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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　以下の工程を含む、ヒトIgG1サブクラスの抗体と多量体抗原との結合相互作用を決定す
るための方法：
　1）該多量体抗原に対する該抗体の結合親和性を決定する工程、
　2）該抗体をFabおよびFc領域に切断するために、該抗体と、該抗原と、ポルフィロモナ
ス・ジンジバリス（porphyromonas gingivalis）のリジン・ジンジパインまたはその酵素
活性フラグメントとを含む混合物を、7.5～8.5のpH、還元剤の存在下、30℃～42℃の温度
で、10分間～240分間の期間、インキュベートして、それによって該抗体の濃度を該抗原
の濃度よりも高くし、そして該多量体抗原に対する該抗体のFabの結合親和性を決定する
工程、
ならびに
　該多量体抗原に対する該抗体の結合親和性を、両工程において決定された結合親和性が
同等である場合、親和性型であると決定し、両工程において決定された結合親和性が相違
する場合、アビディティ型であると決定する工程。
【請求項２】
　以下の工程を含む、ヒトIgG1サブクラスの抗体と多量体抗原との結合相互作用を決定す
るためのアッセイ形式を選択するための方法：
　1）表面プラズモン共鳴法を用いて該多量体抗原に対する該抗体の結合親和性を決定す
る工程、
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　2）該抗体をFabおよびFc領域に切断するために、該抗体と、該抗原と、ポルフィロモナ
ス・ジンジバリスのリジン・ジンジパインまたはその酵素活性フラグメントとを含む混合
物を、7.5～8.5のpH、還元剤の存在下、30℃～42℃の温度で、10分間～240分間の期間、
インキュベートして、それによって該抗体の濃度を該抗原の濃度よりも高くし、そして前
の工程で得られたインキュベートされた反応混合物を表面プラズモン共鳴法に直接適用す
ることによる表面プラズモン共鳴を用いて、それらの抗原に対する該抗体のFabの結合親
和性を決定する工程であって、
ここで、該多量体抗原に対する該抗体の結合親和性は、i）両工程において決定された結
合親和性が同等である場合、親和性型であり、またはii）両工程において決定された結合
親和性が相違する場合、アビディティ型である、工程、
ならびに、
　該ヒトIgG1サブクラスの抗体と該多量体抗原との結合相互作用を決定するために、
　i）可溶性多量体抗原との親和性型相互作用の場合、溶液アッセイを、
　ii）可溶性多量体抗原とのアビディティ型相互作用の場合、溶液または表面アッセイを
、
　iii）表面結合抗原との親和性型相互作用の場合、溶液アッセイを、または
　iv）表面結合抗原とのアビディティ型相互作用の場合、表面アッセイを、
選択する工程。
【請求項３】
　結合親和性が、ELISAまたは表面プラズモン共鳴法を用いて溶液中で決定される、請求
項1記載の方法。
【請求項４】
　結合親和性が、FACSまたは細胞効果を用いる細胞アッセイを用いて決定される、請求項
1記載の方法。
【請求項５】
　工程1）および2）で決定された多量体抗原に対する抗体の結合親和性は、両工程で決定
された結合親和性が2倍またはそれ未満相違する（小さい方の値をこの計算の基準として
使用する）場合、同等であり、両工程で決定された結合親和性が2倍超相違する（小さい
方の値を100％とする）場合、相違する、請求項1～4のいずれか一項記載の方法。
【請求項６】
　結合親和性が、10またはそれ以上の抗体：多量体抗原比を用いて決定される、請求項1
～5のいずれか一項記載の方法。
【請求項７】
　ポルフィロモナス・ジンジバリスのリジン・ジンジパイン由来のポリペプチドが、ポル
フィロモナス・ジンジバリスのリジン・ジンジパインである、請求項1～6のいずれか一項
記載の方法。
【請求項８】
　ポルフィロモナス・ジンジバリスのリジン・ジンジパイン由来のポリペプチドが、SEQ 
ID NO:02もしくはSEQ ID NO:03もしくはSEQ ID NO:04のアミノ酸配列またはその機能的変
種を含む、請求項7記載の方法。
【請求項９】
　ポルフィロモナス・ジンジバリスのリジン・ジンジパイン由来のポリペプチドが、SEQ 
ID NO:01の少なくとも残基230～739を含むアミノ酸配列を有する、請求項7～8のいずれか
一項記載の方法。
【請求項１０】
　還元剤が、2-メルカプトエタノール、システインおよびジチオトレイトールからなる群
より選択される、請求項1～9のいずれか一項記載の方法。
【請求項１１】
　還元剤が、システインである、請求項10記載の方法。
【請求項１２】
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　還元剤が、0.5 mM～10 mMの濃度のシステインである、請求項10～11のいずれか一項記
載の方法。
【請求項１３】
　pH値が、約pH 8である、請求項1～12のいずれか一項記載の方法。
【請求項１４】
　温度が、35℃～38℃である、請求項1～13のいずれか一項記載の方法。
【請求項１５】
　インキュベートが、約60分間の期間行われる、請求項1～14のいずれか一項記載の方法
。
【請求項１６】
　インキュベートされた混合物が、中間精製を行わずに、結合親和性の決定のために使用
される、請求項1～15のいずれか一項記載の方法。
【請求項１７】
　結合親和性の決定が、表面プラズモン共鳴によるものである、請求項1～16のいずれか
一項記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、免疫アッセイの分野に属する。特に、本明細書には、その各標的への治療結
合体（薬物）の相互作用様式、すなわち親和性またはアビディティを適切に反映する結合
アッセイの選択のための方法が報告されている。これは、治療結合体（薬物）の結合強度
を反映する結合アッセイの選択に関連する。
【背景技術】
【０００２】
発明の背景
　バイオ医薬品の質は、その作用と共に、極めて重要である。したがって、その作用様式
の精緻な調査に加えて、タンパク質ベースの薬物の正体、純度および活性を決定すること
が、それらを治療剤として安全に使用するために絶対的に必要となる。
【０００３】
　モノクローナル抗体（mAb）は様々な分離および試験技術によって首尾よく分析するこ
とができる。
【０００４】
　システインプロテアーゼであるパパインは、比較的非特異的にアルギニン（R）、リジ
ン（K)、グルタミン酸（E）、ヒスチジン（H）、グリシン（G）およびチロシン（Y）の後
ろでペプチド結合を切断する。インキュベート期間が十分に長い場合、パパイン消化は、
完全な加水分解をもたらす。しかし、限定的なタンパク質分解により、抗体は、それらの
ヒンジ領域において比較的選択的に切断されることができる（Lottspeich, F., and Enge
ls, J.W., "Bioanalytik Spektrum Akademischer Verlag" Munich 2nd Edition (2006) 2
01-214（非特許文献1））。切断は、2つの重鎖をひとつに接続しているジスルフィド架橋
のN末端側で起こる。ジスルフィド架橋は、このプロセスにおいて維持され、消化後に3つ
のフラグメント（2つのFabフラグメント、1つのFcフラグメント）が得られる。2つのN末
端フラグメントは、抗原結合フラグメント（Fab、抗原結合フラグメント）と呼ばれ、C末
端フラグメントは、結晶フラグメント（Fc、結晶フラグメント）と呼ばれる。各Fabフラ
グメントは、完全な軽鎖および重鎖のアミノ末端側半分から構成される。Fcフラグメント
は、ジスルフィド架橋によって依然としてひとつに連結されている重鎖の2つのカルボキ
シ末端側半分から構成される。
【０００５】
　近年、様々なIgG特異的プロテアーゼが同定された。
【０００６】
　WO 2015/40125（特許文献1）では、連鎖球菌発赤毒素B（SpeB）が報告されている。そ
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れは、IgGをそのヒンジ領域において切断し、2つの安定な単量体Fabフラグメントと1つの
Fcフラグメントとにすることが示されている、ストレプトコッカス・ピオゲネス（strept
ococcus pyogenes）由来のシステインプロテアーゼとして記載されている。さらに、SpeB
が、Kabat番号体系にしたがう238位と239位との間（EU番号体系にしたがう225位と226位
との間）でIgGのヒンジ領域を切断することが報告されている。
【０００７】
　Mac-1またはsib-38とも呼ばれるヒト病原菌ストレプトコッカス・ピオゲネス由来のシ
ステインエンドプロテアーゼIdeS（免疫グロブリン分解酵素S）は、免疫グロブリンG型（
IgG）の抗体の重鎖を特異的に切断するシステインプロテアーゼである。IgGは、これまで
のところ、IdeSの唯一の判明している基質である（Vincents, B., et al., Biochem. 43 
(2004) 15540-15549（非特許文献2））。IdeSは、アミノ酸214～216によってRGDモチーフ
を形成する、29アミノ酸を含むシグナルペプチドを含む339アミノ酸からなる（von Pawel
-Rammingen, U., et al., EMBO J. 21 (2002) 1607-1615（非特許文献3））。IdeSは、そ
のヒンジ領域において、その認識配列LLGGPに含まれるKabat番号体系にしたがう249位と2
50位との間（EU番号体系にしたがう236位と237位との間）（Gly-Gly）でヒトIgG（クラス
G免疫グロブリン）を切断する。ヒトIgG2は、認識モチーフPVAGPにおけるアミノ酸アラニ
ンとグリシンとの間で切断される。IgG2aおよびIgG3型のマウス抗体もまた切断される（V
incents, B., et al., Biochem. 43 (2004) 15540-15549（非特許文献2））。
【０００８】
　ポルフィロモナス・ジンジバリスは、進行性歯周病の主要な病因である（例えば、Kado
waki, T., et al., J. Biol. Chem. 269 (1994) 21371-21378（非特許文献4）を参照のこ
と）。そこから、様々な酵素、特にチロシン様システインプロテアーゼであるジンジパイ
ンが単離された。
【０００９】
　Kikuchi, Y., et al.は表面プラズモン共鳴を使用する抗体フラグメントの濃度および
結合親和性の決定を報告した（J. Biosci. Bioeng. 100, (2005) 311-317（非特許文献5
））。
【００１０】
　WO 95/11298（特許文献2）では、実質的に純粋なLys-ジンジパイン複合体調製物が提供
され、Lys-ジンジパインは、ドデシル硫酸ナトリウムポリアクリルアミドゲル電気泳動に
よって見積もられた見かけ上の分子量105 kDaを有することにより特徴づけられ、サンプ
ルは、煮沸を行わずに調製され、このLys-ジンジパインは、リジン残基の後ろでの切断に
関してアミド分解およびタンパク質分解活性を有し、アルギニン残基の後ろでの切断に関
してはアミド分解および／またはタンパク質分解活性を有さず、このアミド分解および／
またはタンパク質分解活性は、ヨードアセトアミドおよびヨード酢酸を含むシステインプ
ロテアーゼ群特異的な阻害剤であるTLCKによって阻害され、このLys-ジンジパインのアミ
ド分解および／またはタンパク質分解活性は、ロイペプチン、アンチパイン、トランス-
エポキシスクシニル-L-ロイシルアミド-(4-グアニジノ)ブタン、ジイソプロピルフルオロ
ホスフェートおよびフッ化フェニルメチルスルホニルを含むセリンプロテアーゼ群特異的
阻害剤、ならびにLys-ジンジパイン複合体およびその触媒性成分に特異的な抗体による阻
害に対して感受性がない。
【００１１】
　WO 2015/086549（特許文献3）では、二価二特異性抗体の生物学的活性の決定のための
、固体表面への二価二特異性抗体の固定化のためのその抗原との相互作用についてより小
さなkD値（解離定数）を有する二価二特異性抗体の結合アッセイの使用が報告されている
。
【００１２】
　Inagaki, S., et al.は、ポルフィロモナス・ジンジバリスのジンジパインに対する歯
周炎患者の抗体応答について報告した（J. Periodont. 74 (2003) 1432-1439）（非特許
文献6）。
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【先行技術文献】
【特許文献】
【００１３】
【特許文献１】WO 2015/40125
【特許文献２】WO 95/11298
【特許文献３】WO 2015/086549
【非特許文献】
【００１４】
【非特許文献１】Lottspeich, F., and Engels, J.W., "Bioanalytik Spektrum Akademis
cher Verlag" Munich 2nd Edition (2006) 201-214
【非特許文献２】Vincents, B., et al., Biochem. 43 (2004) 15540-15549
【非特許文献３】von Pawel-Rammingen, U., et al., EMBO J. 21 (2002) 1607-1615
【非特許文献４】Kadowaki, T., et al., J. Biol. Chem. 269 (1994) 21371-21378
【非特許文献５】Kikuchi, Y., et al., J. Biosci. Bioeng. 100, (2005) 311-317
【非特許文献６】Inagaki, S., et al., J. Periodont. 74 (2003) 1432-1439
【発明の概要】
【００１５】
　本明細書には、多特異性結合体、例えば二特異性抗体の（機能的）結合免疫アッセイの
選択のための方法が報告されている。二特異性分子の機能的評価は、標準的な抗体と比較
して付加的な局面を考慮する必要がある、すなわち、アッセイ形式は、個々の標的に対す
るインビボでの相互作用を反映するものであるべきであり、その薬物の結合部位を考慮す
べきである。この局面は、薬物の機能性を決定するため、および例えば正確な結合値の決
定を可能にするまたは最適な薬物の同定を最大化する方針決定のための免疫アッセイの選
択の指針となる。
【００１６】
　本明細書で報告される1つの局面は、以下の工程を含む、多量体抗原と該抗原に特異的
に結合する少なくとも2つの結合部位を有するヒトIgG1サブクラスの抗体との結合相互作
用を決定するための方法である：
　1）多量体抗原に対する抗体の結合親和性を決定する工程、
