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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　Ｔ細胞依存性二重特異性抗体（ＴＤＢ）を含む組成物中の抗ＣＤ３ホモ二量体を検出す
るための方法であって、前記二重特異性抗体が、標的抗原結合断片とＣＤ３結合断片とを
含み、前記方法が、
　Ｔ細胞の集団であって、前記Ｔ細胞が、Ｔ細胞活性化に応答する応答エレメントに作動
可能に連結されたレポーターをコードする核酸を含み、前記Ｔ細胞の集団が、標的抗原を
発現する細胞を含まない、前記Ｔ細胞の集団を前記組成物と接触させることを含み、
　前記レポーターの発現が、抗ＣＤ３ホモ二量体の存在を示す、前記方法。
【請求項２】
　ＴＤＢを含む組成物中の抗ＣＤ３ホモ二量体抗体の量を定量化するための方法であって
、前記ＴＤＢが、標的抗原結合断片とＣＤ３結合断片とを含み、前記方法が、
　Ｔ細胞の集団であって、前記Ｔ細胞が、Ｔ細胞活性化に応答するプロモーターに作動可
能に連結されたレポーターをコードする核酸を含み、前記Ｔ細胞の集団が、前記標的抗原
を発現する細胞を含まない、前記Ｔ細胞の集団を前記ＴＤＢの１つ以上の濃度で前記組成
物と接触させること、
　前記Ｔ細胞を、異なる濃度の精製された抗ＣＤ３ホモ二量体と接触させることにより生
成される標準曲線に、抗体濃度の関数としての前記レポーターの発現を相関させることを
含む、前記方法。
【請求項３】
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　前記標準曲線が、前記Ｔ細胞を、約０．０１ｎｇ／ｍＬ～約５０ｎｇ／ｍＬの範囲であ
る異なる濃度の精製された抗ＣＤ３抗体と接触させることにより生成される、請求項２に
記載の方法。
【請求項４】
　前記レポーターが、ルシフェラーゼ、蛍光タンパク質、アルカリホスファターゼ、ベー
タラクタマーゼ、またはベータガラクトシダーゼである、請求項１～３のいずれか１項に
記載の方法。
【請求項５】
　前記ルシフェラーゼが、ホタルルシフェラーゼ、ウミシイタケルシフェラーゼ（Ｒｅｎ
ｉｌｌａ　ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ）、またはナノルシフェラーゼである、請求項４に記載
の方法。
【請求項６】
　Ｔ細胞活性化に応答する応答エレメントが、ＮＦＡＴプロモーター、ＡＰ－１プロモー
ター、ＮＦκＢプロモーター、ＦＯＸＯプロモーター、ＳＴＡＴ３プロモーター、ＳＴＡ
Ｔ５プロモーター、またはＩＲＦプロモーターである、請求項１～５のいずれか一項に記
載の方法。
【請求項７】
　Ｔ細胞活性化に応答する前記応答エレメントが、ＮＦＡＴ、ＡＰ－１、ＮＦκＢ、ＦＯ
ＸＯ、ＳＴＡＴ３、ＳＴＡＴ５、及びＩＲＦのいずれか１つ以上からのＴ細胞活性化応答
性エレメントを含む、請求項６に記載の方法。
【請求項８】
　（ｉ）前記Ｔ細胞の集団が、ＣＤ４＋Ｔ細胞またはＣＤ８＋Ｔ細胞の集団である、また
は（ｉｉ）前記Ｔ細胞の集団が、Ｊｕｒｋａｔ　Ｔ細胞またはＣＴＬＬ－２　Ｔ細胞の集
団である、請求項１～７のいずれか一項に記載の方法。
【請求項９】
　Ｔ細胞の集団が、０．０１ｎｇ／ｍＬ～５０ｎｇ／ｍＬの範囲である濃度で前記二重特
異性抗体を含む組成物と接触させられる、請求項１～８のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１０】
　前記レポーターが、前記細胞を前記組成物と接触させた後、１、２、３、４、５、６、
７、８、１２、１６、２０、または２４時間後のいずれか１つ以上に検出される、請求項
１～９のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１１】
　二重特異性抗体を含む組成物中の抗ＣＤ３ホモ二量体の検出のためのキットであって、
前記二重特異性抗体が、標的抗原結合断片とＣＤ３結合断片とを含み、前記キットが、操
作されたＴ細胞を含み、前記Ｔ細胞が、Ｔ細胞活性化に応答する応答エレメントに作動可
能に連結されたレポーターを含む、前記キット。
【請求項１２】
　前記レポーターが、ルシフェラーゼ、蛍光タンパク質、アルカリホスファターゼ、ベー
タラクタマーゼ、またはベータガラクトシダーゼである、請求項１１に記載のキット。
【請求項１３】
　前記ルシフェラーゼが、ホタルルシフェラーゼ、ウミシイタケルシフェラーゼ、または
ナノルシフェラーゼである、請求項１２に記載のキット。
【請求項１４】
　Ｔ細胞活性化に応答する前記応答エレメントが、ＮＦＡＴプロモーター、ＡＰ－１プロ
モーター、ＮＦκＢプロモーター、ＦＯＸＯプロモーター、ＳＴＡＴ３プロモーター、Ｓ
ＴＡＴ５プロモーター、またはＩＲＦプロモーターである、請求項１１～１３のいずれか
一項に記載のキット。
【請求項１５】
　Ｔ細胞活性化に応答する前記応答エレメントが、ＮＦＡＴ、ＡＰ－１、ＮＦκＢ、ＦＯ
ＸＯ、ＳＴＡＴ３、ＳＴＡＴ５、及びＩＲＦのいずれか１つ以上からのＴ細胞活性化応答
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性エレメントを含む、請求項１４に記載のキット。
【請求項１６】
　（ｉ）前記Ｔ細胞の集団が、ＣＤ４＋Ｔ細胞またはＣＤ８＋Ｔ細胞の集団である、また
は（ｉｉ）前記Ｔ細胞の集団が、Ｊｕｒｋａｔ　Ｔ細胞またはＣＴＬＬ－２　Ｔ細胞の集
団である、請求項１１～１５のいずれか一項に記載のキット。
【請求項１７】
　抗ＣＤ３ホモ二量体アッセイ標準物及び／または抗ＣＤ３ホモ二量体対照をさらに含む
、請求項１１～１６のいずれか一項に記載のキット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　関連出願の相互参照
　本出願は、２０１５年５月２８日出願の米国仮特許出願第６２／１６７，７６１号の利
益を主張し、この開示は、全ての目的のためにその全体が参照により本明細書に組み込ま
れる。
【０００２】
　ＡＳＣＩＩテキストファイルでの配列表の提出
　ＡＳＣＩＩテキストファイルでの以下の提出物の内容は、参照によりその全体が本明細
書に組み込まれる：コンピュータ可読形式（ＣＲＦ）の配列表（ファイル名：１４６３９
２０２２９４０ＳＥＱＬＩＳＴＩＮＧ．ｔｘｔ、記録日：２０１６年５月２６日、サイズ
：１７ＫＢ）。
【０００３】
　本発明は、多重特異性抗体の少なくとも１つの抗原結合断片がＣＤ３に結合する多重特
異性抗体の調製物を分析するための方法を提供する。いくつかの実施形態において、本発
明は、多重特異性抗体の少なくとも１つの抗原結合断片がＣＤ３に結合する、１つ以上の
多重特異性抗体の組成物中の抗ＣＤ３ホモ二量体の存在を決定するための方法を提供する
。
【背景技術】
【０００４】
　Ｔ細胞依存性二重特異性（ＴＤＢ）抗体は、多くの場合、Ｔ細胞受容体のＣＤ３ｅサブ
ユニットに結合することにより、細胞上で発現される標的抗原に結合し、かつＴ細胞に結
合するように設計される。二重特異性抗体のＴ細胞の標的抗原及びＣＤ３への両方の細胞
外ドメインへの結合は、Ｔ細胞活性化及び標的細胞減損をもたらす標的細胞へのＴ細胞動
員をもたらす。標的細胞の不在下で、単一の抗ＣＤ３アームは、ＴＣＲを架橋して、Ｔ細
胞活性化及び標的細胞死滅を誘導することができない。抗ＣＤ３ホモ二量体は、ＴＤＢ抗
体の製造プロセス中に形成され、標的細胞の存在下または不在下で、ＴＣＲを架橋するこ
と及び低レベルのＴ細胞活性化を誘導できる産生物関連不純物である。抗ＣＤ３ホモ二量
体は、インビトロでのＴＤＢの生物学的有効性の減少をもたらし得る高レベルで存在する
場合、治療の効能にも影響を与え得る。抗ＣＤ３ホモ二量体は、標的細胞の不在下での低
レベルのＴ細胞活性化及びＴ細胞による炎症性サイトカインを誘導することにより、オフ
ターゲット効果を有し得る。したがって、ＴＤＢの製造プロセス中に存在するＴ細胞活性
化産生物関連変異体のレベルを制御することが望ましい場合があり、感受性がある再現可
能で定量的な不純物アッセイ方法が、安全かつ効能がある臨床薬物候補の開発を支援する
ために、精製された産生物中に存在し得る抗ＣＤ３ホモ二量体を検出するために必要とさ
れる。
【０００５】
　不純物アッセイは、産生物／プロセス関連不純物と、所望の産生物とを区別できること
が必要である。チャイニーズハムスター卵巣細胞タンパク質（ＣＨＯＰ）不純物検出のた
めの多くの従来の手法は、結合アッセイフォーマット手法を使用し、ここで、プロセス関
連ＣＨＯタンパク質の存在が、産生物の純度及び安全性を評価するために産生物中で高感
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度で検出され得る。これらのＣＨＯＰ抗体は、ＣＨＯＰタンパク質に対して特異的である
が、産生物を認識しないため、概して、最終産生物の存在下で不純物を高感度に検出する
ことに影響がでない。二重特異性抗体に関しても同様の手法が使用され得るが、但し、最
終産生物と不純物とを区別する抗体が特定され得ることを条件とする。有用な抗ＣＤ３ホ
モ二量体結合アッセイフォーマットの実行は、この抗原に関して可能ではない場合がある
、高度に特異的な抗体、または概して他の二重特異性抗体の開発を必要とするであろう。
代替的な生理化学に基づく方法（ＲＰ－ＨＰＬＣ、Ｍａｓｓ　Ｓｐｅｃ）も産生物関連不
純物を検出するために使用され、産生物から産生物関連不純物を十分に分離する能力に依
存し、それにより、存在する不純物の量を検出する。不純物の量は、材料中に存在する他
の種に対して、または変異体標準物に添加し、存在する材料の添加した標準物に対するパ
ーセントを比較することにより検出される。しかし、これらの方法の多くは、所望の産生
物材料から変異体を分離するために追加の試料の取扱い及びプロセスステップを伴い得、
これらのステップは材料を改変し得るか、または方法の感受性及び正確性を限定し得る。
さらに、二重特異性試験物（精製された産生物、ＤＳ、ＤＰ、安定性試料、負荷試料）中
に存在し得る任意の抗ＣＤ３ホモ二量体である産生物関連不純物または他の潜在的なＴ細
胞活性化不純物の構造的なアイソフォームが、適切な危険性を不純物に割り当てるように
生物学的に活性であることを理解することも望ましい。本明細書に記載される新規の抗Ｃ
Ｄ３ホモ二量体アッセイ手法は、生物学的に活性な抗ＣＤ３ホモ二量体不純物を検出する
ための細胞に基づく手法を使用し、それにより、結合アッセイまたは生理化学に基づくフ
ォーマットを使用する二重特異性調製物中のホモ二量体不純物検出に関する問題及び限界
を回避する。
【０００６】
　特許出願及び公報を含む本明細書で引用される全ての参考文献は、参照によりそれらの
全体が組み込まれる。
【発明の概要】
【０００７】
　本発明は、Ｔ細胞依存性二重特異性抗体（ＴＤＢ）を含む組成物中の抗ＣＤ３ホモ二量
体を検出するための方法を提供し、ここで、二重特異性抗体は、標的抗原結合断片とＣＤ
３結合断片とを含み、本方法は、Ｔ細胞の集団を本組成物と接触させることを含み、Ｔ細
胞は、Ｔ細胞活性化に応答する応答エレメントに作動可能に連結されるレポーターをコー
ドする核酸を含み、Ｔ細胞の集団は、標的抗原を含まず、レポーターの発現は、抗ＣＤ３
ホモ二量体の存在を示す。
【０００８】
　上記の実施形態のうちのいくつかの実施形態において、レポーターは、ルシフェラーゼ
、蛍光タンパク質、アルカリホスファターゼ、ベータラクタマーゼ、またはベータガラク
トシダーゼである。さらなる実施形態において、ルシフェラーゼは、ホタルルシフェラー
ゼ、ウミシイタケ（Ｒｅｎｉｌｌａ）ルシフェラーゼ、またはナノルシフェラーゼである
。いくつかの実施形態において、Ｔ細胞活性化に応答する応答エレメントは、ＮＦＡＴプ
ロモーター、ＡＰ－１プロモーター、ＮＦκＢプロモーター、ＦＯＸＯプロモーター、Ｓ
ＴＡＴ３プロモーター、ＳＴＡＴ５プロモーター、またはＩＲＦプロモーターである。い
くつかの実施形態において、Ｔ細胞活性化に応答する応答エレメントは、ＮＦＡＴ、ＡＰ
－１、ＮＦκＢ、ＦＯＸＯ、ＳＴＡＴ３、ＳＴＡＴ５、及びＩＲＦのいずれか１つ以上か
らのＴ細胞活性化応答性エレメントを含む。
【０００９】
　上記の実施形態のうちのいくつかの実施形態において、Ｔ細胞の集団は、ＣＤ４＋Ｔ細
胞またはＣＤ８＋Ｔ細胞の集団である。いくつかの実施形態において、Ｔ細胞の集団は、
Ｊｕｒｋａｔ　Ｔ細胞またはＣＴＬＬ－２　Ｔ細胞の集団である。
【００１０】
　上記の実施形態のうちのいくつかの実施形態において、Ｔ細胞の集団は、０．０１ｎｇ
／ｍＬ～５０ｎｇ／ｍＬの範囲である濃度で二重特異性抗体を含む組成物と接触される。
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いくつかの実施形態において、レポーターは、細胞を本組成物と接触させた後、１、２、
３、４、５、６、７、８、１２、１６、２０、または２４時間後のいずれか１つ以上に検
出される。
【００１１】
　いくつかの態様において、本発明は、ＴＤＢを含む組成物中の抗ＣＤ３ホモ二量体抗体
の量を定量化するための方法を提供し、ここで、ＴＤＢは、標的抗原結合断片とＣＤ３結
合断片とを含み、本方法は、Ｔ細胞が、Ｔ細胞活性化に応答するプロモーターに作動可能
に連結されたレポーターをコードする核酸を含み、Ｔ細胞の集団が、標的抗原を含まない
、Ｔ細胞の集団をＴＤＢの１つ以上の濃度で本組成物と接触させること、抗体濃度の関数
としてのレポーターの発現を、Ｔ細胞を、異なる濃度の精製された抗ＣＤ３ホモ二量体と
接触させることにより生成される標準曲線と相関させることを含む。
【００１２】
　組成物中の抗ＣＤ３ホモ二量体抗体の量の上記の定量化のいくつかの実施形態において
、レポーターは、ルシフェラーゼ、蛍光タンパク質、アルカリホスファターゼ、ベータラ
クタマーゼ、またはベータガラクトシダーゼである。さらなる実施形態において、ルシフ
ェラーゼは、ホタルルシフェラーゼ、ウミシイタケ（Ｒｅｎｉｌｌａ）ルシフェラーゼ、
またはナノルシフェラーゼである。
【００１３】
　組成物中の抗ＣＤ３ホモ二量体抗体の量の上記の定量化のいくつかの実施形態において
、レポーターは、ルシフェラーゼ、蛍光タンパク質、アルカリホスファターゼ、ベータラ
クタマーゼ、またはベータガラクトシダーゼである。さらなる実施形態において、ルシフ
ェラーゼは、ホタルルシフェラーゼ、ウミシイタケ（Ｒｅｎｉｌｌａ）ルシフェラーゼ、
またはナノルシフェラーゼである。いくつかの実施形態において、Ｔ細胞活性化に応答す
る応答エレメントは、ＮＦＡＴプロモーター、ＡＰ－１プロモーター、ＮＦκＢプロモー
ター、ＦＯＸＯプロモーター、ＳＴＡＴ３プロモーター、ＳＴＡＴ５プロモーター、また
はＩＲＦプロモーターである。いくつかの実施形態において、Ｔ細胞活性化に応答する応
答エレメントは、ＮＦＡＴ、ＡＰ－１、ＮＦκＢ、ＦＯＸＯ、ＳＴＡＴ３、ＳＴＡＴ５、
及びＩＲＦのいずれか１つ以上からのＴ細胞活性化応答性エレメントを含む。
【００１４】
　上記の実施形態のうちのいくつかの実施形態において、Ｔ細胞の集団は、ＣＤ４＋Ｔ細
胞またはＣＤ８＋Ｔ細胞の集団である。いくつかの実施形態において、Ｔ細胞の集団は、
Ｊｕｒｋａｔ　Ｔ細胞またはＣＴＬＬ－２　Ｔ細胞の集団である。
【００１５】
　上記の実施形態のうちのいくつかの実施形態において、Ｔ細胞の集団は、０．０１ｎｇ
／ｍＬ～５０ｎｇ／ｍＬの範囲である濃度で二重特異性抗体を含む組成物と接触される。
いくつかの実施形態において、レポーターは、細胞を本組成物と接触させた後、１、２、
３、４、５、６、７、８、１２、１６、２０、または２４時間後のいずれか１つ以上に検
出される。
【００１６】
　いくつかの態様において、本発明は、二重特異性抗体を含む組成物中の抗ＣＤ３ホモ二
量体の検出のための操作されたＴ細胞を提供し、ここで、二重特異性抗体は、標的抗原結
合断片とＣＤ３結合断片とを含み、Ｔ細胞は、Ｔ細胞活性化に応答する応答エレメントに
作動可能に連結されたレポーターを含む。
【００１７】
　上記の態様のいくつかの実施形態において、Ｔ細胞は、レポーターを含み、ここで、レ
ポーターは、ルシフェラーゼ、蛍光タンパク質、アルカリホスファターゼ、ベータラクタ
マーゼ、またはベータガラクトシダーゼである。さらなる実施形態において、ルシフェラ
ーゼは、ホタルルシフェラーゼ、ウミシイタケ（Ｒｅｎｉｌｌａ）ルシフェラーゼ、また
はナノルシフェラーゼである。
【００１８】
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　上記の実施形態のうちのいくつかの実施形態において、Ｔ細胞は、レポーターを含み、
ここで、レポーターは、ルシフェラーゼ、蛍光タンパク質、アルカリホスファターゼ、ベ
ータラクタマーゼ、またはベータガラクトシダーゼである。さらなる実施形態において、
ルシフェラーゼは、ホタルルシフェラーゼ、ウミシイタケ（Ｒｅｎｉｌｌａ）ルシフェラ
ーゼ、またはナノルシフェラーゼである。いくつかの実施形態において、Ｔ細胞活性化に
応答する応答エレメントは、ＮＦＡＴプロモーター、ＡＰ－１プロモーター、ＮＦκＢプ
ロモーター、ＦＯＸＯプロモーター、ＳＴＡＴ３プロモーター、ＳＴＡＴ５プロモーター
、またはＩＲＦプロモーターである。いくつかの実施形態において、Ｔ細胞活性化に応答
する応答エレメントは、ＮＦＡＴ、ＡＰ－１、ＮＦκＢ、ＦＯＸＯ、ＳＴＡＴ３、ＳＴＡ
Ｔ５、及びＩＲＦのいずれか１つ以上からのＴ細胞活性化応答性エレメントを含む。
【００１９】
　上記の実施形態のうちのいくつかの実施形態において、Ｔ細胞の集団は、ＣＤ４＋Ｔ細
胞またはＣＤ８＋Ｔ細胞の集団である。いくつかの実施形態において、Ｔ細胞の集団は、
Ｊｕｒｋａｔ　Ｔ細胞またはＣＴＬＬ－２　Ｔ細胞の集団である。
【００２０】
　いくつかの態様において、本発明は、二重特異性抗体を含む組成物中の抗ＣＤ３ホモ二
量体の検出のためのキットを提供し、ここで、二重特異性抗体は、標的抗原結合断片とＣ
Ｄ３結合断片とを含み、本キットは、Ｔ細胞活性化に応答する応答エレメントに作動可能
に連結されたレポーターを含む操作されたＴ細胞を含む。いくつかの実施形態において、
本キットは、抗ＣＤ３ホモ二量体アッセイ標準物及び／または抗ＣＤ３ホモ二量体対照を
さらに含む。
【００２１】
　上記のキットのいくつかの実施形態において、レポーターは、ルシフェラーゼ、蛍光タ
ンパク質、アルカリホスファターゼ、ベータラクタマーゼ、またはベータガラクトシダー
ゼである。さらなる実施形態において、ルシフェラーゼは、ホタルルシフェラーゼ、ウミ
シイタケ（Ｒｅｎｉｌｌａ）ルシフェラーゼ、またはナノルシフェラーゼである。
【００２２】
　上記のキットのいくつかの実施形態において、レポーターは、ルシフェラーゼ、蛍光タ
ンパク質、アルカリホスファターゼ、ベータラクタマーゼ、またはベータガラクトシダー
ゼである。さらなる実施形態において、ルシフェラーゼは、ホタルルシフェラーゼ、ウミ
シイタケ（Ｒｅｎｉｌｌａ）ルシフェラーゼ、またはナノルシフェラーゼである。いくつ
かの実施形態において、Ｔ細胞活性化に応答する応答エレメントは、ＮＦＡＴプロモータ
ー、ＡＰ－１プロモーター、ＮＦκＢプロモーター、ＦＯＸＯプロモーター、ＳＴＡＴ３
プロモーター、ＳＴＡＴ５プロモーター、またはＩＲＦプロモーターである。いくつかの
実施形態において、Ｔ細胞活性化に応答する応答エレメントは、ＮＦＡＴ、ＡＰ－１、Ｎ
ＦκＢ、ＦＯＸＯ、ＳＴＡＴ３、ＳＴＡＴ５、及びＩＲＦのいずれか１つ以上からのＴ細
胞活性化応答性エレメントを含む。
【００２３】
　上記のキットのいくつかの実施形態において、Ｔ細胞の集団は、ＣＤ４＋Ｔ細胞または
ＣＤ８＋Ｔ細胞の集団である。いくつかの実施形態において、Ｔ細胞の集団は、Ｊｕｒｋ
ａｔ　Ｔ細胞またはＣＴＬＬ－２　Ｔ細胞の集団である。
【図面の簡単な説明】
【００２４】
【図１Ａ】図１Ａ及び１Ｂは、ＣＤ２０　ＴＤＢ（αＣＤ２０（Ｍａｂ２；ＶＨ配列番号
：３１／ＶＬ配列番号：３２）／αＣＤ３（Ｍａｂ１；ＶＨ配列番号：１９／ＶＬ配列番
号：２０））が、Ｔ細胞活性化及び標的細胞死滅を誘導するために抗原ＣＤ２０発現標的
細胞を必要とすることを示す。図１Ａは、ＣＤ６９及びＣＤ２５の発現により測定される
場合にＣＤ８＋細胞の活性化を示す。丸は、標的細胞を含む試料を表し、四角は、Ｔ細胞
を含有するが標的細胞を含有しない試料を表す。
【図１Ｂ】図１Ａ及び１Ｂは、ＣＤ２０　ＴＤＢ（αＣＤ２０（Ｍａｂ２；ＶＨ配列番号
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：３１／ＶＬ配列番号：３２）／αＣＤ３（Ｍａｂ１；ＶＨ配列番号：１９／ＶＬ配列番
号：２０））が、Ｔ細胞活性化及び標的細胞死滅を誘導するために抗原ＣＤ２０発現標的
細胞を必要とすることを示す。図１Ｂは、Ｔ細胞の存在下での（丸）またはＣＤ３＋Ｔ細
胞がＰＢＭＣプールから減損された試料中（四角）の標的細胞の死滅を示す。
【図２】抗ＣＤ３ホモ二量体が、ヒト供与体Ｔ細胞を活性化し得ることを示す。２つの異
なる供与体からのヒトＰＢＭＣを、精製された抗ＣＤ３ホモ二量体（三角）またはＣＤ２
０　ＴＤＢ（丸）の増加量で処理した。Ｔ細胞活性化を、ヒトＣＤ８＋細胞の集団中のＣ
Ｄ６９＋細胞％により測定した。ＣＤ２０　ＴＤＢに対するＥＣ５０は、供与体１からの
細胞に関して５．５ｎｇ／ｍＬ及び供与体２からの細胞に関して４．４ｎｇ／ｍＬであっ
た。抗ＣＤ３ホモ二量体に対するＥＣ５０は、供与体１からの細胞に関して５２６ｎｇ／
ｍＬ及び供与体２からの細胞に関して１６９ｎｇ／ｍＬであった。
【図３Ａ】抗ＣＤ３ホモ二量体が、ＣＤ２０　ＴＤＢの有効性を減少し得ることを示す。
ＣＤ２０　ＴＤＢを多様な量の抗ＣＤ３ホモ二量体とともに添加し、標的細胞（四角）及
びＴ細胞（ひし形）の応答を測定した。
【図３Ｂ】ＣＤ２０　ＴＤＢに添加した低レベルの抗ＣＤ３ホモ二量体が、ＣＤ８＋Ｔ細
胞活性化（左パネル）またはＣＤ４＋Ｔ細胞活性化（右パネル）を著しく低減しないこと
を示す。ＣＨＯ　ＴＤＢは、丸で表され、ＣＨＯ　ＴＢＤ＋２．５％ＨＤは、四角で表さ
れ、ＣＨＯ　ＴＢＤ＋５％ＨＤは、三角で表される。
【図４Ａ】抗ＣＤ３ホモ二量体が、標的細胞の不在下での多様なヒト供与体からのヒトＣ
Ｄ８－Ｔ細胞を弱く活性化し得ることを示す。
【図４Ｂ】ヒトＴ細胞の抗ＣＤ３ホモ二量体の活性化が、いくつかの代表的なサイトカイ
ンの増加に対して用量依存傾向を示すことを示す。平均サイトカインレベル応答がプロッ
トされている。
【図４Ｃ】ヒトＴ細胞の抗ＣＤ３ホモ二量体の活性化が、いくつかの代表的なサイトカイ
ンの増加に対して用量依存傾向を示すことを示す。平均サイトカインレベル応答がプロッ
トされている。
【図４Ｄ】ヒトＴ細胞の抗ＣＤ３ホモ二量体の活性化が、いくつかの代表的なサイトカイ
ンの増加に対して用量依存傾向を示すことを示す。平均サイトカインレベル応答がプロッ
トされている。
【図４Ｅ】ヒトＴ細胞の抗ＣＤ３ホモ二量体の活性化が、いくつかの代表的なサイトカイ
ンの増加に対して用量依存傾向を示すことを示す。平均サイトカインレベル応答がプロッ
トされている。
【図５Ａ】抗ＣＤ３ホモ二量体によるＴ細胞活性化が、レポーター遺伝子アッセイを使用
して監視され得ることを示す。ヒトＪｕｒｋａｔ　ＣＤ４＋Ｔ細胞株を、多様なＴ細胞受
容体（ＴＣＲ）応答転写応答エレメント（ＡＰ－１、ＮＦＡＴ、及びＮＦκＢ）により促
進されるホタルルシフェラーゼレポーター遺伝子を安定して発現するように遺伝子操作し
、安定細胞プールを選択し、１０μｇ／ｍＬの精製された抗ＣＤ３ホモ二量体を用いた４
時間の処理に対する応答に関してプールを評価した。発光応答（ルシフェラーゼレポータ
ー遺伝子活性）をプロットし、最も高い応答は、Ｊｕｒｋａｔ／ＮＦκＢルシフェラーゼ
安定プールから観察された。
【図５Ｂ】Ｊｕｒｋａｔ／ＮＦκＢルシフェラーゼ安定クローンを示す。
【図６Ａ】図６Ａ及び６Ｂは、精製された抗ＣＤ３ホモ二量体が、標的細胞の存在下また
は不在下でＴ細胞を活性化し得ることを示す。図６Ａは、Ｔ細胞を活性化するのに可能性
のある精製されたＣＤ２０　ＴＤＢ及び精製された抗ＣＤ３ホモ二量体の比較を示す。Ｎ
ＦκＢルシフェラーゼレポーター遺伝子を発現するＪｕｒｋａｔ　Ｔ細胞を、標的抗原発
現細胞の存在下でＣＤ２０　ＴＤＢにより用量依存的に活性化する。ＣＤ２０　ＴＤＢは
、標的抗原発現細胞株の存在下でＪｕｒｋａｔ／ＮＦκＢ－ホタルルシフェラーゼ細胞を
活性化する。精製されたＣＤ２０　ＴＤＢは、共刺激標的抗原発現細胞の存在下で、精製
された抗ＣＤ３ホモ二量体の１０００倍活性している。
【図６Ｂ】図６Ａ及び６Ｂは、精製された抗ＣＤ３ホモ二量体が、標的細胞の存在下また
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は不在下でＴ細胞を活性化し得ることを示す。図６Ｂは、標的抗原発現細胞（四角）の不
在下において、ＣＤ２０　ＴＤＢが、Ｊｕｒｋａｔ／ＮＦκＢルシフェラーゼ細胞を活性
化しないが、精製された抗ＣＤ３ホモ二量体は、ＮＦκＢ－依存性ルシフェラーゼ活性（
ひし形）を用量依存的に誘導することを示す。
【図７】ＣＤ２０　ＴＤＢ試料中に存在する抗ＣＤ３ホモ二量体の計算を示す。発光プレ
ートリーダー（ＲＬＵ）により測定される場合、Ｊｕｒｋａｔ／ＮＦκＢＬｕｃ試料で処
理した細胞から観察されたルシフェラーゼ活性を、既知量の抗ＣＤ３ホモ二量体により生
成されるＴ細胞活性化応答と比較する。試料中に存在する抗ＣＤ３ホモ二量体の濃度を解
明するために、ホモ二量体標準物応答に適合される曲線から導かれた等式が使用される。
次いで、試料中に存在するＣＤ２０　ＴＤＢの総量で除算した試料中で検出されたホモ二
量体の比から、試料中に存在する抗ＣＤ３ホモ二量体のパーセンテージを決定する。
【図８】抗ＣＤ３Ｔ細胞活性化アッセイが、０．２５％～３５％のＣＤ２０　ＴＤＢ試験
試料に対して正確であることを示す。抗ＣＤ３ホモ二量体の添加回収は、分析方法が、０
．９９のＲ２、１．０５の傾斜、及び０．０７８のｙイントを以って、方法の範囲にわた
って線状であることを示し、最小の偏向を示す。
【図９】Ｔ細胞活性化アッセイが、他の産生物関連不純物を検出できることを示す。ＣＤ
２０　ＴＤＢ材料中に存在するＨＭＷＳのレベルは、ホモ二量体アッセイにおいてＴ細胞
活性化に影響を与える。
【発明を実施するための形態】
【００２５】
　本発明は、Ｔ細胞依存性二重特異性抗体（ＴＤＢ）を含む組成物中の抗ＣＤ３ホモ二量
体を検出するための方法を提供し、ここで、二重特異性抗体は、標的抗原結合断片とＣＤ
３結合断片とを含み、本方法は、Ｔ細胞の集団を本組成物と接触させることを含み、Ｔ細
胞は、Ｔ細胞活性化に応答するプロモーターに作動可能に連結されるレポーターをコード
する核酸を含み、Ｔ細胞の集団は、標的抗原を含まず、レポーターの発現は、抗ＣＤ３ホ
モ二量体の存在を示す。
【００２６】
　いくつかの態様において、本発明は、ＴＤＢを含む組成物中の抗ＣＤ３ホモ二量体抗体
の量を定量化するための方法を提供し、ここで、ＴＤＢは、標的抗原結合断片とＣＤ３結
合断片とを含み、本方法は、Ｔ細胞が、Ｔ細胞活性化に応答するプロモーターに作動可能
に連結されたレポーターをコードする核酸を含み、Ｔ細胞の集団が、標的抗原を含まない
、Ｔ細胞の集団をＴＤＢの１つ以上の濃度で本組成物と接触させること、抗体濃度の関数
としてのレポーターの発現を、Ｔ細胞を、異なる濃度の精製された抗ＣＤ３ホモ二量体と
接触させることにより生成される標準曲線と相関させることを含む。
【００２７】
　他の態様において、本発明は、ＴＤＢを含む組成物中の抗ＣＤ３ホモ二量体の検出のた
めの操作されたＴ細胞を提供し、ここで、ＴＤＢは、標的抗原結合断片とＣＤ３結合断片
とを含み、Ｔ細胞は、Ｔ細胞活性化に応答するプロモーターに作動可能に連結されたレポ
ーターを含む。
【００２８】
　他の態様において、本発明は、ＴＤＢを含む組成物中の抗ＣＤ３ホモ二量体の検出のた
めのキットを提供し、ここで、ＴＤＢは、標的抗原結合断片とＣＤ３結合断片とを含み、
キットは、Ｔ細胞活性化に応答するプロモーターに作動可能に連結されたレポーターを含
む操作されたＴ細胞を含む。
【００２９】
Ｉ．定義
　「ポリペプチド」または「タンパク質」という用語は、任意の長さのアミノ酸のポリマ
ーを指すために本明細書で互換的に使用される。ポリマーは、線状または分岐状であって
もよく、それは、修飾アミノ酸を含んでもよく、非アミノ酸により中断されていてもよい
。これらの用語は、自然にまたは介入、例えば、ジスルフィド結合形成、グリコシル化、
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脂質化、アセチル化、リン酸化、または任意の他の操作もしくは修飾、例えば、標識構成
成分もしくは毒素とのコンジュゲーションにより修飾されているアミノ酸ポリマーも包含
する。例えば、アミノ酸（例えば、非天然アミノ酸などを含む）の１つ以上の類似体を含
有するポリペプチド、及び当技術分野で既知の他の修飾もこの定義に含まれる。「ポリペ
プチド」及び「タンパク質」という用語は、本明細書で使用される場合、抗体を具体的に
包含する。
【００３０】
　「精製された」ポリペプチド（例えば、抗体またはイムノアドヘシン）は、ポリペプチ
ドがその天然環境下で存在するよりも純粋である形態で存在するように、かつ／または実
験室条件下で最初に合成及び／もしくは増幅されたときに純度が増加することを意味する
。純度は、相対用語であり、必ずしも絶対純度を意味しない。
【００３１】
　「アンタゴニスト」という用語は、最も広義に使用され、天然ポリペプチドの生物活性
を部分的または完全に遮断、阻害、または中和する任意の分子を含む。同様の様式におい
て、「アゴニスト」という用語は、最も広義に使用され、天然ポリペプチドの生物活性を
模倣する任意の分子を含む。好適なアゴニストまたはアンタゴニストの分子には具体的に
は、アゴニストまたはアンタゴニストの抗体または抗体断片、天然ポリペプチドの断片ま
たはアミノ酸配列変異体などが含まれる。ポリペプチドのアゴニストまたはアンタゴニス
トを特定するための方法には、ポリペプチドを候補アゴニストまたはアンタゴニスト分子
と接触させること、及びポリペプチドに通常関連付けられる１つ以上の生物活性の検出可
能な変化を測定することを含み得る。
【００３２】
　目的の抗原「に結合する」ポリペプチド、例えば、腫瘍に関連付けられるポリペプチド
抗原標的は、ポリペプチドが、抗原を発現する細胞もしくは組織を標的とする診断薬及び
／または療法剤として有用であるように、十分な親和性を有する抗原に結合するものであ
り、他のポリペプチドと著しく交差反応しない。かかる実施形態において、蛍光活性化細
胞分類（ＦＡＣＳ）分析または放射性免疫沈降法（ＲＩＡ）より決定される場合、ポリペ
プチドの「非標的」ポリペプチドへの結合の程度は、ポリペプチドのその特定の標的ポリ
ペプチドへの結合の約１０％未満になる。
【００３３】
　ポリペプチドの標的分子への結合に関して、特定のポリペプチド標的上の特定のポリペ
プチドまたはエピトープの「ｓｐｅｃｉｆｉｃ　ｂｉｎｄｉｎｇ（特異的結合）」、また
はそれに「ｓｐｅｃｉｆｉｃａｌｌｙ　ｂｉｎｄｓ　ｔｏ（特異的に結合する）」、また
はそれに「ｓｐｅｃｉｆｉｃ　ｆｏｒ（特異的な）」という用語は、非特異的相互作用と
は測定可能に異なる結合を意味する。特異的結合は、例えば、概して結合活性を有しない
同様の構造の分子である対照分子の結合と比較して分子の結合を決定することにより測定
され得る。例えば、特異的結合は、標的と同様である対照分子、例えば、過剰な非標識標
的との競合により決定され得る。この事例において、標識標的のプローブへの結合が、過
剰な非標識標的により競合的に阻害された場合、特異的結合が示される。
【００３４】
　本明細書における「抗体」という用語は、最も広義に使用され、モノクローナル抗体、
ポリクローナル抗体、少なくとも２つのインタクトな抗体から形成された多重特異性抗体
（例えば、ＴＤＢを含む二重特異性抗体）、及び抗体断片を具体的に網羅するが、それら
が所望の生物活性を呈する場合に限る。「免疫グロブリン」（Ｉｇ）という用語は、本明
細書における抗体と互換可能に使用される。
【００３５】
　抗体は、異なる構造を有する自然発生する免疫グロブリン分子であり、全ては、免疫グ
ロブリン折り畳みに基づく。例えば、ＩｇＧ抗体は、ジスルフィド結合して、機能的抗体
を形成する２つの「重」鎖及び２つの「軽」鎖を有する。各重鎖及び軽鎖はそれ自身で、
「定常」（Ｃ）及び「可変」（Ｖ）領域を含む。Ｖ領域が抗体の抗原結合特異性を決定す



