖
ポリペプチドの第二の対を、第一対及び第二対のポリペプチドの多量体化を許容する条件
下でインキュベートして実質的に均一な抗体の集団を生成し、
ここで、ポリペプチドの第一の対は第一標的分子に結合可能であり；
ここで、ポリペプチドの第二の対は第二標的分子に結合可能であり；
ここで、第一対及び第二対の各重鎖ポリペプチドは重鎖間ジスルフィド結合不能の変異ヒ
ンジ領域を含む方法。
【請求項６】
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　免疫グロブリン重鎖及び軽鎖ポリペプチドの第一の対と、免疫グロブリン重鎖及び軽鎖
ポリペプチドの第二の対を、第一対及び第二対のポリペプチドの多量体化を許容する条件
下でインキュベートして実質的に均一な抗体の集団を生成し、
ここで、ポリペプチドの第一の対は第一標的分子に結合可能であり；
ここで、ポリペプチドの第二の対は第二標的分子に結合可能であり；
ここで、第一重鎖ポリペプチドのＦｃポリペプチドと第二重鎖ポリペプチドのＦｃポリペ
プチドは界面で合致し、第二Ｆｃポリペプチドの界面は、第一Ｆｃポリペプチドの界面の
キャビティに位置せしめることが可能な隆起を含む方法。
【請求項７】
　第一対及び第二対の各重鎖ポリペプチドが、重鎖間ジスルフィド結合不能の変異ヒンジ
領域を含む請求項１から６の何れか一項に記載の方法。
【請求項８】
　免疫グロブリン重鎖及び軽鎖ポリペプチドの第一対及び第二対が、別個の発現ユニット
から得られる請求項１から６の何れか一項に記載の方法。
【請求項９】
　発現ユニットが細胞である請求項８に記載の方法。
【請求項１０】
　発現ユニットが細胞培養物である請求項８に記載の方法。
【請求項１１】
　発現ユニットがインビトロタンパク質発現サンプル／系である請求項８に記載の方法。
【請求項１２】
　上記重鎖間ジスルフィド結合がＦｃ領域間にある請求項１から６の何れか一項に記載の
方法。
【請求項１３】
　上記変異重鎖ヒンジ領域が、ジスルフィド結合を形成可能なシステイン残基を欠く請求
項１から６の何れか一項に記載の方法。
【請求項１４】
　上記ジスルフィド結合が分子間にある請求項１から６の何れか一項に記載の方法。
【請求項１５】
　上記分子間ジスルフィド結合が２つの免疫グロブリン重鎖のシステイン間にある請求項
１から６の何れか一項に記載の方法。
【請求項１６】
　ジスルフィド結合を通常は形成可能なヒンジ領域システイン残基が欠失している請求項
１から６の何れか一項に記載の方法。
【請求項１７】
　ジスルフィド結合を通常は形成可能なヒンジ領域システイン残基が他のアミノ酸で置換
されている請求項１から６の何れか一項に記載の方法。
【請求項１８】
　上記システイン残基がセリンで置換されている請求項１から６の何れか一項に記載の方
法。
【請求項１９】
　上記抗体が重鎖定常ドメインと軽鎖定常ドメインを含む請求項１から６の何れか一項に
記載の方法。
【請求項２０】
　重鎖がヒトＣＨ２及び／又はＣＨ３ドメインの少なくとも一部を含む請求項１から６の
何れか一項に記載の方法。
【請求項２１】
　重鎖及び軽鎖ポリペプチドの一方又は両方の対がヒト化されている請求項１から６の何
れか一項に記載の方法。
【請求項２２】
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　上記抗体がヒト化されている請求項１から６の何れか一項に記載の方法。
【請求項２３】
　抗体が完全長抗体である請求項１から６の何れか一項に記載の方法。
【請求項２４】
　上記完全長抗体が重鎖及び軽鎖を含む請求項２３に記載の方法。
【請求項２５】
　重鎖及び軽鎖の一方又は両方の対がヒトである請求項１から６の何れか一項に記載の方
法。
【請求項２６】
　上記抗体がヒトである請求項１から６の何れか一項に記載の方法。
【請求項２７】
　抗体が、ヒトＣＨ２及び／又はＣＨ３ドメインの少なくとも一部を含む抗体断片である
請求項１から６の何れか一項に記載の方法。
【請求項２８】
　上記抗体断片がＦｃ融合ポリペプチドである請求項２７に記載の方法。
【請求項２９】
　抗体がＩｇＧ、ＩｇＡ及びＩｇＤからなる群から選択される請求項１から６の何れか一
項に記載の方法。
【請求項３０】
　抗体がＩｇＧである請求項１から６の何れか一項に記載の方法。
【請求項３１】
　抗体がＩｇＧ１である請求項１から６の何れか一項に記載の方法。
【請求項３２】
　抗体がＩｇＧ２である請求項１から６の何れか一項に記載の方法。
【請求項３３】
　抗体が治療用抗体である請求項１から６の何れか一項に記載の方法。
【請求項３４】
　抗体がアゴニスト抗体である請求項１から６の何れか一項に記載の方法。
【請求項３５】
　抗体がアンタゴニスト抗体である請求項１から６の何れか一項に記載の方法。
【請求項３６】
　抗体が診断用抗体である請求項１から６の何れか一項に記載の方法。
【請求項３７】
　抗体が阻止抗体である請求項１から６の何れか一項に記載の方法。
【請求項３８】
　抗体が中和抗体である請求項１から６の何れか一項に記載の方法。
【請求項３９】
　抗体が腫瘍抗原に結合可能である請求項１から６の何れか一項に記載の方法。
【請求項４０】
　腫瘍抗原が細胞表面分子ではない請求項３９に記載の方法。
【請求項４１】
　腫瘍抗原がクラスター分類因子ではない請求項３９に記載の方法。
【請求項４２】
　抗体がクラスター分類因子に結合可能である請求項１から６の何れか一項に記載の方法
。
【請求項４３】
　抗体が細胞生存調節因子に結合可能である請求項１から６の何れか一項に記載の方法。
【請求項４４】
　抗体が細胞増殖調節因子に特異的に結合可能である請求項１から６の何れか一項に記載
の方法。
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【請求項４５】
　抗体が組織発生又は分化に関連する分子に結合可能である請求項１から６の何れか一項
に記載の方法。
【請求項４６】
　抗体が細胞表面分子に結合可能である請求項１から６の何れか一項に記載の方法。
【請求項４７】
　抗体がリンホカインに結合可能である請求項１から６の何れか一項に記載の方法。
【請求項４８】
　第一対及び第二対の軽鎖が異なった可変ドメイン配列を含む請求項１から６の何れか一
項に記載の方法。
【請求項４９】
　第一重鎖ポリペプチドのＦｃポリペプチドと第二重鎖ポリペプチドのＦｃポリペプチド
が界面で合致し、第二Ｆｃポリペプチドの界面が第一Ｆｃポリペプチドの界面のキャビテ
ィに位置させることが可能な隆起を含む請求項１から６の何れか一項に記載の方法。
【請求項５０】
　ポリペプチドの少なくとも９０％が上記二重特異性抗体を生成する請求項４９に記載の
方法。
【請求項５１】
　第二Ｆｃポリペプチドが鋳型／元のポリペプチドから改変されて隆起をコードし、又は
第一Ｆｃポリペプチドが鋳型／元のポリペプチドから改変されてキャビティをコードし、
又はその双方をコードする請求項４９に記載の方法。
【請求項５２】
　第二Ｆｃポリペプチドが鋳型／元のポリペプチドから改変されて隆起をコードし、かつ
第一Ｆｃポリペプチドが鋳型／元のポリペプチドから改変されてキャビティをコードし、
又はその双方をコードする請求項４９に記載の方法。
【請求項５３】
　第一Ｆｃポリペプチドと第二Ｆｃポリペプチドが界面で合致し、ここで第二Ｆｃポリペ
プチドの界面が、第一Ｆｃポリペプチドのキャビティに位置させることが可能な隆起を含
み、キャビティ又は隆起あるいは双方が、第一及び第二Ｆｃポリペプチドの界面中にそれ
ぞれ導入されている請求項４９に記載の方法。
【請求項５４】
　上記二重特異性抗体が二つの標的分子に特異的に結合可能である請求項１から６の何れ
か一項に記載の方法。
【請求項５５】
　第一アームが第一標的分子に特異的に結合し、第二アームが第二標的分子に特異的に結
合する請求項１から６の何れか一項に記載の方法。
【請求項５６】
　第一宿主細胞と第二宿主細胞が別の細胞培養物中にある請求項１から６の何れか一項に
記載の方法。
【請求項５７】
　第一宿主細胞と第二宿主細胞が双方の宿主細胞を含む混合培養物中にある請求項１から
６の何れか一項に記載の方法。
【請求項５８】
　宿主細胞が原核生物である請求項１から６の何れか一項に記載の方法。
【請求項５９】
　原核宿主細胞が大腸菌である請求項５８に記載の方法。
【請求項６０】
　大腸菌が内因性プロテアーゼ活性を欠く株のものである請求項５９に記載の方法。
【請求項６１】
　宿主細胞が真核生物である請求項１から６の何れか一項に記載の方法。
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【請求項６２】
　宿主細胞がＣＨＯである請求項６１に記載の方法。
【請求項６３】
　ポリペプチドをコードする核酸が、ほぼ等しい強度の翻訳開始領域（ＴＩＲ）に作用可
能に結合している請求項１から６の何れか一項に記載の方法。
【請求項６４】
　アニーリング又は接触工程が、単離ポリペプチドの混合物を室温でインキュベートする
ことを含む請求項１から６の何れか一項に記載の方法。
【請求項６５】
　アニーリング又は接触工程が、単離ポリペプチドの混合物を加熱することを含む請求項
１から６の何れか一項に記載の方法。
【請求項６６】
　混合物を少なくとも４０℃に加熱する請求項６５に記載の方法。
【請求項６７】
　混合物を少なくとも５０℃に加熱する請求項６５に記載の方法。
【請求項６８】
　混合物を約４０℃と６０℃の間に加熱する請求項６５に記載の方法。
【請求項６９】
　混合物が５０℃である請求項６５に記載の方法。
【請求項７０】
　アニーリング又は接触工程が、単離ポリペプチドの混合物を少なくとも２分間加熱する
ことを含む請求項１から６の何れか一項に記載の方法。
【請求項７１】
　加熱後に混合物を冷却する請求項６５に記載の方法。
【請求項７２】
　アニーリング又は接触工程が、単離ポリペプチドの混合物を、約４から約１１の間（約
４と約１１を含む）のｐＨでインキュベートすることを含む請求項１から６の何れか一項
に記載の方法。
【請求項７３】
　ｐＨが約５．５である請求項７２に記載の方法。
【請求項７４】
　ｐＨが約７．５である請求項７２に記載の方法。
【請求項７５】
　アニーリング又は接触工程が、単離ポリペプチドの混合物を、変性剤中でインキュベー
トすることを含む請求項１から６の何れか一項に記載の方法。
【請求項７６】
　変性剤が尿素である請求項７５に記載の方法。
【請求項７７】
　アニーリング又は接触工程が、第一及び第二重鎖ポリペプチド間に化学結合を含まない
請求項１から６の何れか一項に記載の方法。
【請求項７８】
　ポリペプチドの少なくとも７５％が、第一重鎖及び軽鎖対と第二重鎖及び軽鎖対を含む
複合体中にある請求項１から６の何れか一項に記載の方法。
【請求項７９】
　単離ポリペプチドの１０％以下が、抗体精製工程の前に、単量体又は二量体として存在
している請求項１から６の何れか一項に記載の方法。
【請求項８０】
　第一の対及び第二の対の軽鎖が異なった可変ドメイン配列を含む請求項１から６の何れ
か一項に記載の方法。
【請求項８１】
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　第一及び第二の重-軽鎖対はそれぞれ互いにジスルフィド結合した重鎖及び軽鎖を含ん
でなる請求項１から６の何れか一項に記載の方法。
【請求項８２】
　第一の対及び第二の対のポリペプチドがアニール又は接触工程においてほぼ等モル量［
比］で提供される請求項１から６の何れか一項に記載の方法。
【請求項８３】
　第一の対と第二の対の間のｐＩ値の差が少なくとも０．５である請求項１から６の何れ
か一項に記載の方法。
【請求項８４】
　請求項１から８３の何れか一項に記載の方法によって製造された二重特異性抗体。
【請求項８５】
　第一の対の重鎖及び軽鎖ポリペプチドと第二の対の重鎖及び軽鎖ポリペプチドを含んで
なり、軽鎖ポリペプチドが異なった可変ドメイン配列を含み、重鎖が重鎖間ジスルフィド
結合不可の変異ヒンジ領域を含む二重特異性抗体。
【請求項８６】
　請求項１から８５の何れか一項に記載の抗体をコードする単離された核酸。
【請求項８７】
　請求項８６に記載の核酸を含んでなる宿主細胞。
【請求項８８】
　各対の重鎖及び軽鎖ポリペプチドをコードする核酸が単一のベクター中に存在している
請求項８７に記載の宿主細胞。
【請求項８９】
　各対の重鎖及び軽鎖ポリペプチドをコードする核酸が別のベクター中に存在している請
求項８７に記載の宿主細胞。
【請求項９０】
　請求項１から８５の何れか一項に記載の二重特異性抗体を集合的にコードする一又は複
数の組換え核酸を含んでなる組成物。
【請求項９１】
　請求項１から８５の何れか一項に記載の二重特異性抗体と担体を含有してなる組成物。
【請求項９２】
　免疫グロブリンの少なくとも８０％が請求項１から８５の何れか一項に記載の二重特異
性抗体である免疫グロブリン群を含んでなる組成物。
【発明の詳細な説明】
【発明の開示】
【０００１】
（関連した出願）
　本出願は、出典明示によりその内容の全体をここに援用する２００４年９月２日出願の
仮出願第６０／６０７１７２号に基づいて米国特許法第１１９条（ｅ）の優先権を主張し
て米国特許法施行規則第１．５３条（ｂ）（１）の下に出願された非仮出願である。
【０００２】
（発明の分野）
　本発明は例えば多重特異性抗体（例えば二重特異性抗体）、多重特異性免疫グロブリン
（例えば二重特異性イムノアドヘシン）のようなヘテロ多量体ポリペプチドを製造する方
法に関し、また抗体－イムノアドヘシンキメラ及びヘテロ多量体ポリペプチドが該方法を
使用して製造される。
【０００３】
（背景）
二重特異性抗体
　少なくとも二つの異なった抗原に対して結合特異性を有する二重特異性抗体（ＢｓＡｂ
）は、インビトロ及びインビボの免疫診断及び治療のための、及び診断免疫アッセイのた
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めのターゲティング薬剤として広い範囲の臨床上の用途において有意な可能性を有する。
一般には、Segal等, J. Immunol. Methods (2001), 248:1-6；Kufer等, Trends in Biote
ch. (2004), 22(5):238-244；van Spriel等, Immunol. Today (2000), 21(8):391-397；T
alac及びNelson, J. Biol. Reg. & Homeostatic Agents (2000), 14(3):175-181；Hayden
等, Curr. Op. Immunol. (1997), 9:201-212；Carter, J. Immunol. Methods (2001), 24
8:7-15；Peipp及びValerius, Biochem. Soc. Trans. (2002), 30(4):507-511；Milstein
及びCuello, Nature (1983), 305:537-540；Karpovsky等, J. Exp. Med. (1984), 160:16
86-1701；Perez等, Nature (1985), 316:354-356；Canevari等, J. Natl. Cancer Inst. 
(1995), 87:1463-1469；Kroesen等, Br. J. Cancer (1994), 70:652-661；Valone等, J. 
Clin. Oncol. (1995), 13:2281-2292；Weiner等, Cancer Res. (1995), 55:4586-4593；M
uller等, FEBS Letters (1998), 422:259-264を参照のこと。
【０００４】
　診断領域では、二重特異性抗体は、細胞表面分子の機能特性を探索し細胞傷害性を媒介
する異なったＦｃレセプターの能力を定めるのに非常に有用である（Fanger等, Crit. Re
v. Immunol. 12:101-124 [1992]）。Nolan等, Biochem. Biophys. Acta. 1040:1-11 (199
0)はＢｓＡｂに対する他の診断用途を記述している。特に、ＢｓＡｂは酵素免疫測定法に
おける使用のために酵素を固定するように構築することができる。これを達成するために
は、ＢｓＡｂの一つのアームを、結合が酵素阻害を引き起こさないように酵素上の特異的
エピトープに結合するように設計することができ、ＢｓＡｂの他のアームが所望の部位で
の高い酵素密度を確実にするように固定化マトリックスに結合する。そのような診断用Ｂ
ｓＡｂの例には、表面抗原を見つけるために使用されたHammerling等, J. Exp. Med. 128
:1461-1473 (1968)記載のウサギ抗ＩｇＧ／抗フェリチンＢｓＡｂが含まれる。西洋わさ
びペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）並びにホルモンに対して結合特異性を有するＢｓＡｂがま
た開発されている。ＢｓＡｂに対する他の潜在的な免疫化学的用途は二部位免疫測定法に
おけるそれらの使用を含む。例えば、分析物タンパク質上の二つの別個のエピトープに結
合する二つのＢｓＡｂが製造され、一つのＢｓＡｂは不溶性マトリックスに複合体を結合
させ、他方は指示酵素に結合する（上掲のNolan等を参照）。
【０００５】
　二重特異性抗体はまた癌のような様々な疾患のインビトロ又はインビボ免疫診断に使用
することができる（Songsivilai等, Clin. Exp. Immunol. 79:315 [1990]）。ＢｓＡｂの
この診断用用途を容易にするために、ＢｓＡｂの一つのアームは腫瘍関連抗原に結合し得
、他のアームは、放射性核種に強固に結合するキレーターのような検出可能なマーカーに
結合し得る。このアプローチ法を使用して、Le Doussal等は、癌胎児抗原（ＣＥＡ）に結
合する一方のアームと、ジエチレントリアミン五酢酸（ＤＰＴＡ）に結合する他のアーム
を有する結腸直腸及び甲状腺癌の放射免疫検出に有用なＢｓＡｂを製造した。Le Doussal
等, Int. J. Cancer Suppl. 7:58-62 (1992)及びLe Doussal等, J. Nucl. Med. 34:1662-
1671 (1993)を参照のこと。Stickney等は同様に放射免疫検出を使用してＣＥＡを発現す
る結腸直腸癌を検出するための方策を記載している。これらの研究者はＣＥＡ並びにヒド
ロキシエチルチオ尿素-ベンジル-ＥＤＴＡ（ＥＯＴＵＢＥ）に結合するＢｓＡｂを記述し
ている。Stickney等, Cancer Res. 51:6650-6655 (1991)を参照のこと。
【０００６】
　また、二重特異性抗体は、例えば標的（例えば病原体又は腫瘍細胞）に結合する一方の
アームとＴ細胞レセプター又はＦｃγレセプターのような細胞傷害性誘発分子に結合する
他のアームを付与することによって再指示細胞傷害のヒト治療のために使用することがで
きる。従って、二重特異性抗体は、患者の細胞性免疫防御メカニズムを特に腫瘍細胞又は
感染媒介物に向けるために使用することができる。この方策を使用して、ＦｃγＲＩＩＩ
（つまりＣＤ１６）に結合する二重特異性抗体がインビトロでナチュラルキラー（ＮＫ）
細胞／大顆粒リンパ球（ＬＧＬ）細胞による腫瘍細胞死滅を媒介し得、腫瘍成長をインビ
ボで防止するのに効果的であることを実証した。Segal等, Chem. Immunol. 47:179 (1989
)及びSegal等, Biologic Therapy of Cancer 2(4) DeVita等編 J.B. Lippincott, Philad
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elphia (1992) p. 1。同様に、ＦｃγＲＩＩＩに結合する一アームとＨＥＲ２レセプター
に結合する他のアームを有する二重特異性抗体が、ＨＥＲ２抗原を過剰発現する卵巣及び
乳房腫瘍の治療のために開発されている。（Hseih-Ma等 Cancer Research 52:6832-6839 
[1992]及びWeiner等 Cancer Research 53:94-100 [1993]）。二重特異性抗体はまたＴ細
胞による死滅を媒介することができる。通常は、二重特異性抗体はＴ細胞上のＣＤ３複合
体を腫瘍関連抗原に結合させる。抗ｐ１８５ＨＥＲ２に結合した抗ＣＤ３からなる完全に
ヒト化されたＦ(ａｂ')２ＢｓＡｂは、Ｔ細胞を標的とし、ＨＥＲ２レセプターを過剰発
現する腫瘍細胞を死滅させるために使用されている。Shalaby等, J. Exp. Med. 175(1):2
17 (1992)。二重特異性抗体は、初期臨床試験において試験され、有望な結果が得られて
いる。一治験では、肺癌、卵巣癌又は乳癌の１２名の患者が、抗ＣＤ３／抗腫瘍（ＭＯＣ
３１）二重特異性抗体で標的とした活性化Ｔリンパ球の注入で治療した。deLeij等 Bispe
cific Antibodies and Targeted Cellular Cytotoxicity, Romet-Lemonne, Fanger及びSe
gal編, Lienhart (1991) p. 249。標的細胞は腫瘍細胞のかなりの局所的溶解、穏やかな
炎症反応を誘発したが、毒性のある副作用又は抗マウス抗体反応はなかった。Ｂ細胞悪性
腫瘍を持つ患者における抗ＣＤ３／抗ＣＤ１９二重特異性抗体の非常に予備的な治験では
、末梢腫瘍細胞カウントがまた達成された。Clark等 Bispecific Antibodies and Target
ed Cellular Cytotoxicity, Romet-Lemonne, Fanger及びSegal編, Lienhart (1991) p. 2
43。またＢａＡｂの治療用用途に関して、Kroesen等, Cancer Immunol. Immunother. 37:
400-407 (1993)、Kroesen等, Br. J. Cancer 70:652-661 (1994)及びWeiner等, J. Immun
ol. 152:2385 (1994)を参照のこと。
【０００７】
　二重特異性抗体はまた血栓溶解薬又はワクチンアジュバントとして使用することもでき
る。更に、これらの抗体は、感染疾患の治療に使用することができ（例えばＨＩＶ又はイ
ンフルエンザウイルス又はトキソプラズマ原虫のような原虫のようなウイルス感染細胞に
エフェクター細胞をターゲティングするため）、腫瘍細胞に免疫毒素を送達させるために
、又は細胞表面レセプターに免疫複合体をターゲティングするために使用される（上掲の
Fanger等参照）。
　ＢｓＡｂの使用は、十分な量と純度でＢｓＡｂを取得することの困難性によって事実上
は難航している。伝統的には、二重特異性抗体はハイブリッド-ハイブリドーマ法を使用
して製造されている（Millstein及びCuello, Nature 305:537-539 [1983]）。免疫グロブ
リン重鎖及び軽鎖の無作為の分類のため、これらのハイブリドーマ（クアドローマ）は１
０の異なった抗体分子の混合物をつくり、その一つのみが正しい二重特異的構造を有して
いる。従って、ＢｓＡｂのより大なる収率での産生技術が試みられている。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。抗体断片の化学的カップリング
を達成するために、Brennan等, 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断片を産生する手順を記述している。これらの断片は、近接する
ジチオールを安定化し分子間ジスルフィドの形成を防止するためにジチオール錯化剤の亜
ヒ酸ナトリウムの存在下で還元される。産生されたＦａｂ'断片はついでチオニトロベン
ゾアート（ＴＮＢ）誘導体に転化される。ついで、Ｆａｂ'-ＴＮＢ誘導体の一つが、メル
カプトエチルアミンでの還元によってＦａｂ'-チオールに再転化され、等モル量の他のＦ
ａｂ'-ＴＮＢ誘導体と混合されてＢｓＡｂを生成する。産生されたＢｓＡｂは酵素の選択
的固定化のための薬剤として使用することができる。
【０００８】
　最近の進歩は、二重特異性抗体を生成させるために化学的にカップリングされ得るＦａ
ｂ'-ＳＨ断片の大腸菌からの直接の回収を容易にした。Shalaby等, J. Exp. Med. 175:21
7-225 (1992)はｐ１８５ＨＥＲ２に結合する一方のアームとＣＤ３に結合する他のアーム
を有する完全にヒト化されたＢｓＡｂＦ(ａｂ')２の産生を記載している。各Ｆａｂ'断片
は大腸菌から別個に分泌され、インビトロ定方向化学カップリングを受けてＢｓＡｂを形
成した。このようにして形成されたＢｓＡｂは、ＨＥＲ２レセプターを過剰発現する細胞
及び正常なヒトＴ細胞に結合することができ、またヒト乳房腫瘍標的に対してヒト細胞傷
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害性リンパ球の溶解活性を惹起することができた。Rodrigues等, Int. J. Cancers (Supp
l.) 7:45-50 (1992)をまた参照のこと。
　しかしながら、Ｆａｂ又はＦａｂ'断片よりも大きい二重特異性抗体を製造するための
選択肢は一般に不足したままである。更に、多くの場合、インビトロでの化学カップリン
グの使用は望ましくない問題を呈する。
【０００９】
　組換え細胞培養物から直接ＢｓＡｂ断片を作製し単離するための様々な技術がまた記載
されている。例えば、二重特異性Ｆ(ａｂ')２ヘテロ二量体はロイシンジッパーを使用し
て産生されている。Kostelny等, J. Immunol. 148(5):1547-1553 (1992)。Ｆｏｓ及びＪ
ｕｎタンパク質からのロイシンジッパーペプチドは、抗ＣＤ３及び抗インターロイキン-
２レセプター（ＩＬ-２Ｒ）抗体のＦａｂ'部分に遺伝子融合によって結合している。抗体
ホモ二量体をヒンジ領域で還元して単量体を形成した後、再び酸化して抗体ヘテロ二量体
が形成された。ＢｓＡｂは、ＨｕＴ-１０２細胞をインビトロで溶解させるために細胞傷
害性Ｔ細胞を補充するのに非常に効果的であることが見いだされた。Hollinger等, PNAS 
(USA) 90:6444-6448 (1993)によって記載された「ダイアボディ」技術の出現は、ＢｓＡ
ｂ断片を製造するための代替メカニズムをもたらした。その断片は、同じ鎖上の二つのド
メイン間の対形成を可能にするには短すぎるリンカーによって軽鎖可変ドメイン（ＶＬ）
に連結した重鎖可変ドメイン（ＶＨ）を含む。従って、一断片のＶＨ及びＶＬドメインが
他の断片の相補的ＶＬ及びＶＨドメインと強制的に対形成せしめられ、二つの抗原結合部
位を形成する。一本鎖Ｆｖ（ｓＦｖ）二量体の使用によりＢｓＡｂ断片を製造するための
他の方策がまた報告されている。Gruber等 J. Immunol. 152: 5368 (1994)を参照のこと
。これらの研究者は、抗フルオレセイン抗体のＶＨ及びＶＬドメインへ２５アミノ酸残基
リンカーによって結合したＴ細胞レセプターに対して産生された抗体のＶＨ及びＶＬドメ
インを含む抗体を設計した。再折り畳みされた分子はフロオレセイン及びＴ細胞レセプタ
ーに結合し、その表面に共有結合により結合したフルオレセインを有していたヒト腫瘍細
胞の溶解を再指示した。
【００１０】
　組換え細胞培養物から直接回収することができる二重特異性抗体断片を製造するための
幾つかの方法が報告されていることは明らかである。しかしながら、完全長又は実質的に
完全長のＢｓＡｂは、その可能なより長い血清半減期と可能なエフェクター機能のため多
くの臨床用途に対してＢｓＡｂ断片より好ましい場合がある。そのようなＢｓＡｂを製造
するために有用であることが報告されている洗練された方法は米国特許第５７３１１６８
号；同第５８２１３３３号；及び同第５８０７７０６号；及びMerchant等, Nat. Biotech
. (1998), 16:677-681に記載されているが、その方法は共通の軽鎖を有する二重特異性抗
体を産生するもので、所望の二重特異性抗体の実質的に純粋な調製物を得るために、あら
ゆる過剰な単一特異性抗体を分離除去することを必要とする。
【００１１】
イムノアドヘシン
　イムノアドヘシン（Ｉａ）は免疫グロブリン定常ドメインのエフェクター機能と細胞表
面レセプター又はリガンド（「アドヘシン」）のようなタンパク質の結合ドメインを組み
合わせる抗体様分子である。イムノアドヘシンは、ヒト抗体の貴重な化学的及び生物学的
性質の多くを保持しうる。イムノアドヘシンは適切なヒト免疫グロブリンヒンジ及び定常
ドメイン（Ｆｃ）配列に結合した所望の特異性を有するヒトタンパク質配列から構築する
ことができるので、対象の結合特異性は完全にヒトの成分を使用して達成することができ
る。そのようなイムノアドヘシンは患者に対して免疫原性が少なく、慢性又は繰り返し使
用に対して安全である。
　文献に報告されているイムノアドヘシンは、Ｔ細胞レセプターの融合物（Gascoigne等,
 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84:2936-2940 [1987]）；ＣＤ４（Capon等, Nature 337:5
25-531 [1989]；Traunecker等, Nature 339:68-70 [1989]；Zettmeissl等, DNA Cell Bio
l. USA 9:347-353 [1990]；及びByrn等, Nature 344:667-670 [1990]）；Ｌ-セレクチン
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又はホーミングレセプター（Watson等, J. Cell. Biol. 110:2221-2229 [1990]；及びWat
son等, Nature 349:164-167 [1991]）；ＣＤ４４（Aruffo等, Cell 61:1303-1313 [1990]
）；ＣＤ２８及びＢ７（Linsley等, J. Exp. Med. 173:721-730 [1991]）；ＣＴＬＡ-４
（Lisley等, J. Exp. Med. 174:561-569 [1991]）；ＣＤ２２（Stamenkovic等, Cell 66:
1133-1144 [1991]）；ＴＮＦレセプター（Ashkenazi等, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88
:10535-10539 [1991]；Lesslauer等, Eur. J. Immunol. 27:2883-2886 [1991]；及びPepp
el等, J. Exp. Med. 174:1483-1489 [1991]）；ＮＰレセプター（Bennett等, J. Biol. C
hem. 266:23060-23067 [1991]）；インターフェロンγレセプター（Kurschner等, J. Bio
l. Chem. 267:9354-9360 [1992]）；４-１ＢＢ（Chalupny等, PNAS [USA] 89:10360-1036
4 [1992]）及びＩｇＥレセプターα（Ridgway及びGorman, J. Cell. Biol. Vol. 115, Ab
stract No. 1448 [1991]）を含む。
【００１２】
　治療用使用のために記載したイムノアドヘシンの例には、細胞表面ＣＤ４へのＨＩＶの
結合をブロックするためのＣＤ４-ＩｇＧイムノアドヘシンが含まれる。ＣＤ４-ＩｇＧが
出産直前に妊婦に投与されたフェーズＩの臨床試験から得られたデータは、このイムノア
ドヘシンがＨＩＶの母子感染の予防に有用でありうることを示唆している。Ashkenazi等,
 Intern. Rev. Immunol. 10:219-227 (1993)。腫瘍壊死因子（ＴＮＦ）に結合するイムノ
アドヘシンがまた開発されている。ＴＮＦは敗血症ショックの主要な媒介物であることが
知られている炎症誘発性サイトカインである。敗血症ショックのマウスモデルに基づいて
、ＴＮＦレセプターイムノアドヘシンは敗血症ショックの治療における臨床的使用のため
の候補として有望性を示した（上掲のAshkenazi等）。イムノアドヘシンはまた非治療用
途も有している。例えば、Ｌ-セレクチンレセプターイムノアドヘシンは末梢リンパ節高
内皮静脈（ＨＥＶ）の組織化学的染色のための試薬として使用されている。この試薬はま
たＬ-セレクチンリガンドを単離し特徴付けるために使用されている（上掲のAshkenazi等
）。
　イムノアドヘシン構造の二つのアームが異なった特異性を有している場合、イムノアド
ヘシンは二重特異性抗体と同様に「二重特異性イムノアドヘシン」と呼ばれている。Diet
sch等, J. Immunol. Methods 162:123 (1993)は、Ｅ-セレクチンとＰ-セレクチンの、接
着分子の細胞外ドメインを組み合わせた二重特異性イムノアドヘシンを記載している。結
合実験により、このようにして形成された二重特異性免疫グロブリン融合タンパク質が、
それが誘導された単一特異性イムノアドヘシンと比較して骨髄性細胞株への結合能が向上
していることが示された。
【００１３】
抗体-イムノアドヘシンキメラ
　抗体-イムノアドヘシン（Ａｂ／Ｉａ）キメラもまた文献に記載されている。これらの
分子は抗体の結合ドメインとイムノアドヘシンの結合領域を組み合わせている。
　Berg等, PNAS (USA) 88:4723-4727 (1991)はマウスＣＤ４-ＩｇＧから誘導した二重特
異性抗体-イムノアドヘシンを作製した。これらの研究者は二つのアームを有する四量体
分子を構築した。一つのアームは、抗体軽鎖定常ドメインとのＣＤ４融合物と共に抗体重
鎖定常ドメインと融合したＣＤ４から構成される。他のアームは、抗ＣＤ３抗体の完全な
軽鎖と共に抗ＣＤ３抗体の完全な重鎖から構成される。ＣＤ４-ＩｇＧアームにより、こ
の二重特異性分子は細胞傷害性Ｔ細胞の表面上のＣＤ３に結合する。細胞傷害性細胞とＨ
ＩＶ感染細胞の並置によって後者の細胞の特異的な死滅が生じる。
【００１４】
　Berg等は構造が四量体である二重特異性分子を記載しているが、一つのみのＣＤ４-Ｉ
ｇＧ融合物を含む三量体ハイブリッド分子を製造することができる。Chamow等, J. Immun
ol. 153:4268 (1994)を参照のこと。この構築物の第一のアームはヒト化抗ＣＤ３κ軽鎖
及びヒト化抗ＣＤ３γ重鎖によって形成されている。第二のアームは、ｇｐ１２０結合の
原因であるＣＤ４の細胞外ドメインの一部をＩｇＧのＦｃドメインと組み合わせたＣＤ４
-ＩｇＧイムノアドヘシンである。得られたＡｂ／Ｉａキメラは、Ｆｃレセプター担持大
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顆粒リンパ球エフェクター細胞を更に含んでいる純粋な細胞傷害性Ｔ細胞調製物又は全末
梢血リンパ球（ＰＢＬ）画分を使用してＨＩＶ感染細胞の死滅を媒介した。
　上述のヘテロ多量体の製造において、ホモ多量体に対して所望のヘテロ多量体、特に有
意な純度の完全長又は実質的に完全長のヘテロ多量体分子の収率を増加させることが望ま
しい。ここに記載された本発明はこれを達成するための手段を提供する。
　特許出願及び文献を含むここに記載の全ての文献を出典明示によりその全体を援用する
。
【００１５】
（発明の開示）
　本発明は一より多い標的（例えば単一分子又は異なった分子上のエピトープ）に特異的
に結合可能な抗体を製造する方法を提供する。本発明はまたこれらの抗体を使用する方法
、及びこれらの抗体を含む組成物、キット及び製造品を提供する。
　本発明は、伝統的な方法の制約を克服する多重特異性免疫グロブリン複合体（例えば二
重特異性抗体）を製造する効果的で新規な方法を提供する。二重特異性抗体のような多重
特異性免疫グロブリン複合体を、本発明の方法により、高度に均一なヘテロ多量体ポリペ
プチドとして提供することができる。
【００１６】
　一側面では、本発明は、第一軽鎖ポリペプチドと対をなす第一重鎖ポリペプチドと第二
軽鎖ポリペプチドと対をなす第二重鎖ポリペプチドを含んでなり、第一重鎖ポリペプチド
と第二重鎖ポリペプチドが重鎖間ジスルフィド結合不能の変異ヒンジ領域をそれぞれ含む
二重特異性抗体を製造する方法であって、
　（ａ）第一重鎖ポリペプチドと第一軽鎖ポリペプチドを第一宿主細胞で発現させ；
　（ｂ）第二重鎖ポリペプチドと第二軽鎖ポリペプチドを第二宿主細胞で発現させ；
　（ｃ）（ａ）及び（ｂ）の重鎖及び軽鎖ポリペプチドを単離し；
　（ｄ）（ｃ）の単離ポリペプチドをアニールして（又は混合しもしくは接触させて）、
第一軽鎖と対をなす第一重鎖を含む第一アームと第二軽鎖と対をなす第二重鎖を含む第二
アームを含んでなる二重特異性抗体を生成することを含む方法を提供する。
　一側面では、本発明は、第一標的結合ポリペプチドと第二標的結合ポリペプチドを含み
、第一ポリペプチドと第二ポリペプチドが重鎖間ジスルフィド結合不能の変異重鎖ヒンジ
領域をそれぞれ含む多重特異性抗体を製造する方法であって、
　（ａ）第一ポリペプチドを第一宿主細胞中で発現させ；
　（ｂ）第二ポリペプチドを第二宿主細胞中で発現させ；
　（ｃ）（ａ）と（ｂ）のポリペプチドを単離し；
　（ｄ）（ｃ）の単離ポリペプチドをアニールして（又は混合しもしくは接触させて）、
第一標的結合ポリペプチドと第二標的結合ポリペプチドを含む多重特異性免疫グロブリン
複合体を生成することを含む方法を提供する。
【００１７】
　一側面では、本発明は、
　（ａ）第一標的分子結合アームを生成可能な免疫グロブリン重鎖及び軽鎖ポリペプチド
の第一の対を第一宿主細胞で発現させ、
　（ｂ）第二標的分子結合アームを生成可能な免疫グロブリン重鎖及び軽鎖ポリペプチド
の第二の対を第二宿主細胞で発現させ、
　ここで、第一対及び第二対の重鎖ポリペプチドが重鎖間ジスルフィド結合不能の変異ヒ
ンジ領域を含み、第一対及び第二対の軽鎖が異なった抗原結合決定基（例えば異なった可
変ドメイン配列）を含み、
　（ｃ）工程（ａ）及び（ｂ）の宿主細胞からポリペプチドを単離し；
　（ｄ）単離ポリペプチドの多量体化を許容する条件下でポリペプチドをインビトロで接
触させ、二つの区別される標的分子に対して結合特異性を有する抗体の実質的に均一な集
団を生成することを含んでなる方法を提供する。
【００１８】
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　一側面では、本発明は、
　（ａ）第一標的分子結合体を生成可能な第一ポリペプチドを第一宿主細胞で発現させ、
　（ｂ）第二標的分子結合体を生成可能な第二ポリペプチドを第二宿主細胞で発現させ、
　ここで、第一及び第二ポリペプチドが重鎖間ジスルフィド結合不能のＦｃ配列／領域（
例えばここに記載したような変異重鎖ヒンジ領域）を含み、第一及び第二のポリペプチド
が異なった抗原結合決定基（例えば異なった可変ドメイン配列）を含み、
　（ｃ）工程（ａ）及び（ｂ）の宿主細胞からポリペプチドを単離し；
　（ｄ）単離ポリペプチドの多量体化を許容する条件下でポリペプチドをインビトロで接
触させ、二つの区別される標的分子に対して結合特異性を有する抗体の実質的に均一な集
団を生成することを含んでなる方法を提供する。
【００１９】
　一側面では、本発明は、
　（ａ）４つのポリペプチドの混合物を含むサンプルを取得し、ここで、該４つのポリペ
プチドは、第一標的分子結合アームを生成可能な免疫グロブリン重鎖及び軽鎖ポリペプチ
ドの第一の対と、第二標的分子結合アームを生成可能な免疫グロブリン重鎖及び軽鎖ポリ
ペプチドの第二の対であり、第一対及び第二対の重鎖ポリペプチドが重鎖間ジスルフィド
結合不能の変異ヒンジ領域を含み、
　（ｂ）ポリペプチドの多量体化を許容する条件下で４つのポリペプチドをインキュベー
トし、二つの区別される標的分子に対して結合特異性を有する抗体の実質的に均一な集団
を生成することを含んでなる方法を提供する。
　一側面では、本発明は、
　少なくとも４つの免疫グロブリンポリペプチドを、ポリペプチドの多量体化を許容する
条件下でインキュベートし、各抗体が少なくとも二つの区別される標的分子に対して結合
特異性を有する抗体の実質的に均一な集団を生成し、
　ここで、該４つの免疫グロブリンポリペプチドは、第一標的分子結合アームを生成可能
な免疫グロブリン重鎖及び軽鎖ポリペプチドの第一の対と、第二標的分子結合アームを生
成可能な免疫グロブリン重鎖及び軽鎖ポリペプチドの第二の対であり、
　ここで、第一対及び第二対の各重鎖ポリペプチドが重鎖間ジスルフィド結合不能の変異
ヒンジ領域を含む方法を提供する。
【００２０】
　一側面では、本発明は、
　（ａ）少なくとも２つのポリペプチドを含むサンプルを取得し、ここで、少なくとも一
つのポリペプチドは第一標的分子結合アームを生成可能であり、少なくとも一つのポリペ
プチドは第二標的分子結合アームを生成可能であり、第一標的分子結合アームと第二標的
分子結合アームは、重鎖間ジスルフィド結合不能の免疫グロブリン重鎖変異ヒンジ領域を
それぞれ含み、
　（ｂ）ポリペプチドの多量体化を許容する条件下でポリペプチドをインキュベートし、
各多量体が少なくとも二つの区別される標的分子に対して結合特異性を有する方法を提供
する。
　一側面では、本発明は、
　少なくとも４つの免疫グロブリンポリペプチドを、ポリペプチドの多量体化を許容する
条件下でインキュベートし、各抗体が少なくとも二つの区別される標的分子に対して結合
特異性を有する抗体の実質的に均一な集団を生成し、
　ここで、該４つの免疫グロブリンポリペプチドは、第一標的分子結合アームを生成可能
な免疫グロブリン重鎖及び軽鎖ポリペプチドの第一の対と、第二標的分子結合アームを生
成可能な免疫グロブリン重鎖及び軽鎖ポリペプチドの第二の対であり、
　ここで、第一対及び第二対の各重鎖ポリペプチドが重鎖間ジスルフィド結合不能の変異
ヒンジ領域を含む方法を提供する。
【００２１】
　一側面では、本発明は、
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　少なくとも４つの免疫グロブリンポリペプチドを、ポリペプチドの多量体化を許容する
条件下でインキュベートして実質的に均一な抗体の集団を生成し、ここで、各抗体は二つ
の区別される標的分子に対して結合特異性を有し、
　ここで、４つの免疫グロブリンポリペプチドは、第一標的分子結合アームを生成可能な
免疫グロブリン重鎖及び軽鎖ポリペプチドの第一の対と、第二標的分子結合アームを生成
可能な免疫グロブリン重鎖及び軽鎖ポリペプチドの第二の対であり、
　ここで、第一標的分子結合アームと第二標的分子結合アームは重鎖間ジスルフィド結合
不能の変異免疫グロブリン重鎖ヒンジ領域をそれぞれ含む方法を提供する。
【００２２】
　一側面では、本発明は、
　免疫グロブリン重鎖及び軽鎖ポリペプチドの第一の対と、免疫グロブリン重鎖及び軽鎖
ポリペプチドの第二の対を、第一対及び第二対のポリペプチドの多量体化を許容する条件
下でインキュベートして実質的に均一な抗体の集団を生成し、
　ここで、ポリペプチドの第一の対は第一標的分子に結合可能であり；
　ここで、ポリペプチドの第二の対は第二標的分子に結合可能であり；
　ここで、第一対及び第二対の各重鎖ポリペプチドは重鎖間ジスルフィド結合不能の変異
ヒンジ領域を含む方法を提供する。
　一側面では、本発明は、
　第一ポリペプチド複合体と第二ポリペプチド複合体を、第一及び第二ポリペプチド複合
体の多量体化を許容する条件下でインキュベートして、実質的に均一な多量体ポリペプチ
ドの集団を生成し、ここで、各多量体は少なくとも二つの区別される標的分子に対して結
合特異性を有し、
　ここで、第一ポリペプチド複合体は第一標的分子に結合可能であり；
　ここで、第二ポリペプチド複合体は第二標的分子に結合可能であり；
　ここで、各ポリペプチド複合体は重鎖間ジスルフィド結合不能の変異免疫グロブリン重
鎖ヒンジ領域を含む方法を提供する。
【００２３】
　一側面では、本発明は、
　免疫グロブリン重鎖及び軽鎖ポリペプチドの第一の対と、免疫グロブリン重鎖及び軽鎖
ポリペプチドの第二の対を、第一対及び第二対のポリペプチドの多量体化を許容するイン
ビトロ条件下でインキュベートして実質的に均一な抗体の集団を生成し、
　ここで、ポリペプチドの第一の対は第一標的分子に結合可能であり；
　ここで、ポリペプチドの第二の対は第二標的分子に結合可能であり；
　ここで、第一重鎖ポリペプチドのＦｃポリペプチドと第二重鎖ポリペプチドのＦｃポリ
ペプチドは界面で合致し、第二Ｆｃポリペプチドの界面は第一Ｆｃポリペプチドの界面の
キャビティに位置せしめることが可能な隆起を含む方法を提供する。
　一側面では、本発明は、
　第一ポリペプチドと第二ポリペプチドを、第一及び第二ポリペプチドの多量体化を許容
するインビトロ条件下でインキュベートして実質的に均一な多量体の集団を生成し、ここ
で、各ポリペプチドは免疫グロブリン重鎖Ｆｃ領域の（全てを含む）少なくとも一部（例
えばＣＨ２及び／又はＣＨ３）を含み、
　ここで、第一ポリペプチドは第一標的分子に結合可能であり；
　ここで、第二ポリペプチドは第二標的分子に結合可能であり；
　ここで、第一ポリペプチドのＦｃ配列と第二ポリペプチドのＦｃ配列は界面で合致し、
第二Ｆｃ配列の界面は第一Ｆｃ配列の界面のキャビティに位置せしめることが可能な隆起
を含む方法を提供する。
【００２４】
　本発明の方法のある実施態様では、産生される多重特異性抗体は、野生型完全長抗体に
通常存在する重鎖間ジスルフィドの少なくとも一つを欠く変異重鎖ヒンジ領域を含む。例
えば、一実施態様では、本発明の方法は、少なくとも一つの重鎖間ジスルフィド結合が除
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去された二重特異性抗体を提供する。ある実施態様では、上記抗体は、少なくとも二つ又
は全てまでの任意の整数の重鎖間ジスルフィド結合が除去されたものである。ある実施態
様では、上記抗体は、全ての重鎖間ジスルフィド結合が除去されたものである。よって、
ある実施態様では、重鎖間ジスルフィド結合不能の変異重鎖を含む。一実施態様では、上
記抗体は、少なくとも一つの重鎖間ジスルフィド結合が除去されるように改変された変異
重鎖ヒンジ領域を含む。一実施態様では、上記抗体は、重鎖間ジスルフィド結合を通常は
形成可能なシステイン残基の少なくとも一つ、少なくとも二つ、少なくとも三つ、少なく
とも四つ、又は全てまでの任意の整数の残基を欠く変異免疫グロブリンヒンジ領域を含む
。変異ヒンジ領域は、上記残基の欠失、置換又は修飾を含む任意の好適な方法によって上
記システイン残基を欠くようにすることができる。一実施態様では、上記システインは、
例えば二つの免疫グロブリン重鎖のシステイン間において、分子間ジスルフィド結合を通
常は形成可能であるものである。これらの方法のある実施態様では、変異重鎖の全ての重
鎖間ジスルフィド結合形成ヒンジシステインが、ジスルフィド結合を形成することができ
ないようにされる。
【００２５】
　多くの宿主細胞の任意のものを本発明の方法において使用することができる。そのよう
な細胞は当該分野で知られているか（その幾つかはここに記載する）、又は当該分野で知
られている常套的な技術を使用して本発明の方法での使用の適合性に関して経験的に決定
することができる。ある実施態様では、宿主細胞はグラム陰性細菌細胞である。一実施態
様では、宿主細胞は大腸菌である。ある実施態様では、大腸菌は内因性プロテアーゼ活性
を欠く株のものである。ある実施態様では、大腸菌宿主細胞の遺伝子型はｄｅｇＰ及びｐ
ｒｃ遺伝子を欠き、変異体ｓｐｒ遺伝子を有する。一実施態様では、宿主細胞は哺乳動物
、例えばチャイニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）細胞である。
　ある実施態様では、本発明の方法は、宿主細胞におけるその発現が本発明の抗体の収率
を向上させる分子をコードする組換えベクター又はポリヌクレオチドを宿主細胞中で発現
させることを更に含む。例えば、そのような分子はシャペロンタンパク質でありうる。一
実施態様では、上記分子はＤｓｂＡ、ＤｓｂＣ、ＤｓｂＧ及びＦｋｐＡからなる群から選
択される原核生物ポリペプチドである。これらの方法のある実施態様では、ポリヌクレオ
チドはＤｓｂＡとＤｓｂＣの双方をコードする。
【００２６】
　大腸菌のような原核生物細胞中に発現される抗体は非グリコシル化状態である。よって
、ある側面では、本発明は本発明の方法によって得られた非グリコシル化多重特異性抗体
を提供する。
　本発明の方法による宿主細胞中で発現される抗体は、適切な細胞区画又は培地から回収
することができる。例えば、分泌シグナルが抗体ポリペプチド上に存在するかどうか、培
養条件、宿主の遺伝的背景（例えばある宿主は上清にタンパク質が漏れるようにすること
ができる）等々を含む抗体回収経路を決定する因子は当該分野で知られている。ある実施
態様では、本発明の方法によって産生される抗体は細胞可溶化物から回収される。ある実
施態様では、本発明の方法によって産生される抗体は周辺質又は培養培地から回収される
。
【００２７】
　一側面では、本発明は、重鎖間ジスルフィド結合を欠く多重特異性抗体を提供する。あ
る実施態様では、上記重鎖間ジスルフィド結合はＦｃ領域間にある。他の側面では、本発
明は、重鎖間ジスルフィド結合不能の変異重鎖ヒンジ領域を含む多重特異性抗体を提供す
る。一実施態様では、上記変異ヒンジ領域は、重鎖間ジスルフィド結合不能の少なくとも
一つ、少なくとも二つ、少なくとも三つ、少なくとも四つ又は好ましくは全てまでの任意
の整数のシステインを欠く。
　本発明の抗体は様々な用途に対して様々な設定で有用である。好ましくは、本発明の抗
体は生物学的に活性である。好ましくは、本発明の抗体は、野生型対応物（すなわち、主
として又は専ら、例えば一又は複数のヒンジシステインがジスルフィド結合形成を不能に
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するかどうかにより決定される、それらがジスルフィド結合形成可能である度合いに関し
て、本発明の抗体と異なる抗体）と実質的に類似の生物学的特徴（例えば限定するもので
はないが、抗原結合能）及び／又は物理化学的特徴を有する。
【００２８】
　本発明の抗体と方法において、システイン残基は、当該分野で知られている多くの方法
及び技術の任意のものによってジスルフィド結合形成を不能にすることができる。例えば
、通常はジスルフィド結合を形成可能なヒンジ領域システインを欠失させることができる
。他の例では、通常はジスルフィド結合を形成可能なヒンジ領域のシステイン残基を他の
アミノ酸、例えばセリンで置換することができる。ある実施態様では、ヒンジ領域システ
イン残基は、ジスルフィド結合できないように改変されうる。
　本発明の抗体は様々な形態の何れであってもよい。一実施態様では、本発明の抗体は、
完全長抗体であるか又は実質的に完全長である（つまり、完全な又はほぼ完全な重鎖配列
と完全な又はほぼ完全な軽鎖配列を含む）。一側面では、本発明はヒト化された抗体を提
供する。他の側面では、本発明はヒト抗体を提供する。他の側面では、本発明はキメラ抗
体を提供する。
【００２９】
　本発明の抗体はまた抗体断片、例えばＦｃ又はＦｃ融合ポリペプチドでありうる。Ｆｃ
融合ポリペプチドは一般に異種性ポリペプチド配列（例えば抗原結合ドメイン）に融合し
たＦｃ配列（又はその断片）、例えば免疫グロブリンＦｃ配列に融合したレセプター細胞
外ドメイン（ＥＣＤ）（例えばＩｇＧ２Ｆｃに融合したＦｌｔレセプターＥＣＤ）を含む
。例えば、一実施態様では、Ｆｃ融合ポリペプチドは、ｆｌｔ、ｆｌｋ等々を含むＶＥＧ
ＦレセプターであってもよいＶＥＧＦ結合ドメインを含む。本発明の抗体は一般に重鎖定
常ドメインと軽鎖定常ドメインを含む。ある実施態様では、本発明の抗体は、重鎖間ジス
ルフィド結合可能なＦｃ領域、好ましくはヒンジ領域に付加、置換又は修飾アミノ酸を含
まない。一実施態様では、本発明の抗体は、重鎖間二量体化又は多量体化の形成のための
修飾（例えば限定するものではないが、ロイシンジッパーのような二量体化配列を形成す
るための一又は複数のアミノ酸の挿入）を含まない。ある実施態様では、Ｆｃ配列の一部
（全てではない）が本発明の抗体では失われている。これらの実施態様の幾つかでは、失
われているＦｃ配列はＣＨ２及び／又はＣＨ３ドメインの一部又は全てである。これらの
実施態様の幾つかでは、抗体は、例えば重鎖断片のＣ末端に融合した二量体化ドメイン（
例えばロイシンジッパー配列）を含む。
【００３０】
　本発明の方法及び抗体のある実施態様では、重鎖ポリペプチドは、第一及び第二重鎖ポ
リペプチドの（つまり重鎖のＦｃ配列間の）、ホモ二量体化を最小にしながらヘテロ二量
体化を促進する少なくとも一つの特徴を含む。そのような特徴はここに記載した本発明の
方法によって得ることができる免疫グロブリン集団の収率及び／又は純度及び／又は均一
性を改善する。一実施態様では、第一重鎖ポリペプチド及び第二重鎖ポリペプチドのＦｃ
配列は界面で合致し／相互作用する。第一及び第二ＦｃポリペプチドのＦｃ配列が界面で
合致するある実施態様では、第二Ｆｃポリペプチド（配列）の界面は第一Ｆｃポリペプチ
ド（配列）の界面のキャビティに位置させることができる隆起を含む。一実施態様では、
第一Ｆｃポリペプチドはキャビティをコードするために鋳型／元のポリペプチドから改変
されており、又は第二Ｆｃポリペプチドは隆起をコードするために鋳型／元のポリペプチ
ドから改変されており、又は双方である。一実施態様では、第一Ｆｃポリペプチドはキャ
ビティをコードするために鋳型／元のポリペプチドから改変され、かつ第二Ｆｃポリペプ
チドは隆起をコードするために鋳型／元のポリペプチドから改変されており、又は双方で
ある。一実施態様では、第二Ｆｃポリペプチドの界面は第一Ｆｃポリペプチドの界面のキ
ャビティに位置せしめることが可能な隆起を含み、ここでキャビティ又は隆起又は双方が
第一及び第二Ｆｃポリペプチドの界面にそれぞれ導入されている。第一及び第二Ｆｃポリ
ペプチドが界面で合致する幾つかの実施態様では、第一Ｆｃポリペプチド（配列）の界面
は第二Ｆｃポリペプチド（配列）の界面のキャビティに位置させることが可能な隆起を含



