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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ｉ）Ｎ末端からＣ末端の方向に、Ｔ細胞応答誘発性ペプチド、β２－ミクログロブリン
、並びにクラスＩ　ＭＨＣ分子の細胞外ドメインのα１、α２、及びα３を含む融合ポリ
ペプチド、
ｉｉ）１対のジスルフィド結合ポリペプチド鎖であって、
　第一ジスルフィド結合ポリペプチド鎖はＮからＣ末端方向に、免疫グロブリン重鎖可変
（ＶＨ）ドメイン、免疫グロブリン重鎖第一定常ドメイン（ＣＨ１）、抗体重鎖ヒンジ領
域ポリペプチド、免疫グロブリン重鎖第二定常（ＣＨ２）及び第三定常（ＣＨ３）ドメイ
ンを含み、
　第二ジスルフィド結合ポリペプチド鎖はＮからＣ末端方向に、抗体の重鎖ヒンジ領域ポ
リペプチド、免疫グロブリン重鎖第二定常（ＣＨ２）及び第三定常（ＣＨ３）ドメインを
含み、
　第一と第二のジスルフィド結合ポリペプチド鎖が一以上のジスルフィド結合によって連
結された、１対のジスルフィド結合ポリペプチド鎖、及び
ｉｉｉ）抗体軽鎖
を含む複合体の真核細胞における組換え生産の方法であって、
　－　複合体をコードする一以上の核酸を同一真核細胞内に含む真核細胞を培養する工程
、及び
　－　細胞又は培養培地から複合体を回収する工程
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を含み、
　複合体がＴ細胞応答誘発性ペプチド、β２－ミクログロブリン、並びにクラスＩ　ＭＨ
Ｃ分子の細胞外ドメインα１、α２、及びα３の厳密に一の融合ポリペプチドを含む、方
法。
【請求項２】
　複合体が培養培地中で１ｍｇ／ｍｌ以上の濃度で得られることを特徴とする、請求項１
に記載の方法。
【請求項３】
真核細胞が哺乳動物細胞であることを特徴とする、請求項１又は２に記載の方法。
【請求項４】
　哺乳動物細胞が、ヒト胚性腎細胞、又はチャイニーズハムスター卵巣細胞、又はベビー
ハムスター腎臓細胞、又はマウスの骨髄腫細胞であることを特徴とする、請求項３に記載
の方法。
【請求項５】
　融合ポリペプチドが、ｉ）第二ジスルフィド結合ポリペプチド鎖のＮ末端に共有結合す
るか、又はｉｉ）第一ジスルフィド結合ポリペプチド鎖のＮ末端に共有結合するか、又は
ｉｉｉ）抗体軽鎖のＮ末端に共有結合することを特徴とする、請求項１から４の何れか一
項に記載の方法。
【請求項６】
　Ｔ細胞応答誘発性ペプチドがウイルス由来ペプチドであることを特徴とする、請求項１
から５の何れか一項に記載の方法。
【請求項７】
　融合ポリペプチドがＮからＣ末端方向に、
　（ｉ）配列番号０１～配列番号０９から選択されるアミノ酸配列を有するウイルス由来
ペプチド、
　（ｉｉ）配列番号１６、１７、１８、２１、２２、及び２３から選択されるアミノ酸配
列を有する第一リンカーペプチド、
　（ｉｉｉ）配列番号１０のアミノ酸配列を有するβ２－ミクログロブリン、
　（ｉｖ）配列番号１６、１７、１８、２１、２２、及び２３から選択されるアミノ酸配
列を有する第二リンカーペプチド、
　（ｖ）配列番号１１のアミノ酸配列を有するクラスＩ　ＭＨＣ分子の細胞外ドメインの
α１、α２、及びα３、及び
　（ｖｉ）配列番号１２、１６、１７、１８、２１、２２、及び２３から選択されるアミ
ノ酸配列を有する第三リンカーペプチド
を含むことを特徴とする、請求項１から６の何れか一項に記載の方法。
【請求項８】
　第一ジスルフィド結合ポリペプチド鎖及び第二ジスルフィド結合ポリペプチド鎖は、ｉ
）配列番号３１、３２、及び３３から選択されるアミノ酸配列を含むヒトＩｇＧ１のＣＨ
２ドメイン、及び配列番号３４、３５、及び３６から選択されるアミノ酸配列を含むヒト
ＩｇＧ１のＣＨ３ドメインを含むことを特徴とする、請求項１から７の何れか一項に記載
の方法。
【請求項９】
　複合体が、ｉ）配列番号２１のアミノ酸配列を有する第一リンカーペプチド、及び／又
はｉｉ）配列番号２２のアミノ酸配列を有する第二リンカーペプチド、及び／又はｉｉｉ
）配列番号１２のアミノ酸配列を有する第三リンカーペプチド、及び／又はｉｖ）配列番
号３２又は３３のアミノ酸配列を有するヒトＩｇＧ１のＣＨ２ドメイン、及び／又はｖ）
第一ジスルフィド結合ポリペプチドにおいて、配列番号３５のアミノ酸配列を有するヒト
ＩｇＧ１のＣＨ３ドメイン及び第二ジスルフィド結合ポリペプチドにおいて、配列番号３
６のアミノ酸配列を有するヒトＩｇＧ１のＣＨ３ドメインを含むことを特徴とする、請求
項７又は８の何れか一項に記載の方法。
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【発明の詳細な説明】
【発明の開示】
【０００１】
　本明細書において、抗体及びＭＨＣクラスＩ成分を含む融合ポリペプチド及びウイルス
特異的細胞傷害性Ｔ細胞を循環させることの標的引力による腫瘍細胞の除去におけるその
使用が報告される。
【発明の背景】
【０００２】
　ＭＨＣクラスＩタンパク質は、α鎖（α－１から３及び膜貫通ドメイン）及びβ２－マ
イクログロブリンからなる。それは多遺伝子性（一倍体ゲノムにおけるＭＨＣクラスＩタ
ンパク質で３遺伝子座）で、６つの異なるＭＨＣクラスＩタンパク質のα鎖を生じる（ヒ
トでは２つのＨＬＡ－Ａ、２つのＨＬＡ－Ｂ、２つのＨＬＡ－Ｃ）。ＭＨＣはさらに多形
性である。ヒトＨＬＡ－対立遺伝子Ａ＊０２０１は、コーカサス人口の約３０％から５０
％で優勢である（Player, et al., J Immunother. Emphasis Tumor Immunol. 19 (1996) 
357-363）。
【０００３】
　ヒトサイトメガロウイルスのＨＣＭＶ（＝ヒトヘルペスウイルス５、ＨＨＶ－５）は、
最大のヒトウイルスの一つである。そのゲノムは約２３００００ｂｐの線形二重鎖ＤＮＡ
を含み、１６０タンパク質以上をコードする(Davison, A.J., et al., J. Gen. Virol. 8
4 (2003) 17-28)。
【０００４】
　ＣＭＶはヒトゲノムの崇高な寄生生物になるために進化しており、それは強力な免疫原
であり、そして免疫系の全てのアームから強い免疫応答を引き起こす。このウイルスは、
ヒト免疫系に知られている最も免疫優性な抗原の一つのように見え、前例のない大きさの
ＣＤ８＋-Ｔ細胞応答を刺激する。
【０００５】
　ＣＭＶ「潜伏期」は、ウイルス転写パターンの変化よりもＣＭＶウイルスの慢性的な免
疫抑制に依存する(Moss & Khan, Human Immunology 65 (2004) 456-464)。
【０００６】
　ＣＤ８＋-Ｔ細胞免疫応答は、全てのＣＭＶタンパク質に対して均等に指向していない
が、集束される。ＣＭＶタンパク質のｐｐ６５及びＩＥ－１が優勢な標的である (McLaug
hlin-Taylor, E., et al., J. Med. Virol. 43 (1994) 103-110; Moss & Khan, Human Im
munology 65 (2004) 456-464)。
【０００７】
　ＣＭＶ特異的Ｔ細胞の真の頻度は、全ＣＤ８＋-Ｔ細胞レパートリーのうち最大１％か
ら２％の程度で個々のペプチドの頻度と共に非常に高い (Moss & Khan, Human Immunolog
y supra; Wills, M.R., et al., J. Virol. 70 (1996) 7569-7579)。
【０００８】
　ＣＭＶ特異的ＣＤ８＋-Ｔ細胞応答は年齢とともに著しく増加し、個々のＨＬＡ－ペプ
チド四量体は全ＣＤ８＋-Ｔ細胞プールの１０％を超えて高い頻度で染色する(Khan, N., 
et al., J. Immunol. 169 (2002) 1984-1992)。
【０００９】
　健康な高齢ドナーにおける全ＣＤ８＋-Ｔ細胞応答は、ＣＤ８＋-Ｔ細胞レパートリーの
約５０％を占めることができる。
【００１０】
　膨大なＣＤ８＋-Ｔ細胞の増殖は、しばしばクローン的に非常にで限定され、ＣＭＶは
、加齢に伴って末梢血において見られるクローン性ＣＤ８＋-Ｔ細胞の増殖の少なくとも
３０％の原因であると推定されている。全ＣＤ８＋-Ｔ細胞数は、ＣＭＶ血清陰性コホー
トと比較して、６０歳以上のＣＭＶ血清反応陽性ドナーにおいて２倍である(Looney, R.J
., et al., Clin. Immunol. 90 (1999) 213-219)。
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【００１１】
　可溶性ＨＬＡとβ－２－ミクログロブリンの融合は、Mottez et al. (Eur. J. Immunol
. 21 (1991) 467-471); Godeau et al. (J. Biol. Chem. 267 (1992) 24223-24229)及びM
age et al. (Proc. Natl. Acad. Sci. 89 (1992) 10658-10662)によって報告されている
。可溶性ＨＬＡ及びβ－２－ミクログロブリンとのウイルス由来ペプチドの融合は、Mott
ez et al. (J. Exp. Med. 181 (1995) 493-502)によって報告されている。免疫グロブリ
ン重鎖の可溶性ＨＬＡ及び共発現されたβ－２－ミクログロブリンとの融合は、Dal Port
o et al. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90 (1993) 6671-6675)によって報告されている
。Ｆａｂに化学的結合したストレプトアビジンとのビオチン化ペプチド可溶性ＨＬＡ及び
β－２－ミクログロブリンの四量体複合体はRobert et al. (Eur. J. Immun. 30 (2000) 
3165-3170)によって記述されている。可溶性ＨＬＡ及びβ－２－ミクログロブリンとのウ
イルス由来ペプチドの融合と化学的に結合したＦａｂは、Robert et al. (Cancer Immuni
ty 1 (2001) 2)によって報告されている。可溶性ＨＬＡ及びβ－２－ミクログロブリンと
のウイルス由来ペプチドのマウスモノクローナル抗体の重鎖への融合は、Greten et al. 
(J. Immunol. Methods 271 (2002) 125-135)によって報告されている。ペプチド、インビ
トロでのリフォールディング及びペプチドローディングを伴わないｓｃＦｖ融合体の大腸
菌発現は、Lev et al. (J. Immunol. 169 (2002) 2988-2996), Lev et al. (Proc. Natl.
 Acad. Sci. 101 (2004) 9051-9056)、及びNovak et al. (Int. J. Cancer 120 (2006) 3
29-336)により報告されている。ペプチドを負荷され、ストレプトアビジン融合Ｆａｂ又
はｓｃＦｖ抗体に結合したビオチン化可溶性ＭＨＣの使用は、Mous et al. (Leukemia 20
 (2006) 1096-1102)により報告される。
【００１２】
　国際公開第２００５／０９９３６１号において、ＭＨＣクラスＩ－ペプチド抗体は修飾
されたβ－２－ミクログロブリンにコンジュゲートすると報告されている。国際公開第２
００５／０９９３６１号に報告される典型的なコンジュゲートは、ＭＨＣ－複合体のアル
ファ鎖（ＨＬＡ）のインビトロのコンジュゲーションによるか又は同じ細胞において別々
の遺伝子からの共発現により得られる。
【００１３】
　米国特許出願公開第２００４／００９１４８８号において、特定のキャリア分子を有す
る主要組織適合性複合体クラスＩ抗原の抗原性コンストラクトが報告されている。本明細
書において融合ポリペプチドはヒンジ領域を欠いて報告されている。
【発明の概要】
【００１４】
　本明細書は、第一部分として標的抗原に特異的に結合する抗体由来部分、及び第二部分
としてＭＨＣクラスＩタンパク質複合体に共有結合したウイルス由来ペプチドを含む複合
体を組換え的に生成する方法、並びに複合体そのものを報告する。
【００１５】
　本明細書に報告される複合体とともに、個体の既存のウイルス特異的循環性細胞障害性
Ｔ細胞（Ｔメモリー細胞及び／又はＴエフェクター細胞）は、ＭＨＣクラスＩタンパク質
複合体に結合したウイルス由来ペプチドにより急性ウイルス感染を模倣するＭＨＣクラス
Ｉ複合体と、これらの細胞をドレッシングすることにより、複合体の抗体由来部分が特異
的に結合する標的抗原を発現する細胞に指向されることができる。
【００１６】
　本明細書に報告される一態様は、真核細胞においてｉ）複合体をコードする一以上の核
酸を含む真核細胞を培養し、及びｉｉ）細胞又は培養培地から複合体を回収する工程を含
む、ｉ）β２－ミクログロブリンとクラスＩのＭＨＣ分子の細胞外ドメインα１、α２、
及びα３の融合ポリペプチド、ｉｉ）抗体のヒンジ領域を各々含むジスルフィド結合ポリ
ペプチドの対、及びｉｉｉ）抗体軽鎖可変ドメイン及び抗体重鎖可変ドメインの少なくと
も一対を含んでなる複合体の組換え生産の方法であり、該複合体は、β－２－ミクログロ
ブリン及びクラスＩのＭＨＣ分子の細胞外ドメインのα１、α２、及びα３の厳密に一の
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融合ポリペプチドを含むことを特徴とする。
【００１７】
　一実施態様において、複合体は厳密に一のＭＨＣ由来ポリペプチド又はＭＨＣ由来分子
を含む厳密に一の融合ポリペプチドを含んでなる。
【００１８】
　一実施態様において、複合体は培養培地中で１ｍｇ／ｍｌ以上の濃度で得られる。一実
施態様において、複合体は培養培地中で４ｍｇ／ｍｌ以上の濃度で得られる。
【００１９】
　一実施態様において、真核細胞は哺乳動物細胞である。一実施態様において、哺乳動物
細胞は、ヒト胚性腎細胞、又はチャイニーズハムスター卵巣細胞、又はベビーハムスター
腎臓細胞、又はマウスの骨髄腫細胞である。
【００２０】
　一実施態様において、融合ポリペプチドは、Ｎ末端からＣ末端の方向で、β２－ミクロ
グロブリン、及び１％未満の出現の相対頻度を有するクラスＩのＭＨＣ分子の細胞外ドメ
インのα１、α２及びα３を含む。
【００２１】
　一実施態様において、融合ポリペプチドは、Ｔ細胞応答誘発性ペプチド、β２－ミクロ
グロブリン、及び出現の相対頻度が１％以上を有するクラスＩのＭＨＣ分子の細胞外ドメ
インのα１、α２及びα３を含む。
【００２２】
　一実施態様において、抗体のヒンジ領域由来のジスルフィド結合ポリペプチド鎖の対の
ポリペプチドは、ｉ）一以上のジスルフィド結合によって連結され、ｉｉ）第一ジスルフ
ィド結合ポリペプチド鎖はＮからＣ末端方向に、免疫グロブリン軽又は重鎖可変ドメイン
、免疫グロブリン軽鎖又は重鎖定常ドメイン、及び抗体重鎖ヒンジ領域ポリペプチドを含
み、第二のジスルフィド結合ポリペプチド鎖は、抗体の重鎖ヒンジ領域ポリペプチドを含
む。
【００２３】
　一実施態様において、融合ポリペプチドは、ｉ）ジスルフィド結合ポリペプチド鎖の一
方のＣ末端又はＮ末端の何れかに共有結合し、又はｉｉ）第一ジスルフィド結合ポリペプ
チド鎖に含まれるものに対して相補的な同族重鎖又は軽鎖の可変ドメインである抗体可変
ドメインのＮ末端に共有結合し、又はｉｉｉ）第一ジスルフィド結合ポリペプチド鎖に含
まれるものに対して相補的な重鎖又は軽鎖の定常ドメインである抗体定常ドメインのＣ末
端に共有結合する。
【００２４】
　一実施態様において、Ｔ細胞応答誘発性ペプチドは、ウイルス由来のペプチドである。
【００２５】
　一実施態様において、融合ポリペプチドは、ＮからＣ末端方向に、
　（ｉ）配列番号０１～配列番号０９から選択されるアミノ酸配列を有するウイルス由来
ペプチド、
　（ｉｉ）配列番号１６、１７、１８、２１、２２、及び２３から選択されるアミノ酸配
列を有する第一リンカーペプチド、
　（ｉｉｉ）配列番号１０のアミノ酸配列を有するβ２－ミクログロブリン、
　（ｉｖ）配列番号１６、１７、１８、２１、２２、及び２３から選択されるアミノ酸配
列を有する第二リンカーペプチド、
　（ｖ）配列番号１１のアミノ酸配列を有するクラスＩのＭＨＣ分子の細胞外ドメインの
α１、α２、及びα３、及び
　（ｖｉ）配列番号１２、１６、１７、１８、２１、２２、及び２３から選択されるアミ
ノ酸配列を有する第三リンカーペプチドを含む。
【００２６】
　一実施態様において、第一ジスルフィド結合ポリペプチド鎖及び第二ジスルフィド結合
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ポリペプチド鎖は、ｉ）配列番号３１、３２、及び３３から選択されるアミノ酸配列を含
むヒトＩｇＧ１のＣＨ２ドメイン、及び配列番号３４、３５、及び３６から選択されるア
ミノ酸配列を含むヒトＩｇＧ１のＣＨ３ドメインを含む。
【００２７】
　一実施態様において、複合体は、ｉ）配列番号２１のアミノ酸配列を有する第一リンカ
ーペプチド、及び／又はｉｉ）配列番号２２のアミノ酸配列を有する第二リンカーペプチ
ド、及び／又はｉｉｉ）配列番号１２のアミノ酸配列を有する第三リンカーペプチド、及
び／又はｉｖ）配列番号３２又は３３のアミノ酸配列を有するヒトＩｇＧ１のＣＨ２ドメ
イン、及び／又はｖ）第一ジスルフィド結合ポリペプチドにおいて、配列番号３５のアミ
ノ酸配列を有するヒトＩｇＧ１のＣＨ３ドメイン及び第二ジスルフィド結合ポリペプチド
において、配列番号３６のアミノ酸配列を有するヒトＩｇＧ１のＣＨ３ドメインを含む。
【００２８】
　本明細書に報告される一態様は複合体であって、
　－　ＮからＣ末端方向に、
　　　（ｉ）β２－ミクログロブリン、及び
　　　（ｉｉ）１％未満の相対頻度を有するクラスＩのＭＨＣ分子の細胞外ドメインのα
１、α２、及びα３、
　　　又は
　　　（ｉ）Ｔ細胞応答誘発性ペプチド、
　　　（ｉｉ）β２－ミクログロブリン、及び
　　　（ｉｉｉ）１％以上の相対頻度を有するクラスＩのＭＨＣ分子の細胞外ドメインの
α１、α２、及びα３、
　　　の何れかを含む一の融合ポリペプチド、
　及び
　－　一以上のジスルフィド結合により連結される２つのポリペプチド鎖であって、
　　　第一ジスルフィド結合ポリペプチド鎖はＮからＣ末端方向に、
　　　（ｉ）免疫グロブリン軽又は重鎖可変ドメイン、
　　　（ｉｉ）免疫グロブリン軽又は重鎖定常ドメイン、及び
　　　（ｉｉｉ）抗体重鎖ヒンジ領域ポリペプチド
　　　を含み、
　　　及び、第二ジスルフィド結合ポリペプチド鎖が抗体の重鎖ヒンジ領域ポリペプチド
を含む２つのポリペプチド鎖
を含み、
　ここで融合ポリペプチドは、
　－　ジスルフィド結合ポリペプチド鎖の一方のＣ末端又はＮ末端の何れかに対して共有
結合し、又は
　－　第一ジスルフィド結合ポリペプチド鎖に含まれるものに対して相補的な重又は軽鎖
可変ドメインである抗体の可変ドメインのＮ末端に共有結合し、又は
　－　第一ジスルフィド結合ポリペプチド鎖に含まれるものに対して相補的な重又は軽鎖
定常ドメインである抗体の定常ドメインのＣ末端に共有結合する
ことを特徴とする。
【００２９】
　全ての態様のうちの一実施態様において、複合体は、抗原結合複合体である。
【００３０】
　全ての態様のうちの一実施態様において、複合体は、共有結合複合体である。
【００３１】
　全ての態様のうちの一実施態様において、１％以上の相対頻度を有するクラスＩのＭＨ
Ｃ分子は、１０％以上の相対頻度を有する。一実施態様において、１０％以上の相対頻度
を有するクラスＩのＭＨＣ分子は、ＨＬＡ－Ａ＊０２０１、又はＨＬＡ－Ａ＊１１０１、
又はＨＬＡ－Ａ＊２４０２、又はＨＬＡ－Ａ＊３４０１０１、又はＨＬＡ－Ｃ＊０３０４
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、又はＨＬＡ－Ｃ＊０４０１、又はＨＬＡ－Ｃ＊０７０２である。
【００３２】
　全ての態様のうちの一実施態様において、１０％以上の相対頻度を有するクラスＩのＭ
ＨＣ分子が、複合体が以下のように投与されるべき個体の領域に依存して選択される：
　　ヨーロッパ起源の個体において、クラスＩのＭＨＣ分子は、ＨＬＡ－Ａ＊０１０１、
ＨＬＡ－Ａ＊０２０１、ＨＬＡ－Ａ＊０３０１、ＨＬＡ－Ｂ＊０７０２、ＨＬＡ－Ｂ＊０
８０１、ＨＬＡ－Ｂ＊４４０２、ＨＬＡ－Ｃ＊０４０１、ＨＬＡ－Ｃ＊０５０１、ＨＬＡ
－Ｃ＊０７０１、及びＨＬＡ－Ｃ＊０７０２を含む群から選択され、
　　オーストラリア起源の個体において、クラスＩのＭＨＣ分子は、ＨＬＡ－Ａ＊０２０
１、ＨＬＡ－Ａ＊１１０１、ＨＬＡ－Ａ＊２４０２、ＨＬＡ－Ａ＊３４０１０１、ＨＬＡ
－Ｂ＊１３０１、ＨＬＡ－Ｂ＊１５２１、ＨＬＡ－Ｂ＊５６０１、ＨＬＡ－Ｂ＊５６０２
、ＨＬＡ－Ｃ＊０１０２、ＨＬＡ－Ｃ＊０４０１、ＨＬＡ－Ｃ＊０４０３、及びＨＬＡ－
Ｃ＊１５０２を含む群から選択され、
　　北アメリカ起源の個体において、クラスＩのＭＨＣ分子は、ＨＬＡ－Ａ＊０２０１、
ＨＬＡ－Ａ＊２４０２、ＨＬＡ－Ｃ＊０２０２、ＨＬＡ－Ｃ＊０３０４、ＨＬＡ－Ｃ＊０
４０１、及びＨＬＡ－Ｃ＊０７０２を含む群から選択され、及び
　　東南アジア起源の個体において、クラスＩのＭＨＣ分子は、ＨＬＡ－Ａ＊１１０１、
ＨＬＡ－Ａ＊２４０２、ＨＬＡ－Ｂ＊１５０４、ＨＬＡ－Ｃ＊０１０２、ＨＬＡ－Ｃ＊０
３０４、ＨＬＡ－Ｃ＊０７０２、及びＨＬＡ－Ｃ＊０８０１を含む群から選択される。
【００３３】
　全ての態様のうちの一実施態様において、１０％以上の相対頻度を有するクラスＩのＭ
ＨＣ分子が、複合体が以下のように投与されるべき個体の領域に依存して選択される：
　　ヨーロッパ起源の個体において、クラスＩのＭＨＣ分子はＨＬＡ－Ａ＊０２０１であ
り、
　　オーストラリア起源の個体において、クラスＩのＭＨＣ分子は、ＨＬＡ－Ａ＊２４０
２、ＨＬＡ－Ｂ＊１３０１、ＨＬＡ－Ｃ＊０１０２、及びＨＬＡ－Ｃ＊０４０１を含む群
から選択され、
　　北アメリカ起源の個体において、クラスＩのＭＨＣ分子は、ＨＬＡ－Ａ＊２４０２、
及びＨＬＡ－Ｃ＊０３０４を含む群から選択され、そして
　　東南アジア起源の個体において、クラスＩのＭＨＣ分子はＨＬＡ－Ａ＊２４０２であ
る。
【００３４】
　全ての態様のうちの一実施態様において、ＮからＣ末端方向に、β２－ミクログロブリ
ン及び１％未満の相対頻度を有するクラスＩのＭＨＣ分子の細胞外ドメインのα１、α２
及びα３を含む融合ポリペプチドは、そのＮ末端に、ＭＨＣペプチド結合の溝に結合する
ペプチドを更に含む。
【００３５】
　全ての態様のうちの一実施態様において、Ｔ細胞応答誘発性ペプチドはＣＤ８＋-Ｔ細
胞応答誘発性ペプチドである。一実施態様において、Ｔ細胞応答誘発性ペプチドは、ウイ
ルス由来のペプチドである。
【００３６】
　全ての態様のうちの一実施態様において、１％未満の相対頻度を有するクラスＩのＭＨ
Ｃ分子は、ＨＬＡ－Ｂ＊４２０１、ＨＬＡ－Ｂ＊５９０１、ＨＬＡ－Ｂ＊６７０１、及び
ＨＬＡ－Ｂ＊７８０２を含む群から選択される。
【００３７】
　全ての態様のうちの一実施態様において、融合ポリペプチドは、
　（ｉ）ウイルス由来ペプチド、
　（ｉｉ）β２－ミクログロブリン、及び
　（ｉｉｉ）可溶性ＨＬＡ－Ａ対立遺伝子Ａ＊０２０１
を含む。
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【００３８】
　全ての態様のうちの一実施態様において、ウイルスは、アデノウイルス、ヒトヘルペス
ウイルス１、ヒトヘルペスウイルス２、ヒトヘルペスウイルス４（エプスタイン・バーウ
イルス）、Ｂ型肝炎ウイルス、Ｃ型肝炎ウイルス、ヒトサイトメガロウイルス、ヒト免疫
不全ウイルス、ヒトパピローマウイルス１６型、ヒトパピローマウイルス１８型、ヒトパ
ピローマウイルス３１型、ヒトパピローマウイルス３３型、ヒトパピローマウイルス３５
型、ヒトパピローマウイルス３９型、ヒトパピローマウイルス４５型、ヒトパピローマウ
イルス５１型、ヒトパピローマウイルス５２型、ヒトパピローマウイルス５６型、ヒトパ
ピローマウイルス５８型、ヒトパピローマウイルス５９型、ヒトパピローマウイルス６８
型、ヒトパピローマウイルス７３型、ヒトパピローマウイルス８２型、ヒトＴ細胞白血病
ウイルスＩ型、ヒトインフルエンザＡ型ウイルス、ヒトインフルエンザＢ型ウイルス、ワ
クシニアウイルス、デングウイルスから選択される。
【００３９】
　全ての態様のうちの一実施態様において、ウイルス由来ペプチドは、ＮＬＶＰＭＶＡＴ
Ｖ（配列番号０１）、ＳＬＹＮＴＶＡＴＬ（配列番号０２）、ＧＬＣＴＬＶＡＭＬ（配列
番号０３）、ＧＩＬＧＦＶＦＴＬ（配列番号０４）、ＳＴＮＲＱＳＧＲＱ（配列番号０５
）、ＬＬＦＧＹＰＶＹＶ（配列番号０６）、ＦＡＥＧＦＶＲＡＬ（配列番号０７）、ＬＩ
ＶＩＧＩＬＩＬ（配列番号０８），又はＩＬＨＴＰＧＣＶ（配列番号０９）、ＷＹＡＱＩ
ＱＰＨＷ（配列番号５２）、ＡＦＳＧＶＳＷＴＭ（配列番号５３）、ＩＬＩＧＶＶＩＴＷ
（配列番号５４）、ＭＭＩＰＴＶＶＡＦ（配列番号５５）、ＰＦＰＱＳＮＡＰＩ（配列番
号５６）、ＬＬＬＴＬＬＡＴＶ（配列番号５７）、ＩＶＬＥＨＧＳＣＶ（配列番号５８）
、ＬＬＦＫＴＥＮＧＶ（配列番号５９）、ＰＬＮＥＡＩＭＡＶ（配列番号６０）、ＮＬＶ
ＲＬＱＳＧＶ（配列番号６１）、ＬＶＩＳＧＬＦＰＶ（配列番号６２）、ＬＬＬＶＡＨＹ
ＡＩ（配列番号６３）、ＬＡＬＬＡＡＦＫＶ（配列番号６４）、ＶＩＬＡＧＰＭＰＶ（配
列番号６５）、ＨＶＬＧＲＬＩＴＶ（配列番号６６）、ＶＴＥＨＤＴＬＬＹ（配列番号６
７）、ＮＴＤＦＲＶＬＥＬ（配列番号６８）、ＣＶＥＴＭＣＮＥＹ（配列番号６９）、Ｖ
ＬＥＥＴＳＶＭＬ（配列番号７０）、ＮＬＶＰＭＶＡＴＶ（配列番号７１）、ＲＩＦＡＥ
ＬＥＧＶ（配列番号７２）、ＩＩＹＴＲＮＨＥＶ（配列番号７３）、ＶＬＡＥＬＶＫＱＩ
（配列番号７４）、ＡＶＧＧＡＶＡＳＶ（配列番号７５）、ＴＶＲＳＨＣＶＳＫ（配列番
号７６）、ＩＭＲＥＦＮＳＹＫ（配列番号７７）、ＧＰＩＳＨＧＨＶＬＫ（配列番号７８
）、ＡＴＶＱＧＱＮＬＫ（配列番号７９）、ＶＹＡＬＰＬＫＭＬ（配列番号８０）、ＡＹ
ＡＱＫＩＦＫＩＬ（配列番号８１）、ＱＹＤＰＶＡＡＬＦ（配列番号８２）、ＹＶＫＶＹ
ＬＥＳＦ（配列番号８３）、ＤＩＹＲＩＦＡＥＬ（配列番号８４）、ＶＦＥＴＳＧＧＬＶ
Ｖ（配列番号８５）、ＫＡＲＤＨＬＡＶＬ（配列番号８６）、ＱＡＲＬＴＶＳＧＬ（配列
番号８７）、ＫＡＲＡＫＫＤＥＬ（配列番号８８）、ＱＩＫＶＲＶＤＭＶ（配列番号８９
）、ＲＲＲＨＲＱＤＡＬ（配列番号９０）、ＡＲＶＹＥＩＫＣＲ（配列番号９１）、ＫＭ
ＱＶＩＧＤＱＹ（配列番号９２）、ＮＶＲＲＳＷＥＥＬ（配列番号９３）、ＣＰＳＱＥＰ
ＭＳＩＹＶＹ（配列番号９４）、ＫＰＧＫＩＳＨＩＭＬＤＶＡ（配列番号９５）、ＥＬＲ
ＲＫＭＭＹＭ（配列番号９６）、ＩＰＳＩＮＶＨＨＹ（配列番号９７）、ＦＥＱＰＴＥＴ
ＰＰ（配列番号９８）、ＹＡＹＩＹＴＴＹＬ（配列番号９９）、ＱＥＦＦＷＤＡＮＤＩＹ
（配列番号１００）、ＹＥＱＨＫＩＴＳＹ（配列番号１０１）、ＱＥＰＭＳＩＹＶＹ（配
列番号１０２）、ＳＥＨＰＴＦＴＳＱＹ（配列番号１０３）、ＱＡＩＲＥＴＶＥＬ（配列
番号１０４）、ＴＲＡＴＫＭＱＶＩ（配列番号１０５）、ＤＡＬＰＧＰＣＩ（配列番号１
０６）、ＣＥＤＶＰＳＧＫＬ（配列番号１０７）、ＨＥＲＮＧＦＴＶＬ（配列番号１０８
）、ＰＴＦＴＳＱＹＲＩＱＧＫＬ（配列番号１０９）、ＱＭＷＱＡＲＬＴＶ（配列番号１
１０）、ＨＥＬＬＶＬＶＫＫＡＱＬ（配列番号１１１），又はＤＤＹＳＮＴＨＳＴＲＹＶ
（配列番号１１２）、又は１から３アミノ酸の交換、付加、及び／又は欠損を含む．それ
らの変異体から選択される。
【００４０】
　全ての態様のうちの一実施態様において、β２－ミクログロブリンはヒトβ２－ミクロ
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グロブリンである。一実施態様において、β２－ミクログロブリンは野生型ヒトβ２－ミ
クログロブリンである。一実施態様において、β２－ミクログロブリンは配列番号１０の
アミノ酸配列からなるか又は１から１０のアミノ酸の交換、付加、及び／又は欠損を含む
その変異体である。
【００４１】
　全ての態様のうちの一実施態様において、β２－ミクログロブリンはヒトβ２－ミクロ
グロブリンであり、１０％以上の相対頻度を有するクラスＩのＭＨＣ分子はヒトＨＬＡ－
Ａ＊０２０１である。一実施態様において、クラスＩのＭＨＣ分子の細胞外ドメインのα
１、α２、及びα３は、配列番号１１のアミノ酸配列からなるか又は１から１０のアミノ
酸の交換、付加、及び／又は欠損を含むその変異体である。
【００４２】
　全ての態様のうちの一実施態様において、ウイルス由来ペプチドは第一リンカーペプチ
ドを介してβ２－ミクログロブリンへ融合される。一実施態様において、ウイルス由来ペ
プチドはβ２－ミクログロブリンのＮ末端へ融合される。
【００４３】
　全ての態様のうちの一実施態様において、β２－ミクログロブリンは第二リンカーペプ
チドを介してクラスＩのＭＨＣ分子の細胞外ドメインのα１へ融合される。
【００４４】
　全ての態様のうちの一実施態様において、クラスＩのＭＨＣ分子の細胞外ドメインのα
３は第三のリンカーペプチドを介してジスルフィド結合ポリペプチドの一へ融合される。
【００４５】
　全ての態様のうちの一実施態様において、第一、第二、及び第三のリンカーペプチドは
同一であるか又は異なる。
【００４６】
　全ての態様のうちの一実施態様において、第一リンカーペプチド、第二リンカーペプチ
ド、及び第三リンカーペプチドはアミノ酸配列ＧＳ（配列番号１２）、ＧＧＳ（配列番号
１３）、ＧＧＧＳ（配列番号１４）、ＧＧＧＳＧＧＧＳ（配列番号１５）、ＧＧＧＳＧＧ
ＧＳＧＧＧＳ（配列番号１６）、ＧＧＧＳＧＧＧＳＧＧＧＳＧＧＧＳ（配列番号１７）、
ＧＧＧＳＧＧＧＳＧＧＧＳＧＧＧＳＧＧＧＳ（配列番号１８）、ＧＧＧＧＳ（配列番号１
９）、ＧＧＧＧＳＧＧＧＧＳ（配列番号２０）、ＧＧＧＧＳＧＧＧＧＳＧＧＧＧＳ（配列
番号２１）、ＧＧＧＧＳＧＧＧＧＳＧＧＧＧＳＧＧＧＧＳ（配列番号２２）、及びＧＧＧ
ＧＳＧＧＧＧＳＧＧＧＧＳＧＧＧＧＳＧＧＧＧＳ（配列番号２３）からお互いに独立して
選択される。
【００４７】
　全ての態様のうちの一実施態様において、第一リンカーペプチドは配列番号２１のアミ
ノ酸配列を含む。
【００４８】
　全ての態様のうちの一実施態様において、第二リンカーペプチドは配列番号２２のアミ
ノ酸配列を含む。
【００４９】
　全ての態様のうちの一実施態様において、第三リンカーペプチドは配列番号１２のアミ
ノ酸配列を含む。
【００５０】
　全ての態様のうちの一実施態様において、抗体の重鎖ヒンジ領域のポリペプチドは、ク
ラスＩｇＧ又はクラスＩｇＥのヒト抗体の抗体重鎖ヒンジ領域ポリペプチドから選択され
る。
【００５１】
　全ての態様のうちの一実施態様において、抗体の重鎖ヒンジ領域のポリペプチドは、サ
ブクラスＩｇＧ１、又はＩｇＧ２、又はＩｇＧ３、又はＩｇＧ４のヒト抗体の抗体重鎖ヒ
ンジ領域ポリペプチドから選択される。
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【００５２】
　全ての態様のうちの一実施態様において、抗体の重鎖ヒンジ領域のポリペプチドは、Ｅ
ＰＫＳＣＤＫＴＨＴＣＰＰＣＰ（配列番号２４）、ＥＰＫＳＡＤＫＴＨＴＣＰＰＣＰ（配
列番号２５）、ＥＲＫＣＣＶＥＣＰＰＣＰ（配列番号２６）、ＥＲＫＣＡＶＥＣＰＰＣＰ
（配列番号２７）、ＥＲＫＡＣＶＥＣＰＰＣＰ（配列番号２８）、ＥＬＫＴＰＬＧＤＴＴ
ＨＴＣＰＲＣＰ（ＥＰＫＳＣＤＴＰＰＰＣＰＲＣＰ）３（配列番号２９）、ＥＳＫＹＧＰ
ＰＣＰＳＣＰ（配列番号３０）、ＤＫＴＨＴＣＰＰＣＰ（配列番号４７）、ＶＥＣＰＰＣ
Ｐ（配列番号４８）、ＡＶＥＣＰＰＣＰ（配列番号４９）、ＤＴＴＨＴＣＰＲＣＰ（配列
番号５０）、又はＰＰＣＰＳＣＰ（配列番号５１）のアミノ酸配列を含む又はからなる。
【００５３】
　全ての態様のうちの一実施態様において、第一ジスルフィド結合ポリペプチド及び／又
は第二ジスルフィド結合ポリペプチドは、ヒト起源のＣＨ２ドメイン及び／又はＣＨ３ド
メインを含む。一実施態様において、ヒト起源のＣＨ２ドメイン及びＣＨ３ドメインはク
ラスＩｇＧ又はＩｇＥのヒト抗体のものである。一実施態様において、ＣＨ２ドメイン及
びＣＨ３ドメインは、サブクラスＩｇＧ１、又はＩｇＧ２、又はＩｇＧ３、又はＩｇＧ４
のヒト抗体のものである。一実施態様において、ＣＨ３ドメインは配列番号３１のアミノ
酸配列を含む。一実施態様において、ＣＨ２ドメインは、サブクラスＩｇＧ１又はＩｇＧ
２のヒト抗体のものであり、そしてＥ２３３、Ｌ２３４、Ｌ２３５、Ｇ２３６、Ｄ２６５
、Ｄ２７０、Ｎ２９７、Ｅ３１８、Ｋ３２０、Ｋ３２２、Ａ３２７、Ｐ３２９、Ａ３３０
、及び／又はＰ３３１において少なくとも一の変異を含む（ＫａｂａｔのＥＵインデック
スに従った番号付け）。一実施態様において、ＣＨ２ドメインは、変異Ｌ２３４Ａ及びＬ
２３５Ａ、及び／又は変異Ｄ２６５Ａ及びＮ２９７Ａを有するヒトサブクラスＩｇＧ２又
はサブクラスＩｇＧ１のヒト抗体のものであり、及び／又はＰＶＡ２３６変異を含み、及
び／又は変異Ｐ３２９Ｇを含む。一実施態様において、ＣＨ２ドメインは変異Ｌ２３４Ａ
及びＬ２３５Ａ及び／又はＰ３２９Ｇを有するサブクラスＩｇＧ１のヒト抗体のものであ
る。一実施態様において、ＣＨ２ドメインはＳ２２８Ｐ及び／又はＬ２３５Ｅを有するサ
ブクラスＩｇＧ４のヒト抗体のものである。一実施態様において、ＣＨ２ドメインは配列
番号３２又は配列番号３３のアミノ酸配列を含む。一実施態様において、ＣＨ３ドメイン
は配列番号３４のアミノ酸配列を含む。
【００５４】
