
(57)【要約】

本発明は、特定の分子に結合する1以上の第二認識結合

部分にポリ-(エチレングリコール)(「PEG」)リンカーを

用いて架橋している、Cab様受容体に結合する第一認識

結合部分を含んでいる二重特異性分子に関する。本発明

は、さらに、そのような二重特異性分子を産生する方法

、及び、そのような二重特異性分子の治療における使用

に関する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 (a)　 C3b様 受 容 体 に 結 合 す る 第 一 認 識 結 合 部 分 ；
及 び 、
　 (b)　 C3b様 受 容 体 以 外 の 特 定 の 分 子 に 結 合 す る 1以 上 の 第 二 認 識 結 合 部 分 ；
を 含 む 二 重 特 異 性 分 子 で あ っ て 、 該 第 一 認 識 結 合 部 分 が ポ リ -(エ チ レ ン )グ リ コ ー ル (PEG)
リ ン カ ー を 介 し て 該 第 二 認 識 結 合 部 分 に 架 橋 し て い る 、 前 記 二 重 特 異 性 分 子 。
【 請 求 項 ２ 】
　 哺 乳 動 物 の 循 環 中 に お い て 前 記 分 子 の 量 が 低 減 す る の が 望 ま し い 、 請 求 項 １ に 記 載 の 二
重 特 異 性 分 子 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 分 子 が 病 原 性 抗 原 分 子 で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 二 重 特 異 性 分 子 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 病 原 性 抗 原 分 子 が 自 己 免 疫 抗 原 で あ る 、 請 求 項 ３ に 記 載 の 二 重 特 異 性 分 子 。
【 請 求 項 ５ 】
　 前 記 分 子 が 感 染 性 疾 患 因 子 の 抗 原 で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 二 重 特 異 性 分 子 。
【 請 求 項 ６ 】
　 前 記 第 二 認 識 結 合 部 分 が 、 抗 原 分 子 に 結 合 す る 抗 体 で あ る か 又 は そ の 抗 原 結 合 性 抗 体 フ
ラ グ メ ン ト で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 二 重 特 異 性 分 子 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 抗 原 結 合 性 抗 体 フ ラ グ メ ン ト が 、 Fabフ ラ グ メ ン ト 、 Fab'フ ラ グ メ ン ト 、 (Fab)'2フ
ラ グ メ ン ト 、 Fvフ ラ グ メ ン ト 、 又 は 、 sFvフ ラ グ メ ン ト か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求
項 ６ に 記 載 の 二 重 特 異 性 分 子 。
【 請 求 項 ８ 】
　 前 記 第 二 認 識 結 合 部 分 が 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド 、 エ ピ ト ー プ 、 抗 原 決 定 基 、 核 酸 分
子 又 は 小 分 子 で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 二 重 特 異 性 分 子 。
【 請 求 項 ９ 】
　 第 二 認 識 結 合 部 分 が 、 (Bacillus anthracis)(炭 疽 菌 )の 防 御 抗
原 (PA)タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 二 重 特 異 性 分 子 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 前 記 ポ リ -(エ チ レ ン )グ リ コ ー ル (PEG)リ ン カ ー が 、 式 Ｘ -PEG-Ｙ (式 中 、 Ｘ 及 び Ｙ は 、 官
能 基 で あ る )で 表 さ れ る 二 官 能 性 ポ リ -(エ チ レ ン )グ リ コ ー ル (PEG)分 子 で あ る 、 請 求 項 １
に 記 載 の 二 重 特 異 性 分 子 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 前 記 ポ リ -(エ チ レ ン )グ リ コ ー ル (PEG)リ ン カ ー が 直 鎖 PEG分 子 を 含 ん で い る 、 請 求 項 １
又 は １ ０ に 記 載 の 二 重 特 異 性 分 子 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 前 記 ポ リ -(エ チ レ ン )グ リ コ ー ル (PEG)リ ン カ ー が 非 直 鎖 PEG分 子 を 含 ん で い る 、 請 求 項
１ 又 は １ ０ に 記 載 の 二 重 特 異 性 分 子 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 前 記 非 直 鎖 ポ リ -(エ チ レ ン )グ リ コ ー ル (PEG)リ ン カ ー が 、 分 枝 鎖 ポ リ -(エ チ レ ン )グ リ
コ ー ル (PEG)分 子 、 直 鎖 フ ォ ー ク 状 ポ リ -(エ チ レ ン )グ リ コ ー ル (PEG)分 子 、 又 は 、 分 枝 鎖
フ ォ ー ク 状 ポ リ -(エ チ レ ン )グ リ コ ー ル (PEG)分 子 を 含 ん で い る 、 請 求 項 １ ２ に 記 載 の 二 重
特 異 性 分 子 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 前 記 Ｘ 官 能 基 と 前 記 Ｙ 官 能 基 が 同 一 で あ る 、 請 求 項 １ ０ に 記 載 の 二 重 特 異 性 分 子 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 前 記 Ｘ 官 能 基 と 前 記 Ｙ 官 能 基 が 異 な っ て い る 、 請 求 項 １ ０ に 記 載 の 二 重 特 異 性 分 子 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 前 記 第 一 及 び 第 二 認 識 結 合 部 分 が タ ン パ ク 質 を 含 有 し 、 該 第 一 認 識 結 合 部 分 又 は 該 第 二
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認 識 結 合 部 分 に 含 ま れ て い る 1以 上 の ア ミ ノ 酸 が 前 記 二 官 能 性 PEGリ ン カ ー に よ り 誘 導 体 化
さ れ て い る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 二 重 特 異 性 分 子 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 前 記 ア ミ ノ 酸 が 前 記 第 一 又 は 第 二 認 識 結 合 部 分 の 表 面 に 存 在 し て い る 、 請 求 項 １ ６ に 記
載 の 二 重 特 異 性 分 子 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 前 記 ア ミ ノ 酸 が 、 リ シ ン 、 シ ス テ イ ン 、 ヒ ス チ ジ ン 、 セ リ ン 、 ト レ オ ニ ン 、 グ ル タ ミ ン
酸 又 は ア ル ギ ニ ン で あ る 、 請 求 項 １ ７ に 記 載 の 二 重 特 異 性 分 子 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 前 記 第 一 及 び 第 二 認 識 結 合 部 分 が タ ン パ ク 質 を 含 有 し 、 該 第 一 認 識 結 合 部 分 又 は 該 第 二
認 識 結 合 部 分 の Ｎ -末 端 ア ミ ノ 基 が 前 記 二 官 能 性 PEGリ ン カ ー に よ り 誘 導 体 化 さ れ て い る 、
請 求 項 １ に 記 載 の 二 重 特 異 性 分 子 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 前 記 第 一 及 び 第 二 認 識 結 合 部 分 が タ ン パ ク 質 を 含 有 し 、 該 第 一 認 識 結 合 部 分 又 は 該 第 二
認 識 結 合 部 分 の Ｃ -末 端 カ ル ボ ン 酸 が 前 記 二 官 能 性 PEGリ ン カ ー に よ り 誘 導 体 化 さ れ て い る
、 請 求 項 １ に 記 載 の 二 重 特 異 性 分 子 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 C3b様 受 容 体 に 結 合 す る 前 記 第 一 認 識 結 合 部 分 が CR1に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ
る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 二 重 特 異 性 分 子 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 前 記 第 二 認 識 結 合 部 分 が 前 記 第 一 認 識 結 合 部 分 の 重 鎖 又 は 軽 鎖 に 架 橋 し て い る が 、 但 し
、 該 架 橋 は カ ル ボ キ シ 末 端 を 介 し て い な い 、 請 求 項 ２ １ に 記 載 の 二 重 特 異 性 分 子 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 前 記 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 ２ １ に 記 載 の 二 重
特 異 性 分 子 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 前 記 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が ヒ ト 化 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 ２ １ に 記 載 の 二 重
特 異 性 分 子 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 前 記 ポ リ -(エ チ レ ン )グ リ コ ー ル (PEG)分 子 の 分 子 量 が 5～ 500ダ ル ト ン で あ る 、 請 求 項 １
又 は １ ０ に 記 載 の 二 重 特 異 性 分 子 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 前 記 ポ リ -(エ チ レ ン )グ リ コ ー ル (PEG)分 子 の 分 子 量 が 200～ 20,000ダ ル ト ン で あ る 、 請
求 項 １ 又 は １ ０ に 記 載 の 二 重 特 異 性 分 子 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 前 記 ポ リ -(エ チ レ ン )グ リ コ ー ル (PEG)分 子 の 分 子 量 が 500～ 1000ダ ル ト ン で あ る 、 請 求
項 １ 又 は １ ０ に 記 載 の 二 重 特 異 性 分 子 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 前 記 ポ リ -(エ チ レ ン )グ リ コ ー ル (PEG)分 子 の 分 子 量 が 1000～ 8000ダ ル ト ン で あ る 、 請 求
項 １ 又 は １ ０ に 記 載 の 二 重 特 異 性 分 子 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 二 重 特 異 性 分 子 の 集 団 を 産 生 す る 方 法 で あ っ て 、 C3b様 受 容 体 に 結 合 す る 抗 体 を 1以 上 の
認 識 結 合 部 分 と 接 触 さ せ る こ と を 含 ん で な り 、 こ こ で 、 該 抗 体 は 二 官 能 性 ポ リ -(エ チ レ ン
)グ リ コ ー ル (PEG)リ ン カ ー と コ ン ジ ュ ゲ ー ト さ せ 、 該 1以 上 の 認 識 結 合 部 分 は 該 二 官 能 性
ポ リ -(エ チ レ ン )グ リ コ ー ル (PEG)リ ン カ ー と 反 応 す る よ う に 誘 導 体 化 し 、 該 1以 上 の 認 識
結 合 部 分 は 特 定 の 分 子 と 結 合 す る も の で あ り 、 前 記 接 触 を 、 該 誘 導 体 化 さ れ た 認 識 結 合 部
分 が 該 PEGリ ン カ ー と 反 応 し て 共 有 結 合 を 形 成 す る よ う な 条 件 下 で 行 い 、 そ れ に よ り 、 二
重 特 異 性 分 子 の 集 団 を 生 成 さ せ る 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 哺 乳 動 物 の 循 環 中 に お い て 前 記 分 子 の 量 が 低 減 す る の が 望 ま し い 、 請 求 項 ２ ９ に 記 載 の
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方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 チ オ ー ル 特 異 的 誘 導 体 化 剤 を 用 い て 前 記 1以 上 の 認 識 結 合 部 分 を チ オ ー ル 化 す る こ と を
含 む 方 法 に よ り 該 1以 上 の 認 識 結 合 部 分 を 誘 導 体 化 す る 、 請 求 項 ２ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 前 記 チ オ ー ル 特 異 的 誘 導 体 化 剤 が 、 ス ク シ ン イ ミ ジ ル -3-(2-ピ リ ジ ル チ オ -プ ロ ピ オ ネ
ー ト )(SPDP)、 又 は 、 ス ク シ ン イ ミ ジ ル ア セ チ ル チ オ ア セ テ ー ト (SATA)か ら な る 群 か ら 選
択 さ れ る 、 請 求 項 ３ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 ヒ ド ラ ジ ン 修 飾 試 薬 又 は ア ル デ ヒ ド 修 飾 試 薬 を 用 い て 前 記 1以 上 の 認 識 結 合 部 分 を 修 飾
す る こ と を 含 む 方 法 に よ り 該 1以 上 の 認 識 結 合 部 分 を 誘 導 体 化 す る 、 請 求 項 ２ ９ に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 前 記 ヒ ド ラ ジ ン 修 飾 試 薬 が 、 ス ク シ ン イ ミ ジ ル 6-ヒ ド ラ ジ ノ ニ コ チ ネ ー ト ア セ ト ン ヒ ド
ラ ゾ ン (SANH)又 は ス ク シ ン イ ミ ジ ル 4-ホ ル ミ ル ベ ン ゾ エ ー ト (SFB)で あ る 、 請 求 項 ３ ３ に
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 前 記 二 官 能 性 ポ リ -(エ チ レ ン )グ リ コ ー ル (PEG)分 子 が 、 式 Ｘ -PEG-Ｙ  で 表 さ れ る ヘ テ ロ
二 官 能 性 ポ リ -(エ チ レ ン )グ リ コ ー ル (PEG)で あ る 、 請 求 項 ２ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 前 記 ヘ テ ロ 二 官 能 性 ポ リ -(エ チ レ ン )グ リ コ ー ル (PEG)が 、 NHS-PEG-マ レ イ ミ ド 、 NHS-PE
G-ビ ニ ル ス ル ホ ン 、 ビ ス -ヒ ド ラ ジ ド -PEG、 ア ル デ ヒ ド -PEG-NHS、 及 び 、 ビ ス -ヒ ド ラ ジ ン
-PEGか ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ３ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 二 重 特 異 性 分 子 の 集 団 を 産 生 す る 方 法 で あ っ て ：
　 (a)　 抗 CR1抗 体 を NHS-ポ リ -(エ チ レ ン )グ リ コ ー ル (PEG)-マ レ イ ミ ド と 接 触 さ せ て 、 該
抗 CR1抗 体 の 1以 上 の 部 位 を 該 NHS-PEG-マ レ イ ミ ド の NHS官 能 基 で 誘 導 体 化 す る こ と ；
　 (b)　 認 識 結 合 部 分 を N-ス ク シ ン イ ミ ジ ル -S-ア セ チ ル -チ オ ア セ テ ー ト (SATA)と 接 触 さ
せ て 、 1以 上 の 遊 離 チ オ ー ル を 含 む よ う に 該 抗 原 認 識 結 合 部 分 を 誘 導 体 化 す る こ と 、 こ こ
で 、 該 認 識 結 合 部 分 は 特 定 の 分 子 に 結 合 す る ；
　 (c)　 ス テ ッ プ (a)で 産 生 し た ポ リ -(エ チ レ ン )グ リ コ ー ル (PEG)で 誘 導 体 化 さ れ た 抗 CR1
抗 体 を ス テ ッ プ (b)で 産 生 し た チ オ ー ル で 誘 導 体 化 さ れ た 認 識 結 合 部 分 と 結 合 さ せ る こ と
；
を 含 み 、 そ れ に よ り 、 二 重 特 異 性 分 子 の 集 団 を 産 生 す る 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 前 記 認 識 結 合 部 分 が (Bacillus anthracis)(炭 疽 菌 )の 防 御 抗 原
(PA)タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 、 請 求 項 ３ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 前 記 分 子 が 、 自 己 免 疫 抗 原 で あ る か 、 又 は 、 感 染 性 疾 患 因 子 の 抗 原 で あ る 、 請 求 項 ３ ７
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 前 記 分 子 が (Bacillus anthracis)(炭 疽 菌 )の 防 御 抗 原 (PA)タ ン
パ ク 質 で あ る 、 請 求 項 ３ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 前 記 ス テ ッ プ (c)を 、 前 記 PEGで 誘 導 体 化 さ れ た 抗 CR1抗 体 と 前 記 SATAで 誘 導 体 化 さ れ た
認 識 結 合 部 分 と を 1:1の モ ル 比 で 混 合 す る こ と を 含 む 方 法 に よ り 行 う 、 請 求 項 ３ ７ に 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 前 記 ス テ ッ プ (c)を 、 前 記 PEGで 誘 導 体 化 さ れ た 抗 CR1抗 体 と 前 記 SATAで 誘 導 体 化 さ れ た
認 識 結 合 部 分 と を 2:1の モ ル 比 で 混 合 す る こ と を 含 む 方 法 に よ り 行 う 、 請 求 項 ３ ７ に 記 載
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の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 前 記 二 重 特 異 性 分 子 の 集 団 を 単 離 す る こ と 及 び 精 製 す る こ と を さ ら に 含 む 、 請 求 項 ３ ７
又 は ２ ９ に 記 載 の 方 法 。  
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 前 記 二 重 特 異 性 分 子 の 集 団 を 単 離 及 び 精 製 す る 方 法 が サ イ ズ 排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を
含 ん で い る 、 請 求 項 ４ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 NHS-PEG-マ レ イ ミ ド を 1:4の モ ル 比 (抗 CR1抗 体 ： NHS-PEG-マ レ イ ミ ド )で 用 い て 、 前 記 抗
CR1抗 体 を 誘 導 体 化 す る 、 請 求 項 ３ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 NHS-PEG-マ レ イ ミ ド を 1:8の モ ル 比 (抗 CR1抗 体 ： NHS-PEG-マ レ イ ミ ド )で 用 い て 、 前 記 抗
CR1抗 体 を 誘 導 体 化 す る 、 請 求 項 ３ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 NHS-PEG-マ レ イ ミ ド を 1:16の モ ル 比 (抗 CR1抗 体 ： NHS-PEG-マ レ イ ミ ド )で 用 い て 、 前 記
抗 CR1抗 体 を 誘 導 体 化 す る 、 請 求 項 ３ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 N-ス ク シ ン イ ミ ジ ル -S-ア セ チ ル -チ オ ア セ テ ー ト (SATA)を 1:4の モ ル 比 (認 識 結 合 部 分 ：
SATA)で 用 い て 、 前 記 認 識 結 合 部 分 を 誘 導 体 化 す る 、 請 求 項 ３ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 N-ス ク シ ン イ ミ ジ ル -S-ア セ チ ル -チ オ ア セ テ ー ト (SATA)を 1:8の モ ル 比 (認 識 結 合 部 分 ：
SATA)で 用 い て 、 前 記 認 識 結 合 部 分 を 誘 導 体 化 す る 、 請 求 項 ３ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 N-ス ク シ ン イ ミ ジ ル -S-ア セ チ ル -チ オ ア セ テ ー ト (SATA)を 1:16の モ ル 比 (認 識 結 合 部 分
： SATA)で 用 い て 、 前 記 認 識 結 合 部 分 を 誘 導 体 化 す る 、 請 求 項 ３ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 請 求 項 ２ ９ 又 は ３ ７ に 記 載 の 方 法 に よ り 産 生 さ れ た 二 重 特 異 性 分 子 の 集 団 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル リ ン カ ー を 含 ん で い る C3b様 受 容 体 に 結 合 す る 抗 体 の 集 団 を 産
生 す る 方 法 で あ っ て 、 該 抗 体 を ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル リ ン カ ー と 接 触 さ せ て 、 該 抗 体 の
1以 上 の 部 位 を 該 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル リ ン カ ー で 誘 導 体 化 す る こ と を 含 み 、 そ れ に よ
り 、 PEGで 誘 導 体 化 さ れ た 抗 体 の 集 団 を 産 生 す る 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
　 前 記 PEGで 誘 導 体 化 さ れ た 抗 体 が 、 PEG誘 導 体 を 含 ま な い 抗 体 が 示 し た 活 性 の 少 な く と も
50%の 活 性 で C3b様 受 容 体 に 結 合 す る 、 請 求 項 ５ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
　 請 求 項 ５ ２ に 記 載 の 方 法 に よ り 産 生 さ れ た PEGで 誘 導 体 化 さ れ て い る 抗 体 の 集 団 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
　 治 療 上 有 効 な 量 の 請 求 項 １ ～ ２ ８ の い ず れ か 1項 に 記 載 の 二 重 特 異 性 分 子 及 び 製 薬 上 許
容 さ れ る 担 体 を 含 ん で な り 、 前 記 量 が 哺 乳 動 物 の 循 環 中 に お け る 前 記 分 子 の 存 在 に 関 連 し
た 望 ま し く な い 状 態 に あ る 哺 乳 動 物 を 治 療 す る の に 有 効 な 量 で あ る 、 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
　 (a)　 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル で 誘 導 体 化 さ れ た 抗 CR1抗 体 を 含 ん で い る 第 一 の 容 器 ；
　 (b)　 抗 CR1抗 体 以 外 の 認 識 結 合 部 分 を 含 ん で い る 第 二 の 容 器 ；
及 び 、
　 (c)　 1以 上 の 前 記 認 識 結 合 部 分 を 誘 導 体 化 す る の に 適 し た 誘 導 体 化 剤 を 含 ん で い る 第 三
の 容 器 ；
を 含 む キ ッ ト 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
　 前 記 1以 上 の 第 二 認 識 結 合 部 分 が 抗 体 で あ り 、 且 つ 、 前 記 二 重 特 異 性 分 子 が 前 記 第 一 又
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は 第 二 認 識 結 合 部 分 の Fc領 域 内 の 1以 上 の 糖 質 部 分 に お い て 酸 化 さ れ て お り 、 且 つ 、 酸 化
さ れ て い る 該 糖 質 が PEGリ ン カ ー が 誘 導 体 化 さ れ て い る 部 位 で あ る 、 請 求 項 ２ １ に 記 載 の
二 重 特 異 性 分 子 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
　 前 記 第 一 又 は 第 二 認 識 結 合 部 分 が 抗 体 で あ り 、 且 つ 、 該 第 一 又 は 第 二 認 識 結 合 部 分 の Fc
領 域 内 の 1以 上 の 酸 化 さ れ て い る 糖 質 部 分 が 前 記 PEGリ ン カ ー に よ り 誘 導 体 化 さ れ て い る 、
請 求 項 １ ０ に 記 載 の 二 重 特 異 性 分 子 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
　 前 記 酸 化 さ れ て い る 糖 質 部 分 が 、 化 学 的 に 酸 化 さ れ て い る か 、 又 は 、 酵 素 的 に 酸 化 さ れ
て い る 、 請 求 項 ５ ７ 又 は ５ ８ に 記 載 の 二 重 特 異 性 分 子 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
　 前 記 第 一 認 識 結 合 部 分 が CR1に 結 合 す る 、 請 求 項 １ ～ １ ３ の い ず れ か 1項 に 記 載 の 二 重 特
異 性 分 子 。
【 請 求 項 ６ １ 】
　 哺 乳 動 物 の 循 環 中 の 前 記 分 子 の 存 在 に 関 連 す る 該 哺 乳 動 物 の 障 害 を 治 療 す る 方 法 で あ っ
て 、 治 療 有 効 量 の 請 求 項 １ ～ ２ ８ の い ず れ か 1項 に 記 載 の 二 重 特 異 性 分 子 を 投 与 す る こ と
を 含 ん で な る 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ６ ２ 】
　 二 重 特 異 性 分 子 の 集 団 を 産 生 す る 方 法 で あ っ て ：
　 (a)　 抗 CR1抗 体 を NHS-ポ リ -(エ チ レ ン )グ リ コ ー ル (PEG)-ベ ン ズ ア ル デ ヒ ド と 接 触 さ せ
て 、 該 抗 CR1抗 体 の 1以 上 の 部 位 を NHS官 能 基 で 誘 導 体 化 す る こ と ；
　 (b)　 認 識 結 合 部 分 を C6 4-ヒ ド ラ ジ ノ -ニ コ チ ン ア ミ ド ア セ ト ン ヒ ド ラ ゾ ン と 接 触 さ せ
て 、 該 抗 原 認 識 結 合 部 分 を 誘 導 体 化 す る こ と 、 こ こ で 、 該 認 識 結 合 部 分 は 特 定 の 分 子 に 結
合 す る ；
及 び 、
　 (c)　 ス テ ッ プ (a)で 産 生 し た ポ リ -(エ チ レ ン )グ リ コ ー ル (PEG)で 誘 導 体 化 さ れ た 抗 CR1
抗 体 を ス テ ッ プ (b)で 産 生 し た ヒ ド ラ ゾ ン で 誘 導 体 化 さ れ た 認 識 結 合 部 分 と 結 合 さ せ る こ
と ；
を 含 み 、 そ れ に よ り 、 二 重 特 異 性 分 子 の 集 団 を 産 生 す る 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ６ ３ 】
　 前 記 PEGリ ン カ ー が NHS-ポ リ -(エ チ レ ン )グ リ コ ー ル (PEG)-ベ ン ズ ア ル デ ヒ ド で あ る 、 請
求 項 １ に 記 載 の 二 重 特 異 性 分 子 。
【 請 求 項 ６ ４ 】
　 請 求 項 ６ ２ に 記 載 の 方 法 に よ り 産 生 さ れ た 二 重 特 異 性 分 子 の 集 団 。
【 請 求 項 ６ ５ 】
　 (a)　 C3b様 受 容 体 に 結 合 す る 第 一 認 識 結 合 部 分 ；
及 び 、
　 (b)　 C3b様 受 容 体 以 外 の 特 定 の 分 子 に 結 合 す る 1以 上 の 第 二 認 識 結 合 部 分 ；
を 含 む 二 重 特 異 性 分 子 で あ っ て 、 該 第 一 認 識 結 合 部 分 が NHS-ポ リ -(エ チ レ ン )グ リ コ ー ル (
PEG)-ベ ン ズ ア ル デ ヒ ド リ ン カ ー を 介 し て 該 第 二 認 識 結 合 部 分 に 架 橋 し て い る 、 前 記 二 重
特 異 性 分 子 。
【 請 求 項 ６ ６ 】
　 前 記 第 一 認 識 結 合 部 分 が 非 免 疫 化 抗 CR1モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 ６ ５ に 記 載
の 二 重 特 異 性 分 子 。
【 請 求 項 ６ ７ 】
　 前 記 非 免 疫 化 抗 CR1モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が H9で あ る 、 請 求 項 ６ ６ に 記 載 の 二 重 特 異 性 分
子 。
【 請 求 項 ６ ８ 】
　 前 記 認 識 結 合 部 分 が (Bacillus anthracis)(炭 疽 菌 )の 防 御 抗 原
(PA)タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 、 請 求 項 ６ ２ に 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 ６ ９ 】
　 前 記 分 子 が 、 自 己 免 疫 抗 原 で あ る か 、 又 は 、 感 染 性 疾 患 因 子 の 抗 原 で あ る 、 請 求 項 ６ ２
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ０ 】
　 前 記 分 子 が (Bacillus anthracis)(炭 疽 菌 )の 防 御 抗 原 (PA)タ ン
パ ク 質 で あ る 、 請 求 項 ６ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ １ 】
　 哺 乳 動 物 の 循 環 中 に お け る 前 記 分 子 の 存 在 に 関 連 し た 望 ま し く な い 状 態 に あ る 哺 乳 動 物
を 治 療 す る の に 有 効 な 量 の 請 求 項 ６ ５ ～ ６ ７ の い ず れ か 1項 に 記 載 の 二 重 特 異 性 分 子 及 び
製 薬 上 許 容 さ れ る 担 体 を 含 む 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ７ ２ 】
　 哺 乳 動 物 に お け る 障 害 を 治 療 す る 方 法 で あ っ て 、 治 療 有 効 量 の 請 求 項 ６ ５ ～ ６ ７ の い ず
れ か 1項 に 記 載 の 二 重 特 異 性 分 子 を 投 与 す る こ と を 含 ん で な り 、 こ こ で 、 該 障 害 が 、 該 哺
乳 動 物 の 循 環 中 に お け る 前 記 分 子 の 存 在 に 関 連 し て い る 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ７ ３ 】
　 式 ：
【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
[式 中 、 Rは 、 フ ェ ニ ル 、 ナ フ チ ル 又 は 芳 香 族 ヘ テ ロ 環 で あ り 、 こ れ ら は 、 い ず れ も 、 少 な
く と も 1つ の -C(O)H基 又 は -NH-NH 2 基 で 置 換 さ れ て い る ]
で 表 さ れ る 化 合 物 又 は そ の 製 薬 上 許 容 さ れ る 塩 。
【 請 求 項 ７ ４ 】
　 式 ：
【 化 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
で 表 さ れ る 請 求 項 ７ ３ に 記 載 の 化 合 物 又 は そ の 製 薬 上 許 容 さ れ る 塩 。
【 請 求 項 ７ ５ 】
　 式 ：
【 化 ３ 】
　
　
　
　
　
　
で 表 さ れ る 請 求 項 ７ ３ に 記 載 の 化 合 物 。
【 請 求 項 ７ ６ 】
　 請 求 項 ７ ３ ～ ７ ５ の い ず れ か 1項 に 記 載 の 化 合 物 で 誘 導 体 化 さ れ て い る 抗 体 。
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【 請 求 項 ７ ７ 】
　 前 記 リ ン カ ー が 、 式 ：
【 化 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
で 表 さ れ る 化 合 物 で あ る 、 請 求 項 ２ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 １ ． 発 明 の 分 野
　 本 発 明 は 、 ポ リ -(エ チ レ ン グ リ コ ー ル )(「 PEG」 )リ ン カ ー を 用 い て 1以 上 の 第 二 認 識 結
合 部 分 (こ れ は 、 特 定 の 分 子 に 結 合 す る )に 架 橋 し て い る 第 一 認 識 結 合 部 分 (こ れ は 、 C3b様
受 容 体 に 結 合 す る )を 含 ん で い る 二 重 特 異 性 分 子 に 関 す る 。 本 発 明 は 、 さ ら に 、 そ の よ う
な 二 重 特 異 性 分 子 を 産 生 す る 方 法 、 及 び 、 治 療 に お け る そ の よ う な 二 重 特 異 性 分 子 の 使 用
に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 ２ ． 発 明 の 背 景
　 霊 長 類 の 赤 血 球 (RBC)は 、 循 環 系 か ら 抗 原 を 排 除 す る 上 で 重 要 な 役 割 を 果 た す 。 循 環 系
に お い て 免 疫 複 合 体 が 形 成 さ れ る と 、 霊 長 類 に お け る 補 体 因 子 C3bが 活 性 化 さ れ 、 そ の 結
果 、 C3bが 該 免 疫 複 合 体 に 結 合 す る 。 こ の C3b/免 疫 複 合 体 は 、 次 に 、 該 免 疫 複 合 体 に 結 合
し た C3b分 子 を 介 し て 、 赤 血 球 の 表 面 上 で 発 現 さ れ た 1型 補 体 受 容 体 (CR1)で あ る C3b受 容 体
に 結 合 す る 。 次 い で 、 こ の 免 疫 複 合 体 は 、 肝 臓 及 び 脾 臓 内 の 細 網 内 皮 系 (RES)ま で 赤 血 球
に よ り 付 き 添 わ れ て 、 中 和 さ れ る 。 RES細 胞 、 と り わ け 、 ク ッ パ ー 細 胞 と 称 さ れ る 肝 臓 内
の 固 定 化 組 織 マ ク ロ フ ァ ー ジ (fixed-tissue macrophage)は 、 C3b/免 疫 複 合 体 を 認 識 し 、 C
3b受 容 体 -RBCの 結 合 を 切 断 す る こ と に よ り 該 複 合 体 を RBCか ら 分 離 し 、 遊 離 化 さ れ た 赤 血
球 及 び C3b/免 疫 複 合 体 を 生 じ さ せ る 。 こ れ は 、 次 い で 、 ク ッ パ ー 細 胞 に 取 り 込 ま れ 、 ク ッ
パ ー 細 胞 内 の 細 胞 下 小 器 官 内 で 完 全 に 破 壊 さ れ る 。 し か し な が ら 、 こ の 病 原 体 排 除 プ ロ セ
ス は 、 補 体 依 存 性 で あ り 、 即 ち 、 C3b受 容 体 に よ り 認 識 さ れ る 免 疫 複 合 体 に 限 定 さ れ て お
り 、 C3b受 容 体 に よ り 認 識 さ れ な い 免 疫 複 合 体 は 除 去 す る こ と が で き な い 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 Taylorら は 、 補 体 に 依 存 し な い で 循 環 系 か ら 病 原 体 を 除 去 す る 方 法 を 見 い だ し た 。 Tayl
orら は 、 霊 長 類 C3b受 容 体 に 特 異 的 な 第 一 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (mAb)と 病 原 性 抗 原 分 子 に
特 異 的 な 第 二 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 化 学 的 に 架 橋 さ せ る こ と に よ り 、 補 体 を 活 性 化 す る
こ と な く 病 原 性 抗 原 分 子 を 霊 長 類 の C3b受 容 体 に 結 合 さ せ る メ カ ニ ズ ム を 提 供 す る 二 重 特
異 性 ヘ テ ロ 重 合 体 抗 体 が 得 ら れ る こ と を 示 し た 。 (米 国 特 許 第 5,487,890号 ； 米 国 特 許 第 5,
470,570号 ； 及 び 、 米 国 特 許 第 5,879,679号 )。 抗 C3b受 容 体 に 特 異 的 な mAbの Fc部 分 が 、 赤
血 球 -免 疫 複 合 体 の 受 容 細 胞 (acceptor cell)へ の 移 動 と そ の 後 の 赤 血 球 -免 疫 複 合 体 の タ
ン パ ク 質 分 解 に お い て 重 要 な 役 割 を 果 た す こ と が 分 か っ て い る (Nardinら , 1999, Molecul
ar Immunology 36： 827-835)。 Taylorら は 、 通 常 の 補 体 依 存 性 プ ロ セ ス で は 病 原 体 の 約 10
～ 15％ が 循 環 か ら 除 去 さ れ る の に 比 較 し て 、 こ の 複 合 体 に 依 存 し な い プ ロ セ ス で は 、 99％
を 超 え る 病 原 体 を 循 環 か ら 除 去 す る こ と が 可 能 で あ る こ と を 示 し た 。 さ ら に 、 Taylorに よ
り 、 循 環 か ら 病 原 性 抗 原 に 特 異 的 な 自 己 抗 体 を 除 去 す る た め に 使 用 可 能 な HPに つ い て の 報
告 が 成 さ れ た 。 そ の よ う な HPは 、 「 抗 原 ベ ー ス ヘ テ ロ ポ リ マ ー (antigen-based heteropol
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ymer)(AHP)」 と も 称 さ れ る が 、 そ れ は 、 抗 原 に 架 橋 し た CR1特 異 的 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を
含 ん で い る (例 え ば , 以 下 の 文 献 を 参 照 さ れ た い ： 米 国 特 許 第 5,879,679号 ; Lindorferら ,
 2001,  183: 10-24; Lindorferら , 2001,  248: 125-13
8; Fergusonら , 1995,  38: 190-200)。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 し か し な が ら 、 Taylorの 方 法 に は 、 あ る 種 の 欠 点 が あ る 。 第 一 に 、 架 橋 反 応 の 化 学 が あ
ま り 効 率 的 で な い 。 典 型 的 に は 、 そ の よ う な 化 学 的 架 橋 反 応 の 収 率 は 、 約 10%～ 20%に す ぎ
な い 。 そ の 結 果 、 製 造 プ ロ セ ス に お け る 化 学 的 架 橋 ス テ ッ プ に 際 し て 、 か な り な 量 の 精 製
さ れ た mAb又 は 病 原 体 結 合 部 分 が 失 わ れ る 。 例 え ば 、 標 準 的 な 化 学 的 架 橋 剤 (例 え ば , Pier
ceの SATA, 及 び ， ス ル ホ -SMCCな ど )を 使 用 し た 場 合 、 1mgの 純 粋 な mAb2に 架 橋 し た 1mgの 純
粋 な mAb1を 使 用 し て 、 本 発 明 者 ら が 生 成 さ せ る こ と が で き た 純 粋 な 生 成 物 mAbl× mAb2は 、
0.2～ 0.4mgに す ぎ な い 。 第 二 に 、 化 学 的 架 橋 に よ り 産 生 さ れ た 二 重 特 異 性 分 子 は 化 学 的 架
橋 剤 の フ ラ グ メ ン ト を 含 ん で お り 、 そ の 架 橋 剤 の フ ラ グ メ ン ト は 免 疫 原 性 で あ り 得 る 。 架
橋 剤 が 有 す る 免 疫 原 性 は 、 Taylorの 二 重 特 異 性 分 子 を 同 一 の 個 体 に 再 投 与 し た 場 合 に 不 利
で あ り 得 る 。 そ れ は 、 そ の 個 体 が 該 架 橋 剤 部 分 に 対 し て 免 疫 応 答 を 起 こ す 場 合 が あ り 、 同
じ 個 体 が 該 二 重 特 異 性 分 子 の 次 の 投 与 を 受 け た と き に 、 そ の 二 重 特 異 性 分 子 に 対 し て 強 い
免 疫 応 答 を 起 こ す 可 能 性 が あ る か ら で あ る 。 そ の 場 合 、 そ の よ う な 免 疫 応 答 が な か っ た 場
合 に 該 二 重 特 異 性 分 子 に よ り も た ら さ れ る 治 療 上 の 利 益 が 低 減 さ れ る 。 第 三 に 、 Taylorの
特 許 に 記 載 さ れ て い る 架 橋 プ ロ セ ス は 部 位 特 異 的 で は な く 、 従 っ て 、 mAb又 は 病 原 体 認 識
領 域 の 機 能 性 が あ る 程 度 低 下 す る 場 合 が あ る 。 従 っ て 、 二 重 特 異 性 分 子 を 産 生 す る た め の
さ ら に 効 率 の よ い 方 法 が 求 め ら れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 本 明 細 書 に お け る 参 考 文 献 の 議 論 又 は 引 用 例 は 、 そ の よ う な 参 考 文 献 を 本 発 明 の 先 行 技
術 と し て 位 置 づ け る も の で あ る と 見 な さ れ る べ き で は な い 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 ３ ． 発 明 の 概 要
　 本 発 明 は 、 C3b様 受 容 体 又 は そ の 機 能 的 等 価 物 (霊 長 類 に お い て 、 補 体 受 容 体 １ (CR1)又
は CD35と し て 知 ら れ て い る )に 結 合 す る 第 一 認 識 結 合 部 分 と 、 C3b様 受 容 体 以 外 の 分 子 で あ
る 特 定 の 分 子 に 結 合 す る 1以 上 の 第 二 認 識 結 合 部 分 を 含 み 、 該 第 一 認 識 結 合 部 分 が 該 第 二
認 識 結 合 部 分 に ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル リ ン カ ー を 用 い て 架 橋 し て い る 二 重 特 異 性 分 子 に
関 す る 。 本 発 明 は 、 さ ら に 、 そ の よ う な 二 重 特 異 性 分 子 を 産 生 す る 方 法 、 並 び に 、 治 療 及
び 予 防 に お け る そ の 使 用 に も 関 し 、 ま た 、 そ の よ う な 二 重 特 異 性 分 子 含 ん で い る キ ッ ト に
も 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 好 ま し く は 、 本 発 明 の 二 重 特 異 性 分 子 は 、 哺 乳 動 物 (好 ま し く は 、 ヒ ト )の 循 環 か ら 排 除
さ れ る の が 望 ま し い 分 子 に 結 合 す る 。 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 哺 乳 動 物 (好 ま し く は 、 ヒ
ト )の 循 環 中 に お い て 該 分 子 の 量 が 低 減 さ れ る の が 望 ま し い 。 一 実 施 形 態 で は 、 該 分 子 は
、 病 原 体 の 抗 原 、 即 ち 、 細 菌 若 し く は ウ イ ル ス の 抗 原 で あ る か 、 又 は 、 毒 素 で あ る 。 特 定
の 実 施 形 態 で は 、 第 二 認 識 結 合 部 分 が 結 合 す る 前 記 分 子 は 、 病 原 性 抗 原 分 子 で あ る 。 別 の
特 定 の 実 施 形 態 で は 、 該 分 子 は 、 自 己 免 疫 抗 原 で あ る 。 さ ら に 別 の 特 定 の 実 施 形 態 で は 、
該 分 子 は 、 感 染 性 疾 患 因 子 の 抗 原 で あ る 。 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 第 一 認 識 結 合 部 分 は 、 CR
1に 結 合 す る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 発 明 の 方 法 及 び 組 成 物 に お い て は 、 当 技 術 分 野 で 知 ら れ て い る 任 意 の ポ リ エ チ レ ン グ
リ コ ー ル リ ン カ ー を 使 用 す る こ と が 可 能 で あ る 。 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の 二 重 特 異
性 分 子 の 産 生 に お い て 使 用 さ れ る PEGリ ン カ ー は 、 式 Ｘ -PEG-Ｙ (式 中 、 Ｘ 及 び Ｙ は 、 官 能
基 を 意 味 す る )で 表 さ れ る 二 官 能 性 PEGリ ン カ ー で あ る 。 幾 つ か の 実 施 形 態 で は 、 Ｘ 官 能 基
と Ｙ 官 能 基 は 同 一 で あ り 、 従 っ て 、 該 PEGリ ン カ ー は 、 ホ モ -二 官 能 性 架 橋 剤 で あ る 。 別 の
実 施 形 態 で は 、 Ｘ 官 能 基 と Ｙ 官 能 基 は 異 な っ て い る 。 本 発 明 は 、 本 発 明 の 二 重 特 異 性 分 子
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を 産 生 す る 目 的 に お け る 、 PEGリ ン カ ー を 用 い た 第 一 認 識 結 合 部 分 又 は 第 二 認 識 結 合 部 分
の 誘 導 体 化 を 包 含 す る 。 本 発 明 は 、 第 一 認 識 結 合 部 分 又 は 第 二 認 識 結 合 部 分 が タ ン パ ク 質
を 含 有 し 、 該 第 一 認 識 結 合 部 分 又 は 該 第 二 認 識 結 合 部 分 に 含 ま れ て い る 1以 上 の ア ミ ノ 酸
が 該 二 官 能 性 PEGリ ン カ ー に よ り 誘 導 体 化 さ れ て い る 二 重 特 異 性 分 子 を 包 含 す る 。 本 発 明
の 方 法 を 用 い て 、 第 一 認 識 結 合 部 分 又 は 該 第 二 認 識 結 合 部 分 に 含 ま れ て い る 任 意 の ア ミ ノ
酸 を 誘 導 体 化 す る こ と が 可 能 で あ る 。 好 ま し く は 、 誘 導 体 化 さ れ る ア ミ ノ 酸 は 、 第 一 認 識
結 合 部 分 又 は 第 二 認 識 結 合 部 分 の 表 面 上 に 存 在 し て い る 。 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 本 発 明
の 架 橋 さ れ た 二 重 特 異 性 分 子 は 、 PEGリ ン カ ー を 用 い て 架 橋 す る 前 の 第 一 認 識 結 合 部 分 又
は 第 二 認 識 結 合 部 分 と 同 一 の 結 合 活 性 を 有 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 の 方 法 及 び 組 成 物 で 使 用 可 能 な PEGリ ン カ ー は 、 直 鎖 分 子 又 は 非 直 鎖 分 子 で あ る
こ と が 可 能 で あ る 。 非 直 鎖 PEG分 子 の 例 に は 、 限 定 す る も の で は な い が 、 分 枝 鎖 PEG、 直 鎖
フ ォ ー ク 状 PEG又 は 分 枝 鎖 フ ォ ー ク 状 PEGな ど が あ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 は 、 PEGリ ン カ ー の 使 用 を 包 含 し 、 そ の 際 、 該 PEGリ ン カ ー の 分 子 量 は 、 5～ 500ダ
ル ト ン で あ る 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の 方 法 及 び 組 成 物 で 使 用 可 能 な PEGリ ン カ ー の
分 子 量 は 、 200～ 20,000ダ ル ト ン で あ る 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の 方 法 及 び 組 成 物 で
使 用 可 能 な PEGリ ン カ ー の 分 子 量 は 、 500～ 1000ダ ル ト ン で あ る 。 さ ら に 別 の 実 施 形 態 で は
、 本 発 明 の 方 法 及 び 組 成 物 で 使 用 可 能 な PEGリ ン カ ー の 分 子 量 は 、 1000～ 8000ダ ル ト ン で
あ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 の 二 重 特 異 性 分 子 の 第 一 認 識 結 合 部 分 は 、 C3b様 受 容 体 (例 え ば , CR1)に 結 合 す る
任 意 の 分 子 を 含 有 し 得 る 。 一 実 施 形 態 で は 、 C3b様 受 容 体 に 結 合 す る 第 一 認 識 結 合 部 分 は
、 CR1に 結 合 す る 抗 体 で あ る 。 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 第 一 認 識 結 合 部 分 は 、 抗 CR1モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 有 す る 。 一 実 施 形 態 で は 、 C3b様 受 容 体 に 結 合 す る 抗 体 は 、 モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 、 例 え ば 、 マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 例 え ば 、 マ ウ ス 抗 CR1抗 体 7G9、 ヒ ト 化 モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 又 は ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 な ど で あ る 。 さ ら に 特 定 の 実 施 形 態 で は 、
C3b様 受 容 体 に 結 合 す る 抗 体 は 、 非 免 疫 化 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 。 非 免 疫 化 抗 体 (deim
munized antibody)は 、 非 ヒ ト 起 源 の 抗 体 で は あ る が 1以 上 の ア ミ ノ 酸 が 置 換 さ れ る こ と に
よ り 修 飾 さ れ て い て 、 そ の よ う な 修 飾 を 受 け る 前 の 最 初 の 非 ヒ ト 抗 体 と 比 較 し た 場 合 に 、
ヒ ト に 対 し て 免 疫 原 性 が 低 い か 又 は 非 免 疫 原 性 で あ る 抗 体 を 意 味 す る 。 本 発 明 の 方 法 で 使
用 す る た め の 非 免 疫 化 抗 体 は 、 2003年 3月 28日 に 出 願 さ れ た 米 国 特 許 出 願 番 号 第 60/458,86
9号 に 記 載 さ れ て い る 方 法 の い ず れ か を 用 い て 産 生 す る こ と が で き る (こ の 特 許 出 願 は , 参
照 に よ り そ の 全 体 を 本 明 細 書 に 組 み 入 れ る )。 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 CR1に 結 合 す る 非 免 疫
化 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 H9で あ り 、 こ れ は 、 以 下 の 突 然 変 異 〔 重 鎖
可 変 領 域 に お け る , 17位 ： Ser →  Thr；  25位 ： Thr →  Ser；  29位 ： Ile →  Met；  44位
： Asn →  Lys；  45位 ： Lys →  Gly；  49位 ： Met →  Ile；  71位 ： Thr →  Ser；  83位 ： Le
u →  Met； 及 び 、 114位 ： Ala →  Gln； 軽 鎖 可 変 領 域 に お け る , 15位 ： Leu →  Val；  53位
： Lys →  Tyr；  80位 ： His →  ser；  104位 ： Gly →  Pro；  107位 ： Thr →  Lys；  108位
： Leu →  Val； 及 び 、  111位 ： Arg →  Lys〕 を 含 ん で い る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 E11(マ ウ ス
ハ イ ブ リ ド ー マ E11, カ タ ロ グ 番 号 ; 184-020, Ancell Immunology Research Products, M
N)に 由 来 す る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 第 一 認 識 結 合 部 分 は 、 Fc領 域 に 結 合 し た 単 鎖 Fvフ ラ グ メ ン ト で あ る
か 、 又 は 、 C3b様 受 容 体 結 合 領 域 と Fcを 有 す る キ メ ラ 抗 体 で あ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 の 二 重 特 異 性 分 子 の 第 二 認 識 結 合 部 分 は 、 特 定 の 分 子 に 結 合 す る 任 意 の 分 子 又 は
そ の フ ラ グ メ ン ト で あ る こ と が 可 能 で あ る 。 特 に 、 該 分 子 は 、 哺 乳 動 物 の 循 環 か ら 排 除 さ
れ る の が 望 ま し い 。 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 該 分 子 は 、 哺 乳 動 物 の 循 環 に お い て 、 そ の 量
が 低 減 さ れ る の が 望 ま し い 。 一 実 施 形 態 で は 、 第 二 認 識 結 合 部 分 は 、 抗 原 分 子 、 例 え ば 、
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病 原 体 の 天 然 抗 原 に 結 合 す る 。 該 抗 原 分 子 は 、 哺 乳 動 物 の 循 環 中 に 存 在 す る 哺 乳 動 物 に と
っ て 潜 在 的 に 有 害 で あ る か 又 は 哺 乳 動 物 の 体 内 に お い て 潜 在 的 に 望 ま し く な い 任 意 の 物 質
で あ る こ と が 可 能 で あ り 、 そ の よ う な も の に は 、 限 定 す る も の で は な い が 、 タ ン パ ク 質 若
し く は 薬 物 若 し く は 毒 素 、 自 己 抗 体 若 し く は 自 己 抗 原 、 又 は 、 任 意 の 感 染 因 子 の 分 子 若 し
く は そ の 産 物 な ど が あ る 。 哺 乳 動 物 の 循 環 か ら 排 除 さ れ る 前 記 分 子 は 、 哺 乳 動 物 に お い て
疾 患 若 し く は 障 害 又 は 別 の 任 意 の 望 ま し く な い 状 態 の 原 因 と な る 物 質 (例 え ば 、 病 原 体 )で
あ る か 又 は そ の よ う な 物 質 の 一 部 分 で あ る 抗 原 決 定 基 (又 は 、 抗 原 決 定 基 以 外 で 結 合 領 域
が 結 合 可 能 で あ る も の )で あ る こ と が 可 能 で あ る 。 本 発 明 の 第 二 認 識 結 合 部 分 は 、 任 意 の
種 類 の 分 子 で あ る こ と が 可 能 で あ り 、 そ の よ う な も の と し て は 、 限 定 す る も の で は な い が
、 ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 核 酸 、 オ リ ゴ 糖 又 は 有 機 小 分 子 な ど が あ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 第 二 認 識 結 合 部 分 は 、 (Bacillus anth
racis)の 防 御 抗 原 (PA)タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 。 さ ら に 別 の 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 第 二 認
識 結 合 部 分 は 、 (Bacillus anthracis)の 防 御 抗 原 (PA)タ ン パ ク 質
に 結 合 す る マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 14B7で あ る か 、 又 は 、 (Bac
illus anthracis)の 防 御 抗 原 (PA)タ ン パ ク 質 に 結 合 す る そ の 抗 原 結 合 性 フ ラ グ メ ン ト で あ
る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 第 二 認 識 結 合 部 分 は 、 哺 乳 動 物 の 循 環 か ら 排 除 さ れ る 抗 原 分 子 に 結
合 す る 抗 体 で あ る か 、 又 は 、 哺 乳 動 物 の 循 環 か ら 排 除 さ れ る 抗 原 分 子 に 結 合 す る そ の 抗 原
結 合 性 抗 体 フ ラ グ メ ン ト で あ る 。 本 発 明 の 二 重 特 異 性 分 子 の 産 生 に お い て 使 用 可 能 な 抗 原
結 合 性 抗 体 フ ラ グ メ ン ト に は 、 限 定 す る も の で は な い が 、 Fabフ ラ グ メ ン ト 、 Fab'フ ラ グ
メ ン ト 、 (Fab)'2フ ラ グ メ ン ト 、 Fvフ ラ グ メ ン ト 、 又 は 、 sFvフ ラ グ メ ン ト な ど が あ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 一 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の 二 重 特 異 性 分 子 は 、 PEGリ ン カ ー を 用 い て 第 一 認 識 結 合 部 分
に 架 橋 し て い る 単 一 の 第 二 認 識 結 合 部 分 を 含 ん で い る 。 代 替 的 な 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の
二 重 特 異 性 分 子 は 、 PEGリ ン カ ー を 用 い て 第 一 認 識 結 合 部 分 の 異 な っ た 領 域 に 架 橋 し て い
る 2つ 以 上 の 第 二 認 識 結 合 部 分 を 含 ん で い る 。 第 一 認 識 結 合 部 分 が 抗 体 (即 ち 、 抗 CR1抗 体 )
を 含 み 且 つ 本 発 明 の 二 重 特 異 性 分 子 が 2つ の 第 二 認 識 結 合 部 分 を 含 ん で い る 特 定 の 実 施 形
態 で は 、 該 2つ の 第 二 認 識 結 合 部 分 は 、 PEGリ ン カ ー を 用 い て 、 第 一 認 識 結 合 部 分 の 重 鎖 の
そ れ ぞ れ に 架 橋 さ せ る こ と が で き る 。 本 発 明 の 二 重 特 異 性 分 子 に 2つ 以 上 の 第 二 認 識 結 合
部 分 が 含 ま れ て い る 場 合 、 そ の よ う な 第 二 認 識 結 合 部 分 は 、 同 一 の 認 識 結 合 部 分 又 は 異 な
っ た 認 識 結 合 部 分 で あ る こ と が 可 能 で あ る 。 本 発 明 の 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 第 一 認 識 結
合 部 分 及 び 第 二 認 識 結 合 部 分 は 、 協 力 し て 排 除 さ れ る 分 子 を 標 的 に す る 。  別 の 実 施 形 態
で は 、 第 一 認 識 結 合 部 分 及 び 第 二 認 識 結 合 部 分 は 、 異 な っ た 分 子 を 標 的 に す る 異 な っ た 認
識 結 合 部 分 で あ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 は 、 二 重 特 異 性 分 子 の 集 団 を 産 生 す る 方 法 を 包 含 し 、 該 方 法 は 、 C3b様 受 容 体 に
結 合 す る 抗 体 を 1以 上 の 認 識 結 合 部 分 と 接 触 さ せ る こ と を 含 ん で な り 、 こ こ で 、 該 抗 体 は
二 官 能 性 ポ リ -(エ チ レ ン )グ リ コ ー ル (PEG)リ ン カ ー と コ ン ジ ュ ゲ ー ト さ せ 、 該 1以 上 の 認
識 結 合 部 分 は 該 二 官 能 性 ポ リ -(エ チ レ ン )グ リ コ ー ル (PEG)リ ン カ ー と 反 応 す る よ う に 誘 導
体 化 し 、 該 1以 上 の 認 識 結 合 部 分 が 特 定 の 分 子 と 結 合 す る が 、 こ こ で 、 前 記 接 触 は 、 該 誘
導 体 化 さ れ た 認 識 結 合 部 分 が 該 PEGリ ン カ ー と 反 応 し て 共 有 結 合 を 形 成 す る よ う な 条 件 下
で 行 わ せ 、 そ れ に よ り 、 二 重 特 異 性 分 子 の 集 団 を 生 成 さ せ る 。 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 前 記
分 子 は 、 哺 乳 動 物 の 循 環 か ら 排 除 さ れ る の が 望 ま し い 。 さ ら に 別 の 特 定 の 実 施 形 態 で は 、
前 記 分 子 は 、 哺 乳 動 物 の 循 環 中 に お い て そ の 量 が 低 減 さ れ る の が 望 ま し い 。 特 定 の 実 施 形
態 で は 、 1以 上 の 認 識 結 合 部 分 の 誘 導 体 化 は 、 チ オ ー ル 特 異 的 誘 導 体 化 剤 、 ヒ ド ラ ジ ン 若
し く は ア ル デ ヒ ド 修 飾 剤 を 用 い て 前 記 1以 上 の 認 識 結 合 部 分 を チ オ ー ル 化 す る こ と を 含 む
。
【 ０ ０ １ ８ 】
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　 本 発 明 は 、 さ ら に 、 二 重 特 異 性 分 子 の 集 団 を 産 生 す る 方 法 を 包 含 し 、 該 方 法 は 、 抗 CR1
抗 体 を NHS-ポ リ -(エ チ レ ン )グ リ コ ー ル (PEG)-マ レ イ ミ ド と 接 触 さ せ て 、 該 抗 CR1抗 体 の 1
以 上 の 部 位 を 該 NHS-PEG-マ レ イ ミ ド の NHS官 能 基 で 誘 導 体 化 す る こ と ； 　 認 識 結 合 部 分 を N
-ス ク シ ン イ ミ ジ ル -S-ア セ チ ル -チ オ ア セ テ ー ト (SATA)と 接 触 さ せ て 、 1以 上 の 遊 離 チ オ ー
ル を 含 む よ う に 該 認 識 結 合 部 分 を 誘 導 体 化 す る こ と (こ こ で 、 該 認 識 結 合 部 分 は 特 定 の 分
子 に 結 合 す る )； 　 ポ リ -(エ チ レ ン )グ リ コ ー ル (PEG)で 誘 導 体 化 さ れ た 前 記 抗 CR1抗 体 を チ
オ ー ル で 誘 導 体 化 さ れ た 前 記 認 識 結 合 部 分 と 結 合 さ せ る こ と を 含 み 、 そ れ に よ り 、 二 重 特
異 性 分 子 の 集 団 を 産 生 す る 。 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 認 識 結 合 部 分 は 、