(17) JP 2008-511337 A 2008.4.17

10

20

30

40

50

む。一実施態様では、第二Ｆｃポリペプチドはキャビティをコードするために鋳型／元の
ポリペプチドから改変されており、又は第一Ｆｃポリペプチドは隆起をコードするために
鋳型／元のポリペプチドから改変されており、又は双方である。一実施態様では、第二Ｆ
ｃポリペプチドはキャビティをコードするために鋳型／元のポリペプチドから改変され、
かつ第一Ｆｃポリペプチドは隆起をコードするために鋳型／元のポリペプチドから改変さ
れており、又は双方である。一実施態様では、第一Ｆｃポリペプチドの界面は第二Ｆｃポ
リペプチドの界面のキャビティに位置せしめることができる隆起を含み、ここで、隆起又
はキャビティ又は双方が第一及び第二Ｆｃポリペプチドの界面にそれぞれ導入されている
。
【００３１】
　一実施態様では、隆起とキャビティはそれぞれ天然に生じるアミノ酸残基を含む。一実
施態様では、隆起を含むＦｃポリペプチドは、鋳型／元のポリペプチドの界面からの元の
残基を元の残基よりも大なる側鎖体積を有する移入残基で置き換えることにより産生され
る。一実施態様では、隆起を含むＦｃポリペプチドは、上記ポリペプチドの界面からの元
の残基をコードする核酸を、元の残基よりも大なる側鎖体積を有する移入残基をコードす
る核酸で置き換える工程を含む方法により産生される。一実施態様では、元の残基はトレ
オニンである。一実施態様では、移入残基はアルギニン（Ｒ）である。一実施態様では、
移入残基はフェニルアラニン（Ｆ）である。一実施態様では、移入残基はチロシン（Ｙ）
である。一実施態様では、移入残基はトリプトファン（Ｗ）である。一実施態様では、移
入残基はＲ、Ｆ、Ｙ又はＷである。一実施態様では、隆起は、鋳型／元のポリペプチドに
おいて２つ以上の残基を置き換えることによって産生される。一実施態様では、隆起を含
むＦｃポリペプチドは、アミノ酸番号をKabat等（Sequences of proteins of immunologi
cal interest, 5版, Vol. 1 (1991; NIH, Bethesda, MD)のpp.688-696）のＥＵ番号付け
系に従って、３６６位のトレオニンをトリプトファンで置き換えることを含む。
【００３２】
　ある実施態様では、キャビティを含むＦｃポリペプチドは、鋳型／元のポリペプチドの
界面の元の残基を元の残基よりも小なる側鎖体積を有する移入残基で置き換えることによ
り産生される。例えば、隆起を含むＦｃポリペプチドは、上記ポリペプチドの界面からの
元の残基をコードする核酸を、元の残基よりも小なる側鎖体積を有する移入残基をコード
する核酸で置き換える工程を含む方法により産生されうる。一実施態様では、元の残基は
トレオニンである。一実施態様では、元の残基はロイシンである。一実施態様では、元の
残基はチロシンである。一実施態様では、移入残基はシステイン（Ｃ）ではない。一実施
態様では、移入残基はアラニン（Ａ）である。一実施態様では、移入残基はセリン（Ｓ）
である。一実施態様では、移入残基はトレオニン（Ｔ）である。一実施態様では、移入残
基はバリン（Ｖ）である。キャビティは鋳型／元のポリペプチドの一又は複数の元の残基
を置き換えることによって産生されうる。例えば、一実施態様では、キャビティを含むＦ
ｃポリペプチドは、トレオニン、ロイシン及びチロシンからなる群から選択される二以上
の元のアミノ酸を置き換えることを含む。一実施態様では、キャビティを含むＦｃポリペ
プチドは、アラニン、セリン、トレオニン及びバリンからなる群から選択される二以上の
移入残基を含む。ある実施態様では、キャビティを含むＦｃポリペプチドは、トレオニン
、ロイシン及びチロシンからなる群から選択される二以上の元のアミノ酸を置き換えるこ
とを含み、ここで上記元のアミノ酸はアラニン、セリン、トレオニン及びバリンからなる
群から選択される移入残基で置き換えられる。一実施態様では、キャビティを含むＦｃポ
リペプチドは、アミノ酸番号を上掲のKabat等のＥＵ番号付け系に従って、３６６位のト
レオニンをセリンで置き換えることを含む。一実施態様では、キャビティを含むＦｃポリ
ペプチドは、アミノ酸番号を上掲のKabat等のＥＵ番号付け系に従って、３６８位のロイ
シンをアラニンで置き換えることを含む。一実施態様では、キャビティを含むＦｃポリペ
プチドは、アミノ酸番号を上掲のKabat等のＥＵ番号付け系に従って、４０７位のチロシ
ンをバリンで置き換えることを含む。一実施態様では、キャビティを含むＦｃポリペプチ
ドは、アミノ酸番号を上掲のKabat等のＥＵ番号付け系に従って、Ｔ３６６Ｓ、Ｌ３６８
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Ａ及びＹ４０７Ｖからなる群から選択される二以上のアミノ酸置換を含む。これらの抗体
断片のある実施態様では、隆起を含むＦｃポリペプチドは、アミノ酸番号を上掲のKabat
等のＥＵ番号付け系に従って、３６６位のトレオニンをトリプトファンで置き換えること
を含む。
【００３３】
　第一及び第二重鎖ポリペプチドのＦｃ配列は、それらが二量体化して（ここに定めた）
Ｆｃ領域を形成することができる限り、同一でも同一でなくともよい。第一Ｆｃポリペプ
チドは、一般に、例えばヒンジ、定常及び／又は可変ドメイン配列を有する、単一ポリペ
プチド中の免疫グロブリン重鎖の一又は複数のドメインに近接して結合している。一実施
態様では、第一Ｆｃポリペプチドはヒンジ配列の少なくとも一部（全部を含む）、ＣＨ２
ドメインの少なくとも一部（全てを含む）及び／又はＣＨ３ドメインの少なくとも一部（
全部を含む）を含む。一実施態様では、第一Ｆｃポリペプチドは免疫グロブリンのヒンジ
配列及びＣＨ２及びＣＨ３ドメインを含む。一実施態様では、第二Ｆｃポリペプチドはヒ
ンジ配列の少なくとも一部（全部を含む）、ＣＨ２ドメインの少なくとも一部（全てを含
む）及び／又はＣＨ３ドメインの少なくとも一部（全部を含む）を含む。一実施態様では
、第二Ｆｃポリペプチドは免疫グロブリンのヒンジ配列及びＣＨ２及びＣＨ３ドメインを
含む。一実施態様では、本発明の抗体は第一及び第二Ｆｃポリペプチドを含み、その各々
が、少なくとも一つの抗体定常ドメインの少なくとも一部を含む。一実施態様では、抗体
定常ドメインはＣＨ２及び／又はＣＨ３ドメインである。定常ドメインを含む本発明の抗
体の実施態様の任意のものにおいて、抗体定常ドメインは、例えばＩｇＧのような任意の
免疫グロブリンクラスからのものでありうる。免疫グロブリン源は任意の適切な種由来（
例えばＩｇＧはヒトＩｇＧ１でありうる）か又は合成形態でありうる。
　一実施態様では、本発明の抗体のそれぞれ第一及び第二標的分子結合アーム中の第一軽
鎖ポリペプチドと第二軽鎖ポリペプチドは、異なった／別個の抗原結合決定基（例えば異
なった／別個の可変ドメイン配列）を含む。一実施態様では、本発明の抗体のそれぞれ第
一及び第二標的分子結合アーム中の第一軽鎖ポリペプチドと第二軽鎖ポリペプチドは、同
じ（つまり、共通の）抗原結合決定基（例えば同じ可変ドメイン配列）を含む。
　一実施態様では、本発明の抗体は（ａ）変異ヒンジ領域（ここに記載のとおり）と（ｂ
）ヘテロ多量体化を亢進する重鎖界面（ここに記載のとおり）の双方を含む。
【００３４】
　本発明の方法における第一及び第二宿主細胞は、対象のポリペプチドの発現と単離を可
能にする任意の設定下で培養することができる。例えば、一実施態様では、本発明の方法
における第一及び第二宿主細胞は、別個の細胞培養物として成長させられる。他の実施態
様では、本発明の方法における第一及び第二宿主細胞は、双方の宿主細胞を含む混合培養
物として成長させられる。
　ある場合には、本発明の方法においてポリペプチドの発現レベルを制御するのが有利で
あり得る。適切なレベルの制御を達成するための様々な方法が当該分野で知られている。
例えば、本発明の方法の一実施態様では、ポリペプチドをコードする核酸を、発現レベル
を制御するために適切な強度の翻訳開始領域（ＴＩＲ）に作用可能に結合させる。一実施
態様では、ＴＩＲはほぼ等しい相対強度である。例えば、一実施態様では、第一宿主細胞
と第二宿主細胞中でのポリペプチドの発現のためのＴＩＲは約１：１の相対強度を有する
。他の実施態様では、第一宿主細胞と第二宿主細胞中でのポリペプチドの発現のためのＴ
ＩＲは約２：２の相対強度を有する。
　本発明の方法は、一般にここに記載した本発明の方法に包含される過程を開始し及び／
又は完了させるために明らかな常套的工程である他の工程を含みうることが理解されるべ
きである。例えば、一実施態様では、本発明の方法の工程（ａ）の前に、第一重鎖及び軽
鎖ポリペプチドをコードする核酸を第一宿主細胞に導入し、第二重鎖及び軽鎖ポリペプチ
ドをコードする核酸を第二宿主細胞に導入する工程がある。一実施態様では、本発明の方
法は少なくとも二つの区別される標的分子に結合特異性を有するヘテロ多量体分子を精製
する工程を更に含む。一実施態様では、単離ポリペプチドの約１０、１５、又は２０％以
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下がヘテロ多量体を精製する工程の前に単量体又は重軽鎖二量体として存在している。
【００３５】
　本発明の方法におけるポリペプチドは様々な温度でインキュベートすることができる。
例えば、一実施態様では、本発明の方法におけるポリペプチドアニーリング工程（例えば
本発明の所定の方法の工程（ｄ））は単離ポリペプチドの混合物を室温でインキュベート
することを含む。他の実施態様では、本発明の方法におけるポリペプチドアニーリング工
程（例えば本発明の所定の方法の工程（ｄ））は単離ポリペプチドの混合物を例えば少な
くとも約４０℃まで、少なくとも約５０℃まで加熱することを含む。一実施態様では、混
合物は約４０℃と６０℃の間まで加熱する。一実施態様では、混合物は約４０℃と６５℃
の間まで加熱する。一実施態様では、混合物は約３７℃と６５℃の間まで加熱する。一実
施態様では、混合物は約５０℃に加熱する。一実施態様では、本発明の方法におけるポリ
ペプチドアニーリング工程（例えば本発明の所定の方法の工程（ｄ））は単離ポリペプチ
ドの混合物を少なくとも約２分、４分、６分、８分、１０分、１５分、３０分、４５分、
６０分、７５分、１２０分、加熱することを含む。一実施態様では、本発明の方法におけ
るポリペプチドアニーリング工程（例えば本発明の所定の方法の工程（ｄ））は単離ポリ
ペプチドの混合物を２～７５、５～１２０分、６～６０、８～４５、１０～３０、又は１
３～３０分、加熱することを含む。一実施態様では、本発明の方法におけるポリペプチド
アニーリング工程（例えば本発明の所定の方法の工程（ｄ））は単離ポリペプチドの混合
物を約５分、約１０分、約１５分、約２０分、約２５分、約３０分、約６０分、約７５分
、約１２０分、加熱することを含む。本発明の方法の一実施態様では、ポリペプチド混合
物は加熱後に例えば４℃まで冷却される。
【００３６】
　ある例では、本発明のポリペプチドアニーリング工程はｐＨ緩衝条件下で実施される。
例えば、一実施態様では、本発明の方法におけるインビトロポリペプチドアニーリング工
程（例えば本発明の所定の方法の工程（ｄ））は、単離ポリペプチドの混合物を約４と約
１１の間のｐＨ（約４と約１１を含む）でインキュベートすることを含む。一実施態様で
は、ｐＨは約５．５である。一実施態様では、ｐＨは約７．５である。
　ある例では、本発明のポリペプチドアニーリング工程は、尿素のような変性剤中で単離
ポリペプチドの混合物をインキュベートすることを含む。多くの例では、幾つかの従来の
方法において使用されるような化学結合工程は望ましくなく、及び／又は望ましくない性
質をつくり出す。従って、ある実施態様では、本発明の方法は第一及び第二重鎖ポリペプ
チド間に化学結合は含まない。
　本発明の方法は高い均一性でヘテロ多量体分子を産生することができる。従って、本発
明は、ポリペプチドの少なくとも約６０、７０、７５、８０、８５、９０、９５、９６、
９７、９８、９９％が、第一重鎖及び軽鎖ポリペプチド対と第二重鎖及び軽鎖ポリペプチ
ド対を含む複合体中に存在する方法を提供する。一実施態様では、本発明は、ポリペプチ
ドの約６０～９９％、７０～９８％、７５～９７％、８０～９６％、８５～９６％、又は
９０～９５％が、第一重鎖及び軽鎖ポリペプチド対と第二重鎖及び軽鎖ポリペプチド対を
含む複合体中に存在する方法を提供する。
【００３７】
　第一及び第二重鎖-軽鎖ポリペプチド対を含む本発明の方法の所定の実施態様では、第
一及び第二重鎖-軽鎖ポリペプチド対がそれぞれ互いに共有結合した（例えばジスルフィ
ド結合した）重鎖及び軽鎖を含む。所定の実施態様では、第一及び第二ポリペプチド対の
量は、ポリペプチドアニーリング／組合せ工程において特定の比、例えばほぼ等モル量（
比）で提供される。他の実施態様では、第二対に対する第一対の比は、アニーリング／組
合せ工程中、約１．２：１；１．３：１；１．４：１；又は１．５：１である。他の実施
態様では、第一対に対する第二対の比は、アニーリング／組合せ工程中、約１．２：１；
１．３：１；１．４：１；又は１．５：１である。
　本発明の所定の方法において所望のヘテロ多量体の精製を容易にするためには、第一ポ
リペプチド対と第二ポリペプチド対の間のｐＩ値差を少なくとも０．５に維持することが
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望ましい場合がある。当業者には明らかであるように、ポリペプチドｐＩ値は、抗原結合
及び／又は免疫原性に実質的に影響を及ぼすことなく例えばＣＤＲ又はＦＲ配列における
選択的置換のような常套的な方法によって変えることができる。
【００３８】
　一実施態様では、本発明の抗体は、ＩｇＧ、ＩｇＥ、ＩｇＡ、ＩｇＭ及びＩｇＤからな
る群から選択される。ある実施態様では、本発明の抗体のヒンジ領域は、好ましくは、Ｉ
ｇＧ、ＩｇＡ及びＩｇＤからなる群から選択される免疫グロブリンのものである。例えば
、ある実施態様では、抗体又は抗体のヒンジ領域はＩｇＧのものであり、それは、ある実
施態様では、ＩｇＧ１又はＩｇＧ２（例えばＩｇＧ２ａ又はＩｇＧ２ｂ）である。ある実
施態様では、本発明の抗体はＩｇＧ、ＩｇＡ及びＩｇＤからなる群から選択される。一実
施態様では、抗体はヒト、ヒト化、キメラ又は非ヒト（例えばマウス）由来である。
　本発明の抗体は様々な設定で様々な用途を有する。一例では、本発明の抗体は治療用抗
体である。他の例では、本発明の抗体はアゴニスト抗体である。他の例では、本発明の抗
体はアンタゴニスト抗体である。本発明の抗体はまた診断用抗体であり得る。更に他の例
では、本発明の抗体は阻止抗体である。他の例では、本発明の抗体は中和抗体である。
　一側面では、本発明は患者の疾患を治療し又は遅延させる方法を提供し、該方法は、上
記患者に本発明の抗体を投与することを含む。一実施態様では、疾患は癌である。他の実
施態様では、疾患は血管形成の調節不全に関連する。他の実施態様では、疾患は免疫疾患
、例えば関節リウマチ、自己免疫性血小板減少性紫斑病、全身性エリテマトーデス等々で
ある。
【００３９】
　本発明の抗体は一般に抗原に、好ましくは特異的に、結合可能である。そのような抗原
には、例えば、腫瘍抗原、細胞生存調節因子、細胞増殖調節因子、組織発達又は分化に関
連した（例えば機能的に寄与することが知られているか推測されている）分子、細胞表面
分子、リンホカイン、サイトカイン、細胞分裂周期の調節に関連した分子、脈管形成に関
連した分子及び血管形成に関連した（例えば機能的に寄与することが知られているか推測
されている）分子が含まれる。本発明の抗体が結合可能な抗原は、上述のカテゴリーの一
つのサブセットのメンバーであり得、上記カテゴリーの他のサブセットは（対象の抗原に
対して）別個の特徴を有する他の分子／抗原を含む。対象の抗原はまた二以上のカテゴリ
ーに属していると思われる。一実施態様では、本発明は、細胞表面分子ではない腫瘍抗原
に、好ましくは特異的に、結合する抗体を提供する。一実施態様では、腫瘍抗原は、レセ
プターポリペプチドのような細胞表面分子である。他の例では、ある実施態様では、本発
明の抗体は、クラスター分類因子ではない腫瘍抗原に、好ましくは特異的に、結合する。
他の例では、本発明の抗体は、ある実施態様では例えばＣＤ３又はＣＤ４ではないクラス
ター分類因子に、好ましくは特異的に、結合する。ある実施態様では、本発明の抗体は抗
ＶＥＧＦ抗体である。
【００４０】
　抗体は更なる所望の特徴を高め、及び／又は付加するように修飾されうる。そのような
特徴には、生物学的機能、例えば免疫エフェクター機能、望ましいインビボ半減期／クリ
アランス、生物学的利用能、体内分布又は他の薬物動態学的特徴が含まれる。そのような
修飾は当該分野でよく知られ、また経験的に決定することができ、ペプチド系であるかそ
うではない部分による修飾が含まれうる。例えば、抗体は、一般には宿主細胞の性質に少
なくとも部分的に依存して、グリコシル化されるか非グリコシル化状態であり得る。好ま
しくは、本発明の抗体は非グリコシル化状態である。本発明の方法によって生産される非
グリコシル化抗体は、ついで、例えば当該分野でよく知られているインビトログリコシル
化法を使用してグリコシル化させることができる。上述しここに記載されるように、本発
明の抗体は原核生物細胞、例えば大腸菌中で産生することができる。大腸菌で産生された
抗体は一般に非グリコシル化状態であり、哺乳動物宿主細胞（例えばＣＨＯ）で産生され
た抗体に見いだされるグリコシル化プロファイルに通常関連する生物学的機能を欠いてい
る。
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　本発明はまた異種性部分とコンジュゲートせしめられて本発明の抗体を含む免疫コンジ
ュゲートを提供する。任意の異種性部分が、抗体へのその結合が抗体の所望の機能及び／
又は特徴を実質的に低減させない限り、適しているであろう。例えば、ある実施態様では
、免疫コンジュゲートは細胞傷害剤である異種性部分を含む。ある実施態様では、上記細
胞傷害剤は放射性同位元素、化学療法剤及び毒素からなる群から選択される。ある実施態
様では、上記毒素はカリチアマイシン、メイタンシン及びトリコセンからなる群から選択
される。ある実施態様では、免疫コンジュゲートは検出可能なマーカーである異種性部分
を含む。ある実施態様では、上記検出可能なマーカーは、放射性同位元素、リガンド-レ
セプター対のメンバー、酵素-基質対のメンバー及び蛍光共鳴エネルギー転移対のメンバ
ーからなる群から選択される。
【００４１】
　一側面では、本発明は、本発明の抗体と、ある実施態様では薬学的に許容できる担体を
含有する組成物を提供する。
　他の側面では、本発明は、ここに記載の免疫コンジュゲートと、ある実施態様では薬学
的に許容できる担体を含有する組成物を提供する。
　一側面では、本発明は本発明の多重特異性抗体の集団を含有する組成物を提供する。当
業者には明らかなように、一般には、そのような組成物は完全には（つまり１００％）均
一ではない。しかしながら、ここに記載するように、本発明の方法は多重特異性抗体の実
質的に均一な集団を製造することが可能である。例えば、本発明は、抗体を含有し、該抗
体の少なくとも８０、８５、９０、９５、９６、９７、９８、９９％がここに記載した本
発明の多重特異性抗体である組成物を提供する。
　一側面では、本発明はジスルフィド結合した第一対の重鎖及び軽鎖ポリペプチドとジス
ルフィド結合した第二対の重鎖及び軽鎖ポリペプチドを含む反応混合物を含有し、ここで
、第一対と第二対の少なくとも５０％、５５％、６０％、６５％、７０％が多量体化（例
えばヘテロ二量体化）されて多重特異性（例えば二重特異性）抗体を形成している組成物
を提供する。
【００４２】
　一側面では、本発明は、第一宿主細胞と第二宿主細胞の混合物を含み、第一宿主細胞が
第一対の重鎖及び軽鎖ポリペプチドをコードする核酸を含み、第二宿主細胞が第二対の重
鎖及び軽鎖ポリペプチドをコードする核酸を含み、二つの対が異なった標的結合特異性を
有している細胞培養物を提供する。一側面では、本発明は、第一宿主細胞と第二宿主細胞
の混合物を含み、第一宿主細胞が第一対の重鎖及び軽鎖ポリペプチドを発現し、第二宿主
細胞が第二対の重鎖及び軽鎖ポリペプチドを発現し、二つの対が異なった標的結合特異性
を有している細胞培養物を提供する。
　他の側面では、本発明は容器とそこに含まれる組成物を含む製造品を提供し、ここで、
組成物は本発明の分子（例えば抗体）を含む。他の側面では、本発明は容器とそこに含ま
れる組成物を含む製造品を提供し、ここで、組成物はここに記載した免疫コンジュゲート
を含む。ある実施態様では、これらの製造品は上記組成物を使用するための指示書を更に
含む。
　更に他の側面では、本発明は本発明の抗体をコードするポリヌクレオチドを提供する。
更に他の側面では、本発明はここに記載した免疫コンジュゲートをコードするポリヌクレ
オチドを提供する。
【００４３】
　一側面では、本発明は本発明の分子（例えば抗体）を発現するための組換えベクターを
提供する。他の例では、本発明は本発明の免疫コンジュゲートを発現するための組換えベ
クターを提供する。
　一側面では、本発明は本発明のポリヌクレオチド又は組換えベクターを含む宿主細胞を
提供する。一実施態様では、宿主細胞は哺乳動物細胞、例えばチャイニーズハムスター卵
巣（ＣＨＯ）細胞である。一実施態様では、宿主細胞は原核生物細胞である。ある実施態
様では、宿主細胞はグラム陰性細菌細胞であり、それは、ある実施態様では大腸菌である
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。本発明の宿主細胞は、宿主細胞におけるその発現が本発明の方法における抗体の収率を
向上させる分子をコードするポリヌクレオチド又は組換えベクターを更に含みうる。例え
ば、そのような分子はシャペロンタンパク質でありうる。一実施態様では、上記分子はＤ
ｓｂＡ、ＤｓｂＣ、ＤｓｂＧ及びＦｋｐＡからなる群から選択される原核生物ポリペプチ
ドである。ある実施態様では、上記ポリヌクレオチド又は組換えベクターはＤｓｂＡとＤ
ｓｂＣの双方をコードする。ある実施態様では、大腸菌宿主細胞は内因性プロテアーゼ活
性を欠く株のものである。ある実施態様では、大腸菌宿主細胞の遺伝子型はｄｅｇＰ及び
ｐｒｃ遺伝子を欠き、変異体ｓｐｒ遺伝子を有する大腸菌株のものである。
【００４４】
　一側面では、本発明は、疾患、例えば癌、腫瘍、細胞増殖性疾患、免疫（例えば自己免
疫）疾患及び／又は血管新生関連疾患の治癒的及び／又は予防処置のための医薬の調製に
おける本発明の分子（例えば抗体）の使用を提供する。
　一側面では、本発明は、疾患、例えば癌、腫瘍、細胞増殖性疾患、免疫（例えば自己免
疫）疾患及び／又は血管新生関連疾患の治癒的及び／又は予防処置のための医薬の調製に
おける本発明の核酸の使用を提供する。
　一側面では、本発明は、疾患、例えば癌、腫瘍、細胞増殖性疾患、免疫（例えば自己免
疫）疾患及び／又は血管新生関連疾患の治癒的及び／又は予防処置のための医薬の調製に
おける本発明の発現ベクターの使用を提供する。
　一側面では、本発明は、疾患、例えば癌、腫瘍、細胞増殖性疾患、免疫（例えば自己免
疫）疾患及び／又は血管新生関連疾患の治癒的及び／又は予防処置のための医薬の調製に
おける本発明の宿主細胞の使用を提供する。
　一側面では、本発明は、疾患、例えば癌、腫瘍、細胞増殖性疾患、免疫（例えば自己免
疫）疾患及び／又は血管新生関連疾患の治癒的及び／又は予防処置のための医薬の調製に
おける本発明の製造品の使用を提供する。
　一側面では、本発明は、疾患、例えば癌、腫瘍、細胞増殖性疾患、免疫（例えば自己免
疫）疾患及び／又は血管新生関連疾患の治癒的及び／又は予防処置のための医薬の調製に
おける本発明のキットの使用を提供する。
【００４５】
（発明の実施の形態）
　本発明は、抗体のようなヘテロ多量体複合体分子を産生するための改善された方法、組
成物、キット及び製造品を提供する。本発明は実用的な収率と所望の純度でのヘテロ多量
体の産生を可能にする。本発明は、性質が多重特異的で高度に安定である分子の使用が非
常に望ましく及び／又は必要とされている病理的症状を治療するために使用することがで
きる複合体分子の効果的で商業的に実行可能な生産を可能にする。本発明の方法、組成物
、キット及び製造品の詳細がここに提供される。
【００４６】
一般的技術
　本発明の実施は、特に明記しない限り、当業者の技量範囲内にある分子生物学（組換え
技術を含む）、微生物学、細胞生物学、生化学及び免疫学の一般的技術を使用して行う。
このような技術は、例えば「Molecular Cloning: A Laboratory Manual」, 第２版(Sambr
ook等, 1989)；「Oligonucleotide Synthesis」(M. J. Gait編, 1984)；「Animal Cell C
ulture」(R. I. Freshney編, 1987)；「Methods in Enzymology」(Academic Press, Inc.
)；「Current Protocols in Molecular Biology」(F. M. Ausubel等編, 1987,及び定期的
更新物)；「PCR: The Polymerase Chain Reaction」, (Mullis等編, 1994)；「A Practic
al Guide to Molecular Cloning」(Perbal Bernard V., 1988)のような文献に十分に説明
されている。
【００４７】
定義
　ここで使用される「ベクター」という用語は、それが結合している他の核酸を輸送する
ことのできる核酸分子を意味するものである。一つのタイプのベクターは「プラスミド」
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であり、これは付加的なＤＮＡセグメントが結合されうる円形の二重鎖ＤＮＡループを意
味する。他のタイプのベクターはファージベクターである。他のタイプのベクターはウイ
ルスベクターであり、付加的なＤＮＡセグメントをウイルスゲノムへ結合させうる。所定
のベクターは、それらが導入される宿主細胞内において自己複製することができる（例え
ば、細菌の複製開始点を有する細菌ベクターとエピソーム哺乳動物ベクター）。他のベク
ター（例えば、非エピソーム哺乳動物ベクター）は、宿主細胞への導入時に宿主細胞のゲ
ノム中に組み込まれ得、宿主ゲノムと共に複製される。更に、所定のベクターは、それら
が作用可能に結合している遺伝子の発現を指令し得る。このようなベクターはここでは「
組換え発現ベクター」（又は単に「組換えベクター」）と呼ぶ。一般に、組換えＤＮＡ技
術で有用な発現ベクターはしばしばプラスミドの形をとる。本明細書では、プラスミドが
最も広く使用されているベクターの形態であるので、「プラスミド」と「ベクター」を相
互交換可能に使用する場合が多い。
【００４８】
　ここで交換可能に使用される「ポリヌクレオチド」又は「核酸」は、任意の長さのヌク
レオチドのポリマーを意味し、ＤＮＡ及びＲＮＡが含まれる。ヌクレオチドは、デオキシ
リボヌクレオチド、リボヌクレオチド、修飾されたヌクレオチド又は塩基、及び／又はそ
れらの類似体(アナログ)、又はＤＮＡもしくはＲＮＡポリメラーゼにより、もしくは合成
反応によりポリマー中に取り込み可能な任意の基質とすることができる。ポリヌクレオチ
ドは、修飾されたヌクレオチド、例えばメチル化ヌクレオチド及びそれらの類似体を含み
得る。存在するならば、ヌクレオチド構造に対する修飾は、ポリマーの組み立ての前又は
後になされ得る。ヌクレオチドの配列は非ヌクレオチド成分により中断されてもよい。ポ
リヌクレオチドは合成後に、例えば標識との結合により、さらに修飾されてもよい。他の
タイプの修飾には、例えば「キャップ(caps)」、類似体との自然に生じたヌクレオチドの
一又は複数の置換、ヌクレオチド間修飾、例えば非荷電連結(例えばホスホン酸メチル、
ホスホトリエステル、ホスホアミダート、カルバマート等)及び荷電連結(ホスホロチオア
ート、ホスホロジチオアート等)を有するもの、ペンダント部分、例えばタンパク質(例え
ばヌクレアーゼ、毒素、抗体、シグナルペプチド、ply-L-リジン等)を含むもの、インタ
ーカレータ(intercalators)を有するもの(例えばアクリジン、ソラレン等)、キレート剤
を含むもの(例えば金属、放射性金属、ホウ素、酸化的金属等)、アルキル化剤を含むもの
、修飾された連結を含むもの(例えばアルファアノマー核酸等)、並びにポリヌクレオチド
(類)の未修飾形態が含まれる。さらに、糖類中に通常存在する任意のヒドロキシル基は、
例えばホスホナート基、ホスファート基で置き換えられてもよく、標準的な保護基で保護
されてもよく、又は付加的なヌクレオチドへのさらなる連結を調製するように活性化され
てもよく、もしくは固体又は半固体支持体に結合していてもよい。５'及び３'末端のＯＨ
はホスホリル化可能であり、又は１～２０の炭素原子を有するアミン又は有機キャップ基
部分で置換することもできる。また他のヒドロキシルは標準的な保護基に誘導体化されて
もよい。さらにポリヌクレオチドは当該分野で一般的に知られているリボース又はデオキ
シリボース糖類の類似形態のものをさらに含み、これらには例えば２'-Ｏ-メチル-、２'-
Ｏ-アリル、２'-フルオロ又は２'-アジド-リボース、炭素環式糖の類似体、アルファ-ア
ノマー糖、エピマー糖、例えばアラビノース、キシロース類又はリキソース類、ピラノー
ス糖、フラノース糖、セドヘプツロース、非環式類似体、及び非塩基性ヌクレオシド類似
体、例えばメチルリボシドが含まれる。一又は複数のホスホジエステル連結は代替の連結
基で置き換えてもよい。これらの代替の連結基には、限定されるものではないが、ホスフ
ァートがＰ(Ｏ)Ｓ(「チオアート」)、Ｐ(Ｓ)Ｓ(「ジチオアート」)、「(Ｏ)ＮＲ２(「ア
ミダート」)、Ｐ(Ｏ)Ｒ、Ｐ(Ｏ)ＯＲ'、ＣＯ又はＣＨ２(「ホルムアセタール」)と置き換
えられた実施態様のものが含まれ、ここでそれぞれのＲ及びＲ'は独立して、Ｈ又は、エ
ーテル(-Ｏ-)結合を含んでいてもよい置換もしくは未置換のアルキル(１-２０Ｃ)、アリ
ール、アルケニル、シクロアルキル、シクロアルケニル又はアラルジル(araldyl)である
。ポリヌクレオチド中の全ての結合が同一である必要はない。先の記述は、ＲＮＡ及びＤ
ＮＡを含むここで引用される全てのポリヌクレオチドに適用される。
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【００４９】
　ここで使用される場合、「オリゴヌクレオチド」とは、短く、一般的に単鎖であり、ま
た必ずしもそうではないが、一般的に約２００未満のヌクレオチド長さの、一般的に合成
のポリヌクレオチドを意味する。「オリゴヌクレオチド」及び「ポリヌクレオチド」なる
用語は、相互に排他的なものではない。ポリヌクレオチドについての上述した記載はオリ
ゴヌクレオチドと等しく、十分に適用可能である。
　「抗体」及び「免疫グロブリン」なる用語は互換性をもって広義な意味で使われ、モノ
クローナル抗体（例えば完全長又は無傷のモノクローナル抗体）、ポリクローナル抗体、
単価抗体、多価抗体、多特異性抗体（例えば所望の生物学的活性を示す限りの二重特異性
抗体）及び本明細書で記載される抗体断片が含まれる。抗体はヒト、ヒト化及び／又は親
和性成熟したものであり得る。
　「抗体断片」は、無傷の抗体の部分のみを含有するものであり、該部分は完全な抗体中
に存在する場合、その部分に通常伴う機能の少なくとも一つ、好ましくはほとんど又は全
てを保持する。
　「抗原結合アーム」、「標的分子結合アーム」なる語句及びその変形例は対象とする標
的分子に特異的に結合する能力を有する本発明の抗体の構成成分を指す。一般に、また好
ましくは、抗原結合アームは免疫グロブリンポリペプチド配列の複合体、例えば免疫グロ
ブリンの軽鎖及び重鎖の可変ドメイン配列及び／又はＣＤＲである。
【００５０】
　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
ら得られる抗体を意味する、すなわち、集団に含まれる個々の抗体が、少量で存在しうる
自然に生じる可能性のある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、一つの抗原に対している。さらに、典型的に異なる決定基(エピトープ)に対
する異なる抗体を含むポリクローナル抗体調製物と比べて、各モノクローナル抗体は、抗
原上の単一の決定基に対するものである。
　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又
は相同性があり、鎖の残りの部分が他の種由来の抗体、あるいは他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又は相同である「キメラ」抗体、並び
にそれが所望の生物的活性を有する限りこのような抗体の断片を特に含む(米国特許第４
８１６５６７号;及びMorrison等, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81:6851-6855(1984))。
　非ヒト(例えばマウス)抗体の「ヒト化」形とは、非ヒト免疫グロブリンから得られた最
小配列を含むキメラ抗体である。多くの場合、ヒト化抗体は、レシピエントの高頻度可変
領域の残基が、マウス、ラット、ウサギ又は非ヒト霊長類のような所望の特異性、親和性
及び能力を有する非ヒト種(ドナー抗体)の高頻度可変領域の残基によって置換されたヒト
免疫グロブリン(レシピエント抗体)である。ある場合には、ヒト免疫グロブリンのフレー
ムワーク領域(ＦＲ)残基は、対応する非ヒト残基によって置換される。さらに、ヒト化抗
体は、レシピエント抗体にもドナー抗体にも見出されない残基を含んでいてもよい。これ
らの修飾は抗体の特性をさらに洗練するために行われる。一般的に、ヒト化抗体は、全て
又はほとんど全ての高頻度可変ループが非ヒト免疫グロブリンのものに一致し、全て又は
ほとんど全てのＦＲがヒト免疫グロブリン配列である、少なくとも１つ、典型的には２つ
の可変ドメインの実質的に全てを含む。ヒト化抗体は、状況に応じて免疫グロブリン定常
領域(Ｆｃ)、典型的にはヒトの免疫グロブリンの定常領域の少なくとも一部を含む。さら
なる詳細は、Jones等, Nature 321, 522-525(1986)；Riechmann等, Nature 332, 323-329
(1988)；及びPresta, Curr. Op. Struct. Biol. 2, 593-596(1992)を参照のこと。また、
以下の概説文献及びここに挙げる引用文献も参照のこと：Vaswani及びHamilton, Ann. Al
lergy, Asthma & Immunol. 1:105-115 (1998)；Harris, Biochem. Soc. Transactions 23
:1035-1038 (1995)；Hurle and Gross, Curr. Op. Biotech. 5:428-433 (1994)。
【００５１】
　「ヒト抗体」は、ヒトにより生成される抗体のアミノ酸残基に対応するアミノ酸残基を
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有するもの、及び／又は本明細書中に開示したヒト抗体をつくるためのいずれかの技術を
使用して、つくられたものである。この定義におけるヒト抗体は、非ヒト抗原結合残基を
含むヒト化抗体を特別に除く。
　「親和性成熟」抗体は、その1つ以上のCDRに1つ以上の変更を有する抗体であって、そ
のような変更を有しない親抗体と比較して、抗原に対する抗体の親和性を向上させる。好
ましい親和性成熟抗体は、標的抗原に対して、ナノモル単位の、さらにはピコモル単位の
親和性を有する。親和成熟抗体は、当技術分野において既知の方法により生産できる。Ma
rks他は、Bio/Technology, 10:779-783(1992年)において、ＶＨドメインとＶＬドメイン
のシャフリングによる親和成熟を開示している。ＣＤＲおよび／またはフレームワーク残
基のランダムな突然変異誘発が、Barbas他、Proc Nat. Acad. Sci, USA 91:3809-3813(19
94); Schier他、Gene, 169:147-155 (1995);　Yelton他、J. Immunol., 155:1994-2004 (
1995); Jackson他, J. Immunol., 154(7):3310-9 (1995); およびHawkins他, J. Mol. Bi
ol., 226:889-896 (1992)に開示されている。
　ここで用いられる「イムノアドヘシン」なる用語は、異種タンパク質（「アドヘシン」
、例えばレセプター、リガンド又は酵素））の「結合ドメイン」と免疫グロブリン定常ド
メインのエフェクター成分とを組み合わす抗体様分子を指す。構造的には、イムノアドヘ
シンは、所望の結合特異性を持ち、抗体の抗原認識及び結合部位（抗原結合部位）以外で
あるアドへシンアミノ酸配列（すなわち「異種性」）と、免疫グロブリン定常ドメイン配
列との融合物を含んでなる。イムノアドヘシンの免疫グロブリン定常ドメイン配列は、Ｉ
ｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３又はＩｇＧ４サブタイプ、ＩｇＡ、ＩｇＥ、ＩｇＤ又はＩｇ
Ｍなどの任意の免疫グロブリンから得ることができる。
【００５２】
　「ヘテロ多量体」、「ヘテロ多量体性複合体」又は「ヘテロ多量体性ポリペプチド」は
少なくとも第一ポリペプチド及び第二ポリペプチドを含有する分子であり、該第二ポリペ
プチドはアミノ酸配列において少なくとも一アミノ酸残基が該第一ポリペプチドとは異な
るものである。ヘテロ多量体は第一及び第二のポリペプチドにより形成される「ヘテロダ
イマー」を含有するかないしは、第一及び第二のポリペプチドにポリペプチドの付加が存
在する高次の三次構造を形成することができる。
　本明細書中で用いる「ポリペプチド」は、一般におよそ１０アミノ酸以上を有するペプ
チド及びタンパク質を意味する。
　本明細書中で用いる「Ｆｃ領域」なる用語は、一般的に免疫グロブリン重鎖のＣ末端ポ
リペプチド配列を含有してなるダイマー複合体を指すものであり、Ｃ末端ポリペプチド配
列は無傷の抗体のパパイン消化により生成されるものである。Ｆｃ領域は天然のＦｃ配列
又は変異体Ｆｃ配列を含有しうる。免疫グロブリン重鎖のＦｃ配列の境界はまちまちであ
るが、ヒトＩｇＧ重鎖のＦｃ配列は、通常、およそCys226位又はおよそPro230位のアミノ
酸残基からFc配列のカルボキシル末端まで延びていると定義される。免疫グロブリンのＦ
ｃ配列は、通常、２つの定常ドメイン、１つのＣＨ２ドメイン及び１つのＣＨ３ドメイン
を含み、場合によってはＣＨ４ドメインを含む。ここでの「Ｆｃポリペプチド」はＦｃ領
域を形成するポリペプチド鎖の一つを意味する。Ｆｃポリペプチドは、ＩｇＧ１、ＩｇＧ