　2）抗体とポルフィロモナス・ジンジバリスのリジン・ジンジパイン由来のポリペプチ
ドとを含む混合物を、該抗体をFabおよびFc領域に切断するのに十分な条件下および期間
インキュベートし、そして多量体抗原に対する抗体のFabの結合親和性を決定する工程、
ならびに
　多量体抗原に対する抗体の結合親和性を、両工程において決定された結合親和性が同等
である場合、親和性型であると決定し、両工程において決定された結合親和性が相違する
場合、アビディティ型であると決定する工程。
【００１７】
　本明細書で報告される1つの局面は、以下の工程を含む、ヒトIgG1サブクラスの抗体と
多量体抗原との結合相互作用を決定するための方法である：
　1）多量体抗原に対する抗体の結合親和性を決定する工程、
　2）抗体をFabおよびFc領域に切断するために、抗体と、抗原と、ポルフィロモナス・ジ
ンジバリスのリジン・ジンジパインまたはその酵素活性フラグメントとを含む混合物を、
7.5～8.5のpH、還元剤の存在下、30℃～42℃の温度で、10分間～240分間の期間、インキ
ュベートして、それによって抗体の濃度を抗原の濃度よりも高くし、そして多量体抗原に
対する抗体のFabの結合親和性を決定する工程、
ならびに
　多量体抗原に対する抗体の結合親和性を、両工程において決定された結合親和性が同等
である場合、親和性型であると決定し、両工程において決定された結合親和性が相違する
場合、アビディティ型であると決定する工程。
【００１８】
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　本明細書で報告される1つの局面は、以下の工程を含む、ヒトIgG1サブクラスの抗体と
多量体抗原との結合相互作用を決定するためのアッセイ形式を選択するための方法である
：
　1）表面プラズモン共鳴法を用いて多量体抗原に対する抗体の結合親和性を決定する工
程、
　2）抗体をFabおよびFc領域に切断するために、抗体と、抗原と、ポルフィロモナス・ジ
ンジバリスのリジン・ジンジパインまたはその酵素活性フラグメントとを含む混合物を、
7.5～8.5のpH、還元剤の存在下、30℃～42℃の温度で、10分間～240分間の期間、インキ
ュベートして、それによって抗体の濃度を抗原の濃度よりも高くし、そして前の工程で得
られたインキュベートされた反応混合物を表面プラズモン共鳴法に直接適用することによ
る表面プラズモン共鳴を用いて、それらの抗原に対する抗体のFabの結合親和性を決定す
る工程であって、
　ここで、多量体抗原に対する抗体の結合親和性は、i）両工程において決定された結合
親和性が同等である場合、親和性型であり、ii）両工程において決定された結合親和性が
相違する場合、アビディティ型である、工程、
ならびに
　ヒトIgG1サブクラスの抗体と多量体抗原との結合相互作用の決定のために、
　i）可溶性多量体抗原との親和性型相互作用の場合、溶液アッセイを、
　ii）可溶性多量体抗原とのアビディティ型相互作用の場合、溶液または表面アッセイを
、
　iii）表面結合抗原との親和性型相互作用の場合、溶液アッセイを、または
　iv）表面結合抗原とのアビディティ型相互作用の場合、表面アッセイを、
選択する工程。
【００１９】
　1つの態様において、結合親和性は、酵素連結免疫吸着アッセイ（ELISA)または表面プ
ラズモン共鳴を用いて溶液中で決定される。
【００２０】
　1つの態様において、結合親和性は、蛍光活性化細胞選別（FACS）または細胞効果を用
いる細胞アッセイを用いて決定される。
【００２１】
　1つの態様において、工程1）および2）で決定された多量体抗原に対する抗体の結合親
和性は、両工程で決定された結合親和性が100％またはそれ未満相違する（小さい方の値
を100％とする）場合、同等であり、両工程で決定された結合親和性が100％超相違する（
小さい方の値を100％とする）場合、相違する。
【００２２】
　1つの態様において、工程1）または2）で決定された多量体抗原に対する抗体の結合親
和性は、両工程で決定された結合親和性が2倍またはそれ未満相違する（小さい方の値を
この計算の基準として使用する；これを100％とする）場合、同等であり、両工程で決定
された結合親和性が2倍超相違する（小さい方の値を100％とする）場合、相違する。
【００２３】
　1つの態様において、工程1）および2）で決定された多量体抗原に対する抗体の結合親
和性は、両工程で決定された結合親和性の比が1.5～0.5の間である（工程1）の値が分母
であり、工程2）の値が分子である）場合、同等であり、両工程で決定された結合親和性
の比が0.5未満である場合、相違する。
【００２４】
　1つの態様において、工程1）および2）で決定された多量体抗原に対する抗体の結合親
和性は、両工程で決定された結合親和性が75％またはそれ未満相違する（小さい方の値を
100％とする）場合、同等であり、両工程で決定された結合親和性が75％超相違する（小
さい方の値を100％とする）場合、相違する。
【００２５】
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　1つの態様において、結合親和性は、10またはそれ以上の抗体：多量体抗原比を用いて
（インビボ様条件下で）決定される。
【００２６】
　1つの態様において、結合親和性は、1未満の、結合部位に対する多量体抗原のモル比で
決定される。
【００２７】
　1つの態様において、ポルフィロモナス・ジンジバリスのリジン・ジンジパイン由来の
ポリペプチドは、ポルフィロモナス・ジンジバリスのリジン・ジンジパインである。1つ
の態様において、ポルフィロモナス・ジンジバリスのリジン・ジンジパイン由来のポリペ
プチドは、SEQ ID NO:02もしくはSEQ ID NO:03もしくはSEQ ID NO:04のアミノ酸配列また
はその機能的変種を含む。1つの態様において、ポルフィロモナス・ジンジバリスのリジ
ン・ジンジパインは、SEQ ID NO:02もしくはSEQ ID NO:03もしくはSEQ ID NO:04のアミノ
酸配列を有するまたはその機能的変種である。1つの態様において、ポルフィロモナス・
ジンジバリスのリジン・ジンジパイン由来のポリペプチドは、SEQ ID NO:01の少なくとも
残基230～739を含むアミノ酸配列を有する。
【００２８】
　1つの態様において、抗体をFabおよびFc領域に切断するためのインキュベートは、（pH
）7.5～（pH）8.5のpH、還元剤の存在下、30℃～42℃の温度で、10分間～240分間の期間
である。
【００２９】
　1つの態様において、還元剤は、2-メルカプトエタノール、システインおよびジチオト
レイトールからなる群より選択される。1つの態様において、還元剤は、システインであ
る。1つの態様において、還元剤は、0.5 mM～10 mMの濃度のシステインである。
【００３０】
　1つの態様において、pH値は、約pH 8である。
【００３１】
　1つの態様において、温度は、35℃～38℃である。
【００３２】
　1つの態様において、インキュベートは、約60分間の期間行われる。
【００３３】
　1つの態様において、前記抗体は、両重鎖ポリペプチドにおいて、そのFc領域に、変異P
329G、L234AおよびL235Aを含む。
【００３４】
　すべての局面の1つの態様において、インキュベートされた混合物は、中間精製を行わ
ずに、結合親和性の決定のために使用される。
【００３５】
　すべての局面の1つの態様において、結合親和性の決定は、表面プラズモン共鳴による
。
【図面の簡単な説明】
【００３６】
【図１】決定木。
【図２】ポルフィロモナス・ジンジバリスのリジン・ジンジパインを用いて37℃で1時間
消化されたベバシズマブのUHR ESI-QTOF質量分析である。FabおよびFcフラグメントのみ
が検出された。
【図３】パパインを用いて37℃で1.5時間消化されたベバシズマブのUHR ESI-QTOF質量分
析である。FabおよびFcフラグメント以外に、いくつかのFabおよび抗体フラグメントが検
出された。
【図４】パパインを用いて37℃で2時間消化されたベバシズマブのUHR ESI-QTOF質量分析
である。いくつかの抗体フラグメントが検出された。FabおよびFcフラグメントは確認で
きなかった。
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【図５－１】ベバシズマブの表面プラズモン共鳴センサグラムである。
【図５－２】組み換えベバシズマブFabの表面プラズモン共鳴センサグラムである。
【図５－３】ポルフィロモナス・ジンジバリスのリジン・ジンジパインを用いて消化され
たベバシズマブの表面プラズモン共鳴センサグラムである。
【図５－４】ベバシズマブ、パパインを用いて消化しその消化を終了させなかったベバシ
ズマブ、およびパパインを用いて消化しその消化を終了させたベバシズマブの表面プラズ
モン共鳴センサグラムである。
【図６】インビボ相互作用様式での標的結合における第2の結合部位の関与の分析結果。
【図７】インビボ相互作用様式での標的結合における第2の結合部位の関与の分析結果。
【発明を実施するための形態】
【００３７】
発明の詳細な説明
　本発明は、（機能的）免疫アッセイの分野に属する。特に、本明細書には、治療薬の結
合強度を適切に反映する（機能的）結合アッセイの選択のための方法が報告されている。
治療的に意味のある相互作用は通常、標的濃度が治療薬の濃度よりも低い（またはほぼ同
じである）条件下で生じる。この（濃度）条件下でのポルフィロモナス・ジンジバリスの
リジン・ジンジパインによる消化は、特定の標的に対する治療薬の治療的に意味のある相
互作用（親和性またはアビディティ）の決定を可能にする。これは、各標的の存在下を意
味する。この例（一価結合体の使用）は、多量体（例えば、二量体）可溶性標的または細
胞表面標的に必要とされるのみである。
【００３８】
　それぞれの決定に関して、親和性型相互作用様式は、溶液アッセイを必要とし、アビデ
ィティ型相互作用は、表面アッセイを必要とする。誤ったアッセイ形式の適用は、誤った
アッセイ結果をもたらすであろう。
【００３９】
　機能的アッセイは、治療分子を分析するために使用される。機能的アッセイが標的に対
する薬物のインビボ結合強度を示そうとする場合、このインビボ相互作用様式（親和性ま
たはアビディティ）がインビトロの機能的アッセイにおいて反映されていることを確実に
することが求められる。これは特に、薬物が特定の標的に対して二価（多価）である場合
に関係する。その相互作用様式を評価する1つのアプローチは、タンパク質分解消化によ
る一価薬物の生成ならびにインビボ状況を表す設定下での消化の前および後の結合強度を
比較することである。しかし、プロテアーゼ、依然として二価（多価）である完全に消化
されていない薬物、および部分的にしか消化されていない薬物はアッセイ結果を妨害する
ので、これは典型的に、消化された一価薬物の精製を必要とする。
【００４０】
　まとめると、使用されるプロテアーゼは、高度に特異的かつ定量的に薬物を切断する。
したがって、薬物の結合強度は、精製を行うことなく消化前および後に評価することがで
きる。非消化薬物と比較して消化により結合強度が低下することは、アビディティ（avid
）結合様式を示す。消化の前後で差がない場合、結合様式は親和性（affine）である。決
定された結合様式（親和性またはアビディティ）を機能的アッセイにおいて維持すること
は、インビボ結合強度を示すアッセイ結果を得るために重要である。また、決定された結
合様式（親和性またはアビディティ）をアッセイ間で維持することは、比較可能なアッセ
イ結果を得るために必要とされる。
【００４１】
定義：
　相互作用様式は、親和性型またはアビディティ型のいずれかであり得る。相互作用様式
の尺度は、結合強度である。
【００４２】
　標的および抗原という用語は、本明細書で言い換え可能に使用される。
【００４３】
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　治療分子、薬物、抗体および二特異性分子という用語は、本明細書で言い換え可能に使
用される。
【００４４】
　本明細書で使用される場合、重鎖および軽鎖のすべての定常領域およびドメインのアミ
ノ酸位置は、Kabat, et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5th 
ed., Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD (1991)に
記載されるKabat番号体系にしたがい番号がつけられており、これは本明細書で「Kabatに
したがう番号」と称される。詳細には、カッパおよびラムダアイソタイプの軽鎖定常ドメ
インCLについては、Kabat, et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest
, 5th ed., Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD (1
991)のKabat番号体系（647～660頁を参照のこと）が使用され、定常重鎖ドメイン（CH1、
ヒンジ、CH2およびCH3、本明細書において、これらは本明細書で「Kabat EUインデックス
にしたがう番号」を参照することによってさらに明確にされる）については、Kabat EUイ
ンデックス番号体系（661～723頁を参照のこと）が使用されている。
【００４５】
　本明細書および添付の特許請求の範囲において使用される場合、単数形「1つの（a）」
、「1つの（an）」および「その（the）」は、文脈がそれ以外のことを明確に示していな
い限り、複数形の言及を包含することに留意されなければならない。したがって、例えば
、「細胞（a cell）」の言及は、複数のそのような細胞および当業者に公知のその等価物
等を包含する。同様に、「1つの（a）」（または「1つの（an）」）、「1つまたは複数」
および「少なくとも1つ」という用語は、本明細書で言い換え可能に使用され得る。「含
む（comprising）」、「含む（including）」および「有する（having）」という用語も
言い換え可能に使用され得ることにも留意されたい。
【００４６】
　「約」という用語は、その後に続く数値の+/-20％の範囲を意味する。1つの態様におい
て、約という用語は、その後に続く数値の+/-10％の範囲を意味する。1つの態様において
、約という用語は、その後に続く数値の+/-5％の範囲を意味する。
【００４７】
　「ポルフィロモナス・ジンジバリスのリジン・ジンジパイン」という用語は、ヒトIgG1
およびIgG3サブクラスの重鎖を、Kabat番号体系にしたがう238位と239位との間（EU番号
体系にしたがう225位と226位との間）で特異的に切断する、すなわち、ヒンジ領域アミノ
酸配列