　全ての態様のうちの一実施態様において、第一ジスルフィド結合ポリペプチドは配列番
号３５のアミノ酸配列を含み、第二ジスルフィド結合ポリペプチドは配列番号３６のアミ
ノ酸配列を含む。
【００５５】
　全ての態様のうちの一実施態様において、第一及び第二ジスルフィド結合ポリペプチド
は配列番号３７又は配列番号３８のアミノ酸配列を含む。
【００５６】
　全ての態様のうちの一実施態様において、第一ジスルフィド結合ポリペプチド又は第二
ジスルフィド結合ポリペプチドは配列番号３７又は配列番号３８のアミノ酸配列からなる
。
【００５７】
　全ての態様のうちの一実施態様において、第一ジスルフィド結合ポリペプチドは配列番
号３９のアミノ酸配列を含み、第二ジスルフィド結合ポリペプチドは、配列番号４０のア
ミノ酸配列を含む。
【００５８】
　全ての態様のうちの一実施態様において、一以上のジスルフィド結合により連結される
ポリペプチド鎖は、２つ又は３つ又は４つのジスルフィド結合により連結される。
【００５９】
　全ての態様のうちの一実施態様において、複合体は、融合ポリペプチドがＮからＣ末端
の方向に、
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　（ｉ）配列番号０１から配列番号０９を含む群から選択されるアミノ酸配列を有するウ
イルス由来ペプチド、
　（ｉｉ）配列番号１６、１７、１８、２１、２２、及び２３を含む群から選択されるア
ミノ酸配列を有する第一リンカーペプチド、
　（ｉｉｉ）配列番号１０のアミノ酸配列を有する又は１から１０のアミノ酸の交換、付
加、及び／又は欠損を含むその変異体であるβ２－ミクログロブリン、
　（ｉｖ）配列番号１６、１７、１８、２１、２２、及び２３を含む群から選択されるア
ミノ酸配列を有する第二リンカーペプチド、
　（ｖ）配列番号１１のアミノ酸配列を有する又は１から１０のアミノ酸の交換、付加、
及び／又は欠損を含むその変異体であるクラスＩのＭＨＣ分子の細胞外ドメインのα１、
α２、及びα３、及び
　（ｖｉ）配列番号１２、１６、１７、１８、２１、２２、及び２３を含む群から選択さ
れるアミノ酸配列を有する第三リンカーペプチド、
を含むことを特徴とする。
【００６０】
　全ての態様のうちの一実施態様において、第一ジスルフィド結合ポリペプチド及び第二
ジスルフィド結合ポリペプチドは、
　－　配列番号３１、３２、及び３３から選択されるアミノ酸配列を含むヒトＩｇＧ１の
ＣＨ２ドメイン、及び
　－　配列番号３４、３５、及び３６から選択されるアミノ酸配列を含むヒトＩｇＧ１の
ＣＨ３ドメイン
を更に含む。
【００６１】
　全ての態様のうちの一実施態様において、複合体は、
　－　ＮからＣ末端方向に、
　　　（ｉ）配列番号０１～配列番号０９から選択されるアミノ酸配列を有するウイルス
由来ペプチド、
　　　（ｉｉ）配列番号１６、１７、１８、２１、２２、及び２３から選択されるアミノ
酸配列を有する第一リンカーペプチド、
　　　（ｉｉｉ）配列番号１０のアミノ酸配列を有する又は１から１０のアミノ酸の交換
、付加、及び／又は欠損を含むその変異体であるβ２－ミクログロブリン、　
　　　（ｉｖ）配列番号１６、１７、１８、２１、２２、及び２３から選択されるアミノ
酸配列を有する第二リンカーペプチド、
　　　（ｖ）配列番号１１のアミノ酸配列を有する又は１から１０のアミノ酸の交換、付
加、及び／又は欠損を含むその変異体であるクラスＩのＭＨＣ分子の細胞外ドメインのα
１、α２、及びα３、及び
　　　（ｖｉ）配列番号１２、１６、１７、１８、２１、２２、及び２３から選択される
アミノ酸配列を有する第三リンカーペプチド
　を含む一の融合ポリペプチド
　及び
　－　一以上のジスルフィド結合により連結される２つのポリペプチド鎖であって、
　　　第一ジスルフィド結合ポリペプチド鎖はＮからＣ末端方向に、
　　　（ｉ）免疫グロブリン軽又は重鎖可変ドメイン、
　　　（ｉｉ）免疫グロブリン軽又は重鎖定常ドメイン、
　　　（ｉｉｉ）配列番号２４から配列番号３０及び配列番号４７－５１から選択される
アミノ酸配列を含む抗体重鎖ヒンジ領域ポリペプチド、
　　　（ｉｖ）配列番号３１、３２、及び３３から選択されるアミノ酸配列を含むヒトＩ
ｇＧ１のＣＨ２ドメイン、及び
　　　（ｖ）配列番号３４、３５、及び３６から選択されるアミノ酸配列を含むヒトＩｇ
Ｇ１のＣＨ３ドメイン
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　を含み
　及び、第二ジスルフィド結合ポリペプチド鎖はＮからＣ末端方向に、
　　　（ｉ）配列番号２４から配列番号３０及び配列番号４７－５１から選択されるアミ
ノ酸配列を含む抗体重鎖ヒンジ領域ポリペプチド、
　　　（ｉｉ）配列番号３１、３２、及び３３から選択されるアミノ酸配列を含むヒトＩ
ｇＧ１のＣＨ２ドメイン、及び
　　　（ｉｉｉ）配列番号３４、３５、及び３６から選択されるアミノ酸配列を含むヒト
ＩｇＧ１のＣＨ３ドメイン
を含む２つのポリペプチド鎖
を含み、
　ここで融合ポリペプチドは、
　－　第二ジスルフィド結合ポリペプチド鎖のＣ末端又はＮ末端の何れかに対して共有結
合される
ことを特徴とする。
【００６２】
　全ての態様のうちの一実施態様において、第一及び第二ジスルフィド結合ポリペプチド
鎖は同一抗体の重鎖ヒンジ領域ポリペプチドを含む。
【００６３】
　全ての態様のうちの一実施態様において、ウイルス由来ペプチドは配列番号０１のアミ
ノ酸配列を含み、第一リンカーペプチドは配列番号２１のアミノ酸配列を含み、第二リン
カーペプチドは配列番号２２のアミノ酸配列を含み、第三リンカーペプチドは配列番号１
２のアミノ酸配列を含み、ヒトＩｇＧ１のＣＨ２ドメインは配列番号３２又は３３のアミ
ノ酸配列を含み、及び一のジスルフィド結合ポリペプチドのヒトＩｇＧ１のＣＨ３ドメイ
ンは配列番号３５のアミノ酸配列を含み、そして他のジスルフィド結合ポリペプチドのヒ
トＩｇＧ１のＣＨ３ドメインは配列番号３６のアミノ酸配列を含む。
【００６４】
　全ての態様のうちの一実施態様において、複合体は、
　－　ＮからＣ末端方向に、
　　　（ｉ）配列番号０１～配列番号０９から選択されるアミノ酸配列を有するウイルス
由来ペプチド、
　　　（ｉｉ）配列番号１６、１７、１８、２１、２２、及び２３から選択されるアミノ
酸配列を有する第一リンカーペプチド、
　　　（ｉｉｉ）配列番号１０のアミノ酸配列を有する又は１から１０のアミノ酸の交換
、付加、及び／又は欠損を含むその変異体であるβ２－ミクログロブリン、　
　　　（ｉｖ）配列番号１６、１７、１８、２１、２２、及び２３から選択されるアミノ
酸配列を有する第二リンカーペプチド、
　　　（ｖ）配列番号１１のアミノ酸配列を有する又は１から１０のアミノ酸の交換、付
加、及び／又は欠損を含むその変異体であるクラスＩのＭＨＣ分子の細胞外ドメインのα
１、α２、及びα３、及び
　　　（ｖｉ）配列番号１２、１６、１７、１８、２１、２２、及び２３から選択される
アミノ酸配列を有する第三リンカーペプチド
　　　を含む一の融合ポリペプチド、
　及び
　－　一以上のジスルフィド結合により連結される２つのポリペプチド鎖であって、
　　　ここで第一ジスルフィド結合ポリペプチド鎖はＮからＣ末端方向に、
　　　（ｉ）免疫グロブリン軽又は重鎖可変ドメイン、
　　　（ｉｉ）免疫グロブリン軽又は重鎖定常ドメイン、
　　　（ｉｉｉ）配列番号２４から配列番号３０及び配列番号４７－５１から選択される
アミノ酸配列を含む抗体重鎖ヒンジ領域ポリペプチド、
　　　（ｉｖ）配列番号３１、３２、及び３３から選択されるアミノ酸配列を含むヒトＩ
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ｇＧ１のＣＨ２ドメイン、及び
　　　（ｖ）配列番号３４、３５、及び３６から選択されるアミノ酸配列を含むヒトＩｇ
Ｇ１のＣＨ３ドメイン
　　　を含み
　　　及び第二ジスルフィド結合ポリペプチドは、配列番号２４から配列番号３０及び配
列番号４７－５１から選択されるアミノ酸配列を含む抗体重鎖ヒンジ領域ポリペプチドを
含む２つのポリペプチド鎖
　　　を含み、
　ここで融合ポリペプチドは、
　－　第一ジスルフィド結合ポリペプチド鎖のＣ末端又はＮ末端の何れかに対して共有結
合し、又は
　－　第一ジスルフィド結合ポリペプチド鎖に含まれるものに対して相補的な重又は軽鎖
可変ドメインである抗体の可変ドメインのＮ末端に共有結合し、又は、
　－　第一ジスルフィド結合ポリペプチド鎖に含まれるものに対して相補的な重又は軽鎖
定常ドメインである抗体の定常ドメインのＣ末端に共有結合する
ことを特徴とする。
【００６５】
　全ての態様のうちの一実施態様において、ウイルス由来ペプチドは配列番号０１のアミ
ノ酸配列を含み、第一リンカーペプチドは配列番号２１のアミノ酸配列を含み、第二リン
カーペプチドは配列番号２２のアミノ酸配列を含み、第三リンカーペプチドは配列番号１
２のアミノ酸配列を含み、ヒトＩｇＧ１のＣＨ２ドメインは配列番号３２又は３３のアミ
ノ酸配列を含み、及び一のジスルフィド結合ポリペプチドのヒトＩｇＧ１のＣＨ３ドメイ
ンは配列番号３５のアミノ酸配列を含み、そして他のジスルフィド結合ポリペプチドのヒ
トＩｇＧ１のＣＨ３ドメインは配列番号３６のアミノ酸配列を含む。
【００６６】
　全ての態様のうちの一実施態様において、複合体は、
　－　ＮからＣ末端方向に、
　　　（ｉ）配列番号０１～配列番号０９から選択されるアミノ酸配列を有するウイルス
由来ペプチド、
　　　（ｉｉ）配列番号１６、１７、１８、２１、２２、及び２３から選択されるアミノ
酸配列を有する第一リンカーペプチド、
　　　（ｉｉｉ）配列番号１０のアミノ酸配列を有する又は１から１０のアミノ酸の交換
、付加、及び／又は欠損を含むその変異体であるβ２－ミクログロブリン、
　　　（ｉｖ）配列番号１６、１７、１８、２１、２２、及び２３から選択されるアミノ
酸配列を有する第二リンカーペプチド、
　　　（ｖ）配列番号１１のアミノ酸配列を有する又は１から１０のアミノ酸の交換、付
加、及び／又は欠損を含むその変異体であるクラスＩのＭＨＣ分子の細胞外ドメインのα
１、α２、及びα３、及び
　　　（ｖｉ）配列番号１２、１６、１７、１８、２１、２２、及び２３から選択される
アミノ酸配列を有する第三リンカーペプチド
　　　を含む一の融合ポリペプチド、
　及び
　－　一以上のジスルフィド結合により連結される２つのポリペプチド鎖であって、
　　　ここで、第一及び第二ジスルフィド結合ポリペプチド鎖の各々はＮからＣ末端方向
に、
　　　（ｉ）免疫グロブリン軽又は重鎖可変ドメイン、
　　　（ｉｉ）免疫グロブリン軽又は重鎖定常ドメイン、
　　　（ｉｉｉ）配列番号２４から配列番号３０及び配列番号４７－５１から選択される
アミノ酸配列を含む抗体重鎖ヒンジ領域ポリペプチド、
　　　（ｉｖ）配列番号３１、３２、及び３３から選択されるアミノ酸配列を含むヒトＩ
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ｇＧ１のＣＨ２ドメイン、及び
　　　（ｖ）配列番号３４、３５、及び３６から選択されるアミノ酸配列を含むヒトＩｇ
Ｇ１のＣＨ３ドメインを含む２つのポリペプチド鎖
　を含み、
　ここで融合ポリペプチドは、
　－　第二ジスルフィド結合ポリペプチド鎖のＣ末端又はＮ末端の何れかに対して共有結
合し、又は
　－　第一ジスルフィド結合ポリペプチド鎖に含まれるものに対して相補的な重又は軽鎖
可変ドメインである抗体の可変ドメインのＮ末端に共有結合し、又は、
　－　第一ジスルフィド結合ポリペプチド鎖に含まれるものに対して相補的な重又は軽鎖
定常ドメインである抗体の定常ドメインのＣ末端に共有結合する
ことを特徴とする。
【００６７】
　全ての態様のうちの一実施態様において、ウイルス由来ペプチドは配列番号０１のアミ
ノ酸配列を含み、第一リンカーペプチドは配列番号２１のアミノ酸配列を含み、第二リン
カーペプチドは配列番号２２のアミノ酸配列を含み、第三リンカーペプチドは配列番号１
２のアミノ酸配列を含み、ヒトＩｇＧ１のＣＨ２ドメインは配列番号３２又は３３のアミ
ノ酸配列を含み、及び一のジスルフィド結合ポリペプチドのヒトＩｇＧ１のＣＨ３ドメイ
ンは配列番号３５のアミノ酸配列を含み、そして他のジスルフィド結合ポリペプチドのヒ
トＩｇＧ１のＣＨ３ドメインは配列番号３６のアミノ酸配列を含む。
【００６８】
　全ての態様のうちの一実施態様において、
　－　第一リンカーペプチドは配列番号２１のアミノ酸配列を含み、及び／又は
　－　第二リンカーペプチドは配列番号２２のアミノ酸配列を含み、及び／又は
　－　第三リンカーペプチドは配列番号１２のアミノ酸配列を含み、及び／又は
　　ヒトＩｇＧ１のＣＨ３ドメインは配列番号３２又は３３のアミノ酸配列を含み、及び
／又は
　－　一のジスルフィド結合ポリペプチドのヒトＩｇＧ１のＣＨ３ドメインは配列番号３
５のアミノ酸配列を含み、他のジスルフィド結合ポリペプチドのヒトＩｇＧ１のＣＨ３ド
メインは配列番号３６のアミノ酸配列を含む。
【００６９】
　全ての態様のうちの一実施態様において、ウイルス由来ペプチドは、配列番号０１から
配列番号０９，配列番号５２から配列番号１１２を含む群から選択され又は１から３のア
ミノ酸の交換、付加、及び／又は欠損を含むそれらの変異体である。
【００７０】
　本明細書に報告される一態様は、本明細書に報告される複合体をコードする核酸である
。
一実施態様において、核酸は、異なるアミノ酸配列を有するポリペプチドをコードする構
造遺伝子を含む二から四の発現カセットを含む。
【００７１】
　本明細書に報告される一態様は、本明細書に報告される核酸を含む宿主細胞である。
本明細書に報告される一態様は、複合体が生成されるように本明細書に報告される宿主細
胞を培養することを含む、本明細書に報告される複合体を生成する方法である。
【００７２】
　一実施態様において、複合体は細胞又は培養培地から回収され、それにより複合体が生
成される。
【００７３】
　本明細書に報告される一態様は、本明細書に報告される複合体を含むイムノコンジュゲ
ート及び細胞障害剤である。
【００７４】
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　本明細書に報告される一態様は、本明細書に報告される複合体、及び任意で薬学的に許
容される担体を含む薬学的製剤である。
【００７５】
　一実施態様において、薬学的製剤は追加の治療薬を更に含む。
【００７６】
　本明細書に報告される一態様は、医薬として使用のための本明細書に報告される複合体
である。
【００７７】
　本明細書に報告される一態様は、癌又は慢性ウイルス感染の治療に使用するための本明
細書に報告される複合体である。
【００７８】
　本明細書に報告される一態様は、標的に対して個体のウイルス特異的細胞傷害性Ｔ細胞
を誘引することに使用するための本明細書に報告される複合体である。
【００７９】
　本明細書に報告される一態様は、癌細胞又はウイルス感染細胞の除去に使用するための
本明細書に報告される複合体である。
【００８０】
　本明細書に報告される一態様は、医薬の製造における本明細書に報告される複合体の使
用である。
【００８１】
　一実施態様において、医薬は癌又は慢性ウイルス感染の治療のためである。
【００８２】
　一実施態様において、医薬は標的に対する個体のウイルス特異的細胞傷害性Ｔ細胞の誘
引のためである。
【００８３】
　一実施態様において、医薬は癌細胞又はウイルス感染細胞の除去のためである。
【００８４】
　本明細書に報告される一態様は、本明細書に報告される複合体の有効量を個体に投与す
ることを含む、癌又は慢性ウイルス感染を有する個体を治療する方法である。
【００８５】
　一実施態様において、本方法は個体に追加の治療薬を投与することを更に含む。
【００８６】
　本明細書に報告される一態様は、標的に対して個体のウイルス特異的細胞傷害性Ｔ細胞
を誘引するために、本明細書に報告される複合体の有効量を個体に投与することを含む、
個体における標的に対して個体のウイルス特異的細胞障害性Ｔ細胞を誘引する方法である
。
【００８７】
　本明細書に報告される一態様は、癌細胞又はウイルス感染細胞を除去／分解するために
、本明細書に報告されるように複合体の有効量を個体に投与することを含む、個体におい
て癌細胞又はウイルス感染細胞を除去する方法である。
【００８８】
発明の詳細な説明
【図面の簡単な説明】
【００８９】
【図１】本明細書に報告される複合体の注釈付きの図解
【図２】本明細書に報告される複合体に含まれる典型的なポリペプチド：融合ポリペプチ
ドは、ポリペプチドを含む抗体軽鎖又は抗体重鎖のヒンジ領域の何れかに対してＮ末端が
融合していた。
【図３】対応する発現プラスミドでトランスフェクトしたＨＥＫ２９３細胞の細胞培養上
清のＳＤＳポリアクリルアミドゲルのウエスタンブロット。染色は、ペルオキシダーゼ結
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合ポリクローナルウサギ抗ヒトκ軽鎖抗体及び西洋ワサビペルオキシダーゼにコンジュゲ
ートしたポリクローナルウサギ抗ヒトＩｇＧ抗体を用いて実施した。レーン：１：二腕の
ペプチド－β２－ミクログロブリン－ＨＬＡ－Ａ０２０１－ＩｇＧ－Ｆｃ；２：一腕のペ
プチド－β２－ミクログロブリン－ＨＬＡ－Ａ０２０１－ＩｇＧ－Ｆｃ＋ＩｇＧ－Ｆｃ；
３：一腕のペプチド－β２－ミクログロブリン－ＨＬＡ－Ａ０２０１－ＩｇＧ－重鎖＋Ｉ
ｇＧ－軽鎖＋ＩｇＧ－Ｆｃ；４：一腕のペプチド－β２－ミクログロブリン－ＨＬＡ－Ａ
０２０１－ＩｇＧ－重鎖＋ＩｇＧ－重鎖＋ＩｇＧ－軽鎖；５：二腕のβ２－ミクログロブ
リン－ＨＬＡ－Ａ０２０１－ＩｇＧ－軽鎖＋ＩｇＧ－重鎖；６：二腕のペプチド－β２－
ミクログロブリン－ＨＬＡ－Ａ０２０１－ＩｇＧ－軽鎖＋ＩｇＧ－重鎖；７：二腕のペプ
チド－β２－ミクログロブリン－ＨＬＡ－Ａ０２０１－ＩｇＧ－重鎖＋ＩｇＧ－軽鎖；８
：二腕のペプチド－β２－ミクログロブリン－ＨＬＡ－Ａ０２０１－ＩｇＧ－Ｆｃ－ｓｃ
Ｆｖ；９：一腕のペプチド－β２－ミクログロブリン－ＨＬＡ－Ａ０２０１－ＩｇＧ－Ｆ
ｃ＋一腕のＩｇＧ（重及び軽鎖）；１０：分子量マーカー；１１：参照の標準ＩｇＧ１抗
体。
【図４】特異的ペプチドを用いたインビトロの刺激の前後で異なるドナー由来のＣＭＶ特
異的細胞溶解性Ｔ細胞の数を決定するためのフローサイトメトリー分析：４人のヒトドナ
ー由来末梢血リンパ球（ＰＢＬ）の分析；Ｐｒｏ５ペンタマーＡＰＣ（ＰｒｏＩｍｍｕｎ
ｅ，カタログ番号Ｆ００８－４Ａ－Ｅ）と組み合わされたＦＩＴＣ標識染色にコンジュゲ
ートした抗ＣＤ８抗体（ＢＤ，カタログ番号３４５７７２）は、ＣＭＶ由来ペプチド（Ｎ
ＬＶＰＭＶＡＴＶ，か配列番号０１）を負荷された、ＴＣＲを認識するＭＨＣクラスＩ（
ＨＬＡ－Ａ＊０２０１）を染色した；丸：ＣＭＶ－特異的ＣＤ８＋-Ｔ細胞。
【図５】ＣＭＶペプチドを負荷されたＭＮ６０腫瘍細胞の溶解を介する刺激されたＣＴＬ
の細胞溶解能力を分析するためのフローサイトメトリー分析。
【図６】ＣＭＶパルス化Ｔ細胞のＴ細胞特異的除去。エフェクター対標的細胞の比率に依
存する、ＣＭＶペプチドを負荷されたＭＮ６０腫瘍細胞の溶解を介する刺激されたＣＴＬ
の細胞溶解能力を分析するためのフローサイトメトリー分析；黒：ＣＭＶ－ペプチドを負
荷されたＭＮ６０細胞、白：ＣＭＶ－ペプチドを負荷されていないＭＮ６０細胞。
【図７】Ａ：クーマシー染色によるＳＤＳ－ＰＡＧＥゲル：レーン１：分子量の標準、レ
ーン２：非還元条件－ＨＬＡ－Ａ０２０１－ＩｇＧ－Ｆｃ＋一腕のＩｇＧ複合体（重及び
軽鎖），非還元条件；レーン３：非還元条件－ＨＬＡ－Ａ０２０１－ＩｇＧ－Ｆｃ＋一腕
のＩｇＧ複合体（重及び軽鎖），還元条件。Ｂ：サイズ排除クロマトグラフィーのクロマ
トグラム；１：高分子量型（０．７面積％）、２：単量体複合体（９９．３面積％）。
【図８】Ａ：ーマシー染色によるＳＤＳ－ＰＡＧＥゲル：レーン１：分子量の標準、レー
ン２：一腕のペプチド－β２－ミクログロブリン－ＨＬＡ－Ａ０２０１－ＩｇＧ－重鎖＋
ＩｇＧ－軽鎖＋ＩｇＧ－Ｆｃ複合体、非還元条件；レーン３：一腕のペプチド－β２－ミ
クログロブリン－ＨＬＡ－Ａ０２０１－ＩｇＧ－重鎖＋ＩｇＧ－軽鎖＋ＩｇＧ－Ｆｃ複合
体、還元条件。Ｂ：サイズ排除クロマトグラフィーのクロマトグラム；１：高分子量型（
１．８面積％）、２：単量体複合体（９８．２面積％）。
【図９】ＦＡＣＳを用いたヒトＩＧＦ－１Ｒ陽性細胞株に対する本明細書に報告される複
合体の結合の分析；１：一腕のペプチド－β２－ミクログロブリン－ＨＬＡ－Ａ０２０１
－ＩｇＧ－重鎖＋ＩｇＧ－軽鎖＋ＩｇＧ－Ｆｃ複合体、染色されず；２：一腕のペプチド
－β２－ミクログロブリン－ＨＬＡ－Ａ０２０１－ＩｇＧ－重鎖＋ＩｇＧ－軽鎖＋ＩｇＧ
－Ｆｃ複合体により４℃でインキュベートされたＨ４６０Ｍ２細胞、蛍光標識された抗＜
ヒトＩｇＧ＞抗体により染色；３：一腕のペプチド－β２－ミクログロブリン－ＨＬＡ－
Ａ０２０１－ＩｇＧ－重鎖＋ＩｇＧ－軽鎖＋ＩｇＧ－Ｆｃ複合体により３７℃でインキュ
ベートされたＨ４６０Ｍ２細胞、蛍光標識された抗＜ヒトＩｇＧ＞抗体により染色；４：
一腕のペプチド－β２－ミクログロブリン－ＨＬＡ－Ａ０２０１－ＩｇＧ－重鎖＋ＩｇＧ
－軽鎖＋ＩｇＧ－Ｆｃ複合体によりインキュベートされたＨ４６０Ｍ２細胞、蛍光標識さ
れた対照抗体（抗ＤＩＧ抗体）により染色；５：蛍光標識された抗ヒトＩｇＧ抗体により
染色されたＨ４６０Ｍ２細胞；６：蛍光標識された抗ヒト　ＩＧＦ－１Ｒ抗体により染色
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されたＨ４６０Ｍ２細胞。
【図１０】ヒトＩＧＦ－１Ｒを発現するＩ２４　３Ｔ３細胞（大きく粘着性に増殖してい
る細胞、白い矢印）の溶解を媒介する、本明細書に報告される抗原結合複合体の顕微鏡像
。溶解は、ヒトＭＶ特異的Ｔ細胞によって媒介される（各円形の小細胞、白矢印、又はア
メーバ状に移行する細胞、黒い矢印）。
【図１１】ヒトＣＭＶ特異的Ｔ細胞（各円形の小細胞、白矢印、又はアメーバ状に移行す
る細胞、黒い矢印）とともにインキュベートされたＩ２４ ３Ｔ３細胞（大きく粘着性に
増殖している細胞、白い矢印）の顕微鏡像。
【図１２】細胞毒性アッセイ：本明細書で報告されるように、抗原結合複合体は、ヒトＣ
ＭＶ特異的Ｔ細胞を通じてＨ４６０Ｍ２腫瘍細胞の溶解を動作させる。ａ）（６時間）標
的細胞：ＣＭＶ－特異的エフェクターＴ細胞１：１．５；ｂ）（６時間）標的細胞：ＣＭ
Ｖ－特異的エフェクターＴ細胞１：０．７５；ｃ）（６時間）標的細胞：ＣＭＶ－特異的
エフェクターＴ細胞１：０．５；左の棒：本明細書で報告される複合体；右の棒 ＭＡＢ 
ＩＧＦ－１Ｒ－アフコシル化型。
【図１３】細胞毒性アッセイ：本明細書で報告されるように、抗原結合複合体は、ヒトＣ
ＭＶ特異的Ｔ細胞を通じてＩ２４ ３Ｔ３腫瘍細胞の溶解を動作させる。ａ）（９時間）
標的細胞：ＣＭＶ－特異的エフェクターＴ細胞１：１．５；ｂ）（９時間）標的細胞：Ｃ
ＭＶ－特異的エフェクターＴ細胞１：０．７５；ｃ）（９時間）標的細胞：ＣＭＶ－特異
的エフェクターＴ細胞１：０．５；左の棒：本明細書で報告される複合体；中央の棒：Ｍ
ＡＢ ＩＧＦ－１Ｒ－ａｆｕ；右の棒：ＭＡＢ ｅｄ；右の棒：抗ジゴキシゲニン抗体。
【図１４】抗ＩＧＦ－１Ｒ抗体及び本明細書に報告される複合体の肺腺癌細胞株Ｈ４６０
Ｍ２に対する結合のＦＡＣＳ分析；ａ）二次抗体のみ（ヤギ抗ヒトＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）（Ja
ckson Laboratories，カタログ＃１０９－１１６－０８８））；ｂ）融合ポリペプチドが
、可変ドメインのただ一つの対を含む抗ＩＧＦ－１Ｒ抗体の重鎖のＮ末端に融合されてい
る本明細書に報告される複合体；ｃ）抗ＩＧＦ－１Ｒ抗体。
【図１５】本明細書に報告される異なる複合体のインビトロ有効性及び特異性（細胞毒性
試験）；ａ）一価抗ＩＧＦ１Ｒ抗体およびＣＭＶ由来ペプチドを含む複合体；ｂ）一価の
抗ＩＧＦ１Ｒ抗体及びＥＢＶ由来ペプチド（対照）を含む複合体；ｃ）二価の抗ＩＧＦ１
Ｒ抗体及びＣＭＶ由来ペプチドを含む複合体；ｄ）抗ＩＧＦ－１Ｒ抗体（対照）；ｅ）抗
ジゴキシゲニン抗体（対照）。
【図１６】融合ポリペプチドは、標的（Ｔ）対エフェクター（Ｅ）細胞の異なる比率で特
定された完全な抗ＩＧＦ－１Ｒ抗体の重鎖のＮ末端に融合されていることを特徴とする、
本明細書に報告されるような複合体のインビトロ有効性及び特異性（ＥＣ５０の値）。
【図１７】ａ）一価の抗ＩＧＦ１Ｒ抗体とＣＭＶ由来ペプチドを含む融合ポリペプチドを
含む複合体及びｂ）抗ＩＧＦ－１Ｒ抗体とともに、標的対エフェクター細胞の比率を１：
１．５で、６時間インキュベートした後の標的細胞の溶解。
【００９０】
配列の簡単な説明
　配列番号０１　ヒトヒトサイトメガロウイルス由来ペプチド。
　配列番号０２　ヒト免疫不全ウイルス由来ペプチド。
　配列番号０３　ヒトヘルペスウイルス４由来ペプチド。
　配列番号０４　インフルエンザＡ型ウイルス由来ペプチド。
　配列番号０５　Ｂ型肝炎ウイルス由来ペプチド。
　配列番号０６　ヒトＴ細胞白血病ウイルスＩ型由来ペプチド。
　配列番号０７　Ｖ－ｊｕｎ肉腫ウイルス１７癌遺伝子ホモログ（ＪＵＮ）由来ペプチド
。
　配列番号０８　ヒトアデノウイルス３型由来ペプチド。
　配列番号０９　Ｃ型肝炎ウイルス由来ペプチド。
　配列番号１０　ヒトβ２－ミクログロブリンアミノ酸配列。
　配列番号１１　ヒトＨＬＡ－Ａ＊０２０１　α１－α３鎖のアミノ酸配列。
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　配列番号１２－２３　リンカーペプチドのアミノ酸配列。
　配列番号２４　ヒトＩｇＧ１重鎖ヒンジポリペプチドのアミノ酸配列。
　配列番号２５　ヒトＩｇＧ１重鎖ヒンジ変異体ポリペプチドのアミノ酸配列。
　配列番号２６　ヒトＩｇＧ２重鎖ヒンジポリペプチドのアミノ酸配列。
　配列番号２７　ヒトＩｇＧ２重鎖ヒンジ変異体ポリペプチドのアミノ酸配列。
　配列番号２８　ヒトＩｇＧ２重鎖ヒンジ変異体ポリペプチドのアミノ酸配列。
　配列番号２９　ヒトＩｇＧ３重鎖ヒンジポリペプチドのアミノ酸配列。
　配列番号３０　ヒトＩｇＧ４重鎖ヒンジポリペプチドのアミノ酸配列。
　配列番号３１　ヒトＩｇＧ１のＣＨ２ドメインのアミノ酸配列。
　配列番号３２　ヒトＩｇＧ１のＣＨ２ドメインのＬ２３４Ａ、Ｌ２３５Ａ変異体のアミ
ノ酸配列。
　配列番号３３　ヒトＩｇＧ１のＣＨ２ドメインのＬ２３４Ａ、Ｌ２３５Ａ、Ｐ３２９Ｇ
のアミノ酸配列。
　配列番号３４　ヒトＩｇＧ１のＣＨ３ドメインのアミノ酸配列。
　配列番号３５　ヒトＩｇＧ１のＣＨ３ドメインのノブ変異体のアミノ酸配列。
　配列番号３６　ヒトＩｇＧ１のＣＨ３ドメインのホール変異体のアミノ酸配列。
　配列番号３７　ヒトＩｇＧ１のＦｃ領域のアミノ酸配列。
　配列番号３８　ヒトＩｇＧ１のＦｃ領域のＬ２３４Ａ、Ｌ２３５Ａ変異体のアミノ酸配
　列。
　配列番号３９　ヒトＩｇＧ１のＦｃ領域のＬ２３４Ａ、Ｌ２３５Ａ変異体及びホール変
異体のアミノ酸配列。
　配列番号４０　ヒトＩｇＧ１のＦｃ領域のＬ２３４Ａ、Ｌ２３５Ａ変異体及びノブ変異
体のアミノ酸配列。
　配列番号４１　ヒト化抗ＩＧＦ－１Ｒモノクローナル軽鎖抗体のアミノ酸配列（カッ　
パ）。
　配列番号４２　ヒト化抗ＩＧＦ－１Ｒモノクローナル重鎖抗体のアミノ酸配列（ＩｇＧ
１のＬ２３４Ａ、Ｌ２３５Ａ変異体）。
　配列番号４３　ヒト化抗ＩＧＦ－１Ｒモノクローナル重鎖抗体のアミノ酸配列（ＩｇＧ
１のＬ２３４Ａ、Ｌ２３５Ａ変異体及びノブ変異体）。
　配列番号４４　ヒト化抗ＩＧＦ－１Ｒモノクローナル重鎖抗体のアミノ酸配列（ＩｇＧ
１のＬ２３４Ａ、Ｌ２３５Ａ変異体及びホール変異体）。
　配列番号４５　ヒトＩｇＧ１のＦｃ領域変異体ヒンジ領域及びＬ２３４Ａ、Ｌ２３５Ａ
変異体及びノブ変異体。
　配列番号４６　ヒト化抗ＩＧＦ－１Ｒモノクローナル抗体のジスルフィド安定化一本鎖
Ｆｖ。
　配列番号４７－５１　短縮されたヒト抗体の重鎖ヒンジポリペプチドのアミノ酸配列。
　配列番号５２－６６　　デングウイルス由来ペプチド。
　配列番号６７－１１２　ヒトヒトサイトメガロウイルス由来ペプチド。
【００９１】
Ｉ．定義
　「親和性」とは、分子（例えば、抗体）の単一結合部位とその結合パートナー（例えば
、抗原）との間の非共有結合相互作用の総和の強度を指す。本明細書で使用する場合、特
に断らない限り、「結合親和性」は、結合対（例えば、抗体と抗原）のメンバー間の１：
１の相互作用を反映している本質的な結合親和性を指す。そのパートナーＹに対する分子
Ｘの親和性は、一般的に解離定数（Ｋｄ）で表すことができる。親和性は、本明細書に記
載したものを含む、当技術分野で知られている一般的な方法によって測定することができ
る。結合親和性を測定するための具体的な例示であって典型的な実施態様は、以下で説明
される。
【００９２】
　この出願で用いられる用語「アミノ酸」は、カルボキシα－アミノ酸の基を表し、それ
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は直接的に又は前駆体の形態で、核酸によってコードされ得る。個々のアミノ酸は、コド
ン又は塩基トリプレットと呼ばれる３つのヌクレオチドからなる核酸によってコードされ
る。各アミノ酸は、少なくとも一つのコドンによってコードされる。これは、「遺伝コー
ドの縮重」として知られている。用語「アミノ酸」は、本出願で使用される場合、アラニ
ン（３文字コード：ａｌａ、１文字コード：Ａ）、アルギニン（ａｒｇ、Ｒ）、アスパラ
ギン（ａｓｎ、Ｎ）、アスパラギン酸（ａｓｐ、Ｄ）、システイン（ｃｙｓ、Ｃ）、グル
タミン（ｇｌｎ、Ｑ）、グルタミン酸（ｇｌｕ、Ｅ）、グリシン（ｇｌｙ、Ｇ）、ヒスチ
ジン（ｈｉｓ、Ｈ）、イソロイシン（ｉｌｅ、Ｉ）、ロイシン（ｌｅｕ、Ｌ）、リジン（
ｌｙｓ、Ｋ）、メチオニン（ｍｅｔ、Ｍ）、フェニルアラニン（ｐｈｅ、Ｆ）、プロリン
（ｐｒｏ、Ｐ）、セリン（ｓｅｒ、Ｓ）、スレオニン（ｔｈｒ、Ｔ）、トリプトファン（
ｔｒｐ、Ｗ）、チロシン（ｔｙｒ、Ｙ）、及びバリン（ｖａｌ、Ｖ）を含む天然に生じる
カルボキシα－アミノ酸の群を示す。
【００９３】
　用語「抗標的抗体」及び「標的に結合する抗体」は、抗体が、標的を標的とすることに
おいて、診断薬剤及び／又は治療的薬剤として有用であるように、十分な親和性で標的に
結合することができる抗体を指す。所定の実施態様において、標的へ結合する抗体は、解
離定数（Ｋｄ）が、≦１０ｎＭ、≦１ｎＭ、≦０．１ｎＭ、≦０．０１ｎＭ、又は≦０．
００１ｎＭ（例えば、１０－８Ｍ未満、例えば、１０－８Ｍから１０－１３Ｍ、例えば、
１０－９Ｍから１０－１３Ｍ）。
【００９４】
　用語「抗体」は最も広い意味で用いられ、様々な抗体構造を包含し、限定されないが、
モノクローナル抗体、ポリクローナル抗体、多特異性抗体（例えば二重特異性抗体）、及
び、所望の抗原結合活性を示す限り、抗体断片を含む。
【００９５】
　「抗体断片」は、インタクトな抗体が結合する抗原を結合するインタクトな抗体の一部
を含むインタクトな抗体以外の分子を指す。抗体断片の例としては、限定されないが、Ｆ
ｖ、Ｆａｂ、Ｆａｂ’、Ｆａｂ’－ＳＨは、Ｆ（ａｂ’）２、ダイアボディ、直鎖状抗体
、単鎖抗体分子（例えばｓｃＦｖ）、単一ドメイン抗体、及び抗体断片から形成された多
重特異性抗体を含む。
【００９６】
　抗体の「クラス」は、その重鎖が保有する定常ドメイン又は定常領域のタイプを指す。
抗体の５つの主要なクラスがあり：ＩｇＡ、ＩｇＤ、ＩｇＥ、ＩｇＧ及びＩｇＭ、及びこ
れらの幾つかは、例えば、ＩｇＧ１で、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、ＩｇＧ４、ＩｇＡ１、及び
ＩｇＡ２などのサブクラス（アイソタイプ）に更に分割されてもよい。免疫グロブリンの
異なるクラスに対応する重鎖定常ドメインは、それぞれα、δ、ε、γ、及びμと呼ばれ
る。
【００９７】
　用語「～の相対頻度を有するクラスＩのＭＨＣ分子」とは、個別のクラスＩのＭＨＣ分
子が、ヒトの特定の集団において又は所与の相対頻度を持つ全てのヒトのなかで出現の頻
度を有することを意味する。これが特定の集団、例えばヨーロッパ起源の全ヒトの２７．
２％の全てのヒトのうち１０％以上に見いだすことができる１０％以上の相対頻度を有す
るクラスＩのＭＨＣ分子である。
【００９８】
　複合体のそのコンジュゲーションパートナーへの「コンジュゲーション」は、異なる方
法により、例えば化学結合、又は特定の結合対を介した結合により形成することができる
。用語「コンジュゲーションパートナー」は、例えば、ポリペプチド、検出可能な標識、
特異的結合対のメンバーを意味する。一実施態様において、コンジュゲーションパートナ
ーへの複合体のコンジュゲーションは、Ｎ末端基、及び／又はεアミノ基（リジン）、別
のリジンのεアミノ基、複合体の一部分のアミノ酸配列のカルボキシ－、スルフヒドリル
－、ヒドロキシル－、及び／又はフェノール官能基、及び／又は複合体の糖鎖構造の糖ア
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ルコール基を介する化学結合により行われる。一実施態様において、複合体は特定の結合
対を介してそのコンジュゲーションパートナーへコンジュゲートする。
【００９９】
　本明細書で用いられる「細胞傷害性薬物」という用語は、細胞の機能を阻害又は阻止し
及び／又は細胞死又は破壊を生ずる物質を指す。細胞傷害性薬物は、限定されないが、放
射性同位体（例えば、Ａｔ２１１、Ｉ１３１、Ｉ１２５、Ｙ９０、Ｒｅ１８６、Ｒｅ１８