２、ＩｇＧ３又はＩｇＧ４サブタイプ、ＩｇＡ、ＩｇＥ、ＩｇＤ又はＩｇＭなどの任意の
好適な免疫グロブリンから得ることができる。いくつかの実施態様では、Ｆｃポリペプチ
ドは野生型のヒンジ配列の一部又はすべてを（一般的にはそのＮ末端に）含有してなる。
いくつかの実施態様では、Ｆｃポリペプチドは機能的ヒンジ配列又は野生型ヒンジ配列を
含有していない。
【００５３】
　「抗体依存性細胞媒介性細胞障害（抗体依存性細胞性障害）」及び「ＡＤＣＣ」とは、
Ｆｃレセプター（ＦｃＲ）を発現する非特異的な細胞障害細胞(例えば、ナチュラルキラ
ー（ＮＫ）細胞、好中球及びマクロファージ）が標的細胞上に結合した抗体を認識して、
続く標的細胞の溶解を引き起こす細胞媒介性応答を意味する。
　「Ｆｃレセプター」及び「ＦｃＲ」は、抗体のＦｃ領域に結合するレセプターを記載す
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るものである。例えば、ＦｃＲは天然配列ヒトＦｃＲである。一般的には、ＦｃＲは、Ｉ
ｇＧ抗体（ガンマレセプター）と結合するもので、ＦｃγＲＩ、ＦｃγＲＩＩ及びＦｃγ
ＲＩＩＩサブクラスのレセプターを含み、これらのレセプターの対立遺伝子変異体及び選
択的にスプライシングされた形態のものも含まれる。ＦｃγＲＩＩレセプターには、Ｆｃ
γＲＩＩＡ（「活性レセプター」）及びＦｃγＲＩＩＢ（「阻害レセプター」）が含まれ
、主としてその細胞質ドメインは異なるが、類似のアミノ酸配列を有するものである。他
のイソ型(isotype)の免疫グロブリンもまた特定のＦｃＲに結合しうる（例としてJaneway
ら, Immuno Biology: the immune system in health and disease, (Elsevier Science L
td., NY) (第４版, 1999)を参照のこと）。活性レセプターＦｃγＲＩＩＡは、その細胞
質ドメインに免疫レセプターチロシン依存性活性化モチーフ（immunoreceptor tyrosine-
based activation motif ;ＩＴＡＭ）を含んでいる。阻害レセプターＦｃγＲＩＩＢは、
その細胞質ドメインに免疫レセプターチロシン依存性阻害性モチーフ（immunoreceptor t
yrosine-based inhibition motif ;ＩＴＩＭ）を含んでいる（Daeron, Annu. Rev. immun
ol. 15:203-234 (1997)を参照）。ＦｃＲに関しては、 Ravetch及びKinet, Annu.Rev. Im
munol. 9:457-492 (1991); Capel等, Immunomethods 4:25-34 (1994); 及びde Haas等, J
.Lab. Clin. Med. 126:330-41 (1995) に概説されている。将来的に同定されるものも含
む他のＦｃＲはここでの「ＦｃＲ」という用語によって包含される。また、該用語には、
母性ＩｇＧが胎児に受け継がれる要因となっている新生児性レセプターＦｃＲｎも含まれ
る（Guyer等, J. Immunol. 117:587 (1976) Kim等, J. Immunol.24:249 (1994))。
【００５４】
　ここで用いる「ヒンジ領域」、「ヒンジ配列」及びその変形例は、例えば、Janeway等,
 Immuno Biology: the immune system in health and disease, (Elsevier Science Ltd.
, NY) (第４版, 1999); Bloom等, Protein Science (1997), 6:407-415; Humphreys等, J
. Immunol. Methods (1997), 209:193-202に示すように、当該分野に知られている意味を
含む。
　ここで使用される「シストロン」という用語は、概してポリペプチド鎖及び隣接コント
ロール領域をコードしているヌクレオチド配列を含む翻訳単位に相当する遺伝子要素を指
すことを意図する。「隣接コントロール領域」は例えば、翻訳開始領域（ＴＩＲ；下記に
定義されるようなもの）及び末端領域を含む。
　ここで使用される、「翻訳開始領域」又はＴＩＲとは、関心のある遺伝子の翻訳開始の
効力を提供する核酸領域を意図する。一般的に、特定のシストロン内にあるＴＩＲは、リ
ボソーム結合部位（ＲＢＳ）と５'及び３'からＲＢＳの配列を包含する。ＲＢＳは、最小
で、シャイン-ダルガーノ領域及び開始コドン（ＡＵＧ）を含むと定義される。従って、
ＴＩＲはまた、翻訳される核酸配列の少なくとも一部を含む。いくつかの実施態様では、
本発明のＴＩＲは、シストロン内の軽鎖又は重鎖をコードする配列の前にくるシグナルペ
プチドをコードする分泌シグナル配列を含む。ＴＩＲ変異体は、ＴＩＲの特性、例えば以
下に定義されるようなその翻訳強度等を変えるＴＩＲ領域内配列変異（特に置換）を含ん
でなる。好ましくは、本発明のＴＩＲ変異体は、シストロン内の軽鎖及び重鎖をコードす
る配列の前にくる分泌シグナル配列の初めの２～約１４、好ましくは約４～１２、より好
ましくは約６のコドン内での配列置換を含んでなる。
【００５５】
　ここで使用される用語「翻訳強度」とは、ＴＩＲの一以上の変異体がポリペプチドの直
接分泌に使用され、その結果を同じ培地及びアッセイ条件下で野生型ＴＩＲ又は幾つかの
他のコントロールに比較して得た、コントロールシステムにおける分泌ポリペプチドの測
定を意図する。いずれかの見解に限定する訳ではないが、ここで使用される「翻訳強度」
は、例えば、ｍＲＮＡ安定性、リボソーム結合部位に結合するリボソームの能力、及び膜
を超える転位座の機序の測定を含みうる。
　「分泌シグナル配列」又は「シグナル配列」とは、細胞膜、例えば原核生物の内側の膜
又は内側と外側の両方の膜を通して、対象となる新しく合成されたタンパク質の方向付け
に使用することのできる短いシグナルペプチドをコードする核酸配列を意図する。このよ
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うにして、対象となるタンパク質、例えば免疫グロブリン軽鎖又は重鎖ポリペプチドは、
原核宿主細胞の周辺に、あるいは培地中に分泌される。分泌シグナル配列によってコード
されるシグナルペプチドは、宿主細胞に内在しても、あるいはそれらは外因性でもよく、
発現されるポリペプチドに本来あるシグナルペプチドを含む。分泌シグナル配列は、典型
的には発現されるポリペプチドのアミノ末端に存在し、典型的にはポリペプチドの生合成
と分泌の間に細胞質から酵素的に取り除かれる。従って、シグナルペプチドは、通常、成
熟タンパク質産物には存在しない。
【００５６】
　「阻止」抗体又は「アンタゴニスト」抗体は、結合する抗原の生物学的活性を抑制又は
減少させるものである。
　ここで用いる「アゴニスト抗体」は、対象となるポリペプチドの少なくとも一の機能的
活性を模倣する抗体である。
　ここで用いる「腫瘍抗原」には、当分野でよく知られた意味であり、正常細胞と比較し
て腫瘍細胞上に差次的に発現する任意の分子が含まれる。いくつかの実施態様では、前記
分子は正常細胞と比較して腫瘍細胞で検出可能なレベル又は有意に高レベルで発現される
。いくつかの実施態様では、前記分子は正常細胞と比較して腫瘍細胞で検出可能なレベル
又は有意に低レベルの生物学的活性を表す。いくつかの実施態様では、前記分子は、腫瘍
細胞の腫瘍原性特定に関与することが知られているか又は考えられている。多くの腫瘍抗
原が当分野で公知である。また、分子が腫瘍抗原であるかどうかも、例えばクローン原性
アッセイ、形質転換アッセイ、インビトロ又はインビボ腫瘍形成アッセイ、ゲル移動アッ
セイ、遺伝子ノックアウト分析などの当業者に公知の技術及びアッセイに従って測定する
ことができる。
　「疾患」は、本発明の方法又は抗体を用いた治療によって利益を得る任意の症状である
。これには、問題とする疾患に哺乳動物がかかりやすくなる病理学的症状を含む慢性及び
急性の疾病又は疾患を含む。限定的なものではなく、ここで治療する疾患の例には、悪性
及び良性の腫瘍；非白血病性及びリンパ球性悪性腫瘍；神経系、神経膠系、星状性、視床
下部系及び他の腺性、マクロファージ性、上皮性、間質性及び胚盤胞性疾患；及び炎症性
、免疫性及び他の血管形成性関連疾患が含まれる。
【００５７】
　「細胞増殖性疾患」及び「増殖性疾患」という用語は、ある程度の異常な細胞増殖に関
連する疾患を意味する。一実施態様では、細胞増殖性疾患は癌である。
　ここで使用される「腫瘍」は、悪性であれ良性であれ、全ての新生物細胞成長及び増殖
、及び全ての前癌状態及び癌性細胞及び組織を意味する。「癌」、「癌性」、「細胞増殖
性疾患」、「増殖性疾患」及び「腫瘍」はここで称される場合は相互に排他的ではない。
　「癌」及び「癌性」という用語は、典型的には調節されない細胞成長を特徴とする、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（例えば非ホジキンリンパ腫）、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、扁平細胞癌(squamous cell cancer)、小
細胞肺癌、非小細胞肺癌、肺の腺癌、及び肺の扁平癌腫(squamous carcinoma)、腹膜癌、
肝細胞癌、胃腸癌、膵臓癌、神経膠芽腫、子宮頸管癌、卵巣癌、肝臓癌、膀胱癌、肝癌、
乳癌、大腸癌、結腸直腸癌、子宮内膜又は子宮癌、唾液腺癌、腎臓癌、肝臓癌、前立腺癌
、産卵口癌、甲状腺癌、肝臓性癌及び様々なタイプの頭部及び頸部の癌が含まれる。
【００５８】
　ここで言う「自己免疫性疾患」は個体自身の組織に由来する又はその組織に対して生じ
る非悪性疾患又は疾病である。ここでは、自己免疫性疾患は、特にＢ細胞リンパ腫、急性
リンパ芽球性白血病（ＡＬＬ）、慢性リンパ球性白血病（ＣＬＬ）、ヘアリー細胞白血病
及び慢性骨髄芽球性白血病を除く悪性腫瘍又は癌性疾患ないし症状を明確に除く。自己免
疫性疾患ないし疾病の例には、限定するものではないが、炎症反応、例えば乾癬および皮
膚炎（例えば過敏性皮膚炎）を含む炎症性皮膚病；全身強皮症及び硬化症；炎症性腸疾患
関連の反応（例えばクローン病及び潰瘍性大腸炎）；呼吸窮迫症候群（成人呼吸窮迫症候
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群；ＡＲＤＳを含む）；皮膚炎；髄膜炎；脳炎；ブドウ膜炎；大腸炎；糸球体腎炎；アレ
ルギー性症状、例えばＴ細胞の浸潤ないし慢性炎症反応を伴う湿疹及び喘息及び他の症状
；アテローム性動脈硬化；白血球癒着不全；慢性関節リウマチ；全身性エリテマトーデス
（ＳＬＥ）；真正糖尿病（例えばＩ型糖尿病又はインシュリン依存性糖尿病）；多発性硬
化症；レイノー症候群；自己免疫性甲状腺炎；アレルギー性脳脊髄炎；シェーグレン症候
群；若年型糖尿病；及び、一般的に結核、サルコイドーシス、多発性筋炎、肉芽腫症及び
脈管炎でみられるサイトカイン及びＴリンパ球に媒介される急性及び遅発性過敏症と関連
する免疫応答；悪性貧血（アジソン病）；白血球血管外遊出を伴う疾患；中枢神経系（Ｃ
ＮＳ）炎症性疾患；多器官損傷症候群；溶血性貧血（限定するものではなく、クリオグロ
ブリン血症又はクームズ陽性貧血症を含む）；重症筋無力症；抗原-抗体複合体媒介性疾
患；抗糸球体基底膜疾患；抗リン脂質症候群；アレルギー性神経炎；グレーブス病；ラン
バート-イートン筋無力症症候群；水疱性類天ぽうそう；ペンフィグス；自己免疫多腺性
内分泌障害；ライター症候群；全身強直性症候群；ベーチェット疾患；巨細胞動脈炎；免
疫複合体腎炎；ＩｇＡネフロパシ；ＩｇＭ多発性神経炎；免疫血小板減少性紫斑病（ＩＴ
Ｐ）又は自己免疫血小板減少などが含まれる。
【００５９】
　血管形成調節不全により、本発明の組成物及び方法によって治療される多くの疾患が引
き起こされうる。これらの疾患には、非腫瘍性又は腫瘍性症状の両方が含まれる。腫瘍性
のものは上記に記載のものに限らない。非腫瘍性疾患には、限定するものではないが、望
ましくない又は異常な肥大、関節炎、慢性関節リウマチ（ＲＡ）、乾癬、乾癬の斑、サル
コイドーシス、アテローム性動脈硬化、アテローム動脈硬化性斑、未熟児の網膜症を含む
糖尿病性及び他の増殖性の網膜症、水晶体後繊維増殖、血管新生緑内障、年齢関連性黄斑
変性、糖尿病性黄斑浮腫、角膜血管新生、角膜移植片血管新生、角膜移植片拒絶、網膜／
脈絡叢血管新生、虹彩(angle)（ルベオーシス）の血管新生、眼性新生血管疾患、脈管再
狭窄、動静脈奇形（ＡＶＭ）、髄膜腫、血管腫、血管線維腫、甲状腺の過形成（グレーブ
ズ病を含む）、角膜及び他の組織移植、慢性炎症、肺炎症、急性肺損傷／ＡＲＤＳ、敗血
症、原発性肺高血圧症、悪性の肺滲出、大脳浮腫（例えば、急性脳卒中／非開放性頭部損
傷／外傷と関連している）、滑液炎症、ＲＡのパンヌス形成、筋炎骨化、高親和性骨形成
、骨関節炎（ＯＡ）、抵抗性腹水、多嚢胞性卵巣の疾患、子宮内膜症、液体性疾患の第３
の間隔(3rd spacing)（膵炎、コンパートメント症候群、熱傷、腸疾患）、子宮類線維腫
、早産、慢性炎症、例えばＩＢＤ（クローン病および潰瘍性大腸炎）、腎臓同種異系移植
片拒絶反応、炎症性腸疾患、ネフローゼ症候群、望ましくない又は異常な組織塊成長（癌
以外）、血友病関節、肥大した瘢痕、体毛成長の抑制、Ｏｓｌｅｒ-Ｗｅｂｅｒ症候群、
化膿性肉芽腫水晶体後繊維増殖、強皮症、トラコーマ、脈管粘着力、関節滑膜炎、皮膚炎
、子癇前症、腹水、心嚢貯留液（例えば心外膜炎と関連しているもの）及び胸水が含まれ
る。
【００６０】
　ここで使用されるところの「治療」は、治療されている個体又は細胞の天然の過程を改
変するための臨床的介入を意味し、予防のため又は臨床的病理の過程中に実施することが
できる。治療の望ましい効果には、疾病の発生又は再発の防止、症状の寛解、疾病の任意
の直接的又は間接的病理的結果の低減、転移の防止、疾病の進行速度の低減、疾病状態の
回復又は緩和、及び寛解又は改善された予後が含まれる。ある実施態様では、本発明の抗
体は疾患又は疾病の進行を遅らせるために用いられる。
　「有効量」とは所望の治療又は予防結果を達成するために必要な用量及び時間での効果
的な量を意味する。本発明の抗体の「治療的有効量」は、例えば個体の疾病ステージ、年
齢、性別、及び個体の体重、並びに個体に所望の応答を誘発する抗体の能力のような因子
に従って変わりうる。また、治療的有効量は抗体の任意の毒性又は有害な効果よりも治療
的に恩恵のある効果が上回るものである。「予防的有効量」とは所望の予防結果を達成す
るために必要な用量及び時間での効果的な量を意味する。典型的には、予防的量は疾患の
初期ステージ又はその前の患者に用いるので、予防的有効量は治療的有効量よりも少ない
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であろう。
　ここで用いる「実質的に類似」、「実質的に同一」、「実質的に同じ」なる語句及び変
形例は、当業者が２つの数値(一般的には、本発明の抗体に関連するものとその参照対応
物に関連する他のもの)の差に、該値によって測定される生物学的、物理的又は定量的特
性の点で僅かに又は全く生物学的有意性がないと考えるほど、２つの数値が十分に高く類
似していることを意味する。前記２つの値間の差は、参照対応物の値の関数として好まし
くは約５０％未満、好ましくは約４０％未満、好ましくは約３０％未満、好ましくは約２
０％未満、好ましくは約１０％未満である。
【００６１】
　「補体依存性細胞傷害性」もしくは「ＣＤＣ」は、補体の存在下で標的を溶解すること
を意味する。補体活性化経路は、補体系(Ｃｌｑ)の第一補体が、同族抗原と結合した分子
(例えば、抗体)に結合することにより開始される。
　一般的に「結合親和性」は、分子（例えば抗体）の単一結合部位とその結合パートナー
（例えば抗原）との間の非共有結合的な相互作用の総合的な強度を意味する。特に明記し
ない限り、「結合親和性」は、結合対のメンバー(例えば抗体と抗原)間の１：１相互作用
を反映する内因性結合親和性を意味する。一般的に、分子ＸのそのパートナーＹに対する
親和性は、解離定数（Ｋｄ）として表される。親和性は、ここに記載のものを含む当業者
に知られている一般的な方法によって測定することができる。低親和性抗体は一般に抗原
にゆっくり結合して素早く解離する傾向があるのに対し、高親和性抗体は一般に抗原によ
り速く結合しより長く結合したままとなる。結合親和性の様々な測定方法が当該分野で知
られており、その何れかを本発明のために用いることができる。
　ここで用いられる「細胞傷害性剤」という用語は、細胞の機能を阻害又は阻止し及び／
又は細胞破壊を生ずる物質を指す。この用語は、放射性同位体（例えば、Ａｔ２１１、Ｉ
１３１、Ｉ１２５、Ｙ９０、Ｒｅ１８６、Ｒｅ１８８、Ｓｍ１５３、Ｂｉ２１２、Ｐ３２