(Bacillus anthracis)(炭 疽 菌 )の 防 御 抗 原 (PA)タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 。 一 実 施 形 態 で
は 、 認 識 結 合 部 分 に 結 合 す る 前 記 分 子 は 、 自 己 免 疫 抗 原 で あ る か 、 又 は 、 感 染 性 疾 患 因 子
の 抗 原 で あ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 は 、 二 重 特 異 性 分 子 の 集 団 を 産 生 す る 方 法 を 包 含 し 、 該 方
法 は 、 抗 CR1抗 体 を NHS-ポ リ -(エ チ レ ン )グ リ コ ー ル (PEG)-ベ ン ズ ア ル デ ヒ ド (PBA)と 接 触
さ せ て 、 該 抗 CR1抗 体 の 1以 上 の 部 位 を 誘 導 体 化 す る こ と ； 　 認 識 結 合 部 分 を C6 4-ヒ ド ラ
ジ ノ -ニ コ チ ン ア ミ ド ア セ ト ン ヒ ド ラ ゾ ン (Hz)と 接 触 さ せ て 、 該 認 識 結 合 部 分 を 誘 導 体 化
す る こ と (こ こ で 、 該 認 識 結 合 部 分 は 特 定 の 分 子 に 結 合 す る )； 　 ポ リ -(エ チ レ ン )グ リ コ
ー ル (PEG)で 誘 導 体 化 さ れ た 前 記 抗 CR1抗 体 を ヒ ド ラ ゾ ン で 誘 導 体 化 さ れ た 前 記 認 識 結 合 部
分 と 結 合 さ せ る こ と を 含 み 、 そ れ に よ り 、 二 重 特 異 性 分 子 の 集 団 を 産 生 す る 。 本 発 明 は 、
本 明 細 書 中 で 開 示 さ れ 例 示 さ れ て い る PEGリ ン カ ー の よ う な ヒ ド ラ ジ ン /カ ル ボ ニ ル 官 能 基
対 を 含 む 任 意 の PEGリ ン カ ー (例 え ば 、 NHS-ポ リ -(エ チ レ ン )グ リ コ ー ル (PEG)-ベ ン ズ ア ル
デ ヒ ド (PBA)、 N-ヒ ド ロ キ シ -ス ク シ ン イ ミ ジ ル -PEG-ヒ ド ラ ジ ノ ニ コ チ ネ ー ト な ど )を 用 い
て 二 重 特 異 性 分 子 を 産 生 す る こ と を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 認 識 結 合 部 分 は 、 (Bacillus anthracis)
(炭 疽 菌 )の 防 御 抗 原 (PA)タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 。 一 実 施 形 態 で は 、 認 識 結 合 部 分 に 結 合 す
る 分 子 は 、 自 己 免 疫 抗 原 で あ る か 、 又 は 、 感 染 性 疾 患 因 子 の 抗 原 で あ る 。 幾 つ か の 実 施 形
態 で は 、 本 発 明 は 、 NHS-ポ リ -(エ チ レ ン )グ リ コ ー ル (PEG)-ベ ン ズ ア ル デ ヒ ド で 誘 導 体 化
さ れ た 抗 CR1抗 体 と ヒ ド ラ ゾ ン で 誘 導 体 化 さ れ た 認 識 結 合 部 分 を 結 合 さ せ 、 そ れ に よ り 二
重 特 異 性 分 子 の 集 団 を 産 生 す る こ と を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 は 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル リ ン カ ー を 含 ん で い る C3b様 受 容 体 に 結 合 す る 抗 体
の 集 団 を 産 生 す る 方 法 を 包 含 し 、 該 方 法 は 、 該 抗 体 を ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル リ ン カ ー と
接 触 さ せ て 、 該 抗 体 の 1以 上 の 部 位 を 該 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル リ ン カ ー で 誘 導 体 化 す る
こ と を 含 み 、 そ れ に よ り 、 PEGで 誘 導 体 化 さ れ た 抗 体 の 集 団 を 産 生 す る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 は 、 さ ら に 、 哺 乳 動 物 の 循 環 中 に お け る 前 記 分 子 の 存 在 に 関 連 し た 望 ま し く な い
状 態 に あ る 哺 乳 動 物 を 治 療 す る の に 有 効 な 量 の 本 発 明 の 二 重 特 異 性 分 子 及 び 製 薬 上 許 容 さ
れ る 担 体 を 含 む 医 薬 組 成 物 も 包 含 す る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 発 明 は 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル で 誘 導 体 化 さ れ た 抗 CR1抗 体 を 含 ん で い る 第 一 の 容
器 ； 抗 CR1抗 体 以 外 の 認 識 結 合 部 分 を 含 ん で い る 第 二 の 容 器 ； 及 び 、 1以 上 の 前 記 認 識 結 合
部 分 を 誘 導 体 化 す る の に 適 し た 誘 導 体 化 剤 を 含 ん で い る 第 三 の 容 器 を 含 む キ ッ ト を 包 含 す
る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 発 明 は 、 哺 乳 動 物 の 循 環 中 の 前 記 分 子 の 存 在 に 関 連 す る 該 哺 乳 動 物 の 障 害 を 治 療 す る
方 法 を 提 供 し 、 該 方 法 は 、 治 療 有 効 量 の 本 発 明 の 二 重 特 異 性 分 子 を 投 与 す る こ と を 含 ん で
な る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 ４ ． 図 面 の 簡 単 な 説 明
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図 １ ． 　 14B7IgG-PEG-7G9IgGを 産 生 す る 架 橋 方 法 に つ い て の 例 示 的 な プ ロ セ ス を 要 約 し て
い る フ ロ ー チ ャ ー ト
　 二 重 特 異 性 分 子 14B7IgG-PEG-7G9IgGの 産 生 に 含 ま れ て い る ス テ ッ プ を 図 式 的 に 例 示 し て
い る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
図 ２ ． 　 粗 14B7IgG-PEG-7G9IgGの ク ロ マ ト グ ラ フ プ ロ フ ィ ー ル
　 14B7IgG-PEG-7G9IgGの 粗 調 製 物 の 溶 出 プ ロ フ ィ ー ル が 示 さ れ て い る 。 使 用 し た カ ラ ム は
、 Hi Prep 26/60 Sephacryl S300で あ る 。 ラ ン ニ ン グ バ ッ フ ァ ー は 、 PBSE(50mM KP04+150
mM NaCl+1mM EDTA(pH7.8)で あ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
Ａ ． 　 こ の 溶 出 プ ロ フ ィ ー ル は 、 8:1の モ ル 比 (8× NHS-PEG-マ レ イ ミ ド ： 1× 7G9IgG)を 用
い て 調 製 し た 14B7IgG-PEG-7G9IgGの 粗 調 製 物 の プ ロ フ ィ ー ル を 表 し て い る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
Ｂ ． 　 こ の 溶 出 プ ロ フ ィ ー ル は 、 16:1の モ ル 比 (16× NHS-PEG-マ レ イ ミ ド ： 1× 7G9IgG)を
用 い て 調 製 し た 14B7IgG-PEG-7G9IgGの 粗 調 製 物 の プ ロ フ ィ ー ル を 表 し て い る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
図 ３ ． 　 14B7IgG-PEG-7G9IgGの SDS-PAGE分 析
　 14B7IgG-PEG-7G9IgGの 集 団 を SDS-PAGEで 分 析 し て 、 存 在 し て い る 各 分 子 種 の SEC300分 別
後 の 移 動 性 を 確 認 し た 。 HMW画 分 、 LMW画 分 及 び 単 量 体 画 分 か ら の 画 分 に つ い て 分 析 し た 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
Ａ ． 　 レ ー ン 1： IgM標 準 ； 　 レ ー ン 2： IgA標 準 ； 　 レ ー ン 3： IgG標 準 ； 　 レ ー ン 4： 1:8の
モ ル 比 で 調 製 し た 粗 14B7IgG-PEG-7G9IgG； 　 レ ー ン 5及 び 6： 1:4の モ ル 比 で の 調 製 に お け
る LMW画 分 及 び 単 量 体 画 分 ； 　 レ ー ン 7～ 9： 1:8の モ ル 比 で の 調 製 に お け る HMW画 分 、 LMW画
分 及 び 単 量 体 画 分 ； 　 レ ー ン 10～ 12： 1:16の モ ル 比 で の 調 製 に お け る HMW画 分 、 LMW画 分 及
び 単 量 体 画 分 ； 　 レ ー ン 13： Mav 7G9標 準 。
【 ０ ０ ３ １ 】
Ｂ ． 　 レ ー ン 1： MW標 準 ； 　 レ ー ン 2～ 4： 1:4の モ ル 比 で の 調 製 に お け る HMW画 分 、 LMW画 分
及 び 単 量 体 画 分 ； 　 レ ー ン 5～ 7： 1:8の モ ル 比 で の 調 製 に お け る HMW画 分 、 LMW画 分 及 び 単
量 体 画 分 ； 　 レ ー ン 8～ 10： 1:16の モ ル 比 で の 調 製 に お け る HMW画 分 、 LMW画 分 及 び 単 量 体
画 分 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
図 ４ ． 　 14B7-PEG-7G9調 製 物 の 分 子 量 分 布
　 1:4、 1:8、 及 び 、 1:16の モ ル 比 で 14B7-PEG-7G9を 産 生 し た と き に 生 成 さ れ た 分 子 種 の 分
子 量 分 布 を 表 す 棒 グ ラ フ
図 ５ Ａ ． 　 14B7scAb-PEG-7G9を 産 生 す る 架 橋 方 法 に つ い て の 例 示 的 な プ ロ セ ス を 要 約 し て
い る フ ロ ー チ ャ ー ト
　 2:1の コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 使 用 し 、 SATA及 び NHS-PEG-MALを 用 い て 、 14B7scAbと 7G9を 架 橋
す る た め の 例 示 的 な プ ロ セ ス を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
図 ５ Ｂ ． 　 14B7scAb-PEG-7G9の SDS-PAGE分 析
　 産 生 さ れ た 二 重 特 異 性 分 子 14B7scAb-PEG-7G9Aを 含 ん で い る ト リ ス -グ リ シ ン  SDS PAGE(
第 2レ ー ン 及 び 第 8レ ー ン )
図 ６ Ａ ． 　 14B7Fab-PEG-7G9を 産 生 す る 架 橋 方 法 に つ い て の 例 示 的 な プ ロ セ ス を 要 約 し て
い る フ ロ ー チ ャ ー ト
　 2:1の コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 使 用 し 、 SATA及 び NHS-PEG-MALを 用 い て 、 14B7Fabと 7G9を 架 橋 す
る た め の 例 示 的 な プ ロ セ ス を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
図 ６ Ｂ ． 　 14B7Fab-PEG-7G9の SDS-PAGE分 析
　 産 生 さ れ た 二 重 特 異 性 分 子 14B7Fab-PEG-7G9を 含 ん で い る ト リ ス -グ リ シ ン  SDS PAGE(第
7レ ー ン )。
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【 ０ ０ ３ ５ 】
図 ７ ． 　 14B7-HZ-PEG-H9の 溶 出 プ ロ フ ィ ー ル
　 Suprose6カ ラ ム (Amersham)を PBSG(PBS, 5%グ リ セ ロ ー ル )で 平 衡 化 し た 。 流 速 は 0.8mL/
分 で あ っ た 。 0.5mLの サ ン プ ル を 注 入 し 、 画 分 を 収 集 し た 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
図 ８ ． 　 14B7-HZ-PEG-H9の SDS-PAGE分 析
　 サ イ ズ 排 除 カ ラ ム か ら の 画 分 を 、 3－ 8%ト リ ス ア セ テ ー ト 勾 配 ゲ ル で 分 析 し た 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 ５ ． 発 明 の 詳 細 な 説 明
　 本 発 明 は 、 C3b様 受 容 体 又 は そ の 機 能 的 等 価 物 (霊 長 類 に お い て 、 補 体 受 容 体 １ (CR1)又
は CD35と し て 知 ら れ て い る )に 結 合 す る 第 一 認 識 結 合 部 分 と 、 C3b様 受 容 体 以 外 の 分 子 で あ
る 特 定 の 分 子 に 結 合 す る 1以 上 の 第 二 認 識 結 合 部 分 を 含 み 、 該 第 一 認 識 結 合 部 分 が 該 第 二
認 識 結 合 部 分 に ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル リ ン カ ー を 用 い て 架 橋 し て い る 二 重 特 異 性 分 子 に
関 す る 。 本 発 明 は 、 さ ら に 、 そ の よ う な 二 重 特 異 性 分 子 を 産 生 す る 方 法 、 並 び に 、 治 療 及
び 予 防 に お け る そ の 使 用 に も 関 し 、 ま た 、 そ の よ う な 二 重 特 異 性 分 子 含 ん で い る キ ッ ト に
も 関 す る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 ５ .１ 　 二 重 特 異 性 分 子
　 本 発 明 は 、 2つ 以 上 の 異 な っ た 認 識 特 異 性 を 有 す る 二 重 特 異 性 分 子 を 包 含 す る 。 本 発 明
の 二 重 特 異 性 分 子 は 、 C3b様 受 容 体 に 結 合 す る 第 一 認 識 結 合 部 分 及 び C3b様 受 容 体 以 外 の 特
定 の 分 子 に 結 合 す る 1以 上 の 第 二 認 識 結 合 部 分 を 含 ん で い る 分 子 を 意 味 す る 。 本 明 細 書 で
使 用 さ れ る 場 合 、 第 一 認 識 結 合 部 分 は 、 C3b様 受 容 体 の た め の 結 合 部 位 を 含 有 す る 化 学 物
質 を 含 ん で お り 、 第 二 認 識 結 合 部 分 は 、 C3b様 受 容 体 以 外 の 特 定 の 分 子 (例 え ば 、 哺 乳 動 物
の 循 環 か ら 排 除 さ れ る 分 子 )の た め の 結 合 部 位 を 含 有 す る 化 学 物 質 を 含 ん で い る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の 二 重 特 異 性 分 子 は 、 哺 乳 動 物 の 循 環 か ら 排 除 さ れ る の が
望 ま し い 分 子 に 結 合 す る 。 別 の 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の 二 重 特 異 性 分 子 は 、 哺 乳 動
物 の 循 環 中 に お い て そ の 量 が 低 減 さ れ る の が 望 ま し い 分 子 に 結 合 す る 。 哺 乳 動 物 の 循 環 か
ら 排 除 さ れ る 分 子 は 、 哺 乳 動 物 の 循 環 中 に 存 在 す る 哺 乳 動 物 に と っ て 潜 在 的 に 有 害 で あ る
か 又 は 哺 乳 動 物 の 体 内 に お い て 潜 在 的 に 望 ま し く な い 任 意 の 物 質 で あ る こ と が 可 能 で あ り
、 そ の よ う な も の に は 、 限 定 す る も の で は な い が 、 タ ン パ ク 質 若 し く は 薬 物 若 し く は 毒 素
、 自 己 抗 体 若 し く は 自 己 抗 原 、 又 は 、 任 意 の 感 染 因 子 の 分 子 若 し く は そ の 産 物 な ど が あ る
。 さ ら に ま た 、 哺 乳 動 物 の 循 環 か ら 排 除 さ れ る 前 記 分 子 は 、 病 原 性 抗 原 分 子 で あ る こ と が
可 能 で あ り 、 こ れ は 、 哺 乳 動 物 に お い て 疾 患 若 し く は 障 害 又 は 別 の 任 意 の 望 ま し く な い 状
態 の 原 因 と な る 物 質 (例 え ば 、 病 原 体 )で あ る か 又 は そ の よ う な 物 質 の 一 部 分 で あ る 抗 原 決
定 基 (又 は 、 抗 原 決 定 基 以 外 で 結 合 領 域 が 結 合 可 能 で あ る も の )を 含 ん で い る 任 意 の 分 子 で
あ る 。 本 発 明 の 二 重 特 異 性 分 子 は 、 第 一 認 識 結 合 部 分 又 は 第 二 認 識 結 合 部 分 の 機 能 を 損 な
わ な い ポ リ -エ チ レ ン グ リ コ ー ル (PEG)リ ン カ ー を 介 し て 第 一 認 識 結 合 部 分 と 1以 上 の 第 二
認 識 結 合 部 分 を 架 橋 さ せ る こ と に よ り 産 生 す る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る 場 合 、 用 語 「 C3b様 受 容 体 」 は 、 免 疫 複 合 体 に 会 合 し た 分 子 に 結
合 し 、 次 い で 例 え ば 食 細 胞 ま で 血 液 細 胞 に 付 き 添 わ れ て 排 除 さ れ る と い う 点 で 霊 長 類 C3b
受 容 体 (CR1)に 似 た 機 能 を 有 す る 、 哺 乳 動 物 血 液 細 胞 の 表 面 上 に 発 現 さ れ る 任 意 の 哺 乳 動
物 循 環 分 子 を 意 味 す る 。 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る 場 合 、 「 エ ピ ト ー プ 」 は 、 抗 原 決 定 基 、 即
ち 、 宿 主 内 で 免 疫 学 的 応 答 を 惹 起 す る か 又 は 抗 体 に 結 合 さ れ た 分 子 の 領 域 を 意 味 す る 。 こ
の 領 域 は 、 連 続 し た ア ミ ノ 酸 を 含 ん で い て も よ い が 、 必 ず し も 含 ん で い る 必 要 で は な い 。
エ ピ ト ー プ と い う 用 語 は 、 当 技 術 分 野 に お い て 「 抗 原 決 定 基 」 と し て も 知 ら れ て い る 。 エ
ピ ト ー プ は 、 空 間 的 コ ン ホ メ ー シ ョ ン 中 に 少 な く て 3つ の ア ミ ノ 酸 を 含 む こ と が で き 、 こ
れ は 、 宿 主 の 免 疫 系 に 固 有 の も の で あ る 。 一 般 的 に 、 エ ピ ト ー プ は 、 少 な く と も 5つ の そ
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の よ う な ア ミ ノ 酸 か ら な り 、 よ り 一 般 的 に は 、 少 な く と も 8～ 10の そ の よ う な ア ミ ノ 酸 か
ら な る 。 そ の よ う な ア ミ ノ 酸 の 空 間 的 コ ン ホ メ ー シ ョ ン を 決 定 す る 方 法 は 、 当 技 術 分 野 で
は 知 ら れ て い る 。 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る 場 合 、 抗 原 結 合 抗 体 フ ラ グ メ ン ト (抗 原 結 合 性 抗
体 フ ラ グ メ ン ト )は 、 完 全 抗 体 よ り は 小 さ く 、 抗 原 が 結 合 す る 抗 体 の 領 域 を 含 ん で い る 抗
体 フ ラ グ メ ン ト を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 本 発 明 に お い て 、 本 発 明 の 二 重 特 異 性 分 子 の 第 一 認 識 結 合 部 分 は 、 C3b様 受 容 体 (例 え ば
, CR1)に 結 合 す る 任 意 の 分 子 で あ り 得 る 。 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 第 一 認 識 結 合 部 分 は 、 Fc
領 域 及 び CR1の た め の 結 合 領 域 を 含 ん で い る 抗 体 で あ る 。 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 第 一 認
識 結 合 部 分 は 、 抗 CR1抗 体 で あ る 。 さ ら に 別 の 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 第 一 認 識 結 合 部 分
は 、 抗 CR1モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 。 別 の 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 抗 CR1モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 は 、 7G9、 HB8592、 3D9、 57F、 又 は 、 1B4で あ る (例 え ば , 以 下 の 特 許 を 参 照 さ れ た い
： Talyorら , 米 国 特 許 第 5,487,890号 （ 前 記 特 許 は , 参 照 に よ り そ の 全 体 を 本 明 細 書 内 に
組 み 入 れ る ))。 さ ら に 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 C3b様 受 容 体 に 結 合 す る 抗 体 は 、 非 免 疫 化 モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 。 非 免 疫 化 抗 体 は 、 非 ヒ ト 起 源 の 抗 体 で は あ る が 、 例 え ば 1以 上
の ア ミ ノ 酸 が 置 換 さ れ る こ と に よ り 修 飾 さ れ て い て 、 そ の よ う な 修 飾 を 受 け る 前 の 最 初 の
非 ヒ ト 抗 体 と 比 較 し た 場 合 に 、 ヒ ト に 対 し て 免 疫 原 性 が 低 い か 又 は 非 免 疫 原 性 で あ る 抗 体
を 意 味 す る 。 本 発 明 の 方 法 で 使 用 す る た め の 非 免 疫 化 抗 体 は 、 2003年 3月 28日 に 出 願 さ れ
た 米 国 特 許 出 願 番 号 第 60/458,869号 に 記 載 さ れ て い る 方 法 の い ず れ か を 用 い て 産 生 す る こ
と が で き る 。 こ の 特 許 出 願 は 、 参 照 に よ り そ の 全 体 を 本 明 細 書 に 組 み 入 れ る 。 特 定 の 実 施
形 態 で は 、 CR1に 結 合 す る 非 免 疫 化 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 H9で あ り
、 こ れ は 、 以 下 の 突 然 変 異 〔 重 鎖 可 変 領 域 に お け る , 17位 ： Ser →  Thr；  25位 ： Thr →  
Ser；  29位 ： Ile →  Met；  44位 ： Asn →  Lys；  45位 ： Lys →  Gly；  49位 ： Met →  Ile
；  71位 ： Thr →  Ser；  83位 ： Leu →  Met； 及 び 、 114位 ： Ala →  Gln； 軽 鎖 可 変 領 域 に
お け る , 15位 ： Leu →  Val；  53位 ： Lys →  Tyr；  80位 ： His →  Ser；  104位 ： Gly →  P
ro；  107位 ： Thr →  Lys；  108位 ： Leu →  Val； 及 び 、  111位 ： Arg →  Lys〕 を 含 ん で い
る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 E11(マ ウ ス ハ イ ブ リ ド ー マ E11, カ タ ロ グ 番 号  184-020, Ancell Im
munology Research Products, MN)に 由 来 す る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 第 一 認 識 結 合 部 分 は 抗 CR1抗 体 で あ り 、 そ れ に は 、 限 定 す る も の で
は な い が 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン Fc領 域 の Ｎ -末 端 に 融 合 し た C3b様 受 容 体 に 対 す る 特 異 性 を 有 す
る 単 鎖 可 変 領 域 フ ラ グ メ ン ト (scFv)な ど が 包 含 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 第 一 認 識 結 合 部 分 は 、 さ ら に ま た 、 キ メ ラ 抗 体 で あ る こ と も 可 能 で あ る 。 そ の よ う な キ
メ ラ 抗 体 は 、 例 え ば 、 限 定 す る も の で は な い が 、 相 補 性 決 定 領 域 が マ ウ ス で あ り 且 つ フ レ
ー ム ワ ー ク 領 域 が ヒ ト で あ っ て 、 そ れ に よ り 、 該 抗 体 で 処 置 さ れ た ヒ ト 患 者 に お け る 免 疫
応 答 が 生 起 す る 可 能 性 が 低 減 さ れ て い る ヒ ト 化 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 な ど で あ る (米 国 特 許
第 4,816,567号 ； 米 国 特 許 第 4,816,397号 ； 米 国 特 許 第 5,693,762号 ； 米 国 特 許 第 5,585,089
号 ； 米 国 特 許 第 5,565,332号 及 び 米 国 特 許 第 5,821,337号 (こ れ ら の 特 許 は , 参 照 に よ り そ
の 全 体 を 本 明 細 書 に 組 み 入 れ る ))。 好 ま し く は 、 キ メ ラ 抗 体 の Fc領 域 は 、 食 細 胞 上 の Fc受
容 体 に よ り 認 識 さ れ る こ と が で き 、 そ れ に よ り 、 RBC-免 疫 複 合 体 の 移 動 及 び そ れ に 続 く タ
ン パ ク 質 分 解 が 促 進 さ れ る 。 簡 単 に す る た め に 、 本 明 細 書 に お け る 開 示 は 、 し ば し ば 、 抗
CR1認 識 結 合 部 分 又 は 抗 CR1抗 体 に 言 及 し て い る が 、 そ の よ う な 抗 原 認 識 結 合 部 分 又 は 抗 体
が 当 技 術 分 野 で 知 ら れ て い る 任 意 の C3b様 受 容 体 に 結 合 す る 任 意 の 認 識 結 合 部 分 又 は 抗 体
を 意 味 す る こ と は 理 解 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 本 発 明 に お い て 、 本 発 明 の 二 重 特 異 性 分 子 の 第 二 認 識 結 合 部 分 は 、 限 定 す る も の で は な
い が 、 哺 乳 動 物 の 循 環 か ら 排 除 さ れ る 分 子 (例 え ば 、 病 原 性 抗 原 分 子 )を 認 識 し て そ れ に 結
合 す る 抗 体 又 は そ の 抗 原 結 合 性 フ ラ グ メ ン ト な ど の 、 任 意 の 分 子 部 分 で あ る こ と が 可 能 で
あ る 。 例 え ば 、 第 二 認 識 結 合 部 分 は 、 循 環 系 か ら 排 除 さ れ る 抗 体 (例 え ば 、 自 己 免 疫 疾 患
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を 引 き 起 こ す 抗 体 な ど )が 結 合 す る 抗 原 決 定 基 又 は エ ピ ト ー プ で あ る こ と が 可 能 で あ る 。
本 発 明 の 二 重 特 異 性 分 子 の 第 二 認 識 結 合 部 分 に は 、 非 タ ン パ ク 質 性 部 分 も 包 含 さ れ る 。 一
実 施 形 態 で は 、 第 二 認 識 結 合 部 分 は 、 核 酸 で あ る 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 第 二 認 識 結 合 部 分
は 、 有 機 小 分 子 で あ る 。 さ ら に 別 の 実 施 形 態 で は 、 第 二 認 識 結 合 部 分 は 、 オ リ ゴ 糖 で あ る
。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 本 発 明 に お い て 、 第 二 認 識 結 合 部 分 は 、 抗 原 分 子 に 結 合 す る 抗 体 の 抗 原 結 合 性 抗 体 フ ラ
グ メ ン ト で あ る こ と が 可 能 で あ る 。 抗 原 結 合 性 抗 体 フ ラ グ メ ン ト を 含 ん で い る 二 重 特 異 性
分 子 を 産 生 す る 方 法 は 、 2002年 9月 16日 に 出 願 さ れ た 米 国 仮 特 許 出 願 第 (未 指 定 )(代 理 人 事
件 整 理 番 号 9635-041-888)に 開 示 さ れ て い る 。 こ の 特 許 は 、 参 照 に よ り そ の 全 体 を 本 明 細
書 に 組 み 入 れ る 。 本 発 明 の 二 重 特 異 性 分 子 の 抗 原 結 合 性 抗 体 フ ラ グ メ ン ト は 、 哺 乳 動 物 の
循 環 か ら 排 除 さ れ る 分 子 (限 定 す る も の で は な い が 、 例 え ば 、 病 原 性 抗 原 分 子 な ど )を 認 識
し て そ れ に 結 合 す る 抗 体 の 任 意 の 抗 原 結 合 性 フ ラ グ メ ン ト で あ る こ と が で き る 。 好 ま し く
は 、 そ の よ う な 抗 原 結 合 性 抗 体 フ ラ グ メ ン ト は 、 Fc領 域 を 含 ま な い 。 好 ま し い 実 施 形 態 で
は 、 抗 原 結 合 性 抗 体 フ ラ グ メ ン ト は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 の 、 Fabフ ラ グ メ ン ト 、 Fab'フ
ラ グ メ ン ト 、 (Fab') 2 フ ラ グ メ ン ト 又 は Fvフ ラ グ メ ン ト で あ る 。 そ の よ う な Fabフ ラ グ メ ン
ト 、 Fab'フ ラ グ メ ン ト 又 は Fvフ ラ グ メ ン ト は 、 例 え ば 、 完 全 抗 体 か ら 酵 素 的 プ ロ セ シ ン グ
に よ り 得 る こ と が で き る か 、 又 は 、 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ラ イ ブ ラ リ ー か ら ア フ ィ ニ テ ィ
ー ス ク リ ー ニ ン グ と そ れ に 続 く 組 換 え 発 現 に よ り 得 る こ と が で き る (例 え ば , 以 下 の 文 献
を 参 照 さ れ た い ： Watkinsら , Vox Sanguinis 78： 72-79； 米 国 特 許 第 5,223,409号 及 び 米
国 特 許 第 5,514,548号 ； PCT公 開 第 WO92/18619号 ； PCT公 開 第 WO91/17271号 ； PCT公 開 第 WO92
/20791号 ； PCT公 開 第 WO92/15679号 ； PCT公 開 第 WO93/01288号 ； PCT公 開 第 WO92/01047号 ； P
CT公 開 第 WO92/09690号 ； PCT公 開 第 WO90/02809号 ； Fuchsら , 1991, Bio/Technology 9： 13
70-1372； Hayら , 1992, Hum. Antibod. Hybridomas 3： 81-85； Huseら , 1989, Science 2
46： 1275-1281； Griffithsら , 1993, EMBO J. 12： 725-734； 及 び , McCaffertyら , 1990,
 Nature 348： 552-554(前 記 文 献 の 各 々 は , 参 照 に よ り そ の 全 体 を 本 明 細 書 に 組 み 入 れ る )
)。 別 の 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 抗 原 結 合 性 抗 体 フ ラ グ メ ン ト は 単 鎖 Fv(scFv)フ ラ グ メ ン
ト で あ り 、 こ れ は 、 例 え ば 、 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 抗 体 フ ラ グ メ ン ト の ラ イ ブ ラ リ ー か ら
ア フ ィ ニ テ ィ ー ス ク リ ー ニ ン グ と そ れ に 続 く 組 換 え 発 現 に よ り 得 る こ と が で き る 。 別 の 実
施 形 態 で は 、 抗 原 結 合 性 抗 体 フ ラ グ メ ン ト は 、 選 択 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で い る 所 望
の 鎖 長 の リ ン カ ー ペ プ チ ド と 融 合 し た Fabフ ラ グ メ ン ト 、 Fab'フ ラ グ メ ン ト 、 (Fab') 2 フ ラ
グ メ ン ト 、 Fvフ ラ グ メ ン ト 又 は scFvフ ラ グ メ ン ト で あ る 。 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 該 リ ン
カ ー ペ プ チ ド は 、 1つ の ア ミ ノ 酸 、 2つ の ア ミ ノ 酸 、 5つ の ア ミ ノ 酸 、 10の ア ミ ノ 酸 、 又 は
、 20の ア ミ ノ 酸 か ら な る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 本 発 明 の 一 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の 二 重 特 異 性 分 子 は 、 ポ リ -エ チ レ ン グ リ コ ー ル リ ン
カ ー を 用 い て 2つ 以 上 の 第 二 認 識 結 合 部 分 に 架 橋 し て い る 第 一 認 識 結 合 部 分 (例 え ば 、 抗 CR
1モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 )を 含 ん で い る 。 幾 つ か の 実 施 形 態 で は 、 該 2つ の 第 二 認 識 結 合 部 分
は 、 同 一 の 認 識 結 合 部 分 で あ る 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 該 2つ の 第 二 認 識 結 合 部 分 は 、 異 な
っ た 認 識 結 合 部 分 で あ る 。 該 2つ の 第 二 認 識 結 合 部 分 は 、 同 一 の 分 子 を 標 的 と す る 異 な っ
た 認 識 結 合 部 分 で あ る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 該 2つ の 第 二 認 識 結 合 部 分 は 、 哺 乳 動 物 の 循 環 か ら 協
力 し て 排 除 さ れ る 抗 原 分 子 を 標 的 に す る 。 非 限 定 的 な 例 と し て 、 第 二 認 識 結 合 部 分 の う ち
の 一 方 は 、 他 方 の 第 二 認 識 結 合 部 分 の 結 合 親 和 性 を 高 め る よ う に 該 抗 原 分 子 の コ ン フ ォ メ
ー シ ョ ン を 改 変 し 、 そ れ に よ り 、 哺 乳 動 物 の 循 環 か ら の 該 抗 原 分 子 の 排 除 を 促 進 す る (Tha
liら , J. Acquired Immune Deficiency Syndromes 5： 591-599)。 該 2つ の 第 二 認 識 結 合 部
分 は 、 哺 乳 動 物 の 循 環 か ら 排 除 さ れ る 異 な っ た 抗 原 を 標 的 と す る 異 な っ た 認 識 結 合 部 分 で
あ る こ と も 可 能 で あ る 。 そ の よ う な 第 二 認 識 結 合 部 分 に は 、 限 定 す る も の で は な い が 、 ポ
リ ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド 、 抗 原 結 合 領 域 、 エ ピ ト ー プ 、 核 酸 又 は 有 機 小 分 子 な ど が あ る 。
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【 ０ ０ ４ ８ 】
　 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の 二 重 特 異 性 分 子 は 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル リ ン カ ー
を 用 い て 1つ 以 上 の 第 二 認 識 結 合 部 分 に 架 橋 し て い る 抗 CR1抗 体 (即 ち 、 抗 CR1モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 )を 含 有 す る 。 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の 二 重 特 異 性 分 子 は 、 ポ リ エ チ レ ン グ
リ コ ー ル リ ン カ ー を 用 い て 、 少 な く と も 1、 2、 3、 4、 5又 は 6の 第 二 認 識 結 合 部 分 に 架 橋 し
て い る 抗 CR1抗 体 (即 ち 、 抗 CR1モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 )を 含 有 す る 。 好 ま し く は 、 架 橋 さ れ て
い る 該 二 重 特 異 性 分 子 は 、 そ れ ら が 誘 導 さ れ た 元 の 分 子 が 有 す る 抗 原 特 異 性 を 保 持 し て い
る 。 第 一 認 識 結 合 部 分 が 抗 体 を 含 ん で い る 一 実 施 形 態 で は 、 第 二 認 識 結 合 部 分 は 、 ポ リ エ
チ レ ン グ リ コ ー ル リ ン カ ー を 用 い て 該 抗 体 の 所 定 の 部 位 (即 ち 、 抗 CR1抗 体 の Fc領 域 )に 架
橋 さ せ る 。 好 ま し く は 、 そ の よ う な 所 定 の 部 位 は 、 第 一 認 識 結 合 部 分 又 は 第 二 認 識 結 合 部
分 が そ れ ら の そ れ ぞ れ の 抗 原 に 結 合 す る の に 対 し て 悪 影 響 を 与 え な い 。 第 一 認 識 結 合 部 分
又 は 第 二 認 識 結 合 部 分 が タ ン パ ク 質 を 含 み 且 つ 第 一 認 識 結 合 部 分 と 第 二 認 識 結 合 部 分 が PE
Gリ ン カ ー を 用 い て 所 定 の 部 位 で 架 橋 さ れ て い る 最 も 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 そ の よ う な
所 定 の 部 位 は 、 第 一 認 識 結 合 部 分 又 は 第 二 認 識 結 合 部 分 の 表 面 に 存 在 す る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 第 一 認 識 結 合 部 分 が 抗 体 を 含 ん で い る 本 発 明 の 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 1以 上 の 第 二 認
識 結 合 部 分 は 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル リ ン カ ー を 用 い て 、 第 一 認 識 結 合 部 分 (即 ち 、 抗 C
R1抗 体 )の 重 鎖 又 は 軽 鎖 の い ず れ か に 架 橋 し て い る 。 第 一 認 識 結 合 部 分 が 抗 体 を 含 ん で い
る さ ら に 別 の 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 1以 上 の 第 二 認 識 結 合 部 分 は 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ
ー ル リ ン カ ー を 用 い て 、 第 一 認 識 結 合 部 分 (即 ち 、 抗 CR1抗 体 )の 重 鎖 又 は 軽 鎖 の い ず れ か
に 架 橋 し て い る が 、 但 し 、 該 架 橋 は 、 カ ル ボ キ シ 末 端 を 介 し た モ ノ で は な い 。 本 発 明 に は
別 の 立 体 配 置 も 包 含 さ れ る こ と は 、 当 業 者 に は 理 解 さ れ る 。 非 限 定 的 な 例 に は 、 限 定 す る
も の で は な い が 、 第 二 認 識 結 合 部 分 の 一 方 が ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル リ ン カ ー を 用 い て 重
鎖 に 架 橋 し 且 つ 他 方 の 第 二 認 識 結 合 部 分 が ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル リ ン カ ー を 用 い て 軽 鎖
に 架 橋 し て い る 立 体 配 置 な ど が あ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 本 発 明 は 、 当 技 術 分 野 で 知 ら れ て い る 任 意 の ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル リ ン カ ー を 本 発 明
の 二 重 特 異 性 分 子 を 産 生 す る た め に 使 用 す る こ と を 包 含 す る 。 本 発 明 は 、 当 技 術 分 野 で 知
ら れ て い る 任 意 の ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル リ ン カ ー を 用 い て 本 発 明 の 二 重 特 異 性 分 子 の 第
一 認 識 結 合 部 分 又 は 第 二 認 識 結 合 部 分 を 誘 導 体 化 す る こ と を 包 含 す る 。 好 ま し い 実 施 形 態
で は 、 該 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル リ ン カ ー は 、 二 官 能 性 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル で あ る 。
本 発 明 の 方 法 及 び 組 成 物 に お い て 使 用 す る た め に 、 当 業 者 に 知 ら れ て い る 任 意 の 方 法 を 用
い て 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル リ ン カ ー を 使 用 し て 第 一 認 識 結 合 部 分 又 は 第 二 認 識 結 合 部
分 を 誘 導 体 化 す る こ と が で き る 。 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル リ ン カ ー を 使 用 し て 第 一 認 識 結
合 部 分 又 は 第 二 認 識 結 合 部 分 を 誘 導 体 化 し た 後 、 架 橋 し よ う と す る 他 方 の 認 識 領 域 を 、 そ
れ が ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル で 誘 導 体 化 さ れ た 分 子 と 反 応 し て 本 発 明 の 架 橋 さ れ た 二 重 特
異 性 分 子 を 生 成 で き る よ う に 、 当 業 者 に 知 ら れ て い る 任 意 の 誘 導 体 化 試 薬 を 用 い て 誘 導 体
化 又 は 活 性 化 す る 。 簡 単 に す る た め に 、 本 明 細 書 に お け る 開 示 は 、 し ば し ば 、 ポ リ エ チ レ
ン グ リ コ ー ル リ ン カ ー で 誘 導 体 化 さ れ た 第 一 認 識 結 合 部 分 に つ い て 言 及 し て い る が 、 本 発
明 の 二 重 特 異 性 分 子 を 産 生 す る た め に 、 第 一 認 識 結 合 部 分 又 は 第 二 認 識 結 合 部 分 を ポ リ エ
チ レ ン グ リ コ ー ル リ ン カ ー で 誘 導 体 化 す る こ と が で き 、 他 方 の 部 分 は 、 そ れ が ポ リ エ チ レ
ン グ リ コ ー ル で 誘 導 体 化 さ れ た 部 分 と 反 応 す る よ う に 特 定 の 試 薬 を 用 い て 誘 導 体 化 す る こ
と は 、 当 業 者 に は 明 ら か で あ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 本 発 明 は 、 さ ら に 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル リ ン カ ー を 用 い て 1つ 以 上 の 第 二 認 識 結 合
部 分 (こ れ は 、 特 定 の 分 子 に 結 合 す る )に 架 橋 さ れ た 第 一 認 識 結 合 部 分 (こ れ は 、 C3b様 受 容
体 (例 え ば 、 抗 CR1抗 体 )に 結 合 す る )を そ れ ぞ れ が 含 ん で い る 二 重 特 異 性 分 子 の ポ リ ク ロ ー
ナ ル 集 団 も 提 供 す る 。 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 該 分 子 は 、 哺 乳 動 物 の 循 環 か ら 排 除 さ れ る の
が 望 ま し い 。 本 発 明 の 二 重 特 異 性 分 子 の ポ リ ク ロ ー ナ ル 集 団 は 、 概 し て 、 C3b様 受 容 体 に
結 合 す る 抗 CR1抗 体 と そ れ に PEGリ ン カ ー を 介 し て 架 橋 し て い る 1つ 以 上 の 別 の 認 識 結 合 部
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分 (こ れ は 、 特 定 の 分 子 に 結 合 す る )を そ れ ぞ れ が 含 有 す る 複 数 の 異 な っ た 二 重 特 異 性 分 子
を 含 ん で い る 任 意 の 集 団 を 意 味 す る 。 従 っ て 、 そ の よ う な 集 団 は 、 異 な っ た 認 識 結 合 部 分
を 介 し て 複 数 の 異 な っ た 結 合 特 異 性 を 示 す 複 数 の 異 な っ た 二 重 特 異 性 分 子 を 含 ん で い る 。
そ の よ う な 複 数 の 異 な っ た 認 識 結 合 部 分 は 、 病 原 体 の 同 一 の エ ピ ト ー プ を 認 識 し て そ れ に
結 合 す る こ と が で き る 。 複 数 の 異 な っ た 認 識 結 合 特 異 性 は 、 病 原 体 の 複 数 の 異 な っ た エ ピ
ト ー プ を 標 的 と す る こ と も 可 能 で あ る 。 複 数 の 異 な っ た 認 識 結 合 特 異 性 は 、 1種 類 の 病 原
体 の 複 数 の 異 な っ た 変 異 株 を 標 的 と す る こ と も 可 能 で あ る 。 複 数 の 異 な っ た 認 識 結 合 特 異
性 は 、 さ ら に 、 複 数 の 異 な っ た 病 原 体 を 標 的 と す る こ と も 可 能 で あ る 。 複 数 の 異 な っ た 認
識 結 合 特 異 性 は 、 さ ら に 、 複 数 の 異 な っ た 病 原 体 上 の 複 数 の 異 な っ た エ ピ ト ー プ を 標 的 と
す る こ と も 可 能 で あ る 。 ポ リ ク ロ ー ナ ル 集 団 中 の 複 数 の 二 重 特 異 性 分 子 内 の 各 二 重 特 異 性
分 子 の 特 性 及 び 機 能 は 、 知 る こ と が 可 能 で あ る か 又 は 不 可 能 で あ る 。 ポ リ ク ロ ー ナ ル 集 団
中 の 複 数 の 二 重 特 異 性 分 子 内 の 各 二 重 特 異 性 分 子 の 正 確 な 割 合 も 、 知 る こ と が 可 能 で あ る
か 又 は 不 可 能 で あ る 。 最 適 の 治 療 効 果 及 び /又 は 予 防 効 果 を 得 る た め に 、 必 要 に 応 じ て 、
ポ リ ク ロ ー ナ ル 集 団 中 の 複 数 の 二 重 特 異 性 分 子 内 の 二 重 特 異 性 分 子 の 正 確 な 割 合 を 調 節 す
る こ と が 可 能 と な る よ う に 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 集 団 中 の 複 数 の 二 重 特 異 性 分 子 内 の 少 な く と
も 幾 つ か の 二 重 特 異 性 分 子 の 特 性 及 び 割 合 は 、 知 ら れ て い る の が 好 ま し い 。 二 重 特 異 性 分