(10) JP 6810058 B2 2021.1.6

10

20

30

40

50

る一方で、Ｃ領域は、構造的な支援を提供し、免疫エフェクターとの非抗原特異的相互作
用において機能する。抗体または抗体の抗原結合断片の抗原結合特異性は、抗体が特定の
抗原に特異的に結合する能力である。
【００３６】
　抗体の抗原結合特異性は、Ｖ領域の構造的特徴により決定される。可変性は、可変ドメ
インの１１０のアミノ酸長にわたって均等に分布していない。代わりに、Ｖ領域は、各々
９～１２のアミノ酸長である「超可変領域」（ＨＶＲ）と呼ばれる極度に可変性のより短
い領域により分離される１５～３０のアミノ酸のフレームワーク領域（ＦＲ）と呼ばれる
比較的不変の伸展からなる。天然重鎖及び軽鎖の可変ドメインは各々、主にβシート構成
を採用し、３つの超可変領域により連結され、βシート構造に連結し、いくつかの事例に
おいて、その一部を形成するループを形成する４つのＦＲを含む。各鎖内の超可変領域は
、ＦＲにより近接近して一緒に保持され、他の鎖の超可変領域とともに、抗体の抗原結合
部位の形成に寄与する（Ｋａｂａｔ　ｅｔ　ａｌ．，Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｏｆ　Ｐｒｏ
ｔｅｉｎｓ　ｏｆ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｉｎｔｅｒｅｓｔ，５ｔｈ　Ｅｄ．Ｐ
ｕｂｌｉｃ　Ｈｅａｌｔｈ　Ｓｅｒｖｉｃｅ，Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅｓ
　ｏｆ　Ｈｅａｌｔｈ，Ｂｅｔｈｅｓｄａ，Ｍｄ．（１９９１）を参照されたい）。定常
ドメインは、抗体の抗原への結合を直接伴っていないが、抗体依存性細胞傷害性（ＡＤＣ
Ｃ）における抗体の関与などの多様なエフェクター機能を呈する。
【００３７】
　各Ｖ領域は典型的には、３つのＨＶＲ、例えば、相補性決定領域（各々が「超可変ルー
プ」を含有する「ＣＤＲ」）、及び４つのフレームワーク領域を含む。したがって、実質
的な親和性で特定の所望の抗原に結合するのに必要な最小構造単位である抗体結合部位は
典型的には、３つのＣＤＲと、それらの間に散在する少なくとも３つ、好ましくは４つの
フレームワーク領域とを含み、適切な立体配座にＣＤＲを保持して提示する。従来の４つ
の鎖抗体は、協働してＶＨ及びＶＬドメインにより定義される抗原結合部位を有する。ラ
クダ及びサメ抗体などのある特定の抗体は、軽鎖を欠き、重鎖のみにより形成された結合
部位に依存する。結合部位がＶＨとＶＬとの間の協働の不在下で重鎖または軽鎖のみによ
り形成された単一ドメイン操作された免疫グロブリンが調製され得る。
【００３８】
　「可変」という用語は、可変ドメインのある特定の部分は配列が抗体間で大きく異なり
、各特定の抗体のその特定の抗原に対する結合及び特異性において使用されるという事実
を指す。しかし、可変性は、抗体の可変ドメイン全体にわたって均等に分布していない。
これは、軽鎖可変ドメイン及び重鎖可変ドメインの両方において、超可変領域と呼ばれる
３つのセグメントに集中している。可変ドメインのより高度に保存された部分は、フレー
ムワーク領域（ＦＲ）と呼ばれる。天然重鎖及び軽鎖の可変ドメインは各々、主にβシー
ト構成を採用し、３つの超可変領域により連結され、βシート構造に連結し、いくつかの
事例において、その一部を形成するループを形成する４つのＦＲを含む。各鎖内の超可変
領域は、ＦＲにより近接近して一緒に保持され、他の鎖の超可変領域とともに、抗体の抗
原結合部位の形成に寄与する（Ｋａｂａｔ　ｅｔ　ａｌ．，Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｏｆ　
Ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ｏｆ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｉｎｔｅｒｅｓｔ，５ｔｈ　Ｅ
ｄ．Ｐｕｂｌｉｃ　Ｈｅａｌｔｈ　Ｓｅｒｖｉｃｅ，Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｉｎｓｔｉｔｕ
ｔｅｓ　ｏｆ　Ｈｅａｌｔｈ，Ｂｅｔｈｅｓｄａ，ＭＤ．（１９９１）を参照されたい）
。定常ドメインは、抗体の抗原への結合を直接伴っていないが、抗体依存性細胞傷害性（
ＡＤＣＣ）における抗体の関与などの多様なエフェクター機能を呈する。
【００３９】
　「超可変領域」（ＨＶＲ）という用語は、本明細書で使用されるとき、抗原結合を担う
抗体のアミノ酸残基を指す。超可変領域は、「相補性決定領域」または「ＣＤＲ」由来の
アミノ酸残基（例えば、ＶＬにおいて残基約２４～３４（Ｌ１）、５０～５６（Ｌ２）、
及び８９～９７（Ｌ３）前後、ＶＨにおいて約３１～３５Ｂ（Ｈ１）、５０～６５（Ｈ２
）、及び９５～１０２（Ｈ３）前後（Ｋａｂａｔ　ｅｔ　ａｌ．，Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　
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ｏｆ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ｏｆ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｉｎｔｅｒｅｓｔ，５ｔ
ｈ　Ｅｄ．Ｐｕｂｌｉｃ　Ｈｅａｌｔｈ　Ｓｅｒｖｉｃｅ，Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｉｎｓｔ
ｉｔｕｔｅｓ　ｏｆ　Ｈｅａｌｔｈ，Ｂｅｔｈｅｓｄａ，Ｍｄ．（１９９１））、ならび
に／または「超可変ループ」由来の残基（例えば、ＶＬにおいて残基２６～３２（Ｌ１）
、５０～５２（Ｌ２）、及び９１～９６（Ｌ３）、ＶＨにおいて２６～３２（Ｈ１）、５
２Ａ～５５（Ｈ２）、及び９６～１０１（Ｈ３）（Ｃｈｏｔｈｉａ　ａｎｄ　Ｌｅｓｋ　
Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．１９６：９０１－９１７（１９８７））を含み得る。
【００４０】
　「フレームワーク」または「ＦＲ」残基は、本明細書に定義されるような超可変領域残
基以外の可変ドメイン残基である。
【００４１】
　本明細書で使用される場合、「Ｔ細胞依存性二重特異性」抗体または「ＴＤＢ」は、多
くの場合、Ｔ細胞受容体のＣＤ３ｅサブユニットに結合することにより、細胞上で発現さ
れる標的抗原に結合し、かつＴ細胞に結合するように設計される二重特異性抗体である。
【００４２】
　「抗体断片」は、インタクトな抗体の一部分を含み、好ましくはその抗原結合領域を含
む。抗体断片の例には、Ｆａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ（ａｂ’）２、及びＦｖ断片；ダイアボデ
ィ；タンデムダイアボディ（ｔａＤｂ）、線状抗体（例えば、米国特許第５，６４１，８
７０号、実施例２；Ｚａｐａｔａ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｅｎｇ．８（１０）
：１０５７－１０６２（１９９５））；一アーム抗体、単一可変ドメイン抗体、ミニボデ
ィ、一本鎖抗体分子；抗体断片から形成された多重特異性抗体（例えば、Ｄｂ－Ｆｃ、ｔ
ａＤｂ－Ｆｃ、ｔａＤｂ－ＣＨ３、（ｓｃＦＶ）４－Ｆｃ、ｄｉ－ｓｃＦｖ、ｂｉ－ｓｃ
Ｆｖ、またはタンデム（ｄｉ，ｔｒｉ）－ｓｃＦｖが含まれるが、これらに限定されない
）；ならびに二重特異性Ｔ細胞エンゲージャー（ＢｉＴＥｓ）が含まれる。
【００４３】
　抗体のパパイン消化は、各々が単一の抗原結合部位を有する、「Ｆａｂ」断片と呼ばれ
る２つの同一の抗原結合断片、及び残留「Ｆｃ」断片を産生し、その名前は、それが容易
に結晶化する能力を反映している。ペプシン処理により、２つの抗原結合部位を有し、依
然として抗原に架橋できるＦ（ａｂ’）２断片が得られる。
【００４４】
　「Ｆｖ」は、完全な抗原認識及び抗原結合部位を含有する最小抗体断片である。この領
域は、密接な非共有結合性会合にある１つの重鎖可変ドメイン及び１つの軽鎖可変ドメイ
ンの二量体からなる。この構成において、各可変ドメインの３つの超可変領域が相互作用
して、ＶＨ－ＶＬ二量体の表面上に抗原結合部位を画定する。まとめて、６つの超可変領
域は、抗体に抗原結合特異性を付与する。しかし、単一可変ドメイン（または抗原に特異
的な超可変領域を３つのみ含むＦｖの半分）でさえも、抗原を認識し、それに結合する能
力を有するが、全結合部位より親和性が低い。
【００４５】
　Ｆａｂ断片は、軽鎖の定常ドメイン及び重鎖の第１の定常ドメイン（ＣＨ１）も含有す
る。Ｆａｂ’断片は、抗体ヒンジ領域由来の１つ以上のシステインを含む重鎖ＣＨ１ドメ
インのカルボキシ末端での数個の残基の付加の分だけＦａｂ断片とは異なる。Ｆａｂ’－
ＳＨは、定常ドメインのシステイン残基（複数可）が少なくとも１つの遊離チオール基を
持つＦａｂ’の本明細書における表記である。Ｆ（ａｂ’）２抗体断片は、本来、間にヒ
ンジシステインを有するＦａｂ’断片の対として産生された。抗体断片の他の化学的カッ
プリングも知られている。
【００４６】
　任意の脊椎動物種由来の抗体（免疫グロブリン）の「軽鎖」は、それらの定常ドメイン
のアミノ酸配列に基づいて、カッパ（κ）及びラムダ（λ）と呼ばれる２つの明らかに異
なる型のうちの１つに割り当てられ得る。
【００４７】
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　抗体は、それらの重鎖の定常ドメインのアミノ酸配列に応じて、異なるクラスに割り当
てられ得る。インタクトな抗体には５つの主要なクラス、ＩｇＡ、ＩｇＤ、ＩｇＥ、Ｉｇ
Ｇ、及びＩｇＭが存在し、これらのうちのいくつかは、サブクラス（アイソタイプ）、例
えば、ＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、ＩｇＧ４、ＩｇＡ、及びＩｇＡ２にさらに分別さ
れ得る。抗体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。免疫グロブリンの異なるクラスのサブユニット構造及び三次元構成
は周知されている。
【００４８】
　「一本鎖Ｆｖ」または「ｓｃＦｖ」抗体断片は、抗体のＶＨ及びＶＬドメインを含み、
ここで、これらのドメインは、単一のポリペプチド鎖中に存在する。いくつかの実施形態
において、Ｆｖポリペプチドは、ＶＨドメインとＶＬドメインとの間にポリペプチドリン
カーをさらに含み、これは、ｓｃＦｖが抗原結合に所望の構造を形成することを可能にす
る。ｓｃＦｖの概説に関しては、Ｐｌｕｃｋｔｈｕｎ　ｉｎ　Ｔｈｅ　Ｐｈａｒｍａｃｏ
ｌｏｇｙ　ｏｆ　Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ，ｖｏｌ．１１３，Ｒｏ
ｓｅｎｂｕｒｇ　ａｎｄ　Ｍｏｏｒｅ　ｅｄｓ．，Ｓｐｒｉｎｇｅｒ－Ｖｅｒｌａｇ，Ｎ
ｅｗ　Ｙｏｒｋ，ｐｐ．２６９－３１５（１９９４）を参照されたい。
【００４９】
　「ダイアボディ」という用語は、２つの抗原結合部位を有する小抗体断片を指し、これ
らの断片は、同じポリペプチド鎖内の軽鎖可変ドメイン（ＶＬ）に連結した重鎖可変ドメ
イン（ＶＨ）を含む（ＶＨ－ＶＬ）。同じ鎖上の２つのドメイン間の対合を可能にするに
は短すぎるリンカーを使用することにより、ドメインは、別の鎖の相補的ドメインと対合
させられ、２つの抗原結合部位が作製される。ダイアボディは、例えば、ＥＰ４０４，０
９７、ＷＯ９３／１１１６１、及びＨｏｌｌｉｎｇｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａ
ｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，９０：６４４４－６４４８（１９９３）でより完全に
記載される。
【００５０】
　「多重特異性抗体」という用語は、最も広義に使用され、ポリエピトープ特異性を有す
る抗体を具体的に網羅する。かかる多重特異性抗体には、重鎖可変ドメイン（ＶＨ）及び
軽鎖可変ドメイン（ＶＬ）を含む抗体（ＶＨＶＬ単位が、ポリエピトープ特異性を有する
）、２つ以上のＶＬ及びＶＨドメインを有し、各ＶＨＶＬ単位が異なるエピトープに結合
する抗体、２つ以上の単一可変ドメインを有し、各単一可変ドメインが異なるエピトープ
に結合する抗体、全長抗体、抗体断片、例えば、Ｆａｂ、Ｆｖ、ｄｓＦｖ、ｓｃＦｖ、ダ
イアボディ、二重特異性ダイアボディ、トリアボディ、三機能的抗体、共有連結している
抗体断片または共有連結していない抗体断片が含まれるが、これらに限定されない。「ポ
リエピトープ特異性」は、同じかまたは異なる標的（複数可）上の２つ以上の異なるエピ
トープに特異的に結合する能力を指す。「単一特異性」は、１つのエピトープにのみ結合
する能力を指す。一実施形態によれば、多重特異性抗体は、５μＭ～０．００１ｐＭ、３
μＭ～０．００１ｐＭ、１μＭ～０．００１ｐＭ、０．５μＭ～０．００１ｐＭ、または
０．１μＭ～０．００１ｐＭの親和性で各エピトープに結合するＩｇＧ抗体である。
【００５１】
　いくつかの例において、多重特異性抗体は、二重特異性抗体である（例えば、ＣＤ３及
び別のエピトープに結合する二重特異性抗体）。二重特異性抗体は、全長抗体または抗体
断片として調製され得る。
【００５２】
　多重特異性抗体を作製するための技法には、異なる特異性を有する２つの免疫グロブリ
ン重鎖－軽鎖対の組み換え共発現（Ｍｉｌｓｔｅｉｎ　ａｎｄ　Ｃｕｅｌｌｏ，Ｎａｔｕ
ｒｅ　３０５：５３７（１９８３）、ＷＯ９３／０８８２９、及びＴｒａｕｎｅｃｋｅｒ
　ｅｔ　ａｌ．，ＥＭＢＯ　Ｊ．１０：３６５５（１９９１）を参照されたい）、及び「
ノブインホール」操作（例えば、米国特許第５，７３１，１６８号を参照されたい）が含
まれるが、これらに限定されない。多重特異性抗体は、抗体Ｆｃ－ヘテロ二量体分子を作
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製するための静電ステアリング効果を操作すること（ＷＯ２００９／０８９００４Ａ１）
、２つ以上の抗体または断片を架橋すること（例えば、米国特許第４，６７６，９８０号
、及びＢｒｅｎｎａｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｓｃｉｅｎｃｅ，２２９：８１（１９８５）を参
照されたい）、ロイシンジッパーを使用して二重特異性抗体を産生すること（例えば、Ｋ
ｏｓｔｅｌｎｙ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．，１４８（５）：１５４７－１５
５３（１９９２）を参照されたい）、二重特異性抗体断片を作製するための「ダイアボデ
ィ」技術を使用すること（例えば、Ｈｏｌｌｉｎｇｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａ
ｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，９０：６４４４－６４４８（１９９３）を参照された
い）、及び一本鎖Ｆｖ（ｓＦｖ）二量体を使用すること（例えば、Ｇｒｕｂｅｒ　ｅｔ　
ａｌ．，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．，１５２：５３６８（１９９４）を参照されたい）、及び
例えば、Ｔｕｔｔ　ｅｔ　ａｌ．Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１４７：６０（１９９１）に記載
されるような三重特異性抗体を調製することによっても作製され得る。
【００５３】
　発現「単一ドメイン抗体」（ｓｄＡｂｓ）または「単一可変ドメイン（ＳＶＤ）抗体」
は概して、単一可変ドメイン（ＶＨまたはＶＬ）が抗原結合を付与し得る抗体を指す。言
い換えれば、単一可変ドメインは、標的抗原を認識するために別の可変ドメインと相互作
用する必要はない。単一ドメイン抗体の例には、ラクダ科（ラマ及びラクダ）及び軟骨魚
類（例えば、コモリザメ）に由来するもの、ならびにヒト及びマウス抗体からの組み換え
方法に由来するものが含まれる（Ｗａｒｄ，ＥＳ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ（１９８
９）３４１：５４４－５４６、Ｄｏｏｌｅｙ，Ｈ．ｅｔ　ａｌ．，Ｄｅｖ　Ｃｏｍｐ　Ｉ
ｍｍｕｎｏｌ（２００６）３０：４３－５６、Ｍｕｙｌｄｅｍａｎｓ　Ｓ　ｅｔ　ａｌ．
，Ｔｒｅｎｄ　Ｂｉｏｃｈｅｍ　Ｓｃｉ（２００１）２６：２３０－２３５、Ｈｏｌｔ，
ＬＪ　ｅｔ　ａｌ．，Ｔｒｅｎｄｓ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ（２００３）：２１：４８４
－４９０、ＷＯ２００５／０３５５７２、ＷＯ０３／０３５６９４、Ｄａｖｉｅｓ，Ｊ　
ｅｔ　ａｌ．，Ｆｅｂｓ　Ｌｅｔｔ（１９９４）３３９：２８５－２９０、ＷＯ００／２
９００４、ＷＯ０２／０５１８７０）。
【００５４】
　「モノクローナル抗体」という用語は、本明細書で使用される場合、実質的に同種の抗
体の集団から得られる抗体を指し、すなわち、その集団に含まれる個々の抗体は、同一で
あり、かつ／または同じエピトープに結合するが、モノクローナル抗体の産生中に生じ得
る想定される変異体は除外され、かかる変異体は概して、少量で存在する。異なる決定基
（エピトープ）を対象とする異なる抗体を典型的に含むポリクローナル抗体調製物とは対
照的に、各モノクローナル抗体は、抗原上の単一の決定基を対象とする。それらの特異性
に加えて、モノクローナル抗体は、他の免疫グロブリンにより汚染されていないという点
で有利である。「モノクローナル」という修飾語句は、実質的に同種の抗体集団から得ら
れているような抗体の特徴を示し、任意の特定の方法による抗体の産生を必要とすると解
釈されるべきではない。例えば、本明細書で提供される方法に従って使用されるモノクロ
ーナル抗体は、Ｋｏｈｌｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ　２５６：４９５（１９７５
）により最初に記載されるハイブリドーマ方法により作製され得るか、または組み換えＤ
ＮＡ方法により作製され得る（例えば、米国特許第４，８１６，５６７号を参照されたい
）。また、「モノクローナル抗体」は、例えば、Ｃｌａｃｋｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａ
ｔｕｒｅ　３５２：６２４－６２８（１９９１）、及びＭａｒｋｓ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．
Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２２２：５８１－５９７（１９９１）に記載される技法を使用してフ
ァージ抗体ライブラリから単離され得る。
【００５５】
　本明細書におけるモノクローナル抗体は、重鎖及び／または軽鎖の一部分が、特定の種
に由来するか、または特定の抗体クラスもしくはサブクラスに属する抗体における対応す
る配列と同一または同種である一方で、鎖（複数可）の残りが、別の種に由来するか、ま
たは別の抗体クラスもしくはサブクラスに属する抗体における対応する配列と同一または
同種である「キメラ」抗体（免疫グロブリン）、ならびにかかる抗体の断片を特異的に含
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むが、これは、それらが所望の生物活性を呈する場合に限る（米国特許第４，８１６，５
６７号、Ｍｏｒｒｉｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ
ＳＡ　８１：６８５１－６８５５（１９８４））。本明細書における目的のキメラ抗体に
は、非ヒト霊長類（例えば、ヒヒ、アカゲザル、またはカニクイザルなどの旧世界ザル）
に由来する可変ドメイン抗原結合配列及びヒト定常領域配列を含む「霊長類化」抗体が含
まれる（米国特許第５，６９３，７８０号）。
【００５６】
　非ヒト（例えば、マウス）抗体の「ヒト化」形態は、非ヒト免疫グロブリンに由来する
最小配列を含有するキメラ抗体である。ほとんどの場合、ヒト化抗体は、レシピエントの
超可変領域由来の残基が、所望の特異性、親和性、及び能力を有するマウス、ラット、ウ
サギ、または非ヒト霊長類などの非ヒト種（供与体抗体）の超可変領域由来の残基により
置き換えられるヒト免疫グロブリン（レシピエント抗体）である。いくつかの事例におい
て、ヒト免疫グロブリンのフレームワーク領域（ＦＲ）残基は、対応する非ヒト残基によ
り置き換えられる。さらに、ヒト化抗体は、レシピエント抗体にも供与体抗体にも見られ
ない残基を含み得る。これらの修飾は、抗体性能をさらに洗練するために行われる。概し
て、ヒト化抗体は、上述されるようなＦＲ置換（複数可）を除いて、超可変ループの全て
または実質的に全てが非ヒト免疫グロブリンの超可変ループに対応し、かつＦＲの全てま
たは実質的に全てがヒト免疫グロブリン配列のＦＲである、少なくとも１つ、典型的には
２つの可変ドメインの実質的に全てを含むことになる。ヒト化抗体は任意に、免疫グロブ
リンの定常領域、典型的には、ヒト免疫グロブリンの定常領域の少なくとも一部分も含む
ことになる。さらなる詳細に関しては、Ｊｏｎｅｓ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ　３２
１：５２２－５２５（１９８６）、Ｒｉｅｃｈｍａｎｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ　
３３２：３２３－３２９（１９８８）、及びＰｒｅｓｔａ，Ｃｕｒｒ．Ｏｐ．Ｓｔｒｕｃ
ｔ．Ｂｉｏｌ．２：５９３－５９６（１９９２）を参照されたい。
【００５７】
　本明細書における「インタクトな抗体」は、重可変ドメイン及び軽可変ドメイン、なら
びにＦｃ領域を含むものである。定常ドメインは、天然配列の定常ドメイン（例えば、ヒ
ト天然配列の定常ドメイン）またはそのアミノ酸配列変異体であり得る。好ましくは、イ
ンタクトな抗体は、１つ以上のエフェクター機能を有する。
【００５８】
　「天然抗体」は通常、２つの同一の軽（Ｌ）鎖及び２つの同一の重（Ｈ）鎖からなる約
１５０，０００ダルトンのヘテロ四量体糖タンパク質である。各軽鎖が１つのジスルフィ
ド共有結合により重鎖に連結している一方で、ジスルフィド連結の数は、異なる免疫グロ
ブリンアイソタイプの重鎖間で異なる。各重鎖及び軽鎖は、規則的に離間した鎖内ジスル
フィド架橋も有する。各重鎖は、一方の端に可変ドメイン（ＶＨ）を有し、いくつかの定
常ドメインが続く。各軽鎖は、一方の端（ＶＬ）に可変ドメインを有し、その他方の端に
定常ドメインを有し、軽鎖の定常ドメインは、重鎖の第１の定常ドメインと整列し、軽鎖
の可変ドメインは、重鎖の可変ドメインと整列する。特定のアミノ酸残基が軽鎖可変ドメ
インと重鎖可変ドメインとの間に界面を形成すると考えられている。
【００５９】
　「ネイキッド抗体」は、細胞傷害性部分または放射標識などの異種分子にコンシュゲー
トされない（本明細書に定義されるような）抗体である。
【００６０】
　いくつかの実施形態において、抗体の「エフェクター機能」は、抗体のＦｃ領域（天然
配列Ｆｃ領域またはアミノ酸配列変異体Ｆｃ領域）に起因する生物活性を指し、抗体アイ
ソタイプにより異なる。抗体エフェクター機能の例には、Ｃ１ｑ結合及び補体依存性細胞
傷害性、Ｆｃ受容体結合、抗体依存性細胞媒介性細胞傷害性（ＡＤＣＣ）、食作用、細胞
表面受容体の下方調節が含まれる。
【００６１】
　「抗体依存性細胞媒介性細胞傷害性」及び「ＡＤＣＣ」は、Ｆｃ受容体（ＦｃＲ）を発
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現する非特異的細胞傷害性細胞（例えば、ナチュラルキラー（ＮＫ）細胞、好中球、及び
マクロファージ）が、標的細胞上の結合した抗体を認識し、その後、標的細胞の溶解を引
き起こす細胞媒介反応を指す。ＡＤＣＣを媒介するための初代細胞であるＮＫ細胞がＦｃ
γＲＩＩＩのみを発現する一方で、単球は、ＦｃγＲＩ、ＦｃγＲＩＩ、及びＦｃγＲＩ
ＩＩを発現する。造血細胞上のＦｃＲ発現に関しては、Ｒａｖｅｔｃｈ　ａｎｄ　Ｋｉｎ
ｅｔ，Ａｎｎｕ．Ｒｅｖ．Ｉｍｍｕｎｏｌ　９：４５７－９２（１９９１）の４６４ペー
ジの表３に要約される。目的の分子のＡＤＣＣ活性を評価するために、米国特許第５，５
００，３６２号または同第５，８２１，３３７号に記載されるものなどのインビトロＡＤ
ＣＣアッセイが行われ得る。かかるアッセイに有用なエフェクター細胞には、末梢血液単
核細胞（ＰＢＭＣ）及びナチュラルキラー（ＮＫ）細胞が含まれる。あるいは、または加
えて、目的の分子のＡＤＣＣ活性は、インビボで、例えば、Ｃｌｙｎｅｓ　ｅｔ　ａｌ．
，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．（ＵＳＡ）９５：６５２－６５６（１９９８
）で開示されるものなどの動物モデルで評価され得る。
【００６２】
　「ヒトエフェクター細胞」は、１つ以上のＦｃＲを発現し、かつエフェクター機能を実
行する白血球である。いくつかの実施形態において、これらの細胞は、少なくともＦｃγ
ＲＩＩＩを発現し、ＡＤＣＣエフェクター機能を実行する。ＡＤＣＣを媒介するヒト白血
球の例には、末梢血液単核細胞（ＰＢＭＣ）、ナチュラルキラー（ＮＫ）細胞、単球、細
胞傷害性Ｔ細胞、及び好中球が含まれ、ＰＢＭＣ及びＮＫ細胞が好ましい。
【００６３】
　「補体依存性細胞傷害性」または「ＣＤＣ」は、補体の存在下で分子が標的を溶解する
能力を指す。補体活性化経路は、補体系（Ｃ１ｑ）の第１の構成成分の、同種抗原と複合
した分子（例えば、ポリペプチド（例えば、抗体））への結合により開始される。補体活
性化を評価するために、例えば、Ｇａｚｚａｎｏ－Ｓａｎｔｏｒｏ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．
Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　２０２：１６３（１９９６）に記載されるようなＣＤ
Ｃアッセイが行われ得る。
【００６４】
　「Ｆｃ受容体」または「ＦｃＲ」という用語は、抗体のＦｃ領域に結合する受容体を説
明するために使用される。いくつかの実施形態において、ＦｃＲは、天然配列ヒトＦｃＲ
である。さらに、好ましいＦｃＲは、ＩｇＧ抗体（ガンマ受容体）に結合するものであり
、これらの受容体のアレル変異体及び代替としてのスプライシング形態を含め、ＦｃγＲ
Ｉ、ＦｃγＲＩＩ、及びＦｃγＲＩＩＩサブクラスの受容体を含む。ＦｃγＲＩＩ受容体
には、ＦｃγＲＩＩＡ（「活性化受容体」）及びＦｃγＲＩＩＢ（「阻害受容体」）が含
まれ、これらは、主にその細胞質ドメインが異なる同様のアミノ酸配列を有する。活性化
受容体ＦｃγＲＩＩＡは、その細胞質ドメインに免疫受容体チロシンに基づく活性化モチ
ーフ（ＩＴＡＭ）を含有する。阻害受容体ＦｃγＲＩＩＢは、その細胞質ドメインに免疫
受容体チロシンに基づく阻害モチーフ（ＩＴＩＭ）を含有する。（Ｄａｅｒｏｎ，Ａｎｎ
ｕ．Ｒｅｖ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１５：２０３－２３４（１９９７）を参照されたい）。Ｆ
ｃＲｓは、Ｒａｖｅｔｃｈ　ａｎｄ　Ｋｉｎｅｔ，Ａｎｎｕ．Ｒｅｖ．Ｉｍｍｕｎｏｌ　
９：４５７－９２（１９９１）、Ｃａｐｅｌ　ｅｔ　ａｌ．，Ｉｍｍｕｎｏｍｅｔｈｏｄ
ｓ　４：２５－３４（１９９４）、及びｄｅ　Ｈａａｓ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｌａｂ．Ｃ
ｌｉｎ．Ｍｅｄ．１２６：３３０－４１（１９９５）で概説される。今後特定されるもの
も含む他のＦｃＲは、本明細書における「ＦｃＲ」という用語により包含される。この用
語は、母体ＩｇＧｓの胎児への移行を担う新生児受容体ＦｃＲｎも含む（Ｇｕｙｅｒ　ｅ
ｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１１７：５８７（１９７６）、及びＫｉｍ　ｅｔ　ａ
ｌ．，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．２４：２４９（１９９４））。
【００６５】
　「不純物」は、所望のポリペプチド産生物とは異なる材料を指す。本発明のいくつかの
実施形態において、不純物には、ポリペプチドの荷電変異体が含まれる。本発明のいくつ
かの実施形態において、不純物には、抗体または抗体断片の荷電変異体が含まれる。本発
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明の他の実施形態において、不純物には、ＣＨＯＰなどの宿主細胞材料；浸出タンパク質
Ａ；核酸；所望のポリペプチドの変異体、断片、集合体、または誘導体；別のポリペプチ
ド；内毒素；ウイルス性汚染物質；細胞培養培地構成成分などが限定されることなく含ま
れる。いくつかの例において、不純物は、例えば、Ｅ．ｃｏｌｉ細胞などの細菌細胞、昆
虫細胞、原核細胞、真核細胞、酵母細胞、哺乳類細胞、鳥類細胞、真菌細胞に限定されな
いものからの宿主細胞タンパク質（ＨＣＰ）であり得る。いくつかの例において、不純物
は、ホモ二量体（例えば、抗ＣＤ３ホモ二量体）である。
【００６６】
　本明細書で使用される場合、「イムノアドヘシン」という用語は、異種ポリペプチドの
結合特異性と、免疫グロブリン定常ドメインのエフェクター機能とを組み合わせた抗体様
分子を指す。構造的には、イムノアドヘシンは、抗体の抗原認識及び結合部位以外である
（すなわち、「異種である」）所望の結合特異性を有するアミノ酸配列と、免疫グロブリ
ン定常ドメイン配列との融合物を含む。イムノアドヘシンのアドヘシン部分は典型的には
、受容体またはリガンドの結合部位を少なくとも含んだ連続したアミノ酸配列である。イ
ムノアドヘシンにおける免疫グロブリン定常ドメイン配列は、ＩｇＧ－１、ＩｇＧ－２、
ＩｇＧ－３、もしくはＩｇＧ－４サブ型、ＩｇＡ（ＩｇＡ－１及びＩｇＡ－２を含む）、
ＩｇＥ、ＩｇＤ、またはＩｇＭなどの任意の免疫グロブリンから得ることができる。
【００６７】
　「レポーター分子」は、本明細書で使用される場合、その化学的性質により、抗原結合
抗体の検出を可能にする分析により特定可能なシグナルを提供する分子を意味する。この
型のアッセイにおいて最も一般的に使用されるレポーター分子は、酵素、フルオロフォア
、または放射性核種を含有する分子（すなわち、放射性同位体）、及び化学発光分子であ
る。
【００６８】
　本明細書で使用される場合、「本質的に同じ」は、値またはパラメータが、著しい影響
により改変されていないことを示す。例えば、カラムの出口におけるクロマトグラフィー
移動相のイオン強度は、イオン強度が著しく変化していない場合、移動相の最初のイオン
強度と本質的に同じである。例えば、最初のイオン強度の１０％、５％、または１％以内
であるカラムの出口におけるイオン強度は、最初のイオン強度と本質的に同じである。
【００６９】
　本明細書における「約」値またはパラメータへの言及は、その値またはパラメータ自体
を対象とする変動を含む（かつ記載する）。例えば、「約Ｘ」を言及する記載は、「Ｘ」
の記載を含む。
【００７０】
　本明細書及び添付の特許請求の範囲で使用される場合、単数形「ａ（１つの）」、「ｏ
ｒ（または）」、及び「ｔｈｅ（その）」は、文脈が別途明確に指示しない限り、複数の
指示対象を含む。本明細書に記載される本発明の態様及び変形は、態様及び変形「ｃｏｎ
ｓｉｓｔｉｎｇ（からなる）」及び／または「ｃｏｎｓｉｓｔｉｎｇ　ｅｓｓｅｎｔｉａ
ｌｌｙ　ｏｆ（から本質的になる）」を含むことが理解される。
【００７１】
ＩＩ．細胞に基づくレポーターアッセイ
　本発明は、ＴＤＢの１つの抗原結合断片がＣＤ３に結合してＴ細胞を活性化する、ＴＤ
Ｂを含む組成物中に存在する抗ＣＤ３ホモ二量体を検出するための細胞に基づくアッセイ
を提供する。
【００７２】
Ａ．Ｔ細胞活性化
　ＴＤＢの作用の機序は、標的抗原発現細胞を特異的に減損することである。ＴＤＢの、
Ｔ細胞受容体（ＴＣＲ）のＣＤ３ｅサブユニット及び標的細胞の表面上で発現された標的
抗原への同時結合は、標的細胞のＴ細胞活性化及び細胞傷害性減損をもたらすＴＣＲクラ
スター形成をもたらす。臨床において多くのＴＤＢが存在しており（αＣＤ３／αＣＤ１
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９、αＣＤ３／αＣＤ２０、αＣＤ３／αＨＥＲ２；ｄｅ　Ｇａｓｔ　ＧＣ，ｅｔ　ａｌ
．，１９９５，Ｃａｎｃｅｒ　Ｉｍｍｕｎｏｌ　Ｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒ．４０（６）：３
９０－３９６、Ｂｕｈｍａｎｎ　Ｒ，ｅｔ　ａｌ．，２００９　Ｂｏｎｅ　Ｍａｒｒｏｗ
　Ｔｒａｎｓｐｌａｎｔ．４３（５）：３８３－３９７、Ｃｈａｎ　ＪＫ，ｅｔ　ａｌ．
，２００６，Ｃｌｉｎ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．１２（６）：１８５９－１８６７）、新
しいバージョンのＴＤＢの様な二重特異性が、臨床的効能を改善するために評価されてい
る（Ｃｈａｍｅｓ，Ｐ．ａｎｄ　Ｂａｔｙ，Ｄ．２００９，ＭＡｂｓ　１（６）：５３９
－５４７、Ｆｏｕｒｎｉｅｒ，Ｐ．ａｎｄ　Ｓｃｈｉｒｒｍａｃｈｅｒ，Ｖ．，２０１３
，ＢｉｏＤｒｕｇｓ　２７（１）：３５－５３）。ＴＤＢ二重特異性抗体は、ＣＤ４＋Ｔ
細胞系譜及びＣＤ８＋Ｔ細胞系譜の両方を活性化できるが、但し、正しい標的発現細胞が
存在することを条件とする。ＣＤ４＋Ｔ細胞の活性化は、ＣＤ８＋Ｔ細胞の拡大及び増殖
を含む、他の免疫細胞の動員及び活性化をもたらすサイトカイン遺伝子発現（ＩＬ－２な
ど）の誘導をもたらことになる。ＣＤ８＋ＣＴＬの活性化は、免疫学的シナプスの様な構
造の形成に起因し、ＴＤＢ媒介性細胞架橋を介する標的細胞は、ＣＴＬの活性化、パーフ
ォリン及びグランザイム（Ａ、Ｂ、Ｃ；ＣＴＬの亜型に応じる）の転写の誘導、脱顆粒、
ならびに標的細胞の死滅をもたらす、標的細胞とエフェクター細胞との間の「免疫学的シ
ナプス」の様な界面にわたるパーフォリン及びグランザイムの局在化放出をもたらす（Ｐ
ｏｒｅｓ－Ｆｅｒｎａｎｄｏ，Ｐｏｒｅｓ－Ｆｅｒｎａｎｄｏ　ＡＴ，Ｚｗｅｉｆａｃｈ
　Ａ，２００９，Ｉｍｍｕｎｏｌ　Ｒｅｖ．，２３１（１）：１６０－１７３、Ｐｉｐｋ
ｉｎ，ＭＥ，ｅｔ　ａｌ．，２０１０，Ｉｍｍｕｎｏｌ　Ｒｅｖ．，２３５（１）：５５
－７２）。エフェクター細胞媒介性細胞死滅は、数時間のシナプスの安定を必要とする比
較的緩慢なプロセスであり、完全な細胞死滅を確実にするためにｐｒｆ１遺伝子及びグラ
ンザイム遺伝子の転写依存性活性化を必要とする。あるいは、標的細胞のＣＴＬ媒介性死
滅は、Ｆａｓ媒介性アポトーシスにより生じるとも示されている（Ｐａｒｄｏ，Ｊ，ｅｔ
　ａｌ．，２００３，Ｉｎｔ　Ｉｍｍｕｎｏｌ．，１５（１２）：１４４１－１４５０）
。ｐｒｆ１、ｇｒＢ、及びＦａｓ媒介性細胞死滅機構の転写調節は、Ｂ細胞減損を媒介す
るために必要とされる遺伝子のプロモーター内に位置するＮＦＡＴ、ＮＦκＢ、及びＳＴ
ＡＴエンハンサーエレメントに依存する（Ｐｉｐｋｉｎ，ＭＥ，ｅｔ　ａｌ．，２０１０
，Ｉｍｍｕｎｏｌ　Ｒｅｖ．，２３５（１）：５５－７２、Ｐａｒｄｏ，Ｊ，ｅｔ　ａｌ
．，２００３，Ｉｎｔ　Ｉｍｍｕｎｏｌ．，１５（１２）：１４４１－１４５０）。標的
細胞とエフェクター細胞（免疫学的シナプス）との間の相互作用の強度は、標的細胞とエ
フェクター細胞との間の相互作用を安定及び維持するためにもシグナル伝達が必要である
、他の共刺激分子に依存する（Ｋｒｏｇｓｇａａｒｄ　Ｍ，ｅｔ　ａｌ．，２００３，Ｓ
ｅｍｉｎ　Ｉｍｍｕｎｏｌ．１５（６）：３０７－３１５、Ｐａｔｔｕ　Ｖ，ｅｔ　ａｌ
．，２０１３，Ｆｒｏｎｔ　Ｉｍｍｕｎｏｌ．，４：４１１、Ｋｌｉｅｇｅｒ　Ｙ，ｅｔ
　ａｌ．，２０１４，Ｅｕｒ　Ｊ　Ｉｍｍｕｎｏｌ．４４（１）：５８－６８、Ｓｃｈｗ
ａｒｔｚ　ＪＣ，ｅｔ　ａｌ．，２００２，Ｎａｔ　Ｉｍｍｕｎｏｌ．３（５）：４２７
－４３４）。したがって、レポーター遺伝子アッセイの使用による、標的遺伝子の転写誘
導の監視は、ＴＤＢによるＴ細胞の活性化を観察するためのＭＯＡを反映する代替的なア
ッセイ系である。
【００７３】
　Ｔ細胞活性化は、免疫学的シナプスを形成するための抗原提示細胞の接触部位での細胞
表面タンパク質及びシグナル伝達分子の空間的及び動力学的再構築を必要とする。Ｔ細胞
受容体（ＴＣＲ）及び共刺激受容体（ＣＤ２８、ＣＤ４０、ＩＣＯＳなど）及びリガンド
の活性化及びシグナル伝達の整合は、Ｔ細胞活性化のために必要とされる期間及びシグナ
ル伝達の両方を調節する。ＭＨＣによる抗原提示細胞（ＡＰＣ）の表面上での抗原提示は
、Ｔ細胞の表面上のＴＣＲにより認識される。ＭＨＣ及びＴＣＲクラスター形成は、Ｔ細
胞活性化の調節において重要な役割を果たす、共刺激及び免疫調節性受容体の発現に応じ
て、Ｔ細胞活性化をもたらし得るシグナル伝達経路の動員及び活性化を開始する。ＣＤ３
ｅなどのＴＣＲのサブユニットに対する抗体（ＯＫＴ３、Ｂｒｏｗｎ，ＷＭ，２００６，
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Ｃｕｒｒ　Ｏｐｉｎ　Ｉｎｖｅｓｔｉｇ　Ｄｒｕｇｓ　７：３８１－３８８、Ｆｅｒｒａ
ｎ，Ｃ　ｅｔ　ａｌ．，１９９３　Ｅｘｐ　Ｎｅｐｈｒｏｌ　１：８３－８９）は、ＴＣ
Ｒを架橋することによりＴ細胞活性化を誘導し得、それにより、免疫学的シナプスにおけ
るＴＣＲのクラスター形成を模倣し、臨床的に長年の間、インビトロでのＴＣＲシグナル
伝達を試験するための代替活性化体として使用されている。共刺激がない抗ＣＤ３抗体に
よるＴＣＲクラスター形成は、Ｔ細胞を弱く活性化するが、なおも、Ｔ細胞活性化、なら
びに限定されたサイトカイン転写及び放出をもたらす。抗ＣＤ３媒介性シグナル伝達は、
ＮＦＡＴ、ＡＰ１、及びＮＦκＢを含む、いくつかの転写因子を活性化すると示されてい
