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【公報種別】特許法第１７条の２の規定による補正の掲載
【部門区分】第１部門第１区分
【発行日】令和2年2月13日(2020.2.13)

【公表番号】特表2019-503172(P2019-503172A)
【公表日】平成31年2月7日(2019.2.7)
【年通号数】公開・登録公報2019-005
【出願番号】特願2018-533745(P2018-533745)
【国際特許分類】
   Ｃ１２Ｎ  15/13     (2006.01)
   Ｃ１２Ｎ  15/63     (2006.01)
   Ｃ１２Ｎ   1/15     (2006.01)
   Ｃ１２Ｎ   1/19     (2006.01)
   Ｃ１２Ｎ   1/21     (2006.01)
   Ｃ１２Ｎ   5/10     (2006.01)
   Ｃ０７Ｋ  16/00     (2006.01)
   Ａ６１Ｋ  39/395    (2006.01)
   Ａ６１Ｐ  35/00     (2006.01)
【ＦＩ】
   Ｃ１２Ｎ   15/13     ＺＮＡ　
   Ｃ１２Ｎ   15/63     　　　Ｚ
   Ｃ１２Ｎ    1/15     　　　　
   Ｃ１２Ｎ    1/19     　　　　
   Ｃ１２Ｎ    1/21     　　　　
   Ｃ１２Ｎ    5/10     　　　　
   Ｃ０７Ｋ   16/00     　　　　
   Ａ６１Ｋ   39/395    　　　Ｎ
   Ａ６１Ｋ   39/395    　　　Ｔ
   Ａ６１Ｐ   35/00     　　　　

【手続補正書】
【提出日】令和2年1月6日(2020.1.6)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　（ａ）可変ドメイン（ＶＨ１）およびヒトＩｇＧ定常ドメイン（ＣＨ１’、ＣＨ２’、
およびＣＨ３’）を含む第１の重鎖であって、前記ＣＨ１’ドメインが、残基Ｌ１２４お
よびＬ１４３におけるアミノ酸置換を含み、前記ＣＨ３’ドメインが、（ｉ）残基Ｋ３９
３におけるアミノ酸置換、または（ｉｉ）残基Ｅ３７８およびＫ４４０におけるアミノ酸
置換を含む、第１の重鎖；
　（ｂ）可変ドメイン（ＶＬ１）およびヒトＩｇカッパ定常ドメイン（ＣＬ’）を含む第
１の軽鎖であって、前記ＣＬ’ドメインが、残基Ｑ１２４およびＮ１３７におけるアミノ
酸置換を含む、第１の軽鎖；
　（ｃ）可変ドメイン（ＶＨ２）およびヒトＩｇＧ定常ドメイン（ＣＨ１”、ＣＨ２”、
ＣＨ３”）を含む第２の重鎖であって、前記ＣＨ１”ドメインが、残基Ｋ１４５、Ｈ１７
２、およびＳ１８８におけるアミノ酸置換を含み、前記ＣＨ３”ドメインが、（ｉ）残基
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Ｋ３９３におけるアミノ酸置換、または（ｉｉ）残基Ｅ３７８およびＫ４４０におけるア
ミノ酸置換を含む、第２の重鎖；
　（ｄ）可変ドメイン（ＶＬ２）およびヒトＩｇカッパ定常ドメイン（ＣＬ”）を含む第
２の軽鎖であって、前記ＣＬ”ドメインが、残基Ｑ１２４、Ｎ１３７、およびＴ１７８に
おけるアミノ酸置換を含む、第２の軽鎖
を含む二重特異性免疫グロブリンＧ１（ＩｇＧ１）抗体であって、番号付けはＫａｂａｔ
に従っており、
　前記ＶＨ１ドメインおよび前記ＶＬ１ドメインが、第１の抗原に特異的に結合し、前記
ＶＨ２ドメインおよび前記ＶＬ２ドメインが、第２の抗原に特異的に結合する、二重特異
性抗体。
【請求項２】
　（ａ）可変ドメイン（ＶＨ１）およびヒトＩｇＧ定常ドメイン（ＣＨ１’、ＣＨ２’、
およびＣＨ３’）を含む第１の重鎖であって、前記ＣＨ１’ドメインが、残基Ｌ１２４に
バリンおよび残基Ｌ１４３にアラニンを含み、前記ＣＨ３’ドメインが、残基Ｅ３７８に
リシンおよび残基Ｋ４４０にアルギニンを含む、第１の重鎖；
　（ｂ）可変ドメイン（ＶＬ１）およびヒトＩｇカッパ定常ドメイン（ＣＬ’）を含む第
１の軽鎖であって、前記ＣＬ’ドメインが、残基Ｑ１２４にアスパラギン酸および残基Ｎ
１３７にアスパラギン酸を含む、第１の軽鎖；
　（ｃ）可変ドメイン（ＶＨ２）およびヒトＩｇＧ定常ドメイン（ＣＨ１”、ＣＨ２”、
ＣＨ３”）を含む第２の重鎖であって、前記ＣＨ１”ドメインが、残基Ｋ１４５にアスパ
ラギン酸、残基Ｈ１７２にアスパラギン酸、および残基Ｓ１８８にトリプトファンを含み
、前記ＣＨ３”ドメインが、残基Ｋ３９３にグルタミン酸を含む、第２の重鎖；ならびに
　（ｄ）可変ドメイン（ＶＬ２）およびヒトＩｇカッパ定常ドメイン（ＣＬ”）を含む第
２の軽鎖であって、前記ＣＬ”ドメインが、Ｑ１２４にリシン、Ｎ１３７にリシン、およ
びＴ１７８にアラニンを含む、第２の軽鎖
を含む、請求項１に記載の二重特異性抗体であって、番号付けはＫａｂａｔに従っており
、
　前記ＶＨ１ドメインおよび前記ＶＬ１ドメインが、第１の抗原に特異的に結合し、前記
ＶＨ２ドメインおよび前記ＶＬ２ドメインが、第２の抗原に特異的に結合する、二重特異
性抗体。
【請求項３】
　（ａ）可変ドメイン（ＶＨ１）およびヒトＩｇＧ定常ドメイン（ＣＨ１’、ＣＨ２’、
およびＣＨ３’）を含む第１の重鎖であって、前記ＣＨ１’ドメインが、残基Ｌ１２４に
バリンおよび残基Ｌ１４３にアラニンを含み、前記ＣＨ３”ドメインが、残基Ｋ３９３に
グルタミン酸を含む、第１の重鎖；
　（ｂ）可変ドメイン（ＶＬ１）およびヒトＩｇカッパ定常ドメイン（ＣＬ’）を含む第
１の軽鎖であって、前記ＣＬ’ドメインが、残基Ｑ１２４にアスパラギン酸および残基Ｎ
１３７にアスパラギン酸を含む、第１の軽鎖；
　（ｃ）可変ドメイン（ＶＨ２）およびヒトＩｇＧ定常ドメイン（ＣＨ１”、ＣＨ２”、
ＣＨ３”）を含む第２の重鎖であって、前記ＣＨ１”ドメインが、残基Ｋ１４５にアスパ
ラギン酸、残基Ｈ１７２にアスパラギン酸、および残基Ｓ１８８にトリプトファンを含み
、前記ＣＨ３’ドメインが、残基Ｅ３７８にリシンおよび残基Ｋ４４０にアルギニンを含
む、第２の重鎖；ならびに
　（ｄ）可変ドメイン（ＶＬ２）およびヒトＩｇカッパ定常ドメイン（ＣＬ”）を含む第
２の軽鎖であって、前記ＣＬ”ドメインが、Ｑ１２４にリシン、Ｎ１３７にリシン、およ
びＴ１７８にアラニンを含む、第２の軽鎖
を含む、請求項１に記載の二重特異性抗体であって、番号付けはＫａｂａｔに従っており
、
　前記ＶＨ１ドメインおよび前記ＶＬ１ドメインが、第１の抗原に特異的に結合し、前記
ＶＨ２ドメインおよび前記ＶＬ２ドメインが、第２の抗原に特異的に結合する、二重特異
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性抗体。
【請求項４】
　（ａ）可変ドメイン（ＶＨ１）およびヒトＩｇＧ定常ドメイン（ＣＨ１’、ＣＨ２’、
およびＣＨ３’）を含む第１の重鎖であって、前記ＣＨ１’ドメインが、配列番号６に記
載の配列を含み、前記ＣＨ３’ドメインが、配列番号１４に記載の配列を含む、第１の重
鎖；
　（ｂ）可変ドメイン（ＶＬ１）およびヒトＩｇカッパ定常ドメイン（ＣＬ’）を含む第
１の軽鎖であって、前記ＣＬ’ドメインが、配列番号９に記載の配列を含む、第１の軽鎖
；
　（ｃ）可変ドメイン（ＶＨ２）およびヒトＩｇＧ定常ドメイン（ＣＨ１”、ＣＨ２”、
ＣＨ３”）を含む第２の重鎖であって、前記ＣＨ１”ドメインが、配列番号７に記載の配
列を含み、前記ＣＨ３”ドメインが、配列番号１３に記載の配列を含む、第２の重鎖；な
らびに
　（ｄ）可変ドメイン（ＶＬ２）およびヒトＩｇカッパ定常ドメイン（ＣＬ”）を含む第
２の軽鎖であって、前記ＣＬ”ドメインが、配列番号１１に記載の配列を含む、第２の軽
鎖
を含む、請求項１に記載の二重特異性抗体であって、
　前記ＶＨ１ドメインおよび前記ＶＬ１ドメインが、第１の抗原に特異的に結合し、前記
ＶＨ２ドメインおよび前記ＶＬ２ドメインが、第２の抗原に特異的に結合する、二重特異
性抗体。
【請求項５】
　（ａ）可変ドメイン（ＶＨ１）およびヒトＩｇＧ定常ドメイン（ＣＨ１’、ＣＨ２’、
およびＣＨ３’）を含む第１の重鎖であって、前記ＣＨ１’ドメインが、配列番号６に記
載の配列を含み、前記ＣＨ３”ドメインが、配列番号１３に記載の配列を含む、第１の重
鎖；
　（ｂ）可変ドメイン（ＶＬ１）およびヒトＩｇカッパ定常ドメイン（ＣＬ’）を含む第
１の軽鎖であって、前記ＣＬ’ドメインが、配列番号９に記載の配列を含む、第１の軽鎖
；
　（ｃ）可変ドメイン（ＶＨ２）およびヒトＩｇＧ定常ドメイン（ＣＨ１”、ＣＨ２”、
ＣＨ３”）を含む第２の重鎖であって、前記ＣＨ１”ドメインが、配列番号７に記載の配
列を含み、前記ＣＨ３’ドメインが、配列番号１４に記載の配列を含む、第２の重鎖；な
らびに
　（ｄ）可変ドメイン（ＶＬ２）およびヒトＩｇカッパ定常ドメイン（ＣＬ”）を含む第
２の軽鎖であって、前記ＣＬ”ドメインが、配列番号１１に記載の配列を含む、第２の軽
鎖
を含む、請求項１に記載の二重特異性抗体であって、
　前記ＶＨ１ドメインおよび前記ＶＬ１ドメインが、第１の抗原に特異的に結合し、前記
ＶＨ２ドメインおよび前記ＶＬ２ドメインが、第２の抗原に特異的に結合する、二重特異
性抗体。
【請求項６】
　前記二重特異性抗体の熱安定性が、親の単一特異性抗体の熱安定性の１０℃以内である
、請求項１から５のいずれか一項に記載の二重特異性抗体。
【請求項７】
　請求項１から６のいずれか一項に記載の二重特異性抗体の、軽鎖、重鎖、または軽鎖お
よび重鎖の両方をコードするヌクレオチド配列を含む核酸。
【請求項８】
　請求項７に記載の核酸を含む発現ベクター。
【請求項９】
　請求項８に記載の発現ベクターで形質転換された細胞。
【請求項１０】
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　二重特異性抗体を産生するための方法であって、請求項１から６のいずれか一項に記載
の二重特異性抗体を発現するように形質転換された宿主細胞を培養する工程を包含する、
方法。
【請求項１１】
　請求項１から１０のいずれか一項に記載の二重特異性抗体を含む、増殖性疾患、腫瘍、
炎症性障害、自己免疫疾患、アレルギー反応、または寄生虫反応の予防、処置、緩和、ま
たは検出において使用するための、組成物。
【請求項１２】
　前記疾患が、がんである、請求項１１に記載の組成物。
【手続補正２】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【発明の詳細な説明】
【発明の名称】定常領域の変異を有する二重特異性抗体およびその使用
【技術分野】
【０００１】
　関連出願
　この出願は、２０１５年１２月２８日に出願された米国仮出願第６２／２７１，８４４
号の優先日の利益を主張する。この仮出願は、その全体が参考として本明細書に援用され
る。
【背景技術】
【０００２】
　二重特異性抗体は、２つの異なる抗原に同時に結合することができる。この特性は、従
来のモノクローナル抗体では不可能な治療戦略の開発を可能にする。これまでに開発され
た膨大な量の構想上の二重特異性抗体様式は、これらの分子に対する強い関心を反映して
いる。Ｓｐｉｅｓｓ，Ｃ．ら、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ（２０１５年
）６７巻（２号）：９５～１０６頁を参照されたい。
【０００３】
　二重特異性抗体は、細胞融合技術（例えば、ハイブリッドハイブリドーマ）によって生
成されることが多い。このプロセスは、２つの異なる細胞型を含む。２つの重鎖および２
つの軽鎖がランダムに集合し、１０種の抗体組み合わせの生成が起こる。所望のヘテロ二
量体抗体は、産生された抗体のうちごくわずかにすぎない。さらに、所望のヘテロ二量体
抗体の精製は、劇的に産生収量を低減させ、製造コストを増加させる。それゆえに、二重
特異性抗体の産生および精製を改善する必要がある。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００４】
【非特許文献１】Ｓｐｉｅｓｓ，Ｃ．ら、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ（
２０１５年）６７巻（２号）：９５～１０６頁
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００５】
　本明細書に記載される本発明は、ＣＨ１／ＣＬ境界およびＣＨ３領域中に、所望のヘテ
ロ二量体の収量および純度を増加させる変異を有する二重特異性抗体に関する。ＣＨ１／
ＣＬ境界中の相互作用するアミノ酸対間、およびヒトＩｇＧ免疫グロブリンのＣＨ３定常
領域間の、残基間の原子相互作用を決定するために、フレームワークを開発し、残基間の
相互作用を２Ｄグラフのフォーマットにして、接続性のネットワークを分析した。構造的
な分析および接続性のネットワークによって評価した場合に、より好都合な接触に寄与す
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るＣＨ１／ＣＬ境界およびＣＨ３定常領域中の変異を同定し、新しいまたは改善された接
触を媒介するかもしれない様々なアミノ酸残基を分析した。
【０００６】
　したがって、本発明は、ヒトＩｇＧ免疫グロブリンのＣＨ１／ＣＬ境界および／または
ＣＨ３定常領域中の、二重特異性抗体におけるヘテロ二量体形成を増加させる変異に関す
る。可変領域中には変異が生じていないため、得られた二重特異性抗体は、各親抗体の機
能的な特徴を保持する。また、二重特異性抗体をコードする核酸、宿主細胞、およびこれ
らの二重特異性抗体で疾患を処置するための方法も本明細書で提供される。
【０００７】
　一態様において、第１の重鎖（ＨＣ’）、第２の重鎖（ＨＣ”）、第１の軽鎖（ＬＣ’
）および第２の軽鎖（ＬＣ”）を含む、第１の抗原および第２の抗原に特異的に結合する
二重特異性抗体であって、ＨＣ’、ＨＣ”またはＨＣ’およびＨＣ”の両方は、以下の残
基Ｌ１２４、Ｌ１４３、Ｋ１４５、Ｈ１７２、Ｓ１８８、Ｅ３７８、Ｋ３９３およびＫ４
４０のいずれか１つ、またはそれらの組み合わせにアミノ酸置換を含み；ＬＣ’、ＬＣ”
またはＬＣ’およびＬＣ”の両方は、以下の残基Ｑ１２４、Ｖ１３３、Ｎ１３７、Ｔ１７
８のいずれか１つ、またはそれらの組み合わせにアミノ酸置換を含み、番号付けはＫａｂ
ａｔに従っており、ＨＣ’はＬＣ’と優先的に対合し、ＨＣ”はＬＣ”と優先的に対合し
、それによってヘテロ二量体を形成する、二重特異性抗体が本明細書で提供される。
【０００８】
　一部の態様において、本発明は、ＨＣ’、ＨＣ”、ＬＣ’およびＬＣ”を有する二重特
異性抗体であって、ＨＣ’は、残基Ｌ１２４、Ｌ１４３、Ｅ３７８およびＫ４４０にアミ
ノ酸置換を含む、二重特異性抗体に関する。他の態様において本発明は、ＨＣ’、ＨＣ”
、ＬＣ’およびＬＣ”を有する二重特異性抗体であって、ＨＣ’は、残基Ｌ１２４、Ｌ１
４３およびＫ３９３にアミノ酸置換を含む、二重特異性抗体に関する。
【０００９】
　さらに他の態様において、本発明は、ＨＣ’、ＨＣ”、ＬＣ’およびＬＣ”を有する二
重特異性抗体であって、ＨＣ”は、残基Ｋ１４５、Ｈ１７２、Ｓ１８８、およびＫ３９３
にアミノ酸置換を含む、二重特異性抗体に関する。本発明の別の態様は、ＨＣ’、ＨＣ”
、ＬＣ’およびＬＣ”を有する二重特異性抗体であって、ＨＣ”は、残基Ｋ１４５、Ｈ１
７２、Ｓ１８８、Ｅ３７８およびＫ４４０にアミノ酸置換を含む、二重特異性抗体に関す
る。他の態様において、本発明は、ＨＣ’、ＨＣ”、ＬＣ’およびＬＣ”を有する二重特
異性抗体であって、ＨＣ”は、残基Ｋ１４５、Ｈ１７２、およびＫ３９３にアミノ酸置換
を含む、二重特異性抗体に関する。さらに他の態様において、本発明は、ＨＣ’、ＨＣ”
、ＬＣ’およびＬＣ”を有する二重特異性抗体であって、ＨＣ”は、残基Ｋ１４５、Ｈ１
７２、Ｅ３７８およびＫ４４０にアミノ酸置換を含む、二重特異性抗体に関する。
【００１０】
　他の態様において、本発明は、ＨＣ’、ＨＣ”、ＬＣ’およびＬＣ”を有する二重特異
性抗体であって、ＬＣ’、ＬＣ”またはＬＣ’およびＬＣ”の両方は、残基Ｑ１２４およ
びＮ１３７にアミノ酸置換を含む、二重特異性抗体に関する。一部の態様において、本発
明は、ＨＣ’、ＨＣ”、ＬＣ’およびＬＣ”を有する二重特異性抗体であって、ＬＣ’、
ＬＣ”またはＬＣ’およびＬＣ”の両方は、残基Ｑ１２４、Ｖ１３３、およびＮ１３７に
アミノ酸置換を含む、二重特異性抗体に関する。さらに他の態様において、本発明は、Ｈ
Ｃ’、ＨＣ”、ＬＣ’およびＬＣ”を有する二重特異性抗体であって、ＬＣ’、ＬＣ”ま
たはＬＣ’およびＬＣ”の両方は、残基Ｑ１２４、Ｎ１３７およびＴ１７８にアミノ酸置
換を含む、二重特異性抗体に関する。
【００１１】
　本発明の一部の態様は、ＨＣ’、ＨＣ”、ＬＣ’およびＬＣ”を有する二重特異性抗体
であって、ＨＣ’、ＨＣ”またはＨＣ’およびＨＣ”の両方は、Ｌ１２４Ｖ、Ｌ１４３Ａ
、Ｋ１４５Ｄ、Ｈ１７２Ｄ、Ｓ１８８Ｗ、Ｅ３７８Ｋ、Ｋ３９３Ｅ、およびＫ４４０Ｒか
らなる群より選択されるアミノ酸置換、またはそれらの組み合わせを含む、二重特異性抗
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体に関する。他の態様において、本発明は、ＨＣ’、ＨＣ”、ＬＣ’およびＬＣ”を有す
る二重特異性抗体であって、ＬＣ’、ＬＣ”またはＬＣ’およびＬＣ”の両方は、Ｑ１２
４Ｄ、Ｑ１２４Ｋ、Ｎ１３７Ｄ、Ｎ１３７Ｋ、およびＴ１７８Ａからなる群より選択され
るアミノ酸置換、またはそれらの組み合わせを含む、二重特異性抗体に関する。
【００１２】
　本発明は、前述のＨＣ’、ＨＣ”、ＬＣ’およびＬＣ”の組み合わせを有する二重特異
性抗体に関する。
　本発明の一態様は、
　（ａ）可変ドメイン（ＶＨ１）およびヒトＩｇＧ定常ドメイン（ＣＨ１’、ＣＨ２’、
およびＣＨ３’）を含む第１の重鎖であって、ＣＨ１’ドメインが、（ｉ）残基Ｌ１２４
およびＬ１４３におけるアミノ酸置換、または（ｉｉ）野生型ＣＨ１ドメインを含み、Ｃ
Ｈ３’ドメインが、（ｉ）残基Ｋ３９３におけるアミノ酸置換、または（ｉｉ）残基Ｅ３
７８およびＫ４４０におけるアミノ酸置換を含む、第１の重鎖；
　（ｂ）可変ドメイン（ＶＬ１）およびヒトＩｇカッパ定常ドメイン（ＣＬ’）を含む第
１の軽鎖であって、ＣＬ’ドメインが、（ｉ）残基Ｑ１２４およびＮ１３７におけるアミ
ノ酸置換、または（ｉｉ）残基Ｑ１２４、Ｖ１３３、およびＮ１３７におけるアミノ酸置
換を含む、第１の軽鎖；
　（ｃ）可変ドメイン（ＶＨ２）およびヒトＩｇＧ定常ドメイン（ＣＨ１”、ＣＨ２”、
ＣＨ３”）を含む第２の重鎖であって、ＣＨ１”ドメインが、（ｉ）残基Ｋ１４５、Ｈ１
７２、およびＳ１８８におけるアミノ酸置換、または（ｉｉ）残基Ｋ１４５およびＨ１７
２におけるアミノ酸置換を含み、ＣＨ３”ドメインが、（ｉ）残基Ｋ３９３におけるアミ
ノ酸置換、または（ｉｉ）残基Ｅ３７８およびＫ４４０におけるアミノ酸置換を含む、第
２の重鎖；
　（ｄ）可変ドメイン（ＶＬ２）およびヒトＩｇカッパ定常ドメイン（ＣＬ”）を含む第
２の軽鎖であって、ＣＬ”ドメインが、（ｉ）残基Ｑ１２４、Ｎ１３７、およびＴ１７８
におけるアミノ酸置換、または（ｉｉ）残基Ｑ１２４およびＮ１３７におけるアミノ酸置
換を含む、第２の軽鎖
を含む二重特異性抗体であって、番号付けはＫａｂａｔに従っており、ＶＨ１およびＶＬ
１ドメインが、第１の抗原に特異的に結合し、ＶＨ２およびＶＬ２ドメインが、第２の抗
原に特異的に結合する、二重特異性抗体に関する。
【００１３】
　一部の態様において、本発明は、ＣＨ１’ドメインが、残基Ｌ１２４およびＬ１４３に
アミノ酸置換を含み、ＣＬ’ドメインが、残基Ｑ１２４およびＮ１３７にアミノ酸置換を
含み、ＣＨ１”ドメインが、残基Ｋ１４５、Ｈ１７２、およびＳ１８８にアミノ酸置換を
含み、ＣＬ”ドメインが、残基Ｑ１２４、Ｎ１３７、およびＴ１７８にアミノ酸置換を含
み、ＣＨ３’が、残基Ｋ３９３にアミノ酸置換を含み、ＣＨ３”が、残基Ｅ３７８および
Ｋ４４０にアミノ酸置換を含む、二重特異性抗体に関する。
【００１４】
　他の態様において、本発明は、ＣＨ１’ドメインが、残基Ｌ１２４およびＬ１４３にア
ミノ酸置換を含み、ＣＬ’ドメインが、残基Ｑ１２４およびＮ１３７にアミノ酸置換を含
み、ＣＨ１”ドメインが、残基Ｋ１４５、Ｈ１７２、およびＳ１８８にアミノ酸置換を含
み、ＣＬ”ドメインが、残基Ｑ１２４、Ｎ１３７、およびＴ１７８にアミノ酸置換を含み
、ＣＨ３’が、残基Ｅ３７８およびＫ４４０にアミノ酸置換を含み、ＣＨ３”が、残基Ｋ
３９３にアミノ酸置換を含む、二重特異性抗体に関する。
【００１５】
　別の態様において、本発明は、ＣＨ１’ドメインが、野生型ＣＨ１ドメインを含み、Ｃ
Ｌ’ドメインが、残基Ｑ１２４およびＮ１３７にアミノ酸置換を含み、ＣＨ１”ドメイン
が、残基Ｋ１４５およびＨ１７２にアミノ酸置換を含み、ＣＬ”ドメインが、残基Ｑ１２
４およびＮ１３７にアミノ酸置換を含み、ＣＨ３’が、残基Ｋ３９３にアミノ酸置換を含
み、ＣＨ３”が、残基Ｅ３７８およびＫ４４０にアミノ酸置換を含む、二重特異性抗体に
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関する。
【００１６】
　一部の態様において、本発明は、ＣＨ１’ドメインが、野生型ＣＨ１ドメインを含み、
ＣＬ’ドメインが、残基Ｑ１２４およびＮ１３７にアミノ酸置換を含み、ＣＨ１”ドメイ
ンが、残基Ｋ１４５およびＨ１７２にアミノ酸置換を含み、ＣＬ”ドメインが、残基Ｑ１
２４およびＮ１３７にアミノ酸置換を含み、ＣＨ３’が、残基Ｅ３７８およびＫ４４０に
アミノ酸置換を含み、ＣＨ３”が、残基Ｋ３９３にアミノ酸置換を含む、二重特異性抗体
に関する。
【００１７】
　さらに他の態様において、本発明は、ＣＨ１’ドメインが、残基Ｌ１２４およびＬ１４
３にアミノ酸置換を含み、ＣＬ’ドメインが、残基Ｑ１２４、Ｖ１３３およびＮ１３７に
アミノ酸置換を含み、ＣＨ１”ドメインが、残基Ｋ１４５、Ｈ１７２、およびＳ１８８に
アミノ酸置換を含み、ＣＬ”ドメインが、残基Ｑ１２４、Ｎ１３７、およびＴ１７８にア
ミノ酸置換を含み、ＣＨ３’が、残基Ｋ３９３にアミノ酸置換を含み、ＣＨ３”が、残基
Ｅ３７８およびＫ４４０にアミノ酸置換を含む、二重特異性抗体に関する。
【００１８】
　本発明の他の態様は、ＣＨ１’ドメインが、残基Ｌ１２４およびＬ１４３にアミノ酸置
換を含み、ＣＬ’ドメインが、残基Ｑ１２４、Ｖ１３３、およびＮ１３７にアミノ酸置換
を含み、ＣＨ１”ドメインが、残基Ｋ１４５、Ｈ１７２、およびＳ１８８にアミノ酸置換
を含み、ＣＬ”ドメインが、残基Ｑ１２４、Ｎ１３７、およびＴ１７８にアミノ酸置換を
含み、ＣＨ３’が、残基Ｅ３７８およびＫ４４０にアミノ酸置換を含み、ＣＨ３”が、残
基Ｋ３９３にアミノ酸置換を含む、二重特異性抗体に関する。
【００１９】
　さらに他の態様において、本発明は、残基Ｑ１２４、Ｎ１３７、Ｋ３７８、Ｅ３９３、
およびＫ４４０におけるアミノ酸置換が、酸性残基または塩基性残基である、二重特異性
抗体に関する。一部の態様において、本発明は、残基Ｑ１２４、Ｎ１３７、Ｋ３７８、Ｅ
３９３、およびＫ４４０におけるアミノ酸置換が、アスパラギン酸およびグルタミン酸か
ら選択される酸性残基であるか、またはアルギニン、リシンおよびヒスチジンから選択さ
れる塩基性残基である、二重特異性抗体に関する。
【００２０】
　一部の態様において、本発明は、ＣＨ１’およびＣＨ１”のアミノ酸置換が、Ｌ１２４
Ｖ、Ｌ１４３Ａ、Ｋ１４５Ｄ、Ｈ１７２Ｄ、およびＳ１８８Ｗを含む、二重特異性抗体に
関する。他の態様において、本発明は、ＣＬ’およびＣＬ”のアミノ酸置換が、Ｑ１２４
Ｄ、Ｑ１２４Ｋ、Ｑ１２４Ｅ、Ｑ１２４Ｒ、Ｑ１２４Ｈ、Ｖ１３３Ｗ、Ｎ１３７Ｄ、Ｎ１
３７Ｋ、Ｎ１３７Ｅ、Ｎ１３７Ｒ、Ｎ１３７Ｈ、Ｔ１７８ＡおよびＴ１７８Ｒを含む、二
重特異性抗体に関する。さらに他の態様において、本発明は、ＣＨ３’およびＣＨ３”の
アミノ酸置換が、Ｋ３９３Ｅ、Ｋ３９３Ｄ、Ｋ３９３Ｒ、Ｋ３９３Ｈ、Ｅ３７８Ｋ、Ｅ３
７８Ｒ、Ｅ３７８Ｈ、Ｅ３７８Ｄ、Ｋ４４０Ｒ、Ｋ４４０Ｈ、Ｋ４４０Ｅ、Ｋ４４０Ｄを
含む、二重特異性抗体に関する。
【００２１】
　一部の態様において、本発明は、ＣＨ１’のアミノ酸置換が、Ｌ１２４ＶおよびＬ１４
３Ａを含み、ＣＬ’のアミノ酸置換が、Ｑ１２４ＤおよびＮ１３７Ｄを含み、ＣＨ１”の
アミノ酸置換が、Ｋ１４５Ｄ、Ｈ１７２Ｄ、およびＳ１８８Ｗを含み、ＣＬ”のアミノ酸
置換が、Ｑ１２４Ｋ、Ｎ１３７Ｋ、およびＴ１７８Ａを含み、ＣＨ３’のアミノ酸置換が
、Ｋ３９３Ｅを含み、ＣＨ３”のアミノ酸置換が、Ｅ３７８ＫおよびＫ４４０Ｒを含む、
二重特異性抗体に関する。
【００２２】
　他の態様において、本発明は、ＣＨ１’のアミノ酸置換が、Ｌ１２４ＶおよびＬ１４３
Ａを含み、ＣＬ’のアミノ酸置換が、Ｑ１２４ＤおよびＮ１３７Ｄを含み、ＣＨ１”のア
ミノ酸置換が、Ｋ１４５Ｄ、Ｈ１７２Ｄ、およびＳ１８８Ｗを含み、ＣＬ”のアミノ酸置
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換が、Ｑ１２４Ｋ、Ｎ１３７Ｋ、およびＴ１７８Ａを含み、ＣＨ３’のアミノ酸置換が、
Ｅ３７８ＫおよびＫ４４０Ｒを含み、ＣＨ３”のアミノ酸置換が、Ｋ３９３Ｅを含む、二
重特異性抗体に関する。
【００２３】
　本発明の一部の態様は、ＣＨ１’ドメインが、野生型ＣＨ１ドメインを含み、ＣＬ’の
アミノ酸置換が、Ｑ１２４ＤおよびＮ１３７Ｄを含み、ＣＨ１”のアミノ酸置換が、Ｋ１
４５ＤおよびＨ１７２Ｄを含み、ＣＬ”のアミノ酸置換が、Ｑ１２４ＫおよびＮ１３７Ｋ
を含み、ＣＨ３’のアミノ酸置換が、Ｋ３９３Ｅを含み、ＣＨ３”のアミノ酸置換が、Ｅ
３７８ＫおよびＫ４４０Ｒを含む、二重特異性抗体に関する。
【００２４】
　別の態様において、本発明は、ＣＨ１’ドメインが、野生型ＣＨ１ドメインを含み、Ｃ
Ｌ’のアミノ酸置換が、Ｑ１２４ＤおよびＮ１３７Ｄを含み、ＣＨ１”のアミノ酸置換が
、Ｋ１４５ＤおよびＨ１７２Ｄを含み、ＣＬ”のアミノ酸置換が、Ｑ１２４ＫおよびＮ１
３７Ｋを含み、ＣＨ３’のアミノ酸置換が、Ｅ３７８ＫおよびＫ４４０Ｒを含み、ＣＨ３
”のアミノ酸置換が、Ｋ３９３Ｅを含む、二重特異性抗体に関する。
【００２５】
　さらに別の態様において、本発明は、ＣＨ１’のアミノ酸置換が、Ｌ１２４ＶおよびＬ
１４３Ａを含み、ＣＬ’のアミノ酸置換が、Ｑ１２４Ｄ、Ｖ１３３Ｗ、およびＮ１３７Ｄ
を含み、ＣＨ１”のアミノ酸置換が、Ｋ１４５Ｄ、Ｈ１７２Ｄ、およびＳ１８８Ｗを含み
、ＣＬ”のアミノ酸置換が、Ｑ１２４Ｋ、Ｎ１３７Ｋ、およびＴ１７８Ａを含み、ＣＨ３
’のアミノ酸置換が、Ｋ３９３Ｅを含み、ＣＨ３”のアミノ酸置換が、Ｅ３７８Ｋおよび
Ｋ４４０Ｒを含む、二重特異性抗体に関する。
【００２６】
　一部の態様において、本発明は、ＣＨ１’のアミノ酸置換が、Ｌ１２４ＶおよびＬ１４
３Ａを含み、ＣＬ’のアミノ酸置換が、Ｑ１２４Ｄ、Ｖ１３３Ｗ、およびＮ１３７Ｄを含
み、ＣＨ１”のアミノ酸置換が、Ｋ１４５Ｄ、Ｈ１７２Ｄ、およびＳ１８８Ｗを含み、Ｃ
Ｌ”のアミノ酸置換が、Ｑ１２４Ｋ、Ｎ１３７Ｋ、およびＴ１７８Ａを含み、ＣＨ３’の
アミノ酸置換が、Ｅ３７８ＫおよびＫ４４０Ｒを含み、ＣＨ３”のアミノ酸置換が、Ｋ３
９３Ｅを含む、二重特異性抗体に関する。
【００２７】
　本発明は、前述のＣＨ１’、ＣＬ’、ＣＨ１”、ＣＬ”、ＣＨ３’およびＣＨ３”の組
み合わせを有する二重特異性抗体に関する。
【００２８】
　本発明の一態様は、
　（ａ）可変ドメイン（ＶＨ１）およびヒトＩｇＧ定常ドメイン（ＣＨ１’、ＣＨ２’、
およびＣＨ３’）を含む第１の重鎖であって、ＣＨ１’ドメインが、残基Ｌ１２４にバリ
ンおよび残基Ｌ１４３にアラニンを含み、ＣＨ３’ドメインが、残基Ｅ３７８にリシンお
よび残基Ｋ４４０にアルギニンを含む、第１の重鎖；
　（ｂ）可変ドメイン（ＶＬ１）およびヒトＩｇカッパ定常ドメイン（ＣＬ’）を含む第
１の軽鎖であって、ＣＬ’ドメインが、残基Ｑ１２４にアスパラギン酸および残基Ｎ１３
７にアスパラギン酸を含む、第１の軽鎖；
　（ｃ）可変ドメイン（ＶＨ２）およびヒトＩｇＧ定常ドメイン（ＣＨ１”、ＣＨ２”、
ＣＨ３”）を含む第２の重鎖であって、ＣＨ１”ドメインが、残基Ｋ１４５にアスパラギ
ン酸、残基Ｈ１７２にアスパラギン酸、および残基Ｓ１８８にトリプトファンを含み、Ｃ
Ｈ３”ドメインが、残基Ｋ３９３にグルタミン酸を含む、第２の重鎖；ならびに
　（ｄ）可変ドメイン（ＶＬ２）およびヒトＩｇカッパ定常ドメイン（ＣＬ”）を含む第
２の軽鎖であって、ＣＬ”ドメインが、Ｑ１２４にリシン、Ｎ１３７にリシン、およびＴ
１７８にアラニンを含む、第２の軽鎖
を含む二重特異性抗体であって、番号付けはＫａｂａｔに従っており、ＶＨ１およびＶＬ
１ドメインが、第１の抗原に特異的に結合し、ＶＨ２およびＶＬ２ドメインが、第２の抗
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原に特異的に結合する、二重特異性抗体に関する。
【００２９】
　本発明の別の態様は、
　（ａ）可変ドメイン（ＶＨ１）およびヒトＩｇＧ定常ドメイン（ＣＨ１’、ＣＨ２’、
およびＣＨ３’）を含む第１の重鎖であって、ＣＨ１’ドメインが、残基Ｌ１２４にバリ
ンおよび残基Ｌ１４３にアラニンを含み、ＣＨ３”ドメインが、残基Ｋ３９３にグルタミ
ン酸を含む、第１の重鎖；
　（ｂ）可変ドメイン（ＶＬ１）およびヒトＩｇカッパ定常ドメイン（ＣＬ’）を含む第
１の軽鎖であって、ＣＬ’ドメインが、残基Ｑ１２４にアスパラギン酸および残基Ｎ１３
７にアスパラギン酸を含む、第１の軽鎖；
　（ｃ）可変ドメイン（ＶＨ２）およびヒトＩｇＧ定常ドメイン（ＣＨ１”、ＣＨ２”、
ＣＨ３”）を含む第２の重鎖であって、ＣＨ１”ドメインが、残基Ｋ１４５にアスパラギ
ン酸、残基Ｈ１７２にアスパラギン酸、および残基Ｓ１８８にトリプトファンを含み、Ｃ
Ｈ３’ドメインが、残基Ｅ３７８にリシンおよび残基Ｋ４４０にアルギニンを含む、第２
の重鎖；ならびに
　（ｄ）可変ドメイン（ＶＬ２）およびヒトＩｇカッパ定常ドメイン（ＣＬ”）を含む第
２の軽鎖であって、ＣＬ”ドメインが、Ｑ１２４にリシン、Ｎ１３７にリシン、およびＴ
１７８にアラニンを含む、第２の軽鎖
を含む二重特異性抗体であって、番号付けはＫａｂａｔに従っており、ＶＨ１およびＶＬ
１ドメインが、第１の抗原に特異的に結合し、ＶＨ２およびＶＬ２ドメインが、第２の抗
原に特異的に結合する、二重特異性抗体に関する。
【００３０】
　本発明の他の態様は、二重特異性抗体の熱安定性が、親の単一特異性抗体の熱安定性の
１０℃以内である、前述の二重特異性抗体のいずれかに関する。
【００３１】
　他の態様において、本発明は、前述の二重特異性抗体のいずれかの軽鎖、重鎖、または
軽鎖および重鎖の両方をコードするヌクレオチド配列を含む核酸に関する。一部の態様に
おいて、本発明は、該核酸を含む発現ベクターに関する。さらなる態様において、本発明
は、前述の二重特異性抗体のいずれかの軽鎖、重鎖、または軽鎖および重鎖の両方をコー
ドするヌクレオチド配列を含む核酸を含む発現ベクターで形質転換された細胞に関する。
【００３２】
　本発明の一態様は、二重特異性抗体を産生するための方法であって、
　（ａ）可変ドメイン（ＶＨ１）およびヒトＩｇＧ定常ドメイン（ＣＨ１’、ＣＨ２’、
およびＣＨ３’）を含む第１の重鎖であって、ＣＨ１’ドメインが、（ｉ）残基Ｌ１２４
およびＬ１４３におけるアミノ酸置換、または（ｉｉ）野生型ＣＨ１ドメインを含み、Ｃ
Ｈ３’ドメインが、（ｉ）残基Ｋ３９３におけるアミノ酸置換、または（ｉｉ）残基Ｅ３
７８およびＫ４４０におけるアミノ酸置換を含む、第１の重鎖；
　（ｂ）可変ドメイン（ＶＬ１）およびヒトＩｇカッパ定常ドメイン（ＣＬ’）を含む第
１の軽鎖であって、ＣＬ’ドメインが、（ｉ）残基Ｑ１２４およびＮ１３７におけるアミ
ノ酸置換、または（ｉｉ）残基Ｑ１２４、Ｖ１３３、およびＮ１３７におけるアミノ酸置
換を含む、第１の軽鎖；
　（ｃ）可変ドメイン（ＶＨ２）およびヒトＩｇＧ定常ドメイン（ＣＨ１”、ＣＨ２”、
ＣＨ３”）を含む第２の重鎖であって、ＣＨ１”ドメインが、（ｉ）残基Ｋ１４５、Ｈ１
７２、およびＳ１８８におけるアミノ酸置換、または（ｉｉ）残基Ｋ１４５およびＨ１７
２におけるアミノ酸置換を含み、ＣＨ３”ドメインが、（ｉ）残基Ｋ３９３におけるアミ
ノ酸置換、または（ｉｉ）残基Ｅ３７８およびＫ４４０におけるアミノ酸置換を含む、第
２の重鎖；ならびに
　（ｄ）可変ドメイン（ＶＬ２）およびヒトＩｇカッパ定常ドメイン（ＣＬ”）を含む第
２の軽鎖であって、ＣＬ”ドメインが、（ｉ）残基Ｑ１２４、Ｎ１３７、およびＴ１７８
におけるアミノ酸置換、または（ｉｉ）残基Ｑ１２４およびＮ１３７におけるアミノ酸置
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換を含む、第２の軽鎖
を発現するように形質転換された宿主細胞を培養することを含み、番号付けはＫａｂａｔ
に従っており、ＶＨ１およびＶＬ１ドメインが、第１の抗原に特異的に結合し、ＶＨ２お
よびＶＬ２ドメインが、第２の抗原に特異的に結合する、方法に関する。
【００３３】
　本発明の別の態様は、
　（ａ）可変ドメイン（ＶＨ１）およびヒトＩｇＧ定常ドメイン（ＣＨ１’）を含む第１
の重鎖であって、ＣＨ１’ドメインが、（ｉ）残基Ｌ１２４およびＬ１４３におけるアミ
ノ酸置換、または（ｉｉ）野生型ＣＨ１ドメインを含む、第１の重鎖；
　（ｂ）可変ドメイン（ＶＬ１）およびヒトＩｇカッパ定常ドメイン（ＣＬ’）を含む第
１の軽鎖であって、ＣＬ’ドメインが、（ｉ）残基Ｑ１２４およびＮ１３７におけるアミ
ノ酸置換、または（ｉｉ）残基Ｑ１２４、Ｖ１３３、およびＮ１３７におけるアミノ酸置
換を含む、第１の軽鎖；
　（ｃ）可変ドメイン（ＶＨ２）およびヒトＩｇＧ定常ドメイン（ＣＨ１”）を含む第２
の重鎖であって、ＣＨ１”ドメインが、（ｉ）残基Ｋ１４５、Ｈ１７２、およびＳ１８８
におけるアミノ酸置換、または（ｉｉ）残基Ｋ１４５およびＨ１７２におけるアミノ酸置
換を含む、第２の重鎖；ならびに
　（ｄ）可変ドメイン（ＶＬ２）およびヒトＩｇカッパ定常ドメイン（ＣＬ”）を含む第
２の軽鎖であって、ＣＬ”ドメインが、（ｉ）残基Ｑ１２４、Ｎ１３７、およびＴ１７８
におけるアミノ酸置換、または（ｉｉ）残基Ｑ１２４およびＮ１３７におけるアミノ酸置
換を含む、第２の軽鎖
を含む抗原結合性断片（Ｆａｂ）であって、番号付けはＫａｂａｔに従っており、ＶＨ１
およびＶＬ１ドメインが、第１の抗原に特異的に結合し、ＶＨ２およびＶＬ２ドメインが
、第２の抗原に特異的に結合する、抗原結合性断片（Ｆａｂ）に関する。
【００３４】
　一部の態様において、本発明は、ＣＨ１’ドメインが、残基Ｌ１２４およびＬ１４３に
アミノ酸置換を含み、ＣＬ’ドメインが、残基Ｑ１２４およびＮ１３７にアミノ酸置換を
含み、ＣＨ１”ドメインが、残基Ｋ１４５、Ｈ１７２、およびＳ１８８にアミノ酸置換を
含み、ＣＬ”ドメインが、残基Ｑ１２４、Ｎ１３７、およびＴ１７８にアミノ酸置換を含
む、Ｆａｂに関する。
【００３５】
　他の態様において、本発明は、ＣＨ１’ドメインが、野生型ＣＨ１ドメインを含み、Ｃ
Ｌ’ドメインが、残基Ｑ１２４およびＮ１３７にアミノ酸置換を含み、ＣＨ１”ドメイン
が、残基Ｋ１４５およびＨ１７２にアミノ酸置換を含み、ＣＬ”ドメインが、残基Ｑ１２
４およびＮ１３７にアミノ酸置換を含む、Ｆａｂに関する。
【００３６】
　さらに他の態様において、本発明は、ＣＨ１’ドメインが、残基Ｌ１２４およびＬ１４
３にアミノ酸置換を含み、ＣＬ’ドメインが、残基Ｑ１２４、Ｖ１３３、およびＮ１３７
にアミノ酸置換を含み、ＣＨ１”ドメインが、残基Ｋ１４５、Ｈ１７２、およびＳ１８８
にアミノ酸置換を含み、ＣＬ”ドメインが、残基Ｑ１２４、Ｎ１３７、およびＴ１７８に
アミノ酸置換を含む、Ｆａｂに関する。
【００３７】
　一部の態様において、本発明は、本明細書に記載されるＣＨ３領域の変異を有する定常
領域を含むまたは含まない、本明細書に記載されるＦａｂのいずれかを含む二重特異性抗
体に関する。
【００３８】
　さらに他の態様において、本発明は、第１のヒトＩｇＧ定常ドメイン（ＣＨ３’）およ
び第２のヒトＩｇＧ定常ドメイン（ＣＨ３”）を含むヘテロ二量体ポリペプチドであって
、ＣＨ３’ドメインが、（ｉ）残基Ｋ３９３におけるアミノ酸置換、または（ｉｉ）残基
Ｅ３７８およびＫ４４０におけるアミノ酸置換を含み、ＣＨ３”ドメインが、（ｉ）残基
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Ｋ３９３におけるアミノ酸置換、または（ｉｉ）残基Ｅ３７８およびＫ４４０におけるア
ミノ酸置換を含み、それによってＣＨ３ドメイン間でヘテロ二量体を形成する、ヘテロ二
量体ポリペプチドに関する。一部の態様において、本発明は、二重特異性抗体である、ヘ
テロ二量体ポリペプチドに関する。
【００３９】
　一部の態様において、本発明は、ペルツズマブのＣＤＲ（または可変領域）およびＤＬ
１１のＣＤＲ（または可変領域）、ならびに本明細書に記載されるＣＨ１／ＣＬ境界の変
異および／またはＣＨ３定常領域の変異のいずれかを有する定常領域を含む二重特異性抗
体に関する。さらに他の態様において、本発明は、配列番号１５、１６、１７および１８
を含む二重特異性抗体に関する。一部の態様において、本発明は、リツキシマブのＣＤＲ
（または可変領域）およびオビヌツズマブのＣＤＲ（または可変領域）、ならびに本明細
書に記載されるＣＨ１／ＣＬ境界の変異および／またはＣＨ３定常領域の変異のいずれか
を有する定常領域を含む二重特異性抗体に関する。他の態様において、本発明は、配列番
号１９、２０、２１および２２を含む二重特異性抗体に関する。一部の態様において、本
発明は、ニボルマブのＣＤＲ（または可変領域）およびベバシズマブのＣＤＲ（または可
変領域）、ならびに本明細書に記載されるＣＨ１／ＣＬ境界の変異および／またはＣＨ３
定常領域の変異を有する定常領域を含む二重特異性抗体に関する。さらに他の態様におい
て、本発明は、配列番号２３、２４、２５および２６を含む二重特異性抗体に関する。
【００４０】
　一部の態様において、本発明は、前述の二重特異性抗体のいずれかを投与することによ
って疾患または障害（例えば、がん）を処置または診断する方法に関する。他の態様にお
いて、本発明は、治療適用で使用するための前述の二重特異性抗体のいずれかに関する。
さらに他の態様において、本発明は、がんの診断または処置で使用するための前述の二重
特異性抗体のいずれかに関する。
　本発明の実施形態の例として、以下の項目が挙げられる。
（項目１）
　第１の重鎖（ＨＣ’）、第２の重鎖（ＨＣ”）、第１の軽鎖（ＬＣ’）および第２の軽
鎖（ＬＣ”）を含む、第１の抗原および第２の抗原に特異的に結合する二重特異性抗体で
あって、
　前記ＨＣ’、前記ＨＣ”または前記ＨＣ’および前記ＨＣ”の両方は、以下の残基Ｌ１
２４、Ｌ１４３、Ｋ１４５、Ｈ１７２、Ｓ１８８、Ｅ３７８、Ｋ３９３およびＫ４４０の
いずれか１つ、またはそれらの組み合わせにアミノ酸置換を含み；
　前記ＬＣ’、前記ＬＣ”または前記ＬＣ’および前記ＬＣ”の両方は、以下の残基Ｑ１
２４、Ｖ１３３、Ｎ１３７、Ｔ１７８のいずれか１つ、またはそれらの組み合わせにアミ
ノ酸置換を含み、番号付けはＫａｂａｔに従っており、
　前記ＨＣ’はＬＣ’と優先的に対合し、前記ＨＣ”はＬＣ”と優先的に対合し、それに
よってヘテロ二量体を形成する、二重特異性抗体。
（項目２）
　ＨＣ’が、残基Ｌ１２４、Ｌ１４３、Ｅ３７８およびＫ４４０にアミノ酸置換を含む、
項目１に記載の二重特異性抗体。
（項目３）
　ＨＣ’が、残基Ｌ１２４、Ｌ１４３およびＫ３９３にアミノ酸置換を含む、項目１に記
載の二重特異性抗体。
（項目４）
　ＨＣ”が、残基Ｋ１４５、Ｈ１７２、Ｓ１８８、およびＫ３９３にアミノ酸置換を含む
、項目１から３のいずれかに記載の二重特異性抗体。
（項目５）
　ＨＣ”が、残基Ｋ１４５、Ｈ１７２、Ｓ１８８、Ｅ３７８およびＫ４４０にアミノ酸置
換を含む、項目１から３のいずれかに記載の二重特異性抗体。
（項目６）
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　ＨＣ”が、残基Ｋ１４５、Ｈ１７２、およびＫ３９３にアミノ酸置換を含む、項目１か
ら３のいずれかに記載の二重特異性抗体。
（項目７）
　ＨＣ”が、残基Ｋ１４５、Ｈ１７２、Ｅ３７８およびＫ４４０にアミノ酸置換を含む、
項目１から３のいずれかに記載の二重特異性抗体。
（項目８）
　ＬＣ’、ＬＣ”またはＬＣ’およびＬＣ”の両方が、残基Ｑ１２４およびＮ１３７にア
ミノ酸置換を含む、前記項目のいずれかに記載の二重特異性抗体。
（項目９）
　ＬＣ’、ＬＣ”またはＬＣ’およびＬＣ”の両方が、残基Ｑ１２４、Ｖ１３３、および
Ｎ１３７にアミノ酸置換を含む、前記項目のいずれかに記載の二重特異性抗体。
（項目１０）
　ＬＣ’、ＬＣ”またはＬＣ’およびＬＣ”の両方が、残基Ｑ１２４、Ｎ１３７およびＴ
１７８にアミノ酸置換を含む、前記項目のいずれかに記載の二重特異性抗体。
（項目１１）
　ＨＣ’、ＨＣ”またはＨＣ’およびＨＣ”の両方が、Ｌ１２４Ｖ、Ｌ１４３Ａ、Ｋ１４
５Ｄ、Ｈ１７２Ｄ、Ｓ１８８Ｗ、Ｅ３７８Ｋ、Ｋ３９３Ｅ、およびＫ４４０Ｒからなる群
より選択されるアミノ酸置換、またはそれらの組み合わせを含む、前記項目のいずれかに
記載の二重特異性抗体。
（項目１２）
　ＬＣ’、ＬＣ”またはＬＣ’およびＬＣ”の両方が、Ｑ１２４Ｄ、Ｑ１２４Ｋ、Ｎ１３
７Ｄ、Ｎ１３７Ｋ、およびＴ１７８Ａからなる群より選択されるアミノ酸置換、またはそ
れらの組み合わせを含む、前記項目のいずれかに記載の二重特異性抗体。
（項目１３）
　（ａ）可変ドメイン（ＶＨ１）およびヒトＩｇＧ定常ドメイン（ＣＨ１’、ＣＨ２’、
およびＣＨ３’）を含む第１の重鎖であって、前記ＣＨ１’ドメインが、（ｉ）残基Ｌ１
２４およびＬ１４３におけるアミノ酸置換、または（ｉｉ）野生型ＣＨ１ドメインを含み
、前記ＣＨ３’ドメインが、（ｉ）残基Ｋ３９３におけるアミノ酸置換、または（ｉｉ）
残基Ｅ３７８およびＫ４４０におけるアミノ酸置換を含む、第１の重鎖；
　（ｂ）可変ドメイン（ＶＬ１）およびヒトＩｇカッパ定常ドメイン（ＣＬ’）を含む第
１の軽鎖であって、前記ＣＬ’ドメインが、（ｉ）残基Ｑ１２４およびＮ１３７における
アミノ酸置換、または（ｉｉ）残基Ｑ１２４、Ｖ１３３、およびＮ１３７におけるアミノ
酸置換を含む、第１の軽鎖；
　（ｃ）可変ドメイン（ＶＨ２）およびヒトＩｇＧ定常ドメイン（ＣＨ１”、ＣＨ２”、
ＣＨ３”）を含む第２の重鎖であって、前記ＣＨ１”ドメインが、（ｉ）残基Ｋ１４５、
Ｈ１７２、およびＳ１８８におけるアミノ酸置換、または（ｉｉ）残基Ｋ１４５およびＨ
１７２におけるアミノ酸置換を含み、前記ＣＨ３”ドメインが、（ｉ）残基Ｋ３９３にお
けるアミノ酸置換、または（ｉｉ）残基Ｅ３７８およびＫ４４０におけるアミノ酸置換を
含む、第２の重鎖；
　（ｄ）可変ドメイン（ＶＬ２）およびヒトＩｇカッパ定常ドメイン（ＣＬ”）を含む第
２の軽鎖であって、前記ＣＬ”ドメインが、（ｉ）残基Ｑ１２４、Ｎ１３７、およびＴ１
７８におけるアミノ酸置換、または（ｉｉ）残基Ｑ１２４およびＮ１３７におけるアミノ
酸置換を含む、第２の軽鎖
を含む二重特異性抗体であって、番号付けはＫａｂａｔに従っており、
　前記ＶＨ１ドメインおよび前記ＶＬ１ドメインが、第１の抗原に特異的に結合し、前記
ＶＨ２ドメインおよび前記ＶＬ２ドメインが、第２の抗原に特異的に結合する、二重特異
性抗体。
（項目１４）
　前記ＣＨ１’ドメインが、残基Ｌ１２４およびＬ１４３にアミノ酸置換を含み、前記Ｃ
Ｌ’ドメインが、残基Ｑ１２４およびＮ１３７にアミノ酸置換を含み、前記ＣＨ１”ドメ
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インが、残基Ｋ１４５、Ｈ１７２、およびＳ１８８にアミノ酸置換を含み、前記ＣＬ”ド
メインが、残基Ｑ１２４、Ｎ１３７、およびＴ１７８にアミノ酸置換を含み、前記ＣＨ３
’が、残基Ｋ３９３にアミノ酸置換を含み、前記ＣＨ３”が、残基Ｅ３７８およびＫ４４
０にアミノ酸置換を含む、項目１３に記載の二重特異性抗体。
（項目１５）
　前記ＣＨ１’ドメインが、残基Ｌ１２４およびＬ１４３にアミノ酸置換を含み、前記Ｃ
Ｌ’ドメインが、残基Ｑ１２４およびＮ１３７にアミノ酸置換を含み、前記ＣＨ１”ドメ
インが、残基Ｋ１４５、Ｈ１７２、およびＳ１８８にアミノ酸置換を含み、前記ＣＬ”ド
メインが、残基Ｑ１２４、Ｎ１３７、およびＴ１７８にアミノ酸置換を含み、前記ＣＨ３
’が、残基Ｅ３７８およびＫ４４０にアミノ酸置換を含み、前記ＣＨ３”が、残基Ｋ３９
３にアミノ酸置換を含む、項目１３に記載の二重特異性抗体。
（項目１６）
　前記ＣＨ１’ドメインが、野生型ＣＨ１ドメインを含み、前記ＣＬ’ドメインが、残基
Ｑ１２４およびＮ１３７にアミノ酸置換を含み、前記ＣＨ１”ドメインが、残基Ｋ１４５
およびＨ１７２にアミノ酸置換を含み、前記ＣＬ”ドメインが、残基Ｑ１２４およびＮ１
３７にアミノ酸置換を含み、前記ＣＨ３’が、残基Ｋ３９３にアミノ酸置換を含み、前記
ＣＨ３”が、残基Ｅ３７８およびＫ４４０にアミノ酸置換を含む、項目１３に記載の二重
特異性抗体。
（項目１７）
　前記ＣＨ１’ドメインが、野生型ＣＨ１ドメインを含み、前記ＣＬ’ドメインが、残基
Ｑ１２４およびＮ１３７にアミノ酸置換を含み、前記ＣＨ１”ドメインが、残基Ｋ１４５
およびＨ１７２にアミノ酸置換を含み、前記ＣＬ”ドメインが、残基Ｑ１２４およびＮ１
３７にアミノ酸置換を含み、前記ＣＨ３’が、残基Ｅ３７８およびＫ４４０にアミノ酸置
換を含み、前記ＣＨ３”が、残基Ｋ３９３にアミノ酸置換を含む、項目１３に記載の二重
特異性抗体。
（項目１８）
　前記ＣＨ１’ドメインが、残基Ｌ１２４およびＬ１４３にアミノ酸置換を含み、前記Ｃ
Ｌ’ドメインが、残基Ｑ１２４、Ｖ１３３、およびＮ１３７にアミノ酸置換を含み、前記
ＣＨ１”ドメインが、残基Ｋ１４５、Ｈ１７２、およびＳ１８８にアミノ酸置換を含み、
前記ＣＬ”ドメインが、残基Ｑ１２４、Ｎ１３７、およびＴ１７８にアミノ酸置換を含み
、前記ＣＨ３’が、残基Ｋ３９３にアミノ酸置換を含み、前記ＣＨ３”が、残基Ｅ３７８
およびＫ４４０にアミノ酸置換を含む、項目１３に記載の二重特異性抗体。
（項目１９）
　前記ＣＨ１’ドメインが、残基Ｌ１２４およびＬ１４３にアミノ酸置換を含み、前記Ｃ
Ｌ’ドメインが、残基Ｑ１２４、Ｖ１３３、およびＮ１３７にアミノ酸置換を含み、前記
ＣＨ１”ドメインが、残基Ｋ１４５、Ｈ１７２、およびＳ１８８にアミノ酸置換を含み、
前記ＣＬ”ドメインが、残基Ｑ１２４、Ｎ１３７、およびＴ１７８にアミノ酸置換を含み
、前記ＣＨ３’が、残基Ｅ３７８およびＫ４４０にアミノ酸置換を含み、前記ＣＨ３”が
、残基Ｋ３９３にアミノ酸置換を含む、項目１３に記載の二重特異性抗体。
（項目２０）
　残基Ｑ１２４、Ｎ１３７、Ｋ３７８、Ｅ３９３、およびＫ４４０における前記アミノ酸
置換が、酸性残基または塩基性残基である、項目１３から１９のいずれかに記載の二重特
異性抗体。
（項目２１）
　残基Ｑ１２４、Ｎ１３７、Ｋ３７８、Ｅ３９３、およびＫ４４０における前記アミノ酸
置換が、アスパラギン酸およびグルタミン酸から選択される酸性残基であるか、またはア
ルギニン、リシンおよびヒスチジンから選択される塩基性残基である、項目２０に記載の
二重特異性抗体。
（項目２２）
　前記ＣＨ１’および前記ＣＨ１”のアミノ酸置換が、Ｌ１２４Ｖ、Ｌ１４３Ａ、Ｋ１４
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５Ｄ、Ｈ１７２Ｄ、およびＳ１８８Ｗを含む、項目１３から２１のいずれかに記載の二重
特異性抗体。
（項目２３）
　前記ＣＬ’および前記ＣＬ”のアミノ酸置換が、Ｑ１２４Ｄ、Ｑ１２４Ｋ、Ｑ１２４Ｅ
、Ｑ１２４Ｒ、Ｑ１２４Ｈ、Ｖ１３３Ｗ、Ｎ１３７Ｄ、Ｎ１３７Ｋ、Ｎ１３７Ｅ、Ｎ１３
７Ｒ、Ｎ１３７Ｈ、Ｔ１７８ＡおよびＴ１７８Ｒを含む、項目１３から２２のいずれかに
記載の二重特異性抗体。
（項目２４）
　前記ＣＨ３’および前記ＣＨ３”のアミノ酸置換が、Ｋ３９３Ｅ、Ｋ３９３Ｄ、Ｋ３９
３Ｒ、Ｋ３９３Ｈ、Ｅ３７８Ｋ、Ｅ３７８Ｒ、Ｅ３７８Ｈ、Ｅ３７８Ｄ、Ｋ４４０Ｒ、Ｋ
４４０Ｈ、Ｋ４４０ＥおよびＫ４４０Ｄを含む、項目１３から２３のいずれかに記載の二
重特異性抗体。
（項目２５）
　前記ＣＨ１’のアミノ酸置換が、Ｌ１２４ＶおよびＬ１４３Ａを含み、前記ＣＬ’のア
ミノ酸置換が、Ｑ１２４ＤおよびＮ１３７Ｄを含み、前記ＣＨ１”のアミノ酸置換が、Ｋ
１４５Ｄ、Ｈ１７２Ｄ、およびＳ１８８Ｗを含み、前記ＣＬ”のアミノ酸置換が、Ｑ１２
４Ｋ、Ｎ１３７Ｋ、およびＴ１７８Ａを含み、前記ＣＨ３’のアミノ酸置換が、Ｋ３９３
Ｅを含み、前記ＣＨ３”のアミノ酸置換が、Ｅ３７８ＫおよびＫ４４０Ｒを含む、項目１
３に記載の二重特異性抗体。
（項目２６）
　前記ＣＨ１’のアミノ酸置換が、Ｌ１２４ＶおよびＬ１４３Ａを含み、前記ＣＬ’のア
ミノ酸置換が、Ｑ１２４ＤおよびＮ１３７Ｄを含み、前記ＣＨ１”のアミノ酸置換が、Ｋ
１４５Ｄ、Ｈ１７２Ｄ、およびＳ１８８Ｗを含み、前記ＣＬ”のアミノ酸置換が、Ｑ１２
４Ｋ、Ｎ１３７Ｋ、およびＴ１７８Ａを含み、前記ＣＨ３’のアミノ酸置換が、Ｅ３７８
ＫおよびＫ４４０Ｒを含み、前記ＣＨ３”のアミノ酸置換が、Ｋ３９３Ｅを含む、項目１
３に記載の二重特異性抗体。
（項目２７）
　前記ＣＨ１’ドメインが、野生型ＣＨ１ドメインを含み、前記ＣＬ’のアミノ酸置換が
、Ｑ１２４ＤおよびＮ１３７Ｄを含み、前記ＣＨ１”のアミノ酸置換が、Ｋ１４５Ｄおよ
びＨ１７２Ｄを含み、前記ＣＬ”のアミノ酸置換が、Ｑ１２４ＫおよびＮ１３７Ｋを含み
、前記ＣＨ３’のアミノ酸置換が、Ｋ３９３Ｅを含み、前記ＣＨ３”のアミノ酸置換が、
Ｅ３７８ＫおよびＫ４４０Ｒを含む、項目１３に記載の二重特異性抗体。
（項目２８）
　前記ＣＨ１’ドメインが、野生型ＣＨ１ドメインを含み、前記ＣＬ’のアミノ酸置換が
、Ｑ１２４ＤおよびＮ１３７Ｄを含み、前記ＣＨ１”のアミノ酸置換が、Ｋ１４５Ｄおよ
びＨ１７２Ｄを含み、前記ＣＬ”のアミノ酸置換が、Ｑ１２４ＫおよびＮ１３７Ｋを含み
、前記ＣＨ３’のアミノ酸置換が、Ｅ３７８ＫおよびＫ４４０Ｒを含み、前記ＣＨ３”の
アミノ酸置換が、Ｋ３９３Ｅを含む、項目１３に記載の二重特異性抗体。
（項目２９）
　前記ＣＨ１’のアミノ酸置換が、Ｌ１２４ＶおよびＬ１４３Ａを含み、前記ＣＬ’のア
ミノ酸置換が、Ｑ１２４Ｄ、Ｖ１３３Ｗ、およびＮ１３７Ｄを含み、前記ＣＨ１”のアミ
ノ酸置換が、Ｋ１４５Ｄ、Ｈ１７２Ｄ、およびＳ１８８Ｗを含み、前記ＣＬ”のアミノ酸
置換が、Ｑ１２４Ｋ、Ｎ１３７Ｋ、およびＴ１７８Ａを含み、前記ＣＨ３’のアミノ酸置
換が、Ｋ３９３Ｅを含み、前記ＣＨ３”のアミノ酸置換が、Ｅ３７８ＫおよびＫ４４０Ｒ
を含む、項目１３に記載の二重特異性抗体。
（項目３０）
　前記ＣＨ１’のアミノ酸置換が、Ｌ１２４ＶおよびＬ１４３Ａを含み、前記ＣＬ’のア
ミノ酸置換が、Ｑ１２４Ｄ、Ｖ１３３Ｗ、およびＮ１３７Ｄを含み、前記ＣＨ１”のアミ
ノ酸置換が、Ｋ１４５Ｄ、Ｈ１７２Ｄ、およびＳ１８８Ｗを含み、前記ＣＬ”のアミノ酸
置換が、Ｑ１２４Ｋ、Ｎ１３７Ｋ、およびＴ１７８Ａを含み、前記ＣＨ３’のアミノ酸置
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換が、Ｅ３７８ＫおよびＫ４４０Ｒを含み、前記ＣＨ３”のアミノ酸置換が、Ｋ３９３Ｅ
を含む、項目１３に記載の二重特異性抗体。
（項目３１）
　（ａ）可変ドメイン（ＶＨ１）およびヒトＩｇＧ定常ドメイン（ＣＨ１’、ＣＨ２’、
およびＣＨ３’）を含む第１の重鎖であって、前記ＣＨ１’ドメインが、残基Ｌ１２４に
バリンおよび残基Ｌ１４３にアラニンを含み、前記ＣＨ３’ドメインが、残基Ｅ３７８に
リシンおよび残基Ｋ４４０にアルギニンを含む、第１の重鎖；
　（ｂ）可変ドメイン（ＶＬ１）およびヒトＩｇカッパ定常ドメイン（ＣＬ’）を含む第
１の軽鎖であって、前記ＣＬ’ドメインが、残基Ｑ１２４にアスパラギン酸および残基Ｎ
１３７にアスパラギン酸を含む、第１の軽鎖；
　（ｃ）可変ドメイン（ＶＨ２）およびヒトＩｇＧ定常ドメイン（ＣＨ１”、ＣＨ２”、
ＣＨ３”）を含む第２の重鎖であって、前記ＣＨ１”ドメインが、残基Ｋ１４５にアスパ
ラギン酸、残基Ｈ１７２にアスパラギン酸、および残基Ｓ１８８にトリプトファンを含み
、前記ＣＨ３”ドメインが、残基Ｋ３９３にグルタミン酸を含む、第２の重鎖；ならびに
　（ｄ）可変ドメイン（ＶＬ２）およびヒトＩｇカッパ定常ドメイン（ＣＬ”）を含む第
２の軽鎖であって、前記ＣＬ”ドメインが、Ｑ１２４にリシン、Ｎ１３７にリシン、およ
びＴ１７８にアラニンを含む、第２の軽鎖
を含む二重特異性抗体であって、番号付けはＫａｂａｔに従っており、
　前記ＶＨ１ドメインおよび前記ＶＬ１ドメインが、第１の抗原に特異的に結合し、前記
ＶＨ２ドメインおよび前記ＶＬ２ドメインが、第２の抗原に特異的に結合する、二重特異
性抗体。
（項目３２）
　（ａ）可変ドメイン（ＶＨ１）およびヒトＩｇＧ定常ドメイン（ＣＨ１’、ＣＨ２’、
およびＣＨ３’）を含む第１の重鎖であって、前記ＣＨ１’ドメインが、残基Ｌ１２４に
バリンおよび残基Ｌ１４３にアラニンを含み、前記ＣＨ３”ドメインが、残基Ｋ３９３に
グルタミン酸を含む、第１の重鎖；
　（ｂ）可変ドメイン（ＶＬ１）およびヒトＩｇカッパ定常ドメイン（ＣＬ’）を含む第
１の軽鎖であって、前記ＣＬ’ドメインが、残基Ｑ１２４にアスパラギン酸および残基Ｎ
１３７にアスパラギン酸を含む、第１の軽鎖；
　（ｃ）可変ドメイン（ＶＨ２）およびヒトＩｇＧ定常ドメイン（ＣＨ１”、ＣＨ２”、
ＣＨ３”）を含む第２の重鎖であって、前記ＣＨ１”ドメインが、残基Ｋ１４５にアスパ
ラギン酸、残基Ｈ１７２にアスパラギン酸、および残基Ｓ１８８にトリプトファンを含み
、前記ＣＨ３’ドメインが、残基Ｅ３７８にリシンおよび残基Ｋ４４０にアルギニンを含
む、第２の重鎖；ならびに
　（ｄ）可変ドメイン（ＶＬ２）およびヒトＩｇカッパ定常ドメイン（ＣＬ”）を含む第
２の軽鎖であって、前記ＣＬ”ドメインが、Ｑ１２４にリシン、Ｎ１３７にリシン、およ
びＴ１７８にアラニンを含む、第２の軽鎖
を含む二重特異性抗体であって、番号付けはＫａｂａｔに従っており、
　前記ＶＨ１ドメインおよび前記ＶＬ１ドメインが、第１の抗原に特異的に結合し、前記
ＶＨ２ドメインおよび前記ＶＬ２ドメインが、第２の抗原に特異的に結合する、二重特異
性抗体。
（項目３３）
　前記二重特異性抗体の熱安定性が、親の単一特異性抗体の熱安定性の１０℃以内である
、前記項目のいずれかに記載の二重特異性抗体。
（項目３４）
　前記項目のいずれか一項に記載の二重特異性抗体の、軽鎖、重鎖、または軽鎖および重
鎖の両方をコードするヌクレオチド配列を含む核酸。
（項目３５）
　項目３４に記載の核酸を含む発現ベクター。
（項目３６）
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　項目３５に記載の発現ベクターで形質転換された細胞。
（項目３７）
　二重特異性抗体を産生するための方法であって、
　（ａ）可変ドメイン（ＶＨ１）およびヒトＩｇＧ定常ドメイン（ＣＨ１’、ＣＨ２’、
およびＣＨ３’）を含む第１の重鎖であって、前記ＣＨ１’ドメインが、（ｉ）残基Ｌ１
２４およびＬ１４３におけるアミノ酸置換、または（ｉｉ）野生型ＣＨ１ドメインを含み
、前記ＣＨ３’ドメインが、（ｉ）残基Ｋ３９３におけるアミノ酸置換、または（ｉｉ）
残基Ｅ３７８およびＫ４４０におけるアミノ酸置換を含む、第１の重鎖；
　（ｂ）可変ドメイン（ＶＬ１）およびヒトＩｇカッパ定常ドメイン（ＣＬ’）を含む第
１の軽鎖であって、前記ＣＬ’ドメインが、（ｉ）残基Ｑ１２４およびＮ１３７における
アミノ酸置換、または（ｉｉ）残基Ｑ１２４、Ｖ１３３、およびＮ１３７におけるアミノ
酸置換を含む、第１の軽鎖；
　（ｃ）可変ドメイン（ＶＨ２）およびヒトＩｇＧ定常ドメイン（ＣＨ１”、ＣＨ２”、
ＣＨ３”）を含む第２の重鎖であって、前記ＣＨ１”ドメインが、（ｉ）残基Ｋ１４５、
Ｈ１７２、およびＳ１８８におけるアミノ酸置換、または（ｉｉ）残基Ｋ１４５およびＨ
１７２におけるアミノ酸置換を含み、前記ＣＨ３”ドメインが、（ｉ）残基Ｋ３９３にお
けるアミノ酸置換、または（ｉｉ）残基Ｅ３７８およびＫ４４０におけるアミノ酸置換を
含む、第２の重鎖；
　（ｄ）可変ドメイン（ＶＬ２）およびヒトＩｇカッパ定常ドメイン（ＣＬ”）を含む第
２の軽鎖であって、前記ＣＬ”ドメインが、（ｉ）残基Ｑ１２４、Ｎ１３７、およびＴ１
７８におけるアミノ酸置換、または（ｉｉ）残基Ｑ１２４およびＮ１３７におけるアミノ
酸置換を含む、第２の軽鎖
を発現するように形質転換された宿主細胞を培養する工程を包含し、番号付けはＫａｂａ
ｔに従っており、
　前記ＶＨ１ドメインおよび前記ＶＬ１ドメインが、第１の抗原に特異的に結合し、前記
ＶＨ２ドメインおよび前記ＶＬ２ドメインが、第２の抗原に特異的に結合する、方法。
（項目３８）
　（ａ）可変ドメイン（ＶＨ１）およびヒトＩｇＧ定常ドメイン（ＣＨ１’）を含む第１
の重鎖であって、前記ＣＨ１’ドメインが、（ｉ）残基Ｌ１２４およびＬ１４３における
アミノ酸置換、または（ｉｉ）野生型ＣＨ１ドメインを含む、第１の重鎖；
　（ｂ）可変ドメイン（ＶＬ１）およびヒトＩｇカッパ定常ドメイン（ＣＬ’）を含む第
１の軽鎖であって、前記ＣＬ’ドメインが、（ｉ）残基Ｑ１２４およびＮ１３７における
アミノ酸置換、または（ｉｉ）残基Ｑ１２４、Ｖ１３３、およびＮ１３７におけるアミノ
酸置換を含む、第１の軽鎖；
　（ｃ）可変ドメイン（ＶＨ２）およびヒトＩｇＧ定常ドメイン（ＣＨ１”）を含む第２
の重鎖であって、前記ＣＨ１”ドメインが、（ｉ）残基Ｋ１４５、Ｈ１７２、およびＳ１
８８におけるアミノ酸置換、または（ｉｉ）残基Ｋ１４５およびＨ１７２におけるアミノ
酸置換を含む、第２の重鎖；
　（ｄ）可変ドメイン（ＶＬ２）およびヒトＩｇカッパ定常ドメイン（ＣＬ”）を含む第
２の軽鎖であって、前記ＣＬ”ドメインが、（ｉ）残基Ｑ１２４、Ｎ１３７、およびＴ１
７８におけるアミノ酸置換、または（ｉｉ）残基Ｑ１２４およびＮ１３７におけるアミノ
酸置換を含む、第２の軽鎖
を含む抗原結合性断片（Ｆａｂ）であって、番号付けはＫａｂａｔに従っており、
　前記ＶＨ１ドメインおよび前記ＶＬ１ドメインが、第１の抗原に特異的に結合し、前記
ＶＨ２ドメインおよび前記ＶＬ２ドメインが、第２の抗原に特異的に結合する、抗原結合
性断片（Ｆａｂ）。
（項目３９）
　前記ＣＨ１’ドメインが、残基Ｌ１２４およびＬ１４３にアミノ酸置換を含み、前記Ｃ
Ｌ’ドメインが、残基Ｑ１２４およびＮ１３７にアミノ酸置換を含み、前記ＣＨ１”ドメ
インが、残基Ｋ１４５、Ｈ１７２、およびＳ１８８にアミノ酸置換を含み、前記ＣＬ”ド
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メインが、残基Ｑ１２４、Ｎ１３７、およびＴ１７８にアミノ酸置換を含む、項目３８に
記載のＦａｂ。
（項目４０）
　前記ＣＨ１’ドメインが、野生型ＣＨ１ドメインを含み、前記ＣＬ’ドメインが、残基
Ｑ１２４およびＮ１３７にアミノ酸置換を含み、前記ＣＨ１”ドメインが、残基Ｋ１４５
およびＨ１７２にアミノ酸置換を含み、前記ＣＬ”ドメインが、残基Ｑ１２４およびＮ１
３７にアミノ酸置換を含む、項目３８に記載のＦａｂ。
（項目４１）
　前記ＣＨ１’ドメインが、残基Ｌ１２４およびＬ１４３にアミノ酸置換を含み、前記Ｃ
Ｌ’ドメインが、残基Ｑ１２４、Ｖ１３３、およびＮ１３７にアミノ酸置換を含み、前記
ＣＨ１”ドメインが、残基Ｋ１４５、Ｈ１７２、およびＳ１８８にアミノ酸置換を含み、
前記ＣＬ”ドメインが、残基Ｑ１２４、Ｎ１３７、およびＴ１７８にアミノ酸置換を含む
、項目３８に記載のＦａｂ。
（項目４２）
　項目３８から４１のいずれか一項に記載のＦａｂを含む二重特異性抗体。
（項目４３）
　Ｆｃドメインが、ノブイントゥホール変異を含有する、項目４２に記載の二重特異性抗
体。
（項目４４）
　第１のヒトＩｇＧ定常ドメイン（ＣＨ３’）および第２のヒトＩｇＧ定常ドメイン（Ｃ
Ｈ３”）を含むヘテロ二量体ポリペプチドであって、前記ＣＨ３’ドメインが、（ｉ）残
基Ｋ３９３におけるアミノ酸置換、または（ｉｉ）残基Ｅ３７８およびＫ４４０における
アミノ酸置換を含み、前記ＣＨ３”ドメインが、（ｉ）残基Ｋ３９３におけるアミノ酸置
換、または（ｉｉ）残基Ｅ３７８およびＫ４４０におけるアミノ酸置換を含み、それによ
って前記ＣＨ３ドメイン間でヘテロ二量体を形成する、ヘテロ二量体ポリペプチド。
（項目４５）
　二重特異性抗体である、項目４４に記載のヘテロ二量体ポリペプチド。
（項目４６）
　項目１から３３のいずれか一項に記載の二重特異性抗体を投与することを含む、疾患を
処置するための方法。
（項目４７）
　前記疾患が、がんである、項目４６に記載の方法。
（項目４８）
　がんを処置または診断することにおいて使用するための、項目１から３３のいずれか一
項に記載の二重特異性抗体。
【図面の簡単な説明】
【００４１】
【図１】図１は、２つの異なる重鎖と２つの異なる軽鎖とが宿主細胞中で発現される場合
の誤対合に起因する二重特異性抗体種の数を例示する。
【図２Ａ】図２Ａは、指定された変異を有する精製された抗体を分離したゲル電気泳動の
結果を示す。野生型（ＷＴ）に対応するインタクトな抗体（一番上）と半抗体（ｈａｌｆ
－ａｎｔｉｂｏｄｙ）（一番下）種を丸で囲む。
【図２Ｂ】図２Ｂは、指定された変異を有する精製された抗体を分離したゲル電気泳動の
結果を示す。レーン４、５および６は半抗体断片を形成したが、それに対してレーン２、
３および７は形成しなかった。
【図３Ａ】図３Ａは、二重特異性抗体が、いかなる変異も含まないモノクローナル抗体Ｄ
Ｌ１１およびペルツズマブ由来の重鎖および軽鎖を有する場合のカチオン交換クロマトグ
ラフィーの結果を示す。
【図３Ｂ】図３Ｂは、二重特異性抗体が、ＣＨ１／ＣＬ境界およびＣＨ３領域中に変異を
有する、モノクローナル抗体ＤＬ１１およびペルツズマブ由来の重鎖および軽鎖を有する
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場合のカチオン交換クロマトグラフィーの結果を示す。精製およびさらなる試験のために
、丸で囲まれたピークを選択した。
【図４】図４は、精製されたペルツズマブ／ＤＬ１１二重特異性抗体（「Ｐ／Ｄ」）のネ
イティブ質量分析（Ｎａｔｉｖｅ　Ｍａｓｓ　Ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ）の結果を示す
。
【図５－１】図５Ａは、ＥＬＩＳＡによって測定した場合の、ペルツズマブ、ＤＬ１１、
およびＰ／Ｄによる、Ｈｅｒ１への結合の結果を示す線グラフである。図５Ｂは、ＥＬＩ
ＳＡによって測定した場合の、ペルツズマブ、ＤＬ１１、およびＰ／Ｄによる、Ｈｅｒ２
への結合の結果を示す線グラフである。
【図５－２】図５Ｃは、ＥＬＩＳＡによって測定した場合の、ペルツズマブ、ＤＬ１１、
およびＰ／Ｄによる、Ｈｅｒ３への結合の結果を示す線グラフである。
【図６】図６Ａは、サンドイッチＥＬＩＳＡによって測定した場合の、ペルツズマブ、Ｄ
Ｌ１１、およびＰ／Ｄによる、同時のＨｅｒ１およびＨｅｒ２への結合の結果を示す線グ
ラフである。図６Ｂは、サンドイッチＥＬＩＳＡによって測定した場合の、ペルツズマブ
、ＤＬ１１、およびＰ／Ｄによる、同時のＨｅｒ２およびＨｅｒ３への結合の結果を示す
線グラフである。
【図７】図７は、ネイティブ質量分析によって測定した場合の、ＣＨ１／ＣＬ境界および
ＣＨ３領域中に変異を有するリツキシマブ／オビヌツズマブ二重特異性抗体（「Ｒｘｍ／
Ｇａ１０１」）の純度を示す。
【図８】図８は、円偏光二色性によって測定した場合の、親抗体であるリツキシマブ（「
Ｒｘｍ」）およびオビヌツズマブ（「ＧＡ１０１」）と比較したＲｘｍ／ＧＡ１０１の熱
安定性を示すグラフである。
【図９】図９は、動的光散乱法によって測定した場合の、Ｒｘｍ／Ｇａ１０１の質量パー
セント（ｙ軸）対半径（ｎＭ）（ｘ軸）を描写する棒グラフである。ピークの幅は、多分
散性（％ＰＤ）に相当する。
【図１０】図１０は、ＥＬＩＳＡによって測定した場合の、親抗体であるＲｘｍおよびＧ
Ａ１０１と比較したＲｘｍ／ＧＡ１０１によるＣＤ２０結合の結果を示す線グラフである
。
【図１１】図１１は、アネキシン陽性細胞のパーセント（％Ａｎｘ）によって測定した場
合の、Ｒｘｍ／Ｇａ１０１、リツキシマブ、Ｇａ１０１、およびハーセプチン（アイソタ
イプ対照）によりＤａｕｄｉ細胞において誘導された総アポトーシスを示す棒グラフであ
る。
【図１２】図１２は、蛍光によって測定した場合の、親抗体であるＲｘｍおよびＧＡ１０
１と比較した、Ｒｘｍ／ＧＡ１０１によるＷＩＬ２－Ｓ細胞における補体依存性細胞傷害
の誘導を示す線グラフである。
【図１３】図１３は、発光によって測定した場合の、親抗体であるＲｘｍおよびＧＡ１０
１と比較した、Ｒｘｍ／ＧＡ１０１による抗体依存性細胞傷害の誘導を示す線グラフであ
る。
【図１４】図１４は、ネイティブ質量分析によって測定した場合の、ＣＨ１／ＣＬ境界お
よびＣＨ３領域中に変異を有するニボルマブ／ベバシズマブ二重特異性抗体の純度を示す
。
【図１５】図１５は、円偏光二色性によって測定した場合の、親抗体であるニボルマブお
よびベバシズマブと比較した、ニボルマブ／ベバシズマブ二重特異性抗体（「ＢｓＡｂ」
）の熱安定性を示すグラフである。
【図１６】図１６は、動的光散乱法によって測定した場合の、ニボルマブ／ベバシズマブ
二重特異性抗体の質量パーセント（ｙ軸）対半径（ｎＭ）（ｘ軸）を描写する棒グラフで
ある。ピークの幅は、多分散性（％ＰＤ）に相当する。
【図１７】図１７は、サンドイッチＥＬＩＳＡによって測定した場合の、親抗体であるニ
ボルマブおよびベバシズマブと比較した、ニボルマブ／ベバシズマブ二重特異性抗体（「
ＢｓＡｂ」）による同時のＰＤ１およびＶＥＧＦへの結合の結果を示す線グラフである。
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【発明を実施するための形態】
【００４２】
　本明細書に記載される本発明は、ＣＨ１／ＣＬ境界およびＣＨ３領域中に、所望のヘテ
ロ二量体の収量および純度を増加させる変異を有する二重特異性抗体に関する。単一の宿
主細胞中で重鎖および軽鎖の優先的な対合を引き起こして、重鎖および軽鎖の集合のヘテ
ロ二量体化を制御するように、ヒトＩｇＧの定常領域中の変異を設計した。鎖間の原子間
ネットワークに対する様々なアミノ酸変異の影響を分析し、個々のノード（ｎｏｄｅ）お
よび／またはエッジ（ｅｄｇｅ）の損失または獲得を引き起こす原子間の接触（例えば、
推定上の水素結合（水架橋結合（ｗａｔｅｒ－ｂｒｉｄｇｅｄ　ｂｏｎｄ）など）、パイ
結合、極性相互作用、塩架橋、およびファンデルワールス相互作用（非水素））の損失ま
たは獲得による原子間ネットワークの変化を同定した。野生型と比較して原子間の接触を
保持または追加するアミノ酸置換を、好都合なネットワークを形成するものとして同定し
、それに対して原子間の接触の損失をもたらすアミノ酸変異を、都合の悪いネットワーク
を形成するものとして同定した。
【００４３】
　したがって、本発明は、可変領域（ＶＨおよびＶＬ）のドメイン中の変異を回避しなが
ら、好都合なネットワークを増加させ、それによって所望のヘテロ二量体の収量および純
度を増加させるように設計された、ＣＨ１／ＣＬ境界およびＣＨ３定常領域の変異を有す
る二重特異性抗体に関する。得られた二重特異性抗体は、Ｆｃエフェクター特性（例えば
、ＡＤＣＣ、ＣＤＣ、半減期など）を保持する。
【００４４】
　定義
　特許請求の範囲および明細書で使用される用語は、別段の規定がない限り以下に記載し
た通りに定義される。
【００４５】
　文脈からそうではないことが示された場合を除いて、用語「第１の」抗体および「第２
の」抗体、ならびにそれらの変化形は、単に総称的な識別名であり、本発明の抗体の具体
的なまたは特定の抗体または構成要素を識別するとは解釈されないものとする。
【００４６】
　ある特定の実施形態において、「抗体」は、本明細書で述べられる場合、全抗体および
あらゆる抗原結合性断片（すなわち、「抗原結合性部分」）またはそれらの単一鎖を含む
。「抗体」は、ある特定の実施形態において、ジスルフィド結合によって相互接続された
少なくとも２つの重（ＨＣ）鎖および２つの軽（ＬＣ）鎖、またはそれらの抗原結合性部
分を含む糖タンパク質を指す。各重鎖は、重鎖可変領域（本明細書ではＶＨと略記される
）および重鎖定常領域で構成される。重鎖定常領域は、３つのドメイン、ＣＨ１、ＣＨ２
およびＣＨ３で構成される。各軽鎖は、軽鎖可変領域（本明細書ではＶＬと略記される）
および軽鎖定常領域で構成される。軽鎖定常領域は、１つのドメイン、ＣＬで構成される
。ＶＨおよびＶＬ領域は、フレームワーク領域（ＦＲ）と呼ばれるより高度に保存された
領域が散在した相補性決定領域（ＣＤＲ）と呼ばれる超可変性を有する領域にさらに細か
く分類することができる。各ＶＨおよびＶＬは、３つのＣＤＲおよび４つのＦＲで構成さ
れており、これらは、アミノ末端からカルボキシ末端に以下の順番：ＦＲ１、ＣＤＲ１、
ＦＲ２、ＣＤＲ２、ＦＲ３、ＣＤＲ３、ＦＲ４で配列される。重鎖および軽鎖の可変領域
は、抗原と相互作用する結合ドメインを含有する。抗体の定常領域は、宿主組織または因
子（例えば免疫系の様々な細胞（例えば、エフェクター細胞）および古典的な補体系の第
１成分（Ｃｌｑ）など）への、免疫グロブリンの結合を媒介することができる。抗体の例
としては、本明細書に記載されるような、モノクローナル抗体、ポリクローナル抗体、多
重特異性抗体（例えば、二重特異性抗体）および抗体断片が挙げられる。
【００４７】
　抗体の「抗原結合性部分」（または単に「抗体部分」）という用語は、本明細書で使用
される場合、抗原に特異的に結合する能力を保持する、抗体の１つまたは複数の断片を指
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す。このような「断片」は、例えば約８から約１５００アミノ酸の間の長さであり、好適
には約８から約７４５アミノ酸の間の長さであり、好適には約８から約３００、例えば約
８から約２００アミノ酸、または約１０から約５０もしくは１００アミノ酸の長さである
。全長抗体の断片は、抗体の抗原に結合する機能を発揮できることが示されている。抗体
の「抗原結合性部分」という用語内に包含される結合性断片の例としては、（ｉ）ＶＬ、
ＶＨ、ＣＬおよびＣＨ１ドメインからなる１価断片である、Ｆａｂ断片；（ｉｉ）ヒンジ
領域でジスルフィド架橋によって連結された２つのＦａｂ断片を含む２価断片である、Ｆ
（ａｂ’）２断片；（ｉｉｉ）ＶＨおよびＣＨ１ドメインからなるＦｄ断片；（ｉｖ）抗
体のシングルアームのＶＬおよびＶＨドメインからなるＦｖ断片、（ｖ）ＶＨドメインか
らなるｄＡｂ断片（Ｗａｒｄら、（１９８９年）Ｎａｔｕｒｅ　３４１巻：５４４～５４
６頁）；および（ｖｉ）単離された相補性決定領域（ＣＤＲ）、または（ｖｉｉ）任意選
択で合成リンカーによって合体していてもよい２つまたはそれより多くの単離されたＣＤ
Ｒの組み合わせが挙げられる。さらに、Ｆｖ断片の２つのドメイン、ＶＬおよびＶＨは、
別個の遺伝子によってコードされているが、組換え方法を使用して、ＶＬおよびＶＨ領域
が対合して１価分子（単鎖Ｆｖ（ｓｃＦｖ）として公知；例えば、Ｂｉｒｄら（１９８８
年）Ｓｃｉｅｎｃｅ　２４２巻：４２３～４２６頁；およびＨｕｓｔｏｎら（１９８８年
）Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔｌ．　Ａｃａｄ．　Ｓｃｉ．　ＵＳＡ　８５巻：５８７９～５８８
３頁を参照されたい）を形成する単一のタンパク質鎖にすることを可能にする合成リンカ
ーによって、それらを合体させることができる。またこのような単鎖抗体は、抗体の「抗
原結合性部分」という用語内にも包含されることが意図される。これらの抗体断片は、当
業者に公知の従来の技術を使用して得られ、断片は、インタクトな抗体の場合と同じ方式
で有用性に関してスクリーニングされる。抗原結合性部分は、組換えＤＮＡ技術、または
インタクトな免疫グロブリンの酵素的もしくは化学的な切断によって産生することができ
る。
【００４８】
　用語「モノクローナル抗体」は、本明細書で使用される場合、特定のエピトープに単一
の結合特異性および親和性を提示する抗体を指す。したがって、用語「ヒトモノクローナ
ル抗体」は、単一の結合特異性を提示し、ヒト生殖細胞系免疫グロブリン配列由来の可変
領域および任意選択の定常領域を有する抗体を指す。一実施形態において、ヒトモノクロ
ーナル抗体は、不死化細胞に融合したヒト重鎖導入遺伝子および軽鎖導入遺伝子を含むゲ
ノムを有する、トランスジェニック非ヒト動物、例えばトランスジェニックマウスから得
られたＢ細胞を含むハイブリドーマによって産生される。
【００４９】
　用語「二重特異性抗体」は、本明細書で使用される場合、２つまたはそれよりも多くの
エピトープに選択的に結合することが可能な抗体を指す。二重特異性抗体は、一般的に、
２つの異なる重鎖／軽鎖対を含み、２つの異なる分子（例えば、抗原）上または同じ分子
（例えば、同じ抗原）上のいずれかの異なるエピトープに特異的に結合する。
【００５０】
　「半抗体」は、本明細書で使用される場合、１つの免疫グロブリン軽鎖と結合した１つ
の免疫グロブリン重鎖を指す。当業者であれば、半抗体もまた、単一の可変ドメインから
なる抗原結合ドメインを有し得ることを容易に理解するであろう。
【００５１】
　用語「Ｆｃ領域」は、本明細書で使用される場合、天然の免疫グロブリンの２つの重鎖
のそれぞれのＦｃドメイン（またはＦｃ成分）によって形成された、天然の免疫グロブリ
ンの一部分を指す。用語「Ｆｃドメイン」は、本明細書で使用される場合、Ｆｃドメイン
がＦｖドメインを含まない、単一の免疫グロブリン（Ｉｇ）重鎖の一部分を指す。そのよ
うなものとして、Ｆｃドメインは、「Ｉｇ」または「ＩｇＧ」と称される場合もある。あ
る特定の実施形態において、Ｆｃドメインは、パパイン切断部位のすぐ上流のヒンジ領域
から始まり、抗体のＣ末端で終わる。したがって、完全なＦｃドメインは、少なくともヒ
ンジドメイン、ＣＨ２ドメイン、およびＣＨ３ドメインを含む。ある特定の実施形態にお
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いて、Ｆｃドメインは、ヒンジ（例えば、上部、中央、および／または下部ヒンジ領域）
ドメイン、ＣＨ２ドメイン、ＣＨ３ドメイン、ＣＨ４ドメイン、またはそれらのバリアン
ト、一部分、もしくは断片の少なくとも１つを含む。ある特定の実施形態において、Ｆｃ
ドメインは、完全Ｆｃドメイン（すなわち、ヒンジドメイン、ＣＨ２ドメイン、およびＣ
Ｈ３ドメイン）を含む。ある特定の実施形態において、Ｆｃドメインは、ＣＨ３ドメイン
（またはその一部分）に融合したヒンジドメイン（またはその一部分）を含む。ある特定
の実施形態において、Ｆｃドメインは、ＣＨ３ドメイン（またはその一部分）に融合した
ＣＨ２ドメイン（またはその一部分）を含む。ある特定の実施形態において、Ｆｃドメイ
ンは、ＣＨ３ドメインまたはその一部分からなる。ある特定の実施形態において、Ｆｃド
メインは、ヒンジドメイン（またはその一部分）およびＣＨ３ドメイン（またはその一部
分）からなる。ある特定の実施形態において、Ｆｃドメインは、ＣＨ２ドメイン（または
その一部分）およびＣＨ３ドメインからなる。ある特定の実施形態において、Ｆｃドメイ
ンは、ヒンジドメイン（またはその一部分）およびＣＨ２ドメイン（またはその一部分）
からなる。ある特定の実施形態において、Ｆｃドメインは、ＣＨ２ドメインの少なくとも
一部分（例えば、ＣＨ２ドメインの全てまたは一部）を欠いている。本明細書では、Ｆｃ
ドメインは、一般的に、免疫グロブリン重鎖のＦｃドメインの全てまたは一部を含むポリ
ペプチドを指す。このようなポリペプチドとしては、これらに限定されないが、ＣＨ１、
ヒンジ、ＣＨ２、および／またはＣＨ３ドメインの全体を含むポリペプチド、同様に、例
えばヒンジ、ＣＨ２、およびＣＨ３ドメインのみを含むこのようなペプチドの断片が挙げ
られる。Ｆｃドメインは、これらに限定されないが、ヒトＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３
、ＩｇＧ４、ＩｇＤ、ＩｇＡ、ＩｇＥ、またはＩｇＭ抗体などの、あらゆる種および／ま
たはあらゆるサブタイプの免疫グロブリン由来であってもよい。Ｆｃドメインは、天然の
ＦｃおよびＦｃバリアント分子を包含する。Ｆｃバリアントおよび天然のＦｃバリアント
の場合と同様に、Ｆｃドメインという用語は、全抗体から消化されたかまたは他の手段に
よって産生されたかにかかわらず、単量体または多量体の形態の分子を含む。
【００５２】
　抗体の定常領域へのアミノ酸残基番号の割り当ては、Ｋａｂａｔの定義に従っている。
例えば、それぞれがあらゆる目的のために参照により本明細書に組み込まれる、Ｓｅｑｕ
ｅｎｃｅｓ　ｏｆ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ｏｆ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｉｎｔｅｒ
ｅｓｔ（Ｔａｂｌｅ　ｏｆ　Ｃｏｎｔｅｎｔｓ，　Ｉｎｔｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　ａｎｄ　
Ｃｏｎｓｔａｎｔ　Ｒｅｇｉｏｎ　Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｓｅｃｔｉｏｎｓ）、第５版、
Ｂｅｔｈｅｓｄａ、ＭＤ：ＮＩＨ　１巻：６４７～７２３頁（１９９１年）；Ｋａｂａｔ
ら、“Ｉｎｔｒｏｄｕｃｔｉｏｎ”　Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｏｆ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ｏ
ｆ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｉｎｔｅｒｅｓｔ、ＵＳ　Ｄｅｐｔ　ｏｆ　Ｈｅａｌ
ｔｈ　ａｎｄ　Ｈｕｍａｎ　Ｓｅｒｖｉｃｅｓ、ＮＩＨ、第５版、Ｂｅｔｈｅｓｄａ、Ｍ
Ｄ　１巻：ｘｉｉｉ～ｘｃｖｉ頁（１９９１年）；ＣｈｏｔｈｉａおよびＬｅｓｋ、Ｊ．
　Ｍｏｌ．　Ｂｉｏｌ．　１９６巻：９０１～９１７頁（１９８７年）；Ｃｈｏｔｈｉａ
ら、Ｎａｔｕｒｅ　３４２巻：８７８～８８３頁（１９８９年）を参照されたい。
【００５３】
　本明細書に記載されるように、いずれのＦｃドメインも、天然に存在する免疫グロブリ
ン分子の天然のＦｃドメインとはアミノ酸配列が異なるように改変され得ることが当業者
には理解されるであろう。ある特定の実施形態において、Ｆｃドメインは、低減されたエ
フェクター機能（例えば、ＦｃγＲ結合）を有する。
【００５４】
　本発明の抗体のＦｃドメインは、異なる免疫グロブリン分子由来であってもよい。例え
ば、Ｆｃドメインは、ＩｇＧ１分子由来のＣＨ２および／またはＣＨ３ドメイン、ならび
にＩｇＧ３分子由来のヒンジ領域を含んでいてもよい。別の例において、Ｆｃドメインは
、一部がＩｇＧｌ分子由来であり、一部がＩｇＧ３分子由来であるキメラヒンジ領域を含
んでいてもよい。別の例において、Ｆｃドメインは、一部がＩｇＧ１分子由来であり、一
部がＩｇＧ４分子由来であるキメラヒンジを含んでいてもよい。
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【００５５】
　「Ｆｃ受容体」または「ＦｃＲ」は、抗体のＦｃ領域に結合する受容体を記載している
。ある特定の実施形態において、ＦｃＲは、ヒトＦｃＲである。さらに、ある特定の実施
形態において、ＦｃＲは、ＩｇＧ抗体（ガンマ受容体）に結合するものであり、ＦｃγＲ
Ｉ、ＦｃγＲＩＩ、およびＦｃγＲＩＩＩサブクラスの受容体、例えば、これらの受容体
の対立遺伝子バリアントおよび可変スプライシングされた形態などを含む。ＦｃγＲＩＩ
受容体は、ＦｃγＲＩＩＡ（「活性化受容体」）およびＦｃγＲＩＩＢ（「阻害受容体」
）を含み、これらは、類似しているが主としてそれらの細胞質内ドメインにおいて異なる
アミノ酸配列を有する。活性化受容体ＦｃγＲＩＩＡは、その細胞質内ドメイン中に、免
疫受容体チロシンベース活性化モチーフ（ＩＴＡＭ）を含有する。阻害受容体ＦｃγＲＩ
ＩＢは、その細胞質内ドメイン中に免疫受容体チロシンベース阻害モチーフ（ＩＴＩＭ）
を含有する（総説のＭ．　Ｄａｅｒｏｎ、Ａｎｎｕ．　Ｒｅｖ．　Ｉｍｍｕｎｏｌ．　１
５巻：２０３～２３４頁（１９９７年）を参照）。ＦｃＲは、ＲａｖｅｔｃｈおよびＫｉ
ｎｅｔ、Ａｎｎｕ．　Ｒｅｖ．　Ｉｍｍｕｎｏｌ．　９巻：４５７～４９２頁（１９９１
年）；Ｃａｐｅｌら、Ｉｍｍｕｎｏｍｅｔｈｏｄｓ　４巻：２５～３４頁（１９９４年）
；およびｄｅ　Ｈａａｓら、Ｊ．　Ｌａｂ．　Ｃｌｉｎ．　Ｍｅｄ．　１２６巻：３３０
～４１頁（１９９５年）に概説されている。本明細書では、他のＦｃＲも、将来的に同定
されるものも含めて用語「ＦｃＲ」に包含される。この用語はまた、母体ＩｇＧの胎児へ
の移行に関与する新生児受容体であるＦｃＲｎも含む（Ｇｕｙｅｒら、Ｊ．　Ｉｍｍｕｎ
ｏｌ．　１１７巻：５８７号（１９７６年）およびＫｉｍら、Ｊ．　Ｉｍｍｕｎｏｌ．　
２４巻：２４９号（１９９４年））。
【００５６】
　「機能的なＦｃ領域」は、天然配列のＦｃ領域の「エフェクター機能」を有する。例示
的な「エフェクター機能」としては、Ｃ１ｑ結合；ＣＤＣ；Ｆｃ受容体結合；ＡＤＣＣ；
貪食作用；細胞表面受容体（例えば、Ｂ細胞受容体；ＢＣＲ）の下方調節などが挙げられ
る。このようなエフェクター機能は、一般的に、Ｆｃ領域を結合ドメイン（例えば、抗体
の可変ドメイン）と組み合わせることを必要とし、例えば本明細書における定義で開示さ
れたような様々なアッセイを使用して評価することができる。
【００５７】
　「天然配列のＦｃ領域」は、天然に見出されるＦｃ領域のアミノ酸配列と同一なアミノ
酸配列を含む。天然配列のヒトＦｃ領域としては、天然配列のヒトＩｇＧ１のＦｃ領域（
非ＡおよびＡアロタイプ）；天然配列のヒトｌｇＧ２のＦｃ領域；天然配列のヒトｌｇＧ