子 の ポ リ ク ロ ー ナ ル 集 団 は 、 標 的 と な る 1以 上 の 病 原 性 抗 原 分 子 に 結 合 し な い 二 重 特 異 性
分 子 を 含 ん で い る こ と も 可 能 で あ る 。 例 え ば 、 二 重 特 異 性 分 子 の 集 団 は 、 標 的 病 原 体 上 に
存 在 す る も の 以 外 の 抗 原 分 子 に 結 合 す る 抗 体 を 含 ん で い る 高 度 免 疫 血 清 か ら 調 製 す る こ と
が で き る 。 好 ま し く は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 集 団 中 の 複 数 の 二 重 特 異 性 分 子 は 、 該 集 団 の 、 少
な く と も 、 1%、 5%、 10%、 20%、 50%、 又 は 、 80%を 構 成 す る 。 さ ら に 好 ま し く は 、 ポ リ ク ロ
ー ナ ル 集 団 中 の 複 数 の 二 重 特 異 性 分 子 は 、 該 集 団 の 少 な く と も 90%を 構 成 す る 。 二 重 特 異
性 分 子 の ポ リ ク ロ ー ナ ル 集 団 中 の 複 数 の 二 重 特 異 性 分 子 は 、 好 ま し く は 、 複 数 の 二 重 特 異
性 分 子 の う ち の 95%、 80%又 は 60%を 超 え る 割 合 を 有 す る 単 一 の 二 重 特 異 性 分 子 を 全 く 含 ま
な い 。 さ ら に 好 ま し く は 、 二 重 特 異 性 分 子 の ポ リ ク ロ ー ナ ル 集 団 中 の 複 数 の 二 重 特 異 性 分
子 は 、 複 数 の 二 重 特 異 性 分 子 の う ち の 50％ を 超 え る 割 合 を 有 す る 単 一 の 二 重 特 異 性 分 子 を
全 く 含 ま な い 。 ポ リ ク ロ ー ナ ル 集 団 中 の 複 数 の 二 重 特 異 性 分 子 は 、 異 な っ た 抗 原 結 合 特 異
性 を 有 す る 少 な く と も 2つ の 異 な っ た 二 重 特 異 性 分 子 を 含 ん で い る 。 好 ま し く は 、 ポ リ ク
ロ ー ナ ル 集 団 中 の 複 数 の 二 重 特 異 性 分 子 は 、 異 な っ た 抗 原 結 合 特 異 性 を 有 す る 少 な く と も
10の 異 な っ た 二 重 特 異 性 分 子 を 含 ん で い る 。 さ ら に 好 ま し く は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 集 団 中 の
複 数 の 二 重 特 異 性 分 子 は 、 異 な っ た 抗 原 結 合 特 異 性 を 有 す る 少 な く と も 100の 異 な っ た 二
重 特 異 性 分 子 を 含 ん で い る 。 ポ リ ク ロ ー ナ ル 集 団 は 、 例 え ば 限 定 す る も の で は な い が ポ リ
ク ロ ー ナ ル 免 疫 グ ロ ブ リ ン 調 製 物 の よ う な 抗 原 認 識 部 分 の 適 切 な ポ リ ク ロ ー ナ ル 集 団 か ら
生 成 さ れ る ポ リ ク ロ ー ナ ル 集 団 で あ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 ５ .２ 　 認 識 結 合 部 分 の 産 生
　 ５ .２ .１ 　 抗 CR1抗 体 の 産 生
　 本 発 明 の 二 重 特 異 性 分 子 は 、 特 定 の 分 子 に 結 合 す る 1以 上 の 第 二 認 識 結 合 部 分 に ポ リ エ
チ レ ン グ リ コ ー ル リ ン カ ー を 用 い て 架 橋 し て い る 第 一 認 識 結 合 部 分 (こ れ は 、 C3b様 受 容 体
に 結 合 す る )を 含 ん で い る 。 好 ま し く は 、 該 分 子 は 、 哺 乳 動 物 の 循 環 か ら 排 除 さ れ る の が
望 ま し い 。 本 発 明 は 、 本 発 明 の 方 法 及 び 組 成 物 で 使 用 す る た め の PEGで 誘 導 体 化 さ れ て い
る 分 子 の 集 団 を 産 生 す る た め に 、 当 技 術 分 野 で 知 ら れ て い る 任 意 の PEGリ ン カ ー で 第 一 認
識 結 合 部 分 を 誘 導 体 化 す る こ と を 包 含 す る 。 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 第 一 認 識 結 合 部 分 は
、 C3b様 受 容 体 (即 ち 、 抗 CR1抗 体 )に 結 合 す る 抗 体 で あ る 。 C3b様 受 容 体 に 結 合 す る 抗 体 は
、 当 技 術 分 野 で 知 ら れ て い る 任 意 の 方 法 を 用 い て 、 そ の 1以 上 の 部 位 を PEGリ ン カ ー で 誘 導
体 化 す る こ と が で き る 。 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 PEGリ ン カ ー で 誘 導 体 化 さ れ る 、 C3b様 受
容 体 に 結 合 す る 抗 体 は 、 誘 導 体 化 さ れ て い な い 該 抗 体 と 同 一 の 活 性 (即 ち 、 C3b様 受 容 体 に
対 す る 結 合 親 和 性 )を 有 す る 。 さ ら に 別 の 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 PEGリ ン カ ー で 誘 導 体 化
さ れ る 、 C3b様 受 容 体 に 結 合 す る 抗 体 は 、 誘 導 体 化 さ れ て い な い 該 抗 体 と 比 較 し て 、 少 な
く と も 、 50%、 60%、 70%、 80%、 90%又 は 99%の 活 性 を 有 す る 。 本 発 明 は 、 PEGリ ン カ ー を 含
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ん で い る 、 C3b様 受 容 体 に 結 合 す る 抗 体 の 集 団 を 調 製 す る 方 法 を 包 含 し 、 該 方 法 は 、 該 抗
体 を PEGリ ン カ ー と 接 触 さ せ て 、 抗 体 の 1以 上 の 部 位 を PEGリ ン カ ー で 誘 導 体 化 す る こ と を
含 み 、 そ れ に よ り 、 PEGで 誘 導 体 化 さ れ た 抗 体 の 集 団 を 産 生 す る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 第 一 認 識 結 合 部 分 は 、 C3b様 受 容 体 に 結 合 す る 抗 体 で あ る 。 本
発 明 に お い て 使 用 す る の に 適 切 な 抗 体 は 、 天 然 源 か ら 得 る こ と が で き る か 、 又 は 、 遺 伝 子
工 学 技 術 に よ る 定 常 領 域 の 機 能 の 修 飾 (米 国 特 許 第 5,624,821号 )な ど の 、 ハ イ ブ リ ド ー マ
、 組 換 え 若 し く は 化 学 的 合 成 法 に よ り 産 生 す る こ と が 可 能 で あ る 。 本 発 明 の 抗 体 は 、 任 意
の イ ソ タ イ プ で あ る こ と が 可 能 で あ る が 、 好 ま し く は 、 ヒ ト IgG1で あ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 幾 つ か の 実 施 形 態 で は 、 二 重 特 異 性 分 子 の 抗 CR1認 識 結 合 部 分 は 、 抗 CR1抗 体 を 含 ん で い
る 。 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 二 重 特 異 性 分 子 の 抗 CR1認 識 結 合 部 分 は 、 抗 CR1mAbを 含 ん で
い る 。 ヒ ト C3b受 容 体 に 結 合 す る 抗 CR1mAbは 、 当 技 術 分 野 で 知 ら れ て い る 任 意 の 方 法 に よ
り 産 生 す る こ と が 可 能 で あ る 。 一 実 施 形 態 で は 、 抗 CR1mAb、 好 ま し く は 、 抗 CR1IgGは 、 当
技 術 分 野 で 知 ら れ て い る 標 準 的 な ハ イ ブ リ ド ー マ 法 を 用 い て 調 製 す る こ と が で き る (例 え
ば , 以 下 の 文 献 を 参 照 さ れ た い ： Kohler及 び Milstein, 1975, Nature 256： 495-497； Hog
gら , 1984, Eur. J. Immunol. 14： 236-243； O'Sheaら , 1985, J. Immunol. 134： 2580-2
587； Schreiber, 米 国 特 許 第 4,672,044号 )。 適 切 な マ ウ ス を 、 ヒ ト 赤 血 球 か ら 精 製 す る こ
と が 可 能 な ヒ ト CR1で 免 疫 化 す る 。 免 疫 化 マ ウ ス か ら 得 た 脾 臓 細 胞 を 、 不 死 化 マ ウ ス 骨 髄
腫 細 胞 系 と 融 合 さ せ る こ と に よ り 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 の 集 団 (抗 CR1抗 体 を 産 生 す る ハ イ
ブ リ ド ー マ を 含 む )を 得 る 。 次 い で 、 抗 CR1抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ を 、 酵 素 結 合 免
疫 吸 着 ア ッ セ イ (ELISA)な ど の 慣 習 的 な 技 術 を 用 い て 、 ハ イ ブ リ ド ー マ の 集 団 か ら 選 択 (す
な わ ち 「 ク ロ ー ン 化 」 )す る 。 さ ら に 、 抗 CR1mAbを 発 現 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 系 は 、 様
々 な 供 給 元 か ら 得 る こ と も 可 能 で あ り 、 例 え ば 、 米 国 特 許 第 4,672,044号 に 記 載 さ れ て い
る ヒ ト CR1に 結 合 す る マ ウ ス 抗 CR1mAbは 、 American Type Culture Collection(ATCC)か ら
ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 系 ATCC HB 8592と し て 入 手 可 能 で あ る 。 本 発 明 に お い て は 、 別 の 抗 CR
1mAbを 使 用 す る こ と も で き る 。 例 え ば 、 以 下 の 文 献 を 参 照 さ れ た い ： Nickellsら , 1998, 
Clin. Exp. Immunol. 112： 27-33。 得 ら れ た ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を 、 当 技 術 分 野 で 公 知 の
標 準 的 な 方 法 を 用 い て 培 養 し 、 洗 浄 す る 。 次 い で 、 上 清 か ら 抗 CR1抗 体 を 回 収 す る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 抗 CR1mAb(好 ま し く は 、 抗 CR1IgG)の 重 鎖 及 び 軽 鎖 を コ ー ド す る 核 酸
を 、 当 技 術 分 野 で 公 知 の 標 準 的 な 方 法 に よ り ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 系 か ら 調 製 す る 。 非 限 定
的 な 例 と し て 、 適 切 な プ ラ イ マ ー を 用 い て mRNAを プ ラ イ ミ ン グ し た 後 、 適 切 な 順 方 向 及 び
逆 方 向 プ ラ イ マ ー を 用 い る PCR増 幅 に 付 す こ と に よ り 、 抗 CR1IgGの 重 鎖 及 び 軽 鎖 を コ ー ド
す る cDNAを 調 製 す る 。 cDNA合 成 用 の 任 意 の 市 販 キ ッ ト を 使 用 可 能 で あ る 。 核 酸 は 、 発 現 ベ
ク タ ー の 構 築 に 使 用 す る 。 発 現 ベ ク タ ー を 適 切 な 宿 主 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る 。 非 限 定 的
な 例 と し て は 、 大 腸 菌 (E.coli)、 酵 母 、 昆 虫 細 胞 及 び 哺 乳 動 物 系 (例 え ば 、 チ ャ イ ニ ー ズ
ハ ム ス タ ー 卵 巣 細 胞 系 な ど )な ど を 挙 げ る こ と が で き る 。 抗 体 の 産 生 は 、 当 技 術 分 野 で 公
知 の 標 準 的 な 方 法 に よ り 惹 起 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 抗 CR1抗 体 は 、 ヒ ト 赤 血 球 か ら 精 製 す る こ と が 可 能 な ヒ ト CR1を 用 い て 適 切 な 被 検 体 を 免
疫 化 す る こ と に よ り 調 製 す る こ と が で き る 。 免 疫 化 し た 被 検 体 に お け る 抗 体 力 価 は 、 固 定
化 ポ リ ペ プ チ ド を 用 い る 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 ア ッ セ イ (ELISA)な ど の 標 準 的 な 技 術 に よ り 経
時 的 に モ ニ タ リ ン グ す る こ と が で き る 。 必 要 に 応 じ て 、 抗 体 分 子 を 哺 乳 動 物 か ら (例 え ば
、 血 液 か ら )単 離 し 、 プ ロ テ イ ン Ａ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー な ど の 周 知 の 技 術 に よ り さ ら に 精
製 し て 、 IgG画 分 を 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 免 疫 化 後 の 適 切 な 時 点 に お い て (例 え ば 、 特 定 の 抗 原 力 価 が 最 大 で あ る と き )、 被 検 体 か
ら 抗 体 産 生 細 胞 を 得 る こ と が 可 能 で あ り 、 ま た 、 そ の 抗 体 産 生 細 胞 を 用 い て 、 Kohler及 び
Milsteinに よ り 最 初 に 記 述 さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 (1975, Nature 256： 495-497)、 Koz
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borら に よ る ヒ ト Ｂ 細 胞 ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 (1983, Immunol. Today 4： 72)、 Coleら に よ
る EBV-ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 (1985, Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan R.
 Liss, Inc., pp. 77-96)又 は ト リ オ ー マ 技 術 な ど の 標 準 的 な 技 術 に よ り 、 モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 を 調 製 す る こ と が で き る 。 ハ イ ブ リ ド ー マ を 産 生 す る た め の 技 術 は 周 知 で あ る (概
し て 、 以 下 の 文 献 を 参 照 さ れ た い ： Current Protocols in Immunology, 1994, John Wile
y and Sons, Inc., New York, NY)。 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド
ー マ 細 胞 は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 培 養 上 清 を 目 的 の ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る 抗 体 に つ い て 、 例
え ば 標 準 的 な ELISAア ッ セ イ を 用 い て 、 ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ り 検 出 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 実 質 的 に 同 種 で あ る 抗 体 の 集 団 (即 ち 、 少 量 に 存 在 す る 場 合 が
あ る 自 然 発 生 的 に 起 こ り 得 る 突 然 変 異 以 外 は 、 集 団 を 構 成 す る 個 々 の 抗 体 が 同 一 で あ る )
か ら 得 ら れ る 。 従 っ て 、 「 モ ノ ク ロ ー ナ ル 」 と い う 修 飾 語 は 、 別 個 の 抗 体 の 混 合 物 で な い
と い う 抗 体 の 特 徴 を 示 す 。 例 え ば 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 Kohlerら に よ り 最 初 に 記 述 さ
れ た ハ イ ブ リ ド ー マ 方 法 (1975, Nature, 256： 495)を 用 い て 産 生 し 得 る か 、 又 は 、 組 換 え
DNA方 法 (米 国 特 許 第 4,816,567号 )に よ っ て 産 生 し 得 る 。 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る 場 合 、 用 語
「 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 」 は 、 抗 体 が 免 疫 グ ロ ブ リ ン で あ る こ と も 示 し て い る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 生 成 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 方 法 で は 、 マ ウ ス 又 は 別 の 適 切 な 宿 主 動
物 (例 え ば 、 ハ ム ス タ ー な ど )を 上 記 に 準 じ て 免 疫 化 し て 、 免 疫 化 に 使 用 す る タ ン パ ク 質 に
特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を 産 生 す る リ ン パ 球 又 は 産 生 す る こ と が 可 能 な リ ン パ 球 を 引 き 出 す
(例 え ば , 米 国 特 許 第 5,914,112号 を 参 照 さ れ た い (こ の 特 許 は 、 参 照 に よ り そ の 全 体 を 本
明 細 書 に 組 み 入 れ る ))。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 あ る い は 、 リ ン パ 球 を イ ン ビ ト ロ で 免 疫 化 し て も よ い 。 次 に 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル
な ど の 適 切 な 融 合 剤 (fusing agent)を 用 い て リ ン パ 球 を 骨 髄 腫 細 胞 に 融 合 さ せ て 、 ハ イ ブ
リ ド ー マ 細 胞 を 形 成 さ せ る (Goding, Monoclonal Antibodies： Principles and Practice,
 pp. 59-103 (Academic Press, 1986))。 こ の よ う に し て 調 製 し た ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を
、 融 合 さ れ て い な い 親 骨 髄 腫 細 胞 の 増 殖 又 は 生 存 を 阻 害 す る 1種 以 上 の 物 質 を 好 ま し く は
含 有 し て い る 適 切 な 培 養 培 地 に 播 種 し 、 増 殖 さ せ る 。 例 え ば 、 親 骨 髄 腫 細 胞 が 酵 素 ヒ ポ キ
サ ン チ ン グ ア ニ ン ホ ス ホ リ ボ シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ (HGPRT又 は HPRT)を 欠 く 場 合 、 典 型
的 に は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 用 の 培 養 培 地 に 、 HGPRT欠 損 細 胞 の 増 殖 を 妨 げ る 物 質 で あ る ヒ ポ
キ サ ン チ ン 、 ア ミ ノ プ テ リ ン 及 び チ ミ ジ ン (HAT培 地 )を 含 ま せ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 好 ま し い 骨 髄 腫 細 胞 は 、 効 率 的 に 融 合 し 、 選 択 さ れ た 抗 体 産 生 細 胞 に よ る 抗 体 の 安 定 し
た 高 レ ベ ル の 産 生 を 支 持 し 、 HAT培 地 な ど の 培 地 に 対 し て 感 受 性 を 有 す る も の で あ る 。 こ
の れ ら 中 で 、 好 ま し い 骨 髄 腫 細 胞 系 は 、 マ ウ ス 骨 髄 腫 系 、 例 え ば 、 Salk Institute Cell 
Distribution Center, San Diego, Calif. USAか ら 入 手 可 能 な MOPC-21及 び MPC-11マ ウ ス
腫 瘍 か ら 誘 導 さ れ た も の 、 及 び 、 American Type Culture Collection, Rockville, Md. U
SAか ら 入 手 可 能 な SP-2細 胞 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 ヒ ト 骨 髄 腫 細 胞 系 及 び マ ウ ス -ヒ ト へ テ ロ 骨 髄 腫 細 胞 系 も 、 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の
産 生 に 関 し て 記 述 さ れ て い る (Kozbor, 1984, J. Immunol., 133:3001； Brodeurら , Monoc
lonal Antibody Production Techniques and Applications, pp. 51-63 (Marcel Dekker,
 Inc., New York, 1987))。 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を 増 殖 さ せ る 培 養 培 地 を 、 抗 原 に 対 す る
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 産 生 に つ い て ア ッ セ イ す る 。 好 ま し く は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 に よ
り 産 生 さ れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 結 合 特 異 性 は 、 免 疫 沈 降 に よ り 決 定 す る か 、 又 は 、 イ
ン ビ ト ロ 結 合 ア ッ セ イ 、 例 え ば 、 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ (RIA)若 し く は 酵 素 結 合 免 疫 吸 着
ア ッ セ イ (ELISA)な ど に よ り 決 定 す る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 結 合 親 和 性 は 、 例 え ば 、 Mun
sonら (1980, Anal. Biochem., 107:220)の ス キ ャ ッ チ ャ ー ド 分 析 に よ り 決 定 す る こ と が で
き る 。
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【 ０ ０ ６ ３ 】
　 所 望 の 特 異 性 、 親 和 性 及 び /又 は 活 性 を 有 す る 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を 同
定 し た 後 、 希 釈 手 順 を 限 定 す る こ と に よ り ク ロ ー ン を サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し 、 標 準 的 な 方 法
で 増 殖 さ せ る こ と が で き る (Goding, Monoclonal Antibodies: Principles and Practice,
 pp. 59-103 (Academic Press, 1986))。 こ の 目 的 に 適 す る 培 養 培 地 と し て は 、 例 え ば 、 D
-MEM又 は RPMI-1640培 地 な ど を 挙 げ る こ と が で き る 。 さ ら に 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 は 、 動
物 体 内 の 腹 水 腫 瘍 と し て イ ン ビ ボ で 増 殖 さ せ る こ と も で き る 。 サ ブ ク ロ ー ン に よ り 分 泌 さ
れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 適 切 に は 、 慣 習 的 な 免 疫 グ ロ ブ リ ン 精 製 手 順 (例 え ば 、 プ ロ
テ イ ン Ａ -セ フ ァ ロ ー ス 、 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 又 は ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー な ど )に よ り 、 培 養 培 地 、 腹 水 液 又 は 血 清 か
ら 分 離 す る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 分 泌 す る ハ イ ブ リ ド ー マ を 調 製 す る 代 わ り に 、 ヒ ト CR1を 用 い て
組 換 え コ ン ビ ナ ト リ ア ル 免 疫 グ ロ ブ リ ン ラ イ ブ ラ リ ー (例 え ば 、 抗 体 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ
イ ラ イ ブ ラ リ ー な ど )を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ り 、 ヒ ト CR1に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 を 同 定 及 び 単 離 す る こ と が で き る 。 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ラ イ ブ ラ リ ー を 生 成 及 び ス
ク リ ー ニ ン グ す る た め の キ ッ ト は 、 市 販 さ れ て い る (例 え ば 、 Pharmacia Recombinant Pha
ge Antibody System, カ タ ロ グ No.27-9400-01； 及 び , Stratagene antigen SurfZAPT M  Ph
age Display Kit, カ タ ロ グ No.240612)。 さ ら に 、 抗 体 デ ィ ス プ レ イ ラ イ ブ ラ リ ー の 生 成
及 び ス ク リ ー ニ ン グ に お い て 使 用 す る の に 特 に 適 し て い る 方 法 及 び 試 薬 の 例 は 、 例 え ば 、
以 下 の 文 献 に 記 載 さ れ て い る ： 米 国 特 許 第 5,223,409号 及 び 米 国 特 許 第 5,514,548号 ； PCT
公 開 第 WO92/18619号 ； PCT公 開 第 WO91/17271号 ； PCT公 開 第 WO92/20791号 ； PCT公 開 第 WO92/
15679号 ； PCT公 開 第 WO93/01288号 ； PCT公 開 第 WO92/01047号 ； PCT公 開 第 WO92/09690号 ； PC
T公 開 第 WO90/02809号 ； Fuchsら , 1991, Bio/Technology 9： 1370-1372； Hayら , 1992, Hu
m. Antibod. Hybridomas 3： 81-85； Huseら , 1989, Science 246： 1275-1281； Griffiths
ら , 1993, EMBO J. 12： 725-734。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 さ ら に ま た 、 抗 体 は 、 重 鎖 の 可 変 領 域 に ポ リ ペ プ チ ド リ ン カ ー を 介 し て 融 合 し て い る 軽
鎖 の 可 変 領 域 か ら な る 融 合 ポ リ ペ プ チ ド を 一 般 に 含 ん で い る 単 鎖 抗 体 (scFv)で あ る こ と も
可 能 で あ る 。 一 実 施 形 態 で は 、 抗 CR1scFvは 、 当 技 術 分 野 で 知 ら れ て い る 標 準 的 な 方 法 に
従 っ て 調 製 す る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 抗 CR1キ メ ラ 抗 体 及 び そ の よ う な 抗 CR1キ メ ラ 抗 体 を コ ー ド す る 核 酸
は 、 当 技 術 分 野 で 公 知 の 標 準 的 方 法 に 従 っ て 調 製 す る (米 国 特 許 第 4,816,567号 、 米 国 特 許
第 4,816,397号 、 米 国 特 許 第 5,693,762号 ； 米 国 特 許 第 5,585,089号 ； 米 国 特 許 第 5,565,332
号 及 び 米 国 特 許 第 5,821,337号 (こ れ ら は , 参 照 に よ り そ の 全 体 を 本 明 細 書 に 組 み 入 れ る ))
。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 さ ら に 、 適 切 な 抗 原 特 異 性 を 有 す る マ ウ ス 抗 体 分 子 由 来 の 遺 伝 子 を 適 切 な 生 物 学 的 活 性
を 有 す る ヒ ト 抗 体 分 子 由 来 の 遺 伝 子 と 一 緒 に ス プ ラ イ シ ン グ す る こ と に よ る 、 「 キ メ ラ 抗
体 」 の 産 生 の た め に 開 発 さ れ た 技 術 (Morrisonら , 1984, Proc. Natl. Acad. Sci., 81, 6
851-6855； Neubergerら , 1984, Nature 312, 604-608； Takedaら , 1985, Nature 314, 45
2-454)が 使 用 可 能 で あ る 。 キ メ ラ 抗 体 は 、 マ ウ ス mAbか ら 誘 導 さ れ た 可 変 領 域 と ヒ ト 免 疫
グ ロ ブ リ ン 定 常 領 域 を 有 す る 分 子 の よ う な 、 分 子 内 の 異 な る 部 分 が 異 な る 動 物 種 か ら 誘 導
さ れ た 分 子 で あ る 。 (例 え ば 、 以 下 の 特 許 を 参 照 さ れ た い ： Cabillyら , 米 国 特 許 第 4,816,
567号 ； 及 び , Bossら , 米 国 特 許 第 4,816,397号 (こ れ ら 特 許 各 々 は 、 参 照 に よ り そ の 全 体
を 本 明 細 書 に 組 み 入 れ る ))。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 抗 CR1抗 原 認 識 結 合 部 分 は 、 標 準 的 な フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 技 術 に よ っ て も 産 生 す る こ
と が で き る 。 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ラ イ ブ ラ リ ー を 生 成 及 び ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の キ
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ッ ト は 市 販 さ れ て い る (例 え ば , Pharmacia Recombinant Phage Antibody System, カ タ ロ
グ No.27-9400-01； 及 び , the Stratagene antigen SurfZAPT M  Phage Display Kit, カ タ
ロ グ No.240612)。 さ ら に 、 抗 体 デ ィ ス プ レ イ ラ イ ブ ラ リ ー の 生 成 及 び ス ク リ ー ニ ン グ に お
い て 使 用 す る の に 特 に 適 し て い る 方 法 及 び 試 薬 の 例 は 、 例 え ば 、 以 下 の 文 献 に 記 載 さ れ て
い る ： 米 国 特 許 第 5,223,409号 及 び 米 国 特 許 第 5,514,548号 ； PCT公 開 第 WO92/18619号 ； PCT
公 開 第 WO91/17271号 ； PCT公 開 第 WO92/20791号 ； PCT公 開 第 WO92/15679号 ； PCT公 開 第 WO93/
01288号 ； PCT公 開 第 WO92/01047号 ； PCT公 開 第 WO92/09690号 ； PCT公 開 第 WO90/02809号 ； Fu
chsら , 1991, Bio/Technology 9： 1370-1372； Hayら , 1992, Hum. Antibod. Hybridomas 
3： 81-85； Huseら , 1989, Science 246： 1275-1281； Griffithsら , 1993, EMBO J. 12： 7
25-734。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 ヒ ト 化 抗 体 は 、 非 ヒ ト 種 由 来 の 1つ 以 上 の 相 補 性 決 定 領 域 (CDR)及 び ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン
分 子 由 来 の フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 を 有 す る 非 ヒ ト 種 由 来 の 抗 体 分 子 で あ る 。 (例 え ば 、 米 国
特 許 第 5,585,089号 を 参 照 さ れ た い (こ の 特 許 は 、 参 照 に よ り そ の 全 体 を 本 明 細 書 に 組 み 入
れ る ))。 完 全 ヒ ト 抗 体 は 、 ヒ ト 患 者 の 治 療 的 処 置 の た め に 特 に 望 ま し い 。 そ の よ う な 抗 体
は 、 内 因 性 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 及 び 軽 鎖 遺 伝 子 は 発 現 で き な い が 、 ヒ ト 重 鎖 及 び 軽 鎖 遺 伝
子 は 発 現 可 能 な ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス を 用 い て 産 生 す る こ と が で き る 。 ト ラ ン ス ジ ェ
ニ ッ ク マ ウ ス は 、 通 常 の 方 法 で 、 ヒ ト CR1を 用 い て 免 疫 化 す る 。 さ ら に 、 キ メ ラ 及 び ヒ ト
化 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 例 え ば 以 下 の 文 献 に 記 載 さ れ る 方 法 を 使 用 し て 、 当 技 術 分 野 で
公 知 の 組 換 え DNA技 術 に よ り 産 生 す る こ と が で き る ： PCT公 開 第 WO87/02671号 ； 欧 州 特 許 出
願 第 184,187号 ； 欧 州 特 許 出 願 第 171,496号 ； 欧 州 特 許 出 願 第 173,494号 ； PCT公 開 第 WO86/0
1533号 ； 米 国 特 許 第 4,816,567号 及 び 米 国 特 許 第 5,225,539号 ； 欧 州 特 許 出 願 第 125,023号
； Betterら , 1988, Science 240:1041-1043； Liuら , 1987, Proc. Natl. Acad. Sci. USA
 84:3439-3443； Liuら , 1987, J. Immunol. 139:3521-3526； Sunら , 1987, Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA 84:214-218； Nishimuraら , 1987, Canc. Res. 47:999-1005； Woodら , 19
85, Nature 314:446-449； Shawら , 1988, J. Natl. Cancer Inst. 80:1553-1559； Morris
on 1985, Science 229:1202-1207； Oiら , 1986, Bio/Techniques 4:214； Jonesら , 1986,
 Nature 321:552-525； Verhoeyanら , 1988, Science 239:1534； 及 び , Beidlerら , 1988,
 J. Immunol. 141:4053-4060。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 相 補 性 決 定 領 域 (CDR)移 植 は 、 抗 体 を ヒ ト 化 す る た め の 別 の 方 法 で あ る 。 こ の 方 法 に は
、 完 全 抗 原 特 異 性 及 び 結 合 親 和 性 を ヒ ト フ レ ー ム ワ ー ク に 移 す た め に マ ウ ス 抗 体 を 再 形 成
す る こ と が 含 ま れ て い る (Winterら , 米 国 特 許 第 5,225,539号 )。 CDR移 植 抗 体 は 、 様 々 な 抗
原 に 対 し て 上 手 く 構 築 さ れ て き た 。 例 え ば 、 Queenら (1989, Proc. Natl. Acad. Sci. USA
 86:10029)に 記 載 さ れ た IL-2受 容 体 に 対 す る 抗 体 ； Riechmannら (1988, Nature, 332:323)
に 記 載 さ れ た 細 胞 表 面 受 容 体 -CAMPATHに 対 す る 抗 体 ； Coleら (1991, Proc. Natl. Acad. S
ci. USA 88:2869)に 記 載 さ れ た B型 肝 炎 に 対 す る 抗 体 ； 及 び 、 Tempestら (1991, Bio-Techn
ology 9:267)に 記 載 れ た ウ イ ル ス 抗 原 -呼 吸 器 合 胞 体 ウ イ ル ス に 対 す る 抗 体 な ど が あ る 。
マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の CDRが ヒ ト 抗 体 に 移 植 さ れ た CDR移 植 抗 体 を 生 成 す る 。 移 植 後
、 ほ と ん ど の 抗 体 は 、 親 和 性 を 維 持 す る た め の フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 に お け る 付 加 的 な ア ミ
ノ 酸 変 化 に よ る 恩 恵 を 受 け る 。 こ れ は 、 お そ ら く 、 フ レ ー ム ワ ー ク 残 基 が CDRコ ン ホ メ ー
シ ョ ン を 維 持 す る た め に 必 要 で あ る こ と に よ る 。 ま た 、 一 部 の フ レ ー ム ワ ー ク 残 基 は 、 抗
原 結 合 部 位 の 一 部 で あ る こ と が 実 証 さ れ た 。 し か し な が ら 、 抗 原 性 部 位 を 全 く 導 入 し な い
よ う に フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 を 保 持 す る た め に 、 配 列 を 、 確 立 さ れ た 生 殖 系 列 の 配 列 と 比 較
し た 後 に 、 コ ン ピ ュ ー タ モ デ リ ン グ を 行 う 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 完 全 ヒ ト 抗 体 は 、 ヒ ト 患 者 の 治 療 的 処 置 の た め に 特 に 望 ま し い 。 そ の よ う な 抗 体 は 、 内
因 性 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 及 び 軽 鎖 遺 伝 子 は 発 現 で き な い が 、 ヒ ト 重 鎖 及 び 軽 鎖 遺 伝 子 は 発
現 可 能 な ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス を 用 い て 産 生 す る こ と が で き る 。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク
マ ウ ス は 、 通 常 の 方 法 で 、 ヒ ト CR1を 用 い て 免 疫 化 す る 。
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【 ０ ０ ７ ２ 】
　 選 択 さ れ た エ ピ ト ー プ を 認 識 し て そ れ に 結 合 す る 完 全 ヒ ト 抗 体 は 、 「 誘 導 型 選 択 (guide
d selection)」 と 称 さ れ る 技 術 を 用 い て 生 成 す る こ と が で き る 。 こ の ア プ ロ ー チ に お い て
は 、 選 択 さ れ た 非 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (例 え ば 、 マ ウ ス 抗 体 )を 使 用 し て 、 同 じ エ ピ ト
ー プ を 認 識 す る 完 全 ヒ ト 抗 体 の 選 択 を 導 く (Jespersら , 1994, Bio/technology 12： 899-9
03)。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 本 発 明 の 方 法 及 び 組 成 物 で は 、 以 前 か ら 存 在 し て い る 抗 CR1抗 体 も 使 用 可 能 で あ り 、 そ
の よ う な も の と し て は 、 限 定 す る も の で は な い が 、 7G9、 HB8592、 3D9、 57F、 及 び 、 1B4な
ど を 挙 げ る こ と が で き る (例 え ば 、 以 下 の 特 許 を 参 照 さ れ た い ： Talyorら , 米 国 特 許 第 5,4
87, 890号 (こ の 特 許 は 、 参 照 に よ り そ の 全 体 を 本 明 細 書 に 組 み 入 れ る ))。 好 ま し い 実 施 形
態 で は 、 高 親 和 性 抗 CR1モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (例 え ば 、 7G9(マ ウ ス IgG 2 a , kappa))を 分 泌 す
る ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 系 を 使 用 し て 、 マ ス タ ー セ ル バ ン ク (MCB)を 生 成 す る 。 好 ま し く は
、 マ ス タ ー セ ル バ ン ク を 、 マ ウ ス 抗 体 産 生 、 マ イ コ プ ラ ズ マ 及 び 無 菌 性 に つ い て 試 験 す る
。 次 い で 、 腹 水 液 か ら 抗 CR1抗 体 を 産 生 及 び 精 製 す る 。 別 の 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 本 発
明 の 二 重 特 異 性 分 子 を 産 生 す る の に 使 用 す る 抗 CR1モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 イ ン ビ ト ロ (ホ
ロ ー フ ァ イ バ ー バ イ オ リ ア ク タ ー )で 産 生 し 、 cGMPの 存 在 下 で 精 製 す る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 ５ .２ .２ 　 認 識 結 合 部 分 の 産 生
　 本 発 明 は 、 C3b様 受 容 体 に 結 合 す る 第 一 認 識 結 合 部 分 を 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル リ ン
カ ー を 用 い て 、 特 定 の 分 子 に 結 合 す る 1以 上 の 第 二 認 識 結 合 部 分 に 架 橋 さ せ る こ と を 包 含
す る 。 好 ま し く は 、 該 分 子 は 、 哺 乳 動 物 の 循 環 か ら 排 除 さ れ る の が 望 ま し い 。 本 発 明 の 二
重 特 異 性 分 子 の 認 識 結 合 部 分 は 、 抗 原 分 子 を 認 識 し 、 そ れ に 結 合 す る 任 意 の 分 子 部 分 で あ
る こ と が 可 能 で あ る 。 そ の よ う な 分 子 部 分 に は 、 限 定 す る も の で は な い が 、 抗 体 若 し く は
そ の 抗 原 結 合 性 フ ラ グ メ ン ト 、 又 は 、 排 除 さ れ る 分 子 に よ り 認 識 及 び 結 合 さ れ る 任 意 の 分
子 部 分 、 例 え ば 、 限 定 す る も の で は な い が 、 エ ピ ト ー プ 若 し く は 抗 原 決 定 基 、 ポ リ ペ プ チ
ド 、 ペ プ チ ド 、 核 酸 及 び 有 機 小 分 子 な ど が あ る 。 そ の よ う な 認 識 結 合 部 分 は 、 当 技 術 分 野
で 知 ら れ て い る 種 々 の 方 法 で 産 生 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 本 発 明 の 方 法 及 び 組 成 物 で 使 用 す る 抗 体 は 、 免 疫 原 と し て 抗 原 を 用 い て 適 切 な 被 検 体 を
免 疫 化 す る こ と に よ り 調 製 す る こ と が で き る 。 免 疫 化 し た 被 検 体 に お け る 抗 体 力 価 は 、 固
定 化 ポ リ ペ プ チ ド を 用 い る 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 ア ッ セ イ (ELISA)な ど の 標 準 的 な 技 術 に よ り
経 時 的 に モ ニ タ リ ン グ す る こ と が で き る 。 必 要 に 応 じ て 、 抗 体 分 子 を 哺 乳 動 物 か ら (例 え
ば 、 血 液 か ら )単 離 し 、 プ ロ テ イ ン Ａ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー な ど の 周 知 の 技 術 に よ り さ ら に
精 製 し て 、 IgG画 分 を 得 る こ と が で き る 。 免 疫 化 後 の 適 切 な 時 点 に お い て (例 え ば 、 特 定 の
抗 原 力 価 が 最 大 で あ る と き )、 被 検 体 か ら 抗 体 産 生 細 胞 を 得 る こ と が 可 能 で あ り 、 ま た 、
そ の 抗 体 産 生 細 胞 を 用 い て 、 Kohler及 び Milsteinに よ り 最 初 に 記 述 さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ
技 術 (1975, Nature 256： 495-497)、 Kozborら に よ る ヒ ト Ｂ 細 胞 ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 (1983
, Immunol. Today 4： 72)、 Coleら に よ る EBV-ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 (1985, Monoclonal Ant
ibodies and Cancer Therapy, Alan R. Liss, Inc., pp. 77-96)又 は ト リ オ ー マ 技 術 な ど
の 標 準 的 な 技 術 に よ り 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 調 製 す る こ と が で き る 。 ハ イ ブ リ ド ー マ を
産 生 す る た め の 技 術 は 周 知 で あ る (概 し て 、 以 下 の 文 献 を 参 照 さ れ た い ： Current Protoco
ls in Immunology, 1994, John Wiley and Sons, Inc., New York, NY)。 本 発 明 の モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 培 養 上 清 を 目 的 の ポ リ ペ
プ チ ド に 結 合 す る 抗 体 に つ い て 、 例 え ば 標 準 的 な ELISAア ッ セ イ を 用 い て 、 ス ク リ ー ニ ン
グ す る こ と に よ り 検 出 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 実 質 的 に 同 種 で あ る 抗 体 の 集 団 (即 ち 、 少 量 に 存 在 す る 場 合 が
あ る 自 然 発 生 的 に 起 こ り 得 る 突 然 変 異 以 外 は 、 集 団 を 構 成 す る 個 々 の 抗 体 が 同 一 で あ る )
か ら 得 ら れ る 。 例 え ば 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 Kohlerら に よ り 最 初 に 記 述 さ れ た ハ イ ブ