及びＬｕの放射性同位体）、化学治療薬、例えばメトトレキセート、アドリアマイシン、
ビンカアルカロイド（ビンクリスチン、ビンブラスチン、エトポシド）、ドキソルビシン
、メルファラン、マイトマイシンＣ、クロランブシル、ダウノルビシン又はその他インタ
ーカレート剤、酵素及びその断片、例えば核溶解性酵素、抗生物質、及び毒素、例えばそ
の断片及び／又は変異体を含む小分子毒素又は細菌、糸状菌、植物又は動物起源の酵素的
に活性な毒素、そして下記に開示する種々の抗腫瘍又は抗癌剤を含むことを意図している
。他の細胞傷害性剤を以下に記載する。殺腫瘍性剤は、腫瘍細胞の破壊を引き起こす。
【００６２】
　「化学療法剤」は、癌の治療に有用な化合物である。化学療法剤の例には、チオテパ及
びシクロホスファミド(CYTOXAN(登録商標))のようなアルキル化剤；ブスルファン、イン
プロスルファン及びピポスルファンのようなスルホン酸アルキル類；ベンゾドーパ(benzo
dopa)、カルボコン、メツレドーパ(meturedopa)、及びウレドーパ(uredopa)のようなアジ
リジン類；アルトレートアミン(altretamine)、トリエチレンメラミン、トリエチレンホ
スホラミド、トリエチレンチオホスホラミド(triethylenethiophosphaoramide)及びトリ
メチローロメラミン(trimethylolomelamine)を含むエチレンイミン類及びメチラメラミン
類；アセトゲニン（特にブラタシン及びブラタシノン）；デルタ－９－テトラヒドロカナ
ビノール（ドロナビノール、MARINOL（登録商標）；βラパチョーネ；ラパコール；コル
ヒチン；ベツリン酸；カンプトセシン（合成アナログトポテカン（HYCAMTIN（登録商標）
、CPT-11（イリノテカン、CAMPTOSAR（登録商標））、アセチルカンプトテシン、スコポ
レクチン(scopolectin)及び９－アミノカンプトテシンを含む）；ブリオスタチン；カリ
スタチン；ＣＣ-１０６５（そのアドゼレシン、カルゼレシン及びビゼレシン合成アナロ
グを含む）；ポドフィロトキシン；ポドフィリン酸(podophyllinic acid)；テニポシド；
クリプトフィシン（特にクリプトフィシン１及びクリプトフィシン８）；ドラスタチン；
ドゥオカルマイシン（合成アナログ、ＫＷ-２１８９及びＣＢ１-ＴＭ１を含む）；エロイ
テロビン；パンクラチスタチン；サルコジクチン；スポンギスタチン；クロランブシル、
クロロナファジン(chlornaphazine)、チョロホスファミド(cholophosphamide)、エストラ
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ムスチン、イフォスファミド、メクロレタミン、メクロレタミンオキシドヒドロクロリド
、メルファラン、ノベンビチン(novembichin)、フェネステリン(phenesterine)、プレド
ニムスチン(prednimustine)、トロフォスファミド(trofosfamide)、ウラシルマスタード
などのナイトロジェンマスタード；カルムスチン、クロロゾトシン(chlorozotocin)、フ
ォテムスチン(fotemustine)、ロムスチン、ニムスチン、ラニムスチンなどのニトロスレ
アス(nitrosureas)；抗生物質、例えばエネジイン抗生物質(例えば、カリケアマイシン(c
alicheamicin)、特にカリケアマイシンγ１Ｉ及びカリケアマイシンωＩ１（例えばAgnew
 Chem Intl. Ed. Engl. 33:183-186(1994)参照）；ダイネマイシン(dynemicin)Ａを含む
ダイネマイシン；エスペラマイシン；並びにネオカルチノスタチン発色団及び関連する色
素タンパクエネジイン抗生物質発色団)、アクラシノマイシン類(aclacinomysins)、アク
チノマイシン、オースラマイシン(authramycin)、アザセリン、ブレオマイシン、カクチ
ノマイシン(cactinomycin)、カラビシン(carabicin)、カルミノマイシン、カルジノフィ
リン(carzinophilin)、クロモマイシン類、ダクチノマイシン、ダウノルビシン、デトル
ビシン(detorbicin)、６-ジアゾ-５-オキソ-Ｌ-ノルロイシン、ADRIAMYCIN(登録商標)ド
キソルビシン(モルホリノ-ドキソルビシン、シアノモルホリノ-ドキソルビシン、２-ピロ
リノ-ドキソルビシン及びデオキシドキソルビシンを含む)、エピルビシン、エソルビシン
、イダルビシン、マーセロマイシン(marcellomycin)、マイトマイシンＣのようなマイト
マイシン、マイコフェノール酸(mycophenolic acid)、ノガラマイシン(nogalamycin)、オ
リボマイシン(olivomycins)、ペプロマイシン、ポトフィロマイシン(potfiromycin)、ピ
ューロマイシン、ケラマイシン(quelamycin)、ロドルビシン(rodorubicin)、ストレプト
ニグリン、ストレプトゾシン、ツベルシジン(tubercidin)、ウベニメクス、ジノスタチン
(zinostatin)、ゾルビシン(zorubicin)；代謝拮抗剤、例えばメトトレキセート及び５-フ
ルオロウラシル(５-ＦＵ)；葉酸アナログ、例えばデノプテリン(denopterin)、メトトレ
キセート、プテロプテリン(pteropterin)、トリメトレキセート(trimetrexate)；プリン
アナログ、例えばフルダラビン(fludarabine)、６-メルカプトプリン、チアミプリン、チ
オグアニン；ピリミジンアナログ、例えばアンシタビン、アザシチジン(azacitidine)、
６-アザウリジン(azauridine)、カルモフール、シタラビン、ジデオキシウリジン、ドキ
シフルリジン、エノシタビン(enocitabine)、フロキシウリジン(floxuridine)；アンドロ
ゲン類、例えばカルステロン(calusterone)、プロピオン酸ドロモスタノロン、エピチオ
スタノール、メピチオスタン、テストラクトン(testolactone)；抗副腎剤、例えばアミノ
グルテチミド、ミトタン、トリロスタン；葉酸リプレニッシャー(replenisher)、例えば
フロリン酸(frolinic acid)；アセグラトン；アルドホスファミドグリコシド；アミノレ
ブリン酸；エニルウラシル；アムサクリン(amsacrine)；ベストラブシル(bestrabucil)；
ビサントレン(bisantrene)；エダトラキセート(edatraxate)；デフォファミン(defofamin
e)；デメコルシン(demecolcine)；ジアジコン(diaziquone)；エルフォルニチン(elfornit
hine)；酢酸エリプチニウム(elliptinium)；エポチロン(epothilone)；エトグルシド(eto
glucid)；硝酸ガリウム；ヒドロキシ尿素；レンチナン；ロニダミン(lonidamine)；メイ
タンシノイド(maytansinoid)類、例えばメイタンシン(maytansine)及びアンサミトシン(a
nsamitocine)；ミトグアゾン(mitoguazone)；ミトキサントロン；モピダモール(mopidamo
l)；ニトラクリン(nitraerine)；ペントスタチン；フェナメット(phenamet)；ピラルビシ
ン；ロソキサントロン；２-エチルヒドラジド；プロカルバジン；ＰＳＫ(登録商標)多糖
複合体（JHS Natural Products, Eugene, OR）；ラゾキサン(razoxane)；リゾキシン；シ
ゾフィラン；スピロゲルマニウム(spirogermanium)；テニュアゾン酸(tenuazonic acid)
；トリアジコン(triaziquone)；２,２',２''-トリクロロトリエチルアミン；トリコテセ
ン類(特にＴ-２毒素、ベラクリン(verracurin)Ａ、ロリジン(roridine)Ａ及びアングイジ
ン(anguidine))；ウレタン；ビンデシン（ELDISINE（登録商標）、FILDESIN（登録商標）
）；ダカーバジン；マンノムスチン(mannomustine)；ミトブロニトール；ミトラクトール
(mitolactol)；ピポブロマン(pipobroman)；ガシトシン(gacytosine)；アラビノシド（「
Ａｒａ-Ｃ」）；チオテパ；タキソイド類、例えばＴＡＸＯＬ（登録商標）パクリタキセ
ル（Bristol-Myers Squibb Oncology, Princeton, NJ）、ＡＢＲＡＸＡＮＥＴＭパクリタ
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キセルのクレモフォー無添加アルブミン操作ナノ粒子製剤（American Pharmaceutical Pa
rtners, Schaumberg, Illinois）、及びＴＡＸＯＴＥＲＥ（登録商標）ドキセタキセル（
Rhone-Poulenc Rorer, Antony, France）；クロランブシル；ゲムシタビン(gemcitabine)
 （ＧＥＭＺＡＲ(登録商標)）；６-チオグアニン；メルカプトプリン；メトトレキサート
；プラチナアナログ、例えばシスプラチン及びカルボプラチン；ビンブラスチン（VELBAN
（登録商標））；プラチナ；エトポシド(ＶＰ-１６)；イホスファミド；マイトキサント
ロン；ビンクリスチン（ONCOVIN（登録商標））；オキサリプラチン；ロイコボビン(leuc
ovovin)；ビノレルビン（ＮＡＶＥＬＢＩＮＥ(登録商標)）；ノバントロン(novantrone)
；エダトレキセート；ダウノマイシン；アミノプテリン；イバンドロナート(ibandronate
)；トポイソメラーゼ阻害剤ＲＦＳ２０００；ジフルオロメチロールニチン(ＤＭＦＯ)；
レチノイン酸のようなレチノイド；カペシタビン(capecitabine)（XELODA（登録商標）；
上述したもののいずれかの薬学的に許容可能な塩類、酸類又は誘導体：並びに上記のうち
２以上の組み合わせ、例えば、シクロフォスファミド、ドキソルビシン、ビンクリスチン
、及びプレドニソロン併用療法の略称であるＣＨＯＰ、及び５-ＦＵ及びロイコボビン(le
ucovovin)とオキサリプラチン（ELOXATINTM）を組み合わせた治療法の略称であるFOLFOX
が含まれる。
【００６３】
　またこの定義に含まれるものには、癌の成長を助けるホルモンの作用を調節、低減、阻
止又は阻害するように働き、多くの場合全身処置の形態で使用される抗ホルモン剤がある
。それらはそれ自体がホルモンであってもよい。それらは例えば抗エストロゲン及び選択
的エストロゲン受容体調節物質（ＳＥＲＭ）を含み、例えば、タモキシフェン（NOLVADEX
(登録商標)タモキシフェンを含む）、ＥＶＩＳＴＡ（登録商標）ラロキシフェン(raloxif
ene)、ドロロキシフェン、４-ヒドロキシタモキシフェン、トリオキシフェン(trioxifene
)、ケオキシフェン(keoxifene)、ＬＹ１１７０１８、オナプリストーン(onapristone)、
及びＦＡＲＥＳＴＯＮ（登録商標）トレミフェン；抗プロゲステロン；エストロゲンレセ
プター下方調節剤（ERD）；卵巣を抑止又は停止させる機能がある作用剤、例えばＬＵＰ
ＲＯＮ（登録商標）及びＥＬＩＧＡＲＤ（登録商標）酢酸ロイプロリド等の黄体形成ホル
モン放出ホルモン（LHRH）アゴニスト、酢酸ゴセレリン、酢酸ブセレリン及びトリプテレ
リン(tripterelin)；その他抗アンドロゲン、例えばフルタミド(flutamide)、ニルタミド
(nilutamide)、ビカルタミド；並びに副腎のエストロゲン産生を調節する酵素アロマター
ゼを阻害するアロマターゼ阻害剤、例えば４(５)-イミダゾール、アミノグルテチミド、
ＭＥＧＡＳＥ(登録商標)酢酸メゲストロール、ＡＲＯＭＡＳＩＮ(登録商標)エキセメスタ
ン、フォルメスタニー(formestanie)、ファドロゾール、ＲＩＶＩＳＯＲ(登録商標)ボロ
ゾール、ＦＥＭＡＲＡ(登録商標)レトロゾール、及びＡＲＩＭＩＤＥＸ(登録商標)アナス
トロゾールである。加えて、このような化学療法剤の定義には、クロドロネート（例えば
BONEFOS（登録商標）又はOSTAC（登録商標））、DIDROCAL（登録商標）エチドロン酸、NE
-58095、ZOMETA（登録商標）ゾレドロン酸／ゾレドロネート、FOSAMAX（登録商標）アレ
ンドロネート、AREDIA（登録商標）パミドロン酸、SKELID（登録商標）チルドロン酸、又
はACTONEL（登録商標）リセドロン酸、並びにトロキサシタビン(troxacitabine)（１,３-
ジオキソランヌクレオシドシトシン類似体）；アンチセンスオリゴヌクレオチド、特に接
着細胞の増殖に結びつくシグナル伝達経路における遺伝子の発現を阻害するもの、例えば
ＰＫＣ-α、Ｒａｆ、及びＨ-Ｒａｓ、及び上皮成長因子レセプター（EGF-R）；THERATOPE
（登録商標）ワクチン及び遺伝子治療ワクチン等のワクチン、例えばＡＬＬＯＶＥＣＴＩ
Ｎ(登録商標)ワクチン、ＬＥＵＶＥＣＴＩＮ(登録商標)ワクチン、及びＶＡＸＩＤ(登録
商標)ワクチン；ＬＵＲＴＯＴＥＣＡＮ(登録商標)トポイソメラーゼ１阻害剤；ＡＢＡＲ
ＥＬＩＸ(登録商標)ｒｍＲＨ；ラパチニブ（lapatinib ditosylate）（GW572016としても
知られるErbB-2及びEGFR二重チロシンキナーゼ小分子阻害剤）及び上記のものの何れかの
製薬的に許容される塩類、酸類又は誘導体が含まれる。
【００６４】
　ここで用いられる際の「成長阻害剤」は、本発明の分子によって標的とされる分子の活
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合物又は組成物を意味する。よって、成長阻害剤は、Ｓ期でＨＧＦ／ｃ-ｍｅｔ依存性細
胞の割合を有意に減少させるものである。成長阻害剤の例は、細胞周期の進行を（Ｓ期以
外の位置で）阻害する薬剤、例えばＧ１停止又はＭ期停止を誘発する薬剤を含む。古典的
なＭ期ブロッカーは、ビンカス（ビンクリスチン及びビンブラスチン）、タキサン類、及
びトポイソメラーゼＩＩ阻害剤、例えばドキソルビシン、エピルビシン、ダウノルビシン
、エトポシド、及びブレオマイシンを含む。またＧ１停止させるこれらの薬剤は、Ｓ期停
止にも波及し、例えば、ＤＮＡアルキル化剤、例えば、タモキシフェン、プレドニゾン、
ダカルバジン、メクロレタミン、シスプラチン、メトトレキセート、５-フルオロウラシ
ル、及びアラ-Ｃである。更なる情報は、The Molecular Basis of Cancer, Mendelsohn及
びIsrael, 編, Chapter 1, 表題「Cell cycle regulation, oncogene, and antineoplast
ic drugs」, Murakami等, (WB Saunders: Philadelphia, 1995)、特に１３頁に見出すこ
とができる。タキサン類（パクリタキセル及びドセタキセル）は、共にイチイに由来する
抗癌剤である。ヨーロッパイチイに由来するドセタキセル（TAXOTERE（登録商標）、ロー
ン・プーラン ローラー）は、パクリタキセル（TAXOL（登録商標）、ブリストル-マイヤ
ー スクウィブ）の半合成類似体である。パクリタキセル及びドセタキセルは、チューブ
リン二量体から微小管の集合を促進し、細胞の有糸分裂を阻害する結果となる脱重合を防
ぐことによって微小管を安定化にする。
　「ドキソルビシン」はアントラサイクリン抗生物質である。ドキソルビシンの完全な化
学名は、(８Ｓ-シス)-１０-[(３-アミノ-２,３,６-トリデオキシ-α-Ｌ-リキソ-ヘキサピ
ラノシル)オキシ]-７,８,９,１０-テトラヒドロ-６,８,１１-トリヒドロキシ-８-(ヒドロ
キシアセチル)-１-メトキシ-５,１２-ナフタセンジオンである。
【００６５】
　文脈により特に示されない限り、「第一」ポリペプチド及び「第二」ポリペプチドなる
用語及びその変形例は、単に遺伝的同一性のみであり、特定のポリペプチド又は本発明の
抗体の構成成分を特定するものではない。
　「隆起」は、第一ポリペプチドの界面から突出する少なくとも一つのアミノ酸側鎖であ
り、従って、ヘテロ多量体を安定化させるために隣接した界面（すなわち第二ポリペプチ
ドの界面）内の代償的なキャビティ内に位置し、これによって例えばホモ多量体形成より
も好ましいヘテロ多量体形成を起こすものを意味する。隆起は、元の界面の中に存在して
もよいか又は合成的に導入されてもよい（例えば、界面をコードしている核酸を改変する
ことによって）。通常、第一ポリペプチドの界面をコードする核酸は、隆起をコードする
ように改変される。これを達成するために、第一ポリペプチドの界面内の少なくとも一つ
の「元の」アミノ酸残基をコードする核酸は、元のアミノ酸残基より大きな側鎖体積を有
する少なくとも一つの「移入」アミノ酸残基をコードする核酸によって置換される。複数
の元の残基及び対応する移入残基があり得ることが理解されるであろう。置換される元の
残基の数の上限は、第一ポリペプチドの界面内の全ての残基の数である。様々なアミノ残
基の側鎖体積は次の表に示される。
【００６６】
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【００６７】
　隆起の形成のために好適な移入残基は、通常、天然に生じるアミノ酸残基であって、ア
ルギニン(Ｒ)、フェニルアラニン(Ｆ)、チロシン(Ｙ)及びトリプトファン(Ｗ)から選択さ
れるのが好ましい。トリプトファン及びチロシンは最も好適である。一実施態様では、隆
起の形成のための元の残基は小さな側鎖体積、例えばアラニン、アスパラギン、アスパラ
ギン酸、グリシン、セリン、スレオニン又はバリンを有する。
　「キャビティ」とは、第二ポリペプチドの界面から窪んでいるために第一ポリペプチド
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の近接する界面上の一致する隆起に対応する少なくとも一のアミノ酸側鎖を指す。前記キ
ャビティは元の界面内に存在するかあるいは、合成的に導入されてもよい（例えば界面を
コードする核酸を変更することによって）。通常、第二ポリペプチドの界面をコードする
核酸は、キャビティをコードするために変更される。これを達成するために、第二ポリペ
プチドの界面内の少なくとも一つの「元の」アミノ酸残基をコードする核酸は、元のアミ
ノ酸残基より小さな側鎖体積を有する少なくとも一つの「移入」アミノ酸残基をコードす
るＤＮＡによって置換される。複数の元の残基及び対応する移入残基があることが理解さ
れるであろう。置換される元の残基の数の上限は、第二ポリペプチドの界面内の全ての残
基の数である。様々なアミノ残基の側鎖体積は上記の表１に示される。キャビティの形成
のために好適な移入残基は、通常天然に生じるアミノ酸残基であって、アラニン(Ａ)、セ
リン(Ｓ)、スレオニン(Ｔ)及びバリン(Ｖ)から選択されるのが好ましい。セリン、アラニ
ン又はスレオニンが最も好適である。一実施態様では、キャビティの形成のための元の残
基は、大きな側鎖体積、例えばチロシン、アルギニン、フェニルアラニン又はトリプトフ
ァンを有する。
【００６８】
　「元の」アミノ酸残基は、元の残基より小さいかあるいはより大きな側鎖体積を有する
ことができる「移入」残基によって置換されるものである。移入アミノ酸残基は、天然に
生じるアミノ酸残基あるいは非天然に生じるアミノ酸残基でありえるが、好ましくは前者
である。「天然に生じる」アミノ酸残基は、遺伝コードによってコードされるものであり
、上記の表１において列記されるものである。「非天然に生じる」アミノ酸残基とは、遺
伝コードによってコードされないが、ポリペプチド鎖の隣接したアミノ酸残基（一又は複
数）を共有結合することが可能である残基を意味する。非天然に生じるアミノ酸残基の例
は、ノルロイシン、オルニチン、ノルバリン、ホモセリン及びその他アミノ酸残基類似体
、例えばEllman等, Meth. Enzym. 202:301-336 (1991)などに記載されるものである。こ
のような非天然に生じるアミノ酸残基を生成するために、Noren等 Science 244: 182 (19
89)及び上掲のEllman等の手順を用いることができる。簡単に言うと、これは、非天然に
生じるアミノ酸残基によってサプレッサーｔＲＮＡを化学的に活性化した後にＲＮＡのイ
ンビトロ転写及び翻訳を伴う。本発明の方法には少なくとも一の元のアミノ酸残基の置換
を伴うが、複数の元の残基が置換されうる。通常、第一又は第二のポリペプチドの界面内
の全残基のみに、置換される元のアミノ酸残基を含有しうる。典型的に、置換のための元
の残基は「埋没される」。「埋没される」とは、残基が基本的に溶媒に近接しないことを
意味する。一般に、移入残基は、起こりうる酸化ないしはジスルフィド結合の誤対合を防
止するためのシステインではない。
【００６９】
　隆起がキャビティ内に「位置させることができる」とは、第一ポリペプチド及び第二ポ
リペプチドそれぞれの界面上の隆起及びキャビティの空間的位置と、隆起及びキャビティ
の大きさが、該隆起が界面での第一及び第二のポリペプチドの正常な会合を有意に混乱さ
せることなくキャビティ内に位置する程度であることを意味する。Ｔｙｒ、Ｐｈｅ及びＴ
ｒｐなどの隆起は典型的には界面の軸から垂直に伸びておらず、好適な高次構造をとらな
いので、対応するキャビティを有する隆起の配置は、Ｘ線結晶学又は核磁気共鳴（ＮＭＲ
）によって得られるような、三次元構造に基づいた隆起／キャビティ対のモデル化による
ものである。これは、従来技術において広く受け入れられている技術を用いて達成される
。
　「元の又は鋳型の核酸」とは、隆起又はキャビティをコードするために「変更する」こ
とができる（すなわち遺伝子操作するかないしは突然変異させる）対象とするポリペプチ
ドをコードする核酸を意味する。元のあるいははじめの核酸は、天然に生じる核酸でもよ
いし、事前に変更させてある（例えばヒト化抗体断片）核酸を含んでもよい。核酸を「変
更する」とは、元の核酸が対象とするアミノ酸残基をコードする少なくとも一つのコドン
を挿入、欠損又は置換することによって変異させることを意味する。通常、元の残基をコ
ードするコドンは、移入残基をコードするコドンによって置換される。このように遺伝的
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にＤＮＡを修飾する技術は、Mutagenesis: a Practical Approach, M.J. McPherson, 編
集, (IRL Press, Oxford, UK. (1991)に概説されており、例えば、部位特異的突然変異、
カセット突然変異誘発及びポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）突然変異誘発が含まれる。従
って、元の／鋳型の核酸を変異させることによって、元の／鋳型の核酸によってコードさ
れる元の／鋳型のポリペプチドは同様に変更される。
【００７０】
　隆起又はキャビティは、合成手段、例えば組換え技術、インビトロペプチド合成法、前
記の非天然に生じるアミノ酸残基を導入するための技術によって、ペプチドの酵素的又は
化学的共役によって又はこれらの技術のいくつかの組合せによって、第一又は第二のポリ
ペプチドの界面に「導入する」ことができる。したがって、「導入される」隆起又はキャ
ビティは、「非天然に生じる」又は「非天然の」ものであり、天然のポリペプチド又は元
のポリペプチド（例えばヒト化モノクローナル抗体）において存在しないことを意味する
。
　一般に、隆起を形成するための移入アミノ酸残基は、相対的に小さな数の「回転異性体
」（例えば約３－６）を有する。「回転異性体(rotomer)」はアミノ酸側鎖のエネルギー
的に好適な高次構造である。様々なアミノ酸残基の回転異性体の多くは、Ponders及びRic
hards, J. Mol. Biol. 193: 775-791 (1987)に概説される。
　「単離された」ヘテロ多量体とは、その自然細胞培養物環境の成分から同定され分離さ
れ及び／又は回収されたものを意味する。その自然環境の汚染成分とは、ヘテロ多量体の
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。いくつかの実施態様では、ヘテロ多量体は、(１)ロー
リー(Lowry)法によって定量して９５重量％超の、最も好ましくは９９重量％超のタンパ
ク質まで、（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、少なくとも
１５のＮ末端あるいは内部アミノ酸配列の残基を得るのに充分な程度まで、あるいは(３)
クーマシーブルー又は銀染色を用いた還元又は非還元条件下でのＳＤＳ-ＰＡＧＥによる
均一性まで精製される。
【００７１】
　本発明のヘテロ多量体は通常、実質的な均一性まで精製される。「実質的に均一な」、
「実質的に均一な形態」及び「実質的均一性」なる語句は、産物が望ましくないポリペプ
チドの組合せ（例えばホモ多量体）に由来する副産物を実質的に欠いていることを表すた
めに用いられる。精製度によって表すと、実質的均一性は副産物の量が、割合を重量で表
して２０％、１０％を上回らないか、又は５％以下であるか、又は１％以下であるか、又
は０．５％以下であることを意味する。
　「コントロール配列」という表現は、特定の宿主生物において作用可能に結合したコー
ド配列を発現するために必要なＤＮＡ配列を指す。例えば原核生物に好適なコントロール
配列は、プロモーター、場合によってはオペレータ配列、リボソーム結合部位、あるいは
滅多に用いられない配列などの他のものを含む。
　核酸は、他の核酸配列と機能的な関係にあるときに「作用可能に結合し」ている。例え
ば、プレ配列あるいは分泌リーダーのＤＮＡは、ポリペプチドの分泌に参画するプレタン
パク質として発現されているなら、そのポリペプチドのＤＮＡに作用可能に結合している
；プロモーター又はエンハンサーは、配列の転写に影響を及ぼすならば、コード配列に作
用可能に結合している；又はリボソーム結合部位は、もしそれが翻訳を容易にするような
位置にあるなら、コード配列と作用可能に結合している。一般的に、「作用可能に結合し
ている」とは、結合したＤＮＡ配列が近接しており、分泌リーダーの場合には近接してい
て読みフェーズにあることを意味する。しかし、エンハンサーは必ずしも近接している必
要はない。結合は簡便な制限部位でのライゲーションにより達成される。そのような部位
が存在しない場合は、従来の手法に従って、合成オリゴヌクレオチドアダプターあるいは
リンカーが使用される。
【００７２】
ベクター、宿主細胞及び組換え方法
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　本発明の抗体の組み換え生成のために、コードする核酸を単離して、更なるクローニン
グ（ＤＮＡの増幅）又は発現のために複製ベクターに挿入する。抗体をコードするＤＮＡ
は従来の手順で簡単に単離し、配列決定される（例えば、抗体の重鎖及び軽鎖をコードす
る遺伝子に特異的に結合することができるオリゴヌクレオチドプローブを用いて）。多く
のベクターが利用可能である。用いる宿主細胞にある程度依存してベクターを選択する。
一般的に、好適な宿主細胞は原核生物又は真核生物（一般的に哺乳動物）由来の細胞であ
る。
【００７３】
原核生物の宿主細胞を用いた抗体産生
ベクターの構築
　本発明の抗体のポリペプチド成分をコードしているポリヌクレオチド配列は標準的な組
換え技術を使用して得ることができる。所望のポリヌクレオチド配列はハイブリドーマ細
胞のような抗体産生細胞から単離し配列決定することができる。あるいは、ポリヌクレオ
チドはヌクレオチド合成機又はＰＣＲ法を使用して合成することができる。ひとたび得ら
れると、ポリペプチドをコードしている配列は原核生物宿主中で異種ポリヌクレオチドを
複製し、発現することが可能な組換えベクター中に挿入される。当該分野において入手で
き知られている多くのベクターを本発明の目的のために使用することができる。適切なベ
クターの選択は、主として、ベクターに挿入される核酸のサイズとベクターで形質転換さ
れる特定の宿主に依存する。各ベクターは、機能（異種性ポリヌクレオチドの増幅又は発
現ないしその両方）及び属する特定の宿主細胞への適合性に応じて、様々な成分を含む。
一般的に、限定するものではないが、ベクター成分には複製起源、選択マーカー遺伝子、
プロモータ、リボゾーム結合部位（ＲＢＳ）、シグナル配列、異種性核酸挿入及び転写終
末配列が含まれる。
　一般には、レプリコン及び宿主細胞と適合性のある種に由来するコントロール配列を含
んでいるプラスミドベクターが、宿主細胞と関連して使用される。そのベクターは、通常
、複製開始点並びに形質転換細胞において表現型の選択を提供可能なマーキング配列を有
する。例えば、一般的に大腸菌は、大腸菌種由来のプラスミドであるｐＢＲ３２２を用い
て形質転換する。ｐＢＲ３２２はアンピシリン（Ａｍｐ）及びテトラサイクリン（Ｔｅｔ
）耐性のコード遺伝子を含んでいるため、形質転換細胞を容易に同定することができる。
ｐＢＲ３２２、その誘導体又は他の微生物プラスミド又はバクテリオファージも外来性タ
ンパク質を発現する微生物によって使用可能なプロモータを含むか、含むように変更され
る。特定の抗体の発現に使用されるｐＢＲ３２２誘導体の例はCarter等の米国特許第５６
４８２３７号に詳細に記載されている。
【００７４】
　また、レプリコン及び宿主微生物と適合性のあるコントロール配列を含んでいるファー
ジベクターを、これらの宿主との関連でトランスフォーミングベクターとして使用するこ
とができる。例えば、λＧＥＭ.ＴＭ.-１１のようなバクテリオファージを、大腸菌ＬＥ
３９２のような感受性の宿主細胞を形質転換するために使用できる組換えベクターを作製
する際に利用することができる。
　本発明の発現ベクターは各ポリペプチド成分をコードする２又はそれ以上のプロモータ
－シストロン（翻訳単位）対を含みうる。プロモーターはその発現を調節するシストロン
の上流（５'）に位置している非翻訳配列である。原核生物のプロモーターは典型的には
誘導性と構成的との二つのクラスのものがある。誘導性プロモーターは、例えば栄養分の
有無又は温度の変化のような、培養条件の変化に応答してその調節下でシストロンの転写
レベルを増大させるように誘導するプロモーターである。
　様々な潜在的宿主細胞によって認識される非常に多数のプロモータがよく知られている
。選択したプロモーターを、制限酵素消化によって供給源ＤＮＡからプロモータを除去し
、本発明のベクター内に単離したプロモータを挿入することによって軽鎖又は重鎖をコー
ドするシストロンＤＮＡに作用可能に連結することができる。天然プロモーター配列と多
くの異種プロモーターの双方を、標的遺伝子の増幅及び／又は発現を生じさせるために使
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用することができる。ある実施態様では、天然の標的ポリペプチドプロモーターと比較し
て、一般的に発現する標的遺伝子をより多く転写させ、効率をよくするので、異種プロモ
ーターが有用である。
【００７５】
　原核生物宿主での使用に好適なプロモーターには、ＰｈｏＡプロモーター、βガラクタ
マーゼ及びラクトースプロモーター系、トリプトファン(ｔｒｐ)プロモーター系及びハイ
ブリッドプロモーター、例えばｔａｃ又はｔｒｃプロモーターが含まれる。しかし、細菌
中で機能性である他のプロモーター（例えば他の既知の細菌又はファージプロモーター）
も好適である。そのヌクレオチド配列は発表されており、よって当業者は、任意の必要と
される制限部位を供給するリンカー又はアダプターを使用して標的軽鎖及び重鎖をコード
するシストロンにそれらを作用可能に結合させることができる（Siebenlist等 (1980) Ce
ll 20:269）。
　本発明の一側面では、組換えベクター内の各シストロンは、膜を貫通して発現されるポ
リペプチドの転写を誘導する分泌シグナル配列成分を含む。一般に、シグナル配列はベク
ターの成分でありうるか、ベクター中に挿入される標的ポリペプチドＤＮＡの一部であり
うる。この発明の目的のために選択されるシグナル配列は宿主細胞によって認識されプロ
セシングされる（つまりシグナルペプチダーゼにより切断される）ものでなければならな
い。異種ポリペプチドに天然のシグナル配列を認識せずプロセシングする原核生物宿主細
胞に対しては、シグナル配列は、例えばアルカリホスファターゼ、ペニシリナーゼ、Ｉｐ
ｐあるいは熱安定性エンテロトキシンＩＩ（ＳＴＩＩ）リーダー、ＬａｍＢ、ＰｈｏＥ、
ＰｅｌＢ、ＯｍｐＡ及びＭＢＰからなる群から選択される原核生物シグナル配列によって
置換される。一実施態様では、発現系の双方のシストロンに使用されるシグナル配列はＳ
ＴＩＩシグナル配列又はその変異体である。
【００７６】
　他の側面では、本発明による免疫グロブリンは宿主細胞の細胞質内で産生されるので、
各シストロン内に分泌シグナル配列の存在は必要でない。この点において、免疫グロブリ
ン軽鎖及び重鎖は発現され、折り畳まれ、集合して細胞質内に機能的免疫グロブリンを形
成する。ジスルフィド結合形成に好適な細胞質条件を示し、発現したタンパク質サブユニ
ットを好適に折り畳み、集合することができる宿主系が存在する（例として大腸菌ｔｒｘ
Ｂ－系）。Proba及びPluckthun Gene, 159:203 (1995)。
　本発明は、発現されるポリペプチド成分の量的割合を本発明の抗体の分泌及び好適な集
積効率が最大となるように調節することができる発現系を提供する。ポリペプチド成分の
翻訳強度を同時に調節することによって少なくともある程度その調節が達成される。
【００７７】
　翻訳強度を調節する一つの方法は、Simmons等の米国特許第５８４０５２３号に開示さ
れている。このアプローチはシストロン内の翻訳開始領域（ＴＩＲ）の変異体を利用する
。与えられたＴＩＲに対して、ある範囲の翻訳強さを持つ一群のアミノ酸又は核酸配列変
異体をつくり出すことができ、それによって、所望の発現レベルの特異的鎖に対してこの
因子を調節するための簡便な手段を提供する。ＴＩＲ変異体はアミノ酸配列を改変するこ
とができるコドン変化を生じる一般的な突然変異誘発法によって産生することができるが
、ヌクレオチド配列のサイレント変化が好ましい。ＴＩＲの変異には、例えばシグナル配
列の変更と共に、シャイン-ダルガーノ配列の数又は間隔の変更が含まれうる。変異体シ
グナル配列を作成するためのある方法はシグナル配列のアミノ酸配列を変化させない（つ
まり変化がサイレントである）コード配列の最初での「コドンバンク」の産生である。こ
れは、各コドンの第三のヌクレオチド位置を変化させることによって、達成できる；加え
て、幾つかのアミノ酸、例えばロイシン、セリン、及びアルギニンはバンクの作製に複雑
さを付加し得る複数の第一及び第二の位置を有している。この突然変異誘発の方法はYans
ura等(1992) METHODS: A Companion to Methods in Enzymol. 4:151-158に詳細に記載さ
れている。
　好ましくは、そこの各シストロンに対してある範囲のＴＩＲ強さを有する一群のベクタ
