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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ポリペプチドおよび前記ポリペプチドの酸性変異体を含む溶液から、精製された前記ポ
リペプチドを製造する方法であって、前記ポリペプチドの前記酸性変異体は前記ポリペプ
チドの効力を抑制しており、（ａ）前記ポリペプチドを陰イオン交換（ＡＩＥＸ）クロマ
トグラフィマトリックスと接触させる工程と、（ｂ）前記結合したポリペプチドを、ｐＨ
８．０のＴｒｉｓ／ＨＣｌ中、１５０ｍＭのＮａＣｌ～ｐＨ８．０のＴｒｉｓ／ＨＣｌ中
、３００ｍＭのＮａＣｌ、ｐＨ８．０のＴｒｉｓ／ＨＣｌ中、１７５ｍＭのＮａＣｌ～ｐ
Ｈ８．０のＴｒｉｓ／ＨＣｌ中、２７５ｍＭのＮａＣｌ、またはｐＨ８．０のＴｒｉｓ／
ＨＣｌ中、１９２ｍＭのＮａＣｌ～ｐＨ８．０のＴｒｉｓ／ＨＣｌ中、２４５ｍＭのＮａ
Ｃｌの線形塩勾配により、前記ＡＩＥＸクロマトグラフィマトリックスから溶出させ、そ
れにより前記ポリペプチドを前記酸性変異体から分離して、精製されたポリペプチドを製
造する工程とを含み、
前記ポリペプチドが、細胞表面受容体ＣＤ２２に結合する抗体もしくはその抗原結合フラ
グメント、およびシュードモナス（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）外毒素もしくはその変異体
を含み、
酸性または脱アミド変異体の９５％超が除去される、前記方法。
【請求項２】
　前記ＡＩＥＸマトリックスは、第四級アミンまたは第三級アミンのイオン交換基を含む
請求項１に記載の方法。
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【請求項３】
　前記ＡＩＥＸマトリックスは、第四級アミノ（Ｑ）基を含む請求項２に記載の方法。
【請求項４】
　前記ＡＩＥＸマトリックスは、Ｑセファロースである請求項３に記載の方法。
【請求項５】
　前記抗体、または抗原結合フラグメントは、Ｆａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ（ａｂ’）２、Ｆｄ
、単鎖ＦｖすなわちｓｃＦｖ、ジスルフィド結合Ｆｖ、Ｖ－ＮＡＲドメイン、ＩｇＮａｒ
、細胞内抗体（ｉｎｔｒａｂｏｄｙ）、ＩｇＧΔＣＨ２、ミニボディ、Ｆ（ａｂ’）３、
四重特異性抗体、三重特異性抗体、二重特異性抗体、単一ドメイン抗体、ＤＶＤ－Ｉｇ、
Ｆｃａｂ、ｍＡｂ２、（ｓｃＦｖ）２、またはｓｃＦｖ－Ｆｃを含む請求項１に記載の方
法。
【請求項６】
　前記シュードモナス（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）外毒素またはその変異体は、配列番号
１６～２２からなる群から選択されるアミノ酸配列を有する請求項１に記載の方法。
【請求項７】
　前記抗体、またはその抗原結合フラグメントは、ＶＨおよびＶＬ配列を含む請求項１に
記載の方法。
【請求項８】
　前記ＶＨ配列は、配列番号６～１１からなる群から選択される請求項７に記載の方法。
【請求項９】
　前記ＶＬ配列は、配列番号２および１２～１５からなる群から選択される請求項７に記
載の方法。
【請求項１０】
　前記ポリペプチドは、配列番号１のＶＨ－ＰＥ３８サブユニットと、配列番号２のＶＬ

サブユニットを含むＣＡＴ－８０１５免疫毒素である請求項１に記載の方法。
【請求項１１】
　５％未満の脱アミド種を有する精製ポリペプチドを含む組成物であって、前記ポリペプ
チドは請求項１に記載の方法によって精製されている組成物。
【請求項１２】
　請求項１に記載の方法に従って精製ポリペプチドを製造することを含む、５％未満の脱
アミド種を有する精製ポリペプチドを含む組成物を製造する方法。
【請求項１３】
　請求項１１に記載の精製ポリペプチドと、薬学的に許容される担体とを含む医薬組成物
。
【請求項１４】
　前記組成物が、精製ポリペプチドと薬学的に許容される担体とを含む医薬組成物である
、請求項１２に記載の方法。
【請求項１５】
　請求項１に記載の方法に従って精製ポリペプチドを製造し、該精製ポリペプチドを用い
て、０．１ｍｇ～６ｍｇの範囲の精製ポリペプチドの単位剤形を製造する方法。
【請求項１６】
　請求項１１に記載の組成物と、塩化ナトリウム、リン酸二水素カリウム、リン酸水素二
ナトリウム、および水酸化ナトリウムおよび水からなる群から選ばれる少なくとも１種の
賦形剤を含む製剤。
【請求項１７】
　請求項１に記載の方法に従って精製ポリペプチドを製造し、該精製ポリペプチドを用い
て、５％未満の脱アミド種を有する精製ポリペプチドを含む組成物と、塩化ナトリウム、
リン酸二水素カリウム、リン酸水素二ナトリウム、および水酸化ナトリウムおよび水から
なる群から選ばれる少なくとも１種の賦形剤とを含む製剤を製造する方法。
【請求項１８】
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前記酸性変異体は、脱アミド変異体である、請求項１に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、ポリペプチドまたは免疫複合体およびこれらの酸性変異体を含む溶液（前記
酸性変異体は、前記ポリペプチドまたは免疫複合体の脱アミド種である）から、活性ポリ
ペプチドまたは免疫複合体を精製する方法を提供するものである。本発明はまた、そのよ
うな精製されたポリペプチドまたは免疫複合体を含む製剤を提供するものである。
【背景技術】
【０００２】
　大規模で経済的なタンパク質の精製は、バイオ医薬品産業の１つの因子である。治療用
タンパク質は、通常、そのタンパク質をコードする遺伝子を含む組み換えプラスミドから
目的のタンパク質を発現するよう操作された原核性または真核性細胞系を使用して製造さ
れている。細胞に供給された成分と細胞の副生成物との混合物から、所望のタンパク質を
十分な純度で、例えば、ヒトの治療用としての使用に十分な純度で分離することは、いく
つかの理由でバイオ製剤の製造業者にとって困難な挑戦である。
【０００３】
　タンパク質をベースとした医薬品の製造業者は、極めて厳しい純度要件を含む厳しい規
制基準に従わなければならない。安全を保証するために、Ｆｏｏｄ　ａｎｄ　Ｄｒｕｇ　
Ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ（ＦＤＡ）などの規制当局は、タンパク質をベースとする
医薬品は、組み換えタンパク質の凝集体、フラグメントおよび変異体などの生成物に関連
する汚染物、ならびに宿主細胞タンパク質、媒体成分、ウイルス、ＤＮＡおよび内毒素な
どのプロセスに関連する汚染物の両方を含む不純物を実質的に含まないことを要求してい
る。各種のタンパク質精製スキームが利用可能であり、バイオ医薬品産業で広く使用され
ているが、それらには、薬学的に許容される程度の純度を得るために、通常、抗体の場合
におけるプロテインＡの精製などの親和性精製工程が含まれる。
【０００４】
　大規模化および制御が可能、かつ戦略として特定の樹脂または樹脂の組み合わせを使用
する、特定の生体分子または各種生体分子に適用可能な精製スキームの開発は、薬剤開発
全体の非常に初期の段階での製品開発に統合化され得るであろう。精製スキームを設計す
る際のこのアプローチは、そうしない場合に、薬剤開発の後の段階で必要となり得る、あ
るいはもっと悪ければ認可後に必要となり得る、製造プロセスにおけるコストの変更を最
小にすることができる。プロセスがスケールアップされ、ＧＭＰ生産条件に近づくと、樹
脂の充填や緩衝液の調製に関係することなど、別の固有の複雑さが生じてくる。製造プロ
セスおよびその製造能力は、精製する分子の完全性および純度を維持しながら、プロセス
工程を削減し、処理能力および生産性を最大化して、精製スキームを簡単化することによ
り、改善することができる。したがって、品質および安全性の高い製剤原料を製造するこ
とができる、単純で効率的なプロセスから始めるのが望ましく、また有利であろう。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００５】
　薬剤の精製に関係する１つの複雑さは、精製プロセス全体にわたって効力を維持するこ
とにある。開発プロセス中における薬剤の改変などの多くの因子によって、効力が低下ま
たは抑制され得る。そのような改変は、プロセスの様々な段階で、例えば、細胞内でタン
パク質が発現するとき、または、細胞から単離したタンパク質が各種条件または緩衝液に
曝されたときに起こり得る。本発明は、ポリペプチドまたは免疫複合体の改変した変異体
（この改変した変異体が存在すると、最終製剤の効力が抑制される）を含む溶液から、活
性ポリペプチドまたは免疫複合体を精製する方法を提供する。
【課題を解決するための手段】
【０００６】
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　本発明は、ポリペプチドおよびポリペプチドの脱アミド化した変異体（脱アミド変異体
）などの酸性変異体を含む溶液から、目的のポリペプチドを精製する方法を提供する。
【０００７】
　特に、本発明は、活性な免疫複合体を精製する方法であって、その免疫複合体は１つ以
上の残基で脱アミド化され、かつその脱アミド化によって前記免疫複合体の効力が抑制さ
れており、（ａ）免疫複合体を陰イオン交換ＡＩＥＸクロマトグラフィマトリックスと接
触させる工程と、（ｂ）結合した免疫複合体を、高塩濃度緩衝液により、ＡＩＥＸクロマ
トグラフィマトリックスから溶出させ、それにより脱アミド変異体から活性な免疫複合体
を分離する工程とを含む方法を提供する。
【０００８】
　本発明はまた、ポリペプチドおよびポリペプチドの酸性変異体を含む溶液から、精製さ
れたポリペプチドを製造する方法であって、そのポリペプチドの酸性変異体はポリペプチ
ドの効力を抑制しており、（ａ）ポリペプチドを陰イオン交換（ＡＩＥＸ）クロマトグラ
フィマトリックスと接触させる工程と、（ｂ）結合したポリペプチドを、高塩濃度緩衝液
により、ＡＩＥＸクロマトグラフィマトリックスから溶出させ、それにより前記ポリペプ
チドを酸性変異体から分離して、精製されたポリペプチドを製造する工程とを含む方法を
提供する。
【０００９】
　本発明はさらに、ポリペプチドおよびポリペプチドの酸性変異体を含む溶液から、精製
されたポリペプチドまたは免疫複合体を製造する方法であって、（ａ）ポリペプチドまた
は免疫複合体を発現する細菌の細胞内でポリペプチドまたは免疫複合体を製造する工程と
、（ｂ）細菌の細胞からポリペプチドまたは免疫複合体を含む封入体を単離する工程と、
（ｃ）封入体から単離したポリペプチドまたは免疫複合体をリフォールディングする工程
と、（ｄ）ポリペプチドまたは免疫複合体を含む組成物を、ＡＩＥＸクロマトグラフィマ
トリックスと接触させる工程と、（ｅ）結合したポリペプチドまたは免疫複合体を、高塩
濃度緩衝液により、ＡＩＥＸクロマトグラフィマトリックスから溶出させ、それにより溶
液からポリペプチドまたは免疫複合体を精製する工程とを含む方法を提供する。
【００１０】
　ある実施形態では、酸性変異体は、脱アミド変異体である。さらに別の実施形態では、
精製プロセスにおいて、酸性または脱アミド変異体の約７５～約９９％、特には、約７５
％、８０％、８５％、９０％、９５％、９６％、９７％、９８％または９９％が除去され
る。
【００１１】
　本発明のＡＩＥＸマトリックスは、第四級アミンまたは第三級アミンのイオン交換基、
第四級アミノ（Ｑ）基を含む。ある実施形態では、ＡＩＥＸマトリックスはＱセファロー
スである。
【００１２】
　本発明のポリペプチドまたは免疫複合体は、線形または段階的塩勾配により溶出させる
。ある実施形態では、線形塩勾配は、ｐＨ８．０のＴｒｉｓ／ＨＣｌ中、約１５０ｍＭの
ＮａＣｌ～ｐＨ８．０のＴｒｉｓ／ＨＣｌ中、約３００ｍＭのＮａＣｌ、ｐＨ８．０のＴ
ｒｉｓ／ＨＣｌ中、約１７５ｍＭのＮａＣｌ～ｐＨ８．０のＴｒｉｓ／ＨＣｌ中、約２７
５ｍＭのＮａＣｌ、またはｐＨ８．０のＴｒｉｓ／ＨＣｌ中、約１９２ｍＭのＮａＣｌ～
ｐＨ８．０のＴｒｉｓ／ＨＣｌ中、約２４５ｍＭのＮａＣｌである。
【００１３】
　一実施形態では、本発明のポリペプチドまたは免疫複合体は、抗体、またはその抗原結
合フラグメントを含み、その抗体または抗原結合フラグメントは、Ｆａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ
（ａｂ’）２、Ｆｄ、単鎖ＦｖすなわちｓｃＦｖ、ジスルフィド結合Ｆｖ、Ｖ　ＮＡＲド
メイン、ＩｇＮａｒ、細胞内抗体（ｉｎｔｒａｂｏｄｙ）、ＩｇＧΔＣＨ２、ミニボディ
、Ｆ（ａｂ’）３、四重特異性抗体、三重特異性抗体、二重特異性抗体、単一ドメイン抗
体、ＤＶＤ－Ｉｇ、Ｆｃａｂ、ｍＡｂ２、（ｓｃＦｖ）２、またはｓｃＦｖ－Ｆｃを含む
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。ある実施形態では、細胞表面受容体とＣＤ２２など、抗体または抗原結合フラグメント
が細胞表面受容体に結合する。さらに他の実施形態では、抗体または抗原結合フラグメン
トは、ＶＨおよびＶＬ配列を含む。ここで、ＶＨ配列は配列番号６～１１からなる群から
選択され、ＶＬ配列は配列番号２および１２～１５からなる群から選択される。
【００１４】
　他の実施形態では、ポリペプチドまたは免疫複合体は、シュードモナス（Ｐｓｅｕｄｏ
ｍｏｎａｓ）外毒素、リシン、アブリン、ジフテリア毒素およびそのサブユニット、なら
びにボツリヌス毒素Ａ～Ｆまたはこれらの変異体もしくは誘導体からなる群から選択され
る毒素を含む。ある実施形態では、シュードモナス（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）外毒素ま
たはその変異体は、配列番号１６～２２からなる群から選択されるアミノ酸配列を有する
。ある特定の実施形態では、免疫複合体は、配列番号１のＶＨ－ＰＥ３８サブユニットと
、配列番号２のＶＬサブユニットを含むＣＡＴ－８０１５免疫毒素である。
【００１５】
　本発明はまた、約２５％～約１％の値未満の脱アミド種を有する精製免疫複合体を含む
組成物であって、前記免疫複合体は上記の任意の方法により精製されたものである組成物
を提供する。この組成物には、約２５％、２０％、１５％、１０％、５％、４％、３％、
２％、または１％未満の脱アミド種が存在し得る。ある実施形態では、組成物は、精製さ
れたポリペプチドまたは免疫複合体と、薬学的に許容される担体とを含む医薬組成物であ
る。
【００１６】
　本発明はまた、２５ｍＭリン酸ナトリウム中１ｍｇ／ｍＬのＣＡＴ－８０１５、４％ス
クロース、８％グリシン、０．０２％ポリソルベート８０（ＰＳ８０）、ｐＨ７．４を製
剤を提供する。さらなる実施形態では、この製剤は凍結乾燥される。
【００１７】
　本発明はまた、ポリペプチドおよび脱アミド変異体を含むポリペプチド溶液の生物活性
を改変する方法であって、線形溶出ＡＩＥＸクロマトグラフィにより、脱アミド変異体か
らポリペプチドを分離する工程と、精製されたポリペプチドおよび脱アミド変異体を所定
の量で混合して、ポリペプチド溶液の所望の生物活性を得る工程とを含む方法を提供する
。
　本発明はまた、以下に関する。
[項目１]
　活性な免疫複合体を精製する方法であって、前記免疫複合体は１つ以上の残基で脱アミ
ド化され、かつ前記脱アミド化によって前記免疫複合体の効力が抑制されており、（ａ）
前記免疫複合体を陰イオン交換ＡＩＥＸクロマトグラフィマトリックスと接触させる工程
と、（ｂ）前記結合した免疫複合体を、高塩濃度緩衝液により、前記ＡＩＥＸクロマトグ
ラフィマトリックスから溶出させ、それにより前記脱アミド変異体から前記活性な免疫複
合体を分離する工程とを含む方法。
[項目２]
　ポリペプチドおよび前記ポリペプチドの酸性変異体を含む溶液から、精製された前記ポ
リペプチドを製造する方法であって、前記ポリペプチドの前記酸性変異体は前記ポリペプ
チドの効力を抑制しており、（ａ）前記ポリペプチドを陰イオン交換（ＡＩＥＸ）クロマ
トグラフィマトリックスと接触させる工程と、（ｂ）前記結合したポリペプチドを、高塩
濃度緩衝液により、前記ＡＩＥＸクロマトグラフィマトリックスから溶出させ、それによ
り前記ポリペプチドを前記酸性変異体から分離して、精製されたポリペプチドを製造する
工程とを含む方法。
[項目３]
　ポリペプチドおよび前記ポリペプチドの酸性変異体を含む溶液から、精製された前記ポ
リペプチドまたは免疫複合体を製造する方法であって、（ａ）前記ポリペプチドまたは免
疫複合体を発現する細菌の細胞内で前記ポリペプチドまたは免疫複合体を製造する工程と
、（ｂ）前記細菌の細胞から前記ポリペプチドまたは免疫複合体を含む封入体を単離する
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工程と、（ｃ）前記封入体から単離した前記ポリペプチドまたは免疫複合体をリフォール
ディングする工程と、（ｄ）前記ポリペプチドまたは免疫複合体を含む組成物を、ＡＩＥ
Ｘクロマトグラフィマトリックスと接触させる工程と、（ｅ）前記結合したポリペプチド
または免疫複合体を、高塩濃度緩衝液により、前記ＡＩＥＸクロマトグラフィマトリック
スから溶出させ、それにより前記溶液から前記ポリペプチドまたは免疫複合体を精製する
工程とを含む方法。
[項目３]
　前記酸性変異体は、脱アミド変異体である項目２または３に記載の方法。
[項目４]
　前記ＡＩＥＸマトリックスは、第四級アミンまたは第三級アミンのイオン交換基を含む
項目１～３のいずれか一項に記載の方法。
[項目５]
　前記ＡＩＥＸマトリックスは、第四級アミノ（Ｑ）基を含む項目４に記載の方法。
[項目６]
　前記ＡＩＥＸマトリックスは、Ｑセファロースである項目５に記載の方法。
[項目７]
　前記ポリペプチドは、線形または段階的塩勾配により溶出される項目１～６のいずれか
一項に記載の方法。
[項目８]
　前記ポリペプチドは、線形塩勾配により溶出される項目７に記載の方法。
[項目９]
　前記線形塩勾配は、ｐＨ８．０のＴｒｉｓ／ＨＣｌ中、約１５０ｍＭのＮａＣｌ～ｐＨ
８．０のＴｒｉｓ／ＨＣｌ中、約３００ｍＭのＮａＣｌである項目８に記載の方法。
[項目１０]
　前記線形塩勾配は、ｐＨ８．０のＴｒｉｓ／ＨＣｌ中、約１７５ｍＭのＮａＣｌ～ｐＨ
８．０のＴｒｉｓ／ＨＣｌ中、約２７５ｍＭのＮａＣｌである項目９に記載の方法。
[項目１１]
　前記線形塩勾配は、ｐＨ８．０のＴｒｉｓ／ＨＣｌ中、約１９２ｍＭのＮａＣｌ～ｐＨ
８．０のＴｒｉｓ／ＨＣｌ中、約２４５ｍＭのＮａＣｌである項目９に記載の方法。
[項目１２]
　前記酸性または脱アミド変異体の約７５～約９９％が除去される項目１～１１のいずれ
か一項に記載の方法。
[項目１３]
　前記酸性または脱アミド変異体の約８０％が除去される項目１２に記載の方法。
[項目１４]
　前記酸性または脱アミド変異体の約８５％が除去される項目１２に記載の方法。
[項目１５]
　前記酸性または脱アミド変異体の約９０％が除去される項目１２に記載の方法。
[項目１６]
　前記酸性または脱アミド変異体の約９５％が除去される項目１２に記載の方法。
[項目１７]
　前記酸性または脱アミド変異体の約９６％、９７％、９８％または９９％が除去される
項目１２に記載の方法。
[項目１８]
　前記ポリペプチドまたは免疫複合体は、抗体、またはその抗原結合フラグメントを含む
項目１～１７のいずれか一項に記載の方法。
[項目１９]
　前記抗体、または抗原結合フラグメントは、Ｆａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ（ａｂ’）２、Ｆｄ
、単鎖ＦｖすなわちｓｃＦｖ、ジスルフィド結合Ｆｖ、Ｖ－ＮＡＲドメイン、ＩｇＮａｒ
、細胞内抗体（ｉｎｔｒａｂｏｄｙ）、ＩｇＧΔＣＨ２、ミニボディ、Ｆ（ａｂ’）３、
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四重特異性抗体、三重特異性抗体、二重特異性抗体、単一ドメイン抗体、ＤＶＤ－Ｉｇ、
Ｆｃａｂ、ｍＡｂ２、（ｓｃＦｖ）２、またはｓｃＦｖ－Ｆｃを含む項目１８に記載の方
法。
[項目２０]
　前記抗体、または抗原結合フラグメントは、細胞表面受容体に結合する項目１８または
１９に記載の方法。
[項目２１]
　前記細胞表面受容体は、ＣＤ２２である項目２０に記載の方法。
[項目２２]
　前記ポリペプチドまたは免疫複合体は、毒素を含む項目１～２１のいずれか一項に記載
の方法。
[項目２３]
　前記毒素は、シュードモナス（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）外毒素、リシン、アブリン、
ジフテリア毒素およびそのサブユニット、ならびにボツリヌス毒素Ａ～Ｆまたはこれらの
変異体もしくは誘導体からなる群から選択される項目２２に記載の方法。
[項目２４]
　前記毒素は、シュードモナス（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）外毒素またはその変異体であ
る項目２２または２３に記載の方法。
[項目２５]
　前記シュードモナス（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）外毒素またはその変異体は、配列番号
１６～２２からなる群から選択されるアミノ酸配列を有する項目２４に記載の方法。
[項目２６]
　前記シュードモナス（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）外毒素またはその変異体は、配列番号
２２のアミノ酸配列を有する項目２４に記載の方法。
[項目２７]
　前記抗体、またはその抗原結合フラグメントは、ＶＨおよびＶＬ配列を含む項目１８ま
たは１９に記載の方法。
[項目２８]
　前記ＶＨ配列は、配列番号６～１１からなる群から選択される項目２７に記載の方法。
[項目２９]
　前記ＶＬ配列は、配列番号２および１２～１５からなる群から選択される項目２７に記
載の方法。
[項目３０]
　前記ポリペプチドまたは免疫複合体は、抗ＣＤ２２抗体またはその抗原結合フラグメン
ト、およびＰＥまたはその変異体を含む項目１～２９のいずれか一項に記載の方法。
[項目３１]
　前記免疫複合体は、配列番号１のＶＨ－ＰＥ３８サブユニットと、配列番号２のＶＬサ
ブユニットを含むＣＡＴ－８０１５免疫毒素である項目３０に記載の方法。
[項目３２]
　約２５％～約１％の値未満の脱アミド種を有する精製免疫複合体を含む組成物であって
、前記免疫複合体は項目１～３１のいずれか一項に記載の方法によって精製されている組
成物。
[項目３３]
　約２５％未満の前記脱アミド種が存在する項目３２に記載の組成物。
[項目３４]
　約２０％未満の前記脱アミド種が存在する項目３２に記載の組成物。
[項目３５]
　約１０％未満の前記脱アミド種が存在する項目３２に記載の組成物。
[項目３６]
　約５％未満の前記脱アミド種が存在する項目３２に記載の組成物。
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[項目３７]
　約３％未満の前記脱アミド種が存在する項目３２に記載の組成物。
[項目３８]
　約２％未満の前記脱アミド種が存在する項目３２に記載の組成物。
[項目３９]
　約１％未満の前記脱アミド種が存在する項目３２に記載の組成物。
[項目４０]
　項目３２～３９のいずれか一項に記載の精製免疫複合体と、薬学的に許容される担体と
を含む医薬組成物。
[項目４１]
　約２０％～約１％の値未満の脱アミド種を有する精製免疫複合体を含む組成物であって
、前記免疫複合体は、抗ＣＤ２２抗体またはその抗原結合フラグメント、およびＰＥ毒素
またはその変異体を含む組成物。
[項目４２]
　前記免疫複合体は、配列番号１のＶＨ－ＰＥ３８サブユニットと、配列番号２のＶＬサ
ブユニットを含む項目４１に記載の組成物。
[項目４３]
　前記精製免疫複合体は、２０％未満の脱アミド種を含む項目４１に記載の組成物。
[項目４４]
　０．１ｍｇ～６ｍｇの範囲の精製免疫複合体の単位剤形であって、前記免疫複合体は、
抗ＣＤ２２抗体またはその抗原結合フラグメント、およびＰＥ毒素またはその変異体を含
む単位剤形。
[項目４５]
　前記免疫複合体は、配列番号１のＶＨ－ＰＥ３８サブユニットと、配列番号２のＶＬサ
ブユニットを含む項目４４に記載の単位剤形。
[項目４６]
　項目３２～４３のいずれか一項に記載の組成物と、塩化ナトリウム、リン酸二水素カリ
ウム、リン酸水素二ナトリウム、および水酸化ナトリウムおよび水からなる群から選ばれ
る少なくとも１種の賦形剤を含む製剤。
[項目４７]
　２５ｍＭリン酸ナトリウム中１ｍｇ／ｍＬのＣＡＴ－８０１５、４％スクロース、８％
グリシン、０．０２％ポリソルベート８０（ＰＳ８０）、ｐＨ７．４を含む項目３２～４
３のいずれか一項に記載の組成物を含む製剤。
[項目４８]
　さらに凍結乾燥されている項目４１～４３のいずれか一項に記載の製剤。
[項目４９]
　ポリペプチドおよび脱アミド変異体を含むポリペプチド溶液の生物活性を改変する方法
であって、線形溶出ＡＩＥＸクロマトグラフィにより、前記脱アミド変異体から前記ポリ
ペプチドを分離する工程と、前記精製されたポリペプチドおよび脱アミド変異体を所定の
量で混合して、前記ポロペプチド溶液の所望の生物活性を得る工程とを含む方法。
[項目５０]
　前記１つ以上の脱アミド残基は、前記シュードモナス（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）外毒
素またはその変異体に存在する項目２４～２７のいずれか一項に記載の方法。
[項目５１]
　前記免疫複合体は、配列番号１のアミノ酸配列によりコードされ、かつ配列番号１の３
５８位が脱アミド化されている項目４７に記載の方法。
[項目５２]
　前記封入体から単離された前記ポリペプチドまたは免疫複合体をリフォールディングす
る工程は、約９．０～約１０．５の範囲のｐＨで封入体を可溶化することを含む項目３に
記載の方法。
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[項目５３]
　前記封入体から単離された前記ポリペプチドまたは免疫複合体をリフォールディングす
る工程は、封入体をｐＨ１０．５、ｐＨ１０．０、ｐＨ９．５、またはｐＨ９．０で可溶
化する工程を含む項目３または５２に記載の方法。
【図面の簡単な説明】
【００１８】
【図１】ＣＡＴ－８０１５標準試料のイオン交換クロマトグラフィ（ＩＥＣ）プロファイ
ルを示すグラフ。ＣＡＴ－８０１５のプレピークは、不活性な脱アミドまたはイソ－脱ア
ミドＣＡＴ－８０１５の大部分を示し、一方主ピークは活性で完全なＣＡＴ－８０１５免
疫複合体の大部分を含む。
【図２】試料におけるＣＡＴ－８０１５の相対的効力のパーセントとプレピークのパーセ
ントとの相関を示すグラフ。
【図３】Ｑ　Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ　ＨＰクロマトグラフィによる、ＣＡＴ－８０１５のベ
ンチ規模精製の溶出プロファイルを示すグラフ。ＣＡＴ－８０１５は、Ｑ　Ｓｅｐｈａｒ
ｏｓｅ　ＨＰを使用して精製された。活性で完全なＣＡＴ－８０１５の大部分は、画分Ｄ
５、Ｄ７およびＤ９（ピーク上に示すＤ３～Ｄ１２に亘る主ピーク）に存在した。
【図４】ＱＨＰロードおよび溶出液プール試料のＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析（ベンチ規模精製
）。レーン１はＱＨＰロードプールに対応し、レーン２はＱＨＰ溶出液プールに対応し、
レーン３はＣＡＴ－８０１５標準試料に対応する。
【図５】Ｑ　Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ　ＨＰクロマトグラフィによるＣＡＴ－８０１５の大規
模精製。ＣＡＴ－８０１５はＱ　Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ　ＨＰを使用して精製された。この
図と表３に示すように、活性で完全なＣＡＴ－８０１５の大部分は、画分５、６および７
に存在した。
【図６】ＱＨＰロードプール試料および溶出液プール試料のＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析（大規
模精製）。レーン１はＱＨＰローディングプールに対応し、レーン２はＱＨＰ溶出液プー
ルに対応する。
【図７】実施例６で説明するように、ＨＡ生成物中のプレピークのパーセントを可溶化ｐ
Ｈの関数として示したグラフ。
【発明を実施するための形態】
【００１９】
　本発明は、ポリペプチドまたは免疫複合体およびこれらの酸性変異体を含む溶液から、
活性なポリペプチドまたは免疫複合体を精製する方法を提供する。一実施形態では、酸性
変異体は、ポリペプチドまたは免疫複合体の脱アミド形態を含む。陰イオン交換カラムか
らの予期した溶出挙動とは異なって、塩の勾配溶出条件の下では、脱アミド変異体の大半
は完全なポリペプチドに先立って溶出する。これらの方法の詳細が、本明細書中に記載れ
ている。
【００２０】
　用語「ポリペプチド」、「ペプチド」、「タンパク質」および「タンパク質フラグメン
ト」は、本明細書では、アミノ酸残基のポリマーを指す同義語として使用される。これら
の用語は、１つ以上のアミノ酸残基が、対応する天然アミノ酸に対して人工的な化学模倣
物であるアミノ酸ポリマーにも、また天然のアミノ酸ポリマーや非天然のアミノ酸ポリマ
ーにも適用される。
【００２１】
　用語「アミノ酸」は、天然および合成アミノ酸、ならびにアミノ酸類似物、および天然
アミノ酸と類似の機能を有するアミノ酸模倣物をいう。天然アミノ酸は、遺伝子コードで
コードされたもの、および後で改変されたアミノ酸、例えば、ヒドロキシプロリン、ガン
マ－カルボキシグルタミン酸塩およびＯ－ホスホセリンなどである。アミノ酸類似物は、
天然アミノ酸と同じ基本化学構造、例えば、水素、カルボキシル基、アミノ基およびＲ基
と結合したアルファ炭素などを有する化合物、例えば、ホモセリン、ノルロイシン、メチ
オニンスルホキシド、メチオニンメチルスルホニウムをいう。そのような類似物は、改変
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されたＲ基（例えば、ノルロイシン）、または改変されたペプチド主鎖を有することがで
きるが、天然アミノ酸と同じ基本化学構造を維持する。アミノ酸模倣物は、アミノ酸の一
般的な化学構造とは異なる構造を有するが、天然アミノ酸に類似した機能を有する化合物
をいう。負荷電アミノ酸としては、アスパラギン酸（またはアスパラギン酸塩）およびグ
ルタミン酸（またはグルタミン酸塩）が挙げられる。正荷電アミノ酸としては、アルギニ
ン、ヒスチジン、およびリシンが挙げられる。
【００２２】
　本明細書において、精製すべき「組成物」は、目的のポリペプチドと１種以上の不純物
とを含む。組成物は、「部分的に精製する」（すなわち、本明細書に記載する非親和性ク
ロマトグラフィなどによる１つ以上の精製工程にかけられている）ことができ、またはポ
リペプチドを生成する宿主細胞または器官から直接得ることができる（例えば、組成物は
、取り込んだ細胞の培養液を含むことができる）。
【００２３】
　用語「ポリペプチド」または「目的のポリペプチド」または「目的のタンパク質」およ
び「標的タンパク質」または「タンパク質」は、同義語として使用され、本発明の方法に
より、タンパク質および他の物質（目的のポリペプチドの酸性変異体など）との混合物か
ら精製されるべき、抗体または免疫複合体（本明細書で定義されているもの）などのタン
パク質またはポリペプチドをいう。
【００２４】
　「酸性変異体」は、目的のポリペプチドより酸性度が高い（例えば、陽イオン交換クロ
マトグラフィにより測定される）、ポリペプチドまたは免疫複合体の変異体である。酸性
変異体の例として、脱アミド変異体がある。
【００２５】
　脱アミドタンパク質は、グルタミンからグルタミン酸への転換などのように、フリーの
アミド官能基のいくつかまたは全てをカルボン酸へと加水分解させたものである。この反
応速度は、一次配列、３次元構造、ｐＨ、温度、緩衝液の種類、イオン強度および他の溶
液特性に依存する。重要なのは、脱アミド反応は分子に負の電荷を導入することである。
以下でさらに説明するように、タンパク質の脱アミド化は、タンパク質の活性に悪影響を
与え得る。
【００２６】
　本明細書では、用語「抗体」および「免疫グロブリン」は、最も広い意味において同義
語として使用され、モノクローナル抗体（例えば、完全長または完全なモノクローナル抗
体）、ポリクローナル抗体、多価抗体、多重特異性抗体（例えば、所望の生物学的活性を
示す限りにおいての二重特異性抗体）、および本明細書に記載する抗体フラグメントを含
む。用語「二重特異性抗体」とは、２つの異なる結合特異性を有する任意の抗体を含むこ
とを意図するものである。すなわち、この抗体は、同じ標的抗原上、または、より一般的
には、異なる標的抗原上に位置し得る２つの異なるエピトープに結合する。
【００２７】
　天然抗体および免疫グロブリンは、通常、約１５０，０００ダルトンのヘテロ四量体糖
タンパク質であり、２つの同じ軽鎖（Ｌ）および２つの同じ重鎖（Ｈ）から構成される。
各軽鎖は１つのジスルフィド共有結合により重鎖と結合するが、異なる免疫グロブリンア
イソタイプの重鎖間のジスルフィド結合の数は変化する。各重鎖および軽鎖はまた、一定
の間隔を置いて鎖内ジスルフィド架橋を有している。各重鎖は一端に可変ドメイン（ＶＨ