８、Ｓｍ１５３、Ｂｉ２１２、Ｐ３２、Ｐｂ２１２及びＬｕの放射性同位体）：化学療法
剤又は薬物（例えば、メトトレキセート、アドリアマイシン、ビンカアルカロイド（ビン
クリスチン、ビンブラスチン、エトポシド）、ドキソルビシン、メルファラン、マイトマ
イシンＣ、クロラムブシル、ダウノルビシン又は他の挿入剤）；成長阻害剤、酵素及びそ
の断片、例えば核酸分解酵素など；抗生物質；小分子毒素などの毒素、又は細菌、真菌、
植物又は動物由来の酵素活性毒素（それらの断片及び／又はその変異体を含む）；及び様
々な抗腫瘍剤又は抗癌剤を包含する。
【０１００】
　色原体（蛍光性又は発光性の基及び色素）、酵素、ＮＭＲ活性基又は金属粒子、ハプテ
ン、例えばジゴキシゲニンは、「検出可能な標識」の例である。検出可能な標識は、光活
性化可能な架橋基、例えばアジド又はアジリン基などであってもよい。電気化学発光によ
り検出できる金属キレートはまた、適切なシグナル放出基であり、ルテニウムキレート、
例えばルテニウム（ビスピリジル）３

２＋キレートに対して特に興味がある。適切なルテ
ニウム標識基は、例えば、欧州特許第０５８０９７９号、国際公開第９０／０５３０１号
、国際公開第９０／１１５１１号、及び国際公開第９２／１４１３８号に記述されている
。直接検出のため、標識基は、任意の公知の検出可能なマーカー基、例えば染料、例えば
アクリジニウムエステル又はジオキセタンなど化学発光基などの発光標識基、又は蛍光染
料、例えばフルオレセイン、クマリン、ローダミン、オキサジン、レゾルフィン、シアニ
ンお及びその誘導体から選択することができる。標識基の他の例は、例えば、ルテニウム
錯体又はユーロピウム錯体などの発光金属錯体、例えばＥＬＩＳＡ用又はＣＥＤＩＡ用(C
loned Enzyme Donor Immunoassay、例えば、ＥＰ－Ａ－００６１８８８）に使用される酵
素、及び放射性同位元素である。
【０１０１】
　「エフェクター機能」とは、抗体のアイソタイプにより変わる、抗体のＦｃ領域に起因
する生物学的活性を指す。抗体エフェクター機能の例としては、Ｃ１ｑ結合及び補体依存
性細胞傷害（ＣＤＣ）、Ｆｃ受容体結合、抗体依存性細胞媒介性細胞障害（ＡＤＣＣ）、
貪食、細胞表面受容体（例えば、Ｂ細胞受容体）のダウンレギュレーション、及びＢ細胞
の活性化を含む。
【０１０２】
　薬剤、例えば、薬学的製剤の「有効量」とは、所望の治療的又予防的結果を達成するた
めに必要な用量及び期間での、有効な量を指す。
【０１０３】
　用語「発現」は、本明細書で使用される場合、細胞内で生じる転写及び／又は翻訳及び
分泌のプロセスを指す。細胞中の目的の核酸配列の転写レベルは、細胞内に存在する対応
するｍＲＮＡの量に基づいて決定することができる。例えば、目的の配列から転写される
ｍＲＮＡは、ＲＴ－ＰＣＲによって、又はノーザンハイブリダイゼーションによって定量
することができる(Sambrook, et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Secon
d Edition, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. (1989）
を参照）。核酸によってコードされるポリペプチドは、例えばＥＬＩＳＡなど種々の方法
によって、ポリペプチドの生物学的活性についてアッセイすることによって、又は、ポリ
ペプチドを認識し結合する免疫グロブリンを使用するウェスタンブロッティング又はラジ
オイムノアッセイなど、そのような活性とは無関係であるアッセイを用いることにより定
量することができる(Sambrook, et al., (1989）、前記を参照）。
【０１０４】
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　「発現カセット」は、細胞中に少なくとも含有される核酸の発現のために、プロモータ
ーやポリアデニル化部位など必要な調節エレメントが含まれるコンストラクトを意味する
。
【０１０５】
　用語「発現機構」は、核酸又は遺伝子の転写工程（すなわち、「遺伝子発現機構」とも
いう）から始まり、核酸によってコードされるポリペプチドの翻訳後修飾までの工程に関
与している細胞の酵素、補因子などの総和を意味する。発現機構は、例えば、ＤＮＡのプ
レｍＲＮＡへの転写の工程、成熟ｍＲＮＡへのプレｍＲＮＡスプライシングの工程、ｍＲ
ＮＡのポリペプチドへの翻訳工程、及びポリペプチドの翻訳後修飾工程を含む。
【０１０６】
　「発現プラスミド」は、宿主細胞中で構成される構造遺伝子の発現のための全ての必要
な要素を提供する核酸である。典型的には、発現プラスミドは、例えば大腸菌用に、目的
の構造遺伝子の発現のための、複製起点、及び選択可能なマーカー、真核生物の選択マー
カー、及び、各々がプロモーター、構造遺伝子、及びポリアデニル化シグナルを含む転写
ターミネーターを含む一又は複数の発現カセットを含む原核生物プラスミド増殖ユニット
を含む。遺伝子発現は通常、プロモーターの制御下に置かれ、そのような構造遺伝子はプ
ロモーターに「作動可能に連結された」と言われる。同様に、調節エレメントがコアプロ
モーターの活性を調節する場合、調節エレメント及びコアプロモーターは作動可能に連結
されている。
【０１０７】
　本明細書において用語「Ｆｃ領域」は、定常領域の少なくとも一部を含む、免疫グロブ
リン重鎖のＣ末端領域を定義するために使用される。本用語は、天然配列のＦｃ領域及び
変異体Ｆｃ－領域を含む。一実施態様において、ヒトＩｇＧ重鎖Ｆｃ領域はＣｙｓ２２６
又はＰｒｏ２３０から重鎖のカルボキシル末端まで伸長する。しかし、Ｆｃ領域のＣ末端
リジン（Ｌｙｓ４４７）は存在しているか、又は存在していない場合がある。本明細書に
明記されていない限り、Ｆｃ領域又は定常領域内のアミノ酸残基の番号付けは、 Kabat, 
E.A., et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5th ed., Public H
ealth Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD (1991), NIH Publicati
on 91-3242に記載されるように、ＥＵインデックスとも呼ばれるＥＵ番号付けシステムに
従う。
【０１０８】
　「Ｆｃ領域」はよく知られた用語であり、抗体の重鎖のパパイン切断に基づいて定義さ
れる。本明細書に報告される複合体は、一実施態様にて、抗体重鎖ヒンジ領域ポリペプチ
ドとして、ヒトＦｃ領域又はヒト起源由来のＦｃ領域を含み得る。
【０１０９】
　更なる実施態様において、Ｆｃ領域は、サブクラスＩｇＧ４のヒト抗体のＦｃ領域又は
サブクラスＩｇＧ１、ＩｇＧ２、又はＩｇＧ３のヒト抗体のＦｃ領域のいずれかであって
、Ｆｃγ受容体（例えばＦｃγＲＩＩＩａ）結合及び／又はＣ１ｑ結合を全く検出するこ
とができないように改変されている。一実施態様において、Ｆｃ領域は、ヒトＦｃ領域で
あり、特にヒトＩｇＧ４サブクラス由来又はヒトＩｇＧ１サブクラス由来の変異型Ｆｃ領
域の何れかである。一実施態様において、Ｆｃ領域はＬ２３４Ａ及びＬ２３５Ａの変異を
有するヒトＩｇＧ１サブクラスからのものである。ＩｇＧ４はＦｃγ受容体（ＦｃγＲＩ
ＩＩａ）結合の減少を示すが、別のＩｇＧサブクラスの抗体は強い結合を示す。しかしな
がら、Ｐｒｏ２３８、Ａｓｐ２６５、Ａｓｐ２７０、Ａｓｎ２９７（Ｆｃ糖鎖の喪失）、
　Ｐｒｏ３２９、Ｌｅｕ２３４、Ｌｅｕ２３５、Ｇｌｙ２３６、Ｇｌｙ２３７、Ｉｌｅ２
５３、Ｓｅｒ２５４、Ｌｙｓ２８８、Ｔｈｒ３０７、Ｇｌｎ３１１、Ａｓｎ４３４、又は
／及びＨｉｓ４３５は、変更される場合には、Ｆｃγ受容体結合の減少も与える残基であ
る(Shields, R.L., et al., J. Biol. Chem. 276 (2001) 6591-6604; Lund, J., et al.,
 FASEB J. 9 (1995) 115-119; Morgan, A., et al., Immunology 86 (1995) 319-324; EP
0307434)。一実施態様において、本明細書に報告される複合体は、Ｌ２３４、Ｌ２３５、
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及び／又はＤ２６５に変異を伴う、ＩｇＧ４サブクラス又はＩｇＧ１又はＩｇＧ２サブク
ラスのＦのＦｃγ受容体結合に関し、及び／又はＰＶＡ２３６変異を含む。一実施態様に
おいて、変異はＳ２２８Ｐ、Ｌ２３４Ａ、Ｌ２３５Ａ、Ｌ２３５Ｅ、及び／又はＰＶＡ２
３６である（ＰＶＡ２３６とは、ＩｇＧ１のアミノ酸位置の２３３から２３６由来のアミ
ノ酸配列ＥＬＬＧ（一文字アミノ酸コードで与えられる）又はＩｇＧ４のＥＦＬＧがＰＶ
Ａで置換されることを意味する）。一実施態様において、変異はＩｇＧ４のＳ２２８Ｐ、
及びＩｇＧ１のＬ２３４Ａ及びＬ２３５Ａである。抗体のＦｃ領域は、ＡＤＣＣ（抗体依
存性細胞媒介性細胞傷害）及びＣＤＣ（補体依存性細胞傷害）に直接関与している。Ｆｃ
γ受容体及び／又は補体因子Ｃ１ｑに結合しない複合体は、抗体依存性細胞媒介性細胞傷
害（ＡＤＣＣ）及び／又は補体依存性細胞傷害（ＣＤＣ）を誘発しない。
【０１１０】
　用語「宿主細胞」、「宿主細胞株」及び「宿主細胞培養」は互換的に使用され、外因性
の核酸が導入された細胞を指し、そのような細胞の子孫を含める。宿主細胞は、「形質転
換体」及び「形質転換された細胞」を含み、継代の数に関係なく、それに由来する一次形
質転換細胞及び子孫が含まれる。子孫は親細胞と核酸含量が完全に同一ではないかもしれ
ないが、突然変異が含まれる場合がある。最初に形質転換された細胞においてスクリーニ
ングまたは選択されたものと同じ機能又は生物活性を有する変異型子孫が本明細書におい
て含まれる。
【０１１１】
　用語「細胞」は、プラスミドの増殖のために使用される原核細胞及び核酸の発現のため
に使用される真核細胞の両方を含む。一実施態様において、真核細胞は哺乳動物細胞であ
る。一実施態様において、哺乳動物細胞は、ＣＨＯ細胞（例えばＣＨＯ Ｋ１、ＣＨＯ Ｄ
Ｇ４４）、ＢＨＫ細胞、ＮＳ０細胞、Ｓｐ２／０細胞、ＨＥＫ　２９３細胞、ＨＥＫ　２
９３ ＥＢＮＡ細胞、ＰＥＲ.Ｃ６（登録商標）細胞、及びＣＯＳ細胞を含む哺乳動物細胞
の群から選択される。
【０１１２】
　「ヒト抗体」は、ヒト又はヒト細胞により産生されるか、又はヒト抗体のレパートリー
又は他のヒト抗体をコードする配列を利用した非ヒト起源に由来する抗体のそれに対応す
るアミノ酸配列を有するものである。ヒト抗体のこの定義は、非ヒト抗原結合残基を含む
ヒト化抗体を特に除外する。
【０１１３】
　「イムノコンジュゲート」は、１つ以上の異種分子にコンジュゲートした本明細書に報
告される複合体を意味し、限定されないが、細胞傷害性薬物を含む。
【０１１４】
　「個体」又は「被検体」は、哺乳動物である。哺乳動物は、限定されないが、家畜動物
（例えば、ウシ、ヒツジ、ネコ、イヌ、ウマ）、霊長類（例えば、ヒト、サルなどの非ヒ
ト霊長類）、ウサギ、げっ歯類（例えば、マウス及びラット）を含む。所定の実施態様に
おいて、個体又は被検体はヒトである。
【０１１５】
　「単離された」複合体は、その自然環境の成分から分離されたものである。幾つかの実
施態様において、複合体は、例えば、電気泳動（例えば、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ、等電点電気
泳動（ＩＥＦ）、キャピラリー電気泳動）又はクロマトグラフィー（例えば、イオン交換
又は逆相ＨＰＬＣ）により決定されるように、９５％以上または９９％の純度に精製され
る。
「単離された」核酸は、その自然環境の成分から分離された核酸分子を指す。単離された
核酸は、核酸分子を通常含む細胞に含まれる核酸分子を含むが、しかし、その核酸分子は
、染色体外又はその自然の染色体上の位置とは異なる染色体位置に存在している。
【０１１６】
　用語「一の融合ポリペプチド」は、定義される厳密に一の融合ポリペプチドを意味し、
定義される更なる融合ポリペプチドの存在を排除する。用語「一」は「厳密に一」又は「
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単一」を意味する。
【０１１７】
　「作動可能に連結される」とは、２つ以上の構成要素の並置を意味し、そのように説明
される構成要素は、それらの意図された様式で機能することを可能にする関係にある。例
えば、プロモーター及び／又はエンハンサーは、連結された配列の転写を制御又は調節す
るためにそれがシスに作用した場合、コード配列に作動可能に連結される。一般に、必ず
しもそうではないが、「作動可能に連結」されているＤＮＡ配列は連続しており、ここで
、分泌リーダー及びポリペプチドなどの２つのタンパク質コード領域を連結するために必
要である場合、連続しており（読み取り）フレーム内にある。しかし、作動可能に連結さ
れたプロモーターは一般にコード配列の上流に位置しているものの、それは必ずしもそれ
と連続していない。エンハンサーは連続している必要はない。エンハンサーがコード配列
の転写を増加させる場合、エンハンサーは、コード配列に作動可能に連結されている。作
動可能に連結されたエンハンサーは、コード配列の上流、内部又は下流に、プロモーター
からかなりの距離に位置することができる。ポリアデニル化部位は、それがコード配列の
下流端に位置する場合、コード配列に作動可能に連結され、転写がコード配列を通じてポ
リアデニル化配列へと進行する。翻訳終止コドンは、それがコード配列の下流端（３’末
端）に位置する場合、エキソンの核酸配列へ作動可能に連結され、コード配列を介して翻
訳が終止コドンまで進みそこで終了する。連結は、当技術分野で公知の組換え方法によっ
て、例えば、ＰＣＲ方法論を使用して及び／又は都合のよい制限部位でのライゲーション
により達成される。都合のよい制限部位が存在しない場合、合成オリゴヌクレオチドアダ
プター又はリンカー従来の慣例に従って使用される。
【０１１８】
　用語「パッケージ挿入物」は、効能、用法、用量、投与、併用療法、禁忌についての情
報、及び／又はそのような治療用製品の使用に関する警告を含む、治療用製品の商用パッ
ケージに慣習的に含まれている説明書を指すために使用される。
【０１１９】
　用語「ペプチドリンカー」は、天然及び／又は合成起源のアミノ酸配列を示す。それら
は２０の天然アミノ酸は単量体構成要素であることを特徴とする直鎖アミノ酸鎖から構成
される。ペプチドリンカーは、１から５０個のアミノ酸の長さを有し、一実施態様では１
から２８個のアミノ酸、更なる実施態様では２から２５個のアミノ酸を有する。ペプチド
リンカーは、反復アミノ酸配列又は天然に存在するポリペプチドの配列を含み得る。リン
カーは、お互いにコンジュゲートしたポリペプチドが、該ポリペプチドが正しくフォール
ディングし適切に提示されることによりその生物学的活性を発揮することができることを
確実にする機能を有する。一実施態様において、ペプチドリンカーは、グリシン、グルタ
ミン、及び／又はセリン残基に富んでいる。これらの残基は、例えば最大５つのアミノ酸
の小さな反復単位で、例えばＧＳ（配列番号１２）、ＧＧＳ（配列番号１３）、ＧＧＧＳ
（配列番号１４）、及びＧＧＧＧＳ（配列番号１９）で配列されている。この小さな反復
単位は、１から５回反復することができる。多量体単位のアミノ末端及び／又はカルボキ
シ末端で、最大６つの付加的な任意の天然に存在するアミノ酸を加えることができる。他
の合成ペプチドリンカーは、１０から２０回の間で反復される単一のアミノ酸で構成され
、アミノ末端及び／又はカルボキシ末端に、最大６つの付加的な任意の天然に存在するア
ミノ酸を含み得る。全てのペプチドリンカーは、核酸分子によってコードされることがで
き、よって組換えにより発現させることができる。リンカーは、ペプチド自体であるので
、リンカーによって連結されたポリペプチドは、二つのアミノ酸の間に形成されるペプチ
ド結合を介してリンカーに連結されている。
【０１２０】
　用語「薬学的製剤」は、その中に有効で含有される活性成分の生物学的活性を許容する
ような形態であって、製剤を投与する被検体にとって許容できない毒性である他の成分を
含まない調製物を指す。
【０１２１】