３のＦｃ領域；および天然配列のヒトｌｇＧ４のＦｃ領域、加えて天然に存在するそれら
のバリアントが挙げられる。
【００５８】
　「バリアントＦｃ領域」は、天然配列のＦｃ領域のアミノ酸配列と、少なくとも１つの
アミノ酸改変によって異なっているアミノ酸配列を含む。ある特定の実施形態において、
バリアントＦｃ領域は、天然配列のＦｃ領域または親ポリペプチドのＦｃ領域と比較して
、少なくとも１つのアミノ酸置換、例えば、約１つから約１０個のアミノ酸置換を有し、
ある特定の実施形態において、天然配列のＦｃ領域または親ポリペプチドのＦｃ領域中に
、約１つから約５つのアミノ酸置換を有する。ある特定の実施形態において、バリアント
Ｆｃ領域は、天然配列のＦｃ領域および／または親ポリペプチドのＦｃ領域と少なくとも
約８０％の相同性を有し、それらと少なくとも約９０％の相同性を有し、それらと少なく
とも約９５％、少なくとも約９６％、少なくとも約９７％、少なくとも約９８％または少
なくとも約９９％の相同性を有する。
【００５９】
　ある特定の実施形態において、Ｆｃを含有するポリペプチドは、ＩｇＧのＦｃ領域を含
み、好ましくは野生型ヒトＩｇＧのＦｃ領域由来である。「野生型」ヒトＩｇＧのＦｃは
、ヒト集団中において天然に存在するアミノ酸の配列を意味する。当然ながら、Ｆｃ配列
は個体間でわずかに異なり得るのと同様に、１つまたは複数の変更が野生型配列になされ
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る可能性があるが、それでもなお本発明の範囲内にある。例えば、Ｆｃ領域は、グリコシ
ル化部位中の変異または非天然アミノ酸の包含などの本発明に関連しない追加の変更を含
有していてもよい。
【００６０】
　用語「可変領域」または「可変ドメイン」は、抗体の抗原への結合に関与する、抗体の
重鎖または軽鎖のドメインを指す。天然の抗体の重鎖および軽鎖（それぞれＶＨおよびＶ

Ｌ）の可変ドメインは、一般的に、類似の構造を有し、各ドメインは、４つの保存された
フレームワーク領域（ＦＲ）および３つの超可変領域（ＨＶＲ）を含む。例えば、Ｋｉｎ
ｄｔら、Ｋｕｂｙ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ、第６版、Ｗ．Ｈ．　Ｆｒｅｅｍａｎ　ａｎｄ
　Ｃｏ．、９１頁（２００７年）を参照されたい。単一のＶＨまたはＶＬドメインは、抗
原結合特異性を付与するのに十分であり得る。さらに、特定の抗原に結合する抗体を、抗
原に結合する抗体由来のＶＨまたはＶＬドメインを使用して単離して、それぞれ相補的な
ＶＬまたはＶＨドメインのライブラリーをスクリーニングすることができる。例えば、Ｐ
ｏｒｔｏｌａｎｏら、Ｊ．　Ｉｍｍｕｎｏｌ．　１５０巻：８８０～８８７頁（１９９３
年）；Ｃｌａｒｋｓｏｎら、Ｎａｔｕｒｅ　３５２巻：６２４～６２８頁（１９９１年）
を参照されたい。
【００６１】
　用語「Ｆａｂ」は、本明細書で使用される場合、抗体の抗原結合性断片を指す。上述し
たように、パパインは、インタクトな抗体を消化するのに使用することができる。抗体の
パパイン消化は、２つの同一な抗原結合性断片、すなわち「Ｆａｂ」断片、および残りの
「Ｆｃ」断片（すなわちＦｃ領域、上記）を産生する。Ｆａｂ断片は、Ｈ鎖の可変領域ド
メインに沿ったＬ鎖全体（Ｖ）、および１つの重鎖の第１の定常ドメイン（ＣＨ１）から
なる。
【００６２】
　用語「ノブイントゥホール（ｋｎｏｂ－ｉｎｔｏ－ｈｏｌｅ）」または「ＫｎＨ」技術
は、本明細書で述べられる場合、ｉｎ　ｖｉｔｒｏまたはｉｎ　ｖｉｖｏで２つのポリペ
プチドを、それらが相互作用する境界で、突起（ｐｅｒｔｕｂｅｒａｎｃｅ）（ノブ）を
一方のポリペプチドに、腔（ホール）を他方のポリペプチドに導入することによって一緒
に対合させる技術を指す。例えば、ＫｎＨは、抗体のＦｃ：Ｆｃ結合境界、ＣＬ：ＣＨ１
境界またはＶＨＡＬ境界に導入されている（例えば、ＵＳ２００７／０１７８５５２、Ｗ
Ｏ９６／０２７０１１、ＷＯ９８／０５０４３１およびＺｈｕら、（１９９７年）Ｐｒｏ
ｔｅｉｎ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　６巻：７８１～７８８頁）。これは、多重特異性抗体の製造
中に２つの異なる重鎖を一緒に対合させることを促進することにおいて有用である。例え
ば、それらのＦｃ領域中にＫｎＨを有する二重特異性抗体は、各Ｆｃ領域に連結された単
一の可変ドメインをさらに含んでいてもよいし、または類似のまたは異なる軽鎖可変ドメ
インと対合する異なる重鎖可変ドメインをさらに含んでいてもよい。ある特定の実施形態
において、本明細書に記載される二重特異性抗体は、残基Ｔ３８９、例えばＴ３８９Ｗに
ノブの変異を含む。ある特定の実施形態において、本明細書に記載される二重特異性抗体
は、残基Ｔ３８９、Ｌ３９１、および／またはＹ４３８にホールの変異を含む。一部の実
施形態において、本明細書に記載される二重特異性抗体は、残基Ｔ３８９Ｓ、Ｌ３９１Ａ
、およびＹ４３８Ｖにホールの変異を含む。一部の実施形態において、本明細書に記載さ
れる二重特異性抗体は、残基Ｔ３８９、例えばＴ３８９Ｗにノブの変異を含み、残基Ｔ３
８９、Ｌ３９１、および／またはＹ４３８、例えばＴ３８９Ｓ、Ｌ３９１Ａ、およびＹ４
３８Ｖにホールの変異を含む。
【００６３】
　用語「組換えヒト抗体」は、本明細書で使用される場合、組換え手段によって調製され
る、発現される、作り出されるまたは単離されるあらゆるヒト抗体、例えば、（ａ）ヒト
免疫グロブリン遺伝子に関してトランスジェニックまたはトランスクロモソーム（ｔｒａ
ｎｓｃｈｒｏｍｏｓｏｍａｌ）である動物（例えば、マウス）またはそれから調製された
ハイブリドーマから単離された抗体、（ｂ）抗体を発現するように形質転換された宿主細
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胞、例えばトランスフェクトーマ（ｔｒａｎｓｆｅｃｔｏｍａ）から単離された抗体、（
ｃ）組換えコンビナトリアルヒト抗体ライブラリーから単離された抗体、および（ｄ）ヒ
ト免疫グロブリン遺伝子配列の他のＤＮＡ配列へのスプライシングを含む他のあらゆる手
段によって調製された、発現された、作り出されたまたは単離された抗体などを含む。こ
のような組換えヒト抗体は、特定のヒト生殖細胞系免疫グロブリン配列を利用する可変お
よび定常領域を含み、このような配列は、その生殖細胞系の遺伝子によってコードされる
が、それに続く、例えば抗体成熟中に起こる再配列および変異を含む。当該分野で公知の
ように（例えば、Ｌｏｎｂｅｒｇ（２００５年）Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈ．　２３
巻（９号）：１１１７～１１２５頁を参照）、可変領域は、再配列されて外来抗原に特異
的な抗体を形成する様々な遺伝子によってコードされる抗原結合ドメインを含有する。再
配列に加えて、可変領域は、外来抗原への抗体の親和性を増加させるために、複数の単一
のアミノ酸変化によってさらに改変されていてもよい（体細胞変異または超変異と称され
る）。抗原へのさらなる応答に対して、定常領域が変化する（すなわち、アイソタイプス
イッチ）。それゆえに、抗原に応答して、再配列および体細胞変異した軽鎖および重鎖免
疫グロブリンポリペプチドをコードする核酸分子は、元の核酸分子と配列同一性を有さな
い場合があるが、その代わりに、実質的に同一であるかまたは類似する（すなわち、少な
くとも８０％の同一性を有する）。
【００６４】
　用語「ヒト抗体」は、ヒト生殖細胞系免疫グロブリン配列の可変および定常領域（存在
する場合）を有する抗体を含む。本発明のヒト抗体は、ヒト生殖細胞系免疫グロブリン配
列によってコードされていないアミノ酸残基（例えば、ｉｎ　ｖｉｔｒｏでのランダムま
たは部位特異的変異誘発、またはｉｎ　ｖｉｖｏでの体細胞変異によって導入された変異
）を含んでいてもよい（Ｌｏｎｂｅｒｇ，　Ｎ．ら（１９９４年）Ｎａｔｕｒｅ　３６８
巻（６４７４号）：８５６～８５９頁；Ｌｏｎｂｅｒｇ，　Ｎ．（１９９４年）Ｈａｎｄ
ｂｏｏｋ　ｏｆ　Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ　Ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ　１１３巻：４
９～１０１頁；Ｌｏｎｂｅｒｇ，　Ｎ．およびＨｕｓｚａｒ，　Ｄ．（１９９５年）Ｉｎ
ｔｅｒｎ．　Ｒｅｖ．　Ｉｍｍｕｎｏｌ．　１３巻：６５～９３頁、およびＨａｒｄｉｎ
ｇ，　Ｆ．およびＬｏｎｂｅｒｇ，　Ｎ．（１９９５年）　Ａｎｎ．　Ｎ．Ｙ．　Ａｃａ
ｄ．　Ｓｃｉ　７６４巻：５３６～５４６頁を参照）。しかしながら、用語「ヒト抗体」
は、例えばマウスなどの別の哺乳動物種の生殖細胞系由来のＣＤＲ配列がヒトフレームワ
ーク配列にグラフト化された抗体（すなわちヒト化抗体）を含まない。
【００６５】
　「異種抗体」は、本明細書で使用される場合、このような抗体を産生するトランスジェ
ニック非ヒト生物に関して定義される。この用語は、トランスジェニック非ヒト動物から
ならない生物に見出されるアミノ酸配列またはそれに対応するコード化核酸配列を有する
抗体であって、一般的に、トランスジェニック非ヒト動物の生物以外の種由来のものを指
す。
【００６６】
　「中和抗体」は、本明細書で使用される場合、形成されたウイルス粒子の破壊もしくは
ウイルス粒子のフォーマット化の阻害、またはウイルス粒子による哺乳動物細胞への結合
もしくは感染の予防が可能な抗体、例えば二重特異性抗体を指す。
【００６７】
　本明細書で使用される場合、「診断抗体」または「検出抗体（ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ａ
ｎｔｉｂｏｄｙ）」または「検出抗体（ｄｅｔｅｃｔｉｎｇ　ａｎｔｉｂｏｄｙ）」は、
試料中の抗原性標的の存在を検出することが可能な抗体、例えば二重特異性抗体を指す。
当業者であれば認識するであろうが、このような診断抗体は、好ましくは、それらの抗原
性標的に高い特異性を有する。
【００６８】
　用語「ヒト化免疫グロブリン」または「ヒト化抗体」は、少なくとも１つのヒト化免疫
グロブリンまたは抗体鎖（すなわち、少なくとも１つのヒト化軽鎖または重鎖）を含む免
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疫グロブリンまたは抗体を指す。用語「ヒト化免疫グロブリン鎖」または「ヒト化抗体鎖
」（すなわち、「ヒト化免疫グロブリン軽鎖」または「ヒト化免疫グロブリン重鎖」）は
、実質的にヒト免疫グロブリンまたは抗体由来の可変フレームワーク領域、および実質的
に非ヒト免疫グロブリンまたは抗体由来の相補性決定領域（ＣＤＲ）（例えば、少なくと
も１つのＣＤＲ、好ましくは２つのＣＤＲ、より好ましくは３つのＣＤＲ）を含む可変領
域を有し、さらに、定常領域（例えば、軽鎖の場合、少なくとも１つの定常領域またはそ
の一部分、および重鎖の場合、好ましくは３つの定常領域）を含む、免疫グロブリンまた
は抗体鎖（すなわち、軽鎖または重鎖それぞれ）を指す。用語「ヒト化可変領域」（例え
ば、「ヒト化軽鎖可変領域」または「ヒト化重鎖可変領域」）は、実質的にヒト免疫グロ
ブリンまたは抗体由来の可変フレームワーク領域、および実質的に非ヒト免疫グロブリン
または抗体由来の相補性決定領域（ＣＤＲ）を含む可変領域を指す。
【００６９】
　成句「実質的にヒト免疫グロブリンまたは抗体由来」または「実質的にヒト」は、比較
目的でヒト免疫グロブリンまたは抗体のアミノ酸配列と整列させた場合、その領域が、ヒ
トフレームワークまたは定常領域配列と、少なくとも８０～９０％、好ましくは少なくと
も９０～９５％、より好ましくは少なくとも９５～９９％の同一性（すなわち、局所的な
配列同一性）を共有しており、例えば保存的置換、コンセンサス配列置換、生殖細胞系の
置換、復帰変異などが許容されることを意味する。保存的置換、コンセンサス配列置換、
生殖細胞系の置換、復帰変異などの導入は、ヒト化抗体または鎖の「最適化」と称される
ことが多い。成句「実質的に非ヒト免疫グロブリンまたは抗体由来」または「実質的に非
ヒト」は、非ヒト生物、例えば非ヒト哺乳動物の免疫グロブリンまたは抗体配列と、少な
くとも８０～９５％、好ましくは少なくとも９０～９５％、より好ましくは、９６％、９
７％、９８％、または９９％同一な免疫グロブリンまたは抗体配列を有することを意味す
る。
【００７０】
　好ましくは、同一ではない残基位置は、保存的アミノ酸置換によって異なっている。ア
ミノ酸置換を保存的または非保存的として分類する目的で、アミノ酸は、以下のように群
化される：群Ｉ（疎水性側鎖）：ｌｅｕ、ｍｅｔ、ａｌａ、ｖａｌ、ｌｅｕ、ｉｌｅ；群
ＩＩ（中性親水性側鎖）：ｃｙｓ、ｓｅｒ、ｔｈｒ；群ＩＩＩ（酸性側鎖）：ａｓｐ、ｇ
ｌｕ；群ＩＶ（塩基性側鎖）：ａｓｎ、ｇｌｎ、ｈｉｓ、ｌｙｓ、ａｒｇ；群Ｖ（鎖の配
向に影響を与える残基）：ｇｌｙ、ｐｒｏ；および群ＶＩ（芳香族側鎖）：ｔｒｐ、ｔｙ
ｒ、ｐｈｅ。保存的置換は、同じクラスのアミノ酸同士での置換を含む。非保存的置換は
、これらのクラスの１つのメンバーを、別のクラスのメンバーで交換することを構成する
。
【００７１】
　変異（例えば、復帰変異）は、前記鎖を含むインタクトな免疫グロブリンまたは抗体（
またはそれらの抗原結合性断片）の結合親和性に、前記変異を欠く等価な鎖を含む抗体（
またはそれらの抗原結合性断片）の結合親和性と比較して少なくとも１桁の規模で影響を
与える（例えばそれを減少させる）場合、重鎖または軽鎖の抗原結合を誘導する能力に実
質的に影響を与えると言われる。変異は、前記鎖を含むインタクトな免疫グロブリンまた
は抗体（またはそれらの抗原結合性断片）の結合親和性に、前記変異を欠く等価な鎖を含
む抗体（またはそれらの抗原結合性断片）の結合親和性の２倍、３倍、または４倍でしか
影響を与えない（例えば、それを減少させない）場合、「鎖の抗原結合を誘導する能力に
実質的に影響を与えない（例えば、それを減少させない）」。
【００７２】
　ある特定の実施形態において、ヒト化免疫グロブリンまたは抗体は、対応する非ヒト化
抗体の親和性の３倍、４倍、または５倍以内の親和性で抗原に結合する。例えば、非ヒト
化抗体が１０９Ｍ－１の結合親和性を有する場合、ヒト化抗体は、少なくとも３×１０９