る（ＭＦ　ｅｔ　ａｌ．，１９９５，Ｊ．Ｌｅｕｋｏｃ．Ｂｉｏｌ．５７：７６７－７７
３、Ｓｈａｐｉｒｏ　ＶＳ　ｅｔ　ａｌ．，１９９８，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１６１（１
２）６４５５－６４５８、Ｐａｒｄｏ，Ｊ，ｅｔ　ａｌ．，２００３，Ｉｎｔ　Ｉｍｍｕ
ｎｏｌ．，１５（１２）：１４４１－１４５０）。共刺激は、Ｔ細胞活性化応答の性質に
影響を与えるサイトカイン発現の転写調節に影響を与えるシグナル伝達の調節により、サ
イトカイン放出のレベル及び型を調節する（Ｓｈａｎｎｏｎ，ＭＦ　ｅｔ　ａｌ．，１９
９５，Ｊ．Ｌｅｕｋｏｃ．Ｂｉｏｌ．５７：７６７－７７３）。ＴＤＢ二重特異性抗体は
、Ｔ細胞と標的抗原発現細胞との間に形成された架橋の結果としてＴ細胞の細胞表面上で
ＴＣＲをクラスター形成する。Ｔ細胞活性化により転写誘導され得るレポーター遺伝子の
発現を促進する転写調節エレメントをＴ細胞株中で試験し、どの事象が標的細胞の存在及
び不在下でＴＤＢにより活性化されるのかを決定した。
【００７４】
Ｂ．レポーター分子
　レポーターアッセイは、細胞中のレポーターの発現の誘導を監視することにより、刺激
の生物学的特徴付けを可能にする分析方法である。刺激は、典型的には遺伝子転写の調節
を含む細胞応答をもたらす細胞内シグナル伝達経路の誘導をもたらす。いくつかの例にお
いて、細胞シグナル伝達経路の刺激は、タンパク質産生をもたらすＲＮＡ転写の開始のた
めに必要とされるＤＮＡの非コーディング領域の上流への転写因子の調節及び動員による
遺伝子発現の調節をもたらす。刺激に対して応答する遺伝子転写及び翻訳の制御は、細胞
増殖、分化、生存、及び免疫応答などの多くの生物学的応答を誘発するために必要とされ
る。エンハンサーとも呼ばれるＤＮＡのこれらの非コーディング領域は、遺伝子転写の効
率を調節し、したがって、刺激に対して応答する細胞により生成されるタンパク質の量及
び型を調節する、転写因子のための認識エレメントである特異的配列を含有する。レポー
ターアッセイにおいて、刺激に応答するエンハンサーエレメント及び最小プロモーターは
、標準分子生物学方法を使用してレポーター遺伝子の発現を促進するように操作される。
次いで、ＤＮＡは、刺激に特異的に応答する全ての機構を含有する細胞にトランスフェク
トされ、レポーター遺伝子転写、翻訳、または活性のレベルは、生物学的応答の代替的測
定値として測定される。
【００７５】
　いくつかの態様において、本発明は、Ｔ細胞の集団を本組成物と接触させることにより
、ＴＤＢを含む組成物中の抗ＣＤ３ホモ二量体を検出する方法を提供し、ここで、Ｔ細胞
は、レポーターの発現が抗ＣＤ３ホモ二量体の存在を示すように、ＣＤ３活性化に応答す
るプロモーターに作動可能に連結されるレポーターをコードする核酸を含む。レポーター
分子は、任意の分子であり得、そのためのアッセイが、刺激に対して応答する細胞により
産生されるその分子の量を測定するために開発され得る。例えば、レポーター分子は、刺
激、例えば、Ｔ細胞活性化に応答するレポーター遺伝子によりコードされるレポータータ
ンパク質であり得る。一般的に使用されるレポーター分子の例には、実験測定され得る基
材の触媒作用の副産物として発光するルシフェラーゼなどの発光性タンパク質が含まれる
が、これらに限定されない。ルシフェラーゼは、ホタルルシフェラーゼ（フォチナスピラ
リス種由来）、ウミシイタケ（ｓｅａ　ｐａｎｓｙ）由来のウミシイタケルシフェラーゼ
（ウミシイタケレニフォルミス）、コメツキムシルシフェラーゼ（ブラジル産ヒカリコメ
ツキ由来）、海洋コペポーダ（ｍａｒｉｎｅ　ｃｏｐｅｐｏｄ）ガウシアルシフェラーゼ
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（ガウシアプリンセプス由来）、及び深海エビナノルシフェラーゼ（オキヒメヒオドシエ
ビ由来）を含む多くの供給源に由来する発光性タンパク質のクラスである。ホタルルシフ
ェラーゼが光の光子の発射をもたらすルシフェリンのオキシルシフェリンへの酸素化を触
媒化する一方で、ウミシイタケなどの他のルシフェラーゼは、セレンテラジンを触媒化す
ることにより発光する。異なるルシフェラーゼにより発光された光の波長が形成され、変
異体は、異なる濾過系を使用して読み取り可能であり、これにより多重化を容易にする。
発光の量は、細胞中で発現したルシフェラーゼの量に比例し、ルシフェラーゼ遺伝子は、
生物学的応答を誘発する刺激の影響を評価するための感受性レポーターとして使用されて
いる。レポーター遺伝子アッセイは、基本的な研究、ＨＴＳ選別を含む広範囲の目的及び
有効性のために長年の間使用されている（Ｂｒｏｇａｎ　Ｊ，ｅｔ　ａｌ．，２０１２，
Ｒａｄｉａｔ　Ｒｅｓ．１７７（４）：５０８－５１３、Ｍｉｒａｇｌｉａ　ＬＪ，ｅｔ
　ａｌ．，２０１１，Ｃｏｍｂ　Ｃｈｅｍ　Ｈｉｇｈ　Ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ　Ｓｃｒｅ
ｅｎ．１４（８）：６４８－６５７、Ｎａｋａｊｉｍａ　Ｙ，ａｎｄ　Ｏｈｍｉｙａ　Ｙ
．２０１０，Ｅｘｐｅｒｔ　Ｏｐｉｎ　Ｄｒｕｇ　Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ，５（９）：８３
５－８４９、Ｐａｒｅｋｈ　ＢＳ，ｅｔ　ａｌ．，２０１２，Ｍａｂｓ，４（３）：３１
０－３１８、Ｓｖｏｂｏｄｏｖａ　Ｋ，ａｎｄ　Ｃａｊｔｈａｍ　Ｌ　Ｔ．，２０１０，
Ａｐｐｌ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．，８８（４）：８３９－８４７
）。
【００７６】
　いくつかの実施形態において、本発明は、ＴＤＢ組成物中の抗ＣＤ３ホモ二量体を検出
するための細胞に基づくアッセイを提供し、ここで、Ｔ細胞は、Ｔ細胞活性化に応答する
レポーター構築体をコードする。いくつかの実施形態において、レポーター構築体は、ル
シフェラーゼを含む。いくつかの実施形態において、ルシフェラーゼは、ホタルルシフェ
ラーゼ（例えば、フォチナスピラリス種由来）、ウミシイタケ由来のウミシイタケルシフ
ェラーゼ（例えば、ウミシイタケレニフォルミス種由来）、コメツキムシルシフェラーゼ
（例えば、ブラジル産ヒカリコメツキ種由来）、海洋コペポーダガウシアルシフェラーゼ
（例えば、ガウシアプリンセプス種由来）、及び深海エビナノルシフェラーゼ（例えば、
オキヒメヒオドシエビ種由来）である。いくつかの実施形態において、操作されたＴ細胞
中のルシフェラーゼの発現は、ＴＤＢ組成物中の抗ＣＤ３ホモ二量体の存在を示す。他の
態様において、レポーター構築体は、β－グルクロニダーゼ（ＧＵＳ）；緑色蛍光タンパ
ク質（ＧＦＰ）、赤色蛍光タンパク質（ＲＦＰ）、青色蛍光タンパク質（ＢＦＰ）、黄色
蛍光タンパク質（ＹＦＰ）などの蛍光タンパク質、及びそれらの変異体；クロラムフェニ
コアールアセチルトランスフェラーゼ（ｃｈｌｏｒａｍｐｈｅｎｉｃｏａｌ　ａｃｅｔｙ
ｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ）（ＣＡＴ）；β－ガラクトシダーゼ；β－ラクタマーゼ；ま
たは分泌アルカリホスファターゼ（ＳＥＡＰ）をコードする。
【００７７】
　本発明のいくつかの態様において、レポーター分子をコードする核酸（例えば、レポー
タータンパク質）は、Ｔ細胞活性化に応答するプロモーター及び／またはエンハンサーに
作動可能に連結される。いくつかの実施形態において、Ｔ細胞活性化に応答するプロモー
ター及び／またはエンハンサーは、発現制御配列である。発現及びクローニングベクター
は通常、宿主生物により認識され、ポリペプチドをコードする核酸に作動可能に連結され
るプロモーターを含有する（例えば、レポーターポリペプチド）。好適には、発現制御配
列は、真核宿主細胞（例えば、Ｔ細胞）を形質転換またはトランスフェクトできるベクタ
ーにおける真核生物プロモーター系である。ベクターが適切な宿主中に組み込まれると、
宿主は、Ｔ細胞活性化後のヌクレオチド配列の高レベルの発現に好適な条件下で維持され
る。
【００７８】
　真核生物のプロモーター配列が知られている。実質的に全ての真核遺伝子が、転写が始
まる部位からおよそ２５～３０塩基上流に位置するＡＴに富んだ領域を有する。多くの遺
伝子の転写開始から７０～８０塩基上流に見られる別の配列は、Ｎが任意のヌクレオチド
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であり得るＣＮＣＡＡＴ領域である。大半の真核遺伝子の３’末端は、コード配列の３’
末端へのポリＡ尾部の付加のためのシグナルであり得るＡＡＴＡＡＡ配列である。これら
の配列の全てが、真核発現ベクター中に好適に挿入される。
【００７９】
　本発明のいくつかの態様において、本発明は、Ｔ細胞活性化に応答するプロモーターの
制御下でレポーター分子をコードする核酸を含むＴ細胞を提供する。Ｔ細胞活性化に応答
するプロモーターが当技術分野で知られている。
【００８０】
　他の実施形態において、本発明は、Ｔ細胞活性化に応答するエンハンサーエレメントに
作動可能に連結される最小プロモーターの制御下でレポーター分子をコードする核酸を含
むＴ細胞を提供する。いくつかの実施形態において、最小プロモーターは、チミジンキナ
ーゼ（ＴＫ）の最小プロモーター、サイトメガロウイルス（ＣＭＶ）由来の最小プロモー
ター、ＳＶ４０に由来するプロモーター、または最小伸長因子１アルファ（ＥＦ１α）プ
ロモーターである。いくつかの実施形態において、レポーター分子をコードする核酸は、
Ｔ細胞活性化応答性ＤＮＡ認識エレメントにより調節される最小ＴＫプロモーターの制御
下にある。いくつかの実施形態において、Ｔ細胞活性化応答性ＤＮＡ認識エレメントは、
ＮＦＡＴ（活性化Ｔ細胞の核因子）エンハンサー、ＡＰ－１（Ｆｏｓ／Ｊｕｎ）エンハン
サー、ＮＦＡＴ／ＡＰ１エンハンサー、ＮＦκＢエンハンサー、ＦＯＸＯエンハンサー、
ＳＴＡＴ３エンハンサー、ＳＴＡＴ５エンハンサー、及びＩＲＦエンハンサーである。エ
ンハンサーは、ポリペプチドコード配列に対する５’位または３’位でベクターにスプラ
イスされ得るが、いくつかの実施形態において、プロモーターから５’部位に位置する。
いくつかの実施形態において、本発明は、ルシフェラーゼ遺伝子が最小ＴＫプロモーター
に作動可能に連結され、次に、ＮＦκＢ応答性エンハンサーエレメントに作動可能に連結
されたＴ細胞を提供する。
【００８１】
　本発明のいくつかの実施形態において、真核宿主細胞（酵母、真菌、昆虫、植物、動物
、ヒト、または他の多細胞生物由来の有核細胞）で使用される発現レポーターベクターは
、転写終結及びｍＲＮＡの安定化に必要な配列も含有することになる。かかる配列は一般
的に、真核またはウイルスＤＮＡもしくはｃＤＮＡの５’非翻訳領域、時折、３’非翻訳
領域から入手可能である。１つの有用な転写終結構成成分は、ウシ成長ホルモンポリアデ
ニル化領域である。ＷＯ９４／１１０２６及びそこで開示される発現ベクターを参照され
たい。
【００８２】
　いくつかの実施形態において、本発明は、Ｔ細胞中のレポーター分子の発現のためのベ
クターを提供する。ベクター構成成分には概して、以下のシグナル配列、複製起点、１つ
以上のマーカー遺伝子、多数の制限エンドヌクレアーゼに対する多重クローニング部位含
有認識配列、エンハンサーエレメント、プロモーター（例えば、Ｔ細胞活性化に応答する
エンハンサーエレメント及び／またはプロモーター）、及び転写終結配列のうちの１つ以
上が含まれるが、これらに限定されない。いくつかの実施形態において、ベクターは、プ
ラスミドである。他の実施形態において、ベクターは、組み換えウイルスゲノム；例えば
、組み換えレンチウイルスゲノム、組み換えレトロウイルスゲノム、組み換えアデノ随伴
ウイルスゲノムである。ポリヌクレオチド配列を含有するベクター（例えば、Ｔ細胞応答
性プロモーター／エンハンサーに作動可能に連結されるレポーター遺伝子）は、周知の方
法により宿主Ｔ細胞中に移入され得る。例えば、リン酸カルシウム処理、電気穿孔、リポ
フェクション、微粒子銃、またはウイルスに基づくトランスフェクトが使用され得る。（
概して、Ｓａｍｂｒｏｏｋ　ｅｔ　ａｌ．，Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　
Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ（Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｐｒｅ
ｓｓ，２ｎｄ　ｅｄ．，１９８９を参照されたい）。哺乳類細胞を形質転換するために使
用される他の方法には、ポリブレン、プロトプラスト融合、リポソーム、電気穿孔、及び
微量注入の使用が含まれる。
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【００８３】
Ｃ．細胞
　いくつかの態様において、本発明は、Ｔ細胞活性化に応答するレポーター複合体を含む
Ｔ細胞の集団に接触させることにより、ＴＤＢを含む組成物中の抗ＣＤ３ホモ二量体を検
出するための細胞に基づくアッセイを提供する。いくつかの実施形態において、集団のＴ
細胞は、ＣＤ４＋Ｔ細胞である。いくつかの実施形態において、Ｔ細胞は、ＣＤ８＋Ｔ細
胞である。さらに他の実施形態において、Ｔ細胞は、ＣＤ４＋／ＣＤ８＋Ｔ細胞である。
いくつかの実施形態において、ＣＤ４＋及び／またはＣＤ８＋Ｔ細胞は、ＩＦＮ－γ、Ｔ
ＮＦ－α、及びインターロイキンからなる群から選択されるサイトカインの増加した放出
を呈する。いくつかの実施形態において、Ｔ細胞の集団は、不死化Ｔ細胞の集団（例えば
、不死化Ｔ細胞株）である。いくつかの実施形態において、Ｔ細胞の集団は、ＴＣＲ／Ｃ
Ｄ３ｅを発現した不死化ＣＤ４＋及び／またはＣＤ８＋細胞の集団である。いくつかの実
施形態において、Ｔ細胞は、Ｊｕｒｋａｔ細胞である。いくつかの実施形態において、Ｔ
細胞は、ＣＴＬＬ－２　Ｔ細胞である。
【００８４】
　いくつかの実施形態において、本発明のＴ細胞は、Ｔ細胞受容体を含む。Ｔ細胞受容体
は、いくつかのタンパク質の複合体として存在する。Ｔ細胞受容体はそれ自身、独立性Ｔ
細胞受容体アルファ及びベータ（ＴＣＲα及びＴＣＲβ）遺伝子によりコードされた２つ
の別個のペプチド鎖からなる。複合体中の他のタンパク質には、ＣＤ３タンパク質が含ま
れる：ＣＤ３ε（ＣＤ３ｅとしても既知である）、ＣＤ３γ、ＣＤ３δ、及びＣＤ３ζ。
ＣＤ３タンパク質は、ＣＤ３εγ及びＣＤ３εδヘテロ二量体、ならびにＣＤ３ζホモ二
量体として見られる。ＣＤ３ζホモ二量体は、これらのタンパク質周囲のシグナル伝達複
合体の集合を可能にする。いくつかの実施形態において、ＴＤＢの１つのアームは、Ｔ細
胞受容体複合体に結合する。いくつかの実施形態において、ＴＤＢは、ＣＤ３に結合する
。いくつかの実施形態において、ＴＤＢは、ＣＤ３ε（ＣＤ３ｅ）タンパク質に結合する
。
【００８５】
　いくつかの実施形態において、本発明は、ＴＤＢの組成物中の抗ＣＤ３ホモ二量体を検
出及び／または定量化するための細胞に基づくアッセイで使用するためのＴ細胞を含む組
成物を提供する。いくつかの実施形態において、本組成物のＴ細胞は、ＣＤ４＋Ｔ細胞で
ある。いくつかの実施形態において、本組成物のＴ細胞は、ＣＤ８＋Ｔ細胞である。さら
に他の実施形態において、本組成物のＴ細胞は、ＣＤ４＋／ＣＤ８＋Ｔ細胞である。いく
つかの実施形態において、本組成物のＴ細胞は、不死化Ｔ細胞である。いくつかの実施形
態において、本組成物のＴ細胞は、Ｊｕｒｋａｔ細胞である。いくつかの実施形態におい
て、本組成物のＴ細胞は、ＣＴＬＬ－２　Ｔ細胞である。いくつかの実施形態において、
本組成物のＴ細胞は、Ｔ細胞活性化に応答するレポーター複合体を含む。いくつかの実施
形態において、レポーター複合体は、ルシフェラーゼをコードするポリヌクレオチドを含
む。いくつかの実施形態において、ルシフェラーゼは、ホタルルシフェラーゼ、ウミシイ
タケルシフェラーゼ、またはナノルシフェラーゼである。いくつかの実施形態において、
レポーター（例えば、ルシフェラーゼ）をコードするポリヌクレオチドは、Ｔ細胞活性化
応答性調節エレメント（例えば、Ｔ細胞活性化応答性プロモーター及び／またはエンハン
サー）に作動可能に連結される。いくつかの実施形態において、Ｔ細胞活性化に応答する
プロモーターは、ＮＦＡＴプロモーター、ＡＰ－１プロモーター、ＮＦκＢプロモーター
、ＦＯＸＯプロモーター、ＳＴＡＴ３プロモーター、ＳＴＡＴ５プロモーター、またはＩ
ＲＦプロモーターである。
【００８６】
　いくつかの実施形態において、Ｔ細胞活性化応答性レポーター構築体が導入されている
Ｔ細胞（レポーターＴ細胞）は、抗ＣＤ３ホモ二量体による活性化に関して選別される。
例えば、安定クローンは、限界希釈液により単離され得、精製された抗ＣＤ３ホモ二量体
に対するそれらの応答に関して選別され得る。いくつかの実施形態において、安定レポー
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ターＴ細胞は、約１μｇ／ｍＬ、約２μｇ／ｍＬ、約３μｇ／ｍＬ、約４μｇ／ｍＬ、約
５μｇ／ｍＬ、約６μｇ／ｍＬ、約７μｇ／ｍＬ、約８μｇ／ｍＬ、約９μｇ／ｍＬ、ま
たは約１０μｇ／ｍＬのいずれかを超える精製された抗ＣＤ３ホモ二量体で選別される。
【００８７】
　いくつかの実施形態において、本発明は、Ｔ細胞活性化レポーター複合体で操作された
Ｔ細胞の組成物を提供する。いくつかの実施形態において、レポーターは、ルシフェラー
ゼ、蛍光タンパク質（例えば、ＧＦＰ、ａＹＦＰなど）、アルカリホスファターゼ、また
はベータガラクトシダーゼである。いくつかの実施形態において、ルシフェラーゼは、ホ
タルルシフェラーゼ、ウミシイタケルシフェラーゼ、またはナノルシフェラーゼである。
いくつかの実施形態において、Ｔ細胞活性化に応答するプロモーターは、ＮＦＡＴプロモ
ーター、ＡＰ－１プロモーター、ＮＦκＢプロモーター、ＦＯＸＯプロモーター、ＳＴＡ
Ｔ３プロモーター、ＳＴＡＴ５プロモーター、またはＩＲＦプロモーターである。いくつ
かの実施形態において、Ｔ細胞活性化に応答するプロモーターは、ＮＦＡＴ、ＡＰ－１、
ＮＦκＢ、ＦＯＸＯ、ＳＴＡＴ３、ＳＴＡＴ５、及びＩＲＦのいずれか１つ以上からのＴ
細胞応答性エレメントを含む。いくつかの実施形態において、Ｔ細胞の組成物は、ＣＤ４
＋Ｔ細胞及び／またはＣＤ８＋Ｔ細胞を含む。いくつかの実施形態において、Ｔ細胞は、
Ｊｕｒｋａｔ細胞またはＣＴＬＬ－２細胞である。いくつかの実施形態において、Ｔ細胞
は、ＮＦκＢプロモーターに作動可能に連結されるルシフェラーゼをコードするポリヌク
レオチドを含むＪｕｒｋａｔ細胞である。
【００８８】
Ｄ．ＣＤ３ホモ二量体を特定する方法
　いくつかの態様において、本発明は、ＴＤＢを含む組成物中の抗ＣＤ３ホモ二量体を検
出するための方法を提供し、ここで、ＴＤＢ抗体は、標的抗原結合断片とＣＤ３結合断片
とを含み、本方法は、Ｔ細胞の集団を本組成物と接触させることを含み、Ｔ細胞は、Ｔ細
胞活性化に応答するプロモーターに作動可能に連結されたレポーターをコードする核酸を
含み、Ｔ細胞の集団は、標的抗原を含まず、レポーターの発現は、抗ＣＤ３ホモ二量体の
存在を示す。いくつかの実施形態において、Ｔ細胞の集団は、ＴＤＢの標的抗原（非Ｔ細
胞抗原）を発現する細胞を含まない。
【００８９】
　いくつかの実施形態において、Ｔ細胞の集団は、約０．０１ｎｇ／ｍＬ～約５０ｎｇ／
ｍＬ、約０．０５ｎｇ／ｍＬ～約５０ｎｇ／ｍＬ、約０．１ｎｇ／ｍＬ～約５０ｎｇ／ｍ
Ｌ、約０．５ｎｇ／ｍＬ～約５０ｎｇ／ｍＬ、約１ｎｇ／ｍＬ～約５０ｎｇ／ｍＬ、約５
ｎｇ／ｍＬ～約５０ｎｇ／ｍＬ、約１０ｎｇ／ｍＬ～約５０ｎｇ／ｍＬ、約０．０１ｎｇ
／ｍＬ～約４０ｎｇ／ｍＬ、約０．０１ｎｇ／ｍＬ～約３０ｎｇ／ｍＬ、約０．０１ｎｇ
／ｍＬ～約２０ｎｇ／ｍＬ、約０．０１ｎｇ／ｍＬ～約１０ｎｇ／ｍＬ、約０．０１ｎｇ
／ｍＬ～約５ｎｇ／ｍＬ、約０．０１ｎｇ／ｍＬ～約１ｎｇ／ｍＬ、約０．０１ｎｇ／ｍ
Ｌ～約０．５ｎｇ／ｍＬ、約０．０１ｎｇ／ｍＬ～約０．１ｎｇ／ｍＬ、約０．０１ｎｇ
／ｍＬ～約０．０５ｎｇ／ｍＬ、約０．１ｎｇ／ｍＬ～約１０ｎｇ／ｍＬ、約０．５ｎｇ
／ｍＬ～約１０ｎｇ／ｍＬ、約１ｎｇ／ｍＬ～約１０ｎｇ／ｍＬ、または約５ｎｇ／ｍＬ
～約５０ｎｇ／ｍＬのいずれか１つの濃度範囲でＴＤＢを含む組成物と接触される。
【００９０】
　いくつかの実施形態において、レポーターは、細胞を本組成物と接触させた後、約１時
間、約２時間、約３時間、約４時間、約５時間、約６時間、約７時間、約８時間、約９時
間、約１０時間、約１２時間、約１６時間、約２０時間、または約２４時間後を超えるい
ずれか１つに検出される。いくつかの実施形態において、レポーターは、細胞を本組成物
と接触させた約１時間～約２４時間、約１時間～約１２時間、約１時間～約８時間、約１
時間～約６時間、約１時間～約４時間、約１時間～約２時間、約４時間～約２４時間、約
４時間～約１２時間、約４時間～約８時間、約８時間～約２４時間、約８時間～約１２時
間、約１６時間～約２４時間、約１６時間～約２０時間、または約２０時間～約２４時間
後のいずれか１つの間に検出される。
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【００９１】
　いくつかの態様において、本発明は、ＴＤＢを含む組成物中の抗ＣＤ３ホモ二量体抗体
の量を定量化するための方法を提供し、ここで、ＴＤＢは、標的抗原結合断片とＣＤ３結
合断片とを含み、本方法は、Ｔ細胞が、Ｔ細胞活性化に応答するプロモーターに作動可能
に連結されたレポーターをコードする核酸を含み、Ｔ細胞の集団が、標的抗原を含まない
、Ｔ細胞の集団をＴＤＢの１つ以上の濃度で本組成物と接触させること、抗体濃度の関数
としてのレポーターの発現を、Ｔ細胞を、異なる濃度の精製された抗ＣＤ３ホモ二量体と
接触させることにより生成される標準曲線と相関させることを含む。抗ＣＤ３ホモ二量体
アッセイ標準物（既知の濃度の精製された抗ＣＤ３ホモ二量体）、抗ＣＤ３ホモ二量体対
照、及びＴＤＢ試験試料の希釈液が調製され、レポーターＴ細胞に付加される。インキュ
ベーション後、ホモ二量体アッセイ標準物、ホモ二量体対照、及びＴＤＢ試験試料により
誘導されるレポーター活性の量が測定される。ＴＤＢ試験試料中の生物学的に活性である
抗ＣＤ３ホモ二量体の量は、抗ＣＤ３ホモ二量体アッセイ標準物から生成された標準曲線
から決定される。試験試料中に存在する抗ＣＤ３ホモ二量体のパーセンテージは、試験試
料中に存在するＴＤＢの総量に対する、存在する抗ＣＤ３ホモ二量体の量の比により決定
される。
【００９２】
　いくつかの実施形態において、Ｔ細胞の集団は、約０．０１ｎｇ／ｍＬ～約５０ｎｇ／
ｍＬ、約０．０５ｎｇ／ｍＬ～約５０ｎｇ／ｍＬ、約０．１ｎｇ／ｍＬ～約５０ｎｇ／ｍ
Ｌ、約０．５ｎｇ／ｍＬ～約５０ｎｇ／ｍＬ、約１ｎｇ／ｍＬ～約５０ｎｇ／ｍＬ、約５
ｎｇ／ｍＬ～約５０ｎｇ／ｍＬ、約１０ｎｇ／ｍＬ～約５０ｎｇ／ｍＬ、約０．０１ｎｇ
／ｍＬ～約４０ｎｇ／ｍＬ、約０．０１ｎｇ／ｍＬ～約３０ｎｇ／ｍＬ、約０．０１ｎｇ
／ｍＬ～約２０ｎｇ／ｍＬ、約０．０１ｎｇ／ｍＬ～約１０ｎｇ／ｍＬ、約０．０１ｎｇ
／ｍＬ～約５ｎｇ／ｍＬ、約０．０１ｎｇ／ｍＬ～約１ｎｇ／ｍＬ、約０．０１ｎｇ／ｍ
Ｌ～約０．５ｎｇ／ｍＬ、約０．０１ｎｇ／ｍＬ～約０．１ｎｇ／ｍＬ、約０．０１ｎｇ
／ｍＬ～約０．０５ｎｇ／ｍＬ、約０．１ｎｇ／ｍＬ～約１０ｎｇ／ｍＬ、約０．５ｎｇ
／ｍＬ～約１０ｎｇ／ｍＬ、約１ｎｇ／ｍＬ～約１０ｎｇ／ｍＬ、または約５ｎｇ／ｍＬ
～約５０ｎｇ／ｍＬのいずれか１つの濃度範囲でＴＤＢを含む組成物と接触される。
【００９３】
　いくつかの実施形態において、抗ＣＤ３ホモ二量体アッセイ標準物からの標準曲線は、
約０．０１ｎｇ／ｍＬ～５０ｎｇ／ｍＬのいずれか１つの範囲である複数の濃度でレポー
ターＴ細胞を抗ＣＤ３ホモ二量体と接触させることにより生成される。いくつかの実施形
態において、抗ＣＤ３ホモ二量体標準物の複数の濃度には、１００／ｍＬ　ｎｇ、１５０
ｎｇ／ｍＬ、２００ｎｇ／ｍＬ、２５０ｎｇ／ｍＬ、５００ｎｇ／ｍＬ、７５０ｎｇ／ｍ
Ｌ、１μｇ／ｍＬ、２．５μｇ／ｍＬ、５μｇ／ｍＬ、１０μｇ／ｍＬ、２５μｇ／ｍＬ
、５０μｇ／ｍＬ、１００μｇ／ｍＬ、２５０μｇ／ｍＬ、または５００μｇ／ｍＬのい
ずれか１つが含まれる。いくつかの実施形態において、抗ＣＤ３ホモ二量体標準物の複数
の濃度は、約３、約４、約５、約６、約７、約８、約９、約１０、または１０を超える濃
度である。
【００９４】
　本方法の正確性は、既知の量の抗ＣＤ３ホモ二量体の精製量を、ＴＤＢの調製物に添加
すること及び抗ＣＤ３ホモ二量体の回収パーセントを測定することにより評価される。い
くつかの実施形態において、抗ＣＤ３ホモ二量体とＴＤＢとの１つ以上の混合物は、約１
００ｎｇ、１５０ｎｇ、２００ｎｇ、２５０ｎｇ、５００ｎｇ、７５０ｎｇ、１μｇ、２
．５μｇ、５μｇ、１０μｇ、２５μｇ、５０μｇ、１００μｇ、２５０μｇ、または５
００μｇのいずれか１つを超える精製された抗ＣＤ３ホモ二量体を、約１ｍｇ／ｍＬのα
ＣＤ２０／αＣＤ３　ＴＤＢストックに付加することにより生成される。
【００９５】
　いくつかの実施形態において、レポーターは、細胞を本組成物と接触させた後、約１時
間、約２時間、約３時間、約４時間、約５時間、約６時間、約７時間、約８時間、約９時
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間、約１０時間、約１２時間、約１６時間、約２０時間、または約２４時間後を超えるい
ずれか１つに検出される。いくつかの実施形態において、レポーターは、細胞を本組成物
と接触させた約１時間～約２４時間、約１時間～約１２時間、約１時間～約８時間、約１
時間～約６時間、約１時間～約４時間、約１時間～約２時間、約４時間～約２４時間、約
４時間～約１２時間、約４時間～約８時間、約８時間～約２４時間、約８時間～約１２時
間、約１６時間～約２４時間、約１６時間～約２０時間、または約２０時間～約２４時間
後のいずれか１つの間に検出される。
【００９６】
Ｅ．アッセイ開発
　以下は、ＴＤＢの調製物中の抗ＣＤ３ホモ二量体を検出するための細胞に基づくアッセ
イを開発する、例示的かつ非限定的な方法である。
【００９７】
　ＤＮＡ構築体：レンチウイルスは、ＴＤＢ二重特異性抗体の純度を評価するために使用
される安定細胞株を生成するために使用される。ＮＦＡＴ（活性化Ｔ細胞の核因子）、Ａ
Ｐ－１（Ｆｏｓ／Ｊｕｎ）、ＮＦＡＴ／ＡＰ１、ＮＦκＢ、ＦＯＸＯ、ＳＴＡＴ３，５、
及びＩＲＦに関するＤＮＡ認識エレメントにより調節された最小ＴＫプロモーターの制御
下でレポーター遺伝子ホタルルシフェラーゼ、ウミシイタケルシフェラーゼ、またはナノ
ルシフェラーゼを発現するレンチウイルスベクターが構築される。安定レポーター細胞株
の生成のために使用されるレンチウイルス発現カセットは、構成的プロモーター／エンハ
ンサー（ＥＦ１アルファまたはＳＶ４０）の制御下で多様な抗生物質選択マーカーを発現
して、安定細胞株の生成を可能にした第三世代自己不活性化バイシストロニックベクター
であり得る。使用されるレポーターレンチウイルスベクターは、ｐＣＤＨ．ＭＣＳ．ＥＦ
１ａ．Ｐｕｒｏから修飾され、市販されるベクターである（ＳＢＩ　ｂｉｏｓｃｉｅｎｃ
ｅｓ；Ｃａｔ　Ｎｏ．ＣＤ５１０Ｂ－１）。プロモーター修飾には、ＣＭＶ最小プロモー
ターの除去及び多様なエンハンサーエレメント（ＮＦＡＴ、ＮＦκＢなど）による置換、
ｐＲＫ５．ＣＭＶ．ルシフェラーゼからの最小コアＲＮＡポリメラーゼプロモーター（Ｔ
ＡＴＡボックス）の付加（Ｏｓａｋａ，Ｇ　ｅｔ　ａｌ．，１９９６　Ｊ　Ｐｈａｒｍ　
Ｓｃｉ．１９９６，８５：６１２－６１８）、及び内部ＤＮＡからの異なる選択カセット
の置換（ｐＲＫ５．ｔｋ．ｎｅｏ由来のネオマイシン抵抗性遺伝子、ｐＲＫ５．ｔｋ．ｈ
ｙｇｒｏ由来のハイグロマイシン抵抗性遺伝子、及びｐＲＫ５．ｔｋ．ブラストサイジン
（ｂｌａｓｔｏｃｉｄｉｎ）由来のブラスチサイジン抵抗性遺伝子）が含まれる。エンハ
ンサーエレメントの活性化における選択のために使用される構成的プロモーターの影響は
、プロモーター／エンハンサークロストークを最小限に抑えるように設計されたＤＮＡの
非コーディング伸展の組み込みにより最小である。ｐＲＫ５．ＣＭＶ．ルシフェラーゼ由
来のホタルルシフェラーゼ（Ｏｓａｋａ，１９９６）は、修飾レンチウイルス親ベクター
のＨｉｎｄＩＩＩ－ＮｏｔＩ部位にクローン化される。ウミシイタケルシフェラーゼ及び
ナノルシフェラーゼを含む他の発光性タンパク質も、ＨｉｎｄＩＩＩ－ＮｏｔＩ部位にサ
ブクローン化され得る。２９３ｓ（２９３懸濁液適合細胞株）細胞の一過性トランスフェ
クションによりウイルスストックを生成するために使用されるレンチウイルスパッケージ
ング構築体（ｐＣＭＶ．ＨＩＶデルタ、ｐＣＭＣ．ＶＳＶ－Ｇ、及びｐＣＭＶ．Ｒｅｖ）
を得る（ｐＣＭＶ．ＶＳＶ－Ｇ）か、または生成することができる（ｐＣＭＶ．ＨＩＶデ
ルタ、ｐＣＭＶ．ＲＥＶ）。ＨＩＶ菌株ＭＮ（Ｎａｋａｍｕｒａ，ＧＲ　ｅｔ　ａｌ．，
１９９３，Ｊ．Ｖｉｒｏｌ．６７（１０）：６１７９－６１９１）が、ｐＣＭＶ．ＨＩＶ
デルタパッケージングベクターを生成するために使用され得、安全性を目的とした、欠失
によりＨＩＶウイルスエンベロープならびに５’及び３’ＬＴＲに対する修飾を不活性化
するために内部ＥｃｏＲＩの部分消化欠失を含有する。ＨＩＶ　Ｒｅｖは、ＲＴ－ＰＣＲ
によるｐＣＭＶ．ＨＩＶデルタトランスフェクト２９３ｓ細胞ＲＮＡからクローン化され
、ｐＲＫ５．ｔｋ．ｎｅｏのＣｌａＩ－Ｘｈｏ部位中に導入される。レンチウイルスレポ
ーターに疑似させるためのＶＳＶ－Ｇの使用（ＨＩＶ　ｅｎｖの代わりにＶＳＶ－Ｇを置
換すること）は、任意の細胞型の感染を可能にする。レンチウイルス発現プラスミド及び
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パッケージング構築体は、Ｓｔｂｌ２適格細胞中で増幅され（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌ
ｏｇｉｅｓ，Ｃａｔ．第１０２６８－０１９）、ＤＮＡがＱｉａｇｅｎ　Ｍａｘｉ　Ｐｒ
ｅｐキットを使用して精製される（Ｃａｔ．第１２６６２）。全てのＤＮＡ構築体は、Ｄ
ＮＡ配列決定により確認される。
【００９８】
　レポーター遺伝子アッセイ細胞株開発：Ｊｕｒｋａｔ　ＣＤ４＋Ｔ細胞株（ＤＳＭＺ，
Ｃａｔ．第ＡＣＣ　２８２）及びＣＴＬＬ－２　ＣＤ８＋Ｔ細胞株（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈ
ｎｏｌｏｇｉｅｓ，Ｃａｔ．第Ｋ１６５３）は、レポーター遺伝子アッセイの実行可能性
を評価し、ＴＤＢによるＴ細胞の活性化を監視するために使用される。ＮＦＡＴ（活性化
Ｔ細胞の核因子）、ＡＰ－１（Ｆｏｓ／Ｊｕｎ）、ＮＦＡＴ／ＡＰ１、ＮＦκＢ、ＦＯＸ
Ｏ、ＳＴＡＴ３，５、及びＩＲＦに関するＤＮＡ認識エレメントにより調節された最小Ｔ
Ｋプロモーターの制御下でレポーター遺伝子ホタルルシフェラーゼ、ウミシイタケルシフ
ェラーゼ、またはナノルシフェラーゼを発現するレンチウイルスベクターが構築される。
レポーター遺伝子ウイルスストックは、標準方法を使用して、２９３ｓ細胞の一過性トラ
ンスフェクションにより生成され、ＶＳＶ－Ｇを用いて疑似され、濃縮され、滴定される
（Ｎａｌｄｉｎｉ，Ｌ．，ｅｔ　ａｌ．，１９９６　Ｓｃｉｅｎｃｅ，２７２：２６３－
２６７）。Ｊｕｒｋａｔ　ＣＴＬＬ－２細胞は、遠心（ｓｐｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ）に
より１０のＭＯＩでレンチウイルスレポーターウイルスストックに感染し、３日後、感染
した細胞は、抗生物質抵抗性に関して選択される。２週間後、安定プールが生成され、精
製されたＴＤＢに対する応答に関して評価される。コピー数及び統合を評価するｑＰＣＲ
方法が、全ての安定プールがレポーター構築体に安定して感染することを示すために使用
される。精製された抗ＣＤ３ホモ二量体は、ＮＦＡＴ及びＮＦκＢ　Ｊｕｒｋａｔレポー
タープールの両方を活性化できる。他のＴＤＢに関しても同様の応答が観察された。これ
らの実験に基づいて、Ｊｕｒｋａｔ／ＮＦκＢ－ルシフェラーゼ及びＪｕｒｋａｔ／ＮＦ
ＡＴ－ルシフェラーゼの限定希釈液が産出され、単一細胞クローニング及び単一の安定レ
ポーター細胞株の生成を可能にする。
【００９９】
　Ｔ細胞活性化不純物アッセイの開発及び評価：抗ＣＤ３ホモ二量体は、標的細胞の不在
下でＴ細胞を活性化し得、したがって、ＴＤＢとは別個の活性を表す産生物関連不純物で
ある。ＴＤＢ精製調製物中の不純物として存在する抗ＣＤ３ホモ二量体種は、共有または
非共有に連結し得、したがって、変異体が架橋し、それにより、Ｔ細胞の表面上でＴＣＲ
を活性化することを可能にする立体配座を採用し得る。ＴＤＢが１つの抗ＣＤ３アームし
か有しないため、ＴＤＢは、Ｔ細胞のみでインキュベートされるとき、ＴＣＲを架橋でき
ず、活性しない。インビボにおいて、ＴＤＢは、エフェクター細胞（単球、マクロファー
ジ、ＮＫ細胞）により媒介されたＦｃｇＲ媒介性架橋を介してＴ細胞上でＴＣＲを架橋す
ることが可能であり得る。
【０１００】
　存在するａＣＤ３ホモ二量体変異体の量を定量化するために、既知の濃度の精製された
ａＣＤ３ホモ二量体標準物がＪｕｒｋａｔ／ＮＦκＢ－ホタルルシフェラーゼクローン２
細胞株でインキュベートされるとき、観察されたルシフェラーゼ活性の最適合曲線からＴ
ＤＢ試料中で観察されたルシフェラーゼ活性の量が計算される（図７）。各試料中の不純
物の濃度のマトリックス効果及び影響を評価するために、段階希釈液が調製され、エンド
ポイントアッセイにおいて希釈直線性が査定される。存在するホモ二量体の総量は、ＴＤ
Ｂの総質量中に存在する不純物の質量により決定され、抗ＣＤ３ホモ二量体％として表さ
れる。本方法は、精製されたＴＤＢ調製物中の精製された抗ＣＤ３ホモ二量体を０．１マ
イクログラム（０．１ｐｐｍ）の少量まで定量的に検出できる。アッセイフォーマットも
、現在のプロセスの最初の精製ステップで先に精製されていないＴＤＢ材料中の不純物活
性化を検出できると示されており、かつ不純物を除去するＴＤＢに関して使用される精製
手法を査定するために使用されている。精製された抗ＣＤ３ホモ二量体に添加すると、ア
ッセイフォーマットは、ＴＤＢ試験材料中、０．５％の低さのホモ二量体添加材料の正確
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な回収を示す（図７）。本方法は、ＴＤＢの現在の精製プロセスがアッセイの定量化の限
界を下回るまでホモ二量体及び他のＴ細胞活性化種を除去することを示すために他の直交
性アッセイと併せて使用されている。しかし、プロセス開発の間、多様な試料は、抗ＣＤ
３ホモ二量体質量分析アッセイと相関しないアッセイにおいてＴ細胞活性化活動を有する
と示された。他の直交性分析方法との相関性は、これらの他の種がいくつかの形態の集合
体、またはＨＭＷＳであり得ることを提示する（図９）。ＴＤＢの集合体は、ＴＣＲクラ
スター形成及び活性を誘導することになる。多様な製剤試験の評価中に観察されるように
、１．５％の少量のＨＭＷＳがアッセイにおいて著しい活性を誘導し得ることが観察され
た。これらの他の種の精製及び査定は、ＴＤＢの純度及び安全性を査定するために、多様
な不純物参考標準物を使用する不純物アッセイの開発を可能にする。異なるレポーター遺
伝子細胞株の使用は、存在する異なる種の分類を可能にし得る。したがって、抗ＣＤ３ホ
モ二量体％の現在報告されている値は、これらの試みの結果として別の値に修正されてよ
い。レポーター遺伝子アッセイ手法が生物学的に活性である不純物を検出する感受性は、
療法剤中に存在し得る産生物変異体の分類及び受容可能なレベルの査定に関して有用な一
般的な手法である。
【０１０１】
ＩＩＩ．キット
　本発明のいくつかの態様において、本明細書に記載されるようなＴ細胞活性化に応答す
るレポーター複合体を含む操作されたＴ細胞を含む組成物を保持し、かつ任意にその使用
に関する指示書を提供する容器を含むキットまたは製品が提供される。いくつかの実施形
態において、本キットは、抗ＣＤ３ホモ二量体アッセイ標準物（既知の濃度の精製された
抗ＣＤ３ホモ二量体）、及び／または抗ＣＤ３ホモ二量体対照を提供する。本容器は、製
剤を保持し、容器上のラベルまたは容器に関連するラベルは、使用上の指示を示し得る。
本製品は、他の緩衝液、希釈液、培養器、レポーター分子を検出するための試薬、及び使
用上の指示を有する添付文書を含む、商業的視点及び使用者の視点から望ましい他の材料
をさらに含み得る。
【０１０２】
ＩＶ．ポリペプチド
　本明細書に記載される方法を使用して分析されるポリペプチドは概して、組み換え技法
を使用して産生される。組み換えタンパク質を産生するための方法が、例えば、米国特許
第第５，５３４，６１５号及び同第４，８１６，５６７号に記載され、参照により本明細
書に具体的に組み込まれる。いくつかの実施形態において、目的のタンパク質は、ＣＨＯ
細胞内で産生される（例えば、ＷＯ９４／１１０２６を参照されたい）。いくつかの実施
形態において、目的のポリペプチドは、Ｅ．ｃｏｌｉ細胞内で産生される。例えば、米国
特許第５，６４８，２３７号、米国特許第５，７８９，１９９号、及び米国特許第５，８
４０，５２３号を参照されたい。これらは、発現及び分泌を最適化するための翻訳開始領
域（ＴＩＲ）及びシグナル配列を記載する。Ｃｈａｒｌｔｏｎ，Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　
Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，Ｖｏｌ．２４８（Ｂ．Ｋ．Ｃ．Ｌｏ，ｅｄ．，Ｈ
ｕｍａｎａ　Ｐｒｅｓｓ，Ｔｏｔｏｗａ，Ｎ．Ｊ．，２００３），ｐｐ．２４５－２５４
も参照されたい。これは、Ｅ．ｃｏｌｉ内の抗体断片の発現を記載する。組み換え技法を
使用するとき、ポリペプチドは、細胞内で産生され得るか、ペリプラズム空間で産生され
得るか、または培地に直接分泌され得る。
【０１０３】