を2番目のアミノ酸残基の後ろで切断し、DK（SEQ ID NO:06）および

というフラグメントを生成する、ポリペプチドを意味する。1つの態様において、このポ
リペプチド、すなわち、ポルフィロモナス・ジンジバリスのリジン・ジンジパインは、SE
Q ID NO:02もしくはSEQ ID NO:03もしくはSEQ ID NO:04のアミノ酸配列またはその機能的
変種を含む。1つの態様において、このポリペプチド、すなわち、ポルフィロモナス・ジ
ンジバリスのリジン・ジンジパインは、SEQ ID NO:01の少なくとも残基230～739を含むア
ミノ酸配列を有する。「ポルフィロモナス・ジンジバリスのリジン・ジンジパイン」は、
EC番号3.4.22.47を有し、ジンジパインK、KGP、Lys-ジンジパイン複合体、PrtPプロテイ
ナーゼ、リジン特異的システインプロテアーゼ、リジン特異的ジンジパイン、リジン特異
的ジンジパインKまたはリジン特異的ジンジパインプロテイナーゼとも呼ばれる。例示的
なポルフィロモナス・ジンジバリスのリジン・ジンジパインの全長アミノ酸配列は、SEQ 
ID NO:01で示される。このポリペプチドは、リシル結合に対する高い特異性を有するエン
ドペプチダーゼである。このポリペプチドの酵素活性は、約30 2-メルカプトエタノール
、約50 mMシステイン、約30 mMジチオトレイトール、約2 mM EDTA、約2 mM EGTAまたはグ
ルタチオンの添加によって活性化される。それは、pH 6.5～pH 9.5のpH範囲で活性であり
、免疫グロブリンの加水分解には約pH 7.5～約pH 8.5（好ましくは約pH 8.0）のpHが適す
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る。例示的なIgG分解法において、以下の条件が使用される：IgG（終濃度15μM）、KGP（
終濃度10 nM活性プロテアーゼ）、Tris緩衝液（0.1 mol/L、pH 8.0）、EDTA（終濃度1 mM
）、L-システイン（終濃度2 mM）、37℃。ヒトIgGは、1か所で切断されるが、糖構造が取
り除かれた場合、第2の切断が起こり得る。この酵素的切断は、カオトロピック試薬およ
び／または界面活性剤が存在する場合、負の影響を受け得る。したがって、1つの態様に
おいて、方法は、方法で使用されるすべての溶液からカオトロピック試薬および／または
界面活性剤を非存在にした条件下で行われる。
【００４８】
　「全長抗体」という用語は、2つのいわゆる軽鎖免疫グロブリンポリペプチド（軽鎖）
および2つのいわゆる重鎖免疫グロブリンポリペプチド（重鎖）を含む抗体を意味する。
全長抗体の重鎖および軽鎖免疫グロブリンポリペプチドの各々は、抗原と相互作用するこ
とができる結合領域を含む可変ドメイン（可変領域）（一般に、ポリペプチド鎖のアミノ
末端部分）を含む。全長抗体の重鎖および軽鎖免疫グロブリンポリペプチドの各々は、定
常領域（一般に、そのカルボキシル末端部分）を含む。重鎖の定常領域は、i）Fcガンマ
受容体（FcγR）を有する細胞、例えば食細胞、またはii）Brambell受容体としても公知
の胎児性Fc受容体（FcRn）を有する細胞、に対する抗体の結合を媒介する。それはまた、
古典的補体系の因子、例えば（C1q)成分を含むいくつかの因子への結合も媒介する。抗体
の軽鎖または重鎖の可変ドメインはさらに、異なるセグメント、すなわち、4つのフレー
ムワーク領域（FR）および3つの超可変領域（CDR）を含む。
【００４９】
　本明細書で使用される場合、「モノクローナル抗体」という用語は、実質的に均質な抗
体の集団から得られる抗体を表す、すなわち、その集団を構成する個々の抗体は、少数存
在し得る可能性のある自然発生的な変異を除いて、同一である。モノクローナルは、高度
に特異的であり、単一の抗原部位に対するものである。さらに、異なる抗原部位（決定基
またはエピトープ）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は対照的に、
各モノクローナル抗体は、その抗原上の単一の抗原部位に対するものである。それらの特
異性に加えて、モノクローナル抗体は、それらが他の抗体の混入なしに合成され得る点で
有利である。「モノクローナル」という修飾語は、実質的に均質な抗体集団から得られる
という抗体の特徴を示し、何らかの特定の方法による抗体の生成を要件とするものと解釈
されるべきでない。
【００５０】
　抗体の「Fc領域」は、その抗体の抗原への結合に直接関与しないが、様々なエフェクタ
ー機能を示す。重鎖の定常領域のアミノ酸配列に依存して、抗体（免疫グロブリン）は、
IgA、IgD、IgE、IgGおよびIgMのクラスに分類される。これらのクラスのいくつかは、サ
ブクラス（アイソタイプ）、すなわち、IgGではIgG1、IgG2、IgG3およびIgG4、またはIgA
ではIgA1およびIgA2にさらに分類される。抗体が属する免疫グロブリンクラスにより、免
疫グロブリンの重鎖定常領域は、それぞれ、α(IgA)、δ(IgD)、ε(IgE)、γ(IgG)および
μ(IgM)と呼ばれる。本発明にしたがう抗体は、好ましくは、IgGクラスに属する。「抗体
のFc領域」は、当業者に周知の用語であり、抗体のパパイン切断に基づき定義される。
【００５１】
機能的アッセイ：
　本発明は、免疫アッセイの分野に属する。特に、本明細書には、多特異性結合体、例え
ば二特異性抗体の、インビボ様アッセイの選択のための方法が報告されている。
【００５２】
　多特異性結合体は、複数の異なる相互作用パートナーに結合する分子であり、それによ
って各々の標的／相互作用パートナーは一価または多価的に結合され得る。例えば、二特
異性結合体は、2つの異なる標的／相互作用パートナーに特異的に結合し、それによって
各々の標的／相互作用パートナーは一価または二価的に結合され得る。例えば、抗体、例
えばIgGクラスの全長抗体は、二価である。したがって、その親和性を決定する際、それ
は二価結合体のアビディティ効果を避けた「真の」親和性であるべきである。したがって
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、二価または多価標的に結合する抗体の親和性および結合動態を決定するため、二価抗体
を、抗原結合（Fab）フラグメント単位のような一価結合体に変換することが必要である
。二価抗体の親和性の決定のための本発明の方法は、2工程法である：
　1：分析対象の抗体の切断による一価結合体の生成、および
　2：1の反応混合物の精製。
【００５３】
　あるいは、上記のアプローチに関して、Fabフラグメントを再クローニングおよび発現
させることが可能であるが、これにはより長い時間およびより多くの労力が必要となる。
【００５４】
　多特異性結合体とその標的／相互作用パートナーの各々との相互作用強度を決定するた
めに、標的／相互作用パートナーの各々に対する特異性および親和性を決定する個々のア
ッセイは、その多特異性結合体のすべての相互作用を完全に特徴づけるよう選択および実
施される必要がある。
【００５５】
　以下では、そのコンセプトが、二特異性抗体を用いて概説されている。これは、例示と
して行われたものにすぎず、本発明の範囲を限定するよう解釈されるべきでなく、本発明
の範囲は、添付の特許請求の範囲に示される。
【００５６】
　二特異性抗体は、第1の抗原に対する少なくとも1つの結合部位と第2の抗原に対する少
なくとも1つの結合部位とを含む結合体である。
【００５７】
　二特異性抗体は、第1の抗原に対する1つの結合部位と第2の抗原に対する1つの結合部位
とを含み得る。この例において、二特異性抗体は、その抗原の各々に対しては一価であり
、全体としては二価である。したがって、多特異性結合体の最も単純な形態は、二価二特
異性抗体である。この形式はまた、1+1形式としても示される。
【００５８】
　二特異性抗体はまた、第1の抗原に対する2つの結合部位と第2の抗原に対する1つの抗原
部位とを含み得る。そのような二特異性抗体は、三価二特異性抗体である。この形式は、
2+1形式としても示される。
【００５９】
　二特異性抗体はまた、第1の抗原に対する2つの結合部位と第2の抗原に対する2つの抗原
部位とを含み得る。そのような二特異性抗体は、四価二特異性抗体である。この形式は、
2+2形式としても示される。
【００６０】
　さらに、二特異性抗体は、全長抗体であり得る。「全長抗体」という用語は、2つのい
わゆる抗体軽鎖ポリペプチド（省略形：軽鎖）と2つのいわゆる抗体重鎖ポリペプチド（
省略形：重鎖）とを含む免疫グロブリンを意味する。全長抗体の抗体重鎖および軽鎖ポリ
ペプチドの各々は、可変ドメイン（可変領域）（一般に、ポリペプチド鎖のアミノ末端部
分）を含む。全長抗体の抗体重鎖および軽鎖ポリペプチドの各々は、定常領域（一般に、
そのカルボキシル末端部分）を含む。重鎖の定常領域は、i）Fcガンマ受容体（FcγR）を
有する細胞、例えば食細胞、またはii）Brambell受容体としても公知の胎児性Fc受容体（
FcRn）を有する細胞、に対する抗体の結合を媒介する。それはまた、古典的補体系の因子
、例えば（C1q)成分を含むいくつかの因子への結合も媒介する。抗体の軽鎖または重鎖の
可変ドメインはさらに、異なるセグメント、すなわち、4つのフレームワーク領域（FR）
および3つの超可変領域（CDR）を含み、可変ドメイン内のその超可変領域を通じて抗原と
相互作用する。抗体の重鎖可変ドメインと同族抗体の軽鎖可変ドメインとの対は、結合部
位であることを示す。
【００６１】
　「溶液アッセイ」という用語は、治療薬、例えば抗体が固相上に固定され、標的が可溶
性形態で（すなわち、可溶性標的として）適用されるアッセイを意味する。溶液アッセイ
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はまた、標的が細胞の細胞質中に存在する細胞内アッセイであり得る。
【００６２】
　「表面アッセイ」という用語は、標的が固相上に存在し、治療薬、例えば抗体が可溶性
形態で適用されるアッセイを意味する。固相は、免疫アッセイにおいて従来的に使用され
ている任意の固相または標的を発現する細胞の表面であり得る。
【００６３】
　本発明の根底にある決定木が図1に示されている。
【００６４】
　二特異性抗体が各抗原（標的／相互作用パートナー）に対して一価である場合、溶液ア
ッセイまたは固相表面ベースのアッセイのいずれかを使用することができる。
【００６５】
　二特異性抗体がその抗原（標的／相互作用パートナー）に対して二価である場合、それ
は、抗原（標的／相互作用パートナー）の種類、すなわち、可溶性であるかまたは表面に
結合されているか、に依存し、アッセイ形式は以下に示すように選択されるべきである：
　単量体可溶性抗原（標的／相互作用パートナー）の場合、溶液アッセイのみを使用でき
る；
　可溶性多量体抗原（標的／相互作用パートナー）との親和性型相互作用の場合、溶液ア
ッセイのみを使用できる；
　可溶性多量体抗原（標的／相互作用パートナー）とのアビディティ型相互作用の場合、
溶液または固体表面ベースのアッセイのいずれも使用できる；
　表面結合抗原（標的／相互作用パートナー）との親和性型相互作用の場合、溶液アッセ
イのみを使用できる；
　表面結合抗原（標的／相互作用パートナー）とのアビディティ型相互作用の場合、固体
表面ベースのアッセイのみを使用できる。
【００６６】