10

20

30

40

50

(23) JP 2005-539067 A 2005.12.22



リ ド ー マ 方 法 (1975, Nature, 256： 495)を 用 い て 産 生 し 得 る か 、 又 は 、 組 換 え DNA方 法 (米
国 特 許 第 4,816,567号 )に よ っ て 産 生 し 得 る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 生 成 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 方 法 で は 、 マ ウ ス 又 は 別 の 適 切 な 宿 主 動
物 (例 え ば 、 ハ ム ス タ ー な ど )を 上 記 に 準 じ て 免 疫 化 し て 、 免 疫 化 に 使 用 す る タ ン パ ク 質 に
特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を 産 生 す る リ ン パ 球 又 は 産 生 す る こ と が 可 能 な リ ン パ 球 を 引 き 出 す
(例 え ば , 米 国 特 許 第 5,914,112号 を 参 照 さ れ た い (こ の 特 許 は 、 参 照 に よ り そ の 全 体 を 本
明 細 書 に 組 み 入 れ る ))。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 あ る い は 、 リ ン パ 球 を イ ン ビ ト ロ で 免 疫 化 し て も よ い 。 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル な ど の
適 切 な 融 合 剤 (fusing agent)を 用 い て リ ン パ 球 を 骨 髄 腫 細 胞 に 融 合 さ せ て 、 ハ イ ブ リ ド ー
マ 細 胞 を 形 成 さ せ る (Goding, Monoclonal Antibodies： Principles and Practice, pp. 5
9-103 (Academic Press, 1986))。 こ の よ う に し て 調 製 し た ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を 、 融 合
さ れ て い な い 親 骨 髄 腫 細 胞 の 増 殖 又 は 生 存 を 阻 害 す る 1種 以 上 の 物 質 を 好 ま し く は 含 有 し
て い る 適 切 な 培 養 培 地 に 播 種 し 、 増 殖 さ せ る 。 例 え ば 、 親 骨 髄 腫 細 胞 が 酵 素 ヒ ポ キ サ ン チ
ン グ ア ニ ン ホ ス ホ リ ボ シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ (HGPRT又 は HPRT)を 欠 く 場 合 、 典 型 的 に は
、 ハ イ ブ リ ド ー マ 用 の 培 養 培 地 に 、 HGPRT欠 損 細 胞 の 増 殖 を 妨 げ る 物 質 で あ る ヒ ポ キ サ ン
チ ン 、 ア ミ ノ プ テ リ ン 及 び チ ミ ジ ン (HAT培 地 )を 含 ま せ る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 好 ま し い 骨 髄 腫 細 胞 は 、 効 率 的 に 融 合 し 、 選 択 さ れ た 抗 体 産 生 細 胞 に よ る 抗 体 の 安 定 し
た 高 レ ベ ル の 産 生 を 支 持 し 、 HAT培 地 な ど の 培 地 に 対 し て 感 受 性 を 有 す る も の で あ る 。 こ
の れ ら 中 で 、 好 ま し い 骨 髄 腫 細 胞 系 は 、 マ ウ ス 骨 髄 腫 系 、 例 え ば 、 Salk Institute Cell 
Distribution Center, San Diego, Calif. USAか ら 入 手 可 能 な MOPC-21及 び MPC-11マ ウ ス
腫 瘍 か ら 誘 導 さ れ た も の 、 及 び 、 American Type Culture Collection, Rockville, Md. U
SAか ら 入 手 可 能 な SP-2細 胞 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 ヒ ト 骨 髄 腫 細 胞 系 及 び マ ウ ス -ヒ ト へ テ ロ 骨 髄 腫 細 胞 系 も 、 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の
産 生 に 関 し て 記 述 さ れ て い る (Kozbor, 1984, J. Immunol., 133:3001； Brodeurら , Monoc
lonal Antibody Production Techniques and Applications, pp. 51-63 (Marcel Dekker,
 Inc., New York, 1987))。 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を 増 殖 さ せ る 培 養 培 地 を 、 抗 原 に 対 す る
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 産 生 に つ い て ア ッ セ イ す る 。 好 ま し く は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 に よ
り 産 生 さ れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 結 合 特 異 性 は 、 免 疫 沈 降 に よ り 決 定 す る か 、 又 は 、 イ
ン ビ ト ロ 結 合 ア ッ セ イ 、 例 え ば 、 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ (RIA)若 し く は 酵 素 結 合 免 疫 吸 着
ア ッ セ イ (ELISA)な ど に よ り 決 定 す る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 結 合 親 和 性 は 、 例 え ば 、 Mun
sonら (1980, Anal. Biochem., 107:220)の ス キ ャ ッ チ ャ ー ド 分 析 に よ り 決 定 す る こ と が で
き る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 所 望 の 特 異 性 、 親 和 性 及 び /又 は 活 性 を 有 す る 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を 同
定 し た 後 、 希 釈 手 順 を 限 定 す る こ と に よ り ク ロ ー ン を サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し 、 標 準 的 な 方 法
で 増 殖 さ せ る こ と が で き る (Goding, Monoclonal Antibodies: Principles and Practice,
 pp. 59-103 (Academic Press, 1986))。 こ の 目 的 に 適 す る 培 養 培 地 と し て は 、 例 え ば 、 D
-MEM又 は RPMI-1640培 地 な ど を 挙 げ る こ と が で き る 。 さ ら に 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 は 、 動
物 体 内 の 腹 水 腫 瘍 と し て イ ン ビ ボ で 増 殖 さ せ る こ と も で き る 。 サ ブ ク ロ ー ン に よ り 分 泌 さ
れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 適 切 に は 、 慣 習 的 な 免 疫 グ ロ ブ リ ン 精 製 手 順 (例 え ば 、 プ ロ
テ イ ン Ａ -セ フ ァ ロ ー ス 、 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 又 は ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー な ど )に よ り 、 培 養 培 地 、 腹 水 液 又 は 血 清 か
ら 分 離 す る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 分 泌 す る ハ イ ブ リ ド ー マ を 調 製 す る 代 わ り に 、 目 的 の 抗 原 を 用 い
て 組 換 え コ ン ビ ナ ト リ ア ル 免 疫 グ ロ ブ リ ン ラ イ ブ ラ リ ー (例 え ば 、 抗 体 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ
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レ イ ラ イ ブ ラ リ ー な ど )を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ り 、 病 原 体 又 は 病 原 性 抗 原 分 子 ポ
リ ペ プ チ ド に 対 す る 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 同 定 及 び 単 離 す る こ と が で き る 。 フ ァ
ー ジ デ ィ ス プ レ イ ラ イ ブ ラ リ ー を 生 成 及 び ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の キ ッ ト は 、 市 販 さ れ
て い る (例 え ば 、 Pharmacia Recombinant Phage Antibody System, カ タ ロ グ No.27-9400-0
1； 及 び , Stratagene antigen SurfZAPT M  Phage Display Kit, カ タ ロ グ No.240612)。 さ
ら に 、 抗 体 デ ィ ス プ レ イ ラ イ ブ ラ リ ー の 生 成 及 び ス ク リ ー ニ ン グ に お い て 使 用 す る の に 特
に 適 し て い る 方 法 及 び 試 薬 の 例 は 、 例 え ば 、 以 下 の 文 献 に 記 載 さ れ て い る ： 米 国 特 許 第 5,
223,409号 及 び 米 国 特 許 第 5,514,548号 ； PCT公 開 第 WO92/18619号 ； PCT公 開 第 WO91/17271号
； PCT公 開 第 WO92/20791号 ； PCT公 開 第 WO92/15679号 ； PCT公 開 第 WO93/01288号 ； PCT公 開 第
WO92/01047号 ； PCT公 開 第 WO92/09690号 ； PCT公 開 第 WO90/02809号 ； Fuchsら , 1991, Bio/T
echnology 9： 1370-1372； Hayら , 1992, Hum. Antibod. Hybridomas 3： 81-85； Huseら , 
1989, Science 246： 1275-1281； Griffithsら , 1993, EMBO J. 12： 725-734。 フ ァ ー ジ デ
ィ ス プ レ イ ラ イ ブ ラ リ ー に よ り 、 非 常 に 大 き な 特 異 性 の 範 囲 か ら 1以 上 の 所 望 の 抗 体 を 選
択 す る こ と が 可 能 と な る 。 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ラ イ ブ ラ リ ー の 付 加 的 な 利 点 は 、 選 択 さ
れ た 抗 体 を コ ー ド す る 核 酸 が 都 合 良 く 得 ら れ る こ と で 、 そ の 後 の 発 現 ベ ク タ ー の 構 築 が 容
易 に な る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 さ ら に 、 適 切 な 抗 原 特 異 性 を 有 す る マ ウ ス 抗 体 分 子 由 来 の 遺 伝 子 を 適 切 な 生 物 学 的 活 性
を 有 す る ヒ ト 抗 体 分 子 由 来 の 遺 伝 子 と 一 緒 に ス プ ラ イ シ ン グ す る こ と に よ る 、 「 キ メ ラ 抗
体 」 の 産 生 の た め に 開 発 さ れ た 技 術 (Morrisonら , 1984, Proc. Natl. Acad. Sci., 81, 6
851-6855； Neubergerら , 1984, Nature 312, 604-608； Takedaら , 1985, Nature 314, 45
2-454)が 使 用 可 能 で あ る 。 キ メ ラ 抗 体 は 、 マ ウ ス mAbか ら 誘 導 さ れ た 可 変 領 域 と ヒ ト 免 疫
グ ロ ブ リ ン 定 常 領 域 を 有 す る 分 子 の よ う な 、 分 子 内 の 異 な る 部 分 が 異 な る 動 物 種 か ら 誘 導
さ れ た 分 子 で あ る 。 (例 え ば 、 以 下 の 特 許 を 参 照 さ れ た い ： Cabillyら , 米 国 特 許 第 4,816,
567号 ； 及 び , Bossら , 米 国 特 許 第 4,816,397号 (こ れ ら 特 許 の 各 々 は 、 参 照 に よ り そ の 全
体 を 本 明 細 書 に 組 み 入 れ る ))。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 ヒ ト 化 抗 体 は 、 非 ヒ ト 種 由 来 の 1つ 以 上 の 相 補 性 決 定 領 域 (CDR)及 び ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン
分 子 由 来 の フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 を 有 す る 非 ヒ ト 種 由 来 の 抗 体 分 子 で あ る 。 (例 え ば 、 米 国
特 許 第 5,585,089号 を 参 照 さ れ た い (こ の 特 許 は 、 参 照 に よ り そ の 全 体 を 本 明 細 書 に 組 み 入
れ る )。 そ の よ う な キ メ ラ 及 び ヒ ト 化 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 例 え ば 以 下 の 文 献 に 記 載 さ
れ て い る 方 法 を 使 用 し て 、 当 技 術 分 野 で 公 知 の 組 換 え DNA技 術 に よ り 産 生 す る こ と が で き
る ： PCT公 開 第 WO87/02671号 ； 欧 州 特 許 出 願 第 184,187号 ； 欧 州 特 許 出 願 第 171,496号 ； 欧
州 特 許 出 願 第 173,494号 ； PCT公 開 第 WO86/01533号 ； 米 国 特 許 第 4,816,567号 及 び 米 国 特 許
第 5,225,539号 ； 欧 州 特 許 出 願 第 125,023号 ； Betterら , 1988, Science 240:1041-1043； L
iuら , 1987, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84:3439-3443； Liuら , 1987, J. Immunol. 13
9:3521-3526； Sunら , 1987, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84:214-218； Nishimuraら , 19
87, Canc. Res. 47:999-1005； Woodら , 1985, Nature 314:446-449； Shawら , 1988, J. N
atl. Cancer Inst. 80:1553-1559； Morrison 1985, Science 229:1202-1207； Oiら , 1986
, Bio/Techniques 4:214； Jonesら , 1986, Nature 321:552-525； Verhoeyanら , 1988, Sc
ience 239:1534； 及 び , Beidlerら , 1988, J. Immunol. 141:4053-4060。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 相 補 性 決 定 領 域 (CDR)移 植 は 、 抗 体 を ヒ ト 化 す る た め の 別 の 方 法 で あ る 。 こ の 方 法 に は
、 完 全 抗 原 特 異 性 及 び 結 合 親 和 性 を ヒ ト フ レ ー ム ワ ー ク に 移 す た め に マ ウ ス 抗 体 を 再 形 成
す る こ と が 含 ま れ て い る (Winterら , 米 国 特 許 第 5,225,539号 )。 CDR移 植 抗 体 は 、 様 々 な 抗
原 に 対 し て 上 手 く 構 築 さ れ て き た 。 例 え ば 、 Queenら (1989, Proc. Natl. Acad. Sci. USA
 86:10029)に 記 載 さ れ た IL-2受 容 体 に 対 す る 抗 体 ； Riechmannら (1988, Nature, 332:323)
に 記 載 さ れ た 細 胞 表 面 受 容 体 -CAMPATHに 対 す る 抗 体 ； Coleら (1991, Proc. Natl. Acad. S
ci. USA 88:2869)に 記 載 さ れ た B型 肝 炎 に 対 す る 抗 体 ； 及 び 、 Tempestら (1991, Bio-Techn
ology 9:267)に 記 載 れ た ウ イ ル ス 抗 原 -呼 吸 器 合 胞 体 ウ イ ル ス に 対 す る 抗 体 な ど が あ る 。
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マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の CDRが ヒ ト 抗 体 に 移 植 さ れ た CDR移 植 抗 体 を 生 成 す る 。 移 植 後
、 ほ と ん ど の 抗 体 は 、 親 和 性 を 維 持 す る た め の フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 に お け る 付 加 的 な ア ミ
ノ 酸 変 化 に よ る 恩 恵 を 受 け る 。 こ れ は 、 お そ ら く 、 フ レ ー ム ワ ー ク 残 基 が CDRコ ン ホ メ ー
シ ョ ン を 維 持 す る た め に 必 要 で あ る こ と に よ る 。 ま た 、 一 部 の フ レ ー ム ワ ー ク 残 基 は 、 抗
原 結 合 部 位 の 一 部 で あ る こ と が 実 証 さ れ た 。 し か し な が ら 、 抗 原 性 部 位 を 全 く 導 入 し な い
よ う に フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 を 保 持 す る た め に 、 配 列 を 、 確 立 さ れ た 生 殖 系 列 の 配 列 と 比 較
し た 後 に 、 コ ン ピ ュ ー タ モ デ リ ン グ を 行 う 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 上 記 抗 原 に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 慣 習 的 な ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 を 用 い て 得 る こ
と が で き る 。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス に よ り 含 ま れ て い る ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン 導 入 遺 伝
子 は 、 Ｂ 細 胞 が 分 化 す る 間 に 再 配 列 し 、 そ の 後 、 ク ラ ス 切 換 え 及 び 体 細 胞 変 異 を 経 る 。 従
っ て 、 こ の よ う な 技 術 を 使 用 し て 、 治 療 的 に 有 用 な IgG抗 体 、 IgA抗 体 及 び IgE抗 体 を 産 生
す る こ と が 可 能 で あ る 。 ヒ ト 抗 体 を 産 生 す る た め の こ の 技 術 の 概 要 に つ い て は 、 Lonberg
及 び Huszar(1995, Int. Rev. Immunol. 13:65-93)を 参 照 さ れ た い 。 ヒ ト 抗 体 及 び ヒ ト モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る た め の こ の 技 術 の 詳 細 な 議 論 、 並 び に 、 こ の よ う な 抗 体 を 産
生 す る た め の プ ロ ト コ ル に つ い て は 、 例 え ば 、 以 下 の 特 許 を 参 照 さ れ た い ： 米 国 特 許 第 5,
625,126号 ； 米 国 特 許 第 5,633,425号 ； 米 国 特 許 第 5,569,825号 ； 米 国 特 許 第 5,661,016号 ；
及 び 、 米 国 特 許 第 5,545,806号 。 さ ら に 、 Abgenix Inc.(Freemont, CA (例 え ば 、 米 国 特 許
第 5,985,615号 を 参 照 さ れ た い ))、 及 び 、 Medarex, Inc.(Princeton, NJ)な ど の 企 業 に 、
上 記 技 術 と 同 様 の 技 術 を 用 い て 選 択 さ れ た 抗 原 に 対 す る ヒ ト 抗 体 を 提 供 さ せ る こ と が で き
る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 選 択 さ れ た エ ピ ト ー プ を 認 識 し て そ れ に 結 合 す る 完 全 ヒ ト 抗 体 は 、 「 誘 導 型 選 択 (guide
d selection)」 と 称 さ れ る 技 術 を 用 い て 生 成 す る こ と が で き る 。 こ の ア プ ロ ー チ に お い て
は 、 選 択 さ れ た 非 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (例 え ば 、 マ ウ ス 抗 体 )を 使 用 し て 、 同 じ エ ピ ト
ー プ を 認 識 す る 完 全 ヒ ト 抗 体 の 選 択 を 導 く (Jespersら , (1994) Bio/technology 12： 899-
903)。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 病 原 体 に 対 し て 以 前 か ら 存 在 し て い る 抗 体 を 用 い て 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー 又 は 免 疫 沈 降 な ど の 標 準 的 な 技 術 に よ り 、 免 疫 原 と し て 使 用 す る た め の 病 原 体 の 追 加 の
抗 原 を 単 離 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 病 原 体 の 存 在 量 及 び 発 現 の パ タ ー ン を 評 価 す る た
め に 、 こ の よ う な 抗 体 を 使 用 し て 、 タ ン パ ク 質 (例 え ば 、 細 胞 溶 解 物 又 は 細 胞 上 清 中 の タ
ン パ ク 質 )を 検 出 す る こ と が で き る 。 さ ら に ま た 、 臨 床 テ ス ト 手 順 の 一 部 と し て 組 織 中 の
病 原 体 レ ベ ル を モ ニ タ ー リ ン グ す る た め に 該 抗 体 を 診 断 的 に 使 用 す る こ と も で き る (例 え
ば 、 所 与 の 治 療 計 画 の 効 力 を 決 定 す る )。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 本 発 明 の 方 法 及 び 組 成 物 で の 使 用 に 適 す る 抗 原 性 フ ラ グ メ ン ト は 、 例 え ば 、 8ア ミ ノ 酸
、 よ り 好 ま し く は 10ア ミ ノ 酸 、 さ ら に よ り 好 ま し く は 15ア ミ ノ 酸 の 長 さ で あ る 抗 原 の 少 な
く と も 一 部 を 含 ん で い る 抗 原 性 認 識 結 合 部 分 で あ る 。 抗 原 性 認 識 結 合 部 分 と し て 使 用 さ れ
る 抗 原 及 び 抗 原 性 フ ラ グ メ ン ト は 、 組 換 え 的 に 発 現 さ せ る こ と が で き る か 、 又 は 、 化 学 的
に 合 成 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 本 発 明 は 、 さ ら に 、 抗 原 認 識 結 合 部 分 と し て 使 用 す る た め の キ メ ラ 抗 原 又 は 融 合 抗 原 も
提 供 す る 。 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る 場 合 、 「 キ メ ラ 抗 原 」 又 は 「 融 合 抗 原 」 は 、 機 能 し 得 る
形 で 異 種 ポ リ ペ プ チ ド に 連 結 さ れ た 本 発 明 で 使 用 す る た め の 抗 原 の 全 体 又 は 一 部 を 含 む 。
融 合 抗 原 内 で は 、 「 機 能 し 得 る 形 で 連 結 」 と い う 用 語 は 、 抗 原 と 異 種 ポ リ ペ プ チ ド が 、 互
い に イ ン フ レ ー ム で 融 合 し て い る こ と を 示 す こ と が 意 図 さ れ て い る 。 異 種 ポ リ ペ プ チ ド は
、 抗 原 の Ｎ 末 端 又 は Ｃ 末 端 に 融 合 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 キ メ ラ 及 び 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 標 準 的 な 組 換 え DNA技 術 に よ り 産 生 で き る 。 一 実 施 形 態

10

20

30

40

50

(26) JP 2005-539067 A 2005.12.22



で は 、 融 合 遺 伝 子 は 、 自 動 DNAシ ン セ サ イ ザ ー を 包 含 す る 慣 習 的 な 技 術 に よ り 合 成 す る こ
と が で き る 。 あ る い は 、 2つ の 連 続 し た 遺 伝 子 断 片 の 間 の 相 補 的 な オ ー バ ー ハ ン グ を 生 じ
る (こ れ は 、 そ の 後 ア ニ ー リ ン グ 及 び 再 増 幅 を 行 っ て 、 キ メ ラ 遺 伝 子 配 列 を 生 成 で き る )ア
ン カ ー プ ラ イ マ ー を 使 用 し て 、 遺 伝 子 断 片 の PCR増 幅 を 行 う こ と が で き る (例 え ば 、 Ausube
lら 、 上 掲 )。 さ ら に 、 融 合 ド メ イ ン (例 え ば 、 GSTポ リ ペ プ チ ド )を 既 に コ ー ド し て い る 多
く の 発 現 ベ ク タ ー が 市 販 さ れ て い る 。 免 疫 原 を コ ー ド す る 核 酸 を 、 融 合 ド メ イ ン が ポ リ ペ
プ チ ド に イ ン フ レ ー ム で 連 結 さ れ る よ う に 、 こ の よ う な 発 現 ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ す る
こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 本 発 明 の 別 の 抗 原 認 識 結 合 部 分 は 、 当 技 術 分 野 で 知 ら れ て い る 適 切 な 方 法 を 用 い て 産 生
す る こ と が 可 能 で あ る 。 例 え ば 、 核 酸 は 、 DNAを 合 成 す る た め の 任 意 の 公 知 方 法 に よ り 産
生 可 能 で あ る 。 有 機 小 分 子 は 、 有 機 合 成 に 関 し て 当 業 者 に 公 知 の 任 意 の 方 法 に よ り 産 生 可
能 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 本 発 明 の 二 重 特 異 性 分 子 の 抗 原 結 合 性 抗 体 フ ラ グ メ ン ト は 、 当 技 術 分 野 で 知 ら れ て い る
種 々 の 方 法 に よ り 産 生 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 一 実 施 形 態 で は 、 抗 原 結 合 性 抗 体 フ ラ グ メ ン ト は 、 哺 乳 動 物 の 循 環 か ら 排 除 さ れ る 分 子
(例 え ば 、 病 原 性 抗 原 分 子 )に 特 異 的 に 結 合 す る 結 合 領 域 を 含 む 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 の フ ラ
グ メ ン ト で あ る 。 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 の 免 疫 学 的 に 活 性 な フ ラ グ メ ン ト の 例 と し て は 、 限
定 す る も の で は な い が 、 Fabフ ラ グ メ ン ト 、 Fab'フ ラ グ メ ン ト 及 び (Fab') 2 フ ラ グ メ ン ト な
ど が あ り 、 こ れ ら は 、 ペ プ シ ン 又 は パ パ イ ン な ど の 酵 素 で 抗 体 を 処 理 す る こ と に よ り 生 成
す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 抗 原 結 合 性 抗 体 フ ラ グ メ ン ト は 、 所 望 の 抗 原 結 合 特 異 性 を 有 す
る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 か ら 産 生 さ れ る 。 そ の よ う な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 当 技 術 分 野 で
知 ら れ て い る 標 準 的 な 方 法 の い ず れ か に よ り 標 的 の 抗 原 を 使 用 し て 生 じ さ せ る こ と が で き
る 。 例 え ば 、 抗 原 分 子 に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 上 記 で 挙 げ た 方 法 の い ず れ か を 用
い て 、 CR1の 代 わ り に 抗 原 分 子 を 使 用 し て 生 じ さ せ る こ と が で き る (第 5.2.1節 も 参 照 さ れ
た い )。 次 い で 、 そ の 抗 体 を ペ プ シ ン 又 は パ パ イ ン で 処 理 す る 。 抗 原 が 、 ヒ ン ジ 領 域 内 の
ジ ス ル フ ィ ド 結 合 の 下 流 で ペ プ シ ン に よ り 消 化 さ れ る こ と に よ り 、 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 で VH
-CH1に 結 合 し て い る 軽 鎖 か ら 構 成 さ れ る Fabの 二 量 体 で あ る 抗 体 の (Fab') 2 フ ラ グ メ ン ト が
生 成 さ れ る 。 穏 や か な 条 件 下 で (Fab') 2 フ ラ グ メ ン ト を 還 元 し て 、 ヒ ン ジ 領 域 内 の ジ ス ル
フ ィ ド 結 合 を 還 元 す る こ と が で き 、 そ れ に よ り 、 (Fab') 2 二 量 体 が Fab'単 量 体 に 変 換 さ れ
る 。 Fab'単 量 体 は 、 本 質 的 に 、 ヒ ン ジ 領 域 の 一 部 を 含 ん で い る Fabで あ る 。 エ ピ ト ー プ 、
抗 体 及 び 抗 体 フ ラ グ メ ン ト に つ い て の 詳 細 な 説 明 に 関 し て は 、 以 下 の 文 献 を 参 照 さ れ た い
： Paul, ed., 1993, Fundamental Immunology, Third Edition(New York： Raven Press)
。 当 業 者 は 、 そ の よ う な Fab'フ ラ グ メ ン ト が 、 化 学 的 に 、 又 は 、 組 換 え DNA技 術 を 用 い て
、 新 た に 合 成 可 能 で あ る こ と 理 解 す る で あ ろ う 。 従 っ て 、 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る 場 合 、 用
語 「 抗 体 フ ラ グ メ ン ト 」 に は 、 完 全 抗 体 を 修 飾 す る こ と に よ り 産 生 さ れ た 抗 体 フ ラ グ メ ン
ト 又 は 新 た に 合 成 さ れ た 抗 体 フ ラ グ メ ン ト が 包 含 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 米 国 特 許 第 5,648,237号 (こ の 特 許 は 、 参 照 に よ り そ の 全 体 を 本 明 細
書 に 組 み 入 れ る )に 記 載 さ れ て い る 抗 体 の 免 疫 学 的 に 活 性 な フ ラ グ メ ン ト の 生 成 及 び 発 現
方 法 を 使 用 す る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 抗 原 結 合 性 抗 体 フ ラ グ メ ン ト を 含 ん で い る 二 重 特 異 性 分 子 の 産 生 方 法 は 、 2002年 9月 16
日 に 出 願 さ れ た 米 国 仮 特 許 出 願 第 (未 指 定 )(代 理 人 事 件 整 理 番 号 9635-041-888)に 開 示 さ れ
て い る 。 こ の 特 許 は 、 参 照 に よ り そ の 全 体 を 本 明 細 書 に 組 み 入 れ る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
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　 さ ら に 別 の 実 施 形 態 で は 、 抗 原 結 合 性 抗 体 フ ラ グ メ ン ト 、 例 え ば 、 Fv、 Fab、 Fab'、 又
は 、 (Fab') 2 な ど は 、 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ラ イ ブ ラ リ ー の ア フ ィ ニ テ ィ ー ス ク リ ー ニ ン
グ を 含 ん で い る 方 法 に よ り 産 生 す る (例 え ば , 以 下 の 文 献 を 参 照 さ れ た い ： Watkinsら , Vo
x Sanguinis 78： 72-79； 米 国 特 許 第 5,223,409号 及 び 米 国 特 許 第 5,514,548号 ； PCT公 開 第
WO92/18619号 ； PCT公 開 第 WO91/17271号 ； PCT公 開 第 WO92/20791号 ； PCT公 開 第 WO92/15679
号 ； PCT公 開 第 WO93/01288号 ； PCT公 開 第 WO92/01047号 ； PCT公 開 第 WO92/09690号 ； PCT公 開
第 WO90/02809号 ； Fuchsら , 1991, Bio/Technology 9： 1370-1372； Hayら , 1992, Hum. An
tibod. Hybridomas 3： 81-85； Huseら , 1989, Science 246： 1275-1281； Griffithsら , 1
993, EMBO J. 12： 725-734； 及 び , McCaffertyら , 1990, Nature 348： 552-554 (こ れ ら
文 献 の 各 々 は 、 参 照 に よ り そ の 全 体 を 本 明 細 書 に 組 み 入 れ る ))。 発 現 ベ ク タ ー を 構 築 す る
た め に 、 次 い で 、 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ラ イ ブ ラ リ ー か ら 選 択 さ れ た 1以 上 の 抗 体 フ ラ グ
メ ン ト を コ ー ド す る 核 酸 を 得 る 。 1以 上 の 該 抗 体 フ ラ グ メ ン ト は 、 適 切 な 宿 主 系 (例 え ば 、
細 菌 宿 主 系 、 酵 母 宿 主 系 又 は 哺 乳 動 物 宿 主 系 )内 で 産 生 さ せ る こ と が で き る (例 え ば , 以 下
の 文 献 を 参 照 さ れ た い ： Pluckthunら 、 Immunotechnology 3： 83-105； Adair, Immunologi
cal Reviews 130： 5-40； Cabillyら , 米 国 特 許 第 4,816,567号 ； 及 び , Carter, 米 国 特 許
第 5,648,237号  (こ れ ら 文 献 の 各 々 は 、 参 照 に よ り そ の 全 体 を 本 明 細 書 に 組 み 入 れ る ))。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 さ ら に 別 の 実 施 形 態 で は 、 単 鎖 抗 体 を 産 生 す る た め の 既 に 記 述 さ れ て い る 技 術 (米 国 特
許 第 4,946,778号 ； Bird, 1988, Science 242： 423-426； Hustonら , 1988, Proc. Natl. A
cad. Sci. USA 85： 5879-5883； 及 び , Wardら , 1989, Nature 334： 544-546 (こ れ ら 文 献
の 各 々 は 、 参 照 に よ り そ の 全 体 を 本 明 細 書 に 組 み 入 れ る ))を 適 合 さ せ て 、 抗 原 分 子 に 対 す
る 単 鎖 抗 体 を 産 生 す る こ と が で き る 。 単 鎖 抗 体 は 、 ア ミ ノ 酸 架 橋 を 介 し て 、 Fv領 域 の 重 鎖
フ ラ グ メ ン ト 及 び 軽 鎖 フ ラ グ メ ン ト を 連 結 し て 単 鎖 ポ リ ペ プ チ ド を 生 じ さ せ る こ と に よ り
形 成 さ せ る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 本 発 明 は 、 特 定 の 分 子 に 結 合 す る 認 識 結 合 部 分 (即 ち 、 抗 原 結 合 性 抗 体 フ ラ グ メ ン ト )を
、 誘 導 体 化 さ れ た 該 認 識 結 合 部 分 が 上 記 で 述 べ た よ う に 既 に PEGリ ン カ ー と コ ン ジ ュ ゲ ー
ト し て い る 別 の 認 識 結 合 部 分 (即 ち 、 抗 CR1抗 体 )と 反 応 す る よ う に 、 当 技 術 分 野 で 知 ら れ
て い る 任 意 の 誘 導 体 化 剤 で 誘 導 体 化 す る こ と を 包 含 す る 。 一 実 施 形 態 で は 、 認 識 結 合 部 分
の 誘 導 体 化 に は 、 該 認 識 結 合 部 分 を チ オ ー ル 特 異 的 誘 導 体 化 剤 で チ オ ー ル 化 す る こ と が 含
ま れ る 。 本 発 明 の 方 法 及 び 組 成 物 に お い て 使 用 可 能 な チ オ ー ル 特 異 的 誘 導 体 化 剤 と し て は
、 限 定 す る も の で は な い が 、 ス ク シ ン イ ミ ジ ル -3-(2-ピ リ ジ ル チ オ -プ ロ ピ オ ネ ー ト )(SPD
P)、 又 は 、 ス ク シ ン イ ミ ジ ル ア セ チ ル チ オ ア セ テ ー ト (SATA)な ど を 挙 げ る こ と が で き る 。
別 の 実 施 形 態 で は 、 認 識 結 合 部 分 の 誘 導 体 化 に は 、 該 認 識 結 合 部 分 を ヒ ド ラ ジ ン 修 飾 試 薬
又 は ア ル デ ヒ ド 修 飾 試 薬 で 修 飾 す る こ と が 含 ま れ る 。 本 発 明 の 方 法 及 び 組 成 物 に お い て 使
用 可 能 な ヒ ド ラ ジ ン 修 飾 試 薬 又 は ア ル デ ヒ ド 修 飾 試 薬 は 、 ス ク シ ン イ ミ ジ ル  6-ヒ ド ラ ジ
ノ ニ コ チ ネ ー ト ア セ ト ン ヒ ド ラ ゾ ン (SANH)、 又 は 、 ス ク シ ン イ ミ ジ ル  4-ホ ル ミ ル ベ ン ゾ
エ ー ト (SFB)、 又 は 、 ス ク シ ン イ ミ ジ ル  C6 4-ヒ ド ラ ジ ノ -ニ コ チ ン ア ミ ド ア セ ト ン ヒ ド ラ
ゾ ン (Hz)で あ る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 認 識 結 合 部 分 が タ ン パ ク 質 を 含 ん で い る 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の 認 識 結 合 部 分 は
、 そ れ ら が 所 定 の 部 位 で 誘 導 体 化 さ れ る よ う に 、 修 飾 す る こ と が で き る 。 好 ま し く は 、 そ
の よ う な 所 定 の 部 位 は 、 誘 導 体 化 さ れ た 後 又 は 本 発 明 の 抗 CR1抗 体 に 架 橋 さ れ た 後 に お い
て 該 認 識 結 合 部 分 の 結 合 活 性 が 損 な わ れ な い よ う に 選 択 す る 。 本 発 明 の 方 法 及 び 組 成 物 に
お い て 使 用 す る た め に 、 認 識 結 合 部 分 の 任 意 の ア ミ ノ 酸 を 、 認 識 結 合 部 分 の 結 合 が 誘 導 体
化 に よ り 損 な わ れ な い よ う に (例 え ば 、 認 識 結 合 部 分 の 結 合 対 象 で あ る 抗 体 に 対 す る 該 認
識 結 合 部 分 の 結 合 親 和 性 が 損 な わ れ な い よ う に )、 誘 導 体 化 す る こ と が で き る 。 好 ま し く
は 、 修 飾 さ れ る 該 ア ミ ノ 酸 は 、 シ ス テ イ ン 、 リ シ ン 又 は ア ル ギ ニ ン で あ る 。 一 実 施 形 態 で
は 、 認 識 結 合 部 分 は 、 1以 上 の 部 位 に お い て 誘 導 体 化 す る 。 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 認 識
結 合 部 分 は 、 1つ の 部 位 の み で 誘 導 体 化 す る 。 一 実 施 形 態 で は 、 認 識 結 合 部 分 は 、 標 準 的
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な 組 換 え DNA技 術 を 用 い て 、 誘 導 体 化 し よ う と す る 所 定 の 部 位 に 特 定 の ア ミ ノ 酸 (即 ち , シ
ス テ イ ン )を 含 む よ う に 作 る 。 別 の 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 誘 導 体 化 の 対 象 の ア ミ ノ 酸 は
認 識 結 合 部 分 の 表 面 に 存 在 す る 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 誘 導 体 化 さ れ た 認 識 結 合 部 分 は 、 誘
導 体 化 さ れ て い な い 該 認 識 結 合 部 分 の 活 性 の 少 な く と も 、 50%、 60%、 70%、 80%、 90%、 95%
又 は 99%の 活 性 を 有 す る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 ５ .３ 　 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル リ ン カ ー を 含 ん で い る 二 重 特 異 性 分 子 の 産 生
　 「 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 」 又 は 「 PEG」 は 、 カ ッ プ リ ン グ 部 分 又 は 活 性 化 部 分 に よ る
誘 導 体 化 (例 え ば 、 チ オ ー ル 、 ト リ フ ラ ー ト 、 ト レ シ ラ ー ト 、 ア ジ リ ジ ン (aziridune)若 し
く は オ キ シ ラ ン に よ る 誘 導 体 化 、 又 は 、 好 ま し く は 、 マ レ イ ミ ド に よ る 誘 導 体 化 )を 含 む
か 又 は 含 ま な い ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 化 合 物 を 意 味 す る 。 マ レ イ ミ ド モ ノ メ ト キ シ PEG
の よ う な 化 合 物 を 、 本 発 明 の 活 性 化 さ れ た PEG化 合 物 の 例 と し て 挙 げ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 本 発 明 は 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル (「 PEG」 )リ ン カ ー を 用 い て 、 本 発 明 の 二 重 特 異 性
分 子 の 第 一 認 識 結 合 部 分 と 第 二 認 識 結 合 部 分 を 架 橋 さ せ る こ と を 包 含 し 、 こ こ で 、 そ の よ
う な 架 橋 は 、 第 一 認 識 結 合 部 分 又 は 第 二 認 識 結 合 部 分 の 結 合 活 性 を 損 な わ な い よ う な も の
で あ る 。 第 一 認 識 結 合 部 分 が 抗 体 で あ る 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 1以 上 の 第 二 認 識 結 合 部 分
は 、 好 ま し く は 、 PEGリ ン カ ー を 介 し て 第 一 認 識 結 合 部 分 の 軽 鎖 又 は 重 鎖 に 架 橋 さ せ る 。
さ ら に 別 の 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 1以 上 の 第 二 認 識 結 合 部 分 を PEGリ ン カ ー を 介 し て 第 一 認
識 結 合 部 分 に 架 橋 さ せ る が 、 但 し 、 該 第 二 認 識 結 合 部 分 は 、 第 一 認 識 結 合 部 分 の Ｃ -末 端
に は 架 橋 し な い 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 は 、 PEGリ ン カ ー を 用 い て 、 抗 CR1抗 体 (例 え ば 、 米 国 特 許
第 5,879,679号 に 記 載 さ れ て い る 7G9モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 )を 1以 上 の 認 識 結 合 部 分 に 架 橋 さ
せ る 方 法 を 包 含 す る 。 一 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 は 、 抗 CR1抗 体 を 1以 上 の 認 識 結 合 部 分 に 架
橋 さ せ る 方 法 を 包 含 し 、 該 方 法 は 、 PEGリ ン カ ー を 抗 CR1抗 体 に コ ン ジ ュ ゲ ー ト さ せ る の に
適 す る 条 件 下 で 抗 CR1抗 体 を PEGリ ン カ ー に 接 触 さ せ る こ と 、 抗 CR1抗 体 に コ ン ジ ュ ゲ ー ト
し て い る PEGリ ン カ ー と 第 二 認 識 結 合 部 分 が 反 応 す る よ う に 1以 上 の 第 二 認 識 結 合 部 分 を 誘
導 体 化 剤 で 活 性 化 又 は 誘 導 体 化 す る こ と 、 及 び 、 抗 CR1抗 体 が 1以 上 の 第 二 認 識 結 合 部 分 に
架 橋 す る の に 適 す る 条 件 下 で 抗 CR1抗 体 と 活 性 化 さ れ て い る 第 二 認 識 結 合 部 分 を 混 合 す る
こ と を 含 ん で な る 。 別 の 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 PEGリ ン カ ー を 1以 上 の 第 二 認 識 結 合 部 分 に
コ ン ジ ュ ゲ ー ト さ せ 、 及 び 、 1以 上 の 第 二 認 識 結 合 部 分 に コ ン ジ ュ ゲ ー ト し て い る PEGリ ン
カ ー と 抗 CR1抗 体 が 反 応 す る よ う に 抗 CR1抗 体 を 誘 導 体 化 剤 で 活 性 化 又 は 誘 導 体 化 す る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 PEGリ ン カ ー を 第 一 認 識 結 合 部 分 又 は 第 二 認 識 結 合 部 分 (即 ち 、 抗 体 、 タ ン パ ク 質 )に コ
ン ジ ュ ゲ ー ト さ せ る 方 法 は 、 当 技 術 分 野 で は 周 知 で あ る 。 PEGリ ン カ ー を コ ン ジ ュ ゲ ー ト
さ せ る た め に 当 技 術 分 野 で 知 ら れ て い る 任 意 の 方 法 を 用 い て 、 本 発 明 の 二 重 特 異 性 分 子 を
産 生 す る こ と が で き る 。 当 業 者 は 、 PEGリ ン カ ー を 抗 CR1抗 体 又 は 本 発 明 の 別 の 認 識 結 合 部
分 に コ ン ジ ュ ゲ ー ト さ せ る た め に 、 当 技 術 分 野 で 知 ら れ て い る 任 意 の 方 法 を 用 い る こ と が
で き る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 本 発 明 の 二 重 特 異 性 分 子 が タ ン パ ク 質 を 含 ん で い る 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 例 え ば 1979年
12月 18日 に 発 行 さ れ た 米 国 特 許 18,1979号 (こ の 特 許 は 、 参 照 に よ り そ の 全 体 を 本 明 細 書 に
組 み 入 れ る )に 開 示 さ れ て い る 、 PEGリ ン カ ー を タ ン パ ク 質 に 結 合 さ せ る 一 般 的 な 方 法 を 用
い る こ と が で き る 。 さ ら に 、 PEGリ ン カ ー を 本 発 明 の 第 一 認 識 結 合 部 分 又 は 第 二 認 識 結 合
部 分 (こ こ で 、 第 一 認 識 結 合 部 分 又 は 第 二 認 識 結 合 部 分 は 、 タ ン パ ク 質 を 含 ん で い る )に 結
合 さ せ る 別 の 方 法 は 、 米 国 特 許 第 5,122,614号 (こ の 特 許 も 同 様 に 、 参 照 に よ り そ の 全 体 を
本 明 細 書 に 組 み 入 れ る )に 開 示 さ れ て い る 方 法 を 適 合 さ せ る こ と が で き る (以 下 の 文 献 も 参
照 さ れ た い ： Veroneseら , 1985, Applied Biochem, and Biotech, 11:141-152； Katreら ,
 米 国 特 許 第 4,766,106号 及 び 米 国 特 許 第 4,917,888号 ； Roberts M.J.ら , 2002 Advanced D
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rug Delivery Reviews, 54： 459-476； 米 国 特 許 第 5,766,897号 ； 米 国 特 許 第 6,433,158B1
号 ； 米 国 特 許 第 5,849,860号 ； こ れ ら 文 献 は 全 て 、 参 照 に よ り そ の 全 体 を 本 明 細 書 に 組 み
入 れ る )。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の 二 重 特 異 性 分 子 は 、 最 大 数 以 下 で 、 1以 上 の 部 位 、 好 ま
し く は 2以 上 の 部 位 、 よ り 好 ま し く は 3以 上 の 部 位 、 最 も 好 ま し く は 4以 上 の 部 位 に 結 合 し
て い る PEGリ ン カ ー を 含 ん で い る が 、 こ の PEGリ ン カ ー の 結 合 は 、 本 発 明 の 親 第 一 認 識 を 損
な わ な い よ う な も の で あ る 。 PEGリ ン カ ー と 本 発 明 の 第 一 認 識 結 合 部 分 又 は 第 二 認 識 結 合
部 分 の い ず れ か の 割 合 は 、 好 ま し く は 、 1:1、 よ り 好 ま し く は 、 2:1、 さ ら に 好 ま し く は 、
4:1、 6:1、 8:1、 最 大 で 10:1又 は 40:1の 、 本 発 明 の 第 一 認 識 結 合 部 分 又 は 第 二 認 識 結 合 部
分 に 対 す る PEGリ ン カ ー で あ る 。 本 発 明 の 第 一 認 識 結 合 部 分 又 は 第 二 認 識 結 合 部 分 に 結 合
し て い る PEGリ ン カ ー の 分 子 量 は 、 200～ 20,000ダ ル ト ン の 範 囲 で あ る 。 好 ま し く は 、 該 PE
Gリ ン カ ー は 、 5～ 500ダ ル ト ン 、 500～ 1000ダ ル ト ン 、 又 は 、 1000～ 8000ダ ル ト ン で あ り 、
さ ら に 好 ま し く は 、 3250～ 5000ダ ル ト ン で あ る か 、 又 は 、 約 5000ダ ル ト ン で あ る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 本 発 明 の 二 重 特 異 性 分 子 が タ ン パ ク 質 を 含 ん で い る 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 該 タ ン パ ク 質
の 表 面 上 で 及 び ／ 又 は 活 性 部 位 か ら 離 れ た と こ ろ に 存 在 し て い る ア ミ ノ 酸 残 基 に 、 PEGリ
ン カ ー を 共 有 結 合 に よ り 結 合 さ せ る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 PEG及 び モ ノ メ ト キ シ ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル の 活 性 化 形 態 は 市 販 さ れ て お り 、 ま た 、
本 発 明 の 方 法 及 び 組 成 物 で 使 用 す る こ と が で き る 。 特 に 、 ア ル バ マ 州 ハ ン ツ ヴ ィ ル の  She
arwater Polymers, Inc. は 、 多 く の PEGポ リ マ ー 及 び PEG誘 導 体 を 提 供 し て い る 。 Shearwa
ter Polymers Inc Catalog(Shearwaters Polymers, Inc. Catalog Functionalized Bioco
mpatible Polymers for Research, 2001 は 、 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 入 れ 、 さ ら に 、
オ ン ラ イ ン (www. shearwatercorp. com)で も 利 用 可 能 で あ る )に は 、 幅 広 い 条 件 下 で タ ン
パ ク 質 に カ ッ プ リ ン グ さ せ る の に 適 し た 広 範 な 種 類 の 活 性 化 さ れ た PEGが 記 載 さ れ て お り
、 ま た 、 入 手 可 能 で あ る 。 こ の カ タ ロ グ に は 、 さ ら に 、 誘 導 体 化 さ れ た PEG試 薬 の た め の
好 ま し い 反 応 条 件 も 記 載 さ れ て い る 。 タ ン パ ク 質 を PEGと コ ン ジ ュ ゲ ー ト さ せ る の に 適 す
る 多 く の 試 薬 に つ い て の 知 識 を 有 し て い る 当 業 者 は 、 選 択 し た タ ン パ ク 質 の 性 質 、 タ ン パ
ク 質 上 の 反 応 性 ア ミ ノ 基 又 は ス ル フ ヒ ド リ ル 基 の 性 質 及 び コ ン ジ ュ ゲ ー ト さ せ た タ ン パ ク
質 の 最 終 用 途 を 考 慮 し て 、 さ ま ざ ま な 試 薬 の 選 択 を 正 し く 認 識 す る で あ ろ う 。 ス ル フ ヒ ド
リ ル 基 よ り も 優 先 的 に ア ミ ノ 基 と 反 応 す る 活 性 化 PEG、 又 は 、 ア ミ ノ 基 よ り も 優 先 的 に ス
ル フ ヒ ド リ ル 基 と 反 応 す る 活 性 化 PEGを 入 手 可 能 で あ る 。 一 般 的 に 選 択 さ れ る 活 性 化 PEGに
は 、 ス ク シ ン イ ミ ジ ル カ ル ボ ネ ー ト 活 性 化 PEG、 ス ク シ ン イ ミ ジ ル ス ク シ ネ ー ト PEG、 及 び
、 ス ク シ ン イ ミ ジ ル プ ロ ピ オ ン 酸 PEGな ど が あ る 。 本 発 明 の 代 替 的 な 実 施 形 態 で は 、 対 象
の PEGは 、 ヒ ド ロ キ シ ル 官 能 性 と 反 応 し て 目 的 の タ ン パ ク 質 上 の 部 位 と 反 応 性 の 部 位 を 形
成 す る 試 薬 を 用 い て 活 性 化 す る こ と が で き る 。 幾 つ か の 実 施 形 態 で は 、 タ ン パ ク 質 反 応 性
部 位 は 、 ア ミ ノ 基 又 は ス ル フ ヒ ド リ ル 基 で あ り 、 PEGは 、 活 性 エ ス テ ル 又 は イ ミ ダ ゾ ー ル
で あ る (同 書 の 第 274～ 185頁 を 参 照 さ れ た い )。 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 当 技 術 分 野 で 知 ら
れ て い る 技 術 を 用 い て 、 PEGの 1つ の ヒ ド ロ キ シ ル 官 能 性 の み を 活 性 化 す る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 最 も 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 は 、 当 技 術 分 野 で 知 ら れ て い る 技 術 を 用 い て 両 方 の
ヒ ド ロ キ シ ル 基 が 活 性 化 又 は 誘 導 体 化 さ れ て い る ヘ テ ロ 官 能 性 PEGリ ン カ ー を 包 含 す る 。
ヘ テ ロ 官 能 性 PEGリ ン カ ー は 、 一 般 式 Ｘ -PEG-Ｙ  (式 中 、 Ｘ 及 び Ｙ は 、 誘 導 体 化 基 又 は 官 能
基 (例 え ば 、 活 性 化 さ れ た 官 能 基 )で あ る )で 表 さ れ る 。 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る 場 合 、 「 官
能 基 」 は 、 共 有 結 合 的 に 結 合 し て い る 原 子 か ら な り 、 求 電 子 的 又 は 求 核 的 に 活 性 化 さ れ 、
共 有 結 合 を 介 し て 別 の 分 子 を 誘 導 体 化 す る こ と が 可 能 な 基 を 意 味 す る 。 官 能 基 の 具 体 的 な
例 と し て は 、 限 定 す る も の で は な い が 、 以 下 の も の を 挙 げ る こ と が で き る ： -COOH、 -COOR
［ こ こ で 、 Rは 、 低 級 ア ル キ ル 又 は フ ェ ニ ル で あ る ](カ ル ボ ン 酸 エ ス テ ル )、 -COZ［ こ こ で
、 Zは ハ ラ イ ド で あ る ]、 -CHO(ア ル デ ヒ ド )、 -C(O)R(ケ ト ン )、 -SO 2 Z［ こ こ で 、 Zは 、 ハ ラ