(24) JP 6246711 B2 2017.12.13

10

20

30

40

50

　「薬学的に許容される担体」は、被検体に非毒性であり、有効成分以外の製剤処方中の
成分を指す。薬学的に許容される担体は、限定されないが、緩衝剤、賦形剤、安定剤、又
は保存剤を含む。
【０１２２】
　「ポリペプチド」は、天然又は合成で生成されるかによらず、ペプチド結合によって結
合されるアミノ酸からなるポリマーである。約２５アミノ酸残基未満のポリペプチドは「
ペプチド」と呼ばれても良く、一方二以上のポリペプチドからなる、又は１００アミノ酸
残基を超える一のポリペプチドを含む分子は「タンパク質」と呼ぶことができる。ポリペ
プチドはまた、炭水化物基、金属イオン、又はカルボン酸エステルなどの非アミノ酸成分
を含むことができる。非アミノ酸成分は、ポリペプチドが発現される細胞によって添加し
てもよく、細胞の種類によって異なり得る。ポリペプチドは、それらのアミノ酸骨格構造
又はそれをコードする核酸の観点から本明細書において定義される。炭水化物基などの付
加は、一般に特定されないが、それにもかかわらず存在することができる。
【０１２３】
　「構造遺伝子」は、シグナル配列、即ちコード領域を含まない遺伝子の領域を示す。
用語「Ｔ細胞応答誘発性ペプチド」は、クラスＩのＭＨＣ複合体のペプチド結合溝に提示
されるペプチドを意味し、メモリー又はエフェクターＴ細胞を循環させることによって認
識される。ペプチドの認識によりこのようなペプチド－ＭＨＣクラスＩ複合体を提示する
細胞の除去をもたらす免疫応答を生じる。
【０１２４】
　本明細書で用いられるように、「治療」（及び「治療する(treat)」または「治療して
いる(treating)」など文法上の変形）は、治療されている個体の自然経過を変えようと試
みる臨床的介入を指し、予防のために、または臨床病理の過程においてのいずれかで実行
できる。治療の望ましい効果は、限定されないが、疾患の発症又は再発を予防すること、
症状の緩和、疾患の直接的または間接的な病理学的帰結の縮小、転移を予防すること、疾
患の進行の速度を遅らせること、疾患状態の改善又は緩和、及び寛解又は予後の改善を含
む。幾つかの実施態様において、本発明の抗体は、疾患の発症を遅延させるか又は疾患の
進行を遅くするために使用される。
【０１２５】
　用語「可変領域」又は「可変ドメイン」は、抗体の抗原への結合に関与する抗体の重鎖
または軽鎖のドメインを指す。天然型抗体の可変重鎖ドメイン及び軽鎖（それぞれＶＨお
よびＶＬ）は、４つの保存されたフレームワーク領域（ＦＲ）と３つの超可変領域（ＨＶ
Ｒ）を含む各ドメインを持ち、一般的に似たような構造を有する。（例えば、Kindt, T.J
., et al., Kuby Immunology、第６版、 W.H. Freeman and Co., N.Y. (2007), 91頁）を
参照）。単一のＶＨ又はＶＬドメインは、抗原結合特異性を付与するのに十分であり得る
。更に、特定の抗原に結合する抗体は、相補的なＶＬ又はＶＨドメインのそれぞれのライ
ブラリーをスクリーニングするために、抗原に特異的に結合する抗体由来のＶＨ又はＶＬ
ドメインを用いて単離することができる。例えば、Portolano, S., et al., J. Immunol.
 150 (1993) 880-887; Clackson, T., et al., Nature 352 (1991) 624-628)を参照。
【０１２６】
　本明細書で使用される用語「ベクター」は、それがリンクされている別の核酸を伝播す
ることができる核酸分子を指す。この用語は、自己複製核酸構造としてのベクター、並び
にそれが導入された宿主細胞のゲノムに組み込まれたベクターを含む。ある種のベクター
は、それらが動作可能なようにリンクされている核酸の発現を指示することができる。こ
のようなベクターは、本明細書では「発現ベクター」と言う。
【０１２７】
ＩＩ．組成物及び方法
Ａ．典型的な複合体
　本明細書は、第一部分として標的抗原に特異的に結合する抗体由来部分、及び第二部分
としてＭＨＣクラスＩタンパク質複合体に結合したウイルス由来ペプチドを含む抗原結合
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複合体を組換え的に生成する方法を報告する。
【０１２８】
　本明細書に報告される複合体とともに、個体の既存のウイルス特異的循環性細胞障害性
Ｔ細胞（Ｔメモリー細胞及び／又はＴエフェクター細胞）は、急性ウイルス感染を模倣す
るＭＨＣクラスＩ複合体と、これらの細胞をドレッシングすることにより、複合体の抗体
由来部分が特異的に結合する標的抗原を発現する細胞に指向されることができる。
【０１２９】
　一態様において、本発明は、第一部分としてＭＨＣクラスＩタンパク質に結合したウイ
ルス由来ペプチド及び第二部分として抗体に由来したジスルフィド結合分子を含んでなる
本明細書において報告されている複合体は、個体の既存のウイルス特異的細胞傷害性Ｔ細
胞を急性ウイルス感染を模倣する標的抗原を発現する細胞へと指向するために使用するこ
とができ、それにより標的抗原を発現する細胞の除去を開始することができるとする発見
に一部基づいている。
【０１３０】
　ある実施態様において、（ｉ）ウイルス由来ペプチド、（ｉｉ）可溶性ＨＬＡ－対立遺
伝子Ａ＊０２０１、及び（ｉｉｉ）β－２－ミクログロブリンを含んでなる融合ポリペプ
チドを含む複合体が与えられる。
【０１３１】
　本発明の抗体は、例えば、癌又はウイルス感染など様々な疾患の診断又は治療のために
有用である。
【０１３２】
　一態様において、本発明は（ｉ）細胞表面抗原及び（ｉｉ）細胞傷害性Ｔ細胞に結合す
る融合ポリペプチドを提供する。ある実施態様において、融合ポリペプチドは、≦１０ｎ
Ｍの親和性で細胞表面抗原に特異的に結合する。
【０１３３】
　本明細書に報告される複合体は、標的細胞、例えば腫瘍細胞又はウイルス感染細胞を除
去／分解するために、天然に存在する、非常に効果的な抗ウイルス免疫応答を利用する。
細胞の除去は、活性化のために任意の共刺激を必要としない個体自身の非常に強力な循環
性Ｔ細胞を使用することにより達成される。更に、少数の治療用分子が作用機序のために
細胞表面上に必要とされる(Mottez et al., 1995)。
【０１３４】
　治療の間、融合ポリペプチドは、免疫感作と同様に個体の抗ウイルス免疫応答を引き起
こすことができ、それにより、複数の治療／適用によりその有効性を向上させることがで
きる。
【０１３５】
　限定された患者集団のみが特定のアロタイプであり（ＨＬＡ－アロタイプ：対立遺伝子
Ａ＊０２０１を有する集団の３０％から５０％）、特定のウイルス感染症の有病率も限定
されているが（ＣＭＶ感染んの６０％から９０％は主に年齢に依存する）、前治療として
の免疫感作は有効性を高めるために使用することができる。
【０１３６】
　あるいは、集団におけるその頻度が非常に低く、一実施態様においては１％以下である
アロタイプを使用することができる。このようなアロタイプの使用は、アロタイプは異物
として個体の免疫系によって認識され、免疫応答が開始されるであろうため、免疫感作の
工程の用途を陳腐化し得る。
【０１３７】
　標的とする抗体は、毒性及び副作用を制限するために高度に細胞又は抗原特異的である
必要がある。
【０１３８】
　このように、本明細書に報告される複合体を用いることにより、
　（ｉ）非常に特異的なＴ細胞集団のみが活性化され（単一のＭＨＣ－ペプチド複合体に
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特異的なＣＤ８陽性エフェクター／メモリー細胞）、他の全てのＣＤ３＋細胞は影響され
ない（ＣＤ４＋－Ｔ細胞：ＴＨ１、ＴＨ２、ＴＨ１７、調節Ｔ細胞）；
　（ｉｉ）個体の免疫系の自然な応答が模倣され（ウイルス感染細胞の正常な除去）；及
び
　（ｉｉｉ）適応に対する応答は最初は低いであろうが治療期間中に追加免疫することが
でき（特異的Ｔ細胞が活性化され数が増える）、それとともに初期注入反応と初期のサイ
トカイン放出を減らすことができる。
【０１３９】
　一実施態様において、本方法は、選択されたウイルス由来ペプチド、例えばヒトサイト
メガロウイルス（ＨＣＭＶ）由来ペプチドを適用することにより、ＣＤ８陽性細胞傷害性
Ｔ細胞を刺激する工程を含む。
【０１４０】
　活性化されたＣＭＶ－ペプチド特異的Ｔ細胞は、インビトロで効果的な腫瘍細胞（イン
ビトロでＣＭＶ由来ペプチドを負荷された腫瘍細胞）の除去を媒介することができること
が示されている。
【０１４１】
　ウイルス感染細胞はそれらの細胞表面上にＭＨＣクラスＩタンパク質とともにウイルス
由来ペプチドを提示する。これらは、提示細胞を枯渇／除去する特異的ＣＤ８＋-Ｔ細胞
によって認識される。細胞溶解性（細胞傷害性）ＣＤ８＋-Ｔ細胞（ＣＴＬ）は、その特
異的なＴ細胞受容体により、ＭＨＣクラスＩタンパク質内のペプチドを認識する。ＣＴＬ
は、共刺激シグナルを必要とせずにウイルス感染細胞の除去を誘発する。
【０１４２】
　エフェクター細胞、例えば本明細書において報告されているように、融合ポリペプチド
に含まれるＣＭＶ由来ペプチドで予め刺激することができる末梢血単核細胞（ＰＢＭＣ）
又はＦＡＣＳ選別ＣＤ８＋-Ｔ細胞を使用することができる。
【０１４３】
　治療されるべき個体のＨＬＡ－アロタイプが認識されなければならない。
ＮＣＢＩによると、１０％以上の頻度を有するＨＬＡ－アロタイプは次の表に示されるよ
うに分布している。
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【０１４４】
　それゆえ、本明細書に報告される一態様は抗原結合複合体であり、
　－　ＮからＣ末端方向に、
　　　（ｉ）β２－ミクログロブリン、及び
　　　（ｉｉ）１０％未満の相対頻度を有するクラスＩのＭＨＣ分子の細胞外ドメインの
α１、α２、及びα３、
　　　又は
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　　　（ｉ）Ｔ細胞応答誘発性ペプチド、
　　　（ｉｉ）β２－ミクログロブリン、及び
　　　（ｉｉｉ）１０％以上の相対頻度を有するクラスＩのＭＨＣ分子の細胞外ドメイン
のα１、α２、及びα３、
　　　の何れかを含む単一の融合ポリペプチド
　及び
　－　一以上のジスルフィド結合により連結される２つのポリペプチド鎖であって、
　　ここで、第一ジスルフィド結合ポリペプチド鎖はＮからＣ末端方向に
　　　（ｉ）免疫グロブリン軽又は重鎖可変ドメイン、
　　　（ｉｉ）免疫グロブリン軽又は重鎖定常ドメイン、及び
　　　（ｉｉｉ）抗体重鎖ヒンジ領域ポリペプチド
　　を含み
　　　ここで軽又は重鎖可変ドメインは、単独又はそれそれの相補的な重又は軽鎖可変ド
メインと組み合わせのどちらかで抗原に特異的に結合し、
　　及び、第二ジスルフィド結合ポリペプチド鎖が抗体の重鎖ヒンジ領域ポリペプチドを
含む２つのポリペプチド鎖
　を含み、
　ここで融合ポリペプチドは、
　－　ジスルフィド結合ポリペプチド鎖の一方のＣ末端又はＮ末端の何れかに対して共有
結合し、又は
　－　第一ジスルフィド結合ポリペプチド鎖に含まれるものに対して相補的な重又は軽鎖
可変ドメインである抗体の可変ドメインのＮ末端に共有結合し、又は、
　－　第一ジスルフィド結合ポリペプチド鎖に含まれるものに対して相補的な重又は軽鎖
定常ドメインである抗体の定常ドメインのＣ末端に共有結合する
ことを特徴とする。
【０１４５】
　一実施態様において、ＮからＣ末端方向に、β２－ミクログロブリン及び１％未満の相
対頻度を有するクラスＩのＭＨＣ分子の細胞外ドメインのα１、α２及びα３を含む融合
ポリペプチドは、そのＮ末端に、ＭＨＣペプチド結合の溝に結合するペプチドを更に含む
。一実施態様において、ペプチドは、Ｔ細胞応答を誘発するペプチドである。
【０１４６】
　一実施態様において、複合体は、
　－　ＮからＣ末端方向に、
　　　（ｉ）β２－ミクログロブリン、及び
　　　（ｉｉ）１０％未満の相対頻度を有するクラスＩのＭＨＣ分子の細胞外ドメインの
α１、α２、及びα３、
　　又は
　　　（ｉ）Ｔ細胞応答誘発性ペプチド、
　　　（ｉｉ）β２－ミクログロブリン、及び
　　　（ｉｉｉ）１０％以上の相対頻度を有するクラスＩのＭＨＣ分子の細胞外ドメイン
のα１、α２、及びα３、
　　　の何れかを含む一の融合ポリペプチド
　及び
　－　一以上のジスルフィド結合により連結される２つのポリペプチド鎖であって、
　　ここで、第一ジスルフィド結合ポリペプチド鎖はＮからＣ末端方向に
　　　（ｉ）免疫グロブリン軽又は重鎖可変ドメイン、
　　　（ｉｉ）免疫グロブリン軽又は重鎖定常ドメイン、及び
　　　（ｉｉｉ）抗体重鎖ヒンジ領域ポリペプチド
　　を含み
　　ここで軽又は重鎖可変ドメインは、単独又はそれそれの相補的な重又は軽鎖可変ドメ
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インと組み合わせのどちらかで抗原に特異的に結合し、
　　及び、第二ジスルフィド結合ポリペプチド鎖が抗体の重鎖ヒンジ領域ポリペプチドを
含む２つのポリペプチド鎖
　を含み、
　ここで融合ポリペプチドは、
　－　ジスルフィド結合ポリペプチド鎖の一方のＣ末端又はＮ末端の何れかに対して共有
結合し、又は
　－　第一ジスルフィド結合ポリペプチド鎖に含まれるものに対して相補的な重又は軽鎖
可変ドメインである抗体の可変ドメインのＮ末端に共有結合し、又は、
　－　第一ジスルフィド結合ポリペプチド鎖に含まれるものに対して相補的な重又は軽鎖
定常ドメインである抗体の定常ドメインのＣ末端に共有結合する
ことを特徴とする。
【０１４７】
　一実施態様において、複合体は、
　－　ＮからＣ末端方向に、
　　　（ｉ）Ｔ細胞応答誘発性ペプチド、
　　　（ｉｉ）β２－ミクログロブリン、及び
　　　（ｉｉｉ）１０％以上の相対頻度を有するクラスＩのＭＨＣ分子の細胞外ドメイン
のα１、α２、及びα３、
　　を含む一の融合ポリペプチド、
　及び
　－　一以上のジスルフィド結合により連結される２つのポリペプチド鎖であって、
　　　ここで、第一ジスルフィド結合ポリペプチド鎖はＮからＣ末端方向に、
　　　（ｉ）免疫グロブリン軽鎖可変ドメイン（ＶＬ）、及び免疫グロブリン軽鎖定常ド
メイン（ＣＬ）及び免疫グロブリン重鎖第一定常ドメイン（ＣＨ１）から選択される定常
ドメイン、又は
　　　　　　免疫グロブリン重鎖可変ドメイン（ＶＨ）、及び免疫グロブリン重鎖第一定
常ドメイン（ＣＨ１）及び免疫グロブリン軽鎖定常ドメイン（ＣＬ）から選択される定常
ドメイン、及び　
　　　（ｉｉ）抗体重鎖ヒンジ領域ポリペプチド
　　　を含み、
　　　ここで軽又は重鎖可変ドメインは、単独又はそれそれの相補的な重又は軽鎖可変ド
メインと組み合わせのどちらかで抗原に特異的に結合し、
　　　及び、第二ジスルフィド結合ポリペプチド鎖が抗体の重鎖ヒンジ領域ポリペプチド
を含む２つのポリペプチド鎖
　を含み、
　ここで融合ポリペプチドは、
　－　ジスルフィド結合ポリペプチド鎖の一方のＣ末端又はＮ末端の何れかに対して共有
結合し、又は
　－　第一ジスルフィド結合ポリペプチド鎖に含まれるものに対して相補的な重又は軽鎖
可変ドメインである抗体の可変ドメインのＮ末端に共有結合し、又は
　－　第一ジスルフィド結合ポリペプチド鎖に含まれるものに対して相補的な重又は軽鎖
定常ドメインである抗体の定常ドメインのＣ末端に共有結合する
ことを特徴とする。
【０１４８】
　一実施態様において、複合体は、
　－　ＮからＣ末端方向に、
　　　（ｉ）Ｔ細胞応答誘発性ペプチド、
　　　（ｉｉ）β２－ミクログロブリン、及び
　　　（ｉｉｉ）１０％以上の相対頻度を有するクラスＩのＭＨＣ分子の細胞外ドメイン
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のα１、α２、及びα３、
　を含む一の融合ポリペプチド、
　及び
　－　一以上のジスルフィド結合により連結される２つのポリペプチド鎖であって、
　　　ここで、第一ジスルフィド結合ポリペプチド鎖はＮからＣ末端方向に、
　　　（ｉ）免疫グロブリン軽鎖可変ドメイン（ＶＬ）、及び免疫グロブリン軽鎖定常ド
メイン（ＣＬ）及び免疫グロブリン重鎖第一定常ドメイン（ＣＨ１）から選択される定常
ドメイン、又は
　　　　　　免疫グロブリン重鎖可変ドメイン（ＶＨ）、及び免疫グロブリン重鎖第一定
常ドメイン（ＣＨ１）及び免疫グロブリン軽鎖定常ドメイン（ＣＬ）から選択される定常
ドメイン、及び
　　　（ｉｉ）抗体重鎖ヒンジ領域ポリペプチド、及び
　　　（ｉｉｉ）免疫グロブリン重鎖の第二（ＣＨ）及び第三（ＣＨ３）定常ドメイン
　を含み、
　　　ここで軽又は重鎖可変ドメインは、単独又はそれそれの相補的な重又は軽鎖可変ド
メインと組み合わせのどちらかで抗原に特異的に結合し、
　　及び、第二ジスルフィド結合ポリペプチド鎖が抗体の重鎖ヒンジ領域ポリペプチドを
含む２つのポリペプチド鎖
　を含み、
　ここで融合ポリペプチドは、
　－　ジスルフィド結合ポリペプチド鎖の一方のＣ末端又はＮ末端の何れかに対して共有
結合し、又は
　－　第一ジスルフィド結合ポリペプチド鎖に含まれるものに対して相補的な重又は軽鎖
可変ドメインである抗体の可変ドメインのＮ末端に共有結合し、又は
　－　第一ジスルフィド結合ポリペプチド鎖に含まれるものに対して相補的な重又は軽鎖
定常ドメインである抗体の定常ドメインのＣ末端に共有結合する
ことを特徴とする。
【０１４９】
　一実施態様において、複合体は、
　－　ＮからＣ末端方向に
　　　（ｉ）Ｔ細胞応答誘発性ペプチド、
　　　（ｉｉ）β２－ミクログロブリン、及び
　　　（ｉｉｉ）１０％以上の相対頻度を有するクラスＩのＭＨＣ分子の細胞外ドメイン
のα１、α２、及びα３、
　　　を含む一の融合ポリペプチド
　及び
　－　一以上のジスルフィド結合により連結される２つのポリペプチド鎖であって、
　　　ここで、第一ジスルフィド結合ポリペプチド鎖はＮからＣ末端方向に、
　　　（ｉ）免疫グロブリン軽鎖可変ドメイン（ＶＬ）、及び免疫グロブリン軽鎖定常ド
メイン（ＣＬ）及び免疫グロブリン重鎖第一定常ドメイン（ＣＨ１）から選択される定常
ドメイン、又は
　　　　　　免疫グロブリン重鎖可変ドメイン（ＶＨ）、及び免疫グロブリン重鎖第一定
常ドメイン（ＣＨ１）及び免疫グロブリン軽鎖定常ドメイン（ＣＬ）から選択される定常
ドメイン、及び
　　　（ｉｉ）抗体重鎖ヒンジ領域ポリペプチド、及び
　　　（ｉｉｉ）免疫グロブリン重鎖の第二（ＣＨ）及び第三（ＣＨ３）定常ドメイン、
　を含み、
　　　ここで軽又は重鎖可変ドメインは、単独又はそれそれの相補的な重又は軽鎖可変ド
メインと組み合わせのどちらかで抗原に特異的に結合し、
　　及び第二ジスルフィド結合ポリペプチド鎖はＮからＣ末端方向に抗体重鎖ヒンジ領域
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ポリペプチド、免疫グロブリン重鎖の第二定常領域（ＣＨ２）、及び免疫グロブリン重鎖
の第三定常領域（ＣＨ３）を含む２つのポリペプチド鎖
　を含み、
　ここで融合ポリペプチドは、
　－　ジスルフィド結合ポリペプチド鎖の一方のＣ末端又はＮ末端の何れかに対して共有
結合し、又は
　－　第一ジスルフィド結合ポリペプチド鎖に含まれるものに対して相補的な重又は軽鎖
可変ドメインである抗体の可変ドメインのＮ末端に共有結合し、又は、
　－　第一ジスルフィド結合ポリペプチド鎖に含まれるものに対して相補的な重又は軽鎖
定常ドメインである抗体の定常ドメインのＣ末端に共有結合する
ことを特徴とする。
【０１５０】
　一実施態様において、複合体は、
　－　ＮからＣ末端方向に
　　　（ｉ）Ｔ細胞応答誘発性ペプチド、
　　　（ｉｉ）β２－ミクログロブリン、及び
　　　（ｉｉｉ）１０％以上の相対頻度を有するクラスＩのＭＨＣ分子の細胞外ドメイン
のα１、α２、及びα３、
　　　を含む一の融合ポリペプチド
　及び
　－　一以上のジスルフィド結合により連結される２つのポリペプチド鎖であって、
　　　ここで、第一ジスルフィド結合ポリペプチド鎖はＮからＣ末端方向に、
　　　（ｉ）免疫グロブリン軽鎖可変ドメイン（ＶＬ）、及び免疫グロブリン軽鎖定常ド
メイン（ＣＬ）及び免疫グロブリン重鎖第一定常ドメイン（ＣＨ１）から選択される定常
ドメイン、又は
　　　　　　免疫グロブリン重鎖可変ドメイン（ＶＨ）、及び免疫グロブリン重鎖第一定
常ドメイン（ＣＨ１）及び免疫グロブリン軽鎖定常ドメイン（ＣＬ）から選択される定常
ドメイン、及び
　　　（ｉｉ）抗体重鎖ヒンジ領域ポリペプチド、及び
　　　（ｉｉｉ）免疫グロブリン重鎖の第二（ＣＨ）及び第三（ＣＨ３）定常ドメイン
　　を含み、
　　ここで軽又は重鎖可変ドメインは、単独又はそれそれの相補的な重又は軽鎖可変ドメ
インと組み合わせのどちらかで抗原に特異的に結合し、
　　及び、第二ジスルフィド結合ポリペプチド鎖はＮからＣ末端方向に
　　　（ｉ）免疫グロブリン軽鎖可変ドメイン（ＶＬ）、及び免疫グロブリン軽鎖定常ド
メイン（ＣＬ）及び免疫グロブリン重鎖第一定常ドメイン（ＣＨ１）から選択される定常
ドメイン、又は
　　　　免疫グロブリン重鎖可変ドメイン（ＶＨ）、及び免疫グロブリン重鎖第一定常ド
メイン（ＣＨ１）及び免疫グロブリン軽鎖定常ドメイン（ＣＬ）から選択される定常ドメ
イン、及び
　　　（ｉｉ）抗体重鎖ヒンジ領域ポリペプチド、及び
　　　（ｉｉｉ）免疫グロブリン重鎖の第二定常領域（ＣＨ２）、及び免疫グロブリン重
鎖の第三定常領域（ＣＨ３）
を含む２つのポリペプチド鎖
　を含み、
　ここで融合ポリペプチドは、
　－　ジスルフィド結合ポリペプチド鎖の一方のＣ末端又はＮ末端の何れかに対して共有
結合し、又は
　－　第一ジスルフィド結合ポリペプチド鎖に含まれるものに対して相補的な重又は軽鎖
可変ドメインである抗体の可変ドメインのＮ末端に共有結合し、又は、
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　－　第一ジスルフィド結合ポリペプチド鎖に含まれるものに対して相補的な重又は軽鎖
定常ドメインである抗体の定常ドメインのＣ末端に共有結合する
ことを特徴とする。
【０１５１】
　一実施態様において、複合体は、
　－　ＮからＣ末端方向に、
　　　（ｉ）Ｔ細胞応答誘発性ペプチド、
　　　（ｉｉ）β２－ミクログロブリン、及び
　　　（ｉｉｉ）１０％以上の相対頻度を有するクラスＩのＭＨＣ分子の細胞外ドメイン
のα１、α２、及びα３、
　　　を含む一の融合ポリペプチド
　及び
　－　一以上のジスルフィド結合により連結される２つのポリペプチド鎖であって、
　　　ここで、第一ジスルフィド結合ポリペプチド鎖はＮからＣ末端方向に、
　　　（ｉ）免疫グロブリン軽鎖可変ドメイン（ＶＬ）、及び免疫グロブリン軽鎖定常ド
メイン（ＣＬ）及び免疫グロブリン重鎖第一定常ドメイン（ＣＨ１）から選択される定常
ドメイン、又は
　　　　　　免疫グロブリン重鎖可変ドメイン（ＶＨ）、及び免疫グロブリン重鎖第一定
常ドメイン（ＣＨ１）及び免疫グロブリン軽鎖定常ドメイン（ＣＬ）から選択される定常
ドメイン、及び
　　　（ｉｉ）抗体重鎖ヒンジ領域ポリペプチド、及び
　　　（ｉｉｉ）免疫グロブリン重鎖の第二（ＣＨ）及び第三（ＣＨ３）定常ドメイン、
　　　を含み、
　　　　ここで軽又は重鎖可変ドメインは、単独又はそれそれの相補的な重又は軽鎖可変
ドメインと組み合わせのどちらかで抗原に特異的に結合し、
　　　及び、第二ジスルフィド結合ポリペプチド鎖はＮからＣ末端方向に、
　　　（ｉ）免疫グロブリン軽鎖可変ドメイン（ＶＬ）、及び免疫グロブリン軽鎖定常ド
メイン（ＣＬ）及び免疫グロブリン重鎖第一定常ドメイン（ＣＨ１）から選択される定常
ドメイン、又は
　　　　　　免疫グロブリン重鎖可変ドメイン（ＶＨ）、及び免疫グロブリン重鎖第一定
常ドメイン（ＣＨ１）及び免疫グロブリン軽鎖定常ドメイン（ＣＬ）から選択される定常
ドメイン、及び
　　　（ｉｉ）抗体重鎖ヒンジ領域ポリペプチド、及び
　　　（ｉｉｉ）免疫グロブリン重鎖の第二定常領域（ＣＨ２）、及び免疫グロブリン重
鎖の第三定常領域（ＣＨ３）、
　を含む２つのポリペプチド鎖、
　－　ＮからＣ末端方向に、第一ジスルフィド結合ポリペプチド鎖の可変ドメインに相補
的である免疫グロブリン可変ドメイン、及び第一ジスルフィド結合ポリペプチド鎖の可変
ドメインに続く定常ドメインに相補的な定常ドメインを含む一つのポリペプチド鎖
　を含み、
　ここで融合ポリペプチドは、
　－　ジスルフィド結合ポリペプチド鎖の一方のＣ末端又はＮ末端の何れかに対して共有
結合し、又は
　－　第一ジスルフィド結合ポリペプチド鎖に含まれるものに対して相補的な重又は軽鎖
可変ドメインである抗体の可変ドメインのＮ末端に共有結合し、又は
　－　第一ジスルフィド結合ポリペプチド鎖に含まれるものに対して相補的な重又は軽鎖
定常ドメインである抗体の定常ドメインのＣ末端に共有結合する
ことを特徴とする。
【０１５２】
　一実施態様において、複合体は、
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　－　ＮからＣ末端方向に
　　　（ｉ）Ｔ細胞応答誘発性ペプチド、
　　　（ｉｉ）β２－ミクログロブリン、
　　　（ｉｉｉ）１０％以上の相対頻度を有するクラスＩのＭＨＣ分子の細胞外ドメイン
のα１、α２、及びα３、
　　　（ｉｖ）抗体重鎖ヒンジ領域ポリペプチド、
　　　（ｖ）免疫グロブリン重鎖の第二（ＣＨ）及び第三（ＣＨ３）定常ドメイン、
　　　を含む一の融合ポリペプチド
　及び
　－　ＮからＣ末端方向に、
　　　（ｉ）免疫グロブリン軽鎖可変ドメイン（ＶＬ）、及び免疫グロブリン軽鎖定常ド
メイン（ＣＬ）及び免疫グロブリン重鎖第一定常ドメイン（ＣＨ１）から選択される定常
ドメイン、又は
　　　　　　免疫グロブリン重鎖可変ドメイン（ＶＨ）、及び免疫グロブリン重鎖第一定
常ドメイン（ＣＨ１）及び免疫グロブリン軽鎖定常ドメイン（ＣＬ）から選択される定常
ドメイン、及び
　　　（ｉｉ）抗体重鎖ヒンジ領域ポリペプチド、及び
　　　（ｉｉｉ）免疫グロブリン重鎖の第二（ＣＨ）及び第三（ＣＨ３）定常ドメイン、
を含む一の第一ポリペプチド
　及び
　－　ＮからＣ末端方向に、第一ポリペプチド鎖の可変ドメインに相補的な免疫グロブリ
ン可変ドメイン、及び第一ポリペプチド鎖の定常ドメインに相補的な定常ドメインを含む
一の第二ポリペプチド鎖
　を含み、
　ここで軽又は重鎖可変ドメインは、単独又はそれそれの相補的な重又は軽鎖可変ドメイ
ンと組み合わせのどちらかで抗原に特異的に結合し、及び
　ここで、融合ポリペプチドと第一ポリペプチド鎖はジスルフィド結合されている
ことを特徴とする。
【０１５３】
　一実施態様において、複合体は、
　－　ＮからＣ末端方向に、
　　　（ｉ）Ｔ細胞応答誘発性ペプチド、
　　　（ｉｉ）β２－ミクログロブリン、
　　　（ｉｉｉ）１０％以上の相対頻度を有するクラスＩのＭＨＣ分子の細胞外ドメイン
のα１、α２、及びα３、
　　　（ｉｖ）免疫グロブリン軽鎖可変ドメイン（ＶＬ）、及び免疫グロブリン軽鎖定常
ドメイン（ＣＬ）及び免疫グロブリン重鎖の第一定常ドメイン（ＣＨ１）から選択される
定常ドメイン、又は
　　　　　　　免疫グロブリン重鎖可変ドメイン（ＶＨ）、及び免疫グロブリン重鎖第一
定常ドメイン（ＣＨ１）及び免疫グロブリン軽鎖定常ドメイン（ＣＬ）から選択される定
常ドメイン、
　　　（ｖ）抗体重鎖ヒンジ領域ポリペプチド、
　　　（ｖｉ）免疫グロブリン重鎖の第二（ＣＨ）及び第三（ＣＨ３）定常ドメイン、
　を含む一の融合ポリペプチド
　及び
　－　ＮからＣ末端方向に、
　　　（ｉ）抗体重鎖ヒンジ領域ポリペプチド、及び
　　　（ｉｉ）免疫グロブリン重鎖の第二（ＣＨ）及び第三（ＣＨ３）定常ドメイン、　
を含む一の第一ポリペプチド鎖
　及び
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　－　ＮからＣ末端方向に、第一ポリペプチド鎖の可変ドメインに相補的な免疫グロブリ
ン可変ドメイン、及び第一ポリペプチド鎖の定常ドメインに相補的な定常ドメインを含む
一の第二ポリペプチド鎖
を含み
　ここで軽又は重鎖可変ドメインは、単独又はそれそれの相補的な重又は軽鎖可変ドメイ
ンと組み合わせのどちらかで抗原に特異的に結合し、及び
　ここで、融合ポリペプチドと第一ポリペプチド鎖はジスルフィド結合されている
ことを特徴とする。
【０１５４】
　一実施態様において、複合体は、
　－　ＮからＣ末端方向に、
　　　（ｉ）Ｔ細胞応答誘発性ペプチド、
　　　（ｉｉ）β２－ミクログロブリン、
　　　（ｉｉｉ）１０％以上の相対頻度を有するクラスＩのＭＨＣ分子の細胞外ドメイン
のα１、α２、及びα３、
　　　（ｉｖ）免疫グロブリン軽鎖可変ドメイン（ＶＬ）、及び免疫グロブリン軽鎖定常
ドメイン（ＣＬ）及び免疫グロブリン重鎖の第一定常ドメイン（ＣＨ１）から選択される
定常ドメイン、又は
　　　　　　　免疫グロブリン重鎖可変ドメイン（ＶＨ）、及び免疫グロブリン重鎖第一
定常ドメイン（ＣＨ１）及び免疫グロブリン軽鎖定常ドメイン（ＣＬ）から選択される定
常ドメイン、
　　　を含む一の融合ポリペプチド
　及び
　－　ＮからＣ末端方向に、
　　　（ｉ）融合ポリペプチドの可変ドメインに相補的な免疫グロブリン可変ドメイン、
及び融合ポリペプチドの定常ドメインに相補的な定常ドメイン、
　　　（ｉｉ）抗体重鎖ヒンジ領域ポリペプチド、及び
　　　（ｉｉｉ）免疫グロブリン重鎖の第二（ＣＨ）及び第三（ＣＨ３）定常ドメイン、
を含む一の第一ポリペプチド鎖
を含み、
　ここで軽又は重鎖可変ドメインは、単独又はそれそれの相補的な重又は軽鎖可変ドメイ
ンと組み合わせのどちらかで抗原に特異的に結合し、及び
　ここで融合ポリペプチドと第一ポリペプチド鎖はジスルフィド結合されている
ことを特徴とする。
【０１５５】
　一実施態様において、複合体は、
　－　ＮからＣ末端方向に、
　　　（ｉ）Ｔ細胞応答誘発性ペプチド、
　　　（ｉｉ）β２－ミクログロブリン、
　　　（ｉｉｉ）１０％以上の相対頻度を有するクラスＩのＭＨＣ分子の細胞外ドメイン
のα１、α２、及びα３、
　　　（ｉｖ）免疫グロブリン軽鎖可変ドメイン（ＶＬ）、及び免疫グロブリン軽鎖定常
ドメイン（ＣＬ）及び免疫グロブリン重鎖の第一定常ドメイン（ＣＨ１）から選択される
定常ドメイン、又は
　　　　　　　免疫グロブリン重鎖可変ドメイン（ＶＨ）、及び免疫グロブリン重鎖第一
定常ドメイン（ＣＨ１）及び免疫グロブリン軽鎖定常ドメイン（ＣＬ）から選択される定
常ドメイン、
　　　　（ｖ）抗体重鎖ヒンジ領域ポリペプチド、
　　　　（ｖｉ）免疫グロブリン重鎖の第二（ＣＨ）及び第三（ＣＨ３）定常ドメイン、
　　　を含む一の融合ポリペプチド