　したがって、この決定を行うために、二価である二特異性抗体と抗原（標的／相互作用
パートナー）との相互作用を親和性型またはアビディティ型に分類する必要がある。
【００６７】
　「親和性型相互作用」という用語は、その強度が関心対象の標的／相互作用パートナー
に対する結合体内の相互作用部位の数に依存しない、結合体とその標的／相互作用パート
ナーとの間の相互作用を意味する。したがって、親和性は、抗体とその抗原との間の単一
の相互作用の強度を表す。IgGクラスの二価抗体は、2つの抗原結合部位を有し、アビディ
ティは通常、複数の抗原結合部位が同時に、しばしば多量体構造の、標的抗原と相互作用
する抗体相互作用において生じる。
【００６８】
　「アビディティ型相互作用」という用語は、その強度が関心対象の標的／相互作用パー
トナーに対する結合体内の相互作用部位の数に依存する、結合体とその標的／相互作用パ
ートナーとの間の相互作用を意味する。したがって、抗体のアビディティは、複数の親和
性の累積強度を表す。アビディティは通常、しばしば多量体構造の、複数の抗原結合部位
が関与する相互作用に関連して得られる。抗体の親和性を決定するために、二価抗体を、
抗原結合フラグメント（Fab）のような一価結合体に変換することが必要となる。
【００６９】
　二特異性抗体の親和性型相互作用は、二特異性抗体と関心対象の抗原（標的／相互作用
パートナー）との相互作用強度の、関心対象の抗原（標的／相互作用パートナー）に対す
る抗体内の結合の数への依存性を分析することによって、アビディティ型相互作用から区
別することができる。
【００７０】
　相互作用強度が結合部位の数に依存しない場合、その相互作用は、親和性型である。相
互作用強度が結合部位の数に依存する場合、その相互作用はアビディティ型である。
【００７１】
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　したがって、相互作用強度は二度、すなわち、二特異性抗体に関して一度、関心対象の
抗原（標的／相互作用パートナー）に対して一価のみである二特異性抗体またはそのフラ
グメントに関して一度、決定される必要がある。
【００７２】
　様々な抗体フラグメントを以下に示す。
-　F(ab')2フラグメント：
　F(ab')2フラグメントは、約110 kDaの分子量を有し、ヒンジ領域ジスルフィド結合を通
じて接続されたIgGクラスの全長抗体の2つの抗原結合部位を含み；Fc領域のすべてではな
いが大部分を含まない。
-　Fab'フラグメント：
　Fab'フラグメントは、約55 kDaの分子量を有し；F(ab')2フラグメントのヒンジ領域ジ
スルフィド結合の還元によって形成され得；Fab'フラグメントは、遊離スルフヒドリル基
を含み；F(ab')2由来であるため、Fc領域のごく一部を含み得る。
-　抗原結合フラグメント- Fab：
　Fabは、約50 kDaの分子量を有し；IgGおよびIgMクラスの抗体から得ることができる一
価結合フラグメントであり；どちらも分子間ジスルフィド結合によって連結された重鎖お
よび完全軽鎖のVHおよびCH1ドメインを含む。
-　Fvフラグメント：
　Fvフラグメントは、約25 kDaの分子量を有し；完全な抗原結合部位（VHドメインおよび
VLドメイン）を含む最小の抗体フラグメントであり；FvフラグメントのVHおよびVLドメイ
ンは、非共有結合的相互作用によってひとまとめにされている。
-　「rIgG」フラグメント：
　「rIgG」フラグメントは、（例えば、2-MEAを用いて）全長抗体のヒンジ領域ジスルフ
ィド結合のみを還元することによって得られる半抗体を意味し；約75 kDaの分子量を有す
る。
-　結晶化フラグメント　-　Fcフラグメント：
　Fcフラグメントは、約50 kDaの分子量を有し；全長抗体の重鎖のCH2およびCH3ドメイン
ならびにヒンジ領域の一部を含み；その2つの鎖は、（ヒンジ領域における）1つまたは複
数のジスルフィド結合によってひとまとめにされており；Fcフラグメントは、抗原に結合
することができないが、全長抗体のエフェクター機能を担っている。
【００７３】
　特に好ましく、かつ一般的に使用されるのは、Fabである。
【００７４】
　一価フラグメントは、例えば、各Fabフラグメントの再クローニングおよび発現によっ
て取得され得る。これは、時間および労力のかかるアプローチである。
【００７５】
　あるいは、一価結合体が生じるよう分析対象の抗体を切断することが可能である。これ
は、酵素的に行うことができる。
【００７６】
　多くの場合、Fabフラグメントは、ヒンジ領域の上または下で切断する、それぞれ、パ
パインまたはペプシン等の非特異的プロテアーゼを用いたIgGの部分タンパク質分解消化
によって生成される。このフラグメントは、重鎖を接続するジスルフィド結合を含むが、
切断は、軽鎖と重鎖との間のジスルフィドの部位より下で起こる（Porter, 1959; Nisono
ff et al., 1960; Akita and Nakai, 1993, Andrew and Titus, 2003; Mage, 1987; Zhao
 et al., 2009; Andrew, S.M. and J.A. Titus. 2003）。
【００７７】
　ペプシンで消化されたIgGは、F(ab')2フラグメントを生じ、これはその後に穏やかに還
元されてFab'フラグメントとなる。ヒンジ領域は、それが露出しフレキシブルである状態
ではプロテアーゼの攻撃に対してより高感受性となる可能性が高い。その後、このフラグ
メントは、消化混合物から精製される。
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　しかし、再現性の欠如、未切断IgGおよび過剰消化がしばしば問題となる。
【００７９】
　パパイン消化の場合、例えば、均質なFabを得ることが困難である（Parham, 1983; 198
6; Mage, 1987）。固定化されたパパイン製品（例えば、パパインアガロース樹脂；例え
ば、Tischer, W., and V. Kasche, 1999; Lue, Q., et al. 2002を参照のこと）は、消化
反応のより高い制御ならびに粗プロテアーゼ消化物からのFabおよびFcフラグメントの効
率的な抽出を可能にするが、それでも精製は依然として必要とされる。
【００８０】
　単量体の抗原結合フラグメントを得る別のアプローチは、S.ピオゲネスの免疫グロブリ
ンG分解酵素（IdeS）を用いた消化によるF(ab')2フラグメントの生成、および2-メルカプ
トエチルアミン（2-MEA）を用いた穏やかな還元によるFab'フラグメントの生成を含む（v
on Pawel-Rammingen, U., et al. 2002 + 2003; Ishikawa, E. and S. Yoshitake, 1980;
 DeSilva, B. S., et al., 1995）。
【００８１】
　IgGクラスの抗体の2つの抗原結合ドメインはまた、IgGを2つの半IgG（rIgG；例えば、B
illah, M. M., et al., 2010を参照のこと）に還元することによっても得ることができる
。それは、特に2-MEA等の穏やかな還元剤を用いて、最もアクセス性が高くかつ還元が容
易であるヒンジ領域のジスルフィド結合だけを選択的に還元することによる生成物である
。
【００８２】
　最後に、Fabはまた、軽鎖および重鎖Fdフラグメント（VH-CH1）の組み換え発現によっ
ても得ることができる（Zhao et al., 2009）。しかしこれは、例えば比較のために様々
な異なるFabが必要とされる場合、時間および労力がかかる。
【００８３】
　質量分析により鎖集合を分析するためのhIgG1の40分間消化におけるエンドプロテイナ
ーゼLys-Cを用いた限定的消化が、PCT/EP2015/057164に報告されている。この手法を用い
て、Lys-Cはもっぱら、ヒンジ領域の上を一か所切断し、FabおよびFcフラグメントを生成
する。
【００８４】
　IgGクラスの抗体の上部ヒンジ領域において選択的に切断するプロテアーゼは、S.ピオ
ゲネス由来の連鎖球菌発赤毒素B（SpeB）である（von Pawel-Rammingen, U., et al. 200
2）。このプロテアーゼは、消化された抗体の鎖間チオールを同時に還元する1～5 mMの範
囲のDTTまたはTCEP等の還元剤を、活性のために必要とする（Persson, H., et al., 2013
; www.genovis.com/fabulous）。
【００８５】
　IgG特異的プロテアーゼおよびそれらの切断部位を、以下の表に示す（Brezski, R.J. a
nd Jordan, R.E., mAbs 2 (2010) 212-220も参照のこと）。
【００８６】
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【００８７】
　P.ジンジバリスプロテアーゼは、30年以上前から研究されている。それらは、活性のた
めに還元剤の存在を必要とするシステインプロテイナーゼとして同定された。それらのう
ちの1つが、システインプロテアーゼ ジンジパインK（EC.3.4.22.47）である。
【００８８】
　Scott et al.は、1993年にポルフィロモナス・ジンジバリスのリジン・ジンジパイン（
KGP）を精製した（Scott, C.F., et al., J. Biol. Chem. 268 (1993) 7935-7942）。
【００８９】
　Scott et al.は、システイン、ジチオトレイトール、グルタチオンおよび2-メルカプト
エタノールが、KGPの活性化に適した還元剤であることを同定した。
【００９０】
　KGPは、P1位にLysを有するペプチドを切断し、P2の残基は重要度が低いようである。し
かし、P2がLysまたはArgによって占有されている場合、加水分解は阻止されるようである
。KGPは、BSA、カゼイン、ヘモグロビン、酸溶解性ヒト胎盤I型コラーゲン、ヒトIgGおよ
びIgA等のタンパク質基質を加水分解することができる（Curtis, M.A., et al., Crit. R
ev. Oral Biol. Med. 12 (2001) 192-216）。
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【００９１】
　ポルフィロモナス・ジンジバリスのリジン・ジンジパインのアミノ酸配列は、各ドメイ
ンの同定を含めて、Okamoto, K., et al.（J. Biochem. 120 (1996) 398-406）によって
報告された。kgp遺伝子は、Slakeski, N., et al.によって報告され、アクセッション番
号U75366およびAAB60809.1の下で寄託された（Oral Microbiol. Immunol. 14 (1999) 92-
97）。様々なC末端短縮型であるが活性な形態が同定されている。C末端短縮タンパク質KG
P(Δ1292～1732)、KGP(Δ1157～1732)、KGP(Δ738～1732)、KGP(Δ681～1732)およびKGP(
Δ602～1732)について、酵素活性は、最後の2つの変異体についてはかろうじて測定可能
であるだけであることが見出されている（例えば、Sztukowska, M., et al., Mol. Micro
biol. 54 (2004) 1393-1408を参照のこと）。
【００９２】