Ｍ－１、４×１０９Ｍ－１または１０９Ｍ－１の結合親和性を有する。免疫グロブリンま
たは抗体鎖の結合特性を説明する場合、その鎖は、その「抗原結合を誘導する」能力に基
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づき説明することができる。鎖が、インタクトな免疫グロブリンまたは抗体（またはそれ
らの抗原結合性断片）に特異的な結合特性または結合親和性を付与する場合、その鎖は「
抗原結合を誘導する」と言われる。変異（例えば、復帰変異）は、前記鎖を含むインタク
トな免疫グロブリンまたは抗体（またはそれらの抗原結合性断片）の結合親和性に、前記
変異を欠く等価な鎖を含む抗体（またはそれらの抗原結合性断片）の結合親和性と比較し
て少なくとも１桁の規模で影響を与える（例えばそれを減少させる）場合、重鎖または軽
鎖の抗原結合を誘導する能力に実質的に影響を与えると言われる。変異は、前記鎖を含む
インタクトな免疫グロブリンまたは抗体（またはそれらの抗原結合性断片）の結合親和性
に、前記変異を欠く等価な鎖を含む抗体（またはそれらの抗原結合性断片）の結合親和性
の２倍、３倍、または４倍でしか影響を与えない（例えば、それを減少させない）場合、
「鎖の抗原結合を誘導する能力に実質的に影響を与えない（例えば、それを減少させない
）」。
【００７３】
　用語「キメラ免疫グロブリン」または抗体は、可変領域が第１の種由来であり、定常領
域が第２の種由来である免疫グロブリンまたは抗体を指す。キメラ免疫グロブリンまたは
抗体は、例えば遺伝子工学によって、異なる種に属する免疫グロブリン遺伝子セグメント
から構築することができる。用語「ヒト化免疫グロブリン」または「ヒト化抗体」は、以
下で定義されるようなキメラ免疫グロブリンまたは抗体を包含することを意図していない
。ヒト化免疫グロブリンまたは抗体は、それらの構築においてキメラであるが（すなわち
、１つより多くの種のタンパク質に由来する領域を含む）、それらは、本明細書において
定義されるようなキメラ免疫グロブリンまたは抗体中に見出されない追加の特色（すなわ
ち、ドナーＣＤＲ残基およびアクセプターフレームワーク残基を含む可変領域）を含む。
【００７４】
　「単離された抗体」は、本明細書で使用される場合、異なる抗原特異性を有する他の抗
体を実質的に含まない抗体を指すことが意図される。単離された抗体は、典型的には、他
の細胞性物質および／または化学物質を実質的に含まない。
【００７５】
　用語「エピトープ」または「抗原決定基」は、免疫グロブリンまたは抗体が特異的に結
合する抗原上の部位を指す。エピトープは、隣接するアミノ酸またはタンパク質の３次フ
ォールディングによって並列した隣接していないアミノ酸の両方から形成することができ
る。隣接するアミノ酸から形成されたエピトープは、典型的には、変性溶媒に曝露された
ときに保持されるが、３次フォールディングによって形成されたエピトープは、典型的に
は、変性溶媒での処理で失われる。エピトープは、典型的には、特有の空間的なコンフォ
メーションで、少なくとも３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４
または１５アミノ酸を含む。エピトープが所与の抗体と結合することを決定するための方
法（すなわち、エピトープマッピング）は当該分野において周知であり、このような方法
としては、例えば、免疫ブロッティングおよび免疫沈降アッセイが挙げられる。エピトー
プの空間的なコンフォメーションを決定する方法としては、当該分野における技術および
本明細書に記載される技術、例えば、Ｘ線結晶学および２次元核磁気共鳴が挙げられる（
例えば、Ｅｐｉｔｏｐｅ　Ｍａｐｐｉｎｇ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｅｔｈｏｄｓ
　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ、６６巻、Ｇ．　Ｅ．　Ｍｏｒｒｉｓ編（
１９９６年）を参照）。
【００７６】
　同じエピトープを認識する抗体は、一方の抗体が他方の抗体の標的抗原への結合をブロ
ックする能力を示す簡単なイムノアッセイ、すなわち競合結合アッセイで同定することが
できる。競合結合は、試験中の免疫グロブリンが参照抗体の共通の抗原への特異的な結合
を阻害するアッセイで決定される。多数のタイプの競合結合アッセイが公知であり、例え
ば：固相の直接的または間接的なラジオイムノアッセイ（ＲＩＡ）、固相の直接的または
間接的な酵素免疫検査法（ＥＩＡ）、サンドイッチ競合アッセイ（Ｓｔａｈｌｉら、Ｍｅ
ｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ　９巻：２４２号（１９８３年）を参照）；固
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相の直接的なビオチン－アビジンＥＩＡ（Ｋｉｒｋｌａｎｄら、Ｊ．　Ｉｍｍｕｎｏｌ．
　１３７巻：３６１４号（１９８６年）を参照）；固相の直接的な標識アッセイ、固相の
直接的な標識サンドイッチアッセイ（ＨａｒｌｏｗおよびＬａｎｅ、Ａｎｔｉｂｏｄｉｅ
ｓ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ
　Ｐｒｅｓｓ（１９８８年）を参照）；Ｉ－１２５標識を使用した固相の直接的な標識Ｒ
ＩＡ（Ｍｏｒｅｌら、Ｍｏｌ．　Ｉｍｍｕｎｏｌ．　２５巻（１号）：７頁（１９８８年
）を参照）；固相の直接的なビオチン－アビジンＥＩＡ（Ｃｈｅｕｎｇら、Ｖｉｒｏｌｏ
ｇｙ　１７６巻：５４６号（１９９０年））；および直接的な標識ＲＩＡ（Ｍｏｌｄｅｎ
ｈａｕｅｒら、Ｓｃａｎｄ．　Ｊ．　Ｉｍｍｕｎｏｌ．　３２巻：７７号（１９９０年）
）がある。典型的には、このようなアッセイは、これらのいずれか、すなわち非標識の試
験免疫グロブリンおよび標識された参照免疫グロブリンのいずれかを有する固体表面また
は細胞に結合した精製された抗原の使用を含む。競合阻害は、試験免疫グロブリンの存在
下で、固体表面または細胞に結合した標識の量を決定することによって測定される。通常
、試験免疫グロブリンは、過量で存在する。通常、競合抗体が過量で存在する場合、参照
抗体の共通の抗原への特異的な結合を、少なくとも５０～５５％、５５～６０％、６０～
６５％、６５～７０％、７０～７５％またはそれよりも高く阻害する。
【００７７】
　用語「エピトープマッピング」は、抗体－抗原認識に関する分子決定基を同定するプロ
セスを指す。多数のエピトープマッピングの方法が当該分野において公知であり、例えば
Ｘ線分析、プロテアーゼマッピング、水素／重水素交換質量分析（ＨＤＸ－ＭＳ）、２Ｄ
核磁気共鳴、アラニンスキャニング、およびディープ変異スキャニング（ｄｅｅｐ　ｍｕ
ｔａｔｉｏｎａｌ　ｓｃａｎｎｉｎｇ）などがある。
【００７８】
　「結合親和性」は、一般的に、分子（例えば、抗体）の単一の結合部位とその結合パー
トナー（例えば、抗原）との間の非共有結合相互作用の合計の強度を指す。別段示されな
い限り、本明細書で使用される場合、「結合親和性」は、結合対のメンバー（例えば、抗
体および抗原）間の１：１の相互作用を反映する固有の結合親和性を指す。分子Ｘのその
パートナーＹに対する親和性は、一般的に、解離定数（Ｋｄ）によって表すことができる
。例えば、Ｋｄは、約２００ｎＭ、１５０ｎＭ、１００ｎＭ、６０ｎＭ、５０ｎＭ、４０
ｎＭ、３０ｎＭ、２０ｎＭ、１０ｎＭ、８ｎＭ、６ｎＭ、４ｎＭ、２ｎＭ、１ｎＭであっ
てもよいし、またはそれよりも強くてもよい。親和性は、本明細書に記載される方法など
の当該分野において公知の一般的な方法によって測定することができる。低い親和性の抗
体は、一般的に、抗原にゆっくり結合し、容易に解離する傾向があるが、それに対して高
い親和性の抗体は、一般的に、抗原により速く結合し、より長く結合した状態のままであ
る傾向がある。結合親和性を測定する様々な方法が当該分野において公知であり、それら
のいずれも、本発明の目的のために使用することができる。
【００７９】
　用語「特異的な結合」、「選択的な結合」、「選択的に結合する」、および「特異的に
結合する」は、本明細書で使用される場合、既定の抗原上のエピトープへの抗体結合を指
す。典型的には、抗体は、分析物として所望の抗原およびリガンドとして抗体を使用した
ＢＩＡＣＯＲＥ２０００機器での表面プラズモン共鳴（ＳＰＲ）技術によって決定した場
合、およそ１０－７Ｍ未満、例えばおよそ１０－８Ｍ、１０－９Ｍもしくは１０－１０Ｍ
未満の、またはさらにそれよりも低い平衡解離定数（ＫＤ）で既定の抗原に結合し、既定
の抗原または高い関連性を有する抗原以外の非特異的な抗原（例えば、ＢＳＡ、カゼイン
）への結合に関するその親和性より少なくとも２倍大きい親和性で既定の抗原に結合する
。成句「抗原を認識する抗体」および「抗原に特異的な抗体」は、本明細書において用語
「抗原に特異的に結合する抗体」と交換可能に使用される。
【００８０】
　用語「ＫＤ」は、本明細書で使用される場合、特定の抗体－抗原相互作用の解離平衡定
数を指すことが意図される。
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【００８１】
　用語「ｋｄ」は、本明細書で使用される場合、抗体／抗原複合体からの抗体の解離のオ
フレート（ｏｆｆ　ｒａｔｅ）定数を指すことが意図される。
【００８２】
　用語「ｋａ」は、本明細書で使用される場合、抗体と抗原との会合のオンレート（ｏｎ
　ｒａｔｅ）定数を指すことが意図される。
【００８３】
　「アイソタイプ」は、本明細書で使用される場合、重鎖定常領域遺伝子によってコード
される抗体クラス（例えば、ＩｇＭまたはＩｇＧｌ）を指す。一実施形態において、本発
明のヒトモノクローナル抗体は、ＩｇＧ１アイソタイプのものである。ある特定の実施形
態において、ヒトＩｇＧ１は、配列番号１に記載の重鎖定常ドメイン配列および配列番号
２に記載の軽鎖定常ドメイン配列を有する。
【００８４】
　用語「核酸分子」は、本明細書で使用される場合、ＤＮＡ分子およびＲＮＡ分子を含む
ことが意図される。核酸分子は、一本鎖または二本鎖であってもよく、例えば、本発明の
二重特異性抗体の重鎖および軽鎖をコードする一本鎖ｍＲＮＡまたは二本鎖ＤＮＡであっ
てもよい。
【００８５】
　本発明はまた、配列表８に記載の配列の「保存的配列改変」、すなわちヌクレオチドお
よびアミノ酸配列の改変であって、そのヌクレオチド配列によってコードされた、または
そのアミノ酸配列を含有する抗体の抗原への結合を無効にしない改変も包含する。このよ
うな保存的配列改変は、保存的なヌクレオチドおよびアミノ酸の置換に加えて、ヌクレオ
チドおよびアミノ酸の付加および欠失も含む。例えば、改変は、部位特異的変異誘発およ
びＰＣＲ媒介変異誘発などの当該分野において公知の標準的な技術によって配列表に記載
の配列に導入することができる。保存的アミノ酸置換は、アミノ酸残基が類似の側鎖を有
するアミノ酸残基で置き換えられる置換を含む。類似の側鎖を有するアミノ酸残基のファ
ミリーは、当該分野で定義されている。これらのファミリーは、塩基性側鎖を有するアミ
ノ酸（例えば、リシン、アルギニン、ヒスチジン）、酸性側鎖を有するアミノ酸（例えば
、アスパラギン酸、グルタミン酸）、非荷電性極性側鎖を有するアミノ酸（例えば、グリ
シン、アスパラギン、グルタミン、セリン、スレオニン、チロシン、システイン、トリプ
トファン）、非極性側鎖を有するアミノ酸（例えば、アラニン、バリン、ロイシン、イソ
ロイシン、プロリン、フェニルアラニン、メチオニン）、ベータ分岐側鎖を有するアミノ
酸（例えば、スレオニン、バリン、イソロイシン）および芳香族側鎖を有するアミノ酸（
例えば、チロシン、フェニルアラニン、トリプトファン、ヒスチジン）を含む。したがっ
て、二重特異性抗体中の予測された非必須アミノ酸残基は、好ましくは、同じ側鎖ファミ
リーからの別のアミノ酸残基で置き換えられている。抗原結合をなくさないヌクレオチド
およびアミノ酸の保存的置換を同定する方法は、当該分野において周知である（例えば、
Ｂｒｕｍｍｅｌｌら、Ｂｉｏｃｈｅｍ．　３２巻：１１８０～１１８７頁（１９９３年）
；Ｋｏｂａｙａｓｈｉら、Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｅｎｇ．　１２巻（１０号）：８７９～８８
４頁（１９９９年）；およびＢｕｒｋｓら、Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔｌ．　Ａｃａｄ．　Ｓｃ
ｉ．　ＵＳＡ　９４巻：４１２～４１７頁（１９９７年）を参照）。
【００８６】
　核酸の場合、用語「実質的な相同性」は、２つの核酸、またはそれらの指定された配列
が、最適に整列させて比較した場合、適切なヌクレオチドの挿入または欠失を含んで、ヌ
クレオチドの少なくとも約８０％、一般的には、ヌクレオチドの少なくとも約９０％から
９５％、より好ましくは少なくとも約９８％から９９．５％同一であることを示す。代替
として、セグメントが、選択的なハイブリダイゼーション条件下で鎖の相補物にハイブリ
ダイズする場合、実質的な相同性が存在する。
【００８７】
　２つの配列間の同一性パーセントは、２つの配列の最適なアラインメントのために導入
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する必要があるギャップの数および各ギャップの長さを考慮に入れた、配列に共通する同
一な位置の数の関数（すなわち、相同性％＝同一な位置の数／位置の合計数×１００）で
ある。２つの配列間の配列の比較および同一性パーセントの決定は、以下の非限定的な例
に記載されたような数学的なアルゴリズムを使用して達成することができる。
【００８８】
　２つのヌクレオチド配列間の同一性パーセントは、ＮＷＳｇａｐｄｎａ．ＣＭＰマトリ
クス、ならびに４０、５０、６０、７０、または８０のギャップウェイト（ｇａｐ　ｗｅ
ｉｇｈｔ）および１、２、３、４、５、または６の長さウェイト（ｌｅｎｇｔｈ　ｗｅｉ
ｇｈｔ）を使用するＧＣＧソフトウェアパッケージ中のＧＡＰプログラム（ｈｔｔｐ：／
／ｗｗｗ．ｇｃｇ．ｃｏｍで入手可能）を使用して決定することができる。２つのヌクレ
オチドまたはアミノ酸配列間の同一性パーセントはまた、ＰＡＭ１２０重量残基表（ｗｅ
ｉｇｈｔ　ｒｅｓｉｄｕｅ　ｔａｂｌｅ）、１２のギャップ長さペナルティー（ｇａｐ　
ｌｅｎｇｔｈ　ｐｅｎａｌｔｙ）および４のギャップペナルティー（ｇａｐ　ｐｅｎａｌ
ｔｙ）を使用するＡＬＩＧＮプログラム（バージョン２．０）に組み込まれた、Ｅ．　Ｍ
ｅｙｅｒｓおよびＷ．　Ｍｉｌｌｅｒ（ＣＡＢＩＯＳ、４巻：１１～１７頁（１９８９年
））のアルゴリズムを使用して決定することもできる。加えて、２つのアミノ酸配列間の
同一性パーセントは、Ｂｌｏｓｓｕｍ　６２マトリクスまたはＰＡＭ２５０マトリクスの
いずれか、ならびに１６、１４、１２、１０、８、６、または４のギャップウェイトおよ
び１、２、３、４、５、または６の長さウェイトを使用するＧＣＧソフトウェアパッケー
ジ中のＧＡＰプログラム（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｇｃｇ．ｃｏｍで入手可能）に組み込
まれたＮｅｅｄｌｅｍａｎおよびＷｕｎｓｃｈ（Ｊ．　Ｍｏｌ．　Ｂｉｏｌ．（４８巻）
：４４４～４５３頁（１９７０年））のアルゴリズムを使用して決定することができる。
【００８９】
　本発明の核酸およびタンパク質配列はさらに、例えば関連配列を同定するために、公開
データベースに対して検索を実行するための「クエリー配列」としても使用することがで
きる。このような検索は、Ａｌｔｓｃｈｕｌら（１９９０年）Ｊ．　Ｍｏｌ．　Ｂｉｏｌ
．　２１５巻：４０３～１０頁のＮＢＬＡＳＴおよびＸＢＬＡＳＴプログラム（バージョ
ン２．０）を使用して実行することができる。ＢＬＡＳＴのヌクレオチド検索は、本発明
の核酸分子に相同なヌクレオチド配列を得るために、ＮＢＬＡＳＴプログラム、スコア＝
１００、ワード長（ｗｏｒｄｌｅｎｇｔｈ）＝１２を用いて実行することができる。ＢＬ
ＡＳＴのタンパク質検索は、本発明のタンパク質分子に相同なアミノ酸配列を得るために
、ＸＢＬＡＳＴプログラム、スコア＝５０、ワード長＝３を用いて実行することができる
。比較目的でギャップ有りアラインメントを得るために、Ａｌｔｓｃｈｕｌら（１９９７
年）Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．２５巻（１７号）：３３８９～３４０２頁に
記載されたようにしてギャップ有りＢＬＡＳＴを利用することができる。ＢＬＡＳＴおよ
びギャップ有りＢＬＡＳＴプログラムを利用する場合、それぞれのプログラム（例えば、
ＸＢＬＡＳＴおよびＮＢＬＡＳＴ）のデフォルトパラメーターを使用することができる。
ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖを参照されたい。
【００９０】
　核酸は、全細胞中に、細胞溶解産物中に、または一部精製したまたは実質的に純粋な形
態で存在し得る。核酸は、アルカリ／ＳＤＳ処理、ＣｓＣｌバンディング、カラムクロマ
トグラフィー、アガロースゲル電気泳動などの標準的な技術、および当該分野において周
知の他の技術によって、他の細胞性構成要素または他の汚染物質、例えば他の細胞核酸ま
たはタンパク質から精製されている場合、「単離されている」か、または「実質的に純粋
にされている」。Ｆ．　Ａｕｓｕｂｅｌら編、Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉ
ｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ、Ｇｒｅｅｎｅ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　ａｎ
ｄ　Ｗｉｌｅｙ　Ｉｎｔｅｒｓｃｉｅｎｃｅ、Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ（１９８７年）を参照さ
れたい。
【００９１】
　アミノ酸配列が示される場合、当業者であれば、それをコードするヌクレオチド配列に
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、アミノ酸配列を変更することなく遺伝子コードの重複を考慮して保存的置換を作製する
ことができる。ｃＤＮＡ、ゲノムまたはそれらの混合物のいずれかからの核酸組成物は、
天然配列（改変された制限部位などを除く）の状態であることが多いが、遺伝子配列を提
供するための標準的な技術に従って変異させることができる。コード配列の場合、これら
の変異は、所望によりアミノ酸配列に影響を与えることができる。特に、天然のＶ、Ｄ、
Ｊ、定常、スイッチの配列および本明細書に記載された他のこのような配列に実質的に相
同であるかまたはそれらに由来するＤＮＡ配列が予期される（この場合、「由来」は、配
列が同一であるかまたは別の配列から改変されていることを示す）。
【００９２】
　用語「ペプチド」は、本明細書で使用される場合、通常、既定の配列を有するアミノ酸
残基の鎖と定義される。ペプチドという用語は、本明細書で使用される場合、用語「ポリ
ペプチド」および「タンパク質」と交換可能である。本発明の文脈において、用語「ペプ
チド」は、改変されたまたは改変されていないペプチド結合によって連結された少なくと
も２つのアミノ酸を含むあらゆるペプチドまたはタンパク質と定義される。用語「ペプチ
ド」は、オリゴペプチドもしくはオリゴマーなどの短鎖分子、またはタンパク質などの長
鎖分子を指す。本発明に係るペプチドは、改変されたアミノ酸を含んでいてもよい。した
がって、本発明のペプチドはまた、転写後改変などの天然のプロセス、または化学的プロ
セスによって改変されていてもよい。これらの改変の一部の例は、アセチル化、アシル化
、ＡＤＰ－リボシル化、アミド化、フラビンとの共有結合、ヘムとの共有結合、ヌクレオ
チドまたはヌクレオチド誘導体との共有結合、改変されたまたは改変されていない炭水化
物成分への共有結合、脂質または脂質誘導体との結合、ホスファチジルイノシトール（ｐ
ｈｏｓｐｈｏｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ）との共有結合、架橋、環化、ジスルフィド結
合形成、脱メチル化、システイン分子形成、ピログルタメート形成、ホルミル化、ガンマ
－カルボキシル化、水酸化、ヨウ素化、メチル化、酸化、リン酸化、ラセミ化、水酸化な
どである。したがって、ペプチドの免疫原性をなくす作用を有さないあらゆるペプチドの
改変が、本発明の範囲内に包含される。
【００９３】
　本明細書に記載されるペプチドの個々の残基は、ペプチド結合またはペプチド結合模倣
体（ｐｅｐｔｉｄｅ　ｂｏｎｄ　ｍｉｍｅｔｉｃ）によってペプチド中に組み込むことが
できる。ペプチド結合模倣体としては、当業者に周知のペプチド骨格の改変が挙げられる
。このような改変は、アミド窒素、ａ－炭素、アミドカルボニルの改変、アミド結合、伸
長、欠失または骨格の架橋の完全な置き換えを含む。一般的に、Ｓｐａｔｏｌａ、Ｃｈｅ
ｍｉｓｔｒｙ　ａｎｄ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　ｏｆ　Ａｍｉｎｏ　Ａｃｉｄｓ，　
Ｐｅｐｔｉｄｅｓ　ａｎｄ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ、第ＶＩＩ巻（Ｗｅｉｎｓｔｅｉｎ編、１
９８３年）を参照されたい。数種のペプチド骨格の改変が公知であり、これらとしては、
ψ［ＣＨ２Ｓ］、ψ［ＣＨ２ＮＨ］、ψ［ＣＳＮＨ２］、ψ［ＮＨＣＯ］、ψ［ＣＯＣＨ

２］およびψ［（Ｅ）または（Ｚ）ＣＨ＝ＣＨ］が挙げられる。上記で使用される学術名
は、上記のＳｐａｔｏｌａによって示唆されているものに従う。この文脈において、ψは
、アミド結合の非存在を示す。アミド基を置き換える構造は、括弧内に特定される。
【００９４】
　アミノ酸の模倣体が、ペプチド中に組み込まれていてもよい。「アミノ酸の模倣体」は
、本明細書で使用される場合、本発明のペプチド中のアミノ酸の代替物としてコンフォメ
ーション的および機能的に役立つ天然に存在するアミノ酸以外の成分である。このような
成分は、ペプチドの抗体に結合する能力に干渉しない場合、アミノ酸残基の代替物として
役立つ。アミノ酸の模倣体としては、非タンパク質アミノ酸、例えばβ－、γ－、δ－ア
ミノ酸、β－、γ－、δ－イミノ酸（例えばピペリジン－４－カルボン酸など）、加えて
Ｌ－ａ－アミノ酸の多くの誘導体などを挙げることができる。多数の好適なアミノ酸の模
倣体が当業者に公知であり、そのようなものとしては、シクロヘキシルアラニン、３－シ
クロヘキシルプロピオン酸、Ｌ－アダマンチルアラニン、アダマンチル酢酸などが挙げら
れる。加えて、Ｄ－アミノ酸は、模倣体とみなすことができる。本発明のペプチドに好適