）を有し、その後に複数の定常ドメインを有する。各軽鎖は一端に可変ドメイン（ＶＬ）
を有し、他端に定常ドメインを有する。軽鎖の定常ドメインは、重鎖の最初の定常ドメイ
ンと並び、軽鎖の可変ドメインは重鎖の可変ドメインと並んでいる。特定のアミノ酸残基
は、軽鎖と重鎖の可変ドメイン間のインターフェースを形成すると考えられている（Ｃｌ
ｏｔｈｉａ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．１８６，６５１－６６，１９８５；
Ｎｏｖｏｔｎｙ　ａｎｄ　Ｈａｂｅｒ，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ
　８２，４５９２－４５９６（１９８５））。５つのヒト免疫グロブリンクラスが、重鎖
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の構成に基づいて定義され、ＩｇＧ、ＩｇＭ、ＩｇＡ、ＩｇＥおよびＩｇＤと名付けられ
ている。ＩｇＧクラスおよびＩｇＡクラスの抗体は、さらにサブクラスに、すなわち、Ｉ
ｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３およびＩｇＧ４と、ＩｇＡ１およびＩｇＡ２に分類される。
ＩｇＧ、ＩｇＡおよびＩｇＤ抗体の重鎖は、ＣＨ１、ＣＨ２およびＣＨ３と呼ばれる３つ
の定常領域ドメインを有し、ＩｇＭおよびＩｇＥ抗体の重鎖は、ＣＨ１、ＣＨ２、ＣＨ３
およびＣＨ４の４つの定常領域ドメインを有する。したがって、重鎖は１つの可変領域と
３つまたは４つの定常領域を有する。免疫グロブリンの構造と機能は、例えば、Ｈａｒｌ
ｏｗ　ｅｔ　ａｌ．，Ｅｄｓ．，Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍ
ａｎｕａｌ，Ｃｈａｐｔｅｒ　１４，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏ
ｒａｔｏｒｙ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ（１９８８）に概説されている。
【００２８】
　用語「抗体フラグメント」は、完全な抗体の一部をいい、かつ完全な抗体の抗原決定可
変領域をいう。抗体フラグメントの例としては、Ｆａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ（ａｂ’）２、Ｆ
ｖおよび単鎖Ｆｖフラグメント、線形フラグメント、単鎖抗体、および抗体フラグメント
から形成された多重特異性抗体が挙げられるが、特にこれらに限定されない。
【００２９】
　用語「モノクローナル抗体」は、本明細書では、実質的に均一な抗体の集団から得られ
る抗体をいう。すなわち、集団を構成する個々の抗体が、わずかに存在し得る、自然に発
生し得る突然変異体を除いて同じである。モノクローナル抗体は特異性が高く、単一の抗
原に結合する。さらに、通常、異なる決定基（エピトープ）に対する異なる抗体を含むポ
リクローナル抗体の調製物とは異なり、各モノクローナル抗体は抗原上の単一の決定基を
対象とする。抗体が「選択的に結合する」または「特異的に結合する」とは、抗体が、無
関係のタンパク質を含む代替物質よりも、エピトープに対して、より頻繁に、より急速に
、より長時間にわたって、より強い親和性で、またはこれらのいくつかの組み合わせで、
反応、または結びつくことを意味する。「選択的に結合する」または「特異的に結合する
」とは、例えば、抗体が、少なくとも約０．１ｍＭ、より一般的には少なくとも約１μＭ
のＫＤでタンパク質と結合することを意味する。「選択的に結合する」または「特異的に
結合する」とは、抗体が、時には少なくとも約０．１μＭまたはより良好なＫＤで、他の
時には少なくとも約０．０１μＭまたはより良好なＫＤで、タンパク質と結合することを
、時には意味する。異なる種の相同タンパク質の間に配列の同一性があるために、特異的
結合には、腫瘍細胞マーカータンパク質を１種以上の種の中で認識する抗体が含まれ得る
。
【００３０】
　本明細書の抗体には、特に、重鎖および／または軽鎖の一部は、特定の種に由来するか
、または特定の抗体クラスもしくはサブクラスに属する抗体の、対応する配列と同一また
は相同であるが、鎖の残りの部分は、他の種に由来するか、または他の抗体クラスもしく
はサブクラスに属する抗体、およびそのような抗体のフラグメント（これらが所望の生物
学的活性を示す限り）の、対応する配列と同一または相同である「キメラ」抗体が含まれ
る（米国特許第４，８１６，５６７号明細書；およびＭｏｒｒｉｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ，Ｐ
ｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８１：６８５１－６８５５（１９８４）
）。
【００３１】
　非ヒト（例えば、マウスなど）抗体の「ヒト化」形態は、非ヒト免疫グロブリン由来の
最小限の配列を含むキメラ抗体である。ほとんどの場合、ヒト化抗体は、レシピエントの
高度可変領域の残基が、所望の特異性、親和性および能力を有するマウス、ラット、ウサ
ギ、または非ヒト霊長目動物などの非ヒト種（ドナー抗体）の高度可変領域の残基によっ
て置換されている、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）残基が、対応する非ヒト残基で置換され
る。さらに、ヒト化抗体は、レシピエント抗体またはドナー抗体中には見られない残基を
含むことができる。これらの改質は、抗体の働きをさらに高めるために行われる。一般に
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、ヒト化抗体は、高度可変領域ループの全てまたは実質的に全てが非ヒト免疫グロブリン
のそれに対応し、ＦＲの全てまたは実質的に全てがヒト免疫グロブリン配列のそれである
、少なくとも１つ、通常は２つの可変ドメインの全てを実質的に含むであろう。ヒト化抗
体はまた、任意選択により、免疫グロブリンの定常領域（Ｆｃ）、通常はヒト免疫グロブ
リンの定常領域の少なくとも一部を含むであろう。詳しくは、Ｊｏｎｅｓ　ｅｔ　ａｌ．
，Ｎａｔｕｒｅ　３２１：５２２－５２５（１９８６）；Ｒｉｅｃｈｍａｎｎ　ｅｔ　ａ
ｌ．，Ｎａｔｕｒｅ　３３２：３２３－３２９（１９８８）；およびＰｒｅｓｔａ，Ｃｕ
ｒｒ．Ｏｐ．Ｓｔｒｕｃｔ．Ｂｉｏｌ．２：５９３－５９６（１９９２）を参照されたい
。次のレビュー記事、およびそこでの引用文献も参照されたい。Ｖａｓｗａｎｉ　ａｎｄ
　Ｈａｍｉｌｔｏｎ，Ａｎｎ．Ａｌｌｅｒｇｙ，Ａｓｔｈｍａ　＆　Ｉｍｍｕｎｏｌ．１
：１０５－１１５（１９９８）；Ｈａｒｒｉｓ，Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．Ｔｒａｎｓａ
ｃｔｉｏｎｓ　２３：１０３５－１０３８（１９９５）；Ｈｕｒｌｅ　ａｎｄ　Ｇｒｏｓ
ｓ，Ｃｕｒｒ．Ｏｐ．Ｂｉｏｔｅｃｈ．５：４２８－４３３（１９９４）。
【００３２】
　「ヒト抗体」は、ヒトにより産生された抗体、および／または本明細書に記載するヒト
抗体の作製手法を使用して作製された抗体のアミノ酸配列に対応するアミノ酸配列を有す
るものである。このヒト抗体の定義は、非ヒト抗原結合残基を含むヒト化抗体を明確に排
除する。
【００３３】
　本明細書では、用語「免疫複合体」または「複合体」または「免疫毒素」は、細胞結合
剤（例えば、抗ＣＤ２２抗体またはそのフラグメント）に結合し、一般式：Ｃ－Ｌ－Ａ（
但し、Ｃ＝細胞毒、Ｌ＝リンカー、およびＡ＝細胞結合剤（例えば、抗ＣＤ２２抗体また
は抗体フラグメント））で定義される化合物またはその誘導体をいう。免疫複合体はまた
、順序を逆にした一般式：Ａ－Ｌ－Ｃで定義することもできる。
【００３４】
　本明細書では、用語「細胞毒」または「細胞毒薬物」は、細胞機能の抑制または妨害、
および／または細胞の破壊を引き起こす物質をいう。この用語は、放射性同位元素（例え
ば、Ａｔ２１１、Ｉ１３１、Ｉ１２５、Ｙ９０、Ｒｅ１８８、Ｓｍ１５３、Ｂｉ２１２、
Ｐ３２およびＬｕの放射性同位元素）、化学療法薬、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、ダウノルビシンまたは
他の挿入剤、核酸分解酵素などの酵素およびそのフラグメント、抗生物質、および低分子
毒素、または細菌、真菌、植物もしくは動物起源の酵素活性を有する毒素（これらのフラ
グメントおよび／または変異体を含む）、ならびに、後述する各種の抗腫瘍剤または抗癌
剤を含むことを意図している。細胞毒薬物の例としては、アブリン、リシン、シュードモ
ナス（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）外毒素（ＰＥ）、ジフテリア毒素（ＤＴ）、ボツリヌス
毒素、またはこれらの改質毒素が挙げられるが、これらに限定されない。例えば、ＰＥお
よびＤＴは、典型的には肝毒性によって死に至る高毒性の化合物である。しかしながら、
ＰＥおよびＤＴは、この毒素固有の標的成分（例えば、ＰＥドメイン１ａまたはＤＴのＢ
鎖）を除去し、抗体などの異なる標的部分で置き換えることにより、免疫毒素として使用
する形態に改変することができる。
【００３５】
　いくつかの実施形態では、毒素はシュードモナス（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）外毒素で
ある。シュードモナス（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）外毒素Ａ（ＰＥ）は、非常に活性な単
量体タンパク質（分子量６６ｋＤ）であり、シュードモナス・アエルギノーサ（Ｐｓｅｕ
ｄｏｍｏｎａｓ　ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ）により分泌され、伸長因子２（ＥＦ－２）を、
そのＡＤＰ－リボシル化を触媒する（酸化されたＮＡＤのＡＤＰリボシル部分のＥＦ－２
への転移を触媒する）ことにより不活性化させて、真核細胞におけるタンパク質の合成を
阻害する。
【００３６】
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　この毒素は、細胞毒性を引き起こすために協調して作用する３つの構造ドメインを含む
。ドメインＩａ（１～２５２位のアミノ酸）は細胞結合を仲介する。ドメインＩＩ（２５
３～３６４位のアミノ酸）はサイトゾルへの移行を担い、ドメインＩＩＩ（４００～６１
３位のアミノ酸）は伸長因子２のＡＤＰリボシル化を仲介し、これがタンパク質を不活性
化させ、細胞死を引き起こす。ドメインＩｂ（３６５～３９９位のアミノ酸）の機能は、
依然未定義であるが、その大部分である３６５～３８０位のアミノ酸は細胞毒性を喪失さ
せずに削除することができる。Ｓｉｅｇａｌｌ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ
．２６４：１４２５６－１４２６１（１９８９）を参照されたい。
【００３７】
　本発明で使用するシュードモナス（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）外毒素（ＰＥ）には、天
然配列、天然配列の細胞毒フラグメント、ならびに天然ＰＥおよびその細胞毒フラグメン
トを保存的に改変した変異体が含まれる。ＰＥの細胞毒フラグメントには、その後の標的
細胞中でタンパク質の分解その他の処理（例えば、タンパク質またはプレタンパク質とし
て）を行うか否かにかかわらず、細胞毒性を有するものが含まれる。ＰＥの細胞毒フラグ
メントとしては、ＰＥ４０、ＰＥ３８、およびＰＥ３５が挙げられる。ＰＥ４０は当該技
術分野で既に説明がなされているように、ＰＥの短縮誘導体である。Ｐａｉ　ｅｔ　ａｌ
．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，８８：３３５８－６２（１９９１
）；Ｋｏｎｄｏ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２６３：９４７０－９４７５
（１９８８）を参照されたい。ＰＥ３８は、天然ＰＥの２５３～３６４位および３８１～
６１３位のアミノ酸からなる短縮ＰＥである。ＰＥ３５は、天然ＰＥの２８０位のメチオ
ニン（Ｍｅｔ）、それに続く２８１～３６４位および３８１～６１３位のアミノ酸からな
る、３５ｋＤのＰＥのカルボキシル末端フラグメントである。一実施形態では、細胞毒フ
ラグメントＰＥ３８を使用する。ＰＥ３８は、細胞中で処理して細胞毒形態に活性化させ
ることができるプロタンパク質である。
【００３８】
　「ＰＥ免疫複合体」または「ＰＥ免疫毒素」は、抗体またはその抗原結合フラグメント
と、ＰＥ毒素またはその変異体とを含む免疫複合体または免疫毒素である。
【００３９】
　ポリペプチドおよび１種以上の不純物を含む組成物からポリペプチドまたは免疫複合体
を「精製する」とは、組成物から少なくとも１種の不純物を（完全に、または部分的に）
除去することにより、組成物中のポリペプチドの純度を高めることを意味する。本発明で
は、親和性クロマトグラフィの工程を使用せずに精製を行う。
【００４０】
　用語「クロマトグラフィ」は、混合物の個々の溶質が移動相の影響下に固定媒体中を移
動する速度、すなわち結合および溶出プロセスに差があることにより、混合物中の目的の
溶質を混合物中の他の溶質から分離する方法をいう。
【００４１】
　用語「イオン交換」および「イオン交換クロマトグラフィ」は、混合物中の溶質不純物
または汚染物質よりも、目的の溶質が、荷電化合物とより強くまたはより弱く非特異的に
相互作用するように、混合物中の目的の溶質（タンパク質など）が、固相イオン交換物質
に結合した（共有結合などにより）荷電化合物と相互作用するクロマトグラフィ法をいう
。混合物中の汚染性溶質は、目的の溶質よりも、イオン交換物質のカラムから、より速く
もしくはより遅く溶出するか、または目的の溶質と比べて、樹脂と結合するかもしくは樹
脂から排除される。具体的には、「イオン交換クロマトグラフィ」には陽イオン交換、陰
イオン交換および混合モードクロマトグラフィが含まれる。
【００４２】
　「イオン交換物質」という句は、負に帯電（すなわち、陽イオン交換樹脂）または正に
帯電（すなわち、陰イオン交換樹脂）した固相を意味する。帯電は、１種以上の荷電リガ
ンドを、例えば共有結合により固相と結合させることにより行うことができる。あるいは
、またはさらに、帯電は固相固有の特性であってもよい（例えば、全体として負に帯電し
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ているシリカの場合のように）。
【００４３】
　「陰イオン交換樹脂」は、正に帯電し、したがって、固相に結合した１種以上の正荷電
リガンドを有する固相をいう。第４級アミノ基など、陰イオン交換樹脂の形成に適した、
固相に結合する正荷電リガンドであれば、いかなるものも使用することができる。商業的
に入手可能な陰イオン交換樹脂としては、Ａｐｐｌｉｅｄ　ＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓのＤＥ
ＡＥセルロース、Ｐｏｒｏｓ　ＰＩ　２０、ＰＩ　５０、ＨＱ　１０、ＨＱ　２０、ＨＱ
　５０、Ｄ　５０、ＳａｒｔｏｒｉｕｓのＳａｒｔｏｂｉｎｄ　Ｑ、Ｊ．Ｔ．Ｂａｋｅｒ
のＭｏｎｏＱ、ＭｉｎｉＱ、Ｓｏｕｒｃｅ　１５Ｑおよび３０Ｑ、Ｑ、ＤＥＡＥおよびＡ
ＮＸ　Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ　Ｆａｓｔ　Ｆｌｏｗ、Ｑ　Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ　Ｈｉｇｈ　
Ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ、ＱＡＥ　ＳＥＰＨＡＤＥＸ（商標）およびＦＡＳＴ　Ｑ　ＳＥ
ＰＨＡＲＯＳＥ（商標）（ＧＥ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ）、ＷＰ　ＰＥＩ、ＷＰ　ＤＥＡ
Ｍ、ＷＰ　ＱＵＡＴ、Ｂｉｏｃｈｒｏｍ　Ｌａｂｓ　Ｉｎｃ．のＨｙｄｒｏｃｅｌｌ　Ｄ
ＥＡＥおよびＨｙｄｒｏｃｅｌｌ　ＱＡ、ＢｉｏｒａｄのＵＮＯｓｐｈｅｒｅ　Ｑ、Ｍａ
ｃｒｏ－Ｐｒｅｐ　ＤＥＡＥおよびＭａｃｒｏ－Ｐｒｅｐ　Ｈｉｇｈ　Ｑ、Ｐａｌｌ　Ｔ
ｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓのＣｅｒａｍｉｃ　ＨｙｐｅｒＤ　Ｑ、ｃｅｒａｍｉｃ　Ｈｙｐ
ｅｒＤ　ＤＥＡＥ、Ｔｒｉｓａｃｒｙｌ　ＭおよびＬＳ　ＤＥＡＥ、Ｓｐｈｅｒｏｄｅｘ
　ＬＳ　ＤＥＡＥ、ＱＭＡ　Ｓｐｈｅｒｏｓｉｌ　ＬＳ、ＱＭＡ　Ｓｐｈｅｒｏｓｉｌ　
ＭおよびＭｕｓｔａｎｇ　Ｑ、Ｄｏｗ　Ｌｉｑｕｉｄ　ＳｅｐａｒａｔｉｏｎｓのＤＯＷ
ＥＸ　Ｆｉｎｅ　Ｍｅｓｈ　Ｓｔｒｏｎｇ　Ｂａｓｅ　Ｔｙｐｅ　Ｉ　ａｎｄ　Ｔｙｐｅ
　ＩＩ　Ａｎｉｏｎ　ＲｅｓｉｎｓおよびＤＯＷＥＸ　ＭＯＮＯＳＰＨＥＲ　Ｅ　７７、
弱塩基陰イオン、ＭｉｌｌｉｐｏｒｅのＩｎｔｅｒｃｅｐｔ　Ｑ　ｍｅｍｂｒａｎｅ、Ｍ
ａｔｒｅｘ　Ｃｅｌｌｕｆｉｎｅ　Ａ２００、Ａ５００、Ｑ５００およびＱ８００、ＥＭ
ＤのＦｒａｃｔｏｇｅｌ　ＥＭＤ　ＴＭＡＥ、Ｆｒａｃｔｏｇｅｌ　ＥＭＤ　ＤＥＡＥお
よびＦｒａｃｔｏｇｅｌ　ＥＭＤ　ＤＭＡＥ、Ｓｉｇｍａ－ＡｌｄｒｉｃｈのＡｍｂｅｒ
ｌｉｔｅ　ｗｅａｋ　ｓｔｒｏｎｇ　ａｎｉｏｎ　ｅｘｃｈａｎｇｅｒｓ　ｔｙｐｅ　Ｉ
　ａｎｄ　ＩＩ、ＤＯＷＥＸ　ｗｅａｋ　ａｎｄ　ｓｔｒｏｎｇ　ａｎｉｏｎ　ｅｘｃｈ
ａｎｇｅｒｓ　ｔｙｐｅ　Ｉ　ａｎｄ　ＩＩ、Ｄｉａｉｏｎ　ｗｅａｋ　ａｎｄ　ｓｔｒ
ｏｎｇ　ａｎｉｏｎ　ｅｘｃｈａｎｇｅｒｓ　ｔｙｐｅ　Ｉ　ａｎｄ　ＩＩ、Ｄｕｏｌｉ
ｔｅ、東ソー株式会社のＴＳＫ　ｇｅｌ　Ｑ、およびＤＥＡＥ　５ＰＷおよび５ＰＷ－Ｈ
Ｒ、Ｔｏｙｏｐｅａｒｌ　ＳｕｐｅｒＱ－６５０Ｓ、６５０Ｍおよび６５０Ｃ、ＱＡＥ－
５５０Ｃおよび６５０Ｓ、ＤＥＡＥ－６５０Ｍおよび６５０Ｃ、ＷｈａｔｍａｎのＱＡ５
２、ＤＥ２３、ＤＥ３２、ＤＥ５１、ＤＥ５２、ＤＥ５３、Ｅｘｐｒｅｓｓ－Ｉｏｎ　Ｄ
およびＥｘｐｒｅｓｓ－Ｉｏｎ　Ｑが挙げられる。
【００４４】
　「固相」は、１種以上の荷電リガンドが付着することができる非水性マトリックスを意
味する。固相は、精製カラム、ばらばらの粒子からなる不連続相、膜またはフィルターな
どであってよい。固相を形成する物質の例としては、ポリサッカリド（アガロースおよび
セルロースなど）、ならびにシリカ（例えば、制御された多孔質ガラス）、ポリ（スチレ
ンジビニル）ベンゼン、ポリアクリルアミド、セラミック粒子、およびこれらの任意の派
生物などの機械的に安定な他のマトリックスが挙げられる。
【００４５】
　本明細書において、目的の分子と、固相マトリックスに結合しているリガンドとの相互
作用を説明するためなどに使用される用語「特異的結合」は、結合部位における静電力、
水素結合、疎水性力および／またはファンデルワールス力と、結合部位におけるタンパク
質とリガンドの構造の空間的相補性とが組み合わされた複合効果による、目的のタンパク
質のリガンドへの一般的な可逆的結合をいう。結合部位における空間的相補性が大きく、
かつ他の力が強いほど、それぞれのリガンドに対するタンパク質の結合特異性は強くなる
であろう。特異的結合の例としては、抗体－抗原結合、酵素－基質結合、酵素－補助因子
結合、金属イオンキレート化、ＤＮＡ結合性タンパク質－ＤＮＡ結合、調節タンパク質－
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タンパク質相互作用などが挙げられるが、これらに限定されない。
【００４６】
　本明細書において、目的の分子と、固相マトリックスに結合しているリガンドまたは他
の化合物との相互作用を説明するためなどに使用される用語「非特異的結合」は、相互作
用部位における静電力、水素結合、疎水性力および／またはファンデルワールス力により
、目的のタンパク質が固相マトリックス上のリガンドまたは化合物に結合することをいう
が、非構造的な力の効果を高める構造的相補性は有さない。非特異的相互作用の例として
は、静電力、疎水性力およびファンデルワールス力の他、水素結合も挙げられるが、これ
らに限定されない。
【００４７】
　「塩」は、酸と塩基との相互作用によって生成する化合物である。本発明に有用な塩と
しては、酢酸塩（例えば、酢酸ナトリウム）、クエン酸塩（例えば、クエン酸ナトリウム
）、塩化物（例えば、塩化ナトリウム）、硫酸塩（例えば、硫酸ナトリウム）またはカリ
ウム塩が挙げられるが、これらに限定されない。
【００４８】
　用語「洗剤」は、ポリソルベート（例えば、ポリソルベート２０または８０）；ポロキ
サマ（例えば、ポロキサマ１８８）；Ｔｒｉｔｏｎ；ドデシル硫酸ナトリウム（ＳＤＳ）
；ラウリル硫酸ナトリウム；オクチルグリコシドナトリウム；ラウリル－、ミリスチル－
、リノレイル－またはステアリル－スルホベタイン；ラウリル－、ミリスチル－、リノレ
イル－またはステアリル－サルコシン；リノレイル－、ミリスチル－またはセチル－ベタ
イン；ラウロアミドプロピル－、コカミドプロピル－、リノールアミドプロピル－、ミリ
ストアミドプロピル－、パルミドプロピル－またはイソステアラミドプロピル－ベタイン
（例えば、ラウロアミドプロピル）；ミリストアミドプロピル－、パルミドプロピル－ま
たはイソステアラミドプロピル－ジメチルアミン；ナトリウムメチルココイル－またはナ
トリウムメチルオレオイル－タウレート；およびＭＯＮＡＱＵＡＴ（商標）シリーズ（Ｍ
ｏｎａ　Ｉｎｄｕｓｔｒｉｅｓ，　Ｉｎｃ．，Ｐａｔｅｒｓｏｎ、Ｎ．Ｊ．）などのイオ
ン性または非イオン性の界面活性剤をいう。有用な洗剤は、ポリソルベート２０（ＴＷＥ
ＥＮ　２０（登録商標））またはポリソルベート８０（ＴＷＥＥＮ　８０（登録商標））
などのポリソルベートである。
【００４９】
　本発明で使用する「緩衝液」は、酸－塩基複合体成分の作用によって、酸または塩基の
添加によるｐＨの変化に抵抗する溶液である。本発明の方法では、緩衝液の所望のｐＨと
精製プロセスの特定の工程に応じて、各種の緩衝液を使用することができる［Ｂｕｆｆｅ
ｒｓ．Ａ　Ｇｕｉｄｅ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ　ａｎｄ　Ｕｓｅ　ｏ
ｆ　Ｂｕｆｆｅｒｓ　ｉｎ　Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｓｙｓｔｅｍｓ，Ｇｕｅｆｆｒｏｙ
，Ｄ．，ｅｄ．Ｃａｌｂｉｏｃｈｅｍ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ（１９７５）を参照され
たい］。本発明の方法に望ましい範囲のｐＨに制御するために使用することができる緩衝
液成分の例としては、酢酸塩、クエン酸塩、ヒスチジン、リン酸塩、酢酸アンモニウムな
どのアンモニウム緩衝液、コハク酸塩、ＭＥＳ、ＣＨＡＰＳ、ＭＯＰＳ、ＭＯＰＳＯ、Ｈ
ＥＰＥＳ、Ｔｒｉｓなどの他に、これらＴＲＩＳ－リンゴ酸－ＮａＯＨ、マレイン酸塩、
クロロ酢酸塩、ギ酸塩、安息香酸塩、プロピオン酸塩、ピリジン、ピペラジン、ＡＤＡ、
ＰＩＰＥＳ、ＡＣＥＳ、ＢＥＳ、ＴＥＳ、トリシン、ビシン、ＴＡＰＳ、エタノールアミ
ン、ＣＨＥＳ、ＣＡＰＳ、メチルアミン、ピペリジン、Ｏ－ホウ酸、炭酸、乳酸、ブタン
二酸、ジエチルマロン酸、グリシルグリシン、ＨＥＰＰＳ、ＨＥＰＰＳＯ、イミダゾール
、フェノール、ＰＯＰＳＯ、コハク酸塩、ＴＡＰＳ、アミンベースの、ベンジルアミン、
トリメチルまたはジメチルまたはエチルまたはフェニルアミン、エチレンジアミン、また
はモルフォリンの組み合わせが挙げられるが、これらに限定されない。必要に応じて、緩
衝液中に追加成分（添加剤）を含有させることができ、例えば、塩化ナトリウム、硫酸ナ
トリウムおよび塩化カリウムなどの塩を、緩衝液のイオン強度の調節に使用することがで
き、また、アミノ酸（グリシンおよびヒスチジンなど）、カオトロープ（尿素など）、ア