10

20

30

40

50

(30) JP 2005-539067 A 2005.12.22



イ ド 又 は CF 3 で あ る ]、 -SO 2 NHZ［ こ こ で 、 Zは ハ ラ イ ド で あ る ]、 -SO 2 NH 2 、 -マ レ イ ミ ド 、 -
ア ミ ノ 、 -ハ ロ ゲ ン 化 ア ル キ ル 、 -ア ル キ ル -Z［ こ こ で 、 Zは 、 メ シ ラ ー ト 、 ト リ フ ラ ー ト
又 は ト シ ラ ー ト で あ る ]、 -ア ル キ ル イ ソ シ ア ネ ー ト 、 -ア ル キ ル イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト 、 -ア
ル キ ル ア ミ ン 、 -ア ル キ ル -OH、 -ア ル キ ル -SH、 -ア ル キ ル ス ル ホ ン 、 -ア ル キ ル ス ル ホ ン ア
ミ ド 、 -ア ル キ ル ア ル デ ヒ ド 、 -ア ル キ ル ケ ト ン 、 -ア ル キ ル -COOH、 -ア ル キ ル -COOR、 -ア
ル キ ル -COZ［ こ こ で 、 Zは ハ ラ イ ド で あ る ]、 -ア ル キ ル ス ル ホ ン ア ミ ド 、 -ア ル キ ル ス ル ホ
ン 、 -ア ル キ ル ス ル ホ ニ ル ハ ラ イ ド 。 上 記 で 挙 げ た 官 能 基 は 全 て 、 ア ル キ ル 部 分 で は な く
ア リ ー ル 部 分 を 含 む こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 本 発 明 の 二 重 特 異 性 分 子 が タ ン パ ク 質 を 含 ん で お り 且 つ ヘ テ ロ 官 能 性 PEGリ ン カ ー の Ｘ
活 性 化 官 能 基 及 び Ｙ 活 性 化 官 能 基 が 同 一 で あ る 一 実 施 形 態 で は 、 Ｘ 活 性 化 官 能 基 及 び Ｙ 活
性 化 官 能 基 は 、 本 発 明 の 第 一 認 識 結 合 部 分 又 は 第 二 認 識 結 合 部 分 (例 え ば 、 抗 CR1抗 体 又 は
認 識 結 合 部 分 )の 同 じ タ イ プ の ア ミ ノ 酸 を 修 飾 す る 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 Ｘ 活 性 化 官 能 基
と Ｙ 活 性 化 官 能 基 は 同 一 で は な く 、 本 発 明 の 第 一 認 識 結 合 部 分 又 は 第 二 認 識 結 合 部 分 (例
え ば 、 抗 CR1抗 体 又 は 認 識 結 合 部 分 )の 異 な っ た タ イ プ の ア ミ ノ 酸 を 修 飾 す る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 本 発 明 の 二 重 特 異 性 分 子 が タ ン パ ク 質 を 含 ん で い る 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の 二 重
特 異 性 分 子 の 、 本 発 明 の 方 法 に よ り PEGリ ン カ ー で 修 飾 さ れ る こ と が 可 能 な ア ミ ノ 酸 は 、
当 技 術 分 野 で 知 ら れ て お り 、 そ の よ う な ア ミ ノ 酸 と し て は 、 限 定 す る も の で は な い が 、 以
下 の も の を 挙 げ る こ と が で き る ： リ シ ン 残 基 (リ シ ン 残 基 は 、 e-NH 2 を 介 し て PEGと 反 応 す
る )、 ヒ ス チ ジ ン 、 ト リ プ ト フ ァ ン 、 シ ス テ イ ン (こ れ は 、 ス ル フ ヒ ド リ ル SHを 介 し て PEG
と 反 応 す る ； 例 え ば 、 以 下 の 文 献 を 参 照 さ れ た い ： Goodsonら , 1990 Biotechnology 8： 3
43)、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 (こ れ は 、 そ の カ ル ボ キ シ ル 官 能 性 を 介 し て PEGと 反 応 す る )、 ア ル ギ
ニ ン 、 セ リ ン (こ れ は 、 ヒ ド ロ キ シ ル OHを 介 し て PEGと 反 応 す る )、 ト レ オ ニ ン (こ れ は 、 ヒ
ド ロ キ シ ル OHを 介 し て PEGと 反 応 す る )、 又 は 、 グ ル タ ミ ン 酸 (こ れ は 、 そ の カ ル ボ キ シ ル
官 能 性 を 介 し て PEGと 反 応 す る )。
【 ０ １ １ ３ 】
　 本 発 明 の 二 重 特 異 性 分 子 が タ ン パ ク 質 を 含 ん で い る 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 PEGリ ン カ
ー で 修 飾 さ れ る 本 発 明 の 第 一 認 識 結 合 部 分 又 は 第 二 認 識 結 合 部 分 の ア ミ ノ 酸 は 、 第 一 認 識
結 合 部 分 又 は 第 二 認 識 結 合 部 分 の 表 面 に 存 在 す る 。 さ ら に 別 の 実 施 形 態 で は 、 第 一 認 識 結
合 部 分 又 は 第 二 認 識 結 合 部 分 の Ｎ -末 端 ア ミ ノ 基 (例 え ば 、 以 下 の 文 献 を 参 照 さ れ た い ： Ki
nstlerら , Pharm. Res. 13： 1996)又 は Ｃ -末 端 カ ル ボ ン 酸 を 、 PEGリ ン カ ー を 用 い て 誘 導
体 化 す る 。 PEGリ ン カ ー と 第 一 認 識 結 合 部 分 又 は 第 二 認 識 結 合 部 分 に 含 ま れ て い る ア ミ ノ
酸 残 基 の 間 の 反 応 に 適 す る 条 件 は 、 当 業 者 に は 知 ら れ て い る 。 典 型 的 に は 、 こ れ ら の 手 順
に は 、 第 一 に 、 PEGリ ン カ ー 上 の 1つ 又 は 両 方 の ヒ ド ロ キ シ ル 基 が 活 性 化 さ れ て い る 活 性 化
PEGリ ン カ ー を 提 供 す る こ と 、 及 び 、 該 活 性 化 PEGリ ン カ ー を 、 PEGと コ ン ジ ュ ゲ ー ト さ せ
る た め に 選 択 さ れ た タ ン パ ク 質 の 残 基 と 反 応 さ せ る こ と が 含 ま れ て い る 。 PEGを タ ン パ ク
質 と コ ン ジ ュ ゲ ー ト さ せ る た め の 一 般 的 な 方 法 及 び 一 般 的 な 活 性 化 試 薬 は 、 以 下 の 文 献 に
記 載 さ れ て い る ： Delgadoら , 1992 in "The Uses and Properties of PEG-linked Protei
ns" from CriticalReviews illTlzerapeutic Drug Carrier Syrathesis, 9(3,4)： 249-30
4, 及 び , the ACS Symposium Series 680 ed. Harriesら , Poly(ethylene glycol) Chemi
stry and Biological Applications 1997 (こ れ ら の 文 献 は 、 い ず れ も 、 参 照 に よ り 本 明
細 書 に 組 み 入 れ る )。
【 ０ １ １ ４ 】
　 本 発 明 の 二 重 特 異 性 分 子 が タ ン パ ク 質 を 含 ん で い る 幾 つ か の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の 第
一 認 識 結 合 部 分 と 第 二 認 識 結 合 部 分 を 架 橋 さ せ る の に 使 用 さ れ る ヘ テ ロ 官 能 性 PEGリ ン カ
ー の Ｘ 活 性 化 官 能 基 又 は Ｙ 活 性 化 官 能 基 は 、 当 技 術 分 野 で 知 ら れ て い る 方 法 に よ り 、 求 電
子 的 に 活 性 化 す る 。 PEGリ ン カ ー 上 の ヒ ド ロ キ シ ル 基 の 少 な く と も 1つ は 、 本 発 明 の 第 一 認
識 結 合 部 分 又 は 第 二 認 識 結 合 部 分 上 の ア ミ ノ 基 の 窒 素 に よ る 求 核 攻 撃 に 対 し て 感 受 性 を 有
す る 官 能 基 (Ｘ 又 は Ｙ )で 活 性 化 す る 。 本 発 明 の 一 実 施 形 態 で は 、 求 電 子 的 に 活 性 化 さ れ た
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PEGリ ン カ ー を 用 い て 、 本 発 明 の 第 一 認 識 結 合 部 分 又 は 第 二 認 識 結 合 部 分 の ア ミ ン 残 基 を
修 飾 す る 。 PEGリ ン カ ー の ア ミ ン コ ン ジ ュ ゲ ー ト は 、 当 技 術 分 野 で 周 知 で あ り 、 該 ア ミ ン
コ ン ジ ュ ゲ ー ト に お い て は 、 求 電 子 的 に 活 性 化 さ れ た PEGリ ン カ ー が 求 核 的 な ア ミ ン 基 を
標 的 に す る 。 本 発 明 の 二 重 特 異 性 分 子 に 含 ま れ て い る ア ミ ン 残 基 を 修 飾 す る の に 使 用 す る
こ と が 可 能 な PEGリ ン カ ー の 例 と し て は 、 限 定 す る も の で は な い が 、 PEGジ ク ロ ロ ト リ ア ゼ
ン 、 PEGト レ シ ラ ー ト 、 PEGス ク シ ン イ ミ ジ ル カ ル ボ ネ ー ト 、 PEGベ ン ゾ ト リ ア ゾ ー ル カ ル
ボ ネ ー ト 、 PEG p-ニ ト ロ フ ェ ニ ル カ ル ボ ネ ー ト 、 PEGト リ ク ロ ロ フ ェ ニ ル カ ル ボ ネ ー ト 、 P
EGカ ル ボ ニ ル イ ミ ダ ゾ ー ル 又 は PEGス ク シ ン イ ミ ジ ル ス ク シ ネ ー ト な ど を 挙 げ る こ と が で
き る 。 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 に 従 っ て 使 用 さ れ る 求 電 子 的 に 活 性 化 さ れ た PEGは
、 PEGス ク シ ン イ ミ ジ ル ス ク シ ネ ー ト (mPEG-SS)、 PEGプ ロ ピ オ ン 酸 の ス ク シ ン イ ミ ド (mPEG
-SPA)、 又 は 、 PEGブ タ ン 酸 の ス ク シ ン イ ミ ド (mPEG-SBA)で あ る 。 本 発 明 の 二 重 特 異 性 分 子
に 含 ま れ て い る ア ミ ン 残 基 を 修 飾 す る の に 使 用 す る こ と が 可 能 な PEGリ ン カ ー の 別 の 例 と
し て は 、 限 定 す る も の で は な い が 、 mPEG2-H-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド (mPEG2-NHS)、 mPE
G-ベ ン ゾ ト リ ア ゾ ー ル カ ル ボ ネ ー ト (mPEG-BTC)、 mPEG-プ ロ ピ オ ン ア ル デ ヒ ド (mPEG-ALD)
、 mPEG-ア セ ト ア ル デ ヒ ド ジ エ チ ル ア セ タ ー ル (mPEG-ACET)、 又 は 、 mPEG2-ア ル デ ヒ ド (mPE
G2-ALD)な ど を 挙 げ る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 本 発 明 の 二 重 特 異 性 分 子 が タ ン パ ク 質 を 含 ん で い る 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の 二
重 特 異 性 分 子 を 産 生 す る の に 使 用 さ れ る ヘ テ ロ 官 能 性 PEGリ ン カ ー の Ｘ 活 性 化 基 又 は Ｙ 活
性 化 基 は 、 リ シ ン -活 性 PEGで あ る 。 リ シ ン 修 飾 の た め の 最 も 好 ま し い PEG誘 導 体 は 、 PEGス
ク シ ン イ ミ ジ ル ス ク シ ネ ー ト (mPEG-SS)及 び ス ク シ ン イ ミ ジ ル プ ロ ピ オ ネ ー ト (mPEG-SPA)
な ど の Ｎ -ヒ ド ロ キ シ ル ス ク シ ン イ ミ ド (「 NHS」 )活 性 エ ス テ ル で あ る 。 一 実 施 形 態 で は 、
非 限 定 的 な 例 と し て 、 以 下 に 示 さ れ て い る プ ロ ト コ ル を 使 用 す る 。 等 質 量 の リ シ ン -活 性 P
EG(MW, 5000)と 、 誘 導 体 化 の 対 象 の 本 発 明 の 第 一 認 識 結 合 部 分 又 は 第 二 認 識 結 合 部 分 (即
ち 、 抗 CR1抗 体 )を 、 pH8～ 9.5、 室 温 で 、 30分 間 又 は 誘 導 体 化 を 生 起 さ せ る の に 充 分 な 時 間
、 混 合 す る 。 幾 つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 タ ン パ ク 質 ア ミ ノ 酸 組 成 が 知 ら れ て い る 場 合 は
、 1～ 5： 1の タ ン パ ク 質 ア ミ ノ 基 に 対 す る PEG(MW 5000)の モ ル 比 を 使 用 す る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 本 発 明 の 二 重 特 異 性 分 子 が タ ン パ ク 質 を 含 ん で い る 別 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の 二 重 特
異 性 分 子 を 産 生 す る の に 使 用 さ れ る ヘ テ ロ 官 能 性 PEGリ ン カ ー の Ｘ 活 性 化 基 又 は Ｙ 活 性 化
基 を 使 用 し て 、 本 発 明 の 二 重 特 異 性 分 子 に 含 ま れ て い る シ ス テ イ ン 残 基 を 修 飾 す る 。 本 発
明 の 二 重 特 異 性 分 子 に 含 ま れ て い る シ ス テ イ ン 残 基 を 修 飾 す る の に 使 用 す る こ と が 可 能 な
PEGリ ン カ ー の 例 と し て は 、 限 定 す る も の で は な い が 、 mPEG2-フ ォ ー ク 状 マ レ イ ミ ド 、 mPE
G-フ ォ ー ク 状 マ レ イ ミ ド 、 mPEG-マ レ イ ミ ド 、 又 は 、 mPEG2マ レ イ ミ ド な ど を 挙 げ る こ と が
で き る 。 PEGリ ン カ ー を シ ス テ イ ン 残 基 に 結 合 さ せ る 方 法 は 、 米 国 特 許 第 5,766,897号 (こ
の 特 許 は 、 参 照 に よ り そ の 全 体 を 本 明 細 書 に 組 み 入 れ る )に 開 示 さ れ て い る 。 一 実 施 形 態
で は 、 PEGリ ン カ ー を 用 い る シ ス テ イ ン 残 基 の 部 位 特 異 的 誘 導 体 化 は 、 当 技 術 分 野 で 知 ら
れ て い る 部 位 特 異 的 突 然 変 異 誘 発 で 特 異 的 シ ス テ イ ン 突 然 変 異 体 を 作 る こ と に よ り 、 本 発
明 の 方 法 及 び 組 成 物 を 用 い て 達 成 す る こ と が で き る (Kunkelら , 1988, Nucleic Acids and
 Molecular Biology, Eckstein, F. Lilley, eds., Springer-Verlag, Berling and Heid
elberg, vol. 2, p.124)。 さ ら に 別 の 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の 二 重 特 異 性 分 子 は
、 ス ル フ ヒ ド リ ル -選 択 的 PEGを 用 い て 架 橋 さ せ る 。 ス ル フ ヒ ド リ ル 修 飾 の た め の 最 も 好 ま
し い PEGリ ン カ ー は 、 ビ ニ ル ス ル ホ ン 、 ヨ ー ド ア セ ト ア ミ ド 、 及 び 、 マ レ イ ミ ド で あ る 。
一 実 施 形 態 で は 、 非 限 定 的 な 例 と し て 、 以 下 に 示 さ れ て い る プ ロ ト コ ル を 使 用 す る 。 誘 導
体 化 の 対 象 の タ ン パ ク 質 を 、 pH7～ 8、 室 温 で 、 僅 か に モ ル 過 剰 量 の PEGと 、 0.5～ 2時 間 混
合 す る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 本 発 明 の 組 成 物 及 び 方 法 に 従 っ て 使 用 す る こ と が 可 能 な 別 の ヘ テ ロ 官 能 性 PEGリ ン カ ー
の 例 と し て は 、 限 定 す る も の で は な い が 、 NHS-ビ ニ ル ス ル ホ ン 及 び NHS-マ レ イ ミ ド (そ れ
ぞ れ , NHS-PEG-VS, 及 び , NHS-PEG-マ レ イ ミ ド )、 ビ ス -ヒ ド ラ ジ ド -PEG、 ビ ス -ヒ ド ラ ジ
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ン -PEG、 及 び 、 ア ル デ ヒ ド -PEG-NHSな ど を 挙 げ る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 ヘ テ ロ 官 能 性 PEGリ ン カ ー は 、 下 記 式 (I)：
【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ １ ９ 】
[式 中 、 Rは 、 フ ェ ニ ル 、 ナ フ チ ル 又 は 芳 香 族 ヘ テ ロ 環 で あ り 、 こ れ ら は い ず れ も 、 少 な く
と も 1つ の -C(O)H基 又 は -NH-NH 2 基 で 置 換 さ れ て い る ]
で 表 さ れ る 化 合 物 又 は そ の 製 薬 上 許 容 さ れ る 塩 で あ る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 「 芳 香 族 ヘ テ ロ 環 」 は 、 1～ 4の 環 炭 素 原 子 が 独 立 し て N原 子 、 O原 子 又 は S原 子 で 置 き 換
え ら れ て い る 5員 ～ 10員 の 単 環 式 又 は 二 環 式 の 芳 香 環 を 意 味 す る 。 芳 香 族 ヘ テ ロ 環 基 の 代
表 的 な 例 と し て は 、 限 定 す る も の で は な い が 、 ピ ロ リ ル 、 イ ミ ダ ゾ リ ル 、 ベ ン ゾ イ ミ ダ ゾ
リ ル 、 テ ト ラ ゾ リ ル 、 イ ン ド リ ル 、 イ ソ キ ノ リ ニ ル 、 キ ノ リ ニ ル 、 キ ナ ゾ リ ニ ル 、 プ リ ニ
ル 、 イ ソ オ キ サ ゾ リ ル 、 ベ ン ゾ イ ソ オ キ サ ゾ リ ル 、 フ ラ ニ ル 、 フ ラ ザ ニ ル 、 ピ リ ジ ル 、 オ
キ サ ゾ リ ル 、 ベ ン ゾ オ キ サ ゾ リ ル 、 チ ア ゾ リ ル 、 ベ ン ゾ チ ア ゾ リ ル 及 び チ オ フ ェ ニ ル な ど
を 挙 げ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 一 実 施 形 態 で は 、 Rは フ ェ ニ ル で あ る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 Rは ピ リ ジ ル で あ る 。  
　 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 Rは 、
【 化 ２ 】
　
　
　
　
　
　
で あ る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 別 の 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 Rは 、
【 化 ３ 】
　
　
　
　
　
　
で あ る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 C3b様 受 容 体 (即 ち 、 抗 CR1抗 体 、 例 え ば 、 抗 CR1モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 )に 結 合 す る 第 一 認 識 結 合 部 分 は 、 NHS-PEG-マ レ イ ミ ド で 誘 導 体 化 す る 。 非 限 定 的 な 例
と し て 、 NHS-PEG-マ レ イ ミ ド に つ い て の プ ロ ト コ ル は 、 以 下 の と お り で あ り 得 る ： 抗 CR1
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抗 体 を 、 6:1の モ ル 比 (6× NHS-PEG-マ レ イ ミ ド ： 1× 抗 CR抗 体 )で NHS-PEG-マ レ イ ミ ド を 用
い て 誘 導 体 化 し 、 反 応 は 、 15～ 30分 毎 に 穏 や か に 反 転 さ せ な が ら 室 温 で 2時 間 行 わ せ る 。
そ の 際 、 抗 CR1抗 体 は 1以 上 の 部 位 に お い て NHS-PEG-マ レ イ ミ ド で 誘 導 体 化 さ れ る 。 該 誘 導
体 化 に よ り 得 ら れ た 生 成 物 を 、 次 い で 、 当 技 術 分 野 で 公 知 の 標 準 的 な 手 順 を 用 い て 、 ク ロ
マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 脱 塩 す る (例 え ば 、 Amersham Hi-Prep 26/10 脱 塩 カ ラ ム を MESバ ッ
フ ァ ー 中 で 使 用 し て 行 う )。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 さ ら に 別 の 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 C3b様 受 容 体 (即 ち 、 抗 CR1抗 体 、 例 え ば 、 抗 CR1モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 )に 結 合 す る 第 一 認 識 結 合 部 分 は 、 NHS-PEG-ベ ン ズ ア ル デ ヒ ド で 誘 導 体 化 す
る 。 NHS-PEG-ベ ン ズ ア ル デ ヒ ド に よ る 修 飾 は 、 マ レ イ ミ ド 化 学 を 伴 う 方 法 の よ う な 別 の 修
飾 方 法 と 比 較 し て 、 幾 つ か の 利 点 を 有 し 得 る 。 特 定 の 作 用 機 構 に 拘 束 さ れ る も の で は な い
が 、 NHS-PEG-ベ ン ズ ア ル デ ヒ ド で 修 飾 さ れ た 分 子 (例 え ば 、 抗 体 )は 、 長 期 間 (例 え ば 、 少
な く と も 1ヶ 月 間 )に わ た り 安 定 で あ る 傾 向 を 有 す る 。 こ れ は 、 抗 体 を 典 型 的 に 保 存 す る pH
範 囲 に お い て ヒ ド ラ ゾ ン 部 分 又 は ア ル デ ヒ ド 部 分 が 安 定 で あ る か ら で あ る 。 従 っ て 、 抗 体
の 誘 導 体 化 反 応 は 、 コ ン ジ ュ ゲ ー ト 反 応 を 行 う よ り か な り 前 に 行 う こ と が で き る 。 従 っ て
、 NHS-PEG-ベ ン ズ ア ル デ ヒ ド を 用 い た 修 飾 は 、 商 業 的 生 産 に と っ て 好 ま し い 修 飾 で あ り 得
る 。 そ れ は 、 生 産 ス ケ ジ ュ ー ル を よ り 柔 軟 性 に 富 ん だ も の と す る こ と が 可 能 で あ り 、 ま た
、 コ ン ジ ュ ゲ ー ト さ れ な か っ た 単 量 体 画 分 を リ サ イ ク ル す る こ と が で き る か ら で あ る 。 抗
体 を NHS-PEG-ベ ン ズ ア ル デ ヒ ド で 修 飾 す る こ と の 別 の 利 点 は 、 ヒ ド ラ ジ ン 又 は ア ル デ ヒ ド
の 化 学 で は 、 抗 体 内 の 別 の 官 能 基 と の 間 で 結 合 が 形 成 さ れ な い こ と ； 及 び 、 ア ミ ノ 基 と ア
ル デ ヒ ド 基 の 間 で 弱 い 結 合 が 形 成 さ れ る 可 能 性 は あ る が 、 た と え 形 成 さ れ た と し て も 、 そ
れ は 、 生 理 学 的 な 条 件 下 、 水 性 バ ッ フ ァ ー 中 で 加 水 分 解 さ れ る こ と で あ る 。 し か し な が ら
、 マ レ イ ミ ド の 化 学 を 用 い て 抗 体 を 修 飾 し た 場 合 は 、 誘 導 体 化 さ れ た 抗 体 は 、 抗 体 上 の 遊
離 ス ル フ ヒ ド リ ル 基 と 反 応 す る 可 能 性 が あ り 、 そ の 場 合 、 望 ま し く な い 修 飾 と な る 。 本 発
明 の NHS-PEG-ベ ン ズ ア ル デ ヒ ド リ ン カ ー が 有 す る さ ら に 別 の 特 定 の 利 点 は 、 抗 体 が 安 定 な
形 態 で 典 型 的 に 維 持 さ れ る pHの 範 囲 に わ た っ て 、 安 定 な 結 合 を 形 成 す る の に 還 元 剤 を 必 要
と し な い こ と で あ る 。 ス ル フ ヒ ド リ ル で 修 飾 さ れ た タ ン パ ク 質 は ホ モ 二 量 体 を 形 成 す る 場
合 が あ る が 、 ヒ ド ラ ゾ ン リ ン カ ー を 用 い た 抗 体 は ホ モ 二 量 体 を 形 成 し な い 。 ヒ ド ラ ジ ン の
化 学 を 用 い る こ と の さ ら に 別 の 利 点 は 、 ヒ ド ラ ジ ン /カ ル ボ イ ニ ル 結 合 の 反 応 速 度 が 速 く
、 ま た 、 抗 体 を 活 性 形 態 に 維 持 す る こ と が 可 能 な 条 件 で 反 応 を 行 わ せ る こ と が で き る こ と
で あ る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 本 発 明 は 、 当 業 者 に 公 知 の 任 意 の プ ロ ト コ ル を 使 用 し 、 PEGリ ン カ ー を 用 い て 本 発 明 の
第 一 認 識 結 合 部 分 又 は 第 二 認 識 結 合 部 分 を 誘 導 体 化 す る こ と を 包 含 す る 。 本 発 明 の 第 一 認
識 結 合 部 分 又 は 第 二 認 識 結 合 部 分 を 誘 導 体 化 す る の に 使 用 す る PEGリ ン カ ー の モ ル 比 が 、
使 用 す る PEGリ ン カ ー の 分 子 量 と 、 誘 導 体 化 さ れ る 分 子 の 分 子 量 に 依 存 す る と 言 う こ と は
、 当 業 者 に は 明 ら か で あ る 。 当 業 者 は 、 慣 例 的 な 実 験 を 行 う こ と に よ り 、 第 一 認 識 結 合 部
分 又 は 第 二 認 識 結 合 部 分 を 誘 導 体 化 す る の に 使 用 す る PEGリ ン カ ー の モ ル 比 を 決 定 す る こ
と が で き る 。 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 NHS-PEG-マ レ イ ミ ド に よ り 本 発 明 の 第 一 認 識 結 合 部 分
又 は 第 二 認 識 結 合 部 分 を 誘 導 体 化 す る た め の 、 第 一 認 識 結 合 部 分 又 は 第 二 認 識 結 合 部 分 に
対 す る NHS-PEG-マ レ イ ミ ド の モ ル 比 は 、 3:1、 4:1、 5:1、 6:1、 又 は 、 8:1で あ る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 直 鎖 PEGリ ン カ ー は 、 本 発 明 に お い て 、 最 も 好 ま し い 架 橋 試 薬 で あ る 。 幾 つ か の 実 施 形
態 で は 、 別 の 架 橋 試 薬 が 本 発 明 に 包 含 さ れ る 。 さ ら に 別 の 架 橋 試 薬 の 例 と し て は 、 限 定 す
る も の で は な い が 、 修 飾 さ れ た PEGリ ン カ ー 、 分 枝 鎖 PEGリ ン カ ー (例 え ば 、 PEG2)、 直 鎖 フ
ォ ー ク 状 PEGリ ン カ ー 、 分 枝 鎖 フ ォ ー ク 状 PEGリ ン カ ー 、 又 は 、 架 橋 さ れ て い る PEGリ ン カ
ー な ど を 挙 げ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 幾 つ か の 実 施 形 態 で は 、 PEGリ ン カ ー を 用 い る 本 発 明 の 二 重 特 異 性 分 子 の 第 一 認 識 結 合
部 分 と 第 二 認 識 結 合 部 分 の 架 橋 は 、 部 位 特 異 的 な 方 法 で 行 う 。 本 発 明 の 第 一 認 識 結 合 部 分
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又 は 第 二 認 識 結 合 部 分 が 抗 体 を 含 ん で い る 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 PEGリ ン カ ー は 、 第 一 認
識 結 合 部 分 又 は 第 二 認 識 結 合 部 分 の Fc領 域 内 に 含 ま れ て い る 酸 化 さ れ た 糖 質 残 基 に 部 位 特
異 的 に コ ン ジ ュ ゲ ー ト さ せ る 。 糖 質 を 酸 化 す る 方 法 は 、 当 技 術 分 野 で は 周 知 で あ り 、 そ の
よ う な 方 法 と し て は 、 限 定 す る も の で は な い が 、 酵 素 的 酸 化 (例 え ば 、 グ ル コ ー ス オ キ シ
ダ ー ゼ )又 は 化 学 的 酸 化 (例 え ば 、 過 ヨ ウ 素 酸 )な ど が あ る 。 糖 質 残 基 を 酸 化 す る と 、 多 数
の 反 応 性 ア ル デ ヒ ド 基 が 生 成 さ れ 、 こ れ ら に 、 PEGリ ン カ ー (例 え ば 、 ア ミ ン 官 能 基 又 は ヒ
ド ラ ジ ド 官 能 基 を 有 し て い る PEGリ ン カ ー )を コ ン ジ ュ ゲ ー ト さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 本 発 明 は 、 式 Ｘ -PEG-Ｙ で 表 さ れ る ヘ テ ロ 官 能 性 PEGリ ン カ ー を 用 い て 第 一 認 識 結 合 部 分
と 第 二 認 識 結 合 部 分 を 架 橋 さ せ る 方 法 を 包 含 す る 。 第 一 認 識 結 合 部 分 を ヘ テ ロ 官 能 性 PEG
リ ン カ ー で (例 え ば 、 Ｘ -官 能 基 を 使 用 し て )誘 導 体 化 し た 後 は 、 得 ら れ た PEGで 誘 導 体 化 さ
れ た 認 識 結 合 部 分 を 活 性 化 又 は 誘 導 体 化 さ れ て い る 第 二 認 識 結 合 部 分 と 所 望 の モ ル 比 で 混
合 し て 、 活 性 化 又 は 誘 導 体 化 さ れ て い る 第 二 認 識 結 合 部 分 を 、 PEGで 誘 導 体 化 さ れ た 第 一
認 識 結 合 部 分 の 上 で 自 由 に 反 応 で き る PEGリ ン カ ー の 官 能 性 と 反 応 さ せ る 。 当 業 者 は 、 PEG
で 誘 導 体 化 さ れ た 第 一 認 識 結 合 部 分 と 誘 導 体 化 さ れ た 第 二 認 識 結 合 部 分 の モ ル 比 を 決 定 す
る こ と が で き る 。 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 第 一 認 識 結 合 部 分 は 抗 CR1抗 体 で あ る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 第 一 認 識 結 合 部 分 又 は 第 二 認 識 結 合 部 分 を 活 性 化 又 は 誘 導 体 化 す る 技 術 は 、 当 技 術 分 野
で 周 知 さ れ て お り 、 当 技 術 分 野 で 知 ら れ て い る 任 意 の 方 法 を 本 発 明 で 使 用 す る こ と が で き
る 。 例 え ば 、 認 識 結 合 部 分 は 、 ス ル フ ヒ ド リ ル 基 に 指 向 さ れ た PEG誘 導 体 と 反 応 さ せ る た
め に 、 当 技 術 分 野 で 知 ら れ て い る 試 薬 及 び 方 法 を 用 い て チ オ ー ル 化 す る こ と が で き る 。 例
え ば 、 本 発 明 の 認 識 結 合 部 分 の ア ミ ン は 、 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」 )と 反 応 さ せ た 後 、 DTT又 は ト リ ス -(2-カ ル ボ キ シ エ チ ル )ホ ス フ ィ ン (
「 TCEP」 )を 用 い て 還 元 す る こ と に よ り 、 間 接 的 に チ オ ー ル 化 す る こ と が で き る 。 さ ら に
ま た 、 ア ミ ン も 、 ス ク シ ン イ ミ ジ ル ア セ チ ル チ オ ア セ テ ー ト (「 SATA」 )と 反 応 さ せ た 後 、
中 性 の pH又 は 中 性 に 近 い pHで 、 50mMの ヒ ド ロ キ シ ル ア ミ ン 又 は ヒ ド ラ ジ ン を 用 い て ア セ チ
ル 基 を 除 去 す る こ と に よ り 、 チ オ ー ル 化 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 EDACが 介 在 す る シ ス
タ ミ ン と の 反 応 を 行 っ た 後 、 DTT又 は TCEPを 用 い て ジ ス ル フ ィ ド を 還 元 す る こ と に よ り 、
カ ル ボ ン 酸 基 に チ オ ー ル を 組 み 入 れ る こ と が で き る 。 第 一 認 識 結 合 部 分 又 は 第 二 認 識 結 合
部 分 を チ オ ー ル 化 す る た め の 別 の 技 術 は 、 当 技 術 分 野 で 周 知 さ れ て お り 、 本 発 明 の 方 法 で
使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 は 、 (Bacillus anthracis)(炭 疽
菌 )の 防 御 抗 原 (PA)タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 第 二 認 識 結 合 部 分 に 、 PEGリ ン カ ー を 用 い て 第 一
認 識 結 合 部 分 を 架 橋 さ せ る こ と を 包 含 す る 。 さ ら に 別 の 特 定 の 実 施 形 態 で は 、