(31) JP 2019-503172 A5 2020.2.13

なペプチド模倣体は、ＭｏｒｇａｎおよびＧａｉｎｏｒ（１９８９年）Ａｎｎ．　Ｒｅｐ
ｔｓ．　Ｍｅｄ．　Ｃｈｅｍ．　２４巻：２４３～２５２頁で論じられている。
【００９５】
　用語「ベクター」は、本明細書で使用される場合、連結された別の核酸を輸送すること
が可能な核酸分子を指すことが意図される。ベクターの１つのタイプは「プラスミド」で
あり、これは、追加のＤＮＡセグメントをライゲーションさせることができる環状の二本
鎖ＤＮＡループを指す。別のタイプのベクターはウイルスベクターであり、この場合、追
加のＤＮＡセグメントをウイルスゲノムにライゲーションすることができる。ある特定の
ベクターは、それらが導入される宿主細胞中で自律複製が可能である（例えば、細菌の複
製起点を有する細菌ベクターおよびエピソームの哺乳動物ベクター）。他のベクター（例
えば、非エピソーム性哺乳動物ベクター）は、宿主細胞への導入時に宿主細胞のゲノムに
統合されていてもよく、それによって宿主ゲノムと共に複製される。さらに、ある特定の
ベクターは、それらが作動可能に連結した遺伝子の発現を誘導することが可能である。こ
のようなベクターは、本明細書では、「組換え発現ベクター」（または単に「発現ベクタ
ー」）と称される。一般的に、組換えＤＮＡ技術において有用性を有する発現ベクターは
、プラスミドの形態であることが多い。本明細書において、「プラスミド」および「ベク
ター」は、プラスミドが最も一般的に使用されるベクターの形態であることから、交換可
能に使用することができる。しかしながら、本発明は、このような発現ベクターの他の形
態、例えば等価な機能を果たすウイルスベクター（例えば、複製欠損型レトロウイルス、
アデノウイルスおよびアデノ関連ウイルス）などを含むことが意図される。
【００９６】
　用語「組換え宿主細胞」（または単に「宿主細胞」）は、本明細書で使用される場合、
組換え発現ベクターが導入された細胞を指すことが意図される。このような用語は、特定
の対象細胞だけでなくこのような細胞の子孫も指すことが意図されることが理解されるも
のとする。後の世代で変異または環境の影響のいずれかによるある特定の改変が起こる可
能性があることから、このような子孫は、実際には親細胞と同一ではない可能性があるが
、それでもなお本明細書で使用される用語「宿主細胞」の範囲内に含まれる。
【００９７】
　用語「がん」および「がん性」は、典型的には無秩序な細胞成長／増殖を特徴とする哺
乳動物における生理学的状態を指すかまたは記載するものである。この定義には、良性の
がんと悪性のがんが含まれる。がんの例としては、これらに限定されないが、癌腫、リン
パ腫、芽細胞腫、肉腫、および白血病が挙げられる。このようながんのより特定の例とし
ては、扁平上皮がん、小細胞肺がん、非小細胞肺がん、肺腺癌、肺扁平上皮癌、腹膜のが
ん、肝細胞がん、消化器がんを含む胃がん（ｇａｓｔｒｉｃ　ｃａｎｃｅｒ）または胃が
ん（ｓｔｏｍａｃｈ　ｃａｎｃｅｒ）、膵臓がん、膠芽腫、神経膠腫、子宮頸がん（ｃｅ
ｒｖｉｃａｌ　ｃａｎｃｅｒ）、卵巣がん、肝臓がん、膀胱がん、肝癌、乳がん、結腸が
ん、結腸直腸がん、子宮内膜癌または子宮癌、唾液腺癌、腎臓がん（例えば、腎細胞癌）
、肝臓がん、前立腺がん、外陰がん、甲状腺がん、肝臓癌、肛門癌、陰茎癌、黒色腫、お
よび様々な種類の頭頸部がんが挙げられる。「早期がん」は、侵襲性または転移性ではな
いか、またはステージ０、Ｉ、またはＩＩのがんと分類されるがんを意味する。用語「前
がん性」は、典型的にはがんの前に生じるかまたはがんに発展する状態または成長を指す
。「非転移性」は、良性のがん、または原発部位に留まり、リンパもしくは血管系または
原発部位以外の組織に浸透していないがんを意味する。一般的に、非転移性がんは、ステ
ージ０、Ｉ、またはＩＩのがん、場合によってはステージＩＩＩがんであるあらゆるがん
である。
【００９８】
　本明細書における「アレルギー性または炎症性障害」は、個体の免疫系の過剰活性化に
起因する疾患または障害である。例示的なアレルギー性または炎症性障害としては、これ
らに限定されないが、喘息、乾癬、関節リウマチ、アトピー性皮膚炎、多発性硬化症、全
身性ループス、エリテマトーデス、湿疹、臓器移植、加齢性筋肉変性、クローン病、潰瘍
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性大腸炎、好酸球性食道炎、および炎症に関連する自己免疫疾患が挙げられる。
【００９９】
　本明細書における「自己免疫疾患」は、個体自身の組織または共分離物（ｃｏ－ｓｅｇ
ｒｅｇａｔｅ）から生じてそれらに向けられる疾患もしくは障害、またはそれらの症状発
現もしくは結果生じる状態である。自己免疫疾患または障害の例としては、これらに限定
されないが、関節炎（関節リウマチ、例えば、急性関節炎、慢性関節リウマチ、痛風性関
節炎、急性痛風性関節炎、慢性炎症性関節炎、変性性関節炎、感染性関節炎、ライム関節
炎、増殖性関節炎、乾癬性関節炎、脊椎関節炎（ｖｅｒｔｅｂｒａｌ　ａｒｔｈｒｉｔｉ
ｓ）、および若年発症性関節リウマチ、変形性関節症、進行性慢性関節炎（ａｒｔｈｒｉ
ｔｉｓ　ｃｈｒｏｎｉｃａ　ｐｒｏｇｒｅｄｉｅｎｔｅ）、変形性関節炎（ａｒｔｈｒｉ
ｔｉｓ　ｄｅｆｏｒｍａｎｓ）、原発性慢性多発関節炎（ｐｏｌｙａｒｔｈｒｉｔｉｓ　
ｃｈｒｏｎｉｃａ　ｐｒｉｍａｒｉａ）、反応性関節炎、および強直性脊椎炎など）、炎
症性過剰増殖性皮膚疾患、乾癬、例えば尋常性乾癬、滴状乾癬、膿疱性乾癬、および爪の
乾癬など、皮膚炎、例えば接触皮膚炎、慢性接触皮膚炎、アレルギー性皮膚炎、アレルギ
ー性接触皮膚炎、疱疹状皮膚炎、およびアトピー性皮膚炎など、ｘ連鎖高ＩｇＭ症候群、
じんましん、例えば慢性アレルギー性じんましんおよび慢性自己免疫じんましんを含む慢
性特発性じんましんなど、多発性筋炎／皮膚筋炎、若年性皮膚筋炎、中毒性表皮壊死症、
強皮症（全身性強皮症など）、硬化症、例えば全身性硬化症、多発性硬化症（ＭＳ）、例
えば脊椎視神経型ＭＳ（ｓｐｉｎｏ－ｏｐｔｉｃａｌ　ＭＳ）、一次性進行型ＭＳ（ＰＰ
ＭＳ）、および再発寛解型ＭＳ（ＲＲＭＳ）など、全身性進行性硬化症、アテローム性動
脈硬化症、動脈硬化症、多発性硬化症（ｓｃｌｅｒｏｓｉｓ　ｄｉｓｓｅｍｉｎａｔａ）
、および失調性硬化症など、炎症性腸疾患（ＩＢＤ）（例えば、クローン病、自己免疫媒
介性の胃腸疾患、大腸炎、例えば潰瘍性大腸炎、潰瘍性結腸炎、顕微鏡的大腸炎、コラー
ゲン蓄積大腸炎、ポリープ性大腸炎（ｃｏｌｉｔｉｓ　ｐｏｌｙｐｏｓａ）、壊死性腸炎
、および経壁性結腸炎、ならびに自己免疫炎症性腸疾患など）、壊疽性膿皮症、結節性紅
斑、原発性硬化性胆管炎、上強膜炎）、呼吸窮迫症候群、例えば成人または急性呼吸窮迫
症候群（ＡＲＤＳ）など、髄膜炎、ブドウ膜の全てまたは一部の炎症、虹彩炎、脈絡膜炎
、自己免疫性血液障害、リウマチ様脊椎炎、突発性難聴、ＩｇＥ媒介疾患、例えばアナフ
ィラキシーならびにアレルギー性およびアトピー性鼻炎など、脳炎、例えばラスムッセン
脳炎ならびに辺縁系領域および／または脳幹脳炎など、ブドウ膜炎、例えば前部ブドウ膜
炎、急性前部ブドウ膜炎、肉芽腫性ブドウ膜炎、非肉芽腫性ブドウ膜炎、水晶体抗原性ブ
ドウ膜炎（ｐｈａｃｏａｎｔｉｇｅｎｉｃ　ｕｖｅｉｔｉｓ）、後部ブドウ膜炎、または
自己免疫性ブドウ膜炎など、ネフローゼ症候群を有するおよび有さない糸球体腎炎（ＧＮ
）、例えば慢性または急性糸球体腎炎など、例えば原発性ＧＮ、免疫媒介性ＧＮ、膜性Ｇ
Ｎ（膜性腎症）、特発性膜性ＧＮまたは特発性膜性腎症、膜または膜性増殖性ＧＮ（ＭＰ
ＧＮ）、例えばＩ型およびＩＩ型など、ならびに急速進行性ＧＮなど、アレルギー性状態
、アレルギー反応、湿疹、例えばアレルギー性またはアトピー性湿疹など、喘息、例えば
気管支喘息（ａｓｔｈｍａ　ｂｒｏｎｃｈｉａｌｅ）、気管支喘息（ｂｒｏｎｃｈｉａｌ
　ａｓｔｈｍａ）、および自己免疫喘息など、Ｔ細胞の浸潤および慢性炎症性反応を伴う
状態、慢性的な炎症性肺疾患、自己免疫性心筋炎、白血球接着不全症、全身性エリテマト
ーデス（ｓｙｓｔｅｍｉｃ　ｌｕｐｕｓ　ｅｒｙｔｈｅｍａｔｏｓｕｓ；ＳＬＥ）または
全身性エリテマトーデス（ｓｙｓｔｅｍｉｃ　ｌｕｐｕｓ　ｅｒｙｔｈｅｍａｔｏｄｅｓ
）、例えば皮膚ＳＬＥ、亜急性皮膚エリテマトーデス、新生児ループス症候群（ＮＬＥ）
、播種性紅斑性狼瘡（ｌｕｐｕｓ　ｅｒｙｔｈｅｍａｔｏｓｕｓ　ｄｉｓｓｅｍｉｎａｔ
ｕｓ）、ループス（例えば腎炎、脳炎、小児、非腎性、腎外、円板状、脱毛症など）など
、若年発症型（Ｉ型）糖尿病、例えば小児インスリン依存性糖尿病（ＩＤＤＭ）、成人発
症型糖尿病（ＩＩ型糖尿病）、自己免疫性糖尿病、特発性尿崩症など、サイトカインおよ
びＴリンパ球が媒介する急性および遅延型過敏症に関連する免疫応答、結核、サルコイド
ーシス、肉芽腫症、例えばリンパ腫様肉芽腫症、ヴェグナー肉芽腫症など、顆粒球減少症
、血管炎（ｖａｓｃｕｌｉｔｉｄｅｓ）、例えば血管炎など（例えば、大型血管炎（例え
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ばリウマチ性多発性筋痛および巨細胞（高安）動脈炎など）、中型血管炎（例えば川崎病
および結節性多発性動脈炎など）、顕微鏡的多発動脈炎、ＣＮＳ血管炎、壊死性、皮膚ま
たは過敏性血管炎、全身性壊死性血管炎、およびＡＮＣＡ関連血管炎、例えばチャーグ－
ストラウス血管炎または症候群（ＣＳＳ）など）、側頭動脈炎、再生不良性貧血、自己免
疫性再生不良性貧血、クームズ陽性貧血、ダイアモンドブラックファン貧血、溶血性貧血
または免疫性溶血性貧血、例えば自己免疫性溶血性貧血（ＡＩＨＡ）、悪性貧血（貧血悪
性熱（ａｎｅｍｉａ　ｐｅｒｎｉｃｉｏｓａ））、アジソン病、赤芽球ろうまたは無形成
症（ＰＲＣＡ）、第ＶＩＩＩ因子欠乏症、血友病Ａ、自己免疫好中球減少症、汎血球減少
症、白血球減少症、白血球遊出を伴う疾患、ＣＮＳ炎症性障害、多臓器損傷症候群、例え
ば敗血症、外傷または出血に続発するものなど、抗原－抗体複合体が媒介する疾患、抗糸
球体基底膜疾患、抗リン脂質抗体症候群、アレルギー性神経炎、ベーチェット（Ｂｅｃｈ
ｅｔ）またはベーチェット（Ｂｅｈｃｅｔ）病、キャッスルマン症候群、グッドパスチャ
ー症候群、レイノー症候群、シェーグレン症候群、スティーブンス－ジョンソン症候群、
類天疱瘡、例えば水疱性類天疱瘡および皮膚類天疱瘡など、天疱瘡（例えば尋常性天疱瘡
、落葉状天疱瘡、粘膜性天疱瘡（ｐｅｍｐｈｉｇｕｓ　ｍｕｃｕｓ）、すなわち膜性類天
疱瘡（ｍｅｍｂｒａｎｅ　ｐｅｍｐｈｉｇｏｉｄ）、および紅斑性天疱瘡など）、自己免
疫性多発性内分泌腺症、ライター病または症候群、免疫複合体腎炎、抗体媒介性腎炎、視
神経脊髄炎、多発性ニューロパチー、慢性ニューロパチー、例えばＩｇＭ多発性ニューロ
パチーまたはＩｇＭ媒介性ニューロパチーなど、血小板減少症（例えば心筋梗塞患者が発
症させるもの）、例えば血栓性血小板減少性紫斑病（ＴＴＰ）および自己免疫または免疫
媒介性血小板減少症、例えば特発性血小板減少性紫斑病（ＩＴＰ）、例えば慢性または急
性ＩＴＰなど、精巣および卵巣の自己免疫疾患、例えば自己免疫性精巣炎および卵巣炎な
ど、原発性甲状腺機能低下症、上皮小体機能低下症、自己免疫性内分泌疾患、例えば甲状
腺炎、例えば自己免疫性甲状腺炎、橋本病、慢性甲状腺炎（橋本甲状腺炎）、または亜急
性甲状腺炎など、自己免疫性甲状腺疾患、特発性甲状腺機能低下症、グレーブス病、多腺
性症候群、例えば多腺性自己免疫症候群（または多腺性内分泌障害症候群）など、腫瘍随
伴症候群、例えば神経系腫瘍随伴症候群、例えばランバート－イートン筋無力症症候群ま
たはイートン－ランバート症候群、スティッフマンまたは全身硬直症候群など、脳脊髄炎
、例えばアレルギー性脳脊髄炎（ａｌｌｅｒｇｉｃ　ｅｎｃｅｐｈａｌｏｍｙｅｌｉｔｉ
ｓ）またはアレルギー性脳脊髄炎（ｅｎｃｅｐｈａｌｏｍｙｅｌｉｔｉｓ　ａｌｌｅｒｇ
ｉｃａ）および実験的アレルギー性脳脊髄炎（ＥＡＥ）など、重症筋無力症、例えば胸腺
腫関連の重症筋無力症、小脳変性、神経性筋強直症、オプソクローヌスまたはオプソクロ
ーヌス－ミオクローヌス症候群（ＯＭＳ）、および感覚ニューロパチーなど、多巣性運動
ニューロパチー、シーハン症候群、自己免疫性肝炎、慢性肝炎、ルポイド肝炎、巨細胞性
肝炎、慢性活動性肝炎または自己免疫慢性活動性肝炎、リンパ性間質性肺炎、ＮＳＩＰに
対する閉塞性細気管支炎（非移植性）、ギランバレー症候群、ベルジェ病（ＩｇＡ腎症）
、特発性ＩｇＡ腎症、線状ＩｇＡ皮膚疾患、原発性胆汁性肝硬変症、肺線維症、自己免疫
性腸疾患症候群、セリアック病（Ｃｅｌｉａｃ　ｄｉｓｅａｓｅ）、小児脂肪便症（Ｃｏ
ｅｌｉａｃ　ｄｉｓｅａｓｅ）、セリアックスプルー（グルテン腸症）、難治性スプルー
、特発性スプルー、クリオグロブリン血症、筋萎縮性側索硬化症（ＡＬＳ；ルーゲーリッ
ク病）、冠動脈疾患、自己免疫性耳疾患、例えば自己免疫性内耳疾患（ＡＩＥＤ）、自己
免疫性難聴など、オプソクローヌス－ミオクローヌス症候群（ＯＭＳ）、多発性軟骨炎、
例えば難治性または再発性多発性軟骨炎など、肺胞タンパク症、アミロイド症、強膜炎、
非がん性リンパ球増加症、原発性リンパ球増加症、例えば単クローン性Ｂ細胞リンパ球増
加症（例えば、良性単クローン性免疫グロブリン血症および意味未確定の単クローン性高
ガンマグロブリン血症、ＭＧＵＳ）など、末梢神経障害、腫瘍随伴症候群、チャネル病、
例えばてんかんなど、片頭痛、不整脈、筋障害、聴覚消失症、失明、周期性麻痺、および
ＣＮＳのチャネル病、自閉症、炎症性ミオパチー、巣状分節性糸球体硬化症（ＦＳＧＳ）
、内分泌性眼障害、ブドウ膜網膜炎、網脈絡膜炎、自己免疫性肝臓障害、線維筋痛症、多
重内分泌不全（ｍｕｌｔｉｐｌｅ　ｅｎｄｏｃｒｉｎｅ　ｆａｉｌｕｒｅ）、シュミット
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症候群、副腎炎、胃萎縮、初老期認知症、脱髄疾患、例えば自己免疫脱髄疾患など、糖尿
病性腎症、ドレスラー症候群、円形脱毛症、ＣＲＥＳＴ症候群（石灰沈着、レイノー現象
、食道運動障害、強指症、および毛細血管拡張症）、男性および女性の自己免疫性不妊症
、混合性結合組織病、シャーガス病、リウマチ熱、反復流産、農夫肺、多形性紅斑、心術
後症候群、クッシング症候群、愛鳥家肺、アレルギー性肉芽腫性血管炎、良性リンパ球血
管炎、アルポート症候群、肺胞炎、例えばアレルギー性肺胞炎および線維化肺胞炎など、
間質性肺疾患、輸血反応、ハンセン病、マラリア、リーシュマニア症、キパノソミアシス
（ｋｙｐａｎｏｓｏｍｉａｓｉｓ）、住血吸虫症、回虫症、アスペルギルス症、サンプタ
ー症候群、カプラン症候群、デング熱、心内膜炎、心内膜心筋線維症、びまん性間質性肺
線維症、間質性肺線維症、特発性肺線維症、嚢胞性線維症、眼内炎、持久性隆起性紅斑（
ｅｒｙｔｈｅｍａ　ｅｌｅｖａｔｕｍ　ｅｔ　ｄｉｕｔｉｎｕｍ）、胎児赤芽球症、好酸
球性筋膜炎（ｅｏｓｉｎｏｐｈｉｌｉｃ　ｆａｃｉｉｔｉｓ）、シュルマン症候群、フェ
ルティ症候群、フィラリア症（ｆｌａｒｉａｓｉｓ）、毛様体炎、例えば慢性毛様体炎、
異虹彩色性毛様体炎（ｈｅｔｅｒｏｃｈｒｏｎｉｃ　ｃｙｃｌｉｔｉｓ）、虹彩毛様体炎
、またはフックス毛様体炎（Ｆｕｃｈ’ｓ　ｃｙｃｌｉｔｉｓ）など、へノッホ－シェー
ンライン紫斑病、ヒト免疫不全ウイルス（ＨＩＶ）感染、エコーウイルス感染、心筋症、
アルツハイマー病、パルボウイルス感染、風疹ウイルス感染、ワクチン接種後症候群、先
天性風疹感染、エプスタイン－バーウイルス感染、流行性耳下腺炎、エバンス症候群、自
己免疫性腺機能不全、シドナム舞踏病、連鎖球菌感染後腎炎、閉塞性血栓血管炎（ｔｈｒ
ｏｍｂｏａｎｇｉｔｉｓ　ｕｂｉｔｅｒａｎｓ）、甲状腺中毒症、脊髄癆、脈絡膜炎、巨
細胞多発性筋痛、内分泌性眼障害（ｅｎｄｏｃｒｉｎｅ　ｏｐｈｔｈａｍｏｐａｔｈｙ）
、慢性過敏性肺臓炎、乾性角結膜炎、流行性角結膜炎、特発性腎炎症候群、微小変化腎症
、良性家族性および虚血再灌流傷害、網膜自己免疫、関節炎症、気管支炎、慢性閉塞性気
道疾患、珪肺症、アフタ、アフタ性口内炎、動脈硬化性障害、アスペルミオジェネース（
ａｓｐｅｒｍｉｏｇｅｎｅｓｅ）、自己免疫性溶血、ベック病、クリオグロブリン血症、
デュピュイトラン拘縮、水晶体過敏性眼内炎（ｅｎｄｏｐｈｔｈａｌｍｉａ　ｐｈａｃｏ
ａｎａｐｈｙｌａｃｔｉｃａ）、アレルギー性腸炎（ｅｎｔｅｒｉｔｉｓ　ａｌｌｅｒｇ
ｉｃａ）、らい性結節性紅斑、特発性顔面麻痺、慢性疲労症候群、リウマチ熱（ｆｅｂｒ
ｉｓ　ｒｈｅｕｍａｔｉｃａ）、ハンマン－リッチ病、感覚神経性難聴（ｓｅｎｓｏｎｅ
ｕｒａｌ　ｈｅａｒｉｎｇ　ｌｏｓｓ）、血色素尿症発作（ｈａｅｍｏｇｌｏｂｉｎｕｒ
ｉａ　ｐａｒｏｘｙｓｍａｔｉｃａ）、性腺機能低下症、限局性回腸炎（ｉｌｅｉｔｉｓ
　ｒｅｇｉｏｎａｌｉｓ）、白血球減少症、伝染性単核症（ｍｏｎｏｎｕｃｌｅｏｓｉｓ
　ｉｎｆｅｃｔｉｏｓａ）、横断性脊髄炎（ｔｒａｖｅｒｓｅ　ｍｙｅｌｉｔｉｓ）、原
発性特発性粘液水腫、ネフローゼ、交感性眼炎（ｏｐｈｔｈａｌｍｉａ　ｓｙｍｐｈａｔ
ｉｃａ）、肉芽腫性精巣炎（ｏｒｃｈｉｔｉｓ　ｇｒａｎｕｌｏｍａｔｏｓａ）、膵臓炎
、急性多発性神経根炎（ｐｏｌｙｒａｄｉｃｕｌｉｔｉｓ　ａｃｕｔａ）、壊疽性膿皮症
、ケルバン甲状腺炎（Ｑｕｅｒｖａｉｎ’ｓ　ｔｈｙｒｅｏｉｄｉｔｉｓ）、後天性脾臓
萎縮（ａｃｑｕｉｒｅｄ　ｓｐｅｎｉｃ　ａｔｒｏｐｈｙ）、抗精子抗体による不妊症、
非悪性胸腺腫（ｎｏｎ－ｍａｌｉｇｎａｎｔ　ｔｈｙｍｏｍａ）、白斑、ＳＣＩＤおよび
エプスタイン－バーウイルス関連の疾患、後天性免疫不全症候群（ＡＩＤＳ）、寄生虫病
、例えばリーシュマニアなど、トキシックショック症候群、食中毒、Ｔ細胞の浸潤を伴う
状態、白血球接着不全症、サイトカインおよびＴリンパ球が媒介する急性および遅延型過
敏症に関連する免疫応答、白血球遊出を伴う疾患、多臓器損傷症候群、抗原－抗体複合体
が媒介する疾患、抗糸球体基底膜疾患、アレルギー性神経炎、自己免疫性多発性内分泌腺
症、卵巣炎、原発性粘液水腫、自己免疫萎縮性胃炎、交感性眼炎、リウマチ病、混合性結
合組織病、ネフローゼ症候群、インスリン炎、多内分泌腺不全（ｐｏｌｙｅｎｄｏｃｒｉ
ｎｅ　ｆａｉｌｕｒｅ）、末梢神経障害、自己免疫多腺性症候群Ｉ型、成人発症型特発性
上皮小体機能低下症（ＡＯＩＨ）、完全脱毛症、拡張型心筋症、後天性表皮水疱症（ＥＢ
Ａ）、ヘモクロマトーシス、心筋炎、ネフローゼ症候群、原発性硬化性胆管炎、化膿性ま
たは非化膿性副鼻腔炎、急性または慢性副鼻腔炎、篩骨、前頭、上顎、または蝶形骨洞炎
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、好酸球関連の障害、例えば好酸球増加症、肺浸潤好酸球増加症、好酸球増多筋痛症候群
、レフラー症候群、慢性好酸球性肺炎、熱帯性肺好酸球増加症、気管支肺炎性アスペルギ
ルス症（ｂｒｏｎｃｈｏｐｎｅｕｍｏｎｉｃ　ａｓｐｅｒｇｉｌｌｏｓｉｓ）、アスペル
ギルス腫、または好酸球を含有する肉芽腫など、アナフィラキシー、血清反応陰性脊椎関
節炎、多内分泌腺自己免疫疾患、硬化性胆管炎、強膜、上強膜、慢性粘膜皮膚カンジダ症
、ブルトン症候群、乳児一過性低ガンマグロブリン血症、ウィスコット－アルドリッチ症
候群、毛細血管拡張性運動失調、膠原病に関連する自己免疫障害、リウマチ、神経疾患、
虚血再灌流障害、血圧応答の低減、血管機能障害、血管拡張（ａｎｔｇｉｅｃｔａｓｉｓ
）、組織傷害、心血管虚血、痛覚過敏、脳虚血、および血管新生を伴う疾患、アレルギー
性過敏性障害、糸球体腎炎（ｇｌｏｍｅｒｕｌｏｎｅｐｈｒｉｔｉｄｅｓ）、再灌流傷害
、心筋または他の組織の再灌流傷害、急性炎症性要素を伴う皮膚疾患、急性化膿性髄膜炎
または他の中枢神経系炎症性障害、眼および眼窩の炎症性障害、顆粒球輸血関連症候群、
サイトカイン誘導性毒性、急性の重篤な炎症、慢性の難治性炎症、腎盂炎、肺線維症、糖
尿病性網膜症、糖尿性大動脈障害、動脈内膜過形成、消化性潰瘍、弁膜炎、および子宮内
膜症が挙げられる。
【０１００】
　用語「細胞傷害剤」は、本明細書で使用される場合、細胞の機能を阻害または妨害し、
および／または細胞の破壊を引き起こす物質を指す。この用語は、放射性同位体（例えば
、Ａｔ２１１、Ｉ１３１、Ｉ１２５、Ｙ９０、Ｒｅ１８６、Ｒｅ１８８、Ｓｍ１５３、Ｂ
ｉ２１２、Ｒａ２２３、Ｐ３２、およびＬｕの放射性同位体）、化学療法剤、例えば、メ
トトレキセート、アドリアマイシン（ａｄｒｉａｍｉｃｉｎ）、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、クロラムブシル、ダウノルビシンまたは他の挿入剤、酵素およびその断片、
例えば核酸分解酵素、抗生物質、および細菌、真菌、植物または動物由来の小分子毒素ま
たは酵素的に活性な毒素などの毒素、例えばそれらの断片および／またはバリアントなど
、ならびに本明細書で開示された様々な抗腫瘍剤、抗がん剤、および化学療法剤を含むこ
とが意図される。他の細胞傷害剤が本明細書に記載される。殺腫瘍剤は、腫瘍細胞の破壊
を引き起こす。
【０１０１】
　「化学療法剤」は、がんの処置において有用な化学化合物である。化学療法剤の例とし
ては、アルキル化剤、例えばチオテパおよびＣＹＴＯＸＡＮ（登録商標）シクロホスファ
ミド（ｃｙｃｌｏｓｐｈｏｓｐｈａｍｉｄｅ）など；スルホン酸アルキル、例えばブスル
ファン、インプロスルファンおよびピポスルファンなど；アジリジン、例えばベンゾドー
パ（ｂｅｎｚｏｄｏｐａ）、カルボコン、メツレドーパ（ｍｅｔｕｒｅｄｏｐａ）、およ
びウレドーパ（ｕｒｅｄｏｐａ）など；エチレンイミンおよびメチルメラミン（ｍｅｔｈ
ｙｌａｍｅｌａｍｉｎｅ）、例えばアルトレタミン、トリエチレンメラミン、トリエチレ
ンホスホルアミド（ｔｒｉｅｔｙｌｅｎｅｐｈｏｓｐｈｏｒａｍｉｄｅ）、トリエチレン
チオホスホルアミド（ｔｒｉｅｔｈｉｙｌｅｎｅｔｈｉｏｐｈｏｓｐｈｏｒａｍｉｄｅ）
およびトリメチロールメラミン（ｔｒｉｍｅｔｈｙｌｏｌｏｍｅｌａｍｉｎｅ）など；ア
セトゲニン（特にブラタシンおよびブラタシノン）；デルタ－９－テトラヒドロカンナビ
ノール（ドロナビノール、ＭＡＲＩＮＯＬ（登録商標））；ベータ－ラパコン；ラパコー
ル；コルヒチン；ベツリン酸；カンプトテシン（例えば合成類似体であるトポテカン（Ｈ
ＹＣＡＭＴＩＮ（登録商標））、ＣＰＴ－１１（イリノテカン、ＣＡＭＰＴＯＳＡＲ（登
録商標））、アセチルカンプトテシン、スコポレクチン（ｓｃｏｐｏｌｅｃｔｉｎ）、お
よび９－アミノカンプトテシンなど）；ブリオスタチン；カリスタチン；ＣＣ－１０６５
（例えばそのアドゼレシン、カルゼルシンおよびビゼレシン合成類似体など）；ポドフィ
ロトキシン；ポドフィリン酸；テニポシド；クリプトフィシン（特にクリプトフィシン１
およびクリプトフィシン８）；ドラスタチン；デュオカルマイシン（例えば合成類似体で
あるＫＷ－２１８９およびＣＢ１－ＴＭ１など）；エリュテロビン；パンクラチスタチン
；サルコジクチン；スポンギスタチン；ナイトロジェンマスタード、例えばクロラムブシ
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ル、クロルナファジン、クロロホスファミド（ｃｈｏｌｏｐｈｏｓｐｈａｍｉｄｅ）、エ
ストラムスチン、イフォスファミド、メクロレタミン、メクロレタミンオキシド塩酸塩、
メルファラン、ノボエンビキン（ｎｏｖｅｍｂｉｃｈｉｎ）、フェネステリン、プレドニ
ムスチン、トロホスファミド、ウラシルマスタードなど；ニトロソウレア（ｎｉｔｒｏｓ
ｕｒｅａ）、例えばカルムスチン、クロロゾトシン、フォテムスチン、ロムスチン、ニム
スチン、およびラニムスチン（ｒａｎｉｍｎｕｓｔｉｎｅ）など；抗生物質、例えばエン
ジイン抗生物質など（例えば、カリケアマイシン、特にカリケアマイシンガンマ１（例え
ば、Ａｇｎｅｗ、Ｃｈｅｍ　Ｉｎｔｌ．　Ｅｄ．　Ｅｎｇｌ．　３３巻：１８３～１８６
頁（１９９４年）を参照）；ダイネマイシン（ｄｙｎｅｍｉｃｉｎ）、例えばダイネマイ
シンＡなど；エスペラマイシン；加えてネオカルチノスタチン発色団および関連する色素
タンパク質である抗生物質のエンジイン発色団）、アクラシノマイシン、アクチノマイシ
ン、アントラマイシン（ａｕｔｈｒａｍｙｃｉｎ）、アザセリン、ブレオマイシン、カク
チノマイシン、カルビシン（ｃａｒａｂｉｃｉｎ）、カルミノマイシン、カルチノフィリ
ン、クロモマイシン（ｃｈｒｏｍｏｍｙｃｉｎｉｓ）、ダクチノマイシン、ダウノルビシ
ン、デトルビシン、６－ジアゾ－５－オキソ－Ｌ－ノルロイシン、ＡＤＲＩＡＭＹＣＩＮ
（登録商標）ドキソルビシン（例えばモルホリノ－ドキソルビシン、シアノモルホリノ－
ドキソルビシン、２－ピロリノ－ドキソルビシンおよびデオキシドキソルビシンなど）、
エピルビシン、エソルビシン、イダルビシン、マルセロマイシン、マイトマイシン、例え
ばマイトマイシンＣ、ミコフェノール酸、ノガラマイシン、オリボマイシン、ペプロマイ
シン、ポルフィロマイシン（ｐｏｔｆｉｒｏｍｙｃｉｎ）、ピューロマイシン、ケラマイ
シン（ｑｕｅｌａｍｙｃｉｎ）、ロドルビシン（ｒｏｄｏｒｕｂｉｃｉｎ）、ストレプト
ニグリン、ストレプトゾシン、ツベルシジン、ウベニメクス、ジノスタチン、ゾルビシン
など；代謝拮抗物質、例えばメトトレキセートおよび５－フルオロウラシル（５－ＦＵ）
など；葉酸類似体、例えばデノプテリン、メトトレキセート、プテロプテリン、トリメト
レキセートなど；プリン類似体、例えばフルダラビン、６－メルカプトプリン、チアミプ
リン（ｔｈｉａｍｉｐｒｉｎｅ）、チオグアニンなど；ピリミジン類似体、例えばアンシ
タビン、アザシチジン、６－アザウリジン、カルモフール、シタラビン、ジデオキシウリ
ジン、ドキシフルリジン、エノシタビン、フロクスウリジンなど；アンドロゲン、例えば
カルステロン、プロピオン酸ドロモスタノロン、エピチオスタノール、メピチオスタン、
テストラクトンなど；抗副腎剤（ａｎｔｉ－ａｄｒｅｎａｌ）、例えばアミノグルテチミ
ド、ミトタン、トリロスタンなど；葉酸補充剤、例えばフォリン酸（ｆｒｏｌｉｎｉｃ　
ａｃｉｄ）など；アセグラトン；アルドホスファミド配糖体；アミノレブリン酸；エニル
ウラシル；アムサクリン；ベストラブシル（ｂｅｓｔｒａｂｕｃｉｌ）；ビサントレン；
エダトレキセート（ｅｄａｔｒａｘａｔｅ）；デフォファミン（ｄｅｆｏｆａｍｉｎｅ）
；デメコルシン；ジアジクオン；エフロルニチン（ｅｌｆｏｒｎｉｔｈｉｎｅ）；酢酸エ
リプチニウム；エポチロン；エトグルシド；硝酸ガリウム；ヒドロキシ尿素；レンチナン
；ロニダミン（ｌｏｎｉｄａｉｎｉｎｅ）；メイタンシノイド、例えばメイタンシンおよ
びアンサミトシンなど；ミトグアゾン；ミトキサントロン；モピダモール（ｍｏｐｉｄａ
ｎｍｏｌ）；ニトラクリン（ｎｉｔｒａｅｒｉｎｅ）；ペントスタチン；フェナメット；
ピラルビシン；ロソキサントロン（ｌｏｓｏｘａｎｔｒｏｎｅ）；２－エチルヒドラジド
；プロカルバジン；ＰＳＫ（登録商標）多糖複合体（ＪＨＳ　Ｎａｔｕｒａｌ　Ｐｒｏｄ
ｕｃｔｓ、Ｅｕｇｅｎｅ、ＯＲ）；ラゾキサン；リゾキシン；シゾフィラン；スピロゲル
マニウム；テヌアゾン酸；トリアジクオン；２，２’，２”－トリクロロトリエチルアミ
ン；トリコテセン（特にＴ－２毒素、ベラクリン（ｖｅｒｒａｃｕｒｉｎ）Ａ、ロリジン
（ｒｏｒｉｄｉｎ）Ａおよびアングイジン（ａｎｇｕｉｄｉｎｅ））；ウレタン；ビンデ
シン（ＥＬＤＩＳＩＮＥ（登録商標）、ＦＩＬＤＥＳＩＮ（登録商標））；ダカルバジン
；マンノムスチン；ミトブロニトール；ミトラクトール；ピポブロマン；ガシトシン（ｇ
ａｃｙｔｏｓｉｎｅ）；アラビノシド（「Ａｒａ－Ｃ」）；チオテパ；タキソイド、例え
ば、ＴＡＸＯＬ（登録商標）パクリタキセル（Ｂｒｉｓｔｏｌ－Ｍｙｅｒｓ　Ｓｑｕｉｂ
ｂ　Ｏｎｃｏｌｏｇｙ、Ｐｒｉｎｃｅｔｏｎ、ＮＪ）、パクリタキセルのクレモフォール
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（Ｃｒｅｍｏｐｈｏｒ）非含有のアルブミンで操作されたナノ粒子製剤であるＡＢＲＡＸ
ＡＮＥ（商標）（Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｐａｒｔｎｅｒｓ
、Ｓｃｈａｕｍｂｅｒｇ、ＩＬ）、およびＴＡＸＯＴＥＲＥ（登録商標）ドセタキセル（
ｄｏｘｅｔａｘｅｌ）（Ｒｈｏｎｅ－Ｐｏｕｌｅｎｃ　Ｒｏｒｅｒ、Ａｎｔｏｎｙ、Ｆｒ
ａｎｃｅ）；クロラムブシル（ｃｈｌｏｒａｎｂｕｃｉｌ）；ゲムシタビン（ＧＥＭＺＡ
Ｒ（登録商標））；６－チオグアニン；メルカプトプリン；メトトレキセート；白金類似
体、例えばシスプラチンおよびカルボプラチンなど；ビンブラスチン（ＶＥＬＢＡＮ（登
録商標））；白金；エトポシド（ＶＰ－１６）；イフォスファミド；ミトキサントロン；
ビンクリスチン（ＯＮＣＯＶＩＮ（登録商標））；オキサリプラチン；ロイコボリン（ｌ
ｅｕｃｏｖｏｖｉｎ）；ビノレルビン（ＮＡＶＥＬＢＩＮＥ（登録商標））；ノバントロ
ン；エダトレキセート；ダウノマイシン；アミノプテリン；イバンドロネート；トポイソ
メラーゼ阻害剤ＲＦＳ２０００；ジフルオロメチルオルニチン（ｄｉｆｌｕｏｒｏｍｅｔ
ｌｈｙｌｏｒｎｉｔｈｉｎｅ）（ＤＭＦＯ）；レチノイド、例えばレチノイン酸など；カ
ペシタビン（ＸＥＬＯＤＡ（登録商標））；上記のもののいずれかの薬学的に許容される
塩、酸または誘導体；加えて上記のものの２つまたはそれよりも多くの組み合わせ、例え
ばシクロホスファミド、ドキソルビシン、ビンクリスチン、およびブレドニゾロンの併用
療法の略語であるＣＨＯＰ、およびオキサリプラチン（ＥＬＯＸＡＴＩＮ（商標））と５
－ＦＵおよびロイコボリンとを併用した処置レジメンの略語であるＦＯＬＦＯＸなどが挙
げられる。
【０１０２】
　またこの定義には、がんの成長を促進する可能性があるホルモンの作用を、調節する、
低減する、ブロックする、または阻害するように作用し、しばしば全身性または全身処置
の形態である抗ホルモン剤も含まれる。これらは、ホルモンそれ自体であってもよい。例
としては、抗エストロゲンおよび選択的エストロゲン受容体モジュレーター（ＳＥＲＭ）
、例えば、タモキシフェン（例えばＮＯＬＶＡＤＥＸ（登録商標）タモキシフェンなど）
、ＥＶＩＳＴＡ（登録商標）ラロキシフェン、ドロロキシフェン、４－ヒドロキシタモキ
シフェン、トリオキシフェン、ケオキシフェン、ＬＹ１　１７０１８、オナプリストン、
およびＦＡＲＥＳＴＯＮ（登録商標）トレミフェンなど；抗プロゲステロン；エストロゲ
ン受容体下方調節因子（ＥＲＤ）；卵巣を抑制するかまたは活動停止させるように機能す
る薬剤、例えば、黄体形成ホルモン（ｌｅｕｔｉｎｉｚｉｎｇ　ｈｏｒｍｏｎｅ）放出ホ
ルモン（ＬＨＲＨ）アゴニスト、例えばＬＵＰＲＯＮ（登録商標）およびＥＬＩＧＡＲＤ
（登録商標）酢酸ロイプロリド、酢酸ゴセレリン、酢酸ブセレリンおよびトリプトレリン
（ｔｒｉｐｔｅｒｅｌｉｎ）など；他の抗アンドロゲン、例えばフルタミド、ニルタミド
およびビカルタミドなど；ならびに副腎でのエストロゲン産生を調節する酵素アロマター
ゼを阻害するアロマターゼ阻害剤、例えば、４（５）－イミダゾール、アミノグルテチミ
ド、ＭＥＧＡＳＥ（登録商標）酢酸メゲストロール、ＡＲＯＭＡＳＩＮ（登録商標）エキ
セメスタン、フォルメスタン（ｆｏｒｍｅｓｔａｎｉｅ）、ファドロゾール、ＲＩＶＩＳ
ＯＲ（登録商標）ボロゾール、ＦＥＭＡＲＡ（登録商標）レトロゾール、およびＡＲＩＭ
ＩＤＥＸ（登録商標）アナストロゾールなどが挙げられる。加えて、化学療法剤のこのよ
うな定義は、ビスホスホネート、例えばクロドロネート（例えば、ＢＯＮＥＦＯＳ（登録
商標）またはＯＳＴＡＣ（登録商標））、ＤＩＤＲＯＣＡＬ（登録商標）エチドロネート
、ＮＥ－５８０９５、ＺＯＭＥＴＡ（登録商標）ゾレドロン酸／ゾレドロン酸塩、ＦＯＳ
ＡＭＡＸ（登録商標）アレンドロネート、ＡＲＥＤＩＡ（登録商標）パミドロネート、Ｓ
ＫＥＬＩＤ（登録商標）チルドロネート、またはＡＣＴＯＮＥＬ（登録商標）リセドロネ
ートなど；加えてトロキサシタビン（１，３－ジオキソランヌクレオシドシトシン類似体
）；アンチセンスオリゴヌクレオチド、特に異常な細胞増殖に関与するシグナル伝達経路
における遺伝子の発現を阻害するもの、例えば、ＰＫＣ－アルファ、Ｒａｆ、Ｈ－Ｒａｓ
、および上皮成長因子受容体（ＥＧＦ－Ｒ）など；ワクチン、例えばＴＨＥＲＡＴＯＰＥ
（登録商標）ワクチンおよび遺伝子治療ワクチン、例えば、ＡＬＬＯＶＥＣＴＩＮ（登録
商標）ワクチン、ＬＥＵＶＥＣＴＩＮ（登録商標）ワクチン、およびＶＡＸＩＤ（登録商
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標）ワクチンなど；ＬＵＲＴＯＴＥＣＡＮ（登録商標）トポイソメラーゼ１阻害剤；ＡＢ
ＡＲＥＬＩＸ（登録商標）ｒｍＲＨ；トシル酸ラパチニブ（ＥｒｂＢ－２およびＥＧＦＲ
二重チロシンキナーゼ小分子阻害剤、ＧＷ５７２０１６としても公知）；ならびに上記の
もののいずれかの薬学的に許容される塩、酸または誘導体を含む。
【０１０３】
　「成長阻害薬剤」は、本明細書で使用される場合、ｉｎ　ｖｉｔｒｏまたはｉｎ　ｖｉ
ｖｏのいずれかで細胞の成長を阻害する化合物または組成物を指す。したがって、成長阻
害薬剤は、Ｓ期の細胞のパーセンテージを有意に低減するものであり得る。成長阻害薬剤
の例としては、細胞周期の進行を（Ｓ期以外の位置で）ブロックする薬剤、例えばＧ１停
止およびＭ期停止を誘発する薬剤などが挙げられる。古典的なＭ期ブロッカーとしては、
ビンカ（例えば、ビンクリスチンおよびビンブラスチン）、タキサン、およびトポイソメ
ラーゼＩＩ阻害剤、例えばドキソルビシン、エピルビシン、ダウノルビシン、エトポシド
、およびブレオマイシンなどが挙げられる。またＧ１を停止する薬剤は、Ｓ期の停止にも
波及し、例えば、ＤＮＡアルキル化剤、例えばタモキシフェン、プレドニゾン、ダカルバ
ジン、メクロレタミン、シスプラチン、メトトレキセート、５－フルオロウラシル、およ
びａｒａ－Ｃがある。さらなる情報は、Ｍｕｒａｋａｍｉらによる、Ｔｈｅ　Ｍｏｌｅｃ
ｕｌａｒ　Ｂａｓｉｓ　ｏｆ　Ｃａｎｃｅｒ、ＭｅｎｄｅｌｓｏｈｎおよびＩｓｒａｅｌ
編、第１章、表題「Ｃｅｌｌ　ｃｙｃｌｅ　ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ，　ｏｎｃｏｇｅｎｅ
ｓ，　ａｎｄ　ａｎｔｉｎｅｏｐｌａｓｔｉｃ　ｄｒｕｇｓ」（ＷＢ　Ｓａｕｎｄｅｒｓ
：Ｐｈｉｌａｄｅｌｐｈｉａ、１９９５年）、特に１３頁に見出すことができる。タキサ
ン（パクリタキセルおよびドセタキセル）は、いずれもイチイ属の木由来の抗がん薬であ
る。ドセタキセル（ＴＡＸＯＴＥＲＥ（登録商標）、Ｒｈｏｎｅ－Ｐｏｕｌｅｎｃ　Ｒｏ
ｒｅｒ）は、ヨーロッパイチイ由来であり、パクリタキセル（ＴＡＸＯＬ（登録商標）、
Ｂｒｉｓｔｏｌ－Ｍｙｅｒｓ　Ｓｑｕｉｂｂ）の半合成類似体である。パクリタキセルお
よびドセタキセルは、チューブリン二量体からの微小管の集合を促進し、脱重合を防ぐこ
とによって微小管を安定化させることで、細胞における有糸分裂の阻害をもたらす。
【０１０４】
　「抗がん治療」は、本明細書で使用される場合、被験体におけるがんを低減または阻害
する処置を指す。抗がん治療の例としては、細胞傷害性放射線治療に加えて、治療有効量
の細胞傷害剤、化学療法剤、成長阻害薬剤、がんワクチン、血管形成阻害剤、プロドラッ
グ、サイトカイン、サイトカインアンタゴニスト、コルチコステロイド、免疫抑制剤、制
吐剤、抗体もしくは抗体断片、または鎮痛薬の被験体への投与が挙げられる。
【０１０５】
　用語「プロドラッグ」は、本出願で使用される場合、腫瘍細胞に対する細胞傷害が親の
薬物と比較して低く、酵素的に活性化されたりまたはより活性な親の形態に変換されたり
することが可能な医薬活性物質の前駆体または誘導体の形態を指す。例えば、Ｗｉｌｍａ
ｎ、「Ｐｒｏｄｒｕｇｓ　ｉｎ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙ」、Ｂｉｏｃ
ｈｅｍｉｃａｌ　Ｓｏｃｉｅｔｙ　Ｔｒａｎｓａｃｔｉｏｎｓ、１４巻、３７５～３８２
頁、第６１５回ミーティング、Ｂｅｌｆａｓｔ（１９８６年）およびＳｔｅｌｌａら、「
Ｐｒｏｄｒｕｇｓ：　Ａ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ａｐｐｒｏａｃｈ　ｔｏ　Ｔａｒｇｅｔｅ
ｄ　Ｄｒｕｇ　Ｄｅｌｉｖｅｒｙ」、Ｄｉｒｅｃｔｅｄ　Ｄｒｕｇ　Ｄｅｌｉｖｅｒｙ、
Ｂｏｒｃｈａｒｄｔら（編）、２４７～２６７頁、Ｈｕｍａｎａ　Ｐｒｅｓｓ（１９８５
年）を参照されたい。プロドラッグとしては、これらに限定されないが、ホスフェート含
有プロドラッグ、チオホスフェート含有プロドラッグ、スルフェート含有プロドラッグ、
ペプチド含有プロドラッグ、Ｄ－アミノ酸改変プロドラッグ、グリコシル化プロドラッグ
、ベータ－ラクタム含有プロドラッグ、任意選択で置換されていてもよいフェノキシアセ
トアミド含有プロドラッグ、または任意選択で置換されていてもよいフェニルアセトアミ
ド含有プロドラッグ、５－フルオロシトシンおよび他の５－フルオロウリジンプロドラッ
グが挙げられ、これらは、より活性な細胞傷害性の遊離薬物に変換され得る。本発明で使
用するためのプロドラッグの形態に誘導体化可能な細胞傷害性薬物の例としては、これら
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に限定されないが、上述した化学療法剤が挙げられる。
【０１０６】
　用語「サイトカイン」は、細胞間媒介物質として別の細胞に作用する１つの細胞集団に
よって放出されるタンパク質の一般名称である。このようなサイトカインの例は、リンフ
ォカイン、モノカイン、および従来のポリペプチドホルモンである。サイトカインのなか
でも特に、成長ホルモン、例えばヒト成長ホルモン（ＨＧＨ）、Ｎ－メチオニルヒト成長
ホルモン、およびウシ成長ホルモンなど；副甲状線ホルモン；チロキシン；インスリン；
プロインスリン；リラキシン；プロリラキシン；糖タンパク質ホルモン、例えば卵胞刺激
ホルモン（ＦＳＨ）、甲状腺刺激ホルモン（ＴＳＨ）、および黄体形成ホルモン（ＬＨ）
など；上皮成長因子（ＥＧＦ）；肝臓成長因子；線維芽細胞成長因子（ＦＧＦ）；プロラ
クチン；胎盤ラクトゲン；腫瘍壊死因子－アルファおよびベータ；ミュラー管抑制因子；
マウスゴナドトロピン関連ペプチド；インヒビン；アクチビン；血管内皮成長因子；イン
テグリン；トロンボポエチン（ＴＰＯ）；神経成長因子、例えばＮＧＦ－アルファなど；
血小板成長因子；トランスフォーミング成長因子（ＴＧＦ）、例えばＴＧＦ－アルファお
よびＴＧＦ－ベータなど；インスリン様成長因子ＩおよびＩＩ；エリスロポエチン（ＥＰ
Ｏ）；骨誘導因子；インターフェロン、例えばインターフェロン－アルファ、ベータおよ
びガンマなど；コロニー刺激因子（ＣＳＦ）、例えばマクロファージ－ＣＳＦ（Ｍ－ＣＳ
Ｆ）など；顆粒球マクロファージ－ＣＳＦ（ＧＭ－ＣＳＦ）；ならびに顆粒球－ＣＳＦ（
Ｇ－ＣＳＦ）；インターロイキン（ＩＬ）、例えばＩＬ－１、ＩＬ－１アルファ、ＩＬ－
１ベータ、ＩＬ－２、ＩＬ－３、ＩＬ－４、ＩＬ－５、ＩＬ－６、ＩＬ－７、ＩＬ－８、
ＩＬ－９、ＩＬ－１０、ＩＬ－１１、ＩＬ－１２、ＩＬ－１８など；腫瘍壊死因子、例え
ばＴＮＦ－アルファまたはＴＮＦ－ベータなど；ならびに他のポリペプチド因子、例えば
ＬＩＦおよびｋｉｔリガンド（ＫＬ）などが挙げられる。サイトカインという用語は、本
明細書で使用される場合、天然の供給源由来または組換え細胞培養由来のタンパク質、お
よび天然配列のサイトカインの生物学的に活性な等価物を含む。
【０１０７】
　「サイトカインアンタゴニスト」は、少なくとも１つのサイトカインの生物活性を、部
分的にまたは完全に、ブロックする、阻害する、または中和する分子を意味する。例えば
、サイトカインアンタゴニストは、サイトカインの発現および／または分泌を阻害するこ
とによって、またはサイトカインまたはサイトカイン受容体に結合することによってサイ
トカイン活性を阻害することができる。サイトカインアンタゴニストとしては、サイトカ
インまたはサイトカイン受容体に結合する、抗体、合成または天然配列のペプチド、イム
ノアドヘシン、および小分子アンタゴニストが挙げられる。サイトカインアンタゴニスト
は、任意選択で細胞傷害剤にコンジュゲートまたは融合されている。例示的なＴＮＦアン
タゴニストは、エタネルセプト（ＥＮＢＲＥＬ（登録商標））、インフリキシマブ（ＲＥ
ＭＩＣＡＤＥ（登録商標））、およびアダリムマブ（ＨＵＭＩＲＡ（商標））である。
【０１０８】
　用語「免疫抑制剤」は、本明細書で使用される場合、処置される被験体の免疫系を抑制
または遮蔽するように作用する物質を指す。これには、サイトカイン産生を抑制する物質
、自己抗原発現を下方調節もしくは抑制する物質、またはＭＨＣ抗原を遮蔽する物質が含
まれる。免疫抑制剤の例としては、２－アミノ－６－アリール－５－置換ピリミジン（米
国特許第４，６６５，０７７号を参照）；ミコフェノール酸モフェチル、例えばＣＥＬＬ
ＣＥＰＴ（登録商標）など；アザチオプリン（ＩＭＵＲＡＮ（登録商標）、ＡＺＡＳＡＮ
（登録商標）／６－メルカプトプリン；ブロモクリプチン；ダナゾール；ダプソン；グル
タルアルデヒド（米国特許第４，１２０，６４９号に記載されたようにＭＨＣ抗原を遮蔽
する）；ＭＨＣ抗原およびＭＨＣ断片のための抗イディオタイプ抗体；シクロスポリンＡ
；コルチコステロイドおよびグルココルチコステロイドなどのステロイド、例えば、プレ
ドニゾン、ブレドニゾロン、例えばＰＥＤＩＡＰＲＥＤ（登録商標）（リン酸プレドニゾ
ロンナトリウム）またはＯＲＡＰＲＥＤ（登録商標）（リン酸プレドニゾロンナトリウム
経口溶液）、メチルプレドニゾロン、およびデキサメタゾンなど；メトトレキセート（経
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口または皮下）（ＲＨＥＵＭＡＴＲＥＸ（登録商標）、ＴＲＥＸＡＬＬ（商標））；ヒド
ロキシクロロキン（ｈｙｄｒｏｘｙｃｌｏｒｏｑｕｉｎｅ）／クロロキン；スルファサラ
ジン；レフルノミド；サイトカインまたはサイトカイン受容体アンタゴニスト、例えば抗
インターフェロン－γ、－β、または－ａ抗体、抗腫瘍壊死因子－ａ抗体（インフリキシ
マブまたはアダリムマブ）、抗ＴＮＦａイムノアドヘシン（ＥＮＢＲＥＬ（登録商標）、
エタネルセプト）、抗腫瘍壊死因子－β抗体、抗インターロイキン－２抗体および抗ＩＬ
－２受容体抗体など；抗ＬＦＡ－１抗体、例えば抗ＣＤ１１ａおよび抗ＣＤ１８抗体など
；抗Ｌ３Ｔ４抗体；異種抗リンパ球グロブリン；ポリクローナルまたは汎Ｔ抗体、または
モノクローナル抗ＣＤ３または抗ＣＤ４／ＣＤ４ａ抗体；ＬＦＡ－３結合ドメインを含有
する可溶性ペプチド（ＷＯ９０／０８１８７）；ストレプトキナーゼ；ＴＧＦ－β；スト
レプトドルナーゼ；宿主由来のＲＮＡまたはＤＮＡ；ＦＫ５０６；ＲＳ－６１４４３；デ
オキシスペルグアリン；ラパマイシン；Ｔ細胞受容体（Ｃｏｈｅｎら、米国特許第５，１
１４，７２１号）；Ｔ細胞受容体断片（Ｏｆｆｎｅｒら、Ｓｃｉｅｎｃｅ　２５１巻：４
３０～４３２頁（１９９１年）；ＷＯ９０／１１２９４；ｌａｎｅｗａｙ、Ｎａｔｕｒｅ
　３４１巻：４８２頁（１９８９年）；およびＷＯ９１／０１１３３）；Ｔ細胞受容体抗
体（ＥＰ３４０，１０９）、例えばＴ１０Ｂ９など；シクロホスファミド（ＣＹＴＯＸＡ
Ｎ（登録商標））；ダプソン；ペニシラミン（ＣＵＰＲＩＭＩＮＥ（登録商標））；血漿
交換；または静脈内免疫グロブリン（ＩＶＩＧ）が挙げられる。これらは、単独で使用し
てもよいし、または互いに組み合わせて使用してもよく、特に、ステロイドと別の免疫抑
制剤とを組み合わせて使用してもよいし、またはこのような組み合わせに続いてステロイ
ドへの必要性を低減するために非ステロイド剤を含む維持用量を使用してもよい。
【０１０９】
　「鎮痛薬」は、被験体における疼痛を阻害または抑制するように作用する薬物を指す。
例示的な鎮痛薬としては、非ステロイド性抗炎症薬（ＮＳＡＩＤ）、例えばイブプロフェ
ン（ＭＯＴＲＩＮ（登録商標））、ナプロキセン（ＮＡＰＲＯＳＹＮ（登録商標））、ア
セチルサリチル酸、インドメタシン、スリンダク、およびトルメチン、ならびにそれらの
塩および誘導体など、加えて、発生し得る刺すような疼痛を低減するのに使用される様々
な他の薬物療法、例えば抗痙攣薬（ガバペンチン、フェニトイン（ｐｈｅｎｙｌｏｉｎ）
、カルバマゼピン）または三環系抗うつ薬などが挙げられる。具体的な例としては、アセ
トアミノフェン、アスピリン、アミトリプチリン（ＥＬＡＶＩＬ（登録商標））、カルバ
マゼピン（ＴＥＧＲＥＴＯＬ（登録商標））、フェニトイン（ｐｈｅｎｙｌｔｏｉｎ）（
ＤＩＬＡＮＴＩＮ（登録商標））、ガバペンチン（ＮＥＵＲＯＮＴＩＮ（登録商標））、
（Ｅ）－Ｎ－バニリル－８－メチル－６－ノネンアミド（ｎｏｎｅａｍｉｄ）（ＣＡＰＳ
ＡＩＣＩＮ（登録商標））、または神経ブロッカーが挙げられる。
【０１１０】
　「コルチコステロイド」は、天然に存在するコルチコステロイドの作用を模倣するかま
たは増強するステロイドの一般的な化学構造を有する数種の合成または天然に存在する物
質のいずれか１つを指す。合成コルチコステロイドの例としては、プレドニゾン、ブレド
ニゾロン（例えばメチルプレドニゾロンなど）、デキサメタゾン、トリアムシノロン、お
よびベタメタゾンが挙げられる。
【０１１１】
　「がんワクチン」は、本明細書で使用される場合、被験体におけるがんに対する免疫応
答を刺激する組成物である。がんワクチンは、典型的には、抗原に対する免疫応答をさら
に刺激してブーストするための他の構成要素（例えば、アジュバント）と共に、被験体に
とって自己（自己由来）または同種（他者由来）であり得るがんに関連する材料または細
胞（抗原）の供給源からなる。がんワクチンは、被験体の免疫系を刺激して、１つまたは
数種の特異的な抗原に対する抗体を産生させ、および／またはそのような抗原を有するが
ん細胞を攻撃するためのキラーＴ細胞を産生させることができる。
【０１１２】
　用語「処置する」、「処置すること」、および「処置」は、本明細書で使用される場合
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、本明細書に記載される治療または予防措置を指す。「処置」方法は、障害または再発性
の障害を予防する、治癒する、遅延させる、その重症度を低減する、またはその１つまた
は複数の症状を緩和するために、またはこのような処置の非存在下で予想される生存期間
を超えて被験体の生存期間を延長するために、このような処置が必要な被験体への、例え
ば、特定の抗原に対する免疫応答の強化が必要な被験体、または最終的にこのような障害
に罹る可能性がある被験体への、本発明のヒト抗体の投与を採用する。
【０１１３】
　用語「有効用量」または「有効投薬量」は、所望の作用を達成するかまたは少なくとも
部分的に達成するのに十分な量と定義される。用語「治療有効用量」は、すでに疾患に罹
っている患者において疾患およびその合併症を治癒するかまたは少なくとも一部停止する
のに十分な量と定義される。この使用に有効な量は、処置される障害の重症度および患者
自身の免疫系の全身状態に依存する。
【０１１４】
　用語「患者」は、予防的または治療的処置のいずれかを受けるヒトおよび他の哺乳動物
被験体を含む。
【０１１５】
　用語「被験体」は、本明細書で使用される場合、あらゆるヒトまたは非ヒト動物を含む
。例えば、本発明の方法および組成物は、免疫障害を有する被験体を処置するのに使用す
ることができる。用語「非ヒト動物」は、全ての脊椎動物、例えば、哺乳動物および非哺
乳動物、例えば非ヒト霊長類、ヒツジ、イヌ、ウシ、ニワトリ、両生類、爬虫類などを含
む。
【０１１６】
　「抗体依存性細胞媒介性細胞傷害」または「ＡＤＣＣ」は、ある特定の細胞傷害性細胞
（例えば、ナチュラルキラー（ＮＫ）細胞、好中球、およびマクロファージ）上に存在す
るＦｃ受容体（ＦｃＲ）に結合した分泌Ｉｇが、これらの細胞傷害性エフェクター細胞が
抗原を有する標的細胞に特異的に結合し、その後細胞傷害剤で標的細胞を殺滅することを
可能にする細胞傷害性の形態を指す。抗体は、細胞傷害性細胞を「武装させ（ａｒｍ）」
、このような殺滅に必要不可欠である。ＡＤＣＣを媒介するための初代細胞であるＮＫ細
胞は、ＦｃγＲＩＩＩのみを発現し、それに対して単球は、ＦｃγＲＩ、ＦｃγＲＩＩ、
およびＦｃγＲＩＩＩを発現する。造血細胞でのＦｃＲ発現は、ＲａｖｅｔｃｈおよびＫ
ｉｎｅｔ、Ａｎｎｕ．　Ｒｅｖ．　Ｉｍｍｕｎｏｌ．　９巻：４５７～９２頁（１９９１
年）の４６４頁の表３に要約されている。目的の分子のＡＤＣＣ活性を評価するために、
ｉｎ　ｖｉｔｒｏでのＡＤＣＣアッセイ、例えば米国特許第５，５００，３６２号または
５，８２１，３３７号に記載されるアッセイなどを実行することができる。このようなア
ッセイにとって有用なエフェクター細胞としては、末梢血単核細胞（ＰＢＭＣ）およびナ
チュラルキラー（ＮＫ）細胞が挙げられる。代替として、または加えて、目的の分子のＡ
ＤＣＣ活性は、ｉｎ　ｖｉｖｏで、例えば動物モデル、例えばＣｌｙｎｅｓら、Ｐｒｏｃ
．　Ｎａｔｌ．　Ａｃａｄ．　Ｓｃｉ．　ＵＳＡ　９５巻：６５２～６５６頁（１９９８
年）で開示されたモデルなどで評価することができる。
【０１１７】
　「補体依存性細胞傷害」または「ＣＤＣ」は、補体の存在下における標的細胞の溶解を
指す。古典的な補体経路の活性化は、補体系の第１成分（Ｃ１ｑ）がそれらの同源抗原に
結合する抗体（適切なサブクラスのもの）に結合することによって開始される。補体活性
化を評価するために、例えばＧａｚｚａｎｏ－Ｓａｎｔｏｒｏら、Ｊ．　Ｉｍｍｕｎｏｌ
．　Ｍｅｔｈｏｄｓ　２０２巻：１６３号（１９９６年）に記載されたようなＣＤＣアッ
セイを実行することができる。
【０１１８】
　以下のサブセクションで、本発明の様々な態様をさらに詳細に説明する。
【０１１９】
　定常領域の変異を有する二重特異性抗体
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　定常領域
　二重特異性抗体は、第１の抗体の軽鎖および重鎖（ＬＣ’およびＨＣ’）ならびに第２
の抗体の軽鎖および重鎖（ＬＣ”およびＨＣ”）を含有する。これらの４つの鎖の組み合
わせは、誤対合の可能性をもたらす。図１は、これらの９つの誤対合および１つの所望の
対合を例示する。所望の対合は、ＬＣ’とＨＣ’との間、およびＬＣ”とＨＣ”との間で
ヘテロ二量体を形成する。実質的に均一なヘテロ二量体抗体の集団を生成するために、抗
体のドメインは、ホモ二量体よりもヘテロ二量体を形成する強い傾向を有していなければ
ならない。単一の宿主細胞中で重鎖および軽鎖の優先的な対合を引き起こして、重鎖およ
び軽鎖の集合のヘテロ二量体化を制御するように、ヒトＩｇＧの定常領域中の変異を設計
した。鎖間の原子間ネットワークに対する様々なアミノ酸変異の影響を分析し、個々のノ
ードおよび／またはエッジの損失または獲得を引き起こす原子間の接触の損失または獲得
による原子間ネットワークの変化を同定した。野生型と比較して原子間の接触を保持また
は追加するアミノ酸置換を、好都合なネットワークを形成するものとして同定し、それに
対して原子間の接触の損失をもたらすアミノ酸変異を、都合の悪いネットワークを形成す
るものとして同定した。
【０１２０】
　したがって、本発明は、ヒトＩｇＧ定常ドメイン（ＣＨ１、ＣＬ、および／またはＣＨ
３領域）のいずれか１つまたは複数において１つまたは複数のアミノ酸置換を有する重鎖
および軽鎖に関する。これらの置換は、好都合なネットワークの形成を容易にし、それに
よって、（ｉ）ＨＣ’およびＬＣ”ならびに（ｉｉ）ＨＣ”およびＬＣ’と比較して、Ｈ
Ｃ’およびＬＣ’の優先的な対合、それと共に、（ｉ）ＨＣ”およびＬＣ’ならびに（ｉ
ｉ）ＨＣ’およびＬＣ”と比較して、ＨＣ”およびＬＣ”の優先的な対合が生じる。ある
特定の実施形態において、ＨＣ’におけるアミノ酸置換は、ＬＣ”との都合の悪い相互作
用ではなく、ＬＣ’との好都合な相互作用をもたらす。ある特定の実施形態において、Ｌ
Ｃ’におけるアミノ酸置換は、ＨＣ”との都合の悪い相互作用ではなく、ＨＣ’との好都
合な相互作用をもたらす。ある特定の実施形態において、ＨＣ”におけるアミノ酸置換は
、ＬＣ’との都合の悪い相互作用ではなく、ＬＣ”との好都合な相互作用をもたらす。あ
る特定の実施形態において、ＬＣ”におけるアミノ酸置換は、ＨＣ’との都合の悪い相互
作用ではなく、ＨＣ”との好都合な相互作用をもたらす。
【０１２１】
　本明細書に記載されるＣＨ１／ＣＬ境界およびＣＨ３定常領域の変異を有する二重特異
性抗体は、第１の抗体由来の第１の重鎖および第１の軽鎖ならびに第２の抗体由来の第２
の重鎖および第２の軽鎖を含む。第１の重鎖は、ＣＨ１’、ＣＨ２’、およびＣＨ３’と
して示されるＩｇＧ重鎖定常ドメインを含み、それに対して第２の重鎖は、ＣＨ１”、Ｃ
Ｈ２”、およびＣＨ３”として示されるＩｇＧ重鎖定常ドメインを含む。ある特定の実施
形態において、ＣＨ１’およびＣＨ１”は、ヒトＩｇＧ１のＣＨ１（配列番号３）である
。ある特定の実施形態において、ＣＨ３’およびＣＨ３”は、ヒトＩｇＧ１のＣＨ３（配
列番号４）である。二重特異性抗体は、ＣＬ’として示されるＩｇカッパ定常ドメインを
含む第１の軽鎖、およびＣＬ”として示されるＩｇカッパ定常ドメインを含む第２の軽鎖
をさらに含む。ある特定の実施形態において、ＣＬ’およびＣＬ”は、ヒトＩｇカッパＣ
Ｌ（配列番号５）である。細胞中で本明細書に記載される重鎖および軽鎖が共発現される
場合、それらは優先的に一緒に対合して、ヘテロ二量体を形成する。具体的には、ＣＨ１
／ＣＬ境界およびＣＨ３領域中の変異は、ＣＨ１’とＣＬ’との対合；ＣＨ１”とＣＬ”
との対合；およびＣＨ３’とＣＨ３”との対合を優先させる。ある特定の実施形態におい
て、本明細書に記載される変異は、ＣＨ１’とＣＬ”との二量体；ＣＨ１’とＣＨ１”と
の二量体；ＣＨ１”とＣＬ’との二量体；およびＣＬ’とＣＬ”との二量体の形成を優先
させない。別段示されない限り、残基の番号付けは、Ｋａｂａｔの番号付けの慣例に基づ
く。例えば、Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｏｆ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ｏｆ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇ
ｉｃａｌ　Ｉｎｔｅｒｅｓｔ　（Ｔａｂｌｅ　ｏｆ　Ｃｏｎｔｅｎｔｓ，　Ｉｎｔｒｏｄ
ｕｃｔｉｏｎ　ａｎｄ　Ｃｏｎｓｔａｎｔ　Ｒｅｇｉｏｎ　Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｓｅｃ
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ｔｉｏｎｓ）、第５版、Ｂｅｔｈｅｓｄａ、ＭＤ：ＮＩＨ　１巻：６４７～７２３頁（１
９９１年）；Ｋａｂａｔら、“Ｉｎｔｒｏｄｕｃｔｉｏｎ”　Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｏｆ
　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ｏｆ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｉｎｔｅｒｅｓｔ、ＵＳ　Ｄ
ｅｐｔ　ｏｆ　Ｈｅａｌｔｈ　ａｎｄ　Ｈｕｍａｎ　Ｓｅｒｖｉｃｅｓ、ＮＩＨ、第５版
、Ｂｅｔｈｅｓｄａ、ＭＤ　１巻：ｘｉｉｉ～ｘｃｖｉ頁（１９９１年）を参照されたい
。
【０１２２】
　ＣＨ１／ＣＬ境界の置換
　本明細書に記載される構造ベースのアプローチの結果として、ＣＨ１／ＣＬ野生型の境
界と比較して原子間の接触を優先させるヒトＩｇＧ１のＣＨ１／ＣＬ境界内の特定のアミ
ノ酸を同定した。このような接触は、好都合なネットワークを形成し、ヘテロ二量体の優
先的な形成をもたらし、本明細書に記載されるＦａｂおよび二重特異性抗体に組み込まれ
る。ＣＨ１中のこれらの残基としては、これらに限定されないが、Ｌ１２４、Ａ１２５、
Ｐ１２６、Ｋ１２９、Ａ１３９、Ｌ１４０、Ｌ１４３、Ｋ１４５、Ｈ１７２、Ｆ１７４、
Ｐ１７５、Ｌ１７８、Ｓ１８８、Ｖ１９０、Ｋ２２１、Ｋ２２８、およびＣ２３３が挙げ
られる。ある特定の実施形態において、ＣＨ１のヘテロ二量体形成を優先させる残基は、
Ｌ１２４、Ｌ１４３、Ｋ１４５、Ｈ１７２および／またはＳ１８８である。本明細書に記
載されるＦａｂおよび二重特異性抗体は、これらのアミノ酸残基のいずれか１つまたは組
み合わせにおいて１つまたは複数の置換を有する。ある特定の実施形態において、Ｆａｂ
または二重特異性抗体は、以下の残基：Ｌ１２４、Ｌ１４３、Ｋ１４５、Ｈ１７２、およ
びＳ１８８のいずれか１つまたは組み合わせにおけるアミノ酸置換を含む。ある特定の実
施形態において、Ｆａｂまたは二重特異性抗体は、ＣＨ１ドメイン中における以下の置換
：Ｌ１２４Ｖ、Ｌ１４３Ａ、Ｌ１４３Ｄ、Ｋ１４５Ｄ、Ｈ１７２Ｄ、およびＳ１８８Ｗの
１つまたは複数を含む。
【０１２３】
　ある特定の実施形態において、Ｆａｂまたは二重特異性抗体は、ＣＨ１’、ＣＨ１”、
ＣＬ’、およびＣＬ”領域を有し、ＣＨ１’ドメインは、残基Ｌ１２４およびＬ１４３に
アミノ酸置換を含む。ある特定の実施形態において、アミノ酸置換は、Ｌ１２４Ｖおよび
Ｌ１４３Ａである。ある特定の実施形態において、ＣＨ１’ドメインは、配列番号６に記
載のアミノ酸配列を有する。ある特定の実施形態において、ＣＨ１’ドメインは、野生型
である。ある特定の実施形態において、ＣＨ１’ドメインは、配列番号３に記載のアミノ
酸配列を有する。ある特定の実施形態において、Ｆａｂまたは二重特異性抗体は、残基Ｋ
１４５、Ｈ１７２、およびＳ１８８にアミノ酸置換を含むＣＨ１”ドメインを有する。あ
る特定の実施形態において、アミノ酸置換は、Ｋ１４５Ｄ、Ｈ１７２ＤおよびＳ１８８Ｗ
である。ある特定の実施形態において、ＣＨ１”ドメインは、配列番号７に記載のアミノ
酸配列を有する。ある特定の実施形態において、ＣＨ１”ドメインは、残基Ｋ１４５およ
びＨ１７２にアミノ酸置換を含む。ある特定の実施形態において、置換は、Ｋ１４５Ｄお
よびＨ１７２Ｄである。ある特定の実施形態において、ＣＨ１”ドメインは、配列番号８
に記載のアミノ酸配列を有する。ある特定の実施形態において、Ｆａｂまたは二重特異性
抗体は、ＣＨ１’ドメイン中にＬ１２４ＶおよびＬ１４３Ａ置換、ならびにＣＨ１”ドメ
イン中にＫ１４５Ｄ、Ｈ１７２ＤおよびＳ１８８Ｗ置換を有する。ある特定の実施形態に
おいて、Ｆａｂまたは二重特異性抗体は、配列番号６に記載のＣＨ１’ドメイン、および
配列番号７に記載のＣＨ１”ドメインを有する。ある特定の実施形態において、Ｆａｂま
たは二重特異性抗体は、ＣＨ１’ドメイン中に置換を有さず（野生型）、ＣＨ１”ドメイ
ン中にＫ１４５ＤおよびＨ１７２Ｄ置換を有する。ある特定の実施形態において、Ｆａｂ
または二重特異性抗体は、配列番号３に記載のＣＨ１’ドメイン、および配列番号８に記
載のＣＨ１”ドメインを有する。
【０１２４】
　同様に、二重特異性抗体のＣＬドメイン内の特定のアミノ酸を、上述されたＣＨ１変異
と組み合わせた場合にヘテロ二量体の形成を優先させるものとして同定した。これらが、
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本明細書に記載されるＦａｂおよび二重特異性抗体に組み込まれる。ＩｇカッパＣＬ中の
これらの残基としては、これらに限定されないが、Ｆ１１６、Ｆ１１８、Ｄ１２２、Ｅ１
２３、Ｑ１２４、Ｖ１３３、Ｌ１３５、Ｎ１３７、Ｎ１３８、Ｑ１６０、Ｓ１６２、Ｖ１
６３、Ｄ１６７、Ｓ１７４、Ｌ１７５、Ｔ１７８、Ｆ２０９、Ｅ２１３、およびＣ２１４
が挙げられる。ある特定の実施形態において、Ｆａｂまたは二重特異性抗体は、Ｑ１２４
、Ｎ１３７、Ｔ１７８およびＶ１３３から選択される残基、またはそれらの組み合わせ中
の変異を含む。ある特定の実施形態において、これらの残基のいずれか１つまたは複数は
、使用に好適な別のアミノ酸で置き換えられている。ある特定の実施形態において、Ｆａ
ｂまたは二重特異性抗体は、ＣＬドメイン中における以下の置換：Ｑ１２４Ｄ、Ｑ１２４
Ｋ、Ｖ１３３Ｗ、Ｎ１３７Ｄ、Ｎ１３７Ｋ、およびＴ１７８Ａの１つまたは複数を含む。
ある特定の実施形態において、Ｆａｂまたは二重特異性抗体は、ＣＬ’およびＣＬ”ドメ
インを有し、ＣＬ’ドメインは、残基Ｑ１２４およびＮ１３７におけるアミノ酸置換を含
む。ある特定の実施形態において、置換は、Ｑ１２４ＤおよびＮ１３７Ｄである。ある特
定の実施形態において、ＣＬ’ドメインは、配列番号９に記載のアミノ酸配列を有する。
ある特定の実施形態において、Ｆａｂまたは二重特異性抗体は、残基Ｑ１２４、Ｖ１３３
およびＮ１３７におけるアミノ酸置換を有するＣＬ’ドメインを含む。ある特定の実施形
態において、置換は、Ｑ１２４Ｄ、Ｖ１３３ＷおよびＮ１３７Ｄである。ある特定の実施
形態において、ＣＬ’ドメインは、配列番号１０に記載のアミノ酸配列を有する。ある特
定の実施形態において、Ｆａｂまたは二重特異性抗体は、ＣＬ’およびＣＬ”ドメインを
有し、ＣＬ”ドメインは、残基Ｑ１２４、Ｎ１３７およびＴ１７８におけるアミノ酸置換
を含む。ある特定の実施形態において、置換は、Ｑ１２４Ｋ、Ｎ１３７ＫおよびＴ１７８
Ａである。ある特定の実施形態において、ＣＬ”ドメインは、配列番号１１に記載のアミ
ノ酸配列を有する。ある特定の実施形態において、Ｆａｂまたは二重特異性抗体は、残基
Ｑ１２４およびＮ１３７におけるアミノ酸置換を有するＣＬ”ドメインを含む。ある特定
の実施形態において、置換は、Ｑ１２４ＫおよびＮ１３７Ｋである。ある特定の実施形態
において、ＣＬ”ドメインは、配列番号１２に記載のアミノ酸配列を有する。ある特定の
実施形態において、Ｆａｂまたは二重特異性抗体は、ＣＨ１’、ＣＨ１”、ＣＬ’および
ＣＬ”ドメインを含み、ＣＬ’ドメインは、Ｑ１２４ＤおよびＮ１３７Ｄ置換を有し、Ｃ
Ｌ”ドメインは、Ｑ１２４Ｋ、Ｎ１３７ＫおよびＴ１７８Ａ置換を有する。ある特定の実
施形態において、Ｆａｂまたは二重特異性抗体は、配列番号９に記載のＣＬ’、および配
列番号１１に記載のＣＬ”を含む。ある特定の実施形態において、Ｆａｂまたは二重特異
性抗体は、Ｑ１２４ＤおよびＮ１３７Ｄ置換を有するＣＬ’ドメイン、ならびにＱ１２４
ＫおよびＮ１３７Ｋ置換を有するＣＬ”ドメインを含む。ある特定の実施形態において、
Ｆａｂまたは二重特異性抗体は、配列番号９に記載のＣＬ’、および配列番号１２に記載
のＣＬ”ドメインを有する。ある特定の実施形態において、Ｆａｂまたは二重特異性抗体
は、Ｑ１２４Ｄ、Ｖ１３３ＷおよびＮ１３７Ｄ置換を有するＣＬ’ドメイン、ならびにＱ
１２４Ｋ、Ｎ１３７ＫおよびＴ１７８Ａ置換を有するＣＬ”ドメインを含む。ある特定の
実施形態において、Ｆａｂまたは二重特異性抗体は、配列番号１０に記載のＣＬ’ドメイ
ン、および配列番号１１に記載のＣＬ”ドメインを含む。
【０１２５】
　ある特定の実施形態において、Ｆａｂまたは二重特異性抗体は、ＣＨ１’、ＣＨ１”、
ＣＬ’、およびＣＬ”領域を有し、ＣＨ１’ドメインは、置換Ｌ１２４ＶおよびＬ１４３
Ａを有し、ＣＬ１’ドメインは、置換Ｑ１２４ＤおよびＮ１３７Ｄを有し、ＣＨ１”ドメ
インは、置換Ｋ１４５Ｄ、Ｈ１７２ＤおよびＳ１８８Ｗを有し、ＣＬ”ドメインは、置換
Ｑ１２４Ｋ、Ｎ１３７ＫおよびＴ１７８Ａを有する。ある特定の実施形態において、Ｆａ
ｂまたは二重特異性抗体は、ＣＨ１’、ＣＨ１”、ＣＬ’、およびＣＬ”領域を有し、Ｃ
Ｈ１’ドメインは、置換を有さず、ＣＬ１’ドメインは、置換Ｑ１２４ＤおよびＮ１３７
Ｄを有し、ＣＨ１”ドメインは、置換Ｋ１４５ＤおよびＨ１７２Ｄを有し、ＣＬ”ドメイ
ンは、置換Ｑ１２４ＫおよびＮ１３７Ｋを有する。ある特定の実施形態において、Ｆａｂ
または二重特異性抗体は、ＣＨ１’、ＣＨ１”、ＣＬ’、およびＣＬ”領域を有し、ＣＨ
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１’ドメインは、置換Ｌ１２４ＶおよびＬ１４３Ａを有し、ＣＬ１’ドメインは、置換Ｑ
１２４Ｄ、Ｖ１３３Ｗ、およびＮ１３７Ｄを有し、ＣＨ１”ドメインは、置換Ｋ１４５Ｄ
、Ｈ１７２Ｄ、およびＳ１８８Ｗを有し、ＣＬ”ドメインは、置換Ｑ１２４Ｋ、Ｎ１３７
Ｋ、およびＴ１７８Ａを有する。
【０１２６】
　ＣＨ３の置換
　本発明の他の態様は、二重特異性抗体におけるＦｃドメインのヘテロ二量体化を優先さ
せる新たに同定されたＣＨ３変異に関する。ＣＨ３ドメイン内の特定のアミノ酸を、本明
細書に記載されるように、ヘテロ二量体の形成を容易にするものとして同定した。ヒトＩ
ｇＧ１中のこれらのＣＨ３残基としては、これらに限定されないが、Ｌ３７２、Ｐ３７３
、Ｐ３７４、Ｄ３７７、Ｅ３７８、Ｌ３８８、Ｔ３８９、Ｋ３９３、Ｋ４２０、Ｐ４２３
、Ｖ４２５、Ｄ４２７、Ｆ４３６、Ｙ４３８、Ｋ４４０、およびＫ４７０が挙げられる。
ある特定の実施形態において、ＣＨ３ヘテロ二量体形成に重要な残基は、Ｅ３７８、Ｋ３
９３またはＫ４４０、またはそれらの組み合わせである。ある特定の実施形態において、
これらの残基のいずれか１つまたは複数は、ヘテロ二量体ポリペプチドまたは二重特異性
抗体中で、使用に好適な他のいずれかのアミノ酸と置き換えられている。ある特定の実施
形態において、ヘテロ二量体ポリペプチドまたは二重特異性抗体は、ＣＨ３ドメイン中に
おける以下の置換：Ｅ３７８Ｋ、Ｋ３９３ＥおよびＫ４４０Ｒの１つまたは複数を含む。
ある特定の実施形態において、ヘテロ二量体ポリペプチドまたは二重特異性抗体は、残基
Ｋ３９３におけるアミノ酸置換を有するＣＨ３’ドメインを含む。ある特定の実施形態に
おいて、置換は、Ｋ３９３Ｅである。ある特定の実施形態において、ヘテロ二量体ポリペ
プチドまたは二重特異性抗体は、配列番号１３に記載のアミノ酸配列を有するＣＨ３’ド
メインを含む。ある特定の実施形態において、ヘテロ二量体ポリペプチドまたは二重特異
性抗体は、残基Ｅ３７８およびＫ４４０におけるアミノ酸置換を有するＣＨ３’ドメイン
を含む。ある特定の実施形態において、置換は、Ｅ３７８ＫおよびＫ４４０Ｒである。あ
る特定の実施形態において、ヘテロ二量体ポリペプチドまたは二重特異性抗体は、配列番
号１４に記載のアミノ酸配列を有するＣＨ３’ドメインを含む。ある特定の実施形態にお
いて、ヘテロ二量体ポリペプチドまたは二重特異性抗体は、残基Ｋ３９３におけるアミノ
酸置換を有するＣＨ３”ドメインを含む。ある特定の実施形態において、置換は、Ｋ３９
３Ｅである。ある特定の実施形態において、ヘテロ二量体ポリペプチドまたは二重特異性
抗体は、配列番号１３に記載のアミノ酸配列を有するＣＨ３”ドメインを含む。ある特定
の実施形態において、ヘテロ二量体ポリペプチドまたは二重特異性抗体は、残基Ｅ３７８
およびＫ４４０におけるアミノ酸置換を有するＣＨ３”ドメインを含む。ある特定の実施
形態において、置換は、Ｅ３７８ＫおよびＫ４４０Ｒである。ある特定の実施形態におい
て、ヘテロ二量体ポリペプチドまたは二重特異性抗体は、配列番号１４に記載のアミノ酸
配列を有するＣＨ３”ドメインを含む。ある特定の実施形態において、ヘテロ二量体ポリ
ペプチドまたは二重特異性抗体は、Ｋ３９３Ｅ置換を有するＣＨ３’ドメイン、およびＥ
３７８ＫおよびＫ４４０Ｒ置換を有するＣＨ３”を含む。ある特定の実施形態において、
ヘテロ二量体ポリペプチドまたは二重特異性抗体は、配列番号１３に記載のＣＨ３’ドメ
イン、および配列番号１４に記載のＣＨ３”ドメインを有する。ある特定の実施形態にお
いて、ヘテロ二量体ポリペプチドまたは二重特異性抗体は、Ｅ３７８ＫおよびＫ４４０Ｒ
置換を有するＣＨ３’、ならびにＫ３９３Ｅ置換を有するＣＨ３”ドメインを含む。ある
特定の実施形態において、ヘテロ二量体ポリペプチドまたは二重特異性抗体は、配列番号
１４に記載のＣＨ３’ドメイン、および配列番号１３に記載のＣＨ３”ドメインを有する
。
【０１２７】
　これまで、ＣＨ３ドメイン中のヘテロ二量体は、ノブイントゥホール技術を使用するこ
とによって優先的に形成された。二重特異性抗体を産生する方法としてのノブイントゥホ
ールの使用は当該分野において周知である。１９９８年３月２４日に付与されＧｅｎｅｎ
ｔｅｃｈに譲渡された米国特許第５，７３１，１６８号、２００９年７月１６日に公開さ
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れＡｍｇｅｎに譲渡されたＰＣＴ公開ＷＯ２００９０８９００４号、および２００９年７
月１６日に公開されＮｏｖｏ　Ｎｏｒｄｉｓｋ　Ａ／Ｓに譲渡された米国特許公開第２０
０９０１８２１２７号を参照されたい。また、ＭａｒｖｉｎおよびＺｈｕ、Ａｃｔａ　Ｐ
ｈａｒｍａｃｏｌｏｇｉｃａ　Ｓｉｎｃｉａ（２００５年）２６巻（６号）：６４９～６
５８頁およびＫｏｎｔｅｒｍａｎｎ（２００５年）Ａｃｔａ　Ｐｈａｒａｃｏｌ．　Ｓｉ
ｎ．、２６巻：１～９頁も参照されたい。一部の実施形態において、本明細書に記載され
るＣＨ１／ＣＬ変異を有するＦａｂは、ノブイントゥホールの変異を有するＣＨ３ドメイ
ンと組み合わせることができる。例えば、Ｆａｂは、ノブの変異Ｔ３８９Ｗならびにホー
ルの変異Ｔ３８９Ｓ、Ｌ３９１Ａ、およびＹ４３８Ｖを有する定常領域と組み合わせるこ
とができる。
【０１２８】
　ある特定の実施形態において、本明細書に記載される二重特異性抗体のＦｃは、野生型
定常領域を有する二重特異性抗体またはノブイントゥホールのＣＨ３変異を有する二重特
異性抗体と比較して、ヘッド－テール（ｈｅａｄ－ｔｏ－ｔａｉｌ）形成を減少させるか
または全体的な収量を増加させる変異を有する。ある特定の実施形態において、二重特異
性抗体は、野生型Ｆｃポリペプチド中に存在するアミノ酸と異なるアミノ酸を有する少な
くとも１つの重鎖の、Ｓ２５２、Ｖ２５３、Ｆ２５４、Ｆ２５６、Ｖ２７７、Ｒ３２０、
Ｋ３５３、Ｙ３７０、Ｔ３７１、Ｌ３９１、Ｋ３９３、Ｎ４１７、Ｙ４１９、Ｋ４２０、
Ｐ４２３、Ｐ４２４、Ｄ４２７、Ｆ４３６、Ｙ４３８から選択される残基において、少な
くとも１、２、３、４、５、６、７、８、９または１０個の置換を含む。エフェクター機
能を変更することが望ましい場合があり、変異の一部がエフェクター機能を強化するかま
たは減少させ得ることが予期される。変異が、抗体の他の機能的な特徴、例えばエフェク
ター機能を有意に変更しないことが好ましい。
【０１２９】
　ＣＨ１／ＣＬおよびＣＨ３定常領域の変異の組み合わせ
　定常領域の適したヘテロ二量体化は、所望の二重特異性抗体の均一な集団を生成するの
に重要である。ある特定の実施形態において、本発明の二重特異性抗体は、ＣＬ’ドメイ
ン中にＱ１２４ＤおよびＮ１３７Ｄ置換を含み；ＣＨ１’ドメイン中にＬ１２４Ｖおよび
Ｌ１４３Ａ置換を含み；ＣＨ３’ドメイン中にＫ３９３Ｅ置換を含み；ＣＬ”ドメイン中
にＱ１２４Ｋ、Ｎ１３７ＫおよびＴ１７８Ａ置換を含み；ＣＨ１”ドメイン中にＫ１４５
Ｄ、Ｈ１７２ＤおよびＳ１８８Ｗ置換を含み；ＣＨ３”ドメイン中にＥ３７８ＫおよびＫ
４４０Ｒ置換を含む。ある特定の実施形態において、二重特異性抗体は、配列番号９に記
載のＣＬ’ドメイン、配列番号６に記載のＣＨ１’ドメイン、配列番号１３に記載のＣＨ
３’ドメイン、配列番号１１に記載のＣＬ”ドメイン、配列番号７に記載のＣＨ１”ドメ
イン、および配列番号１４に記載のＣＨ３”ドメインを含む。
【０１３０】
　ある特定の実施形態において、二重特異性抗体は、ＣＬ’ドメイン中にＱ１２４Ｄおよ
びＮ１３７Ｄ置換を含み；ＣＨ１’ドメイン中にＬ１２４ＶおよびＬ１４３Ａ置換を含み
；ＣＨ３’ドメイン中にＥ３７８ＫおよびＫ４４０Ｒ置換を含み；ＣＬ”ドメイン中にＱ
１２４Ｋ、Ｎ１３７ＫおよびＴ１７８Ａ置換を含み；ＣＨ１”ドメイン中にＫ１４５Ｄ、
Ｈ１７２ＤおよびＳ１８８Ｗ置換を含み；ＣＨ３”ドメイン中にＫ３９３Ｅ置換を含む。
ある特定の実施形態において、二重特異性抗体は、配列番号９に記載のＣＬ’ドメイン、
配列番号６に記載のＣＨ１’ドメイン、配列番号１４に記載のＣＨ３’ドメイン、配列番
号１１に記載のＣＬ”ドメイン、配列番号７に記載のＣＨ１”ドメイン、および配列番号
１３に記載のＣＨ３”ドメインを有する。
【０１３１】
　ある特定の実施形態において、二重特異性抗体は、ＣＬ’ドメイン中にＱ１２４Ｄおよ
びＮ１３７Ｄ置換を含み；ＣＨ１’ドメイン中に置換を含まず；ＣＨ３’ドメイン中にＫ
３９３Ｅ置換を含み；ＣＬ”ドメイン中にＱ１２４ＫおよびＮ１３７Ｋ置換を含み；ＣＨ
１”ドメイン中にＫ１４５ＤおよびＨ１７２Ｄ置換を含み；ＣＨ３”ドメイン中にＥ３７
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８ＫおよびＫ４４０Ｒ置換を含む。ある特定の実施形態において、二重特異性抗体は、配
列番号９に記載のＣＬ’ドメイン、配列番号３に記載のＣＨ１’ドメイン、配列番号１３
に記載のＣＨ３’ドメイン、配列番号１２に記載のＣＬ”ドメイン、配列番号８に記載の
ＣＨ１”ドメイン、および配列番号１４に記載のＣＨ３”ドメインを含む。
【０１３２】
　ある特定の実施形態において、二重特異性抗体は、ＣＬ’ドメイン中にＱ１２４Ｄおよ
びＮ１３７Ｄ置換を含み；ＣＨ１’ドメイン中に置換を含まず；ＣＨ３’ドメイン中にＥ
３７８ＫおよびＫ４４０Ｒ置換を含み；ＣＬ”ドメイン中にＱ１２４ＫおよびＮ１３７Ｋ
置換を含み；ＣＨ１”ドメイン中にＫ１４５ＤおよびＨ１７２Ｄ置換を含み；ＣＨ３”ド
メイン中にＫ３９３Ｅ置換を含む。ある特定の実施形態において、二重特異性抗体は、配
列番号９に記載のＣＬ’ドメイン、配列番号３に記載のＣＨ１’ドメイン、配列番号１４
に記載のＣＨ３’ドメイン、配列番号１２に記載のＣＬ”ドメイン、配列番号８に記載の
ＣＨ１”ドメイン、および配列番号１３に記載のＣＨ３”ドメインを含む。
【０１３３】
　ある特定の実施形態において、二重特異性抗体は、ＣＬ’ドメイン中にＱ１２４Ｄ、Ｖ
１３３ＷおよびＮ１３７Ｄ置換を含み；ＣＨ１’ドメイン中にＬ１２４ＶおよびＬ１４３
Ａ置換を含み；ＣＨ３’ドメイン中にＫ３９３Ｅ置換を含み；ＣＬ”ドメイン中にＱ１２
４Ｋ、Ｎ１３７Ｋ、およびＴ１７８Ａ置換を含み；ＣＨ１”ドメイン中にＫ１４５Ｄ、Ｈ
１７２Ｄ、およびＳ１８８Ｗ置換を含み；ＣＨ３”ドメイン中にＥ３７８ＫおよびＫ４４
０Ｒ置換を含む。ある特定の実施形態において、二重特異性抗体は、配列番号１０に記載
のＣＬ’ドメイン、配列番号６に記載のＣＨ１’ドメイン、配列番号１３に記載のＣＨ３
’ドメイン、配列番号１１に記載のＣＬ”ドメイン、配列番号７に記載のＣＨ１”ドメイ
ン、および配列番号１４に記載のＣＨ３”ドメインを含む。
【０１３４】
　ある特定の実施形態において、二重特異性抗体は、ＣＬ’ドメイン中にＱ１２４Ｄ、Ｖ
１３３ＷおよびＮ１３７Ｄ置換を含み；ＣＨ１’ドメイン中にＬ１２４ＶおよびＬ１４３
Ａ置換を含み；ＣＨ３’ドメイン中にＥ３７８ＫおよびＫ４４０Ｒ置換を含み；ＣＬ”ド
メイン中にＱ１２４Ｋ、Ｎ１３７Ｋ、およびＴ１７８Ａ置換を含み；ＣＨ１”ドメイン中
にＫ１４５Ｄ、Ｈ１７２Ｄ、およびＳ１８８Ｗ置換を含み；ＣＨ３”ドメイン中にＫ３９
３Ｅ置換を含む。ある特定の実施形態において、二重特異性抗体は、配列番号１０に記載
のＣＬ’ドメイン、配列番号６に記載のＣＨ１’ドメイン、配列番号１４に記載のＣＨ３
’ドメイン、配列番号１１に記載のＣＬ”ドメイン、配列番号７に記載のＣＨ１”ドメイ
ン、および配列番号１３に記載のＣＨ３”ドメインを含む。
【０１３５】
　ある特定の実施形態において、本明細書に記載される二重特異性抗体は、以下の位置：
Ｌ１２４、Ｌ１４３、Ｋ１４５、Ｈ１７２、Ｓ１８８、Ｅ３７８、Ｋ３９３、およびＫ４
４０のいずれか１つまたは組み合わせに、重鎖定常ドメイン（ＨＣ’、ＨＣ”、またはＨ
Ｃ’およびＨＣ”の両方）内の置換を含む。ある特定の実施形態において、本明細書に記
載される二重特異性抗体は、以下の重鎖定常ドメイン中の置換：Ｌ１２４Ｖ、Ｌ１４３Ａ
、Ｋ１４５Ｄ、Ｈ１７２Ｄ、Ｓ１８８Ｓ、Ｅ３７８Ｋ、Ｋ３９３Ｅ、およびＫ４４０Ｒの
いずれか１つまたは組み合わせを含む。ある特定の実施形態において、本明細書に記載さ
れる二重特異性抗体は、以下の位置：Ｑ１２４、Ｎ１３７およびＴ１７８のいずれか１つ
または組み合わせに、軽鎖定常ドメイン（ＬＣ’、ＬＣ”、またはＬＣ’およびＬＣ”の
両方）内の置換を含む。ある特定の実施形態において、本明細書に記載される二重特異性
抗体は、以下の軽鎖定常ドメイン中の置換：Ｑ１２４Ｋ、Ｑ１２４Ｄ、Ｎ１３７Ｄ、Ｎ１
３７Ｋ、およびＴ１７８Ａのいずれか１つまたは組み合わせを含む。
【０１３６】
　可変領域
　ある特定の実施形態において、第１および第２の抗体の可変領域は不変のままである。
ある特定の実施形態において、可変領域は、結合（すなわち、未改変の二重特異性抗体と
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同じエピトープへの）を保持している構造的に関連する二重特異性抗体を作り出すように
改変される。したがって、ある特定の実施形態において、本明細書に記載される操作され
た抗体のＣＤＲ１、２、および／または３領域は、親の単一特異性抗体のアミノ酸配列と
まったく同様のアミノ酸配列を含んでいてもよい。しかしながら、他の実施形態において
、二重特異性抗体は、本明細書で開示された抗体の正確なＣＤＲ配列からの誘導体を含み
、それでもなお所望のエピトープに結合する能力を保持する。このような配列改変として
は、１つまたは複数のアミノ酸付加、欠失、または置換、例えば上述したような保存的配
列改変を挙げることができる。
【０１３７】
　したがって、一実施形態において、二重特異性抗体は、本明細書で開示された抗体の１
つまたは複数のＣＤＲと例えば９０％、９５％、９８％または９９．５％同一な１つまた
は複数のＣＤＲで構成されていてもよい。上記で列挙された値の間の範囲、例えば、上記
の配列の１つまたは複数と９０～９５％、９５～９８％、または９８～１００％同一なＣ
ＤＲも、本発明に包含されることが意図される。
【０１３８】
　別の実施形態において、ＣＤＲの１つまたは複数の残基を変更することにより、理想的
な結合定数が達成されるように、結合を改変し、より有利な結合のオンレート、より有利
な結合のオフレート、または両方を達成してもよい。この戦略を使用すれば、例えば１０
１０Ｍ－１またはそれよりも高い極めて高い結合親和性を有する抗体を得ることができる
。当該分野において周知の親和性成熟技術および本明細書に記載されるものを使用して、
ＣＤＲ領域を変更し、それに続いて生じる結合分子を所望の結合の変化に関してスクリー
ニングすることができる。したがって、ＣＤＲを変更することにより、結合親和性に加え
て免疫原性の変化をモニターし、最もよく組み合わされた結合および低い免疫原性に最適
化された抗体が得られるようにスコア付けすることができる。
【０１３９】
　したがって、ＶＨおよび／またはＶＬのＣＤＲ１、ＣＤＲ２および／またはＣＤＲ３領
域内の可変領域の改変に関して、部位特異的変異誘発またはＰＣＲ媒介変異誘発を実行し
て、変異を導入することができ、抗体結合に対する作用または他の目的の機能特性は、ｉ
ｎ　ｖｉｔｒｏまたはｉｎ　ｖｉｖｏでのアッセイで評価することができる。好ましくは
保存的改変（本明細書で論じられるような）が導入される。変異は、アミノ酸置換、付加
または欠失であり得るが、好ましくは置換である。さらに、典型的には、ＣＤＲ領域内の
１つ以下、２つ以下、３つ以下、４つ以下または５つ以下の残基が変更される。
【０１４０】
　追加の抗体改変
　本発明の開示の抗体は、軽鎖または重鎖可変領域のいずれかに１つまたは複数のグリコ
シル化部位を含有していてもよい。このようなグリコシル化部位は、抗体の免疫原性の増
加、または抗原結合の変更による抗体のｐＫの変更をもたらす可能性がある（Ｍａｒｓｈ
ａｌｌら（１９７２年）Ａｎｎｕ　Ｒｅｖ　Ｂｉｏｃｈｅｍ　４１巻：６７３～７０２頁
；ＧａｌａおよびＭｏｒｒｉｓｏｎ（２００４年）Ｊ　Ｉｍｍｕｎｏｌ　１７２巻：５４
８９～９４頁；Ｗａｌｌｉｃｋら（１９８８年）Ｊ　Ｅｘｐ　Ｍｅｄ　１６８巻：１０９
９～１０９頁；Ｓｐｉｒｏ（２００２年）Ｇｌｙｃｏ－ｂｉｏｌｏｇｙ　１２巻：４３Ｒ
～５６Ｒ頁；Ｐａｒｅｋｈら（１９８５年）Ｎａｔｕｒｅ　３１６巻：４５２～７頁；Ｍ
ｉｍｕｒａら（２０００年）Ｍｏｌ　Ｉｍｍｕｎｏｌ　３７巻：６９７～７０６頁）。グ
リコシル化は、Ｎ－Ｘ－Ｓ／Ｔ配列を含有するモチーフで起こることが公知である。一部
の場合において、可変領域のグリコシル化を含有しない二重特異性抗体を有することが好
ましい。これは、可変領域中にグリコシル化モチーフを含有しない抗体を選択すること、
またはグリコシル化領域内の残基を変異させることのいずれかによって達成することがで
きる。
【０１４１】
　例えば、ある特定の実施形態において、抗体のグリコシル化が改変されており、例えば
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、可変領域に存在する１つまたは複数のグリコシル化部位がなくなるように、可変領域が
変更されている。より特に、本発明の抗体の配列において、グリコシル化しやすい部位を
なくすことが望ましい。これは、親の可変領域に存在する１つまたは複数のＮ－Ｘ－（Ｓ
／Ｔ）配列（式中Ｘは、あらゆるアミノ酸残基である）の出現を変更することによって、
特に、Ｎ残基および／またはＳもしくはＴ残基を置換することによって達成される。一実
施形態において、Ｔ９５は、Ｋ９５に変異している。別の実施形態において、Ｎ４７は、
Ｒ４７に変異している。
【０１４２】
　例えば、アグリコシル化抗体（すなわち、グリコシル化を欠いた）を作製することがで
きる。グリコシル化は、例えば抗原への抗体の親和性を増加させるように変更することが
できる。このような炭水化物の改変は、例えば、抗体配列内のグリコシル化の１つまたは
複数の部位を変更することによって達成することができる。例えば、１つまたは複数の可
変領域のフレームワークのグリコシル化部位をなくす１つまたは複数のアミノ酸置換を作
製することができ、それによってその部位におけるグリコシル化をなくすことができる。
このようなアグリコシル化は、抗原への抗体の親和性を増加させることができる。例えば
、米国特許第５，７１４，３５０号および６，３５０，８６１号を参照されたい。
【０１４３】
　加えて、または代替として、抗体は、グリコシル化のタイプが変更されていてもよく、
例えばフコシル残基の量が低減された低フコシル化抗体、またはバイセクティングＧｌｃ
Ｎａｃ構造が増加した抗体などである。このような変更されたグリコシル化パターンは、
抗体のＡＤＣＣ能力を増加させることが実証されている。このような炭水化物の改変は、
例えば、グリコシル化機構が変更された宿主細胞中で抗体を発現することによって達成す
ることができる。グリコシル化機構が変更された細胞は、当該分野において説明されてお
り、これを宿主細胞として使用して、本発明の組換え抗体を発現させ、それによってグリ
コシル化が変更された抗体を産生することができる。例えば、細胞株Ｍｓ７０４、Ｍｓ７
０５、およびＭｓ７０９は、Ｍｓ７０４、Ｍｓ７０５、およびＭｓ７０９細胞株で発現さ
れた抗体が、それらの炭水化物上のフコースを欠くように、フコシルトランスフェラーゼ
遺伝子、ＦＵＴ８（α（１，６）－フコシルトランスフェラーゼ）を欠いている。Ｍｓ７
０４、Ｍｓ７０５、およびＭｓ７０９　ＦＵＴ８－／－細胞株を、２つの置換ベクターを
使用したＣＨＯ／ＤＧ４４細胞におけるＦＵＴ８遺伝子の標的化破壊により作り出した（
米国特許公開第２００４０１１０７０４号およびＹａｍａｎｅ－Ｏｈｎｕｋｉら（２００
４年）Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ　Ｂｉｏｅｎｇ　８７巻：６１４～２２頁を参照）。別の例
として、ＥＰ１，１７６，１９５は、α－１，６結合に関連する酵素を低減させるかまた
はなくすことによって、このような細胞株で発現される抗体が低フコシル化を呈示するよ
うにフコシルトランスフェラーゼをコードするＦＵＴ８遺伝子を機能的に破壊した細胞株
を記載している。ＥＰ１，１７６，１９５はまた、抗体のＦｃ領域に結合するＮ－アセチ
ルグルコサミンへのフコースの付加に関する酵素活性が低いかまたは酵素活性を有さない
細胞株、例えばラット骨髄腫細胞株ＹＢ２／０（ＡＴＣＣ　ＣＲＬ１６６２）も記載して
いる。ＰＣＴ公報ＷＯ０３／０３５８３５は、Ａｓｎ（２９７）が連結された炭水化物に
フコースと結合する能力を低減して、結果としてその宿主細胞で発現される抗体の低フコ
シル化をもたらす、バリアントＣＨＯ細胞株であるＬｅｃ１３細胞を記載している（Ｓｈ
ｉｅｌｄｓら（２００２年）Ｊ．　Ｂｉｏｌ．　Ｃｈｅｍ．　２７７巻：２６７３３～２
６７４０頁も参照）。グリコシル化プロファイルが改変された抗体はまた、ＰＣＴ公報Ｗ
Ｏ０６／０８９２３１に記載されたようにして、ニワトリの卵でも産生させることができ
る。代替として、グリコシル化プロファイルが改変された抗体は、植物細胞で産生させる
ことができる。ＰＣＴ公報ＷＯ９９／５４３４２は、操作された細胞株で発現された抗体
が、抗体のＡＤＣＣ活性の増加をもたらすバイセクティングＧｌｃＮａｃ構造の増加を呈
示するように、糖タンパク質改変グリコシルトランスフェラーゼ（例えば、β（１，４）
－Ｎ－アセチルグルコサミニルトランスフェラーゼＩＩＩ（ＧｎＴＩＩＩ））を発現する
ように操作された細胞株を記載している（Ｕｍａｎａら（１９９９年）Ｎａｔ．　Ｂｉｏ
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ｔｅｃｈ．　１７巻：１７６～１８０頁も参照）。代替として、フコシダーゼ酵素を使用
して、抗体のフコース残基を切り離すことができ、例えばフコシダーゼであるα－Ｌ－フ
コシダーゼは、抗体からフコシル残基を除去する（Ｔａｒｅｎｔｉｎｏら（１９７５年）
Ｂｉｏｃｈｅｍ．　１４巻：５５１６～２３頁）。
【０１４４】
　上記で説明したようにして産生された抗体の可変性のセグメント（例えば、ヒト、キメ
ラまたはヒト化抗体の重鎖および軽鎖可変領域）は、典型的には、免疫グロブリン定常領
域（Ｆｃ領域）、典型的にはヒト免疫グロブリンの定常領域の少なくとも一部分に連結さ
れている。ヒト定常領域ＤＮＡ配列は、周知の手順に従って、様々なヒト細胞から、ただ
し好ましくは不死化したＢ細胞から単離することができる（Ｋａｂａｔら、上記、および
Ｌｉｕら、ＷＯ８７／０２６７１を参照）（これらのそれぞれは、あらゆる目的で参照に
よりその全体が組み込まれる）。抗体は、通常、軽鎖および重鎖定常領域の両方を含有す
るものである。重鎖定常領域は通常、ＣＨ１、ヒンジ、ＣＨ２、ＣＨ３、およびＣＨ４領
域を含む。本明細書に記載される抗体は、あらゆるタイプの定常領域を有する抗体、例え
ば、ＩｇＭ、ＩｇＧ、ＩｇＤ、ＩｇＡおよびＩｇＥ、ならびにあらゆるアイソタイプ、例
えばＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３およびＩｇＧ４などを含む。抗体（例えば、ヒト化抗
体）が細胞傷害活性を呈示することが望ましい場合、定常ドメインは通常、補体結合性定
常ドメインであり、クラスは、典型的にはＩｇＧ１である。ヒトアイソタイプＩｇＧ１が
好ましい。軽鎖定常領域は、ラムダまたはカッパであり得る。ヒト化抗体は、１つより多
くのクラスまたはアイソタイプ由来の配列を含んでいてもよい。抗体は、２つの軽鎖およ
び２つの重鎖を含有する四量体として、別個の重鎖、軽鎖として、Ｆａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ
（ａｂ’）２、およびＦｖとして、または重鎖および軽鎖の可変ドメインがスペーサーを
介して連結されている単鎖抗体として発現させることができる。
【０１４５】
　ある特定の実施形態において、抗体は、抗体の物理的安定性を改善するように変異した
可変領域を含む。一実施形態において、抗体は、重鎖定常領域のヒンジ領域中の２２８位
（Ｓ２２８Ｐ；ＥＵインデックス）に対応する位置にセリンからプロリンへの変異を含む
ＩｇＧ４アイソタイプ抗体である。この変異は、ヒンジ領域における重鎖間のジスルフィ
ド架橋の不均一性を消失させることが報告されている（Ａｎｇａｌら、上記；２４１位は
Ｋａｂａｔの番号付けシステムに基づく）。例えば、ある特定の実施形態において、本明
細書に記載される二重特異性抗体は、Ａｎｇａｌら、上記に記載されているような２４１
位に対応する位置のセリンがプロリンに変異した、ヒトＩｇＧ４定常領域に連結されたい
ずれかの抗体の重鎖可変領域を含んでいてもよい。したがって、ヒトＩｇＧ４定常領域に
連結された重鎖可変領域の場合、この変異は、ＥＵインデックスによればＳ２２８Ｐ変異
に相当する。
【０１４６】
　ある特定の実施形態において、ＣＨ１のヒンジ領域は、ヒンジ領域中のシステイン残基
の数が変更されるように、例えば増加または減少するように改変されている。このアプロ
ーチは、米国特許第５，６７７，４２５号でさらに記載されている。ＣＨ１のヒンジ領域
中のシステイン残基の数は、例えば、軽鎖および重鎖の集合を容易にするために、または
抗体の安定性を増加もしくは減少させるために変更される。
【０１４７】
　加えて、例えば抗体の生物学的（例えば、血清）半減期を増加させるために、抗体をペ
グ化することができる。抗体をペグ化するためには、典型的には、抗体またはそれらの断
片を、１つまたは複数のＰＥＧ基が抗体または抗体断片に結合するようになる条件下で、
ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）、例えばＰＥＧの反応性エステルまたはアルデヒド誘
導体などと反応させる。好ましくは、ペグ化は、反応性ＰＥＧ分子（または類似の反応性
水溶性ポリマー）とのアシル化反応またはアルキル化反応を介して行われる。用語「ポリ
エチレングリコール」は、本明細書で使用される場合、他のタンパク質を誘導体化するの
に使用されてきたＰＥＧの形態、例えばモノ（Ｃ１～Ｃ１０）アルコキシ－もしくはアリ
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ールオキシ－ポリエチレングリコールまたはポリエチレングリコール－マレイミドなどの
いずれも包含することが意図される。ある特定の実施形態において、ペグ化される抗体は
、アグリコシル化抗体である。タンパク質をペグ化するための方法は当該分野において公
知であり、本発明の抗体に適用することができる。例えば、ＥＰ０　１５４　３１６およ
びＥＰ０　４０１　３８４を参照されたい。
【０１４８】
　二重特異性抗体の産生
　本明細書に記載される二重特異性抗体の組換え産生のために、それをコードする核酸を
単離し、さらなるクローニング（ＤＮＡの増幅）または発現のための複製可能なベクター
に挿入する。抗体をコードするＤＮＡまたはｍＲＮＡは、従来の手順を使用して（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可能なオリゴヌク
レオチドプローブを使用することによって）、容易に単離し、配列決定することができる
。多くのベクターが、ＤＮＡまたはｍＲＮＡの発現に利用することができる。ベクターの
選択は、使用される宿主細胞に一部依存する。一般的に、好ましい宿主細胞は、原核生物
または真核生物（一般的に哺乳動物であるが、真菌（例えば、酵母）、昆虫、植物、およ
び他の多細胞生物由来の有核細胞も含む）起源のいずれかのものである。
【０１４９】
　原核生物の宿主細胞
　本明細書に記載される二重特異性抗体の構成要素をコードするヌクレオチド配列は、標
準的な組換え技術を使用して得ることができる。所望のヌクレオチド配列は、例えば、ハ
イブリドーマ細胞などの抗体産生細胞から単離され、配列決定される。代替として、ヌク
レオチドは、ヌクレオチド合成機またはＰＣＲ技術を使用して合成することができる。二
重特異性抗体をコードする配列が一旦得られたら、これは、原核生物宿主中で異種抗体を
複製および発現することが可能な組換えベクターに挿入される。利用可能であり当該分野
において公知の多くのベクターを本発明の目的のために使用することができる。適切なベ
クターの選択は、主としてベクターに挿入される核酸のサイズ、およびベクターで形質転
換される特定の宿主細胞に依存する。各ベクターは、ベクターの機能（異種抗体の増幅も
しくは発現、または両方）およびベクターが存在する特定の宿主細胞とのベクターの適合
性に応じて、様々な構成要素を含有する。ベクター構成要素としては、一般的に、これら
に限定されないが、複製起点、選択マーカー遺伝子、プロモーター、リボソーム結合部位
（ＲＢＳ）、シグナル配列、異種核酸インサートおよび転写終結配列が挙げられる。
【０１５０】
　一般的に、宿主細胞に適合する種由来のレプリコンおよび制御配列を含有するプラスミ
ドベクターが、これらの宿主と共に使用される。ベクターは、通常、複製部位に加えて、
形質転換細胞における表現型選択を提供することが可能なマーキング配列を有する。例え
ば、Ｅ．ｃｏｌｉは、典型的には、Ｅ．ｃｏｌｉ種由来のプラスミドであるｐＢＲ３２２
を使用して形質転換される。ｐＢＲ３２２は、アンピシリン（Ａｍｐ）およびテトラサイ
クリン（Ｔｅｔ）耐性をコードする遺伝子を含有し、したがって形質転換細胞を同定する
ための簡単な手段を提供する。ｐＢＲ３２２、その誘導体、または他の微生物プラスミド
またはバクテリオファージはまた、内因性タンパク質の発現のために微生物が使用できる
プロモーターを含有していてもよいし、またはそれを含有するように改変されていてもよ
い。特定の抗体の発現に使用されるｐＢＲ３２２誘導体の例は、Ｃａｒｔｅｒら、米国特
許第５，６４８，２３７号で詳細に記載されている。
【０１５１】
　加えて、宿主微生物に適合するレプリコンおよび制御配列を含有するファージベクター
は、これらの宿主と共に形質転換ベクターとして使用することができる。例えば、λΘΕ
Μ．ΤΜ．－１１などのバクテリオファージは、感受性宿主細胞、例えばＥ．ｃｏｌｉ　
ＬＥ３９２などを形質転換するのに使用できる組換えベクターの作製に利用することがで
きる。
【０１５２】