　ポリペプチドは、培養培地または宿主細胞溶解物から回収され得る。ポリペプチドの発
現に用いられる細胞は、多様な物理的または化学的手段、例えば、凍結融解サイクル、超
音波処理、機械的破壊、または細胞溶解剤により破壊され得る。ポリペプチドが細胞内で
産生される場合、第１のステップとして、粒子状残屑、宿主細胞または溶解された断片が
、例えば、遠心分離または限外濾過により除去される。Ｃａｒｔｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｂ
ｉｏ／Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　１０：１６３－１６７（１９９２）は、Ｅ．ｃｏｌｉのペ
リプラズム空間に分泌されるポリペプチドを単離するための手順を記載する。簡潔に言う
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と、細胞ペーストが、酢酸ナトリウム（ｐＨ３．５）、ＥＤＴＡ、及びフッ化フェニルメ
チルスルホニル（ＰＭＳＦ）の存在下で、約３０分にわたって融解される。細胞残屑は、
遠心分離により除去され得る。ポリペプチドが培地に分泌される場合、かかる発現系由来
の上清が概して、市販のポリペプチド濃縮フィルター、例えば、ＡｍｉｃｏｎまたはＭｉ
ｌｌｉｐｏｒｅ　Ｐｅｌｌｉｃｏｎ限外濾過装置を使用して最初に濃縮される。ＰＭＳＦ
などのプロテアーゼ阻害剤は、タンパク質分解を阻害するために前述のステップのいずれ
かに含まれ得、抗生物質は、外来性汚染物質の成長を阻止するために含まれ得る。
【０１０４】
　いくつかの実施形態において、ポリペプチド及び１つ以上の汚染物質を含む本組成物中
のポリペプチドは、本発明の方法により分析前に精製または部分的に精製されている。例
えば、本方法のポリペプチドは、親和性クロマトグラフィー、陽イオン交換クロマトグラ
フィー、陰イオン交換クロマトグラフィー、混合モードクロマトグラフィー、及び疎水性
相互作用クロマトグラフィーからの溶離液中にある。いくつかの実施形態において、ポリ
ペプチドは、タンパク質Ａクロマトグラフィーからの溶離液中にある。
【０１０５】
　本発明の方法により分析され得るポリペプチドの例には、免疫グロブリン、イムノアド
ヘシン、抗体、酵素、ホルモン、融合タンパク質、Ｆｃ含有タンパク質、免疫コンジュゲ
ート、サイトカイン、及びインターロイキンが含まれるが、これらに限定されない。
【０１０６】
（Ａ）抗体
　本明細書に記載される方法のいずれかのいくつかの実施形態において、本明細書に記載
される方法によりポリペプチド及びポリペプチドを含む製剤を分析する方法のいずれかで
使用するためのポリペプチドは、抗体である。いくつかの実施形態において、ポリペプチ
ドは、Ｔ細胞依存性二重特異性（ＴＤＢ）抗体である。
【０１０７】
　抗体の分子標的には、（ｉ）ＣＤ３、ＣＤ４、ＣＤ８、ＣＤ１９、ＣＤ１１ａ、ＣＤ２
０、ＣＤ２２、ＣＤ３４、ＣＤ４０、ＣＤ７９α（ＣＤ７９ａ）、及びＣＤ７９β（ＣＤ
７９ｂ）；（ｉｉ）ＥｒｂＢ受容体ファミリーのメンバー、例えば、ＥＧＦ受容体、ＨＥ
Ｒ２、ＨＥＲ３、またはＨＥＲ４受容体；（ｉｉｉ）細胞接着分子、例えば、ＬＦＡ－１
、Ｍａｃ１、ｐ１５０，９５、ＶＬＡ－４、ＩＣＡＭ－１、ＶＣＡＭ、及びαｖ／β３イ
ンテグリン（それらのアルファサブユニットまたはベータサブユニット（例えば、抗ＣＤ
１１ａ、抗ＣＤ１８、または抗ＣＤ１１ｂ抗体）を含む）；（ｉｖ）成長因子、例えば、
ＶＥＧＦ；ＩｇＥ；血液型抗原；ｆｌｋ２／ｆｌｔ３受容体；肥満（ＯＢ）受容体；ｍｐ
ｌ受容体；ＣＴＬＡ－４；タンパク質Ｃ、ＢＲ３、ｃ－ｍｅｔ、組織因子、β７など；（
ｖ）細胞表面及び膜貫通腫瘍関連抗原（ＴＡＡ）、例えば、米国特許第７，５２１，５４
１号に記載されるもの、ならびに（ｖｉ）他の標的、例えば、ＦｃＲＨ５、ＬｙＰＤ１、
ＴｅｎＢ２などに限定されないＣＤタンパク質、及びそれらのリガンドが含まれる。いく
つかの実施形態において、抗体は、抗ＣＤ２０／抗ＣＤ３抗体である。例示的な二重特異
性抗体が表１に提供される。
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【０１０８】
　他の例示的な抗体には、抗エストロゲン受容体抗体、抗プロゲステロン受容体抗体、抗
ｐ５３抗体、抗ＨＥＲ－２／ｎｅｕ抗体、抗ＥＧＦＲ抗体、抗カテプシンＤ抗体、抗Ｂｃ
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ｌ－２抗体、抗Ｅ－カドヘリン抗体、抗ＣＡ１２５抗体、抗ＣＡ１５－３抗体、抗ＣＡ１
９－９抗体、抗ｃ－ｅｒｂＢ－２抗体、抗Ｐ－糖タンパク質抗体、抗ＣＥＡ抗体、抗網膜
芽細胞腫タンパク質抗体、抗ｒａｓ腫瘍性タンパク質抗体、抗Ｌｅｗｉｓ　Ｘ抗体、抗Ｋ
ｉ－６７抗体、抗ＰＣＮＡ抗体、抗ＣＤ３抗体、抗ＣＤ４抗体、抗ＣＤ５抗体、抗ＣＤ７
抗体、抗ＣＤ８抗体、抗ＣＤ９／ｐ２４抗体、抗ＣＤ１０抗体、抗ＣＤ１１ａ抗体、抗Ｃ
Ｄ１１ｃ抗体、抗ＣＤ１３抗体、抗ＣＤ１４抗体、抗ＣＤ１５抗体、抗ＣＤ１９抗体、抗
ＣＤ２０抗体、抗ＣＤ２２抗体、抗ＣＤ２３抗体、抗ＣＤ３０抗体、抗ＣＤ３１抗体、抗
ＣＤ３３抗体、抗ＣＤ３４抗体、抗ＣＤ３５抗体、抗ＣＤ３８抗体、抗ＣＤ４１抗体、抗
ＬＣＡ／ＣＤ４５抗体、抗ＣＤ４５ＲＯ抗体、抗ＣＤ４５ＲＡ抗体、抗ＣＤ３９抗体、抗
ＣＤ１００抗体、抗ＣＤ９５／Ｆａｓ抗体、抗ＣＤ９９抗体、抗ＣＤ１０６抗体、抗ユビ
キチン抗体、抗ＣＤ７１抗体、抗ｃ－ｍｙｃ抗体、抗サイトケラチン抗体、抗ビメンチン
抗体、抗ＨＰＶタンパク質抗体、抗カッパ軽鎖抗体、抗ラムダ軽鎖抗体、抗メラノソーム
抗体、抗前立腺特異的抗原抗体、抗Ｓ－１００抗体、抗ｔａｕ抗原抗体、抗フィブリン抗
体、抗ケラチン抗体、及び抗Ｔｎ－抗原抗体から限定することなく選択されるものが含ま
れる。
【０１０９】
（ｉ）モノクローナル抗体
　いくつかの実施形態において、抗体は、モノクローナル抗体である。モノクローナル抗
体は、実質的に同種の抗体の集団から得られ、すなわち、その集団に含まれる個々の抗体
は、同一であり、かつ／または同じエピトープに結合するが、モノクローナル抗体の産生
中に生じる想定される変異体は除外され、かかる変異体は、概して、少量で存在する。し
たがって、「モノクローナル」という修飾語は、個別のまたはポリクローナル抗体の混合
物ではないものとしての抗体の特徴を示す。
【０１１０】
　例えば、モノクローナル抗体は、Ｋｏｈｌｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ　２５６
：４９５（１９７５）に最初に記載されるハイブリドーマ方法を使用して作製され得るか
、または組み換えＤＮＡ方法により作製され得る（米国特許第４，８１６，５６７号）。
【０１１１】
　ハイブリドーマ法において、マウス、またはハムスターなどの他の適切な宿主動物が、
本明細書に記載されるように免疫化されて、免疫化のために使用されるポリペプチドに特
異的に結合することになる抗体を産生するか、または産生できるリンパ球が誘発される。
あるいは、リンパ球は、インビトロで免疫化され得る。次いで、リンパ球は、ポリエチレ
ングリコールなどの好適な融合剤を使用して骨髄腫細胞で融合されて、ハイブリドーマ細
胞を形成する（Ｇｏｄｉｎｇ，Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ｐｒｉｎ
ｃｉｐｌｅｓ　ａｎｄ　Ｐｒａｃｔｉｃｅ，ｐｐ．５９－１０３（Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐ
ｒｅｓｓ，１９８６））。
【０１１２】
　このように調製されたハイブリドーマ細胞は、播種され、非融合の親骨髄腫細胞の成長
または生存を阻害する１つ以上の物質を好ましくは含有する好適な培養培地で成長する。
例えば、親骨髄腫細胞が、酵素ヒポキサンチングアニンホスホリボシルトランスフェラー
ゼ（ＨＧＰＲＴまたはＨＰＲＴ）を欠く場合、ハイブリドーマのための培養培地は典型的
には、ヒポキサンチン、アミノプテリン、及びチミジン（ＨＡＴ培地）を含み、これらの
物質は、ＨＧＰＲＴ欠損細胞の成長を阻止する。
【０１１３】
　いくつかの実施形態において、骨髄腫細胞は、効率的に融合し、選択された抗体産生細
胞による安定した高レベルの抗体産生を支援し、ＨＡＴ培地などの培地に感受性を示すも
のである。いくつかの実施形態において、とりわけ、骨髄腫細胞株は、Ｓａｌｋ　Ｉｎｓ
ｔｉｔｕｔｅ　Ｃｅｌｌ　Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ　Ｃｅｎｔｅｒ，Ｓａｎ　Ｄｉｅｇ
ｏ，Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ　ＵＳＡから入手可能なＭＯＰＣ－２１及びＭＰＣ－１１マウ
ス腫瘍、ならびにＡｍｅｒｉｃａｎ　Ｔｙｐｅ　Ｃｕｌｔｕｒｅ　Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ
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，Ｒｏｃｋｖｉｌｌｅ，Ｍａｒｙｌａｎｄ　ＵＳＡから入手可能なＳＰ－２またはＸ６３
－Ａｇ８－６５３細胞に由来するものなどのマウス骨髄腫株である。ヒト骨髄腫及びマウ
ス－ヒトヘテロ骨髄腫細胞株も、ヒトモノクローナル抗体の産生に関して記載されている
（Ｋｏｚｂｏｒ，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１３３：３００１（１９８４）、Ｂｒｏｄｅｕｒ
　ｅｔ　ａｌ．，Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｙ　Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　Ｔ
ｅｃｈｎｉｑｕｅｓ　ａｎｄ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ　ｐｐ．５１－６３（Ｍａｒｃ
ｅｌ　Ｄｅｋｋｅｒ，Ｉｎｃ．，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，１９８７））。
【０１１４】
　ハイブリドーマ細胞が成長する培養培地は、抗原を対象とするモノクローナル抗体の産
生に関してアッセイされる。いくつかの実施形態において、ハイブリドーマ細胞により産
生されたモノクローナル抗体の結合特異性は、免疫沈降によるか、または放射免疫アッセ
イ（ＲＩＡ）もしくは酵素連結免疫吸収アッセイ（ＥＬＩＳＡ）などのインビトロ結合ア
ッセイにより決定される。
【０１１５】
　モノクローナル抗体の結合親和性は、例えば、Ｍｕｎｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ａｎａｌ
．Ｂｉｏｃｈｅｍ．１０７：２２０（１９８０）のスキャチャード分析により決定され得
る。
【０１１６】
　所望の特異性、親和性、及び／または活性を有する抗体を産生するハイブリドーマ細胞
が特定された後、クローンは、限界希釈手順によりサブクローン化され、標準の方法によ
り成長され得る（Ｇｏｄｉｎｇ，Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ｐｒｉ
ｎｃｉｐｌｅｓ　ａｎｄ　Ｐｒａｃｔｉｃｅ　ｐｐ．５９－１０３（Ａｃａｄｅｍｉｃ　
Ｐｒｅｓｓ，１９８６））。この目的に好適な培養培地には、例えば、Ｄ－ＭＥＭまたは
ＲＰＭＩ－１６４０培地が含まれる。加えて、ハイブリドーマ細胞は、動物における腹水
腫瘍としてインビボで成長し得る。
【０１１７】
　サブクローンにより分泌されたモノクローナル抗体は、従来の免疫グロブリン精製手順
、例えば、ポリペプチドＡ－セファロース、ヒドロキシアパタイトクロマトグラフィー、
ゲル電気泳動、透析、または親和性クロマトグラフィーなどにより、培養培地、腹水、ま
たは血清から好適に分離される。
【０１１８】
　モノクローナル抗体をコードするＤＮＡは、従来の手順を使用して（例えば、マウス抗
体の重鎖及び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り）容易に単離及び配列決定される。いくつかの実施形態において、
ハイブリドーマ細胞は、かかるＤＮＡの供給源としての機能を果たす。単離されると、Ｄ
ＮＡは発現ベクター内に配置され得、これは次いで、宿主細胞、例えばＥ．ｃｏｌｉ細胞
、サルＣＯＳ細胞、チャイニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）細胞、あるいは免疫グロブリ
ンポリペプチドを産生しない骨髄腫細胞などにトランスフェクトされて、組み換え宿主細
胞内のモノクローナル抗体の合成体が得られる。抗体をコードするＤＮＡの細菌における
組み換え発現に関する概説には、Ｓｋｅｒｒａ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃｕｒｒ．Ｏｐｉｎｉｏ
ｎ　ｉｎ　Ｉｍｍｕｎｏｌ．５：２５６－２６２（１９９３）、及びＰｌｕｃｋｔｈｕｎ
，Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｒｅｖｓ．，１３０：１５１－１８８（１９９２）が含まれる。
【０１１９】
　さらなる一実施形態において、抗体または抗体断片は、ＭｃＣａｆｆｅｒｔｙ　ｅｔ　
ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ　３４８：５５２－５５４（１９９０）に記載される技法を使用し
て生成された抗体ファージライブラリから単離され得る。Ｃｌａｃｋｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ
．，Ｎａｔｕｒｅ　３５２：６２４－６２８（１９９１）、及びＭａｒｋｓ　ｅｔ　ａｌ
．，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２２２：５８１－５９７（１９９１）は、それぞれ、ファー
ジライブラリを使用したマウス及びヒト抗体の単離を記載する。続報は、鎖シャッフリン
グによる高親和性（ｎＭ範囲）ヒト抗体の産生（Ｍａｒｋｓ　ｅｔ　ａｌ．，Ｂｉｏ／Ｔ
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ｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，１０：７７９－７８３（１９９２））、ならびに非常に大きなファ
ージライブラリを構築するための方策としてのコンビナトリアル感染及びインビボ組み換
え（Ｗａｔｅｒｈｏｕｓｅ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎｕｃ．Ａｃｉｄｓ．Ｒｅｓ．２１：２２６
５－２２６６（１９９３））を記載する。したがって、これらの技法は、モノクローナル
抗体を単離するための従来のモノクローナル抗体ハイブリドーマ技法の実行可能な代替案
である。
【０１２０】
　ＤＮＡは、例えば、同種マウス配列の代わりにヒト重鎖及び軽鎖定常ドメインのコード
配列を置換することによって（米国特許第４，８１６，５６７号、Ｍｏｒｒｉｓｏｎ　ｅ
ｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８１：６８５１（１９８
４））、または非免疫グロブリンポリペプチドのコード配列の全てもしくは一部を免疫グ
ロブリンコード配列に共有結合することによっても修飾され得る。
【０１２１】
　典型的には、かかる非免疫グロブリンポリペプチドは、抗体の定常ドメインの代わりに
置換されるか、またはそれらが、抗体の１つの抗原結合部位の可変ドメインの代わりに置
換されて、抗原に対して特異性を有する１つの抗原結合部位、及び異なる抗原に対して特
異性を有する別の抗原結合部位を含むキメラ二価抗体を作製する。
【０１２２】
　本明細書に記載される方法のいずれかのいくつかの実施形態において、抗体は、ＩｇＡ
、ＩｇＤ、ＩｇＥ、ＩｇＧ、またはＩｇＭである。いくつかの実施形態において、抗体は
、ＩｇＧモノクローナル抗体である。
【０１２３】
（ｉｉ）ヒト化抗体
　いくつかの実施形態において、抗体は、ヒト化抗体である。非ヒト抗体をヒト化するた
めの方法が当技術分野で記載されている。いくつかの実施形態において、ヒト化抗体は、
非ヒトである供給源からそれに導入される１つ以上のアミノ酸残基を有する。これらの非
ヒトアミノ酸残基は、多くの場合、典型的には「移入」可変ドメインから得られる「移入
」残基と称される。ヒト化は本質的に、Ｗｉｎｔｅｒ及び共同研究者らの方法に従い（Ｊ
ｏｎｅｓ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ　３２１：５２２－５２５（１９８６）、Ｒｉｅ
ｃｈｍａｎｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ　３３２：３２３－３２７（１９８８）、Ｖ
ｅｒｈｏｅｙｅｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｓｃｉｅｎｃｅ　２３９：１５３４－１５３６（１９
８８））、超可変領域配列をヒト抗体の対応する配列の代わりに置換することにより行わ
れる。したがって、かかる「ヒト化」抗体は、インタクトなヒト可変ドメインより実質的
により少ない部分が、非ヒト種由来の対応する配列により置換されているキメラ抗体であ
る（米国特許第４，８１６，５６７号）。実際に、ヒト化抗体は典型的には、いくつかの
超可変領域残基、かつ場合によってはいくつかのＦＲ残基が、齧歯類抗体中の類似部位か
らの残基により置換されているヒト抗体である。
【０１２４】
　ヒト化抗体を作製するのに使用されるヒト可変ドメインの選定は、軽ドメイン及び重ド
メインの両方とも、抗原性を低減するのに非常に重要である。いわゆる「最適合」方法に
よると、齧歯類抗体の可変ドメインの配列は、既知のヒト可変－ドメイン配列の全ライブ
ラリに対して選別される。次いで、齧歯類のものに最も近いヒト配列が、ヒト化抗体のた
めのヒトフレームワーク領域（ＦＲ）として受け入れられる（Ｓｉｍｓ　ｅｔ　ａｌ．，
Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１５１：２２９６（１９９３）、Ｃｈｏｔｈｉａ　ｅｔ　ａｌ．，
Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．１９６：９０１（１９８７））。別の方法は、軽または重鎖可変
領域の特定の下位群の全てのヒト抗体のコンセンサス配列に由来する特定のフレームワー
ク領域を使用する。同じフレームワークが、いくつかの異なるヒト化抗体のために使用さ
れ得る（Ｃａｒｔｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ
　８９：４２８５（１９９２）、Ｐｒｅｓｔａ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１
５１：２６２３（１９９３））。
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【０１２５】
　抗体が、抗原に対する高親和性及び他の好ましい生物学的特性を保持してヒト化される
ことがさらに重要である。この目標に到達するために、本方法のいくつかの実施形態にお
いて、ヒト化抗体は、親及びヒト化配列の三次元モデルを使用した、親配列及び多様な概
念上のヒト化産生物の分析プロセスにより調製される。三次元免疫グロブリンモデルは一
般的に利用可能であり、当業者にはよく知られている。選択された候補免疫グロブリン配
列の推定される三次元立体配座構造を例示及び表示するコンピュータプログラムが利用可
能である。これらのディスプレイの精査は、候補免疫グロブリン配列の機能における残基
の可能性の高い役割の分析、すなわち、候補免疫グロブリンがその抗原に結合する能力に
影響する残基の分析を可能にする。このように、標的抗原（複数可）に対する増加した親
和性などの所望の抗体特徴が到達されるように、ＦＲ残基をレシピエント及び移入配列か
ら選択し、組み合わされ得る。概して、超可変領域残基は、抗原結合への影響を直接的に
、かつ最も実質的に伴う。
【０１２６】
（ｉｉｉ）ヒト抗体
　いくつかの実施形態において、抗体は、ヒト抗体である。ヒト化の代替物として、ヒト
抗体が生成され得る。例えば、免疫化すると内因性免疫グロブリン産生の不在下でヒト抗
体の完全レパートリーを産生することのできるトランスジェニック動物（例えば、マウス
）を産生することが現在では可能である。例えば、キメラ及び生殖系列突然変異マウスに
おける抗体重鎖結合領域（ＪＨ）遺伝子のホモ接合欠失が、内因性抗体産生の完全な阻害
をもたらすことが記載されている。かかる生殖系突然変異マウス内にヒト生殖系免疫グロ
ブリン遺伝子アレイを移動させると、抗原攻撃に際してヒト抗体の産生をもたらすであろ
う。例えば、Ｊａｋｏｂｏｖｉｔｓ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓ
ｃｉ．ＵＳＡ　９０：２５５１（１９９３）、Ｊａｋｏｂｏｖｉｔｓ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎ
ａｔｕｒｅ　３６２：２５５－２５８（１９９３）、Ｂｒｕｇｇｅｒｍａｎｎ　ｅｔ　ａ
ｌ．，Ｙｅａｒ　ｉｎ　Ｉｍｍｕｎｏ．７：３３（１９９３）、ならびに米国特許第５，
５９１，６６９号、同第５，５８９，３６９号、及び同第５，５４５，８０７号を参照さ
れたい。
【０１２７】
　あるいは、ファージディスプレイ技術（ＭｃＣａｆｆｅｒｔｙ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔ
ｕｒｅ　３４８：５５２－５５３（１９９０））は、未免疫供与体の免疫グロブリン可変
（Ｖ）ドメイン遺伝子レパートリーから、ヒト抗体及び抗体断片をインビトロで産生する
ために使用され得る。この技法によると、抗体Ｖドメイン遺伝子は、Ｍ１３またはｆｄな
どの糸状バクテリオファージの主要または非主要なコートポリペプチド遺伝子にインフレ
ームでクローン化され、ファージ粒子の表面上に機能的抗体断片として表示される。糸状
粒子はファージゲノムの一本ストランドＤＮＡコピーを含有することにより、抗体の機能
的特性に基づく選択は、それらの特性を呈する抗体をコードする遺伝子の選択をもたらす
。したがって、ファージは、Ｂ細胞の特性のいくつかを模倣する。ファージディスプレイ
は、様々なフォーマットで行われ得、それらの概説に関しては、例えば、Ｊｏｈｎｓｏｎ
，Ｋｅｖｉｎ　Ｓ．ａｎｄ　Ｃｈｉｓｗｅｌｌ，Ｄａｖｉｄ　Ｊ．，Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｏ
ｐｉｎｉｏｎ　ｉｎ　Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ　Ｂｉｏｌｏｇｙ　３：５６４－５７１（１
９９３）を参照されたい。Ｖ－遺伝子セグメントのいくつかの供給源は、ファージディス
プレイのために使用され得る。Ｃｌａｃｋｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ，３５２
：６２４－６２８（１９９１）は、免疫化マウスの脾臓に由来するＶ遺伝子の小さなラン
ダムコンビナトリアルライブラリから、抗オキサゾロン抗体の多種多様なアレイを単離し
た。未免疫のヒト供与体由来のＶ遺伝子のレパートリーは、構築され得、多種多様なアレ
イの抗原（自己抗原を含む）に対する抗体は、Ｍａｒｋｓ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｍｏｌ．
Ｂｉｏｌ．２２２：５８１－５９７（１９９１）、またはＧｒｉｆｆｉｔｈ　ｅｔ　ａｌ
．，ＥＭＢＯ　Ｊ．１２：７２５－７３４（１９９３）により記載される技法に従って本
質的に単離され得る。米国特許第５，５６５，３３２号及び同第５，５７３，９０５号も
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参照されたい。
【０１２８】
　また、ヒト抗体は、インビトロ活性化Ｂ細胞により生成され得る（米国特許第５，５６
７，６１０号及び同第５，２２９，２７５号を参照されたい）。
【０１２９】
（ｉｖ）抗体断片
　いくつかの実施形態において、抗体は、抗体断片である。抗体断片を産生するための多
様な技法が開発されている。従来、これらの断片は、インタクトな抗体のタンパク質分解
消化により得られていた（例えば、Ｍｏｒｉｍｏｔｏ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊｏｕｒｎａｌ　
ｏｆ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ　ａｎｄ　Ｂｉｏｐｈｙｓｉｃａｌ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　２
４：１０７－１１７（１９９２）、及びＢｒｅｎｎａｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｓｃｉｅｎｃｅ
　２２９：８１（１９８５）を参照されたい）。しかし、これらの断片は、現在、組み換
え宿主細胞により直接産生され得る。例えば、抗体断片は、上記で考察される抗体ファー
ジライブラリから単離され得る。あるいは、Ｆａｂ’－ＳＨ断片は、Ｅ．ｃｏｌｉから直
接回収され、化学的にカップリングして、Ｆ（ａｂ’）２断片を形成し得る（Ｃａｒｔｅ
ｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｂｉｏ／Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　１０：１６３－１６７（１９９２）
）。別の手法によると、Ｆ（ａｂ’）２断片は、組み換え宿主細胞培養物から直接単離さ
れ得る。抗体断片を産生するための他の技法が、当業者に明らかであろう。他の実施形態
において、最適な抗体は、一本鎖Ｆｖ断片（ｓｃＦｖ）である。ＷＯ９３／１６１８５、
米国特許第５，５７１，８９４号、及び米国特許第５，５８７，４５８号を参照されたい
。抗体断片は、例えば、米国特許第５，６４１，８７０号に記載されるように、「線状抗
体」であってもよい。かかる線状抗体断片は、単一特異性または二重特異性であり得る。
【０１３０】
　いくつかの実施形態において、本明細書に記載される抗体の断片が提供される。いくつ
かの実施形態において、抗体断片は、抗原結合断片である。いくつかの実施形態において
、抗原結合断片は、Ｆａｂ断片、Ｆａｂ’断片、Ｆ（ａｂ’）２断片、ｓｃＦｖ、Ｆｖ、
及びダイアボディからなる群から選択される。
【０１３１】
（ｖ）二重特異性抗体
　いくつかの実施形態において、抗体は、二重特異性抗体である。二重特異性抗体は、少
なくとも２つの異なるエピトープに対する結合特異性を有する抗体である。例示的な二重
特異性抗体は、２つの異なるエピトープに結合し得る。あるいは、二重特異性抗体結合ア
ームは、細胞防御機序を細胞に局在化するように、Ｔ細胞受容体分子（例えば、ＣＤ２ま
たはＣＤ３）などの白血球上の誘発分子、またはＦｃγＲＩ（ＣＤ６４）、ＦｃγＲＩＩ
（ＣＤ３２）、及びＦｃγＲＩＩＩ（ＣＤ１６）などのＩｇＧ（ＦｃγＲ）のＦｃ受容体
に結合するアームと組み合わされ得る。二重特異性抗体は、全長抗体または抗体断片とし
て調製され得る（例えば、Ｆ（ａｂ’）２二重特異性抗体）。いくつかの実施形態におい
て、抗体は、Ｔ細胞依存性二重特異性（ＴＤＢ）抗体である。いくつかの実施形態におい
て、ＴＤＢは、標的抗原結合断片及びＴ細胞受容体結合断片を含む。いくつかの実施形態
において、ＴＤＢは、標的抗原結合断片及びＣＤ３結合断片を含む。いくつかの実施形態
において、ＴＤＢは、標的抗原結合断片及びＣＤ３ｅ結合断片を含む。
【０１３２】
　二重特異性抗体を作製するための方法が当技術分野で知られている。全長二重特異性抗
体の従来の産生は、２つの免疫グロブリン重鎖－軽鎖対の共発現に基づき、これらの２つ
の鎖は、異なる特異性を有する（Ｍｉｌｌｓｔｅｉｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ　３
０５：５３７－５３９（１９８３））。免疫グロブリン重鎖及び軽鎖のランダム分類によ
り、これらのハイブリドーマ（クアドローマ）は、１０個の異なる抗体分子の混合物を産
生する可能性があり、これらのうちの１つのみが正しい二重特異性構造を有する。通常は
親和性クロマトグラフィーステップにより行われる正しい分子の精製は、やや煩雑であり
、産生物収率は低い。同様の手順が、ＷＯ９３／０８８２９、及びＴｒａｕｎｅｃｋｅｒ
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　ｅｔ　ａｌ．，ＥＭＢＯ　Ｊ．，１０：３６５５－３６５９（１９９１）で開示される
。
【０１３３】
　異なる手法によると、所望の結合特異性を有する抗体可変ドメイン（抗体－抗原の組み
合わせ部位）が、免疫グロブリン定常ドメイン配列に融合される。いくつかの実施形態に
おいて、融合は、ヒンジ、ＣＨ２、及びＣＨ３領域の少なくとも一部を含む免疫グロブリ
ン重鎖定常ドメインとの融合である。いくつかの実施形態において、軽鎖結合に必要な部
位を含有する第１の重鎖定常領域（ＣＨ１）は、融合物のうちの少なくとも１つの中に存
在する。免疫グロブリン重鎖融合物、所望される場合、免疫グロブリン軽鎖融合物をコー
ドするＤＮＡは、別個の発現ベクターに挿入され、好適な宿主生物に共トランスフェクト
される。これは、構築時に使用される不均等な比率の３つのポリペプチド鎖が最適収率を
提供するとき、実施形態において、３つのポリペプチド断片の相互割合を調整する上で優
れた柔軟性を提供する。しかし、等しい比率での少なくとも２つのポリペプチド鎖の発現
が高収率をもたらすとき、またはそれらの比率が特に重要でないとき、２つまたは３つ全
てのポリペプチド鎖のコード配列を１つの発現ベクターに挿入することが可能である。
【０１３４】
　この手法のいくつかの実施形態において、二重特異性抗体は、一方のアームにある第１
の結合特異性を有するハイブリッド免疫グロブリン重鎖と、他方のアームにあるハイブリ
ッド免疫グロブリン重鎖－軽鎖対（第２の結合特異性を提供する）とからなる。二重特異
性分子の半分のみでの免疫グロブリン軽鎖の存在が容易な分離を提供するため、この非対
称構造が、望ましくない免疫グロブリン鎖の組み合わせからの所望の二重特異性化合物の
分離を容易にすることが見出された。この手法は、ＷＯ９４／０４６９０で開示されてい
る。二重特異性抗体の生成のさらなる詳細に関しては、例えば、Ｓｕｒｅｓｈ　ｅｔ　ａ
ｌ．，Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ　１２１：２１０（１９８６）を参
照されたい。
【０１３５】
　米国特許第５，７３１，１６８号に記載される別の手法によると、一対の抗体分子間の
界面を操作して、組み換え細胞培養から回収されるヘテロ二量体のパーセンテージを最大
にできる。いくつかの実施形態において、界面は、抗体定常ドメインのＣＨ３ドメインの
少なくとも一部を含む。この方法において、第１の抗体分子の界面由来の１つ以上の小さ
いアミノ酸側鎖は、より大きい側鎖（例えば、チロシンまたはトリプトファン）で置き換
えられる。大きい側鎖（複数可）と同一または同様のサイズの補償「キャビティ」は、大
きいアミノ酸側鎖をより小さいアミノ酸側鎖（例えば、アラニンまたはトレオニン）で置
き換えることにより第２の抗体分子の界面上に作製される。これは、ホモ二量体などの他
の望ましくない最終産生物よりもヘテロ二量体の収率を増加させるための機序を提供する
。
【０１３６】
　二重特異性抗体は、架橋または「ヘテロコンジュゲート」抗体を含む。例えば、ヘテロ
コンジュゲート中の抗体のうちの１つはアビジンにカップリングし、他のものはビオチン
にカップリングし得る。かかる抗体は、例えば、免疫系細胞の標的を望ましくない細胞に
絞るため（米国特許第４，６７６，９８０号）、及びＨＩＶ感染の処理のために提唱され
ている（ＷＯ９１／００３６０、ＷＯ９２／２００３７３、及びＥＰ０３０８９３６）。
ヘテロコンジュゲート抗体は、任意の簡便な架橋方法を使用して作製され得る。好適な架
橋剤は、当技術分野で周知されており、いくつかの架橋技法と併せて米国特許第４，６７
６，９８０号で開示される。
【０１３７】
　抗体断片から二重特異性抗体を生成するための技法も文献に記載されている。例えば、
二重特異性抗体は、化学連結を使用して調製され得る。Ｂｒｅｎｎａｎ　ｅｔ　ａｌ．，
Ｓｃｉｅｎｃｅ　２２９：８１（１９８５）は、インタクトな抗体がタンパク質分解的に
切断されて、Ｆ（ａｂ’）２断片を生成する手順を記載する。これらの断片は、ジチオー
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ル錯化剤である亜ヒ酸ナトリウムの存在下で還元されて、隣接するジチオールを安定させ
、分子間ジスルフィド形成を阻止する。次いで、生成されたＦａｂ’断片は、チオニトロ
ベンゾエート（ＴＮＢ）誘導体に変換される。次いで、Ｆａｂ’－ＴＮＢ誘導体のうちの
１つが、メルカプトエチルアミンを用いた還元によりＦａｂ’－チオールに再変換され、
等モル量の他のＦａｂ’－ＴＮＢ誘導体と混合されて、二重特異性抗体が形成される。産
生された二重特異性抗体は、酵素の選択的固定化のための薬剤として使用され得る。
【０１３８】
　組み換え細胞培養物から直接的に二重特異性抗体断片を作製及び単離するための多様な
技法も記載されている。例えば、二重特異性抗体は、ロイシンジッパーを使用して産生さ
れている。Ｋｏｓｔｅｌｎｙ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１４８（５）：１５
４７－１５５３（１９９２）。Ｆｏｓ及びＪｕｎタンパク質由来のロイシンジッパーペプ
チドが、遺伝子融合により２つの異なる抗体のＦａｂ’部分に連結した。抗体ホモ二量体
がヒンジ領域で還元されてモノマーが形成され、次いで、再酸化されて、抗体ヘテロ二量
体が形成された。この方法は、抗体ホモ二量体の産生のためにも利用され得る。Ｈｏｌｌ
ｉｎｇｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９０：６
４４４－６４４８（１９９３）により記載される「ダイアボディ」技術は、二重特異性抗
体断片を作製するための代替的な機序を提供している。断片は、同じ鎖上の２つのドメイ
ン間の対合を可能にするには短すぎるリンカーにより軽鎖可変ドメイン（ＶＬ）に連結し
た重鎖可変ドメイン（ＶＨ）を含む。したがって、１つの断片のＶＨ及びＶＬドメインは
、別の断片の相補的ＶＬ及びＶＨドメインと対合させられ、それにより、２つの抗原結合
部位が形成される。一本鎖Ｆｖ（ｓＦｖ）二量体の使用により二重特異性抗体断片を作製
するための別の方策も報告されている。Ｇｒｕｂｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏ
ｌ．１５２：５３６８（１９９４）を参照されたい。
【０１３９】
　二価を超える抗体が企図される。例えば、三重特異性抗体が調製され得る。Ｔｕｔｔ　
ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１４７：６０（１９９１）。
【０１４０】
（ｖ）多価抗体
　いくつかの実施形態において、抗体は、多価抗体である。多価抗体は、その抗体が結合
する抗原を発現する細胞により、二価抗体よりも速く内部移行（及び／または異化）され
得る。本明細書で提供される抗体は、３つ以上の抗原結合部位を有する（ＩｇＭクラス以
外の）多価抗体（例えば、四価抗体）であり得、これは、抗体のポリペプチド鎖をコード
する核酸の組み換え発現により容易に産生され得る。多価抗体は、二量体化ドメイン及び
３つ以上の抗原結合部位を含み得る。好ましい二量体化ドメインは、Ｆｃ領域またはヒン
ジ領域を含む（またはそれらからなる）。このシナリオにおいて、抗体は、Ｆｃ領域と、
Ｆｃ領域のアミノ末端側に３つ以上の抗原結合部位とを含むことになる。本明細書におけ
る好ましい多価抗体は、３～約８つ、しかし好ましくは４つの抗原結合部位を含む（また
は、それらからなる）。多価抗体は、少なくとも１つのポリペプチド鎖（及び、好ましく
は２つのポリペプチド鎖）を含み、ここで、ポリペプチド鎖（複数可）は、２つ以上の可
変ドメインを含む。例えば、ポリペプチド鎖（複数可）は、ＶＤ１－（Ｘ１）ｎ－ＶＤ２
－（Ｘ２）ｎ－Ｆｃを含み得、ここで、ＶＤ１は、第１の可変ドメインであり、ＶＤ２は
、第２の可変ドメインであり、Ｆｃは、Ｆｃ領域の１つのポリペプチド鎖であり、Ｘ１及
びＸ２は、アミノ酸またはポリペプチドを表し、ｎは、０または１である。例えば、ポリ
ペプチド鎖（複数可）は、ＶＨ－ＣＨ１－可動性リンカー－ＶＨ－ＣＨ１－Ｆｃ領域鎖、
またはＶＨ－ＣＨ１－ＶＨ－ＣＨ１－Ｆｃ領域鎖を含み得る。本明細書における多価抗体
は好ましくは、少なくとも２つの（及び、好ましくは４つの）軽鎖可変ドメインポリペプ
チドをさらに含む。本明細書における多価抗体は、例えば、約２～約８つの軽鎖可変ドメ
インポリペプチドを含み得る。本明細書で企図される軽鎖可変ドメインポリペプチドは、
軽鎖可変ドメインを含み、任意に、ＣＬドメインをさらに含む。いくつかの実施形態にお
いて、多価抗体は、Ｔ細胞結合断片を含む。いくつかの実施形態において、多価抗体は、
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Ｔ細胞受容体結合断片を含む。いくつかの実施形態において、多価抗体は、ＣＤ３結合断
片を含む。いくつかの実施形態において、多価抗体は、ＣＤ３ｅ結合断片を含む。
【０１４１】
　いくつかの実施形態において、抗体は、多重特異性抗体である。多重特異性抗体の例に
は、重鎖可変ドメイン（ＶＨ）及び軽鎖可変ドメイン（ＶＬ）を含む抗体（ＶＨＶＬ単位
が、ポリエピトープ特異性を有する）、２つ以上のＶＬ及びＶＨドメインを有し、各ＶＨ