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ーが産生される。この制限された群は各鎖の発現レベルと様々なＴＩＲ強さの組合せ下で
所望の抗体産物の収量の比較をもたらす。ＴＩＲ強さはSimmons等の米国特許第５８４０
５２３号に記載されているレポーター遺伝子の発現レベルを定量することによって決定す
ることができる。翻訳強度を比較することによって、所望の個々のＴＩＲｓが選択されて
、本発明の発現ベクター構築物中で組み合わされる。
【００７８】
　本発明の抗体を発現するのに適した原核生物宿主細胞には、古細菌及び真正細菌、例え
ばグラム陰性又はグラム陽性生物が含まれる。有用な細菌の例には、エシェリキア属（例
えば大腸菌）、バシラス属（例えば枯草菌）、エンテロバクター属、シュードモナス種（
例えば緑膿菌）、ネズミチフス菌、霊菌(Serratia marcescans）、クレブシエラ属、プロ
テウス属、赤痢菌、根粒菌、ビトレオシラ(Vitreoscilla)又はパラコッカス(Paracoccus)
が含まれる。一実施態様では、グラム陰性菌が使用される。一実施態様では、大腸菌細胞
が本発明の宿主として使用される。大腸菌株の例として、遺伝子型W3110 ΔfhuA (ΔtonA
) ptr3 lac Iq lacL8 ΔompTΔ(nmpc-fepE) degP41 kanR を有する３３Ｄ３株(米国特許
第５６３９６３５号)を含むW3110株 (Bachmann, Cellular and Molecular Biology, vol.
 2 (Washington, D.C.: American Society for Microbiology, 1987), 1190-1219頁；ATC
C寄託番号27,325)及びその誘導体が含まれる。また、大腸菌294 (ATCC 31,446), 大腸菌B
, 大腸菌λ 1776 (ATCC 31,537)及び大腸菌RV308(ATCC 31,608) など、他の株及びその誘
導体も好適である。この例は限定的なものでなく例示的なものである。定義した遺伝子型
を有する上記の何れかの細菌の誘導体の構築方法は当該分野で知られており、例えば Bas
s等, Proteins, 8:309-314 (1990)に記載されている。一般的に、細菌細胞中でのレプリ
コンの複製能を考慮して適した細菌を選択することが必要である。ｐＢＲ３２２、ｐＢＲ
３２５、ｐＡＣＹＣ１７７、又はｐＫＮ４１０のようなよく知られたプラスミドを使用し
てレプリコンを供給する場合、例えば、大腸菌、セラシア属、又はサルモネラ種を宿主と
して好適に用いることができる。典型的に、宿主細胞は最小量のタンパク質分解酵素を分
泌しなければならず、望ましくは更なるプロテアーゼインヒビターを細胞培養中に導入す
ることができる。
【００７９】
抗体産生
　上述した発現ベクターで宿主細胞を形質転換又は形質移入し、プロモーターを誘導し、
形質転換体を選択し、又は所望の配列をコードする遺伝子を増幅するのに適するように修
飾された通常の栄養培地中で培養する。
　形質転換とは、ＤＮＡを原核生物宿主中に導入し、そのＤＮＡを染色体外要素として、
又は染色体組込みによって複製可能にすることを意味する。使用される宿主細胞に応じて
、形質転換はそのような細胞に適した標準的技術を使用してなされる。塩化カルシウムを
用いるカルシウム処理は実質的な細胞壁障害を含む細菌細胞のために一般に使用される。
形質転換のための他の方法はポリエチレングリコール／ＤＭＳＯを用いる。さらに別の方
法はエレクトロポレーションである。
　本発明のポリペプチドを生産するために使用される原核生物細胞は当該分野で知られ、
選択された宿主細胞の培養に適した培地中で増殖させられる。好適な培地の例には、ルリ
ア培地（ＬＢ）プラス必須栄養分サプリメントが含まれる。ある実施態様では、培地は発
現ベクターを含む原核生物細胞の増殖を選択的に可能にするために、発現ベクターの構成
に基づいて選択される選択剤をまた含む。例えば、アンピシリンがアンピシリン耐性遺伝
子を発現する細胞の増殖用培地に加えられる。
【００８０】
　炭素、窒素及び無機リン酸源の他に任意の必要なサプリメントを、単独で、又は複合窒
素源のような他のサプリメント又は培地との混合物として導入される適切な濃度で含有さ
せられうる。場合によっては、培養培地はグルタチオン、システイン、シスタミン、チオ
グリコレート、ジチオエリトリトール及びジチオトレイトールからなる群から選択される
一又は複数の還元剤を含みうる。
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　原核生物宿主細胞は適切な温度で培養される。例えば、大腸菌の増殖に対しては、好適
な温度は約２０℃から約３９℃、より好ましくは約２５℃から約３７℃の範囲、更により
好ましくは約３０℃である。培地のｐＨは、主として宿主生物に応じて、約５から約９の
範囲の任意のｐＨでありうる。大腸菌に対しては、ｐＨは好ましくは約６．８から約７．
４、より好ましくは約７．０である。
　本発明の発現ベクターに誘導性プロモータが用いられる場合、プロモータの活性に適す
る条件下でタンパク質発現を誘導する。本発明の一態様では、ポリペプチドの転写制御の
ためにＰｈｏＡプロモータが用いられる。したがって、形質転換した宿主細胞を誘導のた
めにリン酸限定培地で培養する。好ましくは、リン酸限定培地はＣ.Ｒ.Ａ.Ｐ培地である
（例えばSimmons等, J. Immunol. Methods (2002), 263:133-147を参照）。当該分野で知
られているように、様々な他の誘導因子を、用いるベクター構築物に応じて用いることが
できる。
【００８１】
　一実施態様では、発現された本発明のポリペプチドは宿主細胞の細胞膜周辺中に分泌さ
れ、そこから回収される。タンパク質の回収は、一般的には浸透圧ショック、超音波処理
又は溶解のような手段によって典型的には微生物を破壊することを含む。ひとたび細胞が
破壊されると、細胞片又は全細胞を遠心分離又は濾過によって除去することができる。タ
ンパク質は、例えばアフィニティー樹脂クロマトグラフィーによって更に精製することが
できる。あるいは、タンパク質は培養培地に輸送しそこで分離することができる。細胞を
培養物から除去することができ、培養上清は濾過され、生成したタンパク質の更なる精製
のために濃縮される。発現されたポリペプチドを更に単離し、ポリアクリルアミドゲル電
気泳動法（ＰＡＧＥ）及びウェスタンブロットアッセイ法のような一般的に知られている
方法を使用して同定することができる。
　本発明の一側面では、抗体産生は発酵法によって多量に受け継がれる。組換えタンパク
質の生産には様々な大規模流加発酵法を利用することができる。大規模発酵は少なくとも
１０００リットルの容量、好ましくは約１０００から１０００００リットルの容量である
。これらの発酵槽は、酸素と栄養分、特にグルコース（好ましい炭素／エネルギー源）を
分散させる撹拌翼を使用する。小規模発酵とは一般におよそ１００リットル以下の容積で
、約１リットルから約１００リットルの範囲でありうる発酵槽での発酵を意味する。
【００８２】
　発酵法では、タンパク質の発現の誘導は、典型的には、細胞が適切な条件下にて、初期
定常期に細胞があるステージで、所望の密度、例えば約１８０－２２０のＯＤ５５０まで
増殖したところで開始される。当該分野で知られ上述されているように、用いられるベク
ターコンストラクトに応じて、様々なインデューサーを用いることができる。細胞を誘導
前の短い時間の間、増殖させてもよい。細胞は通常約１２－５０時間の間、誘導されるが
、更に長い又は短い誘導時間としてもよい。
　本発明のポリペプチドの生産収量と品質を改善するために、様々な発酵条件を変更する
ことができる。例えば、分泌される抗体ポリペプチドの正しい組み立てとフォールディン
グを改善するために、例えばＤｓｂタンパク質（ＤｓｂＡ、ＤｓｂＢ、ＤｓｂＣ、Ｄｓｂ
Ｄ及び／又はＤｓｂＧ）又はＦｋｐＡ（シャペロン活性を持つペプチジルプロピルシス、
トランス-イソメラーゼ）のようなシャペロンタンパク質を過剰発現する更なるベクター
を用いて宿主原核細胞を同時形質転換させることができる。シャペロンタンパク質は細菌
宿主細胞中で生産される異種性タンパク質の適切な折り畳みと溶解性を容易にすることが
実証されている。Chen等 (1999) J Bio Chem 274:19601-19605；Georgiou等, 米国特許第
６０８３７１５号；Georgiou等, 米国特許第６０２７８８８号；Bothmann及びPluckthun 
(2000) J. Biol. Chem. 275:17100-17105；Ramm及びPluckthun (2000) J. Biol. Chem. 2
75:17106-17113；Arie等 (2001) Mol. Microbiol. 39:199-210。
【００８３】
　発現された異種タンパク質（特にタンパク分解を受けやすいもの）のタンパク質分解を
最小にするために、タンパク質分解酵素を欠くある種の宿主株を本発明に用いることがで
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きる。例えば、原核生物宿主細胞株を改変して、プロテアーゼＩＩＩ、ＯｍｐＴ、Ｄｅｇ
Ｐ、Ｔｓｐ、プロテアーゼＩ、プロテアーゼＭｉ、プロテアーゼＶ、プロテアーゼＶＩ及
びその組合せのような既知の細菌プロテアーゼをコードしている遺伝子に遺伝子突然変異
を生じさせることができる。幾つかの大腸菌プロテアーゼ欠損株が利用でき、例えば、上
掲のJoly等 (1998)；Georgiou等, 米国特許第５２６４３６５号；Georgiou等, 米国特許
第５５０８１９２号；Hara等 (1996) Microbial Drug Resistance 2:63-72に記載されて
いる。
　ある実施態様では、タンパク質溶解性酵素を欠損した、一以上のシャペロンタンパク質
を過剰発現するプラスミドで形質転換した大腸菌株を本発明の発現系の宿主細胞として用
いる。
【００８４】
抗体精製
　一実施態様では、ここで産生される抗体タンパク質を更に精製して、更なるアッセイ及
び使用のために実質的に均一な調製物を得る。当該分野で知られている標準的なタンパク
質精製方法を用いることができる。以下の方法は好適な精製手順の例である：免疫親和性
又はイオン交換カラムによる分画、エタノール沈殿法、逆相ＨＰＬＣ、シリカ又はＤＥＡ
Ｅなどの陽イオン交換樹脂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、硫酸アンモニウム沈降法及び、例えばＳｅｐｈａｄｅｘ Ｇ－７５を用いた
ゲル濾過法。
　一側面では、固形層に固定したプロテインＡを本発明の抗体産物の免疫親和性精製法に
用いる。プロテインＡは抗体のＦｃ領域に高い親和性で結合する黄色ブドウ球菌から単離
した４１ｋＤの細胞壁タンパク質である。Lindmark等(1983) J. Immunol. Meth. 62:1-13
。プロテインＡを固定した固形層は、ガラス又はシリカ表面、より好ましくは孔を調節し
たガラスカラム又はケイ酸カラムを含むカラムが好ましい。ある方法では、カラムは非特
異的な混入物の接着を防ぐためにグリセロールなどの試薬でコートされている。
　精製の初めの工程では、上述のように細胞培養物からの調製物をプロテインＡ固定固相
に適用し、プロテインＡに対象とする抗体を特異的に結合させる。ついで、固相を洗浄し
て、固相に非特異的に結合した混入物を除去する。最後に、対象とする抗体を溶出により
固相から除去する。
【００８５】
真核生物の宿主細胞を用いた抗体の産生
　一般的に、ベクター成分は、限定するものではないが、以下の一以上を含む：シグナル
配列、複製起点、一以上のマーカ遺伝子、エンハンサー因子、プロモータ及び転写終末因
子。
（ｉ）シグナル配列成分
　真核生物の宿主細胞に用いるベクターは、シグナル配列あるいは成熟タンパク質あるい
は対象とするポリペプチドのＮ末端に特異的切断部位を有する他のポリペプチドを含んで
いてもよい。好ましく選択された異種シグナル配列は宿主細胞によって認識され加工され
る(すなわち、シグナルペプチダーゼによって切断される)ものである。哺乳動物細胞での
発現においては、哺乳動物のシグナル配列並びにウイルス分泌リーダー、例えば単純ヘル
ペスｇＤシグナルが利用できる。
　このような前駆体領域のＤＮＡは、多価抗体をコードするＤＮＡに読み枠を一致させて
結合される。
（ｉｉ）複製開始点
　一般には、哺乳動物の発現ベクターには複製開始点成分は不要である。例えば、ＳＶ４
０開始点は典型的にはただ初期プロモーターを有しているために用いられる。
【００８６】
（ｉｉｉ）選択遺伝子成分
　発現及びクローニングベクターは、選択可能マーカーとも称される選択遺伝子を含む。
典型的な選択遺伝子は、(ａ)アンピシリン、ネオマイシン、メトトレキセートあるいはテ
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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)関連があれば、栄
養要求性欠陥を補い、又は(ｃ)複合培地から得られない重要な栄養素を供給するタンパク
質をコードする。
　選択方法の一例では、宿主細胞の成長を抑止する薬物が用いられる。異種性遺伝子で首
尾よく形質転換した細胞は、薬物耐性を付与するタンパク質を生産し、よって選択工程を
生存する。このような優性選択の例は、薬剤ネオマイシン、ミコフェノール酸及びハイグ
ロマイシンを使用する。
　哺乳動物細胞に適切な選択可能なマーカーの他の例は、抗体核酸を捕捉することのでき
る細胞成分を同定することを可能にするもの、例えばＤＨＦＲ、チミジンキナーゼ、メタ
ロチオネインＩ及びＩＩ、好ましくは、霊長類メタロチオネイン遺伝子、アデノシンデア
ミナーゼ、オルニチンデカルボキシラーゼ等々である。
　例えば、ＤＨＦＲ選択遺伝子によって形質転換された細胞は、先ず、ＤＨＦＲの競合的
アンタゴニストであるメトトリキセート(Ｍｔｘ)を含む培地において形質転換物の全てを
培養することで同定される。野生型ＤＨＦＲを用いた場合の好適な宿主細胞は、ＤＨＦＲ
活性に欠陥のあるチャイニーズハムスター卵巣(ＣＨＯ)株化細胞である（例えばＡＴＣＣ
　ＣＲＬ-９０９６）。
　あるいは、抗体をコードするＤＮＡ配列、野生型ＤＨＦＲタンパク質、及びアミノグリ
コシド３'-ホスホトランスフェラーゼ(ＡＰＨ)のような他の選択可能マーカーで形質転換
あるいは同時形質転換した宿主細胞(特に、内在性ＤＨＦＲを含む野生型宿主)は、カナマ
イシン、ネオマイシンあるいはＧ４１８のようなアミノグリコシド抗生物質のような選択
可能マーカーの選択剤を含む培地中での細胞増殖により選択することができる。米国特許
第４９６５１９９号を参照のこと。
【００８７】
（ｉｖ）プロモーター成分
　発現及びクローニングベクターは通常は宿主生物体によって認識され抗体ポリペプチド
核酸に作用可能に結合しているプロモーターを含む。真核生物に対してプロモーター配列
が知られている。実質的に全ての真核生物の遺伝子が、転写開始部位からおよそ２５ない
し３０塩基上流に見出されるＡＴリッチ領域を有している。多数の遺伝子の転写開始位置
から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Ｃ
ＮＣＡＡＴ領域である。大部分の真核生物遺伝子の３'末端には、コード配列の３'末端へ
のポリＡ尾部の付加に対するシグナルであるＡＡＴＡＡＡ配列がある。これらの配列は全
て真核生物の発現ベクターに適切に挿入される。
　哺乳動物の宿主細胞におけるベクターからの抗体ポリペプチドの転写は、例えば、ポリ
オーマウィルス、伝染性上皮腫ウィルス、アデノウィルス(例えばアデノウィルス２)、ウ
シ乳頭腫ウィルス、トリ肉腫ウィルス、サイトメガロウィルス、レトロウィルス、Ｂ型肝
炎ウィルス及びサルウィルス４０(ＳＶ４０)のようなウィルスのゲノムから得られるプロ
モーター、異種性哺乳動物プロモーター、例えばアクチンプロモーター又は免疫グロブリ
ンプロモーター、熱ショックプロモーターによって、このようなプロモーターが宿主細胞
系に適合し得る限り、調節される。
　ＳＶ４０ウィルスの初期及び後期プロモーターは、ＳＶ４０ウイルスの複製起点を更に
含むＳＶ４０制限断片として簡便に得られる。ヒトサイトメガロウィルスの最初期プロモ
ーターは、ＨｉｎｄＩＩＩＥ制限断片として簡便に得られる。ベクターとしてウシ乳頭腫
ウィルスを用いて哺乳動物宿主中でＤＮＡを発現させる系が、米国特許第４４１９４４６
号に開示されている。この系の変形例は米国特許第４６０１９７８号に開示されている。
また、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ーの調節下でのマウス細
胞中でのヒトβインターフェロンｃＤＮＡの発現について、Reyes等, Nature, 297：598-
601(1982)を参照のこと。あるいは、ラウス肉腫ウィルス長末端反復をプロモーターとし
て使用することができる。
【００８８】
（ｖ）エンハンサーエレメント成分
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　より高等の真核生物によるこの発明の抗体ポリペプチドをコードしているＤＮＡの転写
は、ベクター中にエンハンサー配列を挿入することによってしばしば増強される。哺乳動
物遺伝子由来の多くのエンハンサー配列が現在知られている(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シュリン)。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(１００－２７０塩基対)、サイトメガロウィルス初期プロモータ
ーエンハンサー、複製起点の後期側のポリオーマエンハンサー及びアデノウィルスエンハ
ンサーが含まれる。真核生物プロモーターの活性化のための増強エレメントについては、
Yaniv, Nature, 297:17-18 (1982)もまた参照のこと。エンハンサーは、抗体ポリペプチ
ドコード配列の５'又は３'位でベクター中にスプライシングされうるが、好ましくはプロ
モーターから５'位に位置している。
【００８９】
（ｖｉ）転写終結成分
　また、真核生物宿主細胞に用いられる発現ベクターは、典型的には、転写の終結及びｍ
ＲＮＡの安定化に必要な配列を含む。このような配列は、真核生物又はウィルスのＤＮＡ
又はｃＤＮＡの５'、時には３'の非翻訳領域から一般に取得できる。これらの領域は、抗
体をコードしているｍＲＮＡの非翻訳部分にポリアデニル化断片として転写されるヌクレ
オチドセグメントを含む。一つの有用な転写終結成分はウシ成長ホルモンポリアデニル化
領域である。国際公開第９４／１１０２６号とそこに開示された発現ベクターを参照のこ
と。
【００９０】
（ｖｉｉ）宿主細胞の選択及び形質転換
　ここに記載のベクター中のＤＮＡをクローニングあるいは発現させるために適切な宿主
細胞は、脊椎動物の宿主細胞を含むここに記載の高等真核生物細胞を含む。培養(組織培
養)中での脊椎動物細胞の増殖は常套的な手順になっている。有用な哺乳動物宿主株化細
胞の例は、ＳＶ４０によって形質転換されたサル腎臓ＣＶ１株 (ＣＯＳ-７, ＡＴＣＣ Ｃ
ＲＬ１６５１);ヒト胚腎臓株（２９３又は懸濁培養での増殖のためにサブクローン化され
た２９３細胞、Graham等, J. Gen Virol., 36:59 (1977)）；ハムスター乳児腎細胞(ＢＨ
Ｋ, ＡＴＣＣ ＣＣＬ１０)；チャイニーズハムスター卵巣細胞／-ＤＨＦＲ(ＣＨＯ, Urla
ub等, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77:4216 (1980));マウスのセルトリ細胞（ＴＭ４, 
Mather, Biol. Reprod., 23:243-251 (1980)）;サルの腎細胞 (ＣＶ１ ＡＴＣＣ ＣＣＬ
７０); アフリカミドリザルの腎細胞(ＶＥＲＯ-７６, ＡＴＣＣ ＣＲＬ-１５８７); ヒト
子宮頸癌細胞 (ＨＥＬＡ, ＡＴＣＣ ＣＣＬ２); イヌ腎細胞 (ＭＤＣＫ, ＡＴＣＣ ＣＣ
Ｌ３４); バッファローラット肝細胞 (ＢＲＬ３Ａ, ＡＴＣＣ ＣＲＬ１４４２); ヒト肺
細胞 (Ｗ１３８, ＡＴＣＣ ＣＣＬ７５); ヒト肝細胞 (Ｈｅｐ Ｇ２, ＨＢ８０６５); マ
ウス乳房腫瘍細胞 (ＭＭＴ０６０５６２, ＡＴＣＣ ＣＣＬ５１);ＴＲＩ細胞（Mather等,
 Annals N.Y. Acad. Sci., 383:44-68 (1982)）；ＭＲＣ５細胞;ＦＳ４細胞；及びヒト肝
癌株(ＨｅｐＧ２)である。
　宿主細胞は、抗体生産のために上述の発現又はクローニングベクターで形質転換され、
プロモーターを誘導し、形質転換体を選択し、又は所望の配列をコードしている遺伝子を
増幅するために適切に修飾された常套的栄養培地で培養される。
【００９１】
（ｖｉｉｉ）宿主細胞の培養
　本発明の抗体を産生するために用いられる宿主細胞は様々な培地中で培養することがで
きる。ハム(Ｈａｍ)のＦ１０(シグマ)、最小必須培地((ＭＥＭ),(シグマ)、ＲＰＭＩ-１
６４０(シグマ)及びダルベッコの改良イーグル培地((ＤＭＥＭ),シグマ)のような市販培
地が宿主細胞の培養に好適である。また、Ham等, Meth. Enz. 58:44 (1979), Barnes等, 
Anal. Biochem. 102:255 (1980), 米国特許第４７６７７０４号；同４６５７８６６号；
同４９２７７６２号；同４５６０６５５号；又は同５１２２４６９号；国際公開第９０／
０３４３０号；国際公開第８７／００１９５号；又は米国再発行特許第３０９８５号に記
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載された何れの培地も宿主細胞に対する培地として使用できる。これらの培地には何れも
ホルモン及び／又は他の成長因子(例えばインシュリン、トランスフェリン、又は表皮成
長因子)、塩類(例えば、塩化ナトリウム、カルシウム、マグネシウム及びリン酸塩)、バ
ッファー(例えばＨＥＰＥＳ)、ヌクレオチド(例えばアデノシン及びチミジン)、抗生物質
(例えば、ＧＥＮＴＡＭＹＣＩＮＴＭ薬)、微量元素(最終濃度がマイクロモル範囲で通常
存在する無機化合物として定義される)及びグルコース又は等価なエネルギー源を必要に
応じて補充することができる。任意の他の必要な補充物質もまた当業者に知られている適
当な濃度で含むことができる。培養条件、例えば温度、ｐＨ等々は、発現のために選ばれ
た宿主細胞について過去に用いられているものであり、当業者には明らかであろう。
【００９２】
（ｉｘ）抗体の精製
　組換え技術を用いる場合、抗体は細胞内で産生され、又は培地内に直接分泌されうる。
抗体が細胞内に産生された場合、第１の工程として、宿主細胞か溶解された断片の何れに
しても、粒子状細片が、例えば遠心分離又は限外濾過によって除去される。抗体が培地に
分泌される場合は、そのような発現系からの上清を、一般的には先ず市販のタンパク質濃
縮フィルター、例えばＡｍｉｃｏｎ又はＰｅｌｌｉｃｏｎの限外濾過装置を用いて濃縮す
る。ＰＭＳＦなどのプロテアーゼ阻害剤を上記工程の何れかに含めて、タンパク質分解を
阻害してもよく、また抗生物質を含めて外来性汚染物の成長を防止してもよい。
【００９３】
　細胞から調製される抗体組成物は、例えば、ヒドロキシアパタイトクロマトグラフィー
、ゲル電気泳動、透析、及びアフィニティークロマトグラフィーを用いて精製でき、アフ
ィニティクロマトグラフィーが好ましい精製技術である。アフィニティーリガンドとして
のプロテインＡの適合性は、抗体中に存在する免疫グロブリンＦｃ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重鎖に基づく抗体の精
製に用いることができる（Lindmark等, J. immunol. Meth. 62: 1-13 (1983)）。プロテ
インＧは、全てのマウスアイソタイプ及びヒトγ３に推奨されている（Guss等, EMBO J. 
5: 1567 1575 (1986)）。アフィニティーリガンドが結合されるマトリクスはアガロース
であることが最も多いが、他のマトリックスも使用可能である。孔制御ガラスやポリ(ス
チレンジビニル)ベンゼン等の機械的に安定なマトリクスは、アガロースで達成できるも
のより早い流速及び短い処理時間を可能にする。抗体がＣＨ３ドメインを含む場合、Ｂａ
ｋｅｒｂｏｎｄ ＡＢＸＴＭ樹脂（J.T. Baker, Phillipsburg, NJ）が精製に有用である
。イオン交換カラムでの分画、エタノール沈殿、逆相ＨＰＬＣ、シリカでのクロマトグラ
フィー、ヘパリンでのクロマトグラフィー、アニオン又はカチオン交換樹脂上でのＳＥＰ
ＨＡＲＯＳＥＴＭクロマトグラフィー（ポリアスパラギン酸カラム）、クロマトフォーカ
シング、ＳＤＳ-ＰＡＧＥ、及び硫酸アンモニウム沈殿法も、回収される多価抗体に応じ
て利用可能である。
　予備的精製工程に続いて、目的の抗体及び汚染物を含む混合液をｐＨ約２．５－４．５
、好ましくは低塩濃度（例えば約０－０．２５Ｍ塩）の溶出バッファーを用いて低ｐＨ疎
水性作用クロマトグラフィを行うことができる。
【００９４】
活性アッセイ
　本発明の抗体は当該分野で知られている様々なアッセイによってその物理的／化学的性
質及び生物学的機能について特徴付けることができる。
　精製された免疫グロブリンは、限定されるものではないが、Ｎ末端シークエンシング、
アミノ酸解析、非変性サイズ排除高圧液体クロマトグラフィー（ＨＰＬＣ）、質量分析、
イオン交換クロマトグラフィー及びパパイン消化を含む一連のアッセイによって更に特徴
付けることができる。
　本発明のある実施態様では、ここで生産される免疫グロブリンはその生物学的活性につ
いて分析される。ある実施態様では、本発明の免疫グロブリンはその抗原結合活性につい
て試験される。当該分野で知られ、ここで使用することができる抗原結合アッセイには、
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限定するものではないが、ウェスタンブロット、ラジオイムノアッセイ、エライザ（酵素
結合免疫吸着検定法）、「サンドウィッチ」イムノアッセイ、免疫沈降アッセイ、蛍光イ
ムノアッセイ、及びプロテインＡイムノアッセイのような技術を使用する任意の直接的又
は競合的結合アッセイが含まれる。
【００９５】
　一実施態様では、本発明は全てではなく幾つかのエフェクター機能を有する改変された
抗体を考慮し、これは抗体のインビボ半減期が重要なある種のエフェクター機能（補体又
はＡＤＣＣなど）が不要であるか有害である多くの用途に対して所望される候補となる。
ある実施態様では、産生された免疫グロブリンのＦｃ活性を測定して、所望の特性のみが
維持されていることを確認する。インビトロ及び／又はインビボ細胞障害アッセイを行っ
て、ＣＤＣ及び／又はＡＤＣＣ活性の減少／枯渇を確認することができる。例えば、Ｆｃ
レセプター（ＦｃＲ）結合アッセイを行って、抗体がＦｃγＲ結合を欠いている（すなわ
ちＡＤＣＣ活性を欠いている可能性が高い）が、ＦｃＲｎ結合能は保持していることを確
認することができる。ＡＤＣＣを媒介する主要細胞のＮＫ細胞はＦｃγＲＩＩＩのみを発
現するが、単核細胞はＦｃγＲＩ、ＦｃγＲＩＩ及びＦｃγＲＩＩＩを発現する。造血系
細胞でのＦｃＲ発現については、Ravetch及びKinet, Annu. Rev. Immunol 9:457-92 (199
1)の４６４頁の表３に要約されている。対象とする分子のＡＤＣＣ活性を評価するための
インビトロアッセイの例は、米国特許第５５００３６２号又は同第５８２１３３７号に記
載されている。そのようなアッセイに有用なエフェクター細胞には、末梢血単核細胞（Ｐ
ＢＭＣ）及びナチュラルキラー（ＮＫ）細胞が含まれる。あるいは、又は加えて、対象と
する分子のＡＤＣＣ活性は、例えばClynes等 PNAS (USA) 95:652-656 (1998)に開示され
ているもののような動物モデル内でインビボで評価することができる。また、Ｃ１ｑ結合
アッセイを行って、抗体がＣ１ｑに結合できず、よってＣＤＣ活性を欠いていることを確
認してもよい。補体活性化を評価するために、例えばGazzano-Santoro等, J. Immunol. M
ethods 202:163 (1996)に記載のように、ＣＤＣアッセイを行ってもよい。また、ＦｃＲ
ｎ結合及びインビボクリアランス／半減期測定を、当該分野で知られている方法を用いて
行うことができる。
【００９６】
ヒト化抗体
　本発明はヒト化抗体を包含する。非ヒト抗体をヒト化する様々な方法は当該分野で知ら
れている。例えば、ヒト化抗体には非ヒト由来の一又は複数のアミノ酸残基が導入されて
いる。これら非ヒトアミノ酸残基は、しばしば、典型的には「移入」可変ドメインから得
られる「移入」残基と呼ばれる。ヒト化は、本質的にはヒト抗体の該当する高頻度可変領
域配列を置換することによりウィンターと共同研究者の方法(Jones等(1986) Nature 321:
522-525；Riechmann等(1988) Nature 332:323-327；Verhoeyen等(1988) Science 239:153
4-1536)に従って実施することができる。従って、このような「ヒト化」抗体は、無傷の
ヒト可変ドメインより実質的に少ない分が非ヒト種由来の該当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。実際には、ヒト化抗体は、典型的には幾ら
かの高頻度可変領域残基及び場合によっては幾らかのＦＲ残基が齧歯類抗体の類似部位か
らの残基によって置換されているヒト抗体である。
　抗原性を低減するには、ヒト化抗体を産生する際に使用するヒトの軽重両方の可変ドメ
イン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のライブラリ全体に対してスクリーニン
グする。次に齧歯動物のものと最も近いヒト配列をヒト化抗体のヒトフレームワークとし
て受け入れる(Sims等(1993) J. Immunol., 151:2296；Chothia等(1987) J. Mol. Biol., 
196:901)。他の方法では、軽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幾つかの
異なるヒト化抗体に使用できる(Carter等(1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89:4285
；Presta等(1993) J. Immunol., 151:2623)。
【００９７】
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　更に、抗体を、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、一方法では、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。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は入手可能である。これら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ありそうな役割の分析、すなわち候補免疫グログリンの
抗原との結合能力に影響を及ぼす残基の分析が可能になる。このようにして、例えば標的
抗原に対する親和性の亢進のような、望ましい抗体特性が達成されるように、ＦＲ残基を
レシピエント及び移入配列から選択し、組み合わせることができる。一般的に、高頻度可
変領域残基は、直接的かつ最も実質的に抗原結合性に影響を及ぼしている。
【００９８】
抗体変異体
　一態様では、本発明は、Ｆｃ領域を含むＦｃポリペプチドの作用面内に修飾を有する抗
体断片を提供するものであり、修飾によって異種性二量体化を容易にし及び／又は促進す
る。これらの修飾は、第一Ｆｃポリペプチド内への隆起と第二Ｆｃポリペプチド内へのキ
ャビティの導入を含むものであり、ここでいう隆起は第一Ｆｃポリペプチドと第二Ｆｃポ
リペプチドの複合体化を促進するためにキャビティ内に位置せしめることが可能である。
これらの修飾を有する抗体の産生方法は当該分野で既知であり、例えば米国特許第５７３
１１６８号に記載されている。
　ある実施態様では、ここで記載した抗体のアミノ酸配列の修飾が考えられる。例えば、
抗体の結合親和性及び／又は他の生物学的特性を改善することが望まれうる。抗体のアミ
ノ酸配列変異体は、抗体核酸中に適当なヌクレオチド変化を導入することにより、又はペ
プチド合成により調製される。そのような修飾は、例えば、抗体のアミノ酸配列内の残基
の、欠失及び／又は挿入及び／又は置換を含む。欠失、挿入、及び置換の任意の組み合わ
せを、最終コンストラクトが所望の特徴を有するとしてその最終コンストラクトに達する
までなす。アミノ酸改変は、配列が作製されるときに目的の抗体アミノ酸配列に導入する
ことができる。
【００９９】
　突然変異誘発の好ましい位置である抗体の所定の残基又は領域の特定のために有用な方
法は、Cunningham及びWells, Science 244: 1081-1085 (1989)に記載されているように「
アラニンスキャンニング突然変異誘発」と呼ばれる。ここで、標的残基の残基又は基が同
定され（例えば、arg, asp, his, lys,及びglu等の荷電残基）、中性又は負に荷電したア
ミノ酸（最も好ましくはアラニン又はポリアラニン）に置換され、アミノ酸と抗原との相
互作用に影響を及ぼす。ついで置換に対する機能的感受性を示すこれらのアミノ酸の位置
を、置換部位において又はそれに対して更なる又は他の変異体を導入することにより精製
される。よって、アミノ酸配列変異を導入する部位は予め決定されるが、変異自体の性質
は予め決める必要はない。例えば、与えられた部位における変異の性能を解析するために
、ａｌａスキャンニング又はランダム突然変異誘発を標的コドン又は領域で実施し、発現
された免疫グロブリンを所望の活性についてスクリーニングする。
　アミノ酸配列挿入は、１残基から１００以上の残基を含むポリペプチドの長さの範囲の
アミノ末端及び／又はカルボキシル末端融合体、並びに一又は複数のアミノ酸残基の配列
内挿入物を含む。末端挿入物の例には、Ｎ末端メチオニル残基を持つ抗体ないし細胞障害
性ポリペプチドに融合した抗体が含まれる。抗体分子の他の挿入変異体は、抗体の血清半
減期を向上させるポリペプチド又は酵素(例えばＡＤＥＰＴ)への、抗体のＮ又はＣ末端へ
の融合物を含む。
【０１００】
　他の型の変異体はアミノ酸置換変異体である。これらの変異体は、抗体分子中の少なく
とも一つのアミノ酸残基が異なる残基で置換されている。置換突然変異に対して最も興味
深い部位は高頻度可変領域を含むが、ＦＲ改変も考えられる。保存的置換は、「好ましい
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置換」と題して表２に示す。このような置換が生物学的活性の変化をもたらす場合、表２
に「置換例」と題名を付け、又はアミノ酸分類に関して以下に更に記載するような、より
実質的な変化を導入し、生成物をスクリーニングしてもよい。