　KGPは、アルギニンおよびリジン残基をそれぞれ含むペプチド結合に限定される、合成
基質に対する狭い特異性を有するが、それにもかかわらずそれらは、限定的な分解様式で
免疫グロブリンGおよびAを分解することができる（Yamamoto, K., et al., In: Protease
s: new Perspectives (1999), V. Turk (ed.), Birkhauser Verlag Basel (CH), 175-184
; Yamamoto, K., et al., In: N Katunuma, H Kido, H Fritz, J Travis (Eds): Medical
 Aspects of Proteases and Protease Inhibitors. 1OS Press, Amsterdam, 139-149; Ka
dowaki, T., et al., J. Biol. Chem. 269 (1994) 21371-21378; Abe, N., et al., J. B
iochem. 123 (1998) 305-312）。
【００９３】
　ポルフィロモナス・ジンジバリスのエンベロープ結合アルギニン・ジンジパイン（RGP
）およびリジン・ジンジパイン（KGP)の特性の比較は、1998年にFujimura et al. （Micr
obiol. Lett. 163 (1998) 173-179）によって報告された。これらの酵素は共通して、還
元剤、例えばメルカプトエタノール、ジチオトレイトールおよびシステインによって活性
化された。RGP-Bは、グリシル・グリシンによって強く活性化され、KGPは、EDTAおよびEG
TAによって有意に活性化された。発色合成基質に対するRGPおよびKGPの加水分解活性は、
それぞれP1位にアルギニンおよびリジンを有する化合物に限定された。IgGを3つの酵素で
別々に処理すると、各反応産物において34 kDaおよび15 kDa（還元条件下でのSDS）の2つ
の新しいフラグメントが生成されることが実証された。KGPの活性に関する至適pHは、7.5
であることが見出された。チオール試薬は、RGPおよびKGPの両方を活性化させ、ジチオト
レイトールは、（20～30 mMで）KGPの最良の活性化剤であり、それに続いて（20～30 mM
の）メルカプトエタノールおよび（1.5 mM超であるが10 mM未満の）システインであった
。KGPは、X-Y-Lys-pNAのみを分断した。
【００９４】
　Vincents, B., et alは、ポルフィロモナス・ジンジバリスのジンジパインKがヒトIgG
のサブクラス1および3を加水分解することができ、それによってIgG1の重鎖はそのヒンジ
領域内の単一部位で切断され、FabおよびFcフラグメントを生成したこと、ならびにIgG3
もまた、重鎖内であるが、CH2領域付近のいくつかの部位で切断されたことを報告した（F
ASEB J., 25 (2011) 3741-3750）。IgG2の切断は、KGPによって媒介されない（Guentsch,
 A., et al., J. Periodont. res. 48 (2013) 458-465）。
【００９５】
　KGPの活性部位の高解像度結晶構造は、de Diego, I., et al.,によって報告され、触媒
作用が、システインペプチダーゼにおいて通常見い出されるシステイン・ヒスチジンの2
分子ではなく、触媒性3分子Cys477-His444-Asp388を必要とし得ることが示唆された（J. 
Biol. Chem. 289 (2014) 32291-32302）。
【００９６】
本明細書で報告される方法
　本明細書には、多量体標的／相互作用パートナーに対して1つまたは複数の結合部位を
有する多特異性結合体のための（機能的）免疫アッセイの高速かつ簡単な選択法が報告さ
れている。
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【００９７】
　この方法は、全長多特異性結合体と標的／相互作用パートナーに対して一価であるその
フラグメントとの間での結合強度の比較に基づく。
【００９８】
　必要とされる一価フラグメントは、例えば、Fabであり得る。Fabは、酵素消化によって
IgG1サブクラスの全長抗体から得られる。ヒトIgG1サブクラスの抗体のヒンジ領域を含む
全長抗体からのFabの生成に、ポルフィロモナス・ジンジバリスのリジン・ジンジパイン
を使用することができることが見出された。この酵素を用いた場合、典型的に他のタンパ
ク質分解酵素に付随する過剰消化を伴わずにインタクトなFabおよびFcフラグメントの均
質なプールを生成する、高度に特異的かつ定量的なプロテアーゼ消化を達成することがで
きる。さらに、その反応混合物は、直接、すなわち中間精製を行わずに、表面プラズモン
共鳴チップに適用することができる。
【００９９】
　より詳細には、これは、溶液中消化および事前の精製または洗浄工程を行わないSPRに
よるFabフラグメントの直接的・速度論的親和性決定により行われる。ポルフィロモナス
・ジンジバリスのリジン・ジンジパインによるヒトIgG1の完全な消化を、ESI-QTOF-MSに
より検証した。
【０１００】
　この消化方法は、表面プラズモン共鳴法を用いた、二量体または多量体抗原に特異的に
結合する、例えばサブクラスIgG1のまたはヒトサブクラスIgG1由来のFc領域を含む、ヒト
またはヒト化抗体の動態速度定数の決定のために使用され得る。この方法は、1つの態様
において、以下の工程を含む：1）FabおよびFcフラグメントの均質なプールを生成するよ
う抗体を完全に切断するように、抗体をポルフィロモナス・ジンジバリスのリジン・ジン
ジパインと共にインキュベートする工程、ならびに2）表面プラズモン共鳴（SPR）により
消化混合物中のFabの結合親和性を決定する工程。消化混合物に対する直接SPRは、事前の
精製なしのFabフラグメントの正確な速度論的特徴づけを実現する。
【０１０１】
　後続の精製を行わないポルフィロモナス・ジンジバリスのリジン・ジンジパインを用い
た消化により得られるIgG1サブクラスの抗体のFabの、SPRにより決定される親和性定数は
、組み換え発現によりまたはパパイン消化しその後にSPR測定前に精製することにより得
られるFabの親和性定数に匹敵することが見出された。
【０１０２】
　本明細書で報告される1つの局面は、以下の工程を含む、多量体抗原と、該抗原に特異
的に結合する少なくとも2つの結合部位を有するヒトIgG1サブクラスの抗体との結合相互
作用を決定するための方法である：
　1）多量体抗原に対する抗体の結合親和性を決定する工程、
　2）抗体と、抗原と、ポルフィロモナス・ジンジバリスのリジン・ジンジパイン由来の
ポリペプチドとを含む混合物を、該抗体をFabおよびFc領域に切断するのに十分な条件下
および期間インキュベートし、それによって抗体の濃度を抗原の濃度よりも高くし、そし
て多量体抗原に対する抗体のFabの結合親和性を決定する工程、
ならびに
　多量体抗原に対する抗体の結合親和性を、両工程において決定された結合親和性が同等
である場合、親和性型であると決定し、両工程において決定された結合親和性が相違する
場合、アビディティ型であると決定する工程。
【０１０３】
　本明細書で報告される1つの局面は、以下の工程を含む、多量体抗原と、該抗原に特異
的に結合する少なくとも2つの結合部位を有するヒトIgG1サブクラスの抗体との結合相互
作用を決定するためのアッセイ形式を選択するための方法である：
　1）多量体抗原に対する抗体の結合親和性を決定する工程、
　2）抗体と、抗原と、ポルフィロモナス・ジンジバリスのリジン・ジンジパイン由来の
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ポリペプチドとを含む混合物を、該抗体をFabおよびFc領域に切断するのに十分な条件下
および期間インキュベートし、それによって抗体の濃度を抗原の濃度よりも高くし、そし
て多量体抗原に対する抗体のFabの結合親和性を決定する工程であって、
　ここで、多量体抗原に対する抗体の結合親和性は、i）両工程において決定された結合
親和性が同等である場合、親和性型であり、ii）両工程において決定された結合親和性が
相違する場合、アビディティ型である、工程、
ならびに
　ヒトIgG1サブクラスの抗体と多量体抗原との相互作用の決定のために、
　i）可溶性多量体抗原との親和性型相互作用の場合、溶液アッセイを、
　ii）可溶性多量体抗原とのアビディティ型相互作用の場合、溶液または表面アッセイを
、
　iii）表面結合抗原との親和性型相互作用の場合、溶液アッセイを、または
　iv）表面結合抗原とのアビディティ型相互作用の場合、表面アッセイを、
選択する工程。
【０１０４】
　1つの態様において、結合親和性は、ELISAを用いて決定される。
【０１０５】
　1つの態様において、結合親和性は、表面プラズモン共鳴法を用いて決定される。
【０１０６】
　1つの態様において、工程1）および工程2）で同じアッセイが使用される。
【０１０７】
　1つの態様において、結合親和性は、FACSまたは細胞効果を用いて決定される。
【０１０８】
　「（抗原に）特異的に結合する」という用語は、インビトロアッセイにおける、1つの
態様においては、抗体を表面に結合させ、抗体に対する抗原の結合を表面プラズモン共鳴
（SPR)によって測定する結合アッセイにおける、抗体のその抗原に対する結合を意味する
。特異的結合は、10-8 Mまたはそれ未満の結合親和性（KD）を意味する。例示的なSPR法
は、BIAcoreアッセイ（GE Healthcare AB, Uppsala, Sweden）である。結合の親和性は、
ka（抗体／抗原複合体における抗体の結合についての速度定数）、kd（解離定数）および
KD（kd/ka）の各語によって定義される。同時に、抗原に結合しないという特性は、10-7 
mol/Lまたはそれより低い、例えば10-5 mol/LのKDによって確認される。1つの態様におい
て、抗体は、抗原に対する特異的結合と抗原に対する非特異的結合との間に少なくとも10
0倍のKdギャップを有する。
【０１０９】
　1つの態様において、工程2）のインキュベートされた反応混合物は、表面プラズモン共
鳴法に直接適用される。
【０１１０】
　1つの態様において、工程1）および2）で決定された多量体抗原に対する抗体の結合親
和性は、両工程で決定された結合親和性が100％またはそれ未満相違する（小さい方の値
を100％とする）場合、同等であり、両工程で決定された結合親和性が100％超相違する（
小さい方の値を100％とする）場合、相違する。
【０１１１】
　1つの態様において、この方法は、以下の工程を含む：
　1）表面プラズモン共鳴法を用いて多量体抗原に対する抗体の結合親和性を決定する工
程、
　2）抗体をFabおよびFc領域に切断するために、抗体と、抗原と、ポルフィロモナス・ジ
ンジバリスのリジン・ジンジパイン由来のポリペプチドとを含む混合物を、pH 7.5～pH 8
.5のpH、還元剤の存在下、30℃～42℃の温度で、10分間～240分間の期間、インキュベー
トして、それによって抗体の濃度を抗原の濃度よりも高くし、そして前の工程で得られた
インキュベートされた反応混合物を表面プラズモン共鳴法に直接適用することによる表面
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プラズモン共鳴法を用いて、それらの抗原に対する抗体のFabの結合親和性を決定する工