ＶＬ単位が異なるエピトープに結合する抗体、２つ以上の単一可変ドメインを有し、各単
一可変ドメインが異なるエピトープに結合する抗体、全長抗体、抗体断片、例えば、Ｆａ
ｂ、Ｆｖ、ｄｓＦｖ、ｓｃＦｖ、ダイアボディ、二重特異性ダイアボディ、トリアボディ
、三機能的抗体、共有連結している抗体断片または共有連結していない抗体断片が含まれ
るが、これらに限定されない。いくつかの実施形態において、その抗体は、ポリエピトー
プ特異性、例えば、同じかまたは異なる標的（複数可）上の２つ以上の異なるエピトープ
に特異的に結合する能力を有する。いくつかの実施形態において、抗体は、単一特異性抗
体、例えば、１つのみのエピトープに結合する抗体である。一実施形態によれば、多重特
異性抗体は、５μＭ～０．００１ｐＭ、３μＭ～０．００１ｐＭ、１μＭ～０．００１ｐ
Ｍ、０．５μＭ～０．００１ｐＭ、または０．１μＭ～０．００１ｐＭの親和性で各エピ
トープに結合するＩｇＧ抗体である。
【０１４２】
（ｖｉ）他の抗体修飾
　例えば、抗体の抗原依存性細胞媒介性細胞傷害性（ＡＤＣＣ）及び／または補体依存性
細胞傷害性（ＣＤＣ）を増強するために、エフェクター機能に関して本明細書で提供され
る抗体を修飾することが望ましい場合がある。これは、１つ以上のアミノ酸置換を抗体の
Ｆｃ領域内に導入することにより到達され得る。あるいはまたは加えて、システイン残基
（複数可）は、Ｆｃ領域内に導入され得、それにより、この領域における鎖間ジスルフィ
ド結合形成を可能にする。このように生成されたホモ二量体抗体は、改善した内部移行能
力、ならびに／または増加した補体媒介性細胞死滅及び抗体依存性細胞傷害性（ＡＤＣＣ
）を有し得る。Ｃａｒｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｅｘｐ　Ｍｅｄ．１７６：１１９１－１
１９５（１９９２）、及びＳｈｏｐｅｓ，Ｂ．Ｊ．，Ｉｍｍｕｎｏｌ．１４８：２９１８
－２９２２（１９９２）を参照されたい。また、増強された抗腫瘍活性を有するホモ二量
体抗体は、Ｗｏｌｆｆ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　５３：２５６
０－２５６５（１９９３）に記載されるようなヘテロ二官能性架橋剤を使用して調製され
得る。あるいは、二重Ｆｃ領域を有し、それにより、増強された補体媒介性溶解及びＡＤ
ＣＣ能力を有し得る抗体が操作され得る。Ｓｔｅｖｅｎｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ａｎｔｉ
－Ｃａｎｃｅｒ　Ｄｒｕｇ　Ｄｅｓｉｇｎ　３：２１９－２３０（１９８９）を参照され
たい。
【０１４３】
　抗体の血清の半分を増加させるために、血清半減期、アミノ酸代替物が、ＵＳ２００６
／００６７９３０に記載されるような抗体において作製され得、参照によりその全体が本
明細書に組み込まれる。
【０１４４】
（Ｂ）ポリペプチド変異体及び修飾
　本明細書に記載される抗体を含むポリペプチドのアミノ酸配列修飾（複数可）が、本明
細書に記載されるポリペプチド（例えば、抗体）を精製する方法で使用され得る。
【０１４５】
（ｉ）変異体ポリペプチド
　「ポリペプチド変異体」は、ポリペプチドの全長天然配列、シグナルペプチドを欠くポ
リペプチド配列、シグナルペプチドを有するかまたは有しないポリペプチドの細胞外ドメ
インと少なくとも約８０％のアミノ酸配列同一性を有する本明細書で定義されるようなポ
リペプチド、好ましくは、活性ポリペプチドを意味する。かかるポリペプチド変異体には
、例えば、１つ以上のアミノ酸残基が全長天然アミノ酸配列のＮ末端またはＣ末端に付加
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または欠失されたポリペプチドが含まれる。通常、ＴＡＴポリペプチド変異体は、全長天
然配列ポリペプチド配列、シグナルペプチドを欠くポリペプチド配列、シグナルペプチド
を有するかまたは有しないポリペプチドの細胞外ドメインと少なくとも約８０％のアミノ
酸配列同一性、あるいは少なくとも約８５％、約９０％、約９５％、約９６％、約９７％
、約９８％、または約９９％のいずれかのアミノ酸配列同一性を有することになる。任意
に、変異体ポリペプチドは、天然ポリペプチド配列と比較して１個以下の保存的アミノ酸
置換を有するか、あるいは天然ポリペプチド配列と比較して約２、約３、約４、約５、約
６、約７、約８、約９、または約１０個のいずれか以下の保存的アミノ酸置換を有するこ
とになる。
【０１４６】
　変異体ポリペプチドは、Ｎ末端もしくはＣ末端で切断され得るか、または例えば、全長
天然ポリペプチドと比較して、内部残基を欠く場合がある。ある特定の変異体ポリペプチ
ドは、所望の生物活性にとって不可欠ではないアミノ酸残基を欠く場合がある。切断、欠
失、及び挿入を有するこれらの変異体ポリペプチドは、いくつかの従来の技法のいずれか
により調製され得る。所望の変異体ポリペプチドは、化学的に合成され得る。別の好適な
技法は、ポリメラーゼ鎖反応（ＰＣＲ）により所望の変異体ポリペプチドをコードする核
酸断片の単離及び増幅することを伴う。核酸断片の所望の末端を定義するオリゴヌクレオ
チドは、ＰＣＲにおいて５’プライマー及び３’プライマーで用いられる。好ましくは、
変異体ポリペプチドは、本明細書に開示される天然ポリペプチドと少なくとも１つの生物
学的及び／または免疫学的活性を共有する。
【０１４７】
　アミノ酸配列挿入には、長さが１残基から１００以上の残基を含有するポリペプチドの
範囲であるアミノ末端及び／またはカルボキシル末端の融合、ならびに単一または複数の
アミノ酸残基の配列内挿入が含まれる。末端挿入の例には、Ｎ－末端メチオニル残基を有
する抗体、または細胞傷害性ポリペプチドに融合した抗体が含まれる。抗体分子の他の挿
入変異体には、抗体の血清半減期を増加させる酵素またはポリペプチドへの抗体のＮ末端
またはＣ末端の融合が含まれる。
【０１４８】
　例えば、ポリペプチドの結合親和性及び／または他の生物学的特性を改善することが望
ましい場合がある。ポリペプチドのアミノ酸配列変異体は、適切なヌクレオチド変化を抗
体核酸に導入することにより、またはペプチド合成により調製される。かかる修飾には、
例えば、ポリペプチドのアミノ酸配列内の残基からの欠失、及び／またはそれへの挿入、
及び／またはその置換が含まれる。欠失、挿入、及び置換の任意の組み合わせは、最終構
築体を達成するためになされるが、但し、最終構築体が所望の特徴を有することを条件と
する。アミノ酸変化は、ポリペプチド（例えば、抗体）の翻訳後プロセスも改変し得、例
えば、グリコシル化部位の数または位置を変化できる。
【０１４９】
　どのアミノ酸残基が所望の活性に悪影響を及ぼすことなく挿入、置換、または欠失され
得るのかを決定する際の手引きは、ポリペプチドの配列を同種の既知のポリペプチド分子
の配列と比較し、かつ相同性の高い領域で行われたアミノ酸配列変化の数を最小限に抑え
ることにより見出され得る。
【０１５０】
　変異誘発の好ましい位置であるポリペプチド（例えば、抗体）のある特定の残基または
領域の特定に有用な方法は、Ｃｕｎｎｉｎｇｈａｍ　ａｎｄ　Ｗｅｌｌｓ，Ｓｃｉｅｎｃ
ｅ　２４４：１０８１－１０８５（１９８９）により記載されるような「アラニンスキャ
ニング変異誘発」と呼ばれる。ここで、残基または標的残基群（例えば、Ａｒｇ、Ａｓｐ
、Ｈｉｓ、Ｌｙｓ、及びＧｌｕなどの荷電残基）が特定され、中性または負に荷電された
アミノ酸（最も好ましくはアラニンまたはポリアラニン）に置き換えられて、アミノ酸と
抗原との相互作用に影響を及ぼす。次いで、置換に対する機能的感受性を示すアミノ酸位
置は、さらなるまたは他の変異体を置換部位に、またはそこの代わりに導入することによ
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り洗練される。したがって、アミノ酸配列変異を導入するための部位が予め決定されてい
る一方で、突然変異自体の性質は予め決定される必要はない。例えば、所与の部位での突
然変異の性能を分析するために、アラスキャニングまたはランダム突然変異生成が標的コ
ドンまたは領域で実行され、発現された抗体変異体が所望の活性に関して選別される。
【０１５１】
　別の型の変異体は、アミノ酸置換変異体である。これらの変異体は、異なる残基により
置き換えられた抗体分子内に少なくとも１つのアミノ酸残基を有する。置換突然変異生成
のために最も重要な部位には、超可変領域が含まれるが、ＦＲ改変も企図される。保存的
置換は、下記の表２の見出し「例示的な置換」の下に示される。かかる置換が生物活性の
変化をもたらす場合、表２に「置換」と表示されるか、またはアミノ酸クラスを参照して
以下にさらに記載されるより実質的な変化が導入され得、産生物が選別され得る。