(52) JP 2019-503172 A5 2020.2.13

　本発明の発現ベクターは、ポリペプチド構成要素のそれぞれをコードする、２つまたは
それよりも多くのプロモーター－シストロン対を含んでいてもよい。プロモーターは、シ
ストロンの発現をモジュレートするシストロン上流（５’）に配置される非翻訳調節配列
である。原核生物プロモーターは、典型的には、２つのクラス、すなわち誘導性および構
成性に分類される。誘導性プロモーターは、培養条件の変化、例えば栄養素の存在もしく
は非存在または温度の変化に応答して、その制御下でシストロンの転写レベルの増加を開
始させるプロモーターである。
【０１５３】
　様々な可能性のある宿主細胞によって認識される多数のプロモーターが周知である。選
択されたプロモーターは、制限酵素消化によって供給源のＤＮＡからプロモーターを除去
し、本発明のベクターに単離されたプロモーター配列を挿入することによって、例えば軽
鎖または重鎖をコードするシストロンＤＮＡに作動可能に連結することができる。天然の
プロモーター配列と多くの異種プロモーターの両方を使用して、標的遺伝子の増幅および
／または発現を誘導することができる。一部の実施形態において、異種プロモーターは、
一般的に、天然の標的ポリペプチドのプロモーターと比較して、発現された標的遺伝子の
より多くの転写およびより高い収量を可能にするため、異種プロモーターを利用してもよ
い。
【０１５４】
　原核生物宿主との使用に好適なプロモーターとしては、ＰｈｏＡプロモーター、β－ガ
ラクタナーゼ（ｇａｌａｃｔａｍａｓｅ）およびラクトースプロモーター系、トリプトフ
ァン（ｔｒｐ）プロモーター系およびハイブリッドプロモーター、例えばｔａｃまたはｔ
ｒｃプロモーターなどが挙げられる。しかしながら、細菌中で機能的な他のプロモーター
（例えば他の公知の細菌またはファージプロモーターなど）も同様に好適である。それら
のヌクレオチド配列は公開されており、それによって、当業者は、いずれかの必要な制限
部位を供給するために、リンカーまたはアダプターを使用して、ヘテロ多量体タンパク質
、例えば標的軽鎖および重鎖の遺伝子をコードするシストロンにそれらを作動可能にライ
ゲーションすることが可能である（Ｓｉｅｂｅｎｌｉｓｔら、（１９８０年）Ｃｅｌｌ　
２０巻：２６９頁）。
【０１５５】
　ある特定の実施形態において、組換えベクター内の各シストロンは、膜を横切っての発
現されたポリペプチドのトランスロケーションを指示する分泌シグナル配列構成要素を含
む。一般的に、シグナル配列は、ベクターの構成要素であってもよいし、またはベクター
に挿入されている標的ポリペプチドＤＮＡの一部であってもよい。本発明の目的のために
選択されたシグナル配列は、宿主細胞によって認識されプロセシングされる（すなわち、
シグナルペプチダーゼによって切断される）ものであるべきである。異種ポリペプチドに
とって天然のシグナル配列を認識およびプロセシングしない原核生物宿主細胞の場合、シ
グナル配列は、例えば、アルカリホスファターゼ、ペニシリナーゼ、Ｉｐｐ、または熱安
定性エンテロトキシンＩＩ（ＳＴＩＩ）リーダー、ＬａｍＢ、ＰｈｏＥ、ＰｅｌＢ、Ｏｍ
ｐＡおよびＭＢＰからなる群より選択される原核生物のシグナル配列で置換されている。
本発明の一実施形態において、発現系の両方のシストロンで使用されるシグナル配列は、
ＳＴＩＩシグナル配列またはそれらのバリアントである。
【０１５６】
　ある特定の実施形態において、本明細書に記載される免疫グロブリンの産生は、宿主細
胞の細胞質中で起こる可能性があり、それゆえに各シストロン内の分泌シグナル配列の存
在を必要としない。それについて、細胞質内で、免疫グロブリンの軽鎖および重鎖が発現
され、フォールディングし、集合して、機能的な免疫グロブリンが形成される。ある特定
の宿主株（例えば、Ｅ．ｃｏｌｉ　ｔｒｘＢ’株）は、ジスルフィド結合形成に好都合な
細胞質の条件を提供し、それによって発現されたタンパク質サブユニットの適したフォー
ルディングおよび集合が可能になる。ＰｒｏｂａおよびＰｌｕｃｋｔｈｕｎ、Ｇｅｎｅ、
１５９巻：２０３号（１９９５年）を参照されたい。
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【０１５７】
　本明細書に記載される二重特異性抗体の発現に好適な原核生物宿主細胞としては、古細
菌および真正細菌、例えばグラム陰性またはグラム陽性生物などが挙げられる。有用な細
菌の例としては、Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ（例えば、Ｅ．ｃｏｌｉ）、Ｂａｃｉｌｌｉ（
例えば、Ｂ．ｓｕｂｔｉｌｉｓ）、Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｉａ、Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎ
ａｓ種（例えば、Ｐ．ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ）、Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ　ｔｙｐｈｉｍｕ
ｒｉｕｍ、Ｓｅｒｒａｔｉａ　ｍａｒｃｅｓｃａｎｓ、Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ、Ｐｒｏｔ
ｅｕｓ、Ｓｈｉｇｅｌｌａ、Ｒｈｉｚｏｂｉａ、Ｖｉｔｒｅｏｓｃｉｌｌａ、またはＰａ
ｒａｃｏｃｃｕｓが挙げられる。一実施形態において、グラム陰性細胞が使用される。あ
る特定の実施形態において、Ｅ．ｃｏｌｉ細胞が、本発明のための宿主として使用される
。Ｅ．ｃｏｌｉ株の例としては、Ｗ３１１０株（Ｂａｃｈｍａｎｎ、Ｃｅｌｌｕｌａｒ　
ａｎｄ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ、２巻（Ｗａｓｈｉｎｇｔｏｎ，　Ｄ．Ｃ
．：Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｓｏｃｉｅｔｙ　ｆｏｒ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ、１９８７
年）、１１９０～１２１９頁；ＡＴＣＣ寄託番号２７，３２５）およびそれらの誘導体、
例えば遺伝子型Ｗ３１１０　ＡｆｈｕＡ（ＡｔｏｎＡ）ｐｔｒ３　ｌａｃ　Ｉｑ　ｌａｃ
Ｌ８　ＡｏｍｐＴＡ（ｎｍｐｃ－ｆｅｐＥ）ｄｅｇＰ４１ｋａｎＲを有する３３Ｄ３株（
米国特許第５，６３９，６３５号）などが挙げられる。他の株およびそれらの誘導体、例
えばＥ．ｃｏｌｉ　２９４（ＡＴＣＣ３１４４６）、Ｅ．ｃｏｌｉ　Ｂ、Ｅ．ｃｏｌｉｘ

１７７６（ＡＴＣＣ３１５３７）および£　ｃｏｌｉ　ＲＶ３０８（ＡＴＣＣ３１６０８
）なども好適である。ある特定の実施形態において、Ｅ．ｃｏｌｉ　Ａｌｐｐが特に有用
である。これらの例は、限定というより例示である。既定の遺伝子型を有する上述の細菌
のいずれかの誘導体を構築するための方法は当該分野において公知であり、例えば、Ｂａ
ｓｓら、Ｐｒｏｔｅｉｎｓ、８巻：３０９～３１４頁（１９９０年）に記載されている。
一般的に、細菌の細胞におけるレプリコンの再現可能性を考慮して適切な細菌を選択する
ことが必要である。例えば、周知のプラスミド、例えばｐＢＲ３２２、ｐＢＲ３２５、ｐ
ＡＣＹＣ１７７、またはｐＫＮ４１０などを使用してレプリコンを供給する場合、£　ｃ
ｏｌｉ、Ｓｅｒｒａｔｉａ、またはＳａｌｍｏｎｅｌｌａ種を宿主として好適に使用する
ことができる。典型的には、宿主細胞は、最小量のタンパク質分解酵素を分泌すべきであ
り、望ましくは、細胞培養物に追加のプロテアーゼ阻害剤を組み込ませてもよい。
【０１５８】
　宿主細胞は、上述した発現ベクターで形質転換され、プロモーターを誘導したり、形質
転換体を選択したり、または所望の配列をコードする遺伝子を増幅したりするために適宜
改変された従来の栄養培地中で培養される。
【０１５９】
　形質転換は、染色体外エレメントとして、または染色体組み込み体（ｃｈｒｏｍｏｓｏ
ｍａｌ　ｉｎｔｅｇｒａｎｔ）によってのいずれかでＤＮＡが複製可能になるように、Ｄ
ＮＡを原核生物宿主に導入することを意味する。使用される宿主細胞に応じて、形質転換
は、このような細胞に適切な標準的な技術を使用してなされる。実質的な細胞壁バリアを
含有する細菌細胞には、一般的に、塩化カルシウムを採用するカルシウム処理が使用され
る。形質転換のための別の方法は、ポリエチレングリコール／ＤＭＳＯを採用する。使用
されるさらに別の技術は、エレクトロポレーションである。
【０１６０】
　本発明のポリペプチドを産生するのに使用される原核細胞は、当該分野において公知の
、選択された宿主細胞の培養に好適な培地中で成長させる。好適な培地の例としては、必
要な栄養素補充物質を加えたルリアブロス（ＬＢ）が挙げられる。ある特定の実施形態に
おいて、培地は、発現ベクターを含有する原核細胞の成長を選択的に許容するための、発
現ベクターの構築に基づき選択される選択薬剤（ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ　ａｇｅｎｔ）も含
有する。例えば、アンピシリンは、アンピシリン耐性遺伝子を発現する細胞の成長のため
に培地に添加される。
【０１６１】
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　炭素、窒素、および無機ホスフェートの供給源以外のあらゆる必要な補充物質が、適切
な濃度で含まれていてもよく、これらは、単独で、または別の補充物質または培地との混
合物、例えば複合窒素源などとして導入される。任意選択で、培養培地は、グルタチオン
、システイン、シスタミン、チオグリコレート、ジチオエリトリトールおよびジチオスレ
イトールからなる群より選択される１つまたは複数の還元剤を含有していてもよい。
【０１６２】
　原核生物宿主細胞は、好適な温度で培養される。Ｅ．ｃｏｌｉの成長の場合、温度は、
例えば、約２０℃から約３９℃、または約２５℃から約３７℃の範囲である。ある特定の
実施形態において、温度は、約３０℃である。培地のｐＨは、主として宿主生物に応じて
、約５から約９の範囲のいずれのｐＨであってもよい。Ｅ．ｃｏｌｉの場合、ｐＨは、好
ましくは約６．８から約７．４であり、より好ましくは約７．０である。
【０１６３】
　発現ベクターで誘導性プロモーターが使用される場合、タンパク質発現は、プロモータ
ーの活性化に好適な条件下で誘導される。ある特定の実施形態において、ＰｈｏＡプロモ
ーターは、ポリペプチドの転写を制御するために使用される。したがって、形質転換宿主
細胞は、誘導のためにホスフェートを制限した培地中で培養される。好ましくは、ホスフ
ェートを制限した培地は、Ｃ．Ｒ．Ａ．Ｐ培地である（例えば、Ｓｉｍｍｏｎｓら、Ｊ．
　Ｉｍｍｕｎｏｌ．　Ｍｅｔｈｏｄｓ（２００２年）、２６３巻：１３３～１４７頁を参
照）。当該分野において公知の通り、採用されるベクター構築物に従って様々な他の誘導
物質を使用することができる。
【０１６４】
　ある特定の実施形態において、第１および第２の抗体を含有する宿主細胞は、別々に培
養され、発現された本発明のポリペプチドが、宿主細胞のペリプラズムに分泌され、それ
から別々に回収される。ある特定の実施形態において、第１および第２の抗体を含有する
宿主細胞は、別々に培養され、抗体を単離する前に、２つの宿主細胞培養物が一緒に混合
され、細胞がペレット化される。ある特定の実施形態において、第１および第２の抗体を
含有する宿主細胞は、別々に培養され、遠心分離され、別々に再懸濁され、次いで抗体を
単離する前に一緒に混合される。ある特定の実施形態において、第１および第２の抗体を
含有する宿主細胞は、同じ培養容器中で一緒に培養される。典型的に、タンパク質の回収
は、一般的に浸透圧性ショック、超音波処理または溶解のような手段によって微生物の細
胞膜を破壊することを含む。細胞を破壊したら、遠心分離または濾過によって細胞残屑ま
たは全細胞を除去してもよい。例えば親和性樹脂クロマトグラフィーによってタンパク質
をさらに精製してもよい。代替として、タンパク質を培養培地に移してその中で単離して
もよい。産生されたタンパク質をさらに精製するために、細胞を培養物から除去して、培
養上清を濾過し、濃縮してもよい。発現されたポリペプチドをさらに、例えばポリアクリ
ルアミドゲル電気泳動（ＰＡＧＥ）およびウェスタンブロットアッセイなどの一般的に公
知の方法を使用して、単離し同定してもよい。単離されたポリペプチドは、ヘテロ多量体
タンパク質を産生するのに使用される。
【０１６５】
　ある特定の実施形態において、二重特異性抗体の産生は、発酵プロセスによって大量に
行われる。様々なラージスケールの流加培養の発酵手順を、組換えタンパク質の産生に利
用することができる。ラージスケールの発酵は、少なくとも１０００リットルの容量、好
ましくは約１，０００から１００，０００リットルの容量を有する。これらの発酵槽は、
酸素および栄養素、特にグルコース（好ましい炭素／エネルギー源）を分散させるために
、攪拌機のインペラーを使用する。スモールスケールの発酵は、一般的に、容積がおよそ
１００リットル以下の発酵槽での発酵を指し、容積は、約１リットルから約１００リット
ルの範囲であってもよい。
【０１６６】
　発酵プロセスにおいて、タンパク質発現の誘導は、典型的には、細胞が、好適な条件下
で、所望の密度、例えば細胞がこの段階で初期の定常期にある約１８０～２２０のＯＤ５
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５０まで成長した後に開始される。当該分野において公知のように、かつ上述したように
、採用されるベクター構築物に従って様々な誘導物質を使用することができる。細胞は、
誘導の前に、より短い期間で成長させてもよい。細胞は、通常、約１２～５０時間で誘導
されるが、それより長いまたは短い誘導時間が使用される場合もある。
【０１６７】
　本明細書に記載される二重特異性抗体の産生収量および品質を改善するために、様々な
発酵条件を改変することができる。例えば、分泌された二重特異性抗体の適した集合およ
びフォールディングを改善するために、シャペロンタンパク質、例えばＤｓｂタンパク質
（ＤｓｂＡ、ＤｓｂＢ、ＤｓｂＣ、ＤｓｂＤおよびまたはＤｓｂＧ）またはＦｋｐＡ（シ
ャペロン活性を有するペプチジルプロリルシストランスイソメラーゼ）を過剰発現する追
加のベクターを使用して、宿主原核細胞を共形質転換させることができる。シャペロンタ
ンパク質は、細菌の宿主細胞で産生された異種タンパク質の適したフォールディングおよ
び溶解性を促進することが実証されている。Ｃｈｅｎら、（１９９９年）Ｊ　Ｂｉｏ　Ｃ
ｈｅｍ　２７４巻：１９６０１～１９６０５頁；Ｇｅｏｒｇｉｏｕら、米国特許第６，０
８３，７１５号；Ｇｅｏｒｇｉｏｕら、米国特許第６，０２７，８８８号；Ｂｏｔｈｍａ
ｎｎおよびＰｌｕｃｋｔｈｕｎ（２０００年）Ｊ．　Ｂｉｏｌ．　Ｃｈｅｍ．　２７５巻
：１７１００～１７１０５頁；ＲａｍｍおよびＰｌｕｃｋｔｈｕｎ（２０００年）Ｊ．　
Ｂｉｏｌ．　Ｃｈｅｍ．　２７５巻：１７１０６～１７１１３頁；Ａｒｉｅら、（２００
１年）Ｍｏｌ．　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．　３９巻：１９９～２１０頁。
【０１６８】
　発現された二重特異性抗体（特にタンパク質分解を受けやすいもの）のタンパク質分解
を最小化するために、タンパク質分解酵素が欠乏した特定の宿主株を本発明のために使用
することができる。例えば、プロテアーゼＩＩＩ、ＯｍｐＴ、ＤｅｇＰ、Ｔｓｐ、プロテ
アーゼＩ、プロテアーゼＭｉ、プロテアーゼＶ、プロテアーゼＶＩおよびそれらの組み合
わせなどの公知の細菌プロテアーゼをコードする遺伝子に遺伝子変異がなされるように、
宿主細胞株を改変することができる。いくつかのＥ．ｃｏｌｉプロテアーゼが欠乏した株
が利用可能であり、例えば、Ｊｏｌｙら、（１９９８年）、Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔｌ．　Ａ
ｃａｄ．　Ｓｃｉ．　ＵＳＡ　９５巻：２７７３～２７７７頁；Ｇｅｏｒｇｉｏｕら、米
国特許第５，２６４，３６５号；Ｇｅｏｒｇｉｏｕら、米国特許第５，５０８，１９２号
；Ｈａｒａら、Ｍｉｃｒｏｂｉａｌ　Ｄｒｕｇ　Ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ、２巻：６３～７
２頁（１９９６年）に記載されている。
【０１６９】
　ある特定の実施形態において、タンパク質分解酵素が欠乏しており、１つまたは複数の
シャペロンタンパク質を過剰発現するプラスミドで形質転換されたＥ．ｃｏｌｉ株を、本
発明の発現系における宿主細胞として使用した。第２の実施形態において、Ｅ．ｃｏｌｉ
株は、外膜のリポタンパク質が欠乏している（ΔΙρρ）。
【０１７０】
　ある特定の実施形態において、さらなるアッセイおよび使用のために、本明細書におい
て産生された二重特異性抗体をさらに精製して、実質的に均一な調製物を得る。当該分野
において公知の標準的なタンパク質精製方法を採用することができる。以下の手順は、好
適な精製手順の例示である：免疫親和性またはイオン交換カラムでの分画、エタノール沈
殿、逆相ＨＰＬＣ、シリカまたはＤＥＡＥなどのカチオン交換樹脂でのクロマトグラフィ
ー、クロマトフォーカシング（ｃｈｒｏｍａｔｏｆｏｃｕｓｉｎｇ）、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ
、硫酸アンモニウム沈殿、および例えばＳｅｐｈａｄｅｘ　Ｇ－７５を使用するゲル濾過
。
【０１７１】
　ある特定の実施形態において、固相に固定されたプロテインＡは、例えば本発明の全長
抗体産物の免疫親和性精製に使用される。プロテインＡは、高親和性で抗体のＦｃ領域に
結合する、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ由来の４１ｋＤの細胞壁タンパ
ク質である。Ｌｉｎｄｍａｒｋら、（１９８３年）Ｊ．　Ｉｍｍｕｎｏｌ．　Ｍｅｔｈ．
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　６２巻：１～１３頁。プロテインＡが固定されている固相は、好ましくはガラスまたは
シリカ表面を含むカラムであり、より好ましくは制御多孔質ガラスカラム（ｃｏｎｔｒｏ
ｌｌｅｄ　ｐｏｒｅ　ｇｌａｓｓ　ｃｏｌｕｍｎ）またはケイ酸カラムである。いくつか
の適用において、カラムは、汚染物質の非特異的な接着を防ぐために、例えばグリセロー
ルなどの試薬でコーティングされている。
【０１７２】
　精製の第１のステップとして、プロテインＡが固定された固相上に、上述したような細
胞培養由来の調製物を適用して、目的の抗体をプロテインＡに特異的に結合させる。次い
で固相を洗浄して、固相に非特異的に結合した汚染物質を除去する。固相から溶出によっ
て二重特異性抗体を回収する。
【０１７３】
　真核宿主細胞
　ベクター構成要素としては、一般的に、これらに限定されないが、以下：シグナル配列
、複製起点、１つまたは複数のマーカー遺伝子、エンハンサーエレメント、プロモーター
、および転写終結配列の１つまたは複数が挙げられる。
【０１７４】
　真核宿主細胞で使用するためのベクターはまた、目的の成熟タンパク質またはポリペプ
チドのＮ末端に特異的な切断部位を有する、シグナル配列または他のポリペプチドを含有
していてもよい。選択された異種シグナル配列は、好ましくは、宿主細胞によって認識さ
れプロセシングされる（すなわち、シグナルペプチダーゼによって切断される）ものであ
る。哺乳動物細胞発現において、哺乳動物シグナル配列に加えて、ウイルスの分泌リーダ
ー、例えば、単純ヘルペスのｇＤシグナルが利用可能である。このような前駆体領域に関
するＤＮＡは、リーディングフレーム中で所望のヘテロ多量体タンパク質（例えば、抗体
）をコードするＤＮＡにライゲーションされる。
【０１７５】
　一般的に、複製起点構成要素は、哺乳動物発現ベクターに必要ではない。例えば、ＳＶ
４０起点を典型的に使用することができるが、これは単にＳＶ４０起点が初期プロモータ
ーを含有するためである。
【０１７６】
　発現およびクローニングベクターは、選択可能マーカーとも称される選択遺伝子を含有
していてもよい。典型的な選択遺伝子は、（ａ）抗生物質または他の毒素、例えば、アン
ピシリン、ネオマイシン、メトトレキセート、またはテトラサイクリンに対する耐性を付
与するタンパク質、（ｂ）関連する場合、栄養要求性の欠乏を補完するタンパク質、また
は（ｃ）複合培地から利用できない重要な栄養素を供給するタンパク質をコードする。
【０１７７】
　選択スキームの一例は、宿主細胞の成長を停止するための薬物を利用する。異種遺伝子
でうまく形質転換された細胞は、薬物耐性を付与するタンパク質を産生することから、選
択レジメンから生き残る。このような優勢な選択の例は、薬物のネオマイシン、ミコフェ
ノール酸およびハイグロマイシンを使用する。
【０１７８】
　哺乳動物細胞に好適な選択可能マーカーの別の例は、抗体の核酸を取り込む能力がある
細胞の同定を可能にするものであり、例えばＤＨＦＲ、チミジンキナーゼ、メタロチオネ
イン－Ｉおよび－ＩＩ、好ましくは霊長類メタロチオネイン遺伝子、アデノシンデアミナ
ーゼ、オルニチンデカルボキシラーゼなどである。
【０１７９】
　例えば、ＤＨＦＲ選択遺伝子で形質転換された細胞は、まず、ＤＨＦＲの競合アンタゴ
ニストであるメトトレキセート（Ｍｔｘ）を含有する培養培地中で形質転換体の全てを培
養することによって同定される。野生型ＤＨＦＲが採用される場合に適切な宿主細胞は、
ＤＨＦＲ活性が欠乏したチャイニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）細胞株（例えば、ＡＴＣ
Ｃ　ＣＲＬ－９０９６）である。
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【０１８０】
　代替として、抗体、野生型ＤＨＦＲタンパク質、および別の選択可能マーカー、例えば
アミノグリコシド３’－ホスホトランスフェラーゼ（ＡＰＨ）などをコードするＤＮＡ配
列で形質転換または共形質転換した宿主細胞（特に内因性ＤＨＦＲを含有する野生型宿主
）は、選択可能マーカーでの選択薬剤、例えばアミノグリコシド系抗生物質、例えば、カ
ナマイシン、ネオマイシン、またはＧ４１８などを含有する培地中で細胞を成長させるこ
とによって選択することができる。例えば、米国特許第４，９６５，１９９号を参照され
たい。
【０１８１】
　発現およびクローニングベクターは通常、宿主生物によって認識され、所望の核酸に作
動可能に連結しているプロモーターを含有する。真核生物に関して、プロモーター配列は
公知である。実質的に全ての真核生物遺伝子が、転写開始部位からおよそ２５から３０塩
基上流に配置されたＡＴリッチ領域を有する。多くの遺伝子の転写開始から７０から８０
塩基上流で見出される別の配列は、ＣＮＣＡＡＴ領域（式中Ｎは、あらゆるヌクレオチド
であり得る）である。ほとんどの真核生物遺伝子の３’末端に、コード配列の３’末端に
ポリＡテールを付加するためのシグナルであり得るＡＡＴＡＡＡ配列がある。これらの配
列の全ては、好適には、真核生物の発現ベクターに挿入されている。
【０１８２】
　哺乳動物宿主細胞におけるベクターからの所望のポリペプチド（例えば、二重特異性抗
体）の転写は、例えば、ポリオーマウイルス、鶏痘ウイルス、アデノウイルス（例えばア
デノウイルス２など）、ウシパピローマウイルス、トリ肉腫ウイルス、サイトメガロウイ
ルス、レトロウイルス、Ｂ型肝炎ウイルスおよびシミアンウイルス４０（ＳＶ４０）など
のウイルスのゲノムから得られたプロモーターによって、異種哺乳動物プロモーター、例
えばアクチンプロモーターもしくは免疫グロブリンプロモーター、または熱ショックプロ
モーター由来のプロモーターによって制御され、ただしこのようなプロモーターは、宿主
細胞系に適合している。
【０１８３】
　ＳＶ４０ウイルスの初期および後期プロモーターは、ＳＶ４０ウイルス複製起点も含有
するＳＶ４０制限断片として都合よく得られる。ヒトサイトメガロウイルスの前初期プロ
モーターは、Ｈｉｎｄ１１１Ｅ制限断片として都合よく得られる。米国特許第４，４１９
，４４６号に、ベクターとしてウシパピローマウイルスを使用して哺乳動物宿主中でＤＮ
Ａを発現するための系が開示されている。米国特許第４，６０１，９７８号に、この系の
改変が記載されている。また、単純ヘルペスウイルス由来のチミジンキナーゼプロモータ
ーの制御下におけるマウス細胞におけるヒトβ－インターフェロンｃＤＮＡの発現につい
ては、Ｒｅｙｅｓら、Ｎａｔｕｒｅ　２９７巻：５９８～６０１頁（１９８２年）も参照
されたい。代替として、ラウス肉腫ウイルスの末端反復配列（ｌｏｎｇ　ｔｅｒｍｉｎａ
ｌ　ｒｅｐｅａｔ）をプロモーターとして使用することができる。
【０１８４】
　高等真核生物による所望の抗体をコードするＤＮＡの転写は、ベクターにエンハンサー
配列を挿入することによって増加させることができる。現在、哺乳動物遺伝子（例えば、
グロビン、エラスターゼ、アルブミン、ａ－フェトプロテイン、およびインスリン遺伝子
）由来の多くのエンハンサー配列が公知である。また、真核細胞ウイルス由来のエンハン
サーも使用することができる。例としては、複製起点の後期側におけるＳＶ４０エンハン
サー（ｂｐ１００～２７０）、サイトメガロウイルス初期プロモーターエンハンサー、複
製起点の後期側におけるポリオーマエンハンサー、およびアデノウイルスエンハンサーが
挙げられる。また、真核生物プロモーターの活性化を強化するためのエレメントの説明に
関しては、Ｙａｎｉｖ、Ｎａｔｕｒｅ　２９７巻：１７～１８頁（１９８２年）も参照さ
れたい。エンハンサーは、強化が達成されるという条件で、抗体のポリペプチドコード配
列に対して５’位または３’位でベクターにスプライシングされ得るが、一般的にプロモ
ーターから５’の部位に配置される。
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【０１８５】
　真核宿主細胞で使用される発現ベクターは、典型的には、転写の終結およびｍＲＮＡの
安定化のために必要な配列も含有する。このような配列は、一般的に、５’、場合によっ
ては３’の真核生物またはウイルスのＤＮＡまたはｃＤＮＡの非翻訳領域から入手可能で
ある。これらの領域は、抗体をコードするｍＲＮＡの非翻訳部分中に、ポリアデニル化断
片として転写されたヌクレオチドセグメントを含有する。１つの有用な転写終結構成要素
は、ウシ成長ホルモンポリアデニル化領域である。ＷＯ９４／１１０２６およびそこで開
示された発現ベクターを参照されたい。
【０１８６】
　本明細書におけるベクター中のＤＮＡをクローニングまたは発現するのに好適な宿主細
胞としては、本明細書に記載される高等真核生物細胞、例えば脊椎動物宿主細胞などが挙
げられる。培養（組織培養）での脊椎動物細胞の増殖は、慣例的手順になっている。有用
な哺乳動物宿主細胞株の例は、ＳＶ４０で形質転換したサル腎臓ＣＶ１株（ＣＯＳ－７、
ＡＴＣＣ　ＣＲＬ１６５１）；ヒト胎児腎臓株（懸濁培養での成長のためにサブクローニ
ングされた２９３または２９３細胞、Ｇｒａｈａｍら、Ｊ．　Ｇｅｎ　Ｖｉｒｏｌ．３６
巻：５９号（１９７７年））；ベビーハムスター腎臓細胞（ＢＨＫ、ＡＴＣＣ　ＣＣＬ１
０）；チャイニーズハムスター卵巣細胞／－ＤＨＦＲ（ＣＨＯ、Ｕｒｌａｕｂら、Ｐｒｏ
ｃ．　Ｎａｔｌ．　Ａｃａｄ．　Ｓｃｉ．　ＵＳＡ　７７巻：４２１６号（１９８０年）
）；マウスセルトリ細胞（ＴＭ４、Ｍａｔｈｅｒ、Ｂｉｏｌ．　Ｒｅｐｒｏｄ．　２３巻
：２４３～２５１頁（１９８０年））；サル腎臓細胞（ＣＶ１　ＡＴＣＣ　ＣＣＬ７０）
；アフリカミドリザル腎臓細胞（ＶＥＲＯ－７６、ＡＴＣＣ　ＣＲＬ－１５８７）；ヒト
子宮頸癌細胞（ＨＥＬＡ、ＡＴＣＣ　ＣＣＬ２）；イヌ腎臓細胞（ＭＤＣＫ、ＡＴＣＣ　
ＣＣＬ３４）；バッファローラット肝臓細胞（ＢＲＬ３Ａ、ＡＴＣＣ　ＣＲＬ１４４２）
；ヒト肺細胞（Ｗ１３８、ＡＴＣＣ　ＣＣＬ７５）；ヒト肝臓細胞（Ｈｅｐ　Ｇ２、ＨＢ
８０６５）；マウス乳がん（ＭＭＴ０６０５６２、ＡＴＣＣ　ＣＣＬ５１）；ＴＲＩ細胞
（Ｍａｔｈｅｒら、Ａｎｎａｌｓ　Ｎ．　Ｙ．　Ａｃａｄ．　Ｓｃｉ．　３８３巻：４４
～６８頁（１９８２年））；ＭＲＣ５細胞；ＦＳ４細胞；およびヒト肝癌株（ＨｅｐＧ２
）である。
【０１８７】
　宿主細胞は、所望のポリペプチド（例えば、二重特異性抗体）産生のために上述した発
現またはクローニングベクターで形質転換され、プロモーターを誘導したり、形質転換体
を選択したり、または所望の配列をコードする遺伝子を増幅したりするために適宜改変さ
れた従来の栄養培地中で培養される。
【０１８８】
　所望のポリペプチド（例えば、二重特異性抗体）を産生するのに使用される宿主細胞は
、様々な培地で培養することができる。市販の培地、例えばハムＦ１０（Ｓｉｇｍａ）、
最小必須培地（（ＭＥＭ）、（Ｓｉｇｍａ）、ＲＰＭＩ－１６４０（Ｓｉｇｍａ）、およ
びダルベッコ改変イーグル培地（（ＤＭＥＭ）、Ｓｉｇｍａ）などが、宿主細胞の培養に
好適である。加えて、Ｈａｍら、Ｍｅｔｈ．　Ｅｎｚ．５８巻：４４号（１９７９年）、
Ｂａｒｎｅｓら、Ａｎａｌ．　Ｂｉｏｃｈｅｍ．　１０２巻：２５５号（１９８０年）、
米国特許第４，７６７，７０４号；４，６５７，８６６号；４，９２７，７６２号；４，
５６０，６５５号；もしくは５，１２２，４６９号；ＷＯ９０／０３４３０；ＷＯ８７／
００１９５；または米国特許再発行第３０，９８５号に記載される培地のいずれかを、宿
主細胞のための培養培地として使用することができる。これらの培地のいずれかに、必要
に応じて、ホルモンおよび／または他の成長因子（例えばインスリン、トランスフェリン
、または上皮成長因子など）、塩（例えば塩化ナトリウム、カルシウム、マグネシウム、
およびホスフェートなど）、緩衝液（例えばＨＥＰＥＳなど）、ヌクレオチド（例えばア
デノシンおよびチミジンなど）、抗生物質（例えばＧＥＮＴＡＭＹＣＩＮ（商標）薬物な
ど）、微量元素（通常マイクロモル範囲の最終濃度で存在する無機化合物と定義される）
、およびグルコースまたは同等のエネルギー源が補充されていてもよい。また他のあらゆ