(35) JP 6246711 B2 2017.12.13

10

20

30

40

50

　及び
　－　ＮからＣ末端方向に、
　　　（ｉ）免疫グロブリン軽鎖可変ドメイン（ＶＬ）、及び免疫グロブリン軽鎖定常ド
メイン（ＣＬ）及び免疫グロブリン重鎖第一定常ドメイン（ＣＨ１）から選択される定常
ドメイン、又は
　　　　　　免疫グロブリン重鎖可変ドメイン（ＶＨ）、及び免疫グロブリン重鎖第一定
常ドメイン（ＣＨ１）及び免疫グロブリン軽鎖定常ドメイン（ＣＬ）から選択される定常
ドメイン、　　　
　　　（ｉｉ）抗体重鎖ヒンジ領域ポリペプチド、及び
　　　（ｉｉｉ）免疫グロブリン重鎖の第二（ＣＨ）及び第三（ＣＨ３）定常ドメイン
を含む一の第一ポリペプチド、
　及び
　－　ＮからＣ末端方向に、融合ポリペプチド鎖の可変ドメインに相補的な免疫グロブリ
ン可変ドメイン、及び融合ポリペプチド鎖の定常ドメインに相補的な定常ドメインを含む
一の第二ポリペプチド鎖、
　及び
　－　ＮからＣ末端方向に、第一ポリペプチド鎖の可変ドメインに相補的な免疫グロブリ
ン可変ドメイン、及び第一ポリペプチド鎖の定常ドメインに相補的な定常ドメインを含む
一の第三ポリペプチド鎖
　を含み、
　ここで融合ポリペプチド及び／又は第一ポリペプチド鎖の軽又は重鎖可変ドメインは、
単独又はそれそれの相補的な重又は軽鎖可変ドメインと組み合わせのどちらかで抗原に特
異的に結合し、及び
　ここで融合ポリペプチドと第一ポリペプチド鎖はジスルフィド結合されている
ことを特徴とする。
【０１５６】
　一実施態様において、複合体は、
　－　ＮからＣ末端方向に　
　　　（ｉ）Ｔ細胞応答誘発性ペプチド、
　　　（ｉｉ）β２－ミクログロブリン、
　　　（ｉｉｉ）１０％以上の相対頻度を有するクラスＩのＭＨＣ分子の細胞外ドメイン
のα１、α２、及びα３、
　　　（ｉｖ）免疫グロブリン軽鎖可変ドメイン（ＶＬ）、及び免疫グロブリン軽鎖定常
ドメイン（ＣＬ）及び免疫グロブリン重鎖の第一定常ドメイン（ＣＨ１）から選択される
定常ドメイン、又は
　　　　　　　免疫グロブリン重鎖可変ドメイン（ＶＨ）、及び免疫グロブリン重鎖第一
定常ドメイン（ＣＨ１）及び免疫グロブリン軽鎖定常ドメイン（ＣＬ）から選択される定
常ドメイン、
　　　を含む一の融合ポリペプチド
　及び
　－　ＮからＣ末端方向に、
　　　（ｉ）融合ポリペプチドの可変ドメインに相補的な免疫グロブリン可変ドメイン、
及び融合ポリペプチドの定常ドメインに相補的な定常ドメイン、
　　　（ｉｉ）抗体重鎖ヒンジ領域ポリペプチド、及び
　　　（ｉｉｉ）免疫グロブリン重鎖の第二（ＣＨ）及び第三（ＣＨ３）定常ドメイン、
　　　を含む一の第一ポリペプチド
　及び
　－　ＮからＣ末端方向に
　　　（ｉ）免疫グロブリン軽鎖可変ドメイン（ＶＬ）、及び免疫グロブリン軽鎖定常ド
メイン（ＣＬ）及び免疫グロブリン重鎖第一定常ドメイン（ＣＨ１）から選択される定常
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ドメイン、又は
　　　　　　免疫グロブリン重鎖可変ドメイン（ＶＨ）、及び免疫グロブリン重鎖第一定
常ドメイン（ＣＨ１）及び免疫グロブリン軽鎖定常ドメイン（ＣＬ）から選択される定常
ドメイン、　　　
　　　（ｉｉ）抗体重鎖ヒンジ領域ポリペプチド、及び
　　　（ｉｉｉ）免疫グロブリン重鎖の第二（ＣＨ）及び第三（ＣＨ３）定常ドメイン
　　を含む一の第二ポリペプチド鎖
　及び
　－　ＮからＣ末端方向に、第二ポリペプチド鎖の可変ドメインに相補的な免疫グロブリ
ン可変ドメイン、及び第二ポリペプチド鎖の定常ドメインに相補的な定常ドメインを含む
一の第三ポリペプチド鎖、
　を含み、
　ここで融合ポリペプチド及び／又は第二ポリペプチド鎖の軽又は重鎖可変ドメインは、
単独又はそれそれの相補的な重又は軽鎖可変ドメインと組み合わせのどちらかで抗原に特
異的に結合し、及び
　ここで第一ポリペプチドと第二ポリペプチド鎖はジスルフィド結合されている
ことを特徴とする。
【０１５７】
　一実施態様において、Ｔ細胞応答誘発性ペプチドは、ウイルス由来のペプチドである。
一実施態様において、ウイルスは、アデノウイルス、ヒトヘルペスウイルス１、ヒトヘル
ペスウイルス２、ヒトヘルペスウイルス４（エプスタイン・バーウイルス）、Ｂ型肝炎ウ
イルス、Ｃ型肝炎ウイルス、ヒトサイトメガロウイルス、ヒト免疫不全ウイルス、ヒトパ
ピローマウイルス１６型、ヒトパピローマウイルス１８型、ヒトパピローマウイルス３１
型、ヒトパピローマウイルス３３型、ヒトパピローマウイルス３５型、ヒトパピローマウ
イルス３９型、ヒトパピローマウイルス４５型、ヒトパピローマウイルス５１型、ヒトパ
ピローマウイルス５２型、ヒトパピローマウイルス５６型、ヒトパピローマウイルス５８
型、ヒトパピローマウイルス５９型、ヒトパピローマウイルス６８型、ヒトパピローマウ
イルス７３型、ヒトパピローマウイルス８２型、ヒトＴ細胞白血病ウイルスＩ型、ヒトイ
ンフルエンザＡ型ウイルス、ヒトインフルエンザＢ型ウイルス、ワクシニアウイルスから
選択される。
【０１５８】
　一実施態様において、ウイルス由来ペプチドは、ＮＬＶＰＭＶＡＴＶ（配列番号０１）
、ＳＬＹＮＴＶＡＴＬ（配列番号０２）、ＧＬＣＴＬＶＡＭＬ（配列番号０３）、ＧＩＬ
ＧＦＶＦＴＬ（配列番号０４）、ＳＴＮＲＱＳＧＲＱ（配列番号５）、ＬＬＦＧＹＰＶＹ
Ｖ（配列番号０６）、ＦＡＥＧＦＶＲＡＬ（配列番号０７）、ＬＩＶＩＧＩＬＩＬ（配列
番号０８）、又はｈＩＬＨＴＰＧＣＶ（配列番号０９）から選択される。
【０１５９】
　一実施態様において、β２－ミクログロブリンはヒトβ２－ミクログロブリンである。
一実施態様において、β２－ミクログロブリンは、配列番号１０のアミノ酸配列からなる
。
【０１６０】
　一実施態様において、１０％以上の相対頻度を有するクラスＩのＭＨＣ分子はヒト　Ｈ
ＬＡ－Ａ＊０２０１である。一実施態様において、クラスＩのＭＨＣ分子の細胞外ドメイ
ンのα１、α２、及びα３は配列番号１１のアミノ酸配列からなる。
【０１６１】
　一実施態様において、ウイルス由来ペプチドは第一リンカーペプチドを介してβ２－ミ
クログロブリンへ融合される。
【０１６２】
　一実施態様において、β２－ミクログロブリンは第二リンカーペプチドを介してクラス
ＩのＭＨＣ分子の細胞外ドメインのα１へ融合される。
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【０１６３】
　一実施態様において、クラスＩのＭＨＣ分子の細胞外ドメインのα３は第三のリンカー
ペプチドを介して（ジスルフィド結合し又はジスルフィド結合していない何れかの）ポリ
ペプチドへ融合される。
【０１６４】
　一実施態様において、第一、第二、及び第三のリンカーペプチドは同一であるか又は異
なる。
【０１６５】
　一実施態様において、第一リンカーペプチド、第二リンカーペプチド、及び第三リンカ
ーペプチドはアミノ酸配列ＧＳ（配列番号１２）、ＧＧＳ（配列番号１３）、ＧＧＧＳ（
配列番号１４）、ＧＧＧＳＧＧＧＳ（配列番号１５）、ＧＧＧＳＧＧＧＳＧＧＧＳ（配列
番号１６）、ＧＧＧＳＧＧＧＳＧＧＧＳＧＧＧＳ（配列番号１７）、ＧＧＧＳＧＧＧＳＧ
ＧＧＳＧＧＧＳＧＧＧＳ（配列番号１８）、ＧＧＧＧＳ（配列番号１９）、ＧＧＧＧＳＧ
ＧＧＧＳ（配列番号２０）、ＧＧＧＧＳＧＧＧＧＳＧＧＧＧＳ（配列番号２１）、ＧＧＧ
ＧＳＧＧＧＧＳＧＧＧＧＳＧＧＧＧＳ（配列番号２２）、及びＧＧＧＧＳＧＧＧＧＳＧＧ
ＧＧＳＧＧＧＧＳＧＧＧＧＳ（配列番号２３からお互いに独立して選択される。
【０１６６】
　一実施態様において、第一リンカーペプチドは配列番号２１のアミノ酸配列を含む。
【０１６７】
　一実施態様において、第二リンカーペプチドは配列番号２２のアミノ酸配列を含む。
【０１６８】
　一実施態様において、第三リンカーペプチドは配列番号１２のアミノ酸配列を含む。
【０１６９】
　一実施態様において、抗体の重鎖ヒンジ領域のポリペプチドは、クラスＩｇＧ又はクラ
スＩｇＥのヒト抗体の抗体重鎖ヒンジ領域ポリペプチドから選択される。
【０１７０】
　一実施態様において、抗体の重鎖ヒンジ領域のポリペプチドは、サブクラスＩｇＧ１、
又はＩｇＧ２、又はＩｇＧ３、又はＩｇＧ４のヒト抗体の抗体重鎖ヒンジ領域ポリペプチ
ドから選択される。
【０１７１】
　一実施態様において、抗体の重鎖ヒンジ領域のポリペプチドは、ＥＰＫＳＣＤＫＴＨＴ
ＣＰＰＣＰ（配列番号２４）、ＥＰＫＳＡＤＫＴＨＴＣＰＰＣＰ（配列番号２５）、ＥＲ
ＫＣＣＶＥＣＰＰＣＰ（配列番号２６）、ＥＲＫＣＡＶＥＣＰＰＣＰ（配列番号２７）、
ＥＲＫＡＣＶＥＣＰＰＣＰ（配列番号２８）、ＥＬＫＴＰＬＧＤＴＴＨＴＣＰＲＣＰ（Ｅ
ＰＫＳＣＤＴＰＰＰＣＰＲＣＰ）３（配列番号２９）、又はＥＳＫＹＧＰＰＣＰＳＣＰ（
配列番号３０）のアミノ酸配列を含む又はからなる。
【０１７２】
　一実施態様において、第一ジスルフィド結合ポリペプチド及び／又は第二ジスルフィド
結合ポリペプチドは、ヒト起源のＣＨ２ドメイン及び／又はＣＨ３ドメインを含む。一実
施態様において、ヒト起源のＣＨ２ドメイン及びＣＨ３ドメインはクラスＩｇＧ又はＩｇ
Ｅのヒト抗体のものである。一実施態様において、ＣＨ２ドメイン及びＣＨ３ドメインは
、サブクラスＩｇＧ１、又はＩｇＧ２、又はＩｇＧ３、又はＩｇＧ４のヒト抗体のもので
ある。一実施態様において、ＣＨ２ドメインは配列番号３１のアミノ酸配列を含む。一実
施態様において、ＣＨ２ドメインは、サブクラスＩｇＧ１又はＩｇＧ２のヒト抗体のもの
であり、そしてＥ２３３、Ｌ２３４、Ｌ２３５、Ｇ２３６、Ｄ２６５、Ｄ２７０、Ｎ２９
７、Ｅ３１８、Ｋ３２０、Ｋ３２２、Ａ３２７、Ａ３３０、Ｐ３３１及び／又はＰ３２９
の少なくとも一の変異を含む（ＫａｂａｔのＥＵインデックスに従った番号付け）。一実
施態様において、ＣＨ２ドメインは、変異Ｌ２３４Ａ及びＬ２３５Ａ、及び／又は変異Ｄ
２６５Ａ及びＮ２９７Ａを有するヒトサブクラスＩｇＧ２又はサブクラスＩｇＧ１のヒト
抗体のものであり、及び／又はＰＶＡ２３６変異を含み、及び／又は変異Ｐ３２９Ｇを含



(38) JP 6246711 B2 2017.12.13

10

20

30

40

50

む。一実施態様において、ＣＨ２ドメインは変異Ｌ２３４Ａ及びＬ２３５Ａ及び／又はＰ
３２９Ｇを有するサブクラスＩｇＧ１のヒト抗体のものである。一実施態様において、Ｃ
Ｈ２ドメインはＳ２２８Ｐ及び／又はＬ２３５Ｅを有するサブクラスＩｇＧ４のヒト抗体
のものである。一実施態様において、ＣＨ２ドメインは配列番号３３又は配列番号３３の
アミノ酸配列を含む。一実施態様において、ＣＨ３ドメインは配列番号３４のアミノ酸配
列を含む。
【０１７３】
　一実施態様において、第一ジスルフィド結合ポリペプチドは配列番号３５のアミノ酸配
列を含み、第二ジスルフィド結合ポリペプチドは配列番号３６のアミノ酸配列を含む。
【０１７４】
　一実施態様において、第一及び第二ジスルフィド結合ポリペプチドは配列番号３７又は
配列番号３８のアミノ酸配列を含む。
【０１７５】
　一実施態様において、第一ジスルフィド結合ポリペプチド又は第二ジスルフィド結合ポ
リペプチドは配列番号３７又は配列番号３８のアミノ酸配列からなる。
【０１７６】
　一実施態様において、第一ジスルフィド結合ポリペプチドは配列番号３９のアミノ酸配
列を含み、第二ジスルフィド結合ポリペプチドは配列番号４０のアミノ酸配列を含む。
【０１７７】
　一実施態様において、一以上のジスルフィド結合により連結されるポリペプチド鎖は、
２つ又は３つ又は４つのジスルフィド結合により連結される。
【０１７８】
　一実施態様において、複合体は、
　－　ＮからＣ末端方向に
　　　　（ｉ）配列番号０１のアミノ酸配列を有するウイルス由来ペプチド、
　　　　（ｉｉ）配列番号２１のアミノ酸配列を有する第一リンカーペプチド、
　　　　（ｉｉｉ）配列番号１０のアミノ酸配列を有するβ２－ミクログロブリン、
　　　　（ｉｖ）配列番号２２のアミノ酸配列を有する第二リンカーペプチド、
　　　　（ｖ）配列番号１１のアミノ酸配列を有するクラスＩのＭＨＣ分子の細胞外ドメ
インのα１、α２、及びα３、及び
　　　　（ｖｉ）配列番号１２のアミノ酸配列を有する第三リンカーペプチド
　　　を含む一の融合ポリペプチド
　及び
　－　一以上のジスルフィド結合により連結される２つのポリペプチド鎖であって、
　　　ここで、第一ジスルフィド結合ポリペプチド鎖はＮからＣ末端方向に、
　　　　（ｉ）免疫グロブリン軽又は重鎖可変ドメイン、
　　　　（ｉｉ）免疫グロブリン軽又は重鎖定常ドメイン、
　　　　（ｉｉｉ）抗体重鎖ヒンジ領域ポリペプチド、
　　　　（ｉｖ）配列番号３２及び３３から選択されるアミノ酸配列を含むヒトＩｇＧ１
のＣＨ２ドメイン、及び
　　　　（ｖ）配列番号３５又は３６のアミノ酸配列を含むヒトＩｇＧ１のＣＨ３ドメイ
ン
　　　を含み、
　　　及び、第二ジスルフィド結合ポリペプチド鎖はＮからＣ末端方向に
　　　　（ｉ）抗体重鎖ヒンジ領域ポリペプチド、
　　　　（ｉｉ）配列番号３２及び３３から選択されるアミノ酸配列を含むヒトＩｇＧ１
のＣＨ２ドメイン、及び
　　　　（ｉｉｉ）配列番号３５又は３６のアミノ酸配列を含むヒトＩｇＧ１のＣＨ３ド
メイン
　　　を含み、
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　ここで融合ポリペプチドは、
　－　第二ジスルフィド結合ポリペプチド鎖のＣ末端又はＮ末端の何れかに対して共有結
合される
ことを特徴とする。
【０１７９】
　一実施態様において、複合体は、
　－　ＮからＣ末端方向に、
　　　（ｉ）配列番号０１のアミノ酸配列を有するウイルス由来ペプチド、
　　　（ｉｉ）配列番号２１のアミノ酸配列を有する第一リンカーペプチド、
　　　（ｉｉｉ）配列番号１０のアミノ酸配列を有するβ２－ミクログロブリン、
　　　（ｉｖ）配列番号２２のアミノ酸配列を有する第二リンカーペプチド、
　　　（ｖ）配列番号１１のアミノ酸配列を有するクラスＩのＭＨＣ分子の細胞外ドメイ
ンのα１、α２、及びα３、及び
　　　（ｖｉ）配列番号１２のアミノ酸配列を有する第三リンカーペプチド
　　　を含む一の融合ポリペプチド
　及び
　－　一以上のジスルフィド結合により連結される２つのポリペプチド鎖であって、
　　　ここで、第一ジスルフィド結合ポリペプチド鎖はＮからＣ末端方向に、　　　　　
　　　（ｉ）免疫グロブリン軽又は重鎖可変ドメイン、
　　　（ｉｉ）免疫グロブリン軽又は重鎖定常ドメイン、
　　　（ｉｉｉ）抗体重鎖ヒンジ領域ポリペプチド、
　　　（ｉｖ）配列番号３２及び３３から選択されるアミノ酸配列を含むヒトＩｇＧ１の
ＣＨ２ドメイン、及び
　　　（ｖ）配列番号３５又は３６から選択されるアミノ酸配列を含むヒトＩｇＧ１のＣ
Ｈ３ドメイン
　　　を含み、
　　及び、第二ジスルフィド結合ポリペプチド鎖が抗体の重鎖ヒンジ領域ポリペプチドを
含み、
　ここで融合ポリペプチドは、
　－　第一ジスルフィド結合ポリペプチド鎖のＣ末端又はＮ末端の何れかに対して共有結
合し、又は
　－　第一ジスルフィド結合ポリペプチド鎖に含まれるものに対して相補的な重又は軽鎖
可変ドメインである抗体の可変ドメインのＮ末端に共有結合し、又は、
　－　第一ジスルフィド結合ポリペプチド鎖に含まれるものに対して相補的な重又は軽鎖
定常ドメインである抗体の定常ドメインのＣ末端に共有結合する
ことを特徴とする。
【０１８０】
　一実施態様において、複合体は、
　－　ＮからＣ末端方向に、
　　　（ｉ）配列番号０１のアミノ酸配列を有するウイルス由来ペプチド、
　　　（ｉｉ）配列番号２１のアミノ酸配列を有する第一リンカーペプチド、
　　　（ｉｉｉ）配列番号１０のアミノ酸配列を有するβ２－ミクログロブリン、
　　　（ｉｖ）配列番号２２のアミノ酸配列を有する第二リンカーペプチド、
　　　（ｖ）配列番号１１のアミノ酸配列を有するクラスＩのＭＨＣ分子の細胞外ドメイ
ンのα１、α２、及びα３、及び
　　　（ｖｉ）配列番号１２のアミノ酸配列を有する第三リンカーペプチド
　　　を含む一の融合ポリペプチド
　及び
　－　一以上のジスルフィド結合により連結される２つのポリペプチド鎖であって、
　　　ここで、第一及び第二ジスルフィド結合ポリペプチド鎖の各々はＮからＣ末端方向
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に、
　　　（ｉ）免疫グロブリン軽又は重鎖可変ドメイン、
　　　（ｉｉ）免疫グロブリン軽又は重鎖定常ドメイン、
　　　（ｉｉｉ）抗体重鎖ヒンジ領域ポリペプチド、
　　　（ｉｖ）配列番号３２及び３３から選択されるアミノ酸配列を含むヒトＩｇＧ１の
ＣＨ２ドメイン、及び
　　　（ｖ）配列番号３５又は３６から選択されるアミノ酸配列を含むヒトＩｇＧ１のＣ
Ｈ３ドメイン
　　　を含み、
　　ここで融合ポリペプチドは、
　－　第二ジスルフィド結合ポリペプチド鎖のＣ末端又はＮ末端の何れかに対して共有結
合し、又は
　－　第一ジスルフィド結合ポリペプチド鎖に含まれるものに対して相補的な重又は軽鎖
可変ドメインである抗体の可変ドメインのＮ末端に共有結合し、又は、
　－　第一ジスルフィド結合ポリペプチド鎖に含まれるものに対して相補的な重又は軽鎖
定常ドメインである抗体の定常ドメインのＣ末端に共有結合する
ことを特徴とする。
【０１８１】
　図１４から、本明細書で報告されるような複合体は、それが融合される抗体の結合特性
を維持することが分かる（図１４ｂ及びｃ）。
【０１８２】
　図１５と１７において、本明細書で報告されるような複合体のインビトロでの有効性と
特異性が示される。
【０１８３】
　細胞毒性試験はＣＭＶ特異的ＣＤ８＋-Ｔ細胞の存在下で行った。ＣＭＶ由来ウイルス
ペプチドを含む複合体は、一価抗体について（図１５ａを参照）、二価抗体について（図
１５ｂ）標的細胞の溶解／除去／分解を誘発することが分かる。標的細胞の溶解は、ＥＢ
Ｖ由来ウイルスペプチド（図１５ｂ））と対照抗体（図１５ｄ）及びｅ）を含んでなる複
合体とのインキュベーションは広範な細胞溶解を生じないため（自然溶解は約３．５％で
ある）非常に特異的であることが更に分かる。
【０１８４】
　図１７に、ＩＧＦ－１Ｒ陽性肺腺癌細胞株Ｈ４６０Ｍ２の溶解が示されている。
【０１８５】
　ＣＭＶ由来ペプチド及び二価抗体を含む複合体のＥＣ５０値は約５０ｐＭに対応する約
１０ｎｇ／ｍｌである。決定されたＥＣ５０の値は標的細胞対エフェクター細胞の比率と
は無関係である（図１６を参照；標的細胞対エフェクター細胞の比率が１：３から１：１
は１：０．４４から１：０．１４の実効比に対応する（エフェクター細胞の７６％がＣＤ
８陽性であり、１９％がＣＭＶ特異的である））。
【０１８６】
　従って、一実施態様では、本明細書において報告される複合体は約５０ｐＭのＥＣ５０