(16) JP 6061853 B2 2017.1.18

10

20

30

40

50

ルコール（エタノール、マンニトール、グリセロールおよびベンジルアルコールなど）、
洗剤（上記参照）、および糖（スクロース、マンニトール、マルトース、トレハロース、
グルコースおよび果糖など）などの他の添加剤を含有させることができる。使用する緩衝
液成分および添加剤と、それらの濃度は、本発明で実施するクロマトグラフィの種類によ
って変えることができる。
【００５０】
　「ローディング緩衝液」は、目的のポリペプチド分子と１種以上の不純物とを含む組成
物を、イオン交換樹脂にロードするために使用されるものである。ローディング緩衝液は
、目的のポリペプチド分子（および、一般には、１種以上の不純物）がイオン交換樹脂に
結合するか、または不純物が樹脂に結合している間、目的のタンパク質がカラム内を流れ
るような、電気伝導率および／またはｐＨを有する。
【００５１】
　本明細書中で使用されるとき、用語「洗浄緩衝液」は、目的のポリペプチド分子を溶出
させる前に、イオン交換樹脂を洗浄または再平衡化させるために使用する緩衝液をいう。
都合のよいことに、洗浄緩衝液とローディング緩衝液が同じであってよい。しかし、この
ことは要求されない。
【００５２】
　「溶出緩衝液」は、目的のポリペプチドを固相から溶出するために使用される。溶出緩
衝液の電気伝導率および／またはｐＨは、目的のポリペプチドがイオン交換樹脂から溶出
されるような値である。
【００５３】
　ポリペプチドの「ｐＩ」または「等電点」は、ポリペプチドの正電荷がその負電荷とバ
ランスするｐＨをいう。ｐＩは、アミノ酸残基またはポリペプチド結合炭水化物のシアル
酸残基の正味の電荷から計算するか、または等電点電気泳動により測定することができる
。
【００５４】
　分子をイオン交換物質に「結合させる」とは、分子とイオン交換物質の１つまたは複数
の荷電基との間のイオン的相互作用によって、分子がイオン交換物質の内部または表面上
に可逆的に固定化されるように、その分子を適当な条件（ｐＨ／電気伝導率）下でイオン
交換物質に暴露することを意味する。
【００５５】
　イオン交換物質を「洗浄する」とは、イオン交換物質の内部または表面に適当な緩衝液
を流すことを意味する。
【００５６】
　イオン交換物質から分子（例えば、ポリペプチドまたは不純物）を「溶出させる」とは
、イオン交換物質上の荷電部位に対し緩衝液とその分子が競合するように、イオン交換物
質を取り囲む緩衝液のイオン強度を変えることによって、その分子をイオン交換物質から
除去することを意味する。
【００５７】
　本開示および請求項で使用されるとき、単数形の「ａ」、「ａｎ」および「ｔｈｅ」に
は、文脈がそうではないことを明確に示していない限り、複数形が含まれる。
【００５８】
　本明細書において、実施形態が用語「～を含む」を使用して記載されている場合は、常
に、「～からなる」および／または「実質的に～からなる」という用語で記載される別の
類似の実施形態もまた提供されていると理解される。
【００５９】
　本明細書において、「Ａおよび／またはＢ」などの句で使用される場合、用語「および
／または」は、「ＡおよびＢ」、「ＡまたはＢ」、「Ａ」、および「Ｂ」のいずれもを含
むことを意図している。同様に、「Ａ、Ｂおよび／またはＣ」などの句で使用されるとき
、用語「および／または」は、次の各実施形態：Ａ、ＢおよびＣ；Ａ、ＢまたはＣ；Ａま
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たはＣ；ＡまたはＢ；ＢまたはＣ；ＡおよびＣ；ＡおよびＢ；ＢおよびＣ；Ａ（単独）；
Ｂ（単独）；ならびにＣ（単独）を包含することを意図している。
【００６０】
シュードモナス（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）外毒素および他の毒素
　毒素を本発明の抗体と共に使用して、免疫毒素を得ることができる。例示的な毒素とし
ては、リシン、アブリン、ジフテリア毒素およびこれらのサブユニット、ならびにボツリ
ヌス毒素Ａ～Ｆが挙げられる。これらの毒素は商業的供給源（例えば、Ｓｉｇｍａ　Ｃｈ
ｅｍｉｃａｌ　Ｃｏｍｐａｎｙ，Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，Ｍｏ．）から容易に入手することが
できる。ジフテリア毒素は、コリネバクレリウム・ジフテリアエ（Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｌ
ｅｒｉｕｍ　ｄｉｐｈｔｈｅｒｉａｅ）から単離される。リシンは、リキヌス・コムニス
（Ｒｉｃｉｎｕｓ　ｃｏｍｍｕｎｉｓ）（トウゴマの実）からのレクチンＲＣＡ６０であ
る。この用語はまた、この毒素変異体も参照する。例えば、米国特許第５，０７９，１６
３号明細書および同第４，６８９，４０１号明細書を参照されたい。リキヌス・コムニス
（Ｒｉｃｉｎｕｓ　ｃｏｍｍｕｎｉｓ）凝集素（ＲＣＡ）は、それぞれ約６５および１２
０ｋＤの分子量により、ＲＣＡ６０およびＲＣＡ１２０と呼ばれる２つの形態で生ずる（
Ｎｉｃｈｏｌｓｏｎ　＆　Ｂｌａｕｓｔｅｉｎ，Ｊ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．
Ａｃｔａ　２６６：５４３（１９７２））。Ａ鎖はタンパク質合成を不活性化し、細胞を
殺滅する役割を担う。Ｂ鎖は細胞表面のガラクトース残基にリシンを結合させ、サイトゾ
ル中へのＡ鎖の輸送を助ける（Ｏｌｓｎｅｓ，ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ　２４９：６
２７－６３１（１９７４）および米国特許第３，０６０，１６５号明細書）。
【００６１】
　アブリンには、アブルス・プレカロリウス（Ａｂｒｕｓ　ｐｒｅｃａｌｏｒｉｕｓ）か
らの毒性レクチンが含まれる。毒性成分、アブリンａ、ｂ、ｃおよびｄは、約６３および
６７ｋＤの分子量を有し、２本のジスルフィド結合ポリペプチド鎖ＡおよびＢからなる。
Ａ鎖はタンパク質の合成を抑制し、Ｂ鎖（アブリン－ｂ）はＤ－ガラクトース残基に結合
する（Ｆｕｎａｔｓｕ，ｅｔ　ａｌ．，Ａｇｒ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．５２：１０９５（
１９８８）；およびＯｌｓｎｅｓ，Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｅｎｚｙｍｏｌ．５０：３３０－３
３５（１９７８）を参照されたい）
【００６２】
　本発明の好ましい実施形態では、毒素はシュードモナス（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）外
毒素（ＰＥ）である。シュードモナス（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）外毒素（または外毒素
Ａ）は、シュードモナス・アエルギノーサ（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ａｅｒｕｇｉｎｏ
ｓａ）により産生される外毒素である。本明細書では、用語「シュードモナス（Ｐｓｅｕ
ｄｏｍｏｎａｓ）外毒素」は、完全長の天然（天然に存在する）ＰＥ、または改変された
ＰＥをいう。そのような改変には、ドメインＩａの除去、ドメイン１ｂ、ＩＩおよびＩＩ
Ｉの各種アミノ酸の削除、単一アミノ酸の置換、およびカルボキシル末端での、ＫＤＥＬ
（配列番号３）およびＲＤＥＬ（配列番号４）などの１種以上の配列の追加を含み得るが
、これらに限定されない。Ｓｉｅｇａｌｌ，ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２
６４：１４２５６－１４２６１（１９８９）を参照されたい。好ましい実施形態では、Ｐ
Ｅの細胞毒フラグメントは、天然ＰＥの細胞毒性の少なくとも５０％、好ましくは７５％
、より好ましくは少なくとも９０％、最も好ましくは９５％を保持する。最も好ましい実
施形態では、細胞毒フラグメントは、天然ＰＥより高い毒性を有する。
【００６３】
　天然のシュードモナス（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）外毒素Ａ（ＰＥ）は、シュードモナ
ス・アエルギノーサ（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ）により分泌され
る極めて活性の高い単量体タンパク質（分子量６６ｋＤ）であり、真核細胞のタンパク質
合成を抑制する。天然ＰＥの配列は、広く譲渡されている米国特許第５，６０２，０９５
号明細書に示されており、参照することにより本明細書に組み込まれる。作用の方法は、
伸長因子２（ＥＦ－２）のＡＤＰ－リボシル化の不活性化である。この外毒素は、協調し
て細胞毒性を引き起こす３つの構造ドメインを含む。ドメインＩａ（１－２５２位のアミ
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ノ酸）は、細胞結合を仲介する。ドメインＩＩ（２５３－３６４位のアミノ酸）はサイト
ゾルへの転移を担い、ドメインＩＩＩ（４００－６１３位のアミノ酸）は伸長因子２のＡ
ＤＰリボシル化を仲介する。ドメインＩｂ（３６５－３９９位のアミノ酸）の機能は、依
然未定義であるが、その大部分であるアミノ酸３６５－３８０は細胞毒性を損なうことな
く削除することができる。上記のＳｉｅｇａｌｌ，ｅｔ　ａｌ．，（１９８９）を参照さ
れたい。
【００６４】
　本発明で使用するＰＥには、天然配列、天然配列の細胞毒フラグメント、天然ＰＥおよ
びその細胞毒フラグメントを保存的に改変した変異体が含まれる。本発明で有用なＰＥ変
異体は、米国特許第７，３５５，０１２号明細書、ならびに国際公開第２００７／０１６
１５０号パンフレットおよび国際公開第２００９／０３２９５４号パンフレットに記載さ
れている。ＰＥの細胞毒フラグメントには、その後の標的細胞中でタンパク質の分解その
他の処理（例えば、タンパク質またはプレタンパク質として）を行うか否かにかかわらず
、細胞毒性を有するものが含まれる。ＰＥの細胞毒フラグメントとしては、ＰＥ４０、Ｐ
Ｅ３８およびＰＥ３５が挙げられる。
【００６５】
　好ましい実施形態では、ＰＥは、非特異的細胞結合を低減または除去するために、米国
特許第４，８９２，８２７号明細書に教示されているように、しばしばドメインＩａを除
去することによって改変されているが、これはまた、例えば、ドメインＩａのある残基を
変異させることによっても達成することができる。例えば、米国特許第５，５１２，６５
８号明細書には、ドメインＩａは存在するが、ドメインＩａの５７位、２４６位、２４７
位および２４９位の塩基性残基が、酸性残基（グルタミン酸、または「Ｅ」）により置換
されている変異ＰＥでは、非特異的細胞毒性が大きく減少することが開示されている。Ｐ
Ｅのこの変異体は、時にＰＥ４Ｅと呼ばれる。
【００６６】
　ＰＥ４０は、当該技術分野で既に説明がなされているように、天然ＰＥ分子のドメイン
Ｉａが削除されている、ＰＥの短縮誘導体である。Ｐａｉ，ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎ
ａｔ’ｌ　Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８８：３３５８－６２（１９９１）；およびＫｏ
ｎｄｏ，ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２６３：９４７０－９４７５（１９８
８）を参照されたい。ＰＥ３５は、１～２７９位のアミノ酸残基が削除されていて、分子
は２８０位のｍｅｔから始まり、天然ＰＥの２８１～３６４位および３８１～６１３位の
アミノ酸が続く、ＰＥの３５ｋＤのカルボキシル末端フラグメントである。ＰＥ３５およ
びＰＥ４０については、例えば、米国特許第５，６０２，０９５号明細書および同第４，
８９２，８２７号明細書に開示されている。ＰＥ４Ｅは、天然ＰＥの全てのドメインを含
むが、ドメインＩａの５７、２４６、２４７および２４９位の塩基性残基が酸性残基（グ
ルタミン酸または「Ｅ」）により置換されている、ＰＥの形態である。
【００６７】
　いくつかの好ましい実施形態では、細胞毒フラグメントＰＥ３８が使用される。ＰＥ３
８は、２５３～３６４位および３８１～６１３位のアミノ酸からなり、細胞内で処理する
と、活性化されて細胞毒となる、短縮ＰＥプロタンパク質である（例えば、米国特許第５
，６０８，０３９号明細書、同第７，３５５，０１２号明細書、およびＰａｓｔａｎ　ｅ
ｔ　ａｌ．，Ｂｉｏｃｈｉｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ａｃｔａ　１３３３：Ｃ１－Ｃ６（１９
９７）を参照されたい）。
【００６８】
　上述したように、ドメイン１ｂの一部または全部は削除され得るものであり、残りの部
分はリンカーによって結合するか、またはペプチド結合によって直接結合している。ドメ
インＩＩのアミノ部分の一部は削除され得る。そして、Ｃ末端は、天然配列の６０９～６
１３位残基（ＲＥＤＬＫ）（配列番号５）、またはサイトゾルへの移行を構成する能力を
維持することが見出されている、ＲＥＤＬ（配列番号４）またはＫＤＥＬ（配列番号３）
などの変異体、およびこれらの配列の繰り返しを含み得る。例えば、米国特許第５，８５
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４，０４４号明細書、同第５，８２１，２３８号明細書および同第５，６０２，０９５号
明細書、ならびに国際公開第９９／５１６４３号パンフレットを参照されたい。好ましい
実施形態では、ＰＥは、ＰＥ４Ｅ、ＰＥ４０またはＰＥ３８であるが、標的細胞中におけ
る移行およびＥＦ－２リボシル化能力を維持している限り、非標的細胞に対して重大な毒
性を引き起こさないレベルにまで、非特異的細胞毒性が除去または低減されているもので
あれば、いかなる形態のＰＥも本発明の免疫毒素に使用することができる。
【００６９】
ＰＥの保存的に改変された変異体
　ＰＥ３８などの目的のＰＥに関して、その保存的に改変された変異体またはその細胞毒
フラグメントは、アミノ酸のレベルで、少なくとも８０％の配列類似性、好ましくは少な
くとも８５％の配列類似性、より好ましくは少なくとも９０％の配列類似性、最も好まし
くは少なくとも９５％の配列類似性を有する。
【００７０】
　用語「保存的に改変された変異体」は、アミノ酸にも核酸配列にも適用される。特定の
核酸配列に関しては、保存的に改変された変異体は、同一、または実質的に同一のアミノ
酸配列をコードする核酸配列を、あるいは核酸がアミノ酸配列をコードしない場合は、実
質的に同一の核酸配列をいう。遺伝子コードの縮退のために、多数の、機能的に同一の核
酸が、任意の所与のポリペプチドをコードする。例えば、コドンＧＣＡ、ＧＣＣ、ＧＣＧ
およびＧＣＵは全てアミノ酸のアラニンをコードする。したがって、アラニンがコドンに
よって特定される全ての位置で、コードされたポリペプチドを変更することなく、コドン
を記載された対応する任意のコドンに変更し得る。そのような核酸の変異は「サイレント
変異」であり、それらは保存的に改変された変異体の１種である。ポリペプチドをコード
する本明細書中のすべての核酸配列はまた、全ての可能性のある核酸のサイレント変異を
示している。核酸中の各コドン（通常、メチオニンの唯一のコドンであるＡＵＧを除く）
を改変して機能的に同一の分子を得ることができることは、当業者であれば認識するであ
ろう。したがって、ポリペプチドをコードする核酸の各サイレント変異は、記述された各
配列に暗に示されている。
【００７１】
　アミノ酸配列に関しては、当業者であれば、コードされた配列中の単一のアミノ酸また
は僅かな割合のアミノ酸を変更、追加または削除する、核酸、ペプチド、ポリペプチドま
たはタンパク質配列に対する個々の置換、削除または追加が、変更がアミノ酸をそれと化
学的に類似したアミノ酸で置換することになる「保存的に改変された変異体」であること
を認識するであろう。
【００７２】
　本発明で使用するシュードモナス（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）外毒素の所望するレベル
の細胞毒性は、当業者によく知られた分析法によって分析することができる。したがって
、ＰＥの細胞毒フラグメントと、そのようなフラグメントの保存的に改変された変異体の
細胞毒性は、容易に分析することができる。当分野でよく知られた方法で、多数の候補Ｐ
Ｅ分子の細胞毒性を同時に分析することができる。例えば、候補分子のサブグループの細
胞毒性を分析することができる。候補分子の陽性的に反応するサブグループは、所望の細
胞毒フラグメントが同定されるまで、連続的に細分割し、再分析することができる。その
ような方法により、多数の細胞毒フラグメントまたはＰＥの保存的変異体を迅速にスクリ
ーニングすることができる。
【００７３】
抗ＣＤ２２／ＰＥ免疫複合体
　一実施形態では、目的のポリペプチドはＣＤ２２と特異的に結合する抗体を含む。「Ｃ
Ｄ２２」は、Ｉｇスーパーファミリーに属する系列制限Ｂ細胞抗原をいう。これはＢ細胞
リンパ腫および白血病の６０～７０％に発現し、Ｂ細胞の成長初期段階の細胞表面や幹細
胞には存在しない。例えば、Ｖａｉｃｋｕｓ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃｒｉｔ．Ｒｅｖ．Ｏｎｃ
ｏｌ／Ｈｅｍａｔｏｌ．１１：２６７－２９７（１９９１）を参照されたい。他の実施形
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態では、目的のポリペプチドは、ＣＤ２２と結合する抗体フラグメント（例えば、Ｆａｂ
またはｓｃＦｖ）である。
【００７４】
　抗体に関連する用語「抗ＣＤ２２」は、本明細書では、ＣＤ２２と特異的に結合する抗
体をいい、ＣＤ２２に対して生ずる抗体の意味を含む。いくつかの実施形態では、ＣＤ２
２は、ヒトＣＤ２２などの霊長目ＣＤ２２である。一実施形態では、この抗体は、非霊長
目哺乳動物にヒトＣＤ２２をコードするｃＤＮＡを導入後、その動物よって合成されたヒ
トＣＤ２２に対して生ずる。さらに他の実施形態では、目的のポリペプチドは、ＰＥ３８
外毒素を含むＣＤ２２抗体免疫複合体である。
【００７５】
　ＣＤ２２／ＰＥ３８免疫複合体の１つの例は、国際公開第９８／４１６４１号パンフレ
ットおよび同第２００３／２７１３５号パンフレット、米国特許第７，５４１，０３４号
明細書、同第７，３５５，０１２号明細書、および米国特許出願公開第２００７／０１８
９９６２号明細書（これらは全て、参照により本明細書に組み込まれる）に記載されてい
るＣＡＴ－８０１５である。ＣＡＴ－８０１５は、シュードモナス（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎ
ａｓ）外毒素タンパク質ＰＥ３８短縮形態に融合した、マウス抗ＣＤ２２抗体ＲＦＢ４を
ベースとする抗体Ｆｖフラグメントからなる組み換え免疫毒素タンパク質である。抗ＣＤ
２２Ｆｖフラグメントは、２つのドメイン、ＶＬおよびＶＨからなり、後者はヒトＣＤ２
２標的との結合が改善されるように改変されている。ＣＡＴ－８０１５タンパク質は、２
つの独立したポリペプチド、ＶＬ鎖（配列番号２）、およびＣ末端でＰＥ３８ドメインに
融合したＶＨ鎖（ＶＨ－ＰＥ３８）（配列番号１）からなる。本発明に有用な他のＶＬお
よびＶＨ－ＰＥ３８配列は、米国特許第７，５４１，０３４号明細書、同第７，３５５，
０１２号明細書、および米国特許出願公開第２００７／０１８９９６２号明細書に記載さ
れている。両ドメインとも、それぞれ、分子間ジスルフィド結合を形成する改変システイ
ン残基を含むように設計された。この特徴により、融合タンパク質の安定性が高まる。
【００７６】
　ＣＡＴ－８０１５のＶＨ－３８サブユニットのアミノ酸配列（配列番号１）は次の通り
である。