(59) JP 2019-503172 A5 2020.2.13

る必要な補充物質が、当業者に公知であろう適切な濃度で含まれていてもよい。培養条件
、例えば温度、ｐＨなどは、発現のために選択された宿主細胞でこれまでに使用されたも
のであり、当業者には明らかであろう。
【０１８９】
　組換え技術を使用する場合、二重特異性抗体は、細胞内で産生させることもできるし、
または培地に直接分泌させることもできる。第１のステップとして、二重特異性抗体が細
胞内で産生される場合、宿主細胞または溶解した断片のいずれかである微粒子残屑を、例
えば遠心分離または限外濾過によって除去する。二重特異性抗体が培地に分泌される場合
、このような発現系からの上清は、一般的に、市販のタンパク質濃縮フィルター、例えば
ＡｍｉｃｏｎまたはＭｉｌｌｉｐｏｒｅ　Ｐｅｌｌｉｃｏｎ限外濾過ユニットを使用して
まず濃縮される。タンパク質分解を阻害するために、プロテアーゼ阻害剤、例えばＰＭＳ
Ｆなどが、前述のステップのいずれかに含まれてもよいし、偶発的な汚染物質の成長を防
ぐために、抗生物質が含まれてもよい。
【０１９０】
　細胞から調製された二重特異性組成物は、例えば、ヒドロキシルアパタイトクロマトグ
ラフィー、ゲル電気泳動、透析、およびアフィニティークロマトグラフィーを使用して精
製することができる。プロテインＡの親和性リガンドとしての適性は、抗体中に存在する
いずれかの免疫グロブリンＦｃドメインの種およびアイソタイプに依存する。プロテイン
Ａは、ヒトγ１、γ２、またはγ４重鎖をベースとする抗体を精製するのに使用すること
ができる（Ｌｉｎｄｍａｒｋら、Ｊ．　Ｉｍｍｕｎｏｌ．　Ｍｅｔｈ．　６２巻：１～１
３頁（１９８３年））。プロテインＧは、全てのマウスアイソタイプおよびヒトγ３に推
奨されている（Ｇｕｓｓら、ＥＭＢＯ　Ｊ．　５巻：１５６７～１５７５頁（１９８６年
））。親和性リガンドを結合させたマトリクスは、ほとんどの場合、アガロースであるが
、他のマトリクスも利用可能である。機械的に安定なマトリクス、例えば制御多孔質ガラ
スまたはポリ（スチレンジビニル）ベンゼンなどは、アガロースで達成可能なものより速
い流量およびより短い処理時間を可能にする。抗体がＣＨ３ドメインを含む場合、Ｂａｋ
ｅｒｂｏｎｄ　ＡＢＸ（商標）樹脂（Ｊ．　Ｔ．　Ｂａｋｅｒ、Ｐｈｉｌｌｉｐｓｂｕｒ
ｇ、ＮＪ）が精製に有用である。タンパク質精製のための他の技術、例えばイオン交換カ
ラムでの分画、エタノール沈殿、逆相ＨＰＬＣ、シリカでのクロマトグラフィー、ヘパリ
ンＳＥＰＨＡＲＯＳＥ（商標）でのクロマトグラフィー、アニオンまたはカチオン交換樹
脂（例えばポリアスパラギン酸カラムなど）でのクロマトグラフィー、クロマトフォーカ
シング、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ、および硫酸アンモニウム沈殿なども、回収される抗体に応じ
て利用可能である。
【０１９１】
　いずれの予備的な精製ステップの後でも、目的の抗体および汚染物質を含む混合物は、
約２．５～４．５のｐＨで溶出緩衝液を使用した、好ましくは低い塩濃度（例えば、約０
～０．２５Ｍの塩から）で実行される低ｐＨの疎水性相互作用クロマトグラフィーに供す
ることができる。二重特異性抗体の産生は、（前述の特定の方法のいずれかの）代替とし
て、またはそれに加えて、ポリペプチドの混合物を含む溶液を透析することを含んでいて
もよい。
【０１９２】
　組換えバキュロウイルスは、例えばリポフェクチン（ＧＩＢＣＯ－ＢＲＬから市販され
ている）を使用して、昆虫細胞、例えばＳｐｏｄｏｐｔｅｒａ　ｆｒｕｇｉｐｅｒｄａ細
胞（例えば、Ｓｆ９細胞；ＡＴＣＣ　ＣＲＬ１７１１）またはＤｒｏｓｏｐｈｉｌａ　ｍ
ｅｌａｎｏｇａｓｔｅｒ　Ｓ２細胞などに、抗体または抗体断片をコードするプラスミド
とＢａｃｕｌｏＧｏｌｄ（商標）ウイルスＤＮＡ（Ｐｈａｒｍｉｎｇｅｎ）とを共にトラ
ンスフェクトすることによって生成することができる。特定の例において、抗体配列は、
バキュロウイルス発現ベクター内に含有されているエピトープタグの上流で融合される。
このようなエピトープタグとしては、ポリ－Ｈｉｓタグが挙げられる。例えば市販のプラ
スミド、例えばｐＶＬ１３９３（Ｎｏｖａｇｅｎ）またはｐＡｃＧＰ６７Ｂ（Ｐｈａｒｍ
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ｉｎｇｅｎ）に由来するプラスミドなどの様々なプラスミドを採用することができる。簡
単に言えば、抗体またはその断片をコードする配列は、５’および３’領域に相補的なプ
ライマーを用いたＰＣＲによって増幅することができる。５’プライマーは、隣接する（
選択された）制限酵素部位を組み込んでいてもよい。次いでその産物を選択された制限酵
素で消化し、発現ベクターにサブクローニングしてもよい。
【０１９３】
　発現ベクターでのトランスフェクションの後、宿主細胞（例えば、Ｓｆ９細胞）を２８
℃で４～５日インキュベートし、放出されたウイルスを採取し、さらなる増幅に使用する
。ウイルス感染およびタンパク質発現は、例えば、Ｏ’Ｒｅｉｌｌｅｙら、（Ｂａｃｕｌ
ｏｖｉｒｕｓ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｖｅｃｔｏｒｓ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍ
ａｎｕａｌ．　Ｏｘｆｏｒｄ：Ｏｘｆｏｒｄ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　Ｐｒｅｓｓ（１９
９４年））によって記載されたようにして実行することができる。
【０１９４】
　次いで、発現されたポリ－Ｈｉｓタグを有する抗体は、例えば、Ｎｉ２＋－キレートア
フィニティークロマトグラフィーによって以下のようにして精製することができる。抽出
物は、Ｒｕｐｅｒｔら（Ｎａｔｕｒｅ　３６２巻：１７５～１７９頁（１９９３年））に
より記載されるようにして組換えウイルスで感染させたＳｆ９細胞から調製することがで
きる。簡単に言えば、Ｓｆ９細胞を洗浄し、超音波処理緩衝液（２５ｍＬのＨＥＰＥＳ、
ｐＨ７．９；１２．５ｍＭのＭｇＣｌ２；０．１ｍＭのＥＤＴＡ；１０％グリセロール；
０．１％ＮＰ－４０；０．４ＭのＫＣｌ）に再懸濁し、氷上で２０秒間、２回超音波処理
する。超音波処理物（ｓｏｎｉｃａｔｅ）を遠心分離によって清澄化し、上清をローディ
ング緩衝液（５０ｍＭのホスフェート；３００ｍＭのＮａＣｌ；１０％グリセロール、ｐ
Ｈ７．８）で５０倍に希釈し、０．４５μｍのフィルターに通過させて濾過する。Ｎｉ２
＋－ＮＴＡアガロースカラム（Ｑｉａｇｅｎから市販されている）を５ｍＬのベッド体積
で調製し、２５ｍＬの水で洗浄し、２５ｍＬのローディング緩衝液で平衡化する。濾過し
た細胞抽出物を毎分０．５ｍＬでカラムにローディングする。カラムをＡ２８０のベース
ラインまでローディング緩衝液で洗浄し、その時点で画分の収集を開始する。次にカラム
を二次洗浄緩衝液（５０ｍＭのホスフェート；３００ｍＭのＮａＣｌ；１０％グリセロー
ル、ｐＨ６．０）で洗浄し、非特異的に結合したタンパク質を溶出させる。Ａ２８０のベ
ースラインに再度到達した後、カラムを、二次洗浄緩衝液中の０から５００ｍＭのイミダ
ゾール勾配で展開する。１ｍＬの画分を収集し、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ、および銀染色または
アルカリホスファターゼにコンジュゲートしたＮｉ２＋－ＮＴＡ（Ｑｉａｇｅｎ）でのウ
ェスタンブロットによって分析する。溶出したＨｉｓ１０－タグを有する抗体を含有する
画分をプールし、ローディング緩衝液に対して透析する。
【０１９５】
　代替として、抗体の精製は、公知のクロマトグラフィー技術、例えばプロテインＡまた
はプロテインＧカラムクロマトグラフィーなどを使用して実行することができる。一実施
形態において、目的の抗体は、カラムの固相から、カオトロピック剤または温和な洗浄剤
を含有する溶液への溶出によって回収することができる。例示的なカオトロピック剤およ
び温和な洗浄剤としては、これらに限定されないが、グアニジン－ＨＣｌ、尿素、過塩素
酸リチウム（ｌｉｔｈｉｕｍ　ｐｅｒｃｌｏｒａｔｅ）、アルギニン、ヒスチジン、ＳＤ
Ｓ（ドデシル硫酸ナトリウム）、Ｔｗｅｅｎ、Ｔｒｉｔｏｎ、およびＮＰ－４０が挙げら
れ、これらはいずれも市販されている。
【０１９６】
　標的分子
　本明細書に記載される二重特異性抗体によって標的化することができる分子の例として
は、これらに限定されないが、可溶性血清タンパク質およびその受容体、ならびに他の膜
結合タンパク質（例えば、アドヘシン）が挙げられる。可溶性抗原またはその断片は、任
意選択で他の分子にコンジュゲートしていてもよく、抗体を生成するための免疫原として
使用することができる。膜貫通分子、例えば受容体の場合、これらの断片（例えば、受容
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体の細胞外ドメイン）を免疫原として使用することができる。代替として、膜貫通分子を
発現する細胞を免疫原として使用することができる。このような細胞は、天然の供給源（
例えば、がん細胞株）由来であってもよいし、または膜貫通分子を発現するように組換え
技術で形質転換した細胞であってもよい。他の抗原およびその抗体調製に有用な形態は、
当業者に明らかであろう。
【０１９７】
　ある特定の実施形態において、本明細書に記載される二重特異性抗体は、ＢＭＰ１、Ｂ
ＭＰ２、ＢＭＰ３Ｂ（ＧＤＦ１０）、ＢＭＰ４、ＢＭＰ６、ＢＭＰ８、ＣＳＦ１（Ｍ－Ｃ
ＳＦ）、ＣＳＦ２（ＧＭ－ＣＳＦ）、ＣＳＦ３（Ｇ－ＣＳＦ）、ＥＰＯ、ＦＧＦ１（ａＦ
ＧＦ）、ＦＧＦ２（ｂＦＧＦ）、ＦＧＦ３（ｉｎｔ－２）、ＦＧＦ４（ＨＳＴ）、ＦＧＦ
５、ＦＧＦ６（ＨＳＴ－２）、ＦＧＦ７（ＫＧＦ）、ＦＧＦ９、ＦＧＦ１０、ＦＧＦ１１
、ＦＧＦ１２、ＦＧＦ１２Ｂ、ＦＧＦ１４、ＦＧＦ１６、ＦＧＦ１７、ＦＧＦ１９、ＦＧ
Ｆ２０、ＦＧＦ２１、ＦＧＦ２３、ＩＧＦ１、ＩＧＦ２、ＩＦＮＡＩ、ＩＦＮＡ２、ＩＦ
ＮＡ４、ＩＦＮＡ５、ＩＦＮＡ６、ＩＦＮＡ７、ＩＦＮＢＩ、ＩＦＮＧ、ＩＦＮＷＩ、Ｆ
ＥＬＩ、ＦＥＬＩ（ＥＰＳＥＬＯＮ）、ＦＥＬＩ（ＺＥＴＡ）、ＩＬＩＡ、ＩＬＩＢ、Ｉ
Ｌ２、ＩＬ３、ＩＬ４、ＩＬ５、ＩＬ６、ＩＬ７、ＩＬ８、ＩＬ９、ＩＬ１０、ＩＬ１１
、ＩＬ１２Ａ、ＩＬ１２Ｂ、ＩＬ１３、ＩＬ１４、ＩＬ１５、ＩＬ１６、ＩＬ１７、ＩＬ
１７Ｂ、ＩＬ１８、ＩＬ１９、ＩＬ２０、ＩＬ２２、ＩＬ２３、ＩＬ２４、ＩＬ２５、Ｉ
Ｌ２６、ＩＬ２７、ＩＬ２８Ａ、ＩＬ２８Ｂ、ＩＬ２９、ＩＬ３０、ＰＤＧＦＡ、ＰＤＧ
ＦＢ、ＴＧＦＡ、ＴＧＦＢ１、ＴＧＦＢ２、ＴＧＦＢ３、ＬＴＡ（ＴＮＦ－ｂ）、ＬＴＢ
、ＴＮＦ（ＴＮＦ－ａ）、ＴＮＦＳＦ４（ＯＸ４０リガンド）、ＴＮＦＳＦ５（ＣＤ４０
リガンド）、ＴＮＦＳＦ６（ＦａｓＬ）、ＴＮＦＳＦ７（ＣＤ２７リガンド）、ＴＮＦＳ
Ｆ８（ＣＤ３０リガンド）、ＴＮＦＳＦ９（４－１ＢＢリガンド）、ＴＮＦＳＦ１０（Ｔ
ＲＡＩＬ）、ＴＮＦＳＦ１１（ＴＲＡＮＣＥ）、ＴＮＦＳＦ１２（ＡＰ０３Ｌ）、ＴＮＦ
ＳＦ１３（Ａｐｒｉｌ）、ＴＮＦＳＦ１３Ｂ、ＴＮＦＳＦ１４（ＨＶＥＭ－Ｌ）、ＴＮＦ
ＳＦ１５（ＶＥＧＩ）、ＴＮＦＳＦ１８、ＨＧＦ（ＶＥＧＦＤ）、ＶＥＧＦ、ＶＥＧＦＢ
、ＶＥＧＦＣ、ＩＬＩＲ１、ＩＬ１Ｒ２、ＩＬ１ＲＬ１、ＩＬ１ＲＬ２、ＩＬ２ＲＡ、Ｉ
Ｌ２ＲＢ、ＩＬ２ＲＧ、ＩＬ３ＲＡ、ＩＬ４Ｒ、ＩＬ５ＲＡ、ＩＬ６Ｒ、ＩＬ７Ｒ、ＩＬ
８ＲＡ、ＩＬ８ＲＢ、ＩＬ９Ｒ、ＩＬ１０ＲＡ、ＩＬ１０ＲＢ、ＩＬ１１ＲＡ、ＩＬ１２
ＲＢ１、ＩＬ１２ＲＢ２、ＩＬ１３ＲＡ１、ＩＬ１３ＲＡ２、ＩＬ１５ＲＡ、ＩＬ１７Ｒ
、ＩＬ１８Ｒ１、ＩＬ２０ＲＡ、ＩＬ２１Ｒ、ＩＬ２２Ｒ、ＩＬ１ＨＹ１、ＩＬ１ＲＡＰ
、ＩＬ１ＲＡＰＬ１、ＩＬ１ＲＡＰＬ２、ＩＬ１ＲＮ、ＩＬ６ＳＴ、ＩＬ１８ＢＰ、ＩＬ
１８ＲＡＰ、ＩＬ２２ＲＡ２、ＡＩＲ、ＨＧＦ、ＬＥＰ（レプチン）、ＰＴＮ、およびＴ
ＨＰＯからなる群より選択される、１つ、２つまたはそれよりも多くのサイトカイン、サ
イトカイン関連タンパク質、およびサイトカイン受容体に結合することが可能である。
【０１９８】
　ある特定の実施形態において、標的分子は、ＣＣＬ１（Ｉ－３０９）、ＣＣＬ２（ＭＣ
Ｐ－１／ＭＣＡＦ）、ＣＣＬ３（ＭＩＰ－１ａ）、ＣＣＬ４（ＭＩＰ－１ｂ）、ＣＣＬ５
（ＲＡＮＴＥＳ）、ＣＣＬ７（ＭＣＰ－３）、ＣＣＬ８（ｍｃｐ－２）、ＣＣＬ１１（エ
オタキシン）、ＣＣＬ１３（ＭＣＰ－４）、ＣＣＬ１５（ＭＩＰ－１ｄ）、ＣＣＬ１６（
ＨＣＣ－４）、ＣＣＬ１７（ＴＡＲＣ）、ＣＣＬ１８（ＰＡＲＣ）、ＣＣＬ１９（ＭＤＰ
－３ｂ）、ＣＣＬ２０（ＭＩＰ－３ａ）、ＣＣＬ２１（ＳＬＣ／エキソダス（ｅｘｏｄｕ
ｓ）－２）、ＣＣＬ２２（ＭＤＣ／ＳＴＣ－Ｉ）、ＣＣＬ２３（ＭＰＩＦ－Ｉ）、ＣＣＬ
２４（ＭＰＩＦ－２／エオタキシン－２）、ＣＣＬ２５（ＴＥＣＫ）、ＣＣＬ２６（エオ
タキシン－３）、ＣＣＬ２７（ＣＴＡＣＫ／ＩＬＣ）、ＣＣＬ２８、ＣＸＣＬ１（ＧＲＯ
１）、ＣＸＣＬ２（ＧＲ０２）、ＣＸＣＬ３（ＧＲ０３）、ＣＸＣＬ５（ＥＮＡ－７８）
、ＣＸＣＬ６（ＧＣＰ－２）、ＣＸＣＬ９（ＭＩＧ）、ＣＸＣＬ１０（ＩＰ１０）、ＣＸ
ＣＬ１１（Ｉ－ＴＡＣ）、ＣＸＣＬ１２（ＳＤＦＩ）、ＣＸＣＬ１３、ＣＸＣＬ１４、Ｃ
ＸＣＬ１６、ＰＦ４（ＣＸＣＬ４）、ＰＰＢＰ（ＣＸＣＬ７）、ＣＸ３ＣＬ１（ＳＣＹＤ
Ｉ）、ＳＣＹＥＩ、ＸＣＬＩ（リンフォタクチン）、ＸＣＬ２（ＳＣＭ－１ｂ）、ＢＬＲ
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１（ＭＤＲ１５）、ＣＣＢＰ２（Ｄ６／ＪＡＢ６１）、ＣＣＲ１（ＣＫＲ１／ＨＭ１４５
）、ＣＣＲ２（ｍｃｐ－１ＲＢ／ＲＡ）、ＣＣＲ３（ＣＫＲ３／ＣＭＫＢＲ３）、ＣＣＲ
４、ＣＣＲ５（ＣＭＫＢＲ５／ＣｈｅｍＲ１３）、ＣＣＲ６（ＣＭＫＢＲ６／ＣＫＲ－Ｌ
３／ＳＴＲＬ２２／ＤＲＹ６）、ＣＣＲ７（ＣＫＲ７／ＥＢＩ１）、ＣＣＲ８（ＣＭＫＢ
Ｒ８／ＴＥＲ１／ＣＫＲ－Ｌ１）、ＣＣＲ９（ＧＰＲ－９－６）、ＣＣＲＬ１（ＶＳＨＫ
１）、ＣＣＲＬ２（Ｌ－ＣＣＲ）、ＸＣＲ１（ＧＰＲ５／ＣＣＸＣＲ１）、ＣＭＫＬＲ１
、ＣＭＫＯＲ１（ＲＤＣ１）、ＣＸ３ＣＲ１（Ｖ２８）、ＣＸＣＲ４、ＧＰＲ２（ＣＣＲ
１０）、ＧＰＲ３１、ＧＰＲ８１（ＦＫＳＧ８０）、ＣＸＣＲ３（ＧＰＲ９／ＣＫＲ－Ｌ
２）、ＣＸＣＲ６（ＴＹＭＳＴＲ／ＳＴＲＬ３３／Ｂｏｎｚｏ）、ＨＭ７４、ＩＬ８ＲＡ
（ＩＬ８Ｒａ）、ＩＬ８ＲＢ（ＩＬ８Ｒｂ）、ＬＴＢ４Ｒ（ＧＰＲ１６）、ＴＣＰ１０、
ＣＫＬＦＳＦ２、ＣＫＬＦＳＦ３、ＣＫＬＦＳＦ４、ＣＫＬＦＳＦ５、ＣＫＬＦＳＦ６、
ＣＫＬＦＳＦ７、ＣＫＬＦＳＦ８、ＢＤＮＦ、Ｃ５Ｒ１、ＣＳＦ３、ＧＲＣＣ１０（Ｃ１
０）、ＥＰＯ、ＦＹ（ＤＡＲＣ）、ＧＤＦ５、ＨＤＦ１Ａ、ＤＬ８、ＰＲＬ、ＲＧＳ３、
ＲＧＳ１３、ＳＤＦ２、ＳＬＩＴ２、ＴＬＲ２、ＴＬＲ４、ＴＲＥＭ１、ＴＲＥＭ２、お
よびＶＨＬからなる群より選択される、ケモカイン、ケモカイン受容体、またはケモカイ
ン関連のタンパク質である。
【０１９９】
　ある特定の実施形態において、本明細書に記載される二重特異性抗体は、ＡＢＣＦＩ；
ＡＣＶＲＩ；ＡＣＶＲＩＢ；ＡＣＶＲ２；ＡＣＶＲ２Ｂ；ＡＣＶＲＬＩ；ＡＤ０ＲＡ２Ａ
；アグリカン；ＡＧＲ２；ＡＩＣＤＡ；ＡＩＲ；ＡＩＧＩ；ＡＫＡＰＩ；ＡＫＡＰ２；Ａ
ＭＨ；ＡＭＨＲ２；ＡＮＧＰＴ１；ＡＮＧＰＴ２；ＡＮＧＰＴＬ３；ＡＮＧＰＴＬ４；Ａ
ＮＰＥＰ；ＡＰＣ；ＡＰＯＣＩ；ＡＲ；ＡＺＧＰＩ（亜鉛－ａ－糖タンパク質）；Ｂ７．
１；Ｂ７．２；ＢＡＤ；ＢＡＦＦ（ＢＬｙｓ）；ＢＡＧＩ；ＢＡＮ；ＢＣＬ２；ＢＣＬ６
；ＢＤＮＦ；ＢＬＮＫ；ＢＬＲＩ（ＭＤＲ１５）；ＢＭＰ１；ＢＭＰ２；ＢＭＰ３Ｂ（Ｇ
ＤＦＩＯ）；ＢＭＰ４；ＢＭＰ６；ＢＭＰ８；ＢＭＰＲＩＡ；ＢＭＰＲＩＢ；ＢＭＰＲ２
；ＢＰＡＧＩ（プレクチン）；ＢＲＣＡＩ；Ｃ１９ｏｒｆｌＯ（ＩＬ２７ｗ）；Ｃ３；Ｃ
４Ａ；Ｃ５；Ｃ５Ｒ１；ＣＡＮＴＩ；ＣＡＳＰ１；ＣＡＳＰ４；ＣＡＶＩ；ＣＣＢＰ２（
Ｄ６／ＪＡＢ６１）；ＣＣＬＩ（１～３０９）；ＣＣＬＩＩ（エオタキシン）；ＣＣＬ１
３（ＭＣＰ－４）；ＣＣＬ１５（ＭＩＰ－ｌｄ）；ＣＣＬ１６（ＨＣＣ－４）；ＣＣＬ１
７（ＴＡＲＣ）；ＣＣＬ１８（ＰＡＲＣ）；ＣＣＬ１９（ＭＩＰ－３ｂ）；ＣＣＬ２（Ｍ
ＣＰ－１）；ＭＣＡＦ；ＣＣＬ２０（ＭＩＰ－３ａ）；ＣＣＬ２１（ＭＴＰ－２）；ＳＬ
Ｃ；エキソダス－２；ＣＣＬ２２（ＭＤＣ／ＳＴＣ－Ｉ）；ＣＣＬ２３（ＭＰＩＦ－１）
；ＣＣＬ２４（ＭＰＩＦ－２／エオタキシン－２）；ＣＣＬ２５（ＴＥＣＫ）；ＣＣＬ２
６（エオタキシン－３）；ＣＣＬ２７（ＣＴＡＣＫ／ＩＬＣ）；ＣＣＬ２８；ＣＣＬ３（
ＭＴＰ－ｌａ）；ＣＣＬ４（ＭＤＰ－ｌｂ）；ＣＣＬ５（ＲＡＮＴＥＳ）；ＣＣＬ７（Ｍ
ＣＰ－３）；ＣＣＬ８（ｍｃｐ－２）；ＣＣＮＡ１；ＣＣＮＡ２；ＣＣＮＤ１；ＣＣＮＥ
１；ＣＣＮＥ２；ＣＣＲ１（ＣＫＲ１／ＨＭ１４５）；ＣＣＲ２（ｍｃｐ－１ＲＢ／ＲＡ
）；ＣＣＲ３（ＣＫＲ３／ＣＭＫＢＲ３）；ＣＣＲ４；ＣＣＲ５（ＣＭＫＢＲ５／Ｃｈｅ
ｍＲ１３）；ＣＣＲ６（ＣＭＫＢＲ６／ＣＫＲ－Ｌ３／ＳＴＲＬ２２／ＤＲＹ６）；ＣＣ
Ｒ７（ＣＫＲ７／ＥＢＩ１）；ＣＣＲ８（ＣＭＫＢＲ８／ＴＥＲ１／ＣＫＲ－Ｌ１）；Ｃ
ＣＲ９（ＧＰＲ－９－６）；ＣＣＲＬ１（ＶＳＨＫ１）；ＣＣＲＬ２（Ｌ－ＣＣＲ）；Ｃ
Ｄ１６４；ＣＤ１９；ＣＤＩＣ；ＣＤ２０；ＣＤ２００；ＣＤ２２；ＣＤ２４；ＣＤ２８
；ＣＤ３；ＣＤ３７；ＣＤ３８；ＣＤ３Ｅ；ＣＤ３Ｇ；ＣＤ３Ｚ；ＣＤ４；ＣＤ４０；Ｃ
Ｄ４０Ｌ；ＣＤ４４；ＣＤ４５ＲＢ；ＣＤ５２；ＣＤ６９；ＣＤ７２；ＣＤ７４；ＣＤ７
９Ａ；ＣＤ７９Ｂ；ＣＤ８；ＣＤ８０；ＣＤ８１；ＣＤ８３；ＣＤ８６；ＣＤＨ１（Ｅ－
カドヘリン）；ＣＤＨ１０；ＣＤＨ１２；ＣＤＨ１３；ＣＤＨ１８；ＣＤＨ１９；ＣＤＨ
２０；ＣＤＨ５；ＣＤＨ７；ＣＤＨ８；ＣＤＨ９；ＣＤＫ２；ＣＤＫ３；ＣＤＫ４；ＣＤ
Ｋ５；ＣＤＫ６；ＣＤＫ７；ＣＤＫ９；ＣＤＫＮＩＡ（ｐ２１Ｗａｐｌ／Ｃｉｐｌ）；Ｃ
ＤＫＮＩＢ（ｐ２７Ｋｉｐｌ）；ＣＤＫＮＩＣ；ＣＤＫＮ２Ａ（Ｐ１６ＩＮＫ４ａ）；Ｃ
ＤＫＮ２Ｂ；ＣＤＫＮ２Ｃ；ＣＤＫＮ３；ＣＥＢＰＢ；ＣＥＲＩ；ＣＨＧＡ；ＣＨＧＢ；
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キチナーゼ；ＣＨＳＴ１０；ＣＫＬＦＳＦ２；ＣＫＬＦＳＦ３；ＣＫＬＦＳＦ４；ＣＫＬ
ＦＳＦ５；ＣＫＬＦＳＦ６；ＣＫＬＦＳＦ７；ＣＫＬＦＳＦ８；ＣＬＤＮ３；ＣＬＤＮ７
（クローディン－７）；ＣＬＮ３；ＣＬＵ（クラスタリン）；ＣＭＫＬＲＩ；ＣＭＫＯＲ
Ｉ（ＲＤＣＩ）；ＣＮＲＩ；ＣＯＬ１８Ａ１；ＣＯＬＩＡＩ；ＣＯＬ４Ａ３；ＣＯＬ６Ａ
１；ＣＲ２；ＣＲＰ；ＣＳＦＩ（Ｍ－ＣＳＦ）；ＣＳＦ２（ＧＭ－ＣＳＦ）；ＣＳＦ３（
ＧＣＳＦ）；ＣＴＬＡ４；ＣＴＮＮＢＩ（ｂ－カテニン）；ＣＴＳＢ（カテプシンＢ）；
ＣＸ３ＣＬ１（ＳＣＹＤ１）；ＣＸ３ＣＲ１（Ｖ２８）；ＣＸＣＬ１（ＧＲＯ１）；ＣＸ
ＣＬ１０（ＩＰ－１０）；ＣＸＣＬ１１（ｌ－ＴＡＣ／ＩＰ－９）；ＣＸＣＬ１２（ＳＤ
Ｆ１）；ＣＸＣＬ１３；ＣＸＣＬ１４；ＣＸＣＬ１６；ＣＸＣＬ２（ＧＲＯ２）；ＣＸＣ
Ｌ３（ＧＲＯ３）；ＣＸＣＬ５（ＥＮＡ－７８／ＬＩＸ）；ＣＸＣＬ６（ＧＣＰ－２）；
ＣＸＣＬ９（ＭＩＧ）；ＣＸＣＲ３（ＧＰＲ９／ＣＫＲ－Ｌ２）；ＣＸＣＲ４；ＣＸＣＲ
６（ＴＹＭＳＴＲ／ＳＴＲＬ３３／Ｂｏｎｚｏ）；ＣＹＢ５；ＣＹＣ１；ＣＹＳＬＴＲ１
；ＤＡＢ２ＩＰ；ＤＥＳ；ＤＫＦＺｐ４５１Ｊ０１１８；ＤＮＣＬ１；ＤＰＰ４；Ｅ２Ｆ
１；ＥＣＧＦ１；ＥＤＧ１；ＥＦＮＡ１；ＥＦＮＡ３；ＥＦＮＢ２；ＥＧＦ；ＥＧＦＲ；
ＥＬＡＣ２；ＥＮＧ；ＥＮ０１；ＥＮ０２；ＥＮ０３；ＥＰＨＢ４；ＥＰＯ；ＥＲＢＢ２
（Ｈｅｒ－２）；ＥＲＥＧ；ＥＲＫ８；ＥＳＲ１；ＥＳＲ２；Ｆ３（ＴＦ）；ＦＡＤＤ；
ＦａｓＬ；ＦＡＳＮ；ＦＣＥＲ１Ａ；ＦＣＥＲ２；ＦＣＧＲ３Ａ；ＦＧＦ；ＦＧＦ１（ａ
ＦＧＦ）；ＦＧＦ１０；ＦＧＦ１１；ＦＧＦ１２；ＦＧＦ１２Ｂ；ＦＧＦ１３；ＦＧＦ１
４；ＦＧＦ１６；ＦＧＦ１７；ＦＧＦ１８；ＦＧＦ１９；ＦＧＦ２（ｂＦＧＦ）；ＦＧＦ
２０；ＦＧＦ２１；ＦＧＦ２２；ＦＧＦ２３；ＦＧＦ３（ｉｎｔ－２）；ＦＧＦ４（ＨＳ
Ｔ）；ＦＧＦ５；ＦＧＦ６（ＨＳＴ－２）；ＦＧＦ７（ＫＧＦ）；ＦＧＦ８；ＦＧＦ９；
ＦＧＦＲ３；ＦＩＧＦ（ＶＥＧＦＤ）；ＦＥＬＩ（ＥＰＳＩＬＯＮ）；ＦＩＬＩ（ＺＥＴ
Ａ）；ＦＬＪ１２５８４；ＦＬＪ２５５３０；ＦＬＲＴＩ（フィブロネクチン）；ＦＬＴ
Ｉ；ＦＯＳ；ＦＯＳＬＩ（ＦＲＡ－Ｉ）；ＦＹ（ＤＡＲＣ）；ＧＡＢＲＰ（ＧＡＢＡａ）
；ＧＡＧＥＢＩ；ＧＡＧＥＣＩ；ＧＡＬＮＡＣ４Ｓ－６ＳＴ；ＧＡＴＡ３；ＧＤＦ５；Ｇ
ＦＩ１；ＧＧＴ１；ＧＭ－ＣＳＦ；ＧＮＡＳＩ；ＧＮＲＨＩ；ＧＰＲ２（ＣＣＲＩＯ）；
ＧＰＲ３１；ＧＰＲ４４；ＧＰＲ８１（ＦＫＳＧ８０）；ＧＲＣＣ１０（Ｃ１０）；ＧＲ
Ｐ；ＧＳＮ（ゲルソリン）；ＧＳＴＰＩ；ＨＡＶＣＲ２；ＨＤＡＣ４；ＨＤＡＣ５；ＨＤ
ＡＣ７Ａ；ＨＤＡＣ９；ＨＧＦ；ＨＩＦＩＡ；ＨＤＰＩ；ヒスタミンおよびヒスタミン受
容体；ＨＬＡ－Ａ；ＨＬＡ－ＤＲＡ；ＨＭ７４；ＨＭＯＸＩ；ＨＵＭＣＹＴ２Ａ；ＩＣＥ
ＢＥＲＧ；ＩＣＯＳＬ；ＩＤ２；ＩＦＮ－ａ；ＩＦＮＡ１；ＩＦＮＡ２；ＩＦＮＡ４；Ｉ
ＦＮＡ５；ＩＦＮＡ６；ＩＦＮＡ７；ＩＦＮＢ１；ＩＦＮガンマ；ＤＦＮＷＩ；ＩＧＢＰ
１；ＩＧＦ１；ＩＧＦ１Ｒ；ＩＧＦ２；ＩＧＦＢＰ２；ＩＧＦＢＰ３；ＩＧＦＢＰ６；Ｉ
Ｌ－１；ＩＬ１０；ＭＯＲＡ；ＩＬ１０ＲＢ；ＩＬ１１；ＩＬ１１ＲＡ；ＩＬ－１２；Ｉ
Ｌ１２Ａ；ＩＬ１２Ｂ；ＩＬ１２ＲＢ１；ＩＬ１２ＲＢ２；ＩＬ１３；ＩＬ１３ＲＡ１；
ＩＬ１３ＲＡ２；ＩＬ１４；ＩＬ１５；ＩＬ１５ＲＡ；ＩＬ１６；ＩＬ１７；ＩＬ１７Ｂ
；ＩＬ１７Ｃ；ＩＬ１７Ｒ；ＩＬ１８；ＩＬ１８ＢＰ；ＩＬ１８Ｒ１；ＩＬ１８ＲＡＰ；
ＩＬ１９；ＩＬ１Ａ；ＩＬ１Ｂ；ＩＬＩＦ１０；ＩＬ１Ｆ５；ＩＬ１Ｆ６；ＩＬ１Ｆ７；
ＩＬ１Ｆ８；ＩＬ１Ｆ９；ＩＬ１ＨＹＩ；ＩＬ１ＲＩ；ＩＬ１Ｒ２；ＩＬ１ＲＡＰ；ＩＬ
１ＲＡＰＬ１；ＩＬ１ＲＡＰＬ２；ＩＬ１ＲＬ１；ＩＬ１ＲＬ２、ＩＬＩＲＮ；ＩＬ２；
ＩＬ２０；ＩＬ２０ＲＡ；ＩＬ２１Ｒ；ＩＬ２２；ＩＬ２２Ｒ；ＩＬ２２ＲＡ２；ＩＬ２
３；ＩＬ２４；ＩＬ２５；ＩＬ２６；ＩＬ２７；ＩＬ２８Ａ；ＩＬ２８Ｂ；ＩＬ２９；Ｉ
Ｌ２ＲＡ；ＩＬ２ＲＢ；ＩＬ２ＲＧ；ＩＬ３；ＩＬ３０；ＩＬ３ＲＡ；ＩＬ４；ＩＬ４Ｒ
；ＩＬ５；ＩＬ５ＲＡ；ＩＬ６；ＩＬ６Ｒ；ＩＬ６ＳＴ（糖タンパク質１３０）；ＥＬ７
；ＥＬ７Ｒ；ＥＬ８；ＩＬ８ＲＡ；ＤＬ８ＲＢ；ＩＬ８ＲＢ；ＤＬ９；ＤＬ９Ｒ；ＤＬＫ
；ＩＮＨＡ；ＩＮＨＢＡ；ＩＮＳＬ３；ＩＮＳＬ４；ＩＲＡＫＩ；ＥＲＡＫ２；ＩＴＧＡ
１；ＩＴＧＡ２；ＩＴＧＡ３；ＩＴＧＡ６（ａ６インテグリン）；ＩＴＧＡＶ；ＩＴＧＢ
３；ＩＴＧＢ４（ｂ４インテグリン）；ＪＡＧＩ；ＪＡＫＩ；ＪＡＫ３；ＪＵＮ；Ｋ６Ｈ
Ｆ；ＫＡＮ；ＫＤＲ；ＫＩＴＬＧ；ＫＬＦ５（ＧＣ　Ｂｏｘ　ＢＰ）；ＫＬＦ６；ＫＬＫ
ＩＯ；ＫＬＫ１２；ＫＬＫ１３；ＫＬＫ１４；ＫＬＫ１５；ＫＬＫ３；ＫＬＫ４；ＫＬＫ
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５；ＫＬＫ６；ＫＬＫ９；ＫＲＴ１；ＫＲＴ１９（ケラチン１９）；ＫＲＴ２Ａ；ＫＨＴ
ＨＢ６（毛髪特異的Ｈ型ケラチン）；ＬＡＭＡＳ；ＬＥＰ（レプチン）；Ｌｉｎｇｏ－ｐ
７５；Ｌｉｎｇｏ－Ｔｒｏｙ；ＬＰＳ；ＬＴＡ（ＴＮＦ－ｂ）；ＬＴＢ；ＬＴＢ４Ｒ（Ｇ
ＰＲ１６）；ＬＴＢ４Ｒ２；ＬＴＢＲ；ＭＡＣＭＡＲＣＫＳ；ＭＡＧまたはＯｍｇｐ；Ｍ
ＡＰ２Ｋ７（ｃ－Ｊｕｎ）；ＭＤＫ；ＭＩＢＩ；ミッドカイン；ＭＥＦ；ＭＩＰ－２；Ｍ
ＫＩ６７；（Ｋｉ－６７）；ＭＭＰ２；ＭＭＰ９；ＭＳ４Ａ１；ＭＳＭＢ；ＭＴ３（メタ
ロチオネクチン－ＩＩＩ）；ＭＴＳＳＩ；ＭＵＣＩ（ムチン）；ＭＹＣ；ＭＹＤ８８；Ｎ
ＣＫ２；ニューロカン；ＮＦＫＢＩ；ＮＦＫＢ２；ＮＧＦＢ（ＮＧＦ）；ＮＧＦＲ；Ｎｇ
Ｒ－Ｌｉｎｇｏ；ＮｇＲ－Ｎｏｇｏ６６（Ｎｏｇｏ）；ＮｇＲ－ｐ７５；ＮｇＲ－Ｔｒｏ
ｙ；ＮＭＥ１（ＮＭ２３Ａ）；Ｎ０Ｘ５；ＮＰＰＢ；ＮＲＯＢ１；ＮＲＯＢ２；ＮＲＩＤ
１；ＮＲＩＤ２；ＮＲ１Ｈ２；ＮＲ１Ｈ３；ＮＲ１Ｈ４；ＮＲ１Ｉ２；ＮＲ１Ｉ３；ＮＲ
２Ｃ１；ＮＲ２Ｃ２；ＮＲ２Ｅ１；ＮＲ２Ｅ３；ＮＲ２Ｆ１；ＮＲ２Ｆ２；ＮＲ２Ｆ６；
ＮＲ３Ｃ１；ＮＲ３Ｃ２；ＮＲ４Ａ１；ＮＲ４Ａ２；ＮＲ４Ａ３；ＮＲ５Ａ１；ＮＲ５Ａ
２；ＮＲ６Ａ１；ＮＲＰ１；ＮＲＰ２；ＮＴ５Ｅ；ＮＴＮ４；ＯＤＺ１；ＯＰＲＤ１；Ｐ
２ＲＸ７；ＰＡＰ；ＰＡＲＴ１；ＰＡＴＥ；ＰＡＷＲ；ＰＣＡ３；ＰＣＮＡ；ＰＤＧＦＡ
；ＰＤＧＦＢ；ＰＥＣＡＭ１；ＰＦ４（ＣＸＣＬ４）；ＰＧＦ；ＰＧＲ；ホスファカン；
ＰＩＡＳ２；ＰＩＫ３ＣＧ；ＰＬＡＵ（ｕＰＡ）；ＰＬＧ；ＰＬＸＤＣＩ；ＰＰＢＰ（Ｃ
ＸＣＬ７）；ＰＰＩＤ；ＰＲＩ；ＰＲＫＣＱ；ＰＲＫＤＩ；ＰＲＬ；ＰＲＯＣ；ＰＲＯＫ
２；ＰＳＡＰ；ＰＳＣＡ；ＰＴＡＦＲ；ＰＴＥＮ；ＰＴＧＳ２（ＣＯＸ－２）；ＰＴＮ；
ＲＡＣ２（ｐ２１　Ｒａｃ２）；ＲＡＲＢ；ＲＧＳＩ；ＲＧＳ１３；ＲＧＳ３；ＲＮＦＩ
ＩＯ（ＺＮＦ１４４）；ＲＯＢ０２；Ｓ１００Ａ２；ＳＣＧＢ１　Ｄ２（リポフィリンＢ
）；ＳＣＧＢ２Ａ１（マンマグロビン２）；ＳＣＧＢ２Ａ２（マンマグロビン１）；ＳＣ
ＹＥＩ（内皮単球活性化サイトカイン）；ＳＤＦ２；ＳＥＲＰＩＮＡ１；ＳＥＲＰＩＮＡ
３；ＳＥＲＰＩ　ＮＢ５（マスピン）；ＳＥＲＰＩＮＥＩ（ＰＡＩ－１）；ＳＥＲＰＤＭ
Ｆ１；ＳＨＢＧ；ＳＬＡ２；ＳＬＣ２Ａ２；ＳＬＣ３３Ａ１；ＳＬＣ４３Ａ１；ＳＬＩＴ
２；ＳＰＰＩ；ＳＰＲＲＩＢ（Ｓｐｒｌ）；ＳＴ６ＧＡＬ１；ＳＴＡＢＩ；ＳＴＡＴ６；
ＳＴＥＡＰ；ＳＴＥＡＰ２；ＴＢ４Ｒ２；ＴＢＸ２１；ＴＣＰＩＯ；ＴＤＧＦＩ；ＴＥＫ
；ＴＧＦＡ；ＴＧＦＢＩ；ＴＧＦＢＩＩＩ；ＴＧＦＢ２；ＴＧＦＢ３；ＴＧＦＢＩ；ＴＧ
ＦＢＲＩ；ＴＧＦＢＲ２；ＴＧＦＢＲ３；ＴＨＩＬ；ＴＨＢＳ１（トロンボスポンジン－
１）；ＴＨＢＳ２；ＴＨＢＳ４；ＴＨＰＯ；ＴＩＥ（Ｔｉｅ－１）；ＴＭＰ３；組織因子
；ＴＬＲ１０；ＴＬＲ２；ＴＬＲ３；ＴＬＲ４；ＴＬＲ５；ＴＬＲ６；ＴＬＲ７；ＴＬＲ
８；ＴＬＲ９；ＴＮＦ；ＴＮＦ－ａ；ＴＮＦＡＥＰ２（Ｂ９４）；ＴＮＦＡＩＰ３；ＴＮ
ＦＲＳＦＩＩＡ；ＴＮＦＲＳＦＩＡ；ＴＮＦＲＳＦＩＢ；ＴＮＦＲＳＦ２１；ＴＮＦＲＳ
Ｆ５；ＴＮＦＲＳＦ６（Ｆａｓ）；ＴＮＦＲＳＦ７；ＴＮＦＲＳＦ８；ＴＮＦＲＳＦ９；
ＴＮＦＳＦ１０（ＴＲＡＩＬ）；ＴＮＦＳＦＩ１（ＴＲＡＮＣＥ）；ＴＮＦＳＦ１２（Ａ
Ｐ０３Ｌ）；ＴＮＦＳＦ１３（Ａｐｒｉｌ）；ＴＮＦＳＦ１３Ｂ；ＴＮＦＳＦ１４（ＨＶ
ＥＭ－Ｌ）；ＴＮＦＳＦ１５（ＶＥＧＩ）；ＴＮＦＳＦ１８；ＴＮＦＳＦ４（ＯＸ４０リ
ガンド）；ＴＮＦＳＦ５（ＣＤ４０リガンド）；ＴＮＦＳＦ６（ＦａｓＬ）；ＴＮＦＳＦ
７（ＣＤ２７リガンド）；ＴＮＦＳＦ８（ＣＤ３０リガンド）；ＴＮＦＳＦ９（４－１Ｂ
Ｂリガンド）；ＴＯＬＬＩＰ；Ｔｏｌｌ様受容体；ＴＯＰ２Ａ（トポイソメラーゼＥａ）
；ＴＰ５３；ＴＰＭＩ；ＴＰＭ２；ＴＲＡＤＤ；ＴＲＡＦＩ；ＴＲＡＦ２；ＴＲＡＦ３；
ＴＲＡＦ４；ＴＲＡＦ５；ＴＲＡＦ６；ＴＲＥＭＩ；ＴＲＥＭ２；ＴＲＰＣ６；ＴＳＬＰ
；ＴＷＥＡＫ；ＶＥＧＦ；ＶＥＧＦＢ；ＶＥＧＦＣ；バーシカン；ＶＨＬ　Ｃ５；ＶＬＡ
－４；ＸＣＬＩ（リンフォタクチン）；ＸＣＬ２（ＳＣＭ－ｌｂ）；ＸＣＲＩ（ＧＰＲ５
／ＣＣＸＣＲＩ）；ＹＹＩ；およびＺＦＰＭ２からなる群より選択される１つまたは複数
の
標的に結合することが可能である。
【０２００】
　本発明に包含される抗体のための分子標的分子としては、ＣＤタンパク質、例えばＣＤ
３、ＣＤ４、ＣＤ８、ＣＤ１６、ＣＤ１９、ＣＤ２０、ＣＤ３４、ＣＤ６４、ＣＤ２００
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など、ＥｒｂＢ受容体ファミリーのメンバー、例えばＥＧＦ受容体、ＨＥＲ２、ＨＥＲ３
またはＨＥＲ４受容体など；細胞接着分子、例えばＬＦＡ－１、Ｍａｄ、ｐ１５０．９５
、ＶＬＡ－４、ＩＣＡＭ－１、ＶＣＡＭ、アルファ４／ベータ７インテグリン、およびア
ルファｖ／ベータ３インテグリンなど、例えばそれらのアルファまたはベータサブユニッ
トのいずれかなど（例えば、抗ＣＤ１１ａ、抗ＣＤ１８または抗ＣＤ１１ｂ抗体）；成長
因子、例えばＶＥＧＦ－Ａ、ＶＥＧＦ－Ｃなど；組織因子（ＴＦ）；アルファインターフ
ェロン（アルファＩＦＮ）；ＴＮＦアルファ、インターロイキン、例えばＩＬ－１ベータ
、ＩＬ－３、ＩＬ－４、ＩＬ－５、ＩＬ－８、ＩＬ－９、ＩＬ－１３、ＩＬ１７Ａ／Ｆ、
ＩＬ－１８、ＩＬ－１３Ｒアルファ１、ＩＬ１３Ｒアルファ２、ＩＬ－４Ｒ、ＩＬ－５Ｒ
、ＩＬ－９Ｒ、ＩｇＥなど；血液型抗原；ｆｌｋ２／ｆｌｔ３受容体；肥満（ＯＢ）受容
体；ｍｐｌ受容体；ＣＴＬＡ－４；ＲＡＮＫＬ、ＲＡＮＫ、ＲＳＶ　Ｆタンパク質、プロ
テインＣなどが挙げられる。
【０２０１】
　ある特定の実施形態において、本明細書に記載される二重特異性抗体は、低密度リポタ
ンパク質受容体関連タンパク質（ＬＲＰ）－１もしくはＬＲＰ－８またはトランスフェリ
ン受容体、ならびに１）ベータ－セクレターゼ（ＢＡＣＥ１またはＢＡＣＥ２）、２）ア
ルファ－セクレターゼ、３）ガンマ－セクレターゼ、４）タウ－セクレターゼ、５）アミ
ロイド前駆タンパク質（ＡＰＰ）、６）死受容体６（ＤＲ６）、７）アミロイドベータペ
プチド、８）アルファ－シヌクレイン、９）パーキン、１０）ハンチンチン、１１）ｐ７
５ＮＴＲ、および１２）カスパーゼ－６からなる群より選択される少なくとも１つの標的
に結合する。
【０２０２】
　ある特定の実施形態において、本明細書に記載される二重特異性抗体は、ＩＬ－１アル
ファおよびＩＬ－１ベータ、ＩＬ－１２およびＩＬ－１８；ＩＬ－１３およびＩＬ－９；
ＩＬ－１３およびＩＬ－４；ＩＬ－１３およびＩＬ－５；ＩＬ－５およびＩＬ－４；ＩＬ
－１３およびＩＬ－１ベータ；ＩＬ－１３およびＩＬ－２５；ＩＬ－１３およびＴＡＲＣ
；ＩＬ－１３およびＭＤＣ；ＩＬ－１３およびＭＥＦ；ＩＬ－１３およびＴＧＦ－β；Ｉ
Ｌ－１３およびＬＨＲアゴニスト；ＩＬ－１２およびＴＷＥＡＫ、ＩＬ－１３およびＣＬ
２５；ＩＬ－１３およびＳＰＲＲ２ａ；ＩＬ－１３およびＳＰＲＲ２ｂ；ＩＬ－１３およ
びＡＤＡＭ８、ＩＬ－１３およびＰＥＤ２、ＩＬ１７ＡおよびＩＬ１７Ｆ、ＣＤ３および
ＣＤ１９、ＣＤ１３８およびＣＤ２０；ＣＤ１３８およびＣＤ４０；ＣＤ１９およびＣＤ
２０；ＣＤ２０およびＣＤ３；ＣＤ３８およびＣＤ１３８；ＣＤ３８およびＣＤ２０；Ｃ
Ｄ３８およびＣＤ４０；ＣＤ４０およびＣＤ２０；ＣＤ－８およびＩＬ－６；ＣＤ２０お
よびＢＲ３、ＴＮＦアルファおよびＴＧＦ－ベータ、ＴＮＦアルファおよびＩＬ－１ベー
タ；ＴＮＦアルファおよびＩＬ－２、ＴＮＦアルファおよびＩＬ－３、ＴＮＦアルファお
よびＩＬ－４、ＴＮＦアルファおよびＩＬ－５、ＴＮＦアルファおよびＩＬ６、ＴＮＦア
ルファおよびＩＬ８、ＴＮＦアルファおよびＩＬ－９、ＴＮＦアルファおよびＩＬ－１０
、ＴＮＦアルファおよびＩＬ－１１、ＴＮＦアルファおよびＩＬ－１２、ＴＮＦアルファ
およびＩＬ－１３、ＴＮＦアルファおよびＩＬ－１４、ＴＮＦアルファおよびＩＬ－１５
、ＴＮＦアルファおよびＩＬ－１６、ＴＮＦアルファおよびＩＬ－１７、ＴＮＦアルファ
およびＩＬ－１８、ＴＮＦアルファおよびＩＬ－１９、ＴＮＦアルファおよびＩＬ－２０
、ＴＮＦアルファおよびＩＬ－２３、ＴＮＦアルファおよびＩＦＮアルファ、ＴＮＦアル
ファおよびＣＤ４、ＴＮＦアルファおよびＶＥＧＦ、ＴＮＦアルファおよびＭＩＦ、ＴＮ
ＦアルファおよびＩＣＡＭ－１、ＴＮＦアルファおよびＰＧＥ４、ＴＮＦアルファおよび
ＰＥＧ２、ＴＮＦアルファおよびＲＡＮＫリガンド、ＴＮＦアルファおよびＴｅ３８；Ｔ
ＮＦアルファおよびＢＡＦＦ；ＴＮＦアルファおよびＣＤ２２；ＴＮＦアルファおよびＣ
ＴＬＡ－４；ＴＮＦアルファおよびＧＰ１３０；ＴＮＦａおよびＩＬ－１２ｐ４０；ＶＥ
ＧＦおよびＨＥＲ２、ＶＥＧＦ－ＡおよびＨＥＲ２、ＶＥＧＦ－ＡおよびＰＤＧＦ、ＨＥ
Ｒ１およびＨＥＲ２、ＶＥＧＦ－ＡおよびＶＥＧＦ－Ｃ、ＶＥＧＦ－ＣおよびＶＥＧＦ－
Ｄ、ＨＥＲ２およびＤＲ５、ＶＥＧＦおよびＩＬ－８、ＶＥＧＦおよびＭＥＴ、ＶＥＧＦ
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ＲおよびＭＥＴ受容体、ＶＥＧＦＲおよびＥＧＦＲ、ＨＥＲ２およびＣＤ６４、ＨＥＲ２
およびＣＤ３、ＨＥＲ２およびＣＤ１６、ＨＥＲ２およびＨＥＲ３；ＥＧＦＲ（ＨＥＲ１
）およびＨＥＲ２、ＥＧＦＲおよびＨＥＲ３、ＥＧＦＲおよびＨＥＲ４、ＩＬ－１３およ
びＣＤ４０Ｌ、ＩＬ４およびＣＤ４０Ｌ、ＴＮＦＲ１およびＩＬ－１Ｒ、ＴＮＦＲ１およ
びＩＬ－６ＲおよびＴＮＦＲ１およびＩＬ－１８Ｒ、ＥｐＣＡＭおよびＣＤ３、ＭＡＰＧ
およびＣＤ２８、ＥＧＦＲおよびＣＤ６４、ＣＳＰＧおよびＲＧＭＡ；ＣＴＬＡ－４およ
びＢＴＮ０２；ＩＧＦ１およびＩＧＦ２；ＩＧＦ１／２およびＥｒｂ２Ｂ；ＭＡＧおよび
ＲＧＭＡ；ＮｇＲおよびＲＧＭＡ；ＮｏｇｏＡおよびＲＧＭＡ；ＯＭＧｐおよびＲＧＭＡ
；ＰＤＬ－１およびＣＴＬＡ－４；ならびにＲＧＭＡおよびＲＧＭＢからなる群より選択
される少なくとも２つの標的分子に結合する。
【０２０３】
　二重特異性抗体の例
　ある特定の実施形態において、二重特異性抗体は、ＨＥＲ２およびＥＧＦＲ／ＨＥＲ３
に同時に結合する。ある特定の実施形態において、二重特異性抗体は、抗ＨＥＲ２抗体で
あるペルツズマブ由来の軽（Ｌ’）および重（Ｈ’）鎖、および抗ＥＧＦＲ／ＨＥＲ３抗
体であるＤＬ１１由来の軽（Ｌ”）および重（Ｈ”）鎖を含む。一部の実施形態において
、二重特異性抗体は、残基Ｑ１２４およびＮ１３７（Ｋａｂａｔの番号付けの慣例）に置
換を有するペルツズマブの定常軽鎖ドメイン（ＣＬ’）を含む。ある特定の実施形態にお
いて、置換は、Ｑ１２４ＤおよびＮ１３７Ｄ（Ｋａｂａｔの番号付けの慣例）である。あ
る特定の実施形態において、二重特異性抗体は、配列番号１５に記載の置換を有するペル
ツズマブの軽鎖を含む。ある特定の実施形態において、二重特異性抗体は、残基Ｌ１２４
およびＬ１４３（Ｋａｂａｔの番号付けの慣例）に置換を有するペルツズマブのＣＨ１’
ドメインを含む。ある特定の実施形態において、置換は、Ｌ１２４ＶおよびＬ１４３Ａ（
Ｋａｂａｔの番号付けの慣例）である。ある特定の実施形態において、二重特異性抗体は
、Ｅ３７８およびＫ４４０（Ｋａｂａｔの番号付けの慣例）に置換を有するペルツズマブ
のＣＨ３’ドメインを含む。ある特定の実施形態において、置換は、Ｅ３７８ＫおよびＫ
４４０Ｒ（Ｋａｂａｔの番号付けの慣例）である。一部の態様において、二重特異性抗体
は、配列番号１６に記載の置換を有するペルツズマブの重鎖を含む。ある特定の実施形態
において、二重特異性抗体は、残基Ｑ１２４、Ｎ１３７およびＴ１７８（Ｋａｂａｔの番
号付けの慣例）に置換を有するＤＬ１１の定常軽鎖ドメイン（ＣＬ”）を含む。ある特定
の実施形態において、置換は、Ｑ１２４Ｋ、Ｎ１３７ＫおよびＴ１７８Ａ（Ｋａｂａｔの
番号付けの慣例）である。一部の態様において、二重特異性抗体は、配列番号１７に記載
の置換を有するＤＬ１１の軽鎖を含む。ある特定の実施形態において、二重特異性抗体は
、残基Ｋ１４５、Ｈ１７２およびＳ１８８（Ｋａｂａｔの番号付けの慣例）に置換を有す
るＤＬ１１のＣＨ１”ドメインを含む。ある特定の実施形態において、置換は、Ｋ１４５
Ｄ、Ｈ１７２ＤおよびＳ１８８Ｗ（Ｋａｂａｔの番号付けの慣例）である。ある特定の実
施形態において、二重特異性抗体は、Ｋ３９３（Ｋａｂａｔの番号付けの慣例）に置換を
有するＤＬ１１のＣＨ３”ドメインを含む。ある特定の実施形態において、置換は、Ｋ３
９３Ｅ（Ｋａｂａｔの番号付けの慣例）である。一部の態様において、二重特異性抗体は
、配列番号１８に記載の置換を有するＤＬ１１の重鎖を含む。一部の態様において、二重
特異性抗体は、ＣＬ変異を有するペルツズマブの軽鎖（配列番号１５）、ＣＨ１およびＣ
Ｈ３変異を有するペルツズマブの重鎖（配列番号１６）、ＣＬ変異を有するＤＬ１１の軽
鎖（配列番号１７）ならびにＣＨ１およびＣＨ３変異を有するＤＬ１１の重鎖（配列番号
１８）を含む。
【０２０４】
　ペルツズマブおよびＤＬ１１の重鎖および軽鎖を含む二重特異性抗体は、両方の単一特
異性の親抗体の機能的な特徴を保持する。ある特定の実施形態において、二重特異性抗体
およびペルツズマブは、ＨＥＲ２に結合し、ＤＬ１１は結合しない。ある特定の実施形態
において、二重特異性抗体は、２００～５０ｐＭの範囲のＫｄでＨＥＲ２に結合する。あ
る特定の実施形態において、Ｋｄは、約１００ｐＭである。ある特定の実施形態において
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、二重特異性抗体およびＤＬ１１は、ＨＥＲ１およびＨＥＲ３に結合し、ペルツズマブは
結合しない。ある特定の実施形態において、二重特異性抗体は、２００～５０ｐＭの範囲
のＫｄでＨＥＲ１およびＨＥＲ２に結合する。ある特定の実施形態において、Ｋｄは、約
１００ｐＭである。ある特定の実施形態において、二重特異性抗体は、ＨＥＲ１、ＨＥＲ
２およびＨＥＲ３に同時に結合し、それに対して単一特異性の親抗体はそれらに結合でき
ない。
【０２０５】
　ある特定の実施形態において、二重特異性抗体は、ＣＤ２０に結合する。ある特定の実
施形態において、二重特異性抗体は、リツキシマブ由来の軽（Ｌ’）および重（Ｈ’）鎖
、ならびにオビヌツズマブ由来の軽（Ｌ”）および重（Ｈ”）鎖を含む。一部の態様にお
いて、二重特異性抗体は、残基Ｑ１２４およびＮ１３７（Ｋａｂａｔの番号付けの慣例）
に置換を含有するリツキシマブの定常軽鎖ドメイン（ＣＬ’）を含む。ある特定の実施形
態において、置換は、Ｑ１２４ＤおよびＮ１３７Ｄ（Ｋａｂａｔの番号付けの慣例）であ
る。一部の態様において、二重特異性抗体は、配列番号１９に記載の置換を有するリツキ
シマブの軽鎖を含む。一部の態様において、二重特異性抗体は、残基Ｌ１２４およびＬ１
４３（Ｋａｂａｔの番号付けの慣例）に置換を有するリツキシマブのＣＨ１’ドメインを
含む。ある特定の実施形態において、置換は、Ｌ１２４ＶおよびＬ１４３Ａ（Ｋａｂａｔ
の番号付けの慣例）である。一部の態様において、二重特異性抗体は、Ｋ３９３（Ｋａｂ
ａｔの番号付けの慣例）に置換を有するリツキシマブのＣＨ３’ドメインを含む。ある特
定の実施形態において、置換は、Ｋ３９３Ｅ（Ｋａｂａｔの番号付けの慣例）である。一
部の態様において、二重特異性抗体は、配列番号２０に記載の置換を有するリツキシマブ
の重鎖を含む。ある特定の実施形態において、二重特異性抗体は、残基Ｑ１２４、Ｎ１３
７およびＴ１７８（Ｋａｂａｔの番号付けの慣例）に置換を有するオビヌツズマブの定常
軽鎖ドメイン（ＣＬ”）を含む。ある特定の実施形態において、置換は、Ｑ１２４Ｋ、Ｎ
１３７ＫおよびＴ１７８Ａ（Ｋａｂａｔの番号付けの慣例）である。一部の態様において
、二重特異性抗体は、配列番号２１に記載の置換を有するオビヌツズマブの軽鎖を含む。
ある特定の実施形態において、二重特異性抗体は、残基Ｋ１４５、Ｈ１７２およびＳ１８
８（Ｋａｂａｔの番号付けの慣例）に置換を有するオビヌツズマブのＣＨ１”ドメインを
含む。ある特定の実施形態において、置換は、Ｋ１４５Ｄ、Ｈ１７２ＤおよびＳ１８８Ｗ
（Ｋａｂａｔの番号付けの慣例）である。一部の態様において、二重特異性抗体は、Ｅ３
７８およびＫ４４０（Ｋａｂａｔの番号付けの慣例）に置換を有するオビヌツズマブのＣ
Ｈ３”ドメインを含む。ある特定の実施形態において、置換は、Ｅ３７８ＫおよびＫ４４
０Ｒ（Ｋａｂａｔの番号付けの慣例）である。一部の態様において、二重特異性抗体は、
配列番号２２に記載の置換を有するオビヌツズマブの重鎖を含む。ある特定の実施形態に
おいて、二重特異性抗体は、ＣＬ変異を有するリツキシマブの軽鎖（配列番号１９）、Ｃ
Ｈ１およびＣＨ３変異を有するリツキシマブの重鎖（配列番号２０）、ＣＬ変異を有する
オビヌツズマブの軽鎖（配列番号２１）、ならびにＣＨ１およびＣＨ３変異を有するオビ
ヌツズマブの重鎖（配列番号２２）を含む。
【０２０６】
　リツキシマブおよびオビヌツズマブの重鎖および軽鎖を含む二重特異性抗体は、両方の
単一特異性の親抗体の機能的な特徴を保持する。ある特定の実施形態において、二重特異
性抗体およびオビヌツズマブは、アポトーシスおよび補体依存性細胞傷害を誘導し、リツ
キシマブはそれらを誘導しない。ある特定の実施形態において、二重特異性抗体は、両方
の単一特異性の親抗体に類似したレベルに抗体依存性細胞傷害を誘導する。
【０２０７】
　ある特定の実施形態において、二重特異性抗体は、ＰＤ１およびＶＥＧＦに結合する。
ある特定の実施形態において、二重特異性抗体は、抗ＰＤ１抗体であるニボルマブ由来の
軽（Ｌ’）および重（Ｈ’）鎖、および抗ＶＥＧＦ抗体であるベバシズマブ由来の軽（Ｌ
”）および重（Ｈ”）鎖を含む。一部の態様において、二重特異性抗体は、残基Ｑ１２４
およびＮ１３７（Ｋａｂａｔの番号付けの慣例）に置換を有するニボルマブの定常軽鎖ド
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メイン（ＣＬ’）を含む。ある特定の実施形態において、置換は、Ｑ１２４ＤおよびＮ１
３７Ｄ（Ｋａｂａｔの番号付けの慣例）である。一部の態様において、二重特異性抗体は
、配列番号２３に記載の置換を有するニボルマブの軽鎖を含む。ある特定の実施形態にお
いて、二重特異性抗体は、残基Ｌ１２４およびＬ１４３（Ｋａｂａｔの番号付けの慣例）
に置換を有するニボルマブのＣＨ１’ドメインを含む。ある特定の実施形態において、置
換は、Ｌ１２４ＶおよびＬ１４３Ａ（Ｋａｂａｔの番号付けの慣例）である。一部の態様
において、二重特異性抗体は、Ｋ３９３（Ｋａｂａｔの番号付けの慣例）に置換を有する
ニボルマブのＣＨ３’ドメインを含む。ある特定の実施形態において、置換は、Ｋ３９３
Ｅ（Ｋａｂａｔの番号付けの慣例）である。一部の態様において、二重特異性抗体は、配
列番号２４に記載の置換を有するニボルマブの重鎖を含む。ある特定の実施形態において
、二重特異性抗体は、残基Ｑ１２４、Ｎ１３７およびＴ１７８（Ｋａｂａｔの番号付けの
慣例）に置換を有するベバシズマブの定常軽鎖ドメイン（ＣＬ”）を含む。ある特定の実
施形態において、置換は、Ｑ１２４Ｋ、Ｎ１３７ＫおよびＴ１７８Ａ（Ｋａｂａｔの番号
付けの慣例）である。一部の態様において、二重特異性抗体は、配列番号２５に記載の置
換を有するベバシズマブの軽鎖を含む。ある特定の実施形態において、二重特異性抗体は
、残基Ｋ１４５、Ｈ１７２およびＳ１８８（Ｋａｂａｔの番号付けの慣例）に置換を有す
るベバシズマブのＣＨ１”ドメインを含む。ある特定の実施形態において、置換は、Ｋ１
４５Ｄ、Ｈ１７２ＤおよびＳ１８８Ｗ（Ｋａｂａｔの番号付けの慣例）である。一部の態
様において、二重特異性抗体は、Ｅ３７８およびＫ４４０（Ｋａｂａｔの番号付けの慣例
）に置換を有するベバシズマブのＣＨ３”ドメインを含む。ある特定の実施形態において
、置換は、Ｅ３７８ＫおよびＫ４４０Ｒ（Ｋａｂａｔの番号付けの慣例）である。一部の
態様において、二重特異性抗体は、配列番号２６に記載の置換を有するベバシズマブの重
鎖を含む。ある特定の実施形態において、二重特異性抗体は、ＣＬ変異を有するニボルマ
ブの軽鎖（配列番号２３）、ＣＨ１およびＣＨ３変異を有するニボルマブの重鎖（配列番
号２４）、ＣＬ変異を有するベバシズマブの軽鎖（配列番号２５）、ならびにＣＨ１およ
びＣＨ３変異を有するベバシズマブの重鎖（配列番号２６）を含む。
【０２０８】
　ニボルマブおよびベバシズマブの重鎖および軽鎖を含む二重特異性抗体は、両方の単一
特異性の親抗体の機能的な特徴を保持する。ある特定の実施形態において、二重特異性抗
体は、ＰＤ１およびＶＥＧＦに同時に結合し、それに対して単一特異性の親抗体はそれら
に結合できない。
【０２０９】
　活性アッセイ
　本明細書に記載される二重特異性抗体は、当該分野において公知の様々なアッセイによ
って、それらの物理的／化学的特性および生物学的機能に関して特徴付けることができる
。
【０２１０】
　精製された二重特異性抗体はさらに、これらに限定されないが、Ｎ末端シーケンシング
、アミノ酸分析、非変性サイズ排除高圧液体クロマトグラフィー（ＨＰＬＣ）、質量分析
、イオン交換クロマトグラフィーおよびパパイン消化などの一連のアッセイによって特徴
付けることができる。
【０２１１】
　ある特定の実施形態において、本明細書において産生された二重特異性抗体は、それら
の生物活性に関して分析される。ある特定の実施形態において、本明細書に記載される二
重特異性抗体は、それらの抗原結合活性に関して試験される。当該分野において公知であ
り、本明細書において使用できる抗原結合アッセイとしては、これらに限定されないが、
ウェスタンブロット、ラジオイムノアッセイ、ＥＬＩＳＡ（酵素結合イムノソルベント検
定法）、「サンドイッチ」イムノアッセイ、免疫沈降アッセイ、蛍光イムノアッセイ、お
よびプロテインＡイムノアッセイなど技術を使用するあらゆる直接的または競合結合アッ
セイが挙げられる。例示的な抗原結合アッセイは、以下の実施例の章で提供される。
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【０２１２】
　ある特定の実施形態において、本発明は、ｉｎ　ｖｉｖｏにおける抗体の半減期が重要
であるが、特定のエフェクター機能（例えば補体およびＡＤＣＣなど）が不必要であるか
または有害である多くの適用のための所望の候補にする、全てではないが一部のエフェク
ター機能を有する変更された抗体を予期する。ある特定の実施形態において、産生された
ヘテロ多量体タンパク質のＦｃ活性を測定して、所望の特性のみが維持されていることを
確実にする。ｉｎ　ｖｉｔｒｏおよび／またはｉｎ　ｖｉｖｏの細胞傷害性アッセイを行
って、ＣＤＣおよび／またはＡＤＣＣ活性の低減／枯渇を確認することができる。例えば
、Ｆｃ受容体（ＦｃＲ）結合アッセイを行って、ヘテロ多量体タンパク質が、ＦｃγＲ結
合を欠いているが（したがってＡＤＣＣ活性を欠いている可能性がある）、ＦｃＲｎ結合
能力を保持することを確実にすることができる。ＡＤＣＣを媒介するための初代細胞であ
るＮＫ細胞は、ＦｃγＲＩＩＩのみを発現し、それに対して単球は、ＦｃγＲＩ、Ｆｃｙ
γＲＩＩおよびＦｃγＲＩＩＩを発現する。造血細胞でのＦｃＲ発現は、Ｒａｖｅｔｃｈ
およびＫｉｎｅｔ、Ａｎｎｕ．　Ｒｅｖ．　Ｉｍｍｕｎｏｌ　９巻：４５７～９２頁（１
９９１年）の４６４頁の表３に要約されている。目的の分子のＡＤＣＣ活性を評価するた
めのｉｎ　ｖｉｔｒｏのアッセイの例は、米国特許第５，５００，３６２号または５，８
２１，３３７号に記載されている。このようなアッセイに有用なエフェクター細胞として
は、末梢血単核細胞（ＰＢＭＣ）およびナチュラルキラー（ＮＫ）細胞が挙げられる。代
替として、または加えて、目的の分子のＡＤＣＣ活性は、ｉｎ　ｖｉｖｏで、例えば、動
物モデル、例えばＣｌｙｎｅｓら、ＰＮＡＳ（ＵＳＡ）９５巻：６５２～６５６頁（１９
９８年）で開示されたものなどで評価してもよい。またＣ１ｑ結合アッセイを行って、抗
体がＣ１ｑに結合できず、したがってＣＤＣ活性を欠いていることを確認することもでき
る。補体活性化を評価するために、ＣＤＣアッセイを、例えばＧａｚｚａｎｏ－Ｓａｎｔ
ｏｒｏら、Ｊ．　Ｉｍｍｕｎｏｌ．　Ｍｅｔｈｏｄｓ　２０２巻：１６３頁（１９９６年
）に記載されたようにして実行することができる。ＦｃＲｎ結合およびｉｎ　ｖｉｖｏで
のクリアランス／半減期の決定はまた、当該分野において公知の方法を使用して実行する
こともできる。
【０２１３】
　コンジュゲートしたタンパク質
　本発明はまた、本明細書に記載される二重特異性抗体のいずれかを含む、コンジュゲー
トしたタンパク質、例えばコンジュゲートした二重特異性抗体またはイムノコンジュゲー
ト（例えば、「抗体－薬物コンジュゲート」または「ＡＤＣ」）であって、軽鎖または重
鎖の定常領域のうちの１つが、化学的分子、例えば色素もしくは細胞傷害剤、例えば化学
療法剤、薬物、成長阻害薬剤、毒素（例えば、細菌、真菌、植物、もしくは動物起源の酵
素的に活性な毒素、またはそれらの断片）、または放射性同位体（すなわち、放射性コン
ジュゲート）にコンジュゲートしている、コンジュゲートしたタンパク質も提供する。特
に、本明細書に記載される定常ドメインの使用は、２つの異なる重鎖（Ｈ’およびＨ”）
に加えて２つの異なる軽鎖（Ｌ’およびＬ”）を含有する抗体の構築を可能にする。本明
細書に記載される方法を使用して構築されたイムノコンジュゲートは、重鎖（Ｈ’または
Ｈ”）の一方のみまたは軽鎖（Ｌ’またはＬ”）の一方のみの定常領域にコンジュゲート
した細胞傷害剤を含有していてもよい。また、イムノコンジュゲートは、一つのみの重鎖
または軽鎖に結合した細胞傷害剤を有し得るため、両方の重鎖または軽鎖に結合した細胞
傷害剤を有する抗体の投与に比べて、被験体に投与される細胞傷害剤の量が低減される。
被験体に投与される細胞傷害剤の量を低減させることにより、細胞傷害剤に関連する有害
な副作用が制限される。
【０２１４】
　細胞傷害性薬剤または細胞増殖抑制性薬剤、すなわち、がん処置中に腫瘍細胞を殺滅す
るかまたは阻害する薬物を局所送達するための抗体－薬物コンジュゲートの使用（Ｓｙｒ
ｉｇｏｓおよびＥｐｅｎｅｔｏｓ、Ａｎｔｉｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　１９巻：
６０５～６１４頁（１９９９年）；Ｎｉｃｕｌｅｓｃｕ－ＤｕｖａｚおよびＳｐｒｉｎｇ
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ｅｒ、Ａｄｖ．　Ｄｒｇ．　Ｄｅｌ．　Ｒｅｖ．　２６巻：１５１～１７２頁（１９９７
年）；米国特許第４，９７５，２７８号）は、腫瘍への薬物成分の標的化送達、およびそ
こでの細胞内蓄積を可能にし、これらのコンジュゲートしていない薬物、薬剤の全身投与
は、正常細胞ならびに排除しようとする腫瘍細胞にとって許容できない毒性レベルを生じ
る可能性がある（Ｂａｌｄｗｉｎら、Ｌａｎｃｅｔ（１９８６年３月１５日）：６０３～
６０５頁（１９８６年）；Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　‘８４：Ｂｉ
ｏｌｏｇｉｃａｌ　Ａｎｄ　Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ、Ａ．　Ｐｉ
ｎｃｈｅｒａら（編）中のＴｈｏｒｐｅ、（１９８５年）「Ａｎｔｉｂｏｄｙ　Ｃａｒｒ
ｉｅｒｓ　Ｏｆ　Ｃｙｔｏｔｏｘｉｃ　Ａｇｅｎｔｓ　Ｉｎ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｔｈｅｒａ
ｐｙ：Ａ　Ｒｅｖｉｅｗ」、４７５～５０６頁）。そのため最小の毒性で効能を最大にす
ることが求められている。ポリクローナル抗体およびモノクローナル抗体の両方が、これ
らの戦略において有用であるとして報告されている（Ｒｏｗｌａｎｄら、Ｃａｎｃｅｒ　
Ｉｍｍｕｎｏｌ．　Ｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒ．　２１巻：１８３～１８７頁（１９８６年）
）。これらの方法で使用される薬物としては、ダウノマイシン、ドキソルビシン、メトト
レキセート、およびビンデシン（Ｒｏｗｌａｎｄら、（１９８６年）上記）が挙げられる
。抗体－毒素コンジュゲートで使用される毒素としては、細菌毒素、例えばジフテリア毒
素など、植物毒素、例えばライシン（ｒｉｃｉｎ）など、小分子毒素、例えばゲルダナマ
イシンなど（Ｍａｎｄｌｅｒら、Ｊｏｕｒ，　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｎａｔ．　Ｃａｎｃｅｒ　
Ｉｎｓｔ．　９２巻（１９号）：１５７３～１５８１頁（２０００年）；Ｍａｎｄｌｅｒ
ら、Ｂｉｏｏｒｇａｎｉｃ　＆　Ｍｅｄ．　Ｃｈｅｍ．　Ｌｅｔｔｅｒｓ　１０巻：１０
２５～１０２８頁（２０００年）；Ｍａｎｄｌｅｒら、Ｂｉｏｃｏｎｊｕｇａｔｅ　Ｃｈ
ｅｍ．　１３巻：７８６～７９１頁（２００２年））、メイタンシノイド（ＥＰ１３９１
２１３；Ｌｉｕら、Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔｌ．　Ａｃａｄ．　Ｓｃｉ．　ＵＳＡ　９３巻：
８６１８～８６２３頁（１９９６年））、およびカリケアマイシン（Ｌｏｄｅら、Ｃａｎ
ｃｅｒ　Ｒｅｓ．　５８巻：２９２８頁（１９９８年）；Ｈｉｎｍａｎら、Ｃａｎｃｅｒ
　Ｒｅｓ．　５３巻：３３３６～３３４２頁（１９９３年））が挙げられる。毒素は、例
えばチューブリン結合、ＤＮＡ結合、またはトポイソメラーゼ阻害などのメカニズムによ
ってそれらの細胞傷害作用および細胞増殖抑制作用を発揮することができる。一部の細胞
傷害性薬物は、大きい抗体またはタンパク質受容体リガンドにコンジュゲートされると、
不活性であるかまたは活性がより低くなる傾向がある。
【０２１５】
　イムノコンジュゲートの生成において有用な化学療法剤が本明細書に記載される（例え
ば、上記）。使用可能な酵素的に活性な毒素およびその断片としては、ジフテリアＡ鎖、
ジフテリア毒素の非結合性活性断片、外毒素Ａ鎖（緑膿菌由来）、ライシンＡ鎖、アブリ
ンＡ鎖、モデシンＡ鎖、アルファ－サルシン、Ａｌｅｕｒｉｔｅｓ　ｆｏｒｄｉｉのタン
パク質、ジアンシン（ｄｉａｎｔｈｉｎ）タンパク質、Ｐｈｙｔｏｌａｃａ　ａｍｅｒｉ
ｃａｎａのタンパク質（ＰＡＰＩ、ＰＡＰＩＩ、およびＰＡＰ－Ｓ）、ｍｏｍｏｒｄｉｃ
ａ　ｃｈａｒａｎｔｉａ阻害剤、クルシン、クロチン、ｓａｐａｏｎａｒｉａ　ｏｆｆｉ
ｃｉｎａｌｉｓ阻害剤、ゲロニン、マイトゲリン（ｍｉｔｏｇｅｌｌｉｎ）、レストリク
トシン、フェノマイシン（ｐｈｅｎｏｍｙｃｉｎ）、エノマイシン（ｅｎｏｍｙｃｉｎ）
、およびトリコテセン（ｔｒｉｃｏｔｈｅｃｅｎｅ）が挙げられる。例えば、１９９３年
１０月２８日に公開されたＷＯ９３／２１２３２を参照されたい。様々な放射性核種が、
放射性コンジュゲート抗体の産生に利用可能である。例としては、２１２Ｂｉ、１３１Ｉ
、１３１Ｉｎ、９０Ｙ、および１８６Ｒｅが挙げられる。抗体および細胞傷害剤のコンジ
ュゲートは、様々な二官能性タンパク質－カップリング剤、例えばＮ－スクシンイミジル
－３－（２－ピリジルジチオール）プロピオネート（ＳＰＤＰ）、イミノチオラン（ＩＴ
）、イミドエステルの二官能性誘導体（例えばアジプイミド酸ジメチルＨＣｌなど）、活
性エステル（例えばスべリン酸ジスクシンイミジルなど）、アルデヒド（例えばグルタル
アルデヒドなど）、ビス－アジド化合物（例えばビス（ｐ－アジドベンゾイル）ヘキサン
ジアミンなど）、ビス－ジアゾニウム誘導体（例えばビス－（ｐ－ジアゾニウムベンゾイ
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ル）－エチレンジアミンなど）、ジイソシアネート（例えばトルエン２，６－ジイソシア
ネートなど）、およびビス活性フッ素化合物（例えば１，５－ジフルオロ－２，４－ジニ
トロベンゼンなど）を使用して作製される。例えば、ライシン免疫毒素は、Ｖｉｔｅｔｔ
ａら、Ｓｃｉｅｎｃｅ　２３８巻：１０９８号（１９８７年）に記載されるようにして調
製してもよい。炭素－１４－標識１－イソチオシアナトベンジル－３－メチルジエチレン
トリアミン五酢酸（ＭＸ－ＤＴＰＡ）は、放射性ヌクレオチドの抗体へのコンジュゲーシ
ョンのための例示的なキレート剤である。例えば、ＷＯ９４／１１０２６を参照されたい
。
【０２１６】
　また、抗体および１つまたは複数の小分子毒素、例えばカリケアマイシン、メイタンシ
ノイド、ドラスタチン、アウロスタチン（ａｕｒｏｓｔａｔｉｎ）、トリコテシンなど、
およびＣＣ１０６５、ならびに毒素活性を有するこれらの毒素の誘導体のコンジュゲート
も本明細書において予期される。
【０２１７】
　一部の実施形態において、イムノコンジュゲートは、１つまたは複数のメイタンシノイ
ド分子にコンジュゲートした本発明の抗体（全長または断片）を含む。
【０２１８】
　メイタンシノイドは、チューブリン重合を阻害することによって作用する有糸分裂阻害
剤である。メイタンシンは最初に、東アフリカの低木のＭａｙｔｅｎｕｓ　ｓｅｒｒａｔ
ａから単離された（米国特許第３，８９６，１１１号）。その後、特定の微生物も、マイ
タンシノールおよびＣ－３マイタンシノールエステルなどのメイタンシノイドを産生する
ことが発見された（米国特許第４，１５１，０４２号）。合成マイタンシノールならびに
それらの誘導体および類似体は、例えば、米国特許第４，１３７，２３０号；４，２４８
，８７０号；４，２５６，７４６号；４，２６０，６０８号；４，２６５，８１４号；４
，２９４，７５７号；４，３０７，０１６号；４，３０８，２６８号；４，３０８，２６
９号；４，３０９，４２８号；４，３１３，９４６号；４，３１５，９２９号；４，３１
７，８２１号；４，３２２，３４８号；４，３３１，５９８号；４，３６１，６５０号；
４，３６４，８６６号；４，４２４，２１９号；４，４５０，２５４号；４，３６２，６
６３号；および４，３７１，５３３号に開示されている。
【０２１９】
　メイタンシノイド薬物成分は、（ｉ）発酵または化学修飾、発酵産物の誘導体化による
調製に比較的利用しやすく、（ｉｉ）非ジスルフィドリンカーを介した抗体へのコンジュ
ゲーションに好適な官能基での誘導体化に適しており、（ｉｉｉ）血漿中で安定であり、
（ｉｖ）様々な腫瘍細胞株に対して有効であることから、抗体薬物コンジュゲートにおい
て魅力的な薬物成分である。
【０２２０】
　メイタンシノイドを含有するイムノコンジュゲート、その作製方法、およびその治療的
使用は、例えば、米国特許第５，２０８，０２０号、５，４１６，０６４号および欧州特
許０　４２５　２３５号Ｂ１に開示されており、これらの開示は、本明細書に参照により
明示的に組み込まれる。Ｌｉｕら、Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔｌ．　Ａｃａｄ．　Ｓｃｉ．　Ｕ
ＳＡ　９３巻：８６１８～８６２３頁（１９９６年）は、ヒト結腸直腸がんに対して向け
られたモノクローナル抗体Ｃ２４２に連結された、ＤＭ１と称されるメイタンシノイドを
含むイムノコンジュゲートを記載している。このコンジュゲートは、培養された結腸がん
細胞に対して高度に細胞傷害性であることが見出され、ｉｎ　ｖｉｖｏの腫瘍成長アッセ
イで抗腫瘍活性を示した。Ｃｈａｒｉら、Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　５２巻：１
２７～１３１頁（１９９２年）は、メイタンシノイドが、ヒト結腸がん細胞株上の抗原に
結合するマウス抗体Ａ７、またはＨＥＲ－２／ｎｅｕ癌遺伝子に結合する別のマウスモノ
クローナル抗体ＴＡ．１に、ジスルフィドリンカーを介してコンジュゲートされたイムノ
コンジュゲートを記載している。ＴＡ．１－メイタンシノイドコンジュゲートの細胞傷害
を、ｉｎ　ｖｉｔｒｏで、細胞１個当たり３×１０５個のＨＥＲ－２表面抗原を発現する
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ヒト乳がん細胞株ＳＫ－ＢＲ－３で試験した。薬物コンジュゲートは、遊離のメイタンシ
ノイド薬物に類似した程度の細胞傷害を達成したが、これは、抗体分子１個当たりのメイ
タンシノイド分子の数を増加させることによって増加する可能性がある。Ａ７－メイタン
シノイドコンジュゲートは、マウスにおいて低い全身性の細胞傷害を示した。
【０２２１】
　抗体－メイタンシノイドコンジュゲートは、抗体またはメイタンシノイド分子のいずれ
かの生物活性を有意に減らすことなくメイタンシノイド分子に抗体を化学的に連結させる
ことによって調製される。例えば、米国特許第５，２０８，０２０号（この開示は、本明
細書に参照により明示的に組み込まれる）を参照されたい。コンジュゲートしたメイタン
シノイド分子が抗体分子１個当たり平均３～４個であれば、標的細胞の細胞傷害を強化す
ることにおいて、抗体の機能または溶解性に負の影響を及ぼすことなく効能があることが
示されたが、１個の毒素／抗体分子でも、裸の抗体を使用するよりも細胞傷害を強化する
ことが予想される。メイタンシノイドは当該分野において周知であり、公知の技術によっ
て合成してもよいし、または天然の供給源から単離してもよい。好適なメイタンシノイド
は、例えば、米国特許第５，２０８，０２０号、ならびに本明細書の上記で述べられた他
の特許および非特許刊行物に開示されている。ある特定の実施形態において、メイタンシ
ノイドは、マイタンシノール、およびマイタンシノール分子の芳香環中または他の位置で
改変されたマイタンシノール類似体、例えば様々なマイタンシノールエステルなどである
。
【０２２２】
　抗体－メイタンシノイドコンジュゲートを作製するための技術分野において公知の多く
の連結基があり、例えば、米国特許第５，２０８，０２０号または欧州特許第０　４２５
　２３５号Ｂ１、Ｃｈａｒｉら、Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　５２巻：１２７～１
３１頁（１９９２年）、および米国特許公開公報第２００５／０１６９９３３号で開示さ
れたものなどがあり、これらの開示は、本明細書に参照により明示的に組み込まれる。リ
ンカー構成要素であるＳＭＣＣを含む抗体－メイタンシノイドコンジュゲートは、米国特
許公開公報第２００５／０１６９９３３号で開示されたようにして調製することができる
。連結基としては、上記で特定された特許で開示されたような、ジスルフィド基、チオエ
ーテル基、酸不安定性基（ａｃｉｄ　ｌａｂｉｌｅ　ｇｒｏｕｐ）、感光性基（ｐｈｏｔ
ｏｌａｂｉｌｅ　ｇｒｏｕｐ）、ペプチダーゼ不安定性基（ｐｅｐｔｉｄａｓｅ　ｌａｂ
ｉｌｅ　ｇｒｏｕｐ）、またはエステラーゼ不安定性基（ｅｓｔｅｒａｓｅ　ｌａｂｉｌ
ｅ　ｇｒｏｕｐ）が挙げられる。ある特定の実施形態において、連結基は、ジスルフィド
およびチオエーテル基である。追加の連結基は、本明細書で記載され例示される。
【０２２３】
　抗体およびメイタンシノイドのコンジュゲートは、様々な二官能性タンパク質カップリ
ング剤、例えばＮ－スクシンイミジル－３－（２－ピリジルジチオ）プロピオネート（Ｓ
ＰＤＰ）、スクシンイミジル－４－（Ｎ－マレイミドメチル）シクロヘキサン－１－カル
ボキシレート（ＳＭＣＣ）、イミノチオラン（ＩＴ）、イミドエステルの二官能性誘導体
（例えばアジプイミド酸ジメチルＨＣｌなど）、活性エステル（例えばスべリン酸ジスク
シンイミジルなど）、アルデヒド（例えばグルタルアルデヒドなど）、ビス－アジド化合
物（例えばビス（ｐ－アジドベンゾイル）ヘキサンジアミンなど）、ビス－ジアゾニウム
誘導体（例えばビス－（ｐ－ジアゾニウムベンゾイル）－エチレンジアミンなど）、ジイ
ソシアネート（例えばトルエン２，６－ジイソシアネートなど）、およびビス活性フッ素
化合物（例えば１，５－ジフルオロ－２，４－ジニトロベンゼンなど）を使用して作製す
ることができる。ある特定の実施形態において、カップリング剤としては、Ｎ－スクシン
イミジル－３－（２－ピリジルジチオ）プロピオネート（ＳＰＤＰ）（Ｃａｒｌｓｓｏｎ
ら、Ｂｉｏｃｈｅｍ．　Ｊ．　１７３巻：７２３～７３７頁（１９７８年））およびＮ－
スクシンイミジル－４－（２－ピリジルチオ）ペンタノエート（ＳＰＰ）が挙げられ、ジ
スルフィド連結をもたらすことができる。
【０２２４】
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　リンカーは、連結のタイプに応じて様々な位置でメイタンシノイド分子に結合させるこ
とができる。例えば、エステル連結は、従来のカップリング技術を使用したヒドロキシル
基との反応によって形成することができる。反応は、ヒドロキシル基を有するＣ－３位、
ヒドロキシメチルで改変されたＣ－１４位、ヒドロキシル基で改変されたＣ－１５位、お
よびヒドロキシル基を有するＣ－２０位で起こすことができる。ある特定の実施形態にお
いて、連結は、マイタンシノールまたはマイタンシノール類似体のＣ－３位で形成される
。
【０２２５】
　ある特定の実施形態において、イムノコンジュゲートは、ドラスタチンまたはドロスタ
チン（ｄｏｌｏｓｔａｔｉｎ）ペプチド類似体および誘導体、オーリスタチン（米国特許
第５，６３５，４８３号および５，７８０，５８８号）にコンジュゲートした本明細書で
開示された二重特異性抗体を含む。ドラスタチンおよびオーリスタチンは、微小管の動力
学、ＧＴＰ加水分解、ならびに核および細胞分裂に干渉すること（Ｗｏｙｋｅら、Ａｎｔ
ｉｍｉｃｒｏｂ．　Ａｇｅｎｔｓ　ａｎｄ　Ｃｈｅｍｏｔｈｅｒ．　４５巻（１２号）：
３５８０～３５８４頁（２００１年））、および、抗がん活性（米国特許第５，６６３，
１４９号）および抗真菌活性（Ｐｅｔｔｉｔら、Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂ．　Ａｇｅｎｔｓ
　Ｃｈｅｍｏｔｈｅｒ．　４２巻：２９６１～２９６５頁（１９９８年））を有すること
が示されている。ドラスタチンまたはオーリスタチン薬物成分は、ペプチド薬物成分のＮ
－（アミノ）末端またはＣ－（カルボキシル）末端を介して抗体に結合されていてもよい
（ＷＯ０２／０８８１７２）。
【０２２６】
　例示的なオーリスタチンの実施形態としては、その開示が明示的にその全体が参照によ
り組み込まれる「Ｍｏｎｏｍｅｔｈｙｌｖａｌｉｎｅ　Ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ　Ｃａｐａｂ
ｌｅ　ｏｆ　Ｃｏｎｊｕｇａｔｉｏｎ　ｔｏ　Ｌｉｇａｎｄｓ」、米国特許出願公報第２
００５／０２３８６４９号に開示された、Ｎ末端に連結されたモノメチルオーリスタチン
薬物成分ＤＥおよびＤＦが挙げられる。
【０２２７】
　典型的には、ペプチドベースの薬物成分は、２つまたはそれよりも多くのアミノ酸およ
び／またはペプチド断片の間でペプチド結合を形成することによって調製することができ
る。このようなペプチド結合は、例えば、ペプチド化学の分野において周知の液相合成方
法（Ｅ．　ＳｃｈｒｏｄｅｒおよびＫ．　Ｌｉｊｂｋｅ、「Ｔｈｅ　Ｐｅｐｔｉｄｅｓ」
、１巻、７６～１３６頁、１９６５年、Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓを参照）に従って
調製することができる。オーリスタチン／ドラスタチン薬物成分は、米国特許第５，６３
５，４８３号および５，７８０，５８８号；Ｐｅｔｔｉｔら、Ｊ．　Ｎａｔ．　Ｐｒｏｄ
．　４４巻：４８２～４８５頁（１９８１年）；Ｐｅｔｔｉｔら、Ａｎｔｉ－Ｃａｎｃｅ
ｒ　Ｄｒｕｇ　Ｄｅｓｉｇｎ　１３巻：４７～６６頁（１９９８年）；Ｐｏｎｃｅｔ、Ｃ
ｕｒｒ．　Ｐｈａｒｍ．　Ｄｅｓ．　５巻：１３９～１６２頁（１９９９年）；およびＰ
ｅｔｔｉｔ、Ｆｏｒｔｓｃｈｒ．　Ｃｈｅｍ．　Ｏｒｇ．　Ｎａｔｕｒｓｔ．　７０巻：
１～７９頁（１９９７年）の方法に従って調製してもよい。また、参照により本明細書に
その全体が組み込まれるＤｏｒｏｎｉｎａ、Ｎａｔ．　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．　２１巻
（７号）：７７８～７８４頁（２００３年）；および「Ｍｏｎｏｍｅｔｈｙｌｖａｌｉｎ
ｅ　Ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ　Ｃａｐａｂｌｅ　ｏｆ　Ｃｏｎｊｕｇａｔｉｏｎ　ｔｏ　Ｌｉ
ｇａｎｄｓ」、米国特許出願公報第２００５／０２３８６４９号（例えば、リンカーおよ
びモノメチルバリン化合物、例えばリンカーにコンジュゲートしたＭＭＡＥおよびＭＭＡ
Ｆなどを調製する方法を開示する）も参照されたい。
【０２２８】
　ある特定の実施形態において、イムノコンジュゲートは、１つまたは複数のカリケアマ
イシン分子にコンジュゲートした本明細書で開示された二重特異性抗体を含む。抗生物質
のカリケアマイシンファミリーは、ピコモル濃度未満で二本鎖ＤＮＡ破断を生じさせるこ
とが可能である。カリケアマイシンファミリーのコンジュゲートの調製に関して、米国特
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許第５，７１２，３７４号、５，７１４，５８６号、５，７３９，１１６号、５，７６７
，２８５号、５，７７０，７０１号、５，７７０，７１０号、５，７７３，００１号、お
よび５，８７７，２９６号（全てＡｍｅｒｉｃａｎ　Ｃｙａｎａｍｉｄ　Ｃｏｍｐａｎｙ
）を参照されたい。使用可能なカリケアマイシンの構造類似体としては、これらに限定さ
れないが、γ１