値を有する。
【０１８７】
１．親和性
　ある実施態様において、本明細書で提供される複合体は抗体可変ドメインの抗原結合対
を含む。所定の実施態様において、可変ドメインは、その抗原に対して解離定数（Ｋｄ）
が、≦１０ｎＭ、≦１ｎＭ、≦０．１ｎＭ、≦０．０１ｎＭ、又は≦０．００１ｎＭ（例
えば、１０－８Ｍ未満、例えば、１０－８Ｍから１０－１３Ｍ、例えば、１０－９Ｍから
１０－１３Ｍ）を有する。
【０１８８】
　一実施態様において、Ｋｄは表面プラズモン共鳴アッセイを用いて測定される。
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【０１８９】
　例えば、これはＢＩＡＣＯＲＥ（登録商標）－２０００又はＢＩＡＣＯＲＥ（登録商標
）－３０００機器(BIAcore, Inc., Piscataway, NJ)を用いて固定化抗原ＣＭ５チップに
より～１０応答単位（ＲＵ）で２５℃で行うことができる。簡単に言うと、カルボキシメ
チル化デキストランバイオセンサーチップ(CM5, BIAcore Inc.）を、提供者の指示書に従
ってＮ－エチル－Ｎ’－（３－ジメチルアミノプロピル）－カルボジイミド塩酸塩（ＥＤ
Ｃ）及びＮ－ヒドロキシスクシンイミド（ＮＨＳ）で活性化した。抗原を１０ｍＭ酢酸ナ
トリウム、ｐＨ４．８で５μｇ／ｍｌ（～０．２μＭ）に希釈し、結合したタンパク質の
応答単位（ＲＵ）がおよそ１０になるように５μｌ／分の流速で注入する。抗原の注入後
、反応しない群をブロックするために１Ｍのエタノールアミンを注入する。動力学的な測
定のために、Ｆａｂの２倍の段階希釈（０．７８ｎＭから５００ｎＭ）を、２５℃で、お
よそ２５μｌ／分の流速で０．０５％ポリソルベート２０（ＴＷＥＥＮ－２０ＴＭ）界面
活性剤（ＰＢＳＴ）を含むＰＢＳに注入する。会合センサーグラム及び解離センサーグラ
ムを同時にフィットさせることによる単純一対一ラングミュア結合モデル(simple one-to
-one Langmuir binding model)（BIACORE（登録商標）Evaluationソフトウェアバージョ
ン３．２）を用いて、会合速度（ｋｏｎ）と解離速度（ｋｏｆｆ）を算出する。平衡解離
定数（Ｋｄ）をｋｏｆｆ／ｋｏｎ比として算出する。例えば、Chen, Y., et al., J. Mol
. Biol. 293 (1999) 865-881を参照。
【０１９０】
２．発現
　本明細書で報告されるように、ＨＥＫ２９３及びＣＨＯにおいて複合体の特定の形態（
異なるリンカー、ＨＬＡとβ２－ミクログロブリンの異なる組み合わせ）の発現は、仮に
も検出可能な場合、小胞体内に複合体の蓄積をもたらし、言い換えれば複合体の単離と分
泌が強く損なわれた。
【０１９１】
　複合体が以下の表に概説されるようなポリペプチドの一を含むことを意図したときには
、培養培地への複合体の分泌は検出できなかった。
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【０１９２】
　ＭＨＣクラスＩタンパク質複合体に結合したウイルス由来ペプチドの２つの部分、及び
抗体の少なくとも一の可変ドメイン及び一の定常ドメインを含む複合体の発現、及び特に
分泌は真核細胞では不可能であることが分かっている。
【０１９３】
　更に、ＭＨＣクラスＩタンパク質複合体に結合したウイルス由来ペプチド、及び少なく
とも一の可変ドメイン及びヒンジ領域に由来したジスルフィド結合ポリペプチドの一対を
含む２つの融合ポリペプチドを含む複合体の発現、及び特に分泌は真核細胞では不可能で
あることが分かっている。
【０１９４】
　従って、本明細書において報告される複合体において、真核細胞を用いた複合体の産生
及び分泌を可能にするために、ＭＨＣクラスＩタンパク質に結合したウイルス由来のペプ
チドを含む融合ポリペプチドは複数回存在することはできず、少なくとも一の抗体可変ド
メイン及び一の抗体定常ドメインが存在しなければならない。
【０１９５】
　従って、ＭＨＣクラスＩタンパク質に結合したウイルス由来ペプチド、抗体重鎖ヒンジ
領域、及び少なくとも一の抗体可変ドメイン及び一の抗体定常ドメインを含む厳密に一の
融合ポリペプチドを含む複合体は、真核細胞中で組換え産生され分泌させることができる
。一実施態様において、少なくとも一の定常ドメインは抗体重鎖定常ドメイン１（ＣＨ１
）又は抗体軽鎖定常ドメイン（ＣＬ）の何れかである。
【０１９６】
　従って、抗体重鎖ヒンジ領域、抗体可変ドメインの少なくとも一対、任意で抗体定常ド
メイン、及びＭＨＣクラスＩタンパク質に結合したウイルス由来ペプチドの厳密に一の融
合ポリペプチドを含む複合体は、真核細胞で組換え的に産生され分泌させることができる
。一実施態様において、少なくとも一の定常ドメインは抗体重鎖定常ドメイン１（ＣＨ１
）又は抗体軽鎖定常ドメイン（ＣＬ）の何れかである。
【０１９７】
　異なるポリペプチドの種々の組み合わせを試験した。分泌された発現は、例えば、ウイ
ルス由来ペプチドがクラスＩのＭＨＣ分子にＮ－末端で融合されている複合体における免
疫グロブリン由来のシグナルペプチドのＮ末端融合により達成することができる。クラス
ＩのＭＨＣ分子の重鎖（膜貫通及び細胞質ドメインを欠いているα１－α２－α３）及び
軽鎖（β２ミクログロブリン）を順番に変えることができる。異なる融合ポリペプチドを
Ｎ末端で抗体軽鎖又はポリペプチドを含む抗体の重鎖のヒンジ領域のいずれかに融合させ
た。典型的な組み合わせを図２に示す。
【０１９８】
　以下の表から分かるように、融合ポリペプチドを含む複合体は、単一のウイルス由来の
ペプチド－ミクログロブリン－ＨＬＡ－融合ポリペプチドが存在する場合、可変抗体ドメ
イン及び抗体重鎖ヒンジ領域由来のポリペプチドと共に発現させることができる。
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【０１９９】
　一実施態様において、本明細書に報告される複合体はポリペプチドの異なる対合を含む
。ポリペプチドの適切な対合を可能にするために、ノブ・イントゥ・ホール（knobs-into
-holes）技術又はクロスｍＡｂの技術を正しく会合していない複合体の量を低減するため
に使用することができる。
【０２００】
　ノブ修飾は抗体のＣＨ３ドメインの変異Ｔ３６６Ｗを意味する（ＫａｂａｔのＥＵイン
デックスに従って番号付けられる）。
【０２０１】
　ホール修飾は抗体のＣＨ３ドメインの変異Ｔ３６６Ｓ、Ｌ３６８Ａ及びＹ４０７Ｖを意
味する（ＫａｂａｔのＥＵインデックスに従って番号付けられる）。
【０２０２】
　ノブ及びホール修飾に加えて、一方のＣＨ３ドメインの変異Ｓ３５４Ｃ及び他方のＣＨ
３ドメインの変異Ｙ３４９Ｃが存在し得る。
【０２０３】
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　クロスｍＡｂ技術は、例えば国際公開第２００９／０８０２５１号、国際公開第２００
９／０８０２５２号、国際公開第２００９／０８０２５４号、国際公開第２００９／０８
０２５３号、国際公開第２０１０／１１２１９３号、国際公開第２０１０／１１５５８９
号、国際公開第２０１０／１３６１７２号、国際公開第２０１０／１４５７９２号及び国
際公開第２０１０／１４５７９３号に報告されている。
【０２０４】
３．変異体
　ある実施態様において、本明細書で提供される複合体のアミノ酸配列変異体が企図され
る。例えば、複合体の結合親和性及び／又は他の生物学的特性を改善することが望まれ得
る。複合体のアミノ酸配列変異体は、複合体のポリペプチド鎖をコードするヌクレオチド
配列に適切な改変を導入することにより、またはペプチド合成によって調製することがで
きる。このような改変は、例えば、複合体のポリペプチドのアミノ酸配列内における残基
の欠失、及び／又は挿入及び／又は置換を含む。最終コンストラクトが所望の特性、例え
ば、抗原結合を有していることを条件として、欠失、挿入、及び置換の任意の組み合わせ
が、最終コンストラクトに到達させるために作成され得る。
【０２０５】
ａ）置換、挿入、および欠失変異体
　ある実施態様において、ポリペプチド鎖に一つ以上のアミノ酸置換を有する複合体変異
体が提供される。保存的置換は以下の表の「好ましい置換」の見出しの下に示されている
。より実質的な変更が、以下の表の「典型的な置換」の見出しの下に与えられ、アミノ酸
側鎖のクラスを参照して以下に更に説明される。アミノ酸置換は、目的の複合体に導入す
ることができ、その産物は、所望の活性、例えば、抗原結合の保持／改善、免疫原性の減
少、又はＡＤＣＣ又はＣＤＣの改善についてスクリーニングされる。
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【０２０６】
　アミノ酸は、共通の側鎖特性に応じて分類される：
（１）疎水性：Ｍｅｔ、Ａｌａ、Ｖａｌ、Ｌｅｕ、Ｉｌｅ；
（２）中性親水性：Ｃｙｓ、Ｓｅｒ、Ｔｈｒ、Ａｓｎ、Ｇｌｎ；
（３）酸性：Ａｓｐ、Ｇｌｕ；
（４）塩基性：Ｈｉｓ、Ｌｙｓ、Ａｒｇ；
（５）鎖の配向に影響する残基：Ｇｌｙ、Ｐｒｏ；
（６）芳香族：Ｔｒｐ、Ｔｙｒ、Ｐｈｅ。
【０２０７】
　非保存的置換は、これらの分類の一つのメンバーを他の分類に交換することを必要とす
るであろう。
【０２０８】
　アミノ酸配列挿入は、一残基から百以上の残基を含有するポリペプチド長にわたるアミ
ノ及び／又はカルボキシル末端融合、並びに単一または複数のアミノ酸残基の配列内挿入
を含む。末端挿入の例としては、Ｎ末端メチオニン残基を有するポリペプチドを含む複合
体が含まれる。他の挿入変異体は、酵素に対する複合体のポリペプチド鎖のＮ－又はＣ－
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末端への融合物を含む。
【０２０９】
ｂ）グリコシル化変異体
　所定の実施態様において、本明細書で提供される複合体のポリペプチドは、ポリペプチ
ドがグリコシル化される程度を増加又は減少するように改変される。ポリペプチドへのグ
リコシル化部位の付加又は欠失は、一以上のグリコシル化部位が作成又は削除されるよう
にアミノ酸配列を変えることによって簡便に達成することができる。
【０２１０】
　複合体が抗体のＦｃ領域を含む場合には、それに付着する糖を変えることができる。哺
乳動物細胞によって産生された天然型Ｆｃ領域は、典型的には、Ｆｃ領域のＣＨ２ドメイ
ンのＡｓｎ２９７にＮ－結合により一般的に付着した分岐鎖、二分岐オリゴ糖を含んでい
る。例えば、Wright, A. and Morrison, S.L., TIBTECH 15 (1997) 26-32を参照。オリゴ
糖は、様々な炭水化物、例えば、二分岐オリゴ糖構造の「幹」のＧｌｃＮＡｃに結合した
、マンノース、Ｎ－アセチルグルコサミン（ＧｌｃＮＡｃ）、ガラクトース、シアル酸、
並びにフコースを含み得る。幾つかの実施態様において、本発明の抗体におけるオリゴ糖
の改変は、一定の改善された特性を有する抗体変異体を作成するために行われ得る。
一実施態様において、ポリペプチド変異体を含む複合体は、Ｆｃ領域に（直接または間接
的に）付着されたフコースを欠いた糖鎖構造を有して提供される。例えば、このようなＦ
ｃ領域のフコース量は、１％から８０％、１％から６５％、５％から６５％、または２０
％から４０％であり得る。フコースの量は、例えば、国際公開第２００８／０７７５４６
号に記載されているように、ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ質量分析法によって測定されるＡｓｎ２
９７に付着しているすべての糖構造の合計（例えば、コンプレックス、ハイブリッド及び
高マンノース構造）に対して、Ａｓｎ２９７の糖鎖中のフコースの平均量を計算すること
によって決定される。Ａｓｎ２９７は、Ｆｃ領域（Ｆｃ領域残基のＥＵ番号付け）でおよ
そ２９７の位置に位置するアスパラギン残基を指し、しかし、Ａｓｎ２９７もまた位置２
９７の上流または下流のおよそ±３アミノ酸に、すなわち抗体の軽微な配列変異に起因し
て、位置２９４と３００の間に配置され得る。このようなフコシル化変異体はＡＤＣＣ機
能を改善させた可能性がある。例えば米国特許出願公開第２００３／０１５７１０８号；
米国特許出願公開第２００４／００９３６２１号を参照。「非フコシル化」又は「フコー
ス欠損」抗体変異体に関連する出版物の例としては、米国特許出願公開第２００１／２９
２４６号；国際公開第２００３／０１１５６１４号；国際公開第２００２／０１６４３２
８号；米国特許出願公開第２００４／００９３６２１号；米国特許出願公開第２００４／
０１３２１４０号；米国特許出願公開第２００４／０１１０７０４号；米国特許出願公開
第２００４／０１１０２８２号；米国特許出願公開第２００４／０１０９８６５号；米国
特許出願公開第２００３／０８５１１９号；米国特許出願公開第２００３／０８４５７０
号；国際公開第２００５／０３５５８６号；国際公開第２００５／０３５７７８号；国際
公開第２００５／０５３７４２号；国際公開第２００２／０３１１４０号；国際公開第２
００５／０５３７４２号；国際公開第２００２／０３１１４０号；Okazaki, A., et al.,
 J. Mol. Biol. 336 (2004) 1239-1249; Yamane-Ohnuki, N., et al., Biotech. Bioeng.
 87 (2004) 614-622が含まれる。非フコシル化抗体を産生する能力を有する細胞株の例と
しては、タンパク質フコシル化を欠損しているＬｅｃ１３ ＣＨＯ細胞（Ripka, J., et a
l., Arch. Biochem. Biophys. 249 (1986) 533-545；米国特許出願公開第２００３／０１
５７１０８号；及び国際公開第２００４／０５６３１２号、特に実施例１１）、及びノッ
クアウト細胞株、アルファ－１、６－フコシルトランスフェラーゼ遺伝子、ＦＵＴ８、ノ
ックアウトＣＨＯ細胞（例えば、Yamane-Ohnuki, N., et al., Biotech. Bioeng. 87 (20
04) 614-622; Kanda, Y., et al., Biotechnol. Bioeng. 94 (2006) 680-688；及び国際
公開第２００３／０８５１０７号を参照）を含む。
【０２１１】
　Ｆｃ領域変異体を含む複合体は、例えば、Ｆｃ領域に結合した二分岐オリゴ糖がＧｌｃ
ＮＡｃによって二分されている二分オリゴ糖を更に備えている。このような変異体はフコ
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シル化を減少させ、及び／又はＡＤＣＣ機能を改善している可能性がある。このような抗
体変異体の例は、例えば国際公開第２００３／０１１８７８号；米国特許第６，６０２，
６８４号；及び米国特許出願公開第２００５／０１２３５４６号に記述される。Ｆｃ領域
に結合したオリゴ糖内に少なくとも１つのガラクトース残基を持つＦｃ領域変異体も提供
される。このようなＦｃ領域変異体はＣＤＣ機能を改善させた可能性がある。対応する抗
体変異体は、例えば国際公開第９７／３００８７号；国際公開第９８／５８９６４号；及
び国際公開第９９／２２７６４号に記述される。
【０２１２】
ｃ）Ｆｃ領域変異体
　所定の実施態様において、１つまたは複数のアミノ酸改変が、本明細書で提供される複
合体に含まれるポリペプチドのＦｃ領域に導入することができ、それによってＦｃ領域変
異体を生成する。Ｆｃ領域の変異体は、１つまたは複数のアミノ酸位置においてアミノ酸
修飾（例えば置換）を含むヒトＦｃ領域の配列（例えば、ヒトＩｇＧ１、ＩｇＧ２、Ｉｇ
Ｇ３又はＩｇＧ４のＦｃ領域）を含んでもよい。
【０２１３】
　ある実施態様において、本発明は、インビボにおける複合体の半減期が重要であるが、
ある種のエフェクター機能（例えば補体およびＡＤＣＣなど）が不要または有害である用
途のための望ましい候補とならしめる、全てではないが一部のエフェクター機能を有する
Ｆｃ領域変異体を意図している。インビトロ及び／又はインビボでの細胞毒性アッセイを
、ＣＤＣ活性及び／又はＡＤＣＣ活性の減少／枯渇を確認するために行うことができる。
例えば、Ｆｃ受容体（ＦｃＲ）結合アッセイは、複合体がＦｃγＲ結合を欠くが（それゆ
え、おそらくＡＤＣＣ活性を欠く）、ＦｃＲｎ結合能力を保持していることを確認するた
めに行うことができる。ＡＤＣＣ、ＮＫ細胞を媒介する初代細胞は、ＦｃγＲＩＩＩのみ
を発現するが、単球はＦｃγＲＩ、ＦｃγＲＩＩ及びＦｃγＲＩＩＩを発現する。造血細
胞におけるＦｃＲの発現は、Ravetch, J.V. and Kinet, J.P., Annu. Rev. Immunol. 9 (
1991) 457-492の４６４ページの表３に要約されている。目的の分子のＡＤＣＣ活性を評
価するためのインビトロアッセイの非限定的な例は、米国特許第５５００３６２号（例え
ばHellstrom, I., et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83 (1986) 7059-7063；及びHel
lstrom, I., et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82 (1985) 1499-1502を参照）；米国
特許第５８２１３３７号（Bruggemann, M., et al., J. Exp. Med. 166 (1987) 1351-136
1を参照）に説明される。あるいは、非放射性アッセイ法を用いることができる（例えば
、フローサイトメトリー用のＡＣＴＩＴＭ非放射性細胞傷害性アッセイ（CellTechnology
, Inc. Mountain View, CA；及びＣｙｔｏＴｏｘ９６（登録商標）非放射性細胞傷害性ア
ッセイ（Promega, Madison, WI）を参照。このようなアッセイに有用なエフェクター細胞
には、末梢血単核細胞（ＰＢＭＣ）およびナチュラルキラー（ＮＫ）細胞が含まれる。あ
るいは、又は更に、目的の分子のＡＤＣＣ活性は、Clynes, R., et al., Proc. Natl. Ac
ad. Sci. USA 95 (1998) 652-656に開示されるように、インビボで、例えば動物モデルに
おいて評価することができる。Ｃ１ｑ結合アッセイはまた、抗体が体Ｃ１ｑを結合するこ
とができないこと、したがって、ＣＤＣ活性を欠いていることを確認するために行うこと
ができる。例えば、国際公開第２００６／０２９８７９号及び国際公開第２００５／１０
０４０２号のＣ１ｑおよびＣ３ｃ結合ＥＬＩＳＡを参照。補体活性化を評価するために、
ＣＤＣアッセイを行うことができる（例えば、Gazzano-Santoro, H., et al., J. Immuno
l. Methods 202 (1996) 163-171; Cragg, M.S., et al., Blood 101 (2003) 1045-1052;
及びCragg, M.S. and Glennie, M.J., Blood 103 (2004) 2738-2743を参照）。ＦｃＲｎ
結合及びインビボでのクリアランス／半減期の測定は当該分野で公知の方法を用いても行
うことができる（例えば、Petkova, S.B., et al., Int. Immunol. 18 (2006) 1759-1769
を参照）。
【０２１４】
　エフェクター機能が減少したＦｃ領域は、Ｆｃ領域の残基２３４、２３５、２３８、２
６５、２６９、２７０、２９７、３２７及び３２９の一つ以上の置換を有するものが含ま
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れる（米国特許第６，７３７，０５６号）。そのようなＦｃ変異体は、残基２６５及び２
９７のアラニンへの置換を有する、いわゆる「ＤＡＮＡ」Ｆｃ変異体を含む、アミノ酸位
置２６５、２６９、２７０、２９７及び３２７の二つ以上の置換を有するＦｃ変異体を含
む（米国特許第７３３２５８１号）。
【０２１５】
　ＦｃＲへの結合を改善又は減少させた特定のＦｃ領域変異体が記載されている。（例え
ば、米国特許第６，７３７，０５６号；国際公開第２００４／０５６３１２号、及びShie
lds, R.L., et al., J. Biol. Chem. 276 (2001) 6591-6604）を参照）。
【０２１６】
　所定の実施態様において、ポリペプチド変異体はＡＤＣＣを改善する１つまたは複数の
アミノ酸置換、例えば、Ｆｃ領域の位置２９８、３３３、及び／又は３３４における置換
（ＥＵの残基番号付け）を有するＦｃ領域を含む。
【０２１７】
　幾つかの実施態様において、改変された（すなわち改善されたか減少した）Ｃ１ｑ結合
及び／又は補体依存性細胞傷害（ＣＤＣ）を生じる、Ｆｃ領域における改変がなされ、例
えば、米国特許第６，１９４，５５１号、国際公開第９９／５１６４２号、及びIdusogie
, E.E., et al., J. Immunol. 164 (2000) 4178-4184に説明される。
【０２１８】
　増加した半減期を持ち、胎仔への母性ＩｇＧの移送を担う、新生児Ｆｃ受容体（ＦｃＲ
ｎ）への結合が改善された抗体(Guyer, R.L., et al., J. Immunol. 117 (1976) 587-593
,及びKim, J.K., et al., J. Immunol. 24 (1994) 2429-2434)が、米国特許出願公開第２
００５／００１４９３４号に記載されている。これらの抗体は、ＦｃＲｎへのＦｃ領域の
結合を改善する一つまたは複数の置換をその中に有するＦｃ領域を含む。このようなＦｃ
領域変異体は、Ｆｃ領域の残基：２３８、２５６、２６５、２７２、２８６、３０３、３
０５、３０７、３１１、３１２、３１７、３４０、３５６、３６０、３６２、３７６、３
７８、３８０、３８２、４１３、４２４又は４３４の１以上の置換、例えば、Ｆｃ領域の
残基４３４の置換が含まれる（米国特許第７３７１８２６号）。
【０２１９】
　Duncan, A.R. and Winter, G., Nature 322 (1988) 738-740；米国特許第５６４８２６
０号；米国特許第５６２４８２１号；及び、Ｆｃ領域の変異体の他の例に関しては国際公
開第９４／２９３５１号も参照のこと。
【０２２０】
ｄ）誘導体
　ある実施態様において、本明細書で提供される複合体は、当技術分野で知られ容易に入
手可能な追加の非タンパク質部分を含むように更に改変することができる。複合体の誘導
体化に適した部分としては、限定されないが、水溶性ポリマーが含まれる。水溶性ポリマ
ーの非限定的な例は、限定されないが、ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）、エチレング
リコール／プロピレングリコールの共重合体、カルボキシメチルセルロース、デキストラ
ン、ポリビニルアルコール、ポリビニルピロリドン、ポリ－１，３－ジオキソラン、ポリ
－１，３，６－トリオキソラン、エチレン／無水マレイン酸共重合体、ポリアミノ酸（単
独重合体又はランダム共重合体の何れか）及びデキストラン又はポリ（ｎ－ビニルピロリ
ドン）ポリエチレングリコール、プロピレングリコール単独重合体、ポリプロピレンオキ
シド／エチレンオキシド共重合体、ポリオキシエチル化ポリオール（例えばグリセロール
）、ポリビニルアルコール及びこれらの混合物を包含する。ポリエチレングリコールプロ
ピオンアルデヒドはその水中での安定性に起因して製造における利点を有し得る。ポリマ
ーは何れかの分子量のものであってよく、そして分枝鎖又は未分枝鎖であってよい。抗体
に結合するポリマーの数は変動してよく、そして、一以上の重合体が結合する場合は、そ
れらは同じか又は異なる分子であることができる。一般的に、誘導体化に使用するポリマ
ーの数及び／又は種類は、限定されないが、向上させるべき抗体の特定の特性又は機能、
抗体誘導体が限定された条件下で治療に使用されるのか等を含む考慮に基づいて決定する
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ことができる。
【０２２１】
　別の実施態様において、放射線への曝露によって選択的に加熱され得る複合体と非タン
パク質部分とのコンジュゲートが提供される。一実施態様において、非タンパク質部分は
カーボンナノチューブである(Kam, N.W., et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 102 (20
05) 11600-11605)。放射線は、任意の波長であって良いが、限定されないものの、通常の
細胞に害を与えないが、抗体－非タンパク質部分の近位細胞が死滅される温度に非タンパ
ク質部分を加熱する波長が含まれる。
【０２２２】
Ｂ．組換え方法及び組成物
　複合体は、例えば米国特許第４８１６５６７号で説明したように、組換えの方法および
組成物を用いて作成することができる。一実施態様において、本明細書に記載される複合
体のポリペプチドをコードする単離された核酸が提供される。更なる実施態様において、
そのような核酸を含む１つ以上のベクター（例えば、発現ベクター）が提供される。更な
る実施態様において、そのような核酸を含む宿主細胞が提供される。一実施態様において
、宿主細胞は以下を含む（例えば、以下で形質転換される）：（１）抗体のＶＬを含むア
ミノ酸配列、及び抗体のＶＨを含むアミノ酸配列をコードする核酸を含むベクター、又は
（２）抗体のＶＬを含むアミノ酸配列をコードする核酸を含む第一ベクター、及び抗体の
ＶＨを含むアミノ酸配列をコードする核酸を含む第二ベクター。一実施態様において、宿
主細胞は、真核生物、例えばチャイニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）細胞、またはリンパ
系細胞（例えば、Ｙ０、ＮＳ０、Ｓｐ２／０細胞）である。一実施態様において、本明細
書に報告されるように複合体を作る方法が提供され、その方法は、上記のように、ポリペ
プチドの発現及び複合体の形成に適した条件下で、複合体のポリペプチドをコードする核
酸を含む宿主細胞を培養することを含み、および必要に応じて、宿主細胞（または宿主細
胞培養培地）から複合体を回収することを含む。
【０２２３】
　複合体の組換え生産のために、例えば上述したように、複合体のポリペプチドをコード
する核酸が単離され、宿主細胞内でのさらなるクローニングおよび／または発現のために
１つ以上のベクターに挿入される。このような核酸は、容易に単離され、従来の手順を用
いて（例えば、抗体の重鎖と軽鎖をコードする遺伝子に特異的に結合できるオリゴヌクレ
オチドプローブを使用することによって）配列決定することができる。
【０２２４】
　ベクターのクローニング又は発現に適切な宿主細胞は、本明細書に記載の原核細胞又は
真核細胞を含む。例えば、特に、グリコシル化及びＦｃエフェクター機能が必要ない場合
には、抗体は、細菌で産生することができる。細菌における抗体断片およびポリペプチド
の発現については、例えば、米国特許第５６４８２３７号、第５７８９１９９号及び第５
８４０５２３号を参照（また、大腸菌における抗体断片の発現を記述しているCharlton, 
K.A., In: Methods in Molecular Biology, 248巻，Lo, B.K.C. (ed.), Humana Press, T
otowa, NJ (2003)，頁245-254も参照）。発現の後、複合体は可溶性画分において細菌の
細胞ペーストから単離され更に精製することができる。
【０２２５】
　原核生物に加えて、糸状菌又は酵母菌のような真核微生物は、菌類や酵母菌株を含むポ
リペプチドをコードするベクターのための、適切なクローニング宿主又は発現宿主であり
、そのグリコシル化経路が、「ヒト化」されており、部分的または完全なヒトのグリコシ
ル化パターンを有する抗体の生成をもたらす。Gerngross, T.U., Nat. Biotech. 22 (200
4) 1409-1414;及びLi, H., et al., Nat. Biotech. 24 (2006) 210-215を参照。
【０２２６】
　グリコシル化複合体の発現に適した宿主細胞はまた、多細胞生物（無脊椎動物と脊椎動
物）から派生している。無脊椎動物細胞の例としては、植物および昆虫細胞が挙げられる
。多数のバキュロウイルス株が同定され、これらは特にSpodoptera frugiperda細胞のト
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ランスフェクションのために、昆虫細胞と組み合わせて使用することができる。
【０２２７】
　植物細胞培養を宿主として利用することができる。例えば、米国特許第５９５９１７７
号、第６０４０４９８号、第６４２０５４８号、第７１２５９７８号及び第６４１７４２
９号（トランスジェニック植物における抗体産生に関するＰＬＡＮＴＩＢＯＤＩＥＳＴＭ