【０１０１】
　抗体の生物学的性質における実質的な修飾は、（ａ）置換領域のポリペプチド骨格の構
造、例えばシート又は螺旋配置、（ｂ）標的部位の分子の電荷又は疎水性、又は（ｃ）側
鎖の嵩を維持することについてそれらの効果が実質的に異なる置換を選択することにより
達成される。アミノ酸は共通の側鎖特性に基づいてグループに分けることができる（A. L
. Lehninger, Biochemistry, ２版, pp.73-75, Worth Publishers, New York (1975)）：
(1) 非極性：Ala (A), Val (V), Leu (L), Ile (I), Pro (P), Phe (F), Trp (W), Met (
M) 
(2) 荷電のない極性：Gly (G), Ser (S), Thr (T), Cys (C), Tyr (Y), Asn (N), Gln (Q
) 
(3) 酸性：Asp (D), Glu (E)
(4) 塩基性：Lys (K), Arg (R), His(H)
　あるいは、天然に生じる残基は共通の側鎖性質に基づきグループに分けられる：
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(1) 疎水性：ノルロイシン, Met, Ala, Val, Leu, Ile；
(2) 中性親水性：Cys, Ser, Thr, Asn, Gln；
(3) 酸性：Asp, Glu；
(4) 塩基性：His, Lys, Arg；
(5) 鎖配向に影響する残基：Gly, Pro；
(6) 芳香族：Trp, Tyr, Phe。
　非保存的置換は、これらの分類の一つのメンバーを他の分類と交換することを必要とす
るであろう。また、そのような置換残基を、保存的置換部位又はより好ましくは残りの（
非保存的）部位内に導入してもよい。
【０１０２】
　ある型の置換変異体は、親抗体（例えば、ヒト化又はヒト抗体）の一又は複数の高頻度
可変領域残基の置換を含む。一般的に、更なる開発のために選択され、得られた変異体は
、それらが産生された親抗体と比較して向上した生物学的特性を有している。そのような
置換変異体を作製する簡便な方法は、ファージディスプレイを使用する親和性突然変異を
含む。簡潔に言えば、幾つかの高頻度可変領域部位（例えば６－７部位）を突然変異させ
て各部位における全ての可能なアミノ酸置換を生成させる。このようにして生成された抗
体は、繊維状ファージ粒子から、各粒子内に充填されたＭ１３の遺伝子ＩＩＩ産物への融
合物としてディスプレイされる。ファージディスプレイ変異体は、ついで、ここに開示さ
れるようなそれらの生物学的活性（例えば、結合親和性）についてスクリーニングされる
。修飾のための候補となる高頻度可変領域部位を同定するために、アラニンスキャンニン
グ突然変異誘発を実施し、抗原結合に有意に寄与する高頻度可変領域残基を同定すること
ができる。別法として、又はそれに加えて、抗原-抗体複合体の結晶構造を分析して抗体
と抗原の接点を特定するのが有利である場合もある。このような接触残基及び隣接残基は
、ここに述べた技術に従う置換の候補である。そのような変異体が生成されると、変異体
のパネルにここに記載するようなスクリーニングを施し、一又は複数の関連アッセイにお
いて優れた特性を持つ抗体を更なる開発のために選択する。
　抗体のアミノ酸配列変異体をコードする核酸分子は、この分野で知られた種々の方法に
よって調製される。これらの方法は、限定するものではないが、天然源からの単離（天然
に生じるアミノ酸配列変異体の場合）又は初期に調製された抗体の変異体又は非変異体の
オリゴヌクレオチド媒介（又は部位特異的）突然変異誘発、ＰＣＲ突然変異誘発、及びカ
セット突然変異誘発による調製を含む。
【０１０３】
　本発明の免疫グロブリンポリペプチドのＦｃ領域内に一以上のアミノ酸修飾を導入して
Ｆｃ領域変異型を生成することが望ましい。Ｆｃ領域変異体は、ヒンジシステイン修飾を
含む、一以上のアミノ酸位置でのアミノ酸修飾（例えば、置換）を有するヒトＦｃ領域配
列（例えばヒトＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３又はＩｇＧ４　Ｆｃ領域）を含みうる。
　本明細書や当該分野での教示に従って、ある実施態様では、本発明の抗体が野生型の対
応抗体と比較して例えばＦｃ領域内に一以上の変異を有しうることが考慮される。にもか
かわらず、これらの抗体はその野生型対応物と比較して治療的有用性について実質的に同
じ特徴を維持するであろう。例えば、国際公開第９９／５１６４２号に記載のように、改
変された（すなわち改善又は減少した）Ｃ１ｑ結合及び／又は補体依存性細胞障害（ＣＤ
Ｃ）を生じる結果となるＦｃ領域に特定の変異を生じさせることが考えられる。また、Ｆ
ｃ領域変異型の他の例に関して、Duncan及びWinter Nature 322:738-40 (1988)；米国特
許第５６４８２６０号；米国特許第５６２４８２１号；及び国際公開第９４／２９３５１
号を参照のこと。
【０１０４】
免疫コンジュゲート
　本発明はまた化学治療薬（上で定義され記載されたもの）、毒素（例えば、断片及び／
又はその変異体を含む、細菌、真菌、植物又は動物由来の酵素活性毒素又は小分子毒素）
などの細胞毒性薬、あるいは放射性同位体（即ち、放射性コンジュゲート）にコンジュゲ
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ートされた本発明の抗体を含む免疫コンジュゲートにも関する。
　抗体と一又は複数の小分子毒素、例えばカリケアマイシン、メイタンシン(maytansine)
(米国特許第５２０８０２０号)、トリコセン及びＣＣ１０６５のコンジュゲートもまたこ
こで検討される。
　本発明の一実施態様では、抗体は一又は複数のメイタンシン分子とコンジュゲートされ
る(例えば、抗体分子当たり約１から約１０のメイタンシン分子)。メイタンシンは、例え
ば、Ｍａｙ-ＳＨ３へと還元されうるＭａｙ-ＳＳ-Ｍｅに転化され、メイタンシンノイド-
抗体免疫複合体を生成するために修飾抗体(Chari等, Cancer Reseach 52: 127-131(1992)
)と反応させられうる。
【０１０５】
　対象とする他の免疫複合体は、一又は複数のカリケアマイシン分子とコンジュゲートさ
れた免疫グロブリンを含む。抗生物質のカリケアマイシンファミリーは、ピコモル以下の
濃度で、二本鎖ＤＮＡ切断を生成することができる。使用されうるカリケアマイシンの構
造類似体は、これらに限らないが、γ１

Ｉ、α２
Ｉ、α３

Ｉ、Ｎ-アセチル-γ１
Ｉ、ＰＳ

ＡＧ及びθＩ
１(Hinman等 Cancer Research 53: 3336-3342(1993)及びLode等Cancer Rsea

rch 58: 2925-2928(1998))を含む。米国特許第５７１４５８６号；同第５７１２３７４号
；同第５２６４５８６号；及び同第５７７３００１号を参照のこと。
　用いることのできる酵素活性毒素及びその断片は、ジフテリアＡ鎖、ジフテリア毒素の
非結合活性断片、（緑膿菌由来の）外毒素Ａ鎖、リシンＡ鎖、アブリンＡ鎖、モデクシン
(modeccin)Ａ鎖、アルファ-サルシン、アレウリテス・フォーディ(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 ame
ricana)タンパク質（ＰＡＰＩ、ＰＡＰＩＩ、及びＰＡＰ-Ｓ）、モモルディカ・チャラン
チア(momordica charantia)インヒビター、クルシン(curcin)、クロチン(crotin)、サパ
オナリア・オフィシナリス(sapaonaria oficinalis)インヒビター、ゲロニン(gelonin)、
ミトゲリン(mitogellin)、レストリクトシン(restrictocin)、フェノマイシン(phenomyci
n)、エノマイシン(enomycin)及びトリコテセン(tricothecene)を含む。例えば、１９９３
年１０月２８日公開の国際公開第９３／２１２３２号を参照のこと。
　本発明は更に本発明の免疫グロブリンとヌクレオチド切断活性を有する化合物(例えば
、リボヌクレアーゼ又はデオキシリボヌクレアーゼ：ＤＮａｓｅのようなＤＮＡエンドヌ
クレアーゼ)との間に形成された免疫コンジュゲートも考慮する。
【０１０６】
　様々な放射性同位体が放射性複合抗体の産生に利用可能である。例として、Ａｔ２１２

、Ｉ１３１、Ｉ１２５、Ｙ９０、Ｒｅ１８６、Ｒｅ１８８、Ｓｍ１５３、Ｂｉ２１２、Ｐ
３２及びＬｕの放射性同位体を含む。
　本発明の免疫グロブリン細胞毒性薬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)プロピオネー
ト（ＳＰＤＰ）、スクシンイミジル-４-(N-マレイミドメチル)シクロヘキサン-１-カルボ
キシレート、イミノチオラン（ＩＴ）、イミドエステルの二官能性誘導体（ジメチルアジ
ピミデートＨＣＬ等）、活性エステル（ジスクシンイミジルスベレート等）、アルデヒド
（グルタルアルデヒド等）、ビス-アジド化合物（ビス(ｐ-アジドベンゾイル)ヘキサンジ
アミン等）、ビス-ジアゾニウム誘導体（ビス-(ｐ-ジアゾニウムベンゾイル)-エチレンジ
アミン等）、ジイソシアネート（トリエン２,６-ジイソシアネート等）、及びビス-活性
フッ素化合物（１，５-ジフルオロ-２,４-ジニトロベンゼン等）を用いて製造できる。例
えば、リシン免疫毒素は、Vitetta等, Science 238: 1098 (1987)に記載されたように調
製することができる。カーボン-１４標識１-イソチオシアナトベンジル-３-メチルジエチ
レントリアミン五酢酸（ＭＸ-ＤＴＰＡ）は、放射性ヌクレオチドの抗体への複合のため
のキレート剤の例である。国際公開第９４／１１０２６号参照。リンカーは細胞内で細胞
傷害剤の放出を促進する「切断可能なリンカー」であり得る。例えば、酸-不安定性リン
カー、ペプチダーゼ感受性リンカー、ジメチルリンカー又はジスルフィド含有リンカー(C
hari等, Cancer Research 52:127-131(1992))が使用されうる。
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【０１０７】
　別法として、免疫グロブリン及び細胞障害剤を含む融合タンパク質は、例えば組換え技
術又はペプチド合成により作製されうる。
　更に他の実施態様では、腫瘍の事前ターゲティングに利用するために、「レセプター」
(例えばストレプトアビジン)に本発明の免疫グロブリンをコンジュゲートし、ここで抗体
-レセプターコンジュゲートを患者に投与し、続いて浄化剤(clearing agent)を使用し、
循環から未結合コンジュゲートを除去し、細胞傷害剤(例えば放射性ヌクレオチド)にコン
ジュゲートする「リガンド」(例えばアビジン)を投与する。
【０１０８】
抗体誘導体
　本発明の抗体は当該分野において知られ直ぐに利用できる更なる非タンパク質性部分を
含むように更に修飾することができる。好ましくは、抗体の誘導体化に適した部分は水溶
性ポリマーである。水溶性ポリマーの非限定的な例には、限定されるものではないが、ポ
リエチレングリコール（ＰＥＧ）、エチレングリコール／プロピレングリコールのコポリ
マー、カルボキシメチルセルロース、デキストラン、ポリビニルアルコール、ポリビニル
ピロリドン、ポリ-１,３-ジオキソラン、ポリ-１,３,６-トリオキサン、エチレン／無水
マレイン酸コポリマー、ポリアミノ酸（ホモポリマーかランダムコポリマー）、及びデキ
ストラン又はポリ(ｎ-ビニルピロリドン)ポリエチレングリコール、プロピレングリコー
ルホモポリマー、プロリプロピレンオキシド／エチレンオキシドコポリマー、ポリオキシ
エチレン化ポリオール（例えばグリセロール）、ポリビニルアルコール、及びそれらの混
合物が含まれる。ポリエチレングリコールプロピオンアルデヒドは水中におけるその安定
性のために製造の際に有利であろう。ポリマーは任意の分子量であってよく、分枝状でも
非分枝状でもよい。抗体に結合するポリマーの数は変化してもよく、一を超えるポリマー
が結合する場合、それらは同じでも異なった分子でもよい。一般に、誘導体化に使用され
るポリマーの数及び／又はタイプは、限定されるものではないが、その抗体誘導体が定ま
った条件下での治療に使用されるかどうか、改善される抗体の特定の性質又は機能を含む
考慮事項に基づいて決定することができる。
【０１０９】
抗原特異性
　本発明は任意の適切な抗原結合特異性の抗体に適用できる。好ましくは、本発明の方法
に用いる抗体は、生物学的に重要なポリペプチドである抗原に特異的である。より好まし
くは、本発明の抗体は哺乳動物の疾病又は疾患の治療又は診断に有用である。本発明の抗
体には、限定するものではないが、阻止抗体、アゴニスト抗体、中和抗体又は抗体コンジ
ュゲート（抱合体）が含まれる。治療用抗体の非限定的な例には、抗ｃ-ｍｅｔ、抗ＶＥ
ＧＦ、抗ＩｇＥ、抗ＣＤ１１、抗ＣＤ１８、抗ＣＤ４０、抗組織因子（ＴＦ）、抗ＨＥＲ
２及び抗ＴｒｋＣ抗体が含まれる。非ポリペプチド抗原（例えば腫瘍関連糖脂質抗原）に
対する抗体もまた考えられる。
【０１１０】
　抗原がポリペプチドである場合、抗原は膜貫通分子(例えばレセプター)あるいはリガン
ド、例えば成長因子でありうる。抗原の例には、例えば、レニン；ヒト成長ホルモン、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；甲状腺
刺激ホルモン；リポタンパク質；α-１-アンチトリプシン；インシュリンＡ-鎖；インシ
ュリンＢ-鎖；プロインシュリン；卵胞刺激ホルモン；カルシトニン；黄体形成ホルモン
；グルカゴン；ＶＩＩＩＣ因子、ＩＸ因子、組織因子（ＴＦ）、及びフォン・ウィルブラ
ンド因子等の凝固因子；プロテインＣ等の抗凝固因子；心房性ナトリウム利尿因子；肺サ
ーファクタント；ウロキナーゼ又はヒト尿又は組織型プラスミノーゲン活性化因子（ｔ－
ＰＡ）等のプラスミノーゲン活性化因子；ボンベシン；トロンビン；造血性成長因子；腫
瘍壊死因子-α及び-β；エンケファリナーゼ；ＲＡＮＴＥＳ(regulated on activation n
ormally T-cell expressed and secreted)；ヒトマクロファージ炎症タンパク質(ＭＩＰ-
１-α)；ヒト血清アルブミン等の血清アルブミン；ミューラー阻害物質；リラキシンＡ-
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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
マーゼ等の微生物タンパク質；ＤＮアーゼ；ＩｇＥ；ＣＴＬＡ-４のような細胞毒性Ｔリ
ンパ球関連抗原(ＣＴＬＡ)；インヒビン；アクチビン；血管内皮成長因子（ＶＥＧＦ）；
ホルモン又は成長因子のレセプター；プロテインＡ又はＤ；リウマチ因子；脳由来神経栄
養因子（ＢＤＮＦ）、ニューロトロフィン-３、-４、-５又は-６（ＮＴ-３、ＮＴ-４、Ｎ
Ｔ-５、又はＮＴ-６）、又はＮＧＦ-β等の神経成長因子等の神経栄養因子；血小板誘導
成長因子（ＰＤＧＦ）；ａＦＧＦ及びｂＦＧＦ等の線維芽細胞成長因子；表皮成長因子（
ＥＧＦ）；ＴＧＦ-α及びＴＧＦ-β１、ＴＧＦ-β２、ＴＧＦ-β３、ＴＧＦ-β４、又は
ＴＧＦ-β５を含む、ＴＧＦ-βのようなトランスフォーミング成長因子(ＴＧＦ)；インシ
ュリン様成長因子-Ｉ及び-ＩＩ（ＩＧＦ-Ｉ及びＩＧＦ-ＩＩ）；ｄｅｓ(１-３)-ＩＧＦ-
Ｉ（脳ＩＧＦ-Ｉ）、インシュリン様成長因子結合タンパク質；ＣＤ３、ＣＤ４、ＣＤ８
、ＣＤ１９、ＣＤ２０及びＣＤ４０等のＣＤタンパク質；エリスロポエチン；骨誘導因子
；免疫毒素；骨形成タンパク質(ＢＭＰ)；インターフェロン-α、-β、及び-γ等のイン
ターフェロン；コロニー刺激因子（ＣＳＦｓ）、例えばＭ-ＣＳＦ、ＧＭ-ＣＳＦ、及びＧ
-ＣＳＦ；インターロイキン類（ＩＬ）、例えば、ＩＬ-１からＩＬ-１０；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；崩壊促進因子；ウイルス性抗
原、例えばＨＩＶエンベロープの一部等；輸送タンパク質；ホーミングレセプター；アド
レシン；調節タンパク質；インテグリン、例えばＣＤ１１ａ、ＣＤ１１ｂ、ＣＤ１１ｃ、
ＣＤ１８、ＩＣＡＭ、ＶＬＡ-４及びＶＣＡＭ；腫瘍関連抗原、例えばＨＥＲ２、ＨＥＲ
３又はＨＥＲ４レセプター；及び上に列挙したポリペプチドの何れかの断片が含まれる。
【０１１１】
　本発明の一実施態様に包含される抗体に対する抗原には、ＣＤタンパク質、例えばＣＤ
３、ＣＤ４、ＣＤ８、ＣＤ１９、ＣＤ２０、ＣＤ３４及びＣＤ４６；ＥｒｂＢレセプター
ファミリーのメンバー、例えばＥＧＦレセプター、ＨＥＲ２、ＨＥＲ３又はＨＥＲ４レセ
プター；細胞接着分子、例えばＬＦＡ-１、Ｍａｃ１、ｐ１５０.９５、ＶＬＡ-４、ＩＣ
ＡＭ-１、ＶＣＡＭ、α４／β７インテグリン及びそのα又はβサブユニット（例えば、
抗ＣＤ１１ａ、抗ＣＤ１８又は抗ＣＤ１１ｂ抗体）を何れか含むαｖ／β３インテグリン
；成長因子、例えばＶＥＧＦ；組織因子（ＴＦ）、及びＴＧＦ-β；アルファインターフ
ェロン（α-ＩＦＮ）；インターロイキン、例えばＩＬ-８；ＩｇＥ；血液型抗原Ａｐｏ２
、デスレセプター；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。ある実施態様では、ここでの標的
はＶＥＧＦ、ＴＦ、ＣＤ１９、ＣＤ２０、ＣＤ４０、ＴＧＦ-β、ＣＤ１１ａ、ＣＤ１８
、Ａｐｏ２及びＣ２４である。
【０１１２】
　幾つかの実施態様では、本発明の抗体は腫瘍抗原に特異的に結合可能である。幾つかの
実施態様では、本発明の抗体は、腫瘍抗原がクラスター分化因子（すなわちＣＤタンパク
質）でない腫瘍抗原に、特異的に結合可能である。幾つかの実施態様では、本発明の抗体
はＣＤタンパク質に特異的に結合可能である。幾つかの実施態様では、本発明の抗体はＣ
Ｄ３又はＣＤ４以外のＣＤタンパク質に特異的に結合可能である。幾つかの実施態様では
、本発明の抗体はＣＤ１９又はＣＤ２０以外のＣＤタンパク質に特異的に結合可能である
。幾つかの実施態様では、本発明の抗体はＣＤ４０以外のＣＤタンパク質に特異的に結合
可能である。幾つかの実施態様では、本発明の抗体はＣＤ１９又はＣＤ２０に特異的に結
合可能である。幾つかの実施態様では、本発明の抗体はＣＤ４０に特異的に結合可能であ
る。幾つかの実施態様では、本発明の抗体はＣＤ１１に特異的に結合可能である。一実施
態様では、本発明の抗体は免疫細胞で発現されない抗原に結合する。一実施態様では、本
発明の抗体はＴ細胞で発現されない抗原に結合する。一実施態様では、本発明の抗体はＢ
細胞で発現されない抗原に結合する。
【０１１３】
　一実施態様では、本発明の抗体は細胞生存調節性因子に特異的に結合可能である。幾つ
かの実施態様では、本発明の抗体は細胞増殖調節性因子に特異的に結合可能である。幾つ
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かの実施態様では、本発明の抗体は細胞周期調節に関与する分子に特異的に結合可能であ
る。他の実施形態では、本発明の抗体は、組織発達又は細胞分化に関与する分子に特異的
に結合可能である。幾つかの実施態様では、本発明の抗体は細胞表面分子に特異的に結合
可能である。幾つかの実施態様では、本発明の抗体は、細胞表面レセプターポリペプチド
でない腫瘍抗原に結合可能である。
　一実施態様では、本発明の抗体はリンホカインに特異的に結合可能である。他の実施態
様では、本発明の抗体はサイトカインに特異的に結合可能である。
　一実施態様では、本発明の抗体は脈管形成に関与する分子に特異的に結合可能である。
他の実施態様では、本発明の抗体は血管形成に関与する分子に特異的に結合可能である。
　他の分子と場合によってはコンジュゲートしていてもよい可溶型抗原又はその断片を、
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。レセプターのような膜貫通分
子に対しては、これらの分子の断片(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、膜貫通分子を発現する細胞を免疫原として使用するこ
ともできる。そのような細胞は天然源(例えば癌細胞株)から取り出すことができ、又は膜
貫通分子を発現するように組換え技術により形質転換された細胞であってもよい。抗体の
調製に有用な他の抗原とその型は当業者には明らかであろう。
【０１１４】
医薬製剤
　本発明の抗体を含んでなる治療用製剤は、所望の純度を持つ抗体を、任意成分の生理学
的に許容される担体、賦形剤又は安定化剤と混合することにより（Remington's Pharmace
utical Sciences １６版, Osol, A. 編 (1980)）、水溶液、凍結乾燥又は他の乾燥製剤の
形態に調製されて保存される。許容される担体、賦形剤又は安定化剤は、用いられる用量
と濃度でレシピエントに非毒性であり、ホスフェート、シトレート、ヒスチジン及び他の
有機酸等のバッファー；アスコルビン酸及びメチオニンを含む酸化防止剤；保存料（例え
ば塩化オクタデシルジメチルベンジルアンモニウム；塩化ヘキサメトニウム；塩化ベンザ
ルコニウム、塩化ベンゼトニウム；フェノール、ブチル又はベンジルアルコール；メチル
又はプロピルパラベン等のアルキルパラベン；カテコール；レゾルシノール；シクロヘキ
サノール；３-ペンタノール；及びｍ-クレゾール）；低分子量（約１０残基未満）のポリ
ペプチド；血清アルブミン、ゼラチン、又は免疫グロブリン等のタンパク質；ポリビニル
ピロリドン等の親水性ポリマー；グリシン、グルタミン、アスパラギン、ヒスチジン、ア
ルギニン又はリシン等のアミノ酸；グルコース、マンノース、又はデキストリンを含む単
糖類、二糖類、及び他の炭水化物；ＥＤＴＡ等のキレート化剤；スクロース、マンニトー
ル、トレハロース又はソルビトール等の糖；ナトリウム等の塩形成対イオン；金属錯体（
例えば、Ｚｎ-タンパク質複合体）；及び／又はＴＷＥＥＮＴＭ、ＰＬＵＲＯＮＩＣＳＴ