１、α２
１、α３

１、Ｎ－アセチル－γ１
１、ＰＳＡＧおよびθ１

１（Ｈ
ｉｎｍａｎら、Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　５３巻：３３３６～３３４２頁（１９
９３年）、Ｌｏｄｅら、Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　５８巻：２９２５～２９２８
頁（１９９８年）および上述のＡｍｅｒｉｃａｎ　Ｃｙａｎａｍｉｄの米国特許）が挙げ
られる。抗体がコンジュゲートできる別の抗腫瘍薬物は、葉酸代謝拮抗剤のＱＦＡである
。カリケアマイシンおよびＱＦＡの両方が、細胞内作用部位を有し、容易に原形質膜を通
過しない。それゆえに、抗体が媒介する内在化を介したこれらの薬剤の細胞内取り込みは
、それらの細胞傷害作用を大きく強化する。
【０２２９】
　本明細書で開示されたまたは本明細書に記載される方法に従って作製された二重特異性
抗体にコンジュゲートできる他の抗腫瘍剤としては、ＢＣＮＵ、ストレプトゾシン（ｓｔ
ｒｅｐｔｏｚｏｉｃｉｎ）、ビンクリスチンおよび５－フルオロウラシル、米国特許第５
，０５３，３９４号および５，７７０，７１０号に記載のＬＬ－Ｅ３３２８８複合体とし
て集合的に公知の薬剤のファミリー、加えてエスペラミシン（米国特許第５，８７７，２
９６号）が挙げられる。
【０２３０】
　使用可能な酵素的に活性な毒素およびその断片としては、ジフテリアＡ鎖、ジフテリア
毒素の非結合性活性断片、外毒素Ａ鎖（緑膿菌由来）、ライシンＡ鎖、アブリンＡ鎖、モ
デシンＡ鎖、アルファ－サルシン、Ａｌｅｕｒｉｔｅｓ　ｆｏｒｄｉｉのタンパク質、ジ
アンシンタンパク質、Ｐｈｙｔｏｌａｃａ　ａｍｅｒｉｃａｎａのタンパク質（ＰＡＰＩ
、ＰＡＰＩＩ、およびＰＡＰ－Ｓ）、ｍｏｍｏｒｄｉｃａ　ｃｈａｒａｎｔｉａ阻害剤、
クルシン、クロチン、ｓａｐａｏｎａｒｉａ　ｏｆｆｉｃｉｎａｌｉｓ阻害剤、ゲロニン
、マイトゲリン、レストリクトシン、フェノマイシン、エノマイシンおよびトリコテセン
（例えば、１９９３年１０月２８日に公開されたＷＯ９３／２１２３２を参照）が挙げら
れる。
【０２３１】
　ある特定の実施形態において、イムノコンジュゲートは、二重特異性抗体と、核酸分解
活性を有する化合物（例えば、リボヌクレアーゼまたはＤＮＡエンドヌクレアーゼ、例え
ばデオキシリボヌクレアーゼ；ＤＮアーゼなど）との間で形成される。
【０２３２】
　腫瘍の選択的な破壊のために、二重特異性抗体は、高放射性の原子を含んでいてもよい
。放射性コンジュゲート抗体の産生のために様々な放射性同位体が利用可能である。例と
しては、Ａｔ２１１、Ｉ１３１、Ｉ１２５、Ｙ９０、Ｒｅ１８６、Ｒｅ１８８、Ｓｍ１５

３、Ｂｉ２１２、Ｐ３２、Ｐｂ２１２およびＬｕの放射性同位体が挙げられる。コンジュ
ゲートは、検出に使用される場合、シンチグラフィー研究のための放射性原子、例えばｔ
ｃ９９ｍもしくはＩ１２３、または核磁気共鳴（ＮＭＲ）画像化（磁気共鳴画像化、ｍｒ
ｉとしても公知）のためのスピン標識、例えばここでもヨウ素－１２３、ヨウ素－１３１
、インジウム－１１１、フッ素－１９、炭素－１３、窒素－１５、酸素－１７、ガドリニ
ウム、マンガンもしくは鉄などを含んでいてもよい。
【０２３３】
　放射性標識または他の標識は、公知の方法でコンジュゲートに組み込むことができる。
例えば、ペプチドは、水素の代わりに例えばフッ素－１９を含む好適なアミノ酸前駆体を
使用して、生合成されてもよいし、または化学的なアミノ酸合成によって合成されてもよ
い。標識、例えばｔｃ９９ｍまたはＩ１２３、Ｒｅ１８６、Ｒｅ１８８およびＩｎ１１１