【０１５２】
　ポリペプチドの生物学的特性の実質的な修飾は、（ａ）置換領域におけるポリペプチド
骨格の構造、例えば、シートもしくは螺旋立体配座、（ｂ）標的部位における分子の電荷
もしくは疎水性、または（ｃ）側鎖のバルクの維持に対するそれらの影響が著しく異なる
置換を選択することにより達成される。アミノ酸は、それらの側鎖の特性の類似性に従っ
て群分けされ得る（Ａ．Ｌ．Ｌｅｈｎｉｎｇｅｒ，Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　ｓｅｃｏ
ｎｄ　ｅｄ．，ｐｐ．７３－７５，Ｗｏｒｔｈ　Ｐｕｂｌｉｓｈｅｒｓ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒ
ｋ（１９７５））。
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（１）非極性：Ａｌａ（Ａ）、Ｖａｌ（Ｖ）、Ｌｅｕ（Ｌ）、Ｉｌｅ（Ｉ）、Ｐｒｏ（Ｐ
）、Ｐｈｅ（Ｆ）、Ｔｒｐ（Ｗ）、Ｍｅｔ（Ｍ）
（２）非荷電極性：Ｇｌｙ（Ｇ）、Ｓｅｒ（Ｓ）、Ｔｈｒ（Ｔ）、Ｃｙｓ（Ｃ）、Ｔｙｒ
（Ｙ）、Ａｓｎ（Ｎ）、Ｇｌｎ（Ｑ）
（３）酸性：Ａｓｐ（Ｄ）、Ｇｌｕ（Ｅ）
（４）塩基性：Ｌｙｓ（Ｋ）、Ａｒｇ（Ｒ）、Ｈｉｓ（Ｈ）
【０１５３】
　あるいは、自然発生する残基は、共通の側鎖特性に基づいて群に分別され得る。
　（１）疎水性：ノルロイシン、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）鎖配向に影響を及ぼす残基：Ｇｌｙ、Ｐｒｏ
　（６）芳香族：Ｔｒｐ、Ｔｙｒ、Ｐｈｅ
【０１５４】
　非保存的置換は、これらのクラスのうちの１つのメンバーと別のクラスのメンバーとの
交換を伴う。
【０１５５】
　抗体の適切な立体配座の維持を伴わない任意のシステイン残基も概してセリンで置換さ
れて、分子の酸化的安定性が改善され、異常な架橋が阻止され得る。逆に、システイン結
合（複数可）がポリペプチドに付加されて、その安定性が改善され得る（具体的には、抗
体がＦｖ断片などの抗体断片である場合）。
【０１５６】
　特に好ましい型の置換変異体は、親抗体（例えば、ヒト化抗体）の１つ以上の超可変領
域残基を置換することを伴う。概して、さらなる開発のために選択されて得られた変異体
（複数可）は、それらが生成される親抗体に対して改善された生物学的特性を有すること
になる。かかる置換変異体を生成するための簡便な方法は、ファージディスプレイを使用
した親和性成熟を伴う。簡潔には、いくつかの超可変領域部位（例えば、６～７つの部位
）が突然変異されて、各部位に全ての想定されるアミノ置換が生成される。このように生
成された抗体変異体は、各粒子内にパッケージングされたＭ１３の遺伝子ＩＩＩ産生物へ
の融合物として糸状ファージ粒子からの一価様式で表示される。次いで、ファージディス
プレイされた変異体は、本明細書で開示されるようなそれらの生物活性（例えば、結合親
和性）に関して選別される。修飾のための候補超可変領域部位を特定するために、アラニ
ンスキャニング突然変異生成が行われ、抗原結合に著しく寄与する超可変領域残基が特定
され得る。あるいは、または加えて、抗原－抗体複合体の結晶構造を分析して、抗体と標
的との間の接触点を特定することが有益であり得る。かかる接触残基及び隣接残基は、本
明細書に詳述される技法に従う置換の候補である。かかる変異体が生成されると、変異体
のパネルが本明細書に記載されるように選別され、１つ以上の関連アッセイにおいて優れ
た特性を有する抗体がさらなる開発のために選択され得る。
【０１５７】
　ポリペプチドの別の型のアミノ酸変異体は、抗体の元のグリコシル化パターンを改変す
る。ポリペプチドは、非アミノ酸部分を含み得る。例えば、ポリペプチドは、グリコシル
化され得る。かかるグリコシル化は、宿主細胞もしくは宿主生物でのポリペプチドの発現
中に自然に生じ得るか、またはヒト介入に起因する計画的な修飾であり得る。改変は、ポ
リペプチドに見られる１つ以上の炭水化物部分の欠失、及び／またはポリペプチド中に存
在しない１つ以上のグリコシル化部位の付加を意味する。
【０１５８】
　ポリペプチドのグリコシル化は典型的には、Ｎ連結またはＯ連結のいずれかである。Ｎ
連結は、炭水化物部分の、アスパラギン残基の側鎖への結合を指す。トリペプチド配列で
あるアスパラギン－Ｘ－セリン及びアスパラギン－Ｘ－トレオニン（式中、Ｘは、プロリ
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ン以外の任意のアミノ酸である）は、炭水化物部分の、アスパラギン側鎖への酵素結合の
認識配列である。したがって、ポリペプチド内でのこれらのトリペプチド配列のいずれか
の存在は、潜在的なグリコシル化部位を作製する。Ｏ連結グリコシル化は、糖類であるＮ
－アセイルガラクトサミン（ａｃｅｙｌｇａｌａｃｔｏｓａｍｉｎｅ）、ガラクトース、
またはキシロースのうちの１つの、ヒドロキシアミノ酸、最も一般的にはセリンまたはト
レオニンへの結合を指すが、５－ヒドロキシプロリンまたは５－ヒドロキシリジンも使用
され得る。
【０１５９】
　グリコシル化部位のポリペプチドへの付加は、（Ｎ連結グリコシル化部位のための）上
述されるトリペプチド配列のうちの１つ以上を含有するようにアミノ酸配列を改変するこ
とにより簡便に達成される。改変は、（Ｏ連結グリコシル化部位のための）元の抗体の配
列への１つ以上のセリンまたはトレオニン残基の付加、またはそれによる置換によっても
行われ得る。
【０１６０】
　ポリペプチド上に存在する炭水化物部分の除去は、化学的もしくは酵素的に、またはグ
リコシル化の標的としての機能を果たすアミノ酸残基をコードするコドンの突然変異置換
により達成され得る。ポリペプチド上の炭水化物部分の酵素的切断は、様々なエンド－及
びエキソ－グリコシダーゼの使用により到達され得る。
【０１６１】
　他の修飾には、それぞれ、グルタミニル残基及びアスパラギニル残基の、対応するグル
タミル残基及びアスパルチル残基それぞれへの脱アミド化、プロリン及びリジンのヒドロ
キシル化、セリルまたはトレオニル残基のヒドロキシル基のリン酸化、リジン、アルギニ
ン、及びヒスチジン側鎖のα－アミノ基のメチル化、Ｎ末端アミンのアセチル化、ならび
に任意のＣ末端カルボキシル基のアミド化が含まれる。
【０１６２】
（ｉｉ）キメラポリペプチド
　本明細書に記載されるポリペプチドは、別の異種ポリペプチドまたはアミノ酸配列に融
合したポリペプチドを含むキメラ分子を形成するための方法で修飾され得る。いくつかの
実施形態において、キメラ分子は、ポリペプチドと、抗タグ抗体が選択的に結合し得るエ
ピトープを提供するタグポリペプチドとの融合を含む。エピトープタグは概して、ポリペ
プチドのアミノ末端またはカルボキシル末端に位置する。かかるエピトープタグ形態のポ
リペプチドの存在は、タグポリペプチドに対する抗体を使用して検出され得る。エピトー
プタグの提供は、抗タグ抗体、またはエピトープタグに結合する別の型の親和性マトリッ
クスを使用してポリペプチドを親和性精製により容易に精製することも可能にする。
【０１６３】
　代替的な実施形態において、キメラ分子は、ポリペプチドと免疫グロブリンまたは免疫
グロブリンの特定の領域との融合を含み得る。キメラ分子の二価の形態は、「イムノアド
ヘシン」と称される。
【０１６４】
　本明細書で使用される場合、「イムノアドヘシン」という用語は、異種ポリペプチドの
結合特異性と、免疫グロブリン定常ドメインのエフェクター機能とを組み合わせた抗体様
分子を指す。構造的には、イムノアドヘシンは、抗体の抗原認識及び結合部位以外である
（すなわち、「異種である」）所望の結合特異性を有するアミノ酸配列と、免疫グロブリ
ン定常ドメイン配列との融合物を含む。イムノアドヘシンのアドヘシン部分は典型的には
、受容体またはリガンドの結合部位を少なくとも含んだ連続したアミノ酸配列である。イ
ムノアドヘシンにおける免疫グロブリン定常ドメイン配列は、ＩｇＧ－１、ＩｇＧ－２、
ＩｇＧ－３、もしくはＩｇＧ－４サブ型、ＩｇＡ（ＩｇＡ－１及びＩｇＡ－２を含む）、
ＩｇＥ、ＩｇＤ、またはＩｇＭなどの任意の免疫グロブリンから得ることができる。
【０１６５】
　Ｉｇ融合物は好ましくは、Ｉｇ分子内の少なくとも１つの可変領域の代わりに、ポリペ
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プチドの可溶性（欠失したか、または不活性化の膜貫通ドメイン）形態を置換することを
含む。特に好ましい実施形態において、免疫グロブリン融合は、ヒンジ、ＣＨ２及びＣＨ