Ｍ又はポリエチレングリコール（ＰＥＧ）等の非イオン性界面活性剤を含む。
【０１１５】
　ここでの製剤は、治療される特定の徴候のために必要ならば一以上の活性化合物、好ま
しくは互いに悪影響を与えない相補的活性を持つものも含んでよい。そのような分子は、
好適には、意図する目的のために有効な量で組み合わされて存在する。
　また活性成分は、例えばコアセルベーション技術あるいは界面重合により調製されたマ
イクロカプセル、例えばそれぞれ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-(メタクリル酸メチル)マイクロカプセルに、コロイド状ドラッグデリバリ
ー系（例えば、リポソーム、アルブミンミクロスフィア、マイクロエマルション、ナノ-
粒子及びナノカプセル）に、あるいはマクロエマルションに捕捉させてもよい。このよう
な技術は、Remington's Pharmaceutical Sciences １６版, Osol, A.編 (1980)に開示さ
れている。
　インビボ投与に使用される製剤は無菌でなければならない。これは、滅菌濾過膜を通し
て濾過することにより容易に達成される。
【０１１６】
　徐放性製剤を調製してもよい。徐放性製剤の好ましい例は、本発明の免疫グロブリンを
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含む疎水性固体ポリマーの半透性マトリクスを含み、そのマトリクスは成形物、例えばフ
ィルム又はマイクロカプセルの形態である。徐放性マトリクスの例には、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レート)、又はポリ(ビニルアル
コール)）、ポリラクチド(米国特許第３７７３９１９号)、Ｌ-グルタミン酸とγエチル-
Ｌ-グルタメートのコポリマー、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射可能なミクロスフィア）、及びポリ-Ｄ-(-)-３-ヒドロキ
シブチル酸が含まれる。エチレン-酢酸ビニル及び乳酸-グリコール酸等のポリマーは、分
子を１００日以上かけて放出することを可能にするが、ある種のヒドロゲルはタンパク質
をより短い時間で放出する。カプセル化された免疫グロブリンが体内に長時間残ると、３
７℃の水分に暴露された結果として変性又は凝集し、生物活性を喪失させ免疫原性を変化
させるおそれがある。合理的な戦略を、関与するメカニズムに応じて安定化のために案出
することができる。例えば、凝集機構がチオ-ジスルフィド交換による分子間Ｓ-Ｓ結合の
形成であることが見いだされた場合、安定化はスルフヒドリル残基を修飾し、酸性溶液か
ら凍結乾燥させ、水分含有量を制御し、適当な添加剤を使用し、また特定のポリマーマト
リクス組成物を開発することによって達成されうる。
【０１１７】
使用
　本発明の抗体は、インビトロ、エクスビボ及びインビボの治療法で用いてもよい。本発
明はこれらの分子の一又は複数を使用する様々な方法を提供する。ある病理症状では、多
重特異性抗体を利用することが必要であり、及び／又は望ましい。本発明は、様々な目的
のために、例えば治療剤、予防剤及び診断薬として使用することができるこれらの抗体を
提供する。例えば、本発明は、本発明の抗体を、治療を必要とする患者に投与し、それに
よって疾患が治療される、疾患の治療方法を提供する。ここに記載される本発明の抗体の
何れもここに記載される治療（又は予防又は診断）方法において使用することができる。
　本発明の抗体は、インビトロ、エクスビボ及び／又はインビボで特異的抗原活性を部分
的に又は完全にブロック（阻止）するアンタゴニストとして用いることができる。更に、
本発明の少なくとも幾つかの抗体は、他の種から抗原活性を中和することができる。従っ
て、本発明の抗体は、例えば、抗原を含んでいる細胞培養物中、患者、又は、本発明の抗
体が交差反応する抗原を有する他の哺乳類対象体（例えばチンパンジ、ヒヒ、マーモセッ
ト、カニクイザル及び赤毛猿、ブタ又はマウス）の特異的抗原活性を阻害するために用い
ることができる。一実施態様では、本発明の抗体は、抗原活性が阻害されるように抗原と
抗体を接触させることによって抗原活性を阻害するために用いることができる。抗原はヒ
トタンパク質分子であることが好ましい。
【０１１８】
　一実施態様では、本発明の抗体を、抗原活性が有害である疾患に罹患している患者の抗
原を阻害する方法に用いることができ、その方法は患者の抗原活性が阻害されるように本
発明の抗体を患者に投与することを含む。好ましくは、抗原はヒトタンパク質分子であり
、患者はヒト患者である。あるいは、患者は、本発明の抗体が結合する抗原を発現する哺
乳動物でありうる。また更に、患者は、抗原が導入された哺乳動物でありうる（例えば、
抗原の投与や、抗原導入遺伝子の発現による）。本発明の抗体は、治療的目的のためにヒ
ト患者に投与することができる。更に、本発明の抗体は、免疫グロブリンが獣医学の分野
で、又はヒト疾患の動物モデルとして交差反応する抗原を発現する非ヒト哺乳動物（例え
ば霊長類、ブタ又はマウス）に投与することができる。後者に関して、このような動物モ
デルは、本発明の抗体の治療有効性（例えば用量の試験及び投与の時間経過）を評価する
ために有効でありうる。治療的に有効である本発明の阻止抗体には、例えば、限定するも
のではないが、抗ｃ-ｍｅｔ、抗ＶＥＧＦ、抗ＩｇＥ、抗ＣＤ１１、抗インターフェロン
及び抗組織因子抗体が含まれる。本発明の抗体は一以上の抗原分子の異常発現及び／又は
活性が関与する疾患、疾病又は症状の、治療、阻害、経過を遅延、再発を予防／遅延、寛
解、又は予防に用いることができ、この疾患、疾病又は症状には、限定するものではない
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が、悪性及び良性の腫瘍；非白血病及びリンパ系の悪性腫瘍；神経系、神経膠、星状膠、
視床下部、他の腺性、マクロファージ性、上皮性、間質性、胞胚腔性の疾患；及び炎症性
、血管形成性、免疫系の疾患が含まれる。
【０１１９】
　一側面では、本発明の阻止抗体はリガンド抗原に特異的で、リガンド抗原を伴うリガン
ド-レセプター相互作用をブロックするか又は妨げることによって、対応するシグナル経
路及び他の分子又は細胞性事象を阻害することによって抗原活性を阻害する。また、本発
明は必ずしもリガンド結合を阻害するというわけではなく、レセプター活性化を妨害する
レセプター特異的な抗体を特徴とし、それによって通常リガンド結合によって開始する任
意の応答を阻害する。また、本発明は、好ましくは又は排他的にリガンド-レセプター複
合体と結合する抗体を包含する。また、本発明の抗体は、特定の抗原レセプターのアゴニ
ストとして作用し得、それによって、リガンド媒介性のレセプター活性の活性化を完全に
又は部分的に潜在化、亢進又は活性化する。
　ある実施態様では、細胞障害性剤とコンジュゲートした抗体を含んでなる免疫コンジュ
ゲートを患者に投与する。ある実施態様では、免疫コンジュゲート及び／又はそれが結合
する抗原が細胞に内在化されていると、結合する標的細胞を殺す際の免疫コンジュゲート
の治療効果が増す。一実施態様では、細胞障害性剤は標的細胞内の核酸を標的とするか又
は妨げる。このような細胞障害性剤の例には、本明細書に記載の何れかの化学療法剤（例
えばメイタンシノイド又はカリケアマイシン）、放射性同位元素、又はＲＮＡ分解酵素な
いしＤＮＡエンドヌクレアーゼが含まれる。
【０１２０】
　本発明の抗体は、単独で、又は他の組成物と組み合わせて治療に用いることができる。
例えば、本発明の抗体は、他の抗体、化学療法剤（一又は複数）（化学療法剤カクテルを
含む）、他の細胞障害性剤（一又は複数）、抗血管形成剤（一又は複数）、サイトカイン
及び／又は増殖阻害性剤（一又は複数）と同時に投与してもよい。本発明の抗体が腫瘍成
長を阻害する場合、腫瘍成長を阻害する一つ以上の他の治療薬と組み合わせることが特に
望ましい。例えば転移性乳癌の治療に、ＶＥＧＦ活性をブロックする抗ＶＥＧＦ抗体を、
抗ＥｒｂＢ抗体（例えばハーセプチン（登録商標）抗ＨＥＲ2抗体）と組み合わせてもよ
い。あるいは又は加えて、放射線療法（例えば、外部光線照射、又は放射性標識した抗体
などの作用剤を用いた治療）を患者に併用してもよい。上記の併用療法には、併用投与（
２以上の作用剤が同じか又は別の製剤に包含される）及び別々の投与が含まれ、別々の場
合には、本発明の抗体の投与は補助治療（一又は複数）の前及び／又はその後に行うこと
ができる。
【０１２１】
　本発明の抗体（及び補助治療薬）は、非経口的、皮下、腹膜内、肺内、鼻腔内、そして
、必要に応じて局所の治療のために、病巣内投与を含む任意の好適な手段によって投与す
る。非経口注入には、筋肉内、静脈内、動脈内、腹膜内、又は皮下的な投与を含む。加え
て、抗体を、特に抗体の用量を減少して、パルス注入によって好適に投与する。投与が短
期のものであるか長期のものであるかにある程度依存して、例えば、静脈内又は皮下注射
などの注射など、任意の好適な経路で投与することができる。
　本発明の抗体組成物は、好ましい医療行為に合った様式で調製し、１回分に分けて、投
与する。ここで考慮する要因は、治療する特定の疾患、治療する特定の哺乳動物、個々の
患者の臨床状態、疾患の原因、薬剤のデリバリー部位、投与の方法、投与の日程計画、及
び医師が知る他の因子を含む。必要ではないが場合によっては、問題の疾患を予防するか
又は治療するために現在用いられている一つ以上の作用剤と共に抗体を処方する。そのよ
うな他の作用剤の有効量は、製剤中の本発明の抗体の量、疾患又は治療のタイプ、及び上
で検討した他の要因に依存する。一般的に、以前用いたのと同じ用量及び投与経路で、又
は前回用いた用量の約１～９９％で用いる。
【０１２２】
　疾患の予防又は治療のために、本発明の抗体の好適な用量は（単独で用いる場合、又は
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化学療法剤などの他の作用剤と組み合わせて用いる場合）、治療する疾患のタイプ、抗体
のタイプ、疾患の重症度及び経過、抗体を予防目的で投与するか治療目的で投与するか、
以前の治療法、患者の病歴及び抗体への応答性、及び担当医師の判断に依存するであろう
。抗体は一度で又は一連の治療にわたって好適に患者に投与される。疾患のタイプ及び重
症度に応じて、約１μｇ／ｋｇ～１５ｍｇ／ｋｇ（例えば０．１ｍｇ／ｋｇ～１０ｍｇ／
ｋｇ）の抗体が、例えば一以上の分割投与又は連続注入による患者投与の初期候補用量で
ある。ある典型的な１日量は、上記の要因に応じて、約１μｇ／ｋｇ～１００ｍｇ／ｋｇ
以上の範囲であろう。症状に応じて、数日間以上にわたる繰り返し投与は、所望の疾患症
状の抑制が得られるまで持続する。抗体の用量の例は、約０．０５ｍｇ／ｋｇ～約１０ｍ
ｇ／ｋｇの範囲であろう。よって、約０．５ｍｇ／ｋｇ、２．０ｍｇ／ｋｇ、４．０ｍｇ
／ｋｇ又は１０ｍｇ／ｋｇの一以上の用量を（又はそれらを組み合わせて）患者に投与し
てもよい。このような用量は、間欠的に、例えば週ごと又は３週ごとに投与してもよい（
例えば患者に約２～約２０、例えば約６用量の抗体が投与される）。初期のより高い負荷
投与量の後、一以上のより低い用量を投与してもよい。例示的用量療法は、約４ｍｇ／ｋ
ｇの初期負荷投与量の後、約２ｍｇ／ｋｇの毎週の維持用量抗体を投与することを含む。
しかしながら、他の投与計画が有効かもしれない。この治療の進行は、一般的な技術及び
アッセイにより容易にモニターすることができる。
【０１２３】
製造品
　本発明の他の態様では、上記の疾患の治療、予防及び／又は診断に有用な物質を含む製
造品が提供される。該製造品は容器と該容器の又は該容器に付随するラベル又はパッケー
ジ挿入物を具備する。好適な容器には、例えば、ビン、バイアル、シリンジ等々が含まれ
る。容器は、様々な材料、例えばガラス又はプラスチックから形成されうる。容器は、そ
れのみによって又は他の組成物と組み合わせて症状を治療、予防及び／又は診断するのに
有効な組成物を収容し、滅菌アクセスポートを有しうる（例えば、容器は皮下注射針が貫
通可能なストッパーを有するバイアル又は静脈内投与溶液バッグでありうる）。組成物中
の少なくとも一つの活性剤は本発明の抗体である。ラベル又はパッケージ挿入物は、組成
物が癌のような選択した症状の治療に使用されることを示す。更に、製造品は、（ａ）組
成物を中に収容し、その組成物が本発明の抗体を含む第一の容器と；（ｂ）組成物を中に
収容し、その組成物が更なる細胞障害性薬物を含む第二の容器とを含みうる。本発明のこ
の実施態様における製造品は、第一及び第二抗体組成物を特定の症状、例えば癌の治療に
使用することができることを示しているパッケージ挿入物を更に含みうる。あるいは、も
しくは付加的に、製造品は、薬学的に許容されるバッファー、例えば注射用の静菌水（Ｂ
ＷＦＩ）、リン酸緩衝生理食塩水、リンガー液及びデキストロース溶液を含む第二の（又
は第三の）容器を更に具備してもよい。更に、他のバッファー、希釈剤、フィルター、針
、シリンジを含む、商業上及び使用者の見地から望ましい他の材料を含んでもよい。
【０１２４】
　以下は、本発明の方法及び組成物の実施例である。上に与えた一般的記載に照らして、
様々な他の実施態様を実施しうることが理解される。
【実施例】
【０１２５】
　この実施例はジスルフィド結合を形成するシステイン残基を欠く変異ヒンジ領域（「無
ヒンジ」）を有する二重特異性抗体の構築と精製を記載する。野生型ヒンジ配列を有する
二重特異性抗体の構築もまた記載され；これらの抗体は様々な種の抗体複合体を得る効率
を評価するために用いることができる。
【０１２６】
［発現ベクターの構築］
　完全長抗体の発現のためのプラスミドは全て、重鎖及び軽鎖の転写のための別個のｐｈ
ｏＡプロモータ（ＡＰ）（Kikuchi等, Nucleic Acids Res., 9: 5671-5678 (1981)）を元
として、それに転写開始のためのシャイン-ダルガーノ配列（Yanofsky等, Nucleic Acids
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 Res., 9: 6647-6668 (1981)及びChang等, Gene, 55: 189-196 (1987)）が続く、独立し
たシストロン系（Simmons等, J. Immunol. Methods, 263: 133-147 (2002)）に基づくも
のであった。加えて、熱安定性エンテロトキシンＩＩシグナル配列（ＳＴＩＩ）（Picken
等, Infect. Immun., 42: 269-275 (1983)及びLee等, Infect. Immun., 42: 264-268 (19
83)）を、重鎖及び軽鎖の周辺質分泌に用いた。翻訳開始領域（ＴＩＲ）内にサイレント
コドン変異を含む、測定した相対的翻訳強度の先に開示されたＳＴＩＩシグナル配列変異
形を用いて、両鎖の翻訳の良好なコントロールを達成した（Simmons及びYansura, Nature
 Biotechnol., 14: 629-634 (1996)及びSimmons等, J. Immunol. Methods, 263: 133-147
 (2002)）。最後に、λｔ0転写ターミネータ（Schlosstissek及びGrosse, Nucleic Acids
 Res., 15: 3185 (1987)）を両鎖のコード配列の下流に配した。全てのプラスミドはｐＢ
Ｒ３２２に基づくベクター系のフレームワークを用いている（Sutcliffe, Cold Spring H
arbor Symp. Quant. Biol., 43: 77-90 (1978)）。
【０１２７】
（ｉ）プラスミドｐ５Ａ６.１１.Ｋｎｏｂ.Ｈｇ-
　所望のｐ５Ａ６.１１.Ｋｎｏｂ.Ｈｇ-プラスミドを産生するために２つの中間体(inter
mediate)プラスミドが必要であった。中間体プラスミドｐ５Ａ６.１.Ｌ.ＶＧ.１.Ｈ.Ｋｎ
ｏｂを産生するために、最初に５Ａ６（抗Ｆｃγ-ＲＩＩｂ）キメラ軽鎖の可変ドメイン
をｐＶＧ１１.ＶＮＥＲＫ.Ｋｎｏｂプラスミド上に移した。ついで、中間体プラスミドｐ
５Ａ６.１１.Ｋｎｏｂプラスミドを産生するために、５Ａ６キメラ重鎖の可変ドメインを
ｐ５Ａ６.１.Ｌ.ＶＧ.１.Ｈ.Ｋｎｏｂプラスミド上に移した。次はこれら中間体プラスミ
ドｐ５Ａ６.１.Ｌ.ＶＧ.１.ＨＣ.Ｋｎｏｂ及びｐ５Ａ６.１１.Ｋｎｏｂの調製と、それに
続くｐ５Ａ６.１１.Ｋｎｏｂ.Ｈｇ-の構築について記載する。
【０１２８】
ｐ５Ａ６.１.Ｌ.ＶＧ.１.Ｈ.Ｋｎｏｂ
　このプラスミドは、５Ａ６抗体のマウス軽鎖可変ドメインを、完全長抗体の産生に適合
性を有するプラスミドに移入するために構築した。このプラスミドの構築には二つのＤＮ
Ａ断片のライゲーションが伴う。第一のものは、小さなＥｃｏＲＩ-ＰａｃＩ断片が除去
されているｐＶＧ１１.ＶＮＥＲＫ.Ｋｎｏｂベクターであった。プラスミドｐＶＧ１１.
ＶＮＥＲＫ.Ｋｎｏｂは、軽鎖及び重鎖可変ドメインが、「Ｋｎｏｂ」変異（Ｔ３６６Ｗ
）（Merchant等, Nature Biotechnology, 16:677-681 (1998)）と上述の全ての制御エレ
メントを持つ抗ＶＥＧＦ抗体（ＶＮＥＲＫ）に変化させられている１－軽及び１－重の相
対ＴＩＲ強度を持つ別個のシストロンベクターの誘導体（Simmons等, J. Immunol. Metho
ds, 263: 133-147 (2002)）である。ライゲーションの第二部分は、上述したＥｃｏＲＩ-
ＰａｃＩ消化ｐＶＧ１１.ＶＮＥＲＫ.Ｋｎｏｂベクター中への図８に示した配列のライゲ
ーションを含む。その配列は、アルカリホスファターゼプロモータ（ｐｈｏＡ）、ＳＴＩ
Ｉシグナル配列及び５Ａ６抗体の全（可変及び定常ドメイン）軽鎖をコードする。
【０１２９】
ｐ５Ａ６.１１.Ｋｎｏｂ
　このプラスミドを構築して、キメラ完全長抗体を産生するためにヒト重鎖フレームワー
ク中に５Ａ６抗体のマウス重鎖可変ドメインを導入した。ｐ５Ａ６.１１.Ｋｎｏｂの構築
には二つのＤＮＡ断片のライゲーションが伴う。第一のものは、小さなＭｌｕＩ-Ｐｓｐ
ＯＭＩ断片が除去されているｐ５Ａ６.１.Ｌ.ＶＧ.１.Ｈ.Ｋｎｏｂベクターであった。ラ
イゲーションの第二部分は、ＭｌｕＩ-ＰｓｐＯＭＩ消化ｐ５Ａ６.１.Ｌ.ＶＧ.１.Ｈ.Ｋ
ｎｏｂベクター中への図１０に示した配列のライゲーションを含む。その配列は、ＳＴＩ
Ｉシグナル配列の最後の３つのアミノ酸及び５Ａ６抗体のマウス重鎖可変ドメインの約１
１９のアミノ酸をコードする。
【０１３０】
ｐ５Ａ６.１１.Ｋｎｏｂ.Ｈｇ-
　ｐ５Ａ６.１１.Ｋｎｏｂ.Ｈｇ-プラスミドは、完全長キメラ５Ａ６無ヒンジＫｎｏｂ抗
体を発現するように構築した。プラスミドの構築には二つのＤＮＡ断片のライゲーション
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が伴う。第一のものは、小さなＰｓｐＯＭＩ-ＳａｃＩＩ断片が除去されているｐ５Ａ６.
１１.Ｋｎｏｂベクターであった。ライゲーションの第二部分は、ヒト重鎖の約１７１ア
ミノ酸をコードするｐ４Ｄ５.２２.Ｈｇ-由来のおよそ５１４塩基対のＰｓｐＯＭＩ-Ｓａ
ｃＩＩ断片であり、そこで二つのヒンジシステインがセリンに転化されている（Ｃ２２６
Ｓ、Ｃ２２９Ｓ、Kabat, E.A.等編 1991, Sequences of proteins of immunological int
erest, 5版 Vol. 1., NIH, Bethesda, MDの671頁のＥＵ番号付け系）。プラスミドｐ４Ｄ
５.２２.Ｈｇ-は２－軽及び２－重の相対ＴＩＲ強度を持つ別個のシストロンベクターの
誘導体（Simmons等, J. Immunol. Methods, 263: 133-147 (2002)) であり、そこでは、
軽鎖及び重鎖可変ドメインが抗ＨＥＲ２抗体に変化させられ、二つのヒンジシステインが
セリンに転化されている（Ｃ２２６Ｓ、Ｃ２２９Ｓ）。
【０１３１】
（ｉｉ）プラスミドｐ５Ａ６.２２.Ｋｎｏｂ.Ｈｇ-
　所望のｐ５Ａ６.２２.Ｋｎｏｂ.Ｈｇ-プラスミドを産生するために一つの中間体プラス
ミドが必要であった。中間体プラスミドｐ５Ａ６.２１.Ｋｎｏｂ.Ｈｇ-を産生するために
、最初にｐｈｏＡプロモータ及びＳＴＩＩシグナル配列（軽鎖に対して２の相対ＴＩＲ強
度）をｐ５Ａ６.１１.Ｋｎｏｂ.Ｈｇ-プラスミド上に移した。次は、中間体プラスミドｐ
５Ａ６.２１.Ｋｎｏｂ.Ｈｇ-の調製と続くｐ５Ａ６.２２.Ｋｎｏｂ.Ｈｇ-の構築を記載し
ている。
【０１３２】
ｐ５Ａ６.２１.Ｋｎｏｂ.Ｈｇ-
　このプラスミドは、ＳＴＩＩシグナル配列（軽鎖に対して２の相対ＴＩＲ強度を持つ）
を導入するために構築した。ｐ５Ａ６.２１.Ｋｎｏｂ.Ｈｇ-の構築には三つのＤＮＡ断片
のライゲーションが伴う。第一のものは、小さなＥｃｏＲＩ-ＰａｃＩ 断片が除去されて
いるｐ５Ａ６.１１.Ｋｎｏｂ.Ｈｇ-ベクターであった。ライゲーションの第二部分は、キ
メラ５Ａ６抗体の軽鎖をコードするｐ５Ａ６.１１.Ｋｎｏｂ.Ｈｇ-プラスミド由来のおよ
そ６５８塩基対のＮｓｉＩ-ＰａｃＩ断片であった。ライゲーションの第三部分は、次の
プライマーを使用する、ｐ１Ｈ１.２２.Ｈｇ-から産生されたおよそ４８９塩基対のＥｃ
ｏＲＩ-ＮｓｉＩ ＰＣＲ断片であった：
　5'- AAAGGGAAAGAATTCAACTTCTCCAGACTTTGGATAAGG
　　　　(配列番号１)
　5'- AAAGGGAAAATGCATTTGTAGCAATAGAAAAAACGAA
　　　　(配列番号２)
　プラスミドｐ１Ｈ１.２２.Ｈｇ-は、軽鎖及び重鎖可変ドメインが、二つのヒンジシス
テインがセリンに転化されている（Ｃ２２６Ｓ、Ｃ２２９Ｓ）２－軽及び２－重の相対Ｔ
ＩＲ強度を持つ別個のシストロンベクターの誘導体（Simmons等, J. Immunol. Methods, 
263: 133-147 (2002)）である。
【０１３３】
ｐ５Ａ６.２２.Ｋｎｏｂ.Ｈｇ-
　このプラスミドは、ＳＴＩＩシグナル配列（重鎖に対して２の相対ＴＩＲ強度を持つ）
を導入するために構築した。ｐ５Ａ６.２２.Ｋｎｏｂの構築には二つのＤＮＡ断片のライ
ゲーションが伴う。第一のものは、小さなＰａｃＩ-ＭｌｕＩ断片が除去されているｐ５
Ａ６.２１.Ｋｎｏｂ.Ｈｇ-ベクターであった。ライゲーションの第二部分は、軽鎖のλｔ