程。
【０１１２】
　1つの態様において、多量体抗原と、該抗原に特異的に結合する少なくとも2つの結合部
位を有するヒトIgG1サブクラスの抗体との結合相互作用を決定するためのアッセイ形式を
選択するための方法は、以下の工程を含む：
　1）表面プラズモン共鳴法を用いて多量体抗原に対する抗体の結合親和性を決定する工
程、
　2）抗体をFabおよびFc領域に切断するために、抗体と、抗原と、ポルフィロモナス・ジ
ンジバリスのリジン・ジンジパイン由来のポリペプチドとを含む混合物を、pH 7.5～pH 8
.5のpH、還元剤の存在下、30℃～42℃の温度で、10分間～240分間の期間、インキュベー
トして、それによって抗体の濃度を抗原の濃度よりも高くし、そして前の工程で得られた
インキュベートされた反応混合物を表面プラズモン共鳴法に直接適用することによる表面
プラズモン共鳴法を用いて、それらの抗原に対する抗体のFabの結合親和性を決定する工
程であって、
　ここで、多量体抗原に対する抗体の結合親和性は、i）両工程において決定された結合
親和性が同等である場合、親和性型であり、ii）両工程において決定された結合親和性が
相違する場合、アビディティ型である、工程、
ならびに
　ヒトIgG1サブクラスの抗体と多量体抗原との結合相互作用の決定のために、
　i）単量体可溶性抗原の場合、溶液アッセイを、
　ii）可溶性多量体抗原との親和性型相互作用の場合、溶液アッセイを、
　iii）可溶性多量体抗原とのアビディティ型相互作用の場合、溶液または表面アッセイ
を、
　iv）表面結合抗原との親和性型相互作用の場合、溶液アッセイを、または
　v）表面結合抗原とのアビディティ型相互作用の場合、表面アッセイを、
選択する工程。
【０１１３】
　1つの態様において、インキュベートは、インビボ条件下で行われる。1つの態様におい
て、インキュベートは、10またはそれ以上の抗体：多量体抗原比で行われる。1つの態様
において、インキュベート工程における抗体の濃度は、抗原の濃度の少なくとも10倍であ
る。
【０１１４】
　1つの態様において、ポルフィロモナス・ジンジバリスのリジン・ジンジパイン由来の
ポリペプチドは、ポルフィロモナス・ジンジバリスのリジン・ジンジパインである。1つ
の態様において、ポルフィロモナス・ジンジバリスのリジン・ジンジパイン由来のポリペ
プチドは、SEQ ID NO:02もしくはSEQ ID NO:03もしくはSEQ ID NO:04のアミノ酸配列また
はその機能的変種を含む。1つの態様において、ポルフィロモナス・ジンジバリスのリジ
ン・ジンジパイン由来のポリペプチドは、SEQ ID NO:01の少なくとも残基230～739を含む
アミノ酸配列を有する。
【０１１５】
　1つの態様において、還元剤は、2-メルカプトエタノール、システインおよびジチオト
レイトールからなる群より選択される。1つの態様において、還元剤は、システインであ
る。1つの態様において、還元剤は、0.5 mM～10 mMの濃度のシステインである。1つの態
様において、還元剤は、約2 mMの濃度のシステインである。
【０１１６】
　1つの態様において、pH値は、約pH 8である。
【０１１７】
　1つの態様において、温度は、35℃～38℃の温度である。1つの態様において、温度は、
約37℃である。
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【０１１８】
　1つの態様において、インキュベートする工程は、30分間～120分間の期間行われる。1
つの態様において、インキュベートする工程は、約60分間の期間行われる。
【０１１９】
　1つの態様において、抗体は、両重鎖ポリペプチドにおいて、そのFc領域内に、変異P32
9G、L234AおよびL235Aを含む。
【０１２０】
　1つの態様において、抗原は、多量体抗原である。1つの態様において、抗原は、ホモ多
量体抗原である。1つの態様において、抗原は、血管内皮成長因子A（VEGF-A）、癌胎児性
抗原（CEA）、アンジオポエチン-2（ANG2）および線維芽細胞活性化タンパク質（FAP）か
らなる群より選択される。
【０１２１】
　本明細書に報告される方法は、二価抗体のその多量体抗原に対する結合親和性を、その
抗体の単一結合部位版を組み換え生産する必要なしに素早く決定することを可能にする。
本明細書に報告される方法を用いることで、二価抗体のその抗原に対する結合親和性の決
定を、二価抗体のFabの生成に使用された反応混合物の中間精製を必要とせずに行うこと
ができる。
【０１２２】
　本明細書に報告される方法は、抗体ベバシズマブを用いて下記で例証されている。ベバ
シズマブは、ヒトIgG1サブクラスのヒト化抗VEGF抗体である。治療抗体ベバシズマブは、
二量体抗原、すなわちVEGF-Aに結合する。
【０１２３】
　ベバシズマブFabおよび消化物の質を、UHR ESI-QTOF質量分析によって分析した。パパ
イン消化後の精製されたFabおよび精製された組み換えFabのデコンボリューション質量ス
ペクトルは、Fabフラグメントの質量のみが検出可能であったことから、両物質の高い質
を証明した。
【０１２４】
　より詳細には、ポルフィロモナス・ジンジバリスのリジン・ジンジパインによるベバシ
ズマブの完全消化を、サイズ排除クロマトグラフィーを用いた反応混合物の脱塩後にエレ
クトロスプレーイオン化質量分析によって検証した。MSスペクトルにおいて断片化または
副産物は同定できなかった。
【０１２５】
　比較のために、ベバシズマブを、酵素パパインを用いて消化した。MSスペクトルから、
パパインは、この酵素を非特異的に断片化および機能喪失させるゆえに、機能的評価に適
さないことを確認できる。
【０１２６】
　それぞれのMSスペクトルが、図2（ポルフィロモナス・ジンジバリスのリジン・ジンジ
パインによる1時間消化）、図3（パパインによる1.5時間消化）および図4（パパインによ
る2時間消化）に示されている。ポルフィロモナス・ジンジバリスのリジン・ジンジパイ
ンを使用した際に、ヒンジ領域における単一の切断以外の抗体の断片化は起こらなかった
ことを確認できる。
【０１２７】
　より詳細には、組み換えベバシズマブFabならびにパパインおよびポルフィロモナス・
ジンジバリスのリジン・ジンジパイン消化物の質を、UHR ESI-QTOF質量分析によって分析
した。パパイン消化後の精製されたFabおよび精製された組み換えFabのデコンボリューシ
ョン質量スペクトルは、それぞれ、48208 Da（理論上の平均質量：48208 Da）および4772
6 Da（理論上の平均質量：47726 Da）のインタクトなFabの質量のみが検出できたことか
ら、両物質の高い質を明らかにした。パパインで消化されたベバシズマブの質量スペクト
ルの評価は、48207 Da Fab（理論上の平均質量：48208 Da）およびFcフラグメント（Fc N
-グリカンの不均質性に起因して複数の質量が存在した）の存在だけでないことを明らか
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らびにz：47607 Daの質量に対応する割り当て不可のフラグメントも検出された。これに
対して、ポルフィロモナス・ジンジバリスのリジン・ジンジパインで消化されたベバシズ
マブのデコンボリューション質量スペクトルは、47969 Da Fab（理論上の平均質量：4797
0 Da）およびFcフラグメント（Fc N-グリカンの不均質性に起因して複数の質量が存在し
た）の存在のみを示した。ポルフィロモナス・ジンジバリスのリジン・ジンジパインによ
る消化は完全なものであり、非消化または一か所切断IgG（1つのFabを有さないIgG）は質
量分析により検出できなかった。ポルフィロモナス・ジンジバリスのリジン・ジンジパイ
ン消化の粗消化混合物において、このフラグメントの非特異的消化、過剰消化またはさら
なる分解も検出できなかった。
【０１２８】
　本明細書に報告される方法を、以下の様々なベバシズマブ由来サンプルを用いて実施し
た：
　1）全長二価抗体
　2）組み換え生成されたFab
　3）（ポルフィロモナス・ジンジバリスの機能的なリジン・ジンジパインの存在下での
インキュベート後および24時間のさらなるインキュベート後に直接決定された）（中間精
製なしで）本明細書に報告される方法を用いて生成されたFab
　4）（反応停止なし、中間精製なしで）パパインを用いて生成されたFab
　5）（反応停止あり、中間精製なしで）パパインを用いて生成されたFab
　6）（中間精製ありで）パパインを用いて生成されたFab。
【０１２９】
　異なる方法で生成されたベバシズマブのFabの親和性を比較するために、ポルフィロモ
ナス・ジンジバリスのリジン・ジンジパインを用いて消化され、Fabの精製が行われなか
ったベバシズマブの結合親和性、および、組み換えにより一過的に発現されたベバシズマ
ブFab、パパイン消化後の精製されたFabの結合親和性を決定した。
【０１３０】
　親和性を決定するために、マウス抗Hisタグ抗体を固定し、Hisタグにコンジュゲートさ
れた二量体VEGF-Aをセンサチップ表面に捕捉させた。その後、VEGF-Aに結合する分析物を
注入し、表面上に流した。得られたセンサグラムを1：1ラングミュア結合モデルにフィッ
トさせ、これを使用して結合速度定数ka、解離速度定数kdおよび結合定数KDを決定した。
全体として、Fabフラグメントの速度および結合定数は、すべてで非常に類似していた（
以下の表を参照のこと）。ポルフィロモナス・ジンジバリスのリジン・ジンジパイン消化
混合物中のFabの結合定数は、1.1 nMであることが見出され、組み換えFabおよびパパイン
消化後の精製されたFabの結合定数は、それぞれ、0.8および1.0 nMであることが決定され
た。全長二価抗体のKDは、0.18 nMであることが決定され、これにより二量体VEGF-Aに対
するアビディティ（avid）結合が示された。しかし、パパイン消化混合物を固定したチッ
プ表面に適用した場合、本発明者らは捕捉された二量体VEGF-Aへの結合を観察しなかった
。その結果、パパイン消化混合物については結合定数を決定することができなかった。パ
パイン含有サンプルを適用した後にVEGF-A表面が損傷し、それ以上使用できなくなったこ
とが見出された。
【０１３１】
　結果を以下の表に示す。
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【０１３２】
　決定された結合親和性が、全長二価抗体と一価Fabとで同等でない（100%超異なる）こ
とから、ベバシズマブのその抗原に対する結合はアビディティ型であることが分かる。
【０１３３】
　ポルフィロモナス・ジンジバリスのリジン・ジンジパインは、ヒトIgG1に特異的なので
、固定チップ表面を破壊しないことを観察することができる。これに対して、未精製パパ
イン消化反応混合物を固定チップ表面に適用した後に結合は観察されなかった。VEGF表面
は、パパイン含有サンプルを適用した後、パパインの存在により損傷を受けたため、それ
以上使用することができなくなった。
【０１３４】
　それぞれのSPRダイアグラムを、図5-1～図5-4に示す。
【０１３５】
　ポルフィロモナス・ジンジバリスのリジン・ジンジパインで消化したベバシズマブの保
管およびSPRによる親和性決定の繰り返しから、この消化物が4℃でそれぞれ少なくとも24