(Bacillus anthracis)(炭 疽 菌 )の 防 御 抗 原 (PA)タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 第 二 認
識 結 合 部 分 は 、 マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 14B7で あ る 。 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の 方
法 に 従 っ て 既 に 誘 導 体 化 し て あ る PEGで 誘 導 体 化 さ れ た 第 一 認 識 結 合 部 分 と 反 応 さ せ る た
め に 、 14B7の 1つ 以 上 の 部 位 を SATAで 誘 導 体 化 す る 。 非 限 定 的 な 例 と し て 、 以 下 に 示 し て
あ る プ ロ ト コ ル を 使 用 し て 、 14B7を SATAで 誘 導 体 化 す る ： PBSEバ ッ フ ァ ー 中 で 、 4℃ で 、 1
4B7を 一 晩 透 析 し ； SATAを 透 析 さ れ た 14B7と 6:1の モ ル 比 (6× SATA： 1× 14B7)で 、 15～ 30分
毎 に 穏 や か に 反 転 さ せ な が ら 室 温 で 2時 間 反 応 さ せ る 。 次 い で 、 ヒ ド ロ キ シ ル ア ミ ン 塩 酸
塩 を 2000:1の モ ル 比 (2000× ヒ ド ロ キ シ ル ア ミ ン 塩 酸 塩 ： 1× SATAで 誘 導 体 化 さ れ た 14B7)
で 反 応 混 合 物 に 添 加 し 、 得 ら れ た 混 合 物 を 、 ア ル ゴ ン ガ ス 下 、 室 温 で 2時 間 反 応 さ せ る 。
次 に 、 こ の 混 合 物 を 、 当 業 者 に 公 知 の 標 準 的 な 方 法 (即 ち 、 MESバ ッ フ ァ ー 中 の Amersham H
i-Prep 脱 塩 カ ラ ム (26/10))を 用 い て 脱 塩 す る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 本 発 明 の 認 識 結 合 部 分 は 、 ヒ ド ラ ジ ン 又 は ア ル デ ヒ ド ア ミ ン 修 飾 試 薬 を 用 い て 、 例 え ば
、 「 SANH」 (ス ク シ ン イ ミ ジ ル 6-ヒ ド ラ ジ ノ ニ コ チ ネ ー ト ア セ ト ン ヒ ド ラ ゾ ン )又 は 「 SFB
」 (ス ク シ ン イ ミ ジ ル 4-ホ ル ミ ル ベ ン ゾ エ ー ト )で 修 飾 す る こ と が で き る 。
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【 ０ １ ３ ３ 】
　 場 合 に よ り 、 当 技 術 分 野 で 知 ら れ て い る 種 々 の 方 法 を 用 い て 、 本 発 明 の 第 一 認 識 結 合 部
分 又 は 第 二 認 識 結 合 部 分 と PEGリ ン カ ー の 誘 導 体 化 を 評 価 す る こ と が で き る 。 当 業 者 は 、
ア ッ セ イ を 用 い て 、 本 発 明 の 第 一 認 識 結 合 部 分 又 は 第 二 認 識 結 合 部 分 に 結 合 し て い る PEG
リ ン カ ー の 数 を 確 認 す る こ と が で き る し 、 ま た 、 本 発 明 の 第 一 認 識 結 合 部 分 又 は 第 二 認 識
結 合 部 分 に 対 す る PEGリ ン カ ー に よ る 誘 導 体 化 の 結 果 と し て 形 成 さ れ た 異 な っ た PEGで 誘 導
体 化 さ れ た 部 分 を 確 認 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 本 発 明 の 二 重 特 異 性 分 子 が タ ン パ ク 質 を 含 ん で い る 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 PEGリ ン カ ー
で 修 飾 さ れ て い る 特 定 の ア ミ ノ 酸 を 確 認 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の 第 一 認 識 結 合 部 分 又
は 第 二 認 識 結 合 部 分 の リ シ ン 残 基 が PEGリ ン カ ー で 誘 導 体 化 さ れ て い る 特 定 の 一 実 施 形 態
で は 、 修 飾 さ れ て い な い リ シ ン 基 は 、 「 Habeeb法 」 (こ の 方 法 で は 、 修 飾 さ れ て い な い リ
シ ン 基 を ト リ ニ ト ロ ベ ン ゼ ン ス ル ホ ン 酸 と 反 応 さ せ た 後 、 Ｕ Ｖ 測 定 に 付 す )(Habeeb, 1966
, Anal Biochem. 14： 328； Karrら , 1986, J. Chrom. 354： 269； Abuchowskiら , 1977 J.
 Biol. Chem. 252： 3578)を 用 い て 確 認 す る こ と が で き る 。 修 飾 さ れ て い な い リ シ ン 基 を
確 認 す る た め の 別 の 方 法 は 、 Stocksの フ ル オ レ サ ミ ン 法 (こ の 方 法 で は 、 フ ル オ レ サ ミ ン
を 修 飾 さ れ て い な い リ シ ン 基 と 反 応 さ せ て 、 蛍 光 誘 導 体 を 生 成 さ せ る )(Karrら , 1994, Me
thods in Enzymology, 228： 377)で あ る 。 本 発 明 の 第 一 認 識 結 合 部 分 又 は 第 二 認 識 結 合 部
分 の シ ス テ イ ン 残 基 が PEGリ ン カ ー で 誘 導 体 化 さ れ て い る 別 の 実 施 形 態 で は 、 利 用 可 能 な
シ ス テ イ ン 基 は 、 2-チ オ ピ リ ド ン (2-チ オ ピ リ ド ン は 、 pH7.2、 e=7060で 、 343nmの 光 を 吸
収 す る )を 形 成 す る 2,2'-ジ ピ リ ジ ル ジ ス ル フ ィ ド と の 反 応 に 基 づ く 分 光 光 度 ア ッ セ イ に よ
り 確 認 す る こ と が で き る 。 別 の ア プ ロ ー チ は 、 エ ル マ ン 試 薬 (5,5'-ジ チ オ ビ ス (2-ニ ト ロ
安 息 香 酸 )と 反 応 さ せ る こ と で あ る (以 下 の 文 献 を 参 照 さ れ た い ： Grassettiら , 1967 Bioc
hem. Biophys., 119： 41； Riddlesら , 1979, Anal. Bioch, 94： 75)。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 ５ .３ .１ 　 二 重 特 異 性 分 子 の 精 製 及 び 特 性 付 け
　 上 記 で 説 明 し た 方 法 の よ う な 本 発 明 の 方 法 に よ り 産 生 さ れ た 二 重 特 異 性 分 子 の 集 団 は 、
精 製 す る の が 好 ま し い 。 二 重 特 異 性 分 子 は 、 二 重 特 異 性 分 子 の 集 団 の 分 子 サ イ ズ 排 除 又 は
二 重 特 異 性 分 子 の 集 団 の 特 異 的 結 合 親 和 性 又 は そ れ ら の 組 合 せ を 含 む 精 製 技 術 を 用 い て 、
当 業 者 に 公 知 の 任 意 の 方 法 に よ り 精 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 本 発 明 は 、 本 発 明 の 方 法 に よ り 産 生 さ れ た 二 重 特 異 性 分 子 の 集 団 を 、 DEAE、 ヒ ド ロ キ シ
ル ア パ タ イ ト 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム な ど の 本 発 明 の 二 重 特 異 性 分 子 の 単 離 に 適 し た カ ラ ム を
用 い る イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 精 製 す る こ と を 包 含 す る (概 し て 、 以 下 の 文
献 を 参 照 さ れ た い ： Current Protocols in Immunology, 1994, John Wiley & Sons, Inc.
, New York、 NY)。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の 方 法 に よ り 産 生 さ れ た 二 重 特 異 性 分 子 の 集 団 を 、 三 段 階 連
続 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 精 製 す る (Corvalan及 び Smith, 1987, Cancer
 Immunol. Immunother., :127-132)： 第 1の カ ラ ム は 固 体 マ ト リ ッ ク ス に 結 合 し た プ ロ
テ イ ン Ａ か ら な り 、 こ こ で 抗 体 の Fc部 分 は プ ロ テ イ ン Ａ に 結 合 し 、 抗 体 は カ ラ ム に 結 合 す
る ； 次 に 、 二 重 特 異 性 分 子 の 抗 CR1mAb部 分 を 介 し て 結 合 す る C3b様 受 容 体 に つ い て ア ッ セ
イ す る 、 固 体 マ ト リ ッ ク ス に 結 合 し た C3b様 受 容 体 を 利 用 し た 第 2の カ ラ ム ； 及 び 、 次 に 、
二 重 特 異 性 分 子 の 抗 原 認 識 結 合 部 分 に 結 合 す る 、 目 的 の 抗 原 分 子 の 特 異 的 結 合 を 利 用 し た
第 3の カ ラ ム 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 本 発 明 は 、 さ ら に ま た 、 本 発 明 の 方 法 に よ り 産 生 さ れ た 二 重 特 異 性 分 子 の 集 団 を 、 サ イ
ズ 排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 高 性 能 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー (HPLC)及 び ア フ ィ ニ テ ィ ー ク
ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 組 み 合 わ せ て 行 う こ と に よ り 精 製 す る こ と を 包 含 す る 。 一 実 施 形 態 で
は 、 サ イ ズ 排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 高 性 能 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー (HPLC)か ら 溶 出 し た 適 切
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な 画 分 を 、 二 重 特 異 性 分 子 の 抗 原 認 識 結 合 部 分 に 特 異 的 な 抗 原 分 子 を 含 ん で い る カ ラ ム を
用 い て 、 さ ら に 精 製 す る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 は 、 好 ま し く は 、 当 技 術 分 野 で 知 ら れ て い る 任 意 の 方 法 を 用 い て 本 発 明
の 二 重 特 異 性 分 子 の 特 性 付 け を 行 う こ と を 包 含 す る 。 本 発 明 の 二 重 特 異 性 分 子 の 収 率 は 、
タ ン パ ク 質 濃 度 に 基 づ い て 特 性 付 け る こ と が で き る 。 一 実 施 形 態 で は 、 タ ン パ ク 質 の 濃 度
は 、 Lowryア ッ セ イ を 用 い て 決 定 す る 。 好 ま し く は 、 本 発 明 の 方 法 に よ り 産 生 さ れ た 二 重
特 異 性 分 子 は 、 少 な く と も 、 0.100mg/mL、 よ り 好 ま し く は 、 少 な く と も 、 0.5mg/mL、 さ ら
に 好 ま し く は 、 少 な く と も 、 2.0mg/mL、 最 も 好 ま し く は 、 少 な く と も 、 10mg/mLの タ ン パ
ク 質 濃 度 を 有 す る 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の 二 重 特 異 性 分 子 の 濃 度 は 、 紫 外 吸 収 分 光
法 で 測 定 す る こ と に よ り 決 定 す る 。 該 濃 度 は 、 280nmで の 二 重 特 異 性 分 子 の 吸 光 度 を 測 定
す る こ と に よ り 決 定 す る 。 好 ま し く は 、 本 発 明 の 方 法 に よ り 産 生 さ れ た 二 重 特 異 性 分 子 は
、 少 な く と も 0.14の 、 280nmに お け る 吸 光 度 を 有 す る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 本 発 明 の 二 重 特 異 性 分 子 は 、 さ ら に ま た 、 当 技 術 分 野 で 知 ら れ て い る 任 意 の 別 の 標 準 的
な 方 法 を 用 い て 特 性 付 け を 行 う こ と も で き る 。 一 実 施 形 態 で は 、 高 性 能 サ イ ズ 排 除 ク ロ マ
ト グ ラ フ ィ ー (HPLC-SEC)ア ッ セ イ を 用 い て 、 遊 離 IgGタ ン パ ク 質 の 混 入 量 を 決 定 す る 。 好
ま し い 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の 方 法 に よ り 産 生 さ れ た 二 重 特 異 性 分 子 組 成 物 に 混 入 し て い
る IgGの 濃 度 は 、 50%未 満 で あ り 、 よ り 好 ま し く は 30%未 満 、 最 も 好 ま し く は 10%未 満 で あ る
。
【 ０ １ ４ １ 】
　 一 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の 二 重 特 異 性 分 子 は 、 SDS-PAGEを 用 い て 、 本 発 明 の 方 法 に よ り
産 生 さ れ た 二 重 特 異 性 分 子 の 集 団 の 分 子 種 の 分 子 量 を 測 定 す る こ と に よ り 特 性 付 け す る こ
と が で き る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 は 、 当 技 術 分 野 に お け る 標 準 的 な 方 法 (即 ち 、 SDS-PAGE
に お け る 移 動 性 ； サ イ ズ 排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に お け る 溶 出 プ ロ フ ィ ー ル )で 測 定 し た
と き に 、 集 団 内 の 二 重 特 異 性 分 子 の 分 子 種 の 少 な く と も 90%が 架 橋 さ れ て い る 二 量 体 種 で
あ る 、 本 発 明 の 方 法 に よ り 産 生 さ れ た 二 重 特 異 性 分 子 の 均 質 な 集 団 を 包 含 す る 。 別 の 実 施
形 態 で は 、 本 発 明 は 、 当 技 術 分 野 に お け る 標 準 的 な 方 法 (即 ち 、 SDS-PAGE上 に お け る 移 動
性 ； サ イ ズ 排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に お け る 溶 出 プ ロ フ ィ ー ル )で 測 定 し た と き に 、 集 団
内 の 二 重 特 異 性 分 子 の 分 子 種 の 少 な く と も 50%、 60%、 70%又 は 80%が 架 橋 さ れ て い る 二 量 体
種 で あ る 、 本 発 明 の 方 法 に よ り 産 生 さ れ た 二 重 特 異 性 分 子 の 均 質 な 集 団 を 包 含 す る 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 本 発 明 は 、 さ ら に 、 二 重 特 異 性 分 子 の 機 能 的 活 性 に 基 づ い て 、 本 発 明 の 二 重 特 異 性 分 子
を 特 性 付 け る こ と を 包 含 す る 。 一 実 施 形 態 で は 、 固 定 化 CR1受 容 体 分 子 (例 え ば マ イ ク ロ タ
イ タ ー プ レ ー ト な ど の 固 相 に 結 合 さ せ た CR1受 容 体 分 子 )を 使 用 す る ELISAを 用 い て 、 抗 CR1
結 合 活 性 を 決 定 す る (以 下 の 文 献 を 参 照 さ れ た い ： Porterら , 米 国 仮 特 許 出 願 第 60/380,21
1号 (こ の 特 許 は 、 参 照 に よ り そ の 全 体 を 本 明 細 書 に 組 み 入 れ る ))。 こ の ア ッ セ イ は 、 CR1/
抗 体 ア ッ セ イ 又 は CAAと も 称 さ れ 、 こ の ア ッ セ イ を 一 般 的 に 用 い て 、 任 意 の 抗 CR1抗 体 、 又
は 、 抗 CR1抗 体 を 含 ん で い る HP若 し く は AHPを 測 定 す る こ と が で き る 。 好 ま し い 実 施 形 態 で
は 、 ELISAプ レ ー ト 、 例 え ば 、 高 結 合 平 底 ELISAプ レ ー ト (high binding flat bottom ELIS
A plates)(Costar IA/RIA ス ト リ ッ プ プ レ ー ト  2592)を 、 適 切 な 量 の CR1受 容 体 重 炭 酸 塩
溶 液 と 一 緒 に イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る こ と に よ り 、 ELISA/CR1プ レ ー ト を 調 製 す る 。 好 ま
し く は 、 CR1受 容 体 の 重 炭 酸 塩 溶 液 の 濃 度 は 、 0.2μ g/mLで あ り 、 こ れ は 、 5mg/mLの sCR1受
容 体 原 液 (Avant Technology Inc.)と 炭 酸 塩 -重 炭 酸 塩 バ ッ フ ァ ー (pH9.6, Sigma C-3041)
か ら 調 製 す る 。 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 100μ Lの CR1-重 炭 酸 塩 溶 液 を ELISAプ レ ー ト の 各
ウ ェ ル に 供 給 し 、 そ の プ レ ー ト を 4℃ で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る 。 次 い で 、 そ の プ レ
ー ト を 、 好 ま し く は 、 例 え ば 洗 浄 バ ッ フ ァ ー (PBS, 0.1% Tween-20, 0.05% 2-ク ロ ロ ア セ
ト ア ミ ド )を 用 い て 、 洗 浄 す る 。 別 の 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 洗 浄 後 、 該 プ レ ー ト に 、 室
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温 で 、 約 30～ 60分 間 、 PBS中 の SuperBlockブ ロ ッ キ ン グ バ ッ フ ァ ー (Pierce)を 添 加 す る 。
次 い で 、 そ の プ レ ー ト を 乾 燥 さ せ 、 4℃ で 保 存 す る こ と が で き る 。 抗 CR1Abs又 は 二 重 特 異
性 分 子 の 力 価 測 定 は 、 校 正 物 質 と し て CR1結 合 タ ン パ ク 質 (例 え ば 、 ヒ ト 抗 CR1IgG)を 使 用
し て 実 施 す る こ と が で き る 。 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 校 正 物 質 は 、 300mg/mL又 は 600mg/mL
の 濃 度 を 有 す る ヒ ト 抗 CR1IgGで あ る 。 一 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の 二 重 特 異 性 分 子 の 精 製 し
た 組 成 物 の 力 価 は 、 希 釈 バ ッ フ ァ ー と し て の 、 PBS、 0.25% BSA、 0.1% Tween-20、 洗 浄 バ
ッ フ ァ ー と し て の 、 PBS、 0.1% Tween-20、 0.05% 2-ク ロ ロ ア セ ト ア ミ ド 、 ELISAの た め の
、 TMB-Liquid Substrate System(3,3',5,5'-テ ト ラ メ チ ル -ベ ン ジ ジ ン )、 及 び 、 停 止 液 と
し て の 、 2N H 2 SO 4 を 使 用 し て 測 定 す る 。 好 ま し く は 、 本 発 明 の 方 法 に よ り 産 生 さ れ た 二 重
特 異 性 分 子 は 、 少 な く と も 0.03mg/mL、 よ り 好 ま し く は 、 少 な く と も 2.0mg/mL、 最 も 好 ま
し く は 、 少 な く と も 6.0mg/mLの CAA力 価 を 有 す る 。 幾 つ か の 実 施 形 態 で は 、 特 異 的 抗 CR1活
性 を 測 定 す る 。 特 異 的 抗 CR1活 性 は 、 CAAと Lowryの 比 率 で あ る 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 本 発 明 の 二 重 特 異 性 分 子 の 抗 原 結 合 活 性 は 、 固 定 化 抗 原 分 子 を 使 用 す る ELISAを 用 い て
測 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 炭 疽 菌 の 防 御 抗 原 (PA)タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 抗 原 結 合 性 抗 体 フ ラ グ
メ ン ト と 架 橋 し て い る C3b様 受 容 体 に 結 合 す る 抗 体 を 含 ん で い る 二 重 特 異 性 分 子 を 、 ELISA
ア ッ セ イ を 用 い て 、 そ の PA抗 原 の 結 合 に 関 し て 特 性 付 け る 。 こ の ア ッ セ イ は 、 HPCAア ッ セ
イ と も 称 さ れ る 。 こ の HPCAア ッ セ イ を 用 い て 、 二 重 特 異 性 分 子 の CR-1及 び PAに 対 す る 結 合
特 異 性 の 点 か ら 、 架 橋 さ れ て い る 本 発 明 の 二 重 特 異 性 分 子 の 機 能 性 を 分 析 す る 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 非 限 定 的 な 例 と し て 、 以 下 に 示 さ れ て い る プ ロ ト コ ル を 使 用 す る こ と が で き る 。 プ レ ー
ト (Corning Costar ア ッ セ イ プ レ ー ト , v-底 非 処 理 ポ リ ス チ レ ン )を 、 0.2μ g/mLの 濃 度 の
CR-1で コ ー テ ィ ン グ す る 。 抗 -PAヘ テ ロ ポ リ マ ー を 内 部 標 準 と し て 使 用 す る (464.0μ g/mL
の 濃 度 の 14B7× 7G9)。 対 照 と し て 種 々 の 濃 度 の も の を 使 用 し た 。 高 濃 度 対 照 (「 HC」 )1.0
μ g/mL、 中 濃 度 対 照 (「 MC」 )0.5μ g/mL、 低 濃 度 対 照 (「 LC」 )0.25μ g/mL。 ビ オ チ ン を コ
ン ジ ュ ゲ ー ト さ せ た PAを 、 0.81mg/mLの 濃 度 で 使 用 す る 。 ELISA希 釈 バ ッ フ ァ ー は 、 1× PBX
バ ッ フ ァ ー 、 0.25% BSA、 0.1% Tween-20、 0.05% 2-ク ロ ロ ア セ ト ア ミ ド を 含 ん で い る 。 EL
ISA洗 浄 バ ッ フ ァ ー は 、 1× PBS、 0.1% Tween-20、 0.05% 2-ク ロ ロ ア セ ト ア ミ ド を 含 ん で い
る 。 3,3',5.5'-テ ト ラ メ チ ル -ベ ン ジ ジ ン (「 TMB」 )は 、 Sigmaか ら 得 る (カ タ ロ グ 番 号  T-0
440, LOT番 号 ； 21K1392)。 停 止 液 は 、 2N H 2 SO 4 を 含 ん で い る 。 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー
ゼ を コ ン ジ ュ ゲ ー ト さ せ た ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン (SA-HRP)を 、 0.5mg/mLで 供 す る 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 最 初 に 、 PA(即 ち 、 14B7)に 結 合 す る 抗 体 又 は そ の 抗 原 結 合 性 フ ラ グ メ ン ト に PEGで 架 橋
さ れ て い る C3b様 受 容 体 (即 ち 、 抗 CR1抗 体 (7G9))に 結 合 す る 抗 体 を 、 以 下 の 手 順 を 用 い て
、 CR-1プ レ ー ト に 結 合 さ せ る 。 PEGで 架 橋 さ れ て い る 二 重 特 異 性 抗 体 を 、 ELISA希 釈 バ ッ フ
ァ ー 中 で 、 5μ g/mLに 希 釈 す る 。 希 釈 プ レ ー ト 内 で 、 サ ン プ ル を 5μ g/mLで 列 Ａ ～ 列 Ｈ に ロ
ー ド し 、 1:3倍 で 連 続 的 に 希 釈 す る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 希 釈 し た 100μ Lの サ ン プ ル を 、 希 釈 プ レ ー ト か ら CR-1で コ ー テ ィ ン グ し て あ る プ レ ー ト
の 対 応 す る ウ ェ ル に 移 す 。 100μ Lの HC、 MC及 び LCを 、 そ れ ぞ れ 、 列 Ａ 11及 び Ａ 12、 列 Ｂ 11
及 び Ｂ 12、 列 Ｃ 11及 び Ｃ 12に 、 2反 復 で 添 加 す る 。 100μ Lの 希 釈 液 を ブ ラ ン ク と し て 5つ の
ウ ェ ル に 2反 復 で 添 加 す る 。 次 い で 、 そ の プ レ ー ト を 接 着 プ レ ー ト シ ー ラ ー で 密 封 し 、 37
℃ で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る 。 溶 液 を 廃 棄 し 、 そ の プ レ ー ト を 自 動 プ レ ー ト 洗 浄 機
で 5サ イ ク ル プ ロ グ ラ ム で 洗 浄 す る 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 次 に 、 以 下 の 手 順 を 用 い て 、 ビ オ チ ニ ル 化 PA(「 b-PA」 )を 、 PEGで 架 橋 さ れ て い る 二 重
特 異 性 抗 体 に 結 合 さ せ る 。 b-PAを 、 ELISA希 釈 バ ッ フ ァ ー 中 で 、 2.5ng/mLに 希 釈 す る 。 希
釈 し た 100μ Lの b-PAを 、 全 て の ウ ェ ル (ブ ラ ン ク ウ ェ ル も 含 む )に 移 す 。 次 い で 、 そ の プ レ
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ー ト を 接 着 プ レ ー ト シ ー ラ ー で 密 封 し 、 37℃ で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る 。 溶 液 を 廃
棄 し 、 そ の プ レ ー ト を 自 動 プ レ ー ト 洗 浄 機 で 5サ イ ク ル プ ロ グ ラ ム で 洗 浄 す る 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 最 後 に 、 以 下 の 方 法 を 用 い て 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン を コ ン ジ ュ ゲ ー ト さ せ て あ る 西 洋 ワ
サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ (「 SA-HRP」 )を b-PAに 結 合 さ せ る 。 SA-HRPを 、 ELISA希 釈 バ ッ フ ァ
ー 中 で 、 1:10,000に 希 釈 す る 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 希 釈 し た 100μ Lの SA-HRPを 、 全 て の ウ ェ ル (ブ ラ ン ク ウ ェ ル も 含 む )に 移 す 。 次 い で 、 そ
の プ レ ー ト を 接 着 プ レ ー ト シ ー ラ ー で 密 封 し 、 37℃ で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る 。 溶
液 を 廃 棄 し 、 そ の プ レ ー ト を 自 動 プ レ ー ト 洗 浄 機 で 5サ イ ク ル プ ロ グ ラ ム で 洗 浄 す る 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 シ グ ナ ル を 発 生 さ せ る た め に 、 予 め 加 温 し て お い た 100μ Lの TMBを 全 て の ウ ェ ル に 添 加
す る 。 そ の プ レ ー ト を 、 室 温 で 15分 間 (光 か ら 保 護 し た 状 態 で )イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る 。
100μ Lの 停 止 液 (2N H 2 SO 4 )を 添 加 し 、 そ の プ レ ー ト を 室 温 で さ ら に 10分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ
ョ ン す る 。 プ レ ー ト リ ー ダ ー を 用 い て 、 450nmで 、 プ レ ー ト を 読 み 取 る 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 得 ら れ た 最 大 吸 光 度 の 値 (「 Max OD」 と 称 す る )を 、 二 重 特 異 性 分 子 の 総 活 性 の 尺 度 と し
て 使 用 す る こ と が で き る 。 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 「 Max OD」 は 、 光 学 密 度 デ ー タ の 4-パ
ラ メ ー タ シ グ モ イ ド フ ィ ッ ト か ら 得 る 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 さ ら に 、 Ｃ 5 0 の レ ベ ル も 決 定
す る 。 Ｃ 5 0 は 、 「 Max OD」 の 50%を 生 じ る サ ン プ ル の 濃 度 で あ る 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 ５ .４ 　 二 重 特 異 性 分 子 の 用 途
　 本 発 明 の 二 重 特 異 性 分 子 は 、 病 原 性 抗 原 分 子 の 存 在 に 関 連 す る 疾 患 又 は 障 害 を 治 療 又 は
予 防 す る の に 有 用 で あ る 。 病 原 性 抗 原 分 子 は 、 治 療 対 象 の 被 検 体 に お い て 潜 在 的 に 有 害 で
あ る か 又 は 望 ま し く な い 、 循 環 中 に 存 在 す る 任 意 の 物 質 で あ る こ と が 可 能 で あ り 、 そ の よ
う な 物 質 と し て は 、 限 定 す る も の で は な い が 、 タ ン パ ク 質 若 し く は 薬 物 若 し く は 毒 素 、 自
己 抗 体 若 し く は 自 己 抗 原 、 又 は 、 任 意 の 感 染 因 子 の 分 子 若 し く は そ の 産 物 な ど を 挙 げ る こ
と が で き る 。 病 原 性 抗 原 分 子 は 、 疾 患 若 し く は 障 害 又 は 別 の 任 意 の 望 ま し く な い 状 態 の 原
因 と な る 物 質 (例 え ば 、 病 原 体 )で あ る か 又 は そ の よ う な 物 質 の 一 部 分 で あ る 抗 原 決 定 基 (
又 は 、 抗 原 決 定 基 以 外 で 結 合 領 域 が 結 合 可 能 で あ る も の )を 含 ん で い る 任 意 の 分 子 で あ る
。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 治 療 又 は 予 防 を 目 的 と し て 、 本 発 明 の 二 重 特 異 性 抗 体 を 投 与 す る 好 ま し い 被 検 体 は 、 哺
乳 動 物 で あ り 、 そ の よ う な 哺 乳 動 物 と し て は 、 限 定 す る も の で は な い が 、 非 ヒ ト 動 物 (例
え ば 、 ウ マ 、 ウ シ 、 ブ タ 、 イ ヌ 、 ネ コ 、 ヒ ツ ジ 、 ヤ ギ 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト な ど )を 挙 げ る こ
と が で き 、 ま た 、 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 該 被 検 体 は 、 ヒ ト 又 は 非 ヒ ト 霊 長 類 で あ る 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 固 定 さ れ た 組 織 食 細 胞 に よ り 排 除 さ れ る 循 環 性 病 原 性 抗 原 分 子 と し て は 、 被 検 体 に 対 し
て 有 害 な 任 意 の 抗 原 部 分 な ど が あ る 。 有 害 な 病 原 性 抗 原 分 子 の 例 に は 、 寄 生 生 物 、 菌 類 、
原 生 動 物 、 細 菌 又 は ウ イ ル ス に 関 連 す る 任 意 の 病 原 性 抗 原 分 子 な ど が あ る 。 さ ら に 、 循 環
性 病 原 性 抗 原 分 子 と し て は 、 毒 素 、 免 疫 複 合 体 、 自 己 抗 体 、 薬 物 、 過 剰 用 量 物 質 (例 え ば
、 バ ル ビ ツ レ ー ト )な ど も 挙 げ る こ と が で き 、 又 は 、 循 環 中 に 存 在 し 且 つ 宿 主 哺 乳 動 物 の
健 康 に 対 し て 望 ま し く な い か 又 は 有 害 な 全 て の も の を 挙 げ る こ と も で き る 。 病 原 性 抗 原 分
子 を 哺 乳 動 物 の 循 環 中 か ら 効 果 的 に 除 去 す る 免 疫 系 に 欠 陥 が あ る と 、 外 傷 性 シ ョ ッ ク 及 び
血 液 量 減 少 性 シ ョ ッ ク が 生 じ 得 る (Altura及 び Hershey, 1968, Am. J. Physiol. 215:1414
-9)。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 さ ら に 、 非 病 原 性 抗 原 (例 え ば 、 移 植 抗 原 )は 、 宿 主 に 対 し て 有 害 で あ る と 誤 っ て 認 識 さ
れ 、 病 原 性 抗 原 分 子 で あ る か の よ う に 宿 主 免 疫 系 に よ り 攻 撃 さ れ る 。 本 発 明 は 、 さ ら に 、
移 植 拒 絶 を 処 置 す る 実 施 形 態 を 提 供 し 、 該 実 施 形 態 は 、 移 植 拒 絶 に 関 与 す る 免 疫 細 胞 又 は
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免 疫 因 子 (例 え ば 、 移 植 抗 原 特 異 的 抗 体 )に 結 合 し て そ れ を 除 去 す る 有 効 量 の 本 発 明 の 二 重
特 異 性 抗 体 を 被 検 体 に 投 与 す る こ と を 含 ん で な る 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 ５ .４ .１ 　 自 己 免 疫 抗 原
　 一 実 施 形 態 で は 、 循 環 か ら 排 除 さ れ る 病 原 性 抗 原 分 子 に 自 己 免 疫 抗 原 が 包 含 さ れ る 。 そ
の よ う な 抗 原 と し て は 、 限 定 す る も の で は な い が 、 自 己 抗 体 、 又 は 、 自 己 免 疫 疾 患 に 関 連
す る 天 然 分 子 な ど を 挙 げ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 1つ の 例 と し て 、 血 友 病 を 患 っ て い る 特 定 の ヒ ト は VIII因 子 が 不 足 し て い る こ と が 示 さ
れ て い る 。 こ の 血 友 病 は 、 組 換 え VIII因 子 置 換 に よ り 治 療 さ れ る 。 し か し な が ら 、 最 終 的
に は 、 一 部 の 患 者 で は VIII因 子 に 対 す る 抗 体 が 発 達 し 、 そ れ に よ り 、 こ の 治 療 が 妨 げ ら れ
る 。 抗 -抗 -VIII因 子 抗 体 を 用 い て 調 製 し た 本 発 明 の 二 重 特 異 性 抗 体 は 、 こ の 問 題 に 対 す る
治 療 的 解 決 を も た ら す 。 特 に 、 C3b様 受 容 体 に 対 す る 第 一 認 識 結 合 部 分 の 特 異 性 と 抗 VIII
因 子 自 己 抗 体 に 対 す る 第 二 認 識 結 合 部 分 の 特 異 性 を 有 す る 二 重 特 異 性 抗 体 は 、 循 環 か ら 自
己 抗 体 を 排 除 し て 疾 患 を 緩 和 す る の に 治 療 上 有 用 で あ ろ う 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 本 発 明 の 二 重 特 異 性 抗 体 に よ り 排 除 す る こ と が 可 能 な 自 己 抗 体 の さ ら な る 例 と し て は 、
限 定 す る も の で は な い が 、 以 下 に 示 さ れ て い る 抗 原 に 対 す る 自 己 抗 体 な ど を 挙 げ る こ と が
で き る ： 筋 肉 ア セ チ ル コ リ ン 受 容 体 (こ の 抗 体 は 、 重 症 筋 無 力 症 に 関 連 し て い る )； カ ル ジ
オ リ ピ ン (狼 瘡 に 関 連 し て い る )； 血 小 板 関 連 タ ン パ ク 質 (特 発 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 に 関
連 し て い る )； シ ェ ー グ レ ン 症 候 群 に 関 連 す る 複 数 の 抗 原 ； 組 織 移 植 自 己 免 疫 反 応 の ケ ー
ス に 関 与 す る 抗 原 ； 心 筋 上 に 見 ら れ る 抗 原 (自 己 免 疫 性 心 筋 炎 に 関 連 し て い る )； 免 疫 複 合
体 介 在 性 腎 臓 疾 患 に 関 連 す る 抗 原 ； dsDNA及 び ssDNA抗 原 (ル ー プ ス 腎 炎 に 関 連 し て い る )；
デ ス モ グ レ イ ン 及 び デ ス モ プ ラ キ ン (天 疱 瘡 及 び 類 天 疱 瘡 に 関 連 し て い る )； 又 は 、 特 性 付
け さ れ て い て 且 つ 疾 患 病 因 に 関 連 す る 任 意 の 別 の 抗 原 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 上 記 二 重 特 異 性 抗 体 を ヒ ト 又 は 非 ヒ ト 霊 長 類 の 循 環 中 に 注 入 し た 場 合 、 該 二 重 特 異 性 抗
体 は 、 高 い 割 合 で ヒ ト 又 は 霊 長 類 の C3b受 容 体 領 域 認 識 部 位 を 介 し て 、 ま た 、 赤 血 球 上 の C
3b様 受 容 体 部 位 の 数 に 従 っ て 、 赤 血 球 に 結 合 す る 。 二 重 特 異 性 抗 体 は 、 該 モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 に 結 合 し た 抗 原 を 介 し て 自 己 抗 体 に 間 接 的 に 同 時 に 会 合 す る 。 次 い で 、 表 面 上 に 二 重
特 異 性 抗 体 /自 己 抗 体 複 合 体 を 有 す る 赤 血 球 細 胞 は 、 結 合 し た 病 原 性 自 己 抗 体 の 中 和 及 び
循 環 中 か ら の 排 除 を 促 進 す る 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 本 発 明 に お い て は 、 二 重 特 異 性 抗 体 は 、 表 面 上 に C3b様 受 容 体 を 発 現 し て い る 造 血 細 胞
に 病 原 性 抗 原 又 は 自 己 抗 体 が 結 合 す る の を 促 進 し 、 そ の 後 、 造 血 細 胞 は 排 除 す る こ と な く
、 該 病 原 性 抗 原 又 は 自 己 抗 体 を 循 環 中 か ら 排 除 す る 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 ５ .４ .２ 　 感 染 性 疾 患
　 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 感 染 性 疾 患 因 子 の 抗 原 と C3b様 受 容 体 の 両 方 に 結 合 す る 本 発 明 の
二 重 特 異 性 分 子 を 投 与 す る こ と に よ り 、 感 染 性 疾 患 を 治 療 又 は 予 防 す る 。 従 っ て 、 こ の よ
う な 実 施 形 態 で は 、 病 原 性 抗 原 分 子 は 、 感 染 性 疾 患 因 子 の 抗 原 で あ る 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 そ の よ う な 抗 原 と し て は 、 限 定 す る も の で は な い が 、 以 下 の も の を 挙 げ る こ と が で き る
： イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 赤 血 球 凝 集 素 (Genbank受 託 番 号 JO2132； Air, 1981, Proc. Nat
l. Acad. Sci. USA 78:7639-7643； Newtonら , 1983, Virology :495-501)、 ヒ ト 呼 吸
器 合 胞 体 ウ イ ル ス G糖 タ ン パ ク 質 (Genbank受 託 番 号 Z33429； Garciaら , 1994, J. Virol.；
Collinsら , 1984, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:7683)、 デ ン グ ウ イ ル ス の コ ア タ ン パ
ク 質 、 マ ト リ ッ ク ス タ ン パ ク 質 又 は 他 の タ ン パ ク 質 (Genbank受 託 番 号 M19197； Hannら , 19
88, Virology 162:167-180)、 麻 疹 ウ イ ル ス 赤 血 球 凝 集 素 (Genbank受 託 番 号 M81899； Rota
ら , 1992, Virology 188:135-142)、 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 2型 糖 タ ン パ ク 質 gB(Genbank受
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託 番 号 M14923； Bzikら , 1986, Virology 155:322-333)、 ポ リ オ ウ イ ル ス Ｉ  VP1(Eminiら ,
 1983, Nature 304:699)、 HIV Iの エ ン ベ ロ ー プ 糖 タ ン パ ク 質 (Putneyら , 1986, Science 
234:1392-1395)、 B型 肝 炎 表 面 抗 原 (Itohら , 1986, Nature 308:19； Neurathら , 1986, Va
ccine 4:34)、 ジ フ テ リ ア 毒 素 (Audibertら , 1981, Nature 289:543)、 ス ト レ プ ト コ ッ カ
ス 24Mエ ピ ト ー プ (Beachey, 1985, Adv. Exp. Med. Biol. 185:193)、 ゴ ノ コ ッ カ ル ・ ピ リ
ン (gonococcal pilin)(Rothbard及 び Schoolnik, 1985, Adv. Exp. Med. Biol. 185:247)
、 仮 性 狂 犬 病 ウ イ ル ス g50(gpD)、 仮 性 狂 犬 病 ウ イ ル ス II(gpB)、 仮 性 狂 犬 病 ウ イ ル ス gIII(
gpC)、 仮 性 狂 犬 病 ウ イ ル ス 糖 タ ン パ ク 質 H、 仮 性 狂 犬 病 ウ イ ル ス 糖 タ ン パ ク 質 E、 伝 染 性 胃
腸 炎 糖 タ ン パ ク 質 195、 伝 染 性 胃 腸 炎 マ ト リ ッ ク ス タ ン パ ク 質 、 ブ タ ロ タ ウ イ ル ス 糖 タ ン
パ ク 質 38、 ブ タ パ ル ボ ウ イ ル ス キ ャ プ シ ド タ ン パ ク 質 、 セ ル プ リ ナ ・ ヒ ド ジ セ ン テ リ エ (S
erpulina hydodysenteriae)保 護 抗 原 、 ウ シ ウ イ ル ス 性 下 痢 糖 タ ン パ ク 質 55、 ニ ュ ー カ ッ
ス ル 病 ウ イ ル ス 赤 血 球 凝 集 素 -ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ 、 ブ タ イ ン フ ル エ ン ザ 赤 血 球 凝 集 素 、 ブ
タ イ ン フ ル エ ン ザ ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ 、 口 蹄 疫 ウ イ ル ス 、 ブ タ コ レ ラ ウ イ ル ス 、 ブ タ イ ン フ
ル エ ン ザ ウ イ ル ス 、 ア フ リ カ 豚 コ レ ラ ウ イ ル ス 、 (Myc
oplasma hyopneumoniae)、 ウ シ 感 染 性 鼻 気 管 炎 ウ イ ル ス (例 え ば 、 ウ シ 感 染 性 鼻 気 管 炎 ウ
イ ル ス 糖 タ ン パ ク 質 E又 は 糖 タ ン パ ク 質 G)、 感 染 性 喉 頭 気 管 炎 ウ イ ル ス (例 え ば 、 感 染 性 喉
頭 気 管 炎 ウ イ ル ス 糖 タ ン パ ク 質 G又 は 糖 タ ン パ ク 質 I)、 ラ ク ロ ス ウ イ ル ス の 糖 タ ン パ ク 質 (
Gonzales-Scaranoら , 1982, Virology 120:42)、 新 生 子 ウ シ 下 痢 ウ イ ル ス (Matsuno及 び In
ouye, 1983, Infection and Immunity 39:155)、 ベ ネ ズ エ ラ ウ マ 脳 脊 髄 炎 ウ イ ル ス (Mathe
ws及 び Roehrig, 1982, J. Immunol. 129:2763)、 プ ン タ ト ロ ウ イ ル ス (Dalrympleら , 1981
, Replication of Negative Strand Viruses, Bishop及 び Compans(eds.), Elsevier, NY,
 p. 167)、 マ ウ ス 白 血 病 ウ イ ル ス (Steevesら , 1974, J. Virol. 14:187)、 マ ウ ス 乳 腺 癌
ウ イ ル ス (Massey及 び Schochetman, 1981, Virology 115:20)、 B型 肝 炎 ウ イ ル ス コ ア タ ン
パ ク 質 及 び /若 し く は B型 肝 炎 ウ イ ル ス 表 面 抗 原 又 は そ の 断 片 若 し く は 誘 導 体 (例 え ば 、 以
下 の 文 献 を 参 照 さ れ た い ： 1980年 6月 4日 に 公 開 さ れ た 英 国 特 許 出 願 公 開 第 GB 2034323A号
； Ganem及 び Varmus, 1987, Ann. Rev. Biochem. 56:651-693； Tiollaisら , 1985, Nature
 317:489-495を 参 照 )、 ウ マ イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 又 は ウ マ ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス (例 え ば 、
ウ マ イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス A型 /ア ラ ス カ 91ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ 、 ウ マ イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ
ル ス A型 /マ イ ア ミ 63ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ 、 ウ マ イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス A型 /ケ ン タ ッ キ ー 81
ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ 、 ウ マ ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 1型 糖 タ ン パ ク 質 B、 及 び 、 ウ マ ヘ ル ペ ス ウ イ ル
ス 1型 糖 タ ン パ ク 質 D)、 ウ シ 呼 吸 器 合 胞 体 ウ イ ル ス 又 は ウ シ パ ラ イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス
の 抗 原 (例 え ば 、 ウ シ 呼 吸 器 合 胞 体 ウ イ ル ス 付 着 タ ン パ ク 質 (BRSV G)、 ウ シ 呼 吸 器 合 胞 体
ウ イ ル ス 融 合 タ ン パ ク 質 (BRSV F)、 ウ シ 呼 吸 器 合 胞 体 ウ イ ル ス ヌ ク レ オ キ ャ プ シ ド タ ン パ
ク 質 (BRSV N)、 ウ シ パ ラ イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 3型 融 合 タ ン パ ク 質 、 及 び 、 ウ シ パ ラ イ
ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 3型 赤 血 球 凝 集 素 ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ )、 ウ シ ウ イ ル ス 性 下 痢 ウ イ ル ス
糖 タ ン パ ク 質 48又 は 糖 タ ン パ ク 質 53。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 本 発 明 の 二 重 特 異 性 分 子 を 使 用 す る こ と に よ り 治 療 又 は 予 防 が 可 能 な さ ら な る 疾 患 又 は
障 害 と し て は 、 限 定 す る も の で は な い が 、 以 下 の も の に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 疾 患 又 は 障
害 な ど を 挙 げ る こ と が で き る ： A型 肝 炎 、 B型 肝 炎 、 C型 肝 炎 、 イ ン フ ル エ ン ザ 、 水 痘 、 ア
デ ノ ウ イ ル ス 、 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス I型 (HSV-I)、 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス II型 (HSV-II)、
牛 疫 、 ラ イ ノ ウ イ ル ス 、 エ コ ー ウ イ ル ス 、 ロ タ ウ イ ル ス 、 呼 吸 器 合 胞 体 ウ イ ル ス 、 パ ピ ロ
ー マ ウ イ ル ス 、 パ ポ バ ウ イ ル ス 、 サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス 、 エ キ ノ ウ イ ル ス (echinovirus)
、 ア ル ボ ウ イ ル ス 、 ハ ン タ ウ イ ル ス 、 コ ク サ ッ キ ー ウ イ ル ス 、 流 行 性 耳 下 腺 炎 ウ イ ル ス 、
麻 疹 ウ イ ル ス 、 風 疹 ウ イ ル ス 、 ポ リ オ ウ イ ル ス 、 ヒ ト 免 疫 不 全 ウ ィ ル ス I型 (HIV-I)、 ヒ ト
免 疫 不 全 ウ ィ ル ス II型 (HIV-II)、 任 意 の ピ コ ル ナ ウ イ ル ス 、 エ ン テ ロ ウ イ ル ス 、 カ リ シ ウ
イ ル ス 科 ウ イ ル ス 、 Norwalk群 の ウ イ ル ス の い ず れ か 、 ト ガ ウ イ ル ス (例 え ば 、 デ ン グ ウ イ
ル ス )、 ア ル フ ァ ウ イ ル ス 、 フ ラ ビ ウ イ ル ス 、 コ ロ ナ ウ イ ル ス 、 狂 犬 病 ウ イ ル ス 、 マ ル ブ
ル グ ウ イ ル ス 、 エ ボ ラ ウ イ ル ス 、 パ ラ イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 、 オ ル ト ミ ク ソ ウ イ ル ス 、
ブ ン ヤ ウ イ ル ス 、 ア レ ナ ウ イ ル ス 、 レ オ ウ イ ル ス 、 ロ タ ウ イ ル ス 、 オ ル ビ ウ イ ル ス 、 ヒ ト
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T細 胞 白 血 病 ウ イ ル ス I型 、 ヒ ト T細 胞 白 血 病 ウ イ ル ス II型 、 サ ル 免 疫 不 全 ウ イ ル ス 、 レ ン
チ ウ イ ル ス 、 ポ リ オ ー マ ウ イ ル ス 、 パ ル ボ ウ イ ル ス 、 エ プ ス タ イ ン -バ ー ウ イ ル ス 、 ヒ ト
ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス -6、 オ ナ ガ ザ ル ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 1(Bウ イ ル ス )、 及 び 、 ポ ッ ク ス ウ イ ル
ス 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 本 発 明 の 二 重 特 異 性 分 子 を 使 用 す る こ と に よ り 治 療 又 は 予 防 が 可 能 な 細 菌 性 の 疾 患 又 は
障 害 と し て は 、 限 定 す る も の で は な い が 、 以 下 の も の を 挙 げ る こ と が で き る ： マ イ コ バ ク
テ リ ア ・ リ ケ ッ チ ア (Mycobacteria rickettsia)、 マ イ コ プ ラ ズ マ 、 ナ イ セ リ ア 属 (例 え ば
、 髄 膜 炎 菌 及 び 淋 菌 )、 レ ジ オ ネ ラ 、 コ レ ラ 菌 、 連 鎖 球 菌 (例 え ば 、 肺 炎 連 鎖 球 菌 )、 ジ フ
テ リ ア 菌 、 破 傷 風 菌 、 百 日 咳 菌 、 ヘ モ フ ィ ル ス 属 (例 え ば 、 イ ン フ ル エ ン ザ 菌 )、 ク ラ ミ ジ
ア 属 、 腸 毒 性 大 腸 菌 、 及 び 、 炭 疽 菌 (炭 疽 病 )。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 本 発 明 の 二 重 特 異 性 分 子 を 使 用 す る こ と に よ り 治 療 又 は 予 防 が 可 能 な 原 生 動 物 性 の 疾 患
又 は 障 害 と し て は 、 限 定 す る も の で は な い が 、 マ ラ リ ア 原 虫 (plasmodia)、 ア イ メ リ ア (ei
meria)、 リ ー シ ュ マ ニ ア (Leishmania)及 び ト リ パ ノ ソ ー マ (trypanosoma)な ど を 挙 げ る こ
と が で き る 。
【 ０ １ ６ ８ 】
　 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 は 、 炭 疽 菌 感 染 症 を 治 療 す る た め の 方 法 及 び 組 成 物 を 提 供
す る 。 該 方 法 は 、 (Bacillus anthracis)(炭 疽 菌 )の 防 御 抗 原 (PA)
タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 全 長 抗 体 (即 ち 、 14B7マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 )又 は そ の 抗 原 結 合
性 フ ラ グ メ ン ト に PEGリ ン カ ー を 用 い て 架 橋 さ れ て い る C3b様 受 容 体 に 結 合 す る 抗 体 を 含 ん
で い る 二 重 特 異 性 分 子 の 治 療 有 効 量 を 患 者 に 投 与 す る こ と を 含 ん で な る 。 こ こ で 、 該 防 御
抗 原 (PA)タ ン パ ク 質 は 、 炭 疽 菌 の 致 死 性 及 び 浮 腫 性 の 毒 素 の 共 通 成 分 で あ る (例 え ば 、 以
下 の 文 献 を 参 照 さ れ た い ： Littleら , 1991, Biochem Biophys Res Commun.180： 531-7； L
ittleら , 1988, Infect Immun. 56： 1807-13)。 炭 疽 菌 の 防 御 抗 原 タ ン パ ク 質 は 、 毒 性 を
示 す の に 必 要 で あ る こ と が 示 さ れ た (Littleら , 1988, Infect Immun. 56： 1807-13)。 本
発 明 の 二 重 特 異 性 分 子 を 用 い て 、 循 環 中 か ら PAを 除 去 す る こ と が 可 能 で あ り 、 そ れ に よ り
、 炭 疽 菌 の 毒 性 作 用 を 和 ら げ る こ と が で き る 。 PAタ ン パ ク 質 に 結 合 す る 抗 体 の 抗 原 結 合 性
抗 体 フ ラ グ メ ン ト を 含 む 二 重 特 異 性 分 子 を 産 生 す る 方 法 は 、 2002年 9月 16日 に 出 願 さ れ た
米 国 仮 特 許 出 願 第 (未 指 定 )(代 理 人 事 件 整 理 番 号 9635-041-888)に 開 示 さ れ て い る 。 こ の 特
許 は 、 参 照 に よ り そ の 全 体 を 本 明 細 書 に 組 み 入 れ る 。
【 ０ １ ６ ９ 】
　 一 実 施 形 態 で は 、 抗 体 フ ラ グ メ ン ト は 、 PAに 結 合 す る 抗 体 14B7の Fabフ ラ グ メ ン ト で あ
る (例 え ば 、 以 下 の 文 献 を 参 照 さ れ た い ： Littleら , 1991, Biochem Biophys Res Commun.
180： 531-7； Littleら , 1988, Infect Immun. 56： 1807-13)。 別 の 実 施 形 態 で は 、 抗 体 フ
ラ グ メ ン ト は 、 14B7(14B7scAb)か ら 誘 導 さ れ た 単 鎖 抗 体 で あ る 。 14B7scAbは 、 ヒ ト 定 常 ｋ
領 域 と 融 合 さ せ た 14B7の 単 鎖 Fvか ら な る (例 え ば 、 以 下 の 文 献 を 参 照 さ れ た い ： Maynardら
, Nature Biotechnology 20： 597-601)。 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 C3b様 受 容 体 に 結 合 す る
抗 体 は 、 マ ウ ス 抗 CR1IgG7G9で あ る 。 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の 二 重 特 異 性 分 子 は
、 架 橋 剤 と し て 、 N-ス ク シ ン イ ミ ジ ル -S-ア セ チ ル -チ オ ア セ テ ー ト (SATA)及 び ス ル ホ 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 (sSMCC)を 使 用
し て 、 抗 CR1mAb(例 え ば 、 7G9)と 抗 -PA Fabフ ラ グ メ ン ト (例 え ば 、 14B7Fab)を 架 橋 さ せ る
こ と に よ り 産 生 す る 。 別 の 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 該 二 重 特 異 性 分 子 は 、 架 橋 剤 と し て 、
N-ス ク シ ン イ ミ ジ ル -S-ア セ チ ル -チ オ ア セ テ ー ト (SATA)及 び NHS-ポ リ (エ チ レ ン グ リ コ ー
ル )-マ レ イ ミ ド (PEG-MAL)を 使 用 し て 、 抗 CR1mAb(例 え ば 、 7G9)と 抗 -PA単 鎖 抗 体 (例 え ば 、
14B7scAb)を 架 橋 さ せ る こ と に よ り 産 生 す る 。 さ ら に 別 の 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 該 二 重
特 異 性 分 子 は 、 架 橋 剤 と し て 、 N-ス ク シ ン イ ミ ジ ル -S-ア セ チ ル -チ オ ア セ テ ー ト (SATA)及
び NHS-ポ リ (エ チ レ ン グ リ コ ー ル )-マ レ イ ミ ド (PEG-MAL)を 使 用 し て 、 抗 CR1mAb(例 え ば 、 7
G9)と 抗 -PA単 鎖 抗 体 (例 え ば 、 14B7Fab)を 架 橋 さ せ る こ と に よ り 産 生 す る 。
【 ０ １ ７ ０ 】
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　 ５ .４ .３ 　 さ ら な る 病 原 性 抗 原
　 一 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の 方 法 及 び 組 成 物 に よ り 循 環 か ら 排 除 さ れ る 病 原 性 抗 原 分 子 は
、 血 清 剤 (serum drug)を 包 含 す る 。 そ の よ う な 血 清 剤 と し て は 、 限 定 す る も の で は な い が
、 バ ル ビ ツ ー ル 薬 、 三 環 系 抗 鬱 薬 及 び ジ ギ タ リ ス 薬 な ど を 挙 げ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ １ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 排 除 さ れ る 病 原 性 抗 原 分 子 は 、 過 剰 用 量 で 存 在 し て 被 検 体 に 対 し て
一 時 的 又 は 恒 久 的 な 害 を 与 え 得 る 血 清 抗 原 を 包 含 す る 。 こ の 実 施 形 態 は 、 特 に 、 薬 物 の 過
剰 投 与 に 関 連 す る 。
【 ０ １ ７ ２ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 循 環 か ら 排 除 さ れ る 病 原 性 抗 原 分 子 は 、 天 然 産 生 物 質 を 包 含 す る 。
本 発 明 の 方 法 及 び 組 成 物 に よ り 排 除 し 得 る 天 然 の 病 原 性 抗 原 分 子 の 例 と し て は 、 限 定 す る
も の で は な い が 、 低 密 度 リ ポ タ ン パ ク 質 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン 又 は 別 の 免 疫 調 節 剤 、 及 び 、
ホ ル モ ン で あ る 。
【 ０ １ ７ ３ 】
　 ５ .４ .４ 　 二 重 特 異 性 分 子 の カ ク テ ル
　 精 製 し た 本 発 明 の 種 々 の 二 重 特 異 性 分 子 を 組 み 合 わ せ て 、 二 重 特 異 性 分 子 の 「 カ ク テ ル
」 と す る こ と が 可 能 で あ る 。 そ の よ う な 二 重 特 異 性 分 子 の カ ク テ ル に は 、 抗 CR1mAbを 第 一
認 識 結 合 部 分 と し て 有 し 且 つ 数 種 類 の 望 ま し い 認 識 結 合 部 分 の い ず れ か 1つ を 第 二 認 識 結
合 部 分 と し て 有 す る 二 重 特 異 性 分 子 を 含 ま せ る こ と が で き る 。 例 え ば 、 二 重 特 異 性 分 子 の
カ ク テ ル は 、 複 数 の 異 な っ た 二 重 特 異 性 分 子 を 含 有 し 、 そ の 際 、 複 数 の 二 重 特 異 性 分 子 の
う ち の 異 な る 各 二 重 特 異 性 分 子 は 、 異 な る 病 原 体 を 標 的 と す る 異 な る 第 二 認 識 結 合 部 分 を
含 む 。 第 二 認 識 結 合 部 分 は 、 タ ン パ ク 性 部 分 及 び /又 は 非 タ ン パ ク 性 部 分 で あ り 得 る 。 そ
の よ う な 二 重 特 異 性 分 子 の カ ク テ ル は 、 個 々 の 患 者 の 必 要 性 に 合 わ せ た 個 人 用 の 特 別 の 医
薬 と し て 有 用 で あ る 。
【 ０ １ ７ ４ 】
　 ５ .５ 　 医 薬 組 成 物 及 び 投 与
　 本 発 明 の 二 重 特 異 性 分 子 は 、 哺 乳 動 物 (好 ま し く は 、 ヒ ト )へ の 投 与 に 適 し た 医 薬 組 成 物
に 組 み 入 れ る こ と が で き る 。 そ の よ う な 組 成 物 は 、 典 型 的 に は 、 二 重 特 異 性 分 子 と 製 薬 上
許 容 さ れ る 担 体 を 含 ん で い る 。 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る 場 合 、 用 語 「 製 薬 上 許 容 さ れ る 担 体
」 は 、 製 薬 の 投 与 に 適 合 す る 、 任 意 の 全 て の 溶 媒 、 分 散 媒 、 コ ー テ ィ ン グ 剤 、 抗 菌 剤 及 び
抗 真 菌 剤 、 等 張 化 剤 及 び 吸 収 遅 延 剤 な ど を 包 含 す る こ と が 意 図 さ れ て い る 。 医 薬 と し て 活
性 な 物 質 の た め の そ の よ う な 媒 質 及 び 薬 剤 の 使 用 は 、 当 技 術 分 野 で 周 知 で あ る 。 慣 習 的 な
任 意 の 媒 質 又 は 薬 剤 は 、 そ れ ら が 二 重 特 異 性 抗 体 と 適 合 し な い 範 囲 を 除 き 、 該 組 成 物 中 で
の 使 用 が 予 期 さ れ る 。 さ ら に 、 補 足 的 な 二 重 特 異 性 抗 体 も 該 組 成 物 中 に 組 み 入 れ る こ と が
で き る 。
【 ０ １ ７ ５ 】
　 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 は 、 意 図 さ れ る 投 与 経 路 に 適 合 す る よ う に 製 剤 す る 。 好 ま し い 投 与
経 路 は 、 静 脈 内 で あ る 。 投 与 経 路 の 他 の 例 に は 、 非 経 口 、 皮 内 、 皮 下 、 経 皮 (局 所 )及 び 経
粘 膜 な ど が あ る 。 非 経 口 、 皮 内 又 は 皮 下 適 用 の た め に 使 用 す る 溶 液 又 は 懸 濁 液 は 、 以 下 の
成 分 を 含 み 得 る ： 無 菌 希 釈 液 、 例 え ば 、 注 射 用 蒸 留 水 、 食 塩 水 、 固 定 油 、 ポ リ エ チ レ ン グ
リ コ ー ル 、 グ リ セ リ ン 、 プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル 又 は 別 の 合 成 溶 媒 ； 抗 菌 剤 、 例 え ば 、 ベ ン
ジ ル ア ル コ ー ル 又 は メ チ ル パ ラ ベ ン ； 抗 酸 化 剤 、 例 え ば 、 ア ス コ ル ビ ン 酸 又 は 亜 硫 酸 水 素
ナ ト リ ウ ム ； キ レ ー ト 化 剤 、 例 え ば 、 エ チ レ ン ジ ア ミ ン 四 酢 酸 ； 緩 衝 剤 、 例 え ば 、 酢 酸 塩
、 ク エ ン 酸 塩 又 は リ ン 酸 塩 ； 及 び 、 張 性 を 調 節 す る た め の 物 質 、 例 え ば 、 塩 化 ナ ト リ ウ ム
又 は デ キ ス ト ロ ー ス 。 pHは 、 塩 酸 又 は 水 酸 化 ナ ト リ ウ ム な ど の 酸 又 は 塩 基 を 用 い て 調 節 す
る こ と が 可 能 で あ る 。 非 経 口 投 与 用 の 調 製 物 は 、 ガ ラ ス 製 又 は プ ラ ス チ ッ ク 製 の 、 ア ン プ
ル 、 使 い 捨 て 注 射 器 又 は 複 数 用 量 バ イ ア ル の 中 に 封 入 し 得 る 。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 注 射 可 能 な 使 用 に 適 し た 医 薬 組 成 物 に は 、 無 菌 の 水 溶 液 (水 溶 性 の 場 合 )又 は 分 散 液 、 及
び 、 無 菌 の 注 射 可 能 な 溶 液 又 は 分 散 液 を 必 要 に 応 じ て 調 製 す る た め の 無 菌 の 粉 末 な ど が あ
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る 。 静 脈 内 投 与 に 適 す る 担 体 に は 、 生 理 的 塩 類 溶 液 、 静 菌 性 水 、 Cremophor EL T M (BASF； P
arsippany, NJ)又 は リ ン 酸 緩 衝 食 塩 水 (PBS)な ど が あ る 。 い ず れ の 場 合 も 、 該 組 成 物 は 、
無 菌 で あ る こ と が 必 要 で あ り 、 ま た 、 粘 度 が 低 く 該 二 重 特 異 性 抗 体 が 注 射 可 能 な 程 度 に 流
動 性 で な け れ ば な ら な い 。 該 組 成 物 は 、 製 造 及 び 保 存 の 条 件 下 で 安 定 で あ る こ と が 必 要 で
あ り 、 細 菌 及 び 菌 類 な ど の 微 生 物 に よ る 汚 染 作 用 に 対 し て 保 護 さ れ な け れ ば な ら な い 。
【 ０ １ ７ ７ 】
　 担 体 は 、 例 え ば 、 水 、 エ タ ノ ー ル 、 ポ リ オ ー ル (例 え ば 、 グ リ セ ロ ー ル 、 プ ロ ピ レ ン グ
リ コ ー ル 、 及 び 、 液 体 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル な ど )及 び そ れ ら の 適 切 な 混 合 物 を 含 ん で
い る 溶 媒 又 は 分 散 媒 で あ り 得 る 。 例 え ば 、 レ シ チ ン な ど の コ ー テ ィ ン グ を 用 い る こ と に よ
り 、 及 び 、 分 散 液 の 場 合 に は 必 要 と さ れ る 粒 径 を 維 持 す る こ と に よ り 、 及 び 、 界 面 活 性 剤
を 使 用 す る こ と に よ り 、 適 切 な 流 動 性 を 維 持 す る こ と が 可 能 で あ る 。 微 生 物 の 作 用 は 、 種
々 の 抗 菌 剤 及 び 抗 真 菌 剤 、 例 え ば 、 パ ラ ベ ン 類 、 ク ロ ロ ブ タ ノ ー ル 、 フ ェ ノ ー ル 、 ア ス コ
ル ビ ン 酸 、 チ メ ロ サ ー ル な ど に よ り 防 止 す る こ と が で き る 。 多 く の 場 合 、 該 組 成 物 中 に 、
等 張 化 剤 、 例 え ば 、 糖 類 、 多 価 ア ル コ ー ル 類 、 例 え ば 、 マ ン ニ ト ー ル 、 ソ ル ビ ト ー ル 、 塩
化 ナ ト リ ウ ム な ど を 含 有 さ せ る の が 好 ま し い 。 注 射 可 能 な 組 成 物 中 に 、 吸 収 を 遅 延 さ せ る
作 用 物 質 (例 え ば 、 モ ノ ス テ ア リ ン 酸 ア ル ミ ニ ウ ム 及 び ゼ ラ チ ン )を 含 ま せ る こ と に よ り 、
そ の よ う な 組 成 物 の 吸 収 を 延 長 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ ８ 】
　 無 菌 の 注 射 可 能 な 溶 液 は 、 上 記 で 列 挙 し た 成 分 の 1つ 又 は そ れ ら の 組 合 わ せ を 含 ん で い
る 適 切 な 溶 媒 中 に 必 要 量 の 二 重 特 異 性 分 子 (例 え ば 、 1種 以 上 の 二 重 特 異 性 抗 体 )を 加 え た
後 、 必 要 に 応 じ て 、 濾 過 滅 菌 を 行 う こ と に よ り 調 製 す る こ と が で き る 。 一 般 に 、 分 散 液 は
、 基 剤 と し て の 分 散 媒 と 上 記 で 列 挙 し た 成 分 の 中 か ら 選 択 さ れ る 必 要 な 別 の 成 分 を 含 ん で
い る 無 菌 ビ ヒ ク ル に 該 二 重 特 異 性 分 子 を 加 え る こ と に よ り 調 製 す る こ と が で き る 。 無 菌 の
注 射 可 能 な 溶 液 を 調 製 す る た め の 無 菌 粉 末 の 場 合 、 好 ま し い 調 製 方 法 は 、 活 性 成 分 と 任 意
の 所 望 の 追 加 成 分 の 予 め 滅 菌 濾 過 し て あ る 溶 液 か ら そ れ ら 成 分 の 粉 末 を 生 じ る 真 空 乾 燥 及
び 凍 結 乾 燥 で あ る 。
【 ０ １ ７ ９ 】
　 一 実 施 形 態 で は 、 イ ン プ ラ ン ト 及 び マ イ ク ロ カ プ セ ル 化 送 達 系 を 包 含 す る 制 御 放 出 製 剤
の よ う な 身 体 か ら の 急 速 な 排 泄 に 対 し て 化 合 物 を 保 護 す る 担 体 を 用 い て 、 二 重 特 異 性 分 子
を 調 合 す る 。 エ チ レ ン 酢 酸 ビ ニ ル 、 ポ リ 無 水 物 、 ポ リ グ リ コ ー ル 酸 、 コ ラ ー ゲ ン 、 ポ リ オ
ル ト エ ス テ ル 及 び ポ リ 乳 酸 な ど の 、 生 物 分 解 性 で 生 体 適 合 性 の ポ リ マ ー を 使 用 す る こ と が
で き る 。 こ の よ う な 製 剤 の 調 製 方 法 は 、 当 業 者 に は 明 ら か で あ る 。 さ ら に 、 材 料 は 、 Alza
 Corporation及 び Nova Pharmaceuticals, Inc.か ら 商 業 的 に 入 手 す る こ と も で き る 。 リ ポ
ソ ー ム 懸 濁 液 (ウ イ ル ス 抗 原 に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い て 感 染 細 胞 を 標 的 に す る
リ ポ ソ ー ム を 包 含 す る )も 、 製 薬 上 許 容 さ れ る 担 体 と し て 使 用 す る こ と が で き る 。 こ れ ら
は 、 例 え ば 、 米 国 特 許 第 4,522,811号 (こ の 特 許 は 、 参 照 に よ り そ の 全 体 を 本 明 細 書 に 組 み
入 れ る )の 記 載 に 準 じ て 、 当 業 者 に 公 知 の 方 法 に よ り 調 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ８ ０ 】
　 投 与 を 容 易 に し 且 つ 投 与 量 を 均 一 に す る た め に 、 非 経 口 投 与 用 組 成 物 を 投 与 単 位 形 態 に
製 剤 す る の が 有 利 で あ る 。 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る 場 合 、 「 投 与 単 位 形 態 」 は 、 治 療 対 象 の
被 検 体 に つ い て の 単 位 投 与 量 に 適 す る 物 理 的 に 分 離 さ れ て い る 単 位 を 意 味 す る 。 各 単 位 は
、 必 要 と さ れ る 製 薬 用 担 体 と 協 力 し て 所 望 の 治 療 効 果 を 得 る よ う に 計 算 さ れ た 所 定 量 の 二
重 特 異 性 抗 体 を 含 む 。 本 発 明 の 投 与 単 位 形 態 の 仕 様 は 、 二 重 特 異 性 抗 体 の 独 特 の 特 徴 及 び
達 成 し よ う と す る 特 定 の 治 療 効 果 、 並 び に 、 個 体 の 治 療 用 に 該 二 重 特 異 性 抗 体 を 調 合 す る
技 術 に 特 有 の 限 定 に 従 い 、 ま た 、 そ れ ら に 直 接 的 に 依 存 す る 。
【 ０ １ ８ １ 】
　 該 医 薬 組 成 物 は 、 投 与 用 の 使 用 説 明 書 と 一 緒 に 、 キ ッ ト 、 容 器 、 パ ッ ク 又 は デ ィ ス ペ ン
サ ー に 含 ま せ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ８ ２ 】
　 ５ .５ .１ 　 二 重 特 異 性 抗 体 の 用 量
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　 本 発 明 の 二 重 特 異 性 分 子 の 用 量 は 、 通 常 の 実 験 を 行 う こ と に よ り 医 師 に よ り 決 定 さ れ 得
る 。 そ の 効 力 は 、 ヒ ト に 投 与 す る 前 に 動 物 モ デ ル に お い て 示 さ れ る こ と が 好 ま し い 。 当 技
術 分 野 で 公 知 の 循 環 器 疾 患 用 の 任 意 の 動 物 モ デ ル を 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ８ ３ 】
　 よ り 詳 細 に は 、 二 重 特 異 性 抗 体 の 用 量 は 、 造 血 細 胞 の 濃 度 、 及 び 、 造 血 細 胞 当 た り の 、
抗 C3b様 受 容 体 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 結 合 し て い る C3b様 受 容 体 エ ピ ト ー プ 部 位 の 数 に 基 づ
い て 決 定 す る こ と が で き る 。 二 重 特 異 性 抗 体 が 過 剰 に 添 加 さ れ る と 、 二 重 特 異 性 抗 体 の 一
部 は 造 血 細 胞 に 結 合 せ ず 、 病 原 性 抗 原 が 造 血 細 胞 に 結 合 す る の を 阻 害 す る 。 そ れ は 、 溶 液
中 に 遊 離 状 態 の 二 重 特 異 性 抗 体 が 存 在 す る 場 合 、 そ の 遊 離 状 態 の 二 重 特 異 性 抗 体 が 、 結 合
可 能 な 病 原 性 抗 原 に つ い て 、 造 血 細 胞 に 結 合 し た 二 重 特 異 性 抗 体 と 競 合 す る か ら で あ る 。
従 っ て 、 二 重 特 異 性 抗 体 が 介 在 す る 病 原 性 抗 原 の 造 血 細 胞 へ の 結 合 は 、 投 入 さ れ た 二 重 特
異 性 抗 体 の 濃 度 の 関 数 と し て 結 合 を 試 験 し た 場 合 、 そ れ は 、 鐘 型 曲 線 に 従 う 。
【 ０ １ ８ ４ 】
　 一 般 に 、 抗 体 に つ い て は の 好 ま し い 投 与 量 は 、 体 重 1kg当 た り 0.1mg～ 100mg(一 般 に 、 体
重 1kg当 た り 10mg～ 20mg)で あ る 。 抗 体 が 脳 内 で 作 用 す る 場 合 、 体 重 1kg当 た り 50mg～ 100mg
の 投 与 量 が 通 常 適 切 で あ る 。 一 般 に 、 部 分 的 ヒ ト 抗 体 及 び 完 全 ヒ ト 抗 体 は 、 他 の 抗 体 よ り
も 、 ヒ ト 体 内 に お け る 半 減 期 が 長 い 。 従 っ て 、 多 く の 場 合 、 投 与 量 及 び 投 与 頻 度 を 少 な く
す る こ と が 可 能 で あ る 。 脂 質 化 (lipidation)な ど の 修 飾 を 用 い て 、 抗 体 を 安 定 さ せ る こ と
も 可 能 で あ る し 、 ま た 、 取 り 込 み 及 び 組 織 へ の 浸 透 (例 え ば 、 脳 へ の 浸 透 )を 向 上 さ せ る こ
と も で き る 。 抗 体 を 脂 質 化 す る 方 法 は 、 Cruikshankら ((1997) J. Acquired Immune Defic
iency Syndromes and Human Retrovirology 14:193)に よ っ て 記 述 さ れ て い る 。
【 ０ １ ８ ５ 】
　 本 明 細 書 に お い て 定 義 さ れ て い る よ う に 、 二 重 特 異 性 抗 体 の 治 療 有 効 量 (即 ち 、 有 効 投
与 量 )は 、 体 重 1kg当 た り 約 0.001～ 30mgの 範 囲 、 好 ま し く は 、 体 重 1kg当 た り 約 0.01～ 25mg
の 範 囲 、 よ り 好 ま し く は 、 体 重 1kg当 た り 約 0.1～ 20mgの 範 囲 で あ り 、 そ し て 、 さ ら に 好 ま
し く は 、 体 重 1kg当 た り 約 1～ 10mg、 2～ 9mg、 3～ 8mg、 4～ 7mg、 又 は 、 5～ 6mgの 範 囲 で あ る
。
【 ０ １ ８ ６ 】
　 当 業 者 は 、 被 検 体 を 効 果 的 に 治 療 す る の に 必 要 な 投 与 量 に 特 定 の 要 因 が 影 響 を 及 ぼ し 得
る と い う こ と を 理 解 す る で あ ろ う 。 そ の よ う な 要 因 と し て は 、 限 定 す る も の で は な い が 、
疾 患 又 は 障 害 の 重 症 度 、 以 前 行 わ れ た 治 療 、 被 検 体 の 全 般 的 な 健 康 及 び /又 は 年 齢 、 並 び
に 、 現 存 す る 別 の 疾 患 な ど を 挙 げ る こ と が で き る 。 さ ら に 、 治 療 有 効 量 の 二 重 特 異 性 抗 体
を 用 い た 被 検 体 の 治 療 に は 、 単 回 治 療 も 包 含 さ れ 得 る し 、 又 は 、 好 ま し く は 、 一 連 の 治 療
を 包 含 さ れ 得 る 。 好 ま し い 例 で は 、 被 検 体 は 、 体 重 1kg当 た り 約 0.1～ 20mgの 範 囲 の 二 重 特
異 性 抗 体 を 用 い て 、 週 に 1度 で 、 約 1～ 10週 間 、 好 ま し く は 、 2～ 8週 間 、 よ り 好 ま し く は 約
3～ 7週 間 、 さ ら に 好 ま し く は 、 約 4、 5又 は 6週 間 の 間 治 療 す る 。 さ ら に ま た 、 治 療 に 使 用
さ れ る 二 重 特 異 性 抗 体 の 有 効 投 与 量 は 、 特 定 の 治 療 の 過 程 に お い て 増 加 又 は 減 少 さ れ 得 る
と い う こ と も 明 ら か で あ ろ う 。 投 与 量 の 変 更 は 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ て い る 診 断 ア ッ セ イ
の 結 果 か ら 得 ら れ 、 ま た 、 明 ら か に な り 得 る 。
【 ０ １ ８ ７ 】
　 二 重 特 異 性 抗 体 剤 の 適 切 な 用 量 が 、 通 常 の 熟 練 し た 医 師 、 獣 医 又 は 研 究 者 の 知 識 の 範 囲
内 に あ る 多 数 の 要 因 に 依 存 す る と い う こ と は 、 理 解 さ れ る で あ ろ う 。 二 重 特 異 性 抗 体 の 用
量 は 、 例 え ば 、 治 療 対 象 の 被 検 体 又 は サ ン プ ル の ア イ デ ン テ ィ テ ィ ー 、 大 き さ 及 び 状 態 に
依 存 し て 変 わ り 、 さ ら に 、 適 切 な 場 合 に は 、 該 組 成 物 を 投 与 す る 経 路 に 依 存 し て 変 わ り 、
ま た 、 開 業 医 が 求 め る 二 重 特 異 性 抗 体 の 病 原 性 抗 原 分 子 又 は 自 己 抗 体 に 対 す る 効 果 に 依 存
し て 変 わ る 。
【 ０ １ ８ ８ 】
　 さ ら に ま た 、 二 重 特 異 性 抗 体 の 適 切 な 用 量 が 、 排 除 す る 抗 原 に 対 す る 二 重 特 異 性 抗 体 の
効 能 に 依 存 す る こ と も 理 解 さ れ よ う 。 そ の よ う な 適 切 な 用 量 は 、 本 明 細 書 に 記 述 さ れ て い
る ア ッ セ イ を 用 い て 決 定 し 得 る 。 こ の よ う な 二 重 特 異 性 抗 体 の 1つ 以 上 を 、 抗 原 を 排 除 す
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る た め に 動 物 (例 え ば 、 ヒ ト )に 投 与 す る 場 合 、 医 師 、 獣 医 又 は 研 究 者 は 、 例 え ば 、 最 初 は
比 較 的 低 い 用 量 で 処 方 し 、 そ の 後 、 適 切 な 応 答 が 得 ら れ る ま で 用 量 を 増 加 さ せ る こ と も で
き る 。 さ ら に 、 任 意 の 特 定 の 動 物 被 検 体 に 対 す る 具 体 的 な 用 量 レ ベ ル が 、 用 い る 二 重 特 異
性 抗 体 の 活 性 、 被 検 体 の 年 齢 、 体 重 、 全 般 的 な 健 康 、 性 別 及 び 食 事 、 投 与 の 時 間 、 投 与 の
経 路 、 排 泄 速 度 、 薬 物 の 併 用 、 並 び に 、 排 除 す る 抗 原 の 濃 度 な ど を 含 む 様 々 な 要 因 に 依 存
す る こ と は 理 解 さ れ よ う 。
【 ０ １ ８ ９ 】
　 ５ .６ 　 キ ッ ト
　 本 発 明 は 、 さ ら に 、 本 発 明 の 二 重 特 異 性 分 子 を 含 ん で い る キ ッ ト も 提 供 す る 。 本 発 明 の
医 薬 組 成 物 を 含 ん で い る キ ッ ト も 提 供 す る 。
【 ０ １ ９ ０ 】
　 ６ .　 実 施 例
　 以 下 の 実 施 例 に よ り 、 抗 CR1mAbと (Bacillus anthracis)(炭 疽
菌 )の 防 御 抗 原 (PA)タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 抗 体 を 含 ん で い る 二 重 特 異 性 分 子 の 産 生 に つ い
て 記 述 す る 。 こ こ で 、 該 防 御 抗 原 (PA)タ ン パ ク 質 は 、 炭 疽 菌 の 致 死 性 及 び 浮 腫 性 の 毒 素 の
共 通 成 分 で あ る (例 え ば 、 以 下 の 文 献 を 参 照 さ れ た い ： Littleら , 1991, Biochem Biophys
 Res Commun. 180： 531-7； Littleら , 1988, Infect Immun. 56： 1807-13)。 PAが 細 胞 の
受 容 体 に 結 合 す る こ と が 毒 性 を 示 す の に 必 要 で あ る こ と が 示 さ れ た (例 え ば 、 以 下 の 文 献
を 参 照 さ れ た い ： Littleら , 1988, Infect Immun. 56： 1807-13)。 14B7抗 体 は 、 PAに 結 合
す る (例 え ば 、 以 下 の 文 献 を 参 照 さ れ た い ： Littleら , 1991, Biochem Biophys Res Commu
n. 180： 531-7； Littleら , 1988, InfectImmun. 56： 1807-13)。 従 っ て 、 下 記 実 施 例 に お
い て 産 生 さ れ た 二 重 特 異 性 分 子 は 、 循 環 か ら PAを 排 除 す る こ と に よ り 、 炭 疽 菌 感 染 症 を 治
療 す る の に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ９ １ 】
　 特 に 、 実 施 例 ６ .１ で は 、 架 橋 剤 と し て N-ス ク シ ン イ ミ ジ ル -S-ア セ チ ル -チ オ ア セ テ ー
ト (SATA)と N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド -ポ リ (エ チ レ ン グ リ コ ー ル )-マ レ イ ミ ド (NHS-PEG
-MAL)を 使 用 し て 行 う 、 抗 CR1mAb(7G9)と 抗 PA抗 体 (14B7IgG)を 含 有 す る 二 重 特 異 性 分 子 の
産 生 に つ い て 記 述 す る 。 実 施 例 ６ .２ で は 、 架 橋 剤 と し て N-ス ク シ ン イ ミ ジ ル -S-ア セ チ ル
-チ オ ア セ テ ー ト (SATA)と NHS-ポ リ (エ チ レ ン グ リ コ ー ル )-マ レ イ ミ ド (PEG-MAL)を 使 用 し
て 行 う 、 7G9と 抗 PA単 鎖 抗 体 (14B7scAb)を 含 有 す る 二 重 特 異 性 分 子 の 産 生 に つ い て 記 述 す
る 。 実 施 例 ６ .３ で は 、 架 橋 剤 と し て N-ス ク シ ン イ ミ ジ ル -S-ア セ チ ル -チ オ ア セ テ ー ト (SA
TA)と NHS-ポ リ (エ チ レ ン グ リ コ ー ル )-マ レ イ ミ ド (PEG-MAL)を 使 用 し て 行 う 、 7G9と 14B7Fa
bを 含 有 す る 二 重 特 異 性 分 子 の 産 生 に つ い て 記 述 す る 。 ま た 、 実 施 例 ６ .４ ～ ６ .６ で は 、
架 橋 剤 と し て C6 4-ヒ ド ラ ジ ノ -ニ コ チ ン ア ミ ド ア セ ト ン ヒ ド ラ ゾ ン (Hz)(Solulink)と NHS-
PEG-ベ ン ズ ア ル デ ヒ ド を 使 用 し て 行 う 、 ヒ ト 化 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 H9と モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 14B7を 含 有 す る 二 重 特 異 性 分 子 の 産 生 及 び 特 性 付 け に つ い て 記 述 す る 。
【 ０ １ ９ ２ 】
　 実 施 例 ６ .１
二 重 特 異 性 分 子 S： 14B7IgG-PEG-7G9IgG
　 抗 CR1モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (7G9)と 抗 PA抗 体 (14B7IgG)を 含 有 す る 二 重 特 異 性 分 子 を 産 生
し た 。 簡 単 に す る た め に 、 こ こ で は 、 該 二 重 特 異 性 分 子 を 「 14B7IgG-PEG-7G9IgG」 と 称 す
る 。
【 ０ １ ９ ３ 】
抗 CR1モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 , 7G9
　 高 親 和 性 抗 CR1モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 分 泌 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 系 を 使 用 し て 、 7G9(
マ ウ ス IgG 2 a , kappa)抗 CR1mAbを 産 生 し た 。 上 記 細 胞 系 か ら マ ス タ ー セ ル バ ン ク (MCB)を 生
成 し 、 マ ウ ス 抗 体 産 生 、 マ イ コ プ ラ ズ マ 及 び 無 菌 性 に つ い て 試 験 し た (Charles River Tek
tagen)。 該 二 重 特 異 性 分 子 の 産 生 に 用 い た 7G9抗 体 は 、 腹 水 液 か ら 産 生 し 、 精 製 し た 。
【 ０ １ ９ ４ 】
誘 導 体 化 /架 橋
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　 以 下 に 示 し て あ る プ ロ ト コ ル を 用 い て 、 抗 PA-抗 体 (こ こ で は 「 l4B7IgG抗 体 」 と 称 す る )
を SATAで 誘 導 体 化 し た 。 PBSEバ ッ フ ァ ー 中 、 4℃ で 、 l4B7IgG抗 体 を 一 晩 透 析 し た 。 透 析 終
了 後 、 14B7IgGの 容 積 は 1.8mLで あ り 、 A280測 定 に よ り 求 め た タ ン パ ク 質 濃 度 は 4.3mg/mLで
あ っ た 。 SATA(MW 231.2g/mol)原 液 を 、 DMSO中 の 3.5mg/mLと し て 調 製 し た 。 7.2μ Lの SATA
原 液 (0.025mg, 108nmol)を 18nmol(2.7mg； 容 積 =0.628mL)の 透 析 さ れ た 14B7IgGに 添 加 し (
モ ル 比 　 6× :1× ； 6× SATA： 1× 14B7IgG)、 15～ 30分 毎 に 穏 や か に 反 転 さ せ な が ら 室 温 で 2
時 間 反 応 さ せ た 。 0.76gの ヒ ド ロ キ シ ル ア ミ ン HC1と 1.0mLの 0.5M EDTAを 25mLの MES(pH7.5
； 38.8mg/mL)に 添 加 す る こ と に よ り 、 ヒ ド ロ キ シ ル ア ミ ン HC1(「 HA-HC1」 ； MW 69.49g/mo
l)原 液 を 調 製 し た 。 72μ Lの HA-HC1溶 液 (2.79mg, 36μ mol)を 、 SATA誘 導 体 化 14B7IgGの 反
応 混 合 物 に 添 加 し (モ ル 比  2000× :1× ； 2000× HA-HC1： 1× 14B7IgG-SATA誘 導 体 化 )、 ア ル
ゴ ン ガ ス 下 、 室 温 で 2時 間 反 応 さ せ た 。 次 い で 、 こ の 混 合 物 を 、 MESバ ッ フ ァ ー 中 の Amersh
am Hi-Prep 脱 塩 カ ラ ム (26/10)で の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 脱 塩 し た (プ ー ル 容 積 =3.8m
L, A280で 測 定 し た タ ン パ ク 質 濃 度 =0.57mg/mL, 回 収 率 =67%～ 80%)。
【 ０ １ ９ ５ 】
　 抗 CR1モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (7G9抗 体 )を 、 NHS-PEG-マ レ イ ミ ド で 誘 導 体 化 し た 。 7G9抗 体
の NHS-PEG-マ レ イ ミ ド 誘 導 体 化 に よ る 7G9IgG-PEGの 回 収 率 は 、 68%で あ っ た (NHS-PEG-マ レ
イ ミ ド は Shearwater Corporationか ら 入 手 し た ； Shearwater PEGの カ タ ロ グ 番 号 ： 2D2ZOF
021)。 NHS-PEGマ レ イ ミ ド (MW 3400g/mol)原 液 を 、 MESバ ッ フ ァ ー (14.7nmol/μ L)中 の 50mg
/mLと し て 調 製 し た 。 7.34μ Lの NHS-PEGマ レ イ ミ ド 原 液 を 7G9抗 体 に 8:1(8× NHS-PEGマ レ イ
ミ ド ： 1× 7G9抗 体 )の モ ル 比 で 添 加 し 、 15～ 30分 毎 に 穏 や か に 反 転 さ せ な が ら 室 温 で 2時 間
反 応 さ せ た 。 次 い で 、 こ の 混 合 物 を 、 MESバ ッ フ ァ ー 中 の Amersham Hi-Prep 脱 塩 カ ラ ム (2
6/10)で の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 脱 塩 し た 。 誘 導 体 化 プ ロ ト コ ル の た め の 最 適 の モ ル
比 を 決 定 す る た め に 、 NHS-PEG-マ レ イ ミ ド 誘 導 体 化 に 関 し て 種 々 の モ ル 比 を 使 用 し た 。
【 ０ １ ９ ６ 】
　 誘 導 体 化 し た 抗 体 を 、 架 橋 反 応 混 合 物 中 で 等 質 量 で 混 合 し た 。 最 終 反 応 混 合 物 中 の 総 タ
ン パ ク 質 の 、 Lowry又 は A 2 8 0 測 定 に よ る 測 定 は 行 わ な か っ た 。 総 タ ン パ ク 質 は 、 投 入 し た
抗 体 の 合 計 量 (3.8mg)で あ る と 推 定 し た 。 反 応 混 合 物 の 最 終 容 積 は 7.4mLで あ っ た 。 14B7Ig
G-PEG-7G9IgGの 産 生 に 関 連 す る 架 橋 プ ロ セ ス と 誘 導 体 化 プ ロ セ ス を 示 す フ ロ ー チ ャ ー ト は
、 図 １ に 示 し て あ る 。
【 ０ １ ９ ７ 】
Sephacryl 300 サ イ ズ 排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー (「 SEC」 )分 別
　 最 終 反 応 混 合 物 の 一 部 (5mL, 2.6mg, 68%)を 、 さ ら に 、 Sephacryl 300に よ る 分 別 の 処 理
に 付 し た 。 反 応 混 合 物 に つ い て の 溶 出 プ ロ フ ィ ー ル は 3つ 面 積 に 分 解 し た 。 そ れ ら を 図 ２
に 示 し て あ る よ う に 画 分 と し て 収 集 し た 。 溶 出 プ ロ フ ィ ー ル の ピ ー ク に 従 い 、 カ ラ ム 画 分
を 合 し て プ ー ル と し た 。 分 離 し た ボ イ ド 容 量 ピ ー ク (画 分 14～ 19； 総 容 積 12mL)は 、 高 分 子
量 ； 「 HMW」 画 分 と 名 付 け た 。 二 番 目 の 幅 の 広 い 主 要 な ピ ー ク (画 分 20～ 37； 総 容 積 35mL)
は 、 低 分 子 量 ； 「 LMW」 画 分 と 名 付 け た 。 三 番 目 の シ ョ ル ダ ー ピ ー ク (画 分 38～ 56； 総 容 積
22.5mL)は 、 単 量 体 画 分 と 名 付 け た 。 プ ー ル し た 3種 類 の ピ ー ク 画 分 を 、 A 2 8 0 を 測 定 す る こ