0転写ターミネータ、ｐｈｏＡプロモータ、及びＳＴＩＩシグナル配列（重鎖に対して２
の相対ＴＩＲ強度）をコードするｐ１Ｈ１.２２.Ｈｇ-プラスミド由来の約５０３塩基対
のＰａｃＩ-ＭｌｕＩ断片であった。
【０１３４】
（ｉｉｉ）プラスミドｐ２２Ｅ７.１１.Ｈｏｌｅ.Ｈｇ-
　所望のｐ２２Ｅ７.１１.Ｈｏｌｅ.Ｈｇ-プラスミドを産生するために２つの中間体プラ
スミドが必要であった。中間体プラスミドｐ２２Ｅ７.１.Ｌ.ＶＧ.１.Ｈ.Ｈｏｌｅを産生
するために、最初に２２Ｅ７（抗ＩｇＥ-Ｒ）キメラ軽鎖の可変ドメインをｐＶＧ１１.Ｖ
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ＮＥＲＫ.Ｈｏｌｅプラスミド上に移した。ついで、中間体プラスミドｐ２２Ｅ７.１１.
Ｈｏｌｅプラスミドを産生するために、２２Ｅ７キメラ重鎖の可変ドメインをｐ２２Ｅ７
.１.Ｌ.ＶＧ.１.Ｈ.Ｈｏｌｅプラスミド上に移した。次はこれら中間体プラスミドｐ２２
Ｅ７.１.Ｌ.ＶＧ.１.Ｈ.Ｈｏｌｅ及びｐ２２Ｅ７.１１.Ｈｏｌｅの調製と、それに続くｐ
２２Ｅ７.１１.Ｈｏｌｅ.Ｈｇ-の構築について記載する。
【０１３５】
ｐ２２Ｅ７.１.Ｌ.ＶＧ.１.Ｈ.Ｈｏｌｅ
　このプラスミドは、２２Ｅ７抗体のマウス軽鎖可変ドメインを、完全長抗体の産生に適
合性を有するプラスミドに移入するために構築した。このプラスミドの構築には二つのＤ
ＮＡ断片のライゲーションが伴う。第一のものは、小さなＥｃｏＲＩ-ＰａｃＩ断片が除
去されているｐＶＧ１１.ＶＮＥＲＫ.Ｈｏｌｅベクターであった。プラスミドｐＶＧ１１
.ＶＮＥＲＫ.Ｈｏｌｅ は、軽鎖及び重鎖可変ドメインが、「ｈｏｌｅ」変異（Ｔ３６６
、Ｌ３６８Ａ、Ｙ４０７Ｖ）（Merchant等, Nature Biotechnology, 16:677-681 (1998)
）と上述の全ての制御エレメントを持つ抗ＶＥＧＦ抗体（ＶＮＥＲＫ）に変化させられて
いる１－軽及び１－重の相対ＴＩＲ強度を持つ別個のシストロンベクターの誘導体（Simm
ons等, J. Immunol. Methods, 263: 133-147 (2002)）である。ライゲーションの第二部
分は、上述したＥｃｏＲＩ-ＰａｃＩ消化ｐＶＧ１１.ＶＮＥＲＫ.Ｈｏｌｅベクター中へ
の図９に示した配列のライゲーションを含む。その配列は、アルカリホスファターゼプロ
モータ（ｐｈｏＡ）、ＳＴＩＩシグナル配列及び２２Ｅ７抗体の全（可変及び定常ドメイ
ン）軽鎖をコードする。
【０１３６】
ｐ２２Ｅ７.１１.Ｈｏｌｅ
　このプラスミドを構築して、キメラ完全長抗体を産生するためにヒト重鎖フレームワー
ク中に２２Ｅ７抗体のマウス重鎖可変ドメインを導入した。ｐ２２Ｅ７.１１.Ｋｎｏｂの
構築には二つのＤＮＡ断片のライゲーションが伴う。第一のものは、小さなＭｌｕＩ-Ｐ
ｓｐＯＭＩ断片が除去されているｐ２２Ｅ７.１.Ｌ.ＶＧ.１.Ｈ.Ｈｏｌｅベクターであっ
た。ライゲーションの第二部分は、ＭｌｕＩ-ＰｓｐＯＭＩ消化ｐ２２.Ｅ７.１.Ｌ.ＶＧ.
１.Ｈ.Ｈｏｌｅベクター中への図１１に示した配列のライゲーションを含む。その配列は
、ＳＴＩＩシグナル配列の最後の３つのアミノ酸及び２２Ｅ７抗体のマウス重鎖可変ドメ
インの約１２３のアミノ酸をコードする。
【０１３７】
ｐ２２Ｅ７.１１.Ｈｏｌｅ.Ｈｇ-
　ｐ２２Ｅ７.１１.Ｈｏｌｅ.Ｈｇ-プラスミドは、完全長キメラ２２Ｅ７無ヒンジＨｏｌ
ｅ抗体を発現するように構築した。プラスミドの構築には二つのＤＮＡ断片のライゲーシ
ョンが伴う。第一のものは、小さなＰｓｐＯＭＩ-ＳａｃＩＩ断片が除去されている ｐ２
２Ｅ７.１１.Ｈｏｌｅベクターであった。ライゲーションの第二部分は、ヒト重鎖の約１
７１アミノ酸をコードするｐ４Ｄ５.２２.Ｈｇ-由来のおよそ５１４塩基対のＰｓｐＯＭ
Ｉ-ＳａｃＩＩ断片であり、そこでは二つのヒンジシステインがセリンに転化されている
（Ｃ２２６Ｓ、Ｃ２２９Ｓ）。
【０１３８】
（ｉｖ）プラスミドｐ２２Ｅ７.２２.Ｈｏｌｅ.Ｈｇ-　
　所望のｐ２２Ｅ７.２２.Ｈｏｌｅ.Ｈｇ-プラスミドを産生するために一つの中間体プラ
スミドが必要であった。中間体プラスミドｐ２２Ｅ７.２１.Ｈｏｌｅ.Ｈｇ-を産生するた
めに、最初にｐｈｏＡプロモータ及びＳＴＩＩシグナル配列（軽鎖に対して２の相対ＴＩ
Ｒ強度）をｐ２２Ｅ７.１１.Ｈｏｌｅ.Ｈｇ-プラスミド上に移した。次は、中間体プラス
ミドｐ２２Ｅ７.２１.Ｈｏｌｅ.Ｈｇ-の調製と続くｐ２２Ｅ７.２２.Ｈｏｌｅ.Ｈｇ-の構
築を記載している。
【０１３９】
ｐ２２Ｅ７.２１.Ｈｏｌｅ.Ｈｇ-
　このプラスミドは、ＳＴＩＩシグナル配列（軽鎖に対して２の相対ＴＩＲ強度）を導入
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するために構築した。ｐ２２Ｅ７.２１.Ｈｏｌｅ.Ｈｇ-の構築には三つのＤＮＡ断片のラ
イゲーションが伴う。第一のものは、小さなＥｃｏＲＩ-ＰａｃＩ 断片が除去されている
ｐ２２Ｅ７.１１.Ｈｏｌｅ.Ｈｇ-ベクターであった。ライゲーションの第二部分は、キメ
ラ２２Ｅ７抗体の軽鎖をコードするｐ２２Ｅ７.１１.Ｈｏｌｅ.Ｈｇ-プラスミド由来のお
よそ６４７塩基対のＥｃｏＲＶ-ＰａｃＩ断片であった。ライゲーションの第三部分は、
アルカリホスファターゼプロモータ（ｐｈｏＡ）及びＳＴＩＩシグナル配列をコードする
ｐ１Ｈ１.２２.Ｈｇ-プラスミド由来のおよそ５００塩基対のＥｃｏＲＩ-ＥｃｏＲＶ断片
であった。
【０１４０】
ｐ２２Ｅ７.２２.Ｈｏｌｅ.Ｈｇ-
　このプラスミドは、ＳＴＩＩシグナル配列（重鎖に対して２の相対ＴＩＲ強度を持つ）
を導入するために構築した。ｐ２２Ｅ７.２２.Ｈｏｌｅ.Ｈｇ-の構築には三つのＤＮＡ断
片のライゲーションが伴う。第一のものは、小さなＥｃｏＲＩ-ＭｌｕＩ断片が除去され
ているｐ２２Ｅ７.２１.Ｈｏｌｅ.Ｈｇ-ベクターであった。ライゲーションの第二部分は
、アルカリホスファターゼプロモータ、ＳＴＩＩシグナル配列、及びキメラ２２Ｅ７抗体
の軽鎖をコードするｐ２２Ｅ７.２１.Ｈｏｌｅ.Ｈｇ-プラスミド由来のおよそ１１４１塩
基対のＥｃｏＲＩ-ＰａｃＩ断片であった。ライゲーションの第三部分は、軽鎖のλｔ0転
写ターミネータ、ｐｈｏＡプロモータ、及びＳＴＩＩシグナル配列（重鎖に対して２の相
対ＴＩＲ強度）をコードする ｐ１Ｈ１.２２.Ｈｇ-プラスミド由来の約５０３塩基対のＰ
ａｃＩ-ＭｌｕＩ断片であった。
【０１４１】
［抗体発現－５Ａ６Ｋｎｏｂ及び２２Ｅ７Ｈｏｌｅ］
　「knobs into holes」技術を用いて、ヘテロ二量体化を促進し、完全長二重特異性抗Ｆ
ｃγＲＩＩｂ（５Ａ６）及び抗ＩｇＥ-Ｒ（２２Ｅ７）抗体を産生した。Ｆｃ配列のＣＨ
３ドメインにおける「knobs into holes」変異はホモ二量体の生成を大きく減少させるこ
とが報告されている（Merchant等, Nature Biotechnology, 16:677-681 (1998)）。Ｆｃ
領域中に「Ｋｎｏｂ」変異（Ｔ３６６Ｗ）を導入することによって抗ＦｃγＲＩＩｂ 成
分（ｐ５Ａ６.１１.Ｋｎｏｂ）のための構築物を、「ｈｏｌｅ」変異（Ｔ３６６Ｓ、Ｌ３
６８Ａ、Ｙ４０７Ｖ）を導入することによって抗ＩｇＥ-Ｒ成分（ｐ２２Ｅ７.１１.Ｈｏ
ｌｅ）のための構築物を調製した。
　ｋｎｏｂ抗ＦｃγＲＩＩｂ に対してプラスミドｐ５Ａ６.１１.Ｋｎｏｂを、ｈｏｌｅ
抗ＩｇＥ-Ｒに対してｐ２２Ｅ７.１１.Ｈｏｌｅを使用して、抗体の小規模誘導を実施し
た。各プラスミドは軽鎖と重鎖の双方に対して１の相対ＴＩＲ強度を有していた。各構築
物の小規模発現のために、大腸菌株３３Ｄ３（W3110 ΔfhuA (ΔtonA) ptr3 lac Iq lacL
8 ΔompT Δ(nmpc-fepE) degP41 kanR）を宿主細胞として使用した。形質転換後、選択さ
れた形質転換体選択物を、カルベニシリン（５０μｇ／ｍＬ）を補填した５ｍＬのＬＢ培
地中に播種し、３０℃にて回転培養で一晩成長させた。ついで、各培養物をＣ.Ｒ.Ａ.Ｐ.
リン酸制限培地（Simmons等, J. Immunol. Methods 263:133-147 (2002)）中に希釈した
（１：１００）。ついで、カルベニシリンを５０μｇ／ｍＬの濃度で誘導培養物に加え、
培養物を３０℃にて回転培養で約２４時間成長させた。特記しない限り、全ての振盪フラ
スコ誘導は５ｍＬ容積で実施した。 
【０１４２】
　誘導培養物からの非還元全細胞可溶化物は次のようにして調製した：（１）１０ＯＤ６

００ｍＬの誘導サンプルをマイクロチューブで遠心分離し；（２）各ペレットを９０μＬ
 ＴＥ（１０ｍＭのトリス、ｐＨ７．６、１ｍＭのＥＤＴＡ）中に再懸濁し；（３）１０
μＬの１００ｍＭヨード酢酸（シグマＩ-２５１２）を各サンプルに添加して、あらゆる
遊離システインを阻止し、ジスルフィド混合を防止し；（４）２０μＬの１０％ＳＤＳを
各サンプルに添加した。サンプルをボルテックスし、約９０℃に３分間加熱した後、再び
ボルテックスした。サンプルを室温まで冷却した後、７５０μＬのアセトンを添加してタ
ンパク質を沈殿させた。サンプルをボルテックスし、約１５分間室温に保った。微量遠心
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機での５分間の遠心分離後、各サンプルの上清を吸引し、各タンパク質ペレットを５０μ
ＬのｄＨ２Ｏ＋５０μＬの２×ＮＯＶＥＸ ＳＤＳサンプルバッファー中に再懸濁させた
。ついで、サンプルを約９０℃で４分間加熱し、十分にボルテックスし、室温まで冷却し
た。ついで、最後の５分の遠心分離を実施し、上清をきれいなチューブに移した。
【０１４３】
　誘導培養物からの還元全細胞可溶化物は次のようにして調製した：（１）１０ＯＤ６０

０ｍＬの誘導サンプルをマイクロチューブで遠心分離し；（２）各ペレットを９０μＬ 
ＴＥ（１０ｍＭのトリス、ｐＨ７．６、１ｍＭのＥＤＴＡ）中に再懸濁し；（３）１０μ
Ｌの１Ｍジチオスレイトール（シグマＤ-５５４５）を各サンプルに添加して、ジスルフ
ィド結合を還元し；（４）２０μＬの１０％ＳＤＳを各サンプルに添加した。サンプルを
ボルテックスし、約９０℃に３分間加熱した後、再びボルテックスした。サンプルを室温
まで冷却した後、７５０μＬのアセトンを添加してタンパク質を沈殿させた。サンプルを
ボルテックスし、約１５分間室温に保った。微量遠心機での５分間の遠心分離後、各サン
プルの上清を吸引し、各タンパク質ペレットを１０μＬの１Ｍジチオスレイトール＋４０
μＬのｄＨ２Ｏ＋５０μＬの２×ＮＯＶＥＸ ＳＤＳサンプルバッファー中に再懸濁させ
た。ついで、サンプルを約９０℃で４分間加熱し、十分にボルテックスし、室温まで冷却
した。ついで、最後の５分の遠心分離を実施し、上清をきれいなチューブに移した。
　調製後、５－８μＬの各サンプルを１０ウェルの１．０ｍｍＮＯＶＥＸ製１２％トリス
-グリシンＳＤＳ-ＰＡＧＥに充填し、１．５－２時間の間、～１２０ボルトで電気泳動さ
せた。ついで、得られたゲルをクーマシーブルーで染色するか又はウェスタンブロット分
析に使用した。
【０１４４】
　ウェスタンブロット分析では、ＳＤＳ-ＰＡＧＥゲルを、１０ｍＭのＣＡＰＳバッファ
ー、ｐＨ１１＋３％メタノール中のニトロセルロース膜（ＮＯＶＥＸ）上にエレクトロブ
ロットした。ついで、膜を、１×ＮＥＴ（１５０ｍＭのＮａＣｌ、５ｍＭのＥＤＴＡ、５
０ｍＭのＴｒｉｓ、ｐＨ７．４、０．０５％のトリトンＸ-１００）＋０．５％ゼラチン
の溶液を使用して室温で約３０分－１時間振盪して、ブロックした。ブロック工程後に、
膜を、抗Ｆａｂウェスタンブロット分析のために１×ＮＥＴ＋０．５％ゼラチン＋抗Ｆａ
ｂ抗体（ヒトＩｇＧ Ｆａｂに対するペルオキシダーゼ結合ヤギＩｇＧ画分；CAPPEL #552
23）の溶液に配した。抗Ｆａｂ抗体希釈は抗体のロットに応じて１：５００００から１：
１００００００の範囲であった。あるいは、抗Ｆｃウェスタンブロット分析では、膜を、
１×ＮＥＴ＋０．５％ゼラチン＋抗Ｆｃ抗体（ヒトＦｃ断片に対するペルオキシダーゼ結
合ヤギＩｇＧ画分；BETHYL #A80-104P-41）の溶液に配した。抗Ｆｃ抗体希釈は抗体のロ
ットに応じて１：５００００から１：２５００００の範囲であった。それぞれの場合にお
いて膜は振盪しながら抗体溶液中に室温で一晩放置した。翌朝、膜を、１×ＮＥＴ＋０．
５％ゼラチン中で最小３×１０分、洗浄した後、ＴＢＳ（２０ｍＭのトリス、ｐＨ７．５
、５００ｍＭのＮａＣｌ）中で１×１５分、洗浄した。抗Ｆａｂ抗体及び抗Ｆｃ抗体が結
合したタンパク質バンドを、Amersham Pharmacia Biotech ＥＣＬ検出を使用して可視化
し、その膜をＸ線フィルムに露光した。
　ｐ５Ａ６.１１.Ｋｎｏｂ（ｋｎｏｂ抗Ｆｃγ-ＲＩＩｂ）及びｐ２２Ｅ７.１１.Ｈｏｌ
ｅ（ｈｏｌｅ抗ＩｇＥ-Ｒ）抗体発現に対する抗Ｆａｂウェスタンブロットの結果を図１
に示す。これらは、レーン１のｋｎｏｂ抗Ｆｃγ-ＲＩＩｂ抗体及びレーン２のｈｏｌｅ
抗ＩｇＥ-Ｒ抗体に対して十分に折り畳まれ構築された重-軽（ＨＬ）鎖種の発現を明らか
にしている。抗Ｆａｂ抗体が軽鎖の異なった可変ドメインに対して異なった親和性を有し
ていることに留意することは重要である。抗Ｆａｂ抗体は一般に重鎖に対して低い親和性
を有している。非還元サンプルの場合、各抗体の発現は重-軽鎖種の検出に至った。特に
、完全長抗体種はｈｏｌｅ抗体ＩｇＥ-Ｒ抗体に対して検出可能であるが、それは全部の
十分に折り畳まれ構築された抗体種の一部分に過ぎない。完全長抗体種の折り畳みと構築
は、抗Ｆｃγ-ＲＩＩｂ抗体では「ｋｎｏｂ」変異の、抗ＩｇＥ-Ｒ抗体では「ｈｏｌｅ」
変異の導入の結果、好まれるものではない。還元サンプルでは、軽鎖がｋｎｏｂ抗Ｆｃγ
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-ＲＩＩｂ抗体及びｈｏｌｅ抗ＩｇＥ-Ｒ抗体に対して検出される。
【０１４５】
　同様に、抗Ｆｃウェスタンブロットの結果を図２に示すが、それらもまたレーン１のｋ
ｎｏｂ抗Ｆｃγ-ＲＩＩｂ抗体及びレーン２のｈｏｌｅ抗ＩｇＥ-Ｒ抗体に対して十分に折
り畳まれ構築された重-軽（ＨＬ）鎖種の発現を明らかにしている。抗Ｆｃ抗体は軽鎖に
結合することはできず、よって検出されない。非還元サンプルでは、各抗体の発現はまた
重-軽鎖種の検出に至るが、完全長抗体種ではない。還元サンプルでは、ｋｎｏｂ抗Ｆｃ
γ-ＲＩＩｂ抗体及びｈｏｌｅ抗ＩｇＥ-Ｒ抗体に対しては同様量の重鎖がある。
【０１４６】
［５Ａ６Ｋｎｏｂヒンジ変異及び２２Ｅ７ヒンジ変異抗体の発現］
　ｐ５Ａ６.１１.Ｋｎｏｂ及びｐ２２Ｅ７.１１.Ｈｏｌｅ構築物を有する一次抗体種は、
十分に折り畳まれ構築された重-軽（ＨＬ）鎖種であった。しかしながら、二重特異性抗
ＦｃγＲＩＩｂ／抗ＩｇＥ-Ｒ （５Ａ６／２２Ｅ７）抗体に対してここに記載された調製
法を容易にするために、二つの重鎖のヒンジ配列を、二つのヒンジシステインをセリンで
置換することにより（Ｃ２２６Ｓ、Ｃ２２９Ｓ、Kabat, E.A.等編 1991, Sequences of p
roteins of immunological interest, 5版 Vol. 1., NIH, Bethesda, MDの671頁のＥＵ番
号付け系）修飾した。ヒンジ変異は以下では「無ヒンジ」とも称する。
　Ｃ２２６Ｓ、Ｃ２２９Ｓ置換を有するヒンジ変異を含むｋｎｏｂ抗Ｆｃγ-ＲＩＩｂ（
５Ａ６）抗体及びｈｏｌｅ抗ＩｇＥ-Ｒ（２２Ｅ７）抗体のための構築物を調製した。各
抗体に対して二つの構築物を調製した。一つの構築物は軽鎖及び重鎖の双方に対して１の
相対ＴＩＲ強度を有し、第二の構築物は軽鎖及び重鎖の双方に対して２の相対ＴＩＲ強度
を有していた。
【０１４７】
　ついで、ｋｎｏｂ抗Ｆｃγ-ＲＩＩｂ抗体（ｐ５Ａ６.１１.Ｋｎｏｂ）、ｈｏｌｅ抗Ｉ
ｇＥ-Ｒ抗体（ｐ２２Ｅ７.１１.Ｈｏｌｅ）、ｋｎｏｂ無ヒンジ抗Ｆｃγ-ＲＩＩｂ抗体（
ｐ５Ａ６.１１.Ｋｎｏｂ.Ｈｇ-及びｐ５Ａ６.２２.Ｋｎｏｂ.Ｈｇ-）、及びｈｏｌｅ無ヒ
ンジ抗ＩｇＥ-Ｒ抗体（ｐ２２Ｅ７.１１.Ｈｏｌｅ.Ｈｇ-及びｐ２２Ｅ７.２２.Ｈｏｌｅ.
Ｈｇ-）を、上記と同じようにして発現させた。全細胞可溶化物を調製し、ＳＤＳ-ＰＡＧ
Ｅによって分離し、ニトロセルロースに移し、上述のヤギ抗ヒトＦａｂ結合抗体及びヤギ
抗ヒトＦｃ結合抗体で検出した。
　抗Ｆａｂウェスタンブロットの結果は図３に示すが、それらはレーン２にｋｎｏｂ無ヒ
ンジ抗Ｆｃγ-ＲＩＩｂ抗体（相対ＴＩＲ強度－軽鎖に対して１、重鎖に対して１）の、
レーン５にｈｏｌｅ無ヒンジ抗ＩｇＥ-Ｒ抗体（相対ＴＩＲ強度－軽鎖に対して１、重鎖
に対して１）の重-軽（ＨＬ）鎖種の折り畳みと構築における有意な改善を示している。
また、抗Ｆａｂウェスタンブロットの結果は、軽鎖及び重鎖に対する相対ＴＩＲ強度が１
から２に増加させられたときのｋｎｏｂ無ヒンジ抗Ｆｃγ-ＲＩＩｂ抗体（レーン３）及
びｈｏｌｅ無ヒンジ抗ＩｇＥ-Ｒ抗体（レーン６）の重-軽（ＨＬ）鎖種の折り畳みと構築
における増加を示している。再び、抗Ｆａｂ抗体が軽鎖の異なった可変ドメインに対して
異なった親和性を有しており、一般に重鎖に対して低い親和性を有していることに留意す
ることは重要である。非還元サンプルの場合、各抗体の発現は重-軽鎖種の検出に至るが
、ヒンジシステインからセリンへの転換の結果として完全長抗体種の検出には至らない。
二つのヒンジシステインがセリンに転換され、再び軽鎖及び重鎖に対する相対ＴＩＲ強度
が１から２に増加させられたとき、ｋｎｏｂ無ヒンジ抗Ｆｃγ-ＲＩＩｂ及びｈｏｌｅ無
ヒンジ抗ＩｇＥ-Ｒ抗体双方の重-軽（ＨＬ）鎖種の折り畳みと構築における有意な改善が
ある。還元サンプルの場合、重鎖及び軽鎖が異なった抗Ｆｃγ-ＲＩＩｂ及び抗ＩｇＥ-Ｒ
抗体に対して検出される。重鎖及び軽鎖の量の増加が、相対ＴＩＲ強度が１から２に増加
したときに検出される。
【０１４８】
　同様に、図４の抗Ｆｃウェスタンブロットの結果は、二つのヒンジシステインがセリン
に転換され、再び軽鎖及び重鎖に対する相対ＴＩＲ強度が１から２に増加させられたとき



(61) JP 2008-511337 A 2008.4.17

10

20

30

40

50

の、ｋｎｏｂ無ヒンジ抗Ｆｃγ-ＲＩＩｂ及びｈｏｌｅ無ヒンジ抗ＩｇＥ-Ｒ抗体双方の重
-軽（ＨＬ）鎖種の折り畳みと構築における有意な改善を示している。抗Ｆｃ抗体は軽鎖
に結合することはできず、よってそれは検出されない。還元サンプルの場合、重鎖は異な
った抗Ｆｃγ-ＲＩＩｂ及び抗ＩｇＥ-Ｒ抗体に対して検出される。相対ＴＩＲ強度が１か
ら２に増加したときに重鎖の量の増加が検出される。
　精製された機能ある二重特異性抗体の取得容易性と効率を、上述の変異ヒンジ領域を有
する抗体について更に評価する。
【０１４９】
［二重特異性抗体成分の精製］
１．大腸菌ペーストからの抽出
　凍結されていた大腸菌ペーストを解凍し、５容量（ｖ／ｗ）の蒸留水に懸濁させ、ＨＣ
ｌでｐＨ５に調節し、遠心分離し、上清を捨てた。ポリトロン（Brinkman）を使用してｐ
Ｈ９の５－１０容量のバッファー中に不溶性ペレットを再懸濁させ、上清を遠心分離後に
保持した。この工程は一度繰り返した。
　ついで、５－１０容量の同じバッファー中に不溶性ペレットを再懸濁させ、ミクロフル
イダイザー（Microfluidics）を通して細胞を破壊した。上清を遠心分離後に保持した。
　上清を、ＳＤＳポリアクリルアミドゲル電気泳動（ＳＤＳ-ＰＡＧＥ）及びウェスタン
ブロットによって評価し、単一アームの抗体を含むもの（つまり、単一重鎖プラス軽鎖の
分子量に対応するバンド）をプールした。
【０１５０】
２．プロテインＡアフィニティクロマトグラフィー
　プールした上清をｐＨ８に調整し、ＰｒｏＳｅｐ-Ａビーズ（Millipore）を添加した（
１０リットル当たり約２５０ｍｌビーズ）。混合物を４℃で２４－７２時間攪拌し、ビー
ズを静置し、上清を捨てた。ビーズをクロマトグラフィーカラム（Amersham Biosciences
 XK50）に移し、１０ｍＭのトリスバッファーｐＨ７．５で洗浄した。ついで、５０ｍＭ
のクエン酸塩、０．１ＭのＮａＣｌバッファー中、所定のｐＨ勾配を使用してカラムを溶
出させた。最初のバッファーをｐＨ６に調節し、勾配はｐＨ２のバッファーを用いて線形
希釈によって形成した。
　８Ｍの尿素とトリス塩基の添加によって画分をｐＨ５と２Ｍ尿素に調節した後、ＳＤＳ
-ＰＡＧＥによって評価し、プールした。
【０１５１】
３．陽イオン交換クロマトグラフィー
　Ｓ-セファロースＦａｓｔ Ｆｌｏｗカラム（Amersham Biosciences）を２Ｍの尿素、１
５ｍＭのＭＥＳ、ｐＨ５．５を用いて平衡にした。ＰｒｏＳｅｐ-Ａ溶出液プールを、等
容量の平衡バッファーを用いて希釈し、カラムに添加した。平衡バッファーで、ついで２
５ｍＭのＭＥＳ、ｐＨ５．５での洗浄後、２５ｍＭのＭＥＳ、ｐＨ５．５中０－１ＭのＮ
ａＣｌの線形勾配を用いてカラムを展開した。ＳＤＳ-ＰＡＧＥ分析に基づいて画分をプ
ールした。 
【０１５２】
４．疎水性相互作用クロマトグラフィー
　ＨＩ-プロピルカラム（J.T.Baker）を、０．５Ｍの硫酸ナトリウム、２５ｍＭのＭＥＳ
、ｐＨ６を用いて平衡にした。Ｓ-Ｆａｓｔ Ｆｌｏｗ溶出液を０．５Ｍの硫酸ナトリウム
、ｐH６に調節し、カラムに充填し、２５ｍＭのＭＥＳ、ｐＨ６中０．５－０Ｍの硫酸ナ
トリウムの勾配を用いてカラムを展開した。ＳＤＳ-ＰＡＧＥ分析に基づいて画分をプー
ルした。
【０１５３】
５．サイズ排除クロマトグラフィー
　ＨＩ-プロピル溶出液プールを、ＣｅｎｔｒｉＰｒｅｐ ＹＭ１０濃縮器（Amicon）を用
いて濃縮し、０．１ＭのＮａＣｌ、ｐＨ６中１０ｍＭのコハク酸塩又は１０ｍＭのヒスチ
ジンで平衡にしたスーパーデックスＳＸ２００カラム（Amersham Biosciences）に充填し
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、２．５ｍｌ／ｍでカラムを展開した。ＳＤＳ-ＰＡＧＥ分析に基づいて画分をプールし
た。
【０１５４】
［二重特異性抗体を産生するための抗体成分のアニーリング］
　二つの類似した（しかし同一ではない）アニーリング法を以下に記載するが、双方とも
二重特異性抗体の良好な収率を達成した。抗体の重鎖と以下に記載する抗体成分は上述の
変異ヒンジ領域を含む。
【０１５５】
ヒンジ変異５Ａ６Ｋｎｏｂ及びヒンジ変異２２Ｅ７Ｈｏｌｅのアニーリング－バージョン
１
　２５ｍＭのＭＥＳ、ｐＨ５．５、０．５ＭのＮａＣｌ中の精製した５Ａ６Ｋｎｏｂ及び
２２Ｅ７Ｈｏｌｅ抗体を、その濃度に基づいて等モル比で混合した。ついで、混合物を５
分から１時間、５００℃で加熱した。このアニーリング温度は、これらのＣＨ３変異体に
対して過去に記載された融解曲線（Atwell, S.等 J. Mol. Biol. 270:26-35, 1997）から
誘導された。ついで、アニールされた抗体に、その二重特性を決定するための分析を施し
た。
【０１５６】
二重特異性の分析
１）等電点電気泳動法
　アニールした抗体が真に二重特異性であることを証明する最も簡単な方法は等電点電気
泳動分析にサンプルをかけることである。５Ａ６Ｋｎｏｂ抗体は７．１３のｐＩを有する
一方、２２Ｅ７Ｈｏｌｅは９．１４のｐＩを有する。二重特異性５Ａ６Ｋｎｏｂ/２２Ｅ
７Ｈｏｌｅ抗体は８．６７のｐＩを有する。図５は、クーマシーブルーでの染色後の等電
点電気泳動ゲル（Invitrogen, Novex ｐＨ３－１０ ＩＥＦ）上での５Ａ６Ｋｎｏｂ、２
２Ｅ７Ｈｏｌｅ及び二重特異性５Ａ６Ｋｎｏｂ/２２Ｅ７Ｈｏｌｅ（加熱前と加熱後）抗
体の移動を示す。室温での混合時にはある程度のアニーリングがあるが、５０℃への加熱
はプロセスの完了を促進するように思われる。５Ａ６Ｋｎｏｂ及び２２Ｅ７Ｈｏｌｅのも
のの間のｐＩのバンドを持つ新しいタンパク質の出現は二重特異性抗体の形成を裏付けて
いる。
【０１５７】
２）アフィニティカラム分析
　５Ａ６Ｋｎｏｂ、２２Ｅ７Ｈｏｌｅ、及び二重特異性５Ａ７Ｋｎｏｂ／２２Ｅ７Ｈｏｌ
ｅ抗体の挙動をＦｃγＲＩＩｂアフィニティカラムで観察した。ヒトＦｃγＲＩＩｂ（細
胞外ドメイン）-ＧＳＴ融合タンパク質を、製造者の指示書（Pierce, UltraLink Immobil
ization Kit #46500）に従って小カラム中の固形担体にカップリングさせた。ＰＢＳ（１
３７ｍＭのＮａＣｌ、２．７ｍＭのＫＣｌ、８ｍＭのＮａ２ＨＰＯ４、１．５ｍＭのＫＨ

２ＰＯ４、ｐＨ７．２）中の５Ａ６Ｋｎｏｂ、２２Ｅ７Ｈｏｌｅ、及び二重特異性５Ａ６
Ｋｎｏｂ/２２Ｅ７Ｈｏｌｅ抗体を、各カラムの理論結合能の約１０－２０％にて３つの
別個のＦｃγＲＩＩｂアフィニティカラムに添加した。ついで、カラムを、１６カラム容
量のＰＢＳで洗浄した。充填と洗浄に対するカラムフロースルーを集め、混合し、Centri
con Microconcentrator（Amicon）でおよそ１０倍に濃縮した。ついで、同じ容量の各濃
縮物を２×ＳＤＳサンプルバッファーで２倍希釈し、ＳＤＳ-ＰＡＧＥ（Invitrogen, Nov
ex トリス-グリシン）で分析した。２０ｍＭのＮａ２ＨＰＯ４、ｐＨ６．５中でのエレク
トロブロットによってそのタンパク質バンドをニトロセルロースに移し、抗ヒトＩｇＧＦ
ａｂペルオキシダーゼ結合抗体（CAPPELL#55223）でプローブした。ついで、Amersham Ph
armacia BiotechのＥＣＬを、製造者の指示書に従って使用して、抗体バンドを検出した
。
　この分析の結果を図６に示す。ＦｃγＲＩＩｂアフィニティカラムは、５Ａ６Ｋｎｏｂ
抗体と、それが二重特異性抗体ならば５Ａ６Ｋｎｏｂ/２２Ｅ７Ｈｏｌｅ二重特異性抗体
を保持しなければならない。２２Ｅ７Ｈｏｌｅ抗体は図に示されているようにフロースル
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ーしなければならない。５Ａ６Ｋｎｏｂ/２２Ｅ７Ｈｏｌｅ二重特異性レーンにおいて検
出された抗体がないので、それが真に二重特異性であることを示唆している。
【０１５８】
ヒンジ変異５Ａ６Ｋｎｏｂ及びヒンジ変異２２Ｅ７Ｈｏｌｅのアニーリング－バージョン
２
　抗体成分（単一アーム５Ａ６Ｋｎｏｂ及び２２Ｅ７Ｈｏｌｅ）を上記のようにして精製
した。
　「ヘテロ二量体」を、僅かにモル過剰の５Ａ６を使用して５０℃でアニーリングして形
成した後、陽イオン交換カラムで精製した。
　全容量１０ｍｌの８ｍＭのスクシネートと、８０ｍＭのＮａＣｌバッファー中において
、５Ａ６(Ｋｎｏｂ)を５ｍｇと２２Ｅ７(Ｈｏｌｅ)を４．５ｍｇ混合し、２０ｍＭのトリ
スでｐＨ７．５に調整した。
　混合物を、水浴中で１０分間、５０℃まで加熱した後、４℃に冷却した。
【０１５９】
二重特異性の分析
１）等電点電気泳動法
　等電点電気泳動ゲル（Cambrex, ｐＨ７－１１）での分析は、（８．６７の計算ｐＩを
有する）二重特異性に対応する、アニール混合物中のｐＩ～８．５の単一バンドの形成を
示した。図７を参照のこと。
【０１６０】
２）陽イオン交換カラムでの精製
　５ｍｌのＣＭ-Ｆａｓｔ Ｆｌｏｗカラム（HiTrap, Amersham Biosciences）を、ｐＨ５
．５のバッファー（３０ｍＭのＭＥＳ、２０ｍＭのｈｅｐｅｓ、２０ｍＭのイミダゾール
、２０ｍＭのトリス、２５ｍＭのＮａＣｌ）で平衡にした。アニールされたプールを等容
量の平衡バッファーで希釈し、ｐＨ５．５に調節し、カラムに添加し、平衡バッファーで
洗浄した。カラムは３０分かけて同じバッファー中でｐＨ５．５からｐＨ９．０の勾配で
１ｍｌ／分で展開された。
　画分をＩＥＦによって分析したところ、５Ａ６がヘテロ二量体より前に溶出したことが
明らかにされた。ヘテロ二量体を含むプールされた画分の光散乱法による分析の結果、単
量体が存在しないことが明らかになった。
【図面の簡単な説明】
【０１６１】
【図１】ｐ５Ａ６.１１.Ｋｎｏｂ（ｋｎｏｂ抗Ｆｃγ-ＲＩＩｂ）及びｐ２２Ｅ７.１１.
Ｈｏｌｅ（ｈｏｌｅ抗ＩｇＥ-Ｒ）抗体成分の発現に対する抗Ｆａｂウェスタンブロット
の結果を示す。
【図２】ｐ５Ａ６.１１.Ｋｎｏｂ（ｋｎｏｂ抗Ｆｃγ-ＲＩＩｂ）及びｐ２２Ｅ７.１１.
Ｈｏｌｅ（ｈｏｌｅ抗ＩｇＥ-Ｒ）抗体成分の発現に対する抗Ｆｃウェスタンブロットの
結果を示す。
【図３】野生型又は変異ヒンジ配列を持つ抗体成分の発現に対する抗Ｆａｂウェスタンブ
ロットの結果を示す。
【図４】野生型又は変異ヒンジ配列を持つ抗体成分の発現に対する抗Ｆｃウェスタンブロ
ットの結果を示す。
【図５】室温と混合物は５分間５０℃に加熱した５Ａ６Ｋｎｏｂ、２２Ｅ７Ｈｏｌｅ、混
合した５Ａ６Ｋｎｏｂ及び２２Ｅ７Ｈｏｌｅ（全ての重鎖は記載した変異ヒンジを有する
）の等電点電気泳動分析を示す。
【図６】５Ａ６Ｋｎｏｂ／２２Ｅ７Ｈｏｌｅ二重特異性、２２Ｅ７Ｈｏｌｅ、及び５Ａ６
Ｋｎｏｂ抗体（全ての重鎖は記載した変異ヒンジを有する）に対するＦｃγＲＩＩｂアフ
ィニティカラムフロースルーを示す。
【図７】５０℃に加熱した５Ａ６Ｋｎｏｂ、２２Ｅ７Ｈｏｌｅ、及び５Ａ６Ｋｎｏｂ及び
２２Ｅ７Ｈｏｌｅ混合物（全ての重鎖は記載した変異ヒンジを有する）の１０分間の等電
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点電気泳動分析を示す。
【図８】アルカリホスファターゼプロモータ（ｐｈｏＡ）、ＳＴＩＩシグナル配列及び５
Ａ６抗体の全（可変及び定常ドメイン）軽鎖をコードする核酸を示す。
【図９】ＳＴＩＩシグナル配列の最後の３つのアミノ酸と５Ａ６抗体のマウス重鎖ドメイ
ンのおよそ１１９のアミノ酸をコードする核酸を示す。
【図１０】アルカリホスファターゼプロモータ（ｐｈｏＡ）、ＳＴＩＩシグナル配列及び
２２Ｅ７抗体の全（可変及び定常ドメイン）軽鎖をコードする核酸を示す。
【図１１】ＳＴＩＩシグナル配列の最後の３つのアミノ酸と２２Ｅ７抗体のマウス重鎖ド
メインのおよそ１２３のアミノ酸をコードする核酸を示す。

【図１】 【図２】
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【図５】 【図６】
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【図９】

【図１０】

【図１１】
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