【００７７】
　ＰＥ３８配列は太字で示し、ＶＨドメインおよびＰＥ３８ドメイン間の５個のアミノ酸
からなるリンカーには下線を付している。
【００７８】
　ＣＡＴ－８０１５のＶＬサブユニットのアミノ酸配列（配列番号２）は次の通りである
。
ＭＤＩＱＭＴＱＴＴＳＳＬＳＡＳＬＧＤＲＶＴＩＳＣＲＡＳＱＤＩＳＮＹＬＮＷＹＱＱＫ
ＰＤＧＴＶＫＬＬＩＹＹＴＳＩＬＨＳＧＶＰＳＲＦＳＧＳＧＳＧＴＤＹＳＬＴＩＳＮＬＥ
ＱＥＤＦＡＴＹＦＣＱＱＧＮＴＬＰＷＴＦＧＣＧＴＫＬＥＩＫ（配列番号２）
【００７９】
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　さらに他の実施形態では、免疫複合体のＶＨドメインのアミノ酸配列は、次のうちの１
つである。
ＭＥＶＱＬＶＥＳＧＧＧＬＶＫＰＧＧＳＬＫＬＳＣＡＡＳＧＦＡＦＳＩＹＤＭＳＷＶＲＱ
ＴＰＥＫＣＬＥＷＶＡＹＩＳＳＧＧＧＴＴＹＹＰＤＴＶＫＧＲＦＴＩＳＲＤＮＡＫＮＴＬ
ＹＬＱＭＳＳＬＫＳＥＤＴＡＭＹＹＣＡＲＨＳＧＹＧＴＨＷＧＶＬＦＡＹＷＧＱＧＴＬＶ
ＴＶＳＡ（配列番号６）

ＭＥＶＱＬＶＥＳＧＧＧＬＶＫＰＧＧＳＬＫＬＳＣＡＡＳＧＦＡＦＳＩＹＤＭＳＷＶＲＱ
ＴＰＥＫＣＬＥＷＶＡＹＩＳＳＧＧＧＴＴＹＹＰＤＴＶＫＧＲＦＴＩＳＲＤＮＡＫＮＴＬ
ＹＬＱＭＳＳＬＫＳＥＤＴＡＭＹＹＣＡＲＨＳＧＹＧＹＮＷＧＶＬＦＡＹＷＧＱＧＴＬＶ
ＴＶＳＡ（配列番号７）

ＭＥＶＱＬＶＥＳＧＧＧＬＶＫＰＧＧＳＬＫＬＳＣＡＡＳＧＦＡＦＳＩＹＤＭＳＷＶＲＱ
ＴＰＥＫＣＬＥＷＶＡＹＩＳＳＧＧＧＴＴＹＹＰＤＴＶＫＧＲＦＴＩＳＲＤＮＡＫＮＴＬ
ＹＬＱＭＳＳＬＫＳＥＤＴＡＭＹＹＣＡＲＨＳＧＹＧＴＴＷＧＶＬＦＡＹＷＧＱＧＴＬＶ
ＴＶＳＡ（配列番号８）

ＭＥＶＱＬＶＥＳＧＧＧＬＶＫＰＧＧＳＬＫＬＳＣＡＡＳＧＦＡＦＳＩＹＤＭＳＷＶＲＱ
ＴＰＥＫＣＬＥＷＶＡＹＩＳＳＧＧＧＴＴＹＹＰＤＴＶＫＧＲＦＴＩＳＲＤＮＡＫＮＴＬ
ＹＬＱＭＳＳＬＫＳＥＤＴＡＭＹＹＣＡＲＨＳＧＹＧＳＴＹＧＶＬＦＡＹＷＧＱＧＴＬＶ
ＴＶＳＡ（配列番号９）

ＭＥＶＱＬＶＥＳＧＧＧＬＶＫＰＧＧＳＬＫＬＳＣＡＡＳＧＦＡＦＳＩＹＤＭＳＷＶＲＱ
ＴＰＥＫＣＬＥＷＶＡＹＩＳＳＧＧＧＴＴＹＹＰＤＴＶＫＧＲＦＴＩＳＲＤＮＡＫＮＴＬ
ＹＬＱＭＳＳＬＫＳＥＤＴＡＭＹＹＣＡＲＨＳＧＹＧＴＨＷＧＶＬＦＡＹＷＧＱＧＴＬＶ
ＴＶＳＡ（配列番号１０）

ＭＥＶＱＬＶＥＳＧＧＧＬＶＫＰＧＧＳＬＫＬＳＣＡＡＳＧＦＡＦＳＩＹＤＭＳＷＶＲＱ
ＴＰＥＫＣＬＥＷＶＡＹＩＳＳＧＧＧＴＴＹＹＰＤＴＶＫＧＲＦＴＩＳＲＤＮＡＫＮＴＬ
ＹＬＱＭＳＳＬＫＳＥＤＴＡＭＹＹＣＡＲＨＳＧＹＧＳＳＹＧＶＬＦＡＹＷＧＱＧＴＬＶ
ＴＶＳＡ（配列番号１１）
【００８０】
　さらに他の実施形態では、免疫複合体のＶＬドメインのアミノ酸配列は、次のうちの１
つである。
ＭＤＩＱＭＴＱＴＴＳＳＬＳＡＳＬＧＤＲＶＴＩＳＣＲＡＳＱＤＩＡＲＹＬＮＷＹＱＱＫ
ＰＤＧＴＶＫＬＬＩＹＹＴＳＩＬＨＳＧＶＰＳＲＦＳＧＳＧＳＧＴＤＹＳＬＴＩＳＮＬＥ
ＱＥＤＦＡＴＹＦＣＱＱＧＮＴＬＰＷＴＦＧＣＧＴＫＬＥＩＫ（配列番号１２）