３、またはＩｇＧ１分子のヒンジ、ＣＨ１、ＣＨ２、及びＣＨ３領域を含む。
【０１６６】
（ｉｉｉ）ポリペプチドコンシュゲート
　ポリペプチド製剤で使用するためのポリペプチドは、化学療法剤、成長阻害剤、毒素（
例えば、細菌、真菌、植物、もしくは動物起源の酵素的に活性な毒素、またはそれらの断
片）、または放射性同位体（すなわち、放射性コンジュゲート）などの細胞傷害性剤にコ
ンジュゲートされ得る。
【０１６７】
　かかるコンジュゲートの生成において有用な化学療法剤が使用され得る。加えて、使用
され得る酵素的に活性な毒素及びそれらの断片には、ジフテリアＡ鎖、ジフテリア毒素の
非結合活性断片、外毒素Ａ鎖（シュードモナスエルギノーサ由来）、リシンＡ鎖、アブリ
ンＡ鎖、モデシンＡ鎖、アルファ－サルシン、シナアブラギリタンパク質、ジアンシンタ
ンパク質、アメリカヤマゴボウタンパク質（ＰＡＰＩ、ＰＡＰＩＩ、及びＰＡＰ－Ｓ）、
ニガウリ阻害剤、クルシン、クロチン、サボンソウ阻害剤、ゲロニン、ミトゲリン、レス
トリクトシン、フェノマイシン、エノマイシン、及びトリコテセンが含まれる。様々な放
射性核種は、放射性コンジュゲートされたポリペプチドの産生のために利用可能である。
例には、２１２Ｂｉ、１３１Ｉ、１３１Ｉｎ、９０Ｙ、及び１８６Ｒｅが含まれる。ポリ
ペプチドと細胞傷害性剤とのコンシュゲートは、Ｎ－サクシニミジル－３－（２－ピリジ
ルジチオール）プロピオナート（ＳＰＤＰ）、イミノチオラン（ＩＴ）、イミドエステル
の二官能性誘導体（アジプイミド酸ジメチルＨＣＬなど）、活性エステル（スベリン酸ジ
サクシニミジルなど）、アルデヒド（グルタレルデヒド（ｇｌｕｔａｒｅｌｄｅｈｙｄｅ
）など）、ビス－アジド化合物（ビス（ｐ－アジドベンゾイル）ヘキサンジアミンなど）
、ビス－ジアゾニウム誘導体（ビス－（ｐ－ジアゾニウムベンゾイル）－エチレンジアミ
ンなど）、ジイソシアネート（トリエン（ｔｏｌｙｅｎｅ）２，６－イソシアネートなど
）、及びビス－活性フッ素化合物（１，５－ジフルオロ－２，４－ジニトロベンゼンなど
）などの様々な二官能性タンパク質カップリング剤を使用して作製される。例えば、リシ
ン免疫毒素は、Ｖｉｔｅｔｔａ　ｅｔ　ａｌ．，Ｓｃｉｅｎｃｅ　２３８：１０９８（１
９８７）に記載されるように調製され得る。炭素－１４－標識１－イソチオシアナトベン
ジル－３－メチルジエチレントリアミンペンタ酢酸（ＭＸ－ＤＴＰＡ）は、放射性ヌクレ
オチドをポリペプチドにコンジュゲートするための例示的なキレート剤である。
【０１６８】
　ポリペプチドと、カリケアマイシン、マイタンシノイド、トリコテン（ｔｒｉｃｈｏｔ
ｈｅｎｅ）、及びＣＣ１０６５、ならびに毒素活性を有するこれらの毒素の誘導体などの
１つ以上の小分子毒素とのコンシュゲートも本明細書で企図されている。
【０１６９】
　マイタンシノイドは、チューブリン重合を阻害することにより作用するマイトトティク
阻害剤である。マイタンシンは、東アフリカ低木メイテナス・セラタ（ｅａｓｔ　Ａｆｒ
ｉｃａｎ　ｓｈｒｕｂ　Ｍａｙｔｅｎｕｓ　ｓｅｒｒａｔａ）から最初に単離された。そ
の後、ある特定のマイクローブもまた、マイタンシノール及びＣ－３マイタンシノールエ
ステルなどのマイタンシノイドを産生することが発見された。合成マイタンシノール、な
らびにその誘導体及び類似体も企図される。例えば、米国特許第５，２０８，０２０号で
開示されるものを含む、ポリペプチド－マイタンシノイドコンジュゲートを作製するため
の、当技術分野で既知の多くの連結基が存在する。連結基には、上記で特定される特許で
開示されるようなジスフィド（ｄｉｓｕｌｆｉｄｅ）基、チオエーテル基、酸不安定性基
、光不安定基、ペプチダーゼ不安定基、またはエステラーゼ不安定基が含まれ、ジスルフ
ィド基及びチオエーテル基が好ましい。
【０１７０】
　連結の型に応じて、リンカーが多様な位置でマイタンシノイド分子に結合され得る。例
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えば、エステル結合は、従来のカップリング技法を使用するヒドロキシル基との反応によ
り形成され得る。反応は、ヒドロキシル基を有するＣ－３位、ヒルドキシメチル（ｈｙｒ
ｄｏｘｙｍｅｔｈｙｌ）で修飾したＣ－１４位、ヒドロキシル基で修飾したＣ－１５位、
及びヒドロキシル基を有するＣ－２０位で生じ得る。好ましい実施形態において、連結は
、マイタンシノールまたはマイタンシノール類似体のＣ－３位に形成される。
【０１７１】
　目的の別のコンジュゲートは、１つ以上のカリケアマイシン分子にコンジュゲートされ
たポリペプチドを含む。抗生物質のカリケアマイシンファミリーは、ピコモルを下回る濃
度で二本鎖ＤＮＡの切断をもたらすことができる。カリケアマイシンファミリーのコンジ
ュゲートの調製物に関しては、例えば、米国特許第５，７１２，３７４号を参照されたい
。使用され得るカリケアマイシンの構造的な類似体には、γ１