技術を記載）を参照。
【０２２８】
　脊椎動物細胞もまた宿主として用いることができる。例えば、懸濁液中で増殖するよう
に適応された哺乳動物細胞株は有用であり得る。有用な哺乳動物宿主細胞株の他の例は、
ＳＶ４０（ＣＯＳ－７）で形質転換されたサル腎臓ＣＶ１株、ヒト胚腎臓株(Graham, F.L
., et al., J. Gen Virol. 36 (1977) 59-74に記載されたＨＥＫ２９３又は２９３細胞、
ベビーハムスター腎臓細胞（ＢＨＫ）、マウスのセルトリ細胞（Mather, J.P., Biol. Re
prod. 23 (1980) 243-252に記載されるＴＭ４細胞）、サル腎細胞（ＣＶ１）、アフリカ
ミドリザル腎細胞（ＶＥＲＯ－７６）、ヒト子宮頚癌細胞（ＨｅＬａ）、イヌ腎臓細胞（
ＭＤＣＫ；バッファローラット肝臓細胞（ＢＲＬ ３Ａ）、ヒト肺細胞（Ｗ１３８）；ヒ
ト肝細胞（ＨｅｐＧ２）、マウス乳腺腫瘍（ＭＭＴ０６０５６２）、例えばMather, J.P.
, et al., Annals N.Y. Acad. Sci. 383 (1982) 44-68に記載されるＴＲＩ細胞、ＭＲＣ
５細胞、およびＦＳ４細胞である。他の有用な哺乳動物宿主細胞株は、ＤＨＦＲ－ＣＨＯ
細胞(Urlaub, G., et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77 (1980) 4216-4220)を含むチ
ャイニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）細胞、及びＹ０、ＮＳ０およびＳｐ２／０などの骨
髄腫細胞株を含む。抗体産生に適した特定の哺乳動物宿主細胞系の総説については、例え
ばYazaki, P. and Wu, A.M., Methods in Molecular Biology,248巻, Lo, B.K.C. (ed.),
 Humana Press, Totowa, NJ (2004)，頁255-268を参照。
【０２２９】
Ｃ．薬学的製剤
　本明細書に記載の複合体の薬学的製剤は、所望の程度の純度を有するその複合体と任意
の薬学的に許容される担体(RemingtonのPharmaceutical Sciences 第１６版, Osol, A. 
編: Williams and Wilkins PA, USA (1980))とを、凍結乾燥製剤または水性溶液の形態で
混合することによって調製される。薬学的に許容される担体は、使用される投薬量および
濃度でレシピエントに毒性でなく、そしてこれには、限定しないが、リン酸塩、クエン酸
塩および他の有機酸のような緩衝液；アスコルビン酸およびメチオニンを含む抗酸化剤；
防腐剤（例えば、オクタデシルジメチオルベンジルアンモニウムクロライド；ヘキサメト
ニウムクロライド；塩化ベンザルコニウム、塩化ベンゼトニウム、フェノール、ブチルま
たはベンジルアルコール；アルキルパラベン、例えば、メチルまたはプロピルパラベン；
カテコール；レゾルシノール；シクロヘキサノール；３－ペンタノール；およびｍ－クレ
ゾール）；低分子量（約１０残基未満）ポリペプチド；タンパク質、例えば、血清アルブ
ミン、ゼラチン、または免疫グロブリン；親水性ポリマー、例えば、ポリビニルピロリド
ン；アミノ酸、例えば、グリシン、グルタミン、アスパラギン、ヒスチジン、アルギニン
またはリジン；マンノサッカライド、ジサッカライド、およびグルコース、マンノースま
たはデキストリンを含む他の炭水化物；キレート剤、例えば、ＥＤＴＡ；糖、例えば、ス
クロース、マンニトール、トレハロースまたはソルビトール；塩形成対イオン、例えば、
ナトリウム、金属錯体（例えば、Ｚｎ－タンパク質錯体）；及び／又はポリエチレングリ
コール（ＰＥＧ）等の非イオン性界面活性剤が挙げられる。本明細書における典型的な薬
学的に許容される担体は、介在性薬物分散剤、例えば、水溶性の中性活性ヒアルロニダー
ゼ糖タンパク質（ｓＨＡＳＥＧＰ）、例えば、ｒｈｕＰＨ２０（ＨＹＬＥＮＥＸ（登録商
標）、Baxter International, Inc.）などのヒト可溶性ＰＨ－２０ヒアルロニダーゼ糖タ
ンパク質を更に含む。所定の典型的なｓＨＡＳＥＧＰ及び使用法は、ｒｈｕＰＨ２０を含
み、米国特許出願公開第２００５／０２６０１８６号及び第２００６／０１０４９６８に
開示されている。一態様において、ｓＨＡＳＥＧＰは、コンドロイチナーゼなどの１つま
たは複数の追加のグルコサミノグリカンと組み合わされる。
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【０２３０】
　典型的な凍結乾燥抗体製剤は、米国特許第６２６７９５８号に記載されている。水性の
抗体製剤は、米国特許第６１７１５８６号及び国際公開第２００６／０４４９０８号に記
載されているものが含まれ、後者の製剤はヒスチジン－酢酸緩衝液を含む。
【０２３１】
　本明細書の製剤はまた、治療を受けている特定の徴候のために必要な一以上の活性成分
、好ましくは、互いに悪影響を及ぼさない相補的活性を持つものが含まれる場合がある。
このような活性成分は、意図した目的のために有効な量で組み合わされ適切に存在する。
【０２３２】
　活性成分は、例えば、コアセルベーション技術又は界面重合法によって、例えばそれぞ
れヒドロキシメチルセルロース又はゼラチン－マイクロカプセル及びポリ（メタクリル酸
メチル）マイクロカプセル）、コロイド薬物送達系で（例えばリポソーム、アルブミンミ
クロスフィア、ミクロエマルジョン、ナノ粒子及びナノカプセル）又はマクロ・エマルジ
ョンで調製されたマイクロカプセルに封入されてもよい。このような技術は、Remington
のPharmaceutical Sciences、第１６版、Ｏｓｏｌ，Ａ．（編）（１９８０）に開示され
る。
【０２３３】
　徐放性製剤が調製されてもよい。徐放性製剤の好適な例は、抗体を含有する固体疎水性
ポリマーの半透性マトリクスを含み、そのマトリックスが成形品、例えばフィルムまたは
マイクロカプセルの形をしている。
【０２３４】
　インビボ投与に使用される製剤は、一般的に無菌である。無菌性は、例えば、滅菌濾過
膜を通して濾過することにより、達成することができる。
【０２３５】
Ｄ．治療的方法及び組成物
　本明細書で提供される任意の複合体を治療方法に使用することができる。
【０２３６】
　一態様では、医薬として使用するための本明細書に報告される複合体が提供される。
【０２３７】
　更なる態様では、癌の治療において使用するための本明細書に報告される複合体が提供
される。
【０２３８】
　所定の実施態様において、治療の方法における使用のための本明細書に報告される複合
体が提供される。
【０２３９】
　所定の実施態様において、本発明は、個体に本明細書に報告される複合体の有効量を投
与することを含む、癌又はウイルス感染を有する個体を治療する方法における使用のため
の本明細書に報告される複合体を提供する。一つのそのような実施態様において、本方法
は、例えば後述するように、少なくとも１つの追加の治療薬の有効量を個体に投与するこ
とを更に含む。
【０２４０】
　更なる実施態様において、本発明は、癌細胞の除去に使用のための又はウイルス感染細
胞の除去のための本明細書に報告される複合体を提供する。ある実施態様において、癌細
胞又はウイルス感染細胞を除去／分解するために、本明細書に報告されるように複合体の
有効量を個体に投与することを含む、個体において癌細胞の除去又はウイルス感染細胞の
除去の方法に使用のための本明細書に報告される複合体を提供する。上記実施態様の何れ
かに記載の「個体」は、ヒトであり得る。
【０２４１】
　更なる態様にて、本発明は、医薬の製造または調製における本明細書に報告される複合
体の使用を提供する。一実施態様において、医薬は癌又はウイルス感染の治療のためであ
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る。更なる実施態様において、本医薬は、癌又はウイルス感染を有する個体に、医薬の有
効量を投与することを含む、癌又はウイルス感染を治療する方法で使用するためのもので
ある。一つのそのような実施態様において、この方法は少なくとも１つのさらなる治療剤
の有効量を個体に投与することを更に含む。更なる実施態様において、本医薬は癌細胞の
除去ための又はウイルス感染細胞の除去のためのものである。更なる実施態様において、
本医薬は癌細胞を除去又はウイルス感染細胞を除去するために、医薬の有効量を個体に投
与することを含む、個体において癌細胞の除去又はウイルス感染細胞の除去の方法に使用
のためのものである。上記実施態様の何れかに記載の「個体」は、ヒトであり得る。
【０２４２】
　更なる態様にて、本発明は、癌又はウイルス感染を治療するための方法を提供する。一
実施態様において、本方法はそのような癌又はウイルス感染を有する個体に、本明細書に
報告される複合体の有効量を投与することを含む。一つのそのような実施態様において、
この方法は少なくとも１つのさらなる治療剤の有効量を個体に投与することを更に含む。
上記実施態様の何れかに記載の「個体」は、ヒトであり得る。
【０２４３】
　更なる態様において、本発明は個体において癌細胞又はウイルス感染細胞の除去のため
の方法を提供する。一実施態様において、本方法は、癌細胞又はウイルス感染細胞を除去
するために、本明細書に報告されるように個体に複合体の有効量を投与することを含む。
一実施態様において、「個体」はヒトである。
【０２４４】
　更なる態様において、本発明は、例えば、上記の治療法のいずれかに使用される、本明
細書に報告される複合体の何れかを含む薬学的製剤を提供する。一実施態様において、薬
学的製剤は、本明細書で報告される複合体の何れか及び薬学的に許容される担体を含む。
その他の実施態様において、薬学的製剤は、本明細書で報告される複合体の何れか、及び
少なくとも１つの更なる治療剤を含む。
【０２４５】
　本発明の複合体は、治療において、単独で、または他の薬剤と組み合わせて使用するこ
とができる。例えば、本発明の複合体は、少なくとも一つの追加の治療剤と共投与されう
る。
【０２４６】
　上記のこうした併用療法は、併用投与（２つ以上の治療剤が、同一または別々の製剤に
含まれている）、及び、本発明の複合体の投与が、追加の治療剤及び／又はアジュバント
の投与の前、同時、及び／又はその後に起きうる分離投与を包含する。本発明の複合体は
また放射線治療と併用して用いることができる。
【０２４７】
　本発明の複合体（及び任意の追加の治療剤）は、任意の適切な手段によって投与するこ
とができ、経口、肺内、および鼻腔内、及び局所治療が所望される場合病巣内投与が含ま
れる。非経口注入には、筋肉内、静脈内、動脈内、腹腔内、又は皮下投与が含まれる。投
薬は、その投与が短期間か又は長期であるかどうかに部分的に依存し、任意の適切な経路
、例えば、静脈内または皮下注射などの注射により行うことができる。限定するものでは
ないが、単回又は様々な時点にわたる複数回投与、ボーラス投与、及びパルス注入を含む
様々な投与スケジュールがここで考えられる。
【０２４８】
　本発明の複合体は良好な医療行為に合致した方法で処方され、投与され、投薬される。
この観点において考慮すべき要因は、治療すべき特定の障害、治療すべき特定の哺乳類、
個々の患者の臨床状態、障害の原因、薬剤送達部位、投与方法、投与日程及び医療従事者
が知る他の要因を包含する。複合体は、必要ではないが任意で、問題となる障害の予防又
は治療のために、現在使用中の一又は複数の薬剤ともに処方される。かかる他の薬剤の有
効量は、製剤中に存在する複合体の量、疾患又は治療のタイプ、及び上で検討した他の因
子に依存する。これらは一般的には本明細書に記載されるのと同じ用量及び投与経路にお
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いて、又は、本明細書に記載された用量の１％から９９％で、又は経験的に／臨床的に妥
当であると決定された任意の用量及び任意の経路により使用される。
【０２４９】
　疾患の予防又は治療のためには、本発明の複合体の適切な用量（単独で使用されるか、
又は、一以上の更なる治療的薬剤との組み合わされる場合）は治療すべき疾患の種類、抗
体の種類、疾患の重症度及び経過、複合体を予防又は治療目的のいずれにおいて投与する
か、以前の治療、患者の臨床的履歴及び複合体に対する応答性、及び担当医の判断に依存
する。複合体は、患者に対して、単回、又は一連の治療にわたって適切に投与される。疾
患の種類及び重症度に応じて、例えば一回以上の別個の投与によるか、連続注入によるか
に関わらず、複合体約１μｇ／ｋｇから１５ｍｇ／ｋｇ（例えば０．５ｍｇ／ｋｇから１
０ｍｇ／ｋｇ）が患者への投与のための初期候補用量となり得る。１つの典型的な一日当
たり用量は上記した要因に応じて約１μｇ／ｋｇから１００ｍｇ／ｋｇ又はそれ以上の範
囲である。数日間以上に渡る反復投与の場合には、状態に応じて、治療は疾患症状の望ま
れる抑制が起こるまで持続するであろう。１つの例示される抗体用量は約０．０５ｍｇ／
ｋｇから約１０ｍｇ／ｋｇの範囲である。従って、約０．５ｍｇ／ｋｇ、２．０ｍｇ／ｋ
ｇ、４．０ｍｇ／ｋｇ又は１０ｍｇ／ｋｇの１つ以上の用量（又はこれらの何れかの組み
合わせ）を患者に投与してよい。このような用量は断続的に、例えば毎週又は３週毎（例
えば患者が約２から約２０、例えば抗体の約６投与量を受けるように）投与してよい。初
期の高負荷投与量の後に一以上の低投与量が投与され得る。しかしながら、他の投与量レ
ジメンも有益であり得る。この治療の進行は、従来技術及びアッセイにより容易にモニタ
ーされる。
【０２５０】
　上記の製剤または治療方法のいずれかが、本明細書に報告される複合体の代わりか又は
複合体に加えて、本発明のイムノコンジュゲートを用いて行うことができることが理解さ
れる。
【０２５１】
　本明細書に報告される一態様は、患者の癌又はウイルス感染を治療する方法において使
用のための本明細書に報告される複合体であり、本複合体は複合体に含まれるウイルス由
来ペプチドによる患者の免疫感作の前、同時又は後で投与されるべきである。
【０２５２】
　本明細書に報告される一態様は、複合体に含まれるウイルス由来ペプチドに対する免疫
感作と併用して癌又はウイルス感染を治療するための医薬の製造のための本明細書に報告
される複合体の使用である。
【０２５３】
　第一段階において、複合体に含有されるようなウイルス由来ペプチドが治療されるべき
個体に最初に投与される。所定の期間の後、即ち４日と２８日の間で、本明細書に報告さ
れる複合体が個体に投与される。
【０２５４】
　ウイルス由来ペプチドのこの連続かつ分離した適用により、本明細書で報告される複合
体の第一段階単独及び第二段階において、ウイルス由来ペプチド特異的Ｔ細胞の数を増加
させ、よって治療の有効性を増加させることができる。
【０２５５】
ＩＩＩ．製造品
　本発明の他の態様では、上記の疾患の治療、予防及び／又は診断に有用な物質を含む製
造品が提供される。製造品は、容器とラベルまたは容器上にある又は容器に付属するパッ
ケージ挿入物を含む。好適な容器は、例としてボトル、バイアル、シリンジ、ＩＶ輸液バ
ッグ等を含む。容器はガラス又はプラスチックなどの様々な物質から形成されうる。容器
は、疾患の治療、予防、及び／又は診断に有効である、それ自体か、又はその他の組成物
と併用される化合物を収容し、無菌のアクセスポートを有し得る（例えば、容器は皮下注
射針による穴あきストッパーを有する静脈内溶液バッグ又はバイアルであってよい）。組
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成物中の少なくとも一の活性剤は本発明の複合体である。ラベルまたはパッケージ挿入物
は、組成物が特定の症状の治療のために使用されることを示している。更に、製造品は、
（ａ）本発明の複合体を含有する組成物を中に収容する第一の容器と（ｂ）更なる細胞障
害剤又は別の治療薬を含有する組成物を中に収容する第二の容器とを含みうる。本発明の
本実施態様における製造品は、組成物が特定の疾患を治療することに用いることができる
ことを示すパッケージ挿入物をさらに含んでいてもよい。別法として、または加えて、製
造品は、薬学的に許容されるバッファー、例えば注射用静菌水（ＢＷＦＩ）、リン酸緩衝
化塩水、リンガー溶液およびデキストロース溶液を含む第二（または第三）の容器をさら
に含んでもよい。これは、他のバッファー、希釈剤、フィルター、針、およびシリンジを
含む、商業的およびユーザーの立場から望まれる他の物質のさらに含んでもよい。
上記の製造品のいずれかは、本明細書に報告される複合体の代わりか又はそれに加えて、
本発明のイムノコンジュゲートを含み得ることが理解される。
【０２５６】
ＩＶ．実施例
　以下は本発明の方法および組成物の例である。上記提供される一般的な説明を前提とし
て、他の様々な実施態様が実施され得ることが理解される。
【０２５７】
実施例１：
ヒトドナーからのＣＭＶ特異的ＣＤ８陽性Ｔ細胞の単離及び刺激のための手順
ＰＢＬ（複数）の単離
ＰＢＬは、ヒトのドナーの血液からフィコール勾配遠心分離により単離した（Greiner bi
o-one，カタログ番号２２７２９０）。ＰＢＬは５％のヒト血清（Sigmaカタログ番号Ｈ２
５２０）、２ｍＭのＬグルタミン（PAN Biotech、カタログ番号Ｐ０４－８０１００）、
１００μｇ／ｍｌのペニシリン／ストレプトマイシン（Ｒｏｃｈｅ、カタログ番号１４０
０１１００）を補充されたＲＰＭＩ中で培養した。
【０２５８】
ＰＢＬ（複数）の刺激
細胞（２ｘ１０７細胞／ｍｌ）は、５０μｇ／ｍｌのＣＭＶ ｐｐ６５由来ペプチド（配
列番号０１）を補充した細胞培養培地中で、細胞培養条件下で（３７°Ｃ、５％ＣＯ２、
８０％湿度）２時間培養した。その後、細胞懸濁液を培養培地で２０倍希釈し、９６のウ
ェル当たり２×１０５細胞の播種密度で平底９６ウェルプレート中で培養した。４から５
日後、２０Ｕ／ｍｌのＩＬ－２（Roche、カタログ番号１１０１１４５６００１）、２５
ｎｇ／ｍｌのＩＬ－７（Peprotech、カタログ番号２００－０１）及び２５ｎｇ／ｍｌの
ＩＬ－１５（Peprotech、カタログ番号２００－１５）が添加され、細胞を更に７～８日
間培養した。Ｔ細胞の刺激は、細胞クラスターとして顕微鏡下で目に見える。
【０２５９】
ＰＢＬ（複数）の再刺激
　Ｔ細胞は、ペプチドをパルスした同じドナーの自己の一次ＰＢＬ（新たに調製され又は
凍結ストックから由来したのいずれか）である刺激細胞と共に培養した。刺激細胞を、上
記のようにペプチドでパルスした。ペプチドのインキュベーションの２時間後に、ＰＢＬ
を放射線照射し（４０００ラド；ＳＴＳ ＧｍｂＨ ＯＢ２９ Ｎｒ．９５１０－５）、ペ
プチドを含まない培養培地中で２回洗浄した。再刺激は、９６ウェルプレートの丸底プレ
ート中で行った。９６ウェルあたり、８ｘ１０４から１ｘ１０５の刺激細胞を使用した。
初代培養からの細胞を培養培地で２回洗浄し、２００μｌの培養培地中に再懸濁し、８０
μｌを刺激細胞の各ウェルに移した。３日後、２０Ｕ／ｍｌのＩＬ－２、２５ｎｇ／ｍｌ
のＩＬ－７及び２５ｎｇ／ｍｌのＩＬ－１５が添加された。細胞は増殖し、新鮮な培地を
使用して新しいウェル中で２～３日ごとに増殖された。
【０２６０】
Ｔ細胞の分析
　細胞は、ＣＤ８の発現（ＢＤ、カタログ番号３４５７７２）及びＣＭＶ特異的Ｔ細胞受
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容体（ProImmune、カタログ番号Ｆ００８－４Ａ－Ｅ）について染色され、ＦＡＣＳで分
析した。
【０２６１】
細胞培養培地
　ＲＰＭＩ１６４０（PAN Biotech，カタログ番号Ｐ０４－１７５００），５％のヒト血
清（ＨＳ；Sigmaカタログ番号Ｈ２５２０）、２ｍＭのＬ－グルタミン（PAN Biotech、カ
タログ番号Ｐ０４－８０１００）、１００μｇ／ｍｌのペニシリン／ストレプトマイシン
（Roche、カタログ番号１４００１１００）。
【０２６２】
結果
　末梢血リンパ球（ＰＢＬ）に由来する４人のヒトドナーのＦＡＣＳ分析を実施した。細
胞を、ＡＰＣ結合Ｐｒｏ５五量体（ProImmune、カタログ番号Ｆ００８－４Ａ－Ｅ）と組
み合わされたＦＩＴＣ結合抗ＣＤ８抗体（ＢＤ、カタログ番号３４５７７２）で標識し、
ＣＭＶ由来ペプチド（ＮＬＶＰＭＶＡＴＶ（配列番号０１））を搭載した、Ｔ細胞受容体
（ＴＣＲ）を認識するＭＨＣ－クラスＩ（ＨＬＡ－Ａ＊０２０１）を担持するＴ細胞を染
色した。結果は図４を参照。第０日に、ドナー１と４は少数のＣＭＶ特異的ＣＤ８Ｔ細胞
を保有する（それぞれ０．０８％と０．１％）。ドナー２と３は、より多くのＣＭＶ特異
的ＣＤ８Ｔ細胞を末梢血中に保有する（それぞれ０．２５％と３．１２％）。ＣＭＶ由来
ペプチドでパルスした自己細胞による刺激の１４日後、ドナー２と３のみがＣＭＶ特異的
ＣＤ８Ｔ細胞の有意な増加を示し（それぞれ６．２％と７１．２％）、一方ドナー１と４
はＣＭＶ特異的ＣＤ８Ｔ細胞数の増加を示していない（それぞれ０．０１％と０．０５％
）。ＣＭＶ由来ペプチドでパルスした自己細胞による二次刺激の１４日後、ドナー２と３
はＣＭＶ特異的ＣＤ８Ｔ細胞の更なる増加を示している（それぞれ１５．１％と９６．６
％）。
【０２６３】
実施例２
細胞毒性試験
　急性リンパ芽球性白血病細胞ＭＮ６０は、Ａ＊０２０１、ＨＬＡ－対立遺伝子を保有す
る。ＭＮ６０細胞（１ｘ１０６細胞／ｍｌ）５０μｇ／ｍｌのＣＭＶ ｐｐ６５ペプチド
　（配列番号０１）と共に細胞培養条件下で（３７°Ｃ、５％ＣＯ２、８０％湿度）４５
分間インキュベートした。インキュベーションによってＨＬＡ－Ａ＊０２０１ペプチド結
合の溝においてペプチド交換を生じる。ペプチド交換したＭＮ６０細胞は遠心分離されＰ
ＢＳ（PanBiotech、カタログ番号Ｐ０４－３６５００）で１ｘ１０６細胞／ｍｌの密度へ
希釈され、１μＭの細胞トレーサーカルボキシフルオレセインスクシンイミジルエステル
（CFSE, Invitrogen、カタログ番号３４５５４）で、室温（ＲＴ）で１５分間染色した。
細胞をその後ＰＢＳで一回洗浄し、ＡＩＭ－Ｖ培地で１×１０５細胞／ｍｌに希釈した（
Gibco、カタログ番号０８７０１１２ＤＫ）。アッセイにおいて、ＭＮ６０細胞（標的細
胞）を９６ウェル丸底プレート中で、ＣＭＶ特異的ヒトドナー３由来のＣＤ８＋-Ｔ細胞
（エフェクター細胞、実施例１を参照のこと）と細胞培養条件下で４時間共培養した。エ
フェクター対標的細胞の比は４：１であった。死滅細胞を、１μｌ／１００μｌのヨウ化
プロピジウム（ＰＩ、Ｓｉｇｍａ、カタログ番号Ｐ－４８６４）で染色し、ＦＡＣＳで分
析した。
【０２６４】
結果
　ＣＭＶペプチドを負荷されたＭＮ６０腫瘍細胞の溶解を介する刺激されたＣＴＬの細胞
溶解能力を分析するためにフローサイトメトリー分析を行った。
【０２６５】
　図５ａに、ＣＭＶ由来ペプチドを負荷していないＭＮ６０細胞の共培養物のＦＡＣＳ分
析を示す。ＭＮ６０細胞は、ＦＩＴＣ陽性である。エフェクター細胞は、ＦＩＴＣ－陰性
である。死滅細胞は、ＰＩ陽性であり、生細胞は、ＰＩ陰性である。ＣＭＶ由来ペプチド
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が負荷されていない場合、ＭＮ６０細胞の８５％以上が生存していることが見てとれる。
図５ｂに、ＣＭＶ由来ペプチドを負荷されたＭＮ６０細胞のＦＡＣＳ分析を示す。ＭＮ６
０細胞の８０％以上が死んでいるが（Ｑ２とＱ４）、一方図５ａ及び図５ｂに示すＦＡＣ
Ｓ分析の間において生きているエフェクター細胞と死んだエフェクター細胞の割合が顕著
に変化しないこと（図５ａと図５ｂのＱ１とＱ３を比較）が見てとれ、ＣＭＶ－ペプチド
負荷標的細胞の特異的溶解を示している。
【０２６６】
　エフェクター対標的細胞の比率に依存する、ＣＭＶペプチドを負荷されたＭＮ６０腫瘍
細胞の溶解を介する刺激されたＣＴＬの細胞溶解能力を分析するためのフローサイトメト
リー分析。
【０２６７】
　細胞毒性アッセイは上述のように実施した。エフェクター細胞と標的細胞の様々な比を
、標的細胞あたり０．５エフェクター細胞から標的細胞あたり４エフェクター細胞の範囲
で適用した（図６参照）。インキュベーション時間は４時間であった。ＣＭＶ由来ペプチ
ドを負荷されなかったＭＮ６０細胞は、エフェクター対標的の比率が増加し、即ち、０．
５：１から４：１の比率を伴い８％から１３％まで、死滅細胞の数の増加を示していない
。
【０２６８】
　ＣＭＶ由来ペプチドを負荷されたＭＮ６０細胞のほぼ２０％は、４時間以内にエフェク
ターの標的に対する比率が０．５：１と低く、すでに死滅している。
【０２６９】
　死滅した細胞の数は、エフェクター対標的の比率の増加に伴い急激に増加し、標的細胞
あたりのエフェクター細胞の比率が４：１で最大８３％にまで達する。
【０２７０】
実施例３
ＤＮＡの調製、トランスフェクション、発現、精製及び分析
ＤＮＡの調製
　細菌の一晩ＬＢ培養液２５０ｍｌを回収し、プラスミドＤＮＡを、製造業者のプロトコ
ルに従って抽出した（High speed Maxi kit, Qiagen、カタログ番号１２６６３）。得ら
れたプラスミドＤＮＡを１ｍｌのＴＥ緩衝液中に溶出し、ＤＮＡ濃度を分光光度測定によ
り測定した（Epoch, BioTek）。
【０２７１】
　最終的な発現ベクターは、以下の要素を含んでいた。
　　－　エンドヌクレアーゼ制限部位　ＨｉｎｄＩＩＩ、ＮｈｅＩ、
　　－　ＣＭＶ－プロモーター、
　　－　５’ＵＴＲ１（ヒトＣＭＶから由来）、
　　－　イントロンＡ、
　　－　５’ＵＴＲ２，
　　－　アンピシリン耐性遺伝子、
　　－　ＢＧＨポリＡ部位（ウシ成長ホルモンポリアデニル化シグナル）、　
　　－　ｐＵＣ　Ｏｒｉ．
【０２７２】
複合体の要素のアミノ酸配列
【０２７３】
ＣＭＶ ｐｐ６５ペプチド：配列番号０１
ＮＬＶＰＭＶＡＴＶ
【０２７４】
リンカー１：配列番号２１
ＧＧＧＧＳＧＧＧＧＳＧＧＧＧＳ
【０２７５】
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β２－ミクログロブリン：配列番号１０
ＩＱＲＴＰＫＩＱＶＹＳＲＨＰＡＥＮＧＫＳＮＦＬＮＣＹＶＳＧＦＨＰＳＤＩＥＶＤＬＬ
ＫＮＧＥＲＩＥＫＶＥＨＳＤＬＳＦＳＫＤＷＳＦＹＬＬＹＹＴＥＦＴＰＴＥＫＤＥＹＡＣ
ＲＶＮＨＶＴＬＳＱＰＫＩＶＫＷＤＲＤＭ
【０２７６】
リンカー２：配列番号２２
ＧＧＧＧＳＧＧＧＧＳＧＧＧＧＳＧＧＧＧＳ
【０２７７】
ＨＬＡ－Ａ＊０２０１ α１－α３：配列番号１１
ＧＳＨＳＭＲＹＦＦＴＳＶＳＲＰＧＲＧＥＰＲＦＩＡＶＧＹＶＤＤＴＱＦＶＲＦＤＳＤＡ
ＡＳＱＲＭＥＰＲＡＰＷＩＥＱＥＧＰＥＹＷＤＧＥＴＲＫＶＫＡＨＳＱＴＨＲＶＤＬＧＴ
ＬＲＧＹＹＮＱＳＥＡＧＳＨＴＶＱＲＭＹＧＣＤＶＧＳＤＷＲＦＬＲＧＹＨＱＹＡＹＤＧ
ＫＤＹＩＡＬＫＥＤＬＲＳＷＴＡＡＤＭＡＡＱＴＴＫＨＫＷＥＡＡＨＶＡＥＱＬＲＡＹＬ
ＥＧＴＣＶＥＷＬＲＲＹＬＥＮＧＫＥＴＬＱＲＴＤＡＰＫＴＨＭＴＨＨＡＶＳＤＨＥＡＴ
ＬＲＣＷＡＬＳＦＹＰＡＥＩＴＬＴＷＱＲＤＧＥＤＱＴＱＤＴＥＬＶＥＴＲＰＡＧＤＧＴ
ＦＱＫＷＡＡＶＶＶＰＳＧＱＥＱＲＹＴＣＨＶＱＨＥＧＬＰＫＰＬＴＬＲＷ
【０２７８】
リンカー３：配列番号１２
ＧＳ
【０２７９】
リンカー４：配列番号２２
ＧＧＧＧＳＧＧＧＧＳＧＧＧＧＳＧＧＧＧＳ
【０２８０】
Ｉｇ軽鎖：配列番号４１
ＥＩＶＬＴＱＳＰＡＴＬＳＬＳＰＧＥＲＡＴＬＳＣＲＡＳＱＳＶＳＳＹＬＡＷＹＱＱＫＰ
ＧＱＡＰＲＬＬＩＹＤＡＳＫＲＡＴＧＩＰＡＲＦＳＧＳＧＳＧＴＤＦＴＬＴＩＳＳＬＥＰ
ＥＤＦＡＶＹＹＣＱＱＲＳＫＷＰＰＷＴＦＧＱＧＴＫＶＥＳＫＲＴＶＡＡＰＳＶＦＩＦＰ
ＰＳＤＥＱＬＫＳＧＴＡＳＶＶＣＬＬＮＮＦＹＰＲＥＡＫＶＱＷＫＶＤＮＡＬＱＳＧＮＳ
ＱＥＳＶＴＥＱＤＳＫＤＳＴＹＳＬＳＳＴＬＴＬＳＫＡＤＹＥＫＨＫＶＹＡＣＥＶＴＨＱ
ＧＬＳＳＰＶＴＫＳＦＮＲＧＥＣ
【０２８１】
Ｉｇ重鎖（ＩｇＧ１－Ｌ２３４Ａ、Ｌ２３５Ａ変異体）：配列番号４２
ＱＶＥＬＶＥＳＧＧＧＶＶＱＰＧＲＳＱＲＬＳＣＡＡＳＧＦＴＦＳＳＹＧＭＨＷＶＲＱＡ
ＰＧＫＧＬＥＷＶＡＩＩＷＦＤＧＳＳＴＹＹＡＤＳＶＲＧＲＦＴＩＳＲＤＮＳＫＮＴＬＹ
ＬＱＭＮＳＬＲＡＥＤＴＡＶＹＦＣＡＲＥＬＧＲＲＹＦＤＬＷＧＲＧＴＬＶＳＶＳＳＡＳ
ＴＫＧＰＳＶＦＰＬＡＰＳＳＫＳＴＳＧＧＴＡＡＬＧＣＬＶＫＤＹＦＰＥＰＶＴＶＳＷＮ
ＳＧＡＬＴＳＧＶＨＴＦＰＡＶＬＱＳＳＧＬＹＳＬＳＳＶＶＴＶＰＳＳＳＬＧＴＱＴＹＩ
ＣＮＶＮＨＫＰＳＮＴＫＶＤＫＫＶＥＰＫＳＣＤＫＴＨＴＣＰＰＣＰＡＰＥＡＡＧＧＰＳ
ＶＦＬＦＰＰＫＰＫＤＴＬＭＩＳＲＴＰＥＶＴＣＶＶＶＤＶＳＨＥＤＰＥＶＫＦＮＷＹＶ
ＤＧＶＥＶＨＮＡＫＴＫＰＲＥＥＱＹＮＳＴＹＲＶＶＳＶＬＴＶＬＨＱＤＷＬＮＧＫＥＹ
ＫＣＫＶＳＮＫＡＬＰＡＰＩＥＫＴＩＳＫＡＫＧＱＰＲＥＰＱＶＹＴＬＰＰＳＲＤＥＬＴ
ＫＮＱＶＳＬＴＣＬＶＫＧＦＹＰＳＤＩＡＶＥＷＥＳＮＧＱＰＥＮＮＹＫＴＴＰＰＶＬＤ
ＳＤＧＳＦＦＬＹＳＫＬＴＶＤＫＳＲＷＱＱＧＮＶＦＳＣＳＶＭＨＥＡＬＨＮＨＹＴＱＫ
ＳＬＳＬＳＰＧＫ
【０２８２】
Ｉｇ重鎖（ノブ変異を有するＩｇＧ１－Ｌ２３４Ａ、Ｌ２３５Ａ変異体）：配列番号４３
ＱＶＥＬＶＥＳＧＧＧＶＶＱＰＧＲＳＱＲＬＳＣＡＡＳＧＦＴＦＳＳＹＧＭＨＷＶＲＱＡ
ＰＧＫＧＬＥＷＶＡＩＩＷＦＤＧＳＳＴＹＹＡＤＳＶＲＧＲＦＴＩＳＲＤＮＳＫＮＴＬＹ
ＬＱＭＮＳＬＲＡＥＤＴＡＶＹＦＣＡＲＥＬＧＲＲＹＦＤＬＷＧＲＧＴＬＶＳＶＳＳＡＳ
ＴＫＧＰＳＶＦＰＬＡＰＳＳＫＳＴＳＧＧＴＡＡＬＧＣＬＶＫＤＹＦＰＥＰＶＴＶＳＷＮ
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ＳＧＡＬＴＳＧＶＨＴＦＰＡＶＬＱＳＳＧＬＹＳＬＳＳＶＶＴＶＰＳＳＳＬＧＴＱＴＹＩ
ＣＮＶＮＨＫＰＳＮＴＫＶＤＫＫＶＥＰＫＳＣＤＫＴＨＴＣＰＰＣＰＡＰＥＡＡＧＧＰＳ
ＶＦＬＦＰＰＫＰＫＤＴＬＭＩＳＲＴＰＥＶＴＣＶＶＶＤＶＳＨＥＤＰＥＶＫＦＮＷＹＶ
ＤＧＶＥＶＨＮＡＫＴＫＰＲＥＥＱＹＮＳＴＹＲＶＶＳＶＬＴＶＬＨＱＤＷＬＮＧＫＥＹ
ＫＣＫＶＳＮＫＡＬＰＡＰＩＥＫＴＩＳＫＡＫＧＱＰＲＥＰＱＶＹＴＬＰＰＣＲＤＥＬＴ
ＫＮＱＶＳＬＷＣＬＶＫＧＦＹＰＳＤＩＡＶＥＷＥＳＮＧＱＰＥＮＮＹＫＴＴＰＰＶＬＤ
ＳＤＧＳＦＦＬＹＳＫＬＴＶＤＫＳＲＷＱＱＧＮＶＦＳＣＳＶＭＨＥＡＬＨＮＨＹＴＱＫ
ＳＬＳＬＳＰＧＫ
【０２８３】
Ｉｇ重鎖（ホール変異を有するＩｇＧ１－Ｌ２３４Ａ、Ｌ２３５Ａ変異体）：配列番号４
４
ＱＶＥＬＶＥＳＧＧＧＶＶＱＰＧＲＳＱＲＬＳＣＡＡＳＧＦＴＦＳＳＹＧＭＨＷＶＲＱＡ
ＰＧＫＧＬＥＷＶＡＩＩＷＦＤＧＳＳＴＹＹＡＤＳＶＲＧＲＦＴＩＳＲＤＮＳＫＮＴＬＹ
ＬＱＭＮＳＬＲＡＥＤＴＡＶＹＦＣＡＲＥＬＧＲＲＹＦＤＬＷＧＲＧＴＬＶＳＶＳＳＡＳ
ＴＫＧＰＳＶＦＰＬＡＰＳＳＫＳＴＳＧＧＴＡＡＬＧＣＬＶＫＤＹＦＰＥＰＶＴＶＳＷＮ
ＳＧＡＬＴＳＧＶＨＴＦＰＡＶＬＱＳＳＧＬＹＳＬＳＳＶＶＴＶＰＳＳＳＬＧＴＱＴＹＩ
ＣＮＶＮＨＫＰＳＮＴＫＶＤＫＫＶＥＰＫＳＣＤＫＴＨＴＣＰＰＣＰＡＰＥＡＡＧＧＰＳ
ＶＦＬＦＰＰＫＰＫＤＴＬＭＩＳＲＴＰＥＶＴＣＶＶＶＤＶＳＨＥＤＰＥＶＫＦＮＷＹＶ
ＤＧＶＥＶＨＮＡＫＴＫＰＲＥＥＱＹＮＳＴＹＲＶＶＳＶＬＴＶＬＨＱＤＷＬＮＧＫＥＹ
ＫＣＫＶＳＮＫＡＬＰＡＰＩＥＫＴＩＳＫＡＫＧＱＰＲＥＰＱＶＣＴＬＰＰＳＲＤＥＬＴ
ＫＮＱＶＳＬＳＣＡＶＫＧＦＹＰＳＤＩＡＶＥＷＥＳＮＧＱＰＥＮＮＹＫＴＴＰＰＶＬＤ
ＳＤＧＳＦＦＬＶＳＫＬＴＶＤＫＳＲＷＱＱＧＮＶＦＳＣＳＶＭＨＥＡＬＨＮＨＹＴＱＫ
ＳＬＳＬＳＰＧＫ
【０２８４】
Ｉｇ重鎖Ｆｃ－領域（ホール変異を有するＩｇＧ１－Ｌ２３４Ａ、Ｌ２３５Ａ変異体Ｆｃ
－領域）：配列番号４５
ＥＰＫＳＡＤＫＴＨＴＣＰＰＣＰＡＰＥＡＡＧＧＰＳＶＦＬＦＰＰＫＰＫＤＴＬＭＩＳＲ
ＴＰＥＶＴＣＶＶＶＤＶＳＨＥＤＰＥＶＫＦＮＷＹＶＤＧＶＥＶＨＮＡＫＴＫＰＲＥＥＱ
ＹＮＳＴＹＲＶＶＳＶＬＴＶＬＨＱＤＷＬＮＧＫＥＹＫＣＫＶＳＮＫＡＬＰＡＰＩＥＫＴ
ＩＳＫＡＫＧＱＰＲＥＰＱＶＹＴＬＰＰＣＲＤＥＬＴＫＮＱＶＳＬＷＣＬＶＫＧＦＹＰＳ
ＤＩＡＶＥＷＥＳＮＧＱＰＥＮＮＹＫＴＴＰＰＶＬＤＳＤＧＳＦＦＬＹＳＫＬＴＶＤＫＳ
ＲＷＱＱＧＮＶＦＳＣＳＶＭＨＥＡＬＨＮＨＹＴＱＫＳＬＳＬＳＰＧＫ
【０２８５】
ｓｃＦｖ：配列番号４６
ＱＶＥＬＶＥＳＧＧＧＶＶＱＰＧＲＳＱＲＬＳＣＡＡＳＧＦＴＦＳＳＹＧＭＨＷＶＲＱＡ
ＰＧＫＣＬＥＷＶＡＩＩＷＦＤＧＳＳＴＹＹＡＤＳＶＲＧＲＦＴＩＳＲＤＮＳＫＮＴＬＹ
ＬＱＭＮＳＬＲＡＥＤＴＡＶＹＦＣＡＲＥＬＧＲＲＹＦＤＬＷＧＲＧＴＬＶＳＶＳＳＧＧ
ＧＧＳＧＧＧＧＳＧＧＧＧＳＧＧＧＧＳＥＩＶＬＴＱＳＰＡＴＬＳＬＳＰＧＥＲＡＴＬＳ
ＣＲＡＳＱＳＶＳＳＹＬＡＷＹＱＱＫＰＧＱＡＰＲＬＬＩＹＤＡＳＫＲＡＴＧＩＰＡＲＦ
ＳＧＳＧＳＧＴＤＦＴＬＴＩＳＳＬＥＰＥＤＦＡＶＹＹＣＱＱＲＳＫＷＰＰＷＴＦＧＣＧ
ＴＫＶＥＳＫ
【０２８６】
トランスフェクション
　ＨＥＫ２９３細胞を、トランスフェクションの前日に８×１０５細胞／ｍｌに希釈した
。約１～１．６×１０６細胞／ｍｌを、製造業者のプロトコールに従ってトランスフェク
トした。３０ｍｌの最終トランスフェクション容積に対して、３０μｇのＤＮＡをＯｐｔ
ｉ－ＭＥＭ（登録商標）Ｉ還元型血清培地（Gibco、カタログ番号３１９８５０７０）で
最終容量１ｍｌに希釈した。１μｇのＤＮＡあたり２μｌの２９３ｆｅｃｔｉｎＴＭ試薬
（Invitrogen、カタログ番号１２３４７０１９）をＯｐｔｉ－ＭＥＭ（登録商標）培地で
１ミリリットルの最終容量に均等に希釈し、５分間インキュベートした。インキュベーシ