ＭＤＩＱＭＴＱＴＴＳＳＬＳＡＳＬＧＤＲＶＴＩＳＣＲＡＳＱＤＩＨＧＹＬＮＷＹＱＱＫ
ＰＤＧＴＶＫＬＬＩＹＹＴＳＩＬＨＳＧＶＰＳＲＦＳＧＳＧＳＧＴＤＹＳＬＴＩＳＮＬＥ
ＱＥＤＦＡＴＹＦＣＱＱＧＮＴＬＰＷＴＦＧＣＧＴＫＬＥＩＫ（配列番号１３）

ＭＤＩＱＭＴＱＴＴＳＳＬＳＡＳＬＧＤＲＶＴＩＳＣＲＡＳＱＤＩＧＲＹＬＮＷＹＱＱＫ
ＰＤＧＴＶＫＬＬＩＹＹＴＳＩＬＨＳＧＶＰＳＲＦＳＧＳＧＳＧＴＤＹＳＬＴＩＳＮＬＥ
ＱＥＤＦＡＴＹＦＣＱＱＧＮＴＬＰＷＴＦＧＣＧＴＫＬＥＩＫ（配列番号１４）

ＭＤＩＱＭＴＱＴＴＳＳＬＳＡＳＬＧＤＲＶＴＩＳＣＲＡＳＱＤＩＲＧＹＬＮＷＹＱＱＫ
ＰＤＧＴＶＫＬＬＩＹＹＴＳＩＬＨＳＧＶＰＳＲＦＳＧＳＧＳＧＴＤＹＳＬＴＩＳＮＬＥ
ＱＥＤＦＡＴＹＦＣＱＱＧＮＴＬＰＷＴＦＧＣＧＴＫＬＥＩＫ（配列番号１５）
【００８１】
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　他のある実施形態では、免疫複合体のＰＥ毒素は、次のものから選択されるＰＥまたは
その変異体である。
【００８２】
天然ＰＥ
ＡＥＥＡＦＤＬＷＮＥＣＡＫＡＣＶＬＤＬＫＤＧＶＲＳＳＲＭＳＶＤＰＡＩＡＤＴＮＧＱ
ＧＶＬＨＹＳＭＶＬＥＧＧＮＤＡＬＫＬＡＩＤＮＡＬＳＩＴＳＤＧＬＴＩＲＬＥＧＧＶＥ
ＰＮＫＰＶＲＹＳＹＴＲＱＡＲＧＳＷＳＬＮＷＬＶＰＩＧＨＥＫＰＳＮＩＫＶＦＩＨＥＬ
ＮＡＧＮＱＬＳＨＭＳＰＩＹＴＩＥＭＧＤＥＬＬＡＫＬＡＲＤＡＴＦＦＶＲＡＨＥＳＮＥ
ＭＱＰＴＬＡＩＳＨＡＧＶＳＶＶＭＡＱＴＱＰＲＲＥＫＲＷＳＥＷＡＳＧＫＶＬＣＬＬＤ
ＰＬＤＧＶＹＮＹＬＡＱＱＲＣＮＬＤＤＴＷＥＧＫＩＹＲＶＬＡＧＮＰＡＫＨＤＬＤＩＫ
ＰＴＶＩＳＨＲＬＨＦＰＥＧＧＳＬＡＡＬＴＡＨＱＡＣＨＬＰＬＥＴＦＴＲＨＲＱＰＲＧ
ＷＥＱＬＥＱＣＧＹＰＶＱＲＬＶＡＬＹＬＡＡＲＬＳＷＮＱＶＤＱＶＩＲＮＡＬＡＳＰＧ
ＳＧＧＤＬＧＥＡＩＲＥＱＰＥＱＡＲＬＡＬＴＬＡＡＡＥＳＥＲＦＶＲＱＧＴＧＮＤＥＡ
ＧＡＡＮＧＰＡＤＳＧＤＡＬＬＥＲＮＹＰＴＧＡＥＦＬＧＤＧＧＤＶＳＦＳＴＲＧＴＱＮ
ＷＴＶＥＲＬＬＱＡＨＲＱＬＥＥＲＧＹＶＦＶＧＹＨＧＴＦＬＥＡＡＱＳＩＶＦＧＧＶＲ
ＡＲＳＱＤＬＤＡＩＷＲＧＦＹＩＡＧＤＰＡＬＡＹＧＹＡＱＤＱＥＰＤＡＲＧＲＩＲＮＧ
ＡＬＬＲＶＹＶＰＲＳＳＬＰＧＦＹＲＴＳＬＴＬＡＡＰＥＡＡＧＥＶＥＲＬＩＧＨＰＬＰ
ＬＲＬＤＡＩＴＧＰＥＥＥＧＧＲＬＥＴＩＬＧＷＰＬＡＥＲＴＶＶＩＰＳＡＩＰＴＤＰＲ
ＮＶＧＧＤＬＤＰＳＳＩＰＤＫＥＱＡＩＳＡＬＰＤＹＡＳＱＰＧＫＰＰＲＥＤＬＫ（配列
番号１６）
【００８３】
ＰＥ４０
ＧＧＳＬＡＡＬＴＡＨＱＡＣＨＬＰＬＥＴＦＴＲＨＲＱＰＲＧＷＥＱＬＥＱＣＧＹＰＶＱ
ＲＬＶＡＬＹＬＡＡＲＬＳＷＮＱＶＤＱＶＩＲＮＡＬＡＳＰＧＳＧＧＤＬＧＥＡＩＲＥＱ
ＰＥＱＡＲＬＡＬＴＬＡＡＡＥＳＥＲＦＶＲＱＧＴＧＮＤＥＡＧＡＡＮＡＤＶＶＳＬＴＣ
ＰＶＡＡＧＥＣＡＧＰＡＤＳＧＤＡＬＬＥＲＮＹＰＴＧＡＥＦＬＧＤＧＧＤＶＳＦＳＴＲ
ＧＴＱＮＷＴＶＥＲＬＬＱＡＨＲＱＬＥＥＲＧＹＶＦＶＧＹＨＧＴＦＬＥＡＡＱＳＩＶＦ
ＧＧＶＲＡＲＳＱＤＬＤＡＩＷＲＧＦＹＩＡＧＤＰＡＬＡＹＧＹＡＱＤＱＥＰＤＡＲＧＲ
ＩＲＮＧＡＬＬＲＶＹＶＰＲＳＳＬＰＧＦＹＲＴＳＬＴＬＡＡＰＥＡＡＧＥＶＥＲＬＩＧ
ＨＰＬＰＬＲＬＤＡＩＴＧＰＥＥＥＧＧＲＬＥＴＩＬＧＷＰＬＡＥＲＴＶＶＩＰＳＡＩＰ
ＴＤＰＲＮＶＧＧＤＬＤＰＳＳＩＰＤＫＥＱＡＩＳＡＬＰＤＹＡＳＱＰＧＫＰＰＲＥＤＬ
Ｋ（配列番号１７）
【００８４】
ＰＥ３８
ＧＧＳＬＡＡＬＴＡＨＱＡＣＨＬＰＬＥＴＦＴＲＨＲＱＰＲＧＷＥＱＬＥＱＣＧＹＰＶＱ
ＲＬＶＡＬＹＬＡＡＲＬＳＷＮＱＶＤＱＶＩＲＮＡＬＡＳＰＧＳＧＧＤＬＧＥＡＩＲＥＱ
ＰＥＱＡＲＬＡＬＴＬＡＡＡＥＳＥＲＦＶＲＱＧＴＧＮＤＥＡＧＡＡＮＧＰＡＤＳＧＤＡ
ＬＬＥＲＮＹＰＴＧＡＥＦＬＧＤＧＧＤＶＳＦＳＴＲＧＴＱＮＷＴＶＥＲＬＬＱＡＨＲＱ
ＬＥＥＲＧＹＶＦＶＧＹＨＧＴＦＬＥＡＡＱＳＩＶＦＧＧＶＲＡＲＳＱＤＬＤＡＩＷＲＧ
ＦＹＩＡＧＤＰＡＬＡＹＧＹＡＱＤＱＥＰＤＡＲＧＲＩＲＮＧＡＬＬＲＶＹＶＰＲＳＳＬ
ＰＧＦＹＲＴＳＬＴＬＡＡＰＥＡＡＧＥＶＥＲＬＩＧＨＰＬＰＬＲＬＤＡＩＴＧＰＥＥＥ
ＧＧＲＬＥＴＩＬＧＷＰＬＡＥＲＴＶＶＩＰＳＡＩＰＴＤＰＲＮＶＧＧＤＬＤＰＳＳＩＰ
ＤＫＥＱＡＩＳＡＬＰＤＹＡＳＱＰＧＫＰＰＲＥＤＬＫ（配列番号１８）
【００８５】
ＰＥ３５
ＭＷＥＱＬＥＱＣＧＹＰＶＱＲＬＶＡＬＹＬＡＡＲＬＳＷＮＱＶＤＱＶＩＲＮＡＬＡＳＰ
ＧＳＧＧＤＬＧＥＡＩＲＥＱＰＥＱＡＲＬＡＬＴＬＡＡＡＥＳＥＲＦＶＲＱＧＴＧＮＤＥ
ＡＧＡＡＮＧＰＡＤＳＧＤＡＬＬＥＲＮＹＰＴＧＡＥＦＬＧＤＧＧＤＶＳＦＳＴＲＧＴＱ
ＮＷＴＶＥＲＬＬＱＡＨＲＱＬＥＥＲＧＹＶＦＶＧＹＨＧＴＦＬＥＡＡＱＳＩＶＦＧＧＶ
ＲＡＲＳＱＤＬＤＡＩＷＲＧＦＹＩＡＧＤＰＡＬＡＹＧＹＡＱＤＱＥＰＤＡＲＧＲＩＲＮ
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ＧＡＬＬＲＶＹＶＰＲＳＳＬＰＧＦＹＲＴＳＬＴＬＡＡＰＥＡＡＧＥＶＥＲＬＩＧＨＰＬ
ＰＬＲＬＤＡＩＴＧＰＥＥＥＧＧＲＬＥＴＩＬＧＷＰＬＡＥＲＴＶＶＩＰＳＡＩＰＴＤＰ
ＲＮＶＧＧＤＬＤＰＳＳＩＰＤＫＥＱＡＩＳＡＬＰＤＹＡＳＱＰＧＫＰＰＲＥＤＬＫ（配
列番号（配列番号１９）
【００８６】
ＰＥ－ＬＲ
ＲＨＲＱＰＲＧＷＥＱＬＰＴＧＡＥＦＬＧＤＧＧＤＶＳＦＳＴＲＧＴＱＮＷＴＶＥＲＬＬ
ＱＡＨＲＱＬＥＥＲＧＹＶＦＶＧＹＨＧＴＦＬＥＡＡＱＳＩＶＦＧＧＶＲＡＲＳＱＤＬＤ
ＡＩＷＲＧＦＹＩＡＧＤＰＡＬＡＹＧＹＡＱＤＱＥＰＤＡＲＧＲＩＲＮＧＡＬＬＲＶＹＶ
ＰＲＳＳＬＰＧＦＹＲＴＳＬＴＬＡＡＰＥＡＡＧＥＶＥＲＬＩＧＨＰＬＰＬＲＬＤＡＩＴ
ＧＰＥＥＥＧＧＲＬＥＴＩＬＧＷＰＬＡＥＲＴＶＶＩＰＳＡＩＰＴＤＰＲＮＶＧＧＤＬＤ
ＰＳＳＩＰＤＫＥＱＡＩＳＡＬＰＤＹＡＳＱＰＧＫＰＰＲＥＤＬＫ（配列番号２０）
【００８７】
ＰＥ－ＬＲ－６Ｘ
ＲＨＲＱＰＲＧＷＥＱＬＰＴＧＡＥＦＬＧＤＧＧＤＶＳＦＳＴＲＧＴＱＮＷＴＶＥＲＬＬ
ＱＡＨＲＱＬＥＥＧＧＹＶＦＶＧＹＨＧＴＦＬＥＡＡＱＳＩＶＦＧＧＶＲＡＲＳＱＤＬＤ
ＡＩＷＡＧＦＹＩＡＧＤＰＡＬＡＹＧＹＡＱＤＱＥＰＤＡＡＧＲＩＲＮＧＡＬＬＲＶＹＶ
ＰＲＳＳＬＰＧＦＹＡＴＳＬＴＬＡＡＰＥＡＡＧＥＶＥＲＬＩＧＨＰＬＰＬＲＬＤＡＩＴ
ＧＰＥＥＡＧＧＲＬＥＴＩＬＧＷＰＬＡＥＲＴＶＶＩＰＳＡＩＰＴＤＰＲＮＶＧＧＤＬＤ
ＰＳＳＩＰＤＳＥＱＡＩＳＡＬＰＤＹＡＳＱＰＧＫＰＰＲＥＤＬＫ（配列番号２１）
【００８８】
ＰＥ－３８（ＣＡＴ－８０１５）
ＰＥＧＧＳＬＡＡＬＴＡＨＱＡＣＨＬＰＬＥＴＦＴＲＨＲＱＰＲＧＷＥＱＬＥＱＣＧＹＰ
ＶＱＲＬＶＡＬＹＬＡＡＲＬＳＷＮＱＶＤＱＶＩＲＮＡＬＡＳＰＧＳＧＧＤＬＧＥＡＩＲ
ＥＱＰＥＱＡＲＬＡＬＴＬＡＡＡＥＳＥＲＦＶＲＱＧＴＧＮＤＥＡＧＡＡＮＧＰＡＤＳＧ
ＤＡＬＬＥＲＮＹＰＴＧＡＥＦＬＧＤＧＧＤＶＳＦＳＴＲＧＴＱＮＷＴＶＥＲＬＬＱＡＨ
ＲＱＬＥＥＲＧＹＶＦＶＧＹＨＧＴＦＬＥＡＡＱＳＩＶＦＧＧＶＲＡＲＳＱＤＬＤＡＩＷ
ＲＧＦＹＩＡＧＤＰＡＬＡＹＧＹＡＱＤＱＥＰＤＡＲＧＲＩＲＮＧＡＬＬＲＶＹＶＰＲＳ
ＳＬＰＧＦＹＲＴＳＬＴＬＡＡＰＥＡＡＧＥＶＥＲＬＩＧＨＰＬＰＬＲＬＤＡＩＴＧＰＥ
ＥＥＧＧＲＬＥＴＩＬＧＷＰＬＡＥＲＴＶＶＩＰＳＡＩＰＴＤＰＲＮＶＧＧＤＬＤＰＳＳ
ＩＰＤＫＥＱＡＩＳＡＬＰＤＹＡＳＱＰＧＫＰＰＲＥＤＬＫ（配列番号２２）
【００８９】
　免疫複合体のＰＥ毒素は、直接またはリンカーを介して、ＶＨまたはＶＬドメインのＮ
末端またはＣ末端で、ＶＨまたはＶＬドメインに融合または接合する。リンカーの一例は
、ＣＡＴ－８０１５について上に記載されており、アミノ酸配列ＫＡＳＧＧ（配列番号２
３）に対応する。他のリンカーは、この技術分野で知られた方法で容易に生じさせること
ができる。
【００９０】
ＰＥ免疫複合体の発現
　本発明のＰＥ免疫複合体は、細菌細胞などの細胞内で発現し、その後、封入体から単離
される。次いで、封入体から単離されたＰＥ免疫複合体は、下流の精製工程でさらに精製
される。
【００９１】
　本発明のＰＥ免疫複合体を発現させるために、様々な宿主－発現ベクター系を利用する
ことができる。そのような宿主－発現ベクター系は、目的のコード配列を生成し、次いで
精製し得るビヒクルを表すものであるが、また、適切なヌクレオチドコード配列により形
質転換または形質移入されたとき、本発明の抗体分子をインサイチュで発現することがで
きる細胞を表すものでもある。これらには、抗体コード配列を含む、組み換えバクテリオ
ファージＤＮＡ、プラスミドＤＮＡ、またはコスミドＤＮＡ発現ベクターで形質転換され
た細菌（例えば、大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）、枯草菌（Ｂ．ｓｕｂｔｉｌｉｓ））などの微
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生物；抗体コード配列を含む、組み換え酵母発現ベクターで形質転換された酵母（例えば
、サッカロミケス（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ）、ピキア（Ｐｉｃｈｉａ））；抗体コ
ード配列を含む組み換えウイルス発現ベクター（例えば、バキュロウイルス）を感染させ
た昆虫細胞系；抗体コード配列を含む組み換えウイルス発現ベクター（例えば、カリフラ
ワーモザイクウイルス、ＣａＭＶ；タバコモザイクウイルス、ＴＭＶ）を感染させるか、
または抗体コード配列を含む組み換えプラスミド発現ベクターで形質転換された植物細胞
系；あるいは、哺乳動物細胞のゲノムから誘導されたプロモーター（例えば、メタロチオ
ネインプロモーター）、または哺乳動物ウイルスから誘導されたプロモーター（例えば、
アデノウイルス後期プロモーター；ワクシニアウイルス７．５Ｋプロモーター）を含む組
換え発現構成体を有する哺乳動物細胞系（例えば、ＣＯＳ、ＣＨＯ、ＢＬＫ、２９３、３
Ｔ３細胞）が含まれるが、これらに限定されない。
【００９２】
　ＶＬおよびＶＨ－ＰＥ毒素（例えば、ＶＨ－ＰＥ３８）ポリペプチドのそれぞれをコー
ドするＤＮＡは、当分野でよく知られた方法で、発現ベクターに導入される。
【００９３】
　「ベクター」は、ある核酸を宿主細胞へクローニングおよび／または転移させるための
任意の媒体をいう。ベクターは、他のＤＮＡセグメントが結合して複製されるレプリコン
であってもよい。「レプリコン」は、インビボでＤＮＡ複製の自律単位として機能する、
すなわち、それ自身のコントロール下で複製し得る任意の遺伝因子（例えば、プラスミド
、ファージ、コスミド、染色体、ウイルス）をいう。用語「ベクター」には、インビトロ
、エクスビボまたはインビボで核酸を細胞に導入するための媒体が含まれる。核酸の操作
や、応答配列および誘導性プロモーターなどのプロモーターの遺伝子への組み込みなどの
ために、当分野で知られている多くのベクターを使用することができる。可能性のあるベ
クターとしては、例えば、ｐＢＲ３２２もしくはｐＵＣプラスミド誘導体などのプラスミ
ド、またはブルースクリプト（Ｂｌｕｅｓｃｒｉｐｔ）ベクターが挙げられる。例えば、
応答配列およびプロモーターに対応するＤＮＡフラグメントの適切なベクターへの挿入は
、適当なＤＮＡフラグメントを、相補的な付着端を有する選択されたベクターに結合させ
ることによって行うことができる。あるいは、ＤＮＡ分子の末端を酵素により改変するか
、または、ＤＮＡの末端にヌクレオチド配列（リンカー）を結合させることにより、任意
のサイトを生成してもよい。そのようなベクターは、細胞を選択する選択マーカー遺伝子
を含むよう操作することができる。そのようなマーカーにより、そのマーカーでコードさ
れたタンパク質を発現する宿主細胞の同定および／または選択を行うことができる。
【００９４】
　用語「発現ベクター」は、宿主への形質転換後に挿入された核酸配列の発現を可能にす
るよう設計されたベクター、プラスミドまたは媒体をいう。クローン化された遺伝子、す
なわち挿入された核酸配列、例えば抗ＣＤ２２　ＶＨ、抗ＣＤ２２　ＶＬ、またはＰＥ毒
素に融合した抗ＣＤ２２　ＶＨもしくはＶＬをコードする遺伝子は、通常、プロモーター
、細小プロモーター、エンハンサーなどの調節因子のコントロール下に置かれる。所望の
宿主細胞で核酸を発現させるのに有用な開始調節領域またはプロモーターは多数あり、当
業者によく知られている。これらの遺伝子を発現させることができるプロモーターは、実
質的にいかなるものも、発現ベクターにおいて使用することができ、限定はされないが、
ウイルスプロモーター、バクテリアプロモーター、動物プロモーター、哺乳類プロモータ
ー、合成プロモーター、構成プロモーター、組織特異性プロモーター、病因または病気関
連プロモーター、発生特異的プロモーター、誘導性プロモーター、光制御プロモーターが
挙げられ；限定はされないが、ＳＶ４０初期（ＳＶ４０）プロモーター領域、ラウス肉腫
ウイルス（ＲＳＶ）の３’末端反復配列（ＬＴＲ）に含まれるプロモーター、アデノウイ
ルス（Ａｄ）のＥ１Ａもしくは主要な後期プロモーター（ＭＬＰ）、ヒトサイトメガロウ
イルス（ＨＣＭＶ）最初期プロモーター、単純ヘルペスウイルス（ＨＳＶ）チミジンキナ
ーゼ（ＴＫ）プロモーター、バキュロウイルスＩＥ１プロモーター、伸長因子１アルファ
（ＥＦ１）プロモーター、グリセルアルデヒド３－リン酸脱水素酵素（ＧＡＰＤＨ）プロ
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モーター、ホスホグリセレートキナーゼ（ＰＧＫ）プロモーター、ユビキチンＣ（Ｕｂｅ
）プロモーター、アルブミンプロモーター、マウスメタロチオネイン－Ｌプロモーターお
よび転写調節領域の制御配列、ユビキタスプロモーター（ＨＰＲＴ、ビメンチン、β－ア
クチン、チューブリンなど）、中間径線維のプロモーター（デスミン、神経細線維、ケラ
チン、ＧＦＡＰなど）、治療遺伝子（ＭＤＲ、ＣＦＴＲ、または第ＶＩＩＩ因子タイプな
どの）のプロモーター、発病または病気関連プロモーターが挙げられる。さらに、これら
の発現配列は、エンハンサーまたは制御配列などの追加によって改変することができる。
【００９５】
　用語「発現」は、コード配列によってコードされた生成物の生物学的生成をいう。殆ど
の場合、コード配列を含むＤＮＡ配列は、メッセンジャーＲＮＡ（ｍＲＮＡ）を生成する
ために転写される。その後、メッセンジャーＲＮＡは翻訳され、関連する生物学的活性を
有するポリペプチド生成物を生成する。発現のプロセスには、また、イントロンを除去す
るためのスプライシングなどの転写ＲＮＡ生成物に対するさらなる処理工程、および／ま
たはポリペプチド生成物の翻訳後処理が含まれ得る。
【００９６】
　ＶＬおよびＶＨ－ＰＥ３８ポリペプチドを、細胞、例えば大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）など
の細菌細胞内で発現させる。ポリペプチドは、例えば、大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）細胞内で
発現させ、封入体から単離する。ある実施形態では、ＶＬおよびＶＨ－ＰＥ３８サブユニ
ットを、異なる細胞で発現させる。例えば、ＶＬを、１つの細胞内の第１のベクターに発
現させ、ＶＨ－ＰＥ３８を、異なる細胞内の第２のベクターに発現させる。各細胞系から
封入体を回収し、可溶化する。ある実施形態では、封入体は約９．０～約１０．５の範囲
のｐＨで可溶化される。さらに他の実施形態では、封入体は、ｐＨ９．０、ｐＨ９．５、
ｐＨ１０．０、またはｐＨ１０．５で可溶化される。可溶化したＶＬおよびＶＨ－ＰＥ３
８封入体を混合し、ＶＬおよびＶＨ－ＰＥ３８サブユニットを含む免疫複合体を生成する
。
【００９７】
　他の実施形態では、ＶＬおよびＶＨ－ＰＥ３８サブユニットを、同じ細胞内で異なるベ
クターで発現させる。例えば、ＶＬを１つの細胞内で第１のベクターで発現させ、ＶＨ－
ＰＥ３８を同じ細胞内で異なるベクターで発現させる。細胞から封入体を回収して可溶化
し、ＶＬおよびＶＨ－ＰＥ３８サブユニットを混合して免疫複合体を形成する。他のある
実施形態では、ＶＬおよびＶＨ－ＰＥ３８サブユニットを、同じ細胞内で同じベクターで
発現させる。
【００９８】
　この免疫複合体をさらに精製するために、下流でクロマトグラフィ工程を用いる。
【００９９】
クロマトグラフィの条件
　当分野で認識されているように、本発明のクロマトグラフィで使用する、ロード、洗浄
および溶出条件は、使用する特定のクロマトグラフィの媒体／リガンドに依存するであろ
う。本発明のプロセスは、いうまでもなく、塩析、親和性クロマトグラフィ、ヒドロキシ
アパタイトクロマトグラフィ、逆相液体クロマトグラフィ、または一般的に使用されてい
る任意の他のタンパク質精製法などの、他のタンパク質精製の方法と組み合わせて使用す
ることができる。しかしながら、本発明のプロセスは、他の精製工程の必要性を除くか、
または大きく低減するであろう。
【０１００】
　目的のポリペプチドのクロマトグラフィによる分離の過程では、陰イオン交換クロマト
グラフィもまた実施される。当分野でよく知られているように、陰イオン交換体は、マト
リックスおよび結合荷電基に関して様々な物質をベースにすることができる。例えば、言
及した物質がマトリックス中で多少とも架橋し得る、次のマトリックス：アガロースベー
ス（ＳＥＰＨＡＲＯＳＥ　Ｆａｓｔ　Ｆｌｏｗ（登録商標）（Ｑ－ＳＥＰＨＡＲＯＳＥ　
ＦＦなど）およびＳＥＰＨＡＲＯＳＥ　Ｈｉｇｈ　Ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ（登録商標）
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など；セルロースベース（ＤＥＡＥ　ＳＥＰＨＡＣＥＬ（登録商標）など）；シリカベー
スおよび合成ポリマーベース、またはＳｕｐｅｒＱ－６５０（ＴＯＳＯＨ　ＢＩＯＳＥＰ
から）およびＭａｃｒｏ　Ｈｉｇｈ　Ｑ（ＢＩＯ－ＲＡＤから）などの樹脂、を使用し得
る。陰イオン交換樹脂では、マトリックスに共有結合する荷電基は、例えば、ジエチルア
ミノエチル（ＤＥＡＥ）、第四級アミノエチル（ＱＡＥ）、および／または第四級アンモ
ニウム（Ｑ）であってよい。ある実施形態では、樹脂は、Ｑ　Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ　Ｈｉ
ｇｈ　Ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ、Ｑ　Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ　Ｆａｓｔ　Ｆｌｏｗ、ＤＥＡ
Ｅ　Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ　Ｆａｓｔ　Ｆｌｏｗ、Ｃａｐｔｏ　Ｑ、Ｃａｐｔｏ　ＤＥＡＥ
、Ｔｏｙｏｐｅａｒｌｓ　ＳｕｐｅｒＱ　６５０（Ｍ）、Ｔｏｙｏｐｅａｒｌｓ　Ｓｕｐ
ｅｒＱ　６５０（Ｓ）、Ｔｏｙｏｐｅａｒｌｓ　ＤＥＡＥ　６５０（Ｍ）、Ｔｏｙｏｐｅ
ａｒｌｓ　ＤＥＡＥ　６５０（Ｓ）、ＴＳＫｇｅｌ　ＳｕｐｅｒＱ－５ＰＷ（３０）、Ｔ
ＳＫｇｅｌ　ＳｕｐｅｒＱ－５ＰＷ（２０）、ＴＳＫｇｅｌ　ＤＥＡＥ－５ＰＷ（３０）
、ＴＳＫｇｅｌ　ＤＥＡＥ－５ＰＷ（２０）、ＥＭＤ　Ｃｈｅｍｉｃａｌｓ：Ｆｒａｃｔ
ｏｇｅｌ　ＥＭＤ　ＤＥＡＥ（Ｓ）、Ｆｒａｃｔｏｇｅｌ　ＥＭＤ　ＤＥＡＥ（Ｍ）、Ｆ
ｒａｃｔｏｇｅｌ　ＥＭＤ　ＤＭＡＥ（Ｓ）、Ｆｒａｃｔｏｇｅｌ　ＥＭＤ　ＤＭＡＥ（
Ｍ）、Ｆｒａｃｔｏｇｅｌ　ＥＭＤ　ＴＭＡＥ（Ｓ）、Ｆｒａｃｔｏｇｅｌ　ＥＭＤ　Ｔ
ＭＡＥ（Ｍ）、およびＢａｋｅｒ　Ｂｏｎｄ　ＸＷＰ５００　ＰｏｌｙＱｕａｔ－３５，
ＳＰＥを含む群から選択されるが、これらに限定されない。本プロセスの一実施形態では
、陰イオン交換樹脂として、Ｑ－ＳＥＰＨＡＲＯＳＥ　ＦＦ（登録商標）が使用される。
【０１０１】
　これらの樹脂のいずれもを小規模での抗体精製には使用し得るが、実生産スケールでの
分離には、あるサイズの低価格の樹脂が適用される。樹脂のサイズが小さ過ぎる場合、系
内にかなりの背圧が発生する。加えて、精製することができるポリペプチドの量が限られ
る。樹脂の製造または購入に費用がかかると、大規模な精製で使用するには経済的な実現
性／実用性がない。
【０１０２】
　このように、あまり費用をかけずに有効なスケールアップを行うには、本発明で使用す