などは、ペプチド中のシステイン残基を介して結合させることができる。イットリウム－
９０は、リシン残基を介して結合させることができる。ＩＯＤＯＧＥＮ方法（Ｆｒａｋｅ
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ｒら、Ｂｉｏｃｈｅｍ．　Ｂｉｏｐｈｙｓ．　Ｒｅｓ．　Ｃｏｍｍｕｎ．　８０巻：４９
～５７頁（１９７８年））を使用して、ヨウ素－１２３を組み込むことができる。「Ｍｏ
ｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　ｉｎ　Ｉｍｍｕｎｏｓｃｉｎｔｉｇｒａｐｈ
ｙ」（Ｃｈａｔａｌ、ＣＲＣ　Ｐｒｅｓｓ　１９８９年）は、他の方法を詳細に記載して
いる。
【０２３４】
　抗体および細胞傷害剤のコンジュゲートは、様々な二官能性タンパク質カップリング剤
、例えばＮ－スクシンイミジル－３－（２－ピリジルジチオ）プロピオネート（ＳＰＤＰ
）、スクシンイミジル－４－（Ｎ－マレイミドメチル）シクロヘキサン－１－カルボキシ
レート（ＳＭＣＣ）、イミノチオラン（ＩＴ）、イミドエステルの二官能性誘導体（例え
ばアジプイミド酸ジメチルＨＣｌなど）、活性エステル（例えばスべリン酸ジスクシンイ
ミジルなど）、アルデヒド（例えばグルタルアルデヒドなど）、ビス－アジド化合物（例
えばビス（ｐ－アジドベンゾイル）ヘキサンジアミンなど）、ビス－ジアゾニウム誘導体
（例えばビス－（ｐ－ジアゾニウムベンゾイル）－エチレンジアミンなど）、ジイソシア
ネート（例えばトルエン２，６－ジイソシアネートなど）、およびビス活性フッ素化合物
（例えば１，５－ジフルオロ－２，４－ジニトロベンゼンなど）を使用して作製すること
ができる。例えば、ライシン免疫毒素は、Ｖｉｔｅｔｔａら、Ｓｃｉｅｎｃｅ　２３８巻
：１０９８頁（１９８７年）に記載されるようにして調製してもよい。炭素－１４－標識
１－イソチオシアナトベンジル－３－メチルジエチレントリアミン五酢酸（ＭＸ－ＤＴＰ
Ａ）は、放射性ヌクレオチドの抗体へのコンジュゲーションのための例示的なキレート剤
である。例えば、ＷＯ９４／１１０２６を参照されたい。リンカーは、細胞中での細胞傷
害性薬物の放出を容易にする「切断可能なリンカー」であってもよい。例えば、酸不安定
性リンカー、ペプチダーゼ感受性リンカー、感光性リンカー、ジメチルリンカーまたはジ
スルフィド含有リンカー（Ｃｈａｒｉら、Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　５２巻：１
２７～１３１頁（１９９２年）；米国特許第５，２０８，０２０号）が使用され得る。
【０２３５】
　ある特定の実施形態において、化合物としては、これらに限定されないが、市販されて
いる（例えば、Ｐｉｅｒｃｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，Ｉｎｃ．、Ｒｏｃｋｆｏｒ
ｄ、ＩＬ、米国から）架橋剤試薬：ＢＭＰＳ、ＥＭＣＳ、ＧＭＢＳ、ＨＢＶＳ、ＬＣ－Ｓ
ＭＣＣ、ＭＢＳ、ＭＰＢＨ、ＳＢＡＰ、ＳＩＡ、ＳＩＡＢ、ＳＭＣＣ、ＳＭＰＢ、ＳＭＰ
Ｈ、スルホ－ＥＭＣＳ、スルホ－ＧＭＢＳ、スルホ－ＫＭＵＳ、スルホ－ＭＢＳ、スルホ
－ＳＩＡＢ、スルホ－ＳＭＣＣ、およびスルホ－ＳＭＰＢ、ならびにＳＶＳＢ（スクシン
イミジル－（４－ビニルスルホン）ベンゾエート）を用いて調製されたＡＤＣが挙げられ
る。２００３－２００４　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ　Ｈａｎｄｂｏｏｋ　ａｎｄ　Ｃａ
ｔａｌｏｇの４６７～４９８頁を参照されたい。
【０２３６】
　コンジュゲート二重特異性抗体において、二重特異性抗体は、１つまたは複数の成分（
例えば、薬物成分）、例えば、抗体１つ当たり約１から約２０個の成分に、任意選択でリ
ンカーを介してコンジュゲートされる。コンジュゲート二重特異性抗体は、（１）抗体の
求核性基と２価リンカー試薬との共有結合を介した反応、それに続く目的の成分との反応
；および（２）成分の求核性基と２価リンカー試薬との共有結合を介した反応、それに続
く抗体の求核性基との反応を含む、当業者に公知の有機化学反応、条件、および試薬を採
用する数種の経路によって調製することができる。コンジュゲートした抗体を調製するた
めの追加の方法が本明細書に記載される。
【０２３７】
　リンカー試薬は、１つまたは複数のリンカー構成要素で構成されていてもよい。例示的
なリンカー構成要素としては、６－マレイミドカプロイル（「ＭＣ」）、マレイミドプロ
パノイル（「ＭＰ」）、バリン－シトルリン（「ｖａｌ－ｃｉｔ」）、アラニン－フェニ
ルアラニン（「ａｌａ－ｐｈｅ」）、ｐ－アミノベンジルオキシカルボニル（「ＰＡＢ」
）、Ｎ－スクシンイミジル４－（２－ピリジルチオ）ペンタノエート（「ＳＰＰ」）、Ｎ
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－スクシンイミジル４－（Ｎ－マレイミドメチル）シクロヘキサン－１カルボキシレート
（「ＳＭＣＣ」）、およびＮ－スクシンイミジル（４－ヨード－アセチル）アミノベンゾ
エート（「ＳＩＡＢ」）が挙げられる。追加のリンカー構成要素が当該分野において公知
であり、一部が本明細書に記載される。また、その内容が参照により本明細書にその全体
が組み込まれる「Ｍｏｎｏｍｅｔｈｙｌｖａｌｉｎｅ　Ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ　Ｃａｐａｂ
ｌｅ　ｏｆ　Ｃｏｎｊｕｇａｔｉｏｎ　ｔｏ　Ｌｉｇａｎｄｓ」、米国特許出願公報第２
００５／０２３８６４９号も参照されたい。
【０２３８】
　ある特定の実施形態において、リンカーは、アミノ酸残基を含んでいてもよい。例示的
なアミノ酸リンカー構成要素としては、ジペプチド、トリペプチド、テトラペプチドまた
はペンタペプチドが挙げられる。例示的なジペプチドとしては、バリン－シトルリン（ｖ
ｃまたはｖａｌ－ｃｉｔ）、アラニン－フェニルアラニン（ａｆまたはａｌａ－ｐｈｅ）
が挙げられる。例示的なトリペプチドとしては、グリシン－バリン－シトルリン（ｇｌｙ
－ｖａｌ－ｃｉｔ）およびグリシン－グリシン－グリシン（ｇｌｙ－ｇｌｙ－ｇｌｙ）が
挙げられる。アミノ酸リンカー構成要素を構成するアミノ酸残基としては、天然に存在す
るものに加えて、希少なアミノ酸および天然に存在しないアミノ酸類似体、例えばシトル
リンなどが挙げられる。アミノ酸リンカー構成要素は、特定の酵素、例えば腫瘍関連プロ
テアーゼ、カテプシンＢ、ＣおよびＤ、またはプラスミンプロテアーゼによる酵素的切断
に関するそれらの選択性において設計および最適化することができる。
【０２３９】
　抗体上の求核性基としては、これらに限定されないが、（ｉ）Ｎ末端アミン基、（ｉｉ
）側鎖アミン基、例えばリシン、（ｉｉｉ）側鎖チオール基、例えばシステイン、および
（ｉｖ）抗体がグリコシル化されている場合、糖ヒドロキシルまたはアミノ基が挙げられ
る。アミン、チオール、およびヒドロキシル基は、求核性であり、リンカー成分およびリ
ンカー試薬上の求電子性基と反応して共有結合を形成することが可能であり、このような
求電子性基としては、（ｉ）活性エステル、例えばＮＨＳエステル、ＨＯＢｔエステル、
ハロホルメート、および酸ハライドなど；（ｉｉ）ハロゲン化アルキルおよびベンジル、
例えばハロアセトアミドなど；（ｉｉｉ）アルデヒド、ケトン、カルボキシル、およびマ
レイミド基が挙げられる。特定の抗体は、還元可能な鎖間ジスルフィド、すなわちシステ
イン架橋を有する。抗体は、還元剤、例えばＤＴＴ（ジチオスレイトール）などでの処理
によって、リンカー試薬とのコンジュゲーションに反応性を有するようにすることができ
る。したがって各システイン架橋は、理論上、２つの反応性チオール求核剤を形成する。
追加の求核性基は、リシンと２－イミノチオラン（トラウト試薬）との反応を介して抗体
に導入することができ、結果としてアミンのチオールへの変換が起こる。反応性チオール
基は、１、２、３、４、またはそれよりも多くのシステイン残基を導入すること（例えば
、１つまたは複数の非天然システインアミノ酸残基を含む変異体抗体を調製すること）に
よって抗体（またはその断片）に導入されてもよい。
【０２４０】
　本明細書に記載されるコンジュゲートした二重特異性抗体はまた、リンカー試薬もしく
は薬物または他の成分上の求核性置換基と反応できる求電子性成分を導入するための抗体
の改変によって産生することもできる。グリコシル化抗体の糖を、例えば過ヨウ素酸塩酸
化試薬で酸化して、リンカー試薬もしくは薬物または他の成分のアミン基と反応できるア
ルデヒドまたはケトン基を形成してもよい。得られたイミンシッフ塩基の基は、安定な連
結を形成する場合もあるし、または例えば水素化ホウ素試薬によって還元されて安定なア
ミン連結を形成する場合もある。一実施形態において、グリコシル化抗体の炭水化物部分
と、ガラクトース（ｇｌａｃｔｏｓｅ）オキシダーゼまたはメタ過ヨウ素酸ナトリウムの
いずれかとの反応は、薬物または他の成分上の適切な基と反応できるタンパク質中のカル
ボニル（アルデヒドおよびケトン）基を生じる可能性がある（Ｈｅｒｍａｎｓｏｎ、Ｂｉ
ｏｃｏｎｊｕｇａｔｅ　Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ）。別の実施形態において、Ｎ末端セリン
またはスレオニン残基を含有するタンパク質は、メタ過ヨウ素酸ナトリウムと反応するこ
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とができ、結果として第１のアミノ酸の代わりにアルデヒドが産生される（Ｇｅｏｇｈｅ
ｇａｎおよびＳｔｒｏｈ、Ｂｉｏｃｏｎｊｕｇａｔｅ　Ｃｈｅｍ．　３巻：１３８～１４
６頁（１９９２年）；米国特許第５，３６２，８５２号）。このようなアルデヒドは、薬
物成分またはリンカーの求核剤と反応することができる。
【０２４１】
　同様に、成分（例えば薬物成分など）上の求核性基としては、これらに限定されないが
、リンカー成分およびリンカー試薬上の求電子性基と反応して共有結合を形成することが
可能な、アミン、チオール、ヒドロキシル、ヒドラジド、オキシム、ヒドラジン、チオセ
ミカルバゾン、ヒドラジンカルボキシレート、およびアリールヒドラジド基が挙げられ、
このような求電子性基としては、（ｉ）活性エステル、例えばＮＨＳエステル、ＨＯＢｔ
エステル、ハロホルメート、および酸ハライドなど；（ｉｉ）ハロゲン化アルキルおよび
ベンジル、例えばハロアセトアミドなど；および（ｉｉｉ）アルデヒド、ケトン、カルボ
キシル、およびマレイミド基などが挙げられる。
【０２４２】
　代替として、二重特異性抗体および細胞傷害剤を含む融合タンパク質は、例えば組換え
技術またはペプチド合成によって作製してもよい。所定長さのＤＮＡに、コンジュゲート
の２つの部分をコードするそれぞれの領域が、互いに隣接しているかまたはコンジュゲー
トの所望の特性を壊さないリンカーペプチドをコードする領域によって隔てられているか
のいずれかで含まれていてもよい。ある特定の実施形態において、二重特異性抗体は、腫
瘍の事前標的化で利用するための「受容体」（例えばストレプトアビジン）にコンジュゲ
ートされていてもよく、この場合、抗体－受容体コンジュゲートを個体に投与し、続いて
清浄剤を使用して循環系から未結合のコンジュゲートを除去し、次いで細胞傷害剤（例え
ば放射性ヌクレオチド）にコンジュゲートした「リガンド」（例えばアビジン）を投与す
る。
【０２４３】
　有用性
　本明細書に記載される本発明の二重特異性抗体は、二重特異性抗体の産生において産業
上の利用可能性がある。
【０２４４】
　本明細書に記載される二重特異性抗体は、例えば、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ、ｅｘ　ｖｉｖｏ
およびｉｎ　ｖｉｖｏでの治療方法において使用される。本発明は、これらの抗体の１つ
または複数の使用に基づく様々な方法を提供する。ある特定の病態において、二重特異性
抗体であることが必要であるか、および／または望ましい。本発明は、例えば治療剤、予
防剤および診断剤として様々な目的に使用可能なこれらの二重特異性抗体を提供する。例
えば、本発明は、疾患を処置する方法であって、処置が必要な被験体に、本明細書に記載
される二重特異性抗体を投与すること、それによって疾患を処置することを含む、方法を
提供する。本明細書に記載される二重特異性抗体はいずれも、本明細書に記載される治療
（または予防または診断）方法に使用することができる。
【０２４５】
　同じ抗原分子上の２つの別個のエピトープに対して向けられた二重特異性抗体は、アビ
ディティを強化する利益（２価の結合のため）を提供するだけでなく、親抗体のどちらに
も関連しない新規の特性を獲得する可能性がある。したがって、本明細書で開示された二
重特異性抗体は、例えば受容体－リガンド相互作用をブロックすることにおいて使用され
る。
【０２４６】
　また本明細書に記載される二重特異性抗体は、２つの標的のシグナル伝達経路を１つの
分子で同時にブロックする適用でも使用される。
【０２４７】
　治療的使用
　本明細書に記載される二重特異性抗体は、治療適用に使用することができる。例えば、
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このような抗体は、腫瘍、例えば前がん性、非転移性、転移性、およびがん性の腫瘍（例
えば、早期がん）などの処置のために、アレルギー性または炎症性障害の処置のために、
または自己免疫疾患の処置のために、またはがん（例えば、乳がん、結腸直腸がん、肺が
ん、腎細胞癌、神経膠腫、または卵巣がん）、アレルギー性もしくは炎症性障害、または
自己免疫疾患を発症するリスクがある被験体の処置のために使用することができる。
【０２４８】
　がんという用語は、これらに限定されないが、前がん性の成長、良性腫瘍、および悪性
腫瘍などの一群の増殖性障害を含む。良性腫瘍は、元の部位に局在したままであり、遠位
部位に浸潤する、侵襲する、または転移する能力を有さない。悪性腫瘍は、それらの周辺
の他の組織に侵入してダメージを与える。悪性腫瘍はまた、それらが生じた場所から離脱
して、通常血流を介して、またはリンパ節が存在する場合はリンパ系を介して体の他の部
位に広がる（転移する）能力を獲得することもできる。原発性腫瘍は、それらが発生する
組織のタイプによって分類され、転移性腫瘍は、がん細胞が由来する組織のタイプによっ
て分類される。時間の経過とともに、悪性腫瘍の細胞はより異常になり、外観が正常細胞
のようではなくなる。このがん細胞の外観の変化は腫瘍悪性度と称され、がん細胞は、高
分化型、中分化型、低分化型、または未分化型と記載される。高分化型細胞は、外観が極
めて正常であり、それらの起源となる正常細胞と似ている。未分化型細胞は、細胞の起源
を決定することがもはや不可能なほど異常になった細胞である。
【０２４９】
　腫瘍は、固形腫瘍、または非固形もしくは軟部組織腫瘍であり得る。軟部組織腫瘍の例
としては、白血病（例えば、慢性骨髄性白血病、急性骨髄性白血病、成人急性リンパ芽球
性白血病、急性骨髄性白血病、成熟Ｂ細胞急性リンパ芽球性白血病、慢性リンパ球性白血
病、前リンパ球性白血病（ｐｏｌｙｍｐｈｏｃｙｔｉｃ　ｌｅｕｋｅｍｉａ）、またはヘ
アリーセル白血病）、またはリンパ腫（例えば、非ホジキンリンパ腫、皮膚Ｔ細胞リンパ
腫、またはホジキン病）が挙げられる。固形腫瘍としては、血液、骨髄、またはリンパ系
以外の体内組織のあらゆるがんが挙げられる。固形腫瘍は、上皮細胞起源のもの、および
非上皮細胞起源のものにさらに分けられる。上皮細胞固形腫瘍の例としては、消化管、結
腸、乳房、前立腺、肺、腎臓、肝臓、膵臓、卵巣、頭頸部、口腔、胃、十二指腸、小腸、
大腸、肛門、胆嚢、口唇、上咽頭、皮膚、子宮、男性生殖器官、泌尿器、膀胱、および皮
膚の腫瘍が挙げられる。非上皮起源の固形腫瘍としては、肉腫、脳腫瘍、および骨腫瘍が
挙げられる。
【０２５０】
　上皮がんは、一般的に、良性腫瘍から侵襲前のステージ（例えば、上皮内癌）に発達し
、悪性のがんになって、基底膜を貫通し上皮下の間質に侵入したものである。
【０２５１】
　二重特異性抗体も、これらの治療適用に使用することができ、ＨＥＲ２に結合する抗体
は特に、乳がん、結腸直腸がん、肺がん、腎細胞癌、神経膠腫、または卵巣がんを処置す
るのに使用することができる。
【０２５２】
　本明細書に記載される二重特異性抗体が与えられる候補である他の被験体は、血管結合
組織の異常な増殖、しゅさ性ざ瘡、後天性免疫不全症候群、動脈閉塞、アトピー性角膜炎
、細菌性の潰瘍、ベーチェット病、血液由来の腫瘍、頸動脈閉塞疾患、脈絡膜血管新生、
慢性炎症、慢性網膜剥離、慢性ブドウ膜炎、慢性硝子体炎、コンタクトレンズの過度装用
、角膜移植片拒絶反応、角膜血管新生、角膜移植片血管新生、クローン病、イールズ病、
流行性角結膜炎、真菌性潰瘍、単純ヘルペス感染、帯状疱疹の感染、過粘稠度症候群、カ
ポジ肉腫、白血病、脂質変性、ライム病、辺縁角質溶解（ｍａｒｇｉｎａｌ　ｋｅｒａｔ
ｏｌｙｓｉｓ）、モーレン潰瘍、ハンセン病以外のマイコバクテリア感染、近視、眼の血
管新生疾患、乳頭小窩、オスラー－ウェーバー症候群（オスラー－ウェーバー－ランデュ
）、変形性関節症、ページェット病、毛様体扁平部炎、類天疱瘡、フリクテン症（ｐｈｙ
ｌｅｃｔｅｎｕｌｏｓｉｓ）、多発動脈炎、レーザー後合併症、原生動物感染、弾性線維
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性偽性黄色腫、翼状片乾性角膜炎、放射状角膜切開、網膜血管新生、未熟児網膜症、水晶
体後線維増殖、サルコイド、強膜炎、鎌状赤血球貧血、シェーグレン症候群（Ｓｏｇｒｅ
ｎ’ｓ　ｓｙｎｄｒｏｍｅ）、固形腫瘍、シュタルガルト病（Ｓｔａｒｇａｒｔ’ｓ　ｄ
ｉｓｅａｓｅ）、スティーブンスジョンソン病、上輪部角膜炎（ｓｕｐｅｒｉｏｒ　ｌｉ
ｍｂｉｃ　ｋｅｒａｔｉｔｉｓ）、梅毒、全身性ループス、テリエン辺縁変性症、トキソ
プラズマ病、ユーイング肉腫の腫瘍、神経芽細胞腫の腫瘍、骨肉腫の腫瘍、網膜芽細胞腫
の腫瘍、横紋筋肉腫の腫瘍、潰瘍性大腸炎、静脈閉塞、ビタミンＡ欠乏症、ヴェグナーサ
ルコイドーシス、糖尿病に関連する望ましくない血管形成、寄生虫病、異常な創傷治癒、
外科手術、傷害または外傷後の肥大（例えば、急性肺損傷／ＡＲＤＳ）、毛髪の成長の阻
害、排卵および黄体形成の阻害、移植の阻害、ならびに子宮中での胚発生の阻害を有する
か、またはそれらを発症させるリスクがある。
【０２５３】
　本明細書に記載される方法に従って作製される二重特異性抗体を使用して処置され得る
アレルギー性もしくは炎症性障害または自己免疫疾患または障害の例としては、これらに
限定されないが、関節炎（関節リウマチ、例えば、急性関節炎、慢性関節リウマチ、痛風
性関節炎、急性痛風性関節炎、慢性炎症性関節炎、変性性関節炎、感染性関節炎、ライム
関節炎、増殖性関節炎、乾癬性関節炎、脊椎関節炎、および若年発症性関節リウマチ、変
形性関節症、進行性慢性関節炎、変形性関節炎、原発性慢性多発関節炎、反応性関節炎、
および強直性脊椎炎など）、炎症性過剰増殖性皮膚疾患、乾癬、例えば尋常性乾癬、滴状
乾癬、膿疱性乾癬、および爪の乾癬など、皮膚炎、例えば接触皮膚炎、慢性接触皮膚炎、
アレルギー性皮膚炎、アレルギー性接触皮膚炎、疱疹状皮膚炎、およびアトピー性皮膚炎
など、ｘ連鎖高ＩｇＭ症候群、じんましん、例えば慢性アレルギー性じんましんおよび慢
性自己免疫じんましんを含む慢性特発性じんましんなど、多発性筋炎／皮膚筋炎、若年性
皮膚筋炎、中毒性表皮壊死症、強皮症（全身性強皮症など）、硬化症、例えば全身性硬化
症、多発性硬化症（ＭＳ）、例えば脊椎視神経型ＭＳ、一次性進行型ＭＳ（ＰＰＭＳ）、
および再発寛解型ＭＳ（ＲＲＭＳ）など、全身性進行性硬化症、アテローム性動脈硬化症
、動脈硬化症、多発性硬化症（ｓｃｌｅｒｏｓｉｓ　ｄｉｓｓｅｍｉｎａｔａ）、および
失調性硬化症など、炎症性腸疾患（ＩＢＤ）（例えば、クローン病、自己免疫媒介性の胃
腸疾患、大腸炎、例えば潰瘍性大腸炎、潰瘍性結腸炎、顕微鏡的大腸炎、コラーゲン蓄積
大腸炎、ポリープ性大腸炎、壊死性腸炎、および経壁性結腸炎、ならびに自己免疫炎症性
腸疾患など）、壊疽性膿皮症、結節性紅斑、原発性硬化性胆管炎、上強膜炎）、呼吸窮迫
症候群、例えば成人または急性呼吸窮迫症候群（ＡＲＤＳ）など、髄膜炎、ブドウ膜の全
てまたは一部の炎症、虹彩炎、脈絡膜炎、自己免疫性血液障害、リウマチ様脊椎炎、突発
性難聴、ＩｇＥ媒介疾患、例えばアナフィラキシーならびにアレルギー性およびアトピー
性鼻炎など、脳炎、例えばラスムッセン脳炎ならびに辺縁系領域および／または脳幹脳炎
など、ブドウ膜炎、例えば前部ブドウ膜炎、急性前部ブドウ膜炎、肉芽腫性ブドウ膜炎、
非肉芽腫性ブドウ膜炎、水晶体抗原性ブドウ膜炎、後部ブドウ膜炎、または自己免疫性ブ
ドウ膜炎など、ネフローゼ症候群を有するおよび有さない糸球体腎炎（ＧＮ）、例えば慢
性または急性糸球体腎炎など、例えば原発性ＧＮ、免疫媒介性ＧＮ、膜性ＧＮ（膜性腎症
）、特発性膜性ＧＮまたは特発性膜性腎症、膜または膜性増殖性ＧＮ（ＭＰＧＮ）、例え
ばＩ型およびＩＩ型など、ならびに急速進行性ＧＮなど、アレルギー性状態、アレルギー
反応、湿疹、例えばアレルギー性またはアトピー性湿疹など、喘息、例えば気管支喘息（
ａｓｔｈｍａ　ｂｒｏｎｃｈｉａｌｅ）、気管支喘息（ｂｒｏｎｃｈｉａｌ　ａｓｔｈｍ
ａ）、および自己免疫喘息など、Ｔ細胞の浸潤および慢性炎症性反応を伴う状態、慢性的
な炎症性肺疾患、自己免疫性心筋炎、白血球接着不全症、全身性エリテマトーデス（ｓｙ
ｓｔｅｍｉｃ　ｌｕｐｕｓ　ｅｒｙｔｈｅｍａｔｏｓｕｓ；ＳＬＥ）または全身性エリテ
マトーデス（ｓｙｓｔｅｍｉｃ　ｌｕｐｕｓ　ｅｒｙｔｈｅｍａｔｏｄｅｓ）、例えば皮
膚ＳＬＥ、亜急性皮膚エリテマトーデス、新生児ループス症候群（ＮＬＥ）、播種性紅斑
性狼瘡、ループス（例えば腎炎、脳炎、小児、非腎性、腎外、円板状、脱毛症など）など
、若年発症型（Ｉ型）糖尿病、例えば小児インスリン依存性糖尿病（ＩＤＤＭ）、成人発
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症型糖尿病（ＩＩ型糖尿病）、自己免疫性糖尿病、特発性尿崩症など、サイトカインおよ
びＴリンパ球が媒介する急性および遅延型過敏症に関連する免疫応答、結核、サルコイド
ーシス、肉芽腫症、例えばリンパ腫様肉芽腫症、ヴェグナー肉芽腫症など、顆粒球減少症
、血管炎、例えば血管炎など（例えば、大型血管炎（例えばリウマチ性多発性筋痛および
巨細胞（高安）動脈炎など）、中型血管炎（例えば川崎病および結節性多発性動脈炎など
）、顕微鏡的多発動脈炎、ＣＮＳ血管炎、壊死性、皮膚または過敏性血管炎、全身性壊死
性血管炎、およびＡＮＣＡ関連血管炎、例えばチャーグ－ストラウス血管炎または症候群
（ＣＳＳ）など）、側頭動脈炎、再生不良性貧血、自己免疫性再生不良性貧血、クームズ
陽性貧血、ダイアモンドブラックファン貧血、溶血性貧血または免疫性溶血性貧血、例え
ば自己免疫性溶血性貧血（ＡＩＨＡ）、悪性貧血（貧血悪性熱）、アジソン病、赤芽球ろ
うまたは無形成症（ＰＲＣＡ）、第ＶＩＩＩ因子欠乏症、血友病Ａ、自己免疫好中球減少
症、汎血球減少症、白血球減少症、白血球遊出を伴う疾患、ＣＮＳ炎症性障害、多臓器損
傷症候群、例えば敗血症、外傷または出血に続発するものなど、抗原－抗体複合体が媒介
する疾患、抗糸球体基底膜疾患、抗リン脂質抗体症候群、アレルギー性神経炎、ベーチェ
ット（Ｂｅｃｈｅｔ）またはベーチェット（Ｂｅｈｃｅｔ）病、キャッスルマン症候群、
グッドパスチャー症候群、レイノー症候群、シェーグレン症候群、スティーブンス－ジョ
ンソン症候群、類天疱瘡、例えば水疱性類天疱瘡および皮膚類天疱瘡など、天疱瘡（例え
ば尋常性天疱瘡、落葉状天疱瘡、粘膜性天疱瘡、すなわち膜性類天疱瘡、および紅斑性天
疱瘡など）、自己免疫性多発性内分泌腺症、ライター病または症候群、免疫複合体腎炎、
抗体媒介性腎炎、視神経脊髄炎、多発性ニューロパチー、慢性ニューロパチー、例えばＩ
ｇＭ多発性ニューロパチーまたはＩｇＭ媒介性ニューロパチーなど、血小板減少症（例え
ば心筋梗塞患者が発症させるもの）、例えば血栓性血小板減少性紫斑病（ＴＴＰ）および
自己免疫または免疫媒介性血小板減少症、例えば特発性血小板減少性紫斑病（ＩＴＰ）、
例えば慢性または急性ＩＴＰなど、精巣および卵巣の自己免疫疾患、例えば自己免疫性精
巣炎および卵巣炎など、原発性甲状腺機能低下症、上皮小体機能低下症、自己免疫性内分
泌疾患、例えば甲状腺炎、例えば自己免疫性甲状腺炎、橋本病、慢性甲状腺炎（橋本甲状
腺炎）、または亜急性甲状腺炎など、自己免疫性甲状腺疾患、特発性甲状腺機能低下症、
グレーブス病、多腺性症候群、例えば多腺性自己免疫症候群（または多腺性内分泌障害症
候群）など、腫瘍随伴症候群、例えば神経系腫瘍随伴症候群、例えばランバート－イート
ン筋無力症症候群またはイートン－ランバート症候群、スティッフマンまたは全身硬直症
候群など、脳脊髄炎、例えばアレルギー性脳脊髄炎（ａｌｌｅｒｇｉｃ　ｅｎｃｅｐｈａ
ｌｏｍｙｅｌｉｔｉｓ）またはアレルギー性脳脊髄炎（ｅｎｃｅｐｈａｌｏｍｙｅｌｉｔ
ｉｓ　ａｌｌｅｒｇｉｃａ）および実験的アレルギー性脳脊髄炎（ＥＡＥ）など、重症筋
無力症、例えば胸腺腫関連の重症筋無力症、小脳変性、神経性筋強直症、オプソクローヌ
スまたはオプソクローヌス－ミオクローヌス症候群（ＯＭＳ）、および感覚ニューロパチ
ーなど、多巣性運動ニューロパチー、シーハン症候群、自己免疫性肝炎、慢性肝炎、ルポ
イド肝炎、巨細胞性肝炎、慢性活動性肝炎または自己免疫慢性活動性肝炎、リンパ性間質
性肺炎、ＮＳＩＰに対する閉塞性細気管支炎（非移植性）、ギランバレー症候群、ベルジ
ェ病（ＩｇＡ腎症）、特発性ＩｇＡ腎症、線状ＩｇＡ皮膚疾患、原発性胆汁性肝硬変症、
肺線維症、自己免疫性腸疾患症候群、セリアック病、小児脂肪便症、セリアックスプルー
（グルテン腸症）、難治性スプルー、特発性スプルー、クリオグロブリン血症、筋萎縮性
側索硬化症（ＡＬＳ；ルーゲーリック病）、冠動脈疾患、自己免疫性耳疾患、例えば自己
免疫性内耳疾患（ＡＩＥＤ）、自己免疫性難聴など、オプソクローヌス－ミオクローヌス
症候群（ＯＭＳ）、多発性軟骨炎、例えば難治性または再発性多発性軟骨炎など、肺胞タ
ンパク症、アミロイド症、強膜炎、非がん性リンパ球増加症、原発性リンパ球増加症、例
えば単クローン性Ｂ細胞リンパ球増加症（例えば、良性単クローン性免疫グロブリン血症
および意味未確定の単クローン性高ガンマグロブリン血症、ＭＧＵＳ）など、末梢神経障
害、腫瘍随伴症候群、チャネル病、例えばてんかんなど、片頭痛、不整脈、筋障害、聴覚
消失症、失明、周期性麻痺、およびＣＮＳのチャネル病、自閉症、炎症性ミオパチー、巣
状分節性糸球体硬化症（ＦＳＧＳ）、内分泌性眼障害、ブドウ膜網膜炎、網脈絡膜炎、自
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己免疫性肝臓障害、線維筋痛症、多重内分泌不全、シュミット症候群、副腎炎、胃萎縮、
初老期認知症、脱髄疾患、例えば自己免疫脱髄疾患など、糖尿病性腎症、ドレスラー症候
群、円形脱毛症、ＣＲＥＳＴ症候群（石灰沈着、レイノー現象、食道運動障害、強指症、
および毛細血管拡張症）、男性および女性の自己免疫性不妊症、混合性結合組織病、シャ
ーガス病、リウマチ熱、反復流産、農夫肺、多形性紅斑、心術後症候群、クッシング症候
群、愛鳥家肺、アレルギー性肉芽腫性血管炎、良性リンパ球血管炎、アルポート症候群、
肺胞炎、例えばアレルギー性肺胞炎および線維化肺胞炎など、間質性肺疾患、輸血反応、
ハンセン病、マラリア、リーシュマニア症、キパノソミアシス、住血吸虫症、回虫症、ア
スペルギルス症、サンプター症候群、カプラン症候群、デング熱、心内膜炎、心内膜心筋
線維症、びまん性間質性肺線維症、間質性肺線維症、特発性肺線維症、嚢胞性線維症、眼
内炎、持久性隆起性紅斑、胎児赤芽球症、好酸球性筋膜炎、シュルマン症候群、フェルテ
ィ症候群、フィラリア症、毛様体炎、例えば慢性毛様体炎、異虹彩色性毛様体炎、虹彩毛
様体炎、またはフックス毛様体炎など、へノッホ－シェーンライン紫斑病、ヒト免疫不全
ウイルス（ＨＩＶ）感染、エコーウイルス感染、心筋症、アルツハイマー病、パルボウイ
ルス感染、風疹ウイルス感染、ワクチン接種後症候群、先天性風疹感染、エプスタイン－
バーウイルス感染、流行性耳下腺炎、エバンス症候群、自己免疫性腺機能不全、シドナム
舞踏病、連鎖球菌感染後腎炎、閉塞性血栓血管炎、甲状腺中毒症、脊髄癆、脈絡膜炎、巨
細胞多発性筋痛、内分泌性眼障害、慢性過敏性肺臓炎、乾性角結膜炎、流行性角結膜炎、
特発性腎炎症候群、微小変化腎症、良性家族性および虚血再灌流傷害、網膜自己免疫、関
節炎症、気管支炎、慢性閉塞性気道疾患、珪肺症、アフタ、アフタ性口内炎、動脈硬化性
障害、アスペルミオジェネース、自己免疫性溶血、ベック病、クリオグロブリン血症、デ
ュピュイトラン拘縮、水晶体過敏性眼内炎、アレルギー性腸炎、らい性結節性紅斑、特発
性顔面麻痺、慢性疲労症候群、リウマチ熱、ハンマン－リッチ病、感覚神経性難聴、血色
素尿症発作、性腺機能低下症、限局性回腸炎、白血球減少症、伝染性単核症、横断性脊髄
炎、原発性特発性粘液水腫、ネフローゼ、交感性眼炎、肉芽腫性精巣炎、膵臓炎、急性多
発性神経根炎、壊疽性膿皮症、ケルバン甲状腺炎、後天性脾臓萎縮、抗精子抗体による不
妊症、非悪性胸腺腫、白斑、ＳＣＩＤおよびエプスタイン－バーウイルス関連の疾患、後
天性免疫不全症候群（ＡＩＤＳ）、寄生虫病、例えばリーシュマニアなど、トキシックシ
ョック症候群、食中毒、Ｔ細胞の浸潤を伴う状態、白血球接着不全症、サイトカインおよ
びＴリンパ球が媒介する急性および遅延型過敏症に関連する免疫応答、白血球遊出を伴う
疾患、多臓器損傷症候群、抗原－抗体複合体が媒介する疾患、抗糸球体基底膜疾患、アレ
ルギー性神経炎、自己免疫性多発性内分泌腺症、卵巣炎、原発性粘液水腫、自己免疫萎縮
性胃炎、交感性眼炎、リウマチ病、混合性結合組織病、ネフローゼ症候群、インスリン炎
、多内分泌腺不全、末梢神経障害、自己免疫多腺性症候群Ｉ型、成人発症型特発性上皮小
体機能低下症（ＡＯＩＨ）、完全脱毛症、拡張型心筋症、後天性表皮水疱症（ＥＢＡ）、
ヘモクロマトーシス、心筋炎、ネフローゼ症候群、原発性硬化性胆管炎、化膿性または非
化膿性副鼻腔炎、急性または慢性副鼻腔炎、篩骨、前頭、上顎、または蝶形骨洞炎、好酸
球関連の障害、例えば好酸球増加症、肺浸潤好酸球増加症、好酸球増多筋痛症候群、レフ
ラー症候群、慢性好酸球性肺炎、熱帯性肺好酸球増加症、気管支肺炎性アスペルギルス症
、アスペルギルス腫、または好酸球を含有する肉芽腫など、アナフィラキシー、血清反応
陰

性脊椎関節炎、多内分泌腺自己免疫疾患、硬化性胆管炎、強膜、上強膜、慢性粘膜皮膚カ
ンジダ症、ブルトン症候群、乳児一過性低ガンマグロブリン血症、ウィスコット－アルド
リッチ症候群、毛細血管拡張性運動失調、膠原病に関連する自己免疫障害、リウマチ、神
経疾患、虚血再灌流障害、血圧応答の低減、血管機能障害、血管拡張、組織傷害、心血管
虚血、痛覚過敏、脳虚血、および血管新生を伴う疾患、アレルギー性過敏性障害、糸球体
腎炎、再灌流傷害、心筋または他の組織の再灌流傷害、急性炎症性要素を伴う皮膚疾患、
急性化膿性髄膜炎または他の中枢神経系炎症性障害、眼および眼窩の炎症性障害、顆粒球
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輸血関連症候群、サイトカイン誘導性毒性、急性の重篤な炎症、慢性の難治性炎症、腎盂
炎、肺線維症、糖尿病性網膜症、糖尿性大動脈障害、動脈内膜過形成、消化性潰瘍、弁膜
炎、および子宮内膜症が挙げられる。
【０２５４】
　治療的使用に加えて、本明細書に記載される二重特異性抗体は、診断方法、例えば本明
細書に記載される疾患および状態のための診断方法などの他の目的にも使用することがで
きる。
【０２５５】
　投薬量、製剤、および持続時間
　本明細書で開示された二重特異性抗体は、良好な医療上の実施と一致する様態で、製剤
化され、投薬され、投与される。この状況における考察のための要因としては、処置され
る特定の障害、処置される特定の哺乳動物、個々の被験体の臨床状態、障害の原因、薬剤
の送達部位、投与方法、投与のスケジューリング、および医療従事者に公知の他の要因が
挙げられる。投与される抗体の「治療有効量」は、このような考察によって決まり、特定
の障害（例えば、がん、アレルギー性もしくは炎症性障害、または自己免疫障害）を予防
する、緩和する、または処置するのに必要な最小量である。抗体は、障害を予防または処
置するのに現状で使用されている１つまたは複数の薬剤と、必ずしも製剤化されていなく
てもよいが、任意選択で製剤化される。このような他の薬剤の有効量は、製剤中に存在す
るタンパク質の量、障害または処置のタイプ、および上記で論じられた他の要因に依存す
る。これらは、一般的に、同じ投薬量で、前述で使用されたような投与経路で、またはこ
れまでに採用された投薬量の約１から９９％で使用される。一般的に、がんの軽減または
処置は、がんに関連する１つまたは複数の症状または医学的問題を減らすことを含む。薬
物の治療有効量は、以下：がん細胞の数を低減すること（少なくとも１０％、２０％、３
０％、４０％、５０％、６０％、７０％、８０％、９０％、１００％またはそれよりも多
く）；腫瘍のサイズまたは腫瘍負荷量を低減または阻害すること；末梢器官へのがん細胞
の浸潤を阻害すること（すなわち、ある程度減少させるか、および／または止める）；腺
腫の場合、ホルモン分泌を低減すること；血管密度を低減すること；腫瘍転移を阻害する
こと；腫瘍成長を低減または阻害すること；および／またはがんに関連する症状の１つま
たは複数をある程度和らげることの１つまたは組み合わせを達成することができる。一部
の実施形態において、タンパク質は、被験体におけるがんまたは自己免疫障害の出現また
は再発を予防するのに使用される。
【０２５６】
　ある特定の実施形態において、本明細書で開示された二重特異性抗体は、がんまたは自
己免疫障害になりやすいかまたはそれと診断されているヒト被験体の生存期間を増加させ
るのに使用することができる。生存期間は、最初の薬物投与から死亡までの時間と定義さ
れる。生存期間はまた、処置中の被験体の死亡リスクを表す処置群対対照群の層別化した
ハザード比（ＨＲ）によって測定することもできる。
【０２５７】
　ある特定の実施形態において、本明細書で開示された二重特異性抗体の処置は、がんに
なりやすいかまたは様々な抗がん治療で処置されるがんと診断されているヒト被験体の群
において、応答率を有意に増加させる。応答率は、処置された被験体のうち処置に応答し
たパーセンテージと定義される。ある特定の実施形態において、本明細書に記載される二
重特異性抗体と、外科手術、放射線療法、または１つまたは複数の化学療法剤とを使用す
る併用処置は、外科手術、放射線療法、または化学療法単独で処置した群と比較して、処
置した被験体群における応答率を有意に増加させ、その増加は、０．００５未満のカイ二
乗ｐ値を有する。がんの処置における治療効能の追加の測定は、米国特許公開公報第２０
０５０１８６２０８号に記載されている。
【０２５８】
　治療製剤は、当該分野において公知の標準的な方法を使用して、所望の純度を有する活
性成分を、任意選択の生理学的に許容される担体、賦形剤または安定剤と共に混合するこ
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とによって調製される（Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃ
ｉｅｎｃｅｓ（第２０版）Ａ．　Ｇｅｎｎａｒｏ編、２０００年、Ｌｉｐｐｉｎｃｏｔｔ
，　Ｗｉｌｌｉａｍｓ　＆　Ｗｉｌｋｉｎｓ、Ｐｈｉｌａｄｅｌｐｈｉａ、ＰＡ）。許容
される担体としては、食塩溶液、または緩衝液、例えばホスフェート、シトレートおよび
他の有機酸など；抗酸化剤、例えばアスコルビン酸など；低分子量（約１０残基未満）の
ポリペプチド；タンパク質、例えば血清アルブミン、ゼラチンまたは免疫グロブリンなど
；親水性ポリマー、例えばポリビニルピロリドンなど、アミノ酸、例えばグリシン、グル
タミン、アスパラギン、アルギニンまたはリシンなど；単糖類、二糖類、および他の炭水
化物、例えばグルコース、マンノース、またはデキストリンなど；キレート剤、例えばＥ
ＤＴＡなど；糖アルコール、例えばマンニトールまたはソルビトールなど；塩を形成する
対イオン、例えばナトリウムなど；および／または非イオン界面活性剤、例えばＴＷＥＥ
Ｎ（商標）、ＰＬＵＲＯＮＩＣＳ（商標）など、またはＰＥＧが挙げられる。
【０２５９】
　ある特定の実施形態において、製剤は、薬学的に許容される塩、好ましくは塩化ナトリ
ウムを、好ましくはほぼ生理学的な濃度で含有する。ある特定の実施形態において、本発
明の製剤は、薬学的に許容される保存剤を含有する。ある特定の実施形態において、保存
剤の濃度は、典型的にはｖ／ｖで０．１から２．０％の範囲である。好適な保存剤として
は、薬学分野において公知のものが挙げられる。ある特定の実施形態において、保存剤は
、ベンジルアルコール、フェノール、ｍ－クレゾール、メチルパラベン、およびプロピル
パラベンである。任意選択で、本発明の製剤は、薬学的に許容される界面活性剤を、０．
００５から０．０２％の濃度で含んでいてもよい。
【０２６０】
　ある特定の実施形態において、製剤は、処置される特定の適応のために必要とされる１
つより多くの活性化合物、好ましくは互いに有害作用を与えない相補的な活性を有するも
のを含有する。このような分子は、好適には、意図した目的にとって有効な量での組み合
わせで存在する。
【０２６１】
　ある特定の実施形態において、活性成分は、例えばコアセルベーション技術または界面
重合によって調製されたマイクロカプセル、例えば、それぞれヒドロキシメチルセルロー
スまたはゼラチンマイクロカプセル、およびポリ－（メチルメタクリレート（ｍｅｔｈｙ
ｌｍｅｔｈａｃｙｌａｔｅ））マイクロカプセル中に、コロイド薬物送達系（例えば、リ
ポソーム、アルブミンマイクロスフェア、マイクロエマルジョン、ナノ粒子およびナノカ
プセル）中に、またはマクロエマルジョン中に封じ込められる。このような技術は、Ｒｅ
ｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ、上記に開示さ
れている。
【０２６２】
　ある特定の実施形態において、持続放出調製物が調製される。持続放出調製物の好適な
例としては、ヘテロ多量体タンパク質を含有する固体疎水性ポリマーの半透性マトリクス
が挙げられ、このマトリクスは、成形物品、例えばフィルム、またはマイクロカプセルの
形態である。持続放出マトリクスの例としては、ポリエステル、ヒドロゲル（例えば、ポ
リ（２－ヒドロキシエチル－メタクリレート）、またはポリ（ビニルアルコール））、ポ
リラクチド（米国特許第３，７７３，９１９号）、Ｌ－グルタミン酸とγエチル－Ｌ－グ
ルタメートとのコポリマー、非分解性エチレン－酢酸ビニル、分解可能な乳酸－グリコー
ル酸コポリマー、例えばＬＵＰＲＯＮ　ＤＥＰＯＴ（商標）（乳酸－グリコール酸コポリ
マーおよび酢酸ロイプロリドで構成される注射可能なマイクロスフェア）など、およびポ
リ－Ｄ－（－）－３－ヒドロキシ酪酸が挙げられる。エチレン－酢酸ビニルおよび乳酸－
グリコール酸などのポリマーは１００日を超える期間にわたり分子の放出を可能にするが
、特定のヒドロゲルは、それより短い期間にわたりタンパク質を放出する。カプセル化さ
れたヘテロ多量体タンパク質が長時間体内に留まる場合、それらは、３７℃で水分に曝露
される結果として変性したりまたは凝集したりする場合があり、結果として生物活性の損
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失および免疫原性の起こり得る変化が生じる。関与するメカニズムに応じて、安定化のた
めの合理的な戦略を考案することができる。例えば、凝集メカニズムが、チオ－ジスルフ
ィド交換を介した分子間のＳ－Ｓ結合形成であることがわかる場合、安定化は、スルフヒ
ドリル残基を改変すること、酸性溶液から凍結乾燥すること、含水量を制御すること、適
切な添加剤を使用すること、および特異的な高分子マトリクス組成物を開発することによ
って達成することができる。
【０２６３】
　本明細書に記載される二重特異性抗体は、公知の方法に従って、例えば、ボーラスとし
ての静脈内投与によって、または所定時間にわたる連続注入によって、筋肉内、腹腔内、
脳脊髄内（ｉｎｔｒａｃｅｒｏｂｒｏｓｐｉｎａｌ）、皮下、関節内、滑液包内、髄腔内
、経口、局所、もしくは吸入経路によって、ヒト被験体に投与される。局所投与は、甚大
な副作用または毒性が、タンパク質によって認識される標的分子への拮抗作用に関連する
場合に、特に所望される場合がある。ｅｘ　ｖｉｖｏの戦略も治療適用に使用することが
できる。ｅｘ　ｖｉｖｏの戦略は、被験体から得られた細胞を本発明のタンパク質をコー
ドするポリヌクレオチドでトランスフェクトまたは形質導入することを含む。次いでトラ
ンスフェクトまたは形質導入された細胞を被験体に戻す。細胞は、限定されないが、造血
細胞（例えば、骨髄細胞、マクロファージ、単球、樹状細胞、Ｔ細胞、またはＢ細胞）、
線維芽細胞、上皮細胞、内皮細胞、ケラチノサイト、または筋肉細胞などの多様なタイプ
のいずれであってもよい。
【０２６４】
　ある特定の実施形態において、障害または腫瘍の場所が許す場合、二重特異性抗体は、
例えば直接注射によって局所投与され、注射は定期的に繰り返すことができる。ある特定
の実施形態において、局所的な再発または転移を予防または低減するために、腫瘍の外科
的切除後に、二重特異性抗体を被験体に全身送達するか、または腫瘍細胞に、例えば腫瘍
または腫瘍床に直接的に送達する。
【０２６５】
　製品
　１つまたは複数の二重特異性抗体を含有する製品は、障害（例えば、自己免疫疾患また
はがん）の処置または診断に有用な材料と共に本明細書に記載される。製品は、容器、お
よび容器上のまたは容器に付随するラベルまたは添付文書を含む。好適な容器としては、
例えば、ボトル、バイアル、シリンジなどが挙げられる。容器は、様々な材料、例えばガ
ラスまたはプラスチックなどから形成されてもよい。容器は、状態を処置するのに有効な
組成物を保持し、無菌アクセスポートを有していてもよい（例えば容器は、静脈内溶液バ
ッグ、または皮下注射針によって突き刺すことができるストッパーを有するバイアルであ
り得る）。組成物中の少なくとも１つの活性薬剤は、本明細書に記載される二重特異性抗
体である。ラベルまたは添付文書は、組成物が特定の状態を処置するのに使用されること
を示す。ラベルまたは添付文書は、被験体にヘテロ多量体タンパク質組成物を投与するた
めの指示をさらに含む。また、本明細書に記載される組み合わせ療法を含む製品およびキ
ットも予期される。
【０２６６】
　添付文書は、このような治療用製品の使用に関する適応症、使用法、投薬量、投与、禁
忌および／または警告についての情報を含有する、治療用製品の市販のパッケージに習慣
的に含まれる指示を指す。ある特定の実施形態において、添付文書は、組成物は、乳がん
、結腸直腸がん、肺がん、腎細胞癌、神経膠腫、または卵巣がんを処置するのに使用され
ることを示す。
【０２６７】
　ある特定の実施形態において、製品は、薬学的に許容される緩衝液、例えば注射用静菌
水（ＢＷＦＩ）、リン酸緩衝食塩溶液、リンゲル液およびデキストロース溶液などを含む
第２の容器をさらに含む。製品は、商業的な観点および使用者の観点から考慮される他の
材料、例えば他の緩衝液、希釈剤、フィルター、針、およびシリンジなどをさらに含んで
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いてもよい。
【０２６８】
　様々な目的、例えば細胞からの抗原（例えば、ＨＥＲ２またはＥＧＦＲ）の精製または
免疫沈降に有用なキットも提供される。抗原（例えば、ＨＥＲ２またはＥＧＦＲ）の単離
および精製の場合、キットは、ビーズ（例えば、セファロースビーズ）にカップリングさ
れた二重特異性抗体（例えば、ＥＧＦＲ　ＨＥＲ２抗体）を含有していてもよい。ある特
定の実施形態において、キットは、ｉｎ　ｖｉｔｒｏにおける、例えばＥＬＩＳＡまたは
ウェスタンブロットにおける抗原の検出および定量化のための二重特異性抗体を含有する
。製品の場合と同様に、キットは、容器、および容器上のまたは容器に付随するラベルま
たは添付文書を含む。容器は、本発明の少なくとも１つのヘテロ多量体タンパク質（例え
ば、多重特異性抗体または抗体断片）を含む組成物を保持する。例えば希釈剤および緩衝
液または対照抗体を含有する追加の容器が含まれていてもよい。ラベルまたは添付文書は
、組成物の説明に加えて、意図したｉｎ　ｖｉｔｒｏまたは診断法での使用に関する指示
も提供することができる。
【実施例】
【０２６９】
　材料および方法
　部位特異的変異誘発およびＤＮＡの調製：
　全てのｍＡｂ配列を、表１に示した通りＵＳＰＴＯ、ＲＳＣＢ（タンパク質データバン
ク）およびＩＭＧＴ（国際的なＩｍＭｕｎｏＧｅｎｅＴｉｃｓ情報システム）から得て、
ＤＮＡ２．０で合成した。部位特異的変異誘発を、Ｑｕｉｃｋ　Ｃｈａｎｇｅ　ＩＩ　Ｘ
Ｌ（Ａｇｉｌｅｎｔ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）を使用して実行した。配列が検証され
たプラスミドを、ＰｕｒｅＬｉｎｋ　ＨｉＰｕｒｅ　Ｍａｘｉｐｒｅｐ　Ｋｉｔ（Ｌｉｆ
ｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）を使用して増幅した。
【表１】

【０２７０】
　抗体の発現および精製：
　ポリエチレンイミン（ＰＥＩ）での一過性トランスフェクションによってＦｒｅｅｓｔ
ｙｌｅ　２９３細胞中で抗体を発現させ、プロテインＡクロマトグラフィーによって精製
した。二重特異性抗体を、ＨｉＰｒｅｐ　Ｓｅｐｈａｃｒｙｌ　Ｓ－１００ＨＲカラム（
ＧＥ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ）を使用したゲル濾過でさらに精製した。
【０２７１】
　分析的カチオン交換：
　Ａｇｉｌｅｎｔ１２００システムおよびＷＣＸ－ＮＰ５　４．６×２５０ｍｍ（Ｓｅｐ
ａｘ）カチオン交換カラムを使用して、分析的カチオン交換クロマトグラフィーを実行し
た。抗体をｐＨ＝６．０の２０ｍＭリン酸ナトリウム中でローディングし、２０～２００
ｍＭのＮａＣｌの勾配を使用して溶出させ、２８０ｎｍにおけるインラインの吸光度を使
用して検出した。
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【０２７２】
　非還元クーマシーゲル：
　ＸＣｅｌｌ　ＳｕｒｅＬｏｃｋ　Ｍｉｎｉチャンバーを使用したＮｕＰＡＧＥ　Ｎｏｖ
ｅｘ　４～１２％ビストリスタンパク質ゲル（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）を使用して、精製
された抗体を分離した。ＳｉｍｐｌｙＢｌｕｅ　ＳａｆｅＳｔａｉｎ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇ
ｅｎ）を使用してバンドを発色させた。
【０２７３】
　酵素結合イムノソルベント検定法：
　培養上清中のＩｇＧの定量化：簡単に言えば、９６－ウェルプレートを、ＭｓαＨｕ　
ＩｇＧ（ａｂｃａｍ）で４℃で一晩コーティングした。プレートを洗浄し、５％ブロット
（ｂｌｏｔｔｏ）（Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）でブロッ
クした。培養上清の希釈物およびヒトＩｇＧ標準（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）をプレートに
添加し、室温で２時間インキュベートした。ＤｋαＨｕ　ＩｇＧ　ＨＲＰコンジュゲート
二次抗体（Ｊａｃｋｓｏｎ　Ｉｍｍｕｎｏ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ）、続いてＴＭＢ基質（Ｋ
ＰＬ）の添加を使用して、結合したＩｇＧを検出した。
【０２７４】
　単一抗原ＥＬＩＳＡ：簡単に言えば、９６－ウェルプレートを適切な抗原で４℃で一晩
コーティングした。プレートを洗浄し、１％ブロット（Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ　Ｂｉｏｔ
ｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）でブロックした。抗体の連続希釈物をプレートに添加し、室温
で２時間インキュベートした。ＲｂαＨｕ　ＩｇＧ　ＨＲＰコンジュゲート二次抗体（Ｊ
ａｃｋｓｏｎ　ＩｍｍｕｎｏＲｅｓｅａｒｃｈ）、続いてＴＭＢ基質（ＫＰＬ）の添加を
使用して、抗原が結合したＩｇＧを検出した。
【０２７５】
　二重抗原ＥＬＩＳＡ：簡単に言えば、９６－ウェルプレートを、適切な抗原で４℃で一
晩コーティングした。プレートを洗浄し、１％ブロット（Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ　Ｂｉｏ
ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）でブロックした。抗体の連続希釈物をプレートに添加し、室
温で２時間インキュベートした。洗浄後に第２の抗原をプレートに添加し、室温で２時間
インキュベートした。適切なＨＲＰコンジュゲート抗体、続いてＴＭＢ基質（ＫＰＬ）の
添加を使用して第２の抗原を検出した。このアッセイは、両方の抗原に同時に結合する二
重特異性抗体のみを検出する。
【０２７６】
　ネイティブ質量分析：
　抗体を、３７℃でＰｎｇａｓｅＦ（Ｎｅｗ　Ｅｎｇｌａｎｄ　Ｂｉｏｌａｂｓ）と共に
２４時間インキュベートした。脱グリコシル化した抗体を、プロテインＡの親和性によっ
て精製した。試料をＰｒｏＳｗｉｆｔ　ＲＰ－１０Ｒカラム（Ｔｈｅｒｍｏ　Ｓｃｉｅｎ
ｔｉｆｉｃ）にローディングし、ＱＥｘａｃｔｉｖｅオービトラップ（Ｔｈｅｒｍｏ　Ｓ
ｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）を使用して分析した。データを、タンパク質デコンボリューション
ソフトウェア（Ｔｈｅｒｍｏ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）を使用してデコンボリューション
した。
【０２７７】
　動的光散乱法：
　抗体の溶液相凝集を、ＤｙｎａＰｒｏ　ＮａｎｏＳｔａｒ光散乱装置（Ｗｙａｔｔ　Ｔ
ｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ）を使用して評価した。
【０２７８】
　円偏光二色性熱溶融：
　モデル２０２の円偏光二色性分光計（Ａｖｉｖ　ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌ　ｉｎｃ．）に
おいて、２１８ｎｍの波長、４０～９０℃、１ｃ／分の加熱速度で温度依存性円偏光二色
性を測定することによって、熱によるアンフォールディングをモニターした。
【０２７９】
　細胞ベースの結合アッセイ
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　Ｒａｊｉ細胞（ＡＴＣＣ（登録商標）ＣＣＬ－８６（商標））を、培養物から採取し、
洗浄し、ＰＢＳ中の１％ＢＳＡで、４℃で１時間ブロックした。洗浄した細胞を、様々な
濃度の抗体構築物と共に、４℃で１時間インキュベートした。洗浄した細胞を、ＰｅｒＣ
Ｐ－Ｃｙ５．５　ＭｓαＨｕＣＤ１９（ＢＤ　Ｐｈａｒｍｉｎｇｅｎ）およびＡＦ６４７
コンジュゲートＡｆｆｉｎｉＰｕｒｅ　Ｆ（ａｂ’）２断片ＤｋαＨｕ　ＩｇＧ（Ｊａｃ
ｋｓｏｎ　ＩｍｍｕｎｏＲｅｓｅａｒｃｈ）のカクテルと共に４℃で１時間インキュベー
トした。洗浄した細胞をＤＡＰＩ溶液に懸濁し、ＬＳＲＦｏｒｔｅｓｓａ（ＢＤ　Ｂｉｏ
ｓｃｉｅｎｃｅｓ）でＦＡＣＳＤＩＶＡソフトウェア（ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）
を使用して処理したデータを用いて分析した。
【０２８０】
　アポトーシスアッセイ
　Ｄａｕｄｉ細胞（ＡＴＣＣ（登録商標）ＣＣＬ－２１３（商標））を、３７℃／５％Ｃ
Ｏ２で静置された２４－ウェルプレート中、１０μｇ／ｍＬの抗体構築物と共に２０時間
インキュベートした。アイソタイプ対照としてハーセプチンを使用した。細胞を採取し、
Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ＰｒｏｂｅｓのＡｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　４８８　Ａｎｎｅｘｉｎ
　Ｖ／Ｄｅａｄ　Ｃｅｌｌ　Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ　Ｋｉｔ（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏ
ｇｉｅｓ）を使用して処理した。ＬＳＲＦｏｒｔｅｓｓａ（ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ
ｓ）でＦＡＣＳＤＩＶＡソフトウェア（ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）を使用して処理
したデータを用いて試料を分析した。
【０２８１】
　補体依存性細胞傷害
　ＷＩＬ２－Ｓ細胞（ＡＴＣＣ（登録商標）ＣＲＬ－８８５（商標））を９６－ウェルプ
レートに播種した。抗体の連続希釈物、続いてウサギ補体（Ｃｅｄａｒｌａｎｅ　Ｂｉｏ
ｌａｂｓ）を添加し、３７℃で２時間インキュベートした。アラマーブルー（Ｉｎｖｉｔ
ｒｏｇｅｎ）を添加し、３７℃で１６時間発色させた。Ｓｐｅｃｔｒａｍａｘ　Ｍ５ｅ（
Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｄｅｖｉｃｅｓ）を５３０ｎｍでの励起および５９０ｎｍでの放出
で使用して蛍光を測定した。
【０２８２】
　抗体依存性細胞傷害
　Ｓｐｅｃｔｒａｍａｘ　Ｍ５ｅ（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｄｅｖｉｃｅｓ）を使用して発
光を測定するＡＤＣＣ　Ｒｅｐｏｒｔｅｒ　Ｂｉｏａｓｓａｙ　Ｋｉｔ（Ｐｒｏｍｅｇａ
）を使用して、抗体依存性細胞傷害を定量化した。
【０２８３】
　（実施例１：二重特異性抗体プラットフォーム操作に関する残基の同定および変異の試
験）
　どの変異が二重特異性抗体のヘテロ二量体化を容易にし、いずれかの目的の親の単一特
異性抗体の可変重鎖および可変軽鎖領域を有する二重特異性抗体を生成するのに使用する
ことができるのかを決定するために、ヒト野生型ＩｇＧ１の定常領域内の残基を分析した
。ヘテロ二量体の形成に重要なＣＨ１、ＣＬ１およびＣＨ３領域内の個々の残基を同定し
た。まず、境界の残基、埋め込まれた表面積、ならびに定常領域の物理化学的な特性およ
び幾何を分析することによって、これらの残基を同定した。
【０２８４】
　各残基の構造的な原理を分析し、アミノ酸置換の組み合わせを生成するのに使用した。
ＣＨ１およびＣＬ境界中の変異の組み合わせを同定した。誤対合を防ぎながら同源ＩｇＧ
発現を保持するであろう組み合わせを決定するために、２つのヒト野生型ＩｇＧ１抗体を
使用した（「ｍＡｂ１」として示されるＤＬ１１および「ｍＡｂ２」として示されるペル
ツズマブ）。各組み合わせにつき、原子間の相互作用ネットワークを生成して、組み合わ
せの影響を決定した（例えば、Ｒｏｂｉｎｓｏｎ　ＬＮら、Ｃｅｌｌ．　２０１５年７月
３０日；１６２巻（３号）：４９３～５０４頁を参照）。所望の作用を有する（すなわち
、所望の二重特異性種を生成する）組み合わせが予測されたら、その組み合わせを実験的
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に試験した。ｍＡｂ１をＣＬ’およびＣＨ１’で構成し、それに対してｍＡｂ２をＣＬ”
およびＣＨ１”で構成した。これらの領域で作製された変異は、それぞれ表２の１、３、
４、および６列で特定される。変異を鎖に作製し、正しい軽鎖または誤対合した軽鎖のい
ずれかを有する単一特異性抗体としてトランスフェクトした。同源の重鎖－軽鎖対合（同
源ＩｇＧと称する）および誤対合した重鎖－軽鎖（誤対合したＩｇＧと称する）を有する
ＩｇＧを全長の様式で発現させ、それらの発現レベルをＩｇＧ　ＥＬＩＳＡによって定量
化し、対応するＷＴ抗体に対するパーセンテージとして表した。表２の２列および５列は
、同源ＩｇＧ、ＣＬ’－ＣＨ１’およびＣＬ”－ＣＨ１”それぞれの相対的な発現を示す
。表２の７および８列は、誤対合したＩｇＧ、ＣＬ”－ＣＨ１’およびＣＬ’－ＣＨ１”
それぞれの相対的な発現を示す。さらなる試験のために、ＣＬ’では１２４Ｄおよび１３
７Ｄ、ＣＨ１’では１２４Ｖおよび１４３Ａ、ＣＬ”では１２４Ｋ、１３７Ｋ、および１
７８Ａ、ならびにＣＨ１”では１４５Ｄ、１７２Ｄおよび１８８Ｗの組み合わせを選択し
た。
【表２】

【０２８５】
　次いで、アミノ酸の相互作用ネットワークを分析することによって、ＣＨ３変異の組み
合わせを同定した。ＣＨ３’において同定されたＥ３７８ＫおよびＫ４４０変異を、ＤＬ
１１抗体で試験した。この変異の半抗体種を形成させる能力を試験し、精製された抗体を
ゲルで泳動し、クーマシー染色を使用することによって、ノブイントゥホールの変異（Ｔ
３８９Ｗ（ノブ）；Ｔ３８９Ｓ、Ｌ３９１Ａ、Ｙ４３８Ｖ（ホール））と比較した。図２
Ａは、ＣＨ３変異（レーン６）がノブイントゥホールの変異（レーン４および５）に匹敵
するインタクトな種および半抗体種を形成したことを示す。どの変異の組み合わせがイン
タクトなヘテロ二量体抗体のみを生成するのかを決定するために、Ｅ３７８ＫおよびＫ４
４０変異を含有するＣＨ３’を、様々な変異を有する数種の異なるＣＨ３”ドメインと組
み合わせた（図２Ｂ）。ＣＨ３”におけるＫ３９３Ｅ変異は、半抗体断片の形成を低減し
（レーン７）、それに対してＬ３９１Ｅ（レーン６）およびＤ３７７Ｋ（レーン５）の変
異は低減しなかった。ＣＨ３’におけるＥ３７８ＫおよびＫ４４０と、ＣＨ３”における
Ｋ３９３Ｅとの組み合わせは、ノブイントゥホールの変異（レーン３）と同じレベルに半
抗体断片の形成を低減したことから、この新規の組み合わせは、ＣＨ３ヘテロ二量体を有
効に形成するのに使用できることが示される。
【０２８６】
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　表３に、実施例２、３および４でのさらなる試験のために選択された変異の組み合わせ
を示す。
【表３】

【０２８７】
　（実施例２：ＨＥＲ２およびＥＧＦＲ／ＨＥＲ３を標的化する二重特異性抗体）
　二重特異性抗体を、ペルツズマブ（抗ＨＥＲ２；Ｇｅｎｅｎｔｅｃｈ；ＣＡＳ番号：３
８０６１０－２７－５）およびＤＬ１１（抗ＥＧＦＲ／ＨＥＲ３；ＭＥＨＤ７９４５Ａと
しても公知；Ｇｅｎｅｎｔｅｃｈ；ＷＯ２０１０／１０８１２７）の配列に基づき生成し
た。表４は、二重特異性抗体のＣＬ、ＣＨ１、およびＣＨ３中の変異の組み合わせを示す
。
【表４】

【０２８８】
　表８に、ペルツズマブ／ＤＬ１１二重特異性抗体のアミノ酸配列を記載する。具体的に
は、表４に記載の変異を有するペルツズマブについては配列番号１５および１６（それぞ
れ軽鎖および重鎖）、表４に記載の変異を有するＤＬ１１については配列番号１７および
１８（それぞれ軽鎖および重鎖）である。４つの抗体鎖を組み合わせた場合にこれらの変
異が二重特異性抗体を生成するかどうかを決定するために、カチオン交換クロマトグラフ
ィーを使用して、変異を有さない鎖（図３Ａ）と表４に記載の変異を有する鎖（図３Ｂ）
との差を比較した。図３Ａは、多数のピークを示しており、これは、多くの種が生成され
たことを示す。対照的に、図３Ｂは、丸で囲んだ単一の主要なピークを示し、これは、１
つの二重特異性抗体種が生成されたことを示す。このピークを溶出し精製した。精製され
た抗体をネイティブ質量分析によって分析したところ、単一の主要なピークは、二重特異
性抗体の所望の分子量に対応することが示された（図４）。
【０２８９】
　精製された二重特異性抗体（「Ｐ／Ｄ」）のＨＥＲ１、ＨＥＲ２、およびＨＥＲ３への
結合特徴をＥＬＩＳＡによって分析した（図５Ａ～５Ｃ）。ＨＥＲ１およびＨＥＲ３はＰ
／ＤおよびＤＬ１１の両方に結合したが、ペルツズマブとは結合しなかった（図５Ａおよ
び５Ｃ）。ＨＥＲ２はＰ／Ｄおよびペルツズマブの両方に結合したが、ＤＬ１１とは結合
しなかった（図５Ｂ）。４パラメーターフィッティングを使用してＫｄ’値を決定した。
それを表５に示す。
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【表５】

【０２９０】
　これらの結果から、二重特異性抗体は、単一特異性の親抗体によって標的化された同じ
抗原に結合することが示される。
【０２９１】
　二重特異性抗体（例えば、Ｐ／Ｄ）の所望の特徴は、２つの異なる抗原に同時に結合す
る能力である。サンドイッチＥＬＩＳＡを使用して、ペルツズマブ／ＤＬ１１二重特異性
抗体のＨＥＲ１およびＨＥＲ２への結合を決定した。ＨＥＲ１抗原をプレート上にコーテ
ィングし、続いて二重特異性抗体をコーティングした。次いでＨＥＲ２を添加し、ＨＥＲ
２抗原を検出した。図６Ａは、Ｐ／Ｄ二重特異性抗体はＨＥＲ１およびＨＥＲ２の両方に
結合するが、それに対して親抗体は両方に結合しないことを示す。ＨＥＲ２およびＨＥＲ
３への結合を試験するために、最初にＨＥＲ３抗原をプレート上にコーティングし、続い
て二重特異性抗体をコーティングした。次いでＨＥＲ２を添加し、ＨＥＲ２抗原を検出し
た。図６Ｂは、Ｐ／Ｄ二重特異性抗体はＨＥＲ２およびＨＥＲ３の両方に結合するが、そ
れに対して親抗体は両方に結合しないことを示す。これらの結果は、二重特異性抗体が、
２つの異なる抗原、ＨＥＲ１およびＨＥＲ２、またはＨＥＲ３およびＨＥＲ２に同時に結
合することを示す。
【０２９２】
　（実施例３：ＣＤ２０上の異なるエピトープに結合する二重特異性抗体）
　二重特異性抗体を、両方とも抗ＣＤ２０抗体であるリツキシマブ（Ｇｅｎｅｎｔｅｃｈ
；Ｃａｓ番号：１７４７２２－３１－７）およびオビヌツズマブ（Ｇａ１０１としても公
知；Ｇｅｎｅｎｔｅｃｈ；Ｃａｓ番号：９４９１４２－５０－１）の配列に基づき生成し
た。表６は、二重特異性抗体中の変異を示す。
【表６】

【０２９３】
　表８に、二重特異性抗体のアミノ酸配列（「Ｒｘｍ／Ｇａ１０１」）を示す。具体的に
は、表６に記載の変異を有するリツキシマブについては配列番号１９および２０（それぞ
れ軽鎖および重鎖）、ならびに表６に記載の変異を有するオビヌツズマブについては配列
番号２１および２２（それぞれ軽鎖および重鎖）である。図７は、ネイティブ質量分析を
使用して生成した二重特異性抗体の純度を示し、それにおいて、一つのみの主要なピーク
が存在し、それはＩｇＧ二重特異性抗体の予想される質量を有する。円偏光二色性を使用
して、Ｒｘｍ／Ｇａ１０１二重特異性抗体の熱安定性を試験した。抗体は、親の単一特異
性抗体であるリツキシマブ（「Ｒｘｍ」）およびオビヌツズマブ（「Ｇａ１０１」）とま
ったく同様に安定していることが見出された（図８）。動的光散乱法を使用して凝集体の
形成を測定した。このデータから、凝集体は存在せず、質量分布は、単量体ＩｇＧ１分子
から予想されるものであることが示された（図９）。全体的に、二重特異性抗体の収量お
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よび生物物理学的特性は、親の単一特異性抗体の収量および特性またはＩｇＧ１から予想
されるものに類似していた。
【０２９４】
　Ｒｘｍ／Ｇａ１０１二重特異性抗体の機能的な特徴を試験した。両方の単一特異性抗体
はＣＤ２０に結合するため、二重特異性抗体のＣＤ２０への結合をＥＬＩＳＡによって測
定した（図１０）。二重特異性抗体は、親抗体と同様にＣＤ２０に結合する。Ｇａ１０１
およびリツキシマブの両方はＣＤ２０に結合するが、これらは、異なる作用メカニズムを
誘導する。Ｇａ１０１は、アポトーシスおよび補体依存性細胞傷害（ＣＤＣ）を誘導する
。Ｒｘｍ／Ｇａ１０１二重特異性抗体は、Ｇａ１０１と類似したレベルにアポトーシス（
図１１）およびＣＤＣ（図１２）を誘導する。加えて、リツキシマブおよびＧａ１０１の
両方は、抗体依存性細胞傷害（ＡＤＣＣ）を誘導する。Ｒｘｍ／Ｇａ１０１二重特異性抗
体は、両方の親抗体と類似したＡＤＣＣを誘導する（図１３）。
【０２９５】
　これらの結果はさらに、定常領域の変異が、親抗体と同様に機能する、同じ抗原、ＣＤ
２０上の既定のエピトープに対する二重特異性抗体を生じることを実証する。
【０２９６】
　（実施例４：ＰＤ１およびＶＥＧＦを標的化する二重特異性抗体）
　異なる生物学的機能を有する２つの異なる抗原に対する二重特異性抗体を、ニボルマブ
（抗ＰＤ１；Ｂｒｉｓｔｏｌ－Ｍｙｅｒｓ　Ｓｑｕｉｂｂ；Ｃａｓ番号：９４６４１４－
９４－４）およびベバシズマブ（抗ＶＥＧＦ；Ｇｅｎｅｎｔｅｃｈ；Ｃａｓ番号：２１６
９７４－７５－３）の配列に基づき生成した。表７は、二重特異性抗体で使用される変異
を示す。
【表７】

【０２９７】
　表８に、二重特異性抗体のアミノ酸配列を記載する。具体的には、表７に記載の変異を
有するニボルマブについては配列番号２３および２４（それぞれ軽鎖および重鎖）、表７
に記載の変異を有するベバシズマブについては配列番号２５および２６（それぞれ軽鎖お
よび重鎖）である。図１４は、ネイティブ質量分析を使用して生成した二重特異性抗体の
純度を示し、それにおいて、一つのみの主要なピークが存在し、それは予想される質量を
有する。また二重特異性抗体の熱安定性（「ＢｓＡｂ」）も円偏光二色性によって試験し
たところ、二重特異性抗体（ＢｓＡｂ）は、親の単一特異性抗体とまったく同様に安定し
ていることが示された（図１５）。動的光散乱法を使用して凝集体の形成を測定した。こ
のデータから、凝集体は存在せず、質量分布は、単量体ＩｇＧ１分子から予想されるもの
であることが示された（図１６）。全体的に、二重特異性抗体の収量および生物物理学的
特性は、親の単一特異性抗体の収量および特性またはＩｇＧ１から予想されるものに類似
していた。
【０２９８】
　二重特異性抗体（ＢｓＡｂ）の機能的な特徴を試験した。サンドイッチＥＬＩＳＡを行
って、二重特異性抗体（ＢｓＡｂ）のＰＤ１およびＶＥＧＦの両方への結合を試験した（
図１７）。二重特異性抗体（ＢｓＡｂ）は、単一特異性の親抗体によって標的化された両
方の抗原に結合することができた。
【０２９９】
　これらの結果から、本明細書で同定されたＣＬ、ＣＨ１およびＣＨ３ドメイン中の変異
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は、２つの親抗体、抗ＰＤ１および抗ＶＥＧＦの機能を保持する二重特異性抗体を生じる
ことが示される。
【表８－１】
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【表８－２】
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【表８－３】
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【表８－４】

【手続補正３】
【補正対象書類名】図面
【補正対象項目名】図２Ａ
【補正方法】変更
【補正の内容】
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【図２Ａ】

【手続補正４】
【補正対象書類名】図面
【補正対象項目名】図２Ｂ
【補正方法】変更
【補正の内容】
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【図２Ｂ】
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