および48時間安定である、すなわちさらなる消化または断片化が起こらなかった、という
結論が導かれた。
【０１３６】
　二量体または多量体抗原に結合するヒトIgG1の親和性の決定におけるポルフィロモナス
・ジンジバリスのリジン・ジンジパインの使用とは別に、単量体抗原に結合するIgG1をSP
R金属表面上に固定するのが困難である場合、プロテアーゼも使用することができる。
【０１３７】
　加えて、ポルフィロモナス・ジンジバリスのリジン・ジンジパインは、例えばX線結晶
解析による、Fabフラグメントの構造分析および原子解像度でのヒトIgG1-抗原結合の構造
・機能関係に非常に有益であろう。IgGと比較すると、Fabフラグメントは、結晶化がより
容易である。
【０１３８】
　インビボ相互作用様式での標的結合における第2の薬物結合部位の関与を、細胞ベース
のアッセイにおいて可溶性オリゴマー標的に結合するインタクトな二価モノクローナル抗
体とポルフィロモナス・ジンジバリスのリジン・ジンジパインで消化された抗体とを比較
することによって分析した。VEGF-Aは可溶性の二量体なので、ポルフィロモナス・ジンジ
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バリスのリジン・ジンジパインによる消化の影響を、VEGF-A特異的な細胞ベースのレポー
ター遺伝子アッセイにおいて評価した。このアッセイでは、VEGF受容体2へのVEGF-Aの結
合およびシグナル伝達を測定する。二価抗VEGF-A抗体、ポルフィロモナス・ジンジバリス
のリジン・ジンジパインで消化された抗体、パパイン消化によって得られた抗体の精製さ
れたFabフラグメントおよびVEGF-A一価CrossMabを、試験および比較した。用量応答曲線
は、すべての化合物で同等であり、インタクトな抗体、ポルフィロモナス・ジンジバリス
のリジン・ジンジパインで消化された抗体、（パパイン消化後に）精製されたFabおよびC
rossMabで、それぞれ、1.2、10.3、10.4および12.1 nMのEC50値であった。二価抗体のEC5
0は、Fabフラグメントおよび一価CrossMabのそれよりも約9～10倍低い。したがって、二
価抗VEGF-A抗体の2つの結合部位は、可溶性二量体VEGF-Aに対する結合強度（アビディテ
ィ）を増加させる。VEGF-Aに対する1つの結合部位を有するCrossMabは、Fabフラグメント
と同等のEC50（12.1対10.3～10.4 nM）を有する。ポルフィロモナス・ジンジバリスのリ
ジン・ジンジパイン単独は、VEGF-Aの阻害を示さない（図6を参照のこと）。
【０１３９】
　インビボ相互作用様式での標的結合における第2の薬物結合部位の関与を、細胞ベース
のアッセイにおいて細胞表面に結合された標的に結合するインタクトなモノクローナル抗
体とポルフィロモナス・ジンジバリスのリジン・ジンジパインで消化されたモノクローナ
ル抗体とを比較することによって分析した。癌胎児性抗原（CEA）等の多くの治療標的は
、細胞表面に局在化している。細胞表面結合標的に特異的に結合する抗体に関するポルフ
ィロモナス・ジンジバリスのリジン・ジンジパイン消化を評価するため、抗CEA二価モノ
クローナル抗体、ポルフィロモナス・ジンジバリスのリジン・ジンジパインで消化された
該抗体および該二価抗体のパパイン消化によって得られた精製されたFabフラグメントを
、Alexa Fluor 647標識抗ヒトカッパ軽鎖検出抗体を通じてCEA発現胃腺癌細胞への結合を
測定するフローサイトメトリーアッセイにおいて分析した。ポルフィロモナス・ジンジバ
リスのリジン・ジンジパインで消化された抗体および精製されたFabの完全性を、UHR-ESI
-QTOF-MSによって確認した。二価抗体ではシグモイド型の用量応答曲線が得られ、ポルフ
ィロモナス・ジンジバリスのリジン・ジンジパインで消化された抗体および精製されたFa
bでは直線的応答が得られたことは、この抗体の両結合部位が細胞表面標的の結合に関与
し、高い結合強度（アビディティ）を示すことを実証している。無関係の標的に結合する
抗体を用いた陰性対照では結合が検出されず、ポルフィロモナス・ジンジバリスのリジン
・ジンジパイン単独でもそれは検出されなかった。
【０１４０】
組み換え法：
　抗体は、例えばUS 4,816,567に記載される、組み換え法および組成物を用いて生産され
得る。1つの態様において、本明細書に記載される抗体をコードする単離された核酸が提
供される。そのような核酸は、抗体のVLを含むアミノ酸配列および／またはVHを含むアミ
ノ酸配列（例えば、抗体の軽鎖および／または重鎖）をコードし得る。さらなる態様にお
いて、そのような核酸を含む1つまたは複数のベクター（例えば、発現ベクター）が提供
される。さらなる態様において、そのような核酸を含む宿主細胞が提供される。1つのそ
のような態様において、宿主細胞は、（1）抗体のVLを含むアミノ酸配列および抗体のVH
を含むアミノ酸配列をコードする核酸を含むベクター、または（2）抗体のVLを含むアミ
ノ酸配列をコードする核酸を含む第1のベクターおよび抗体のVHを含むアミノ酸配列をコ
ードする核酸を含む第2のベクターを含む（例えば、それらのベクターで形質転換されて
いる）。1つの態様において、宿主細胞は、真核生物、例えばチャイニーズハムスター卵
巣（CHO）細胞またはリンパ細胞（例えば、Y0、NS0、Sp20細胞）である。1つの態様にお
いて、抗体の発現に適した条件下で、上で提供されるような、抗体をコードする核酸を含
む宿主細胞を培養する工程、および任意で、宿主細胞（または宿主細胞培養培地）から抗
体を回収する工程を含む、本明細書で報告される抗体を生産する方法が提供される。
【０１４１】
　抗体の組み換え生産のために、例えば上記のような、抗体をコードする核酸が単離され
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、宿主細胞におけるさらなるクローニングおよび／または発現のために1つまたは複数の
ベクターに挿入される。そのような核酸は、従来的な手法を用いて（例えば、抗体の重鎖
およ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
ーブを使用することによって）容易に単離および配列決定され得る。
【０１４２】
　抗体をコードするベクターのクローニングまたは発現に適した宿主細胞は、本明細書に
記載される原核生物または真核生物細胞を含む。例えば、抗体は、特にグリコシル化およ
びFcエフェクター機能が必要ない場合、細菌において生産され得る。細菌内での抗体フラ
グメントおよびポリペプチドの発現については、例えば、US 5,648,237、US 5,789,199お
よびUS 5,840,523を参照のこと（大腸菌（E.coli）内での抗体フラグメントの発現につい
て記載する、Charlton, K.A., In: Methods in Molecular Biology, Vol. 248, Lo, B.K.
C (ed). Humana Press, Totowa, NJ (2003), pp. 245-254も参照のこと）。発現後、抗体
は、可溶性画分内の細菌細胞ペーストから単離され得、そしてさらに精製され得る。
【０１４３】
　原核生物に加えて、そのグリコシル化経路が「ヒト化」されており、部分的または完全
なヒトグリコシル化パターンを有する抗体を産生する真菌および酵母株を含む、真核微生
物、例えば糸状菌または酵母も、抗体をコードするベクターに適したクローニングまたは
発現宿主である。Gerngross, T.U., Nat. Biotech. 22 (2004) 1409-1414；およびLi, H.
 et al., Nat. Biotech. 24 (2006) 210-215を参照のこと。
【０１４４】
　グリコシル化された抗体の発現に適した宿主細胞はまた、多細胞生物（無脊椎動物およ
び脊椎動物）からも得られる。無脊椎動物細胞の例は、植物および昆虫細胞を含む。特に
スポドプテラ・フルギペルダ（Spodoptera frugiperda）細胞のトランスフェクトのため
に昆虫細胞と組み合わせて使用され得る多くのバキュロウイルス株が同定されている。
【０１４５】
　植物細胞培養物もまた、宿主として利用され得る。例えば、（トランスジェニック植物
において抗体を産生するためのPLANTIBODIES（商標）技術について記載する）US 5,959,1
77、US 6,040,498、US 6,420,548、US 7,125,978およびUS 6,417,429を参照のこと。
【０１４６】
　脊椎動物細胞もまた、宿主として使用され得る。例えば、懸濁下で増殖するよう適合さ
れた哺乳動物細胞株が有用であり得る。有用な哺乳動物宿主細胞株の他の例は、SV40によ
って形質転換されたサル腎臓CV1株（COS-7）；ヒト胎児腎臓株（例えばGraham, F.L. et 
al., J. Gen Virol. 36 (1977) 59-74に記載される293または293細胞）；ベビーハムスタ
ー腎臓細胞（BHK）；マウスセルトリ細胞（例えばMather, J.P., Biol. Reprod. 23 (198
0) 243-252に記載されるTM4細胞）；サル腎臓細胞（CV1）；アフリカミドリザル腎臓細胞
（VERO-76）；ヒト子宮頸癌細胞（HELA）；イヌ腎臓細胞（MDCK；バッファローラット肝
臓細胞（BRL 3A）；ヒト肺細胞（W138）；ヒト肝臓細胞（Hep G2）；マウス乳腺腫瘍（MM
T 060562）；例えばMather, J.P. et al., Annals N.Y. Acad. Sci. 383 (1982) 44-68に
記載されるTRI細胞；MRC 5細胞；およびFS4細胞である。他の有用な哺乳動物宿主細胞株
は、DHFR-CHO細胞を含む、チャイニーズハムスター卵巣（CHO）細胞（Urlaub, G. et al.
, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77 (1980) 4216-4220）；ならびに骨髄腫細胞株、例えば
Y0、NS0およびSp2/0を含む。抗体産生に適した特定の哺乳動物宿主細胞株の概説について
は、例えば、Yazaki, P. and Wu, A.M., Methods in Molecular Biology, vol. 248, Lo,
 B.K.C. (ed.), Humana Press, Totowa, NJ (2004), pp. 255-268を参照のこと。
【０１４７】
　一般的なクロマトグラフィー法は、当業者に公知であり、例えばChromatography, 5th 
edition, Part A: Fundamentals and Techniques, Heftmann, E. (ed.); Elsevier Scien
ce Publishing Company, New York, (1992); Advanced Chromatographic and Electromig
ration Methods in Biosciences, Deyl, Z. (ed.), Elsevier Science BV, Amsterdam, T
he Netherlands, (1998); Chromatography Today, Poole, D.F., and Poole, S.K., Else