る樹脂は、ある一定のサイズでなければならない。「実生産スケールの精製」とは、商業
的規模の製造に見合う規模で、組み換え調製物から抗体を精製することを意味する。予備
決定工程で使用する樹脂は、もしその樹脂が変更された場合、凝集体を分離するのに必要
な条件の変化を容易に予測できるものではないから、実生産規模での精製の最終手順で使
用するものと同じにすべきである。小規模または卓上での精製に有用な特定の樹脂は、大
規模精製に適用することはできない。本発明に有用なそのような樹脂としては、例えば、
Ｑ－ＳＥＰＨＡＲＯＳＥ　ＨＰが挙げられる。しかしながら、当業者ならば、商業規模で
の製造に有用な他の陰イオン交換樹脂がわかるであろう。
【０１０３】
　陰イオン交換クロマトグラフィカラムに充填する際に使用する樹脂の体積は、カラムの
寸法、すなわちカラムの直径と樹脂の高さが反映され、例えば、適用溶液中の抗体の量や
、使用する樹脂の結合能力により変化する。
【０１０４】
　陰イオン交換クロマトグラフィを実施する前に、緩衝液で交換樹脂を平衡化することが
できる。交換樹脂の平衡化には、例えば、酢酸ナトリウム、リン酸ナトリウム、トリス（
ヒドロキシメチル）アミノメタン、トリス、リン酸塩、ビス－トリス、およびＬ－ヒスチ
ジンなど、各種の緩衝液が適している。当業者であれば、ｐＨおよび電気伝導率が適用す
る抗体溶液とほぼ同じである限り、他の多くの緩衝液を平衡化に使用し得ることがわかる
であろう。「結合－洗浄」プロセスを実施する場合、平衡化緩衝液と洗浄緩衝液は同じで
ある。「結合－溶出」プロセスを実施する場合、溶出緩衝液はｐＨを調節する１種以上の
緩衝材料から調製され得る。使用する塩は、例えば、塩化ナトリウムまたはリン酸カリウ
ムなどの高溶解性の塩であるが、抗体の機能を維持し、かつ樹脂から抗体単量体を除去し
得る塩であれば任意のものを使用することができる。
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【０１０５】
　「結合－溶出」プロセスの実施において、抗体単量体の樹脂からの溶出は、単量体抗体
を効率良く溶出させるのに十分なｐＨとイオン強度を有する、実質的に非変性の緩衝液に
より実施することができ、それによって、凝集体を樹脂に結合させたまま、抗体含有溶出
液を回収する。この場合、効率的溶出とは、樹脂にロードした抗体の少なくとも７５％、
または少なくとも８０％、または少なくとも８５％、または少なくとも９０％、または少
なくとも９５％が回収されることを意味する。イオン交換後の抗体調製物中には、僅かに
約１．０％、好ましくは僅かに０．５％、最も好ましくは０．１％未満の凝集体が残る。
【０１０６】
　一実施形態では、溶出は段階的勾配溶出として行われる。別の実施形態では、溶出は線
形勾配で行われる。
【０１０７】
　驚くべきことに、免疫複合体タンパク質の脱アミド変異体は、アスパラギン残基の脱ア
ミドによって見かけの正味の負電荷が増加しているにもかかわらず、より高い塩濃度で溶
出した。したがって、これらの効力が低下した変異体は、本明細書に記載したイオン交換
クロマトグラフィにより、活性がより高いタンパク質から分離された。
【０１０８】
　本発明のある実施形態では、ポリペプチドまたは免疫複合体の出発試料中に存在する酸
性もしくは脱アミド変異体の約７５％～約９９％が、精製プロセスで除去される。他の実
施形態では、脱アミド変異体の少なくとも７５％、８０％、８５％、９０％、９５％、９
７％、９８％または９９％が除去される。その結果、活性なポリペプチドまたは免疫複合
体を含む組成物は、約２５％～約１％の値未満の、例えば、２５％未満、２０％未満、１
５％未満、１０％未満、５％未満、４％未満、３％未満、２％未満または１％未満の脱ア
ミド種を含む。
【０１０９】
　本発明の脱アミド変異体には、脱アミド化が免疫複合体内の１つ以上の残基、例えば、
ＰＥ毒素内またはその変異体内の１つ以上の残基で生じている、ＰＥ毒素またはその変異
体を含む免疫複合体が含まれる。ある実施形態では、脱アミド化は、免疫複合体内の１、
２、３、４または５個の残基で起きている。他の実施形態では、ＰＥ毒素またはその変異
体を含む免疫複合体は、ＰＥ毒素内またはその変異体内の１、２、３、４または５個の残
基で、例えば、配列番号１の３５８位、配列番号１６の４９５位、配列番号１７の２４３
位、配列番号１８の２２７位、配列番号１９の２００位、配列番号２０の２１２位、配列
番号２１の２１２位、または配列番号２２の２２９位で脱アミド化されている。
【０１１０】
　一実施形態においては、溶出緩衝液の塩濃度は、凝集体を置換せずに樹脂から抗体単量
体を十分に外すことができるだけの高い値を有する。しかしながら、樹脂から抗体単量体
を溶出させるためには、ｐＨの上昇および塩濃度の低下を利用し得ると考えられる。
【０１１１】
　本発明におけるクロマトグラフィ工程の一部または全ては、任意の機械的手段により実
施することができる。クロマトグラフィは、例えば、カラム中で行い得る。カラムには、
加圧下、または非加圧下で、かつ上から下、または下から上へ流すことができる。カラム
内の流体の流れ方向は、クロマトグラフィプロセスの途中で逆転させることができる。ク
ロマトグラフィはまた、固相媒体を試料のロード、洗浄および溶出に使用した液体から、
重力、遠心分離、またはろ過などの任意の適切な手段で分離するバッチ法により実施する
ことができる。クロマトグラフィはまた、試料中のある分子を他のものより強く吸着また
は保持するフィルターに試料を接触させることによって行うことができる。以下の説明で
、本発明の様々な実施形態を、カラムで行うクロマトグラフィに関連して記載する。しか
しながら、カラムの使用は、使用し得るいくつかのクロマトグラフィの１つの方法に過ぎ
ず、当業者であればバッチ法またはフィルターを使用するものなどの他の方法にも本教示
を容易に適用し得るため、カラムを使用する本発明の例示が、本発明の適用をカラムクロ
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マトグラフィに限定するものではないことは理解される。
【０１１２】
　各種の異なるロード、洗浄および溶出条件を所望の通りに使用することができる。いく
つかの実施形態では、初期のロード条件を、初期の非ＨＴから溶出したタンパク質（例え
ば、抗体）が直接ＨＴカラムに適用されるようにする。
【０１１３】
　溶出は、例えば、液相中の塩の条件を変化させることにより行うことができる。例えば
、液相の塩および／または電気伝導率を、抗体が溶出する値まで増加（線形または段階的
に）させる。例示的な洗浄条件としては、例えば、１０ｍＭリン酸塩、ｐＨ６．７が挙げ
られ、塩濃度を上昇させる（段階的または線形で）（例えば、１０ｍＭのリン酸塩、１．
５ＭのＮａＣｌ、ｐＨ６．７へ）ことにより溶出させることができる。本明細書に記載す
る各種実施形態または任意選択は全て、あらゆる変形形態で組み合わせることができる。
【０１１４】
　試料をカラムに適用する前に、タンパク質のクロマトグラフに使用するであろう緩衝液
または塩で、カラムを平衡化することができる。後述するように、クロマトグラフィ（お
よび精製すべきタンパク質のロード）は、ナトリウム、カリウム、アンモニウム、マグネ
シウム、カルシウム、塩化物、フッ化物、酢酸塩、リン酸塩、および／またはクエン酸塩
、および／またはトリス緩衝液などの種々の緩衝液または塩で実施することができる。廃
棄が容易なことから、クエン酸塩緩衝液およびクエン酸塩が当業者に好まれている。その
ような緩衝液または塩は、少なくとも約５．５のｐＨを有することができる。いくつかの
実施形態では、平衡化はトリスまたはリン酸ナトリウム緩衝液を含む溶液中で起こり得る
。いくつかの実施形態では、平衡化は少なくとも約５．５のｐＨで起こる。平衡化は、約
６．０～約８．６のｐＨ、好ましくは約６．５～約７．５のｐＨで起こり得る。溶液は、
濃度が約２５ミリモルで、ｐＨが約６．８のリン酸ナトリウム緩衝液を含むことが最も好
ましい。
【０１１５】
　本発明のタンパク質精製方法は、任意のタンパク質からの酸性変異体の除去に適用可能
である。本発明での使用が具体的に考えられるタンパク質には、抗体またはそのフラグメ
ントが含まれる。他のタンパク質としては、１種以上の抗体免疫グロブリン定常ドメイン
、任意選択により抗体のＦｃ部分、および目的のタンパク質を含む組み換え融合タンパク
質が挙げられるが、これらに限定されない。
【０１１６】
製剤
　保管および使用のために、本発明の精製したポリペプチドまたは免疫複合体と薬学的に
許容されるビヒクル（例えば、担体、賦形剤）（Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ，Ｔｈｅ　Ｓｃｉｅ
ｎｃｅ　ａｎｄ　Ｐｒａｃｔｉｃｅ　ｏｆ　Ｐｈａｒｍａｃｙ　２０ｔｈ　Ｅｄｉｔｉｏ
ｎ　Ｍａｃｋ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ，２０００）とを組み合わせることによって、精製
したポリペプチドまたは免疫複合体の製剤が調製される。適切な薬学的に許容されるビヒ
クルとしては、リン酸塩、クエン酸塩および他の有機酸などの無毒の緩衝液；塩化ナトリ
ウムなどの塩；アスコルビン酸およびメチオニンなどの酸化防止剤；保存剤（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、ブチルアルコールまたはベンジルアルコール
；メチルパラベンまたはプロピルパラベンなど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；およびｍ－クレゾール）；低分子量
ポリペプチド（例えば、アミノ酸残基が約１０個未満）；血清アルブミン、ゼラチンまた
は免疫グロブリンなどのタンパク質；ポリビニルピロリドンなどの親水性ポリマー；グリ
シン、グルタミン、アスパラギン、ヒスチジン、アルギニンまたはリシンなどのアミノ酸
；モノサッカンデ（ｍｏｎｏｓａｃｃｈａｎｄｅｓ）、二糖類、グルコース、マンノース
またはデキストリンなどの炭水化物；ＥＤＴＡなどのキレート剤；蔗糖、マンニトール、
トレハロースまたはソルビトールなどの糖類；ナトリウムなどの塩形成対イオン；金属錯
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体（例えば亜鉛タンパク質錯体）；およびＴＷＥＥＮまたはポリエチレングリコール（Ｐ
ＥＧ）などの非イオン系界面活性剤が挙げられるが、これらに限定されない。
【０１１７】
　本発明の抗体および／または免疫複合体組成物（すなわち、抗体に結合したＰＥ）は、
静脈内投与、または体腔もしくは器官の内腔への投与などの非経口投与に特に有用である
。投与用の組成物は、一般に、薬学的に許容される担体、好ましくは水性担体に溶解した
抗体および／または免疫複合体の溶液を含むであろう。例えば、緩衝食塩水などの種々の
水性担体を使用することができる。これらは殺菌されており、一般に望ましくない物質は
含まない。これらの組成物は、従来の、よく知られた殺菌手法で殺菌することができる。
これらの組成物は、生理条件に近似するために求められるように、ｐＨ調節剤および緩衝
剤、毒性調節剤など、例えば、酢酸ナトリウム、塩化ナトリウム、塩化カリウム、塩化カ
ルシウム、乳酸ナトリウムなどの、薬学的に許容される補助物質を含有することができる
。これらの製剤中の融合タンパク質の濃度は、大きく変化させることができ、選択した特
定の投与形態や患者のニーズに従い、主として流体体積、粘度、体重などに基づいて選択
されるであろう。
【０１１８】
　したがって、静脈内投与用の典型的な免疫複合体医薬組成物は、１日当たり約０．３～
約５０μｇ／ｋｇ、特に１日当たり２０～５０μｇ／ｋｇの総治療量で、その用量が、好
ましくは連続的に、または１日３回に分けて投与されることになろう。投与組成物の実際
の調製方法は、当業者に知られているか、または自明であり、Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ　
Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅ，１９ｔｈ　ｅｄ．，Ｍａｃｋ　Ｐｕｂ
ｌｉｓｈｉｎｇ　Ｃｏｍｐａｎｙ，Ｅａｓｔｏｎ，Ｐａ．（１９９５）などの刊行物に、
より詳しく説明されている。
【０１１９】
　本発明の免疫複合体を含む組成物は、治療のために投与することができる。治療用途で
は、組成物は、病気およびその合併症を治癒、または少なくとも部分的に阻止するのに十
分な量が、病気に罹った患者に投与される。これを達成するのに十分な量は、「治療上有
効な用量」と定義される。この使用での有効量は、病気の重篤度と患者の一般的健康状態
に依るであろう。
【０１２０】
　患者が必要とし、かつ耐えられる用量と頻度に応じて、組成物の単一、または複数回の
投与が行われ得る。いずれにしても、組成物は、患者を有効に治療するために、十分な量
の本発明のタンパク質を提供しなければならない。用量は、例えば、２１日のサイクルで
１日おきに１日３回または１日おきに連続的に投与することができるが、治療結果が達成
されるか、または副作用により治療が中断されるまで、周期的に投与することができる。
一般に、用量は、患者に許容できない毒性をもたらすことなく、病気の症状または兆候を
治療または改善するのに十分な量であるべきである。化合物の有効量は、症状の自覚的軽
減か、または臨床医もしくは他の資格を有するオブザーバーが客観的に識別できる改善の
いずれかをもたらす量である。
【０１２１】
　一実施形態では、免疫複合体は、少なくとも１種の許容される賦形剤を含む医薬組成物
として処方される。薬剤として許容されるＣＡＴ－８０１５免疫複合体製剤は、２５ｍＭ
のリン酸ナトリウム中に０．５ｍｇ／ｍＬ～２．５ｍｇ／ｍＬ、通常１．０ｍｇ／ｍＬ、
１．１ｍｇ／ｍＬ、１．２ｍｇ／ｍＬ、１．３ｍｇ／ｍＬ、１．４ｍｇ／ｍＬまたは１．
５ｍｇ／ｍＬのＣＡＴ－８０１５、４％のスクロース、８％のグリシン、０．０２％のポ
リソルベート８０（ＰＳ８０）をｐＨ７．４で含む。さらなる実施形態では、リン酸ナト
リウムは２０ｍＭ～１００ｍＭ、２５ｍＭ～５０ｍＭ、または２５ｍＭ～３５ｍＭの範囲
とすることができ；スクロースは２％、３％、４％、５％または６％とすることができ；
グリシンは、５～１０％の範囲、通常５％、６％または７％とすることができ；ポリソル
ベート８０は、約０．０１％～約１％の範囲、通常０．０１％、０．０２％、０．０３％
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、０．０４％または０．０５％とすることができ；ｐＨは６．５～８．０の範囲、通常、
７．２、７．３、７．４、７．５または７．６である。当業者に知られている他の緩衝剤
もまた使用することができる。
【０１２２】
　本発明のある実施形態では、製剤は凍結乾燥される。用語「凍結乾燥される」とは、急
速凍結、および高真空下、凍結状態での脱水により、乾燥形態に調製される任意の組成物
または製剤を意味する。「凍結乾燥する」または「凍結乾燥」は、溶液を凍結させ、乾燥
させるプロセスをいう。凍結乾燥製剤または組成物は、しばしば、殺菌した蒸留水の添加
により、使える状態にされるか、または元に戻される。ある実施形態では、本発明の凍結
乾燥製剤は、元に戻して、バイアルに入れられる。
【０１２３】
　静脈内投与では、液体製剤または凍結乾燥製剤から戻した製剤などの本発明の製剤は、
バイアルに入れられ、製剤中の免疫複合体が上記濃度で含まれる。この製剤はバイアルか
ら抜き出され、点滴（ＩＶ）バッグの溶液に加えられる。ＩＶバッグには、約３０ｍＬ～
約１００ｍＬの溶液、通常５０ｍＬ、６０ｍＬ、７０ｍＬまたは８０ｍＬの溶液が含まれ
る。他のＩＶバッグの「保護剤溶液」も、ＩＶバッグの全体積に加えることができる。こ
の保護剤溶液には、ポリソルベート８０が、最終ＩＶバッグの溶液中に含まれるポリソル
ベート８０の量が、０．００１％～約３％の範囲、一般的には約０．０１％～約０．１％
の範囲、より一般的には０．０１％、０．０２％、０．０３％、０．０４％または０．０
５％となるように含まれている。保護剤溶液は、ポリソルベート８０が約０．５％～約５
％の濃度（０．５％、１．０％、１．５％、２．０％、２．５％、３．０％、３．５％、
４．０％、４．５％、または５．０％とすることができる）となるように、予めバイアル
に処方しておくことができる。保護剤溶液は、免疫複合体または薬剤（例えば、ＣＡＴ－
８０１５）がＩＶバッグの接触表面に吸着するのを防止し、それによって、投与中に免疫
複合体または薬剤がＩＶバッグに付着するのを防止または抑制し、患者が適切な用量の免
疫複合体または薬剤を受けることを可能にする。ＩＶバッグの溶液は、各種の持続時間、
通常３０分～１時間、通常３０分間、点滴で患者に投与することができる。
【０１２４】
　本発明の免疫複合体および製剤の各種の使用には、タンパク質の毒素作用で取り除き得
る特定のヒト細胞によって引き起こされる多様な病状が含まれる。本発明の免疫複合体の
１つの用途は、ＣＤ２２を発現するＢ細胞悪性腫瘍または悪性Ｂ細胞の治療に対するもの
である。例示的なＢ細胞悪性腫瘍としては、慢性Ｂリンパ球細胞（Ｂ－ＣＬＬ）、小児急
性リンパ球性白血病（ｐＡＬＬ）、濾胞性リンパ腫（ＦＬ）、びまん性大細胞型Ｂ細胞リ
ンパ腫（ＤＬＢＣＬ）、非ホジキンスリンパ腫（ＮＨＬ）および有毛細胞白血病（ＨＣＬ
）が挙げられる。
【０１２５】
　本願で引用した全ての文書、特許、学術論文および他の資料は、参照することにより本
明細書に組み込まれる。
【０１２６】
　添付の図面を参照しながら、本発明の複数の実施形態とともに、本発明全体を説明して
きたが、当業者には各種の変更形態と修正形態が明白であり得ることは理解されるべきで
ある。そのような変更形態および修正形態は、それらが本発明の範囲から逸脱していない
限り、添付の特許請求の範囲で定義されている本発明の範囲に含まれると理解されるべき
である。
【実施例】
【０１２７】
実施例１．ＣＡＴ－８０１５の発現、回収および封入体分離
　ＣＡＴ－８０１５ＶＬおよびＣＡＴ－８０１５ＶＨ－ＰＥ３８発現ベクターを含む別々
の細胞系の醗酵を行った。連続遠心分離により発酵槽から収集した。発酵槽収集物を毎分
０．５～０．８Ｌ、２～８℃で連続遠心分離機に通し、約１５，０００ｒｐｍの速度で遠
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心分離した。遠心分離後、細胞ペーストを≦－７０℃で凍結した。
【０１２８】
　この処理の後、２～８℃で１２～２４時間かけてＶＨ－ＰＥ３８およびＶＬ細胞ペース
トを融解した。細胞を溶解し、ＶＬおよびＶＨ－ＰＥ３８生成物を含む封入体を放出させ
た。その後、得られた封入体を可溶化して、ＶＨ－ＰＥ３８およびＶＬ生成物を得た。
【０１２９】
　生成物を、３０ｋＤａ限外濾過中空線維カートリッジを使用して、約１ｍｇ／ｍＬ（ク
ーマシー総タンパク質分析法により測定）に濃縮した。その後、２．５～３．０ｍＳ／ｃ
ｍの電気伝導率を得るために、５～６倍体積の２０ｍＭのトリス、１００ｍＭのｐＨ７．
４の尿素で、残余分をダイアフィルターに通した。この生成物を、２～８℃で最長７２時
間保管した。
【０１３０】
実施例２．高性能樹脂を使用した陰イオン交換クロマトグラフィによる活性ＣＡＴ－８０
１５の分析規模の精製
　ＶＨ－ＰＥ３８サブユニットの発現により、そのサブユニットの脱アミド変異体が生成
された。免疫複合体のＰＥ３８部分で、脱アミド化が生じることがわかった。ＶＨ－ＰＥ
３８サブユニットの脱アミド化により、ＣＡＴ－８０１５タンパク質の効力が低下した。
驚くべきことに、下記のクロマトグラフィの条件が脱アミド変異体の除去に有効であり、
したがって、精製過程で不活性種を除去する能力を提供できた。脱アミド化は、融合構成
体のＰＥ３８部分で生じるため、そのクロマトグラフィの条件は、ＰＥ複合体の任意の脱
アミド変異体の除去に適用することができる。
【０１３１】
　ＣＡＴ－８０１５を、単離した封入体から復元し、その後、４カラムプロセスで精製し
た。表１に復元および精製の単位操作の概要を示す。
【０１３２】
【表１】