(63) JP 6246711 B2 2017.12.13

10

20

30

40

50

ョンの後、希釈されたＤＮＡは、希釈された２９３ｆｅｃｔｉｎＴＭ試薬に添加され、穏
やかに混合し、更に２０～３０分間インキュベートし、その後ＨＥＫ２９３細胞の２８ミ
リリットルに滴下ピペッティングし、３０ｍｌの最終容量を得た。細胞は、１２５ｒｐｍ
で回転するオービタルシェーカーで細胞培養条件下（３７℃、８％ＣＯ２、８０％湿度）
でインキュベートし、７２時間後に回収した。回収物は、１０００ｒｐｍで１０分間、３
０００ｒｐｍで１０分間遠心分離し、２２μｍの滅菌フィルターを通して濾過した（Mill
ipore、カタログ番号ＳＣＧＰＵ０５ＲＥ）。
【０２８７】
ウェスタンブロッティング
　細胞培養上清の５００μｌをポールナノセップオメガメンブレン３０ＫＤ遠心分離デバ
イス（Pall、カタログ番号ＯＤ０３０Ｃ３３）を用いて５０μｌの体積に濃縮した。各濃
度の１７．５μｌを、４ｘＸＴサンプルバッファー（Bio Rad、カタログ番号１６１－０
７９１）及び２０ｘＸＴ還元剤（BioRad、カタログ番号１６１－０７９２）で最終体積２
５μｌに希釈し、９６℃で８分間加熱し、４～１２％のクライテリオンＸＴプレキャスト
ゲル（カタログ番号３４５－０１２４）へ適用した。ブロッティングは、トランスブロッ
トピュアニトロセルロース膜（０．４５μｍ）（ＢｉｏＲａｄ、カタログ番号１６２－０
１１７）上で、２０Ｖで３０分間、トランスブロットＳＤセミドライトランスファーセル
（ＢｉｏＲａｄ）を用いて行った。膜のブロッキングは、室温で１時間、１Ｘウエスタン
ブロッキング試薬（Ｒｏｃｈｅ、カタログ番号１１９２１６８１００１）を用いて行った
。染色は、室温で１時間、ペルオキシダーゼ結合ポリクローナルウサギ抗ヒトκ軽鎖（Ｄ
ＡＫＯ、カタログ番号Ｐ０１２９、１：３０００に希釈）、及びポリクローナルウサギ抗
ヒトＩｇＧ抗体ＨＲＰコンジュゲート（ＤＡＫＯ、カタログ番号Ｐ０２１４、１：５００
０に希釈）を用いて行った。発光検出はＬＵＭＩ－イメージャＦ１（Roche）を用いて行
った。
【０２８８】
精製
　細胞を遠心分離によって培地から取り出した。複合体は、プロテインＡアフィニティー
クロマトグラフィー（ＡＫＴＡ－Ａｖａｎｔ上のＭａｂＳｅｌｅｃｔセファロース）によ
り上清から精製した。溶出された複合体は、アミコン遠心チューブを用いて３ｍｇ／ｍｌ
のタンパク質濃度に濃縮した。アリコートを、サイズ排除クロマトグラフィーで分析した
（HPLC TSKgel GFC300 Sys89）。スーパーデックス２００上で調製用ＳＥＣを行い、凝集
物を除去し、２０ｍＭのヒスチジン、１４０ｍＭのＮａＣｌ、ｐＨ６．０の中に融合タン
パク質をバッファリングした。溶出された複合体は、アミコン遠心管を用いて１ｍｇ／ｍ
ｌのタンパク質濃度に濃縮し、滅菌濾過した（０．２μｍのポアサイズ）。
【０２８９】
分析論
　複合体サンプルは、ＵＶ分光光度計を用いてＯＤ２８０により分析し、溶液中のタンパ
ク質濃度を決定した。このために必要な吸光係数は、Ｐａｃｅに記載のアミノ酸配列から
計算した（Pace, et al., Protein Science 4 (1995) 2411-2423）。試料中において単量
体で、凝集し、分解した種の含有量を決定するために、サイズ排除クロマトグラフィー（
ＳＥ－ＨＰＬＣ）を、移動相として、０．２５ＭのＫＣｌ、ｐＨが７．０を含む０．２Ｍ
のリン酸カリウム緩衝液を用いて、ＴＳＫ－Ｇｅｌ３００ＳＷＸＬ又はスーパーデックス
２００カラムで行った。ドデシル硫酸ナトリウム（ＳＤＳ）ポリアクリルアミドゲル電気
泳動（還元及び非還元）を、製品関連の分解生成物及び無関係な不純物に関して、複合体
製剤の純度を分析するために実施した。エレクトロスプレーイオン化質量分析（ＥＳＩ－
ＭＳ）を、還元され（ＴＣＥＰ）、脱グリコシル化した（Ｎ－グリコシダーゼＦ）のサン
プルを用いて行い、各鎖の正確な質量／同一性を確認し、化学的修飾を検出した。脱グリ
コシル化されたサンプルのＥＳＩ－ＭＳを行い、完全に構築されたタンパク質の性質と質
を分析し、生成物に関連する潜在的な副生成物を検出するために行った。
【０２９０】
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ＳＤＳ－ＰＡＧＥ及びクーマシー染色の方法
デバイス：インビトロジェン XCell Sure Lock Mini-Cell
ゲル：４－２０％トリス－グリシンゲル、インビトロジェンＥＣ６０２５ＢＯＸ
緩衝液：トリス－グリシンＳＤＳランニングバッファー（１０×）、インビトロジェンＬ
Ｃ２６７５－５
サンプルバッファー：トリス－グリシンＳＤＳランニングバッファー（２×）、インビト
ロジェンＬＣ２６７６
還元緩衝液：ＮｕＰＡＧＥサンプル還元剤（１０×）、インビトロジェンＮＰ０００４
分子量マーカー：マーク１２，分子量標準、インビトロジェンＬＣ５６７７
【０２９１】
タンパク質サンプル調製
　サンプルを緩衝液により１ｍｇ／ｍｌのタンパク質濃度に調整した。サンプルの還元の
ために以下の手順を行った：
　　－　還元緩衝液：４　ｍｌのサンプルバッファー（２×）及び１ｍｌの還元緩衝液（
１０ｘ）
　　－　サンプルを１：１に還元緩衝液で希釈する
　　－　７０℃で５分間インキュベートする　
ゲル電気泳動は、９０分間１２５Ｖで行った。ゲルはSimply Blue Safe Stain(Invitroge
n、カタログ番号ＬＣ６０６５）で染色した。
【０２９２】
結果
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【０２９３】
　前の表に従って選択された複合体の番号１及び２ａのクーマシー染色によるＳＤＳゲル
及び対応するＳＥＣクロマトグラムを図７と８に示す。定義された複合体が得られること
が分かる。
【０２９４】
実施例４
　ヒトＩＧＦ－１Ｒ陽性細胞株に対するＭＨＣ－抗体融合体の結合
Ｈ４６０Ｍ２細胞を、ＡＩＭ－Ｖ培地中で８×１０５細胞／ｍｌに希釈した（Gibco、カ
タログ番号０８７０１１２ＤＫ）。細胞懸濁液の５００μｌを、本明細書に報告されるよ
うに４℃又は３７℃の何れかで１時間、１０μｇの複合体で染色した。その後、細胞を氷
冷したＡＩＭ－Ｖ培地で１回洗浄し、Ｒ－ＰＥにコンジュゲートしたヤギＦ（ａｂ’）２
抗ヒトＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）抗体である（Dianova、カタログ番号１０９－１１６－０８８、
希釈１：５０）第二の抗体で４℃で３０分間染色した。その後、細胞を氷冷ＡＩＭ－Ｖ培
地で１回洗浄し、蛍光は、生細胞をゲーティングしてＦＡＣＳカントＩＩ（BD Bioscienc
e）を介して測定した。二重特異性抗体は、アイソタイプ対照として役割を果たし、抗Ｉ
ＧＦ－１Ｒ抗体（例えば国際公開第２００４／０８７７５６号及び国際公開第２００７／
１１５８１４号を参照）は陽性対照として役割を果たした。
【０２９５】
結果
　結果を図９に示す。ＰＥ－蛍光測定のシフト（Ｘ軸）を考慮すると、本明細書で報告さ
れるように複合体は、対照抗体（図９－６）と比較してＨ４６０Ｍ２標的細胞（図９－２
）への結合には目に見える違いを示さない。また、本明細書に報告される複合体とのイン
キュベーションが４℃又は３７℃で達成されるかの違いは無い（図９－２対図９－３）。
アイソタイプ対照との（図９－４）又は蛍光標識した二次抗体のみ（図９－５）でのイン
キュベーションのどちらもＰＥの蛍光測定にいかなるシフトをも示さない。クラスＩのＭ
ＨＣ分子の融合にも関わらず、本明細書に報告される複合体の抗体可変ドメインはなおＨ
４６０Ｍ２標的細胞へ結合する。
【０２９６】
　前述の発明は、理解を明確にする目的のために図解及び実施例によってある程度詳細に
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説明してきたが、説明や例は、本発明の範囲を限定するものとして解釈されるべきではな
い。すべての特許および本明細書に引用される科学文献の開示は参照によりその全体が援
用される。
【０２９７】
実施例５
抗原発現細胞のインビトロでの除去
　Ｉ２４標的細胞（１ｘ１０５細胞／ｍｌ）が、２４から４８時間かけてウィルコガラス
ボトムディッシュ（FA. WillCo Wells BV, REF GWST-3522）上で細胞培養培地（２ｍＭの
Ｌ－グルタミン、１ｍＭのピルビン酸ナトリウム、０．１ｍＭのＮＥＡＡ、及び１０％（
ｖ／ｗ）ＦＣＳを補充したＲＰＭＩ １６４０）に播種された。
【０２９８】
　ウィルコガラスボトムディッシュは５０μｇ／ｍｌのポリ－Ｌ－リジン塩酸塩（Sigma 
Aldrich、カタログ番号Ｐ２６５８）で皿当たり３０分間予めコーティングした。皿をコ
ーティングした後に、徹底的に滅菌組織培養グレードの水でリンスし、２時間乾燥した。
【０２９９】
培養後、細胞培養培地は除去され、一の［ＣＭＶ－ｐｐ６５－ペプチド］－リンカー１］
－［β２－ミクログロブリン］－リンカー２］－［ＨＬＡ－Ａ－α１－α２－α３］－リ
ンカー３］－［ホール変異を有するＩｇＧ１－Ｌ２３４Ａ、Ｌ２３５Ａ変異体］融合ポリ
ペプチド、一のＩｇＧ１－Ｌ２３４Ａ、Ｌ２３５Ａ変異体Ｆｃ－領域ノブ変異体ジスルフ
ィド結合ポリペプチド及び一のＩｇ軽鎖を含んでなる抗原結合複合体であって、本明細書
に報告されるようにヒトＩＧＦ－１Ｒへ特異的に結合する複合体を、３ｍＭのＫ＋クレブ
スリンガーＨＥＰＥＳ緩衝液ｐＨ７．３（０．５ｍＭのＤＬ－ジチオスレイトール、１ｍ
Ｍのアスコルビン酸、及び４ｍＭのグルタチオンを補充した）中で５μｇ／ｍｌの最終濃
度になるよう添加された。
【０３００】
　Ｔ細胞は標的細胞対エフェクター細胞比を１：１０で添加した。イメージングはツァイ
スのAxiovert135顕微鏡で４時間行った。
【０３０１】
結果
　図１０に、一の［ＣＭＶ－ｐｐ６５－ペプチド］－リンカー１］－［β２－ミクログロ
ブリン］－リンカー２］－［ＨＬＡ－Ａ－α１－α２－α３］－リンカー３］－［ホール
変異を有するＩｇＧ１－Ｌ２３４Ａ、Ｌ２３５Ａ変異体］融合ポリペプチド、一のＩｇＧ
１－Ｌ２３４Ａ、Ｌ２３５Ａ変異体Ｆｃ－領域ノブ変異体ジスルフィド結合ポリペプチド
及び一のＩｇ軽鎖を含んでなる抗原結合複合体であって、ヒトＩＧＦ－１Ｒへ特異的に結
合する抗原結合複合体のインキュベーションの顕微鏡像を示す。複合体はヒトＩＧＦ－１
Ｒを発現するＩ２４ ３Ｔ３細胞（大きく粘着性に増殖している細胞、白い矢印）の溶解
を媒介したことが分かる。溶解は、ヒトＭＶ特異的Ｔ細胞によって媒介される（各円形の
小細胞、白矢印、又はアメーバ状に移行する細胞、黒い矢印）。Ｉ２４細胞は５μｇ／ｍ
ｌの濃度での複合体、及び（ＨＬＡ－Ａ０２０１＋／ＣＭＶペプチドパルス化ＡＰＣで予
め活性化された）ヒトＣＭＶ特異的Ｔ細胞とインキュベートした。時間の経過は、それぞ
れの画像の下に表示される。５６分及び７６分でのＴ細胞とのＩ２４細胞の相互作用、及
びその後１２５分後でのＩ２４細胞の崩壊に注意のこと。
【０３０２】
　図１１は、本明細書に報告される抗原結合複合体の欠如の下、ヒトＣＭＶ特異的Ｔ細胞
（各円形の小細胞、白矢印、又はアメーバ状に移行する細胞、黒い矢印）によるＩ２４ 
３Ｔ３細胞（大きく粘着性に増殖している細胞、白い矢印）の溶解の欠如を示す対照の顕
微鏡像である。Ｉ２４細胞は（ＨＬＡ－Ａ０２０１＋／ＣＭＶペプチドパルス化ＡＰＣで
予め活性化された）特異的細胞傷害性Ｔ細胞とともにインキュベートされる。時間の経過
は、それぞれの画像の下に表示される。
【０３０３】
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実施例６
細胞毒性試験
　細胞培養培地（５０μｌ）を、バックグラウンド測定を行うためＸｃｅｌｌｉｇｅｎｃ
ｅ９６ウェルＥ－プレート（Roche、カタログ番号０５２３２３６８００１）の各ウェル
にピペッティングした。
【０３０４】
　Ｉ２４細胞は細胞培養培地中（ＲＰＭＩ １６４０、２ｍＭのＬ－グルタミン、１ｍＭ
のピルビン酸ナトリウム、０．１ｍＭのＮＥＡＡ、１０％（ｗ／ｖ）のＦＣＳ）で１×１
０６細胞／ｍｌに希釈され、５０μｌ（２×１０４細胞／ウェル）をＸｃｅｌｌｉｇｅｎ
ｃｅ９６ウェルプレートの各ウェルに最終容量１００μｌにピペッティングし、２４時間
培養した（３７℃、８％ＣＯ２、８０％湿度）。２４時間後、培地を除去し、細胞を２０
０μｌのＡＩＭ－Ｖ（無血清培地（Invitrogen）Ｔ細胞培地（カタログ番号）：１２０５
５－０８３）培地で洗浄した。本明細書に報告される、一の［ＣＭＶ－ｐｐ６５－ペプチ
ド］－リンカー１］－［β２－ミクログロブリン］－リンカー２］－［ＨＬＡ－Ａ－α１
－α２－α３］－リンカー３］－［ホール変異を有するＩｇＧ１－Ｌ２３４Ａ、Ｌ２３５
Ａ変異体］融合ポリペプチド、一のＩｇＧ１－Ｌ２３４Ａ、Ｌ２３５Ａ変異体Ｆｃ－領域
ノブ変異体ジスルフィド結合ポリペプチド及び一のＩｇ軽鎖を含んでなる抗原結合複合体
であって、ヒトＩＧＦ－１Ｒへ特異的に結合する抗原結合複合体が洗浄された標的細胞に
、ＡＩＭ－Ｖ培地中で最終濃度１μｇ／ｍｌになるよう添加された。エフェクター細胞が
かなりの比率で１５０μｌの最終容量となるまでＡＩＭ－Ｖ培地に添加された。ヒトＩＧ
Ｆ－１Ｒに対して指向されるアフコシル化ＩｇＧ１モノクローナル抗体（抗ＩＧＦ－１Ｒ
抗体－アフコシル化）及び非結合ヒト抗ジゴキシゲニン抗体（抗ジゴキシゲニン抗体）は
それぞれ、アイソタイプ対照体及び特異的抗体対照体とした。測定はｘＣＥＬＬｉｇｅｎ
ｃｅシステム(Roche）によりそれぞれ６から９時間行った。
【０３０５】
結果
　本明細書に報告される複合体は、ヒトＣＭＶ特異的Ｔ細胞を介してＨ４６０Ｍ２の腫瘍
細胞の溶解を引き起こす。
腫瘍細胞は、一の［ＣＭＶ－ｐｐ６５－ペプチド］－リンカー１］－［β２－ミクログロ
ブリン］－リンカー２］－［ＨＬＡ－Ａ－α１－α２－α３］－リンカー３］－［ホール
変異を有するＩｇＧ１－Ｌ２３４Ａ、Ｌ２３５Ａ変異体］融合ポリペプチド、一のＩｇＧ
１－Ｌ２３４Ａ、Ｌ２３５Ａ変異体Ｆｃ－領域ノブ変異体ジスルフィド結合ポリペプチド
及び一のＩｇ軽鎖を含んでなる複合体であって、ヒトＩＧＦ－１Ｒ、及び特異的Ｔ細胞へ
かなりの比率（１：１．５から１：０．５）で特異的に結合する複合体の１μｇ／ｍｌと
ともに４時間インキュベートした（図１２を参照）。溶解のパーセンテージは、各棒の上
に示されている。ヒトＩＧＦ－１Ｒ（ＭＡＢ ＩＧＦ－１Ｒ－ａｆｕ）に対して指向され
るアフコシル化ＩｇＧ１モノクローナル抗体は有意な腫瘍細胞溶解を引き起こさなかった
。
【０３０６】
　本明細書に報告される複合体は、ヒトＣＭＶ特異的Ｔ細胞を介してＩ２４ ３Ｔ３腫瘍
細胞の溶解を引き起こす。
【０３０７】
　標的細胞は、一の［ＣＭＶ－ｐｐ６５－ペプチド］－リンカー１］－［β２－ミクログ
ロブリン］－リンカー２］－［ＨＬＡ－Ａ－α１－α２－α３］－リンカー３］－［ホー
ル変異を有するＩｇＧ１－Ｌ２３４Ａ、Ｌ２３５Ａ変異体］融合ポリペプチド、一のＩｇ
Ｇ１－Ｌ２３４Ａ、Ｌ２３５Ａ変異体Ｆｃ－領域ノブ変異体ジスルフィド結合ポリペプチ
ド及び一のＩｇ軽鎖を含んでなる抗原結合複合体であって、ヒトＩＧＦ－１Ｒ、及び特異
的Ｔ細胞へかなりの比率（１：１．５から１：０．５）で特異的に結合する抗原結合複合
体の１μｇ／ｍｌとともに４時間インキュベートした（図１３を参照）。溶解のパーセン
テージは、各棒の上に示されている。ヒトＩＧＦ－１Ｒに対して指向されるアフコシル化
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ＩｇＧ１モノクローナル抗体（抗ＩＧＦ－１Ｒ抗体－アフコシル化）及び非結合ヒト抗ジ
ゴキシゲニン抗体（抗ジゴキシゲニン抗体）は標的細胞の著しい溶解を引き起こさなかっ
た。
【０３０８】
実施例７
インビトロの有効性
　ＩＧＦ－１Ｒ陽性の肺腺癌細胞株Ｈ４６０Ｍ２を、ｈＣＭＶ由来ペプチド及び抗ＩＧＦ
－１Ｒ抗体及びヒトＣＭＶ－特異的ＣＤ８陽性Ｔ細胞を、エフェクター細胞対標的細胞の
低比率（腫瘍細胞あたり１．５から０．５特異的Ｔ細胞）で含んでなる複合体の１μｇ／
ｍｌとインキュベートした。対照抗体は、糖操作型抗ＩＧＦ－１Ｒ抗体であった。インキ
ュベーション時間は６時間であった。複合体とのインキュベーションでＨ４６０Ｍ２腫瘍
細胞の強力な除去をもたらす結果となる。

【図１】 【図２】
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【図３】 【図４ａ】

【図４ｂ】 【図５ａ】



(72) JP 6246711 B2 2017.12.13

【図５ｂ】 【図６】

【図７】 【図８】
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【図９ａ】 【図９ｂ】

【図１０】 【図１１】
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【図１２】 【図１３】

【図１４】 【図１５】
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【図１６】 【図１７】
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