と に よ り タ ン パ ク 質 濃 度 に つ い て 分 析 し た 。 総 反 応 混 合 物 (7.4mL)は 、 3800μ gの 投 入 さ れ
た 抗 体 を 含 ん で い た 。 S300に よ り 分 別 さ れ た 5mL部 分 は 、 2568μ gの タ ン パ ク 質 を 含 ん で い
た 。 3種 類 の 画 分 全 て に お け る SECの 後 で 回 収 さ れ た 総 タ ン パ ク 質 は 、 1818μ g(71%)で あ っ
た 。 各 S300ピ ー ク 画 分 を さ ら に 濃 縮 し た 後 、 A 2 8 0 に よ り 分 析 し た (表 １ )。 溶 出 プ ロ フ ィ ー
ル は 図 ２ Ａ に 示 し て あ る 。 図 ２ Ｂ は 、 誘 導 体 化 の た め の モ ル 比 が 16:1(16× NHS-PEGマ レ イ
ミ ド ： 1× 7G9 抗 体 )で あ っ た と き の 溶 出 プ ロ フ ィ ー ル を 表 し て い る 。
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【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ９ ８ 】
　 最 終 的 な 濃 縮 し た 画 分 を 、 表 ２ に 示 さ れ て い る よ う に 、 特 異 的 な 活 性 の 大 き さ に つ い て
、 Lowry、 CAA及 び に よ り 評 価 し た 。
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ９ ９ 】
　 各 種 類 の SDS-PAGEに よ る 分 子 量 分 布 (%)に つ い て 、 表 ３ に 記 載 さ れ 、 ま た 、 図 ３ に お い
て も 示 さ れ て い る よ う に 、 S300画 分 の 各 々 か ら 視 覚 的 に 評 価 し た 。 図 ３ は 、 NHS-PEG-マ レ
イ ミ ド の 7G9へ の 異 な っ た コ ン ジ ュ ゲ ー ト に よ り 産 生 さ れ た 14B7IgG-PEG-7G9IgGの 、 そ れ
ら の SDS-PAGEに お け る 移 動 性 に 基 づ く 分 子 量 種 の 分 布 を 示 し て い る 。
【 表 ３ 】
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【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ０ ０ 】
　 PEGを コ ン ジ ュ ゲ ー ト さ せ る 手 順 に よ り 、 多 様 な 分 子 量 種 を 含 む 14B7IgG-PEG-7G9IgG分
子 の 集 団 が 産 生 さ れ た 。 反 応 混 合 物 を SEC及 び SDS-PAGEで 分 析 す る こ と に よ り 、 以 下 の 分
美 分 布 が 示 さ れ た ： 37%の 生 成 物 (二 量 体 , 三 量 体 , 四 量 体 )、 及 び 、 12%の 単 量 体 。
【 ０ ２ ０ １ 】
　 表 ５ 及 び 表 ６ は 、 さ ら に 、 Lowryア ッ セ イ 、 A 2 8 0 測 定 ア ッ セ イ 及 び CAAア ッ セ イ に よ り 特
性 付 け を 行 っ た 場 合 の 、 14B7IgG-PEG-7G9IgGの 産 生 に お い て 生 成 さ れ た 各 分 子 種 の 特 性 に
つ い て 要 約 し て い る 。 示 さ れ て い る 結 果 が 、 14B7IgG-PEG-7G9IgGを 産 生 す る た め の 種 々 の
NHS-PEG-マ レ イ ミ ド コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 結 果 を 示 し て い る こ と は 留 意 さ れ る べ き で あ る 。 特
に 、 14B7IgG-PEG-7G9IgG は 、 1:4、 1:8、 及 び 、 1:16の モ ル 比 を 用 い て 産 生 し た が 、 そ れ
ら の 各 々 に つ い て 特 性 付 け を 行 っ た (「 1:4」 は 「 1× NHS-PEG-マ レ イ ミ ド ： 4× 7G9IgG」 を
意 味 し ； 「 1:8」 は 「 1× NHS-PEG-マ レ イ ミ ド ： 8× 7G9IgG」 を 意 味 し ； 「 1:16」 は 「 1× NH
S-PEG-マ レ イ ミ ド ： 16× 7G9IgG」 を 意 味 す る )。 さ ら に 、 図 ４ は 、 NHS-PEG-マ レ イ ミ ド の 7
G9IgGへ の 異 な っ た コ ン ジ ュ ゲ ー ト に よ り 産 生 さ れ た 14B7IgG-PEG-7G9IgGの 分 子 量 種 の 分
布 を 要 約 し て い る 。
【 表 ５ 】
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【 表 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ０ ２ 】
CR1抗 体 ア ッ セ イ (「 CAA」 )及 び ヘ テ ロ ポ リ マ ー コ ン ジ ュ ゲ ー ト ア ッ セ イ (「 HPCA」 )
　 CAAア ッ セ イ 又 は HPCAア ッ セ イ を 記 述 さ れ て い る よ う に 用 い て 、 14B7IgG-PEG-7G9IgG二
重 特 異 性 分 子 の 機 能 性 に つ い て 確 認 し た 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
CAAア ッ セ イ
　 こ の ア ッ セ イ を 用 い て 、 一 般 に 、 任 意 の 抗 CR1抗 体 、 又 は 、 抗 CR1抗 体 を 含 ん で い る 任 意
の 分 子 を 評 価 す る こ と が で き る 。 ELISAプ レ ー ト 、 高 結 合 平 底 ELISAプ レ ー ト (high bindin
g flat bottom ELISA plates)(Costar EIA/RIA ス ト リ ッ プ プ レ ー ト  2592)を 、 適 切 な 量
の CR1受 容 体 重 炭 酸 塩 溶 液 と 一 緒 に イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る こ と に よ り 、 ELISA/CR1プ レ ー
ト を 調 製 し た 。 CR1受 容 体 の 重 炭 酸 塩 溶 液 の 濃 度 は 、 0.2μ g/mLで あ り 、 こ れ は 、 炭 酸 塩 -
重 炭 酸 塩 バ ッ フ ァ ー (pH9.6, Sigma C-3041)中 で 、 5mg/mLの CR1受 容 体 原 液 (Avant Technol
ogy Inc.)か ら 調 製 し た 。 100μ Lの CR1-重 炭 酸 塩 溶 液 を ELISAプ レ ー ト の 各 ウ ェ ル に 供 給 し
、 そ の プ レ ー ト を 4℃ で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 次 い で 、 そ の プ レ ー ト を 、 PBS、 0.
1%の Tween-20及 び 0.05%の 2-ク ロ ロ ア セ ト ア ミ ド を 含 ん で い る 洗 浄 バ ッ フ ァ ー を 用 い て 洗
浄 し た 。 洗 浄 後 、 該 プ レ ー ト に 、 室 温 で 、 約 30～ 60分 間 、 PBS中 の SuperBlockブ ロ ッ キ ン
グ バ ッ フ ァ ー (Pierce)を 添 加 し た 。 そ の プ レ ー ト を 乾 燥 さ せ 、 4℃ で 保 存 し た 。 対 照 又 は
「 校 正 物 質 」 と し て 、 300mg/mL又 は 600mg/mLの 濃 度 を 有 す る ヒ ト 抗 CR1IgGを 使 用 し た 。 希
釈 バ ッ フ ァ ー と し て の 、 PBS、 0.25% BSA、 0.1% Tween-20、 洗 浄 バ ッ フ ァ ー と し て の 、 PBS
、 0.1% Tween-20、 0.05% 2-ク ロ ロ ア セ ト ア ミ ド 、 ELISAの た め の 、 TMB-Liquid Substrate
 System(3,3',5,5'-テ ト ラ メ チ ル -ベ ン ジ ジ ン )、 及 び 、 停 止 液 と し て の 、 2N H 2 SO 4 を 使 用
し て 、 14B7IgG-PEG-7G9の 組 成 物 の 力 価 を 測 定 し た 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
HPCAア ッ セ イ
　 HPCAア ッ セ イ を 用 い て 、 14B7IgG-PEG-7G9の CR-1及 び PAに 対 す る 結 合 特 異 性 の 点 か ら 、
架 橋 さ れ て い る 抗 -PA二 重 特 異 性 分 子 14B7IgG-PEG-7G9の 機 能 性 を 分 析 し た 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
材 料 及 び 方 法
　 プ レ ー ト (Corning Costar ア ッ セ イ プ レ ー ト , v-底 非 処 理 ポ リ ス チ レ ン )を 、 0.2μ g/mL
の 濃 度 の CR-1で コ ー テ ィ ン グ し た 。 抗 -PAヘ テ ロ ポ リ マ ー を 内 部 標 準 と し て 使 用 し た (464.
0μ g/mLの 濃 度 の 14B7× 7G9)。
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【 ０ ２ ０ ６ 】
　 HC=1.0μ g/mL、 MC=0.5μ g/mL、 LC=0.25μ g/mL　 ビ オ チ ン を コ ン ジ ュ ゲ ー ト さ せ た PAを
、 0.81mg/mLの 濃 度 で 使 用 し た 。 ELISA希 釈 バ ッ フ ァ ー は 、 1× PBXバ ッ フ ァ ー 、 0.25% BSA
、 0.1% Tween-20、 0.05% 2-ク ロ ロ ア セ ト ア ミ ド を 含 ん で い た 。 ELISA洗 浄 バ ッ フ ァ ー は 、
1× PBS、 0.1% Tween-20、 0.05% 2-ク ロ ロ ア セ ト ア ミ ド を 含 ん で い た 。 TMBは 、 Sigmaか ら
入 手 し た (カ タ ロ グ 番 号  T-0440, LOT番 号 ； 21K1392)。 停 止 液 は 、 2N H 2 SO 4 を 含 ん で い た
。 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ を コ ン ジ ュ ゲ ー ト さ せ た ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン (SA-HRP)を 、
0.5mg/mLで 供 し た 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
　 最 初 に 、 架 橋 さ せ た ヘ テ ロ ポ リ マ ー を 、 以 下 の 手 順 を 用 い て 、 CR-1プ レ ー ト に 結 合 さ せ
た 。 ヘ テ ロ ポ リ マ ー を 、 ELISA希 釈 バ ッ フ ァ ー 中 で 、 5μ g/mLに 希 釈 し た 。 希 釈 プ レ ー ト 内
で 、 サ ン プ ル を 5μ g/mLで 列 Ａ ～ 列 Ｈ に ロ ー ド し 、 1:3倍 で 連 続 的 に 希 釈 し た 。 校 正 物 質 も
含 め て 、 全 て の サ ン プ ル に つ い て 2反 復 で 行 っ た 。
【 ０ ２ ０ ８ 】
　 希 釈 し た 100μ Lの サ ン プ ル を 、 希 釈 プ レ ー ト か ら CR-1で コ ー テ ィ ン グ し て あ る プ レ ー ト
の 対 応 す る ウ ェ ル に 移 し た 。 100μ Lの HC、 MC及 び LCを 、 そ れ ぞ れ 、 列 Ａ 11及 び Ａ 12、 列 Ｂ
11及 び Ｂ 12、 列 Ｃ 11及 び Ｃ 12に 、 2反 復 で 添 加 し た 。 100μ Lの 希 釈 液 を ブ ラ ン ク と し て 5つ
の ウ ェ ル に 2反 復 で 添 加 し た 。 次 い で 、 そ の プ レ ー ト を 接 着 プ レ ー ト シ ー ラ ー で 密 封 し 、 3
7℃ で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 溶 液 を 廃 棄 し 、 そ の プ レ ー ト を 自 動 プ レ ー ト 洗 浄 機
で 5サ イ ク ル プ ロ グ ラ ム で 洗 浄 し た 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
　 次 に 、 以 下 の 手 順 を 用 い て 、 ビ オ チ ニ ル 化 PA(「 b-PA」 )を 、 ヘ テ ロ ポ リ マ ー に 結 合 さ せ
た 。 b-PAを 、 ELISA希 釈 バ ッ フ ァ ー 中 で 、 2.5ng/mLに 希 釈 し た 。 希 釈 し た 100μ Lの b-PAを
、 全 て の ウ ェ ル (ブ ラ ン ク ウ ェ ル も 含 む )に 移 し た 。 次 い で 、 そ の プ レ ー ト を 接 着 プ レ ー ト
シ ー ラ ー で 密 封 し 、 37℃ で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 溶 液 を 廃 棄 し 、 そ の プ レ ー ト
を 自 動 プ レ ー ト 洗 浄 機 で 5サ イ ク ル プ ロ グ ラ ム で 洗 浄 し た 。
【 ０ ２ １ ０ 】
　 最 後 に 、 以 下 の 方 法 を 用 い て 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン を コ ン ジ ュ ゲ ー ト さ せ て あ る 西 洋 ワ
サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ (「 SA-HRP」 )を b-PAに 結 合 さ せ た 。 SA-HRPを 、 ELISA希 釈 バ ッ フ ァ
ー 中 で 、 1:10,000に 希 釈 し た 。
【 ０ ２ １ １ 】
　 希 釈 し た 100μ Lの SA-HRPを 、 全 て の ウ ェ ル (ブ ラ ン ク ウ ェ ル も 含 む )に 移 し た 。 次 い で 、
そ の プ レ ー ト を 接 着 プ レ ー ト シ ー ラ ー で 密 封 し 、 37℃ で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。
溶 液 を 廃 棄 し 、 そ の プ レ ー ト を 自 動 プ レ ー ト 洗 浄 機 で 5サ イ ク ル プ ロ グ ラ ム で 洗 浄 し た 。
【 ０ ２ １ ２ 】
　 シ グ ナ ル を 発 生 さ せ る た め に 、 予 め 加 温 し て お い た 100μ Lの TMBを 全 て の ウ ェ ル に 添 加
し た 。 そ の プ レ ー ト を 、 室 温 で 15分 間 (光 か ら 保 護 し た 状 態 で )イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。
100μ Lの 停 止 液 (2N H 2 SO 4 )を 添 加 し 、 そ の プ レ ー ト を 室 温 で さ ら に 10分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ
ョ ン し た 。 プ レ ー ト リ ー ダ ー を 用 い て 、 450nmで 、 プ レ ー ト を 読 み 取 っ た 。
【 ０ ２ １ ３ 】
　 CAA及 び HPCA活 性 の 大 部 分 は 、 ピ ー ク 2か ら の 主 要 な S300プ ー ル 内 に あ っ た 。 こ の デ ー タ
は 、 表 ５ に 要 約 し て あ る 。
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【 表 ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ １ ４ 】
　 実 施 例 ６ .２
二 重 特 異 性 分 子 S： 7G9-PEG-14B7scAb
　 こ の 実 施 例 で は 、 炭 疽 菌 PAが 結 合 す る 抗 体 フ ラ グ メ ン ト は 、 ヒ ト 定 常 ｋ 領 域 と 融 合 さ せ
た マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 14B7の 単 鎖 Fvか ら な る 単 鎖 抗 体 フ ラ グ メ ン ト で あ っ た 。 scAb
フ ラ グ メ ン ト は 、 Maynardら (Nature Biotechnology 20： 597-601)に 記 述 さ れ て い る 手 順
に 従 っ て 調 製 し た 。 産 生 プ ロ セ ス を 示 す フ ロ ー チ ャ ー ト は 、 図 ５ Ａ に 示 し て あ る 。
【 ０ ２ １ ５ 】
　 14B7scAb抗 原 結 合 性 抗 体 フ ラ グ メ ン ト は 、 実 施 例 ６ .１ の 記 述 に 準 じ て 、 SATAで 誘 導 体
化 し た 。 14B7scAbは 、 1:3の モ ル 比 (14B7scAb： SATA)を 用 い て 誘 導 体 化 し た 。
【 ０ ２ １ ６ 】
　 7G9抗 体 を 、 以 下 の よ う に し て 、 NHS-PEG-MAL(Shearwater Polymers, カ タ ロ グ 番 号 ； 2D
2ZOF021)で 誘 導 体 化 し た 。 NHS-PEG-MAL(14.7nmol/μ L)の 、 50mg/mL MES溶 液 を 調 製 し た 。
7.34μ Lの NHS-PEG-MAL溶 液 を 、 1.5mLの 7G9(36nmol)に 添 加 し た (モ ル 比 約 3:1　 PEG： 抗 体 )
。 反 応 物 を 、 15～ 30分 毎 に 穏 や か に 反 転 さ せ な が ら 室 温 で 2時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た
。 次 い で 、 反 応 混 合 物 を 、 MESバ ッ フ ァ ー 中 の Amersham Hi-Prep 脱 塩 カ ラ ム を 用 い る ク ロ
マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 脱 塩 す る 。 次 い で 、 反 応 混 合 物 を 、 MESバ ッ フ ァ ー 中 の Amersham Hi
-Prep 脱 塩 カ ラ ム (26/10)を 用 い る ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 脱 塩 し た 。 3.3mLの プ ー ル し
た サ ン プ ル を 回 収 し た 。 回 収 し た サ ン プ ル は 1.5mgで あ り 、 0.45mg/mL(A280)の タ ン パ ク 質
濃 度 を 有 し て い た 。 こ れ は 、 3.3%の 回 収 率 を 意 味 す る 。 PEG-MALで 修 飾 し た 抗 体 7G9-PEG-M
ALは 、 PBSEバ ッ フ ァ ー を 用 い て 、 ボ イ ド 容 量 で 溶 出 さ せ た 。
【 ０ ２ １ ７ 】
　 14B7scAb-SHと 7G9-PEG-MALの モ ル 比 2:1(14B7Fab-SH： 7G9-PEG-MAL)の 反 応 混 合 物 を 調 製
し た 。 こ の 反 応 混 合 物 を 、 18時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 こ の 混 合 物 を 、 NEM中 で ク エ
ン チ し 、 翌 日 、 S300 SECク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 用 い て 分 別 し た 。
【 ０ ２ １ ８ 】
　 サ ン プ ル ET168-14Aは 、 S300カ ラ ム の ラ ン か ら 得 ら れ た 画 分 の プ ー ル で あ っ た 。 S300カ
ラ ム の ラ ン (ET168-26)(5mLの 濃 縮 し た 反 応 混 合 物 を ロ ー ド し た )に よ り 、 120の 2mLの 画 分
が 生 じ た 。 画 分 19～ 画 分 51か ら 得 た 65mLの プ ー ル を 、 「 ET168-14A」 と 名 付 け た 。 プ ー リ
ン グ プ ロ セ ス は ET168-26で 記 録 し た 。 サ ン プ ル ET168-14Aを 、 さ ら に 、 限 外 瀘 過 に よ る 処
理 に 付 す こ と に よ り 、 生 成 物 の 混 合 物 を 濃 縮 し て 、 2.9mLの 最 終 容 積 と し た 。 SDS-PAGE分
析 に よ り 、 サ ン プ ル ET168-14Aが 、 10%の 遊 離 scAbと 45%の 単 量 体 (PEG-7G9)と 45%高 MW二 重
特 異 性 分 子 を 含 ん で い る こ と が 示 さ れ た 。 図 ５ Ｂ は 、 サ ン プ ル ET168-14Aを 含 ん で い る Tri
s-Glycine SDS PAGEの 写 真 を 示 し て い る 。
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【 ０ ２ １ ９ 】
　 サ ン プ ル ET168-14Aに つ い て の 、 SDS-PAGEデ ー タ 、 機 能 的 CR1結 合 (CAA)デ ー タ 、 機 能 的 P
A結 合 (PAA)デ ー タ 、 二 価 結 合 (HPCA)デ ー タ 及 び タ ン パ ク 質 含 有 量 (Lowry)デ ー タ が 、 表 ８
に 要 約 し て あ る 。
【 ０ ２ ２ ０ 】
　 Lowryデ ー タ は 、 最 終 的 な 二 重 特 異 性 分 子 混 合 物 (168-14A)中 に 、 9.3mgの タ ン パ ク 質 が
回 収 さ れ た こ と を 示 し て い る 。 こ れ は 、 最 初 に 投 入 さ れ た 総 抗 体 (28mg)の 32%に 相 当 す る
。 SDS-PAGE分 析 は 、 サ ン プ ル 168-14Aが 、 多 様 な コ ン ジ ュ ゲ ー ト 種 を 含 ん で い る こ と を 示
し て お り 、 ま た 、 約 45%の 架 橋 さ れ て い な い 抗 体 を 含 ん で い る こ と を 示 し て い る 。 SDS-ゲ
ル は 、 コ ン ジ ュ ゲ ー ト の サ イ ズ が 約 200kDで あ る こ と を 示 し て い る 。 200kDで あ る こ と に よ
り 、 モ ル 比 は 、 1:1(ScAb： 7G9)で あ る と 推 測 さ れ る 。
【 ０ ２ ２ １ 】
　 サ ン プ ル ET168-14Aは 、 CR1結 合 活 性 を 有 す る こ と が CAAア ッ セ イ に よ り 示 さ れ た 。 特 異
的 活 性 は 、 0.58で あ る と 計 算 さ れ た 。
【 ０ ２ ２ ２ 】
　 サ ン プ ル ET168-14Aは 、 炭 疽 菌 PA結 合 活 性 を 有 す る こ と が PAAア ッ セ イ に よ り 示 さ れ た 。
特 異 的 活 性 は 、 0.18で あ る と 計 算 さ れ た 。 ま た 、 対 照 の 14B7抗 体 と の 比 較 に よ り 、 約 25%(
0.18/0.71)の 未 修 飾 抗 体 の 活 性 が 示 さ れ た 。 未 修 飾 ScAbの 特 異 的 活 性 は 記 録 さ れ て い な い
。
【 ０ ２ ２ ３ 】
　 サ ン プ ル ET168-14Aは 、 二 価 結 合 活 性 を 示 す こ と が HPCAア ッ セ イ に よ り 示 さ れ た が 、 こ
の こ と は 、 2つ の 機 能 性 成 分 の 架 橋 が 首 尾 よ く 行 わ れ た こ と を 示 し て い る 。
【 表 ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ２ ４ 】
　 実 施 例 ６ .３
二 重 特 異 性 分 子 ： 7G9-PEG-14B7Fab
　 こ の 実 施 例 で は 、 二 重 特 異 性 分 子 7G9-PEG-14B7Fabの 産 生 に つ い て 記 述 す る 。 産 生 プ ロ
セ ス を 示 す フ ロ ー チ ャ ー ト は 、 図 ６ Ａ に 示 し て あ る 。
【 ０ ２ ２ ５ 】
　 14B7Fab抗 原 結 合 性 抗 体 フ ラ グ メ ン ト は 、 実 施 例 ６ .１ の 記 述 に 準 じ て 、 SATAで 誘 導 体 化
し た 。 7G9抗 体 は 、 実 施 例 ６ .２ の 記 述 に 準 じ て 、 NHS-PEG-MALで 誘 導 体 化 し た 。
【 ０ ２ ２ ６ 】
　 14B7scAb-SHと 7G9-PEG-MALの モ ル 比 2:1(14B7Fab-SH： 7G9-PEG-MAL)の 反 応 混 合 物 を 調 製
し た 。 こ の 反 応 混 合 物 を 、 4時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 こ の 混 合 物 を 、 NEM中 で ク エ ン
チ し 、 2日 後 、 S300 SECク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 用 い て 分 別 し た 。
【 ０ ２ ２ ７ 】
　 サ ン プ ル ET140-47Iは 、 反 応 混 合 物 に つ い て の S300カ ラ ム の ラ ン か ら 得 ら れ た プ ー ル し
た 画 分 で あ っ た 。 S300カ ラ ム の ラ ン (4.5mLの 反 応 混 合 物 を ロ ー ド し た )に よ り 、 140の 2mL
の 画 分 が 生 じ た 。 画 分 24～ 画 分 57か ら 得 た 68mLの プ ー ル を 、 「 ET140-54D」 と 名 付 け た 。
画 分 42～ 画 分 64か ら 得 た 68mLの プ ー ル を 、 「 ET140-47I」 と 名 付 け た 。 サ ン プ ル ET140-47I
を 、 さ ら に 、 限 外 瀘 過 に よ る 処 理 に 付 す こ と に よ り 、 調 製 物 を 濃 縮 し て 、 0.5mLの 最 終 容
積 と し た 。 SDS-PAGE分 析 に よ り 、 サ ン プ ル Dが 、 遊 離 抗 体 と 高 MW二 重 特 異 性 分 子 を 含 ん で
い る こ と が 示 さ れ た 。 図 ６ Ｂ は 、 サ ン プ ル ET140-47Iを 含 ん で い る Tris-Glycine SDS PAGE
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の 写 真 を 示 し て い る 。
【 ０ ２ ２ ８ 】
　 サ ン プ ル ET140-47Iに つ い て の 、 SDS-PAGEデ ー タ 、 機 能 的 CR1結 合 (CAA)デ ー タ 、 機 能 的 P
A結 合 (PAA)デ ー タ 、 二 価 結 合 (HPCA)デ ー タ 及 び タ ン パ ク 質 含 有 量 (Lowry)デ ー タ が 、 表 ９
に 要 約 し て あ る 。
【 ０ ２ ２ ９ 】
　 Lowryデ ー タ は 、 二 重 特 異 性 分 子 の 画 分 (140-47I)中 に 、 0.070mgの タ ン パ ク 質 が 回 収 さ
れ た こ と を 示 し て い る 。 こ れ は 、 最 初 に 投 入 さ れ た 総 抗 体 (2.4mg)の 3%に 相 当 す る 。 SDS-P
AGE分 析 は 、 サ ン プ ル Dが 、 多 様 な コ ン ジ ュ ゲ ー ト 種 を 含 ん で い る こ と を 示 し て お り 、 ま た
、 約 50%の 未 反 応 抗 体 を 含 ん で い る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ２ ３ ０ 】
　 サ ン プ ル ET140-47Iは 、 CR1結 合 活 性 を 有 す る こ と が CAAア ッ セ イ に よ り 示 さ れ た 。 特 異
的 活 性 は 、 0.33で あ る と 計 算 さ れ た 。 ま た 、 対 照 の 7G9抗 体 と の 比 較 に よ り 、 約 39%(0.33/
0.85)の 未 修 飾 抗 体 の 活 性 が 示 さ れ た 。
【 ０ ２ ３ １ 】
　 サ ン プ ル ET140-47Iは 、 炭 疽 菌 PA結 合 活 性 を 示 す こ と が PAAア ッ セ イ に よ り 示 さ れ た 。 特
異 的 活 性 は 、 0.07で あ る と 計 算 さ れ た 。 未 修 飾 14B7の 特 異 的 活 性 は 記 録 し な か っ た 。
【 ０ ２ ３ ２ 】
　 サ ン プ ル ET140-47Iは 、 二 価 結 合 活 性 を 示 す こ と が HPCAア ッ セ イ に よ り 示 さ れ た が 、 こ
の こ と は 、 2つ の 機 能 性 成 分 の 架 橋 が 首 尾 よ く 行 わ れ た こ と を 示 し て い る 。
【 表 ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ３ ３ 】
　 実 施 例 ６ .４
N-ヒ ド ロ キ シ -ス ク シ ン イ ミ ジ ル -ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル -ベ ン ズ ア ル デ ヒ ド )(PBA)(1)の
合 成
【 化 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ３ ４ 】
　 25mL容 の 丸 底 フ ラ ス コ 内 で 、 500mgの カ ル ボ キ シ ル -ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル -ア ミ ン (0.
147mmole)(Shearwater)を 25mLの 10mM リ ン 酸 バ ッ フ ァ ー (pH7.5)で 希 釈 し た 。 得 ら れ た 溶
液 に 、 ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド に 溶 解 さ せ た 49.42mgの N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ジ ル -ホ ル
ミ ル ベ ン ゾ エ ー ト (Solulink)を 添 加 し た 。 得 ら れ た 反 応 物 を 、 暗 所 で 、 ア ル ゴ ン 下 、 室 温
で 撹 拌 し た 。 4時 間 経 過 し た 後 、 水 相 を ジ ク ロ ロ メ タ ン (DCM)で 抽 出 し た 。 DCM相 を MgSO 4 で
脱 水 し 、 減 圧 下 に 濃 縮 し た 。 残 留 し た 液 体 を エ ー テ ル (3× 50mL)で 抽 出 し た 。 エ ー テ ル 相
を 合 し 、 そ れ に 、 冷 イ ソ プ ロ ピ ル ア ル コ ー ル (IPA)を 添 加 し た こ と に よ り 、 カ ル ボ キ シ -PE
G-ベ ン ズ ア ル デ ヒ ド (CPB)が 沈 澱 し た 。 次 い で 、 沈 澱 物 を 冷 IPAで 洗 浄 し た 後 、 8mLの DCMに
溶 解 さ せ た 。 得 ら れ た 溶 液 に 、 0.8mLの 10%リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム バ ッ フ ァ ー （ pH5.0)を 添 加 し
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た 後 、 150mgの (1-エ チ ル -3-(3-ジ メ チ ル ア ミ ノ プ ロ ピ ル )カ ル ボ ジ イ ミ ド (EDC)及 び 102mg
の N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド (NHS)を 添 加 し た 。 得 ら れ た 反 応 物 を 、 ア ル ゴ ン 下 で 、 2時
間 撹 拌 し た 。 DCM相 を 集 め て MgSO 4 で 脱 水 し 、 減 圧 下 に 濃 縮 し て 、 油 性 の 残 渣 を 得 た 。 こ れ
を 、 IPAを 用 い て 洗 浄 し 、 減 圧 下 に 乾 燥 さ せ て 、 化 合 物 (1)を 得 た (収 量 =238mg)。 PEGの 分
子 量 は 3400Daで あ る 。
【 ０ ２ ３ ５ 】
　 EDC及 び NHSと の さ ら に 別 の 反 応 に 付 す こ と に よ り 、 中 間 体 生 成 物 の 残 留 し て い る カ ル ボ
キ ル 基 を 最 終 生 成 物 に 完 全 に 変 換 し た 。 例 え ば 、 50mgの 中 間 体 生 成 物 を 2.5mLの 酢 酸 エ チ
ル に 溶 解 さ せ た 。 16.11mgの NHSと 28.475mgの EDCを 添 加 し た 。 得 ら れ た 反 応 混 合 物 を ア ル
ゴ ン 下 で 1.5時 間 撹 拌 し 、 濃 縮 し て 無 色 の ゴ ム 状 物 質 と し た 。 2mLの エ ー テ ル を 添 加 し て 、
沈 澱 物 を 形 成 さ せ た 。 エ ー テ ル を デ カ ン ト し 、 残 渣 を エ ー テ ル で 2回 以 上 洗 浄 し た 。 固 体
物 質 (23mg)を 最 終 生 成 物 と し て 収 集 し た 。 こ の 化 合 物 を 薄 層 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー プ レ ー ト
上 で 分 析 し 、 明 瞭 な ス ポ ッ ト と し て 観 察 さ れ た 。 最 終 生 成 物 の 紫 外 ス ペ ク ト ル は 、 NHS-ベ
ン ズ ア ル デ ヒ ド に 一 致 し た 。 こ の 化 合 物 (N-ヒ ド ロ キ シ -ス ク シ ン イ ミ ジ ル -ポ リ エ チ レ ン
グ リ コ ー ル -ベ ン ズ ア ル デ ヒ ド )は 、 以 後 、 「 PBA」 と 称 す る 。 ま た 、 こ の 化 合 物 は 、 式 (I)
で 表 さ れ る 。
【 ０ ２ ３ ６ 】
N-ヒ ド ロ キ シ -ス ク シ ン イ ミ ジ ル -ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル -ベ ン ズ ア ル デ ヒ ド )(PBA)(1)
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 １
　 実 施 例 ６ .５
二 重 特 異 性 分 子 ： H9-PEG-ベ ン ズ ヒ ド ラ ゾ ン -ニ コ チ ネ ー ト -カ プ リ ル -14B7(HZ-HP)
　 ヒ ト 化 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 H9を 、 二 官 能 性 高 分 子 NHS-PEG-ベ ン ズ ア ル デ ヒ ド (PBA)で 誘
導 体 化 し た 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 14B7を 、 二 官 能 性 化 合 物 ス ク シ ン イ ミ ジ ル C6 4-ヒ ド ラ
ジ ノ -ニ コ チ ン ア ミ ド ア セ ト ン ヒ ド ラ ゾ ン (Hz)(Solulink)で 誘 導 体 化 し た 。 0.15M NaCl及
び 50mM リ ン 酸 カ リ ウ ム を 含 有 す る サ ン プ ル バ ッ フ ァ ー (pH7.4)中 で 、 500nmolの Hzを 用 い
て 、 31.25nmolの 14B7を 誘 導 体 化 し た 。 反 応 物 を 室 温 で 1時 間 撹 拌 し た 。 コ ン ジ ュ ゲ ー ト バ
ッ フ ァ ー (0.1M ク エ ン 酸 , pH5)で 平 衡 化 さ せ た 10mLの PD 10-カ ラ ム (Amersham)内 で 、 反 応
混 合 物 か ら 小 分 子 を 除 去 し た 。 別 の 反 応 と し て 、 上 記 で 規 定 し た サ ン プ ル バ ッ フ ァ ー 中 で
、 500nmolの PBAを 用 い て 、 31.25nmolの H9を 誘 導 体 化 し た 。 反 応 混 合 物 を 25℃ で 1時 間 撹 拌
し た 後 、 PD10 カ ラ ム 内 で 、 小 分 子 を 除 去 し た 。
【 ０ ２ ３ ７ 】
　 1～ 3mg/mLの 総 タ ン パ ク 質 濃 度 で 2種 類 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 混 合 す る こ と に よ り 、 コ
ン ジ ュ ゲ ー ト 反 応 を 開 始 さ せ た 。 反 応 は 、 室 温 で 16時 間 行 わ せ た 。 コ ン ジ ュ ゲ ー ト に 際 し
て 、 2種 類 の 誘 導 体 化 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の モ ル 比 は 、 1:1で あ っ た 。 架 橋 さ せ た 二 重 特 異
性 の サ ン プ ル を 、 次 い で 、 PBSG(10mM リ ン 酸 塩 , 0.15M NaCl, 5% グ リ セ ロ ー ル , pH7.4)
で 平 衡 化 さ せ た Suprose6 カ ラ ム (Amersham)で 精 製 し た 。 反 応 生 成 物 を 、 そ の 溶 出 に 応 じ
て 、 種 々 の 分 子 の 大 き さ の 画 分 に 分 離 さ せ た 。 生 成 し た 総 ヘ テ ロ ポ リ マ ー タ ン パ ク 質 は 、
出 発 物 質 の 46.7%で あ っ た 。 サ イ ズ 排 除 プ ロ フ ィ ー ル は 、 図 ７ に 示 し て あ る 。 SDS-PAGEで
分 析 し た 、 対 応 タ ン パ ク 質 の プ ロ フ ィ ー ル は 、 図 ８ に 示 し て あ る 。
【 ０ ２ ３ ８ 】
　 溶 離 時 間 に 応 じ て 、 該 分 子 種 の 明 ら か な オ リ ゴ マ ー 状 態 が 推 定 さ れ た 。 13.5分 よ り 前 に
溶 出 し た 画 分 は 、 高 度 に 架 橋 し て い る 分 子 種 に 対 応 す る 。 13.5分 ～ 14.5分 に 溶 出 し た 画 分
は 、 四 量 体 及 び 五 量 体 に 対 応 す る 。 14.5分 ～ 15.5分 に 溶 出 し た 画 分 は 、 三 量 体 及 び 四 量 体
に 対 応 す る 。 15.5分 ～ 16.5分 に 溶 出 し た 画 分 は 、 三 量 体 に 対 応 す る 。 16.5分 ～ 17.5分 に 溶
出 し た 画 分 は 、 二 量 体 及 び 三 量 体 に 対 応 す る 。 17.5分 ～ 18.5分 に 溶 出 し た 画 分 は 、 二 量 体
に 対 応 す る 。 個 々 の 分 子 種 の 分 子 量 分 布 は 、 41.2%の 二 量 体 、 32.5%の 三 量 体 、 13%の 四 量
体 及 び 3.5%の 五 量 体 で あ っ た 。
【 ０ ２ ３ ９ 】
　 実 施 例 ６ .６
二 重 特 異 性 分 子 14B7-HZ-PEG-H9の 活 性 ア ッ セ イ
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　 6.25nmolの H9を 31.25nmolの NHS-PEG-ベ ン ズ ア ル デ ヒ ド (PBA)で 修 飾 し た 以 外 は 、 実 施 例
６ .５ に お い て 記 述 し た 方 法 と 同 じ 方 法 を 用 い て 、 二 重 特 異 性 分 子 を 産 生 し た 。 6.25nmol
の 14B7を 62.5nmolの Hzで 誘 導 体 化 し た 。 得 ら れ た ヘ テ ロ ポ リ マ ー 混 合 物 を 、 サ イ ズ 排 除  S
uprose6 カ ラ ム で 分 別 し た 。 種 々 の 形 態 の 架 橋 分 子 に 対 応 す る 5つ の 画 分 を 収 集 し 、 そ れ
ら の 結 合 活 性 を 確 認 す る た め に 、 上 記 活 性 ア ッ セ イ 、 ELISAア ッ セ イ 、 例 え ば 、 CAA、 PAA
及 び HPCAな ど で 分 析 し た 。 活 性 ア ッ セ イ の 結 果 は 、 下 記 表 で 要 約 し て い る 。
【 ０ ２ ４ ０ 】
　 上 記 ア ッ セ イ の そ れ ぞ れ に お け る 二 重 特 異 性 分 子 の 活 性 は 、 該 二 重 特 異 性 分 子 の オ リ ゴ
マ ー 状 態 に 依 存 す る 。 即 ち 、 よ り 高 度 に オ リ ゴ マ ー 化 し た 状 態 は 、 ア ッ セ イ を 行 っ た 特 定
の 抗 原 に 対 す る 結 合 活 性 は 低 い も の と な る 。 こ の 結 果 は 、 抗 原 に 対 す る ヘ テ ロ ポ リ マ ー の
結 合 特 性 及 び ス テ レ オ ア ベ イ ラ ビ リ テ ィ ー を 反 映 し た も の で あ り 得 る 。 該 二 重 特 異 性 分 子
が 二 価 結 合 活 性 を 示 し た の で 、 HPCAの 結 果 に よ り 、 該 二 重 特 異 性 分 子 が 実 際 に CR1及 び PA
抗 原 の 両 方 に 対 し て 特 異 性 を 有 し て い る こ と が 明 ら か に 示 さ れ た 。
【 表 １ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ４ １ 】
　 実 施 例 ６ .７
N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ジ ル -PEG-ヒ ド ラ ジ ノ ニ コ チ ネ ー ト (2)の 合 成
【 化 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ４ ２ 】
　 25mL容 の 丸 底 フ ラ ス コ 内 で 、 50mgの カ ル ボ キ シ ル -ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル -ア ミ ン (0.0
147mmol)(Shearwater)を 2.5mLの 10mM リ ン 酸 バ ッ フ ァ ー (pH7.5)で 希 釈 す る 。 得 ら れ た 溶
液 に 、 テ ト ラ ヒ ド ロ フ ラ ン (THF)中 の 15.5mgの N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ジ ル -6-BOC-ヒ ド
ラ ジ ノ ニ コ チ ネ ー ト (Solulink)を 添 加 す る 。 得 ら れ た 反 応 物 を 、 暗 所 で 、 ア ル ゴ ン 下 、 室
温 で 撹 拌 す る 。 4時 間 経 過 し た 後 、 水 相 を ジ ク ロ ロ メ タ ン (DCM)で 抽 出 す る 。 DCM相 を MgSO 4
で 脱 水 し 、 減 圧 下 に 濃 縮 し て 、 液 体 残 渣 を 得 る 。 こ れ を 、 次 い で 、 エ ー テ ル を 用 い て 沈 澱
さ せ る 。 沈 澱 し た PEG-ポ リ マ ー を 濾 過 に よ り 収 集 し 、 10mLの 冷 (-20℃ )イ ソ プ ロ ピ ル ア ル
コ ー ル (IPA)で 洗 浄 し て 、 カ ル ボ キ シ -PEG-6-BOC-ヒ ド ラ ジ ノ ニ コ チ ネ ー ト (CPN-Boc)を 得
る 。 こ れ を 、 次 い で 、 1mLの THFで 希 釈 す る 。 得 ら れ た 溶 液 に 、 15mgの N,N'-ジ シ ク ロ ヘ キ
シ ル カ ル ボ ジ イ ミ ド (DCC)及 び 10.2mgの N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド (NHS)を 添 加 す る 。 こ
の 反 応 混 合 物 を 、 ア ル ゴ ン 下 で 3時 間 撹 拌 す る 。 得 ら れ た 溶 液 に 乾 燥 シ リ カ ゲ ル (1mg)を 添
加 し て 沈 澱 さ せ る 。 上 清 を 固 体 沈 澱 物 か ら 分 離 し た 後 、 減 圧 下 に 溶 媒 を 除 去 し て 残 渣 を 得
る 。 こ れ を 、 0.5mLの 酢 酸 エ チ ル に 再 懸 濁 さ せ 、 0.5mLの 3M HC1で 10分 間 (3回 )抽 出 す る 。
有 機 相 を MgSO 4 で 脱 水 し 、 減 圧 下 に 濃 縮 し 、 エ ー テ ル で 抽 出 す る 。 次 い で 、 得 ら れ た エ ー
テ ル 溶 液 に 冷 IPAを 添 加 し て 、 化 合 物 ２ を 沈 澱 物 と し て 得 る 。
【 ０ ２ ４ ３ 】
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　 ７ ． 引 用 文 献
　 本 明 細 書 中 で 引 用 し た 全 て の 参 考 文 献 は 、 個 々 の 刊 行 物 、 特 許 又 は 特 許 出 願 が 、 そ れ ぞ
れ 具 体 的 に 且 つ 個 々 に 、 あ ら ゆ る 目 的 の た め に 参 照 に よ り そ の 全 体 を 組 み 込 れ る と 示 さ れ
て い る の と 同 程 度 に 、 あ ら ゆ る 目 的 の た め に 参 照 に よ り そ の 全 体 を 本 明 細 書 に 組 み 入 れ る
。
【 ０ ２ ４ ４ 】
　 当 業 者 に は 明 ら か な よ う に 、 本 発 明 の 精 神 及 び 範 囲 か ら 逸 脱 す る こ と な く 、 本 発 明 の 多
く の 改 変 及 び 変 更 を 行 う こ と が で き る 。 本 明 細 書 に 記 載 し た 具 体 的 な 実 施 形 態 は 、 例 示 の
た め に の み 提 供 さ れ る も の で あ り 、 本 発 明 は 、 請 求 の 範 囲 が 権 利 を 与 え る 等 価 物 の 全 範 囲
と 共 に 、 添 付 の 請 求 の 範 囲 に よ っ て の み 限 定 さ れ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ２ ４ ５ 】
【 図 １ 】 14B7IgG-PEG-7G9IgGを 産 生 す る 架 橋 方 法 に つ い て の 例 示 的 な プ ロ セ を 要 約 し て い
る フ ロ ー チ ャ ー ト を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ２ Ａ 】 粗 14B7IgG-PEG-7G9IgGの ク ロ マ ト グ ラ フ プ ロ フ ィ ー ル を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ２ Ｂ 】 粗 14B7IgG-PEG-7G9IgGの ク ロ マ ト グ ラ フ プ ロ フ ィ ー ル を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ３ Ａ 】 14B7IgG-PEG-7G9IgGの SDS-PAGE分 析 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ３ Ｂ 】 14B7IgG-PEG-7G9IgGの SDS-PAGE分 析 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ４ 】 14B7-PEG-7G9調 製 物 の 分 子 量 分 布 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ５ Ａ 】 14B7scAb-PEG-7G9を 産 生 す る 架 橋 方 法 に つ い て の 例 示 的 な プ ロ セ を 要 約 し て い
る フ ロ ー チ ャ ー ト を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ５ Ｂ 】 14B7scAb-PEG-7G9の SDS-PAGE分 析 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ６ Ａ 】 14B7Fab-PEG-7G9を 産 生 す る 架 橋 方 法 に つ い て の 例 示 的 な プ ロ セ を 要 約 し て い
る フ ロ ー チ ャ ー ト を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ６ ｂ 】 14B7Fab-PEG-7G9の SDS-PAGE分 析 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ６ Ｂ 】 14B7Fab-PEG-7G9の SDS-PAGE分 析 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ７ 】 14B7-HZ-PEG-H9の 溶 出 プ ロ フ ィ ー ル を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ８ 】 14B7-HZ-PEG-H9の SDS-PAGE分 析 を 示 す 図 で あ る 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ Ａ 】

【 図 ２ Ｂ 】 【 図 ３ Ａ 】
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【 図 ３ Ｂ 】 【 図 ４ 】

【 図 ５ Ａ 】 【 図 ５ Ｂ 】
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【 図 ６ Ａ 】 【 図 ６ ｂ 】

【 図 ６ Ｂ 】 【 図 ７ 】

【 図 ８ 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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