(25) JP 6788010 B2 2020.11.18

10

20

30

40

50

vier Science Publishing Company, New York, (1991); Scopes, Protein Purification:
 Principles and Practice (1982); Sambrook, J., et al. (ed.), Molecular Cloning: 
A Laboratory Manual, Second Edition, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold S
pring Harbor, N.Y., 1989; またはCurrent Protocols in Molecular Biology, Ausubel,
 F.M., et al. (eds.), John Wiley & Sons, Inc., New Yorkを参照されたい。
【０１４８】
上述の段落で用いられた、特許を除く科学引用文献：

【０１４９】
　以下の実施例および図面は、本発明の理解を助けるために提供されるものであり、本発
明の真の範囲は、添付の特許請求の範囲に示されるものである。本発明の精神から逸脱す
ることなく、示されている手法を改変できることが理解されるべきである。
【実施例】
【０１５０】
　ベバシズマブは、Roche Diagnostics GmbH（Mannheim, Germany）から入手した。パパ
インは、Sigma-Aldrich/Roch Diagnostics GmbHから10 mg/mLの濃度の懸濁物として入手
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した。ポルフィロモナス・ジンジバリスのリジン・ジンジパインは、Genovis（Lund, Swe
den）から商標名GingisKHANの下で入手した。GingisKHANは、各々の消化の前に、200μL
再蒸留水（ddH2O）で再構成して2000 U/200μLとし、10x 還元剤は、50μL ddH2Oを用い
て新しく調製した（終濃度：20 mMシステイン）。
【０１５１】
実施例1
一過的なFabの発現および精製
　抗体軽鎖および重鎖Fdフラグメントを遺伝子合成物として準備し、各々の鎖について標
準的なクローニング手法を用いて特有の制限部位を通じて別個の発現ベクターにクローニ
ングし、懸濁下で増殖するHEK細胞において分泌発現されるようにした。HEK293-F細胞（I
nvitrogen, Cat. No. 510029）へのトランスフェクト（1：1プラスミド比）を、抗体ベク
ターのMaxiprep（Qiagen, Cat. No. 12163）調製物、Opti-MEM I培地（Invitrogen, Cat.
 No. 31985）293フェクチン（Invitrogen, Cat. No. 31985070）および無血清FreeStyle 
293発現培地（Invitrogen, Cat. No. 12338081）中1～2x 10E+06生細胞/mLの初期細胞密
度を用いて細胞供給元の指示にしたがい実施した。抗体含有細胞培養上清を、振とうフラ
スコ中での7日間の培養後に14,000x gで30分間の遠心分離によって収集し、0.22μm滅菌
フィルター（Thermo Scientific, Cat. No. 566-0020）を通じてろ過した。抗体を上清か
ら直接精製するか、または上清を精製まで-80℃で保管した。精製されたFabの質を、SEC
およびBioAnalyzerによって分析した。
【０１５２】
実施例2
パパインによるベバシズマブの酵素的切断
精製なし：
　抗体を、20 mMヒスチジン、140 mM NaCl、pH 6.0に希釈して1 mg/mLの終濃度とし、2μ
Lの250 mM L-システイン（Sigma-Aldrich, Schnelldorf, Germany）および10.9μLの希釈
パパイン（20 mMヒスチジン、140 mM NaCl、pH 6.0中7.34 U/mL）を添加し、37℃で1時間
インキュベートした。
【０１５３】
精製あり：
　抗体を、37℃で170分間、5 mMシステインの存在下でパパイン（0.8 U/mg mAb；Sigma-A
ldrich/Roche）と共にインキュベートした。非切断抗体、Fcフラグメントおよびパパイン
からFabを単離するために、混合物を、製造元のプロトコルにしたがいCaptureSelect IgG
-CH1およびMabSelectSuRe親和性クロマトグラフィー（GE Healthcare）に適用した。最後
に、Superdex 75 10/300 GLカラム（GE Healthcare）を用いたサイズ排除クロマトグラフ
ィーを、140 mM NaCl、20 mMヒスチジン（pH 6.0）を泳動緩衝液として用いて実施した。
Fabのタンパク質濃度を、そのアミノ酸配列に基づき算出されたモル吸光係数を用いて、2
80 nmで光学密度（OD)を測定することによって決定した。純度を、還元剤（5 mM 1,4-ジ
チオトレイトール）の存在下および非存在下でのSDS-PAGEならびにクマシーブリリアント
ブルー染色によって分析した。
【０１５４】
実施例3
ポルフィロモナス・ジンジバリスのリジン・ジンジパインによるベバシズマブの酵素的切
断
　各消化の前に、GingisKHANを、200μL ddH2Oで再構成して2000 U/200μLとし、10x 還
元剤を、50μL ddH2Oを用いて新しく調製した（終濃度：20 mMシステイン）。100μgの抗
体を、100 mM Tris、pH 8.0中1 mg/mLの終濃度に希釈し、その後に37℃で1時間、10μL G
ingisKHANおよび11μLの新しく調製した10x 還元剤を用いて消化した。
【０１５５】
実施例4
UHR-ESI-QTOF質量分析
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　サンプルを、2％ギ酸を含む40％アセトニトリル（v/v）を用いてSephadex G25カラム（
Kronlab、5x250mm、TAC05/250G0-SR）におけるHPLCにより脱塩した。TriVersa NanoMate
ソース（Advion）を装着したmaXis 4G UHR-QTOF MSシステム（Bruker Daltonik）におけ
るESI-QTOF MSを通じて、総質量を決定した。ヨウ化ナトリウム（Waters ToF G2-Sample 
Kit 2 Part: 700008892-1）を用いてキャリブレーションを行った。組み換えおよび精製
されたFabについては、900～2600 m/z（ISCID: 0.0 eV）でデータ取得を行い、hIgG1また
は消化されたhIgG1については、900～4000 m/z（ISCID: 0.0 eV）でデータ取得を行った
。生の質量スペクトルを評価し、独自開発のRocheソフトウェアツールを用いて個々の相
対モル質量に変換した。結果の可視化のために、同じ独自開発ソフトウェアを使用して、
デコンボリューション質量スペクトルを生成した。
【０１５６】
実施例5
表面プラズモン共鳴
　結合親和性および速度論を、BIAcore T200機器（GE Healthcare）を用いた表面プラズ
モン共鳴によって調査した。すべての実験を、泳動および希釈緩衝液としてPBS-T（10 mM
 Na2HPO4、140 mM NaCl、0.05％ Tween 20、pH 7.4）を用いて25℃で実施した。抗Hisタ
グ（GE Healthcare、＃28995056）または抗ヒトFab抗体（GE Healthcare、＃28958325）
を、標準的なアミンカップリング化学を用いてシリーズS CM5チップ（GE Healthcare、＃
29104988）に固定した。ヒスチジンタグ付加VEGFまたは全長IgG/Fabを、10～50 RUの反応
を示すよう表面に捕捉させた。分析物を、2.2 nM～1800 nMの濃度で180秒間かけて、30μ
L/分の流速で表面に注入した（結合フェーズ）。解離フェーズを、泳動緩衝液で洗浄する
ことによって、最大3600秒間モニターした。5μL/分の流速で10 mMグリシンpH 1.5を60秒
間注入することによって表面を再生した。バルク屈折率差を、モック表面から得られた反
応を差し引くことによっておよびブランク注入を差し引くことによって補正した（二重参
照）。得られた曲線を、BIAevaluationソフトウェアを用いて1：1ラングミュア結合モデ
ルにフィットさせた。
【０１５７】
実施例6
VEGF-A特異的レポーター遺伝子アッセイ
　ホタルルシフェラーゼの存在下でKDR（KDR = VEGF受容体2）およびNFAT応答エレメント
を発現するレポーター遺伝子細胞株GloResponse（商標）NFAT-RE-luc2P/KDR HEK293を、P
romega Corporation, Madison, USAから購入した。VEGF-AがKDRに結合すると、カルシニ
ューリンを通じたシグナル伝達によりNFATが活性化し、核に移動し、NFAT応答エレメント
に結合し、その後にルシフェラーゼ遺伝子を発現させる。VEGF121（10.8 nM 40μL/ウェ
ル）を、（DMEM、1% FBS、40μL/ウェルに希釈された）抗VEGF抗体、ポルフィロモナス・
ジンジバリスのリジン・ジンジパインで消化された該抗体、VEGF-A/第2の無関係な抗原に
対する二特異性のCrossMabおよびポルフィロモナス・ジンジバリスのリジン・ジンジパイ
ン陰性対照と共に室温で約30分間インキュベートした。1％ FBSを補充した40μL DMEM中
のFreeStyle（商標）293発現培地、100μg/mLハイグロマイシンB、250μg/mLジェネティ
シン（Thermo Fischer Scientific、Sigma Aldrich、Calbiochem）中で培養された5 x 10
4個のGloResponse（商標）HEK293細胞（Promega Coop.）を、懸濁物として添加し、37℃
、5％ CO2下で5時間インキュベートした。発光基質（Promega Coop., ONE-Glo（商標）EX
、60μL/ウェル）を添加する前に、プレートを室温で約15分間平衡化した。内容物を、オ
ービタルシェーカーにおいて600 rpmで約1～3分間、混合した。発光強度を、発光リーダ
ーを用いて測定した。
【０１５８】
実施例7
CEACAM5細胞表面結合アッセイ
　RPMI1640、20％ウシ胎仔血清（FBS）、1 x GIBCO GlutaMax（Thermo Fischer Scientif
ic, Dreieich, Germany）中で培養された1 x 105個の胃腺癌細胞を、PBS、5％ FBSを用い



(28) JP 6788010 B2 2020.11.18

10

て2回洗浄し、PBS、5％ FBSに懸濁させ、抗CEA抗体、該抗CEA抗体のパパイン消化によっ
て得られた精製されたFabフラグメント、ポルフィロモナス・ジンジバリスのリジン・ジ
ンジパインで消化された該抗体および陰性対照（無関係の標的に結合する抗体、ポルフィ
ロモナス・ジンジバリスのリジン・ジンジパイン単独）と共に4℃で１時間インキュベー
トした。結合した抗体/Fabフラグメントを、Alexa Fluor 647 Protein Labeling Kitを製
造元（Molecular Probes, Thermo Fischer Scientific）の指示にしたがって用いて標識
されたマウス抗ヒトカッパ軽鎖抗体（150μg/mL）を用いて、検出した。この混合物を、4
℃の暗所で30分間インキュベートし、BD FACSCanto IIおよびFACSDivaソフトウェア（BD 
Biosciences, Heidelberg, Germany）を用いたフローサイトメトリーによって分析した。
特異性を、アイソタイプ対照（Alexa Fluor 647標識マウスIgG2a、BD Biosciences）を用
いて検証した。生細胞のゲーティングを、サイズおよび粒度に基づき前方および側方散乱
を用いて行い、結合した抗体/Fabフラグメントを、蛍光シグナルを測定することによって
検出した。

【図１】 【図２】
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【図３】 【図４】

【図５－１】 【図５－２】
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【図６】 【図７】
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