【０１３３】
　図１に、ＣＡＴ－８０１５標準試料の分析イオン交換クロマトグラフィ（ＩＥＣ）プロ
ファイルを示す。プロファイルに示されるように、主ピークの溶出の前にプレピークが出
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現している。ＩＥＣから溶出した個々の画分について、試験試料の用量依存的なＣＤ２２
受容体発現ダウディ細胞系のアポトーシス細胞死を誘発する能力を測定するアポトーシス
生物検定を使用して、ＣＡＴ－８０１５生物活性を標準試料と比較して分析する。一旦Ｃ
Ｄ２２に結合し内部に取り入れられると、ＣＡＴ－８０１５は、Ｃａｓｐａｓｅ－Ｇｌｏ
（商標）３／７　Ａｓｓａｙ　Ｓｙｓｔｅｍで測定することができるカスパーゼ３／７の
活性化を介して、ダウディ細胞のアポトーシスを誘起する。試験試料の効力は、標準試料
の５０％有効濃度（ＥＣ５０）を試験試料のＥＣ５０で除して算出される。アポトーシス
生物検定の結果は、ＣＡＴ－８０１５の相対的効力が、図１に示すＣＡＴ－８０１５のプ
レピークの割合と相関することを示した。図２に、この相対的効力とプレピークの割合と
の関係を示す。
【０１３４】
　複数回のＩＥＣ分析からのプレピークと主ピークの画分を回収してプールし、ペプチド
マッピングおよび液体クロマトグラフィ－質量分析／質量分析（ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ）に供
した。結果を、精製したＣＡＴ－８０１５のペプチドマッピングおよびＬＣ－ＭＳ／ＭＳ
実験から得られたものと比較した。精製したＣＡＴ－８０１５薬剤物質の分析から、Ａｓ
ｎ－３５８が部分的にＡｓｐ－３５８およびイソ－Ａｓｐ－３５８へ脱アミド化されるこ
とがわかった（表２）。Ａｓｐ－３５８およびイソ－Ａｓｐ－３５８が、プレピーク画分
中に大きく増加する一方、主ピーク画分には完全なＣＡＴ－８０１５が増加することがわ
かった（表２）。この２つを併せると、結果は、Ａｓｎ－３８５の脱アミド化が、細胞ベ
ースの生物検定における相対的効力の低下に繋がることを示している。Ａｓｐ－３５８残
基は免疫複合体のＰＥ毒素部分に存在しており、したがって、これは、Ａｓｐ－３５８が
存在するＰＥ毒素を含む免疫複合体またはその変異体が、脱アミド化、および効力または
活性の低下を受け易いことを示すものである。
【０１３５】
【表２】