Ｉ、α２
Ｉ、α３

Ｉ、Ｎ－
ａｃｅｔｙｌ－γ１

Ｉ、ＰＳＡＧ、及びθ１
Ｉが含まれるが、これらに限定されない。抗

体がコンジュゲートされ得る別の抗腫瘍薬物は、葉酸代謝拮抗薬であるＱＦＡである。カ
リケアマイシン及びＱＦＡの両方は、細胞内作用部位を有し、血漿膜を容易に横断しない
。したがって、ポリペプチド（例えば、抗体）媒介性内部移行によるこれらの薬剤の細胞
取り込みは概して、それらの細胞傷害性効果を増強する。
【０１７２】
　本明細書に記載されるポリペプチドにコンジュゲートされ得る他の抗腫瘍薬剤には、Ｂ
ＣＮＵ、ストレプトゾイシン（ｓｔｒｅｐｔｏｚｏｉｃｉｎ）、ビンクリスチン、及び５
－フルオロウラシル、既知の集合的ＬＬ－Ｅ３３２８８複合体の薬剤のファミリー、なら
びにエスペラマイシンが含まれる。
【０１７３】
　いくつかの実施形態において、ポリペプチドは、ポリペプチドと、核酸分解活性（例え
ば、リボヌクレアーゼまたはＤＮＡエンドヌクレアーゼ、例えば、デオキシリボヌクレア
ーゼ、ＤＮａｓｅ）を有する化合物との間のコンジュゲートであり得る。
【０１７４】
　さらに別の実施形態において、ポリペプチド（例えば、抗体）は、ポリペプチド受容体
コンジュゲートが患者に投与される腫瘍事前標的で利用するために「受容体」（かかるス
トレプトアビジン）にコンジュゲートされ得、続いて、非結合コンジュゲートが、除去剤
を使用して血液循環から除去され、次いで、細胞傷害性剤（例えば、放射性ヌクレオチド
）にコンジュゲートされる「リガンド」（例えば、アビジン）が投与される。
【０１７５】
　いくつかの実施形態において、ポリペプチドは、前駆薬物（例えば、ペプチジル化学療
法剤）を活性抗癌薬物に変換する前駆薬物活性化酵素にコンジュゲートされ得る。免疫コ
ンジュゲートの酵素構成成分には、前駆薬物において、それをそのより活性な細胞傷害性
形態に変換するような方法で作用できる任意の酵素が含まれる。
【０１７６】
　有用である酵素には、リン酸塩含有前駆薬物を遊離薬物に変換するのに有用なアルカリ
ホスファターゼ；硫酸塩含有前駆薬物を遊離薬物に変換するのに有用なアリールスルファ
ターゼ；無毒性５－フルオロシトシンを抗癌薬物、５－フルオロウラシルに変換するのに
有用なシトシンデアミナーゼ；ペプチド含有前駆薬物を遊離薬物に変換するのに有用なセ
ラチアプロテアーゼ、サーモリシン、サブチリシン、カルボキシペプチダーゼ、及びカテ
プシン（カテプシンＢ及びＬなど）などのプロテアーゼ；Ｄ－アミノ酸置換基を含有する
前駆薬物を変換するのに有用なＤ－アラニルカルボキシペプチダーゼ；グリコシル化前駆
薬物を遊離薬物に変換するのに有用なβ－ガラクトシダーゼ及びノイラミニダーゼなどの
炭水化物切断酵素、β－ラクタムで誘導体化された薬物を遊離薬物に変換するのに有用な
β－ラクタマーゼ、ならびにアミン窒素において、フェノキシアセチル基またはフェニル
アセチル基でそれぞれ誘導体化された薬物を遊離薬物に変換するのに有用なペニシリンＶ
アミダーゼまたはペニシリンＧアミダーゼなどのペニシリンアミダーゼが含まれるが、こ
れらに限定されない。あるいは、酵素活性を有する抗体も「アブザイム」として当技術分
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野で知られており、前駆薬物を遊離活性薬物に変換するために使用され得る。
【０１７７】
（ｉｖ）その他
　ポリペプチドの別の型の共有結合修飾は、ポリペプチドを様々な非タンパク質性ポリマ
ー、例えば、ポリエチレングリコール、ポリプロピレングリコール、ポリオキシアルキレ
ン、またはポリエチレングリコール及びポリプロピレングリコールのコポリマーのうちの
１つに連結することを含む。ポリペプチドはまた、例えば、コアセルベーション技法もし
くは界面重合により調製されたマイクロカプセル（例えば、それぞれヒドロキシメチルセ
ルロースもしくはゼラチン－マイクロカプセル及びポリ－（メチルメタチレート（ｍｅｔ
ｈｙｌｍｅｔｈａｃｙｌａｔｅ）））中に、コロイド薬物送達系（例えば、リポソーム、
アルブミンマイクロスフェア、マイクロ乳濁液、ナノ粒子、及びナノカプセル）中に、ま
たはマクロ乳濁液中に取り込まれ得る。かかる技法は、Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａ
ｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，１８ｔｈ　ｅｄｉｔｉｏｎ，Ｇｅｎｎａｒ
ｏ，Ａ．Ｒ．，Ｅｄ．，（１９９０）で開示される。
【０１７８】
Ｖ．本製剤及び本方法で使用するためのポリペプチドの取得
　本明細書に記載される分析方法で使用されるポリペプチドは、組み換え方法を含む、当
技術分野で周知の方法を使用して得ることができる。以下の段落は、これらの方法に関す
る手引きを提供する。
【０１７９】
　（Ａ）ポリヌクレオチド
　本明細書で互換的に使用されるような「ポリヌクレオチド」または「核酸」は、任意の
長さのヌクレオチドのポリマーを指し、ＤＮＡ及びＲＮＡを含む。
【０１８０】
　ポリペプチドをコードするポリヌクレオチドは、ポリペプチドｍＲＮＡを有し、検出可
能なレベルでそれを発現すると考えられる組織から調製されたｃＤＮＡライブラリを含む
が、これに限定されない任意の供給源から得ることができる。したがって、ポリペプチド
をコードするポリヌクレオチドは、ヒト組織から調製されたｃＤＮＡライブラリから簡便
に得ることができる。ポリペプチドコード遺伝子も、ゲノムライブラリから、または既知
の合成手順（例えば、自動核酸合成）により得ることができる。
【０１８１】
　例えば、ポリヌクレオチドは、軽鎖または重鎖などの全体の免疫グロブリン分子鎖をコ
ードし得る。完全な重鎖は、重鎖可変領域（ＶＨ）だけでなく、典型的には３つの定常ド
メイン：ＣＨ１、ＣＨ２、及びＣＨ３を含むことになる重鎖定常領域（ＣＨ）、ならびに
「ヒンジ」領域を含む。ある状況において、定常領域の存在が望ましい。いくつかの実施
形態において、ポリヌクレオチドは、ＴＤＢの１つ以上の免疫グロブリン分子鎖をコード
する。
【０１８２】
ポリヌクレオチドによりコードされ得る他のポリペプチドは、単一ドメイン抗体（「ｄＡ
ｂｓ」）、Ｆｖ、ｓｃＦｖ、Ｆａｂ’、及びＦ（ａｂ’）２、ならびに「ミニボディ」な
どの抗原結合抗体断片を含む。ミニボディは（典型的には）、ＣＨ１及びＣＫまたはＣＬ

ドメインが切除されている二価抗体断片である。ミニボディが従来の抗体より小さいため
、それらは、臨床／診断での使用でより良好な組織浸透を達成するはずであるが、二価で
あるため、それらは、ｄＡｂｓなどの一価抗体断片より高い結合親和性を保持するはずで
ある。したがって、文脈が別途規定しない限り、「抗体」という用語は、本明細書で使用
される場合、全ての抗体分子だけでなく、上記で考察される型の抗原結合抗体断片も包含
する。好ましくは、コードされたポリペプチド中に存在する各フレームワーク領域は、対
応するヒトアクセプターフレームワークに対して少なくとも１つのアミノ酸置換を含むこ
とになる。したがって、例えば、フレームワーク領域は、アクセプターフレームワーク領
域に対して、合計で３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、また
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は１５個のアミノ酸置換を含み得る。
【０１８３】
　本明細書で開示される特徴は全て、任意の組み合わせで組み合わされ得る。本明細書で
開示される各特徴は、同じ、同等、または同様の目的を果たす代替の特徴により置き換え
られ得る。したがって、別途明確に示されない限り、開示される各特徴は、一般的な一連
の同等または同様の特徴の一例にすぎない。
【０１８４】
　本発明のさらなる詳細が、以下の非限定的な実施例により例示される。本明細書におけ
る全ての参考文献の開示は、参照により本明細書に明示的に組み込まれる。
【実施例】
【０１８５】
　以下の実施例は、単に本発明の例示となるよう意図されており、したがって、決して本
発明を限定するものと解釈されるべきではない。以下の実施例及び詳細な説明は、限定す
るものではなく、例示として提供されている。
【０１８６】
実施例１．抗ＣＤ３ホモ二量体によるＴ細胞の活性化。
　Ｔ細胞依存性二重特異性（ＴＤＢ）抗体（αＣＤ２０／αＣＤ３　ＴＤＢ、抗ＣＤ２０
（Ｍａｂ２；ＶＨ配列番号：３１／ＶＬ配列番号：３２）／抗ＣＤ３（Ｍａｂ１；ＶＨ配
列番号：１９／ＶＬ配列番号：２０））は、Ｔ細胞活性化及び抗原細胞死滅を誘導するた
めに、ＣＤ２０抗原発現細胞を必要とする。図１Ａで示されるように、ＣＤ８＋Ｔ細胞を
ヒト末梢血液から単離し、１：１の比にて抗原発現標的細胞株でインキュベートし、精製
されたαＣＤ２０／αＣＤ３　ＴＤＢ抗体の増加濃度で刺激した。ＴＤＢを細胞に付加し
た後、２４時間のインキュベーション後に、Ｔ細胞を、Ｔ細胞活性化のマーカーである、
Ｔ細胞の表面上で誘導されたＣＤ６９（Ｃ型レクチンタンパク質）及びＣＤ２５（ＩＬ－
２受容体）の量に関して、フローサイトメトリーにより評価した（Ｓｈｉｐｋｏｖａ　Ｍ
，２０１２，Ｃｌｉｎ．Ｃｈｉｍ．Ａｃｔａ．４１３：１３３８－４９、及びＺｉｅｇｌ
ｅｒ　ＳＦ，ｅｔ　ａｌ．，１９９４，Ｓｔｅｍ　Ｃｅｌｌｓ　１２（５）：４６５－４
６５）。ＣＤ６９及びＣＤ２５細胞表面発現は、αＣＤ２０／αＣＤ３　ＴＤＢを用いた
刺激に際して用量依存的に増加する。ＣＤ６９及びＣＤ２５細胞表面発現の増加の欠如を
根拠とするように、標的細胞（青色の矩形）の不在下ではＴ細胞活性化は存在しない。図
１Ｂに示すように、Ｔ細胞は、αＣＤ２０／αＣＤ３　ＴＤＢによる標的細胞死滅を媒介
するために必要とされる。ＰＢＭＣ、またはネガティブ選択によりＣＤ３＋（Ｔ細胞受容
体／ＣＤ３ｅサブユニット）が減損したＰＢＭＣ（Ｍｉｌｔｅｎｙ　Ｂｉｏｔｅｃ）を、
１：１の比にてＣＤ２０発現標的細胞株でインキュベートし、次いで、αＣＤ２０／αＣ
Ｄ３　ＴＤＢの増加濃度で刺激した。ＰＢＭＣは、２４時間後にフローサイトメトリーに
より標的細胞の数の用量依存性の減少を示した（赤色の丸）。しかし、ＣＤ３＋Ｔ細胞が
ＰＢＭＣプールから減損したとき、標的細胞の損失は検出されなかった（青色の矩形）。
したがって、αＣＤ２０／αＣＤ３　ＴＤＢによるＣＤ２０－発現標的細胞減損は、ＣＤ
３＋Ｔ細胞の活性化を必要とし、αＣＤ２０／αＣＤ３　ＴＤＢだけでは、標的細胞死滅
を誘導することができない。
【０１８７】
　精製された抗ＣＤ３ホモ二量体がヒト供与体Ｔ細胞を活性化する。２つの異なる供与体
からのヒト供与体ＰＢＭＣを、精製された抗ＣＤ３ホモ二量体またはαＣＤ２０／αＣＤ
３　ＴＤＢ二重特異性抗体の増加濃度で処理し、上述されるように２４時間後に、ＦＡＣ
ＳによりＴ細胞活性化のレベルに関して試験した。供与体１（図２、左側パネル）、及び
供与体２（図２、右側パネル）を、抗ＣＤ８抗体、抗ＣＤ６９、及び抗ＣＤ２５抗体で染
色した。抗ＣＤ３ホモ二量体またはαＣＤ２０／αＣＤ３　ＴＤＢ処理の量に対して、Ｔ
細胞活性化マーカーＣＤ６９及びＣＤ２５に対するＣＤ８＋Ｔ細胞の陽性パーセンテージ
をプロットした。抗ＣＤ３及びαＣＤ２０／αＣＤ３　ＴＤＢは、標的細胞の存在下でＴ
細胞を用量依存的に活性化するが、αＣＤ２０／αＣＤ３　ＴＤＢ（ＥＣ５０：４～６ｎ
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ｇ／ｍＬ）は、抗ＣＤ３ホモ二量体（ＥＣ５０：１６９～５２６ｎｇ／ｍＬ）より強力な
Ｔ細胞の活性化体である。供与体の可変性にかかわらず、抗ＣＤ３ホモ二量体は、ヒトＴ
細胞を活性化し得る。
【０１８８】
　抗ＣＤ３ホモ二量体は、二重特異性抗体の有効性を減少し得る。αＣＤ２０／αＣＤ３
　ＴＤＢを添加し、異なる濃度の精製された抗ＣＤ３ホモ二量体の応答を測定した。抗Ｃ
Ｄ３ホモ二量体は、２０％を超える抗ＣＤ３ホモ二量体のレベルで、Ｔ細胞活性化のレベ
ル及び標的細胞応答のレベルの両方においてαＣＤ２０／αＣＤ３　ＴＤＢの有効性を用
量依存的に著しく減少させる（図３Ａ及び表３）。αＣＤ２０／αＣＤ３　ＴＤＢに添加
した低レベルの抗ＣＤ３ホモ二量体（ＨＤ）は、ＰＢＭＣを使用してＴ細胞活性化を著し
く低減しない（ＣＤ８＋、図３Ｂ左側パネル；ＣＤ４＋、図３Ｂ右側パネル）。ＰＢＭＣ
を、精製された抗ＣＤ３ホモ二量体の定常量（２．５％または５％）で固定されたＴＤＢ
の増加レベルで刺激し、フローサイトメトリー（ＦＡＣＳ）により分析して、Ｔ細胞活性
化（Ｔ細胞活性化マーカーＣＤ６９及びＣＤ２５に関する染色）を評価した。５％未満の
レベルでの抗ＣＤ３ホモ二量体は、ＣＤ８＋またはＣＤ４＋Ｔ細胞のαＣＤ２０／αＣＤ
３　ＴＤＢのＴ細胞活性化電位に影響を与えない。

【０１８９】
　抗ＣＤ３ホモ二量体は、標的細胞の不在下での多様なヒト供与体からのヒトＣＤ８＋Ｔ
細胞を弱く活性化し得る。標的細胞の存在下で、αＣＤ２０／αＣＤ３　ＴＤＢは、６つ
のヒト供与体から単離されたＰＢＭＣからのＣＤ８＋Ｔ細胞の大半を強力に活性化するこ
とができ、低レベルの抗ＣＤ３ホモ二量体（２．５％または５％）は、ＴＤＢの平均Ｔ細
胞活性化電位を著しく活性化しない（図４Ａ；Ｂ＋状態）。標的細胞の不在下で（図４Ａ
；Ｂ－状態）、抗ＣＤ３ホモ二量体は、ＣＤ８＋Ｔ細胞を弱く活性化し得る（わずかな平
均活性化電位の増加）。ヒトＴ細胞の抗ＣＤ３ホモ二量体の活性化は、いくつかの代表的
なサイトカインの増加に対する用量依存傾向を示す。６つのヒト供与体から単離されたＰ
ＢＭＣを、標的細胞の存在（Ｂ＋状態）または不在（Ｂ－状態）下で、１ｍｇ／ｍＬのα
ＣＤ２０／αＣＤ３　ＴＤＢで刺激し、２．５％または５％のいずれかの精製された抗Ｃ
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Ｄ３ホモ二量体とともに、またはそれなしで添加し、Ｔ細胞活性化の指標としての分泌サ
イトカインに関して試験することによりＴ細胞活性化電位に関して評価した。２４時間後
、条件付けられた培地を収集し、Ｌｕｍｉｎｅｘのサイトカイン検出キットを使用してサ
イトカインの存在に関して試験した。標的細胞の不在下での抗ＣＤ３ホモ二量体処理は、
いくつかの供与体ＰＢＭＣからのいくつかのサイトカインレベル（ＩＬ－１０及びＭＣＰ
－１）において、著しい用量依存性の増加を示した（図４Ｂ～４Ｅ；Ｂ－状態）。平均サ
イトカインレベル応答がプロットされている。
【０１９０】
実施例２．抗ＣＤ３ホモ二量体不純物アッセイ
　生物学的不純物アッセイは、Ｔ細胞依存性二重特異性（ＴＤＢ）抗体の存在下でＴ細胞
活性化不純物の存在を検出するために開発されている。抗ＣＤ３ホモ二量体が二価である
ため、不純物の各アームは、Ｔ細胞活性化をもたらすＴＣＲを架橋する可能性があり得る
。ＯＫＴ３などの抗ＣＤ３二価抗体によるＴＣＲ媒介性架橋は、サイトカインなどの標的
遺伝子、またはＦａｓ、グランザイムＢ、及びパーフォリンなどの細胞死滅剤の転写誘導
をもたらすＮＦＡＴ及びＮＦκＢを含む転写因子のリン酸化及び核局在化をもたらすＴ細
胞シグナル伝達カスケードを活性化する（Ｂｒｏｗｎ，ＷＭ，２００６，Ｃｕｒｒ　Ｏｐ
ｉｎ　Ｉｎｖｅｓｔｉｇ　Ｄｒｕｇｓ　７：３８１－３８８、Ｆｅｒｒａｎ，Ｃ　ｅｔ　
ａｌ．，１９９３　Ｅｘｐ　Ｎｅｐｈｒｏｌ　１：８３－８９、Ｓｈａｎｎｏｎ，ＭＦ　
ｅｔ　ａｌ．，１９９５，Ｊ．Ｌｅｕｋｏｃ．Ｂｉｏｌ．５７：７６７－７７３；Ｓｈａ
ｐｉｒｏ，１９９８、Ｐａｒｄｏ，Ｊ，ｅｔ　ａｌ．，２００３，Ｉｎｔ　Ｉｍｍｕｎｏ
ｌ．，１５（１２）：１４４１－１４５０）。ＡＰ１、ＮＦＡＴ、またはＮＦκＢの転写
制御下のホタルルシフェラーゼなどのレポーター遺伝子は、シグナル伝達経路のＴＣＲ活
性化及びＴ細胞活性化を監視するために使用されている（Ｓｈａｎｎｏｎ，ＭＦ　ｅｔ　
ａｌ．，１９９５，Ｊ．Ｌｅｕｋｏｃ．Ｂｉｏｌ．５７：７６７－７７３；Ｓｈａｐｉｒ
ｏ，１９９８）。ＴＤＢが標的細胞の不在下でＴ細胞を活性化しないため（図１Ａ及び１
Ｂ）、ＴＤＢの存在下で抗ＣＤ３ホモ二量体を検出するための可能性のあるアッセイ方策
としてレポーター遺伝子アッセイ手法を評価した。まずは、抗ＣＤ３ホモ二量体がインビ
トロでＴ細胞を活性化し得るどうかを評価するために、Ｊｕｒｋａｔ　Ｔ細胞（ＤＳＭＺ
、ＡＣＣ２８２）を、組み換えＴＣＲ応答性レポーター遺伝子レンチウイルスストック（
ＡＰ１－ルシフェラーゼ、ＮＦＡＴ－ルシフェラーゼ、またはＮＦκＢ－ルシフェラーゼ
）で感染させ、安定プールを、１０μｇ／ｍＬの精製された抗ＣＤ３ホモ二量体で４時間
処理した。Ｊｕｒｋａｔ／ＡＰ１ルシフェラーゼ、Ｊｕｒｋａｔ／ＮＦＡＴルシフェラー
ゼ、及びＪｕｒｋａｔ／ＮＦκＢルシフェラーゼの安定プールは、精製された抗ＣＤ３ホ
モ二量体を用いた刺激に際してルシフェラーゼの用量依存性誘導を示す。発光応答（ルシ
フェラーゼレポーター遺伝子活性）をプロットし、最も高い応答は、Ｊｕｒｋａｔ／ＮＦ
κＢルシフェラーゼ安定プールから観察された。（図５Ａ）。限定希釈液により単離され
たＪｕｒｋａｔ／ＮＦκＢルシフェラーゼ安定クローンを、１０μｇ／ｍＬの精製された
抗ＣＤ３ホモ二量体に対するそれらの応答に関して選別した。Ｊｕｒｋａｔ　Ｔ細胞ＮＦ
κＢルシフェラーゼプールは、他のＴＣＲ応答エレメントと比較して抗ＣＤ３ホモ二量体
に対する最も高い応答を示したが、他の応答エレメントも抗ＣＤ３ホモ二量体を検出する
のに有用である可能性があり得る。（図５Ｂ）。
【０１９１】
　αＣＤ２０／αＣＤ３　ＴＤＢに対するか、または抗ＣＤ３ホモ二量体に対するこのク
ローンの相対応答を決定するために、Ｊｕｒｋａｔ／ＮＦκＢルシフェラーゼクローン２
の細胞株を、ＣＤ２０発現標的細胞株の存在下でαＣＤ２０／αＣＤ３　ＴＤＢまたは抗
ＣＤ３ホモ二量体の増加濃度で処理し、ルシフェラーゼ活性をプロットした（図６Ａ）。
１０％のウシ胎児血清で補充したＲＰＭＩ１６４０培地中で、細胞をαＣＤ２０／αＣＤ
３　ＴＤＢまたはＣＤ３ホモ二量体で４時間刺激した。精製されたものは、共刺激標的細
胞の存在下で、精製された抗ＣＤ３ホモ二量体より１０００倍多く活性している。抗ＣＤ
３ホモ二量体によるＴ細胞活性化のレベルは、αＣＤ２０／αＣＤ３　ＴＤＢによる活性
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化レベルより低いが、それは、標的細胞の存在下で検出可能である。標的細胞の不在下で
、αＣＤ２０／αＣＤ３　ＴＤＢは、この細胞株中のルシフェラーゼ転写のＮＦκＢ－依
存性活性化により測定される場合の高レベルのＴＤＢにおいてでさえもＴ細胞活性化をも
たらさないが、抗ＣＤ３ホモ二量体は、低レベルの産生物関連不純物においてでさえもル
シフェラーゼ誘導を誘導できる（図６Ｂ）。操作されたＪｕｒｋａｔ／ＮＦκＢルシフェ
ラーゼクローン２のレポーター遺伝子細胞株に対して観察されたこれらのＴ細胞活性化応
答は、Ｔ細胞活性化の他の測定値を使用して、供与体末梢血液単核細胞（ＰＢＭＣ）から
単離されたヒトＴ細胞を使用して観察された応答と比較可能であり、これは、Ｔ細胞活性
化応答を監視するためのレポーター遺伝子の使用が比較可能であることを示す（表４）。
Ｊｕｒｋａｔ／ＮＦκＢルシフェラーゼクローン２の細胞株（Ｊｕｒｋａｔ－ＮＦκＢＬ
ｕｃ）を、αＣＤ２０／αＣＤ３　ＴＤＢ中の抗ＣＤ３ホモ二量体不純物の検出のための
細胞に基づくアッセイ方法を開発及び最適化するために使用した。まとめて、これらのデ
ータは、操作されたＴ細胞レポーター遺伝子細胞株が、ＴＤＢ中の生物学的に活性である
抗ＣＤ３ホモ二量体である産生物関連不純物を検出するために使用され得ることを示す。

【０１９２】
　実施例３．抗ＣＤ３ホモ二量体を検出するための定量的方法
　αＣＤ２０／αＣＤ３　ＴＤＢの存在下で存在する生物学的に活性である不純物を検出
するための感受性の定量的分析方法が開発されている。αＣＤ２０／αＣＤ３　ＴＤＢの
Ｔ細胞活性化アッセイは、操作されたＴ細胞レポーター遺伝子細胞株であるＪｕｒｋａｔ
－ＮＦκＢＬｕｃを使用してＲｅｌ／ＮＦκＢシグナル伝達経路のＣＤ３ｅ／ＴＣＲ架橋
により誘導された活性化を測定することにより、ＴＤＢ試験試料中に存在する抗ＣＤ３ホ
モ二量体を検出する。アッセイ中に存在する標的細胞が存在しないため、抗ＣＤ３ホモ二
量体のみが、Ｔ細胞レポーター細胞株を活性化し得る。活性化ＮＦκＢは核に転位置し、
ルシフェラーゼの転写を促進する合成プロモーターにおいて８つのＮＦκＢ応答エレメン
トに結合する。アッセイにおいて、抗ＣＤ３ホモ二量体アッセイ標準物、抗ＣＤ３ホモ二
量体対照、及びαＣＤ２０／αＣＤ３　ＴＤＢ試験試料の希釈液を調製し、９６ウェルの
アッセイプレート中の培養Ｊｕｒｋａｔ－ＮＦκＢＬｕｃレポーター遺伝子細胞に付加し
た。ａＣＤ３ホモ二量体標準物は、αＣＤ２０／αＣＤ３　ＴＤＢ精製プロセスから単離
された多数の精製されたａＣＤ３ホモ二量体である。ａＣＤ３ホモ二量体対照は、精製さ
れたａＣＤ３ホモ二量体とともに添加したαＣＤ２０／αＣＤ３　ＴＤＢであり、アッセ
イにおいてシステム適性基準として使用される。アッセイにおけるａＣＤ３ホモ二量体対
照の使用は、不純物アッセイ実行で使用される方法に特異的である。４時間のインキュベ
ーションの後、ホモ二量体アッセイ標準物、ホモ二量体対照、及びαＣＤ２０／αＣＤ３
　ＴＤＢ試験試料により誘導されたルシフェラーゼ活性の量を、発光プレートリーダーを
使用して測定した。αＣＤ２０／αＣＤ３　ＴＤＢ試験試料中の生物学的に活性である抗
ＣＤ３ホモ二量体の量を、別個のセットのプレートウェル中の抗ＣＤ３ホモ二量体アッセ
イ標準物から生成された発光標準曲線から決定した（図７）。試験試料中に存在する抗Ｃ
Ｄ３ホモ二量体のパーセンテージを、試験試料中に存在するαＣＤ２０／αＣＤ３　ＴＤ
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Ｂの総量に対する、存在する抗ＣＤ３ホモ二量体の量の比により決定した。本方法の正確
性を、既知の量の精製された抗ＣＤ３ホモ二量体をαＣＤ２０／αＣＤ３　ＴＤＢの調製
物に添加すること、及び抗ＣＤ３ホモ二量体の回収パーセントを測定することにより評価
した。本方法は、全体的に良好な直線性を示し（図８）、全体的に６．８％の精密さを有
する（表５）。αＣＤ２０／αＣＤ３　ＴＤＢの１ｍｇ／ｍＬストックにおいて、本方法
は、添加レベルの抗ＣＤ３ホモ二量体を１５０ナノグラム、または０．０２％の低さまで
再現可能に検出することができた。実施された回収試験に基づいて、最適化された方法は
、ＴＤＢの多様な調製物中に存在する抗ＣＤ３ホモ二量体レベルを０．２５％～３５％の
抗ＣＤ３ホモ二量体に確実に定量化することができ、全体的に６．８％の精密さを有した
。各添加レベルにおける平均回収ＣＶ％として精密さを決定した。

【０１９３】
　αＣＤ２０／αＣＤ３　ＴＤＢのＴ細胞活性化アッセイは、別の産生物関連不純物、抗
ＣＤ３集合体、及びαＣＤ２０／αＣＤ３　ＴＤＢ高分子量種の存在にも感受性を示す。
ＳＥＣを使用して検出される場合に２％を超えるＨＷＭＳを含有する試料は、Ｊｕｒｋａ
ｔ／ＮＦκＢ－Ｌｕｃ細胞株のＴ細胞活性化をもたらし得る。Ｔ細胞活性化アッセイから
のホモ二量体％として、ＨＭＷＳによるこの活性化を定量化した（図９）。
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