【０１３６】
　完全なＣＡＴ－８０１５からの脱アミドＣＡＴ－８０１５の分離は、Ｓｏｕｒｃｅ　１
５（粒子径：１５μｍ；ＧＥ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ）およびＳｅｐｈａｒｏｓｅ　Ｈｉ
ｇｈ　Ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ（粒子径：３４μｍ；ＧＥ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ）など
の小径樹脂にＱ（第四級アミノ基）などの強いイオン交換基が結合した陰イオン交換クロ
マトグラフィにより達成された。バイオ製造プロセスに小径クロマトグラフィ樹脂を適用
することは、カラム形状、流量および緩衝液組成で定義される典型的な運転条件で大きな
背圧が生じるために複雑である。これらの考慮と高分解能クロマトグラフィ工程に対する
要件に基づき、完全なＣＡＴ－８０１５から脱アミドＣＡＴ－８０１５を分離するために
、Ｑ　Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ　Ｈｉｇｈ　Ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅを選択した。各種の製造
規模で、操作性を確保しながら高分解を達成するクロマトグラフィ条件を開発した。
【０１３７】
実施例３．ＣＡＴ－８０１５のベンチスケール精製
　まず、カラム容積（ＣＶ）の５倍の緩衝液Ｃ（前平衡化／ストリッピング緩衝液：１０
ｍＭのトリス／ＨＣｌ、ｐＨ８．０、１．０ＭのＮａＣｌ）でカラムの前平衡化を行い、
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次いで、５ＣＶの緩衝液Ａ（平衡化緩衝液：１０ｍＭのトリス／ＨＣｌ、ｐＨ８．０）を
用い、１００ｃｍ／ｈｒの線流速で、カラムを平衡化させた。クロマトグラフィ樹脂は、
Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ　Ｖａｎｔａｇｅカラム、２．２ｃｍ×１９．５ｃｍ、に充填したＱ
　Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ　Ｈｉｇｈ　Ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ（ＱＨＰ、ＧＥ　Ｈｅａｌｔ
ｈｃａｒｅ）であり、ＡＫＴＡ　Ｅｘｐｌｏｒｅｒ上で使用した。高性能陰イオン交換カ
ラムにロードするために、１０ｋＤａのＭＷＣＯ膜を使用し、１０倍体積の緩衝液Ａでダ
イアフィルトレーションを行って、中間精製物のプールを調製した。ダイアフィルトレー
ションを行った疎水性相互作用生成物のプールを、１００ｃｍ／ｈｒの線流速でＱＨＰカ
ラムにロードし、その後、緩衝液Ａを用い、同じ流速で、２ＣＶ再平衡化工程を行った。
ＣＡＴ－８０１５を、３５％の緩衝液Ｂ（溶出緩衝液：１０ｍＭのトリス／ＨＣｌ、ｐＨ
８．０、５００ｍＭのＮａＣｌ）～５５％の緩衝液Ｂの１０ＣＶの線形勾配により、１０
０ｃｍ／ｈｒの線流速で溶出した。生成物の溶出を、２８０ｎｍで監視した。画分を集め
、分析イオン交換クロマトグラフィ（ＩＥＣ）によりプレピークの％を分析した。２５％
未満のプレピークを含む画分をプールした。ＱＨＰプール分について、分析ＩＥＣにより
強陰イオン交換カラム上でプレピークの％を分析した。上記のアポトーシス生物検定によ
り、相対効力を測定した。
【０１３８】
　ｐＨ８．０で、ＣＡＴ－８０１５は陰イオン交換樹脂に強く結合しており、流れ出た画
分中にＡ２８０での吸収によるタンパク質は検出されなかった。１７５ｍＭのＮａＣｌを
含有するトリス／ＨＣｌ、ｐＨ８．０、による初期の洗浄工程後、３５％のＢ（トリス／
ＨＣｌ中１７５ｍＭのＮａＣｌ、ｐＨ８．０）～５５％のＢ（トリス／ＨＣｌ中２７５ｍ
ＭのＮａＣｌ、ｐＨ８．０）の線形塩勾配で、ＣＡＴ－８０１５をカラムから溶出した。
３９％のＢ（トリス／ＨＣｌ中１９２ｍＭのＮａＣｌ、ｐＨ８．０）～４９％のＢ（トリ
ス／ＨＣｌ中２４５ｍＭのＮａＣｌ、ｐＨ８．０）で、ＣＡＴ－８０１５をカラムから溶
出した。図３にＣＡＴ－８０１５のＱＨＰクロマトグラフィプロファイルを示す。
【０１３９】
　分析ＩＥＣにより画分を分析した。４４．５％のＢ（２２３ｍＭのＮａＣｌ）～４７．
２％のＢ（２３６ｍＭのＮａＣｌ）で溶出した画分の結果を表３に示す。
【０１４０】
【表３】

【０１４１】
　表３は、線形塩勾配溶出モードで操作された陰イオン交換クロマトグラフィが、脱アミ
ドＣＡＴ－８０１５を完全なＣＡＴ－８０１５から効率的に分離できることを示している
。
【０１４２】
　驚くべきことに、アスパラギン残基の脱アミド化により、正味の負電荷が明らかに増加
するにもかかわらず、完全なＣＡＴ－８０１５がより高濃度の塩で溶出した。この結果は
、ＩＥＣで観察されたクロマトグラフィプロファイルと一致する。ＣＡＴ－８０１５含有
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試料を、トリス／ＨＣｌ緩衝液系によりｐＨ８．０で平衡化した分析陰イオン交換カラム
（ＰＬ－ＳＡＸ、Ｖａｒｉａｎ）に注入し、工程と勾配溶出工程の組み合わせにより溶出
させた（図１）。
【０１４３】
　プレピークの含有率が２５％未満というプール基準にしたがって、画分を一つにした。
ＱＨＰプールについて、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ、分析ＩＥＣおよびアポトーシス生物検定によ
り、プレピークの％および相対的効力を分析した。図４に示すように、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ
分析は、ＱＨＰロードプールおよび溶出試料に高度に精製されたＣＡＴ－８０１５が含ま
れていたことを示している。しかしながら、ＱＨＰロードプールは、ＩＥＣによる純度お
よび生物活性が目標の仕様に合致しなかった。ＱＨＰロードプールに対する純度および効
力の測定結果は、下表４に示すように、ＱＨＰ溶出液プールと比較して、ＱＨＰによる陰
イオン交換クロマトグラフィ工程が、ＣＡＴ－８０１５のＩＥＣによる純度および相対的
効力を大きく増加させることを示している。ＱＨＰロードプールは、中間精製工程ＩＩで
生成された。
【０１４４】
【表４】

【０１４５】
　その後、ＱＨＰ生成物プールを、製剤緩衝液へダイアフィルトレーションして、ＣＡＴ
－８０１５薬剤物質を生成した。
【０１４６】
　このように、ＣＡＴ－８０１５薬剤物質の製造では、活性ＣＡＴ－８０１５から脱アミ
ドＣＡＴ－８０１５を分離する必要がある。ＱＨＰなどの高性能樹脂を使用する陰イオン
交換クロマトグラフィが、完全なＣＡＴ－８０１５から脱アミドＣＡＴ－８０１５を分離
することができ、かつ生物活性を目標仕様にまで高めることができることが、ＣＡＴ－８
０１５薬剤物質の製造を成功させる必須条件である。
【０１４７】
実施例４．ＣＡＴ－８０１５の大規模精製
　まず、カラムを、５ＣＶの緩衝液Ｃ（前平衡化／ストリッピング緩衝液：１０ｍＭのト
リス／ＨＣｌ、ｐＨ８．０、１．０ＭのＮａＣｌ）により、６６ｃｍ／ｈｒの線流速で前
平衡化し、次いで、５ＣＶの緩衝液Ａにより７６ｃｍの線速度で平衡化した。クロマトグ
ラフィ樹脂は、Ｑ　Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ　Ｈｉｇｈ　Ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ（ＱＨＰ、
ＧＥ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ）とし、３０ｃｍ×２２ｃｍのＢＰ３００カラム床に充填し
、Ｋ　Ｐｒｉｍｅ装置で使用した。高性能陰イオン交換カラムにローディングするために
、１０ｋＤａのＭＷＣＯ膜を使用し、１０倍体積の緩衝液Ａ（平衡化緩衝液：１０ｍＭの
トリス／ＨＣｌ、ｐＨ８．０）でダイアフィルトレーションを行って、中間精製物のプー
ルを調製した。ダイアフィルトレーションを行った生成物プールを、６４ｃｍ／ｈｒの線
流速で、ＱＨＰカラムにロードし、その後、緩衝液Ａにより、７６ｃｍ／ｈｒの線流速で
、２ＣＶの再平衡化工程を行った。３５％緩衝液Ｂ（溶出緩衝液：１０ｍＭのトリス／Ｈ
Ｃｌ、ｐＨ８．０、５００ｍＭのＮａＣｌ）～５５％緩衝液Ｂの１０ＣＶ線形勾配により
、線流速７６ｃｍ／ｈｒでＣＡＴ－８０１５を溶出させた。生成物の溶出を、２８０ｎｍ
で監視した。画分を集め、分析イオン交換クロマトグラフィ（ＩＥＣ）によりプレピーク
の％を分析した。２５％未満のプレピークを含む画分をプールした。ＱＨＰプールについ
て、分析ＩＥＣにより強陰イオン交換カラムでプレピークの％を分析した。アポトーシス
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【０１４８】
　上記のように、ＱＨＰを使用して、ＣＡＴ－８０１５の大規模陰イオン交換クロマトグ
ラフィを実施した。装置上の制限により、流速を落としてＱＨＰ精製を行った。電気伝導
率２２．３ｍＳ／ｃｍ～２６．４ｍＳ／ｃｍでＣＡＴ－８０１５をカラムから溶出させた
。図５に、上記方法により精製したＣＡＴ－８０１５のＱＨＰクロマトグラフィプロファ
イルを示す。
【０１４９】
　分析ＩＥＣにより画分を分析した。電気伝導率２３．８ｍＳ／ｃｍ～２５．４ｍＳ／ｃ
ｍで溶出させた画分の結果を表５に示す。表５は、線形塩勾配溶出モードで操作する陰イ
オン交換クロマトグラフィにより、完全なＣＡＴ－８０１５から脱アミドＣＡＴ－８０１
５を分離できることを示している。完全なＣＡＴ－８０１５からの脱アミドＣＡＴ－８０
１５の分離は、２ｍＳ／ｃｍ未満の電気伝導率範囲内で生じた。
【０１５０】

【表５】

【０１５１】
　プレピーク含有率が２５％未満というプール基準にしたがって、画分４～７を一つにし
た。ＳＤＳ－ＰＡＧＥおよびＳＥＣ、分析ＩＥＣ、並びにアポトーシス生物検定により、
プレピークの％および相対的効力を、ＱＨＰプールについて分析した。図６に示すように
、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析は、ＱＨＰロードプールおよび溶出試料に高度に精製されたＣＡ
Ｔ－８０１５が含まれていたことを示している。しかしながら、ＱＨＰロードプールは、
ＳＥＣ、ＩＥＣによる純度および生物活性が目標の仕様に合致しなかった。ＱＨＰロード
プールに対する純度および効力の測定結果は、下表６および７に示すように、ＱＨＰ溶出
液プールと比較して、ＱＨＰによる陰イオン交換クロマトグラフィ工程が、ＣＡＴ－８０
１５のＳＥＣ、ＩＥＣによる純度および相対的効力を大きく増加させることを示している
。ＱＨＰロードプールは、中間精製工程ＩＩで生成された。
【０１５２】

【表６】

【０１５３】
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【表７】

【０１５４】
　ＱＨＰ生成物プールを、その後、製剤緩衝液へとダイアフィルターして、ＣＡＴ－８０
１５薬剤物質を生成した。
【０１５５】
　実施例２～４は、Ｑ　Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ　Ｈｉｇｈ　Ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅなどの
樹脂を使用する陰イオン交換クロマトグラフィが、完全なＣＡＴ－８０１５から脱アミド
ＣＡＴ－８０１５を分離し、かつ相対的効力を目標仕様に合致するように高めることがで
きることを示している（表４および６を参照）。脱アミドＣＡＴ－８０１５は、完全なＣ
ＡＴ－８０１５とは、負電荷が１つ追加されている点で異なる。陰イオン交換カラムから
の予期される溶出挙動とは異なり、塩勾配溶出条件では、脱アミドＣＡＴ－８０１５の大
半は完全なＣＡＴ－８０１５より先に溶出する（表３および５を参照）。この予期せぬ溶
出パターンは、分析規模、ベンチ規模および大規模の陰イオン交換クロマトグラフィで観
察された。この溶出パターンが予期できなかったのは、線形高塩濃度溶出緩衝液では、負
電荷のより多い変異体を生ずると予想されたからであろう。このように、実施例２～４は
、線形溶出緩衝液を使用すれば、陰イオン交換クロマトグラフィにより、脱アミド種を活
性免疫複合体から除去できることを示している。完全なＣＡＴ－８０１５からの脱アミド
ＣＡＴ－８０１５の分離は、特定の範囲の電気伝導率で生じており、これは、高分解能陰
イオン交換樹脂、溶出条件の注意深い制御、および集めた画分のプロセス内試験の必要性
を強調するものである。
【０１５６】
実施例５．ＣＡＴ－８０１５製剤の生物活性の改変
　ＣＡＴ－８０１５組成物の効力は、特定量の脱アミドプレピークと活性な主ピークとを
混合することによって調整した。ＣＡＴ－８０１５の特定の効力を有する組成物を得るた
めに、ＣＡＴ－８０１５プレピーク生成物の一定量とＣＡＴ－８０１５主ピーク生成物の
一定量とを合わせて、ＣＡＴ－８０１５の特定の効力を有する組成物を得た。組成物中の
ＣＡＴ－８０１５効力のレベルを調節することによって、特定量の再構成ＣＡＴ－８０１
５を所望の用量で投与するためのＣＡＴ－８０１５製剤を製造した。
【０１５７】
実施例６．可溶化過程でのｐＨの調節は、捕捉および中間精製工程後に測定される脱アミ
ド種を減少させる。
　脱アミド種は、上記のように精製工程を行うことにより、活性免疫複合体から除去する
ことができるが、ＣＡＴ－８０１５の脱アミド種のレベルは、精製プロセスの初期の工程
（すなわち、リフォールディング工程（上記表１の工程４））でｐＨを調節することによ
っても有効に減少させることができる。ＣＡＴ－８０１５の脱アミド種の低レベル化を達
成するために使用するリフォールディングの手順は、以下のサブ工程を含む。
【０１５８】
　リフォールディングサブ工程１：可溶化、清澄化および濃縮：室温（１５～３０℃）で
１２～２４時間かけて、ＶＨ－ＰＥ３８およびＶＬ封入体を解凍した。ＶＨ－ＰＥ３８お
よびＶＬ封入体を１：１のモル比で混合し、ｐＨ７．４の５０ｍＭのトリス、２０ｍＭの
ＥＤＴＡを加えて固形分１５％（重量／体積）に調節した。固形分１５％（重量／体積）
の封入体懸濁液１ｋｇ当たり、５ｋｇの封入体可溶化緩衝液（５０ｍＭのエタノールアミ
ン、８Ｍの尿素、０．５Ｍのアルギニン、２ｍＭのＥＤＴＡ、１０ｍＭのＤＴＥ）を加え
て、封入体を可溶化した。封入体可溶化緩衝液のｐＨを、ｐＨ９．０～１０．５の間で０
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させた。可溶化した封入体を、一連のフィルターを通す深層濾過により清澄化した。清澄
化した濾液を、５ｋＤａ分子量カット（ＭＷＣＯ）の限外濾過膜を使用するタンジェント
流濾過により、５～６ｇ／Ｌに濃縮した。
【０１５９】
　リフォールディングサブ工程２：リフォールディング：清澄化し、濃縮した封入体濾液
を予め冷却（２～８℃）しておいたリフォールディング緩衝液（５０ｍＭのエタノールア
ミン、１Ｍのアルギニン、２ｍＭのＥＤＴＡ、０．９１ｍＭの酸化グルタチオン、ｐＨ９
．５）に加えて１０倍に希釈することにより、ＣＡＴ－８０１５のリフォールディングを
開始した。リフォールディング溶液を、連続的に混合しながら４８～７２時間、２～８℃
に維持した。濃縮およびダイアフィルトレーションの前に、リフォールディング溶液を室
温（１５～３０℃）にすることにより、リフォールディングを終了した。リフォールディ
ング溶液を、１０ｋＤａのＭＷＣＯ膜を備えたタンジェント流濾過により濃縮し、１０倍
体積の２０ｍＭ、ｐＨ７．４のリン酸カリウムでダイアフィルターにかけた。濃縮し、ダ
イアフィルターしたリフォールディング溶液を、０．２μｍのフィルターを通して濾過し
た（ＴＭＡＥロード）。
【０１６０】
　捕捉工程（上記表１の工程５）の一部として、上記リフォールディング手順から得られ
たＣＡＴ－８０１５調製物を、ｐＨ７．４の２０ｍＭリン酸カリウムで平衡化したＦｒａ
ｃｔｏｇｅｌ　ＴＭＡＥカラム（ＥＭＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ、または同等）にロー
ドした。ロード後、カラムを、まず、ｐＨ７．４の２０ｍＭリン酸カリウムで洗浄し、次
いで、２０ｍＭリン酸カリウム、ｐＨ７．４の０．１％（重量／重量）Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ
　１００で洗浄し、さらにその後、ｐＨ７．４の２０ｍＭリン酸カリウム、１００ｍＭ塩
化ナトリウムで洗浄した。生成物を、ｐＨ７．４の２０ｍＭリン酸カリウム、２００ｍＭ
塩化ナトリウムの逆流下でカラムから溶出した。カラムを２Ｍ塩化ナトリウムによりスト
リッピングし、１Ｎ水酸化ナトリウムで洗浄し、室温で０．１Ｎ水酸化ナトリウム中に保
管した。
【０１６１】
　中間精製工程１の一部として、ヒドロキシアパタイトクロマトグラフィを実施した。ヒ
ドロキシアパタイトクロマトグラフィ工程は、フロースルー型クロマトグラフィ工程とし
て操作した。上記捕捉工程から得られた生成物を、さらなる調節を行わずに直接、ｐＨ７
．４の４００ｍＭリン酸カリウム、２００ｍＭ塩化ナトリウム、次いでｐＨ７．４の２０
ｍＭリン酸カリウム、２００ｍＭ塩化ナトリウムで平衡化したセラミックヒドロキシアパ
タイトカラム（Ｂｉｏ－Ｒａｄ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ、または同等）にロードした
。クロマトグラフィのこの条件下で、生成物をフロースルー画分の形で集めた（ＨＡ生成
物）。カラムを、ｐＨ７．４の４００ｍＭリン酸カリウム、２００ｍＭ塩化ナトリウムで
ストリッピングし、１Ｎ水酸化ナトリウムで洗浄し、室温で０．１Ｎ水酸化ナトリウム中
に保管した。
【０１６２】
　高性能陰イオン交換クロマトグラフィにより、上記ＨＡ生成物中のプレピークパーセン
トを分析した。表８および図７に、可溶化ｐＨの関数として、ＨＡ生成物中のプレピーク
パーセントを示す。表８および図７に示すように、ＶＨ－ＰＥ３８およびＶＬ封入体をよ
り低いｐＨで可溶化すると、脱アミド化がより少ないＣＡＴ－８０１５生成物が得られる
。再生および精製プロセスの初期工程でＣＡＴ－８０１５の脱アミド化を制御することが
可能であれば、最終の精製済み薬剤物質の品質を維持しつつ、プロセス全体としての収率
を増大させることができる。
【０１６３】
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